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Inventia se referd la utilizarea de perete celular (MCC) de Mycobacterium phlei
deproteinizat delipidat, pentru fabricarea unui medicament pentru tratamentul cancerului de
vezica urinard, destinat industriei farmaceutice.

Aceasta cerere incorporeaza, prin referin{a si revendicari, intregul avantaj al cererii
provizorii US 60/075.111 inregistratd in 18 februarie 1998.

Prezenta inventie cuprinde un complex de acid dezoxiribonucleic micobacterian
(ADN-B) - perete celular micobacterian (BCC) in care ADN-B este conservat si complexat
pe peretele celular bacterian, astfel incat BCC este eficient in tratarea cancerului de vezica.
Mai precis, prezenta inventie cuprinde un complex de ADN de Mycobacterium phlei (M.
phlei) (ADN-M) - perete celular de M. phlei (MCC) In care ADN-M este conservat i
complexat pe peretele celular al M. phlei astfel incadt MCC este eficient in inhibarea
proliferarii si in inducerea apoptozei celulelor de cancer de vezica.

Cancerul este 0o acumulare de celule atipice Tntr-o refea aberantd, care poate fi
rezultatul unui exces de proliferare al unei insuficiente a apoptozei sau a unei combinatii a
celor doud. Apoptoza poate fi initiata de liganzii care se leaga de receptori de pe suprafata
celulei (Muzio si col., Cell, 85: 817-827, 1996). Mutatiile acestor receptori pot duce la o
dereglare a apoptozei. Apoptoza poate fi, de asemenea, indusa de proteine intracelulare,
care include, dar nu se limiteaza numai la regulatori p53/p21 (Levine A., Cell, 88: 323-331,
1997). Pierderea functionalitatii p53/p21 este corelatd cu agresivitatea intr-o varietate de
cancere (Fisher D., Cell, 78: 529-542, 1994). Agentii chimioterapeutici, pentru efectul lor
terapeutic, se bazeaza in principal pe inducerea apoptozei in celulele canceroase.
Rezistenta la medicamente, care diminueaza eficienta agentilor chimioterapeutici, conduce
direct sau indirect la reducerea apoptozei i este Tn general asociata cu o prognoza slaba
intr-o varietate de cancere.

Cancerul de vezica este, in particular, dificil de tratat cu succes (Lamm si col., Journal
of Urology, 153: 1444-1450, 1995). Preparatele de origine bacteriana, folcsite pentru tratarea
cancerului de vezicd, includ, dar nu sunt limitate numai la bacilul Caimette-Guerin (BCG)
(Pryor si col., British Journal of Cancer, 71 801-807, 1995) si Regressin® (Bioniche, Inc.
London, Ontario, Canada), un extract de perete celular micobaterian (MCWE) fiind formulat
ca o emulsie de ulei mineral {(brevet U.S. 4,744,984; Chin si col., Journal of Urology,
150: 1189-1193, 1996).

BCG nu induce apoptoza direct (Sasaki si col., Urology international, 59: 142-148,
1997). Mai degrabd, BCG stimuleaza celulele sistemului imunitar pentru a produce molecule
bioactive, cum ar fi, dar nu se limiteaza numai la citokinele si tipuri de molecule reactive la
oxigen (Kudoh si col., British Journal of Urology, 80S2: 40, 1997) care apoi induc apoptoza
si citoliza.

Se crede ca MCWE, care este compus in principal din peptidoglican si glicolipide ce
contin N-acetilmuramil-L-alanil-D-izoglutamind si derivati de acid micolic (Chin si col., Journal
of Urology, 156: 1189-1193, 1996), stimuleaza sistemul imunitar prin activarea reactiilor
mediate de macrofag $i monocit (Teware si col., Veterinary Parasitology, 62: 223-230, 1996).

Avantajele terapeutice obtinute folosind BCG i MCWE sunt variabile i inconsistente,
st par sa depinda de metoda de preparare $i de metoda de eliberare i de variabilitate a
imunogenicitafii si stabilitatii preparatului rezultat. Mai mult, BCG viu poate provoca efecte
secundare serioase, care includ, dar nu se limiteaza numai la febra, sindromuri tip boala
serului, infectii granulomatoase, sepsis §i chiar moarte (Lamm $i col., Journal of Urology,
147: 596-600, 1992).

Alti agenti anteriori, cu actiune impotriva cancerului de vezicd, s-au dovedit, de
asemenea, mai mult decat nepotrivili pentru aplicafii clinice. Mulli dintre acesti agenti sunt
ineficienti sau toxici, au efecte secundare semnificative, au, ca urmare, dezvoltarea rezisteniei
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lamedicamente sauimunosenzibilizare $i produc slbirea organismelor pacientilor. Mai mult,
multi dintre acesti agenti depind, pentru eficienta lor, de receptorii de suprafata ai ligandului
sau de p53/p21.

Prin urmare, exista o cerind pentru un agent terapeutic nou, care s inhibe prolife-
rarea gi sd induca apoptoza celulelor cancerului de vezicd. Acest agent terapeutic trebuie
s fie util ca agent cu actiune impotriva celulelor de cancer de vezicd si ca adjuvant al altor
agenti impotriva celulelor de cancer de vezica. Prin adjuvant se intelege ca acesta este util
Tmpreund cu alti agenti cu actiune impotriva celulelor cancerului de vezic, pentru a creste
eficien{a tratamentului. Mai mult, un asemenea agent terapeutic trebuie sa fie simplu i rela-
tiv ieftin de preparat, activitatea lui trebuie sa fie reproductibild de la o preparare la alta,
activitatea lui trebuie sd rdmané stabild in timp, iar efectele sale asupra celulelor cancerului
de vezica trebui sa fie atinse cu regimuri de dozare care sa fie asociate cu o toxicitate
minima.

WO 99/07383 relateazé despre o compozitie si 0 metoda utilizate pentru reglarea
proliferdrii celulare si a celulelor moarte intr-un organism multicelular. In particular, descrie
o compozifie ce cuprinde un ADN bacterian (AND-B) si un prim purtitor acceptabil
farmaceutic, in care AND-B bacterian induce un raspuns in celule unui animal. In particular,
prezenta inventie dezvaluie o compozitie care cuprinde un ADN micobacterian (AND-M) si
un prim purtator acceptabil farmaceutic, in care AND-M inhiba proliferarea celulari la un
animal, induce apoptoza in celulele de raspuns si stimuleaza celulele corespunzétoare ale
sistemului imunitar la un animal, pentru a produce molecule bioactive.

US 5,888,986 se refera la o metodd de tratament a vezicii urinare si a structurii
asociate utilizind acidul hialuronic. Metoda de tratament a cistitei interstitiale cuprinde instila-
rea directa in vezica urinara $i Tn structurile asociate ale mamiferelor avand cistita intersti-
liald, cu solufii contindnd acid hialuronic avand greutatea moleculard mai jos de 2 x 105
Daltons, la concentratie eficienta.

Problema tehnic& propusa spre rezolvare de prezenta cerere consté in tratamentul
cancerului de vezica urinara.

Solutia constd in utilizarea peretelui celular de Mycobacterium phlei (MCC)
deproteinizat si delipidat, pentru fabricarea unui medicament destinat tratamentului
cancerului de vezica urinara.

Obiectul prezentei inventii constd in utilizarea de perete celular (MCC) de
Mycobacterium phlei deproteinizat delipidat, pentru fabricarea unuimedicament pentru trata-
mentul cancerului de vezica urinara la un animal, inclusiv la omul care are cancer de vezici
urinara.

Avantajele utilizarii prezentei inventii decurg din faptul cd medicamentul fabricat,
utilizand perete celular (MCC) de Mycobacterium phlei deproteinizat delipidat, poate fi
preparat in cantitati mari, are activitate reproductibild, este stabil in timp si este putin toxic,
previne, elimind si inhibd eficient cancerul de vezicé, prin inducerea apoptozei in celulele
cancerului de vezicd, singur sau impreuna cu alfi agenti cu activitate similaré.

In continuare sunt prezentate fig. 1...9, dupa cum urmeazi:

-fig. 1 - inhibarea proliferarii celulelor canceroase HT-1376, HT-1197, B-16 F1, THP-
1, RAW 264.7, Jurkat, HL-60 si HL-60 MX-1 de cétre MCC. Rezultatele reprezintd valoarea
medie * deviatia standard a 3 experimente independente;

- fig. 2 - inhibarea proliferarii celulelor de cancer de vezicd HT-1376, HT-1197, B-16
F1, THP-1, RAW 26A.7, Jurkat, HL-60 i HL-60 MX-1 de catre ADN de M. phlei (2A) ADN-
MCC (2B), ADN de timus de vitel (2A & 2B) si ADN din sperma de hering (2A & 2B).
Rezultatele reprezintd valoarea medie t deviatia standard a 3 experimente independente:;
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- fig. 3 -inhibarea proliferarii celulelor cancerului de vezicalaom HT-1197 (3A) §i HT-
1376 (3B) de catre MCC si LPS. Rezultatele reprezinté valoarea medie t deviatia standard
a 3 experimente independente;

-fig. 4 - inducerea fragmentarii ADN in celulele cancerului de vezica la om HT-1197
(4A) si HT-1376 (4B), de cétre MCC netratat §i MCC tratat cu DNAazé | si de cétre hiL-12.
Rezultatele aratate sunt pentru unul din trei experimente, fiecare dintre acestea producand
rezultate similare;

-fig. 5 - eliberarea de NuMA din celulele cancerului de vezica pentru cregteri ale con-
centratiei MCC. Rezultatele reprezinta valoarea medie + deviatia standard a 3 experimente
independente;

- fig. 6 - eliberarea de NuMA din celulele cancerului de vezica la om HT-1197 (6A)
si HT-1376 (6B), cu 1 pg/ml MCC sau cu 100 ug/ml MCC in 48 h. Rezultatele reprezinta
valoarea medie + deviatia standard a 3 experimente independente;

- fig. 7 - eliberarea de NuMA din celulele cancerului de vezica la om, cu 1 ug/ml de
ADN-MCC netratata si ADN-MCC tratatd cu DNAaza | §i MCC. Rezultatele sunt media + de-
viatia standard a 3 experimente independente;

- fig. 8 - procentul de LDH eliberat de catre celulele cancerului de vezica la om HT-
1197 si HT-1376 ca unindicator al citotoxicitatii MCC. Rezultatele reprezinta valoarea medie
t deviatia standard a 3 experimente independente;

- fig. 9 - stabilitatea MCC pe durata a 6 luni de depozitare.

Prezenta inventie satisface cerintele de mai sus prin furnizarea unei compoziii si a
unei metode ce cuprinde un complex de acid dezoxiribonucleic micobacterian (ADN-B) - pe-
rete celular micobacterian (BCC) in care ADN-B este conservat si complexat pe peretele
celular bacterian astfel incat BCC este eficient in tratarea celulelor cancerului de vezica. Mai
precis, prezenta inventie satisface cerintele de mai sus prin furnizarea unui complex ADN
de Mycobacterium phiei (M. phiei) (ADN-M) - perete celular de M. phiei (MCC)in care ADN-M
este conservat §i complexat pe peretele celular M. phlei astfel incat MCC este eficient in
inhibarea proliferérii giinducerea apoptozei la celulele cancerului de vezica. MCC este simplu
si relativ ieftin de preparat, activitatea Iui este reproductibiia intre preparari, raméne stabil
terapeuticin timp si este eficient la regimuri de dozare care sunt asociate cu toxicitate minima
chiar gi la administrdri repetate.

Pentru prepararea MCC, M. phlei sunt crescute intr-un mediu lichid si recoltate.
Celulele de M. phlei sunt scindate, iar componentele solide ale celulelor scindate de M. phlei
sunt colectate prin sedimentare centrifugald. Componentele solide sunt deproteinizate,
delipidizate si sunt spalate. Sunt utilizati agenfi fara DNAaza, pentru a minimiza degradarea
ADN-M in timpul prepararii.

MCC, in combinatie cu un purtitor acceptabil farmaceutic, se administreaza unui
animal, inclusiv omului, intr-o doza suficientd pentru a preveni, trata si elimina celulele
canceroase din vezica. Capacitatea neasteptata si surprinzétoare a MCC de a inhiba prolife-
rarea si de a induce apoptoza la celulele cancerului de vezica include, dar nu se limiteaza
numai la celule p52/p21 anormale si celule rezistente la medicamente, adresandu-se unei
cerinte neindeplinite din domeniul medical, i asigura un important avantaj.

MCC este, de asemenea, eficient ca un adjuvant, pentru a imbunétati eficienfa altor
agenti anticancer. Acestia includ medicamente, imunostimulanii, antigene, anticorpi,
vaccinuri, radiatie, agenti chimioterapeutici, agenti acizi nucleici, agenti obtinuli prin
bioinginerie, agenti sintetizali chimic, agenti care au drept tintd moleculele moriii celulare
pentru activare sau inactivare si agenti care inhiba proliferarea si induc apoptoza in celulele
raspunzatoare $i nu numai.
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Prezenta inventie cuprinde un complex de acid dezoxiribonucleic bacterian (ADN-B) -
perete celular bacterian (DCC), in care ADN-B este conservat i complexat pe peretele
celular bacterian astfel incat complexul este eficient in prevenirea, tratarea si eliminarea
celulelor canceroase din vezica urinara a unui animal, inclusiv a omului.

Pentru practica prezentei inventii pot fi folosite multe specii bacteriene, incluzand, dar
nu numai, specii Coryneform, specii Corynebacterium, specii Rhodococcus, specii
Eubacterium, specii Bordetella, specii Escherichia, specii Listeria, specii Nocardia si specii
Mycobacterium. De preferin{d, se folosesc specii Mycobacterium, incluzand, dar nu numai,
M. smegmatis, M. fortuitum, M, kansaasii, M. tuberculosis, M. bovis, M. vacciae, M. avium
si M. phlei. Cel mai preferabil se folosesc speciile Mycobacterium M. phlei.

Prin urmare, prezenta inventie cuprinde mai precis un complex de acid dezoxiribo-
nucleic M. phlei (ADN-M) - perete celular de M. phlei (MCC), in care ADN-M este conservat
si complexat pe peretele celular de M. phlei, astfel incat MCC este eficient in prevenirea,
tratarea si eliminarea celulelor canceroase din vezica urinard. In MCC, cantitatea de ADN-M
este imbogatfité fatd de cantitatea de ADN-M dintr-o celuld M. phieiintactd. Mai mult, ADN-M
este conservat gi este complexat pe peretele celular de M. phlei astfel incat este mult mai
accesibil la celulele raspunzatoare decat este ADN-M din celula M. phlei intacta. Degi nu se
doreste legarea de ipotezele urmatoare, se crede cd@ ADN-M sub forma oligonucleotidelor
scurte §i asocierea lor fizica cu peretele celular M. phlei contribuie la exprimarea optima a
activitatii terapeutice a MCC.

Metodele de crestere a activitatii terapeutice a MCC includ, dar nu suntlimitate numai
la suplimentarea chimica sau amplificarea prin biotehnologie a secventelor stimulatoare sau
a confirmarii de ADN derivat din aceeasi specie bacteriand sau din specii diferite si
complexarea ADN-M sau MCC pe purtatori sintetici sau naturali. Mai mult, MCC poate fi
administrat Tnainte, in acelasi timp sau dupa alti agenti cu actiune impotriva cancerului de
vezicd, pentru a cregte eficienta terapeutica.

Compozitiile care cuprind MCC si purtétorul lui acceptabil farmaceutic sunt preparate
prin aducerea in contact, in mod uniform si intim, a MCC cu purtétori lichizi, solizi sau de
ambele tipuri. Purtatorii lichizi includ, dar nu numai, purtatori aposi, purtatori neaposi sau de
ambele tipuri. Purtétorii solizi includ, dar nu numai, purtétori biologici, purtétori chimici i
purtdtori prelucrati prin biotehnololgii.

Printre purtatorii séi acceptabili farmaceutic, MCC poate fi administrat in suspensie
apoasd, emulsie de ulei, emulsie apa-in ulei-in apd, lipozomi, microparticule, emulsii
specifice situsurilor, emulsii de rezidenta indelungatd, emulsii lipicioase, microemulsii,
nanoemulsii, microsfere, nanosfere, nanoparticule, minipompe i cu diversi polimeri sintetici
sau naturali, care permit eliberarea sustinutd a MCC. Mai mult, MCC poate fi folosit cu
oricare, cu toti sau cu orice combinafie de excipienti, indiferent de purtétorul folosit pentru
aexpune MCC celulelor réspunzétoare. Acestia includ, dar nu numai, antioxidanti, tampoane
si bacteriostatice, si pot include agenti de suspendare si agenti de ingrosare.

De preferintd, MCC se administreazé sub forma de suspensie apoasd. MCC este
suspendat intr-un purtator acceptabil farmaceutic, cum ar fi, dar nu este limitat numaila, apa
fard DNAaz3, solutie salind sau solutie salind tamponata cu fosfat (PBS), si este emulsionata
prin dezintegrare cu ultrasunete. Optional, amestecul emulsionat este omogenizat prin
microfluidizare. De exemplu, MCC liofilizat este suspendat in apa fara DNAaza si este
dezintegrat cu ultrasunete la o putere de 20%, timp de 5 min (sonicator model W-385, Heat
Systems-Ultrasonics Inc). Compozitia dezintegraté cu ultrasunete este omogenizaté prin
microfluidizare la 15.000-30.000 psi intr-o trecere (Model M-110Y; Microfluidics, Newton,
MA). Amestecul este ori prelucrat aseptic, ori este sterilizat la final.
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Pentru administrarea intr-un purtator neapos, MCC este emulsionat cu un ulei mineral
sau cu un ulei neutru, cum ar fi, dar nu este limitat numai la, o diglicerida, o triglicerida, un
fosfolipid, un lipid, un ulei $i amestecuri ale acestora, in care uleiul confine un amestec
adecvat de acizi grasi polinesaturati sau saturati. Exemplele includ, dar nu numai, ulei de soia,
ulei de canola, ulei de palmier, ulei de masline si migliol, Tn care numarul atomilor de carbon
din acizii grasi suntintre 12 $i 22, i in care acizii grasi pot fi saturafi sau nesaturati. Optional,
lipide sau fosfolipide cu sarcind pot fi suspendate in uleiul neutru. De exemplu, la uleiul de
soia cu trigliceride fara DNAaza se adauga fosfatidilcolina intr-un raport de 1 g de fosfolipida
la 20 ml de triglicerida si este dizolvat sub incélzire ugoara la 50-60°C. Se adauga mai multe
grame de MCC intr-un rezervor uscat, autoclavizat, iar solutia de fosfolipid&-triglicerida se
adauga la o concentratie de 20 ml per 1 g de MCC. Suspensia este incubaté timp de 60 min
la 20°C si apoi este amestecata cu PBS faréd DNAaz4, intr-un raport de 20 mi suspensie MCC
per litru de PBS. Amestecul este emulsionat prin dezintegrare cu ultrasunete la o putere de
20%, timp de 5 min (sonicator model W-385, Heat Systems-Ultrasonics Inc). Optional,
amestecul MCC emulsionat este omogenizat prin microfluidizare la 15.000-30.000 psi intr-o
trecere (Model M-110Y; Microfluidics). Emulsia de MCC este transferatd intr-o sticla cu capac,
autoclavizatd, pentru depozitare la 4°C.

Marimea particulelor MCC trebuie sa fie optima pentru recunoasterea $i preluarea
de cétre celulele raspunzatoare. De preferinta, diametrul mediu al particulelor de MCC este
ntre aproximativ 10 si aproximativ 10.000 nm, mai preferabil intre aproximativ 100 gi aproxi-
mativ 1000 nm, si cel mai preferabil intre aproximativ 250 i aproximativ 600 nm.

Continutul de ADN-M al MCC este de preferinia intre aproximativ 0,001 si aproximativ
90 mg/100 mg MCC uscat, mai preferabil intre 0,01 si aproximativ 40 mg/100 mg MCC uscat,
cel mai preferabil Tntre aproximativ 0,1 si aproximativ 30 mg/100 mg MCC uscat. De
asemenea, este de preferat ca acest continut de proteine sé fie mai mic de aproximativ
2 mg/100 mg MCC uscat, iar continutul de acizi grasi sa fie mai mic decat aproximativ
2 mg/100 mg MCC uscat. In mod surprinzétor, s-a descoperit ¢ cel putin aproximativ 3,6%
din greutatea MCC ca substanta uscaté este ADN-M extractabil.

MCC sifsau ADN-M sunt administrate intr-o cantitate eficienta pentru a induce
raspunsul terapeutic Tn celulele raspunzatoare ale vezicii. Dozarea MCC si/sau a ADN-M
administrate va depinde de starea ce se trateazé, formularea particulara i alfi factori clinici,
cum ar fi greutatea si starea celui cdruia ii sunt administrate, precum si calea de
administrare. De preferintd, cantitatea de MCC si/sau ADN-M administrate este de la
aproximativ 0,00001 péna la aproximativ 100 mg/kg per doza, mai preferabil de la
aproximativ 0,0001 pana la aproximativ 50 mg/kg per doza si cel mai preferabil de la
aproximativ 0,001 pana la aproximativ 10 mg/kg per doza.

Céile de administrare includ, dar nu numai, calea orald, cea intravenoasa,
intralezionald, intratumorald si intravezicald. De preferinfd, MCC si/sau ADN-M sunt
administrate prin instilare in vezica urinar4, prin intermediul unui cateter pentru tractul urinar,
dar nu se limiteaza la acest mod. Alte metode pentru instilarea MCC si/fsau ADN-M in vezica
urinara sunt cunoscute specialigtilor in domeniu.

Depinzand de calea de administrare, volumul per dozé este de preferinja aproximativ
0.001 pana la aproximativ 100 ml, mai preferabil aproximativ 0,01 p&na la aproximativ 70 mi
si cel mai preferabil aproximativ 0,1 pana la aproximativ 40 ml. MCC si/sau ADN-M pot fi
administrate intr-un tratament cu o singurd doza sau in tratamente cu doze multiple, conform
unui program i pe o perioada de timp adecvata bolii care se trateaza, stérii celui tratat si caii
de administrare.
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Atunci cand este administraté |la vezica urinard, depinzand de volumul administrat,
doza trebuie sd rdmana in vezicd de preferintd de la aproximativ 1 min pana la aproximativ
8 h, de preferinta de la aproximativ 15 min pané la aproximativ 4 h, i cel mai preferabil de
la aproximativ 30 min pana la aproximativ 2 h.

Urmétoarele 11 exemple vor servi la ilustrarea suplimentara a prezentei inventii, fara
a se constitui totusi intr-o limitare a acesteia. Dimpotriva, trebuie inteles clar ¢ se poate
recurge la alte variate alcatuiri, modificari §i echivalenfe ale acestora, care, dupi citirea
descrierii, le pot apérea specialigtilor in domeniu, fard indepartarea de la spiritul prezentei
inventii si/sau intinderea revendicarilor anexate.

Exemplul 1. Prepararea de MCC din Mycobacterium phlei si purificarea de ADN-M
din MCC si din M. phlei

MCC a fost preparat din Mycobacterium phlei (M. phlei) (tulpina 110), ADN-M a fost
purificat din MCC (ADN-MCC), iar ADN-M a fost purificat din M. phlei (ADN-M. phlei), asa
cum este descris in cererea PCT/CA981/00744. Toti reactantii au fost selectai pentru a
imbunatati conservarea ADN. Dacé nu s-a mentionat altfel, MCC, ADN-MCC si ADN-M. phiei
au fost resuspendate in apd fard DNAaza, sau intr-un tampon fard DNAaza, acceptabil
farmacedutic, §i emulsionate prin dezintegrare cu ultrasunete. MCC, ADN-MCC si ADN-M.
phlei nu au continut endotoxine, aga cum s-a determinat folosind trusa QCL-1000 de lizat
amebocit Limulus (BioWhittaker, Walkersville, MD).

Exemplul 2. Prepararea complexului ADN bacterian - perete celular bacterian §i a
ADN bacterian din alte specii bacteriene

Complexul din perete celular bacterian ADN bacterian (BCC) si ADN bacterian (ADN-
B) au fost preparate din M. smegmatis, M. fortuitous, Nocardia rubra, Nocardia asteroides,
Cornybacterium parvum, M, kansaasii, M. tuberculosis si M. bovis, ca in exemplul 1.

Exemplul 3. Tratament cu DNAaza

ADN-MCC si MCC, fiecare contindnd 1 pug de ADN-M si Regressin© (brevet
U.S. 4.744.984) au fost digerate cu o unitate internafionald (IU) de DNAaz4 | fird RNAaza
(Life Technologies), timp de 1 h, la 25°C, in 20 mM HCl tris, pH de 8,4, 2 mM MgCl si 50 mM
KCI. DNAaza | a fost inactivatd prin addugarea de EDTA pani la o concentratie finald de
2,5 mM si incélzire timp de 10 min la 65°C.

Exemplul 4. Celule §i reactanf

Celule de cancer de vezica la om HT-1197 si HT-1376 au fost obfinute de la
American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, MD) si au fost cultivate in MEM
suplimentat cu aminoacizi neesentiali §i vitamine, i contindnd 10% FCS (MEM-FCS) (Gibco
Life Science). HT-1197 sunt celule de carcinom anaplastic tranzitional gradul 4 de vezic4,
dezvoltate de la un mascul uman. Celulele HT-1197 sunt sensibile la agenti chimioterapeu-
tici, cum ar fi, dar nu sunt limitate numai la doxorubicina. HT-1376 sunt celule de carcinom
anaplastic tranzitional gradul 3 de vezicd, dezvoltate de la o femeie. Celulele HT-1376 sunt
p53/p21 anormale §i sunt rezistente la agenfi chimioterapeutici, cum ar fi cisplatin si
mitomicin, dar nu sunt limitate numai la acestea. Celulele BF-16 F1, THP-1, RAW 264.7,
Jurkat, #L-60 i HL-60MX-1 au fost obtinute de la ATCC si au fost cultivate in mediile
recomandate de catre ATCC. Daca nu s-a mentionat altfel, celulele au fost cultivate in 6 vase
de cultura tisulard, cu fundul plat, la concentratii intre 3 x 10° si 10° celule/ml, si au fost
mentinute la 37°C, intr-o atmosferd de 5% CO.

ADN din timus de vitel, ADN din spermé de hering §i Escherichia coli lipopolizaharida
(LPS)au fost obtinute de la Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO). IL-12 (hIL-12) recombinant
uman a fost obtinut de la R&D Systems (Minneapolis, MN).
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Exemplul 5. Inhibarea proliferdrii celulare

Proliferarea celulard a fost determinata folosind reducere cu bromuré de dimetiltiazol-
difeniltetrazolium (MTT) (Mosman $i col., Journal of Tmmunological Methods, 65:55-63,
1983).

Celulele HT-1376, HT-1197, B-16 F1, THP, BAW 264.7, Jurkat, HL-60 gi HL-60MX-1
au fost incubate timp de 24 h, cu 0 pana la 10 ug de MCC, -ADN-M. phlei, ADN-MCC, ADN
din sperma de hering i ADN din timus de vitel. MCC (fig. 1), ADN-M. phlei (fig. 2A) $i ADN-
MCC (fig. 2B) au inhibat proliferarea intr-un mod dependent de doza. ADN din spermé de
hering (fig. 2A si 2B) si ADN din timus de vitel (fig. 2A si 2B) nu au inhibat proliferarea.
Celulele HT-1197 (fig. 3A) i HT-1376 (fig. 3B) au fost, de asemenea, incubate timp de 24 h,
cu 0 pané la 100 pg /ml de MCC si LPS. MCC a inhibat proliferarea ntr-un mod dependent
de doz3, in timp ce LPS nu a inhibat proliferarea (fig. 3A si 3B).

MCC si ADN-M inhiba proliferarea celulelor de cancer de vezica la om HT-1197 si
p53/p21 anormale, HT-1376 rezistente la medicamente. Mai mult, inhibarea proliferarii
celulare nu este comuna tuturor ADN-urilor (ADN din sperma de hering $i ADN din timus de
vitel) si nu a rezultat din imunostimulare nespecificé (LPS).

Exemplul 6. Inducerea apoptozei asa cum a indicat fragmentarea ADN

Fragmentarea ADN celular in fragmente de marimea nucleozomilor este caracteri-
stica celulelor care sufera apoptoza (Newell si col., Nature, 357:286-289, 1990). Pentru a
evalua fragmentarea ADN, au fost colectate celule neaderente, prin centrifugare la 200 g,
timp de 10 min. Peletele de celule neaderente $i restul de celule aderente au fost lizate cu
0,5 ml de tampon litic hipoton (tampon 10 mM tris, 1 MM EDTA, 0,2% Triton X-100, pH 7,5).
Celulele lizate au fost centrifugate la 13.000 g, timp de 10 min, iar supranatantii ce confineau
fragmente de ADN au fost precipitali peste noapte la -20°C, in izopropanol 50% si 0,5 M
NaCl. Precipitatele au fost colectate prin centrifugare si au fost analizate prin electroforeza
n geluri de 0,7% agaroza, timp de 3 h, la 100 V.

Celulele de cancer de vezica HT-1197 si HT-1376 au fost incubate timp de 48 h cu
1 pg/ml MCC sau cu 1 ng/ml hiL12 (fig. 4). MCC a indus fragmentare semnificativa a ADN
la celulele neaderente HT-1197 (fig. 4A, banda 2) si HT-1376 (fig. 4B, banda 2), dar nu i la
celulele aderente HT-1197 (fig. 4A, banda 3) si HT-1376 (fig. 4B, banda 3). PBS (fig. 4A si
4B, banda 5), hiL-12 (fig. 4A si 4B, banda 4) si MCC tratat cu DNAaza | (fig. 4A si 4B,
banda 7) nu au indus fragmentarea ADN la celulele aderente HT-1197 si HT-1376. Celulele
netratate (fig. 4A si 4B, banda 1) nu au prezentat fragmentare ADN. S-a utilizat o structura
ADN cu 123 baze perechi (Gibco Life Science), pentru a determina greutatea moleculara a
fragmentelor ADN de marimea nucleozomilor (fig. 4A si 4B, banda L).

MCC induce apoptoza la celulele de cancer de vezica HT-1197 gi HT-1376, in timp
ce MCC tratat cu DNAaza | nu induce apoptoza la aceste celule. Acest lucru indica faptul ca
structura oligonucleotida intactd a ADN-M este necesara pentruinducerea apoptozei. hlL-12
nu induce apoptoza la celulele HT-1197 si HT-1376.

Exemplul 7. inducerea apoptozei aga cum este indicat de catre aparatul de
solubilizare a proteinelor din nucleul miotic (NUMA)

Schimbari morfologice pregnante din nucleele celulelor, provocate de solubilizarea
si eliberarea de NuMA, sunt caracteristice apoptozei. Eliberarea de NuMA din celulele
cultivate a fost determinatd in unitdti/ml (U/ml), folosind un test ELISA comercial
(Calbiochem, Cambridge, MA) (Miller si col., Biotechniques, 15:1042-1047, 1983).

Celulele cancerului de vezicd HT-1197 gi HT-1376, incubate timp de 49 h, cu 0 pana
la 100 ug/ml MCC, au eliberat NuMA intr-un mod dependent de dozi (fig. 5). Celulele HT-1197
(fig. 6A) si HT-1376 (fig. 6B), incubate cu 1 pg/ml sau cu 100 pg/ml de MCC, timp de 48 h,
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au prezentat o eliberare Tmbunéatatita de NuMA in 24 h. Celulele HT-1197, incubate timp de
48 h cu MCC sau cu ADN-MCC, au prezentat o eliberare semnificativ mai mare de NuMA
cu MCC decét cu ADN-MCC (fig. 7). Tratarea MCC si ADN-MCC cu DNAazi | a redus
semnificativ eliberarea de NuMA (fig. 7).

Inducerea de catre MCC a apoptozei la celulele cancerului de vezicd HT-1197 i HT-
1376 este dependent? atat de timp, cat si de doza. Desi nu se doreste legarea de cétre ipo-
tezele urmétoare, se crede ca atat structura de oligonucleotidd a ADN-M, cat Si prezentarea
ADN-M pe peretele celular de M. phlei este important4 pentru inducerea apoptozei optime.

Exemplul 8. Citotoxicitatea MCC

Citotoxicitatea celulara este caracterizatd de pierderea integritdfi membranei
plasmatice si eliberarea de enzime citoplasmatice, cum ar fi, dar nu numai, LDH (Phillips si
col., Vaccine, 14: 898-904).

Pentru a evalua citotoxicitatea MCC, s-au incubat celule de cancer de vezici la om
HT-1197 §i HT-1376, timp de 48 h, cu 0 pana la 100 pg/ml de MCC sau cu tampon lizat
(10 mM tris, 1 mM EDTA, 0,2% Triton X-100, pH 7,5), ca un control total, pentru eliberarea
de LDH (Filion si col., Biochim Biopsys Acta, 1329: 345-356, 1997). LDH a fost determinat
prin evaluare comerciald (Sigma-Aldrich). Faptul c& MCC nu a fost citotoxic (fig. 8)
demonstreaza cd MCC actioneaza direct asupra celulelor de cancer de vezicd HT-1197 si
HT-1376, pentru a inhiba proliferarea si a induce apoptoza.

Exemplul 9. Tratamentul cancerului uman de vezicdcu MCC si ADN-MCC la goareci
nu/nu

Cancerul uman de vezica (HT-1197) este indus ca o tumora solidd ectopica in
tesuturile subcutanate ale goarecilor fard pér, atimici imunodeficienti (soareci nu/nu), iar
soarecii suntimparfiti in 5 grupuri. Grupul 1 primeste numai purtétor. Grupul 2 primeste MCC.
Grupul 3 primeste MCC tratat cu DNAazé |. Grupul 4 primeste ADN-MCC. Grupul 5 primeste
ADN-MCC tratat cu DNAaza |. Masa canceroasa este cantaritd inaintea tratamentului si
saptamanal, imp de 4 s&ptamani de tratament. Grupul 2 de oareci prezinti regresie a masei
canceroase. Grupurile 1, 3 si 5 de soareci nu prezintd regresie a masei canceroase.

Exemplul 10. Tratamentul cu MCC a cancerului de vezicd la om

10 pacienti cu cancer de vezica ortotopic, de stadiul 3, sunt impéiti Tn 2 grupuri.
Grupul 1 primeste intravezical instilafii cu MCC, timp de 8 saptdmani. Grupul 2 primeste
tratament standard chimioterapeutic. Pacientii din grupul 1 prezinta regresie semnificativa
a cancerului de vezica si nu prezinté efecte secundare debilitante. Pacientii din grupul 2
prezinta regresie minima a cancerului de vezica si efecte secundare debilitante semnificative.

Exemplul 11. Stabilitatea MCC

MCC la 1 ug/ml a fost depozitat ca o suspensie sterild in 0,85% w/v NaCl in intuneric,
la 4°C, timp de 6 luni. Diametrul mediu al particulelor a fost calculat folosind spectroscopia
cu corelare fotonicé (N4 Plus, Coulter Electronics Inc.). Suspensia de MCC a fost diluaté cu
NaCl 0,85% w/v pand la o vitez& de numérare intre 5 x 10* i 10° indicatii/s. Diametrul mediu
al particulelor a fost calculat in modul de prelucrare a distributiei marimilor (SDP), folosind
urmatoarele conditii: indexul de refractie a fluidului 1,33; temperatura 20°C, viscozitatea 0,93
centipoise, unghiul de mésurare 90,0°, timpul de esantionare 10,5 ps si timpul de rulare a
probei 100 s. Potential, incércatura electricd la interfata hidrodinamica dintre particule gi
solventul vrac a fost masurata intr-un aparat Delsa 440SX (Coulter Electronics), folosind
urmatoarele condiii: curent 0,7 mA, frecventa 500 Hz, temperatura 20°C, indicele de refractie
alfluidului 1,33, viscozitatea 0,93 centipoise, constanta dielectrica 78,3, conductivitatea 16,7
ms/cm, timp de conectare 2,5 s, timp de deconectare 0,5 s i timpul de rulare a probei 60 s.
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Asa cum este aratat in fig. 9, incarcarea MCC i diametrul MCC ramén relativ
neschimbate timp de 6 luni de depozitare. Mai mult, stimularea de cétre MCC a producerii
de IL-12 si inducerea apoptozei la monocitele THP-1 rdman neschimbate pe perioada celor
6 luni de depozitare.

Trebuie infeles, desigur, ca ceea ce s-a prezentat aici se referd numai a o alcétuire
preferatd a prezentei inventji gi ca pot fi facute numeroase modificéri sau schimbdri, fara
indepértarea de la spiritul si intinderea inventiei, aga cum este prezentatd in revendicarile
anexate.
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Revendicari

1. Utilizarea de perete celular (MCC) de Mycobacterium phley deproteinizat delipidat,
pentru fabricarea unui medicament pentru tratamentul cancerului de vezica urinar3 la un
animal, inclusiv la omul care are cancer de vezica urinara.

2. Utilizare conform revendicrii 1, in care MCC induce réspuns in celulele cancerului
de vezicd urinard selectat din grupul ce consta din inhibarea proliferérii celulelor cancerului
de vezica si inducerea apoptozei in cancerul de vezica.

3. Utilizare conform revendicarii 2, in care celulele cancerului de vezica urinara sunt
rezistente la medicatie sau la factorul p 53/21 anormal.
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