ES 2326 530 T3

. @ Numero de publicacién: 2 326 530
OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @ Int. Cl.:
A61K 38/00 (2006.01)

ESPANA

@) TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Numero de solicitud europea: 03775680 .6
Fecha de presentacién : 05.11.2003

Numero de publicacion de la solicitud: 1562620
Fecha de publicacion de la solicitud: 17.08.2005

Titulo: Citocinas modificadas para su utilizacion en la terapia del cancer.

Prioridad: 05.11.2002 US 287811 @ Titular/es: FONDAZIONE CENTRO SAN RAFFAELE
30.04.2003 US 426019 DEL MONTE TABOR

Via Olgettina, 60

20132 Milano, IT

Fecha de publicacién de la mencion BOPI: @ Inventor/es: Corti, Angelo
14.10.2009

Fecha de la publicacién del folleto de la patente: Agente: Curell Sufol, Marcelino
14.10.2009

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesién de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicién debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicién (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).

Venta de fasciculos: Oficina Espafiola de Patentes y Marcas. P° de la Castellana, 75 — 28071 Madrid



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 326 530 T3

DESCRIPCION

Citocinas modificadas para su utilizacién en la terapia del cancer.
Campo de la invencion

La presente invencién se refiere a citocinas modificadas para su utilizacién en el tratamiento del cdncer. Mas
particularmente, la invencion se refiere a derivados de citocinas capaces de “albergar” vasos tumorales y células pre-
sentadoras de antigenos. La presente invencion se refiere asimismo a combinaciones sinérgicas que comprenden una
citocina modificada.

Antecedentes de la invencion

La actividad antitumoral de algunas citocinas es bien conocida y se ha descrito. Algunas citocinas se han utilizado
ya terapéuticamente también en seres humanos (29). Por ejemplo, citocinas tales como la interleucina-2 (IL-2) y el
interferén a(IFNa) han demostrado actividad antitumoral positiva en pacientes con diferentes tipos de tumores, tales
como el carcinoma renal metastdsico, la tricoleucemia, el sarcoma de Kaposi, el melanoma, el melanoma miiltiple y
similares. Otras citocinas como IFNg, el factor @ de la necrosis tumoral (TNF), TNEg, IL-1, 4, 6, 12, 15 y los factores
de estimulacién de colonias (CFS) han demostrado una cierta actividad antitumoral en algunos tipos de tumores y por
consiguiente son objeto de estudios adicionales.

En general, la utilizacién terapéutica de citocinas estd muy limitada por su toxicidad generalizada. E1 TNF, por
ejemplo, fue originalmente descubierto por su capacidad de provocar la necrosis hemorragica de algunos tumores (1)
y por su efecto citotoxico in vitro en diferentes estirpes tumorales (2), pero esto demostrd posteriormente que tiene
actividad proinflamatoria fuerte, que puede, en caso de condiciones de sobreproduccién, afectar peligrosamente al
cuerpo humano (3).

Ya que la toxicidad generalizada es un problema fundamental en la utilizacién de cantidades farmacolégicamente
activas de citocinas en los seres humanos, los nuevos derivados y las estrategias terapéuticas estdn actualmente en
evaluacidn, con la intencién de reducir los efectos toxicos de esta clase de efectores bioldgicos conservando su eficacia
terapéutica.

Algunas nuevas estrategias se refieren a:

a) el desarrollo de proteinas de fusién que pueden liberar TNF en el tumor y aumentar la concentracion local.
Por ejemplo, las proteinas de fusién constituidas por TNF y los anticuerpos especificos para el tumor se
han producido (4);

b) el desarrollo de mutantes de TNF que mantienen la actividad antitumoral y tienen una toxicidad generali-
zada reducida. Por consiguiente, mutantes capaces de reconocer selectivamente solamente un receptor (p55
0 p75) se han preparado ya (5);

¢) lautilizacién de anticuerpos anti-TNF capaces de reducir algunos efectos téxicos de TNF sin comprometer
su actividad antitumoral. Dichos anticuerpos se han descrito ya en la bibliografia (30);

d) la utilizacién de derivados de TNF con una vida media mayor (por ejemplo conjugados de TNF con polie-
tilenglicol).

La preparacién de derivados del TNF capaces de dirigirse selectivamente a las zonas tumorales se ha descrito
recientemente. Por ejemplo, se ha descrito una proteina de fusion, obtenida fusionando el gen de la cadena pesada de
un mAb receptor de anti-transferrina y el gen del TNF (4), o una proteina de fusién del TNF con la zona “bisagra” de
un anticuerpo monoclonal contra el antigeno TAG72 asociado al tumor (6) o una proteina de fusién Fv-TNF (6).

El documento EP 251 494 describe un sistema para administrar un agente para diagndstico o terapéutico, que com-
prende: un anticuerpo conjugado con avidina o estreptavidina, un agente capaz de acomplejar el anticuerpo conjugado
y un compuesto constituido por el agente para diagndstico o terapéutico conjugado con biotina, que se administran
sucesivamente y estdn retardados de manera adecuada, a fin de permitir la localizacién del agente terapéutico o para
diagnéstico mediante la interaccion biotina-estreptavidina en la célula diana reconocida por el anticuerpo. Los agentes
terapéuticos o para diagndstico descritos comprenden quelatos metélicos, en particular quelatos de radiontclidos y
agentes antitumorales de bajo peso molecular tales como cis-platino, doxorrubicina, etc.

El documento EP 496 074 da a conocer un procedimiento que proporciona la administracion sucesiva de un anti-
cuerpo biotinilado, avidina o estreptavidina y un agente biotinilado para diagnéstico o terapéutico. Aunque los agentes
citotéxicos como el ricino se mencionan genéricamente, la aplicacion relativa a los compuestos radiomarcados estd
descrita en su mayor parte.

El documento WO 95/15979 da a conocer un procedimiento para localizar agentes muy téxicos en las dianas
celulares, basado en la administracién de un primer conjugado que comprende la molécula diana especifica conjugada

2



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2326 530 T3

con un ligando o un anti-ligando seguido de la administracién de un segundo conjugado constituido por el agente
téxico unido a un anti-ligando o al ligando.

El documento WO98/10795 da a conocer unas moléculas que alojan un tumor que comprenden los péptidos que
contienen la secuencia de aminodcidos NGR. No se describe ninguna utilizacién del péptido para dirigir una citocina
a un tumor.

El documento WO 99/13329 dan a conocer un procedimiento para dirigir una molécula a los vasos angiogénicos
tumorales, basado en la conjugacién de dicha molécula con ligandos de receptores de NGR. Se han sugerido nume-
rosas moléculas como posibles candidatos, pero solamente la doxorrubicina estd descrita especificamente. No se da a
conocer ninguna utilizacién de ligandos de receptores de NGR como vehiculos de citocinas para provocar respuestas
inmunitarias.

El documento WO01/61017 da a conocer un producto de conjugacién entre una citocina seleccionada de entre
TNF o IFNy y un ligando del receptor CD13.

Sumario de la invencion

Se ha descubierto actualmente de manera sorprendente que el TNF acoplado con un ligando del receptor CD13 e
IFNYy actian de manera sinérgica de manera que puede apreciarse la actividad antitumoral eficaz bajo coadministracién
a dosis que son inferiores a las dosis eficaces individualmente. Ademas, se ha descubierto que la actividad antitumoral
de una combinacién del TNF modificado y otro agente antitumoral, tal como la doxorruvbicina, es aumentada mediante
la administracién de IFNy.

Exposicion de la invencion

Segtin un aspecto de la presente invencién, se proporciona una composicién farmacéutica que comprende una
cantidad eficaz de un producto de conjugacién de TNF y un ligando del receptor CD13, y una cantidad eficaz de IFNvy.

Descripcion detallada de la invencion

Se describirdn a continuacion varias caracteristicas y formas de realizacién preferidas de la presente invencién a
titulo de ejemplo no limitativo.

La CD13 es una glucoproteina transmembranaria de 150 kDa muy conservada en varias especies. Se expresa en
las células normales asi como en las estirpes tumorales mieloides, en el endotelio angiégeno y en algunos epitelios.
El receptor CD13 se identifica normalmente como receptor “NGR”. Los ligandos pueden ser naturales o sintéticos.
El término “ligando” hace asimismo referencia a un ligando modificado quimicamente. Los uno o mas dominios de
unién del ligando pueden, por ejemplo, estar constituidos por un ligando natural para el receptor, o un fragmento de un
ligando natural que retiene la afinidad de unién para el receptor. Los ligandos sintéticos comprenden los ligandos de
disefio. Como es utilizado en la presente memoria, el término “ligandos de disefio” hace referencia a los agentes que
resulta probable que se unan al receptor sobre la base de su forma tridimensional en comparacién con la del receptor.

El ligando es un un péptido lineal o ciclico que comprende el motivo NGR, tales como CNGRCVSGCAGRC,
NGRAHA, GNGRG, ciclo GVLNGRMEC o cicloCNGRC, o, mds preferentemente, el péptido CNGRC. Dichos li-
gandos son descritos en el documento WO98/10795 que se incorpora a la presente memoria como referencia. Los
procedimientos de identificacion de los ligandos del receptor CD13 se dan a conocer en el documento W099/13329
que se incorpora a la presente memoria como referencia.

El término “péptido” como es utilizado en la presente memoria comprende polipéptidos y proteinas. El término
“polipéptido” comprende moléculas de polipéptido de cadena sencilla asi como unos complejos multipolipeptidicos
en los que los polipéptidos constituyentes individuales estdn unidos por medios covalentes o no covalentes. El término
“polipéptido” comprende péptidos de dos o mads aminoacidos de longitud, presentando tipicamente mdas de 5, 10 6 20
aminodcidos.

Debe apreciarse que las secuencias polipeptidicas de utilizacién en la invencidn no estdn limitadas a las secuencias
particulares o sus fragmentos sino que comprenden asimismo las secuencias homdlogas obtenidas a partir de cualquier
fuente, por ejemplo proteinas viricas/bacterianas, homologos celulares y péptidos sintéticos relacionados.

Las secuencias polipeptidicas de la presente invencién comprenden asimismo los polipéptidos codificados por los
polinucleétidos de la presente invencion.

Las secuencias pueden ser modificadas para su utilizacién en la presente invencion. Tipicamente, se realizan mo-
dificaciones que mantienen la actividad de la secuencia. Por lo tanto, en una forma de realizacién, pueden realizarse
sustituciones de aminodcidos, por ejemplo de 1, 2 6 3 a 10, 20 6 30 sustituciones con la condicién de que la secuen-
cia modificada retenga por lo menos de aproximadamente 25 a 50% de, o sustancialmente la misma actividad. Sin
embargo, en una forma de realizacién alternativa, pueden realizarse de manera intencionada modificaciones de las
secuencias de aminoacidos de un polipéptido de la invencién para reducir la actividad bioldgica del polipéptido. Por
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ejemplo, pueden resultar utiles los polipéptidos truncados que permanecen con la capacidad de unirse a la molécula
diana pero que carecen de dominios efectores funcionales.

Generalmente, preferentemente menos de 20%, 10% o 5% de los residuos de aminoécidos de un variante o derivado
estan alterados en comparacién con la region correspondiente representada en los listados de secuencia.

Las sustituciones de aminodcidos pueden comprender la utilizacién de los andlogos que se producen de manera no
natural, por ejemplo para aumentar la vida media del plasma en sangre de un polipéptido administrado terapéutica-
mente (ver a continuacion para mds detalles sobre la produccion de los derivados peptidicos para su utilizacién en la
terapia).

Pueden introducirse sustituciones conservadoras, por ejemplo segun la tabla siguiente. Los aminoacidos en el
mismo bloque en la segunda columna y preferentemente en la misma linea en la tercera columna pueden ser sustituidos
por mutuamente:

ALIFATICO No polar GAP
iLv
Polar — no cargado CSTM
NQ
Polar - cargado DE

KR
AROMATICO HFWY

Los polipéptidos de la invencién comprenden asimismo fragmentos de los polipéptidos mencionados anteriormente
y sus variantes, comprendiendo los fragmentos de las secuencias. Los fragmentos preferidos comprenden los que
incluyen un epitopo o dominio de unién. Los fragmentos adecuados serdn por lo menos aproximadamente 5, por
ejemplo 10, 12, 15 6 20 aminoécidos de longitud. Pueden ser asimismo inferiores a 200, 100 6 50 aminoacidos en
longitud. Los fragmentos polipeptidicos de las proteinas y sus variantes alélicas y de especie pueden contener una o
mas (por ejemplo 2, 3, 5, o 10) sustituciones, deleciones o inserciones, que comprenden las sustituciones conservadas.
Cuando se han realizado las sustituciones, deleciones y/o inserciones, por ejemplo mediante tecnologia recombinante,
preferentemente menos de 20%, 10% o 5% de los residuos de aminoécidos representados en los listados de secuencias
son modificados.

Los polipéptidos y los conjugados de la invencidn son tipicamente realizados por medios recombinantes, por ejem-
plo como se describe a continuacién. Sin embargo pueden estar realizados por medios sintéticos utilizando técnicas
que resultan bien conocidas por los expertos en la materia tales como la sintesis de fase sélida. Son examinadas diver-
sas técnicas para la sintesis quimica de péptidos por Borgia y Fields, 2000, Tib Tech 18: 243-251 y descritas en detalle
en las referencias contenidas.

El péptido puede acoplarse directamente a la citocina o indirectamente mediante un espaciador, que puede ser un
solo amino4cido, una secuencia de aminodcidos o un resto orgénico, tal como 6-aminocapril-N-hidroxisuccinimida.
Los procedimientos de acoplamiento son conocidos por los expertos en la materia y comprenden técnicas de ingenieria
genética o de sintesis quimica.

El ligando peptidico preferentemente estd unido al terminal N de la citocina minimizando de este modo cualquier
interferencia en la unién de la citocina modificada a su receptor. Alternativamente, el péptido puede estar unido a restos
de aminodacido que son receptores de enlaces amido o carboxilico, que se producen de forma natural en la molécula
o artificialmente insertados con técnicas de ingenieria genética. La citocina modificada se prepara preferentemente
mediante la utilizacién de un ADNc que comprende una secuencia 5’ contigua que codifica el péptido.

Segtn las reivindicaciones, se proporciona un producto de conjugacién entre TNF y la secuencia CNGRC. Mas
preferentemente, el terminal amino de TNF estd unido al péptido CNGRC mediante el espaciador G (glicina).

El producto resultante (NGR-TNF), demostré ser mds activo que el TNF en modelos animales de linfoma RMA-
T. Ademds, los animales tratados con NGR-TNF fueron capaces de rechazar mas dosis tumorigenas de células RMA-
T o RMA. El aumento de la actividad antitumoral, en comparacién con el TNF normal, pudo observarse en animales
inmunocompetitivos pero no en animales inmunodeficientes. Esto indica que el aumento en la actividad antitumoral de
TNF conjugado con péptidos “NGR” es debido a un aumento de la respuesta inmunitaria en lugar de a una actividad
citotoxica directa del conjugado.
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Se ha demostrado también que los efectos inmunitarios in vivo provocados por NGR-TNF estan relacionados
directamente con el receptor CD13. Se ha observado, por ejemplo, que el anticuerpo contra el receptor CD13 asi como
el ligando GNGRC compiten con NGR-TNF in vivo, sugiriendo de este modo un mecanismo de direccién del receptor
por NGR-TNF.

El indice terapéutico de los conjugados del ligando TNF/CD13 puede mejorarse mas utilizando una forma mutante
de TNF capaz de unirse selectivamente a uno de los dos receptores de TNF, p75TNFR y pSSTNFR. Dicho mutante de
TNF puede obtenerse por mutagénesis dirigida a la zona (5; 7).

El indice farmacocinético de las citocinas modificadas segtin la invencién puede mejorarse preparando derivados
de polietilenglicol, que permiten ampliar la vida media plasmética de las propias citocinas.

Una forma de realizacién adicional de la invencién es proporcionada por derivados bifuncionales en los que las
citocinas modificadas con el ligando CD13 estdn conjugadas con anticuerpos, o sus fragmentos, contra los antigenos
tumorales u otros marcadores angiégenos tumorales, p. €j., integrinas av, metaloproteasas o el factor de crecimiento
vascular, o anticuerpos o fragmentos de los mismos dirigidos contra los componentes de la matriz extracelular, tales
como los anticuerpos anti-tenascina o el dominio EDB de la anti-fibronectina. Se ha descrito recientemente la prepa-
racién de un producto de fusidn entre TNF y la zona bisagra de un mAb contra el antigeno TAG72 asociado al tumor
expresado por el adenocarcinoma géstrico y de ovario (6).

Una forma de realizacién adicional de la invencién es proporcionada por el predireccionamiento tumoral con el sis-
tema biotina/avidina. Segun esta estrategia, se obtiene un complejo ternario en la zona antigénica tumoral, en diferentes
etapas, que estd formada por 1) mAb biotinilado, 2) avidina (o estreptavidina) y 3) citocina bivalente modificada con
el ligando CD13 y biotina. Numerosos articulos demostraron que la estrategia de predireccionamiento, en compara-
cién con el direccionamiento convencional con inmunoconjugados, puede aumentar realmente la relacién de molécula
activa contenida en la diana a molécula activa libre, reduciendo de este modo la toxicidad del tratamiento (11, 10, 9,
8). Esta estrategia produjo resultados favorables con el TNF biotinilado, que fue capaz de provocar citotoxicidad in
vitro y disminuir el crecimiento de las células tumorales en condiciones en las que el TNF normal era inactivo (14,
26). La estrategia de predireccionamiento puede realizarse también con un procedimiento en dos fases utilizando un
anticuerpo biespecifico que al mismo tiempo se une al antigeno tumoral y a la citocina modificada. La utilizacién
de un anticuerpo biespecifico dirigido contra el antigeno carcionoembrionario y el TNF se ha descrito recientemente
como un medio para el predireccionamiento tumoral del TNF (31).

Segtin una forma de realizacién adicional, la invencién comprende una molécula de TNF conjugada tanto con un
ligando CD13 como con un anticuerpo, o un fragmento de la misma (directa o indirectamente mediante un puente
biotina-avidina), en diferentes subunidades de TNF, donde el anticuerpo o sus fragmentos estdn dirigidos contra un
anticuerpo expresado en las células tumorales u otros componentes del estroma tumoral, p. ej. el dominio EDB de
tenascina y fibronectina. Esto da como resultado una mejora adicional del tumor que alberga las propiedades de la ci-
tocina modificada y en la liberacion lenta de este ltimo en el micromedio tumoral mediante las transiciones trimero-
mondémero-trimero. Como se demuestra en los trabajos anteriores, de hecho, las subunidades modificadas de los con-
jugados de TNF pueden disociarse de los complejos de direccionamiento y reasociarse con el fin de formar moléculas
de TNF triméricas inalteradas, que a continuacién se difunden en el microentorno del tumor. Se ha demostrado que la
liberacion del TNF bioactivo se produce entre las 24 y 48 horas después del direccionamiento (21).

Los péptidos de la presente invencion pueden ser administrados terapéuticamente a los pacientes. Resulta preferido
utilizar los péptidos que no estdn tinicamente constituidos por aminodcidos que se producen naturalmente sino que han
sido modificados, por ejemplo para reducir la inmunogenicidad, para aumentar la vida media circulatoria en el cuerpo
del paciente, para mejorar la biodisponibilidad y/o para mejorar la eficacia y/o la especificidad.

Han sido utilizados diversos enfoques para modificar los péptidos para su aplicacién terapéutica. Un enfoque
consiste en unir los péptidos o las proteinas a una variedad de polimeros, tales como polietilenglicol (PEG) y polipro-
pilenglicol (PPG) -ver por ejemplo las patentes US n° 5.091.176, 5.214.131 y US n°® 5.264.209.

Se puede utilizar la sustitucién de los aminodcidos que se producen naturalmente con una variedad de aminoacidos
modificados o no codificados tales como los D-aminoacidos y los N-metil aminoacidos para modificar los péptidos.

Otro enfoque consiste en utilizar agentes de reticulacion bifuncionales, tales como N-succinimidil 3-(2 piridildi-
tio) propionato, succinimidil 6-[3-(2 piridilditio) propionamido] hexanoato, y sulfosuccinimidil 6-[3-(2-piridilditio)
propionamido] hexanoato (ver la patente US n°® 5.580.853).

Puede resultar deseable utilizar los derivados de los péptidos de la invencién que estdn limitados en su confor-
macién. La limitacién en su conformacion hace referencia a la conformacion preferida y la estabilidad de la forma
tridimensional adoptada por un péptido. Las limitaciones en la conformacién comprenden las limitaciones locales, que
implican limitar la movilidad en la conformacién de un residuo sencillo de un péptido; limitaciones regionales, que
implican limitar la movilidad en la conformacién de un grupo de residuos, pudiendo dichos residuos formar alguna
unidad estructural secundaria; y limitaciones globales, que implican la estructura del péptido total.
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La conformacién activa del péptido puede ser estabilizada mediante una modificacién covalente, tal como la ci-
clacién o mediante la incorporacién de gamma-lactamo u otros tipos de puentes. Por ejemplo, las cadenas laterales se
pueden someter a ciclacion para el esqueleto de manera que se creen una porcién de L-gamma-lactamo en cada lado
del sitio de interaccion. Ver, en general, Hruby et al., “Applications of Synthetic Peptides”, en Synthetic Peptides: A
User’s Guide: 259-345 (W. H. Freeman & Co. 1992). Se puede asimismo conseguir la ciclacién, por ejemplo, mediante
la formacidén de puentes de cisteina, acoplando los grupos terminales carboxi y amino de los aminodcidos termianales
respectivos, o acoplando el grupo amino de un residuo Lys o un homdlogo relacionado con un grupo carboxi de Asp,
Glu o un homélogo relacionado. Se puede asimismo realizar el acoplamiento del grupo alfa-amino de un polipéptido
con el grupo épsilon-amino de un residuo de lisina utilizando anhidrido yodoacético. Ver Wood y Wetzel, 1992, Int’l
J. Peptide Protein Res. 39: 533-39.

Otro enfoque descrito en la patente US n°® 5.891.418 consiste en incluir un esqueleto de complejacién de ién
metdlico en la estructura del péptido. Tipicamente, el esqueleto de metal-péptido preferido estd basado en el nimero
necesario de grupos de coordinacién particulares necesarios para la esfera de coordinacién de un i6n metélico de
complejacion dado. Generalmente, la mayoria de los iones metédlicos que pueden resultar ttiles presentan un niimero
de coordinacién de cuatro a seis. La naturaleza de los grupos de coordinacién en la cadena peptidica comprenden los
atomos de nitrégeno con funcionalidades amina, amida, imdazol, o guanidina; 4&tomos de azufre o tioles o disulfuros;
y dtomos de oxigeno de funcionalidades hidroxi, fendlica, carbonilo, o carboxilo. Ademads, la cadena peptidica o
los aminodcidos individuales pueden ser modificados quimicamente para incluir un grupo de coordinacién, tal como
por ejemplo oxima, hidrazino, sulthidrilo, fosfato, ciano, piridino, piperidino, o morfolino. El constructo peptidico
puede ser lineal o ciclico, sin embargo es tipicamente preferido un constructo lineal. Un ejemplo de un péptido lineal
pequefio es Gly-Gly-Gly-Gly que presenta cuatro nitrogenos (un sistema de complejaciéon N,) en el esqueleto que
puede complejar a un i6n metalico con un nimero de coordinacién de cuatro.

Otra técnica para mejorar las propiedades de los péptidos terapéuticos consiste en utilizar los peptidomiméticos no
peptidicos. Puede ser utilizada una amplia variedad de técnicas ttiles para establecer la estructura precisa de un pépti-
do. Estas técnicas comprenden la secuenciacién de aminoécidos, la cristalografia por rayos X, la espectroscopia de ma-
sas, la espectroscopia de resonancia magnética nuclear, el modelado molecular asistido por ordenador, el mapeo pep-
tidico, y sus combinaciones. El andlisis estructural de un péptido proporciona generalmente un cuerpo grande de datos
que comprende la secuencia de aminodcidos del péptido asi como el posicionamiento tridimensional de sus compo-
nentes atomicos. A partir de esta informacion, los peptidomiméticos no peptidicos pueden estar concebidos de manera
que presenten las funcionalidades quimicas necesarias para la actividad terapéutica pero son més estables, por ejemplo
menos susceptibles a la degradacion biolégica. La patente US n° 5.811.512 proporciona un ejemplo de este enfoque.

Las técnicas para sintetizar quimicamente los péptidos terapéuticos de la invencién son descritas en las referencias
anteriores y examinadas asimismo por Borgia y Fields, 2000, TibTech 18: 243-251 y descritas con mayor detalle en
las referencias contenidas.

Para su utilizacién en terapia, las citocinas modificadas de la invencién se formulardn de manera adecuada en
preparaciones farmacéuticas para administracion oral o parenteral. Se prefieren las formulaciones para administracién
parenteral, y comprenden soluciones inyectables o suspensiones y liquidos para infusiones. Para la preparacién de las
formas parenterales, se disolverd o se pondrdn en suspension una cantidad eficaz del ingrediente activo en un vehi-
culo esterilizado, afiadiendo opcionalmente excipientes tales como disolventes, agentes de isotonicidad, conservantes,
estabilizantes, emulsionantes o agentes dispersantes, y se distribuird sucesivamente en viales sellados o ampollas.

Con mayor detalle, los conjugados de la invencién, que comprenden polipéptidos y polinucleétidos, pueden estar
preferentemente combinados con varios componentes para producir las composiciones de la invencién. Preferente-
mente, las composiciones son combinadas con un portador, diluyente o excipiente farmacéuticamente aceptable para
producir una composicién farmacéutica (que puede ser de utilizacién humana o animal). Los portadores y diluyen-
tes adecuados comprenden las soluciones salinas isoténicas, por ejemplo un medio salino tamponado con fosfato.
Los detalles de los excipientes pueden ser encontrados en The Handbook of Pharmaceutical Excipients, 2™ Edn, Eds
Wade & Weller, American Pharmaceutical Association. La composicién de la invencién puede ser administrada por
inyeccidn directa. La composicién puede ser formulada para la administracién parenteral, intramuscular, intravenosa,
subcutédnea, intraocular, oral o transdérmica.

La composicion se puede formular de manera que la administracién diaria, semanal o mensual proporcionard la
dosis diaria deseada. Se apreciard que la composicion puede estar convenientemente formulada para ser administrada
con menor frecuencia, como cada 2, 4, 6, 8, 10 6 12 horas.

Los polinucleétidos/vectores que codifican los componentes polipeptidicos pueden ser administrados directamente
como un constructo de dcido nucleico desnudo, comprendiendo ademds preferentemente las secuencias flanqueantes
homélogas al genoma de célula huésped.

La captacion de los constructos de 4cido nucleico desnudo mediante las células de mamifero es aumentada median-
te varias técnicas de transfeccion conocidas por ejemplo las que incluyen la utilizacién de los agentes de transfeccion.
Los ejemplos de estos agentes comprenden los agentes catiénicos (por ejemplo el fosfato célcico y el DEAE-dextrano)
y los lipofectantes (por ejemplo lipofectam™ y transfectam™). Tipicamente, los constructos de 4cido nucleico estdn
mezclados con el agente de transfeccidn para producir una composicion.
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Preferentemente, el polinucleétido o vector de la invencién estd combinado con un diluyente o portador farmacéu-
ticamente aceptable para producir una composicion farmacéutica. Los diluyentes y portadores adecuados comprenden
las soluciones salinas isoténicas, por ejemplo el medio salino tamponado con fosfato. La composicién puede estar
formulada para la administracién parenteral, intramuscular, intravenosa, subcutdnea, intraocular o transdérmica.

Las vias de administracién y los regimenes de dosificacion descritos se proporcionan tinicamente como una guia
dado que el experto en la materia podrd determinar facilmente la via éptima de administracién y los regimenes de
dosificacion para cualesquiera paciente y estado particulares.

La preparacién de citocinas en forma de liposomas puede mejorar la actividad bioldgica de las mismas. Se ha
observado, de hecho, que la acilacién de los grupos amino del TNF provoca un aumento en su hidrofobia sin pérdida
de actividad biolégica in vitro. Ademas, se ha descrito que el TNF unido a lipidos tiene citotoxicidad inalterada in
vitro, efectos de inmunomodulacién y toxicidad reducida in vivo (12, 13).

La dosis mdxima tolerada de TNF en inyeccién intravenosa en embolada en seres humanos es de 218 a 410 ug/m?
(32) aproximadamente 10 veces inferior a la dosis eficaz en animales. Basdndose en los datos de los modelos murinos
se cree que una dosis superior de por lo menos 10 veces es necesaria para conseguir efectos antitumorales en seres
humanos (15). En el primer estudio clinico sobre perfusion hipertérmica aislada en las extremidades, se obtuvieron
cantidades altas de respuesta con la dosis unica de 4 mg de TNF en combinacién con melfaldn e interferén y (16).
Otros trabajos demostraron que el interferén y puede omitirse y que incluso dosis inferiores de TNF pueden ser sufi-
cientes para provocar una respuesta terapéutica (17, 18). Dado que las dos citocinas ejercen efectos sinérgicos sobre
las células endoteliales, su direccionamiento combinado y selectivo en las mismas es probable que produzca una ac-
tividad antitumoral mds potente permitiendo de este modo superar los problemas de toxicidad generaliza encontrados
normalmente en la terapia del cancer con las mismas citocinas utilizadas en combinacién. Ademds, es sabido que el
TNF puede disminuir la funcién de barrera de los vasos con recubrimiento endotelial, aumentando de este modo su
permeabilidad a las macromoléculas. Aprovechdndose de la menor toxicidad del tratamiento con las moléculas de TNF
modificadas segtn la invencidn, y sus vasos tumorales que contienen propiedades, una aplicacion alternativa consiste
en su utilizacién para aumentar la permeabilidad de los vasos tumorales a otros compuestos, para fines terapéuticos o
de diagnéstico. Por ejemplo puede utilizarse el TNF modificado para aumentar la absorcién del tumor de los anticuer-
pos u hormonas radiomarcados (compuestos para deteccion por la imagen del tumor) en radioinmunoescintigrafia o
radioinmunoterapia de los tumores. Alternativamente, la absorcién de fairmacos quimioterapéuticos, inmunotoxinas,
liposomas que llevan farmacos o genes, u otros firmacos anticancerosos podria aumentarse también, de modo que sus
efectos antitumorales aumenten.

Por consiguiente, las citocinas de la invencién pueden utilizarse en preparaciones combinadas, por separado o
sucesivas, asimismo con otras sustancias para diagndstico o terapéuticas, en el tratamiento o en el diagndstico del
céncer.

La presente invencion se refiere a la utilizacién de una combinacién del TNF modificado, y el IFNy. Esta combi-
nacién puede ser utilizada en preparaciones secuenciales, separadas o combinadas. Ventajosamente, la combinacién
es asimismo con otras sustancias terapéuticas o de diagndstico, en el tratamiento o el diagndstico del cancer, tal co-
mo la doxorrubicina y el mefaldn. Por lo tanto la presente invencién proporciona una composicién farmacéutica que
comprende una combinacién del TNF modificado y el INFy, y opcionalmente otra sustancia terapéutica antitumoral
o de diagnéstico tumoral. De nuevo, esta combinacién se puede utilizar en preparaciones secuenciales, separadas o
combinadas.

En la solicitud de patente nimero PCT/IB03/02187 de los presentes inventores, se ha descubierto que el suministro
dirigido de dosis de picogramo de citocinas aumenta la penetracién de los farmacos quimioterapéuticos, proporcio-
nando una nueva e inesperada estrategia para aumentar el indice terapéutico de los farmacos quimioterapéuticos. La
solicitud de patente nimero PCT/IB03/02187 se incorpora a la presente memoria en su totalidad como referencia.
Con mayor detalle, se ha descubierto que el suministro de dosis muy bajas de citocinas a los tumores y al entorno
asociado a los tumores que comprende la vasculatura tumoral representa un nuevo enfoque para evitar los mecanismos
de retroalimentacién negativa y para mantener su capacidad para modificar las barreras de penetracion de farmaco.

La composicién de la presente invencién puede estar formulada para la administracién parenteral, intramuscular,
intravenosa, subcutdnea, intraocular, oral o transdérmica. En una forma de realizacién de este aspecto de la presente
invencién, se puede administrar un conjugado de la presente invencién a una dosis comprendida en el intervalo de 0,5
a 500 ng/kg, preferentemente en el intervalo de 1 a 50 ng/kg, més preferentemente en el intervalo de 5 a 15 ng/kg.

En una forma de realizacion alternativa de este aspecto de la invencién se proporciona una composicién farma-
céutica que comprende un conjugado de la presente invencién en combinacién con IFNy, en la que el conjugado esta
presente en una cantidad tal que el conjugado o un metabolito del mismo estd previsto en el plasma sanguineo del
sujeto que debe ser tratado en una cantidad no superior a aproximadamente 35.000 ng/d{a, preferentemente aproxima-
damente 3.500 ng/dia, m4s preferentemente aproximadamente 1.000 ng/dfa.

La dosis anterior se refiere a una dosis para un sujeto de 70 kg. Un experto en la materia podra facilmente modificar
la dosis para un sujeto que presente una masa diferente a 70 kg.
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Las vias de administracién y los regimenes de dosificacion descritos se proporcionan unicamente como guia dado
que un experto en la materia podrd determinar ficilmente la via de administracion y los regimenes de administracién
optimos para cualesquiera paciente y estado.

Otro aspecto de la invencidn con respecto al ADNc que codifica las citocinas conjugadas dadas a conocer en la
presente memoria, que pueden prepararse a partir del ADNc de citocinas por adicién de una secuencia de ADN conti-
gua a5’ 63’ que codifica el ligando CD13 preferentemente para los péptidos de autoguiado descritos anteriormente.
El ADNc combinado puede utilizarse como tal o tras la insercién en vectores para terapia génica. La preparacion de
aplicaciones terapéuticas de vectores adecuados se da a conocer en (19), que estd incorporado a la presente memoria
como referencia.

Los polinucleétidos de utilizacién en la invencién comprenden las secuencias de dcido nucleico que codifican el
conjugado de polipéptido de la invencindn. Resultard evidente para el experto en la materia que varios polinucleétidos
diferentes pueden codificar el mismo polipéptido como resultado de la degeneracion del codigo genético. Ademads,
debe apreciarse que los expertos en la materia, utilizando las técnicas de rutina, pueden realizar sustituciones de
nucledtidos que no afectan a la secuencia polipeptidica codificada por los polinucleétidos de la invencidn para reflejar
el uso del codén de cualquier organismo huésped particular en el que los polipéptidos de la invencién van a ser
expresados.

Los polinucleétidos de la invencién pueden comprender ADN o ARN. Pueden ser monocatenarios o bicatenarios.
Pueden ser asimismo polinucledtidos que comprenden en su interior nucleétidos sintéticos o modificados. Son cono-
cidos en la técnica varios tipos diferentes de modificacién para los oligonucleétidos. Comprenden los esqueletos de
metilfosfonato y fosforotioato, la adicién de cadenas de acridina o polilisina en los extremos 3’ y/o 5’ de la molécula.
En el contexto de la presente invencién, debe apreciarse que los polinucleétidos descritos en la presente memoria
pueden ser modificados mediante cualquier procedimiento disponible en la técnica. Dichas modificaciones pueden
realizarse con el fin de mejorar la actividad in vivo o el periodo de vida de los polinucleétidos de la invencioén.

Los polinucleétidos de la invencién se pueden incorporar a un vector replicable recombinante. El vector puede
ser utilizado para replicar el dcido nucleico en una célula huésped compatible. Por lo tanto, en otra forma de realiza-
cién, la invencién proporciona un procedimiento para preparar los polinucledtidos de la invencién introduciendo un
polinucleétido de la invencién en un vector replicable, introduciendo el vector en una célula huésped compatible, y
cultivando la célula huésped en condiciones que provocan la replicacién del vector. El vector puede ser recuperado de
la célula huésped. Las células hiesped adecuadas comprenden bacterias tales como E. coli, levadura, lineas celulares
de mamifero y otras lineas celulares eucariotas, por ejemplo las células de insecto Sf9.

Preferentemente, un polinucledtido de la invencién en un vector estd unido de manera funcional a una secuencia
de control que puede proporcionar la expresion de la secuencia de codificacién mediante la célula huésped, es decir
el vector es un vector de expresion. La expresion “unido de manera funcional” hace referencia a que los componentes
descritos estdn en una relacion que permite su funcionamiento deseado. Una secuencia reguladora “unida de manera
funcional” a una secuencia de codificacion estd unida de tal manera que la expresion de la secuencia de codificacién
se consigue en condiciones compatibles con las secuencias de control.

Las secuencias de control pueden ser modificadas, por ejemplo mediante la adicién de elementos reguladores
de transcripcién para aumentar la sensibilidad del nivel de transcripcién dirigida por las secuencias de control a los
moduladores de transcripcion.

Los vectores de la invencién pueden ser transformados o transfectados en una célula huésped adecuada como se
describe a continuacién para proporcionar la expresion de una proteina de la invencién. Este procedimiento puede
comprender el cultivo de una célula huésped transformada con un vector de expresiéon como se ha descrito anterior-
mente en condiciones que proporcionen la expresion por un vector de una secuencia de codificacién que codifica la
proteina, y opcionalmente recuperar la proteina expresada.

Los vectores pueden ser por ejemplo, vectores virales o plasmidicos provistos de un origen de replicacién, op-
cionalmente un promotor para la expresion de dicho polinucleétido y opcionalmente un regulador del promotor. Los
vectores pueden contener uno o mas genes marcadores seleccionables, por ejemplo un gen de resistencia a la ampi-
cilina en el caso de un pldsmido bacteriano o un gen de resistencia a la neomicina para un vector de mamifero. Los
vectores pueden ser utilizados, por ejemplo, para transfectar o transformar una célula huésped.

Las secuencias de control unidas de manera funcional a las secuencias que codifican la proteina de la invencién
comprenden promotores/potenciadores y otras sefiales de regulacién de la expresion. Estas secuencias de control
pueden ser seleccionadas para resultar compatibles con la célula huésped para la que el vector de expresion esta
concebido para su utilizacién. El término “promotor” es bien conocido en la técnica y comprende las regiones de
acidos nucleicos comprendidos en tamafio y complejidad entre los promotores minimos y los promotores que incluyen
potenciadores y elementos corriente arriba.

El promotor es tipicamente seleccionado de entre los promotores que resultan funcionales en las células de mami-
fero, aunque pueden ser utilizados los promotores procariotas y los promotores funcionales en otras células eucariotas.
El promotor es tipicamente obtenido a partir de las secuencias de promotor o los genes eucariotas o virales. Por ejem-
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plo, puede ser un promotor obtenido a partir del genoma de una célula en la que la expresién se va a producir. Con
respecto a los promotores eucariotas, pueden ser promotores que funcionan de manera ubicua (tales como los promo-
tores de a-actina, b-actina, tubulina) o, alternativamente, de manera especifica para tejidos (tales como los promotores
de los genes para la piruvato quinasa). Los promotores especificos para tejidos especificos para determinadas células
pueden asimismo ser utilizados. Pueden asimismo ser promotores que responden a estimulos especificos, por ejemplo
promotores que unen los receptores hormonales esteroideos. Los promotores virales pueden ser asimismo utilizados,
por ejemplo el promotor de repeticion terminal larga del virus de la leucemia murina de Moloney (MMLVLTR), el
promotor del virus del sarcoma de Rous (RSV) LTR o el promotor del citomegalovirus humano (CMV) IE.

Puede asimismo resultar ventajoso para los promotores poder ser inducidos de manera que los niveles de expresion
del gen heterélogo puedan ser regulados durante la vida de la célula. Que puedan ser inducidos hace referencia a que
los niveles de expresion obtenidos utilizando el promotor pueden ser regulados.

Ademds, cualquiera de estos promotores puede ser modificado mediante la adicién de otras secuencias reguladoras,
por ejemplo secuencias potenciadoras. Los promotores quiméricos pueden ser asimismo utilizados comprendiendo los
elementos de secuencia a partir de dos o mds promotores diferentes descritos anteriormente.

Los vectores y polinucleétidos de la invencién pueden ser introducidos en las células huésped con el fin de re-
plicar los vectores/polinucleétidos y/o expresar las protefnas de la invencion codificadas por los polinucleétidos de
la invencion. Aunque las proteinas de la invencién pueden ser producidas utilizando células procariotas como células
huésped, resulta preferida la utilizacién de las células eucariotas, por ejemplo, células de levadura, insecto o mamifero,
en particular células de mamifero.

Los vectores/polinucledtidos de la invencion pueden ser introducidos en células huésped adecuadas utilizando una
variedad de técnicas conocidas en la materia, como la transfeccion, la transformacién y la electroporacién. Cuando los
vectores/polinucledtidos de la invencién deben ser administrados a los animales, resultan conocidas varias técnicas en
la materia, por ejemplo la infeccién con vectores virales recombinantes tales como retrovirus, virus del herpes simple
y adenovirus, la inyeccion directa de dcidos nucleicos y la transformacién biolistica.

Las células huésped que comprenden los polinucleétidos de la invencién pueden ser utilizadas para expresar los
conjugados de la invencién. Las células huésped pueden ser cultivadas en condiciones adecuadas que permiten la
expresion de los polipéptidos y conjugados de la invencion. La expresion de los productos de la invencién pueden ser
constitutivos de manera que son producidos de manera continua, o inducibles, requiriendo un estimulo para iniciar la
expresion. En el caso de la expresién inducible, la produccion de proteinas puede ser iniciada cuando resulte necesaria
mediante, por ejemplo, la adicién de una sustancia inductora al medio de cultivo, por ejemplo dexametasona o IPTG.

Los conjugados de la invencién pueden ser extraidos de las células huésped mediante una variedad de técnicas
conocidas en la materia, que incluyen la lisis enzimdtica, quimica y/u osmética y la ruptura fisica.

Descripcion de las figuras

Figura 1: Efecto del TNF y NGR-TNF sobre el crecimiento de linfomas RMA-T (ay b) y sobre el peso del animal
(cyd

Se trataron 5 animales/grupo con una dnica dosis de TNF o NGR-TNF (i.p.), 10 dias después de la implantacién
del tumor. Los valores del drea tumoral el dia 14 en funcién de la dosis (b) y la pérdida de peso después del tratamiento
(media de los dias 11 y 12) (d), se interpolaron en curvas logaritmicas. Los efectos antitumorales provocados por 1
ug 09 ug de NGR-TNF el dia 14 fueron mayores que los provocados por cantidades comparables de TNF (P = 0,024
y P = 0,032, respectivamente), mientras que la pérdida de peso después de estos tratamientos fue similar. Las flechas
indican dosis extrapoladas de TNF y NGR-TNF que provocan efectos comparables.

Figura 2: Efecto del mAb R3-63 y de CNGRC sobre la actividad antitumoral de NGR-TNF (a) y TNF (b)

Se mezclaron mAb R3-63 o CNGRC con NGR-TNF o TNF y se administraron a animales con tumor RMA-T, 12
dias después de la implantacién del tumor (n = 5 animales/grupo). En un experimento por separado (c) TNF y NGR-
TNF se administraron conjuntamente con CNGRC o CARAC (péptido de referencia) a animales que llevan tumores
de 11 dias (n = 5). El efecto antitumoral de 1 ug de NGR-TNF fue mds potente que el de 9 ug de TNF (P = 0,009,
prueba de la t el dia 20) y fue inhibido de manera significativa por CNGRC (P = 0,035) y por mAb R3-63 (P =0,011).

Figura 3: Efecto de la digestién triptica limitada de NGR-TNF y de TNF sobre su masa (a) y actividad antitumoral
(b)

Se prepar6 tripsina-agarosa acoplando 1 mg de tripsina a 1 ml de CH Sepharosa activada (Pharmacia-Upjohn),
segln las instrucciones del fabricante. Se mezclaron NGR-TNF y TNF (170 ug de cada uno en 300 ul de cloruro
sodico 0,15 M, fosfato sédico 0,05 M, pH 7,3) con 15 ul de suspension de resina (1:4) o tampén solo y se hizo girar en
un tambor vertical a 37°C durante el tiempo indicado. Se filtraron los cuatro productos a través de un dispositivo Spin-
X de 0,22 um (Costar, Cambridge, MA) y se almacenaron a -20°C hasta su utilizacién. (a) Andlisis de espectrometria
de masas con electroatomizacion. Los valores de la masa molecular y los productos correspondientes (secuencias N-
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terminales) estan indicados en cada pico. Las flechas en las secuencias indican la zona de escision. (b) Efectode 1 6 3
g de NGR-TNF y TNF, incubados sin (paneles superiores) o con (paneles inferiores) tripsina, sobre el crecimiento de
tumores RMA-T y el peso del animal (media + SE de grupos tratados con dosis de 1 a 3 ug). Se trataron los animales
13 dias después de la implantacién del tumor (n = 5 animales/grupo).

Figura 4: SDS-PAGE y actividad antitumoral de NGR-TNF humano antes y después de desnaturalizacién/replega-
miento

SDS-PAGE en condiciones no reductoras (A) de TNF humano (a), antes de NGR-TNF (b) y después de (c) el
proceso de desnaturalizacion/replegamiento descrito en el Ejemplo V.

Efecto de TNF y NGR-TNF sin replegar sobre el crecimiento de los linfomas RMA-T (B) y sobre el peso corporal
(C). El efecto de TNF humano (D) y de NGR-TNF replegado (constituido por >95% de trimeros con disulfuros dentro
de la cadena) (E) sobre el crecimiento del tumor. Se trataron animales (15 6 5 ratones/grupo como se indica en cada
panel) con una dosis i.p. de TNF o de NGR-TNF, 10 dias después de la implantacién del tumor.

Figura 5: Efecto de un anticuerpo anti-mIFNy neutralizante (AN18) sobre la actividad antitumoral de NGR-m TNF
y la doxorrubicina en los tumores B16F1 en los ratones C57BL6.

Figura 6: Efecto de NGR-TNF y la doxorrubicina en ratones con inactivacién génica de IFNy.

Figura 7: Efecto de NGR-m TNF, mIFNy y doxorrubicina, (solo o en combinacién) en los tumores B16F1 en
ratones desnudos.

Figura 8: Efecto de NGR-TNF y la doxorrubicina en ratones desnudos.

Figura 9: Efecto de NGR-m TNF, mIFNy y doxorrubicina, en tumores B16F1 en ratones inmunocompetentes
(C57BL6).

Figura 10: IFNy aumenta la penetracién de doxorrubicina en tumores cuando combinan con NGR-TNF en ratones
con inactivacion génica de IFNy.

Los ejemplos siguientes ilustran con mayor detalle la invencién.
Ejemplo I
Preparacion de TNF y NGR-TNF murinos

TNF murino recombinante y Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-TNF (NGR-TNF) se produjeron por expresién del ADNc
citopldsmico en E. coli. La codificacién del ADNc para Met-TNF,_;5s murino (20) se preparé por reaccién en cadena
de la polimerasa con transcriptasa inversa (RT-PCR) en el ARNm aislado de células de monocito-macréfago RAW-
264.7 murinas estimuladas por lipopolisacdridos, utilizando 5’-CTGGATCCTCACAGAGCAATGACTCCAAAG-3’
y 5’-TGCCTCACATATGCTCAGATCATCTTCTC-3’ como cebadores 3’ y 5°.

El fragmento ampliado se digiri6 con Nde I y Bam HI (New England Biolabs, Beverly, MA) y se clonaron en el
pET-11b (Novagen, Madison, WI), digeridos previamente con las mismas enzimas (pTNF).

El ADNc que codifica Cys-Asn-Gly-Arg-Cys-Gly-TNF,_,s¢ fue ampliado por PCR en pTNF, utilizando 5’-GCA
GATCATATGTGCAACGGCCGTTGCGGCCTCAGATCATCTTCTC-3’ como cebador 5’ y el cebador 3’ anterior.
El fragmento ampliado se digirié y se clond en el pET-11b como se describié anteriormente y se utilizé para trans-
formar células BL21(DE3) de E. coli (Novagen). Se provocd la expresion de TNF y de NGR-TNF con isopropilo-
B-D-tiogalactésido, segtin las instrucciones del fabricante del pET11b. Se recuperaron TNF y NGR-TNF solubles de
los cultivos de dos litros por tratamiento con ultrasonidos de las bacterias en dcido etilendiamintetraacético 2 mM,
Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 seguido de centrifugacién (15.000 X g, 20 min., 4°C). Se mezclaron ambos extractos con
sulfato aménico (25% de saturacidn, se dejaron durante 1 h. a 4°C y se centrifugaron mds, como anteriormente. El
sulfato amonico en los sobrenadantes se llevé a continuacién al 65% de saturacion, se dejé a 4°C durante 24 h. y
se centrifugé mds. Se disolvié cada sedimento en 200 ml de sulfato aménico 1 M, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 y se
purificé por cromatografia de interaccion hidréfoba en Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow (Pharmacia-Upjohn) (elucién
con gradiente, tampén A: fosfato sédico 50 mM, pH 8,0, que contiene sulfato aménico 1 M; tampén B: glicerol al
20%, metanol al 5%, fosfato sédico 50 mM, pH 8,0). Las fracciones que contenian material inmunorreactivo TNF (por
inmunotransferencia Western) se mezclaron, se dializaron frente a acido etilendiamintetraacético 2 mM, Tris-HCI 20
mM, pH 8,0 y se purificaron mds por cromatografia de intercambio i6nico en DEAE-Sepharose Fast Flow (Pharmacia-
Upjohn) (elucién con gradiente, tampdn A: Tris-HC1 20 mM, pH 8,0; tampén B: cloruro sédico 1 M, Tris-HCI 20 mM,
pH 8,0). Se mezclaron las fracciones que contenfan inmunorreactividad a TNF y se purificaron por cromatografia con
filtracién en gel en Sephacryl-S-300 HR (Pharmacia-Upjohn), se equilibraron previamente y se eluyeron con cloruro
sédico 150 mM, tampdn de fosfato sédico SO mM, pH 7,3 (PBS). Se agruparon las fracciones correspondientes a los
productos de p.m. 40.000 a 50.000, se tomaron alicuotas y se almacenaron congeladas a -20°C. Todas las soluciones
empleadas en las etapas cromatograficas se prepararon con agua esterilizada y exenta de endotoxinas (Salf, Bérgamo,
Italia). Los rendimientos finales fueron de 45 mg de TNF y 34,5 mg de NGR-TNFE.
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El peso molecular del TNF y NGR-TNF purificados se midieron por espectrometria de masas con electroatomiza-
cién. Se midi6 el contenido en proteinas utilizando un kit de andlisis de proteinas comercial (Pierce, Rockford, IL). El
contenido en endotoxinas de NGR-TNF y de TNF fue de 0,75 unidades/ug y de 1,38 unidades/ug, respectivamente,
medidas por la prueba cromégena Lymulus Amoebocyte Lysate (LAL) (BioWhittaker).

Se llevaron a cabo electroforesis en gel de dodecilsulfato sddico-poliacrilamida (SDS-PAGE) y andlisis de inmu-
notransferencia Western utilizando geles de poliacrilamida al 12,5 6 15%, por los procedimientos habituales.

Una pequefia cantidad de TNF y de NGR-TNF se purific6 méds por cromatografia por afinidad en el receptor
soluble p55-TNF (sTNF-R1)-Sepharosa de la forma siguiente: se prepararon 5 mg de sSTNF-RI recombinante tal como
se describe (22) y se acopl6 a 2 ml de CH-Sepharose activada (Pharmacia), segtn las instrucciones del fabricante.
Se lavaron extensamente dos columnas por separado (de un ml cada una), con soluciones esterilizadas y exentas de
endotoxinas, se cargaron con TNF o NGR-TNF purificados en PBS y se desabsorbieron por elucién con gradiente (1 h.,
tamp6n A: PBS; tampén B: cloruro sédico 0,5 M, glicina-HCI 0,2 M). Las fracciones que contienen TNF-antigeno se
neutralizaron y se dializaron frente a la solucion fisioldgica esterilizada. Se afiadi6 albimina de suero humano exenta
de endotoxinas antes del andlisis (0,5 mg/ml) para evitar la adsorcién de proteinas en las membranas. El contenido de
TNF en cada fraccién se determiné por ELISA vy anlisis citolitico.

SDS-PAGE no reductor del TNF presentaba una sola banda de 17 a 18 kDa, como cabia esperar para el TNF
monomérico (no mostrado). En desacuerdo, la SDS-PAGE no reductora y el andlisis por transferencia Western de
NGR-TNF presentaron diferentes formas inmunorreactivas de 18, 36 y 50 kDa probablemente correspondientes a
mondémeros, dimeros y trimeros. En condiciones reductoras la mayoria de las bandas de 50 y 36 kDa se convirtieron
en la forma de 18 kDa, apuntando la presencia de moléculas NGR-TNF con puentes disulfuro dentro de la cadena. La
banda de 18 kDa contaba con aproximadamente 2/3 del material total, mientras que la de 36 kDa totalizaba la mayoria
de la parte restante. Estos modelos electroforéticos sugieren que NGR-TNF era una mezcla de trimeros preparada por
tres subunidades monoméricas con sulfuros correctos dentro de la cadena (por lo menos el 50%) y la mayor parte
restante por trimeros con uno o mas disulfuros dentro de la cadena. La banda de 36 kDa todavia observada reduciendo
SDS-PAGE sugiere que NGR-TNF contenia también un dimero desnaturalizado irreversible (aproximadamente 10%
del total).

Las masas moleculares de los monémeros de TNF y de NGR-TNF fueron de 17.386,1+2,0 Da y de 17.843,7+2,5
Da, respectivamente, por espectrometria de masas con electroatomizacion. Estos valores corresponden muy bien a la
masa esperada para Met-TNF,_ss (17.386,7 Da) y para CNGRCG-TNF,_;5¢ (17.844,2 Da).

Ejemplo IT
Actividad citotoxica in vitro de TNF y NGR-TNF murinos

Se estimd por andlisis citolitico normal la bioactividad de TNF y NGR-TNF basdndose en fibroblastos de ratén L-
M (ATCC CCL1.2) como se describe (23). Se determin6 la actividad citolitica de TNF y NGR-TNF en células RMA-
T en presencia de 30 ng/ml de actinomicina D. Cada muestra se analiz6 por duplicado a tres diluciones diferentes. Los
resultados se expresan como media = SD de dos a tres andlisis independientes.

La actividad citotéxica in vitro de TNF y NGR-TNF fue (1,240,14) x 10® unidades/mg y de (1,8+0,7) x 10®
unidades/mg, respectivamente, por andlisis citolitico normal con células L-M. Estos resultados indican que los restos
CNGRCG en la molécula NGR-TNF no impiden el plegamiento, la oligomerizacién ni la fijacién a receptores de TNF.

En un estudio anterior los autores demostraron que las células RMA-T pueden ser destruidas por TNF en presencia
de 30 ng/ml de actinomicina D, mientras que en ausencia de inhibidores de transcripcién estas células son resistentes
a TNF, incluso después de varios dias de incubacién. La actividad citotéxica in vitro de NGR-TNF sobre las células
RMA-T en presencia de actinomicina D fue de (1,4+0,8) x 10® unidades/mg, medida utilizando TNF ((1,2+0,14) x
10® unidades/mg) como patrén. De este modo, las actividades citotéxicas de NGR-TNF y de TNF fueron similares
tanto en células L-M como RMA-T.

Ejemplo III
Caracterizacion de la actividad terapéutica y toxica de TNF y NGR-TNF murinos

El linfoma RMA provocado por el virus de Rauscher de origen C57BL/6 se mantuvo in vitro en RPMI 1640,
5% de suero bovino fetal (FBS), 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0,25 pug/ml de anfotericina B,
glutamina 2 mM y 2-mercaptoetanol 50 uM. RMA-T procedia de la estirpe de células RMA por transfecciéon con un
montaje que codifica el alelo Thy 1.1 y se cultivé como se describe (14).

Se cultivaron B16F1 de melanoma en RPMI 1640, FBS al 5%, 100 U/ml de penicilina, 100 pg/ml de estreptomici-

na, 0,25 ug/ml de anfotericina B, glutamina 2 mM, MEM al 1% de aminoécidos no esenciales (BioWhittaker Europa,
Verviers, Bélgica).
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El Comité Etico del Instituto Cientifico del H. San Raffaele aprobé estudios in vivo en modelos animales y se
llevaron a cabo segtn las directrices prescritas. C57BL/6 (Charles River Laboratories, Calco, Italia) (16 a 18 g) se
sometieron a la prueba de provocacién con 5 X 10* células vivas RMA-T o B16F1, respectivamente, s.c. en el flanco
izquierdo. Diez a doce dias después de la implantacion del tumor, se trataron los ratones, i.p. con 250 ul de soluciones
de TNF o NGR-TNF, diluidas con cloruro sédico al 0,9% exento de endotoxinas. Los experimentos preliminares
demostraron que la actividad antitumoral no cambi6 por adicién de albimina de suero humano a soluciones de TNF y
NGR-TNF, como vehiculo. Se realizé cada experimento en 5 ratones por grupo. El crecimiento del tumor se controld
a diario midiendo el tamafio del tumor con calibres. Se estimé el drea del tumor calculando r,Xr,, mientras que el
volumen del tumor se estimé calculando r,xr,Xr;x4/3, donde r; y 1, son los radios longitudinal y lateral y r; es el
espesor de los tumores que sobresalen de la superficie de la piel normal. Se sacrificaron los animales antes de que
el tumor alcanzase un didmetro entre 1,0 y 1,3 cm. Los tamafios del tumor se presentan como media = SE (5 a 10
animales por grupo como se indica en las leyendas de la figura) y se compararon por la prueba de la t.

La actividad antitumoral y la toxicidad de NGR-TNF se compararon con las de TNF utilizando los modelos de
linfoma RMA-T y de melanoma B16F1 en ratones C57BL6. Dado que el modelo RMA-T se ha caracterizado y
utilizado anteriormente para estudiar la actividad antitumoral de TNF con diferentes protocolos de direccionamiento
(26), los autores decidieron utilizar este modelo también en este estudio.

El TNF murino administrado a animales que llevan tumores de RMA-T s.c. probados, produce 24 horas después
una reduccion en la masa del tumor y necrosis hemorragica en la parte central del tumor, seguido de un retardo de
crecimiento significativo durante pocos dias (26). Un solo tratamiento con TNF no provoca la regresién completa de
este tumor, incluso a dosis préximas a la LDs, ya que las células vivas que permanecen alrededor del drea necrética
vuelven a surgir para crecer pocos dias después del tratamiento.

En una primera serie de experimentos los autores investigaron el efecto de varias dosis (i.p.) de TNF o de NGR-
TNF en la supervivencia animal. Para impedir sufrimiento excesivo, los animales se sacrificaron cuando el didmetro
del tumor era mayor de 1 a 1,3 cm. La letalidad del TNF y de NGR-TNF, 3 dias después del tratamiento, fue similar
(LDsy, 60 ug y 45 ug, respectivamente) mientras que su actividad antitumoral fue notablemente diferente (Tabla 1).

TABLA 1

Supervivencia de ratones con linfoma RMA-T tratados con TNF o NGR-TNF murinos

Tratamiento Animales (n) Dosis  Supervivencia (%)® después del tratamiento

(H9)
Dia 3 Dia 7 Dia14 Dia21  Dia30 Dia 38 Dia 62 Dia 92
(22 ch)® (3°ch.p
Ninguno 18 0 100 0
TNF 4 1 100 20 0

9 3 100 55 0
9 9 100 55 22 1 0
14 27 100 57 14 7 0
9 54 55 55 0
9 108 0

NGR-TNF 10 1 100 70 10 10 10 0
10 3 100 80 20 20 20
9 9 100 88 55 22 1 1 1
13 27 100 85 30 23 15 15 15 1
9 54 33 33 0
9 108 0

a) Los animales con tumor fueron tratados con TNF o NGR-TNF (i.p.) 10 dias después del implante del tumor. Los animales se sacrificaron
cuando el diametro del tumor excedia de 1 a 1,3 cm.

b) Los animales supervivientes se sometieron de nuevo a la prueba de provocacion con 50.000 células RMA-T (segunda prueba de
provocacion) o con 50.000 RMA (tercera) en el periodo indicado. Se controld la oncogenicidad de las células inyectadas en cada periodo con
5 animales normales. Todos los animales de referencia desarrollaron un tumor a los 10 dias (datos no mostrados).

Por ejemplo, 1 6 3 ug de NGR-TNF retardaron el crecimiento del tumor mds eficazmente que 27 ug de TNF, lo
que indica que NGR-TNF era por lo menos un orden de magnitud mds activo. Significativamente, algunos animales se
curaron con dosis de NGR-TNF inferiores a las de 1a LDs,, mientras que ningtin animal se curé con TNF. Los animales
curados rechazaron mds pruebas de provocacién con dosis tumorigenas de células RMA-T o RMA naturales, lo que
sugiere que un solo tratamiento con NGR-TNF era capaz de provocar inmunidad protectora. Es digno de mencién
que aumentando la dosis de TNF o de NGR-TNF aproximadamente 9 a 27 ug aumentd notablemente la toxicidad y
escasamente o nada la actividad terapéutica.
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La pérdida de peso consiguiente al tratamiento con TNF es un signo bien conocido de toxicidad generalizada (26).
De este modo, para comparar mds la relacién eficacia/toxicidad de TNF y de NGR-TNF se control6 el crecimiento del
tumor y el peso del animal después del tratamiento. El efecto de 1 ug de NGR-TNF sobre el crecimiento del tumor
fue similar o mayor que el de 9 ug de TNF (Fig. 1a), mientras que la pérdida de peso uno a dos dias después del
tratamiento fue comparable a la de 1 pg de TNF (Fig. 1¢). Cuando se interpola los datos en una curva logaritmica en
una representacion de la respuesta a la dosis los autores descubrieron que el efecto terapéutico de 9 ug de TNF el dia
14 puede obtenerse con apenas 0,6 ug de NGR-TNF (Fig. 1b). En cambio, fueron necesarios 8,5 ug para provocar
un efecto téxico comparable (Fig. 1d). De este modo, la relacion eficacia/toxicidad calculada de NGR-TNF en estas
condiciones es 14 veces mayor que la de TNF.

Se obtuvieron resultados similares con el modelo de melanoma B16F1. El tratamiento con 1 ug de NGR-TNF el
dia 11 y el dia 17, provocé una respuesta antitumoral el dia 19 superior a la obtenida con 4 ug de TNF y similar a la
obtenida con 12 ug de TNF (datos no mostrados). En cambio, la pérdida de peso producida por 1 ug de NGR-TNF
fue notablemente inferior que la producida por 4 y 12 ug de TNF. El tratamiento con 12 ug de NGR-TNF produjo un
efecto antitumoral atin mds potente, mientras que el efecto toxico fue similar al de 12 ug de TNF.

Cuando se puso una tercera inyeccion el dia 19 se produjeron algunas muertes de animales 1 a 2 dias después en
todos los grupos (2 de cada 5 en el grupo tratado con solucién salina 'y 12 ug de NGR-TNF y 1 de cada 5 en los grupos
restantes). A destacar que, un animal tratado con 12 ug de NGR-TNF rechazé completamente el tumor. Cuando este
animal se sometid a la prueba de provocacién con una segunda dosis tumorigena de células B16F1, se desarroll6 un
tumor palpable tras 18 dias, mientras que los animales de referencia desarrollaron un tumor a los 6 a 7 dias.

Estos resultados, en conjunto, sugieren que la eficacia de NGR-TNF en la inhibicién del crecimiento del tumor
es 10 a 15 veces mayor que la del TNF mientras la toxicidad es similar. Sin embargo, NGR-TNF puede provocar
respuestas inmunoprotectoras con mas eficacia que TNF.

Ejemplo IV
Mecanismo de accion de NGR-TNF

El mAb R3-63 de CD13 anti-ratén se purifico en fluidos asciticos por cromatografia en proteina-G Sefarosa (Phar-
macia-Upjohn, Uppsala, Suecia) y se dializé frente a cloruro sédico al 0,9%.

El antisuero policlonal de conejo se adquirié en Primm srl (Milén, Italia) y se purificé por cromatografia de afi-
nidad en proteina-A-Sefarosa (Pharmacia-Upjohn). Se prepararon los péptidos CNGRC y CARAC como se describié
anteriormente (28).

Para proporcionar pruebas de que la actividad mejorada de NGR-TNF depende del direccionamiento del tumor por
el resto NGR los autores han investigado si la actividad in vivo de NGR-TNF puede ser parcialmente competida por
CNGRC. Hasta este extremo los autores han administrado NGR-TNF (1 ug) a ratones con tumor RMA-T, con o sin
un exceso molar de CNGRC. En paralelo, se trataron otros animales con TNF (3 6 9 ug), otra vez con o sin CNGRC.
Como era de esperar, CNGRC disminuy6 significativamente la actividad antitumoral de NGR-TNF (Fig. 2a) pero no
la de TNF (Fig. 2b). En desacuerdo, un péptido de referencia (CARAC) fue incapaz de producir una disminucién
significativa de la actividad de NGR-TNF (Fig. 2¢). Estos resultados sugieren que CNGRC compite por la fijacién de
NGR-TNF a un receptor de CNGRC, y apoya la hipdtesis de un mecanismo de direccionamiento para la actividad
mejorada. A destacar que CNGRC fue incapaz de disminuir la actividad citotéxica in vitro de NGR-TNF (datos no
mostrados).

Como se ha descrito recientemente que la aminopeptidasa N (CD13) es un receptor para los péptidos CNGRC, los
autores investigaron a continuacion la contribucién de este receptor en el mecanismo de direccionamiento de NGR-
TNF. Hasta este extremo, los autores estudiaron el efecto de un mAb anti-CD13 (R3-63) sobre la actividad antitumoral
de NGR-TNF y TNF. El mAb R3-63 inhibi6é de manera significativa la actividad antitumoral de NGR-TNF (Fig. 2a)
pero no la del TNF (Fig. 2b) lo que indica que CD13 estd de hecho criticamente implicado en la actividad antitumoral
de NGR-TNF. No se observé ninguna expresion de CD13 sobre la superficie de las células RAM-T por andlisis FACS
de las células cultivadas con el mAb R3-63 (no mostrado), lo que sugiere que otras células fueron reconocidas por el
anticuerpo in vivo.

Aunque estos datos indican que CD13 es un receptor importante para NGR-TNF, no se puede excluir completa-
mente que la fijacién a otros receptores de NGR no identificados todavia contribuye también, no obstante en menor
extension, al mecanismo de direccionamiento.

Los experimentos preliminares de la protedlisis parcial demostraron que el enlace Arg-Ser en el segmento N-
terminal de TNF (restos 2 a 3) es muy sensible a la tripsina, mientras que el resto de la molécula es mucho mas
resistente. De este modo, para proporcionar méds pruebas de que la actividad mejorada de NGR-TNF esté relacionada
con su resto NGR, los autores trataron de escindir el dominio NGR en la zona N-terminal de la muteina mediante
digestion parcial con tripsina inmovilizada. Este tratamiento convirti6 tanto a NGR-TNF como a TNF en una molécula
correspondiente al fragmento TNF3-156 (masa esperada 16986,2 Da; véase la Fig. 3a para la masa medida y las
secuencias esperadas).
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Aunque la digestiéon no disminuyé la actividad citolitica in vitro de NGR-TNF sobre las células L-M (2,3+1,4)
x10® U/mg) su actividad antitumoral in vivo disminuy6 hasta el nivel del TNF (Fig. 3b). A destacar que la toxicidad
de NGR-TNF y de TNF eran similares tanto antes como después de la digestion, como se interpreta a partir de la
pérdida de peso del animal un dia después del tratamiento (Fig. 3b, panel derecho), lo que sugiere que el mecanismo
de direccionamiento dependiente de NGR no altera la toxicidad.

Ejemplo V
Preparacion y caracterizacion de TNF y NGR-TNF humanos

Se prepararon TNF y NGR-TNF recombinantes humanos (constituidos por TNF1-157 humano fusionado con el
terminal C de CNGRCG) por tecnologia de ADN recombinante y se purificaron esencialmente como se describe para
TNF y NGR-TNF murinos. La codificaciéon del ADNc para NGR-TNF humano fue preparada por PCR en el plasmido
pET11b/hTNF que contenia la secuencia de codificacién h'TNF (33), utilizando los cebadores siguientes:

- NGR-hTNF/1 (transcrito): 5°A TAT CAT ATG TGC AAC GGC CGT TGC GGC GTC AGA TCA TCdT
TCT CG 3.

- NGR-hTNF/2 (complementario): 5’TCA GGA TCC TCA CAG GGC AAT GAT CCC AAA GTA GAC 3’.

El fragmento ampliado se digirié y se cloné en el pET11b (Nde I/BamH 1) y se utiliz6 para transformar las células
BL21 (DE3) de E. coli (Novagen). La expresion de NGR-hTNF fue provocada con isopropilo-3-D-tiogalactdsido,
segun la instruccién del fabricante del pET11b. Se recuper6 el NGR-TNF soluble de los cultivos de dos litros por tra-
tamiento con ultrasonidos de las bacterias en 4cido etilendiamintetraacético 2 mM, Tris-HCI 20 mM, pH 8,0, seguido
de centrifugacién (15.000 X g, 20 min., 4°C).

El extracto se mezcld con sulfato aménico (35% de saturacidn), se dejé durante 1 h. a 4°C y se centrifugé més, como
anteriormente. El sulfato aménico en los sobrenadantes se llevé a continuacion hasta el 65% de saturacion, se dejo a
4°C durante 24 h. y se centrifugé mas. Se disolvié cada sedimento en sulfato aménico 1 M, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0 y
se purificé por cromatografia de interaccion hidréfoba en Phenyl-Sepharose 6 Fast Flow (Pharmacia-Upjohn) (elucién
con gradiente, tampoén A: fosfato sédico 100 mM, pH 8,0, que contiene sulfato aménico 1 M; tampén B: etilenglicol al
70%, metanol al 5%, fosfato sédico 100 mM, pH 8,0). Las fracciones que contenian material inmunorreactivo de TNFh
(por ELISA) se mezclaron, se dializaron frente a Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 y se purificaron mds por cromatografia de
intercambio i6nico en DEAE-Sepharose Fast Flow (Pharmacia, Upjohn) (elucién con gradiente, tampén A: Tris-HC1
20 mM, pH 8,0; tampén B: cloruro sédico 1 M, Tris-HCl 20 mM, pH 8,0). Todas las soluciones empleadas en las
etapas cromatogréficas se prepararon con agua esterilizada y exenta de endotoxinas (Salf, Bérgamo, Italia).

En este punto, aproximadamente 30 mg de TNF y 32 mg de NGR-TNF se recuperaron de los cultivos de dos litros.
SDS-PAGE no reductor presenté bandas correspondientes a los monémeros, dimeros y trimeros, lo que sugiere que
también NGR-TNF humano era una mezcla de trimeros con disulfuros en el interior de la cadena correctos y trimeros
con uno o més puentes de disulfuro dentro de la cadena (Fig. 4A, banda b), observados con NGR-TNF murino.

Se aislaron trimeros con puentes disulfuro dentro de la cadena correctos a partir de esta mezcla mediante un
proceso de desnaturalizacion por replegamiento en cuatro etapas de la manera siguiente: se desnaturalizé NGR-TNF
humano purificado con urea 7 M y se filtré en gel a través de una columna HR Sephacryl S-300 (1025 ml) (Pharmacia)
equilibrada previamente con urea 7 M, Tris-HCl 100 mM, pH 8,0. Se mezclaron las fracciones correspondientes al
TNF monomérico, se ultrafiltraron a través de una membrana YM MWCO de 10 kDa (Amicon) y se replegaron por
dialisis frente a 33 volimenes de urea 2,33 M, Tris-HCI 100 mM, pH 8 a 4°C (140 min.) seguido de urea 1,55 M, Tris-
HCI 100 mM, pH 8 (140 min.) y urea 1 M, Tris-HCI 100 mM, pH 8 (140 min.). Por tltimo se dializ6 el producto frente
a 80 volimenes de Tris-HC1 100 mM (16 h.), se centrifugd a 13.000 x g (30 min.), se filtr6 a través de una membrana
SFCA de 0,45 um (Nalgene) y se filtr6 en gel a través de una columna HR Sephacryl S-300 (1020 ml) equilibrada
previamente con cloruro sédico 0,15 M, fosfato sédico 0,05 M (PBS). Se recuperaron aproximadamente 23 mg de la
proteina replegada.

El producto final era en su mayor parte monomérico después de SDS-PAGE no reductor (Fig. 4A, banda c), tenia
un volumen hidrodindmico similar al del TNF humano trimérico por HPLC analitica con filtracién en gel en una
columna Superdex 75 HR (no mostrada) y tenia una masa molecular de 17937,8 + 1,8 Da (esperada para CNGRCG-
TNF1-157, 17939,4 Da) por espectrometria de masas con electroatomizacion. Las actividades citoliticas in vitro de
NGR-TNF sin replegar y replegado sobre las células L-M de ratén fueron (6,11 x 107) + 4,9 y (5,09 x 107) + 0,3
unidades/mg respectivamente, mientras que la del TNF humano purificado fue de (5,45 x 107) + 3,1 unidades/mg.
Estos resultados sugieren que el proceso de desnaturalizacién por replegamiento no afecté la interaccién de NGR-
TNF humano con el receptor p55 murino.

La actividad antitumoral in vivo de 1 ug de NGR-TNF humano (sin replegar) fue superior a la de 10 ug de TNF
(Fig. 4B) mientras que la toxicidad, interpretada por la pérdida de peso del animal, fue significativamente inferior (Fig.
4C). Después del replegamiento de 0,3 ug de NGR-TNF fue suficiente para provocar un efecto antitumoral mds fuerte
que el conseguido con 10 ug de TNF (Fig. 4D, 4E).
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Estos resultados indican que la actividad antitumoral del NGR-TNF humano es mayor que la del TNF humano.

Ademads, los autores han observado que el NGR-TNF humano replegado y de ratén pueden provocar efectos anti-
tumorales significativos en los ratones con RMA-T incluso a dosis muy bajas (1 a 10 ng/ratén) sin pruebas de efectos
toxicos, mientras que TNF fue incapaz de provocar efectos significativos a estas dosis (no mostrado).

Ejemplo VI
Preparacion y caracterizacion de NGR-IFNy de raton

Se prepar6 interferén murino recombinante (IFN)y fusionado con CNGRCG (NGR-IFNy) por tecnologia de ADN
recombinante, esencialmente como se describe para el NGR-TNF. El dominio de CNGRC se fusion6 con el terminal C
de IFNy. Ademds la cisteina en la posicién 134 se sustituy6 con una serina; se introdujo una metionina en la posicién
-1 para la expresion en las células de E. coli. Los cebadores de PCR utilizados para la produccién del ADNc de NGR-
IFNy fueron: 5°-A TAT CTA CAT ATG CAC GGC ACA GTC ATT GAA AGC C (transcrito) y 5’-TC GGA TCC TCA
GCA ACG GCC GTT GCA GCC GGA GCG ACT CCTTTT CCG CTT CCT GAG GC. Se clon6é el ADNc en el pET-
11b (Nde I/BamH 1) y se utiliz6 para transformar células BL21 (DE3) de E. coli (Novagen). Se provocé la expresion de
la proteina con isopropilo-3-D-tiogalactésido, segin la instruccién del fabricante del pET11b. El producto se purificd
a partir de los extractos de E. coli por cromatografia de inmunoafinidad utilizando un mAb (AN18) de IFNy anti-
ratén inmovilizado en agarosa, segtin las técnicas habituales. La SDS-PAGE reductora y no reductora del producto
final presentaba una sola banda de 16 kDa. La espectrometria de masas con electroatomizacion presentaba un peso
molecular de 16223 + 3,6 Da (esperado, 1625,5 Da) correspondiente al Met-IFNy1-134(C134S)CNGRC(NGR-IFNvy)
murino.

La capacidad de NGR-IFNy y NGR-TNF para competir en la fijacién de un anticuerpo anti-CD13 con el tumor
asociado a los vasos sanguineos fue investigada utilizando un método inmunohistoquimico.

Muestras quirdrgicas recientes de carcinoma de células renales humanas se obtuvieron en el Departamento de
Histopatologia del San Raffaele H Scientific Institute. Se prepararon secciones (5 a 6 um de espesor) de muestras
empapadas en parafina fijadas en Bouin (4 a 6 h.) y se adsorbieron en portaobjetos recubiertos con polilisina. Se detec-
taron antigenos CD13 utilizando el procedimiento del complejo avidina-biotina de la manera siguiente: las secciones
de tejido se rehidrataron utilizando xilenos y series de alcohol graduado, segtin procedimientos habituales. Las seccio-
nes de tejido se colocaron en un vaso que contenia EDTA 1 mM vy se hirvieron durante 7 min. utilizando una estufa a
microondas (1.000 W). El recipiente se rellen6 a continuacién con EDTA 1 mM vy se hirvié de nuevo durante 5 min.
Las secciones de tejido se dejaron enfriar y se incubaron en PBS que contenia peréxido de hidrégeno al 0,3% durante
15 min., para enfriar la peroxidasa endégena. Las muestras se a continuacién y se enjuagaron con PBS y se incubaron
con 100 a 200 ul de PBS-BSA (1 h. a temperatura ambiente) seguido del mAb WM15 (anti-CD13h), solo o mezclado
con varios agentes competitivos (véase la Tabla 2) en PBS-BSA (durante la noche a 4°C). Los portaobjetos se lavaron
a continuacioén tres veces (3 min. cada uno) con PBS y se incubaron con PBS-BSA que contenia suero de caballo
normal al 2% (PBS-BSA-NHS) (Vector Laboratories, Burlingame, CA) durante 5 min. La solucién se sustituy6 a con-
tinuacién por 3 ug/ml de IgG (H+L) anti-ratén de caballo biotinilado (Vector Laboratories, Burlingame, CA) en PBS-
BSA-NHS y se incubaron durante 1 h. mds a temperatura ambiente. Se lavaron los portaobjetos de nuevo y se incu-
baron durante 30 min. con reactivo Vectastain Elite (Vector Laboratories, Burlingame, CA) diluido 1:100 en PBS. Se
disolvié a continuacién un comprimido de 3,3’-diamino-benzidina-tetrahidrocloruro (Merck, Darmstadt, Alemania)
en 10 ml de agua desionizada que contenia peréxido de hidrégeno al 0,03%, filtrado a través de una membrana de 0,2
um 'y cubierto sobre las secciones de tejido durante 5 a 10 min. Los portaobjetos se lavaron como anteriormente y se
tifieron por contraste con hematoxilina de Harris. Se identificaron los vasos asociados al tumor mediante secciones en
serie de tincién del tejido con un mAb anti-CD31 (mAb JC/70A, CD31 anti-humano, IgG1, de DAKO, Copenhague,
Dinamarca).

En la Tabla 2 se resumen los resultados. Como se muestra, la fijacion de WM15 a los vasos asociados al tumor fue
inhibida por un exceso de NGR-TNF, NGR-IFNy y CNGRC, pero no por otros reactivos de control que carecen del
motivo NGR. Esto sugiere que el punto de fijacién de NGR en CD13 se solapa estéricamente con el epitopo WMI15.
En cambio, NGR-TNF fue incapaz de competir por la fijacién de 13C03 con las células epiteliales.

Los autores llegan a la conclusién de que el resto NGR de NGR-IFNy y NGR-TNF puede interactuar con la forma

CD13 reconocida por el mAb WM15 en los vasos asociados al tumor. Ademads, estos resultados indican que el motivo
CNGRC es funcional cuando se une al terminal N o al terminal C de una citocina.
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TABLA 2

Fijacion de WM15 a las secciones con cdncer de células renales en presencia de varios competidores

Competidor Fijacién de WM15 a vasos asociados al tumor

Ninguno +

NGR-TNF (25 pg/mt) -

NGR-IFNy (50 pg/ml) -

GNGRC (100 pg/ml) -

TNF (25 pg/mt) +

Albumina de suero humano (25 pg/ml) +

CgA sintético(60-68) (100 pg/mi) +

® El competidor, en PBS que contiene BSA al 2%, se afiadio en la etapa de bloqueo y se

mezcld con el anticuerpo primario.

° mAb WM15 (CD13 anti-humano, IgG1) era de Pharmingen (San Diego, CA);

el péptido sintético CgA(60-68) corresponde al fragmento 60-68 de la cromogranina A.
Ejemplo VII

Suministro dirigido de NGR-TNF biotinilado a tumores utilizando anticuerpos antitumorales y avidina (direcciona-
miento previo)

El ejemplo siguiente, ilustra la posibilidad de “doble” direccionamiento de TNF, basdndose en la combinacién de
un anticuerpo que contiene el tumor y un péptido CNGRC.

Se prepar6 un conjugado de biotina-NGR-TNF mezclando NGR-TNF con el éster N-hidroxisuccinimida del dcido
D-biotinil-6-aminocaproico (Societd Prodotti Antibiotici S.p.A., Mildn, Italia), en tamp6n de carbonato sédico 1 M,
pH 6,8 (3 h. a temperatura ambiente) (21). Se bloqued la reaccion con Tris-HCI 1 M, pH 7,5.

Se caracteriz6 el conjugado por espectrometria de masas y se encontrd que contenia 1 biotina/trimero (de prome-
dios). Los C57BL/6 (Charles River Laboratories, Calco, Italia) se sometieron a continuacion a la prueba de provoca-
cién con células vivas 5 x 10* RMA-T, s.c. en el costado izquierdo. Cuando el 4rea del tumor alcanzé 40 mm?, se
trataron los ratones con inyecciones sucesivas de anticuerpo biotinilado, avidinas y biotina-TNF segtin un protocolo
de “tres dias” como se describid anteriormente (26). Se inyectd: 40 ug de biotina-mAb19E12 (i.p., etapa I), 60 ug
de avidina y 60 ug de estreptavidina después de 18 y 19 h., respectivamente (i.p., etapa II), 3 ng de biotina-NGR-
TNEF, 24 h. después (i.p., etapa III). Se diluy6 cada compuesto con una solucion esterilizada de cloruro sédico al 0,9%.
En el experimento de referencia, se omitieron la avidina y la estreptavidina. Cada experimento se realizé con 5 ra-
tones/grupo. Se controld el crecimiento del tumor a diario midiendo el tamafio del tumor con calibres. Las dreas del
tumor antes y 10 dias después del tratamiento fueron 39+4 mm’ y 8+5 mm?, respectivamente, en el grupo tratado
con mAb 19E12-biotina/avidina/estreptavidina/biotina-NGR-TNF (5 animales, media+SE). En el grupo de referencia
(tratado con mAb 19E12-biotina/biotina-NGR-TNF solo) las dreas del tumor antes y 10 dias después del tratamiento
fueron 40+4 mm? y 20+6 mm? respectivamente, lo que indica que el direccionamiento previo con el anticuerpo que
contiene el tumor y avidina ha aumentado la actividad de NGR-TNF.

Ejemplo VIII
Actividad sinérgica entre NGR-TNF e interferon-y

Las células de melanoma de B16F1 de ratén fueron cultivadas como se describié anteriormente (Curnis et al.,
2000; Moro et al., 1997).

El anticuerpo monoclonal anti-IFNgamma neutralizante AN18 fue amablemente suministrado por P. Dellabona,
Milan, Italia). La doxorrubicina (Adriblastina) se adquirié en Pharmacia-Upjohn (Milan, Italia). El IFNy mdrido
recombinante se adquiri6 en Peprotech Inc. (USA) (contenido en endotoxinas: < 1 unidades/ug). Las células TS/A
de un adenocarcinoma de mamifero espontineo BALB/c se cultivaron en medio RPMI 1640, suero bovino fetal al
10%, 100 U/ml de penicilina, 100 ug/ml de estreptomicina, 0,25 ug/ml de anfotericina B, 2 mM de glutamina y medio
esencial minimo al 1% con aminoécidos no esenciales (BioWhittaker Europe, Verviers, Belgium).

El TNF murido y el TNF-NGR (constituido por TNF fusionado con el C-terminal de CNGRCG) fueron preparados
con tecnologia de ADN recombinante y purificados a partir de extractos de células de E. coli, como se ha descrito
(Cumis, et al., 2000). Todas las soluciones utilizadas en las etapas cromatograficas se prepararon con agua libre
de endotoxinas y estéril (Salf, Bergamo, Italia). La concentracion de proteinas se midié con un kit de ensayo de
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cuantificacion de protefnas comercial (Pierce, Rockford, IL). La actividad citolitica de NGR-m TNF fue 9,1 x 107
unidades/mg. El volumen hidrodindmico de NGR-mTNF fue similar al de TNF, una proteina homotrimérica (Smith y
Baglioni, 1987), mediante cromatografia de filtracién de gel en una columna Superdex 75 HR (Pharmacia, Suecia). El
contenido de endotoxinas de NGR-m TNF fue de 0,082 unidades/ug.

Las manipulaciones de ADN se realizaron mediante procedimientos de ADN recombinante estandares. La codifica-
cién de ADNc para el IFNy murido se preparé mediante PCR en ADNCc obtenido a partir de linfocitos muridos estimu-
lados con forbol 12-miristato 13-acetato, utilizando los cebadores siguientes: 5> AGAATTCATGAACGCTACACACT
GCATCTTGGC 3’ (cebador directo); 5> TATATTAAGCTTTCAGCAGCGACTCCTTTTCCGC 3’ (cebador inverso).
Los cebadores estan concebidos para amplificar la secuencia de ADNc que codifica el IFNy de rat6n de longitud total,
comprendiendo la secuencia lider. Comprenden el sitio de restriccion HindIIl y EcoRI (subrayado) para la clonacién
en el vector de expresién de mamifero pRS1-neo, para generar pRS1neo-INFy. Se prepar6 a continuacién pRS1 neo-
IFNy utilizando el Kit Plasmid Maxi (Qiagen Inc. -Diagen, GmbH, Alemania) y se diluyé a 1 mg/ml en agua libre de
endotoxinas y estéril (S.A.L.F. Laboratorio Farmacologico SpA, Bergamo, Italia). Se mezclé pRS1 neo-IFNy (3 ug)
con 100 ud de 0,03 mg/ml de reactivo Lipofectina (Gibco Brl) en RPMI 1640 y se incub6 durante 20 min a temperatura
ambiente. La mezcla se afiadi6 a continuacién a células TS/A depositadas en placas de microtitulacién de 24 pocillos
1 dia antes (4 x 10* células por pocillo en 200 ul de medio de cultivo). Tras la incubacién a 37°C, CO, al 5% durante 4
h, se afiadieron 2 ml de medio de cultivo a cada pocillo. Tras 48 h de la incubacién el medio de cultivo fue modificado
con RPMI 1640 suplementado con suero bovino fetal al 10%, 2 mM de glutamina y que contiene 1 mg/ml de geneti-
cina. Tras una semana, las células que sobrevivieron a la seleccion se clonaron mediante dilucién limitante en placas
de microtitulacién de 96 pocillos en presencia de geneticina. Los sobrenadantes de cada clon se sometieron a ensayo
mediante IFNu-ELISA. Se obtuvieron diez clones que secretan IFNy. Se selecciond y se utilizd para los experimentos
in vivo un clon, denominado TS/A-IFNvy, que produce 1,13 ug de IFNy por ml de medio de cultivo.

IFNy-ELISA

Las placas de microtitulacién de PVC (Becton Dickinson, cod. 3912) se recubrieron con 5 ug/ml de mAb AN18 en
PBS (16 a 4°C). Las placas se lavaron tres veces con PBS y se bloquearon con albtimina de suero bovino al 2% (BSA)
en PBS (PBS-BSA, 1 h a 37°C). Las placas se lavaron entonces tres veces con PBS incubado con sobrenadantes de
cultivo celular o soluciones estdndares de IFNy de raton diluidas en PBS-BSA. Las placas se lavaron ocho veces con
PBS que contiene Tween-20 (Merck) al 0,05% (PBS-TW) y se incubaron con mAb XMG1,bio (0,2 ug/ml en PBS, 1 h
a 37°C). Las placas se lavaron de nuevo con PBS-TW y se incubaron durante 1 h a 37°C con estreptavidina-peroxidasa
de rabano picante (Sigma) diluida 1:3.000 en PBS-BSA. Tras el lavado con PBS-TW, la peroxidasa ligada se detectd
con un sustrato de peroxidasa de dihidrocloruro de o-fenilenodiamina (Sigma). La reaccién cromogénica se bloqued
tras 30 min mediante la adiccién de dcido sulftrico al 10%. El Ay se midi6é con un lector de microplacas ELISA
(Biorad).

Los estudios de modelos de animales fueron aprobados por el Ethical Committee del San Raffaele H Scientific
Institute y se realizaron segtn las directrices recomendadas. Los ratones C57BL/6 (Charles River Laboratories, Calco,
Italia) de un peso de 16 a 18 g se expusieron a inyeccién subcutdnea en el lado izquierdo de células vivas B16F1 o 5 x
10%; 5 dias més tarde, los ratones fueron tratados con soluciones de NGR-mTNF y mIFNy (100 ul) seguido 2 h por la
administracién de una solucién de doxorrubicina (100 ul). Todos los farmacos se administraron intraperitonealmente
(i.p.). Los farmacos se diluyeron con cloruro sédico al 0,9%, que contiene 100 pg/ml de albimina de suero humano
libre de endotoxinas (Farma-Biagini, Lucca, Italia), con la excepcién de la doxorrubicina, que se diluy6 con cloruro
sédico al 0,9% solo. El crecimiento tumoral se controlé diariamente midiendo los tumores con calibradores como se
ha descrito anteriormente (Gasparri et al., 1999). Los animales se sacrificaron antes de que los tumores alcanzasen un
didmetro de 1,0 a 1,5 cm. Los tamafios tumorales se representan como + SE promedio (5 animales/grupo).

Ifny endogeno resulta de importancia fundamental para la actividad terapéutica de NGR-TNF/doxorrubicina

Se ha demostrado anteriormente que NGR-mTNF y doxorrubicina desempefian efectos sinérgicos en ratones in-
munocompetentes portadores de tumor B16-F1, siendo la actividad antitumoral de la doxorrubicina significativamente
aumentada mediante la preadministracién de 0,1 ng de NGR-mTNF (anteriormente y Curnis ef al., 2002). Por lo tanto,
la administracion de cantidades bajas de NGR-mTNF (0,1 ng) en combinacién con doxorrubicina (80 ug) a ratones
portadores de tumor B16-F10 indujo unos efectos antitumorales mas potentes que los obtenidos con la doxorrubicina
sola (figura 5). Estos farmacos actdan sinérgicamente, ya que NGR-TNF solo resulta poco activo cuando es utilizado
en bajas dosis (0,1 ng) (Curnis ef al., 2002).

Para evaluar la importancia funcional del mIFNy enddgeno en la actividad antitumoral de NGR-mTNF en los
ratones inmunocompetentes, se estudié el efecto de un anticuerpo anti-mIFNy neutralizante (mAb AN18) sobre la
actividad antitumoral de NGR-mTNF/doxorrubicina en ratones C57BL6.

Cuando este anticuerpo se administr6 24 horas antes que NGR-mTNF, se suprimi6 el efecto sinérgico entre NGR-

mTNF y la doxorrubicina (figura 5), avalando la hipétesis de que el mIFNy endégeno desempefia un rol importante
en la actividad antitumoral de NGR-mTNFE.
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Para respaldar ademas el rol del IFNy en la respuesta terapéutica a estos farmacos se realizaron en el contexto
de la presente invencién otros experimentos in vivo utilizando ratones con “inactivacién génica” BALB/c IFNy/~,
portadores de tumores de adenocarcinoma mamario-TS/A de ratén subcutdneos. Paralelamente, se realizaron en el
contexto de la presente invencion experimentos similares utilizando ratones BALB/c IFNy*/* de tipo salvaje. NGR-
TNF/doxorrubicina redujo significativamente la masa tumoral en los ratones BALB/c IFNy*/* (figura 6, barras en
negro), pero no en los ratones BALB/c IFNy/~ (barras en blanco). Especialmente, la administracién de IFNy ex6geno
(300 ng) en combinacién con NGR-TNF y doxorrubicina a ratones BALB/c IFNy/~, restituy6 la sinergia entre estos
farmacos (figura 6, barras en blanco). Estos resultados confirman la hipétesis que consiste en que IFNy resulta nece-
sario para la actividad sinérgica de NGR-TNF/doxorrubicina. La coadministracién de IFNy y doxorrubicina sin NGR-
TNF no indujo unos efectos antitumorales significativos en los ratones BALB/c IFNy/~, (figura 6, barras en blanco)
indicando que esta citocina actia sinérgicamente con NGR-TNF, y poco o nada con la doxorrubicina.

Rol de los linfocitos T y del IFNy producido localmente en la actividad terapéutica NGR-TNF/doxorrubicina

Las linfocitos T y las células NK son las fuentes principales del IFNy en los ratones inmunocompetentes. Para ana-
lizar la importancia de los linfocitos T como fuente del IFNy en la terapia combinada de NGR-TNF/doxorrubicina se
analizo el efecto de estos fadrmacos en los ratones nu/nu portadores de tumor B16F1, que carecen de los linfocitos T. En
este modelo, la actividad sinérgica de NGR-TNF/doxorrubicina se perdi6 (figura 7A-C). Sin embargo, estos farmacos
se administraron en combinacién con IFNy, aprecidndose de nuevo el efecto sinérgico (figura 7D). Es probable que la
cantidad de IFNy enddgeno en estos animales no resultara suficiente para activar la sinergia NGR-TNF/doxorrubicina,
mientras que la administracion del IFNy exdgeno restaurd la sinergia.

Los resultados de los experimentos in vivo con ratones inmunocompetentes y nu/nu pueden indicar que los lin-
focitos T presentes en la masa tumoral de los ratones inmunocompetentes, pero no de los ratones nu/nu, producen
cantidades suficientes de IFNy para estimular una respuesta sinérgica entre NGR-TNF y la quimioterapia. Para va-
lorar si la produccién de IFNy en el microentorno tumoral podria restaurar el efecto sinérgico en los ratones nu/nu,
se transfectaron las células TS/A con el ADNc de IFNy mdrido (figura 8). Se selecciond un clon que puede secretar
IFNy en el medio de cultivo y se denomind TS/A-IFN. E1 TS/A-IFN y las células TS/A de tipo salvaje fueron a conti-
nuacién implantadas, subcutdneamente, en los ratones nu/nu. Como era de esperar, NGR-TNF/doxorrubicina ejercid
unos efectos antitumorales significativos contra TSA-IFN, pero no contra los tumores TS/A, indicando de manera
convincente que el IFNy producido localmente resulta en efecto de importancia fundamental para la sinergia NGR-
TNF/doxorrubicina.

En conclusion, estos resultados y los anteriores indican que la actividad terapéutica de NGR-TNF/doxorrubicina
depende plenamente de la produccién local de IFNy, probablemente secretado por los linfocitos de infiltracién
tumoral.

El IFNy exdgeno potencia la actividad terapéutica de NGR-TNF/doxorrubicina en los ratones inmunocompetentes

La actividad terapéutica de NGR-TNF y la doxorrubicina, en combinacién con el IFNy exdgeno, (300 ng) se evalud
a continuacién utilizando ratones C57B 16 portadores de tumores B16F1. Como se ha representado en la figura 9, la
actividad antitumoral de la triple combinacion fue superior que la de NGR-TNF/doxorrubicina. Asi, la administracién
del IFNy exdgeno, junto con NGR-TNF/doxorrubicina, indujo asimismo un efecto antitumoral mds potente en los
ratones inmunocompetentes.

Mecanismo de accion de la combinacion triple (IFNy, NGR-TNF y doxorrubicina)

Se ha mostrado anteriormente que un mecanismo importante para la sinergia NGR-TNF/doxorrubicina esta rela-
cionado con la alteracién de una funcién de barrera endotelial mediante NGR-TNF y la penetracién aumentada de la
doxorrubicina, en los tumores. Asi, se examiné si IFNy resulta de importancia fundamental para este efecto. Con este
fin se midi6 el efecto del IFNy exdgeno sobre la penetracion de la doxorrubicina en los tumores TS/A (figura 10). Este
experimento aprovecha el hecho de que la doxorrubicina es un compuesto fluorescente y de que la intensidad de la
fluorescencia de las células tumorales, recuperadas de los animales tras el tratamiento, indica la cantidad de doxorru-
bicina que ha penetrado en los tumores. El experimento se realizé en ratones nu/nu para reducir el efecto del IFNy
end6geno. Cuando los ratones portadores de tumor fueron tratados con NGR-TNF y, tras 2 h, con doxorrubicina, no
se aprecié un aumento significativo de la doxorrubicina en las células tumorales, en comparacion con los controles sin
tratar. Sin embargo, la administracién de IFNy en combinacién con NGR-TNF aumenté la penetracién de la doxorru-
bicina en los tumores. Esto indica que IFNy resulta de importancia fundamental para la penetracién inducida por TNF
de los farmacos quimimoterapéuticos.

Los resultados de este estudio indican que el IFNy enddgeno resulta de importancia fundamental para la actividad
sinérgica de NGR-TNF/doxorrubicina y que el mIFNy exdgeno junto con NGR-mTNF inducen un efecto antitumoral
mads potente en los ratones inmunodeficientes e inmunocompetentes. Esta opinidn resulta respaldada por las observa-
ciones anteriores que consisten en a) un anticuerpo anti- [IFNy neutralizante inhibe notablemente la actividad sinérgica
NGR-TNF/doxorrubicina en los ratones inmunocompetentes y b) no se produce sinergia en los ratones que carecen
del gen IFNy (ratones IFNy /7).
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Ya que los linfocitos T y las células NK son las fuentes principales del IFNy en los ratones inmunocompetentes
y que los ratones nu/nu atimicos carecen de los linfocitos T, los resultados anteriores indican de manera convincente
que los linfocitos T son la principal fuente del IFNy necesario para la actividad NGR-TNF/doxorrubicina. De acuerdo
con este planteamiento estd el descubrimiento de que el IFNy exdgeno o enddgeno (producido por células tumorales
transfectadas con ADNc de IFNy) restablece la actividad sinérgica NGR-TNF/doxorrubicina en los ratones nu/nu.

Estos resultados indican un rol crucial para el IFNy en el direccionamiento vascular tumoral con NGR-TNF y la
doxorrubicina.

La carencia de los efectos terapéuticos del IFNy en combinacion con la doxorrubicina (sin NGR-TNF) indica que
esta citocina muestra actividad sinérgica con NGR-TNF, y poca o ninguna con la doxorrubicina. Considerando que
los farmacos quimioterapéuticos deben atravesar la pared de los vasos y migrar a través del intersticio para alcanzar
las células cancerosas, resulta muy probable que el sitio de accién de [IFNy y NGR-TNF sea el revestimiento endo-
telial de los vasos. Resulta bien conocido que el TNF puede inducir, en las células endoteliales, la alteracién de la
actina citoesquelética y la fomacion de los espacios intercelulares que comportan la permeabilidad aumentada a las
macromoléculas. En las mismas células el TNF puede inducir las moléculas de adhesion leucocitaria, las citocinas
proinflamatorias, el depdsito de fibrina, la produccién de 6xido nitrico, y la apoptosis. Asi, se descubrié que la per-
meabilidad in vitro de las monocapas celulares endoteliales a la peroxidasa de rabano picante fue potenciada mediante
la exposicion al TNF en combinacién con IFNy en comparacién con el TNF solo. No se puede descartar que, en vista
de los efectos diversos que TNF e IFNy pueden ejercer sobre las células endoteliales, la alteracién de la permeabilidad
vascular in vivo pueda asimismo ser consecuencia de los efectos indirectos relacionados con la liberacion local de
otras moléculas inflamatorias importantes que afectan a la permeabilidad endotelial.

Estos descubrimientos pueden asimismo presentar otras implicaciones importantes. Varios estudios en modelos
animales y en pacientes mostraron que el TNF puede afectar y dafiar de manera selectiva a los vasos tumorales, pero
no a los vasos asociados a los tejidos normales. Asi, la micro- y macrovasculatura de los tumores, pero no la del tejido
normal, se ha apreciado que resultan muy dafiadas después de que se proporcionara a los pacientes una perfusién
de miembro aislado con TNF en combinacién con melfaldn. La base molecular de esta selectividad no esta clara. Se
ha planteado como hipétesis que las diferencias estructurales en los vasos tumorales y/o la presencia de “factores de
sensibilizacién” derivados de los tumores podrian ser responsables de la selectividad vascular de TNF. Los presentes
resultados indican que la produccion local de IFNy podria ser uno de esos factores de sensibilizacion.

Aunque la invencién se ha descrito haciendo referencia a las formas de realizacién preferidas especificas, debe
apreciarse que la invencion reivindicada no estd limitada a dichas formas de realizacién especificas. De hecho, re-
sultardn evidentes diversas modificaciones de los modos de poner en prictica la invencién a los expertos en biologia
molecular o los campos relacionados que estan comprendidas dentro del alcance de las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES

1. Composicidon farmacéutica que comprende una cantidad eficaz de un producto de conjugacién de TNF y un
péptido que contiene el motivo NGR o un polinucleétido para su codificacion, y una cantidad eficaz de IFNy o un
polinucleétido para su codificacion.

2. Composicién segtin la reivindicacion 1, junto con los portadores y los excipientes farmacéuticamente aceptables.
3. Composicion segun la reivindicacion 1 6 2, en la que dicho TNF es TNFa o TNFg.

4. Composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en la que dicho péptido se selecciona de entre el
grupo constituido por CNGRCVSGCAGRC, NGRAHA, GNGRG, ciclo CVLNGRMEC, CNGRC lineal y CNGRC
ciclico.

5. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en la que el TNF esta unido al péptido mediante un
espaciador.

6. Composicion segin la reivindicacién 5, en la que dicho péptido es CNGRC lineal o ciclico y en la que el amino
terminal de TNF estd unido a CNGRC mediante el espaciador G.

7. Composicidén segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en la que el TNF se modifica con polietilen-
glicol o un resto acilo.

8. Composicién segtin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el TNF estd conjugado ademads con
un compuesto seleccionado de entre el grupo constituido por un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, y biotina,
en la que dicho anticuerpo o fragmento del mismo esta dirigido contra un compuesto seleccionado de entre el grupo
constituido por un antigeno tumoral, un marcador angiégeno tumoral o un componente de la matriz extracelular.

9. Composicién segtn la reivindicacion 8, en la que el TNF estd conjugado a un péptido que contiene el motivo
NGR y a un compuesto seleccionado de entre el grupo constituido por un anticuerpo, un fragmento de anticuerpo, y
biotina.

10. Composicién segiin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en forma de solucién o suspension inyectable
o un liquido para infusiones.

11. Composicién segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en forma de liposomas.

12. Composicién segin cualquiera de las reivindicaciones anteriores, que comprende ademds otro agente antitu-
moral o un compuesto para el diagndstico por imagen del tumor.

13. Composicidn segun la reivindicacion 12, en la que el otro agente antitumoral es la doxorrubicina.
14. Utilizacién de una cantidad eficaz de un producto de conjugacién de TNF y un péptido que contiene el motivo
NGR o un polinucleétido para su codificacion, y una cantidad eficaz de IFNy o un polinucléotido para su codificacion,

para la preparacién de un medicamento destinado al tratamiento o al diagnéstico de un paciente de cancer.

15. Utilizacién segun la reivindicacion 14, que comprende ademds administrar otros agentes antitumorales o com-
puestos para el diagndstico por imagen del tumor.

16. Utilizacién segun la reivindicacién 14 6 15, en la que el producto de conjugacion es como se ha definido en
cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9.

17. Productos que comprenden una cantidad eficaz de un producto de conjugacion de TNF y el péptido que contiene
el motivo NGR o un polinucleétido para su codificacion, y una cantidad eficaz de IFNy o un polinucleétido para su
codificacidn, para su utilizacion terapéutica en administracion combinada, separada o secuencial.

18. Productos para su utilizacién segtn la reivindicacién 17, en los que el producto de conjugacion es como se ha
definido en cualquiera de las reivindicaciones 3 a 9.
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Efecto de NGR-TNF y la doxorrubicina en ratones
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Fondazione Centro San Raffaele del Monte Tabor
<120> Citocinas modificadas para su utilizacion en la terapia del cancer
<130> modcyt

<140>
<141>

<160> 7
<170> Patente en version 2.1

<210> 1

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador para PCR

<400> 1
ctggatcctc acagagcaat gactccaaag

<210>2

<211>29

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador para PCR
<400> 2
tgcctcacat atgetcagat catcttete

<210>3

<211> 46

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador para PCR

<400> 3
gcagatcata tgtgcaacgg ccgttgcggc ctcagatcat cttctc

<210> 4
<211>45
<212> ADN

30
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador para PCR
<400> 4
atatcatatg tgcaacggcc gttgcggegt cagatcatct tetcg

<210> 5
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcion de la secuencia artificial: cebador para PCR

<400> 5
tcaggatcct cacagggcaa tgatcccaaa gtagac

<210> 6

<211> 35

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador para PCR
<400> 6
atatctacat atgcacggca cagtcattga aagcc

<210>7

<211> 58

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Descripcién de la secuencia artificial: cebador para PCR

<400> 7

tcggatcctc agcaacggcec gttgcagecg gagcecgactce ttttcecgett

cttgaggce

45

36

35
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