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Descriere:
(Descrierea se publica in varianta redactata de titular)

DOMENIUL INVENTIEI
Inventia se referd la domeniul cancerului si, In mod deosebit, la polipeptide, compozitii si
utilizarea lor in medicind, in special, pentru prevenirea si/sau tratamentul cancerului.

CONTEXTUL INVENTIEI

Medicamentul ideal pentru cancer ar trebui sd tinteascd o functie, care nu este redundanta,
necesard in mod continuu pentru Intretinerea tumorii, dar care este neesentiald pentru intretinerea si
functia oricdror tesuturi normale. Prin urmare, logica cea mai obisnuita este de a tinti produsele genetice
care sunt mutate in mod specific in cancer, pe baza faptului ¢d aceste molecule mutante ar fi ,,motoarele”
probabile ale cancerului si, poate, mai putin critice pentru tesuturi normale. Din aceste motive, multa
atentie s-a concentrat pe catalogarea leziunilor recurente in anumite tipuri de cancer. Din pécate, exista
mai multe probleme in aceastd abordare. In primul rand, majoritatea cancerelor solide umane trec prin
episoade de instabilitate genomicd si prezintd un zgomot mutational care poate ascunde mutatiile
motoare” si cdile efectoare aferente acestora. Tn al doilea tAnd, cancerele sunt rezultatul final al unui
proces care implicd tranzitii prin mai multe blocaje evolutive. Fiecare blocaj poate necesita un tip
specific de mutatie a cérei functie este ulterior neesentiald pentru Intretinerea tumorii si, in consecinta,
nu este o tinta terapeuticd buna dupd acel moment al evolutiei tumorii.

Myc este o proteind de bazi helix-bucld-helix cu fermoar de leucind (b-HLH-LZ) implicatd in
controlul cresterii si In cancer, care functioneazd Intr-o retea cu proteinele inrudite structural Max, Mad
si Mnt. Dimeri Myc/Max activeaza transcriptia genelor si induc proliferare celulard sau apoptoza.
Complexele Mad/Max si Mnt/Max actioneaza ca represori si provoacd oprirea cresterii si diferentierii
celulare. Toti dimerii recunosc acelasi situs consens de ADN, caseta E CACGTG.

Myc este strict reglementata in celulele normale, in care nivelurile sale sunt mai mari in celule
care prolifereazd si mai scizute in celulele care nu prolifereaza. Activitatea Myc aberant de mare si/sau
dereglatd este implicatd cauzal in majoritatea cancerelor si adesea este asociatd cu tumori agresive, slab
diferentiate si angiogene. Dereglarea expresiei Myc este provocatd de supraexpresie prin amplificari ale
genelor, pierderea controlului transcriptional, degradare afectatd sau stabilizare crescutd. Acest lucru
are ca rezultat o proliferare aberantd, supravietuire crescutd, modificari ale metabolismului, angiogeneza
si inflamatie, toate acestea fiind semne distinctive majore ale cancerului. Mai multe studii au
fundamentat rolul crucial al Myc in guvernarea aspectelor intracelulare si extracelulare ale
tumorigenezei, sugerdnd ca tintirea functiei sale ar fi valoroasa din punct de vedere terapeutic.

Este cunoscut faptul cd reglarea in sensul scdderii Myc cu un inhibitor de bromodomeniu BET
are ca rezultat regresia mai multor tipuri de tumori. Desi aceastd abordare prezintd un potential bun, ea
prezinta unele limitéri, cum ar fi toxicitate si numeroase efecte in afara tintei. Multe molecule mici care
perturba interactiunea Myc/Max au prezentat o specificitate scdzutd in cellulo.

Cu toate acestea, un inhibitor de Myc nu a devenit Inca disponibil clinic si conceperea sa
prezintd diverse avertismente: in primul rand, Myc este un factor de transcriptie nuclear, care este, in
consecintd, mai greu de atins decat moleculele membranare sau citoplasmatice; in al doilea rand, Myc
nu are un ,,situs activ” enzimatic care si poata fi tintit; in al treilea rind, familia Myc cuprinde 3 proteine
diferite, c-, N si L- Myc, care, In anumite conditii sunt redundante functional, astfel incét toate necesitd
inhibare simultand. Mai mult, au existat Ingrijorari cd inhibarea lui Myc ar induce efecte secundare
grave prin inhibarea proliferdrii tesuturilor normale. Din toate aceste motive, fabricarea unui
medicament inhibitor de Myc este o provocare.

Omomyc este un mutant MYC dominant-negativ care cuprinde domeniul b-HLH-LZ al lui
Myc si adidposteste patru substitutii de aminoacizi in fermoarul de leucind al Iui Myc (Soucek, L. si
colab., 1998, Oncogene 17, 2463-2472; Soucek, L. si colab. (2002), Cancer Res 62: 3507-3510).
Substitutiile de aminoacizi E61T, E68I, R74Q si R75N confera proteinei o specificitate de dimerizare
modificatd, ceea ce pastreazd capacitatea de a lega partenerul sdu natural Max si de a forma homodimeri
cu ea Insdsi, precum si heterodimeri cu tipul sélbatic c-, N- si L- Mye.

Datoritd acestor proprietdti, Omomyc este capabil sd impiedice functiile de transactivare a
genelor dependente de Myc atét in in vitro cét si in vivo prin anularea capacititii lui Myc de a se lega la
situsul sau de legare de recunoastere a ADN-ului, caseta E. In acelasi timp, Omomyc potenteaza puternic
apoptoza indusd de Myc Intr-o manierd dependentd de nivelul de expresie a Myc si, prin urmare,
intdreste activitatea de transrepresie a Myc. Omomyc Impiedicd astfel legarea Myc la casetele E ale
promotorului si transactivarea genelor tintéd, pastrand In acelasi timp legarea dependentd de Miz-1 la
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promotori si transrepresia. In prezenta lui Omomyc, interactomul Myc este canalizat spre represiune si
activitatea sa trece de la una prooncogeni la una supresoare tumorali.

In EP2801370 Al si WO 2014/180889 Al a fost demonstrat ci peptida Omomyc in sine este
capabila sa transducd eficient prin membrana celulard si si se transloce in nucleu, in care 1si exercitd
efectul de supresie tumorala.

Cu toate acestea, existd incd o nevoie in stadiul tehnicii de a dezvolta noi abordari terapeutice
imbunitatite pentru tratamentul cancerului.

EXPUNERE PE SCURT A INVENTIEI

fntr-un prim aspect, inventia se referd la o polipeptida care cuprinde polipeptida din SECV ID
NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, sau la o varianta
echivalentd functional a polipeptidei mentionate avand un grad de identitate In raport cu SECV ID NR:
1, mai mare de 90% si avind o treonind in pozitia corespondentd pozitiei 61 din SECV ID NR: 1, o
izoleucind In pozitia corespondentd pozitiei 68 din SECV ID NR: 1, o glutamind in pozitia
corespondentd pozitiei 74 din SECV ID NR: 1 si o asparagind In pozitia corespondentd pozitiei 75 din
SECV ID NR: 1, si In care reziduul X de la pozitia corespondentd pozitiei 89 din SECV ID NR: 1 nu
este o cisteind, In care varianta echivalentd functional mentionatd péstreazd activitatea supresoare de
tumord a SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteini.

Intr-un al doilea aspect, inventia se referd la un conjugat care cuprinde:

a. polipeptida sau varianta echivalentd functional a polipeptidei mentionate conform inventiei i
b. un fragment chimic care faciliteaza absorbtia celulara a polipeptidei conform inventiei sau a variantei
echivalente functional a polipeptidei mentionate conform inventiei.

Intr-un al treilea aspect, inventia se referd la o polinucleotidd care codificd o polipeptida
conform inventiei sau un conjugat conform inventiei.

Intr-un al patrulea aspect, inventia se referd la un vector care cuprinde o polinucleotida conform
mventiei.

Intr-un al cincilea aspect, inventia se referd la o celuld gazdd care cuprinde o polipeptida
conform inventiei, un conjugat conform inventiei, o polinucleotidd conform inventiei sau un vector
conform inventiei.

Intr-un al saselea aspect, inventia se referi la o compozitie farmaceuticd care cuprinde o
cantitate eficientd farmaceutic de o polipeptidd sau de o variantd echivalentd functional a polipeptidei
mentionate conform inventiei, de un conjugat conform inventiei, de o polinucleotidd conform inventiei,
de un vector conform inventiei, sau de o celuld gazdd conform inventiei, si un excipient acceptabil
farmaceutic.

Intr-un al saptelea aspect, inventia se refera la o polipeptida sau la o variantd echivalenta
functional a polipeptidei mentionate conform inventiei, la un conjugat conform inventiei, la o
polinucleotidd conform inventiei, la un vector conform inventiei, la o celuld gazdad conform inventiei,
sau la o compozitie farmaceutica conform inventiei, pentru utilizare In medicini.

Intr-un al optulea aspect, inventia se referd la o polipeptidd sau la o variantd echivalentd
functional a polipeptidei mentionate conform inventiei, la un conjugat conform inventiei, la o
polinucleotidd conform inventiei, la un vector conform inventiei, la o celuld gazdad conform inventiei,
sau la o compozitie farmaceuticd conform inventiei, pentru utilizare in prevenirea si/sau tratamentul
cancerului.

SCURTA DESCRIERE A DESENELOR

Figura 1. Testul de viabilitate celulard aratd cd OmoCS (care adiposteste modificarea C89S) inhiba
cresterea celulelor de gliom malign U87 (panoul A) si a celulelor de adenocarcinom pulmonar A549
(panoul B) mai eficient decdt Omomyc (la concentratie mai micd). Lipofectamina (Lipo) nu produce
niciun efect. Testul T a fost utilizat pentru a calcula semnificatia statisticd. ** = P < 0,01, *** =P <
0,001

Figura 2. Testul de densitate celulard aratd cd OmoCA (care addposteste modificarea C98A) inhiba
cresterea celulelor de adenocarcinom pulmonar A549 la fel de eficient ca OmoCS (care adiposteste
modificarea C98S) la concentratie mai micd. Lipofectamina (Lipo) nu produce niciun efect.

DESCRIEREA DETALIATA A INVENTIEI

Autorii prezentei inventii au descoperit ca o polipeptidd cu SECV ID NR: 1, in care cisteina
de la pozitia 89 este inlocuitd cu o serind, denumitd OmoCS, este capabild sd-si exercite efectul de
supresie tumorald mai eficient decdt Omomyc (Exemplul 1) . Acest efect de supresie tumorald este
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mentinut atunci cand cisteina de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 este inlocuitd cu al{i aminoacizi.
Exemplul 2 arati ci o polipeptidd cu SECV ID NR: 1, in care cisteina de la pozitia 89 este Inlocuitd cu
o alanind, denumitd OmoCA, are acelasi efect de supresie tumorald ca st OmoCS.

Polipeptidd conform inventiei
Prin urmare, intr-un prim aspect, inventia se referd la o polipeptida care cuprinde polipeptida
din SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, sau la o
variantd echivalentd functional a polipeptidei mentionate avand un grad de identitate, in raport cu SECV
ID NR: 1, mai mare de 90% si avand o treonind in pozitia corespondentd pozitiei 61 din SECV ID NR:
1, o izoleucind In pozitia corespondentd pozitiei 68 din SECV ID NR: 1, o glutamind In pozitia
corespondentd pozitiei 74 din SECV ID NR: 1 si o asparagini In pozitia corespondentd pozitiei 75 din
SECV ID NR: 1, si in care reziduul X de la pozitia corespondentd pozitiei 89 din SECV ID NR: 1 nu
este o cisteind, in care varianta echivalentd functional mentionata péastreaza activitatea supresoare de
tumord din SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: | nu este o cisteind.
SECV ID NR: 1 ii corespunde

1
bt
s
&

P

B ¥
: . {SECV IDRR: 1)
Polipeptida din secventeir SECV ID NR: 1 corespunde secventei de proteind Omomye, dar
reziduul X de la pozitia 89 nu este o cisteind. Termenul "Omomyc", asa cum este utilizat aici, se refera
la o polipeptidad care constd dintr-o versiune mutantd a domeniului bHLHZip al proteinei Myc care
poartd mutatiile E61 T, E68I, R74Q si R75N (in care numerotarea pozitiilor mutante este data in ceea ce
priveste secventa regiunii Myc corespunzitoare aminoacizilor 365-454 ai polipeptidei, asa cum este
definit la numarul de acces NP_002458 in baza de date NCBI, eliberat in 15 martie 2015). Secventa de
c-Myec furnizatd In baza de date NCBI sub numaérul de acces NP_002458 este ardtatd mai jos (SECV ID

NR: 5), In care regiunea din care provine Omomyc este aritatd subliniat:
- A T . N

; S EER AN . {SECVIDNR: 5}

Termenul "Myc", asa cum este utilizat aici, se referd la o familie de factori de transcriptie care
include c-Mye, N-Myec si L-Mye. Proteina Myc activeazi expresia multor gene prin legarea la secventa
consens CACGTG (secvente casete amplificatoare sau casete F) si prin recrutarea histonelor acetil-
transferaza sau HAT. Cu toate acestea, Myc poate actiona si ca un represor transcriptional. Prin legarea
factorului de transcriptie Miz-1 si nlocuirea coactivatorului p300, acesta inhibd expresia genelor tintd
Miz-1. Myc are, de asemenea, un rol direct in controlul replicérii ADN-ului.

Domeniul b-HLH-LZ al Iui Myc sau domeniul lui Myc de regiune de baza helix-bucld-helix
cu fermoar de leucind se referd la o regiune care determind dimerizarea Myc cu proteina Max si legarea
la gene Myc-tintd. Aceastd regiune corespunde aminoacizilor 365-454 ai Myc uman si este caracterizata
prin doud helix-uri alfa conectate printr-o bucld (Nair, S. K. si Burley, S. K., 2003, Cell, 112: 193-205).

Intr-o varianti de realizare preferata, polipeptida care cuprinde polipeptida din SECV ID NR:
1 cuprinde, constd din sau constd, in principal, din SECV ID NR: 3 aratatd mai jos.

; : TESIRNSEA (SECVIBNR: 3
Tn acest context, ..constand, in principal, din” inseamna ca molecula specificatd nu va contine
nicio secventd suplimentara care ar modifica activitatea SECV ID NR: 3.
Inventia se referd la o polipeptida care cuprinde, constd din, sau constd, in principal, din SECV

ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind. Polipeptida
mentionatd poate sd provina din domeniul bHL.HZip al oricérei proteine Myc cunoscute in domeniu, cu
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conditia sa fie pastrate mutatiile care au ca rezultat efectul supresor tumoral. Astfel, polipeptida care
poate fi utilizatd In prezenta inventie poate sd provind de la orice specie de mamifer, incluzand, dar fara
limitare la animale domestice si de fermé (vaci, cai, porci, o1, capre, cdini, pisici sau rozitoare), primate
si oameni. De preferintd, polipeptida din inventie provine din proteind Myc umani (numér de acces
NP_002458, eliberat in 15 martie 2015).

Intr-o varianti de realizare preferatd, inventia se referd la o polipeptidd constand din
polipeptida din SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o
cisteind, sau la o variantd echivalentd functional a polipeptidei mentionate avand un grad de identitate,
in raport cu SECV ID NR: 1, mai mare de 90% si avand o treonind In pozitia corespondentd pozitiei 61
din SECV ID NR: 1, o izoleucind in pozitia corespondentd pozitiei 68 din SECV ID NR: 1, o glutamina
in pozitia corespondentd pozitiei 74 din SECV ID NR: 1 si o asparagind in pozitia corespondentd pozitiei
75 din SECV ID NR: 1, si in care reziduul X de la pozitia corespondenta pozitiei 89 din SECV ID NR:
1 nu este o cisteind, In care varianta echivalentd functional mentionata pastreazd activitatea supresoare
de tumord a SECV ID NR: 1 1n care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind.

Conform prezentei inventii, reziduul de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 poate fi orice
aminoacid cu exceptia cisteinei.

"Cisteind", asa cum este utilizat aici, se referd la un aminoacid cu formula HO2CCH(NH2)CH2SH.
Acesta este codificat de codonii UGU si UGC. Termenul include, de asemenea, cisteind nenaturala

Cisteina poate forma legituri disulfurice In forma homodimericd a Omomyc, prin urmare
mutatia sa pentru orice alt aminoacid va avea ca rezultat incapacitatea formarii legéturilor disulfurice si
ar trebui sd conducd la aceleasi proprietiti de eficacitate ca cele obtinute cu OmoCS. Prin urmare,
reziduul de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 poate fi orice aminoacid natural, nenatural sau sintetic, cu
exceptia cisteinei, si, In special, orice aminoacid care nu ar putea fi reticulat cu alt monomer al
polipeptidei din inventie pentru a forma un homodimer.

Termenul "aminoacid” sau "reziduu" se referd la aminoacizi existenti in mod natural si
sintetici, precum si la analogi de aminoacizi si mimetici de aminoacizi care functioneaza Intr-un mod
similar cu aminoacizii existenti in mod natural. Aminoacizii pot fi denumiti aici, fie prin simbolurile lor
de trei litere cunoscute in mod obisnuit, fie prin simbolurile cu o literd recomandate de Comisia de
Nomenclaturd Biochimicd [IUPAC-IUB.

Termenul aminoacid include aminoacizi existenti in mod natural (Ala, Arg, Asn, Asp, Gln,
Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val), mai putin obisnuiti aminoacizi
naturali si aminoacizi nenaturali (sintetici). Aminoacizii sunt, de preferintd, in configuratia L, dar sunt
avuti In vedere, de asemenea, cei In configuratie D, sau amestecuri de aminoacizi In configuratiile D si
L.

Termenul "aminoacizi naturali" cuprinde aminoacizi alifatici (glicing, alaning, valing, leucina
si izoleucind), aminoacizi hidroxilati (serind si treonind), aminoacizi sulfurati (metionind), aminoacizi
dicarboxilici si amidele acestora (acid aspartic, asparagind, acid glutamic si glutamind), aminoacizi care
au doud grupdri bazice (lizind, arginind si histidind), aminoacizi aromatici (fenilalanind, tirozina si
triptofan) si aminoacizi ciclici (prolind). Intr-o varianti de realizare, reziduul X de la pozitia 89 din
SECV ID NR: 1 este un aminoacid alifatic. Intr-o alti varianta de realizare, reziduul X de la pozitia 89
din SECV ID NR: 1 este un aminoacid sulfurat. Intr-o alta varianta de realizare, reziduul X de la pozitia
89 din SECV ID NR: | este un aminoacid dicarboxilic sau amidele acestuia. Intr-o altd varianta de
realizare, reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 este un aminoacid care are doud grupari bazice.
Intr-o alta variantd de realizare, reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 este un aminoacid
aromatic. Intr-o altd variantd de realizare, reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 este un
aminoacid ciclic. Intr-o varianta de realizare preferatd, reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1
este un aminoacid hidroxilat, de preferintd, serind. Tntr-o varianti de realizare preferatd, reziduul X de
la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 este un aminoacid selectat dintre serind, treonind si alanini, de
preferintd, este selectat dintre serin si alanind.

Asa cum este utilizat aici, termenul "aminoacid nenatural” se referd la un acid carboxilic, sau
un derivat al acestuia, substituit cu o grupare amind §i care este Inrudit structural cu un aminoacid
natural. Exemple ilustrative, nelimitative de aminoacizi modificati sau mai putin obisnuiti includ acid
2-aminoadipic, acid 3-aminoadipic, beta-alanini, acid 2-aminobutiric, acid 4-aminobutiric, acid 6-
aminocaproic, acid 2-aminoheptanoic, acid 2-aminoizobutiric, acid 3-aminoizobutiric, acid 2-
aminopimelic, acid 24-diaminobutiric, desmozind, acid 2,2'-diaminopimelic, acid 2,3-
diaminopropionic, N-etilglicind, N-etilasparagind, hidroxilizina, aliohidroxilizin, 3-hidroxiprolini, 4-
hidroxiprolind, izodesmozind, aloizoleucind, N-metilglicind, N-metilizoleucind, 6-N-metil-lizind, N-
metilvalind, norvalini, norleucini, ornitini, etc.
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Exemple ilustrative, nelimitative de aminoacizi mai pufin obisnuiti sunt hidroxilizina si
hidroxiprolind, tiroxind, N-metilarginini si n-acetillizind

Intr-o varianta de realizare preferatd, reziduul X de la pozitia 89 este orice alt aminoacid care
nu ar putea fi reticulat cu celdlalt monomer al polipeptidei din inventie pentru a forma o pereche
homodimerica.

Intr-o varianti de realizare mai preferatd a polipeptidei din inventie, reziduul de la pozitia 89
din SECV ID NR: 1 este aminoacidul serind.

"Serind", asa cum este utilizatd aici, se refera la acid 2-amino-3-hidroxipropanoic codificat la
om de codonii UCU, UCC, UCA, UCG, AGU si AGC. Termenul include, de asemenea, serine
modificate, cum ar fi serine fosforilate sau sulfonate, cu titlu de exemplu ilustrativ nelimitativ, N-
benzoil-(2R,3S5)-3-fenilizoserini, D-cicloserini, L-izoserind, fenilserina,

Intr-o varianta de realizare preferatd, polipeptida din inventie cuprinde secventa aratatd in
SECV ID NR: 2.

Rl
3
3
X

{SECVIDNR 3

Intr-o altd varianta de realizare preferatd, polipeptida din inventie constd sau constd, in
prmc1pal din SECV ID NR 4

: {5&@ D MR 4}

Intr-o varianta de realizare mai preferatd a polipeptidei din inventie, reziduul de la pozitia 89
din SECV ID NR: 1 este aminoacidul alanin.

"Alanind", asa cum este utilizat aici, se referd la acid 2-aminopropanoic codificat la om de
codonii GCU, GCC, GCA si GCG. Termenul include, de asemenea, alanine modificate, cum ar fi N-
acetil-L-alanind.

Intr-o varianta de realizare preferatd, polipeptida din inventie cuprinde secventa aratatd in
SECV ID NR 63.

¥
3
3
*_e

EREE:

L34 . A {SECQY D NR 33}
Intr-o altd variantd de reahzare preferata pohpeptlda din inventie constd sau constd, in
principal, din SECV ID NR: 64.
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Termenul "variantd echivalentd functional”, atunci cand se referd la SECV ID NR: 1 in care
reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, se referd la orice polipeptidad care
rezultd din eliminarea, inserarea sau addugarea unuia sau mai multor aminoacizi in raport cu polipeptida
din SECV ID NR: 1, sau care rezultd din modificarea chimica a polipeptidei din SECV ID NR: 1 si care
péstreazd activitatea supresoare tumorald a SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din
SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, de preferintd, care péstreazi activitatea de supresor tumoral a
OmoCS. Persoana de specialitate va intelege céd pastrarea activititii supresoare tumorale necesita ca
varianta sd se poatd dimeriza cu Myc si/sau partenerul sdu obligatoriu p21/p22Max si si inhibe
activitatea Myc odatd gasitd in nucleu, cd este capabild sd se transloce prin membrana celulara, si ca
este capabili sa se transloce peste invelisul nuclear. In unele variante de realizare, varianta echivalenta
functional a polipeptidei din inventie homodimerizeazd mai putin decat Omomyc sau nu este fortata in
homodimeri prin formarea puntii disulfurice. In particular, formarea puntii disulfurice in forma
homodimer a polipeptidei din inventie este mai micd decét in polipeptida OmoMyc.

"Mai putind homodimerizare", asa cum este utilizat aici, se referd la capacitatea mai scdzuta
de a forma obligatoriu homodimeri ai polipeptidei din inventie chiar si in conditii de reducere. Intr-o
variantd de realizare preferatd, capacitatea este cu cel putin 5%, cel putin 10%, cel putin 15%, cel putin
20%, cel putin 25%, cel putin 30%, cel putin 35%, cel putin 40%, cel putin 45%, cel putin 50%, cel
putin 55%, cel putin 60%, cel putin 65%, cel putin 70%, cel putin 75%, cel putin 80%, cel putin 85%,
cel putin 90%, cel putin 95% mai micd decét capacitatea de a forma homodimeri ai Omomyc. Conditii
de reducere, asa cum este utilizat aici, se referd la prezenta unui agent reducétor, un compus care
doneazd un electron unei alte specii chimice intr-o reactie chimicd redox. Exemple ilustrative,
nelimitative de agenti reducdtori sunt DTT (ditiotreitol), b-mercaptoetanol sau TCEP (tris(2-
carboxietil)fosfind). Este posibil ca cantitatea de homodimeri sé fie aceeasi in vitro, si ca diferenta dintre
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polipeptida din inventie $i Omomyc sd fie prezentd numai in celule in prezenta partenerilor de
heterodimerizare, in care absenta disulfurii permite o formare potential mai mare de heterodimeri.

Mai multe teste pot fi utilizate pentru a determina homodimerizarea unei peptide, cu titlu de
exemplu ilustrativ, nelimitativ, prin denaturare termicd monitorizatd prin dicroism circular, astfel incat
dimerizarea si poatd fi detectatd prin pliere si cuantificarea stabilitétii termice.

Variante echivalente functional adecvate includ polipeptide constind, in principal, din
polipeptida din SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind.

fn acest context, "constind, in principal, din" inseamni ¢d molecula specificatd nu va contine
nicio secventd suplimentard care ar modifica activitatea SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia
89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind.

Variante functionale adecvate ale peptidei de tintire sunt cele care prezintd un grad de identitate
in raport cu peptida cu SECV ID NR: 1 (de preferintd OmoCS, SECV ID NR: 4) mai mare de 90%,
91%, 92%, 93% , 94%, 95%, 96%, 97%, 98% sau 99%. Gradul de identitate Intre doud polipeptide este
determinat utilizand algoritmi si metode computerizate care sunt larg cunoscute pentru persoanele de
specialitate in domeniu. Identitatea dintre doud secvente de aminoacizi este determinatd, de preferinta,
prin utilizarea algoritmului BLASTP, asa cum a fost descris anterior [BLAST Manual, Altschul, S., si
colab., NCBI NLM NIH Bethesda, Md. 20894, Altschul, S., si colab., J. Mol. Biol. 1990;215: 403-4101.
Intr-o varianta de realizare preferats, identitatea secventei este determinati pe toatd lungimea
polipeptidei din SECV ID NR: 1 sau pe toatd lungimea variantei sau a ambelor.

Variantele echivalente functional ale polipeptidei din inventie pot include, de asemenea,
modificiri post-translationale, cum ar fi glicozilare, acetilare, izoprenilare, miristoilare, procesare
proteolitic ete.

Ca alternativi, variante functionale adecvate ale peptidei de {intire sunt acelea in care una sau
mai multe pozitii din polipeptida din inventie contin un aminoacid care este o substitutie conservatoare
a aminoacidului prezent in proteina mentionatd mai sus. ,,Substitutii conservatoare de aminoacizi”
rezultd din inlocuirea unui aminoacid cu altul avand proprietiti structurale si/sau chimice similare. De
exemplu, urmditoarele sase grupdri contin fiecare aminoacizi care sunt substitutii conservatoare unul
pentru celilalt: 1) Alanind (A), Serind (S), Treonind (T); 2) Acid aspartic (D), Acid glutamic (E); 3)
Asparagind (N), Glutamind (Q); 4) Arginind (R), Lizind (K); 5) Izoleucina (I), Leucind (L), Metionina
(M), Valind (V); si 6) fenilalanind (F), tirozind (Y), triptofan (W). Selectarea unor astfel de substitutii
conservatoare de aminoacizi este de competenta unui specialist cu cunostinte obisnuite In domeniu §i
este descrisd, de exemplu, de cétre Dordo si colab., (J. Mol. Biol, 1999, 217; 721-739) si Taylor si
colab., (J. Theor. Biol., 1986, 119:205-218).

Intr-o variantd de realizare preferatd, intreaga secventd a variantei echivalente functional a
SECV ID NR: 1 nu contine un aminoacid cisteind. Se va Intelege cd variantele echivalente functional
ale SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, care
contine mutatii la pozitiile corespondente mutatiilor E61T, E68I, R74Q si R75N gésite in Omomyc
provin din c-Myc uman. Pozitia In care mutatiile mentionate trebuie sa apard in varianta echivalenta
functional poate fi determinatd printr-o aliniere de mai multe secvente a diferitelor secvente Myec si este
identificatd prin alinierea acelor pozitii corespondente pozitiilor 61, 68, 74 si 75 din secventa Omomyc
provenitd din c-Myc uman.

O aliniere de mai multe secvente este o extensie a alinierii In perechi pentru a incorpora mai
mult decat doud secvente simultan. Mai multe metode de aliniere aliniaza toate secventele dintr-un set
dat de interogéri. Un program preferat de aliniere de mai multe secvente (si algoritmul siu) este
ClustalW, Clustal2W sau ClustalW XXL (vezi Thompson si colab. (1994) Nucleic Acids Res 22:4673-
4680). Odata ce secventele de c-Myc de la diferite organisme si cele de variante sunt comparate
(aliniate), asa cum este descris aici, o persoand de specialitate in domeniu poate identifica cu usurinta
pozitiile din fiecare dintre secvente corespondente pozitiilor E61T, E68I, R74Q si R75N gasite in
Omomyec, si le poate introduce In varianta cu SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din
SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, mutatiile corespondente mutatiilor E61T, E68I, R74Q si R75N gésite
in Omomyc provin din ¢c-Myc uman.

Teste adecvate pentru a determina dacd o polipeptidd poate fi consideratd ca o variantd
echivalentd functional a SECV ID NR: 1, in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu
este o cisteind, includ, fard limitare:

- Teste care méisoard capacitatea polipeptidei de a forma complexe dimerice cu Max si Myc, cum ar fi
testele bazate pe expresia unei gene reporter, asa cum este descris in Soucek si colab. (Oncogene, 1998,
17: 2463 - 2472), precum si PLA (testul de ligaturd a proteinelor) sau Co-imunoprecipitarea.
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- Teste care médsoard capacitatea polipeptidei de a se lega la situsul de recunoastere Myc/Max din ADN
(situsul CACGTG), cum ar fi testul de schimbare a mobilitatii electroforetice (EMSA) descris in Soucek
si colab. (de mai sus).

- Teste care masoard capacitatea de a reprima transactivarea indusd de Myc, cum ar fi testul bazat pe
expresia unei gene reporter sub controlul situsurilor de legare la ADN specifice pentru Myc/Max, asa
cum este descris de cétre Soucek si colab. (de mai sus).

- Teste bazate pe capacitatea produsului genetic sau a polipeptidei de a inhiba cresterea celulelor care
exprimi myc oncogend, asa cum este descris de cétre Soucek si colab. (de mai sus).

- Teste care misoard capacitatea polipeptidei de a spori apoptoza indusd de myc, cum ar fi testele
descrise de catre Soucek si colab. (Oncogene, 1998: 17, 2463 - 2472). Mai mult, poate fi utilizat orice
test cunoscut de obicei In domeniu pentru evaluarea apoptozei Intr-o celuld, cum ar fi colorarea Hoechst,
colorarea cu iodurd de propidiu (PI) sau cu anexind V, albastru tripan, desfacerea/fragmentarea AND-
ului si TUNEL.

Intr-o variantd de realizare preferatd, o variantd echivalentd functional a SECV ID NR: 1 in
care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind include acele secvente care au
una sau mai multe, de preferintd, toate urmatoarele caracteristici: capacitatea de a dimeriza cu Myc si
inhibarea activitatii sale, translocarea prin membrana celulard, translocarea in nucleu, incapacitatea de
a forma homodimeri sau capacitatea redusi de a forma homodimeri in comparatie cu cea a Omomyc, 0
viabilitate celulard Intr-un fest in vitro asa cum este efectuat in Exemplul 1, mai micd decat cea cu
Omomyec la o cantitate de ARNm de 12,5 nM care codificd polipeptida din inventie. Intr-o varianta de
realizare preferatd, varianta echivalenta functional din inventie corespunde unei secvente care mediaza
o viabilitate celulard intr-un test in vitro, asa cum este efectuat in Exemplul 1, mai micd decét cea cu
Omomyec la o cantitate de ARNm de 12,5 nM care codificd polipeptida din inventie.

Intr-o varianta de realizare preferatd, o polipeptida este consideratd o variantd echivalentd
functional a SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1| nu este o cisteind,
daca prezinta o activitate in unul sau In mai multe dintre testele de mai sus care este cel putin 10%, 20%,
30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90% sau 100% din activitatea SECV ID NR: 1 in care reziduul X de
la pozitia 89 din SECV. ID NR: I nu este o cisteind (de preferint, din activitateai OmoCR).

in plus, variantele echivalente functional ale SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia
89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, sunt, de asemenea, capabile de a transduce celule dupa ce
varianta intrd in contact cu celula mentionata.

Intr-o varianta de realizare preferatd, o polipeptidd este consideratd o variantd echivalentd
functional a SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1| nu este o cisteind,
dacd este capabild sa transducd o celuld tintd cel putin 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%,
90% sau 100% la fel de eficient ca SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID
NR: 1 nu este o cisteind (de preferintd, ca OmoCS, SECV ID NR: 4).

in plus, variantele echivalente functional ale SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia
89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, sunt, de asemenea, capabile s se transloce 1n nucleul celulei
tumorale tinta.

Intr-o varianta de realizare preferatd, o polipeptida este consideratd o variantd echivalentd
functional a SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind,
dacd este capabild si se transloce In nucleul celulei tumorale tinta cel putin 10%, 20%, 30%, 40%, 50%,
60%, 70%, 80%, 90% sau 100% la fel de eficient ca SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89
din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind (de preferintd, ca OmoCS, SECV ID NR: 4).

Teste adecvate pentru a determina daca o polipeptidd este o variantd echivalentd functional a
SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, in ceea ce
priveste capacitatea sa de a se transloca prin membrana celulari si citre nucleu, includ marcarea dubla
a unei celule cu un reactiv specific pentru polipeptidd si cu un colorant care marcheaza in mod specific
nucleul celulei (cum ar fi DAPI sau colorantul Hoechst). Intr-o varianti de realizare preferatd, detectarea
polipeptidei conform inventiei este realizatd prin microscopie confocald sau prin microscopie de
fluorescenta.

Polipeptida, conform inventiei, din SECV ID NR: 1 contine, de asemenea, domeniul M2 al c-
Myec, care are secventa RQRRNELKRSF (SECV ID NR: 55) (vezi, Dang si Lee, Mol. Cell. Biol., 1988,
8:4048-4054), si care corespunde unui semnal de localizare nucleara.

Intr-o alta variantd de realizare preferatd, varianta echivalentd functional a SECV ID NR: 1 in
care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, cuprinde secventa SECV ID NR:
55.

Termenul "semnal de localizare nucleard”, asa cum este utilizat aici, se referd la o secventd de
aminoacizi cu lungime de aproximativ 4-20 de reziduuri de aminoacizi, care serveste la directionarea
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unei proteine cétre nucleu. De obicei, secventa de localizare nucleara este bogatd In aminoacizi bazici
si secvente exemplificatoare sunt bine-cunoscute in domeniu (Gorlich D. (1998) EMBO 5.17:2721-7).

In unele variante de realizare, NLS este selectat din grupul constind din antigenul T mare SV40
NLS (PKKKRKYV, SECV ID NR: 6); Nucleoplasmina NLS (KRPAATKKAGQAKKKK, SECV ID
NR: 7); CBP80 NLS (RRRHSDENDGGQPHKRRK, SECV ID NR: 8); proteina HIV-I Rev NLS
(RQARRRRRRRWE, SECV ID NR: 9); HTLV-I Rex (MPKTRRRPRRSQRKRPPT, SECV ID NR:
10); hnRNP A NLS (NQSSNFGPMKGGNFGGRSSGPYGGGGQYFKPRNQGGY, SECV ID NR:
11); rpL23a NLS (VHSHKKKKIRTSPTFTTPKTLRLRRQPKYPRKSAPRRNKLDHY, SECV ID
NR: 12). Intr-o variantd de realizare a inventiei, semnalul de localizare nucleard cuprinde motivul K
(K/R) X (K/R) (SECV ID NR: 13).

in plus, variantele echivalente functional ale SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia
89 din SECV ID NR: I nu este o cisteind, sunt, de asemenea, capabile s ajungd la nucleele celulelor
transduse dupa ce varianta intra in contact cu celula mentionatd. Se va intelege cd variantele echivalente
functional ale SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind,
contin NLS gésit in SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1 nu este o
cisteind, sau un alt NLS functional. Intr-o altd varianta de realizare, polipeptida din inventie nu contine
NLS nativ gasit in SECV ID NR: 1 si contine un alt NLS functional care inlocuieste NL S mentionat
gésit In SECV ID NR: 1 sau 1n orice altd parte a polipeptidei din inventie.

Conjugat al inventiei
Intr-un alt aspect, inventia se referd la un conjugat care cuprinde:
a) polipeptida sau varianta echivalenta functional a polipeptidei mentionate conform inventiei si
b) un fragment chimic care faciliteaza preluarea celulara a polipeptidei conform inventiei sau a variantei
echivalente functional a polipeptidei mentionate conform inventiei.

Termenul "conjugat”, asa cum este utilizat aici, se referd la doi sau mai multi compusi care
sunt legati covalent impreund, astfel Incat functia fiecdrui compus este péstratd in conjugat.

In variantele de realizare preferate, conjugatii conform inventiei cuprind cel putin 1, cel putin
2, cel putin 3, cel putin 4, cel putin 5, cel putin 6, cel putin 7, cel putin 8, cel putin 9, cel putin 10 sau
mai multe fragmente chimice care faciliteaza absorbtia celulara a polipeptidei sau a variantei echivalente
functional a polipeptidei mentionate.

Intr-o varianta de realizare, fragmentul chimic care faciliteaza absorbtia celulara a polipeptidei
este o lipidd sau un acid gras.

Un acid gras este, n general, o moleculd care cuprinde un lant de carbon cu un fragment acid
(de ex., acid carboxilic) la un capit al lantului. Lantul de carbon al unui acid gras poate fi de orice
lungime, totusi, este de preferat ca lungimea lantului de carbon sa fie de cel putin 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 sau mai multi atomi de carbon si orice interval care poate
proveni din acestea. In anumite variante de realizare, lungimea lantului de carbon este de la 4 pani la
18 atomi de carbon in portiunea de lant a acidului gras. In anumite variante de realizare, lantul de carbon
de acid gras poate cuprinde un numdr impar de atomi de carbon, totusi, In anumite variante de realizare
poate fi preferat un numér par de atomi de carbon in lant. Un acid gras care cuprinde doar legaturi simple
in lantul sdu de carbon se numeste saturat, in timp ce un acid gras care cuprinde cel putin o legitura
dubla n lantul sdu se numeste nesaturat. Acidul gras poate fi ramificat, desi in variantele preferate de
realizare a prezentei inventii, este neramificat. Acizii grasi specifici includ, dar nu sunt limitati la, acid
linoleic, acid oleic, acid palmitic, acid linolenic, acid stearic, acid lauric, acid miristic, acid arahidic,
acid palmitoleic, acid arahidonic.

Intr-o variantd de realizare preferatd, fragmentul chimic care faciliteaza absorbtia celulard a
polipeptidei este o secventd de peptida care patrunde in celuld, caz in care, conjugatul este o proteina de
fuziune care cuprinde o polipeptidd conform inventiei sau varianta echivalentd functional a polipeptidei
mentionate si secventa de peptidd care patrunde In celuld.

Termenul "proteind de fuziune" se referd la proteine generate prin tehnologia genelor care
constau din doud sau mai multe domenii functionale provenite din proteine diferite. O proteind de
fuziune poate fi obtinutd prin mijloace conventionale, de exemplu, cu ajutorul expresiei genei a
secventel de nucleotide care codificd proteina de fuziune mentionatd intr-o celuld adecvatd. Se va
intelege cd peptida care patrunde 1n celuld se referd la o peptida care patrunde in celuld, care este diferita
de peptida care patrunde in celuld care face parte din polipeptida din SECV ID NR: 1 sau din varianta
echivalentd functional a polipeptidei mentionate.

Termenul "secventd de peptida care patrunde in celuld" este utilizat In prezenta specificatie n
mod interschimbabil cu "CPP", "domeniu de transducere a proteinei" sau "PTD". Acesta se referd la un
lant peptidic de lungime variabild care directioneazd transportul unei proteine in interiorul unei celule.
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Procesul de livrare In celuld are loc, in mod obisnuit, prin endocitoza, dar peptida poate fi de asemenea
internalizatd in celuld prin translocare directd a membranei. CPP-urile au, de obicei, o compozitie de
aminoacizi care, fie contine o abundenta relativd mare de aminoacizi incércati pozitiv, cum ar fi lizina
sau arginind, fie au secvente care contin un model alternant de aminoacizi polar/incércat si aminoacizi
nepolari, hidrofobi. Exemple de CPP-uri care pot fi utilizate in prezenta inventie includ, fard limitare,
CPP-ul gésit in proteind de Drosophila antennapedia (RQIKIWFQNRRMKWKK; SECV ID NR:14),
CPP-ul gasit in proteina de legare la ADN-ul VP22 de herpesvirus simplex 1 (HSV-1)
(DAATATRGRSAASRPTERPRAPARSASRPRRPVE; SECV ID NR: 15), CPP al Bac-7
(RRIRPRPPRLPRPRPRPLPFPRPG; SECV ID NR: 16), CPP-urile proteinei HIV-1 TAT constand din
aminoacizii 49-57 (RKKRRQRRR; SECV ID NR: 17), aminoacizi 48-60 (GRKKRRQRRRTPQ;
SECV ID NR: 18), aminoacizi 47- 57 (YGRKKRRQRRR; SECV ID NR: 19), CPP-ul peptidei S413-
PV (ALWKTLLKKVLKAPKKKRKV; SECV ID NR: 20), CPP-ul penetratinei
(RQIKWFQNRRMKWKK; SECV ID NR: 21), CPP al SynB 1 (RGGRLSYSRRRFSTSTGR; SECV
ID NR: 22), CPP-ul lui SynB3 (RRLSYSRRRF; SECV ID NR:23), CPP-ul lui PTD-4
(PIRRRKKLRRLK; SECV ID NR: 24), CPP-ul lui PTD-5 (RRQRRTSKLMKR; SECV ID NR: 25),
CPP-ul stratului FHV-(35-49) (RRRRNRTRRNRRRVR; SECV ID NR: 26), CPP-ul lui BMV Gag-(7-
25) (KMTRAQRRAAARRNRWTAR; SECV ID NR: 27), CPP-ul lui HTLV -II Rex-(4-16)
(TRRQRTRRARRNR; SECV ID NR:28), CPP al D-Tat (GRKKRRQRRRPPQ; SECV ID NR:29),
CPP-ul lui R9-Tat (GRRRRRRRRRPPQ; SECV ID NR: 30), CPP-ul ki MAP
(KLALKLALKLALALKLA; SECV ID NR: 31), CPP-ul lui SBP
(MGLGLHLLVLAAALQGAWSQPKKKRKYV; SECV ID NR: 32), CPP-ul lui FBP
(GALFLGWLGAAGSTMGAWSQPKKKRKYV; SECV ID NR:33); CPP-ul lui MPG (ac-
GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKKKRKV-cya; SECV ID NR: 34), CPP-ul lui MPG(ENLS) (ac-
GALFLGFLGAAGSTMGAWSQPKSKRKV-cya; SECV ID NR: 35), CPP-ul lui Pep-1 (ac-
KETWWETWWTEWSQPKKKRKV-cya; SECV ID NR: 36), CPP-ul Iui Pep-2 (ac-
KETWFETWFTEWSQPKKKRKV-cya; SECV ID NR: 37), o secventd de poliarginind avand structura
Ry (in care N este Intre 4 si 17), secventa GRKKRRQRRR (SECV ID NR: 38), secventa RRRRRRLR
(SECV ID NR: 39), secvenfa RRQRRTSKLMKR (SECV ID NR: 40), Transportan
GWTLNSAGYLLGKINLKALAALAKKIL (SECV ID NR: 41);
KALAWEAKLAKALAKALAKHLAKALAKALKCEA (SECV ID NR: 42y,
RQIKIWFQNRRMKWKK (SECV ID NR: 43), secventa YGRKKRRQRRR (SECV ID NR: 44);
secventa RKKRRQRR (SECV ID NR: 45); secventa YARAAARQARA (SECV ID NR: 46); secventa
THRLPRRRRRR (SECV ID NR: 47); secventa GGRRARRRRRR (SECV ID NR: 48).

Intr-o variantd de realizare preferatd, peptida mentionatd care patrunde in celuld nu este cea
endogena continuta in SECV ID NR: 1.

Intr-o varianta de realizare preferata, CPP-ul este CPP-ul proteinei TAT HIV-1 constind din
aminoacizii 49-57 (RKKRRQRRR, SECV ID NR: 49). Intr-o alta variant de realizare preferati, CPP-
ul este secventa GRKKRRQRRR (SECV ID NR: 50) sau RRRRRRRR (SECV ID NR: 51).

Intr-o varianta de realizare, secventa de peptida care patrunde in celuli este fuzionata la capatul
N-terminal al polipeptidei conform inventiei sau al variantei echivalente functional a polipeptidei
mentionate. Intr-o altd varianta de realizare, peptida care patrunde in celula este fuzionata la capatul C-
terminal al polipeptidei conform inventiei sau al variantei echivalente functional a polipeptidei
mentionate.

fn variante de realizare preferate, conjugatele sau proteinele de fuziune conform inventiei
cuprind, in plus fatd de propria peptida care patrunde in celula gésita in polipeptida cu SECV ID NR: 1
sau 1n varianta echivalenta functional a polipeptidei mentionate, cel putin 1, cel putin 2, cel putin 3, cel
putin 4, cel putin 5, cel putin 6, cel putin 7, cel putin 8, cel putin 9, cel putin 10 sau mai multe peptide
suplimentare care patrund in celula.

Proteine de fuziune din inventie adecvate includ polipeptidele OmoCS*TAT si
OmoCS*L.ZArg, asa cum este definit mai jos:

Denumire SECV ID NR: Secventa
OmoCS*TAT 52 MTEENVKRRTHNVLERQRRNELKRSFFALRDOIPELENNEKAPKVVI
LKKATAYTLSVQAETQKLI SETDLLREQNEQLKHKLFQLRNS SAGRE|
KRRORRR
CnnOCS*LZAJg 53 MTEENVERRTHNVLERQRRNELKRSFFALRDQIPELENNEKAPKVVT]

LKKATAYILSVOAETQKLISEIDLLRKONEQLKHKLEQLRNSSARRK
REERRR
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Intr-o alta variantd de realizare preferatd, conjugatele sau proteinele de fuziune din inventie
cuprind polipeptida din inventie sau o variantd echivalentd functional a acesteia si cuprind, in pus, un
semnal de localizare nucleard de capét N-terminal sau C-terminal.

Persoana de specialitate va intelege cd poate fi de dorit ca proteina de fuziune si cuprinda In
plus una sau mai multe peptide flexibile care conecteazd polipeptida din inventie sau varianta
echivalentd functional a polipeptidei mentionate, secventa de peptidd care patrunde in celuld, si/sau
NLS. Astfel, intr-o varianta particulard de realizare, polipeptida din inventie este conectatd in mod direct
la secventa de peptida care patrunde in celula. Intr-o altd varianta particulard de realizare, polipeptida
din inventie este conectati la secventa de peptida care patrunde in celula printr-o peptida flexibila. Intr-
o varianta de realizare, polipeptida din inventie este conectatd in mod direct la NLS. Intr-o alta varianta
de realizare, polipeptida din inventie este conectatd la NL S printr-o peptida flexibila.

Intr-o varianti particulard de realizare, polipeptida din inventie este conectatd in mod direct la
secventa de peptida care patrunde 1n celuld si la NLS.

Intr-o varianta de realizare, NLS-ul este unul dintre NLS-ul care apare endogen in secventa de
Myec, cum ar fi peptida M1 (PAAKRVKLD, SECV ID NR: 54) sau peptida M2 (RQRRNELKRSF,
SECV ID NR: 55).

Intr-o alta varianti de realizare, NLS-ul suplimentar se referd la un NLS care este diferit de
NLS-ul endogen gésit in polipeptida cu SECV ID NR: 1 sau in varianta echivalentd functional a
polipeptidei mentionate.

fn variante de realizare preferate, conjugatele sau proteinele de fuziune conform inventiei
cuprind, In plus fatd de NLS-ul endogen gésit In polipeptida din inventie sau in varianta echivalenta
functional a acesteia, cel putin 1, cel putin 2, cel putin 3, cel putin 4, cel putin 5, cel putin 6, cel putin
7, cel putin 8, cel putin 9, cel putin 10 NLS.

Intr-o alta varianta particulard de realizare, polipeptida din inventie este conectata la secventa
de peptida care patrunde in celuld printr-un prim linker peptidic flexibil, si la NL'S printr-un al doilea
linker peptidic flexibil.

Asa cum este utilizat aici, termenul ,,peptidd flexibild”, ,,peptidd distantier” sau ,.peptidd de
legaturd” se referd la o peptida care leagd covalent doud proteine sau fragmente, dar care nu face parte
din niciuna dintre polipeptide, permitdnd miscarea uneia fatd de cealaltd, fard a provoca un efect
daunitor substantial asupra functiei, fie a proteinei, fie a fragmentului. Astfel, linkerul flexibil nu
afecteazd activitatea supresoare tumorald a secventei polipeptidice, activitatea care patrunde in celuld a
peptidei care patrunde in celuld sau capacitatea de localizare nucleard a NLS.

Peptida flexibild cuprinde cel putin un aminoacid, cel putin doi aminoacizi, cel putin trei
aminoacizi, cel putin patru aminoacizi, cel putin cinci aminoacizi, cel putin sase aminoacizi, cel putin
sapte aminoacizi, cel putin opt aminoacizi, cel putin noud aminoacizi, cel putin 10 aminoacizi, cel putin
12 aminoacizi, cel putin 14 aminoacizi, cel putin 16 aminoacizi, cel putin 18 aminoacizi, cel putin 20
aminoacizi, cel putin 25 aminoacizi, cel putin 30 de aminoacizi, cel putin 35 de aminoacizi, cel putin
40 de aminoacizi, cel putin 45 de aminoacizi, cel putin 50 de aminoacizi, cel putin 60 de aminoacizi,
cel putin 70 de aminoacizi, cel putin 80 de aminoacizi, cel putin 90 de aminoacizi sau aproximativ 100
de aminoacizi. In unele variante de realizare, peptida flexibild va permite miscarea unei proteine in
raport cu cealaltd pentru a creste solubilitatea proteinei si/sau pentru a-si imbunatéti activitatea. Regiuni
linker adecvate includ o regiune poli-glicind, secventa GPRRRR (SECV ID NR: 56) a combinatiilor de
reziduuri de glicind, prolind si alanin.

in unele variante de realizare, proteina de fuziune din inventie poate cuprinde un fragment
chimic suplimentar care include, printre altele, grupari de fluorescentd, biotind, polietilenglicol (PEG),
analogi de aminoacizi, aminoacizi nenaturali, grupari fosfat, grupari glicozil, etichete radioizotopice si
molecule farmaceutice. In alte variante de realizare, polipeptida heterologa poate cuprinde una sau mai
multe grupdri reactive chimic incluzénd, printre altele, cetond, aldehida, reziduuri Cys si reziduuri Lys.

Intr-o varianta particulard de realizare, conjugatele sau proteinele de fuziune din inventie
cuprind o etichetd legatd de conjugat sau de domeniul C-terminal sau N-terminal al proteinei de fuziune
mentionate sau al variantei de polipeptidd mentionata. Eticheta mentionatd este, In general, o secventa
de peptida sau de aminoacizi care poate fi utilizatd in izolarea sau purificarea proteinei de fuziune
mentionate. Astfel, eticheta mentionata este capabild si se lege la unu sau mai multi liganzi, de exemplu,
unu sau mai multi liganzi ai unei matrice de afinitate, cum ar fi un suport de cromatografie sau granula
cu afinitate mare. Un exemplu de etichetd mentionata este o etichetd de histidind (His-tag sau HT), cum
ar i o etichetd care cuprinde 6 reziduuri de histidind (His6 sau H6), care se poate lega cu afinitate mare
la o coloand de nichel (Ni2+) sau de cobalt (Co2+). Eticheta His are caracteristica doritd, cd 1si poate
lega liganzii in conditii care denaturazd majoritatea proteinelor si perturbd majoritatea interactiunilor
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proteind-proteind. Astfel, poate fi utilizata pentru a elimina proteina de momeald marcatd cu H6 in urma
intreruperii interactiunilor proteind-proteind cu care a participat momeala.

Exemple suplimentare ilustrative, nelimitative, de etichete utile pentru izolarea sau purificarea
unei proteine de fuziune includ Arg-tag, FLAG-tag (DYKDDDDK; SECV ID NR: 57), Strep-tag
(WSHPQFEK; SECV ID NR: 58), un epitop capabil si fie recunoscut de cétre un anticorp, cum ar fi
eticheta c-myc (recunoscutd de un anticorp anti-c-myc), eticheta HA (YPYDVPDYA; SECV ID NR:
59), eticheta V5 (GKPIPNPLLGLDST; SECV ID NR: 60 ), cticheta SBP, eticheta S, peptida de legare
a calmodulind, domeniul de legare a celulozei, domeniul de legare a chitinei, eticheta glutation S-
transferaza, proteina de legare a maltozei, NusA, TrxA, DsbA, Avi-tag etc. (Terpe K., Apl. Microbiol.
Biotechnol. 2003, 60:523-525), o secventd de aminoacizi cum ar fi AHGHRP (SECV ID NR: 61) sau
PIHDHDHPHLVIHSGMTCXXC (SECV ID NR: 62), B-galactozidazd.

Eticheta poate fi utilizatd, daci se doreste, pentru izolarea sau purificarea proteinei de fuziune
mentionate.

Polinucleotidd, vector si celuld gazdd ale inventiei

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o polinucleotida care codificd o polipeptida conform
inventiei sau un conjugat conform inventiei.

Termenii "polinucleotidd", "acid nucleic" si "moleculd de acid nucleic" sunt utilizati
interschimbabil pentru a se referi la forme polimerice de nucleotide de orice lungime. Polinucleotidele
pot contine dezoxiribonucleotide, ribonucleotide si/sau analogi ai acestora. Nucleotidele pot avea orice
structurd tridimensionald si pot indeplini orice functie, cunoscutd sau necunoscutd. Termenul
"polinucleotidd” include, de exemplu, molecule monocatenare, dublu catenare si triplu elicoidale, o
gend sau un fragment de gend, exoni, introni, ARNm, ARNt, ARNr, ribozime, ADNc, polinucleotide
recombinate, polinucleotide ramificate, plasmide, vectori, ADN izolat din orice secventd, ARN izolat
din orice secventd, sonde de acid nucleic si primeri. Pe 1angd o moleculd de acid nucleic nativ, o
moleculd de acid nucleic din prezenta inventie poate cuprinde, de asemenea, molecule de acid nucleic
modificate. Asa cum este utilizat aici, ARNm se referd la un ARN care poate fi translatat intr-o celula.

in varianti de realizare preferatd, polinucleotida din inventie este un ARNm. ARNm poate fi
sintetizat chimic, poate fi obtinut cu ajutorul transcrierii in vitro sau poate fi sintetizat in vivo in celula
tintd. Secventele de nucleotidd care formeaza polinucleotida care codificd proteina conjugatd sau de
fuziune conform inventiei sunt in acelasi cadru de citire corect pentru exprimarea acestora.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la un vector care cuprinde o polinucleotida din inventie.

Termenul "vector”, asa cum este utilizat aici, se referd la o secventd de acid nucleic care
cuprinde secventele necesare astfel Incat, dupé transcrierea si translatarea secventelor mentionate ntr-
o celuld, sd fie generatd o polipeptidd codificatd de polinucleotida din inventie. Secventa mentionata
este legatd operational de segmente suplimentare care asigurd replicarea sa autonoma intr-o celuld gazda
de interes. De preferintd, vectorul este un vector de expresie, care este definit ca un vector care, in plus
fatd de regiunile de replicare autonoma intr-o celuld gazda, contine regiuni legate operabil la acidul
nucleic din inventie si care sunt capabile si Imbunétiteascd expresia produselor acidului nucleic
conform inventiei. Vectorii din inventie pot fi obtinuti cu ajutorul tehnicilor larg cunoscute in domeniu.

Exemple de vectori includ, dar nu se limiteaza la, vectori virali, vectori de expresie a ADN sau
ARN gol, vectori plasmida, cosmida sau fagi, vectori de expresie a ADN sau ARN asociati cu agenti de
condensare cationici, vectori de expresie a ADN sau ARN incapsulati in lipozomi, si anumite celule
eucariote, cum ar fi celulele producitoare. Vectori adecvati care cuprind o polinucleotidd din inventie
sunt vectori proveniti din vectori de expresie in procariote, cum ar fi pUCI18, pUC19, pBluescript si
derivatii acestora, mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColE1, pCRI, RP4, fagi si vectori ,,de transport”, cum
ar fi pSA3 si pAT28, vectori de expresie in drojdii, cum ar fi vectori de tip plasmidd de 2 microni,
plasmide de integrare, vectori YEP, plasmide centromerice si similare, vectori de expresie in celule de
insectd, cum ar fi vectorii din seria pAC si din seria pVL, vectorii de expresie in plante, cum ar fi vectori
din seria pIBI, pEarleyGate, pAVA, pCAMBIA, pGSA, pGWB, pMDC, pMY, pORE si vectori similari
si de expresie in celule eucariote superioare pe baza vectorilor virali (adenovirus, virus asociat
adenovirusului, precum si retrovirusului si, In particular, lentivirus), precum si vectori nevirali, cum ar
fi pSilencer 4.1-CMV (Ambion), pcDNA3, pcDNA3.1/hyg, pHCMV/Zeo, pCR3.1, pEFl/His,
pIND/GS, pRc/HCMV2, pSV40/Zeo2, pTRACER-HCMV, pUB6/V5-His, pVAXI, pZeoSV2, pCl,
pSVL, pKSV-10, pBPV-1, pML2d si pTDT1. Intr-o variantd de realizare preferata, polinucleotida
conform inventiei este cuprinsd intr-un vector selectat din grupul constind din vectori retrovirali pEGFP
sau pBabe si vectori lentivirali pTRIPZ sau pSLIK.
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Vectorul din inventie poate fi utilizat pentru a transforma, transfecta sau infecta celulele care
pot fi transformate, transfectate sau infectate de citre vectorul mentionat. Aceste celule pot fi procariote
sau eucariote.

Vectorul cuprinde, de preferintd, polinucleotida din inventie legatd operational la secvente care
regleazd expresia polinucleotidei din inventie. Secventele de reglare pentru utilizare in prezenta inventie
pot fi promotori nucleari sau, ca alternativa, secvente amplificatoare si/sau alte secvente de reglare care
miresc expresia secventei heterologe de acid nucleic. In principiu, orice promotor poate fi utilizat in
prezenta inventie cu conditia ca promotorul mentionat si fie compatibil cu celulele in care
polinucleotida urmeaza sa fie exprimata. Astfel, promotori adecvati pentru realizarea prezentei inventii
includ, dar nu sunt neaparat limitati la, promotori constitutivi, cum ar fi derivati ai genomului virusului
eucariotic, cum ar fi virusul poliomului, adenovirusul, SV40, CMV, virusul sarcomului aviar, virusul
hepatitei B, promotorul genei metalotioneinei, promotorul genei timidin kinazad a virusului herpes
simplex, regiunile LTR ale retrovirusurilor, promotorul genei imunoglobulinei, promotorul genei
actinei, promotorul genei EF-1alfa, precum si promotorii inductibili in care expresia proteinei depinde
de addugarea unei molecule sau a unui semnal exogen, cum ar fi sistemele de tetraciclind, sistemul
NF«B/lumina UV, sistemul Cre/Lox si promotorul genelor de soc termic, promotorii reglabili at ARN
polimerazei II descrisi In WO/2006/135436, si promotori specifici tesuturilor.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o celuld gazda care cuprinde o polipeptid din inventie,
un conjugat din inventie, o polinucleotidd din inventie sau un vector din inventie.

Celule adecvate 1n prezenta inventie includ, dar nu se limiteaza la, celule de mamifer, planta,
insectd, fungice si bacteriene. Celulele bacteriene includ, dar nu se limiteaza la, celule de la bacterii
Gram-pozitive, cum ar fi speciile din genurile Bacil, Streptomyces si Stafilococ, si celule de la bacterii
Gram-negative, cum ar fi celule din genuri Escherichia si Pseudomonas. Celulele fungice includ, de
preferintd, celule de drojdie cum ar fi Saccharomyces, Pichia pastoris si Hansenula polymorpha.
Celulele de insecte includ, dar nu se limiteazd la, celule Drosophila si celule Sf9. Celulele vegetale
includ, printre altele, celule vegetale de culturd, cum ar fi cereale, plante medicinale sau ornamentale
sau din bulbi. Celulele de mamifer adecvate pentru prezenta inventie includ linii celulare epiteliale
(porcine etc.), linii celulare de osteosarcom (umane, etc.), linii celulare de neuroblastom (umane, etc.),
carcinoame epiteliale (umane, etc.), celule gliale (murine etc.), linii celulare hepatice (de la maimuta
etc.), celule CHO (Ovar de hamster chinezesc), celule COS, celule BHK, celule HelLa, 911, AT1080,
A549, 293 sau PER.C6, celule umane NTERA-2 ECC, celule D3 din linia mESC, celule stem
embrionare non-umane, celule NIH3T3, 293T, REH si MCF-7 si celule hMSC.

Toti termenii si variantele de realizare descrise anterior sunt aplicabile in mod egal acestui
aspect al inventiei.

Compozitie farmaceuticd din inventie

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o compozitie farmaceuticd care cuprinde o cantitate
eficientd farmaceutic de o polipeptida sau de o variantd echivalentd functional a polipeptidei mentionate
conform inventiei, la un conjugat conform inventiei, la o polinucleotidd conform inventiei, la un vector
conform inventiei, sau la o celuld gazda conform inventiei, $i un excipient acceptabil farmaceutic.

Asa cum este utilizat in prezenta inventie, expresia ,,compozitie farmaceuticd” se referd la o
formulare care a fost adaptatd pentru administrare a unei doze predeterminate de unu sau mai multi
agenti terapeutici utili, la o celula, la un grup de celule, la un organ, la un tesut, sau la un animal in care
diviziunea celulard este necontrolatd, cum ar {1 cancer.

Expresia "cantitate eficientd farmaceutic”, asa cum este utilizat aici, este Inteleasd ca o cantitate
capabila sd furnizeze un efect terapeutic si care poate fi determinatd de persoana de specialitate in
domeniu prin mijloace utilizate In mod obisnuit. Cantitatea de polipeptidd din inventie sau de variantd
echivalentd functional a acesteia, de conjugat, de polinucleotidd, de vector sau de celuld gazda din
inventie, sau de compus antitumoral care poate fi combinatd in compozitiile farmaceutice conform
inventiei va varia in functie de subiect si de modul particular de administrare. Persoanele de specialitate
in domeniu vor aprecia ca dozele pot fi, de asemenea, determinate cu indruméri din Goodman and
Goldman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, Editia a [X-a (1996), Anexa II, pp. 1707-1711
si din Goodman and Goldman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, Editia a zecea (2001),
Anexa II, pp. 475-493.

Doza adecvatd de principiu sau de principii active din compozitia farmaceuticd va depinde de
tipul de cancer care urmeaz4d si fie tratat, de severitatea si evolutia bolii, de faptul cd compozitia este
administratd in scop preventiv sau terapeutic, de terapia anterioard, de istoricul clinic §i raspunsul la
peptidd sau polipeptidd ale pacientului, i de decizia medicului curant. Cantitatea de polipeptidd din
inventie sau de variantd echivalentd functional a acesteia, de conjugat, de polinucleotidd, de vector sau
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de celuld gazda din inventie este administratd In mod adecvat pacientului la un moment dat sau pe
parcursul unei serii de tratamente. In functie de tipul si severitatea bolii, un nivel de dozi adecvat va fi,
in general, de aproximativ 0,01 pani la 500 mg la fiecare kg de greutate corporala a pacientului pe zi,
care pot fi administrate In doze unice sau multiple. De preferintd, nivelul de doza va fi de la aproximativ
0,1 pana la aproximativ 250 mg/kg pe zi; mai preferat, aproximativ 0,5 pand la aproximativ 100 mg/kg
pe zi. Un nivel de dozd adecvat poate fi de aproximativ 0,01 pana la 250 mg/kg pe zi, aproximativ 0,05
pand la 100 mg/kg pe zi sau aproximativ 0,1 pani la 50 mg/kg pe zi. In acest interval, doza poate fi de
la 0,05 pand la 0,5, de 1a 0,5 pand la 5 sau de la 5 pand la 50 mg/kg pe zi. Pentru administrare orala,
compozitiile sunt furnizate, de preferinta, sub forma de tablete care contin 1,0 pand la 1000 miligrame
de ingredient activ, In special, 1,0, 5,0, 10,0, 15,0, 20,0, 25,0, 50,0, 75,0, 100,0, 150,0, 200,0, 250,0,
300,0, 400,0, 500,0, 600,0, 750,0, 800,0, 900,0 i 1000,0 miligrame de ingredient activ pentru ajustarea
simptomaticd a dozei la pacientul care urmeaza si fie tratat. Compusii pot fi administrati intr-un regim
de 1 pana la de 4 ori pe zi, de preferintd, o datd sau de doud ori pe zi.

Compozitiile farmaceutice din inventie confin, de asemenea, unu sau mai multi excipienti
suplimentari acceptabili farmaceutic. Prin ,.excipient acceptabil farmaceutic” se intelege o substanta
inactiva terapeutic despre care se spune ca este utilizatd pentru Incorporarea ingredientului activ si care
este acceptabild pentru pacient din punct de vedere farmacologic/toxicologic si, pentru chimistul
farmaceutic care o produce, din punct de vedere fizico/chimic, 1n raport cu compozitia, formularea,
stabilitatea, acceptarea de cétre pacient si cu biodisponibilitatea. Excipientul sau purtitorul include, de
asemenea, orice substantd care serveste la imbunatétirea eliberdrii si a eficacitatii principiului activ in
compozitia farmaceuticd. Exemple de purtatori acceptabili farmaceutic includ unul sau mai multi dintre
apd, solutie salind, solutie salind tamponatd cu fosfat, dextroza, glicerol si etanol, precum si combinatii
ale acestora. In multe cazuri, va fi de preferat s se includa in compozitie agenti izotonici, de exemplu,
zaharuri, polialcooli cum ar fi manitol, sorbitol sau clorurd de sodiu. Purtitorii acceptabili farmaceutic
pot cuprinde In plus cantitati minore de substante auxiliare, cum ar fi agenti de umectare sau
emulsionare, conservanti sau tampon, care sporesc durata de valabilitate sau eficacitatea proteinei de
fuziune sau a compozitiilor care fac parte din compozitiile farmaceutice. Exemple de purtatori
corespunzétori sunt bine cunoscute in literatura (vezi de exemplu Remington's Pharmaceutical Sciences,
editia a 19-a, Mack Publishing Company, Easton, PA, 1995). Exemple de purtatori, fard limitare, sunt
o serie de zaharide, cum ar fi lactoz, dextroza, zaharoza, sorbitol, manitol, xilitol, eritritol si maltitol;
o serie de amidon, cum ar fi amidon de porumb, amidon de grau, amidon de orez si amidon de cartof; o
serie de celulozd, cum ar fi celuloza, metil celulozd, carboxi metil celulozd de sodiu si hidroxil
propilmetil celuloza; si o serie de materiale de umplutura, cum ar fi gelatin si polivinil pirolidona. In
unele cazuri, se poate adduga un agent de dezintegrare, cum ar fi polivinil pirolidona reticulatd, agar,
acid alginic sau alginat de sodiu.

Numirul si natura excipientilor acceptabili farmaceutic depind de forma de doza dorita.
Excipientii acceptabili farmaceutic sunt cunoscuti de cétre persoana de specialitate in domeniu (Fauli y
Trillo C. (1993) ,Tratado de Farmacia Galénica”, Luzéan 5, S.A. Ediciones, Madrid). Compozitiile
mentionate pot fi preparate cu ajutorul metodelor conventionale cunoscute in stadiul tehnicii
("Remington: The Science and Practice of Pharmacy”, editia a 20-a (2003) Genaro A.R., ed., Lippincott
Williams & Wilkins, Philadelphia, US).

Pentru compozitii farmaceutice care cuprind un agent care este o moleculd de acid nucleic,
molecula de acid nucleic poate fi prezentd 1n oricare dintre o varietate de sisteme de eliberare cunoscute
persoanelor de specialitate in domeniu, incluzand acid nucleic si sisteme de expresie bacteriene, virale
si de mamifer, cum ar fi, de exemplu, constructe de expresie recombinante, asa cum este furnizat aici.
Tehnicile de incorporare a ADN-ului 1n astfel de sisteme de expresie sunt bine cunoscute persoanelor
de specialitate in domeniu. ADN-ul poate fi, de asemenea, ,,nud”, asa cum este descris, de exemplu, in
Ulmer si colab., Science 259:1745-49, 1993 si revizuit de Cohen, Science 259:1691-1692, 1993.
Absorbtia ADN-ului nu poate fi crescutd prin acoperirea ADN-ului pe granule biodegradabile, care sunt
transportate eficient in celule.

Moleculele de acid nucleic pot fi livrate intr-o celuld in conformitate cu oricare dintre mai
multe metode descrise in domeniu (vezi, de ex., Akhtar si colab., Trends Cell Bio. 2:139 (1992);
Delivery Strategies for Antisens Oligonucleotide Therapeutics, ed. Akhtar, 1995, Maurer si colab., Mol.
Membr. Biol. 16:129-40 (1999); Hofland si Huang, Handb. Exp. Pharmacol. 137:165-92 (1999); Lee si
colab., ACS Symp. Ser. 752:184-92 (2000); brevetul U.S. Nr. 6,395,713; Publicatia cererii
internationale de brevet nr. WO 94/02595); Selbo si colab., Int. J. Cancer 87:853-59 (2000); Selbo si
colab., Tumor Biol. 23:103-12 (2002); publicatiile cererilor de brevet U.S. numerele 2001/0007666, si
2003/077829). Astfel de metode de livrare cunoscute persoanelor de specialitate in domeniu includ, dar
nu se limiteazd la, incapsularea in lipozomi, prin iontoforezd sau prin incorporare in alte vehicule, cum
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ar fi polimeri biodegradabili; hidrogeluri; ciclodextrine (vezi, de ex., Gonzalez si colab., Bioconjug.
Chem. 10: 1068-74 (1999); Wang si colab., publicatiile cererilor internationale numerele WO 03/47518
si WO 03/46185); microsfere de acid poli(lactic-co-glicolic) (PLGA) si PLCA (utile, de asemenea,
pentru livrarea de peptide si polipeptide si alte substante) (vezi, de ex., brevetul U.S. Nr. 6,447,796,
publicatia cererii de brevet U.S. Nr. 2002/130430);, nanocapsule biodegradabile; si microsfere
bioadezive, sau prin vectori proteici (Publicatia cererii internationale nr. WO 00/53722). Intr-o alti
variantd de realizare, moleculele de acid nucleic pentru utilizare in modificarea (suprimarea sau
cresterea) unui rdspuns imunitar intr-o celuld imund si pentru tratarea unei boli sau tulburéri
imunologice pot fi, de asemenea, formulate sau complexate cu polietilenimind si derivati ai acesteia,
cum ar fi derivati de polietileniminé-polietilenglicol-N-acetilgalactozamind (PEI-PEG-GAL) sau de
polietilenimind-polictilenglicol-tri-N-acetilgalactozamind (PEI-PEG-triGAL) (vezi, de asemenea, de
ex., publicatie cererii de brevet U.S. Nr. 2003/0077829).

Intr-o varianti de realizare preferatd, compozitia farmaceuticd sau combinatia farmaceutica
conform inventiei cuprinde, in plus, Impreund sau separat, un agent antitumoral.

Asa cum este utilizat aici, "agent antitumoral" este inteles ca compusul biologic sau chimic
mentionat care trateaza tumorile sau previne formarea acestora. Intr-o variantd de realizare preferata,
agentul antitumoral mentionat este selectat din grupul constdnd din un agent citotoxic, un agent
antiangiogenic, un agent antimetastatic $i un agent antiproliferativ.

Asa cum este utilizat In prezenta inventie, termenul "agent citotoxic" se referd la un agent care
este capabil sd promoveze moartea celulelor si care are capacitatea de a reduce cresterea, de a opri
cresterea sau de a distruge celulele si, In special, celulele cu proliferare rapida si incd in mod deosebit,
celulele tumorale. Moartea celulard poate fi cauzata de orice mecanism, cum ar i, de exemplu, apoptoza,
desi nu se limiteazd la aceastd cauzd, prin inhibarea metabolismului, interferenta cu organizarea
citoscheletului, sau modificarea chimicd a ADN-ului. Termenul agent citotoxic cuprinde orice agent de
chimioterapie, incluzand molecule organice mici, peptide, oligonucleotide; toxine; enzime; citokine;
radioizotopi sau agenti de radioterapie.

"Agent antiangiogenic" este inteles ca o substantd chimic sau biologica care inhibd sau reduce
formarea de noi vase de sAnge, adicd angiogeneza.

Agenti antiangiogenici care pot fi utilizati cu polipeptida conform primului aspect al inventiei,
sau cu proteina de fuziune conform celui de-al doilea aspect al inventiei, includ, fard limitare, un agent
antiangiogenic selectat din grupul de paclitaxel, 2-metoxiestradiol, prinomastat, batimastat, BAY 12-
9566, carboxiamidotriazol, CC-1088, acid dextrometorfan acetic, acid dimetilxantenon acetic,
endostatind, IM-862, marimastat, penicilamind, PTK787/ZK 222584, RP1.4610, lactat de squalamin,
SU5416, talidomida, combretastatind, tamoxifen, COL-3, neovastat, BMS-275291, SU6668, anticorpi
anti-VEGF, Medi-522 (Vitaxin II), CAI, interleukin 12, IM862, amilorida, angiostatind, KI-3
angiostatind, K1-5 angiostatind, Captopril, DL-alfa-difluorometilornitind, DL -alfa-difluorometilornitina
HCIL, endostating, fumagilind, erbimicind A, 4-hidroxifenilretinamida, juglond, laminind, laminina
hexapeptidd, laminind pentapeptidd, lavendustin A, medroxiprogesteron, minociclind, inhibitor de
ribonucleazd a placentei, suramin, trombospondin, anticorpi directionati Impotriva factorilor
proangiogenici (de exemplu, Avastin, Erbitux, Vectibix, Herceptin); inhibitori de tirozin kinazd cu
greutate moleculard micd ai factorilor de crestere proangiogenici (de exemplu, Tarceva, Nexavar,
Sutent, Iressa); inhibitori de mTOR (de exemplu, Torisel); interferon alfa, beta si gamma, IL-12,
inhibitori ai metaloproteinazei matriceale (de ex., COL3, marimastat, batimastat); ZD6474, SU1248,
vitaxin; inhibitori de PDGFR (de exemplu, Gleevec); NM3 si 2-ME?2; ciclopeptide, cum ar fi cilengitida.

"Agent antimetastatic" este Inteles ca o substantd chimica sau biologica care inhiba sau reduce
metastazele, adicd propagarea la distantd, In mod fundamental prin fluxul limfatic sau sanguin, a
celulelor cauzatoare de cancer si a cresterii de noi tumori in situsurile de destinatie a metastazelor
mentionate..

"Agent antiproliferativ" este inteles ca o substantd chimici sau biologicd care este capabila sa
prevind sau sd inhibe formarea sau cresterea tumorilor. Agenti antiproliferativi includ, dar nu se
limiteaza la (1) antimetaboliti, cum ar fi antimetaboliti ai acidului folic (aminopterind, denopterind,
metotrexat, edatrexat, trimetrexat, nolatrexed, lometrexol, pemetrexed, raltitrexed, piritrexim,
pteropterin, leucovorin, 10-propargil-5,8-dideazafolat (PDDF, CB3717)), analogi de purind (cladribini,
clofarabind, fludarabind, mercaptopurind, pentostatin, tioguanind) si analogi de pirimidind
(capecitabind, citarabind sau ara-C, decitabind, fluorouracil, 5-fluorouracil, doxifluriding, floxuriding si
gemcitabind) (i) produse naturale, cum ar f1 antibiotice antitumorale si inhibitori mitotici, cum ar fi
alcaloizi vinca, cum ar fi vindesind, vincristing, vinblastina, vinorelbind, taxani, cum ar fi paclitaxel
(Taxol™), docetaxel (Taxotere™); colchicind (NSC 757), tiocolchicind (NSC 361792), derivati de
colchicind (de ex., NSC 33410), si alocolchicind (NSC 406042); halicondrind B (NSC 609395);
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dolastatind 10 (NSC 376128); maitansind (NSC 153858); rizoxind (NSC 332598); epotilond A,
epotilond B; discodermolid; estramustind; nocodazol; (ii1) hormoni si antagonisti ai acestora, cum ar fi
tamoxifen, toremifen, anastrozol, arzoxifen, lasofoxifen, raloxifen, nafoxidind, fulvestrant,
aminoglutetimida, testolactond, atamestan, exemestan, fadrozol, formestan, letrozol, goserelin,
leuprorelin sau leuprolida, buserelin, histrelin, megestrol si fluoximesteron; (iv) agenti biologici, cum
ar i vectori virali, interferon alfa si interleukine; (v) compusi pe bazd de platind, cum ar fi carboplatina,
cisplatind [cis-diaminedicloroplatind, (CDDP)], oxaliplatind, iproplatind, nedaplating, tetranitrat de
triplatind, tetraplatind, satraplatind (JM216), JIM118 [cis aminodicloro (II)], IM149 [cis aminodicloro
(ciclohexilamind) trans dihidroxo platind (IV)], IM335 [trans aminodicloro dihidroxo platind (IV)],
transplatind, ZD0473, cis, trans, cis-Pt(NH3)(C6H11NH2)(OOCC3H7)2Cl, malanat-1,2-
diaminociclohexanoplatind(Il), 5-sulfosalicilat-trans-(1,2-diaminociclohexan)platind (IT) (SSP), poli-
[(trans-1,2-diaminociclohexan)platind]-carboxiamilozd (POLY-PLAT) si 4-hidroxi-sulfonilfenilacetat
(trans-1,2- diaminociclohexan) platind (IT) (SAP) si (vi) medicamente de alchilare a ADN-ului, cum ar
fi azot iperitd, nitrozouree, derivati de etilenimind, alchil sulfonati si triazeni, incluzand, dar fard limitare
la, ciclofosfamidid (Cytoxan™), busulfan, improsulfan, piposulfan, pipobroman, melfalan (L-
sarcolizind), clorambucil, mecloretamind sau mustind, uramustind sau uracil iperitd, novembichin,
fenesterind, trofosfamida, ifosfamidd, carmustind (BCNU), lomustine (CCNU), clorozotocini,
fotemustind, nimustind, ranimnusting, semustind (metil-CCNU), streptozocind, tiotepa,
trietilenmelamind, trietilentiofosforamind, procarbazind, altretamind, dacarbazind, mitozolomidd si
temozolomida.

fn cazul compozitiilor sau combinatiilor farmaceutice conform inventiei, care contin un agent
antitumoral, compozitia poate fi prezentatd ca o singurd formulare (de ex., sub formi de tabletd sau
capsuld care cuprinde o cantitate fixa din fiecare dintre componente) sau pot, pe de altd parte, si fie
prezentate ca formulari separate pentru a fi ulterior combinate pentru administrare Impreund, succesiva
sau separatd. Compozitiile sau combinatiile din inventie includ, de asemenea, formularea ca un kit de
constituenti, In care componentele sunt formulate separat, dar sunt ambalate in acelasi recipient.
Persoanele de specialitate in domeniu vor aprecia cd formularea diferitelor componente in cazul celei
de-a doua compozitii farmaceutice conform inventiei poate fi similara, cu alte cuvinte, formulata In mod
similar (in tablete sau pilule), ceea ce permite administrarea lor pe aceeasi cale. In cazul in care diferitele
componente din inventie sunt formulate separat, cele doud componente pot fi prezentate intr-un blister.
Fiecare blister contine medicamentele care trebuie consumate in timpul zilei. Dacd medicamentele
trebuie administrate de mai multe ori pe zi, medicamentele corespunzatoare fiecarei administrari pot fi
plasate in diferite sectiuni ale blisterului, inregistrand, de preferinté, in fiecare sectiune a blisterului
momentul din zi in care trebuie administrate. Ca alternativa, componentele compozitiei din inventie pot
fi formulate in mod diferit, astfel incat diferitele componente si fie administrate in mod diferit. Astfel,
este posibil ca prima componentd si fie formulatd ca tabletd sau capsuld pentru administrarea sa orala,
iar a doua componentd si fie formulatd pentru administrarea sa intravenoasa, sau invers. Raportul dintre
componentele care fac parte din compozitiile utilizate in a doua compozitie farmaceuticd din inventie
poate fi ajustat de cétre o persoana de specialitate in functie de agentul antitumoral utilizat in fiecare
caz particular, precum si de indicatia doritd. Astfel, inventia are in vedere compozitii in care raportul
dintre cantitatile celor doud componente poate varia de la 50:1 pana la 1:50, in particular, de la 20:1
pand la 1:20, dela 1:10 pand la 10:1 sau de la 5:1 pand la 1:5.

Compozitiile sau combinatiile farmaceutice din inventie pot fi administrate pe orice tip de cale
adecvatd, cum ar fi pe cale orald, pe cale locald, pe cale inhalatorie sau parenterald, astfel Incat sa fie
inclusi excipientii acceptabili farmaceutic necesari pentru formularea formei de doza dorite. Calea
preferatd de administrare a compozitiilor farmaceutice mentionate este calea endovenoasa.

"Calea orald" este inteleasd ca incorporarea In organism a compozitiei farmaceutice dupa
deglutitie. Intr-o varianta de realizare particulard, compozitia farmaceutica din inventie poate fi intr-o
forma de dozd adecvatd pentru administrarea sa pe cale orald, fie cd este solidd sau lichidad. Formele de
doza adecvate pentru administrarea lor pe cale orald pot fi tablete, capsule, siropuri sau solutii, $i pot
contine orice excipient conventional cunoscut in domeniu, cum ar fi lianti, de exemplu, sirop, salcam,
gelatind, sorbitol sau polivinilpirolidona; agenti de umplere, de exemplu, lactoza, zahdr, amidon de
porumb, fosfat de calciu, sorbitol sau glicind; lubrifianti pentru comprimare, de exemplu, stearat de
magneziu; agenti de dezintegrare, de exemplu, amidon, polivinilpirolidoni, glicolat de sodiu de amidon
sau celuloza microcristalind; sau agenti de umectare acceptabili farmaceutic, cum ar fi lauril sulfat de
sodiu. Compozitiile solide orale pot fi preparate cu ajutorul procedeelor conventionale de amestecare,
umplere sau comprimare. Operatiile de amestecare repetitiva pot fi utilizate pentru a distribui complet
agentul activ in acele compozitii care utilizeazd cantitdti mari de agenti de umplere. Operatiile
mentionate sunt conventionale in domeniu. Tabletele pot fi preparate, de exemplu, prin granulare umeda
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sau uscatd, si optional cu acoperirea lor conform procedeelor cunoscute In practica farmaceutica
obisnuitd, in special, cu o acoperire enterica.

Pe de altd parte, "calea topicd” este Inteleasa ca o administrare pe cale nesistemicd, si include
aplicarea externd a unei compozitii farmaceutice conform inventiei pe epidermd, in cavitatea bucald, si
instilarea compozitiei mentionate in urechi, ochi si nas, si care nu intrd semnificativ In fluxul sanguin.
"Calea sistemicd" este inteleasd ca administrarea pe cale orala, cale intravenoasi, cale intraperitoneala
si cale intramusculard. Prin "inhalare” se intelege administrarea pe cale intranazald si prin inhalare orala.
Formele de dozd adecvate pentru administrarea mentionatd, cum ar fi o formulare in aerosol sau un
inhalator cu dozd masuratd, pot fi preparate cu ajutorul tehnicilor conventionale. Intr-o varianta de
realizare, calea de administrare este calea intranazali.

Asa cum este utilizat aici, termenul "parenteral”, include administrare pe cale intravenoasi, pe
cale intraperitoneald, pe cale intramusculard sau pe cale subcutanatid. Formele de dozd subcutanati,
intramusculara §i intravenoasd pentru administrare parenterala sunt in general preferate.

Intr-o variantd de realizare, compozitiile farmaceutice din inventie pot fi adaptate pentru
administrarea lor parenterald, cum ar fi solutii sterile, suspensii sau produse liofilizate in forma unitara
de dozi corespunzitoare. Compozitii farmaceutice adecvate pentru utilizarea lor prin injectare includ
solutii apoase sterile (atunci cand sunt solubile in apd) sau dispersii i pulberi sterile pentru prepararea
extemporanee a solutiilor sau a dispersiilor sterile injectabile. Pentru administrarea lor pe cale
intravenoasa, unii purtitori adecvati includ solutie salind tamponatd cu fosfat (PBS). In toate cazurile,
compozitia trebuie sd fie sterild si trebuie sd fie fluidd pand la punctul in care are o capacitate de a fi
injectatd cu usurintd. Aceasta trebuie si fie stabild in conditiile de preparare si depozitare, si trebuie
protejatd de actiunea de contaminare a microorganismelor, cum ar fi bacterii si fungi. Purtitorul poate
fi un solvent sau un mediu de dispersare care contine, de exemplu, apd, etanol, un poliol acceptabil
farmaceutic, cum ar fi glicerol, propilenglicol, polietilenglicol lichid si amestecuri adecvate ale acestora.
Fluiditatea adecvatd poate fi mentinutd, de exemplu, prin utilizarea unei acoperiri cum ar fi lecitind, prin
mentinerea dimensiunii particulelor necesare, in cazul dispersiei, si prin utilizarea surfactantilor.
Prevenirea actiunii microorganismelor poate fi realizatd cu ajutorul diversilor agenti antibacterieni si
antifungici, de exemplu, parabeni, clorbutanol, fenol, acid ascorbic si tiomersal. Tn cele mai multe
cazuri, va fi de preferat si se includad in compozitie agenti izotonici, de exemplu, zaharuri; polialcooli
cum ar fi manitol, sorbitol; sau clorurd de sodiu. Absorbtia prelungitd a compozitiilor injectabile poate
fi cauzatd de includerea unui agent care Intarzie absorbtia, de exemplu, monostearat de aluminiu si
gelatina.

Solutiile injectabile sterile pot fi preparate prin incorporarea compusului activ in cantitatea
necesard Intr-un solvent adecvat cu unul sau cu o combinatie de ingrediente mentionate mai sus, dupa
cum este necesar, urmata de sterilizare prin filtrare prin membrane sterile. In general, dispersiile sunt
preparate prin Incorporarea compusului activ intr-un vehicul steril care contine un mediu bazic de
dispersare si restul de ingrediente necesare dintre cele enumerate anterior. In cazul pulberilor sterile
pentru prepararea solutiilor injectabile sterile, procedeele preferate de preparare sunt uscarea in vid si
liofilizarea care dau nastere la o pulbere cu ingredientul activ plus orice ingredient suplimentar dorit
dintr-o solutie a acestuia sterild, filtrata anterior.

Compozitiile farmaceutice din inventie pot fi administrate In mod adecvat cu ajutorul perfuziei
cu impulsuri, de exemplu, cu doze descrescitoare de compozitie. De preferintd, doza este administrata
cu ajutorul injectiilor, mai preferat, injectii intravenoase sau subcutanate, in functie, partial, de faptul ca
administrarea este acutd sau cronicd.

Intr-o variantd de realizare, prima sau a doua compozitie farmaceuticd din inventie este
preparatd cu purtdtori care vor proteja polipeptida mentionata fatd de o eliminare rapida din organism,
cum ar fi o formulare cu eliberare controlatd, incluzdnd implanturi §i sisteme de administrare
microincapsulate. Pot fi utilizati polimeri biocompatibili biodegradabili, cum ar fi vinilacetat de etilend,
polianhidride, acid poliglicolic, colagen, poliortoesteri si acid polilactic. Procedeele de preparare a
formularilor mentionate vor fi clare pentru persoanele de specialitate in domeniu. Materialele pot fi, de
asemenea, obtinute comercial de la Alza Corporation si Nova Pharmaceuticals, Inc.

Compozitiile cu eliberare sustinutd includ, de asemenea, preparate din cristale de anticorpi
suspendate In formuléri adecvate care pot mentine cristalele in suspensie. Aceste preparate, atunci cand
sunt injectate pe cale subcutanata sau intraperitoneald, pot produce un efect de eliberare sustinuta. Alte
compozitii includ, de asemenea, anticorpi prinsi in lipozomi. Lipozomii care contin astfel de anticorpi
sunt preparati prin metode cunoscute, cum ar fi din Epstein si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. US, (1985)
82:3688-3692; Hwang si colab., Proc. Natl. Acad. Sci. US, (1980) 77:4030-4034; EP 52.322; EP
36.676; EP 88.046; EP 143.949.
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In ciuda faptului ci polipeptida din inventie si conjugatele si proteinele de fuziune care contin
polipeptida din inventie sunt capabile s se transloce prin membrane biologice, persoana de specialitate
va intelege cd poate fi, de asemenea, convenabil si formuleze In nanoparticule conjugatele sau
proteinele de fuziune care cuprind polipeptidele din inventie.

Asa cum este utilizat aici, termenul "nanoparticuld" se referd la orice material care are
dimensiuni in intervalul 1-1000 nm. In unele variante de realizare, nanoparticulele au dimensiuni in
intervalul 2-200 nm, de preferintd, in intervalul 2-150 nm, si chiar mai preferat, in intervalul 2-100 nm.

Nanoparticulele pot contribui la péstrarea integritatii polipeptidei In fluidele biologice pana
cand ajunge la organul tintd. Mai mult, in cazul compozitiilor care cuprind un agent antitumoral,
incapsularea compozitiei poate si scadid efectele secundare cauzate de agentul antitumoral. In final,
nanoparticulele pot fi, de asemenea, modificate astfel incat si includd fragmente care permit
directionarea nanoparticulei citre un organ de interes.

Astfel, intr-o altd variantd de realizare, compozitiile farmaceutice din inventie cuprind
conjugatii, proteinele de fuziune si compozitiile conform inventiei care fac parte dintr-o nanoparticula.

Nanoparticulele adecvate care pot fi utilizate in contextul prezentei inventii includ astfel de
materiale la scard nanometricd, cum ar fi o nanoparticuld pe bazd de lipide, o nanoparticula
superparamagneticd, un nanoinvelis, un nanocristal semiconductor, un punct cuantic, o nanoparticula
pe bazd de polimer, o nanoparticula pe baza de siliciu, o nanoparticuld pe bazd de silice, o nanoparticula
pe baza de metal, o fulerend si un nanotub.

Livrarea tintitd poate fi realizatd prin addugare de liganzi fard a compromite capacitatea
nanoparticulelor de a-si livra Incédrcéturile polipeptidice utile. Este avut in vedere ci acest lucru va
permite livrarea cétre anumite celule, tesuturi si organe. Specificitatea de tintire a sistemelor de livrare
pe baza de liganzi se bazeaza pe distributia receptorilor ligandului pe diferite tipuri de celule. Ligandul
de tintire poate fi asociat, fie necovalent, fie covalent cu o nanoparticuld si poate fi conjugat la
nanoparticule printr-o varietate de metode, asa cum a fost discutat aici.

Exemple de proteine sau peptide care pot fi utilizate pentru nanoparticule de tintire includ
transferind, lactoferind, TGF-f, factor de crestere a nervilor, albumind, peptidd HIV Tat, peptidd RGD
si insulind, precum si altele.

Se va intelege cd formularea produsului conform inventiei Intr-o nanoparticuld nu este
destinatd sau nu este destinatd exclusiv sd faciliteze accesul produsului la interiorul celulei, ci si
protejeze produsul de degradare si/sau si faciliteze tintirea nanoparticulei catre organul de interes.

Compozitiile farmaceutice din inventie sunt adecvate pentru administrare la orice tip de
mamifer, de preferinta, la o fiintd umana.

Toti termenii si variantele de realizare descrise anterior sunt aplicabile in mod egal acestui
aspect al inventiei.

Utilizdri medicale

Intr-un alt aspect, inventia se referi la o polipeptida sau la o variantd echivalentd functional a
polipeptidei mentionate conform inventiei, la un conjugat conform inventiei, la o polinucleotida
conform inventiei, la un vector conform inventiei, la o celuld gazdd conform inventiei, sau la o
compozitie farmaceuticd conform inventiei, pentru utilizare in medicina.

Intr-un alt aspect, inventia se referd la o polipeptida sau la o variantd echivalenta functional a
polipeptidei mentionate conform inventiei, la un conjugat conform inventiei, la o polinucleotida
conform inventiei, la un vector conform inventiei, la o celuld gazda conform inventiei, sau la o
compozitie farmaceutica conform inventiei, pentru utilizare in prevenirea si/sau tratamentul cancerului.

"Prevenirea” este Inteleasd ca administrarea unui compus intr-un stadiu initial sau timpuriu al
bolii sau, de asemenea, pentru prevenirea aparitiei acesteia.

Termenul "tratament” este utilizat pentru a indica administrarea unui compus pentru a controla
progresia bolii Tnainte sau dupd aparitia semnelor clinice. Controlul progresiei bolii este inteles ca
rezultatele clinice benefice sau dorite care includ, dar nu se limiteaza la, reducerea simptomelor,
reducerea duratei bolii, stabilizarea afectiunilor patologice (evitarea in mod specific a deteriorarii
suplimentare), intarzierea progresiei bolii, ameliorarea afectiunii patologice si remisiunea (atét partiala,
cat si completd). Controlul progresiei bolii presupune, de asemenea, o prelungire a supravietuirii, in
comparatie cu supravietuirea asteptatd daci nu a fost aplicat tratamentul,

Un "subiect", asa cum este utilizat aici, include orice animal care are un cancer sau prezintd un
simptom sau cancer, sau este expus riscului de a avea un cancer sau de a prezenta un simptom de cancer.
Subiectii adecvati (pacienti) includ animale de laborator (cum ar fi soarece, sobolan, iepure sau cobai),
animale de ferma si animale domestice sau animale de companie (cum ar fi o pisicd sau un cdine). Sunt
incluse primate non-umane si, de preferintd, pacienti oameni.
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Termenul "cancer" se referd la o boald caracterizatd prin diviziune celulard necontrolati (sau
printr-o crestere a supravietuirii sau a rezistentei la apoptozd), prin capacitatea celulelor mentionate de
a invada alte tesuturi invecinate (invazie) sau prin rispandirea In alte zone ale organismului in care
celulele nu sunt localizate In mod normal (metastaze) prin vasele limfatice si sanguine. in functie de
faptul cd tumorile se pot rdspandi sau nu prin invazie si metastazd, ele sunt clasificate ca fiind, fie
benigne, fie maligne: tumorile benigne sunt tumori care nu se pot raspandi prin invazie sau metastaza,
adicd cresc doar local; In timp ce tumorile maligne sunt tumori care sunt capabile sd se rispandeasca
prin invazie si metastaze. Polipeptidele conform prezentei inventii sunt utile pentru tratamentul
tumorilor locale si maligne. Asa cum este utilizat aici, termenul cancer include, dar nu se limiteaza la,
urmatoarele tipuri de cancer: cancer de sdn; cancer de céi biliare; cancer de vezicd urinard; cancer
cerebral, incluzand glioblastoame si meduloblastoame; cancer de col uterin; coriocarcinom; cancer de
colon; cancer endometrial, cancer esofagian; cancer gastric, neoplasme hematologice incluzand
leucemie acuta limfocitard si mielogend; leucemie/limfom limfoblastic acut cu celule T; leucemie cu
celule péroase; leucemie mielogend cronicd, mielom multiplu, leucemii asociate cu SIDA si
leucemie/limfom cu celule T la adulti; neoplasme intraepiteliale, incluzand boala Bowen si boala Paget;
cancer hepatic; cancer pulmonar; limfoame incluzdnd boala Hodgkin si limfoame limfocitare;
neuroblastoame; cancer oral, incluzind carcinom cu celule scuamoase; cancer ovarian incluzand pe cele
care provin din celule epiteliale, celule stromale, celule germinale si celule mezenchimale, cancer
pancreatic;, cancer de prostatd; cancer rectal, sarcoame, incluzdnd leiomiosarcom, rabdomiosarcom,
liposarcom, fibrosarcom si osteosarcom; cancer de piele, incluzdnd melanom, carcinom cu celule
Merkel, sarcom Kaposi, carcinom bazocelular si cancer cu celule scuamoase; cancer testicular,
incluzdnd tumori germinale, cum ar fi seminoame, non-seminoame (teratoame, coriocarcinoame),
tumori stromale si tumori cu celule germinale; cancer tiroidian, incluzand adenocarcinom tiroidian si
carcinom medular; si cancer renal, incluzand adenocarcinom si tumord Wilms. Alte tipuri de cancer vor
fi cunoscute unei persoane de specialitate in domeniu. Intr-o varianta de realizare preferatd, cancerul
tratat este cancer pulmonar, de preferintd, adenocarcinom pulmonar, mai preferat, un adenocarcinom
pulmonar determinat de KRas.

Intr-o variantd de realizare preferata, cancerul este o tumora solida.

Toate combinatiile de compusi din inventie si tipurile de cancer sunt incluse in prezenta
inventie.

Intr-o varianta de realizare preferata, cancerul este selectat din grupul constand din glioblastom
si cancer pulmonar fard celule mici.

"Glioblastomul"”, cunoscut, de asemenea, cu denumirea de glioblastom si astrocitom de gradul
IV, este cel mai frecvent si mai agresiv cancer care Incepe in creier.

Termenul "NSCLC" sau "cancer pulmonar fard celule mici”, asa cum este utilizat aici, se refera
la un grup de boli eterogene grupate impreund, deoarece prognosticul si gestionarea lor sunt aproximativ
identice conform clasificdrii histologice a Organizatiei Mondiale a Sanatitii/Asociatiei Internationale
pentru Studiul cancerului pulmonar (Travis WD si colab. Histological typing of lung and pleural
tumours, a 3-a ed. Berlin: Springer-Verlag, 1999):

1. carcinomul cu celule scuamoase (SCC), reprezentind 30% pénd la 40% din NSCLC, incepe in
tuburile respiratorii mai mari, dar creste mai lent, ceea ce Inseamni cd dimensiunea acestor tumori
variaza la diagnosticare.

2. adenocarcinomul este cel mai frecvent subtip de NSCLC, reprezentand 50% péand la 60% din NSCLC,
care Incepe In apropierea suprafetei de schimb de gaze a plaméanului si care include un subtip,
carcinomul bronsioalveolar, care poate avea raspunsuri diferite la tratament.

3. carcinomul cu celule mari este o formd cu crestere rapidd care creste aproape de suprafata plamanului.
Este, In principal, un diagnostic de excludere, iar atunci cdnd se fac mai multe investigatii, este de obicel
reclasificat in carcinom cu celule scuamoase sau adenocarcinom.

4. carcinomul adenoscuamos este un tip de cancer care contine doud tipuri de celule: celule scuamoase
(celule subtiri, plate care cdptusesc anumite organe) si celule de tip glandular.

5. carcinoame cu elemente pleomorfe, sarcomatoide sau sarcomatoase. Acesta este un grup de tumori
rare care reflectd un continuum in eterogenitatea histologicd, precum si diferentiere epiteliald si
mezenchimald.

6. tumora carcinoidi este o tumord pulmonara neuroendocrind cu crestere lentd si incepe in celulele care
sunt capabile si elibereze un hormon ca raspuns la un stimul furnizat de sistemul nervos.

7. carcinoamele de tip glanda salivard incep in celulele glandelor salivare situate in interiorul ciilor
respiratorii mari ale plamanului.

8. carcinoamele neclasificate includ cancere care nu se incadreaza in niciuna dintre categoriile de cancer
pulmonar mentionate mai sus.
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Toti termenii si variantele de realizare descrise anterior sunt aplicabile in mod egal acestui
aspect al inventiei.

Inventia este detaliatd mai jos cu ajutorul urméatoarelor exemple care sunt doar ilustrative si In
niciun caz limitative pentru sfera de intindere a inventiei.

EXEMPLE
Materiale si metode

Transfectia celulelor cu ARNm de Omomyc si OmoCS

ARNm pentru mutanti Omomyc si OmoCS a fost achizitionat de la Trilink Biotechnologies la
concentratii de 0,782 mg/mL si, respectiv, 0,876 mg/mlL (ARCA acoperit si complet substituit cu 5-
metil-C si pseudo-U modificat).

Oricare dintre secventa de ADN de Omomyc sau OmoCS a fost introdusi intr-un vector in
aval de promotorul ARN polimerazei T7 si de o coadd poli(T) situatd la capétul 3p. 5-metilcitidin-5"-
trifosfat si ARN modificat cu pseudouridin-5'-trifosfat au fost produse prin transcriere in vitro folosind
0 ARN polimerazd T7. ARN-ul a fost de asemenea acoperit utilizand analogul structurii capacului ARN
[3'-0-Me-m7G(5)ppp(5)G]. Vectorul ADN sablon a fost degradat utilizdnd ADNazd si trifosfat
rezidual a fost indepartat printr-un tratament cu fosfatazd. Produsul ARN a fost apoi purificat, si
integritatea si cantitatea au fost evaluate prin electroforezd pe gel de agaroza si, respectiv, Nanodrop.
ARN-ul a fost depozitat la -80°C. Reactivul de transfectie Lipofectamine MessengerMAX a fost
achizitionat de la Thermo Fisher Scientific. Liniile de celule A549 si U87 au fost insdmantate la 500 si,
respectiv, 1000 de celule in fiecare godeu, 1n plici cu 96 de godeuri. Celulele au fost crescute in Mediu
Eagle Modificat de Dulbecco (DMEM) suplimentat cu 10% ser fetal bovin (FBS) si 1% L-glutamina
(mediu complet). Dupd 24 de ore, celulele au fost transfectate cu complexe lipofectamind-ARNm. 3 ug
de ARNm pentru fiecare 2 ul de lipofectamind au fost diluate separat In mediu fara ser si au fost incubate
timp de 10 minute. Dilutiile de ARNm si lipofectamind au fost apoi amestecate si incubate timp de 5
minute pentru a permite formarea complexelor. Godeurile au fost spilate de doud ori cu mediu fara ser.
Celulele au fost diluate 1n serie Incepand de la 1 pug pand la 0,0625 ng de ARNm la fiecare godeu in 100
pl de mediu total fard ser. Pentru fiecare concentratie, celulele de control au fost tratate numai cu
lipofectamina si au fost utilizate triplicate pentru fiecare conditie. Dupd 4 ore de transfectie, mediile fara
ser si complexele mARN-lipofectamind au fost indepértate din godeuri si au fost substituite cu medii
complete. Celulele au fost incubate timp de 3 zile. Apoi, viabilitatea a fost evaluata folosind CellTiter-
Blue de la Promega. Absorbanta relativd la godeurile netratate a fost calculatd pentru fiecare conditie.
Semnificatia statisticd a fost calculata prin test t.

Transfectia celulelor cu ARNm de OmoCS si OmoCA

ARNm pentru mutanti OmoCS si OmoCA a fost achizitionat de la Trilink Biotechnologies
(ARCA acoperit si complet substituit cu 5-metil-C si pseudo-U modificat). Concentratiile de ARNm
pentru OmoCS si OmoCA au fost determinate la 0,845 mg/mlL si, respectiv, 0,832 mg/mL utilizdnd un
Nanodrop. Reactivul de transfectie Lipofectamine MessengerMAX a fost achizitionat de la Thermo
Fisher Scientific. Celulele A549 au fost insdmantate la 500 de celule in fiecare godeu, intr-o placi cu
96 de godeuri. Celulele au fost crescute in mediu Roswell Park Memorial Institute (RPMI) suplimentat
cu 10% ser fetal bovin (FBS) si 1% L-glutamina (mediu complet). Dupé 24 de ore, celulele au fost
transfectate cu complexe lipofectamind-ARNm. 2 ug de ARNm pentru fiecare 1,5 pL. de lipofectamina
au fost diluate separat in mediu férad ser si au fost incubate timp de 10 minute. Dilutiile de ARNm si
lipofectamind au fost apoi amestecate si au fost incubate timp de 5 minute pentru a permite formarea
complexelor. Godeurile au fost spélate de doud ori cu mediu fara ser. Celulele au fost tratate cu dilutii
seriale 1:2 Incepand cu 1 g de ARNm la fiecare godeu in 50 ul de mediu total farad ser (200 nM). Pentru
fiecare concentratie, celulele au fost, fie netratate (fara tratare), fie tratate numai cu lipofectamind (doar
Lipo) ca godeuri de control. Au fost efectuate triplicate pentru fiecare conditie. Dupd 4 ore de
transfectie, mediile fard ser si complexele mARN-lipofectamind au fost indepértate din godeuri si au
fost substituite cu medii RPMI complete. Celulele au fost incubate timp de 3 zile. In acel moment,
densitatea celulard a fost evaluata folosind colorarea cu violet cristal. Absorbanta relativa in godeurile
netratate a fost calculata pentru fiecare concentratie.

Exemplul 1
In mod surprinzitor, mutantul OmoCS prezintd o inhibare mai mare a cresterii celulare, in
comparatie cu secventa originaldi Omomyc la concentratie scidzutd (Figura 1). Aceastd eficacitate
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imbunitatita, in comparatie cu secventa originald Omomyc ar putea fi explicatd, cel putin partial, prin
ipoteza cd cisteina interfaciald oxidatd a homodimerului Omomyc ar preveni heterodimerizarea
Omomyc cu Mye sau cu Max, limitdnd activitatea Omomyc la simpla competitie pentru legare la caseta
E. In schimb, mutantul OmoCS ar favoriza alte activititi biologice ale Omomyc prin promovarea
formarii populatiilor heterodimerice.

Exemplul 2
In mod surprinzitor, mutantul OmoCA se comportd exact ca OmoCS in acelasi test de
proliferare (Figura 2).

(56) Referinte bibliografice citate in raportul de documentare:

e SOUCEK LAURA ET AL: "Omomyc, a potential Myc dominant negative, enhances Myc-
induced apoptosis”, CANCER RESEARCH, AMERICAN ASSOCIATION FOR CANCER
RESEARCH, US, vol. 62, no. 12, 15 June 2002 (2002-06-15) , pages 3507-3510, XP002705287,
ISSN: 0008-5472

o  WO-A1-2014/180889

° DATABASE UniProt [Online] 16 March 2016 (2016-03-16), "SubName: Full=C-myc
{ECO:0000313[EMBL:AAQ57178.1}; Flags: Fragment;", XP55413001, retrieved from EBI
accession no. UNIPROT:Q6WDES6 Database accession no. QWDE6

e DATABASE REFSEQ [Online] 27 May 2016 (2016-05-27), "myc proto-oncogene protein
isoform X1, partial [Cricetulus griseus]", XP55413005, Database accession no. XP_003516054

¢ DATABASE UniProt [Online] 16 March 2016 (2016-03-16), "SubName: Full=Myc proto-
oncogene protein {ECO:0000313 | EMBL:EHB05990.1};", XP002774402, retrieved from EBI
accession no. UNIPROT:G5B9M9 Database accession no. G5BOIM9

(57) Revendicari:

1. O polipeptida care cuprinde polipeptida din SECV ID NR: 1 In care reziduul X de la pozitia 89
din SECV ID NR: I nu este o cisteind, sau o variantd echivalentd functional a polipeptidei mentionate avand
un grad de identitate, in raport cu SECV ID NR: 1, mai mare de 90% si avand o treonind in pozitia
corespondentd pozitiei 61 din SECV ID NR: 1, o izoleucind In pozitia corespondentd pozitiei 68 din SECV
ID NR: 1, o glutamind in pozitia corespondentd pozitiei 74 din SECV ID NR: 1 si o asparagind in pozitia
corespondentd pozitiei 75 din SECV ID NR: 1, si in care reziduul X de la pozitia corespondentd pozitiei 89
din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, in care varianta echivalentd functional mentionatd pastreaza
activitatea supresoare tumorald a SECV ID NR: 1 1n care reziduul X de la pozitia 89 din SECV ID NR: 1
nu este o cisteind.

2. Polipeptida conform revendicdrii 1, in care varianta echivalentd functional poate dimeriza cu
Myec si/sau cu partenerul sdu obligatoriu p21/p22Max si poate inhiba activitatea Myc odatd gésitd in nucleu,
fiind capabila sd se transloce prin membrana celulard si prin invelisul nuclear.

3. Polipeptida conform oricéreia dintre revendicérile 1 sau 2, in care polipeptida mentionati este
selectatd din grupul constand din:

a) o polipeptida care constd din polipeptida din SECV ID NR: 1 in care reziduul X de la pozitia 89
din SECV ID NR: 1 nu este o cisteind, sau constd dintr-o variantd echivalentd functional a polipeptidei
mentionate, conform revendicérii 1; si

b) o polipeptida care constd din polipeptida din SECV ID NR: 3 in care reziduul X de la pozitia
90 din SECV ID NR: 3 nu este o cisteind.
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4. Polipeptida conform oricdreia dintre revendicdrile 1 pand la 3, in care reziduul X este serind sau
alanind.

5. Polipeptida conform revendicdrii 4, care constd din SECV ID NR: 4.

6. Un conjugat care cuprinde:

a. polipeptida sau varianta echivalentd functional a polipeptidei mentionate conform oricéreia
dintre revendicarile 1-5 si

b. un fragment chimic care faciliteazd absorbtia celulard a polipeptidei conform oricéreia dintre
revendicdrile 1-5 sau a variantei echivalente functional a polipeptidei mentionate conform oricdreia dintre
revendicdrile 1-5.

7. Conjugatul conform revendicérii 6, in care fragmentul chimic care faciliteazd absorbtia celularad
a polipeptidei sau a variantei echivalente functional a polipeptidei mentionate este o secventd de peptida
care patrunde in celuld, si in care secventa de peptidd mentionatd care péatrunde In celuld si polipeptida
mentionatd sau varianta echivalentd functional a polipeptidei mentionate formeaza o proteind de fuziune,
de preferintd, secventa de peptidd care pitrunde 1n celuld este selectatd din grupul constind din
GRKKRRQRRR (SECV ID NR: 38) s RRRRRRLR (SECV ID NR: 39

8. Conjugatul conform oricéreia dintre revendicérile 6 sau 7, care cuprinde, in plus, un alt semnal
de localizare nucleard, In special, semnalul de localizare nucleara este selectat din grupul constand din
PKKKRKV (SECV ID NR: 6), PAAKRVKLD (SECV ID NR: 54) si KRPAATKKAGQAKKKK (SECV
ID NR: 7).

9. O polinucleotidi care codificd o polipeptida conform oricireia dintre revendicdrile de la 1 pana
la 5 sau un conjugat conform oricireia dintre revendicarile de la 6 pana la 8.

10. Un vector care cuprinde o polinucleotidd conform revendicarii 9.

11. O celuld gazda care cuprinde o polipeptidd conform oricéreia dintre revendicarile de la 1 pana
la 5, un conjugat conform oricdreia dintre revendicdrile de la 6 pana la 8, o polinucleotidd conform
revendicdrii 9 sau un vector conform revendicérii 10.

12. O compozitie farmaceutici care cuprinde o cantitate eficientd farmaceutic de o polipeptida sau
de o variantd echivalentd functional a polipeptidei mentionate, conform oricéreia dintre revendicérile de la
1 pand la 5, de un conjugat conform oricéreia dintre revendicarile 6 pana la 8, de o polinucleotida conform
revendicdrii 9, de un vector conform revendicirii 10, sau de o celuld gazdd conform revendicdrii 11, i un
excipient acceptabil farmaceutic.

13. O polipeptida sau o variantd echivalenta functional a polipeptidei mentionate conform oricéreia
dintre revendicdrile 1 pand la 5, un conjugat conform oricéreia dintre revendicérile de la 6 pand la 8, o
polinucleotidd conform revendicirii 9, un vector conform revendicdrii 10, o celuld gazdd conform
revendicdrii 11, sau o compozitie farmaceutica conform revendicirii 12, pentru utilizare in medicina.

14. O polipeptidd sau o variantd echivalentd functional a acesteia conform oricdreia dintre
revendicdrile 1 pand la 5, un conjugat conform oricdreia dintre revendicérile de la 6 péna la 8, o
polinucleotidd conform revendicdrii 9, un vector conform revendicarii 10, o celuld gazda conform
revendicdrii 11, sau o compozitie farmaceuticd conform revendicdrii 12, pentru utilizare In prevenirea si/sau
tratamentul cancerului.

15. Polipeptida sau varianta echivalentd functional a acesteia, conjugatul, polinucleotida, vectorul,
celula gazda sau compozitia farmaceuticd pentru utilizare conform revendicérii 14, in care cancerul este
selectat din grupul constdnd din glioblastom si cancer pulmonar féra celule mici.

Agentia de Stat pentru Proprietatea Intelectuala
str. Andrei Doga nr. 24, bloc 1, MD-2024, Chisinau, Republica Moldova
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