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Opis wynalazku

Przedmiotem zgtoszenia jest koniugat zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika wzro-
stu FGF1 z silnym zwigzkiem cytotoksycznym, sposob jego otrzymywania i zastosowanie w terapii
przeciwnowotworowej.

Najnowsze sposoby leczenia nowotworow oparte sg w przewazajgcej wiekszosci o terapie ukie-
runkowane, wykorzystujgce wystepowanie na powierzchni komoérek nowotworowych specyficznych
biatek, nieobecnych (lub tez obecnych w znaczgco mniejszej ilosci) w zdrowych komérkach organi-
zmu. W strategie te wpisujg sie bardzo dobrze przeciwciata potgczone ze zwigzkami o aktywnosci
cytotoksycznej (ADC — ang. antibody-drug conjugates), ktére zostaty opracowane stosunkowo nie-
dawno, zas zainteresowanie nimi ogromnie wzrosto w ostatnich latach. Ich zastosowanie umozliwia
bardziej selektywne i skuteczniejsze dostarczanie leku do miejsca zmienionego chorobowo (Senter,
2009; Ducry, 2010),

Wiele koniugatéw typu ADC jest na réznych etapach préb klinicznych. W sierpniu 2011 r. zostat
wprowadzony na rynek pierwszy lek tego typu — Brentuximab vedotin (SGN-35) firmy Seattle Genet-
ics. ADC sg immunokoniugatami sktadajgcymi sie z ludzkiego przeciwciata (lub tez jego fragmentu
Zmiennego) potgczonego z niskoczgsteczkowym zwigzkiem o charakterze cytotoksycznym. Przeciw-
ciato kieruje konstrukt precyzyjnie do antygenu eksponowanego na komérce nowotworowej, z reguty
jest ono nastepnie internalizowane, zas cytotoksyczny lek zostaje uwolniony do cytoplazmy komorki
(Chari, 1992). Dzieki takiemu ukierunkowanemu dostarczeniu leku mozliwe jest zminimalizowanie
szkodliwych efektdow ubocznych wykazywanych przez wolne silne zwigzki cytotoksyczne na komorki
zdrowe (Safety Assessment of Antibody Drug Conjugates, 2010).

Substancje przytaczane do przeciwciat to zwigzki nalezgce do dwoch grup pod wzgledem me-
chanizmu swojego dziatania. Pierwsza z nich to zwigzki hamujgce polimeryzacje tubuliny — takie jak
aurystatyny (ang, auristatins) i majtanzinoidy (ang. maytansinoids). Wigzg sie one bardzo silnie do
tubuliny w tym samym miejscu co toksyczne alkaloidy roslinne, hamujac jej polimeryzacije i powodujgc
przejscie komorki na szlak prowadzgcy do apoptozy. Majtanzinoidy sg zwigzkami pozyskiwanymi z
naturalnych Zrédet, za$ aurystatyny sg syntetyzowane chemicznie (cho¢ réwniez sg pochodnymi natu-
ralnej toksyny, dolastatyny). Druga grupa zwigzkow jest cytotoksyczna dla komdrek przez swoje nie-
korzystne w skutkach oddziatywanie z DNA. Nalezg do nich kalicheamycyny i duokarmycyna. Kali-
cheamycyna (ang calicheamicin y1) to organiczny zwigzek chemiczny wyizolowany z bakterii Micro-
monospora echinospora calichensis, zdolny do rozcinania tancuchéw DNA. Duokarmycyna za$ jest
zwigzkiem wykazujgcym silng aktywnos¢ alkilujgca DNA, réwniez catkowicie zaburzajgcg jego funkcje.

Wszystkie wyzej wymienione cytostatyki charakteryzujg sie cytotoksycznoscig nieporownywal-
nie wiekszg niz leki stosowane obecnie w terapii nowotwordw, jednakze nie mogg zostaé zastosowa-
ne samodzielnie ze wzgledu na swoje szkodliwe dziatanie ogdlnoustrojowe i powodowanie szerokiego
spektrum skutkdéw ubocznych (Senter, 2009). Wszystkie one sg szczegdlnie toksyczne dla dzielgcych
sie komorek, przez swoje oddziatywanie ze skfadnikami cytoszkieletu i DNA. W potaczeniu z biatkami
kierujgcymi takimi jak przeciwciata, wykazujg duzo mniejszg szkodliwos¢ i w takiej formie mogg by¢
wprowadzane do terapii.

Przeciwciata sg taczone z cytostatykami za pomocg r6znego rodzaju tgcznikéw (linkeréw), ktdre
réwniez wptywajg na efektywnos¢ koncowego produktu. Mozemy wyréznic¢ tgczniki stabilne, nieulega-
jace rozpadowi, jak rowniez fgczniki ciete wewnatrz komaorki w sposéb chemiczny lub tez enzymatycz-
ny. Przyktadem stabilnego tgcznika jest wigzanie tioeterowe — lek cytotoksyczny jest uwalniany do
cytoplazmy dopiero po degradacji przeciwciata w lizosomie. £gczniki rozpadajgce sie w endosomach
lub lizosomach pozwalajg na wcze$niejsze uwolnienie cytostatyku do cytoplazmy. Hydroliza tgcznika
moze nastgpi¢ na drodze chemicznej, jak w fgcznikach hydrazonowych, wrazliwych na niskie pH, jak
réwniez na drodze enzymatycznej, czego przyktadem sg linkery peptydowe zawierajgce miejsce ciecia
dla enzyméw lizosomalnych, np. sekwencja walina-cytrulina rozpoznawana przez lizosomalng katep-
syne B (Koblinski i wsp., 2000).

W dziedzinie koniugatéw przeciwciat z cytostatykami przoduje firma Seattle Genetics, ktéra
zajmuje sie produkcjg lekéw typu ADC ale réwniez projektowaniem nowych fgcznikéw (linkeréw).
W patencie W0O2009117531 opisano tgczniki zawierajgce nienaturalne lub D-aminokwasy ktére zosta-
ty wykorzystane do koniugacji aurystatyny z przeciwciatami. Linkery te sg stabilne w krwioobiegu,
a dzieki réznicom w metabolizmie komérek nowotworowych i zdrowych sg selektywnie hydrolizowane
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w tkance guza. Zastosowanie ich do koniugatéw ADC pozwolito na uwalnianie leku w tkance nowo-
tworowej co moze znacznie zmniejszy¢ skutki uboczne terapii.

Podobne linkery zostaly opisane w patencie przedstawiajgcym metode leczenia chtoniaka
Hodgkina (US8263083). Metoda polega na synergistycznym dziataniu chemioterapii i koniugatéw
przeciwciata anty-CD30 z aurystatyng (wspomniany powyzej Brentuximab vedotin). Lek skoniugowano
Z przeciwciatem za pomocg dipeptydowego linkera ktory jest hydrolizowany przez katepsyne B w ko-
morkach nowotworowych.

Koniugaty przeciwciat z lekami cytotoksycznymi otworzyty nowy rozdziat w terapii przeciwnowo-
tworowej. Nie jest to jednak ukfad uniwersalny. Przeciwciata sg stosunkowo duze, co utrudnia ich mo-
dyfikacje. Ponadto czesto wykazujg powinowactwo do wiecej niz jednego celu molekularnego, zmniej-
szajgc tym samym specyficznos¢ terapii. Istnieje zatem potrzeba poszukiwania innych czgsteczek
kierujgcych, ktére w koniugacie z cytostatykami bedg wykazywaty wysokg selektywnos¢. Przedsta-
wiony wynalazek przedstawia alternatywne do przeciwciat podejscie dostarczania leku cytotoksyczne-
go do komorek nowotworowych.

Istota wynalazku jest koniugat zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika wzrostu
FGF1, zawierajgcego punktowe mutacje stabilizujgce takie jak GIn40Pro, Ser47lle, His93Gly i/lub
mutacje Cys117Ser, i linker trojglicynowy z N-koncowa resztg cysteiny, CysGlyGlyGly, z przytaczonym
za pomocg hydrolizowalnego linkera niskoczgsteczkowym organicznym zwigzkiem cytotoksycznym,
ktérym jest pochodna dolastatyny — monometyloaurystatyna E.

Istota wynalazku jest réwniez koniugat zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika
wzrostu FGF1, zawierajgcego punktowe mutacje stabilizujgce takie jak GIn40Pro, Ser47lle, His93Gly
i/lub mutacje Cys117Ser, i linker tréjglicynowy z N-koncowg resztg cysteiny, CysGlyGlyGly, z przyta-
czonym za pomocg hydrolizowalnego linkera niskoczgsteczkowym organicznym zwigzkiem cytotok-
sycznym, ktérym jest pochodna antracykliny — doksorubicyna.

Istotg wynalazku jest takze sposéb hamowania proliferacji komorek o wysokiej ekspresiji recep-
toréw fibroblastycznego czynnika wzrostu (FGFR) in vitro, polegajacy na tym, ze wykorzystuje sie
koniugat zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF1 okreslony w powyzszych
akapitach.

Istotg wynalazku jest takze zastosowanie koniugatu zmutowanego wariantu fibroblastycznego
czynnika wzrostu FGF1 okreslonego powyzej do wytwarzania leku do terapii nowotworowe;.

W wielu nowotworach, m.in. piersi, prostaty, pecherza, jak réowniez w raku ptuc zaobserwowano
zwiekszong ekspresje receptorow fibroblastycznych czynnikdéw wzrostu (FGF). Zastosowanie specy-
ficznych ligand dla receptoréw FGF, stwarza mozliwo$é opracowania metod diagnostycznych lub tez
terapeutycznych w tych nowotworach . Czynniki wzrostowe sg wysoce selektywne, a co wiecej maja
rozmiar mniejszy od przeciwciat, co sprawia, ze mogg mie¢ wiekszy potencjat jako czgsteczki kieruja-
ce niz immunoglobuliny.

Czynniki wzrostowe wigzgc sie do swoich receptorow na powierzchni komérek powodujg akty-
wacje szlakow sygnatowych prowadzacych do stymulacji proliferacji komaérek. Lek cytotoksyczny musi
wiec by¢ na tyle silny aby znies¢ ten efekt i zahamowa¢ wzrost i podziaty komdrkowe, a nastepnie
doprowadzi¢ do sSmierci komorki.

Dzieki mechanizmowi dziatania zaréwno zwigzku cytotoksycznego, jak i czynnika wzrostowego,
koniugaty czynnikdw wzrostowych z inhibitorami polimeryzacji tubuliny dziatajg synergistycznie. Czyn-
nik wzrostowy stymuluje proliferacje, a tym samym aktywuje polimeryzacje tubuliny dzieki czemu jest
ona bardziej dostepna dla inhibitora. Proces ten zwieksza wydajno$¢ dziatania leku cytotoksycznego,
co w konsekwencji prowadzi do $mierci komoérek.

Niniejszy opis zostat wzbogacony o przykfady realizacji wynalazku, ktére stuzg jedynie zobra-
zowaniu przedmiotowego rozwigzania i nie powinny byé uznane za ograniczajgce zakres ochrony
patentowe;.

W przyktadach wykonania do reakcji koniugacji wybrano ludzki czynnik wzrostu fibroblastow 1
(FGF1) oraz monometyloaurystatyne E, zawierajgcg linker walinowo-cytrulinowy oraz grupe maleimi-
dowg reaktywng wobec tioli.

Ludzki czynnik wzrostu fibroblastéw 1 (FGF1) jest jednym z najlepiej scharaktetyzowanych
przedstawicieli rodziny fibroblastycznych czynnikow wzrostu. Jest to globularne, nieglikozylowane
biatko, zbudowane ze 154 aminokwaséw, o strukturze przestrzennej w postaci motywu typu ,B-
koniczynki” (ang. B-trefoil) (Jaye i wsp., 1986; Burgess i Maciag, 1989), Jest on ligandem dla wszyst-
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kich czterech receptorow czynnikéw wzrostu fibroblastéw FGFR (FGFR1-4) nadekspresjonowanych
w wielu typach nowotwordw.

W przyktadach wykonania wykorzystano réwniez stabilny mutant biatka FGF1 z dodatkowym
linkerem glicynowym zakonczonym cysteing na N-koncu (zgtoszenie nr P.398908). Mutant zawierat
dodatkowo trzy mutacje stabilizujgce (GIn40Pro, Ser47lle, His93Gly, Zakrzewska i wsp., 2005) oraz

mutacje Cys117Ser.

Dzieki temu cysteina dodana do N-konca biatka byta jedynym eksponowanym

aminokwasem z grupg sulfhydrylowg zdolng do reakcji z resztg maleimidowg aurystatyny. Koniugacja
przebiegata wiec w sposob specyficzny dajgc w rezultacie jeden produkt.
Aby unikng¢ niejednoznacznosci stabilny mutant FGF1 zawierajgcy linker glicynowy z cysteing
oraz mutacje Cys117Ser oznaczono symbolem FGF1,.
Opis rysunkoéw:
Fig. 1. Schemat koniugatu biatka FGF1, z monometyloaurystatyng, na ktérym zaznaczo-

no reszte maleimidowa oraz miejsce proteolizy przez katepsyne B.

Fig. 2. Proponowany mechanizm dziatania koniugatu FGF1,-MMAE: wigze sie on do re-

ceptoréw FGF obecnych w zwiekszonej ilosci na powierzchni komérek nowotwo-
rowych, zostaje zinternalizowany, a nastepnie w obecnosci enzyméw lizosomal-
nych, m.in. katepsyny B, degradowany jest fgcznik miedzy czynnikiem wzrosto-
wym a zwigzkiem cytotoksycznym. Cytotoksyk jest nastepnie uwalniany do cyto-
plazmy, gdzie wigzac sie z elementami cytoszkieletu, zaburza funkcjonowanie
komorki i prowadzi do jej apoptozy.

Fig. 3. Zel SDS-PAGE oczyszczonego wariantu FGF1,,.
Fig. 4. Widma fluorescencji tryptofanu (Trp107) w natywnym biatku FGF1,, dzikim typie

Fig. 5a.

Fig. 6.

Fig. 7.

Fig. 8.

Fig. 10.

Fig. 11.

Fig. 12.

Przyktad
Nadprodukcija

FGF1 oraz gdy biatko jest zdenaturowane termicznie (widoczna wyraznie zwiek-
szona intensywnos¢ fluorescenciji przy 353 nm).

Zel SDS-PAGE koniugatu FGF1 z doksorubicyng wybarwiony Commassie Blue
(na dole) oraz widoczny w swietle UV (na gorze). 5b. Test proliferacyjny komoérek
NIH3T3 traktowanych FGF1, doksorubicyng (DOX) oraz koniugatem FGF1 —
doksorubicyna (FGF1-DOX) — w obydwu przypadkach uzyto zmutowanego wa-
riantu FGFI,.

Postep reakcji koniugac;ji biatka FGFI, z MMAE monitorowany za pomocg elektro-
forezy oraz spektrometrii mas.

Rozdziat elektroforetyczny (SDS-PAGE) koniugatu FGF1,-MMAE oczyszczonego
na ztozu tiopropylo-sefarozowym (a), gdzie M — marker, CR — reakcja koniugacji,
FT — frakcja niezwigzana z kolumna, W1-W2 — frakcje zebrane po ptukaniu, E —
elucja oraz na kolumnie analitycznej Superdex 75 (b), gdzie M — marker, CR
— reakcja koniugaciji, E1-E5 — frakcje eluciji.

Rozdziat elektroforetyczny biatka FGF1, oraz koniugatu FGF1,-MMAE po tra-
wieniu katepsyng B: M — marker, Sciezki 1-3 — biatko FGF1, po trawieniu katep-
syng B (1) 0 min; 2) 30 min; 3) 1 h trawienia), Sciezki 4-6 — koniugat FGF1,-
MMAE po trawieniu katepsyng B (4) 0 min; 5) 30 min; 6) 1 h trawienia).

Analiza aktywacji sciezek sygnatowych dla aktywowanych przez FGFR przepro-
wadzona metodg Western biot.

Wynik badania zywotnosci ludzkich komérek fibroblastycznych (BJ) oraz mysich
(NIH 3T3) poddanych dziataniu wolnej MMAE, koniugatu FGF1,-MMAE oraz
FGF1, przez 96 h, sprawdzana testem Alamar Blue (a) oraz poprzez obserwacje
komorek w Swietle widzialnym (b).

Wynik badania zywotnosci komérek MDA-MB-134 VI poddanych dziataniu wolnej
MMAE, koniugatu FGF1,-MMAE oraz FGF1, przez 96 h, sprawdzana testem
Alamar Blue (a) oraz poprzez obserwacje komaérek w Swietle widzialnym (b).
Réznice zywotnosci komérek U20S i U20SR1 (stabilnie transferowanych FG-
FR1) traktowanych koniugatem FGF1,-MMAE.

1

, 0czyszczanie i charakterystyka rekombinowanego wariantu FGF1,

W sekwencji kodujacej ludzki FGF1 wklonowanej do wektora pET-3c wprowadzono substytucje
eksponowanej cysteiny seryng (C117S) oraz czteroaminokwasowa insercje (Cys-Gly-Gly-Gly) na
N-koncu biatka za pomocg ukierunkowanej mutagenezy QuikChange (Stratagene). Otrzymane kon-
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strukty zostaty zsekwencjonowane w celu potwierdzenia obecnosci wprowadzonych mutacji. Konstruk-
ty o wiasciwej sekwencji zostaty namnozone w szczepie Escherichia coli DH10 i oczyszczone. Czy-
stos¢ preparatow DNA zostata potwierdzona za pomoca elektroforezy w zelu agarozowym. Konstruk-
tami zmodyfikowanego FGF1 stransformowano szczep bakterii E. coli BL21(DE3)pLysS przeznaczo-
nych do nadprodukcji biatek rekombinowanych. Hodowla prowadzona byta w pozywce peinej LB
w 37°C, ekspresje biatka indukowano izopropylotiogalaktozydem (IPTG) o stezeniu koncowym 0,5
mM przy gestosci optycznej (ODgoo) miedzy 0,6 a 0,8. Nastepnie hodowla prowadzona byta przez 4 h
w 37°C, zwirowana, a osad bakteryjny zawieszono w buforze o sktadzie: 20 mM TrisHCI, 0,5 M NaCl,
1 mM EDTA, 0,1 mM PMSF i zamrazano w —20°C.

Osady bakteryjne po rozmrozeniu byty sonikowane w temperaturze 4°C i wirowane (14 000 g,
4°C, 1 h). Supernatant po wirowaniu, bedacy frakcjg biatek rozpuszczalnych, byt wigzany do zloza
Heparin-Sepharose zréwnowazonego uprzednio 20 mM TrisHCI, 0,5 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM
DTT. Nastepnie ztoze bylo przemywane schtodzonym buforem o powyzszym sktadzie, i kolejno bufo-
rem zawierajgcym 20 mM TrisHCI, 0,7 M NaCl, 1 mM EDTA, 5 1 mM DTT. Elucje biatka przeprowa-
dzono buforem 20 mM TrisHCI, 2 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT - biatko zwalniane bylo ze zloza
pod wptywem wysokiej sity jonowej. Obecnos¢ biatka w poszczegdlnych frakcjach eluatu (1 ml) byta
oznaczana spektrofotometrycznie przez absorbancje przy 280 nm. Czysto$¢ otrzymanego preparatu
byta sprawdzana za pomocg SDS-PAGE (Fig. 3) oraz spektrometrii mas. Natywnos$¢ biatka zostata
potwierdzona za pomocg analizy widm fluorescencji (Fig. 4). Wykorzystano fakt, iz w natywnie zwinie-
tej czasteczce FGF1 fluorescencja reszty tryptofanu (Trpl107) jest catkowicie wygaszona przy wzbu-
dzeniu falg 280 nm). W stanie zdenaturowanym widmo emisji charakteryzuje sie typowym dla trypto-
fanu maksimum przy 353 nm. Pomiary fluorymetryczne zostaty przeprowadzone przy uzyciu spektro-
fluorymetru Jasco FP-750, w buforze fosforanowym (25 mM Hz;PO,, pH 7,3), w temperaturze 21°C.
Zebrano widmo z zakresu 300—400 nm, przy wzbudzeniu falg o dtugosci 280 nm. Uzyto kuwety o dro-
dze optycznej 1 cm, a stezenie biatka wynosito 4 uM.

Przyktad 2

Reakcja koniugacji doksorubicyny z wariantem FGFL1,

Rekombinowany fibroblastyczny czynnik wzrostu FGF1, skoniugowano z doksorubicyng przez
heterobifunkcyjny linker SMCC (Thermo Scientific) reagujacy z grupami aminowymi doksorubicyny
oraz tiolowymi biatka. Reakcje prowadzono w roztworze wodnym w temperaturze 4°C. Doksorubicyna
absorbuje swiattlo UV dzieki czemu postep reakcji mozna byta bada¢ w zelu SDS-PAGE (Fig. 5a).

W celu zbadania funkcjonalno$ci koniugatu przeprowadzono testy proliferacyjne na liniach
NIH3T3 (mysie fibroblasty) oraz na ludzkich fibroblastach (BJ). Wyniki wskazujg, Zze biatko jest w petni
aktywne i zdolne do stymulacji proliferacji komérek (Fig. 5b)

Przyktad 3

Koniugacja wariantu FGF1, z cytostatykiem, monometyloaurystatyng E (MMAE)

Roztwér wariantu FGF1, o stezeniu 30 uM, w buforze fosforanowym (25 mM Hz;PO,, pH 7,3)
zawierajgcym 100 mM NaCl, byt poddany redukcji za pomocg 1 mM TCEP przez 20 min w temperatu-
rze pokojowej. Nastepnie biatko byto odsalane na kolumnie Zeba (Thermo Scientific) aby pozby¢ sie
nadmiaru czynnika redukujgcego i dodawane do monometyloaurystatyny E (MMAE) potgczonej z
dipeptydowym linkerem zakohczonym grupg maleimidowg. Reakcja byta prowadzona w 4°C oraz w
obecnosci 20% acetonitrylu (CH3CN) oraz siarczanu heparanu w stezeniu 100 U/ml przy 2-5-krotnym
molowym nadmiarze cytostatyku w stosunku do ilosci biatka. Reakcja kohczona byta po 16 h przez
dodanie nadmiaru wolnej cysteiny. Postep koniugacji monitorowany byt za pomocg SDS-PAGE oraz
spektrometrii masowej MALDI-TOF (Fig. 6.).

Aby zapewni¢ catkowitg czystos¢ koniugatu i oddzielenie go od FGF1, niezmodyfikowanego
przez MMAE (wydajno$¢ reakcji byta nizsza od 100%), preparat oczyszczano za pomocg chromato-
grafii oddziatywan hydrofobowych, ang. hydrophobic interaction chromatography (HIC). Oczyszczanie
przeprowadzono na kolumnie ze ztozem fenylo-Sepharose (GE Healthcare). Mieszanina reakcyjna
byta naktadana na kolumne zréwnowazong buforem z wysokg zawartoscig soli — 25 mM TrisHCI pH
7,4, 2 M NaCl. W tych warunkach do ztoza powinien wigza¢ sie tylko koniugat, ktéry jest duzo bardziej
hydrofobowy od niezmodyfikowanego biatka. Elucja FGF1,-MMAE nastepowata przez przeptukiwanie
kolumny buforem ze zmniejszajgcym sie stezeniem soli, az do 25 mM TrisHCI pH 7,4, 0,1 M NacCl.
Obecnos¢ modyfikacji i czystos¢ koniugatu byta potwierdzona przez elektroforeze SDS-PAGE (Fig. 7).
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Przyktad 4

Trawienie linkera walinowo-cytrulionowego przez katepsyne B

Uzywana w eksperymencie monometyloaurystatyna E zawierata linker dipeptydowy walinowo-
-cytrulinowy, ktory jest specyficznie trawiony przez lizosomalng katepsyne B (Doronina i wsp., 2003).
Enzym ten jest nadekspresjonowany w komérkach nowotworowych (Hughes i wsp., 1998).

Trawienie koniugatu FGF1,-MMAE przeprowadzono in vitro w celu zbadania efektywnosci
uwalniania cytostatyku pod wptywem proteolizy. Zmiane masy koniugatu badano metodg chromato-
grafii zelowej w gradientowym zelu poliakryloamidowym.

Eksperyment wykazat efektywne trawienie linkera walinowo-cytrulinowego pod wpltywem katep-
syny B. Jednoczes$nie udowodniono, ze biatko FGF1, nie jest trawione przez enzym (Fig. 7).

Przyktad 5

Aktywacja sciezek przekazywania sygnatu

Aktywnosc¢ biologiczng koniugatow FGF1,-MMAE poréwnano z aktywnoscig wariantu FGF1,.
Aktywacje szlakéw sygnalnych badano metodg Western Blot wykorzystujgc gtodzone komérki NIH
3T3 (mysie fibroblasty), ktére charakteryzuja sie ekspresja receptora FGFRL1.

Gtodzone komorki stymulowano przez 15 min w obecnosci heparyny (10 U/ml) odpowiednio
biatkiem FGF1, w stezeniu 1,10 i 100 ng/ml lub koniugatem w takim stezeniu aby ilos¢ czynnika wzro-
stowego byta taka sama jak przy stezeniach 1, 10 i 100 ng/ml wolnego biatka. Komérki nastepnie
przemywano buforem PBS, lizowano i sonikowano. Gotowe lizaty poddano analizie Western Blot z
uzyciem przeciwciat anty-fosfo-Erk1/2, anty-fosfo-FGFR, anty-fosfo-PLCy, oraz anty-y-tubuliny jako
kontroli

Wykazano, ze koniugat FGF1,-MMAE aktywuje te same Sciezki sygnalne co wolne biatko
FGFL1,, Analiza Western Blot pokazata rowniez ze koniugat charakteryzuje sie nieznacznie obnizong
aktywnoscig w poréwnaniu do wariantu FGF1v (Fig. 8).

Przyktad 6

Testy cytotoksycznosci

Wptyw koniugatéw na zywotno$¢ komérek posiadajgcych receptor FGFR1 badano na przykia-
dzie mysiej linii, fibroblastéw NIH 3T3 oraz ludzkich fibroblastéw BJ (ktére charakteryzujg sie srednim
poziomem ekspresji receptora FGFR1), a takie MDA-MB-134, posiadajgcg wysokg nadekspresje re-
ceptora. Eksperymenty przeprowadzono réwniez na liniach U20S i U20SR1 Komérki U20SR1 to linia
stabilnie stransformowana receptorem FGFR1. W takim ukfadzie mozliwe jest poréwnanie komoérek z
FGFR1 do analogicznego modelu komérkowego nieposiadajgcego receptora na swojej powierzchni
(U20S).

Komorki wysiano na ptytke 96-dotkowg (10* komoérek/dotek) w medium niezawierajgcym suro-
wicy, a nastepnie traktowano wariantem FGFL1, i koniugatem FGF1,-MMAE w obecnosci heparyny
(10 U/ml) oraz medium z surowicg. FGF1,, koniugat i wolna aurystatyna stosowane byly w stezeniach
od 5x10"°M do 1x10°M. Odpowiada to stezeniom koniugatu i FGF1, w zakresie od 10 ng/ml do
15 ug/ml. Komorki inkubowano 96 h w 37°C, 5% CO, po czym analizowano zywotno$¢ testem Alamar
Blue (Invitragen) wg protokotu producenta. Oprécz tego zliczano zywe i martwe komorki barwione
Trypanem Blue (Invitrogen). Réwnoczesnie badano zmiane morfologii komérek obserwujgc je pod
mikroskopem swietlnym.

Podatnos$é¢ roznych linii komérkowych na wolng aurystatyne byta podobna. Réznice pojawity sie
w przypadku koniugatéw FGF1,-MMAE i zalezaty od poziomu ekspresji receptora FGFR1. Koniugaty
znacznie obnizylty zywotnosé komoérek BJ i MDA-MB-134 a w stezeniu powyzej 1x10'M (2.5 ug/ml)
zaobserwowano catkowitg $miertelnos¢ linii MDA-MB-134 (Fig. 9, Fig. 10). Réznice byty widoczne
réwniez dla linii U205 i U20SR1 (Fig. 11). Linia U205 okazata sie znacznie bardziej odporna na dzia-
tanie koniugatéw w poréwnaniu z linig transfekowang receptorem FGFR1 (U20SR1)..

Zastrzezenia patentowe

1. Koniugat zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF1, zawierajgcego
punktowe mutacje stabilizujgce takie jak GIn40Pro, Ser47lle, His93Gly i/lub mutacje
Cys117Ser, i linker tréjglicynowy z N-koricowg resztg cysteiny, CysGlyGlyGly, z przytgczo-
nym za pomocg hydrolizowalnego linkera niskoczgsteczkowym organicznym zwigzkiem cy-
totoksycznym, ktérym jest pochodna dolastatyny — monometyloaurystatyna E,
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2. Koniugat zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF1, zawierajgcego
punktowe mutacje stabilizujgce takie Jak GIn40Pra, Ser47lle, His93Gly i/lub mutacje
Cysl117Ser, i linker tréjglicynowy z N-koncowg resztg cysteiny, CysGlyGlyGly, z przytgczo-
nym za pomoca hydrolizowalnego linkera niskoczgsteczkowym organicznym zwigzkiem cy-
totoksycznym, ktérym jest pochodna antracykliny — doksorubicyna.

3. Sposdb hamowania proliferacji komoérek o wysokiej ekspresji receptoréw fibroblastycznego
czynnika wzrostu (FGFR) in vitro, znamienny tym, ze wykorzystuje sie koniugat zmutowa-
nego wariantu fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF1 okreslony w zastrz. 1 lub 2.

4. Zastosowanie koniugatu zmutowanego wariantu fibroblastycznego czynnika wzrostu FGF1
okreslonego w zastrz. 1 lub 2 do wytwarzania leku do terapii nowotworowe;j.
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Rysunki
lysosomal

cathepsin B
cleavage site

FGF1, maleimide Val-Citlinker MMAE

monomethyl auristatin E

Fig. 1. Schemat koniugatu biatka FGF1, z monometyloaurystatyna, na ktérym zaznaczono reszte ma-
leimidowg oraz miejsce proteolizy przez katepsyne B.

Fig. 2. Proponowany mechanizm dziatania koniugatu FGF1,-MMAE: wigze sie on do receptorow FGF
obecnych w zwiekszonej ilosci na powierzchni komérek nowotworowych, zostaje zintegrowany, a nastepnie
w obecnosci enzymow lizosomalnych m.in. katepsyny B, degradowany jest fgcznik miedzy czynnikiem wzrosto-
wym a zwigzkiem cytotoksycznym. Cytotoksyk jest nastepnie uwalniany do cytoplazmy, gdzie wigze sie z ele-
mentami cytoszkieletu, zaburza funkcjonowanie komérki i prowadzi do jej apoptozy.
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Fig. 4. Widma fluorescenc;ji tryptofanu (Trp107) w natywnym biatku FGF1,, dzikim typie FGF1 oraz gdy
biatko jest zdenaturowane termicznie (widoczna wyraznie zwigkszona intensywnos¢ fluorescencji przy 353 nm).
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Fig. 5a. Zel SDS-PAGE koniugatu FGF1, z doksorubicyny wybarwiony Commassie Blue (na dole) oraz
widoczny w Swietle UV (na gorze).

Fig. 5b. Test proliferacyjny komoérek NIH3T3 traktowanych FGF1,, doksorubicyng (DOX) oraz koniuga-
tem FGF1, — doksorubicyna (FGF1,-DOX).
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Fig. 6. Postep reakcji koniugacji biatka FGF1, z MMAE monitorowany za pomocg elektroforezy oraz

spektrometrii mas.
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Fig. 7. Zel SDS PAGE koniugatu FGF1V-MMAE oczyszczonego na ztozu tiopropylosefarozowym (a),
gdzie M — marker, CR — reakcja koniugacji, FT — frakcja niezwigzana z kolumng, W1-W2 — frakcje zebrane po
ptukaniu, E — elucja oraz na kolumnie analitycznej Superdex 75 (b), gdzie M — marker, CR — reakcja koniugacji,
E1-E5 — frakcje eluciji.
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Fig. 8. Zel SDS-PAGE biatka FGF1V koniugatu FGF1V-MMAE po trawieniu katepsyng B: M — marker,
$ciezki 1-3 — biatko FGF1V po trawieniu katepsyna B (1) 0 min; 2) 30 min; 3) 1 h trawienia), $ciezki 4-6 — koniugat
FGF1V-MMAE po trawieniu katepsyng B (4) 0 min; 5) 30 min; 6) 1 h trawienia).
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Fig. 9. Analiza aktywacji $ciezek sygnatowych dla aktywowanych przez FGFR przeprowadzona meto-
dg Western Blot.
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Fig. 10. Wyniki badania zywotnosci ludzkich komérek fobroblastycznych (BJ) oraz mysich (NIH 3T3)
poddanych dziataniu wolnej MMAE, koniugatu FGF1V-MMAE oraz FGF1V przez 96 h, sprawdzana testem Ala-
mar Blue (a) oraz poprzez obserwacje komoérek w swietle widzialnym (b).
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Fig. 11. Wyniki badania zywotnosci komérek MDA-MB-134 VI poddanych dziataniu wolnej MMAE, ko-
niugatu FGF1V-MMAE oraz FGF1V przez 96 h, sprawdzana testem Alamar Blue (a) oraz poprzez obserwacje
komérek w swietle widzialnym (b).
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Fig. 12. Roznice zywotnosci komérki U20S i U20SR1 (stabilnie transferowanych FGF1) traktowanych
koniugatem FGF1V-MMAE.
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