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Sintetiniai peptidai ir jy panaudojimas vézio invazijos ir metastaziy gydymui ir
profilaktikai

(57) Referatas:

Sis idradimas yra susijes su sintetiniais peptidais, kurie rodo inhibicinj aktyvumg pries vezio atsiradimg ir
metastazes. Sio iSradimo peptidai apima PRKPKWDK (SEQ ID:2) peptida, atitinkantj matricinés metalproteinazés-
2 (MMP-2) 85-92 aminoragstis,ir SEQ ID:2 fragmentus, analogus ir homologus. Sis iSradimas taip pat yra susijgs
su tokiy peptidy, kaip Zmogaus vézio atsiradimo ir metastaziy inhibitoriy, panaudojimu, o taip pat ir su terapiniu
panaudojimu véZio ir kity su ekstralastelinés maticos degradacija MMP poveikyje susijusiy patologiniy bukliy
prevencijai ir gydymui.
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ISradimo sritis

Sis i§radimas yra susiies su sintetiniais peptidais, kurie rodo inhibicinj
aktyvuma prie$ vézio atsiradima ir metastazavima. Sio i§radimo peptidai turi savyje
PRKPKWDK (SEQ ID:2) peptida, atitinkantj matricinés metalproteinazés-2 (MMP-2)
85-92 aminortgstis, ir SEQ ID:2 fragmentus, analogus ir homologus. Sis i§radimas
taip pat yra susijes su tokiy peptidy, kaip Zmogaus véZio atsiradimo ir metastazavimo
inhibitoriy, panaudojimu, o taip pat ir su panaudojimu vézio ir kity su ekstralgstelinés
matricos degradacija MMP poveikyje susijusiy patologiniy bikliy prevencijai ir
gydymui.

ISradimo prielaidos

Ivairios patologinés biklés, skaitant neoplazines ligas, yra susijusios su
padidintu matriciniy metalproteinaziy (MMP) aktyvumu. MMP yra grupé serino
proteinaziy, kurios gali ardyti ekstralasteline matrica (ECM). MMP yra i§skiriamos
ekstralgstelinéje matricoje juy zimogeningje formoje. Aktyvacijos metu MMP
fermentinis aktyvumas padidéja ir yra skaldoma ECM - procesas, kuris, kaip yra
parodyta, vaidina pagrindinj vaidmenj véZio metastaziy susidaryme.

MMP Seimoje yra bent keletas proteinaziy; j jy tarpg patenka MMP-1, MMP-2,
MMP-3, MMP-8, MMP-9 ir MMP-13. VéZio atveju MMP-2 yra susijusi su pirminio
auglio augimu, o taip pat ir su auglio metastazavimu. Si konkreti MMP gali skaldyti
kolageng ir kitus ekstralgstelinés matricos (ECM) baltymus ir tai yra pirminé salyga
vystytis véziui, jam atsirandant ir susidarant metastazéms. ) _

Nors buvo padéta daug pastangy prieSvéziniams agentams sukurti ir
iSbandyti, (zidr., pavyzdziui, Tarptautinés parai§kos publikacijg WO 90/10228), i§lieka
pastovus poreikis netoksisko terapinio agento, kuris galéty efektyviai blokuoti MMP
tarpininkaujamg ECM skaldyma, tokiu bidu sumazindamas vézio ir kity ligy plitima.
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ISradimo santrauka

Sis iSradimas apima sintetinius peptidus, kurie gali efektyviai blokuoti véZiniy
lasteliy atsiradima. Siy agenty ir antikiny prie$ juos nauda yra galimybé juos
panaudoti klinikoje véZio atsiradimo ir metastaziy blokavimui.

Sio igradimo tikslas yra pateikti sintetinj oligopeptida, kurio aminoragséiy seka
yra analogi§ka matricinei metalproteinazei 2 budingai aminorlig8giy sekai (85-92),
kuri efektyviai blokuoja vézZio atsiradimg ir véZio metastazes.

Sio isradimo tikslas yra pateikti sintetinius peptidus, kurie tinka vézio
atsiradimui ir metastazavimui blokuoti, turin¢ius aminortigs¢iy sekg PRKPKWEDK.

Kitas 8Sio iSradimo tikslas yra sintetiniy peptidy, aprasyty Sioje paraiSkoje,
panaudojimo bildas vézZiniy susirgimy prevencijai ir gydymui. Dar kitas Sio
jgyvendinimo aspektas yra tai, kad sintetiniy peptidy efektyvus kiekis yra naudojamas
vézio atsiradimo ir metastazavimo blokadai.

Kitas $io iSradimo tikslas yra pateikti oligopeptidg, turintf PRKPKWDK (SEQ
ID: Nr.2).

Pageidautina, kad polipeptidas baty i§ mazdaug 6-20 liekany. Geriausia, kai
polipeptidas yra iS maZdaug 8-10 liekany.

Pageidautina, kad sintetinio peptido koncentracija baty nuo 1 um iki 500 uM.
Geriausia, kai sintetinio peptido koncentracija yra nuo 50 um iki 200 pM.

Kitas 8$io iSradimo tikslas yra imunogeninis oligopeptidas, kuris jeina |
farmacine kompozicijg, sudarytg i§ farmaciniu pozidriu priimtino neSiklio ir
oligopeptidy. Sis oligopeptidas gali biti naudojamas kaip vakcina. Oligopeptido turinti
farmaciné kompozicija gali bati naudojama imuniniam atsakui prie$ baltymo epitopa,
kuriame yra $io oligopeptido seka (pvz. SEQ.ID.2), sukelti.

Kitas $io iSradimo tikslas yra tai, kad kompozicijos ir bldai baty realizuojami ir
in vivo, ir in vitro.

Siame i§radime pateikiamas sintetinis oligopeptidas, turintis Zmogaus MMP-2
analogiskg aminortgsciy seka.

Siame i$radime taip pat pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véZiniy Igsteliy
atsiradimg ir metastazavimag, modifikacija i§imant vieng arba daugiau aminorgsciy

liekany N-baigmes gale.
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Siame iSradime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja veZiniy lgsteliy
atsiradimg ir metastazavima, modifikacija i§imant vieng arba daugiau aminorligsgiy
liekany C-baigmeés gale.

Siame iSradime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véziniy Iasteliy
atsiradimg ir metastazavima, modifikacija i§imant vieng arba daugiau aminorigééiy
liekany N-baigmeés ir C-baigmés galuose.

Siame iSradime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véziniy Iasteliy
atsiradimg ir metastazavima, modifikacija pakei¢iant vieng arba daugiau
aminorgs¢iy liekany duotoje sekoje, neatsizvelgiant | pakeistos lieckanos krivj ir
poliSkuma.

Siame iSradime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véziniy Iasteliy
atsiradimg ir metastazavimg, modifikacija pakeiCiant vieng arba daugiau
aminortg8&iy liekany duotoje sekoje panasaus krGvio ir(arba) poliSkumo
aminoritgsciy liekanomis.

Siame i$radime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja veZiniy lasteliy
atsiradimag_ir metastazavima, modifikacija iSimant vieng arba daugiau aminoriigséiy
liekany i§ duotos sekos.

Siame i$radime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja veZiniy lgsteliy
atsiradima ir metastazavimg, modifikacija jvedant dvi arba daugiau modifikacijas.

Siame iradime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véziniy lasteliy
atsiradimag ir metastazavimg, modifikacija pakartojant oligopeptidy sekas vieng arba
daugiau karty, kur kiekviena i$ jy yra kovalentiSkai prijungta prie vienos arba daugiau
kartojamy oligopeptidiniy seky.

Kitas 8io iSradimo tikslas yra sintetiniy peptidy panaudojimas imunogenais
antikinams gaminti, kad tokie pasigamine antik@inai galéty efektyviai blokuoti vézio
atsiradimg ir metastazes.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas tiesioginiam arba konkurenciniam MMP-2 metabolinio
veikimo arba sgveikos sumazinimui arba blokavimui, jvedant juos | veng arba kitu
terapiniu pozilriu priimtinu badu.

Siame i§radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas netiesioginiam MMP metabolinio veikimo arba sgveikos

blokavimui, panaudojant juos kaip vakcinas poodiniu arba kitu terapiniu poZitriu
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priimtinu badu specifiniam imuniniam atsakui, kuris gali dalinai arba pilnai blokuoti
MMP metaboling sgveika, stimuliuoti. Tinkamiausias jgyvendinimo variantas apima
MMP-2.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas, kur oligopeptidai yra kopuliuoti su haptenais imuniniam
atsakui, o tuo paciu ir terapiniam efektyvumui, sustiprinti.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas, kad oligopeptidai funkcionuoty kaip griztamojo rySio
reguliatoriai specifiniam MMP-2 baltymy sintezés lasteliniame lygyje sustabdymui
arba jos greicio sumazinimui.

Siame i$radime yra pateikiamas vienas arba daugiau oligopeptidy, kurie gali
blokuoti véziniy Igsteliy atsiradimg ir metastazavima, kaip vakcina specifiniams
antikinams, skirtiems ligos, kuri yra susijusi su MMP-2, diagnozavimui arba
klinikiniam Sios ligos progresavimo arba regresijos monitoringui, produkuoti.

Siame isradime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy, kurie
blokuoja véziniy lgsteliy atsiradima ir metastazavima, panaudojimas véZio prevencijai
ir gydymui.

Siame i§radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy, kurie
blokuoja vézZiniy lasteliy atsiradimg ir metastazavima, panaudojimas, kur Sie
oligopeptidai gali blti duodami pacientui kaip vakcina, injekcijomis, infuzija,
inhaliaciniu btdu, kaip Zvakutés arba su kitais farmaciniais nesikliais ir(arba) kitais

jvedimo bldais.
Trumpas bréziniy apraSymas

FIG.1 pavaizduota MMP2 fermento aminorigsciy seka. Lengvesniam
identifikavimui inhibicinio aktyvumo tyrimams pasirinktos aminorig3d&iy sekos
apvestos  rémeliais. Etalonu  buvo  naudojama  aminorlig$¢iy  seka
TMRKPRCGNPDVAN (taip pat apvesta rémeliu), kuri, kaip parodé kiti (Loitta and
Associates), inhibuoja MMP2 aktyvuma.

FIG.2 parodytas jvairiy tirty oligopeptidy inhibiciniy efekty palyginimas.
Oligopeptidas PRKPKWDK labai efektyviai blokuoja véZiniy lIgsteliy jsiskverbimg

naudojant matrigelio testg su Zmogaus melanomos veZinémis Igstelémis A2058.
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FIG.3 parodytas oligopeptido PRKPKWDK inhibicinis poveikis blokuojant
veziniy lIgsteliy jsiskverbimg, naudojant matrigelio testa su Zmogaus melanomos
vezinémis lastelémis A2058.

FIG.4 parodytas oligopeptido PRKPKWDK inhibicinis poveikis blokuojant
véziniy lIgsteliy [siskverbima, naudojant matrigelio testa su Zmogaus krities
vézinemis lgstelemis MCF7.

Smulkus iSradimo aprasymas

Apibrézimai:  Cia naudojamas terminas “peptidas” reidkia organinius junginius,
susidedancius S dviejy arba daugiau aminorlig8Ciy, kovalentiSkai sujungty
peptidinemis jungtimis; peptidais gali bhti dipeptidas (kuris turi dvi aminorg$ciy
liekanas), tripeptidas (tris aminorigséiy liekanas) ir t.t.

Cia naudojamas terminas “oligopeptidas” reiSkia peptida, kurio ilgis yra
paprastai mazesnis nei 30 liekany. Oligopeptidy ilgis Siam i8radimui néra lemiamas
tol, kol yra iSlaikomas tinkamas epitopas. Pageidautina, kad oligopeptidas buty kaip
galima mazesnis, kol dar iSsilaiko i§ esmés pilnas didelio oligopeptido biologinis
aktyvumas ir kol jis veiksmingai blokuoja véziniy lasteliy atsiradima ir metastazes.

Sioje paraiskoje “oligopeptidas” yra naudojamas pakaitomis su “sintetinis
peptidas”. Siame i$radime naudojami oligopeptidai yra “izoliuoti”, bet “biologiskai
gryni” sintetiniai peptidai.

Cia naudojami vienos raidés simboliai aminoriigdéiy liekanoms pazyméti yra:
A (alaninas), R (argininas), N (asparaginas), D (asparto rdgstis), C (cisteinas), Q
(glutaminas), E (glutamo ragstis), G (glicinas), H (histidinas), | (izoleucinas), L
(leucinas), K (lizinas), M (metioninas), F (fenilalaninas), P (prolinas), S (serinas), T
(treoninas), W (triptofanas) ir Y (tirozinas).

Aminortgsciy pakeitimai yra paprastai vienos liekanos pakeitimas.
Oligopeptidui gauti gali bati daromi pakeitimai, iSkirpimai, jterpimai arba bet koks jy
derinys. Konservatyvius aminorfigs§¢iy pakeitimus sudaro vienos aminorigsties
pakeitimas kita pana$aus kravio, dydzio ir/arba hidrofobiskumo aminoragstimi, toks
kaip, pavyzdziui, glutamo ragsties (E) pakeitimas asparto ragstmi (D).
Nekonservatyvius pakeitimus sudaro vienos arba daugiau aminordgsciy pakeitimas

aminorgstimis, turinCiomis nepanasy krivj, dydj ir/arba hidrofobiskuma, toks kaip,
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pavyzdziui, glutamo rlgsties (E) pakeitimas valinu (V). Sis iSradimas apima
konservatyvius oligopeptido pakeitimus pakeitimy, idkirpimuy, jterpimy arba bet kokio
ju derinio poZidriu tol, kol i esmés nepakinta jo véziniy lasteliy atsiradimo ir
metastaziy blokavimo efektyvumas.

Rath ir kt. (J. Applied Nutr. 44:62-69, 1992; J. Orthomolecular Med. 8:11-20,
1993) padaré prielaidg, kad didelio hidrofiliskumo maksimumo ir konformacijos bei
elektrinio kravio oligopeptidy sekos gali tarpininkauti jvairiy ligy patogenezéje. Pagal
Sig prielaida, pasirinktos MMP fermento aminoriigéciy sekos gali blokuoti fermento
poveikj prisijungdamos prie substrato komplementarios sekos. Si koncepcija visiskai
skiriasi nuo koncepcijos, kurig detalizavo Liota ir bendraautoriai (U.S. Pat. No.
5,372,809), kurioje oligopeptidas blokuoja cinko molekule fermente. Eksperimentiniai
duomenys, rodantys, kad jvairiy tipy baltymy kompleksai lgstelése gali modifikuoti
baltymy aktyvuma Igsteléje (Gavin ir bendraautoriai, Nature 415:141-147, 2002) is
esmés patvirtina §j postulata. Cia cituoti literatliros $altiniai yra pridedami pilnos
apimties.

Siame iSradime mes identifikavome galimas oligopeptidy sekas MMP-2
aminorligsc€iy sekoje ir radome, kad Sios oligopeptidy sekos veiksmingai stabdo
MMP-2 funkcinj aktyvuma, naudojant in vitro véZiniy lasteliy jsiskverbima | ECM kaip
tyrimo modelj.

Neapsiribojant kokia nors teorija arba mechanizmu, $Siame iSradime yra
pateikiami oligopeptidai, kurie gali efektyviai blokuoti véziniy lgsteliy atsiradimg ir
metastazes.

Vienas veikimo mechanizmas gali bati tai, kad MMP-2 prisijungia prie tiksliniy
ECM molekuliy per specifines suri§imo vietas. Tokiu bGdu blokuojant $ias suriS§imo
vietas galima iSvengti MMP-2 susiri§imo su ECM substrato molekulémis, sulaikyti
ECM destrukcijg ir taip iSvengti vézio ir kity ligy iSpiltimo organizme.

MMP-2 fermente buvo identifikuota keletas suriS§imo viety; Siame idradime
pateikiama, kad sintetiniai Siy oligopeptidy seky analogai veiksmingai apsaugo nuo
ECM destrukcijos. Buvo parodyta, kad vienas i§ terapiniy oligopeptidy yra
PRKPKWDK, kuris inhibuoja véZiniy lasteliy jsiskverbimg mazdaug 90 %.

Be to, Siame iSradime pateikiamas $io oligopeptido terapinis panaudojimas
kitoms su MMP susijusioms ligoms. Kadangi MMP-2 gali naudoti tas pacias vietas

susiri§imui su jos tikslinémis molekulémis ECM-oje, Siame iSradime aprasytas
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oligopeptidas gali taip pat stabdyti kitas ligas. Taigi, ¢ia aprasyty oligopeptidy
prevencinis ir terapinis panaudojimas neapsiriboja véziu, bet jie taip pat gali bati
naudojami Sirdies ir kraujagysliy ligos ir kity patologiniy bakliy, kurios yra susije su
ECM destrukcija veikiant MMP, atveju. Sie oligopeptidai gali bati jvedami pacientams
kaip vakcina, injekcijy, infuzijy, inhaliacijy, Zvakuciy pavidalu arba su Kkitais
farmacikai priimtinais neSikliais ir/arba naudojant kitas jvedimo priemones.

Sio i$radimo peptidy ir kompozicijy jvedimo blde yra naudojama daugybé
zinomy vartojimo bidy, tokiy kaip peroralinis, i.v., subkutaninis, transkutaninis ir
vietinis vartojimo bidai. Tinkamiausiame S$io iSradimo blde yra naudojamos
farmacinés kompozicijos parenteriniam jvedimui.

Siame i$radime yra pateikiami oligopeptidai, kurie taip pat gali bati naudojami
kaip vakcinos sukelti antikinams, skirtiems panaudoti ligu, kuriose dalyvauja MMP
(ypatingai MMP-2), diagnozei, o taip pat klinikinei tokios ligos progresavimo arba
regresijos kontrolei analizuojant kraujg arba naudojant kitus tinkamus diagnostinius
testus.

Siame i§radime realizuojami sintetiniai peptidai, kurie veiksmingai blokuoja
véziniy lgsteliy atsiradimg. Tokiy agenty ir antikliny prie§ juos privalumai yra
galimybeé juos pritaikyti klinikoje véZio atsiradimo ir metastaziy prevencijai ir gydymui.
Geriau, kai vézio atsiradimo ir metastaziy blokavimui yra naudojami sintetiniai
oligopeptidai, kurie turi SEQ ID.2 aminorhgstis. Dar geriau, kai véZio atsiradimo ir
metastaziy blokavimui naudojami sintetiniai oligopeptidai yra jterpti farmacinéje
kompozicijoje.

Oligopeptidas gali blti i§ mazdaug 6-20 liekany. Geriau, kad oligopeptidas
bity i§ mazdaug 8-10 liekany. Visy geriausia, kad sintetinis oligopeptidas bity 8
aminorgs¢iy liekany ilgio.

Pageidautina, kad sintetiniy peptidy koncentracija baty nuo 1 uM iki 500 uM.
Geriausia, kai sintetiniy peptidy koncentracija yra nuo 50 pM iki 200 pM.

Kitas $io iSradimo tikslas yra $iy sintetiniy peptidy panaudojimas imunogenais
antikinams generuoti taip, kad tokie generuoti antikGnai galéty efektyviai blokuoti
vézio atsiradimag ir metastazes.

Pageidautina, kad sintetinio oligopeptido ilgis bty 8 aminoriigs¢iy liekanos.
Kitas &io iéradimo tikslas yra imunogeninis oligopeptidas, kuris yra jterptas |

farmacine kompozicija, susidedancig i§ farmaciniu poZitriu priimtino nesiklio ir
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oligopeptidy. Oligopeptidas gali biti naudojamas kaip vakcina. Oligopeptido turinti
farmaciné kompozicija gali bati naudojama imuniniam atsakui sukelti prie$ baltyma,
kuris apima epitopag, turint] Sio oligopeptido sekg (pvz. SEQ.ID.2).

Kitas $io iSradimo tikslas yra tai, kad kompozicijos ir blidai blty realizuojami ir
in vivo, ir in vitro.

Siame i&radime yra pateikiamas sintetinis oligopeptidas, turintis aminorligsciy
seka, analogiSska aminorligsciy sekai, esandiai Zmogaus MMP-2 baltyme.

Sintetinio oligopeptido amino- ir(arba) karboksi-gale gali bti atitinkamai
aminogrupé (-NH.,) arba karboksigrupé (-COOH). Kitu atveju oligopeptido amino-
galas gali, pavyzdziui, reikSti hidrofobine grupe, jskaitant, bet neapsiribojant,
karbobenzilo, dansilo, t-butoksikarbonilo, dekanoilo, naftoilo arba kitg karbohidrato
grupe,; acetilo grupg, 9-fluorenilmetoksikarbonilo (FMOC) grupe; arba modifikuota,
negamtinés aminorligsties liekang. Kitu atveju oligopeptido karboksi-galas gali,
pavyzdZiui, reik8ti amidogrupe; t-butoksikarbonilo grupe; arba modifikuota,
negamtinés aminordgsties liekang. Kitu atveju, Sis iSradimas apima sintetinius
oligopeptidus, kurie blokuoja véZiniy lgsteliy atsiradimg ir metastazes, su i§imta
amino lieckana N-baigmés gale arba C-baigmés gale. Siame i$radime taip pat
pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véziniy lgsteliy atsiradimg ir metastazes,
modifikacija pakei€iant aminoriigSties liekang duotoje sekoje neatsizvelgiant |
pakei¢iamos liekanos krivj ir poliSkuma.

Reikéty suprasti, kad Sis iSradimas taip pat apima peptidinius analogus,
kuriuose vienas arba daugiau amidiniy ry$iy gali blti pakeisti neamidiniu rysiu,
geriausia pakeistu amidu arba amido izostere. Taigi, nors aminoriigsciy liekanos
peptiduose paprastai yra apraSomos iSreiSkiant aminortigstimis ir tinkamiausiuose $io
iSradimo jgyvendinimo variantuose duodami peptidy pavyzdziai, specialistas supras,
kad neamidiniy ry$iy turinCiuose jgyvendinimo variantuose ¢ia naudojamas terminas
‘aminorQigstis” arba “liekana” reidkia kitas bifunkcines liekanas, turincias grupes,
kuriy struktdra yra panas$i | Sonines aminortgsciy grandines. Be to, aminoragsciy
liekanos gali bati blokuotos arba neblokuotos.

Siame i§radime pateikiama oligopeptidy, kurie blokuoja véziniy lasteliy
atsiradimg ir metastazes, modifikacija pakartojant oligopeptidy sekas vieng arba
daugiau karty, kur kiekviena i$ jy yra kovalentiskai prijungta prie vienos arba daugiau

kartojamy oligopeptidiniy seky.
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Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas tiesioginiam arba konkurenciniam MMP-2 metabolinio
veikimo arba sgveikos sumazinimui arba blokavimui, jvedant juos | veng arba kitu
terapiniu pozidriu priimtinu badu.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas netiesioginiam MMP metabolinio veikimo arba sgveikos
blokavimui, panaudojant juos kaip vakcinas poodiniu arba kitu terapiniu poZidriu
priimtinu badu specifiniam imuniniam atsakui, kuris gali dalinai arba pilnai blokuoti
MMP metaboling saveika, stimuliuoti. Tinkamiausias jgyvendinimo variantas apima
MMP-2.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas, kur oligopeptidai yra kopuliuoti su haptenais imuniniam
atsakui, o tuo padiu ir terapiniam efektyvumui, sustiprinti.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy prevencinis
arba terapinis panaudojimas, kad oligopeptidai funkcionuoty kaip grjztamojo rySio
reguliatoriai specifiniam MMP-2 baltymy sintezés Iasteliniame lygyje sustabdymui
arba jos greicio sumazinimui.

Siame i$radime yra pateikiamas vienas arba daugiau oligopeptidy, kurie gali
blokuoti vézZiniy lgsteliy atsiradimg ir metastazavimg, kaip vakcina specifiniams
antikinams, skirtiems susijusios su MMP-2 ligos diagnozavimui arba klinikiniam $ios
ligos progresavimo arba regresijos monitoringui, produkuoti.

Siame i§radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy, kurie
blokuoja Zmogaus ligg, jskaitant, bet neapsiribojant, vezZiniy lasteliy atsiradima ir
metastazavimg, panaudojimas véZio prevencijai arba gydymui; pavyzdziui, infekciniy
ligu, Sirdies ir kraujagysliy ligy ir degeneraciniy ligy prevencijai arba gydymui.

Siame iSradime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy, kurie
blokuoja véziniy lgsteliy atsiradima ir metastazavima, panaudojimas ligy, kuriose
dalyvauja MMP-2, prevencijai arba gydymui.

Siame i$radime yra pateikiamas vieno arba daugiau oligopeptidy, kurie
blokuoja veéZiniy lIasteliy atsiradimg ir metastazavima, panaudojimas, kur Sie
oligopeptidai gali bati jvedami pacientui kaip vakcina, injekcijomis, infuzijomis,
inhaliacijomis, kaip Zvakutés arba su kitais farmaciniais neSikliais ir(arba) Kitais

[vedimo bldais.
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Sio isradimo kompozicijos gali bti peptido arba peptidy deriniy su bent vienu
kitu agentu, tokiu kaip stabilizuojantis junginys, formos, kurios gali bati jvedamos bet
kokiame steriliame biosuderinamame farmaciniame nesiklyje, jskaitant, bet
neapsiribojant, fiziologinj druskos tirpala, buferinj druskos tirpala, dekstroze ir
vandenj. Kompozicijas pacientas gali vartoti vienas arba derinyje su kitais agentais,
vaistais arba hormonais. Farmaciniu pozidriu priimtini nesikliai taip pat gali apimti
pagalbines ir papildomas medZiagas, kurios palengvina veikliojo junginio pavertimg
preparatu, kuris gali bati naudojamas farmacijoje. Kitos receptlry ir vartojimo
metodiky detalés gali bdti rastos véliausiame “Remington’s Pharmaceutical
Sciences” Mack Publishing Co., Easton, Pa. leidinyje, kurio turinys pridedamas kaip
literatlros $Saltinis. Farmacinés kompozicijos gali bati pateikiamos drusky pavidalu ir
gali bati sudaromos su daugeliu rigs¢iy, jskaitant, bet neapsiribojant, hidrochlorido,
sulfato, acto, pieno, vyno, obuoliy, gintaro ir tt. Druskos linke geriau tirpti
vandeniniuose arba kituose protoniniuose tirpikliuose nei atitinkamos laisvy baziy
formos.

Siame igradime yra pateikiami oligopeptidai, kurie taip pat gali biiti naudojami
kaip vakcinos sukelti antikinams, skirtiems panaudoti ligy, kuriose dalyvauja MMP
(ypatingai MMP-2), diagnozei, o taip pat klinikinei tokios ligos progresavimo arba
regresijos kontrolei analizuojant kraujg arba naudojant kitus tinkamus diagnostinius
testus.

Toliau duodami pavyzdziai yra skirti iSradimo praktikai pailiustruoti ir

nelaikoma, kad jie apriboja §j iSradima.

Oligopeptidy sekos

Didelio hidrofiliskumo maksimun\mo MMP-2 aminoriigs¢iy seka, praturtinta
krlivj turiniomis aminorligstimis, buvo identifikuota panaudojant kompiuterine
programa. Sio i$radimo oligopeptidai gali bti sintezuojami arba pagaminami pagal
specialistams gerai Zinomas metodikas (Zr., pavyzdzZiui, Creighton, 1983, Proteins:
Structures and Molecular Principles, W.H. Freeman and Co., N.Y.), kuris Cia
duodamas kaip literatiros $altinis pilnos apimties. Siame i$radime pagaminti ir

naudoti oligopeptidai yra iSvardinti 1 lenteleje.



" LT 5328 B

Siy oligopeptidy jsiskverbimas [ matrigelj ir jvairiy véZiniy lasteliy migracija per
matrigelio membrang buvo jvertinta panaudojant “pagerinta skverbimosi per matrigelj
kamerg” (Becton Dickinson, JAV). Etaloniniu standartu oligopeptidams buvo
naudojamas oligopeptidas TMRKPRCONPDVAN, kuris, kaip parodé Liotta ir

bendraautoriai, pasizymi anti-MMP-2 aktyvumu.

1 lentelé: Jvairios oligopeptidy sekos, identifikuotos ir naudotos Siuose tyrimuose

QOligopeptidas Sekos numeris
GDVAPKTDKE SEQID. 1
PRKPKWDK SEQ ID. 2
EDYDRDKKY SEQID. 3
GRSDGLM SEQID. 4
NYDDDRKW SEQID. 5
LPPDVQRVD SEQID. 6
RYNEVKKKMDP SEQID.7

Bendros eksperimento salygos

Identifikuoti oligopeptidai buvo sintezuoti jprastu bldu. Po to jie buvo

naudojami skverbimosi per matrigelj tyrimuose.

(a). Skverbimos per matrigelj tyrimai

Sie tyrimai buvo atlikti panaudojant “pagerintas skverbimosi per matrigelj
kameras"‘(Becton Dickinson, JAV).

Tyrimuose su Zmogaus melanomos Igstelémis Zmogaus fibroblastai — NHDF
(Clonetics) buvo paséti ant “Matrigel” jdéklo ir laikyti tol, kol buvo pasiektas
susiliejimas. Tai buvo atlikta tam, kad bty galima artimai imituoti in vivo salygas,
apsupandias vézZines lasteles organizme. Po to ant jdéklo buvo pasétos Zmogaus
melanomos lgstelés A2058. | kamerg pridéta kondicionuotos terpés nuo fibroblasty
kultGros su jvairiais pasirinkto oligopeptido kiekiais. Sistema buvo inkubuojama
mazdaug 24 valandas. Sio laikotarpio pabaigoje virdutinio dominangio paviriaus
lastelés buvo nubraukiamos. Lastelés, kurios jsiskverbé | matrigelio membrang ir
nukeliavo | Zemesnj jdéklo pavirSiy buvo nudazytos “quick stain” dazais ir
suskaiCiuotos po mikroskopu. Inhibicijos procentai buvo apskaiCiuoti i§ skaiCiaus

Iasteliy, kurioms nepavyko pereiti per membrana, lyginant su kontrole (‘0" kiekis
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oligopeptido). Kontrolés inhibicinis aktyvumas buvo priimamas uz “0”. Siek tiek terpes

i$ jsiskverbimo tyrimy buvo pasiliekama zimogramy tyrimams.

Tyrimuose su Zmogaus krities vézio lgstelémis MCF7 metodika buvo i$
esmes panasi | metodikg, naudotg melanomos lgsteliy atveju, iSskyrus tai, kad vietoj
NHDF buvo naudojami MRC5 (ATCC) fibroblastai.

Tyrimuose su Zmogaus krities vézio lgstelémis MDA-MB 231 fibroblasty
MRCS5 (ATCC) Iastelés buvo paskleistos duobutése. Likusi metodikos dalis buvo

tokia pat, kaip ir tyrimuose su MCF7 Igstelemis.

(a) Zimogramy tyrimai

Terpé (25-30 pl) i§ jvairiy jsiskverbimo tyrimy duobudiy buvo uZpilta ant
“Novex” zimogramy geliy (Invitrogen). Geliai buvo ry$kinami ir nudazomi pagal
gamintojo rekomendacijas. Matricinés metalproteinazés (MMP) buvo identifikuotos

remiantis jy Zinomomis molekulinémis masémis.

1 pavyzdys
Jvairiy oligopeptidiniu seku inhibicinis poveikis j melanomos Igsteliy A2058

skverbimasi ir migracijg per matrigelj

Buvo tirtas 7 oligopeptidy (jy aminorlig§ciy sekos duotos 1 lentelgje)
inhibuojantis poveikis | Zmogaus melanomos véziniy Iasteliy [siskverbima.
PRKPKWDK aminorigs¢iy seka turintis oligopeptidas rodé blokavimo aktyvuma.
TMRKPRCGNPDVAN seka turintis oligopeptidas rodé mazdaug 11 % inhibavima,
lyginant su 73 %, kurj rodé PRKPKWDK (Fig.1).

Oligopeptidas VI, turintis aminortgs¢iy sekq LPPDVQRVD, taip pat turejo tam
tikrg blokavimo aktyvumg (t.y. apie 20 %). Oligopeptidas “I", turintis aminortgsciy
seka GDVAPKTDKE, nerodé jokio aktyvumo iki 100 um koncentracijos (Fig.2
neparodyta), lyginant su 63 %, kuriuos rodo tokios pat koncentracijos PRKPKVVDK.

2 pavyzdys
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PRKPKWDK _ oligopeptido _inhibicinis _poveikis _j melanomos A2058 Igsteliy

skverbimasi ir migracija per matrigelj

Siuose tyrimuose PRKPKWDK koncentracija terpéje buvo tarp 0 ir 150 uM.
Matyti, kad oligopeptidas didéjanciai inhibuoja melanomos Iasteliy [siskverbimg
(Fig.3) nuo mazdaug 37 % esant 50 uM koncentracijai iki 73 %, esant 150 pM
koncentracijai.

Matrigelio membrana yra analogiska ECM ir véziniy lasteliy sugebéjimas
prasibrauti ir nukeliauti | kita membranos puse atvaizduoja véZiniy lIgsteliy
sugebejimg sukelti metastazes organizme. Sis oligopeptidas gali Zymiai sumazinti
trijy skirtingy tipy véZiniy lasteliy jsiskverbima. Sioje tyrimy sistemoje aktyvumas yra
nukreiptas prie§ ECM. Mes darome iSvadg, kad todél misy tyrimai aidkiai rodo, kad
oligopeptidas gali sulaikyti ECM degradacijg organizme ir tokiu bldu daryti prieSingg

poveikj j ligy, kuriose ECM suirimas yra pagrindinis pazeidimas, progresavima.

3 pavyzdys

kraties veziniy lgsteliy MCF7 (ATCC) jsiskverbimg | matrigelj ir migracijg. Kaip ir
melanomos lIgsteliy atveju $is oligopeptidas inhibavo véZiniy lgsteliy atsiradima.
Inhibicija, esant 150 uM koncentracijai, buvo apie 70 %. Ji padidéjo iki 90 %, esant
200 uM koncentracijai (fig.4).

4 pavyzdys
Siuose tyrimuose buvo nagrinégjamas PRKPKWDK inhibicinis aktyvumas
bandyme su kita Zmogaus krities Igsteliy linijja MDA-MB-231. Inhibavimas, esant 150

uM koncentracijai, buvo apie 94 %.

5 pavyzdys
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Toliau mes tyréme, ar Sie oligopeptidai gali trukdyti fermento poveikiui po jo
sekrecijos. Zimogramy tyrimai neparodé jokio PRKPKWDK inhibicinio poveikio |
[vairiy veziniy Iasteliy iSskiriamos MMP-2 kieki.

Buvo aprasyta keletas $io iSradimo jgyvendinimo varianty. Vis delto, reikety
suprasti, kad gali bati padarytos jvairios modifikacijos nenukrypstant nuo iSradimo
prasmes ir sferos. Taigi, kiti jgyvendinimo variantai jeina | $io pateikiamo iSradimo
apimtj.

Nors pateiktas apraSymas yra gana smulkus, sekos yra pateiktos
paaiskinimui, ir néra apribojangios. Auks$ciau aprasytos technologijos modifikacijos ir
patobulinimai, jskaitant ekvivalentus, kurie jeina | veikimo sritj ir Sios srities
galimybes, yra pateikti pridedamoje apibréztyje. Specialistai turéty suprasti, kad gali
bati padaryta jvairiausiy modifikacijy, pakeitimy ir atmainy auk3&iau duoto aprasymo
specifikos pozitriu nenukrypstant nuo ¢ia aprasyto iSradimo koncepcijos. PavyzdZiui,
Cia apraSyty pagrindiniy seky modifikacijos (tiek cheminés, tiek ir fermentinés) taip
pat patenka | iSradimo sferg. Pavyzdziui, aprasSyta seka gali blti dipeptidas arba
tripeptidas. Be to, aprasytos sekos gali b{iti modifikuotos jvedant $ig liekang peptidy
amino- arba karboksi-galuose. Sekos taip pat gali bati chemidkai modifikuotos jy
aktyvumui padidinti (pvz. sekos dalies karboksi-galo amidinimas). Peptidai gali bati
chemiskai modifikuoti jy aktyvumui padidinti (pvz. sekos dalies karboksi-galo
amidinimas arba glicino arba alanino liekanos jvedimas kuriame nors gale). Taigi,
reikéty suprasti, kad gali bati padarytos jvairios modifikacijos nenukrypstant nuo $io
iSradimo prasmeés ir sferos, ir kad tokie pakeitimai turi blti laikomi jeinantys | Sio

iSradimo apimtj, kaip iSdéstyta toliau duodamoje apibréztyje.
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ISradimo apibreztis

1. Oligopeptidas, apimantis oligopeptido seka, parinkta i§ grupes,
susidedandios i$:

a) oligopeptido sekos, parodytos SEQ ID Nr. 2 arba 6;

b) oligopeptido, gebancio indukuoti imuninj atsaka pries SEQ ID Nr. 2 epitopg;

¢) oligopeptido sekos i§ 8-10 aminorligé&iy ilgio, apimanéios bet kurig i§ a) arba
b) seky;

d) oligopeptido sekos, apimancios oligopeptido sekg i§ bet kurios a) — c¢) dalies,
kur viena ar daugiau aminoriigciy yra pakeistos aminorigstimis, turinéiomis panasy
kravj, dydj ir/arba hidrofobiSkumo charakteristikas, su saglyga, kad oligopeptido seka
geba blokuoti vézio Iasteliy invazijg ir metastazes;

e) oligopeptido sekos, apimancios oligopeptido seka i$ bet kurios a) — c) dalies,
kur N- arba C—gale yra praleista aminorigsties lieckana, su sglyga, kad oligopeptido
seka geba blokuoti vézio Iasteliy invazijg ir metastazes; ir

f) oligopeptido sekos, apimancios oligopeptido sekos pagal bet kurig i$ a) — e)

dalies vieng arba daugiau pasikartojimy, suristy vienas su kitu kovalentiniu badu.

2. Oligopeptidas pagal 1 punktag, be siskiriantis tuo, kad minétas
oligopeptidas yra sujungtas su haptenais, stiprinanciais imuninj atsaka.

3. Farmaciné kompozicija, besiskirianti tuo, kad apima oligopeptida

pagal 1 arba 2 punkta.

4. Diagnostiné kompozicija, be siskirianti tuo, kad apima oligopeptida

pagal 1 arba 2 punkta.

5. Vakcina, besiskirianti tuo, kad apima oligopeptida pagal 1 arba 2
punkta.

6. Oligopeptido pagal 1 arba 2 punktg panaudojimas gamyboje farmacines

kompozicijos, skirtos vézio infekciniy ligy, Sirdies ir kraujagysliy ligy, dgeneraciniy
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ligy arba patologiniy bikliy, susijusiy su ECM skaldymu MMP-émis, prevencijai arba
gydymui.

7. Panaudojimas pagal 6 punktg, besiskiriantis tuo, kad mineta
farmaciné kompozicija skiriama pacientui kaip vakcina, kaip injekcija, infuzija,

inhaliacija arba Zvakute.

8. Panaudojimas pagal 6 arba 7 punkta, besiskiriantis tuo, kad minéto

oligopeptido koncentracija kompozicijoje yra 1-500 uM arba 50-200 uM intervale.
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L]
Inhibavimo procentai

Oligopeptidy koncentracija, uM

Fig.2. MMP2 atrinkty seky atrinkty oligopeptidy inhibavimo aktyvumo
palyginimas: Il — PRKPKWDK; [Il — EDYDRDKKY; IV — GRSDGLM; V -
NYDDDRKW; VIl - RYNEVKKKMDP; Ref. — TMRKPRCGNPDVAN
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Inhibavimo procentai

0 50uM 100uM 150uM

Polipeptido PRKPKWDK uM

Fig.3. Polipeptido PRKPKWDK inhibicinis poveikis | Zmogaus melanomos
lasteliy A2058 jsiskverbima ir keliavimg per matrigelj
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Fig.4. Polipeptido PRKPKWDK inhibicinis poveikis | Zmogaus krities véZiniy

Iasteliy MCF7 siskverbima ir keliavima per matrigelj
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