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(57) Rezumat:

Prezenta inventie se refera la un agent citotoxic, derivat
naftalendionic 2,3-disubstituit, tiolat: N-(1, 4-dioxo-3-
sulfanil-1, 4-dihidronaftalen- 2-il)piridin- 3-carboxamida,
cu structuré tridimensionala, si la doua tipuri de imuno-
conjugati, realizati prin fuzionarea covalentd incrucisata
a AMC/Fab cu derivatul naftalendionic, prin intermediul
unui element de cuplare de tipul esterilor N-hidroxisuc-
cinimidici si maleimidici, care cupleaza gruparile ami-
nice ale AMC/Fab cu gruparea tiolicd a agentului
citotoxic. Cei doi imunoconjugati pot fi utilizati combinat,
ca antiproliferative tintite pe o gama larga de specii
tumorale.
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IMUNOCONJUGATI CU INCARCATURA CITOTOXICA NAFTALENDIONICA ANTIPROLIFERATIVA
Rezumatul inventiei:

Prezenta inventie se refera la un nou derivat naftalendionic 2,3-disubstituit, tiolat, cu formula
C16H10N203S: N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida, la doua tipuri de
imunoconjugati polispecifici (cu reactivitate specificd incrucisatd la Mus musculus sifsau Rattus
norvegicus si Homo sapiens) care au ca incarcatura citotoxicad N-{1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-
2-il)piridin-3-carboxamida, precum si la utilizarea combinata a acestor imunoconjugati ca antiproliferative
tintite.

Descrierea inventiei:

Prezenta inventie se referd la un nou derivat naftalendionic 2,3-disubstituit, tiolat, cu formula
C16H10N203S: N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il}piridin-3-carboxamida (Anexa 1 — Figura
1), la doua tipuri de imunoconjugati {determinantii antigenici alesi ca tinte specifice pentru anticorpii
monoclonali sau pentru fragmentele de legare la antigen provenite de la anticorpii monoclonali sunt ADN
topoizomeraza Il lant a si tenascina C) polispecifici (cu reactivitate specifica incrucisata la Mus musculus
si/sau Rattus norvegicus si Homo sapiens) care au ca ncarcaturd citotoxicd N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-
dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida, precum si la utilizarea combinata a acestor imunoconjugati ca
antiproliferative tintite.

imunoconjugatii sunt structuri macromoleculare hibride — caracterul hidrid al acestui tip de
agenti terapeutici tintiti isi are originea in tehnica de obtinere: cuplarea covalenta incrucisata (,cross-
linking”) a unui anticorp monoclonal (AMC) sau a unui fragment de legare la antigen (Fab) cu un agent
(cito)toxic (Cumber et al., 1985).

Incircitura citotoxicd a imunoconjugatului (substanta activd): N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-
dihidronaftalen-2-il}piridin-3-carboxamida, se poate obtine pornind de la 2,3-dicloro-1,4-dihidronaftalen-
1,4-diona printr-o succesiune de reactii utilizdnd ca si reactanti nicotinamida si tiouree. Reactia se poate
efectua utilizdnd ca si solvent etanolul absolut. Raportul molar al substratului si reactantilor este de 1:1:2.
Lantul de reactii conduce la un intermediar tiouronic prin crearea unui mediu bazic, care, in continuare,
se transformd in produsul final (N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida)
prin schimbarea pH-ului mediului de reactie.

Determinantii antigenici (epitopii) pentru AMC / Fab (partea proteicd, specifica, a
imunoconjugatului) sunt constituiti de ADN topoizomeraza Il lant a (ADN topo2a) si tenascina C (TN-C). O
imagine de ansamblu asupra exprimarii profilelor fenotipice ale genei TOP2A, in diferite tipuri celulare,
determinata prin tehnici de imunohistochimie sunt prezentate in Anexa 2 — Figura 2 (ProteinAtlas.org:
~TOP2A expression profiles”), cu precizarea cd pentru localizarea antigenelor s-au folosit doi anticorpi
anti-ADN topo2a (CAB002448 si HPAO06458). O reprezentare schematica generald asupra exprimarii
profilelor fenotipice ale genei TNC, in diferite tipuri celulare, determinatd prin tehnici de
imunohistochimie este redata in Anexa 3 — Figura 3 (ProteinAtlas.org: ,TNC expression profiles”), cu
precizarea ca pentru localizarea antigenelor s-au folosit doi anticorpi anti-TN-C (CAB004592 si
HPAD04823).

Anticorpii monoclonali (AMC), respectiv fragmentele de legare la antigen (Fab) reprezinta
componenta specificd a imunoconjugatilor responsabild de recunoasterea determinantilor antigenici
(ADN topoZ2a, respectiv TN-C}. Astfel de AMC cu reactivitate specifica incrucisata sunt: NB110-57623 AMC
anti-ADN topo2a {Novusbio.com: ,Topo I Alpha Antibody {(NB110-57623) / Topo Il Alpha Antibody
(EP1102Y)), respectiv NB110-68136 AMC antl-TN..G;;(ﬁQvgsblo com: ,Tenascin C Antibody (NB110-68136)
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/ Tenascin C Antibody (4C8MS)). NB110-57623 apartine seriei clonale EP1102Y (organismul gazd3 este
iepurele) si are reactivitate incrucisata la speciile: Mus musculus (M+) si Homo sapiens (H+). NB110-68136
apartine seriei clonale 4C8MS (organismul gazda este soarecele) si are reactivitate incrucisata la speciile:
Mus musculus (M+), Rattus norvegicus (R+) si Homo sapiens (H+).

Imunoconjugatii sunt realizafi prin fuzionarea covalenta incrucisata si reversibild a AMC / Fab cu
N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida prin intermediul unui element de
cuplare {,cross-linker”) de tipul esteriilor N-hidroxisuccinimidici sau maleimidelor, care cupleaza grupdrile
aminice ale AMC / Fab cu gruparea tiolicd a agentului citotoxic (N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-
dihidronaftalen-2-il}piridin-3-carboxamida).

Mecanismul de actiune al imunoconjugatilor cu ADN topo2a: recunoasterea specifici a ADN
topo2a de cdtre partea proteicd a imunoconjugatului (AMC / Fab anti-ADN topo2a) determina clivarea
»Suturilor covalente” dintre elementul de cuplare i AMC / Fab, pe de o parte, respectiv dintre elementul
de cuplare si agentul citotoxic, pe de altd parte. Are loc astfel eliberarea incarcaturii citotoxice chiar in
proximitatea tintei sale moleculare — acest mod de ,livrare” a incarcdturii citotoxice presupune
patrunderea imunoconjugatului in celuld.

Mecanismul de actiune al imunoconjugatilor cu TN-C: recunoasterea specifica a TN-C de catre
partea proteicd a imunoconjugatului (AMC / Fab anti-TN-C} determina clivarea ,suturilor covalente”
dintre elementul de cuplare si AMC / Fab, pe de o parte, respectiv dintre elementul de cuplare si agentul
citotoxic, pe de altd parte. Astfel are loc eliberarea incarcaturii citotoxice la locul interactiunii dintre AMC
si epitop: cel mai probabil in matricea extracelulard — TN-C este rapid exportata la exteriorul celulei dupa
sinteza sa la nivel intracelular.

Prin alegerea a doi epitopi atat de diferiti, dar cu o larga raspandire, s-a dorit tintirea specificd a
unui repertoriu cat mai extins de specii tumorale. Mai mult, administrarea combinatd a celor doua tipuri
de imunoconjugati conduce la concentrarea substantei active a imunoconjugatului att la interiorul
celulei (prin tintirea specificd a ADN topo2a de cdtre AMC / Fab corespunzdtor), cat si in matricea din
proximitatea celulei tumorale {prin tintirea specifica a TN-C de citre AMC / Fab corespunzitor). in plus,
utilizarea de AMC / Fab cu reactivitate specificd incrucisatd face posibild testarea de imunocojugati
identici pe mai multe specii de mamifere.
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Figuri (in anexe): 3
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Revendicari:

1. Se revendicd agentul citotoxic: N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-
carboxamida.

2. Se revendica modelul de imunoconjugat cu specificitate incrucisati care recunoagste specific
ADN topo2a si are ca incdrcaturd citotoxicd N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-
carboxamida.

3. Se revendica modelul de imunoconjugat cu specificitate incrucisatd care recunoagte specific
TN-C si are ca incdrcdturd citotoxica N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-
carboxamida.

4. Se revendica modelul de administrare combinata a celor doua tipuri de imunoconjugati de la
revendicarile 2 §i 3, care conduce la concentrarea N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-
3-carboxamidei atat la interiorul celulei (prin tintirea specificd a ADN topo2a de catre AMC / Fab
corespunzator), cat si In matricea din proximitatea celulei tumorale {prin tintirea specifica a TN-C de cdtre
AMC / Fab corespunzator).
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Anexa 1: N-(1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-carboxamida

Figura 1. Structura tridimensionala a N-{1,4-dioxo-3-sulfanil-1,4-dihidronaftalen-2-il)piridin-3-
carboxamidei
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profilelor fenotipice ale genei TOP2A — adaptare dupad

Anexa 2: Figura 2 — Diagrama exprimarii
ProteinAtlas.org (, TOP2A expression profiles”)
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filelor fenotipice ale genei TNC — adaptare dupa
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Figura 3 — Diagrama exprim

ProteinAtlas.org (,, TNC expression profiles”)

Anexa 3

CAB004592
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