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(57) Anotace:

Pfedlozeny vynalez se tyka endothelidlniho
inhibitoru a zptsobu jeho pouZiti. Endotheli-
,alnf inhibitor je protein izolovany z krve nebo
‘moéi, ktery je obsaZen v jediém piku z vyso-
kotlakové kapalinové chromatografie s C4-re-
verzni faz{.Endothelidlni inhibitor je moleku-
la, zahrnujici protein, majici molekulovou
hmotnost mezi pfiblizn& 38 kilodaltony a 45
kilodaltony stanoveno redukéni polyakryla-
mid gelovou elektroforézou a majici aminoky-
selinovou sekvenci v podstaté podobnou
sekvenci mys$iho plasminogenového fragmen-
tu, za¢inajici pfi aminokyseliné &islo 98 mole-
kuly myS3iho plasminogenu.
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Angiostatin a zplsob jeho pouZiti pro inhibici angiogenese

Oblast techniky

‘ ‘Predlofeny vyndlez se tykd endothelidlnich inhibitorl
nazyvanych angiostatin, které reverzibilng inhibuji
prollferaCL endothelidlnich bun&k. Presnéji se predloieny
vyndlez tyk4 angiostatinovych proteinti, které mohou byt
izolovény z t&lesnych kapalin jako je krev nebo mo& nebo
mohou byt syntetizovdny rekombinantnimi, enzymatickymi nebo
chemickymi metodami. Angiostatin je schopen inhibovat choroby
spojené s angiogenesi a zmirfiovat procesy angiogenese. Dale
se predloZeny vynidlez tykd diagnostickych eseji a kitd pro
stanoveni angiostatinu, histochemickych kit pro lokalizaci
angiostatinu, DNA sekvenci, kodujicich angiostatin a
molekuldrnich sond pro sledovdni biosyntézy angiostatinu,
protildtek, které jsou specifické pro angiostatin, vyvoje
peptidovych agonistd a antagonistd k angiostatinovému
receptoru, agonistd a antaginistd anti-angiostatinovy
receptor-specifickd protildtka a cytotoxickych Cinidel
pfipojenych k angiostatinovym peptidim.

Dosavadni stav techniky

Vyraz "angiogenese" jak je zde pouZit, znamend vznik
novych krevnich cév ve tkéni nebo orgdnu. Za normdlnich
fyziologickych podminek probihd u lidi nebo zvirat
angiogenese pouze ve velmi specificky omezenych
podminkdch.Angiogenese je normdlné pozorovdna pfi hojeni ran,
fetdlnim a embryondlnim vyvoji a tvorb& corpus luteum,
endometria a placenty. Vyraz "endothelium” znamend tenkou
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vrstvu plochych epithelidlnich bunék, kterymi jsou vyloZeny
serozni dutiny, lymfatické cévy a krevni cévy.

Predpokléddd se, Z%e jak kontrolovand tak nekontrolovand

angiogenese probihaji podobnym zptsobem. Endothelidlni buiky
2 pericyty, obklopené zdkladni membrinou, tvori kapiiérni
krevni cévy. Angiogenese zatind erozi zdkladni membrény
enzymy uvolfiovanymi endothelidlnimi builkami a leukocyty.
Endothelidlni buiiky, kterd vykladaji lumen krevnich cév, pak
prostupuji zdkladni membrdnou. Angiogenni stimuly vyvoldvaji
migraci endothelidlnich bunék erodovanou zdkladni membrinou.
Migrace bunék tvori "vyhon" z roditovské krevni cévy, kde
endothelidlni butiky prochdzeji mitozou a proliferuji.
Endothelidlni vyhonky spolu splyvaji za tvorby kapildrnich
smy&ek, vytvadrejicich nové krevni cévy.

Perzistentni, neregulovani angiogenese se objevuje u
vice chorobnych stavl, tumorovych metastdz a abnormdlniho
ristu endothelidlnich bunék a podporuje patologické po3kozeni
zi'ejmé u t&chto stavil. Skodlivé patologické stavy, ve kterych
je pritomna neregulovand angiogenese byly rozdéleny na
angiogenn& z4vislé nebo s angiogenesi spojené choroby.

Hypotéza, Ze tumorovy rlist je z4dvisly na angiogenesi,
byla prvn& zminéna v roce 1971. (Folkman J., Tumor
angiogenesis: Therapeutic implications., N.Engl.Jour.Med.
285:1182 1186, 1971). Nejjednodu$eji shrnuto je zde uvedeno:
"Jakmile bylo objeveno 'ujmuti' tumoru, kaZdému zvy3eni
populace tumorovych bunék musi predchdzet zvySeni novych
kapildr preméfiujicich se na tumor". 'Ujmutim' tumoru je v
soutasnosti minéna indikace prevaskuldrni féze tumorového
ristu, ve které populace tumorovych bunék obsadila objem




nékolika mélo krychlovych milimetrt a nepfesédhla nékolik
milionl bunék a miZe prezit na existujicich hostitelovych
mikrocévich. Expanze tumorového objemu nad tuto fazi vyZaduje
indukci novych kapildrnich krevnich cév. Napfiklad plicni
mikrometastdzy v ¢asné prevaskuldrni fdzi u my3i by byly
nedetekovatelné s vyjimkou velmi citlivé mikroskopie

histologickych rez.

PFiklady nepfimé evidence, které poaporuji tento
koncept, zahrnuji:
(1) Rychlost rlstu tumord implantovanych do subkutdnnich
transparentnich komor u my5i je pomald a linedrni pred
neovaskularizaci a rychld a tém&¥ exponencidlni po
neovaskularizaci (Algire GH, a spol., Vascular reactions of
normal and malignant tumors in vivo. I. Vascular reactions of
mice to wounds and to normal and neoplastic transplants.
J.Natl.Cancer Inst. 6:73-85, 1945).

(2) Rasty tumord v izolovanych perfundovanych orgénech, kde
krevni cévy neproliferuji, jsou omezeny na 1-2 mm3, ale
rychle expanduji na > 1000nidsobek tohoto objemu, kdyZ jsou
transplantoviny my$i a stdvaji se neovaskularizovanymi.
(Folkman J. a spol., Tumor behavior in isolated perfused
organs: In vitro growth and metastasis of biopsy material in
rabbit thyroid and cannine intestinal segments. Annals of
Surgery 164:491-502, 1966).

(3) Rust tumorlh v avaskuldrnim corneu probihd pomalu a
linedrni rychlosti, ale po neovaskularizaci pfechdzi do
exponencidlniho rdstu. (Gimbrone M.A., Jr. a spol., Tumor
growth and neovascularization: An experimental model using
the rabbit cornea. J.Natl.Cancer Institute 52:41-427, 1974).



(4) Tumory suspendované ve vodné kapaliné anteriorni komory
krali¢iho oka, zlst4vaji viditelné, avaskuldrni a omezené na
velikost < 1 mm3. Jakmile jsou implantovény do iris
vaskuldrniho loZe, stdvaji se neovaskularizovanymi a rostou
_rychle, dosahuji{ 16000ndsobku svého pivodniho objemu b&hem 2
’ tydnt (Gimbrone MA Jr. a spol., Tumor dormancy in vivo by
prevention of neovascularization, J.Exp.Med. 136:261-276).

(5) Jsou-li tumory implantoviny do kufeéi emryondlni
choriocallantoinové membrény, rostou pomalu b&hem avaskuldrni
faze > 72 hodin, ale nepfesdhnou primérny primér 0,93 + 0,29
mm. Rychla tumorovd expanze se objevuje b&hem 24 hodin po
zaldtku neovaskularizace a 7.den tyto vaskularizované tumory
dosahuji stfedniho prim&ru 8,0 + 2,5 nm. (Knighton D.,
Avascular and vascular phases of tumor growth in the chick
embryo, British J.Cancer, 35:347-356, 1977).

(6) Vaskuldrni vyskyt metastdz v krdlié¢ich jétrech vykazuje
heterogenitu ve velikosti metasdz, ale vykazuje relativni
jednotnost hranice velikosti, pfi které je pritomna
vaskularizace. Tumory jsou obecn& avskuldrni a% do 1 mm v
priméru, ale nad timto primérem jsou neovaskularizovény.
(Lien W. a spol., The blood supply of experimental liver
metastases. II. A microcirculatory study of normal and tumor
vessels of the liver with the use of perfused silicone
rubber. Surgery 68:334-340, 1970).

(7) U transgenni my3i, kterd vyviji karcinomy v beta burikdch
pankreatickych ostrivkl, jsou prevaskuldrni hyperplastické

ostrivky omezeny na velikost < 1 mm. Ve sté*i 6-7 tydnl se 4-
10 % ostrivkli stdvd neovaskularizovanymi a z t&chto ostrivkl
vznikaji velké vaskularizované tumory o objemu vice neZ




1000n4dsobku objemu prevaskuldrnich ostrivki. (Folkman J., a
spol., Induction of angiogenesis during the transition from

hyperplasia to neoplasia, Nature 339:58-61, 1989).

(8) Specifické protildtky proti VEGF (vaskularni

" endothelidlni rstovy faktor - vascular endothelial growth
factor) redukuje mikrocévni hustotu a vyvoldva "vyznamnou
nebo dramatickou” inhibici ridstu trfi lidskych tumorid, které
se spoléhaji na VEGF jako jejich jediny'mediétor angiogeneze
(u holé my3i). Protildtka neinhibuje rist nddorovych buné&k in
vitro. (Kim X.J. a spol., Inhibition of vasculary endothelial
growth factor-induced angiogenesis suppresses tumor growth in
vivo. Nature 362:841-844, 1993).

(9) Anti bFGF monoklon4lni protildtka plsobi 70% inhibici
ristu my3iho tumoru, ktery je zdvisly na sekreci DFGF jako
svém jediném medidtoru angiogenese. Protildtka neinhibuje
riist tumorovych bun&k in vitro. (Hori A. a spol., Suppression
of solid tumor growth by immunoneutralizing monoclonal
antidoby against human basic fibroblast growth factor. Cancer
Research, 51:6180-6184, 1991).

(10) Intraperitonedlni injekce bEGF zvy3uje rust primdrniho
tumoru a jeho metastdz stimulaci ristu kapilérnich
endothelidlnich bunék v tumoru. Tumorové buttky samy
postradaji receptory pro bFGF a bFGF neni mitogen pro
tumorové buiiky in vitro. (Gross JL., a spol. Modulation of
solid tumor growth in vivo by bFGF. Proc.Amer.Assoc.Canc.Res.
31:79, 1990).

(11) Specificky angiogenesni inhibitor (AGM-1470) inhibuje
tumorovy rist a metastdzy in vivo, ale je méné& aktivni v



inhibici proliferace tumorovych bundk in vitro. Inhibuje
vaskularni endothelidlni proliferaci z poloviny maxima pti
4log niZ3i koncentraci ne# kterd inhibuje proliferaci
tumorovych bunék. (Ingber D. a spol., Angioinhibins:
Synthetic analogues of fumagillin which inhibit angiogenesis
ﬁand‘édppress tumor growth. Nature, 48:555-557, 1990). Je zde
take nepfimo klinicky zZejmé, %e tumorovy rist je z4visly na
angiogenesi.

(12) Lidské retinoblastomy, které jsou metastatické do
sklivce, se vyvijeji do avaskuldrnich sferoidd, které jsou
omezeny na méné ne? 1 mm3 vzhledem ke skutegnosti, Ze jsou
viditelné a inkorporuji 3H-thymidin (jsou-l1i odstrandny z
enukleovaného oka a analyzovdny in vitro).

(13) Karcinom vaje¢nikovych metastdz do peritonedlni membriny
jako drobounk4 avaskulérni bil4d semena (1-3 mm3) . Tyto
implantity vzdcné rostou vice dokud se jeden nebo vice z nich
nestane neovaskularizovanym.

(14) Intenzita neovaskularizace v rakoving prsu (Weidner N. a
spol., Tumor angiogenesis correlates with metastasis in
invasive breast carcinoma, N.Engl.J.Med. 324:1—8, 1991, a
Weidner N. a spol., Tumor angiogenesis: A new significant and
independent prognostic indicator in early-stage breast
carcinoma, J.Natl.Cancer Inst. 84:1875-1887, 1992) a v
rakoviné prostaty (Weidner N., Carroll PR, Flax J.,
Blumenfeld W, Folkman J. Tumor angiogenesis correlates with
metastasis in invasive prostate carcinoma. American Journal
of Pathology, 143(2):401-409, 1993) je vysoce v souladu s
rizikem budoucich metast4z.




(15) Metastdzy z lidského kutdnniho melanomu jsou pied
neovaskularizaci vzdcné. Vyskyt neovaskularizace vede ke
zvySené tlou3tce 1ézi a zvy%eni rizika metastdz. (Srivastava
A. a spol., The prognostic significance of tumor vascularity
in intermediate thickness (0,76-4,0 mm thick) skin melanoma.
" Amer.J.Pathol. 133:419-423, 1988).

(16) Pri rakovin& mé&chyre je hladina angiogenniho peptidu,
bFGF, v mo¢i citliv&jsim indikdtorem stavu a rozsahu choroby
neZ je cytologie (Nguyen M. a spol., Elevated levels of
angiogenic peptide, basic fibroblast growth factor, in urine
of bladder cancer patients. J.Natl.Cancer Inst. 85:241-242,

1993).

Je tedy zrejmé, Ze angiogenese hraje hlavni roli v
metastdzdch rakoviny. JestliZe by tato angiogenni aktivita
mohla byt potlafena nebo eliminovédna, pak by tumory, i kdyZ
jsou pfitomny, nemohly rdst. V chorobném stavu prevence
angiogenese by mohla zabrdnit po3kozeni zplsobenému invazi
nového mikrovaskuldrniho systému. Terapie &izené na kontrolu
angiogennich procesl by mohly vést k odstran&ni nebo zmirn&ni

té&chto chorob.

Proto je nezbytnd kompozice a zplsob, ktery miZe
inhibovat neotekdvany rist krevnich cév, zejména v tumorech.
Potrebnd je také metoda detekce, mé&feni a lokalizace
kompozice. Kompozice by m&la byt schopna prekonat aktivitu
endogennich rdstovych faktorl a zabrdnit tvorbé& kapildr v
tumorech a tim inhibovat rist tumorl. Kompozice, fragmenty
kompozice a protildtky specifické ke kompozici by mé&ly byt
také schopny zmirnit tvorbu kapildr v jinych angiogennich
procesech, jako je hojeni ran a reprodukce. Kompozice a



zplisob inhibice angiogenese by vyhodn& nemdly byt toxické a
mély by produkovat milo vedlej3ich Geinkl. Potifebny je také
zplsob detekce, m&feni a lokalizace vazebnych mist pro
kompozici jakoZ i mist biosyntézy kompozice. Kompozice a
fragm,enty kompozice by m&ly byt schopny byt konjugovény k
.‘jin§m molekuldm jak pro Glely radiocaktivniho tak
neradioaktivniho zna&eni.

Podstata vyndlezu

V souladu s predloZenym vyndlezem jsou poskytnuty

| kompozice a metody, které jsou G&inné pro zmirnsni
angiogenese a inhibici neolekdvané angiogenese, zejména
angiogenese spojené s tumorovym ristem. PredloZeny vynilez
zahrnuje protein, ktery byl nazvén "angiostatin”, definovany
svoji schopnosti prekondvat angiogenni aktivitu endogennich
riistovych faktorli jako je bFGF in vitro a aminokyselinovou
sekvenZni homologif a strukturdlni podobnosti se vnit¥ni
¢asti plasminogenu, za&inajici ptriblizn& u 98. plasminogenové
aminokyseliny. Angiostatin zahrnuje protein, majici
molekulovou hmotnost mezi pibli%né 38 kilodaltont a 45
kilodaltond jak stanoveno redukni polyakrylamidovou gelovou
elektroforézou a majici aminokyselinovou sekvenci v podstatsd
podobnou sekvenci gragmentu my#iho plasminogenu za&inajici u
aminokyseliny &islo 98 intaktni mysi plasminogenové molekeuly
(SEQ ID NO:2).

Aminokyselinovd sekvence angiostatinu se mirng mezi
druhy 1i3i. Napfiklad v lidském angiostatinu je
aminokyselinové sekvence v podstat& podobni sekvenci vyse
popsaného my3iho plasminogenového fragmentu, a&koliv aktivni
lidskd angiostatinovd sekvence miZe zaéit bud na




aminokyseling &islo 97 nebo 99 intaktni lidské plasminogenové
aminokyselinové sekvence. Ddle fragmenty lidskeho
plasminogenu maji podobnou anti-angiogenni aktivitu jak je
ukdzano v my3im tumorovém modelu. Je tfeba chdpat, Ze polet
aminokyselin v aktivni angiostatinové molekule se miZe ménit
‘a Zé-VSechny aminokyselinové sekvence, které maji
endothelidni inhibiéni aktivitu jsou povaZovdny za zahrnuté v

predloZeném vyndlezu.

Predloeny vyndlez poskytuje metody a kompozice pro
lé&eni chorob a procest zprostiredkovanych neZidouci a
nekontrolovanou angiogenesi poddnim kompozice &lov&ku nebo
zvireti, kterd obsahuje podstn& &i3tény angiostatin nebo
angiostatinové derivity v dévce dostate¢né pro inhibici
angiogenese. PfedloZeny vyndlez je zv14a3té vhodny pro lécbu
nebo represi rdstu tumord. Poddni angiostatinu &lovéku nebo
zvifeti s prevaskularizovanymi metastdzovanymi tumory bude
branit rdstu nebo expanzi t&chto tumord.

PfedloZeny vyndlez také zahrnuje DNA sekvence, kodujici
angiostatin, expresni vektory, obsahujici DNA sekvence,
kodujici angiostatin a buitky, obsahujici jeden nebo vice
vektort, 6bsahujicich DNA sekvence, kodujici angiostatin.
PfedloZeny vyndlez ddle zahrnuje metody genové terapaie, kiy
jsou DNA sekvence, kodujici angiostatin zavddény do pacienta
pro modifikaci in vivo angiostatinovych hladin.

Predlofeny vynilez také zahrnuje diagnostické metody a
kity pro detekci a méFeni angiostatinu v biologickych
kapalindch a tkdnich a pro lokalizaci angiostatinu ve tkdnich
a bufikdch. Diagnostickid metoda a kit mohou byt v jakékoliv
konfiguraci dobre zndmé odbornikim v oboru. PredloZeny
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vyndlez také zahrnuje protildtky specifické pro
angiostatinovou molekulu a jeji ¢4sti a protildtky, kteréd
inhibuji vazbu protildtek specifickych pro angiostatin. Tyto
protildtky mohou byt polyklondlni protildtky nebo
monoklondlni protildtky. Protildtky specifické pro
”angiostatin mohou byt pouZity v diagnostickych kitech k
detekci pritomnosti a mnoZstvi angiostatinu, ktery je
diagnosticky nebo prognosticky pro vyskyt nebo znovu objeveni
se rakoviny nebo jiné choroby spojené s’angiogenesi.
Protildtky specifické pro angiostatin mohou byt také pod4vény
Cloveéku nebo zvireti pro pasivni imunizaci &lovéka nebo
zvitete proti angiostatinu a redukovat tak angiogenni
inhibici.

PredloZeny vynélez také zahrnuje diagnostické metody a
kity pro detekci pritomnosti a mnoZstvi protildtek, které
vazou angiostatin, v té&lesnych kapalindch. Diagnosticka
metoda a kit mohou byt v jakékoliv konfiguraci dobXe znimé
odbornikim v oboru.

PredloZeny vyndlez také zahrnuje anti-angiostatin
receptor-specifické protildtky, které se viZou k
angiostatinovému receptoru a prend$eji vhodny signdl k busice
a plisobi jako agonisté nebo antagonisté.

PfedloZeny vyndlez také zahrnuje fragmenty a analogy
angiostatinového peptidu, které mohou byt znaceny isotopicky
nebo s jinymi molekulami nebo proteiny pro pouziti v detekci
a vizualizaci angiostatinovych vazebnych mist technikami,
zahrnujicimi, ale neomezujicimi se tak, positronovou emisni
tomografii, autoradiografii, tokovou cytometrii,
radioreceptorové vazebné eseje a imunohistochemii.
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Tyto angiostatinové peptidy a analogy plsobi také jako
agonisté a antagonisté p*i angiostatinovém receptoru, &im
zvy3uji nebo blokuji biologickou aktivitu angiostatinu.
Takové peptidy jsou pouZity v izolaci angiostatinového

receptoru.

PredloZeny vyndlez také zahrnuje angiostatin,
anglostatinové fragmenty, angiostatinov@ antisera nebo
angiostatin receptor agonisty a angiostatin receptor
antagonisty pfipojené k cytotoxickym &inidldm pro
terapeutické a vyzkumné pouziti. Je3t& dile jsou
anglostatin, angiostatinové fragmenty, angiostatinovd
antisera nebo angiostatin receptor agonisté a angiostatin
receptor antagonisté kombinoviny s farmaceuticky pfijatelnymi
ptisadami a popfipad# udrZovand uvolfiujicimi slouZeninami
nebo kompozicemi, jako jsou biodegradabilni polymery, za
vzniku terapeutickych kompozic. ’

PfedloZeny vyndlez zahrnuje molekuldrni sondy pro
ribonukleovou kyselinu a deoxyribonukleovou kyselinu zahrnuté
ve transkripci a translaci angiostatinu. Tyto molekuldrni
sondy poskytuji prostfedky pro detegovdni a m&reni
anglostatinové biosyntézy ve tkdnich a buiikich.

V souladu s tim je objektem pfedloZeného vynilezu
poskytnuti kompozice, obsahujici angiostatin.

Dalsim objektem predloZeného vyndlezu je poskytnuti
zplsobu lé¢eni chorob a procest, které jsou zprosttedkovany

angiogenesi.
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Jesdté dalsim objektem predloZeného vyndlezu je
poskytnuti diagnostické nebo prognostické metody a kitu pro
detegovdni pfitomnosti a mno#stvi angiostatinu v té&lesné
kapaling& nebo tkéni.

Jestd dal¥im objektem predloZeného vyndlezu je
poskytnuti metody a kompozice pro lé&eni chorob a procesi,
které jsou zprostfedkovdny angiogenesi, zahrnujicich,aniz by
tak byly omezeny, hemangiom, pevné tumory, krevni tumory;
leukemii, metastdzy, telangiectasii, psoriasis, skleroderma,
pyogenni granulom, myokardidlni angiogenesis, Crohnovu
chorobu, plakovou neovaskularizaci, korondrni kolateraly,
cerebrdlni kolaterily, arteriovenozni malformace, ischemickou
limbickou angiogenezi, kornedlni chorobu, rubeosis,
neovaskuldrni glaukom, diabetickou retinopatii, retrolentdlni
fibroplasii, arthritis, diabetickou neovaskularizaci,
makuldrni degeneraci, hojeni ran, pepticky vied, choroby
spojené s Helicobacter, fraktury, keloidy, vaskulogeneze,
hematopoiesis, ovulace, menstruace, placentace a horelka
ko¢i&iho Skrdbnuti.

Dal3im objektem pfedloZeného vyndlezu je poskytnuti
kompozice pro lé&eni nebo potlaeni ristu rakoviny.

Objektem predloZeného vyndlezu je poskytnuti slougenin,
které moduluji nebo napodobuji produkci nebo aktivitu enzymi,
které produkuji angiostatin in vivo nebo in vitro.

Dalsim objektem predloZeného vyndlezu je poskytnuti
antiostatin nebo anti-angiostatin protildtek pfimou injekci
angiostatinové DNA do &lov&ka nebo zvirete v piipadé potreby
takovych angiostatin nebo anti-angiostatin protilétek.
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Objektem predloZeného vyndlezu je poskytnout metodu pro
detekci a kvantifikaci pfitomnosti protildtek specifickych

pro angiostatin v t&lesné kapaling.

~_Je3t& dalsim objektem pfedloZeného vyndlezu je
poskytnout kompozici, obsahujici protildtky k angiostatinu,
které jsou selektivni pro specifické regiony angiostatinové
molekuly, které nerozpozndvaji plasminogen.

Jest& dalsim objektem predloZeného vyndlezu je
poskytnout metodu pro detekci nebo prognozu rakoviny.

Jestd dalsim objektem pfedloZeného vyndlezu je
poskytnout kompozici pro pouZiti ve vizualizaci a
kvantifikaci mist vazby angiostatinu in vivo a in vitro.

Je5t& dal¥im objektem predloZeného vyndlezu je
poskytnout kompozici pro poufiti pri detekci a kvantifikaci

biosyntézy angiostatinu.

Jest& dalsim objektem predloZeného vyndlezu je
poskytnout terapii rakoviny s minimdlnimi vedlej3imi dZinky.

Jestd dal3im objektem predloZeného vyndlezu je
poskytnout kompozici, obsahujici angiostatin nebo angiostatin
peptid napojeny k cytotoxickému &inidlu pro léZeni nebo

represi rustu rakoviny.

Jesté dal3im objektem vyndlezu je poskytnuti kompozic a
metod vhodnych pro genovou terapii pro zmirnéni angiogenich

procesu.
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Tyto a dalsi objekty, rysy a vyhody predlozeného
vyndlezum budou zfejmé po seznémeni se s ndsledujicim
podrobnym popisem provedeni a pFipojenymi ndroky.

Popis obrdzkd na pfipojenych vykresech

Obrdzek 1 predstavuje SEQ ID NO:1, aminokyselinovou sekvenci
celého my3iho plasminogenu.

Obr. 2 predstavuje zaZ4tek sekvence my%iho angiostatinu (SEQ
ID NO:2) a porovndvd my3i sekvenci s odpovidajici lidskymi
(SEQ ID NO:3), opi¢imi Rhesus (SEQ ID NO:4), prasedimi (SEQ
ID NO:3) a hovézimi (SEQ ID NO:6) plasminogenovymi
peptidovymi fragmenty. My%i sekvence je uvedena jako prvni,
ndsleduje lidsk4, Rhesus, prase&i a hovézi.

Obr. 3 predstavuje BrDU znadici index tumorovych bunék v
plicich za pfitomnosti nebo nepiftomnosti primirniho tumoru.

Obr. 4 predstavuje Matrigel analyzu vlivu Lewisova plicniho
primdrniho tumoru na bFGF ¥*{zenou angiogenesis in vivo.

Obr. 5 predstavuje kfivku ddvkové odezvy pro serum ziskané z
my51, nesouci LewisGv plicni karcinom (LLC-Low) proti seru z
normdlni my3i. Hovézi kaplildrni endothelidlni buitky byly
sledovany v bFGF-fizené 72-hodinové proliferaZni eseji.

Obr. 6 ukazuje, Ze jak nizko tak vysoko metastazujict tumory
obsahuji endothelidlni mitogenickou aktivitu ve svych
ascitech, ale pouze nizko metastazujici tumorovd linie m4
endothelidlni inhibi&ni aktivitu v seru.
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Obr. 7 predstavuje profil chromatografie s C4 reverzni fazi
%4ste¥nd &istdného sera nebo mo¢i ze zvifat, nesoucich nador.

Obr.8 pfedstavuje povrchové plicni metastdzy po 13 dnech
1éteni mySi s intaktni plasminogenovou molekulou, aktivni
fraketi z lysin vazebného mista I pFipravku lidského
plasminogenu, koncentrované mo¢i z nédor nesouci my3i a
koncentrované mo¢i z normilni my3i.

Obr. 9 predstavuje hmotnost plic po 13 dnech léfeni myéi 5
intaktni plasminogenovou molekulou lidského plasminogenu,
aktivni frakci z lysin vazebného mista I pfipravku,
koncentrované moéi z tumor nesouci my$i a koncentrované moli

z normdlni my3i.
Obr.10 je schematické zndzorn&ni pTrcHis vektoru.

Obr.1l predstavuje imunoblot E.coli exprimovaného lidskeho
angiostatinu z 10L fermentace ve velkém, sondovany
monoklondlni protildtkou proti lidskému plasminogenoveému
kringle regionu 1-3. 3ipky ukazuji rekombinantni lidsky
angiostatin. A) predstavuje rekombinantni angiostatin
eluovany 0,2M aminokaproovou kyselinou; B) ukazuje posledni
promyti lysinové kolony s 1 X PBS; a C) ukazuje &istény lyzat
z rozbitych bun&k.

obr. 12 je graf, zndzorfujici procenta inhibice ristu
hov&zich kapildrnich endothelidlnich bungk jako funkci fedani
z4sobniho roztoku; Al, A2, Bl , B2 a E jsou rekombinantni
klony, které exprimuji lidsky angiostatin anti-angiogenesni
aktivitu; €1, €2, D1 a D2 kontroly jsou negativni kontrolni
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klony, obsahujici vektor pouze bez lidské DNA sekvence,

kodujici angiostatin.

Obr. 13 predstavuje inhibi&ni vliv na proliferaci
rekombinantniho lidského angiostatinu na hovézi kapildrni
endothelidlni butiky in vitro.

Obr. 14 predstavuje index rdstu proliferace a apopticky index
po odstranéni primidrniho tumoru a o%etfeni salinickym
roztokem nebo fumagillinovym analogem s antiangiogenni

aktivitou.

Obr. 15 pfedstavuje inhibici rtstu T241 primdrniho tumoru v
my$i o3etrenim s lidskym angiostatinem in vivo s jedinou
injekci 40 mg/kg/den.

Obr. 16 predstavuje inhibici rdstu LLC-IM primdrniho tumoru u
my3i p¥i o¥etfeni lidskym angiostatinem in vivo ve dvou
dévkéch 40 mg/kg na davku (80 mg/kg/den).

Obr. 17 predstavuje vliv odstranéni primirniho tumoru
Lewisova plicniho karcinomu na rist jeho plicnich metastéz.

Obr. 18 predstavuje rlst proliferainiho a apoptického indexu

po resekci tumoru.

Obr. 19 pfedstavuje vliv poddni angiostatinového proteinu
my5i, majici implantované T241 fibrosarkomové buiiky, na
celkovy objem tumoru jako funkci &asu.
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Obr. 20 predstavuje vliv poddni angiostatinového proteinu
my3i, majici implantované buiiky Lewlsova plicniho sarkomu
(LM) na celkovy objem tumoru jako funkci &asu.

Obr. 21 ptredstavuje vliv podéni angiostatinového proteinu
‘my$i, majici implantované buitky sarkomu bundk retikula (LM)
na celkovy objem tumoru jako funkci &asu.

Obr. 22 predstavuje vliv podani angiostéfinového proteinu
imunodeficientni SCDI my3i, majici implantované buiiky PC-3
karcinomu lidské prostaty na celkovy objem tumoru jako funkci
¢asu po 24denni periodu.

Obr. 23 predstavuje vliv podédni angiostatinového proteinu
imunodeficientni SCID my3i, majici implantované butitky MDA-MB
lidského karcinomu prsu, na celkovy objem tumoru jako funkci
¢asu po 24denni periodu.

Obr. 24 predstavuje schematicky klonovdni my3i DNA sekvence,
kodujici my%i angiostatin protein odvozeny z my3i plasminogen
cDNA. My%i angiostatin zahrnuje my3i plasminogen kringle
regiony 1-4. PCR znamend polymerasovou retézovou reakci; Pl
je 5'-konec oligonukleotidového primeru pro BCR; P2 je 3'-
konec oligonukleotidového primeru pro PCR; SS znamend
signdlni sekvenci; ATG je translaini iniciaZni kodon; TAA je
translagni stop kodon; HA pfedstavuje hemaglutininovy epitop
tag (YPYDVPDYASL); K1, K2, K3 a K4 predstavuji my3i
plasminogen kringle regiony 1, 2, 3 a 4. CMV je
cytomegalovirovy promotor, T7 je bakteriofdgovy promotor, PA
pfedstavuje preaktivaéni peptidy a SP6 je Sp 6 promotor.
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Obr. 25 pfedstavuje poet bundk jako funkci dni pro
netransfektované butiky (fale3né); bufiky transfektované
vektorem samotnym, bez DNA sekvence, kodujici angiostatin
(vektor 5) a dva angiostatin exprimujici klony (AST 31 a AST
37). Panel (a) predstavuje vysledky transfekce T241 bunsk.
Panel (b) predstavuje vysledky LL2 bunék.

Obr. 26 predstavuje vysledky kultiva¢niho media ziskaného z
E.coli bun&k, obsahujicich angiostatin klon na poet bunék.
Netransfektované buriky (napodobenina); bufiky transfektované
se samotnym vektorem, bez DNA sekvence, kodujici angiostatin
(vektor 5) a tri angiostatin exprimujici klony (AST 25, AST
31 a AST 37). Panel (a) predstavuje vysledky inkubace
kultivace kontroly (simulace) a viech angiostatin klont
(exprimujicich a neexprimujicich) v po&tu bundk. Panel (b)
ptedstavuje vysledky inkubace kultiva&niho media z kontroly
(napodobenina), samotného vektoru (vektor 6) a
angiostatinovych klonl exprimujicich my3i angiostatin na
pocet bunék. Panel (c) predstavuje vysledky inkubace
¢i5té&ného kultivaéniho media z kontroly (simulace) a
angiostatinovych klont exprimujicich my%{ angiostatin na
potet bun&k, pritem? kultivaéni medium bylo &i¥t&no pres
lysin-sepharosovou kolonu za ziskdni lysin vézajicich slozek.

Obr. 27 predstavuje vliv celkového objemu tumoru jako funkci
Casu implantovanych T241 fibrosarkomovych bundk do my31i, kde
fibrosarkomové butiky byly transfektovdny vektorem,
obsahujicim DNA sekvenci, kodujici angiostatinovy protein a
kde vektor je schopen exprimovat angiostatin protein.
"Netransfektované" predstavuje nezmén&né T241 fibrosarkomové
buttky implantované do my3i. "Vektor 6" pfedstavuje T241
fibrosarkomové burky transfektované pouze vektorem, ktery
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neobsahuje DNA sekvenci, kodujici angiostatin protein,
implantované do my$i. "Klon 25, klon 31 a klon 377
predstavuji tfi angiostatin-produkujici klony T241
fibrosarkomovych bunék transfektovanych vektorem, obsahujicim
DNA sekvenci, kodujici angiostatin protein, implantované do

“my3i.

PredloZeny vyndlez zahrnuje kompozice a zplsoby detekce
a 1é¢by chorob a procesti, které jsou zprbstfedkovény nebo
spojeny s angiogenesi. Kompozice je angiostatin, ktery mlZe
byt izolovdn z t&lnich kapalin zahrnujicich, ale takto
neomezenych, serum, mo¢ a ascity, nebo syntetizovanych
chemickymi nebo biologickymi metodami (napf. bun&lnou
kulturou, rekombinantni genovou expresi, peptidovou syntézou
a in vitro enzymatickou katalyzou plasminogenu nebo plasminu
za ziskanl aktivniho angiostatinu. Rekombinantni techniky
zahrnuji genovou amplifikaci z DNA zdrojli za pouZiti
polymerasové Fet&zové reakce (PCR) a genovou amplifikaci z
RNA zdrojt za pouZiti reverzni transkriptasy/PCR. Angiostatin
inhibuje rust krevnich cév do tkini jako jsou
nevaskularizované nebo vaskularizované tumory.

PredloZeny vyndlez také zahrnuje kompozici, obsahujici
vektor, obsahujici DNA sekvenci, kodujici angiostatin, kde
vektor je schopen exprimovat angiostatin, je-1li pfitomen v
butice, kompozici, zahrnujici buitku, obsahujici vektor, kde
vektor obsahuje DNA sekvenci, kodujici angiostatin nebo jeho
fragmenty nebo analogy a kde vektor je schopen exprimovat
angiostatin, je-1i pfitomen v bufice a metodu, zahrnujici
implantaci buttky, obsahujici vektor do &lovéka nebo
fivo¢icha, kterym neni &lovék, kde vektor obsahuje DNA



20

sekvenci, kodujici angiostatin a kde vektor je schopen
exprimovat angiostatin, je-li pfitomen v bufice.

Jedté dile zahrnuje predloZeny vyndlez angiostatin,
angiostatinové fragmenty, angiostatinové antisera,
”angfdétatin receﬁtor agonisty nebo angiostatin receptor
antagonisty, které jsou kombinovdny s farmaceuticky
prijatelnymi pfisadami a popripadé udrZované& uvolfiujicimi
slou¢eninami nebo kompozicemi, jako jsoﬁ biodegradabilni
polymery, za vzniku terapeutickych kompozic. Zejména vyndlez
zahrnuje kompozici, obsahujici protildtku, kterd se
specificky véd%?e k angiostatinu, pfilemZ se protildtka neviie
k plasminogenu.

Presnéji, predloZeny vyndlez zahrnuje protein nazvany
angiostatin, ktery md molekulovou hmotnost pribliZné& 38 aZ 45
kilodaltont (kD), ktery je schopen pfekonat angiogeni
aktivitu endogennich rdstovych faktord jako je bFGF in vitro.
Angiostatin je protein, majici molekulovou hmotnost mezi
pribliZné 38 kilodaltonl a 45 kilodalton stanoveno redukéni
polyakrylamidovou gelovou elektroforézou a majici
aminokyselinovou sekvenci v podstaté& podobnou aminokyselinové
sekvenci my3iho plasminogenového fragmentu, zaZinajici u
aminokyseliny &¢islo 98 intaktni my3i plasminogenové molekuly.
Vyraz "v podstaté& podobnou”, je-1li pou%it ve vztahu k
angiostatin aminokyselinovym sekvencim, znamend
aminokyselinovou sekvenci, majici anti-angiogenni aktivitu a
majici molekulovou hmotnost pfibliZné& 38 kD a% 45 kD, kterd
také md vysoky stupeii sekvenéni homologie k peptidovému
fragmentu my3iho plasminogenu, zatinajiciho pribliZn& u
aminokyseliny ¢islo 98 v my3im plasminogenu a o hmotnosti 38
kD aZ 45 kD. Vysoky stupenli homologie znamend alespoti
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ptiblizn& 60% aminokyselinovou homologii, Zddouci je alespoii
pfibliZn& 70% aminokyselinovd homologie, a nejvice je Z&douci
pfibliZn& 80% aminokyselinovd homologie. Vyraz "endothelidlni
inhibi¢ni aktivita" jak je zde pouzit, znamené& schopnost
molekuly inhibovat angiogenesi obecné a , napiiklad,
"inhibovat rist hovézich kapildrnich endothelidlnich bundk v
kulture za pritomnosti fibroblastového rustového faktoru.

Aminokyselinovd sekvence kompletni‘myéi plasminogenové
molekuly je uvedena na obr. 1 a v SEQ ID NO:1. Sekvence pro
angiostatin za&ind pfibliZ?né u aminokyseliny 98. Aktivni
lidsky angiostatin mliZe za¢it bud pfi aminokyselin& 97 nebo
99 intaktni lidské plasminogenové molekuly. Aminokyselinovi
sekvence prvnich 339 aminokyselin angiostatinu z my3i je
uvedena na obr. 2 (SEQ ID NO:2) a je porovndna se sekvencemi
odpovidajicich plasminogen peptidovych fragmentd z lidského
(SEQ ID NO:3), Rhesus opice (SEQ ID NO:4), prase¢iho (SEQ ID
NO:5) a hovéziho (SEQ ID NO: 6) plasminogenu. ProtoZe tyto
sekvence jsou shodné z vice neZ 50 % svych aminokyselin, je
tfeba vzit v Gvahu, Ze aminokyselinovd sekvence angiostatinu
je v podstat& podobnd mnoha druhtm, Celkovy polet
aminokyselin v angiostatinu neni presn& zndm, ale je
definovdn molekulovou hmotnosti aktivni molekuly.
Aminokyselinovad sekvence angiostatinu podle predloZeného
vyndlezu se miZe ménit podle toho, ze kterych druhd je
odvozena plasminogenova molekula. Tak atkoliv angiostatin
podle predloZeného vyndlezu, ktery je odvozen od lidského
plasminogenu m4 slab& odli3nou sekvenci neZ angiostatin
odvozeny od my3i, m4 antiangiogeni aktivitu jak je to ukdzano

v modelu myﬁiho tumoru.
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Angiostatin se prokidzal jako schopny inhibovat rdst
endothelidlnich bun&k in vitro. Angiostatin neinhibuje rlst
bun&&nych lini odvozenych od jinych bun&lnych typt.
Specificky nemd angiostatin Z4dny vliv na bun&éné linie
Lewisova plicniho sarkomu, epitel plic norka, 373
<fibf5blasty, buttky hladkych svall hové&zi aorty, hov&zi
retindlni pigmentové epithelium, MDCk bufiky (psi rendlni
epithelium), W138 buriky (lidské fet4lni plicni fibroblasty)
EFN bufiky (my%i fetdlni fibroblasty) a LM butiky (my3i
konektivni tkaf). Endogenni angiostatin v my$i nesouci tumor,
je Winny pri inhibici metastdz pfi systémové koncentraci
pfibliZn& 10 mg angiostatinu/kg té&lesné hmotnosti.

Angiostatin m4 specifickou trojrozm&rnou konformaci,
kterd je definovédna "kringle" regionem plasminogenové )
molekuly (Robbins K.C., "The plasminogen-plasmin enzyme
system” Hemostasis and Thrombosis, Basic Principles and
Practice, 2.vyddni, vyd. Colman R.W a spol., J.B.Lippincott
Company , str. 340-357, 1987). Je p&t takovych kringle
oblasti, které jsou konforma&né pifibuznymi motivy a maji
podstatnou sekventni homologii, v NH» koncové &4sti
plasminogenové molekuly. Trojrozmérnid kombinace angiostatinu
se povaZzuje za zahrnujici plasminogen kringle obasti 1 a% 3 a
¢dst kringle oblasti 4. Kaidy kringle region plasminogenové
molekuly obsahuje pribli?né& 80 aminokyselin a obsahuje 3
disulfidové vazby. Tento cysteinovy motiv je zndm jako
existujici{ v jinych biologicky aktivnich proteinech. Tytb
proteiny zahrnuji, ale nejsou tak omezeny, prothrombin,
hepatocytovy rlstovy faktor, scatter faktor a makrofiqy
stimulujici protein. (Yoshimura T. a spol., "Cloning,
sequencing and expression of human macrophage stimulating
protein (MSP, MSTI) confirms MSP as a member of the family of
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kringle proteins and locates the MSP gene on Chromosome 3"
J.Biol.Chem. Vol.268, &. 21, str. 15461-15468, 1933). Uvazuje
se, %e jakykoliv izolovany protein nebo peptid, majici
trojrozmérnou precliku podobnou konformaci nebo cysteinovy
motiv, ktery ma anti-angiogeni aktivitu in vivo, je &ast

'pfedloieného vynalezu.

predlozeny vynidlez také zahrnuje detekci angiostatinu v
t&lesnych kapalinich a tkdnich pro dcely diagnozy nebo
prognozy chorob jako je rakovina. pfedloZeny vyndlez také
tahrnuje detekci angiostatin vazebnych mist a receptort v
butikich a tkinich. PredloZeny vyndlez také zahrnuje metody
16%eni nebo prevence angiogenich chorob a procest,
zahrnujicich, aniZ by tak byly omezeny, arthritis a tumory,
stimulaci produkce angiostatinu nebo angiostatin agonistl
nebo antagonistl a/nebo angiostatin antisera nebo antisera
#izeného proti angiostatin antiseru, pacientovi. Dalsi metody
léZeni zahrnuji poddni angiostatinu, angiostatin fragmenti,
angiostatin analogll, angiostatin antisera nebo angiostatin
receptor agonistd a antagonistl podobnych cytotoxickym
¢inidltm. Angiotensin miZe byt Zivo&isneho nebo lidského
plivodu. Angiostatin mfize byt také produkovén synteticky
chemickou reakci nebo rekombinantnimi technikami ve spojeni s
expresnimi systémy. Angiostatin miZe byt take produkovdn
enzymatickym 3tépenim izolovaného plasminogenu nebo plasminu
pro tvorbu peptidd, majicich antiangiogeni aktivitu.
Angiostatin miZe také byt produkovan slou¢eninami, které
napodobuji plsobeni endogennich enzyml, které 3tepi
plasminogen na angiostatin. Produkce angiostatinu mize byt
také zmirnéna slouteninami, které ovliviuji aktivitu

plasminogen 3t&picich enzymd.
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Pasivni protildtkov4 terapie za pouZiti protilitek,
které specificky vdZou angiostatin, miZe byt pouZita ke
zmirnéni angiogenné&-zdvislych proces jako je reprodukce,
vyvoj, a hojeni ran a tkanové ndhrady. Ddle antisera rizend k
Fab regionim angiostatin protildtek mohou byt podavana pro
blokovdni schopnosti andogenniho angiostatin antisera vézat

angiostatin.

PredloZeny vyndlez také zahrnuje geﬁovou terapii, kdy je
gen kodujici angiostatin requlovén v pacientovi. Rizné metody
pfenosu nebo doru¢eni DNA do buné&k pro expresi genového
produktového proteinu, jinak nazyvané jako genovd terapie,
jsou popsdny v Gene Transfer into Mammalian Somatic Cells in
vivo, N.Yang. Crit.Rev.Biotechn. 12(4): 335-356 (1992), proce
je zde zahrnuta jako odkaz. Genov4 terapie zahrnuje
inkorporaci DNA sekvenci do somatickych bunék nebo
zdrode&nych bun&énych linii pro pouZiti bud v terapii ex vivo
nebo in vivo. Genovd terapite plsobi nahrazeni gend, zvétseni
normdlni nebo abnormidlni genové funkce a potlageni infekinich

chorob a jinych patologii.

Strategie 1é&by t&chto medicinsk§ch problémi genovou
terapii zahrnuje terapeutické strategie jako je identifikace
defektniho genu a pak priddni funk&niho genu bud k nahrazeni
funkce defektniho genu nebo k posileni slab& funk&niho genu;
nebo profylaktickou strategii, jako je pfidani genu pro
produktovy protein, ktery bude 1é&it stav nebo ktery ucini
tkdn nebo orgdn citlivéjsim k lé&ebnému reZimu. Prikladem
profylaktické strategie je, Ze se gen jako angiostatin miZe
unistit do pacienta a tak brénit vyskytu angiogenese; nebo by
gen, ktery &ini tumorové butky citlivéj$i k zdrfeni, mohl byt
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inzertovdn a pak by ozdZeni tumoru mohlo zplisobit zvy3ené

usmrceni tumorovych bunék.

Mnoho protokolll pro transfer angiostatin DNA nebo
_angiostatin regulatorovych sekvenci bylo pouzito v tomto
vynilezu. Transfekce promotorovymi sekvencemi jinymi neZ ty,
které byly shledény normdln& specificky spojené s
angiostatinem nebo jiné sekvence, které by mohly zvySovat
produkci angiostatin proteinu jsou také povazovany za metody
genové terapie. Priklad teto technologie lze nalézt v
Transkaryotic Therapies, Inc. of Cambridge, Massachusetts,
pouzivajicich homologni rekombinaci k inzertu "genetického
obriceni”, kterd obraci erythropoietinovy gen do bun&k. Viz
Genetics Engeneering News, 15.duben 1994. Takov4 "genetickd
obriceni” by mohla byt pouzita k aktivaci angiostatinu (nebo
angiostatin receptoru) v butkach normidlné neexprimujicich
angiostatin (nebo angiostatin receptor).

Genové transfer metody pro genovou terapii spadaji do
tfi sirokfch kategorii - fyzikdlni (napI. elektroporace,
ptimy genovy transfer a &dsticoveé bombardovani), chemické
(nosi¢e na b4zi lipidl nebo jiné nevirdlni vektory) a
biologické (vektor odvozeny od viru a receptorovy p¥ijem).
Napriklad mohou byt pouZity neviralni vektory, které zahrnuji
liposomy potaZené DNA. Takové komplexy 1iposom/DNA mohou byt
p¥imo injikovany intravenozné do pacienta. Predpokldda se, Ze
komplexy liposom/DNA jsou koncentrovany v jdtrech, kde |
doru¢uji DNA k makrofdglm a Kupfferovym butikdm. Tyto buriky
jsou dlouho?ijici a tak poskytuji dlouhodobou expresi
dorutené DNA. Navic vektory nebo "holé" DNA genu mohou byt
pfimo injikovény do poZadovaného orgénu, tkdné nebo tumoru
pro cilené doru¢eni terapeuticke DNA.
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Metodologie genové terapie mlZe byt také popsdna mistem
doruCeni. Zdkladni cesta pro doru¢eni genl zahrnuji ex vivo
genovy transfer, in vivo genovy transfer a in vitro genovy
transfer. V ex vivo genovém transferu jsou buitky odejmuty z
pacienta a rostou v bun&¢né kultufe. DNA je transfektovana do
'bunék, transfektované builky jsou ponechdny zv&t3it svij podet
a pak jsou znovu implantovdny do pacienta. V in vitro genovém
transferu jsou transformované buiiky buttky rostouci v
kultufe, jako jsou buiiky tkdflové kultury a ne jednotlivé
buttky z jednotlivého pacienta. Tyte "laboratorni butiky” jsou
transfektovdny, transfektované buitky jsou selektovény a
expandovany bud pro implantaci do pacienta nebo pro jini
pouZiti.

In vivo genovy transfer zahrnuje zavedeni DNA do bungk
pacienta, kdyZ buiky jsouv pacientovi. Metody zahrnuji
pouZiti virdlné& zprostredkovaného genového transferu za
pouziti neinfekéniho viru pro doru€eni genu do pacienta nebo
injikovédni holé DNA do mista v pacientovi a DNA je prijata
procentem bunék, ve kterych je exprimovdn genovy proteinovy
produkt. Dédle zde popsané jiné metody jako je poufiti
"genového déla” mohou byt pouZity pro in vitro inzerci
angiostatin DNA nebo angiostatin requl&torovych sekvenci.

Chemické metody genové terapie mohou zahrnovat
slougeniny na bdzi lipidd, ne nezbytné liposomy, pro
pfevedeni DNA pfes bun&&nou membrdnu. Lipofektiny nebo
cytofektiny, pozitivni ionty na bdzi lipidfi, které se vidiou k
negativné nabité DNA, tvori komplex, ktery mliZe prechdzet
bunéénou membrénou a poskytovat DNA do vnitfku buiky. Jind
chemickd metoda pouzivé na receptoru zaloZenou endocytosu,
kterd zahrnuje vazbu specifického ligandu k buné&nému
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povrchovému receptoru a jeho obaleni a transport ptes
bund&nou membranu. Ligand se vdZe k DNA a cely komplex Je
transportovdn do buriky. Komplex ligand-gen je injikovén do
krevniho proudu a pak cilové buiky, které maji receptor se
budou specificky vdzat k ligandu a transportovat komplex

" 1igand-DNA do busiky.

Mnoho metod genové terapie pouzivd virové vektory k
inzertovini gentt do bun&k. Napfiklad zménéné retrovirové
vektory byly pouzity v ex vivo metoddch k zavedeni genl do
perifernich a tumor infiltrujicich lymfocytl, hepatocytd,
epidermdlnich bungk, myocytd nebo jinych somatickych bunék.
Tyto zm&n&né buiiky se pak zavedou do pacienta pro poskytnuti
genového produktu z inzertované DNA.

Virové vektory byly také pouZity k inzertovani genll do
bundk za pouZiti in vivo protokolf. K primé tkafové
specifické expresi cizich genl mohou byt pouzity cis-plsobici
requlédtorové prvky nebo promotory, které isou zndmy jako
tkifiové specifické. Alternativng toho miZe byt dosaZeno
pouzitim in situ doruteni DNA nebo viralnich vektorl ke
specifickym anatomickym mistim in vivo. Naptiklad genovy
transfer do krevnich cév in vivo byl dosaZen implantaci in
vitro transdukovanych endothelidlnich bunék do zvolenych mist
arteriilnich stén. Virem infikovanaé okolni buiky také
exprimuji genovy produkt. Virdlni vektor miZe byt doru¢ovan
pimo do in vivo mista, napiiklad katetrem a tak se umozni,
te je pouze uréitd plocha infikovdna virem a poskyttne se
dlouhodob4, mistnd specifickd genovad exprese. In vivo genovy
transfer za pouziti retrovirus vektord byl také demonstrovan
ve tkini mléénycn 214z a jaterni tkdni injekci zménéneho viru

do krevnich cév, vedoucich k orgédntm.
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Virdlni vektory, které byly pouZity pro protokoly genové
terapie, zahrﬁuji, ale nejsou tak omezeny, retroviry, jiné
RNA viry jako je poliovirus nebo Sindbis virus, adenovirus,
adeno-asociovany virus, herpes viry, SV 40, vakcinia a jiné
DNA viry. Replikatn&-defektni my3i retrovirilni vektory jsou
'-nejgife pouzitelné vektory genového transferu. My3i leukemie
retroviry jsou sloZeny z jediného ret&zce RNA komplexované s
nukledrnim jadrovym proteinem a polymerasovymi(pol) enzymy,
zapouzdfenymi proteinovym jidrem (gag) a obklopené
glykoproteinovym obalem (env), ktery determinuje hostitelovo
rozmezi. Genomickd struktura retrovirl zahrnuje gag, pol a
env geny zakontené na 5' a 3' dlouhymi termindlnimi
opakovanimi (long terminal repeats - LTR). Retrovirdlni
vektorové systémy vyuzivaji skute¢nost, %e minimdlni vektor,
obsahujici 5' a 3' LTR a obalovy signdl jsou dostateiné pro
umo#n&ni vektorového baleni, infekce a intergrace do cilovych
bunék za podminky, %e virové strukturdlni proteiny jsou
dod4vény in trans do balené bun&¢né linie. Zakladni vyhody
retrovirdlnich vektor(t pro genovy transfer zahrnuji uéinnou
infekci a genovou expresi ve vétsin& bun&nych typl, plesnou
jednokopiovou vektorovou integraci do cilové bun&né
~ chromosomélni DNA a snadnou manipulaci retrovirdlniho genomu.

Adenovirus je sloZen z linedrni, dvojret&zcové DNA
komplexované s jddrovymi proteiny a obklopené kapsidovymi
proteiny. Vyhody v molekuldrni virologii vedly ke schopnosti
vyuzit biologii té&chto organismi k vytvoreni vektord,
schopnych transdukce novych genetickych sekvenci do cilovych
bundk in vivo. Vektory na bdzi adenovirl budou exprimovat
genové produktové peptidy ve vysokych hladindch. Adenoviroveé
vektory maji vysokou G¢innost infekZnosti, 1 s nizkymi titry
viru. Navic je virus pln& infekéni jako bun&k prosty virion
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tak¥e injekce produk&nich bun&inych linii neni nutnd. Jinou
potencidlni vyhodou adenovirovych vektorl je schopnost
doséhnout dlouhodobé exprese heterolognich vird in vivo.

Mechanické metody DNA doru¢eni zahrnuji fuzogenni
“lipldcvé vesikly jako liposomy nebo jiné vesikly pro
membranovou fuzi, lipidové 4stice DNA inkorporujici
kationtové lipidy jako je lipofektin, pqulysinem
zprostredkovany transfer DNA, pfimou injekci DNA jako je
mikroinjekce DNA do zdrodku nebo somatickych bunék,
pneumaticky doru¢ované DNA-potaZené éstice jako jsou zlaté
¢4stice pouZité v "genovém d&lu” a anorganickd chemicka
¥eseni jako je transfekce fosforenanem vdpenatym. Jind
metoda, ligandem-zprostredkovand genovd terapie. zahrnuje
komplexovdni DNA se specifickymi ligandy za vzniku ligand-DNA
konjug4tt, k izeni DNA do specifické busiky nebo tkdné.

Bylo nalezeno, %e injekce plasmidové DNA do svalovych
bun&k poskytuje vysoké procento bunék, které jsou
transfektovdny a maji udrZovanou expresi marker gend. DNA
plasmidu miZe nebo nemusi integrovat do genomu bunék.
Neintegrace transfektované DNA by mohla umoZnit transfekci a
expresi proteind genovych produktl v koncové
diferencionovanych, neproliferativnich tkdnich po
prodlouzenou &asovou periodu bez obavy z mutaénich inzerci,
deleci nebo alteraci v bun&ném nebo mitochondrionalnim
genomu. Dlouhodoby, ale nezbytné ne permanentni, transfer
terapeutickych gent do specifickych bung&k miZe poskytnout
lé¢eni genetickych chorob nebo profylaktické pouziti. DNA by
m&la byt reinjektovana periodicky pro udrZeni hladiny
genového produktu bez mutaci, objevujicich se v genomech
pFijemcovych bundk. Neintegrace exogennich DNA miZe umoZnit



30

pritomnost n&kolika rtiznych exogennich DNA konstruktl v jedné
butice, kde viechny konstrukty exprimuji rdzné genové
produkty.

Césticové zprostiedkovaneé metody genového transferu byly
"prvﬂé pouZity ve transformaci rostlinné tkéné&. Se zarizenim
pro Zasticové bombardovéni, nebo "genovym délem”, je
generovdna pohybovd sila pro urychleni DNA-potaZenych &éstic
s vysokou hustotou (jako je zlato nebo wolfram) na vysokou
rychlost, kterd umoZfiuje penetraci cilovych orgéni, tkini
nebo bun&k. C4sticové bombardovéni mize byt pouzito v in
vitro systémech nebo s ex vivo nebo in vivo technikami pro
zavedeni DNA do buné&k, tkini nebo org4nt.

Elektroporace pro genovy transfer pouZiv4 elektricky
proud pro pripravu bun&k nebo tkini citlivych ke genovému
transferu zprostfedkovanému elektroporaci. Krétky elektricky
impulz s danou intenzitou pole se pou%ivi ke zvy%eni
permeability membrdny tak, Ze mohou DNA molekuly penetrovat
do bunék. Tato technika mi%e byt pouZita v in vitro systémech
nebo s ex vivo nebo in vivo technikami pro zavedeni DNA do
bunék, tkdni nebo orgint.

Nositem zprostredkovany genovy transfer in vivo miZe byt
poufit ke transfekci cizi{ DNA do bun&k. Komplex nosiZ-DNA
miZe byt vyhodné zaveden do t&lesnych kapalin nebo krevniho
proudu a pak mistné specificky #izen k cilovému org&nu nebo
tkdni v téle. Mohou byt pouiita jak liposomy tak
polykationty jako je polylysin, lipofektiny nebo cytofektiny.
Mohou byt vyvinuty liposomy, které jsou bun&&né& specifické
nebo orgdnové specifické a tak bude cizi DNA neseni
liposommem pfijata cilovymi butkami. Injekce imunoliposomt,
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které jsou cileny ke specifickému receptoru uréitych bunék
miize bytpouzita jako vyhodnd metoda pro inzerci DNA do bunek,
nesoucich receptor. Jiny nosiZovy system, ktery byl pouZit,
je asialoglykoprotein/polylysin konjugdtovy systém pro
'.vne§eni DNA do hepatocytl pro in vivo genovy transfer.

Transfektovani DNA miZe byt také komplexovéna s jinymi
typy nosi&d tak, Ze DNA je nesena k buikdm pfijemce a pak se
usadi v cytoplasm& nebo nukleoplasmé. DNA miZe byt kopulovéna
k nosiZovym nukledrnim proteinim ve specificky sestavenych
vesiklovych komplexech a nesena primo do jadra.

Genovi regulace angiostatinu miZe byt uskuteZnéna
poddnim slougenin, které se vaZou k angiostatinovému genu,
nebo kontrolnim regionim spojenym s angiostatinovym genem,
nebo jeho odpovidajicim RNA transkriptem pro modifikaci
rychlosti transkripce nebo translace. Dale butiky
transfektované DNA sekvenci, kodujici angiostatin mohou byt
poddny pacientovi pro poskytnuti in vivo zdroje angiostatinu.
Nap£iklad mohou byt buniky transfektovény vektorem,
obsahujicim nukleokyselinovou sekvenci, kodujici angiostatin.

vyraz "vektor” jak je zde pouZit, znamend nosi&, ktery
miize obsahovat nebo byt spojen se specifickymi
nukleokyselinovymi sekvencemi, ktery plsobi transport
specifickych nukleokyselinovych sekvenci do buiiky. Priklady
vektor® zahrnuji plasmidy a neinfek¢ni mikroorganismy jako
jsou viry nebo nevirdlni vektory jako jsou konjugéty ligand-
DNA, liposomy, komplexy lipid-DNA. MiZe byt 34douci, aby
rekombinantni DNA molekula, obsahujici angiostatin DNA
sekvenci, byla operativn& pfipojena ke kontrolni sekvenci
exprese za vzniku expresniho vektoru schopného exprese
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angiostatinu. Transfektované buriky mohou byt buttky ziskané z
normdlni tkin& pacientt, nemocnych tkini pacientid nebo to
mohou byt buiiky, které nejsou od pacientd.

Naptiklad tumorové buniky ziskané z pacienta mohou byt
-fraﬁ;féktovény vektorem schopnym exprese angiostatinového
proteinu podle pfedloZeného vyndlezu a znovu zavedeny do
pacienta. Transfektované tumorové buriky produkuji
angiostatinové hladiny, které inhibuji rist tumoru, v
pacientovi. Pacienti mohou byt 1idé nebo ZivoZichové, kterymi
nejsou lidé. Builky mohou také byt transfektovdny ne-vektorem,
nebo fyzikdlnimi nebo chemickymi metodami zndmymi v oboru
jako je elektroporace, ionoporace nebo "genovym dé&lem”. Navic
angiostatin DNA mlZe byt pfimo injektovana, bez potfeby
nosi%e, do pacienta. Zejména angiostatin DNA miZe byt
injektovidna do kiZe, svalu nebo krve.

Protokol genové terapie pro transfekci angiostatinu do
pacienta miZe byt bud pXes integraci angiostatin DNA do
genomu bundk, do minichromosomi nebo jako separatni
replikaéni nebo neraplikaZni DNA konstrukt v cytoplasmé nebo
nukleoplasmé butiky. Angiostatinovd exprese miZe pokrafovat po
dlouhé &asové obdobi nebo mize byt provedeno reinjektovéni
periodicky pro udrieni pozadované hladiny angiostatinového
proteinu v bufice nebo orgénu nebo stanovené krevni hladiné.

Angiostatin miZe byt izolovén na HPLC C4 kolon& (viz
tabulka 3). Angiostatinovy protein je eluovdn ze 30 aZ 35 % v
acetonitrilovém gradientu. PFi natriumdodecylsulfat
polyakrylamidové gelové elektroforéze (PAGE) za reduknich
podminek se eluuje proteinovy pruh s aktivitou jako jediny
pik pfi priblizné& 38 kilodaltonech.
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Vynalezci ukdzali, Ze rlst primdrniho tumoru je spojen s
uvolndninm specifického inhibitoru(d) endothelidlni buné&né
proliferace, zahrnujicich angiostatin, ktery miZe potlatovat
angiogenesi s netastdzami, do krevniho proudu a tim inhibovat
_rist samotnych metastdz. Pivod angiostatinu spojeného s
'priﬁéfnim tumorem neni znam. Sloufenina mGZe byt produkovana
degradaci plasminogenu specifickou protedsou nebo by
angiostatin mohl byt produkovin expresi specifického genu,
kodujiciho angiostatin.

Angiogenni fenotyp primarniho tumoru zdvisi na produkci
angiogennich peptidd v ptebytku endothelidlnich bun&&nych
inhibitord, které jsou zpracovany normélnimi bulikami, ale
jsou povazovany za potla&ované b&hem transformace na
neoplasii. Zatimco produkce angiostatinu miZe byt regulovéana
smérem doltl v individudlni tumorové bufice vzhledem k produkci
jejim rodiZovskym typem, celkové mnozstvi inhibitoru
zpracované celym tumorem miize byt dostatujici ke vstupu do
obshu a potlateni endothelidlniho ridstu na vzddlenych mistech
metastdz. Angiostatin zlistdvd v ob&hu po mnohem delsi dobu
ne? angiogenni peptid(y) uvolnény(é) primirnin tumorem. Proto
se angiogeni peptidy jevi jako pisobici lokdlng, zatimco
angiostatin plisobi globdlné a cirkuluje v krvi s relativné
dlouhym polo&asem Zivotmosti. PoloCas angiostatinu je
pfibli#n& 12 hodin a% 5 dnd.

Bez vazby na nésledujici hypotézu se predpokladéd, Ze
kdyZz se tumor stane angiogennim, uvolfiuje jeden nebo vice
angiogenich peptidd (napk. aFGF, bEGF, VEGE, IL-8, GM-CSF
atd.), které plsobi lokdlng, cili endothelium v blizkosti
primdrniho tumoru z extravaskularniho sméru a necirkulujil
(nebo cirkuluiji s krétkym polotasem). Tyto angiogeni peptidy
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musi byt produkovény v mnozstvi dostadujicim k prekondni
pUsobeni endotheliilniho bun&ného inhibitoru (inhibitor
angiogenese) pro primdrni tumor pro pokratovini expanze
jejich populace. Jakmile se objevi rlst primdrniho tumoru,
. pokratuje uvolfiovdni endothelidlnich bun&k do ob&hu. Podle
této hypotézy plsobi tyto inhibitory daleko od primdrniho
tumoru, cilovém kapildrnim endotheliu metastdz z
intravaskuldrniho sméru, a pokratuje do ob&hu. Prévé v dobé,
kdy mohou metastdzy za&it iniciovat angiogenesi, miZe byt
kapildrni endothelium v jeho blizkosti inhibovéno
prfichdzejicim angiostatinem.

Jakmile primirni tumor dosdhne dostate&né velikosti ke
zplsobeni toho, aby angiostatin byl uvolfiovidn kontinudlné do
ob&hu, je obti%né pro druhy tumorovy implantdt (nebo
mikrometastdzy) iniciovat nebo zvy3it svoji vlastni
angiogenesi. JestliZe druhy tumorovy implantdt (napf. do
subkutdnni mezery, nebo do cornea, nebo intravenozn& do plic)
se objevi krdtce po implantaci primidrniho tumoru, nebude
primdrni tumor schopen potla&it sekund&rni tumor (protoze
angiogenese v sekundirnim tumoru bude vidy nedostae&nd).
JestliZe jsou implantovdny dva tumory souZasn& (napf. v
-protilehlych bocich) mohou mit inhibitory ekvivalentni
inhibujici vzdjemny GZinek.

Angiostatin podle pfedloZeného vyndlezu mlife byt:
(1) poddvén tumor nesoucim lidem nebo ¥ivo¢ichim jako
antiangiogeni terapie,
(11) sledovin v lidském nebo Zivo&i%ném seru, mo&i nebo tkani
jako prognosticky marker a
(1i1) pouZit jako zdklad k analyze sera a mo&i pacientt s
rakovinou pro podobné angiostatické molekuly.




35

ga &4st predloZeného vyndlezu je povaZovéno, Ze
angiostatin mize byt izolovan z télesné kaliny jako je krev
nebo mo¥ pacientd nebo angiostatin miZe byt produkovan
rekombinantnimi DNA metodami nebo chemickymi metodami
syntézy peptidd, které jsou dobfe zndmeé odbornikim v oboru.
“'Metody ¢isténi proteinu jsou dobfe v oboru znamé a specificky
pfiklad metody ¢isténi angiostatinu a hodnoceni aktivity
inhibitoru je poskytnut v pfikladech uvedenych ddle. Izolace
lidského endogenniho angiostatinu se providi za pouZiti

podobnych technik.

Jednim z pfikladd metody produkce angiostatinu za
pouziti rekombinantnich DNA technik zahrnuje stupné (1)
identifikace a ¢ist&ni angiostatinu jak je diskutovino vy3e a
jak bude podrobnéji popsdno dile, (2) stanoveni N-koncové
aminokyselinové sekvence &isténého inhibitoru, (3)
syntetickou pfipravu 5' a 3' DNA oligonukleotidovych primerd
pro angiostatinovou sekvenci, (4) amplifikace angiostatinove
genové sekvence za pouziti polymerasy, (5) inzertovéni |
amplifikované sekvence do vhodného vektoru jako je expresni
vektor, (6) inzertovdni gen obsahujiciho vektoru do
mikroorganismu nebo jiného expresniho systému schopného
exprese inhibitoru genu a (7) izolaci rekombinantné
produkovaného inhibitoru. Vhodné vektory zahrnuji virdlni,
pakteridlni a eukaryotické (jako kvasinkove) expresni
vektory. Vy3e popsané techniky jsou plné& popsany V
laboratornich manuilech jako je "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual” druhé vydani Sambrook a spol., Cold Spring
Harbor Press, 1989. DNA sekvence lidského plasminogenu byla
publikovéna (Browne M.J. a spol., "Expression of recombinant

human plasminogen and aglycoplasminogen in Hela cells”
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Fibrinolysis sv.5(4). 257-260, 1991) a tato price je zde
uvedena jako odkaz.

Gen pro angiostatin miZe byt také izolovan z bunék nebo
tk4né (jako jsou tumorové buitky), které exprimuji vysoké
“hladiny angiostatinu (1) izolaci mediitorové RNA ze tkéng, (2)
pouzitim reverzni transkriptasy pro vytvoreni odpovidajici
DNA sekvence a pak (3) pouZitim polymerqsové ret&zové reakce
(BCR) se vhodnymi primery pro amplifikaci DNA sekvence,
kodujici aktivni angiostatin aminokyselinovou sekvenci.

Je¥td dalsi metoda produkce angiostatinu nebo jeho
biologicky aktivnich fragmentd, je peptidovd syntéza. Jakmile
byl biologicky aktivni fragment angiostatinu nalezen za
pouziti zku$ebniho systému popsanému plné ddle, miZe byt
sekvencovadn, napfiklad metodami automatizovaného peptidového
sekvencovadni. Alternativng, jakmile jsou gen nebo DNA
sekvence, kterd koduje angiostatin, izolovény, napfiklad
netodami popsanymi vy$e, miiZe DNA sekvence byt stanovena za
pouziti manudlnich nebo automatizovanych sekvenatnich metod
dobtre v oboru znidmych. Nukleokyselinovd sekvence naopak
poskytuje informaci o aminokyselinové sekvenci. Tak, je-11i
generovan biologicky aktivni fragment specifickymi metodami
tako je tryptické 3t&peni, nebo je-1i fragment N-koncové
sekvencovédn, mi¥e byt zbyvajici aminokyselinové sekvence
stanovena z odpovidajici DNA sekvence.

Jakmile je zndma minokyselinovd sekvence peptidu, miZe
byt syntetizovdn fragment technikami dobfe v oboru znamymi
jak jsou naptiklad uvedeny naptriklad v "Solid Phase Peptide
Synthesis: A Practical Approach” E.Atherton a R.C.Sheppard,
IRL Press, Oxford, Anglie. Podobné mlZe byt syntetizovano
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vice fragment(, které jsou ndsledne vzéjemn& navizadny za
tvorby velkych fragmentd. Tyto syntetické peptidové fragmenty
mohou byt také vyrobeny aminokyselinovymi substitucemi na
specifickych mistech pro zkousku aginistické a antagonisticke
aktivity in vitro a in vivo. Peptidové fragmenty, které
<nvykazu]i vysokou afinitni vazbu ke tk4nim, mohou byt pouZity
pro izolaci angiostatin receptoru na afinitnich kolonéch.
Izolace a ¢isténi angiostatin receptoru je podstatny stupefl
pro vysvétleni mechanismu pisobeni angiostatinu. Izolace
angiostatinového receptoru a identifikace angiostatinovych
agonistd a antagonistd bude usnadiiovat vyvoj 1é&iv ke
zmirngni aktivity angiostatin receptoru, findlni cesty k
biologické aktivit&. Izolace receptoru umo#fiuje konstrukci
nukleosidovych sond pro sledovani umisténi a syntézu
receptoru, za pouziti in situ a roztokové hybridiza&ni
technologie. Ddle miZe byt izolovan gen pro angiostatin
receptor, inkorporovan do expresniho vektoru a transfektovan
do bundk, jako jsou tumorové bufiky pacienta, pro zvy3eni
schopnosti bun&&ného typu, tkané nebo tumoru vdzat
angiostatin a inhibovat lokalni angiogenesi.

Angiostatin je 4Zinny pfi 1éCbé chorob nebo procest,
které jsou zprostiredkovany, nebo zahrnuji, angiogenesi.
PredloZeny vyndlez zahrnuje metodu 1é¢eni angiogenesi
zprostiedkované choroby dinnjm mnozstvim angiostatinu nebo
jeho biologicky aktivniho fragmentu, nebo kombinaci
angiostatinovych fragmentd, ktere spole¢né vykazuji anti-
angiogenni aktivitu nebo angiostatin agonistd a antagonistd.
Angiogenesi zprostfedkované choroby zahrnuji, ale nejsou tak
omezeny: pevné tumory, krevni tumory jako jsou leukemie;
tumorové metastdzy; benigni tumory, napfiklad hemangiomy,
akustické neuromy, neurofibromy, trachomy a pyogenni
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granulomy; reumatoidni arthritida; psoriasis; o¢ni angiogenni
choroby, napfiklad diabetickd retinopatie, retinopatie
pred¢asné, makuldrni degeneraci, odmitnuti cornedlniho
transplantdtu, neovaskulérni glaukom, retrolentdlni
fibroplasie, rubGOSlS, 0sler-Webbertv syndrom; myokardidlni
wanglogenese, plakova neovaskularizace; telangiectasie;
hemofilni klouby; angiofibrom a granulace ran. Angiostatin je
vhodny pro léZbu chorob nadmérné nebo abnormdlni stimulace
endotheliilnich bun&k. Tyto choroby zahfhuji, ale nejsou tak
omezeny, intestindlni adhezi, Crohnovu chorobu, |
atherosklerosu, skleroderm a hypertrofické Skary tj. keloidy.
Angiostatin miZe byt pouZit jako ¢inidlo kontroly porodu
prevenci vaskularizace vyzadované pro implantaci embrya.
Angiostatin je vhodny pfi 1éZbé& chorob, které maji
angiogenesi jako patologicky nasledek jako je choroba
kotitiho poskrdbdni (Rochele minalia quintosa) a viedy
(Helicobacter pylori).

Syntetické peptidové fragmenty angiostatinu maji rdzna
pouziti. Peptid, ktery se vdZe k angiostatinovému receptoru s
vysokou specifitou a aviditou, je radioaktivné znalen a
poufit pro vizualizaci a kvantifikaci vazebnych mist za
pouziti autoradiografickych a membrinové vazebnych technik.
Tato aplikace poskytuje dile%ity diagnosticky a vyzkunny
nastroj. Znalost vazebnych vlastnosti angiostatinového
receptoru usnadiiuje hodnoceni transdukénich mechanisml

navédzanych k receptorim.

Navic znafeni angiostatinovych peptidd isotopy s krétkou
3ivotnosti umo?fuji vizualizaci receptorovych vazebnych mist
in vivo za pouziti positronové emisni tomografie nebo jinych
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modernich radiografickgch technik pro lokalizaci tumord s

angiostatinovymi vazebnymi misty.

Systematickd ndhrada aminokyselin v téchto

B yntetlzovanych peptidech poskytuje vysoce afinitni peptldove

agonisty a antagonisty k angiostatinovym receptorlm, které
zvys$uji nebo snizuji angiostatinovou vazbu k jeho receptorim.
Takovi agonisté jsou pouzivény k potlaéeni ristu
mikrometastdz, &imZz omezuji rozsireni rakoviny. Antagonisté k
angiostatinu jsou aplikovany v situacich neadekvatni
vaskularizace, pro blokovani inhibi¢nich G¢inkd angiostatinu
a napom&hdni angiogenesi. Napriklad toto oZetreni miZe mit
terapeutické u¢inky pri napomahéni hojeni ran u diabetikdl.

Angiostatinové peptidy se pouzivaji k vyvojl afinitnich
kolon pro izolaci angiostatinovych receptort z kultivovanych
tumorovych bun&k. Izolace a ¢isténi angiostatinového
receptoru je nésledovano aminokyselinovym sekvencovanim.
pouzitim této informace mohou byt gen nebo geny, kodujicich
angiostatinovy receptor, identifikovény nebo izolovany. Ddle
jsou klonované nukleokyselinové sekvence vyvinuty pro inzerci
do vektord schopnych exprese receptoru. Tyto techniky jsou
dobre znamé odbornikim v oboru. rransfekce nukleokyselinové
sekvence (i), kodujicich angiostatinovy receptor do tumorovych
bundk, a exprese receptoru transfektovanymi tumorovymi
putikami zvy3uje odpovéd té&chto bunék na endogenni nebo
exogenni angiostatin a tim snizuje rychlost metastatického

ristu.

Cytotoxickd ¢inidla jako je ricin, jsou podobnd
angiostatinu a vysoce afinitnim angiostatinovym peptidovym
fragmentim, &imZz poskytuji prostrfedek pro destrukci buné&k,



které viiou angiostatin. Tyto bufiky mohou byt nalezeny ve
mnoha mistech, zahrnujicich, ani% by tak byly omezeny,
mikrometastdzy a primdrni tumory. Peptidy pfipojené k
cytotoxickym ¢inidlim jsou infundovdny mnoha zplsoby pro
‘maximélni doruteni do pozadovaného mista. Napfiklad ricin-
.napojené vysoce afinitni angiostatinové fragmenty jsou
dorutovdny kanylou do cév zdsobujicich cilové misto nebo
primo do cile. Takov4 ¢inidla jsou také dorutovdna fizenym
zplisobem pres osmotické pumpy spojené s infuzni kanylou.
Kombinace angiostatinovych antagonistl mliZe byt souasné
aplikovdna se stimuldtory angiogenese pro zvy3eni
vaskularizace tkin&. Tento léZebny reZim poskytuje u&inny
prostfedek destrukce metastatické rakoviny.

Angiostatin miZe byt poufit v kombinaci s jinymi
kompozicemi a postupy pro lé&bu chorob. Napriklad tumor miZe
byt vyhodn& o¥et¥en chirurgicky, ozafovanim nebo chemoterapii
kombinovanymi s angiostatinem a pak miiZe byt angiostatin
n4sledn& poddvdn pacientovi pro zklidnéni mikrometasdz a pro
stabilizaci a inhibici rdstu jakéhokoliv zbytkového
primirniho tumoru. Ddle jsou angiostatin, angiostatinové
fragmenty, angiostatinové antisera, angiostatin receptor
agonisté, angiostatin receptor antagonisté nebo jejich
kombinace, kombinoviny s farmaceuticky pfijatelnymi prisadami
a poptipadé matrici s udriovanym uvolilovéninm jako jsou
biodeqradabilni polymery za vzniku terapeutickych kompozic.

Matrice s udrzovanym uvolfiovdnim, jak je zde pouZita, je
matrice vyrobeni z materi4ll, obvykle polymerl, které jsou
degradabilni enzymatickou nebo kyselou/bdzickou hydrolyzou
nebo disoluci. Jakmile je inzertovéna do té&la, plsobi na
matrici enzymy a t&lesné kapaliny. Matrice s udrZovanym
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uvolfiovanim je vyhodn& zvolena z biokompatibilnich materidld
jako jsou liposomy, polylaktidy (polymlé¢nd kyselina),
polyglykolidy (polymer glykolové kyseliny), polylaktid ko-
glykolidy (ko-polymery kyseliny mlécné a kyseliny glykolové)
polyanhydridy, poly({ortho)estery, polypeptidy, hyaluronova
~~k3g's‘élina, kblageﬁ, chondroitin sulfat, karboxylové kyseliny,
mastné kyseliny, fosfolipidy, polysacharidy, nukleové
kyseliny, polyaminokyseliny, aminokyseliny jako je
fenylalanin, tyrosin, iscleucin, polynuﬁleotidy,
polyvinylpropylen, polyvinylpyrrolidon a silikon. Vyhodné
biodegradabilni matrice je matrice z Jjednoho bud polylaktidu,
polyglykolidu, nebo polylaktid ko-glykolidu (kopolymery
kyseliny nlé&né a glykolove).

Angiogenesi modulujici terapeutickd kompozice podle
predloZeného vyndlezu miZe byt pevn4, kapalnd nebo aerosol a
miize byt poddvina jakymkoliv zndmym zplisobem podéni. Priklady
pevnych terapeutickych kompozic zahrnuji pilulky, krémy, a
implantovatelné ddvkové jednotky. Pilulky mohou byt podavany
ordln&, terapeutické krémy mohou byt podavany topicky.
Implantovatelné ddvkové jednotky mohou byt pod4vény lokdlné,
napfiklad na misto tumoru, nebo mohou byt implantoviny pro
systémové uvoliiovdni terapeutické angiogenesi modulujici
kompozice, napfiklad subkutdnné. Priklady kapalné kompozice
zahrnuji formulace upravené pro subkutdnni, intravenozni,
intraarteri4lni injekci a formulace pro topické a intraoéni
podini. Priklady aerosolovych formulaci zahrnuji inhalani
formulace pro poddni do plic.

Angiostatin podle predlozeného vyndlezu miZe byt také
pouzit k vyvoldni protildtek, které jsou specifické pro
innibitor a jeho receptor. Protildtky mohou byt bud
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polyklondlni protildtky nebo monoklondlni protildtky. Tyto
protildtky, které se specificky véZou k angiostatinu nebo '
angiostatinovym receptortm mohou byt pouZity v diagnostickych
metodich a kitech, které jscu dobrfe zndmé odbornikim v oboru
pro detekci nebo kvantifikaci angiostatinu nebo
'sanQiéStatinonch'receptorﬁ v t&lesné kapalin& nebo tkéni.
Vi{sledky t&chto testd mohou byt pouity pro diagnozu nebo
pledpovéd vyskytu nebo znovu objeveni se rakoviny a jinych
angiogené zprostfedkovanych chorob.

Angiostatin mtiZe byt také pouZit v diagnostickeé metodé a
kitu pro detekci a kvantifikaci protildtek schopnych vdzat
angiostatin. Tyto kity by mély umoZnit detekci cirkulujicich
angiostatin protildtek, které indikuji vyskyt mikrometastaz
za pritomnosti angiostatinu sekretovaného primdrnimi tumory
in situ. Pacienti, kteri maji takové cirkulujici anti-
angiostatin protildtky mohou byt s v&tsi pravdépodobnosti
postiZeni vyvojem ndsobnych tumort a rakovin a miZe u nich s
v&t3i pravdépodobnosti dochdzet k opakovanému vyskytu
rakoviny po 1é&b4ch nebo perioddch remise. Fab fragmenty
té&chto ani-angiostatin protildtek mohou byt pouZity jako
antigeny pro generovdni aniti-angiostatin Fab-fragment
antisera, které mfize byt pouzito pro neutralizaci anti-
angiostatin protildtek. Takovd metoda by méla redukovat
odstran&ni cirkulujiciho angiostatinu anti-angiostatinovymi
protildtkami a tim GZinnd snifovat cirkulujici angiostatinové

hladiny.

Jinym aspektem pfedlozeného vyndlezu je metoda blokovani
plisobeni nadbytku endogenniho angiostatinu. Toto miZe byt
provedeno pasivni imunizaci &lov&ka nebo %ivo¢icha s
protildtkami specifickymi pro nezddouci angiostatin v
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systému. Toto lé¢eni miZe byt dileZité pfi lé&eni abnormalni
ovulace, menstruace a placentace a vaskulogenese. Poskytuje
vhodny prostredek pro hodnoceni vlivd odstran&ni angiostatinu
na metastatické procesy. Fab fragment angiostatinovych
protildtek obsahuje vazebné misto pro angiostatin. Tento
"fraémént se izoluje z angiostatinovych protildtek za pouziti
technik, které jsou znimé v oboru. Fab fragmenty
angiostatinového antisera se pouzivaji jako antigeny ke
generovani produkce anti-Fab fragment sera. Infuze tohoto
antisera proti Fab fragmentlm angiostatinu brani
angiostatinu ve vazb& k angiostatinovym protilatkam.
Terapeuticky pfinos se ziskd neutralizaci endogennich anti-
angiostatinovych protildtek p#i blokovyni vazby angiostatinu
k Fab fragmentim anti-angiostatinu. Pfinosem této 1éfby je
usnadn&ni schopnosti endogenniho cirkulujiciho angiostatinu
dosdhnout cilovych bundk a tim zmen3it rozptyl metastaz.

Je tieba pochopit, Ze pfedlozeny vyndlez je zamy3len
jako zahrnujici jakékoliv derivédty angiostatinu, které maji
endothelidlni inhibi&ni aktivitu. PredloZeny vyndlez zahrnuje
cely angiostatin protein, derivity angiostatin proteinu a
biologicky aktivni fragmenty angiostatin proteinu. Tyto
zahrnuji proteiny s angiostatinovou aktivitou, které majl
aminokyselinové substituce nebo maji k aminokyselinovym
funkénin skupindm pfipojené cukry nebo jiné molekuly.
predlofeny vynilez také zahrnuje geny, které kodujl
angiostatin a angiostatin receptor a proteiny, které jsou

témito geny exprimovany.

Proteiny a proteinové fragmenty s angiostatinovou
aktivitou popsanou vyie mohou byt poskytnuty jako izolované a
v podstat® &isténé proteiny a proteinové fragmenty ve



farmaceuticky pfijatelnych formulacich za pouZiti zplsobi
formulovini zndmych odbornikim v oboru. Tyto formulace mohou
byt podivény standardnimi metodami. Obecn& mohou byt podéviny
kombinace topicky, transdermdlné, intraperitonedlng,
intrakraniélné,‘intracerebroventrikulérné, intracerebrdlng,
A'intEéVaginélné, intraneurinélné, ordln&, rektdlné nebo
parenterdlng (napf. intravenozn&, intraspindlng&, subkuténng
nebo intramuskuldrné). Ddle miZe byt angiostatin inkorporovan
do biodegradabilnich polymertd, umoZfiujicich udrZované
uvolfiovdni slouZeniny, a polymery jsou implantovény do
blizkosti mista, kam je Z4douci dorugovat 1é&ivo, naptiklad
na misto tumoru nebo implantovdny tak, Ze se angiostatin
pomalu systémov& uvoliiuje. Osmotické minipumpy mohou byt také
pouZity pro poskytnuti kontrolovaného doru&eni vysokych
koncentraci angiostatin pfes kanylu do mista zdjmu jaka je
ptimo do metastatického ristu nebo do vaskuldrniho zdsobovéni
tumoru. Biodegradabilni polymery a jejich pouZiti je
napriklad popsdno podrobn& v préci Brema a spol.,
J.Neurosurg. 74:441-446 (1991), ktery je zde zahrnut jako
reference v celém svém rozsahu.

Dédvka angiostatinu podle piredloZeného vyndlezu bude
zdviset na stavu choroby nebo podminkdch, které jsou léleny a
dalsich klinickych faktorech jako je hmotnost a stav &lovéka
nebo Zivo¢icha a zplsob podéni sloudeniny. Pro 1léZeni lidi
nebo Zivo&ichd miZe byt poddvéno mezi pribliZné& 0,35
mg/kilogram a% 500 mg/kilogram angiostatinu. V zdvislosti na
polotasu %ivotnosti angiostatinu v Zivo&iZich nebo lidech,
miZe byt angiostatin poddvén v intervalech mezi né&kolikrat
denn& a# jednou tydn&. PredloZeny vyndlez je treba chdpat
jako pouZitelny jak pro humdnni i veterindrni pouZiti. Metody
predlozeného vyndlezu zahrnuji jednotlivd 1 ndsobnd podani,
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pod4dvand bud sou¢asng nebo b&hem prodlouZeného Casoveho
obdobi.

Angiostatinové formulace zahrnuji ty, které jsou vhodné
pro ordlni, rektalni, oftalmické (zahrnujici intravitredlni
nebo intrakamerdlni), nasalni, topické (zahrnujici bukdlni a
sublingudlni), intrauterindrni, vagindlni a parenterdlni
(zahrnujici subkutdnni, intraperitonedlni, intramuskuldrni,
intravenozni, intradermdlni, intrakranidlni, intratrachedlni
a epidurdlni) podéni. Angiostatinové formulace mohou byt
vyhodn& provedeny v jednotkové ddvkové formé a mohou byt
pfipraveny b&znymi farmaceutickymi technikami. Takove
techniky zahrnuji stupesi uvedeni u¢inné sloZky do spojeni s
farmaceutickym nositem(nosiéi) nebo prisadou (prisadami).
Obecnd se formulace pfipravi jednotnym a tésnym uvedenim
4&inné slozky do spojeni s kapalnymi nosi&i nebo jemné
d&lenymi pevnymi nosiéi nebo ob&ma a pak, je-1li to nutne,

tvarovanim produktu.

Formulace vhodné pro parenterdlni poddni zahrnuji vodné
a nevodné sterilni injekini roztoky, které mohou obsahovat
antioxidanty, pufry, bakteriostaty a roztoky, které Zini
formulaci isotonickou s krvi zamy3leného pfijemce; a vodné a
nevodné sterilni suspenze, které mohou zahrnovat suspendalni
¢inidla a zahutovaci ¢inidla. Formulace mohou byt obsaZeny v
jednodévkovych nebo vicedédvkovych kontejnerech, uzavienych
ampulich a lahviékdch a mohou byt uchovavadny ve vymraZenim
susené (lyofilizovaném) stavu, vyzadujicim pouze pridavek
sterilniho kapalného nosiée, napfiklad vody pro injekce,
bezprosttednd pfed pouzitim. Extempordlni injekini roztoky a
suspenze mohou byt pfipraveny ze sterilnich praski, granuli a
tablet drfive popsaného typu.



preferované jednotkové dévkové formulace jsou ty, které
obsahuji denni ddvku nebo jednotku, denni sub-davku, nebo
jeji vhodné frakce, podévané slozky. Je teba mit na zfetell,
¥e navic ke sloikim uvedenym vy3e mohou formulace podle
predlozeného vyndlezu obsahovat dal¥i ¢inidla bé&Znd v oboru
”podie'typu poZadované formulace. Popfipadé mohou byt
cytotoxick4 &inidla inkorporovédna nebo jinak spojena s
angiostatinovymi proteiny nebo jejich biologicky funk&nimi
peptidovymi fragmenty, pro poskytnuti dQéjité terapie
pacientovi.

Angiogenesi inhibujici peptidy podle predloZencho
vyndlezu mohou byt syntetizovény ve standardnich
mikrochemickych zafizenich a &i3téni ovéfeno pomoci HPLC a
hmotové spektrofotometrie. Metody peptidové syntézy, HPLC
¢istani a hmotovad spektrofotometrie jsou b&Zné zndme
odbornikim v oboru. Angiostatinové peptidy a angiostatin
receptorové peptidy jsou také produkovany v rekombinantni
E.coli nebo kvasinkovych expresnich systémech a &istény
sloupcovou chromatografif.

RUzné fragmenty intaktni angiostatinové molekuly mohou
byt syntetizovény pro pouZiti v nékterych aplikacich,
zahrnujicich, ale neomezujicich se na, ndsledujici: jako
antigeny pro vyvoj specifickgch antiser, jako agonisty a
antagonisty aktivni na angiostatin vazebnych mistech, Jjako
peptidy pfipojované nebo pouZité v kombinaci s cytotoxickymi
¢inidly pro cilené usmrceni buné&k, které vaiou angiostatin.
Aminokyselinové sekvence, které obsahuji tyto peptidy Jsou
vybrany na zékladé jejich polohy v exterior regionech
molekuly a jsou dosazitelné pro vazbu k antiseru. Amino a
karboxylové konce angiostatinu, jakoz i strfedni region
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molekuly jsou pfedstavovény separdtn& mnoha fragmenty, které
byly syntetizovény.

Tyto peptidové sekvence jsou porovnany se Znamymi
sekvencemi za pouZiti proteinovych sekventnich databdzi jako
" je GenBank, Brookhaven Protein, SWISS-PROT a PIR pro
stanoveni potencidlnich sekven¢nich homologif. Tato informace
usnadiiuje eliminaci sekvenci, ktere vykgzuji vysoky stuper
sekvenéni homologie k jinym molekuldm, ¢imZ se zvySuje
potencidl pro vysokou specifinost pfi vyvoji antisera,
agonistd a antagonistl k angiostatinu.

Angiostatin a peptidy odvozené od angiostatinu mohou byt
kopulovany k jinym molekuldm za pouZiti standardnich metod.
Amifio a karboxylové konce angiostatinu obsahuji jak
tyrosinové tak lysinové zbytky a jsou isotopicky a
neisotopicky znadeny riznymi technikami, napfiklad
radioaktivng znadeny za pou?iti obvyklych technik
(tyrosinové zbytky - chloramin T, jodogen, laktoperoxidasa;
lysinové zbytky - Bolton-Hunterovo &inidlo). Tyto kopulagni
techniky jsou v oboru dobfe zndmé. Alternativné se tyrosin
nebo lysin aduji k fragmentlm, které nemaji tyto zbytky pro
usnadnéni znadeni reaktivnich amino a hydroxylovych skupin
peptidu. Kopulaéni technika je zvolena podle funkZnich skupin
dostupnych na aminokyselindch, zahrnujicich, ale
neomezujicich se na amino, sulfhydral, karboxyl, anid, fenol
a imidazol. Rizni ¢inidla pouZitd k uskutecnéni téchto
kopulaci zahrnuji mezi jinym glutaraldehyd, diazotizovany
benzidin, karbodiimid a p-benzochinon.

Angiostatinové peptidy jsou chemicky kopulovény k
isotoplm, enzymim, nosi&ovym proteinlm, cytotoxickym
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¢inidlém, fluorescentnim molekuldm, chemiluminiscentim,
bioluminiscenttm a jinym slouZenindm pro rtzné aplikace.
G¢innost kopulaini reakce je determinovéna rlznymi technikami
vhodnymi pro specifickou reakci. Napfiklad radioaktivni
znateni angiostatin peptidu pomoci 1231 se provadi za pouziti
" chloraminu T a Nal25I s vysokou specifickou aktivitou. Reakce
se ukonti metabisulfitem sodnym a smés se odsoli na
jednordzovych kolondch. ZnaZeny peptid se eluuje z kolony a
frakce se shromdidi. Z kaidé frakce se odeberou podily a meéfi
se radioaktivita na gama &itagi. Timto zplsobem se |
nezreagovany Nal23I odd&li od znaleného angiostatin peptidu.
Peptidové frakce s nejvys3i specifickou radioaktivitou se
uchovdvaji pro ndsledné pouziti jako je analyza schopnosti se

vézat k angiostatin antiseru.

Jinou aplikaci peptidové konjugace je produkce
polyklondlniho antisera. Napriklad angiostatin peptidy,
obsahujici lysinové zbytky jsou navdzény k ¢i3ténému hovézimu
serovému albuminu za pouiti glutaraldehydu. UZinnost reakce
je determinovdna m&renim inkorporace radioaktivné znateného
peptidu. Nezreagovany glutaraldehyd a peptid jsou oddéleny
dialyzou. Konjugdt je uchovdvén pro nédsledné pouziti.

Mi%e byt pripraveno antiserum proti angiostatinu,
angiostatinovym analogim, peptidovym fragmentim angiostatinu
a angiostatin receptoru. Po peptidové syntéze a &isténi se
jak monoklondlniho tak polyklondlniho antisera dosdhne
poufitim technik, které jsou zndmé odbornikim. Napriklad
mohou byt polyklondlni antisera vyvoldna u krdlikd, oveci, ko:
nebo jinych zvifat. Angiostatinové peptidy konjugované k
nosidové molekule jako je hovézi serovy albumin, nebo samotny
angiostatin, jsou kombinovdny se smési pomocnych latek,

N
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emulgovdny a injektovany subkutdnné na vice mist zad, krku,
bokit a ndkdy paty. V pravidelnych intervalech jako jsou 2 ai
4 tydny, se poddvaji boosterové injekce. Krevni vzorky se
ziskaji venipunkturou, napfiklad za pouziti margindlnich
usnich vén po dllatac1 pfibliZné 7 az 10 dnd po kazdé
"1njekc1 Krevni vzorky pyly ponechdny se srazit pri 4 OC pfes
noc a odst¥eduji se pfibliZng pfi 2400 x g pfi 4 O°C po asi 30
minut. Serum se odstrani, odeberou se podily, a skladuje se
pfi 4 OC pro bezprostfedni pouziti nebo’pfi -20 az 90 9C pro

nédsledujici analyzu.

Viechny vzorky z ptipravy polyklondlniho antisera nebo
vzorky media z produkce monoklondlniho antisera se analyzuji
pro stanoveni titru protildtek. Titr se stanovi n&kolika
zplisoby, napfiklad pouzitim tekovjch blotd a hustotni
analyzy a také srdZenim radioaktivné znadenych komplext
peptid-protildtka za pouZiti proteinu A, sekunddrniho
antisera, studeného ethanolu nebo aktivniho uhli-dextranu
nasledovaného méfenim aktivity gama ¢italem. Antisera s
nejvys3im titrem se také ¢isti na afinitnich kolonich, které
jsou komer&n& dostupneé. Angiostatinové peptidy jsou
kopulovany ke gelu v afinitni koloné. Vzorky antisera
prochdzeji kolonou a anti-angiostatin protilatky zdstdvaji
navdzané ke kolon&. Tyto protildtky jsou ndsledné eluovany,
shromi?dény a hodnoceny stanovenim titru a specifiénosti.

Antiserum s nejvys3im titrem se testuje pro stanoveni
nasledujiciho: a) optimélni antiserové redéni pro nejvyssi
specifickou vazbu antigenu a nejnizsi nespecifickou vazbu, b)
schopnost vdzat zvy$ujici se mnoZstvi angiostatin peptidu ve
standardni vytéstiovaci kfivce, c) potencidlni kttizové
reaktivita s pribuznymi peptidy a proteiny, zahrnujicimi
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plasminogen a také angiostatin ptibuznych druht, d) schopnost
detegovat angiostatin peptidy v extraktech plasmy, moéi,
tkini a v bundéném kultivainim mediu.

Klty pro méfeni angiostatinu a angiostatin receptoru,
’—]sdﬁ také povaZoviny za tdst predloZencho vyndlezu. Antisera,
které vykazuji nejvy$si titr a specifi¢nost a mohou detegovat
angiostatin peptidy v extraktech plasmy, mole, tkdni a v
bundném kultivanim mediu se dile hodnoti pro stanoveni
snadnosti pouziti kitd pro rychlé, pohodlné, citlivé a
specifické mé&reni a lokalizaci angiostatinu. Tyto zkusehdl
kity zahrnuji, ale nejsou tak omezeny, ndsledujici techniky:
kompetitivni a nekompetitivni eseje, radioimunoeseje,
bioluminiscenéni a chemiluminiscenéni eseje, fluorometricke
eseje, sendvidové eseje, imunoradiometrické eseje, tetkové
bloty, s enzymy spojené eseje jako je ELISA, mikrotitra&ni
destitky, protildtkou potaené pdsky nebo namaeci pasky pro
rychlé monitorovini mofe nebo krve a imunocytochemii. Pro
kazdy kit se stanovi rozmezi, citlivost, pfesnost,
pohodlnost, specifilnost a reprodukovatelnost eseje.
Intraesejov4 a interesejové variace je stanovena v bodech,
odpovidajicich 20 %, 50 % a 80 % standardnich kfivek
vytésnéni nebo aktivity.

Jednim pfikladem esejového kitu obvykle pouZivaneho ve
vyzkumu a klinické praxi je radioimunoesejovy (RIA) kit.
Angiostatin RIA je ilustrovan ddle. Po Uspd3neé radiojodaci a
¢isténi angiostatinu nebo angiostatin peptidu se pridd
antiserum, vykazujici nejvy3si titr v n&kolika redénich do
zkumavek, obsahujicich relativné konstantni mnoZstvi
radioaktivity, jako 10000 cpm, ve vhodnem pufrovém systému.
Dalsi zkumavky obsahuji pufr nebo preimunni serum pro
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stanoveni nespecifické vazby. Po inkubaci pri 4 OC po 24
hodin se pfid4 protein A a zkumavky se vortexuji, inkubujise
pfi teploté mistnosti 90 minut a odstreduji pribliZné pri
2000 - 2500 x g pFi 4 OC pro vysrdzeni komplexd protilatky

navizané ke znadenému antigenu. Supernatant se odstrani

" odsitim a radicaktivita pelet se spolte na gama &itali.

fedéni antisera, které véaZe pfibliZn& 10 az 40 % znateného
peptidu po odelteni nespecificke vazby, je déle
charakterizovéno.

Potom se rozmezi feddni (pfibli%né 0,1 pg aZ 10 ng)
angiostatin peptidu pouZité pro vyvo] antisera hodnoti
pridavkem znimych mnoZstvi peptidu do zkumavek, obsahujicich
radioaktivné znaleny peptid a antiserum. Po dalsi inkubalni
periodé, napfiklad 24 aZ 49 hodin, se pfidd protein A a
zkumavky se odstfeduji, supernatant se odstrani a
radioaktivita v peletd se spotte. Vyté&snéni vazby
radioaktivné znateného angiostatin peptidu neznaZenym
angiostatin peptidem (standard) poskytne standardni k¥ivku.
Uréité koncentrace jinych angiostatin peptidovych fragmentd,
plasminogenu, angiostatinu z jinych druht, a homologni
peptidy se pfidévaji ke zkuSebnim zkumavkan pro
charakterizaci specifity angiostatinového antisera.

Extrakty rtzngch tkéni, zahrnuji, ale nejsou tak
omezeny, primirni a sekunddrni tumory, Lewislv plicni
karcinom, kultury angiostatin produkujicich bunék, placenta,
déloha a jiné tkan& jako je mozek, jdtra a intestinum, se
pripravi pouzitim technik, které jsou Usp&3né pouZity pro
extrakci angiostatinu. Po lyofilizaci nebo Speed Vac
tkifiovych extrakt, se prid4 esejovy pufr a rtzné podily se
umisti do RIA zkumavek. Extrakty znédmych angiostatin
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produkujicich bunék produkuji vytésiovaci kfivky, které jsou
paralelni se standardni kfivkou, zatimco extrakty tkéni,

které neprodukuiji angiostatin nevyt&siuji radioaktivné
znaéeny angiostatin z angiostatinového sera. Navic extrakty
mo¢i, plasmy a cerebrosplnélnl kapaliny z #ivo&ichl s
"Lew1sovym plicnim karcinomen se pfidaji do esejovych zkumavek
ve zvySenych mnoZstvich. paralelni vyt&stovaci kfivky
indikuji pouZitelnost angiostatinoveé eseje pro méreni
angiostatinu ve tkdnich a télesnych kapalindch.

Tkéfové extrakty, které obsahuji angiostatin jsou dale
charakterizovany tim, Ze se podily podrobi HPLC s reverzni
f4zi. Eluované frakce se odeberou, suli ve Speed Vac,
rekonstituuji v RIA pufru a analyzuji v angiostatinové RIA.
Maximdlni mnofstvi angiostatinové imunoreaktivity je umisténo
ve frakcich, odpovidajicich elugni poloze angiostatinu.

Esejovy kit poskytuje instrukce, antiserum, angiostatin
nebo angiostatin peptid, a poptfipadé radioaktivn& znaleny
angiostatin a/nebo ¢inidla pro srdzeni vdzanych komplexd
angiostatin-angiostatin protilatka. Kit je pouZitelny pro
méfeni angiostatinu v biologickych kapalindch a tkdfovych
extraktech Zivodich® a 1idi s nebo bez tumord.

Dal3i kit je pouzit pro lokalizaci angiostatinu ve
tkinich a buiikich. Tento angiostatin imunohistochemicky kit
poskytuje instrukce, angiostatin antiserum a popripade
blokujici serum a sekunddrni antiserum ptipojené ke
fluorescentni molekule jako je fluorescein isothiokyandt,
nebo k nékterému jinému &inidlu pouZitému pro vizualizaci
primdrniho antisera. Imunohistochemické techniky jsou dobre
znimé odbornikim v oboru. Tento angiostatin
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ve tkanovych Fezech a kultivovanych butikdch za pouziti jak
svstelné tak elektronové mikroskopie. PouZivd se jak pro
vyzkumné tak klinické ¢ely. Napriklad se provedou biopsie
tumort nebo se tyto odeberou a tkdné se nafeZou mikrotomem
pro hodnoceni mist produkce angiostatinu. Takovd informace je
“ poﬁiitelné pro diagnostické a popfipadé terapeutické tfely
pii detekci a 1é¢bé& rakoviny. Dalsi metodou pro vizualizaci
mist angiostatinové biosyntéza zahrnuji'radioaktivni znaeni
nukleovych kyselin pro pouziti v in situ hybridizaci k sondé
pro angiostatin messenger RNWA. Podobné miZe byt lokalizovan
angiostatin receptor, vizualizovén a kvantifikovan
imunohistochemickymi technikami.

Tento vyndlez je ddle ilustrovan nisledujicimi priklady,
které nejsou v zadném pfipadé tento vyndlez omezujici. Naopak
je treba zdiraznit, Ze je moZno uskute&nit rtznd jind |
provedeni, modifikace a jejich ekvivalenty, které po pretteni
popisu mohou samy o sob& byt zrejmé odbornikim v oboru aniZ
by byla pfekrotena my3lenka tohoto vyndlezu a/nebo rozsah
pripojenych ndroku.

P¥iklady provedeni vyndlezu

Priklad 1
Volba zvifeciho tumorového systému, ve kterém je rist

metastdz inhibovin primirnim tumorem a je urychlen po

odstranéni primdrniho tumoru.

Screeningem rtiznjch my$ich tumort schopnych inhibice
svjch vlastnich metast&z, byl vybrdn Lewislv plicni karcinom,
ve kterém primdrni tumor ¢inn& inhibuje plicni metastazy.
Syngenni C57B16/J 3est tydnd stafi sameCkové ny3i bylv
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injikovani (subkutdnni dorsum) 1 x 10 © tumorovych bungk.
Viditelné tumory se nejprve cbjevuji po 3-4 dnech. Kdy%
tumory mély velikost piblizné& 1500 mm3, byly myi nihodnd
rozdéleny na dv& skupiny. Primdrni tumor byl dplné vyrfiznut v
prvni skupin& a ponechin netknut ve druhé skupiné po
‘simulované operaci. Atkoliv tumory od 500 mm3 do 3000 mmS
inhibuji rtst metast&z, 1500 mm3 byl nejv&t3i primdrni tumor,
ktery mohl byt bezpefn& resekovdn s vysokym prezitim a ne
lokd1lnim znovu vyskytem.

Po 21 dnech byly v3echny my3i usmrceny a provedena
autopsie. V my3i s netknutym primirnim tumorem bylo &tyfi +2
viditelné metastdzy, ve srovnini s padesiti +5 metastdzami v
my5i, které byl tumor odstran&n (p < 0,0001). Tyto tdaje byly
potvrzeny hmotnosti plic, kterd je v t&sném souladu ‘s
tumorovym zatizenim, jak bylo dfive demonstrovéno. Bylo zde
400% zvySeni ve hmotnosti vlhkych plic u my3i, které mély své
tumory odstranény ve srovnidni s my3¥mi, ve kterych tumory
zUstaly intaktni (p< 0,0001).

Tento experimentdlni model poskytl reprodukovatelnd data
a popsany pokus je reprodukovatelny. Tento tumor je oznalen
"Lewis(lv plicni karcinom - nizko metastaticky (Lewis lung
carcinoma -low metastatic) (LLC-Low). Tumor také potlaluje
metastdzy tém&¥ shodnym zpisobem v SCID my¥ich, které jsou
deficientni jak v B tak T lymfocytech.

Priklad 2
Izolace varianty Lewisova plicniho karcinomu, kterd je vysoce

metastatickd, at je ¢i neni primdrni tumor odstranén




55

Vysoce metastatick4 varianta Lewisova plicniho karcinomu
vyrostla spontdnnd z LLC-Low buné¢né linie z prikladu 1 v
jedné skupin& my3i a byla izolovdna podle metod popsanych v
pfikladu 1 a opakovane transplantovdna. Tento tumor (LLC-
High) tvori vice neZ 30 viditelnych metastdz at je ¢1 neni

.—pfitomen primdrni tumor.

Ptiklad 3

Velikost metastiz a proliferaéni rychlosti tumorovych bunek v
nich. Vliv primirniho tumoru, ktery inhibuje metastdzy (LLC-

Low)

Ve viech pokusech byly pouzity my$i C57Bl6/J. Mysi byly
inokulovdny subkut4nné LLC-Low buiikami a o 14 dnl pozd€ji
byly odstran&ny primdrni tumory u poloviny my3i. 5., 10. a
15.den po odstrandni tumoru, my3i byly usmrceny. Byly ziskdny
histologické sekce plicnich metastdz. My3i s netknutym
primirnim tumorem mély mikrometastdzy v plicich, které nebyly
neovaskularizovény. Tyto metaStézy byly omezeny na primérné
12 a% 15 bun&®né vrstvy a nevykazujil vyznamnou velikost
zvi$eni ani 15 dnl po odstran&ni tumoru. Naopak, ?ivotichové
ze kterych byl primdrni tumor odstranen, vykazuji velke
vaskularizované metastdzy jiZ 5 dnd po operaci. Tyto
metastdzy prochdzeji dal¥im 4-ndsobnym zvy3enim objemu 15.den
po odstranéni tumoru (jak je potvrzeno hmotnosti plic a
histologii}. PfibliZn& 50 % zvifat, kterd m8la odstranéna
primirni tumor, uhynulo pred koncem pokusu ndsledkem
metastdz. Viechna zvifata s netknutym primdrnin tumorem

prezivaji do konce pokusu.
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Replika&ni rychlost tumorovych bun&k s metastdzami byla
stanovena spo&tenim jader vybarvenych pomoci BrdU, kterd byla
predem injektovdna do my3i. Vysoké procento tumorovych bunék
inkorporujicich BrdU do malych, avaskuldrnich metastdz zvirat
s netknutym primirnim tumorem bylo ekvivalentni BrdU
" inkorporaci tumorovych bun&k do velkych vaskularizovanjch
metastédz my3i, ze kterych byl odstranén primdrni tumor (obr.
3). Toto zjisténi potvrzuje, Ze ptitomnost primidrniho tumoru
nemd pfimy vliv na rychlost replikace tdmorov?ch bungk v
metastdzéach,

Na obr.3 levy panel pfedstavuje BrdU zna&ici index
tumorovych bunék v plicich za pFitomnosti nebo nepfitomnosti
primdrniho tumoru. Pied imunohistochemickym vybarvenim byly
Yezy permeabilizovény s 0,2M HCl po 10 minut a 3tépeny s 1
ug/ml proteinasy K (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim,
Némecko) v 0,2M Tris-HCl, 2 mM CaClp p¥i 37 OC 15 minut.
Index znageni byl hodnocen spoltenim procent pozitivnich
jader p¥i hodnot& 250 . Pravy panel na obr. 3 zndzoriuje
analyzu celkové plicni hmotnosti tumord s primdrnimi tumory
netknutymi nebo odstran&nymi 5., 10. a 15.den po operaci.
Zvifata byla usmrcena 6 hodin po intraperitonedlni injekci
BrdU (0,75 mg/my3) .

Priklad 4
Inhibice angiogenese v plicnich metastdzdch za pritomnosti

netknutého primédrniho tumoru

Pro méfeni stupnd vaskularizace v plicnich metastdzich
byly tkidn& vybarveny protildtkami proti von Willebrandovu
faktoru (endothelidlni specificky marker, dostupny od Dako
Inc. Carpenteria, CA). Metastdzy ze zvirat s netknutymi
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tumory tvorici tenky obal (8-12 vrstev tumorovych bunék)
kolem existujicich pulmonirnich cév. S vyjimkou
endotheliilnich bundk cévni vystélky nebyly Zadné buiky nebo
bylo milo bun&k pozitivnich pro von Willebrandiv faktor.
Naopak, plicni metastdzy zvifat 5.dnl po odstranéni
"priﬁérniho tumoru nebyly jen v&t3i, ale byly také
infiltrovany s kapildrnimi vyb&zky, obsahujicimi endothelidni
butiky, které jsou vybarveny von Willebrqndov?m faktoren.

V imunohistochemické analyze za pritomnosti
endothelidlnich buné&k v plicnich metastézach, mély plicni
metastdzy s primdrnim plicnim tumorem netknutym 19 dnd po
inokulaci, m&l obal tumorovych bun&k, obklopujici jiZ
existujici mikrocévy v plicich. Metastdzy byly limitovény 8
a? 12 bun&énymi vrstvami. Nebyla zde zfejmd Z%4dnd
neovaskularizace kolem mikrocév a neobsahuji Zddné nové
mikrocévy. Toto byla typickd maximdlni velikost avaskuldrnich

preangiogennich metastaz.

V imunohistochemické analfyze tkin& odebrané pé&t dnd po
resekci primirniho tumoru (19 dnd po inokulaci primdrniho
tumoru), obklopuji metastdzy ji% existujici cevy v plicich.
Naopak ve vzorku, kde nebyl primdrni tumor odejmut, byl tumor
neovaskularizovin. Netknuty primérni tumor tak inhibuje
tvorbu novych kapildrnich krevnich cév v metastdzach, ale

proliferace tumorovych bunék v metastdzdch neni neovlivnéna

primdrnim tumorem.

Priklad 5
primirni tumor inhibuje angiogenesi druheho tumoru
implantovaného do my3iho cornea. Rist tohoto druhého tumoru

je inhibovén.
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0,25 az 0,5 mm? Lewisova plicniho tumoru (LLC-Low)“bylo
implantovéno do my%iho cornea v den 0. (Muthukkaruppan Vr., a
spol., Angiogenesis in the mouse cornea. Science 205:1416-
1418, 1979). Primirni tumor byl vytvofen inokulaci 1 x 109
_ LLC-Low bun&k subkutdnné do dorsa, bud 4. nebo 7.den pred

cornedlnim implantem; nebo v den cornedlniho implantu; nebo
4. nebo 7.den po cornedlnim implantu. Kontrolni my3i dostaly
cornedlni implant ale ne subkutdnni tumor. Dal$i kontrolni
my3i dostaly cornedlni implant a inokulaci LLC-Hogh
tumorovych bunék do dorsa 4 dny pfed cornedlnim lmplantem
Cornea byla hodnocena denn& stereomikroskopii s klouzavou
lampou na rist cornedlniho tumoru (m&feno o&nim mikrometrem)
a na rust novych kapilirnich cév z okraje cornedlniho limbu.

U kontrolnich my3i, nenesoucich primarni subkuténni
tumor v&t3ina cornei (6/8) vyvinula neovaskular1zac1,
zaéinajici 6. a% 7.den po cornedlni implantaci a pokrafujici
do 10.dne. 10. den dosahly vaskularizované cornedlni tumory
pribli¥ng ¢tvrtiny objemu celého oka. Za pfitomnosti
primdrnich subkutdnnich LLC-Low tumord, cornedlni implanty se
nevaskularizovaly, jestliZe primirni tumor byl na misté |
alespolt 4 dny nebo vice pfed cornedlnim implantem (tabulka
1). Za nepritomnosti neovaskularizace rostly cornedlni tumory
pomalu jako tenké, bilé, avaskuldrni disky v corneu.

Nicmén&, jestliZe nebyl primdrni tumor implantovén do 4
dn po cornedlnim implantu, cornea vaskularizovala a 3/3
cornedlni tumory rostly podobnymi rychlostmi jako u tumor
nenesoucich kontrol. Za pfitomnosti primidrniho subkutdnniho
LLC-High tumoru v&t¥ina cornef (2/3) vyvinula
neovaskularizaci, za&inajici 7.den po cornedlni implantaci a
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pokratujici do 10.dne. 10.den op&t vaskularizované cornedlni
tumory doséhly pribliZné Ztvrtiny objemu celého oka.

Tabulka 1

Inhibice tumorové angiogenese v corneu primdrnim subkutannim

tumorem. [VZechny primdrni tumory jsou LLC-Low s vyjimkou
(*), ktery je LLC-High].

den o¢niho implantu 0 0 0 0 0 0 0

den implantu primdr- -7 -4 -4* (Q Zidny +4 47

niho tumoru

potet my3i s novymi 2/10 0/9 2/3 2/3 6/8 3/3 2/2
cornedlnimi cévami

10.den

Bylo by moZno olekévat, Ze 0/10 cornei by mohlo vykdzat
neovaskularizaci, jestliZe byl -implantovan primdrni LLC-Low
subkutdnni tumor 7 dni pfed implantem o¢niho tumoru (t.j. -
7). Nicmén& 2 z tumort (2/10) se staly nekrotickymi protoze
byly prilis velké (> 3 cmd).

Priklad 6

Primédrni netknuty tumor inhibuje angiogenesi indukovanou
sekubddrnim subkutdnnim implantem bdzického faktoru
fibroblastového ristu (basic fibroblast growth factor -

bEGF) .

I kdyZ experimenty popsané v prikladech V a VI ukazuji,
Ze primdrni tumer inhibuje angiogenesi v sekundarnich
metasdzdch, tyto studie neprozrazuji, zda primdrni tumor: (i)
inhibuje endothelidlni proliferaci (nebo angiogenesi) piimo,
nebo (1i) nepfimo potladovinim angiogenni aktivity
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metastatickych tumorovych bun&k. Pro rozli¥eni mezi té&mito
dvéma mo¥nostmi bylo ohnisko angiogenese indukovdno implatem
matrigelu, obsahujiciho bazicky fibroblastovy ristovy
faktor (bFGF). (Passanti A. a spol., A simple, quantitative
method for assessing angiogenesis and anti-angiogenic agents
_ usihg reconstituted basement membrane, heparin and fibroblaét
growth factor. Lab.Invest. 67:519, 1992).

Matrigel (extrakt zdkladnich membrénov?ch proteintl),
obsahujici bud 25 nebo 50 ng/ml bFGF za pfitomnosti heparinu,
byl injektovin subkutdnn& do ventrdlniho povrchu normdlni a
tumor nesouci my%i (LLC-Low). My3i byly usmrceny o 4 dny
pozd&iji a koncentrace hemoglobinu v gelu byla mé&fena pro
kvantifikaci tvorby krevnich cév. Ji% dfive bylo zjisté&no, Ze
potet novych cév, které vstupuji do matrigelu je v souladu s
koncentraci hemoglobinu. (Folkman J., Angiogenesis and its
inhibitors in "Improtant Advances in Oncology 1985", VT
DeVita, S. Hellman a S.Rosenberg, vyd., J.B.Lippincott,
Philadelphia 1985). N&které gely byly také ptipraveny pro
histologické hodnoceni. U normilni my3i byly Upln& Cervensg
matrigelové pelety, které obsahuji 50 ng/ml bFGF. Byly teéice
invadovény novymi kapildrnimi cévami a obsahuji 2,4 g/dl
hemoglobinu. Matrigel, ktery postrddd bFGF byl translucentni
a 3edy a obsahuje pouze 0,4 g/dl hemoglobinu (6-ndsobny
rozdil) . Naopak, matrigel z my%i s primirnim tumorem obsahuje
pouze 0,5 g/dl (obr. 4).

Tém&f (plnd inhibice angiogeneze v tomto pokuse
potvrzuje, %e pfitomnost Lewisova plicniho primdrniho tumoru
miize inhibovat p¥imo bFGF-indukovanou angiogenesi.
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Priklad 7
Transfer sera ze zvifete nesouciho tumor do zvireti, kterému

byl odstranén primdrni tumor potlatuje metastdzy

My&im byl implantovdn Lewistv plicni karcinom jak je

" popsano vy$e. Po 15 dnech kdy# tumory byly velikosti
priblizné 1500 mm3, byly my3i ndhodng rozddleny do &tyf
skupin, Tfi skupiny byly podrobeny kompletnimu chirurgickému
vyndti primidrniho tumoru; v jedné skupiﬁé byly tumory |
ponechdny na mist& (po similaci chirurgického postupu). My3i
ve tfech resek¥nich skupindch pak denné dostévaly
intraperitonedlni injekce salinického roztoku, sérum z
normdlni tumor nenesouci my3i nebo serum z my3i se 1500 mm3
Lewisovym plicnim karcinomem. Skupina my3i s tumory ponechdny
netknutymi dostévala salinické injekce. V3echny my3i byly
o3etrovény 21 dny, pak byla zvirata usmrcena a byly spolteny
plicni metastédzy (tabulka 2).



62

Tabulka 2
odstranény primdrni primdrni tumor
tumor netknuty
1é¢ba sal. serum z serum z salinické
(intraperi- normdlni my3i ne- injekce
tonedlni my3i souci
injekce) tumor
potet 5545 50+4 7+2 3+1

Tyto vysledky byly potvrzeny hmotnosti plic. p< 0,0001
pro rozdil mezi dvéma skupinami [(55&50) vs. (7&3)]. Podobné
vysledky byly ziskény za pouZiti angiostatinu z moci zvifat
nesoucich tumor. |

Priklad 8
Hovézi kapildrni endothelidlni (BCE) bun&Znd esej

BCE buiiky se pouZiji poue mezi pasdZemi 9 a 14. V den 0
byly buitky umist&ny na plotnu do Zelatinizované (1,5 % |
zelatiny v PBS pfi 37 ©C, 10 % COp po 24 hodin a pak
opldchnuty 0,5 ml PBS) 24 jamkovych desti&ek v koncentraci
12500 bun&k/jamka. Bufiky byly spo&teny za pouZiti
hemocytometru. Buiiky byly umistény na plotnu v 500 pul DMEM s
10 % teplem inaktivovaného (56 9C 20 minut) bovinniho télciho
sera a 1 % glutamin-pen-strep (GPS). -
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Priklad 8
Bovinni kapildrni endothelidlni (BCE) buné&lni esej

BCE butiky byly pouZity pouze mezi pasdZemi 9 a 14. V den
0 byly bunky BCE umistény do Zelatinované (1,5 % Zelatiny v
) PBé’pﬁi 37 9C, 10% CO po 24 hodin a pak promyty 0,5 ml PBS)
24jamkovych desti¢ek v koncentraci 12500 bun&k/jamka. Buiiky
byly spofteny za pouziti hemocytometru. Builky byly umistény
na plotnu v 500 pl DMEM s 10 % teplem inaktivovaného ({56 OC
na 20 min) bovinniho teleciho sera a 1 % glutamin-pen-strep

(GPS) .

BCE buriky byly podniceny nésledovné: Medium se odstrani
a nahradi se 250 pl DMEM/5% BCS/1 % GPS. Pak se do jamek
pridd testovany vzorek. (MnoZstvi se mé&ni v zdvislosti na
testovaném vzorku). Plotny se umisti pfi 37 ©C/10 % CO5 na
pfibliZné 10 minut. 250 pl DMEM/5% BCS/1% GPS se 2 ng/ml bEGF
se pridd do kazdé jamky. Kone&né medium je 500 pl DMEM/5 %
BCS/1 % GPS/ s 1 ng/ml bFGF. Plotna se vrdti do 37 9C/10 %
COy inkubdtoru na 72 hodin.

4.den jsou buiiky spotteny odstranénim media a pak
tryptinizaci viech jamek (0,5 ml trypsinu/EDTA) na 2 a% 3
minuty. Suspndované buiiky se pak transferuji do scintila&nich
lahviéek s 9,5 ml Hemetallu a spo&tou za pouiiti Coulter
counteru. Jednotka aktivity je mnoZstvi sera, obsahujiciho
angiostatin, které je schopné produkovat poloviéni maximdlni
inhibici kapildrni endothelidlni proliferace, jsou-li
endothelidlni butiky inkubovdn v bFGF 1 ng/ml po 72 hodin.



64

Priklad 9
Serum z my3i, nesouci nizkometastaticky Lewistv plicni tumor

(LLC-Low) inhibujici kapildrni endothelidlni bun&fnou

proliferaci in vitro

 Hovazl kapildrni endothelidlni buiiky byly stimulovany
bazickym fibroblastovym ristovym faktorem (bFGF 1 ng/ml) v
72-hodinové proliferaéni eseji. Serum z my31i, nesoucich
tumor, pfidané k témto kulturam inhibujé endothelidlni
bun&nou proliferaci dvkové zdvislym a reverzibilnim
zplisobem. Normdlni serum nebylo inhibiéni (obr. 3).
Endothelidlni bun&¢n4 proliferace byla inhibovédna podobnym
zplisobem (vzhledem ke kontroldm) serem ziskanym z tumor
nesoucich nu/nu my%i a SCID my5i. Po odstranéni primdrniho
tumoru angiostatinov4 aktivita zmizela ze sera b&hem 3-5 dnd.

Tumor nesouci serum také inhibuje bovinni aortické
endotheli4lni buitky a endothelidlni buriky ziskané ze
spontédnniho my%iho hemangioendotheliomu. (Obeso a spol.,
"Methods in Laboratory Investigation, A Hemangioendothelioma-
derived cell line; Its use as a Model for the STudy of "
Endothelial Cell Biology", Lab.Invest., 63(2), str. 259-269,
1990), ale neinhibuje buriky Lewisova plicniho tumoru, 373,
fibroblastd, buiky aortickych hladkych svalli, epithelia plic
norka nebo fibroblastt W138 plic lidského fetu.

Priklad 10
Serum z my3i, nesouci Lewislv plicni tumor (LLC-High), které
neinhibuje metastazy, neinhibuje kapildrni endothelidlni

bun&&nou proliferaci in vitro
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Serum z my3i, nesouci primdrni tumor LLC-High vyznamng&
neinhibuje proliferaci bFGF-stimulovanych hové&zich |
kapilédrnich endothelidlnich bun&k vzhledem ke kontrole. Takg,
jestliZe bylo toto serum podrobeno prvnim dv&ma stupfilm
¢isténi (heparin-Sepharosové chromatografie a gelovd
" filtrace), nebyla angiostatinovd aktivita nalezena v z4dnych

frakcich.

Priklad 11 |
Ascity z Lewisova plicniho karcinomu (nizko metastatickd),

také generuje angiostatinové serum

My$1i dostaly intraperitonedlni injekce bud LLC-Low nebo
LLC-High tumorové buiiky (106) a o jeden tyden pozd&ji 1-2 ml
byl krevni ascit ziskdn od kazdé z 10-20 my3i. Byl pozorovén
vysev mesentrického tumoru. My3i byly pak usmrceny. Bylo
ziskdno serum srde&ni punkci. Serum bylo také ziskdno z
normilni, tumor nenesouci my31i jako kontroly. Serum a ascity
byly odstfedény pro odstranéni bunék, a supernatanty byly
hodnoceny na hovézi kapildrni endotheliilni buiiky stimulované
bFGF (1 ng/ml)(viz pfiklad IX). Ascity, pochdzejici jak z
tumorovych typlt stimulujicich vyznamn& proliferaci
kapildrnich endothelidlnich bun&k (napZ. 100% proliferace)
proti kontrole po 72 hodin (obr. 6). naopak serum z
nizkometastatickych my3i inhibuje endothelidlni bun&&nou
proliferaci (inhibice 79 % kontroly). Serum z
vysokometastatické linie bylo stimulujici ze 200 %.

Tato data ukazuji, %e ascity z nizkometastatické linie
obsahuji prevahu stimuldtoru endothelidlniho rlstu vi&i
angiostatinu. Tento stav je analogicky pevnému primdrnimu
tumoru. Navic anglostatinovd aktivita se objevuje v seru, jak
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byla bez stimulaéni aktivity. Tento zplsob je podobny jako u
pevného primdrniho tumoru (LLC-Low). Ascity z vysoce
metastatického tumoru (LLC-High) se také jevi jako obsahujici
pfevahu endothelidlniho bunééného stimuldtoru, ale
angiostatin nemohl byt v seru identifikovéan.

Priklad 12
Frakcionace angiostatinu ze sera sloupcovou chromatografii a

analyza rist inhibujicich frakci pomoci SDS-PAGE

Pro &i%¥téni angiostatinového(ych) ser, bylo spojeno
serum z my3i, nesoucich tumor. Inhibi&ni aktivita, hodnocend
podle vy%e popsané in vitro eseji inhibitorové aktivity, bylo
postupné chromatografovdnoza pouZiti heparin-Sepharosy,
Biogel AO,5 mm agarosy a n&kolika cykld vysokotlakové -
kapalinové chromatografie s C4-reverzni fizi (HPLC). SDS-PAGE
HPLC frakce, kterd obsahuje endothelidni inhibitorovou
aktivitu, poskytuje oddé&leny pds o zjevn& redukované M, 38000
Daltonli, ktery byl ¢istén pZibliZn& 1 milion-ndsobn& (viz
tabulka 3) na specifickou aktivitu pfiblizn& 2x107. V riznych
stadiich Zisténi byly spojené frakce testoviny se
specifickymi protildtkami na pfitomnost zndmych
endothelidlnich inhibitorl. Destilkovy faktor-4,
thrombospondin, nebo transformani ristovy fktor beta, nebyly
nalezeny v &4steén& &isténych nebo &isté&nych frakcich.

Tabulka 3
specifickd aktivita ndsobek
(jednotky*/mg) ¢isteéni
serum 1,69 1
heparin sepharosa 14,92 8,8

Bio-gel AQO,S5m 69,96 41,4
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HPLC/C4 2x107 1,2x100

*Jednotka aktivity je takové mnoZstvi sera, obsahujicihé
angiostatin, které je schopno produkovat polovinu maximilni
inhibice kapildrni endothelidlni proliferace, jsou-li

- endothelidlni buitky inkubovény v bFGF 1 ng/ml po 72 hodin.

Priklad 13
Frakcionace angiostatinu z mo&i sloupcovou chromatografii a

analyza rist inhibujicich frakci pomoci SDS-PAGE

Cisténi endothelidlniho bun&&ného inhibitoru(d) ze sera
je znesnadnéno malym objemem sera, které bylo ziskdno z kaidé

my51i a velkym mnoZstvim proteinu v seru.

Mo¢ z my3i, nesoucich tumor, byla analyzovéna a
shleddno, Ze obsahuje inhibitor endothelidlni bun&&né
proliferace, ktery neni pfitomen v mo&i tumor nennesoucich
my$5i a z my$i s LLG-High tumory. Ci3t&ni endothelidlni
buné¢né aktivity bylo provedeno stejnou strategii, kterd byla
pou%ita pro ¢isténi sera (popsédno vy%e) (obr.7).

Obr. 7 predstavuje chromatografii s C4 reverzni fazi
¢dste€né ¢1i%téného sera nebo mo¢i z tumor nesoucich zvirat.
VS8echny frakce byly hodnoceny na bovinni kapildrni
endothelidlni buiiky s bFGF v eseji 72-hodinové proliferace
jak je popsédno v prikladu IX. Odd&leny pik inhibice byl
zfejmy v obou prfipadech eluujicich ve 30 aZ 35 % acetonitrilu
ve frakci 23. SDS-polyakrylamidovd gelové elektroforéza
inhibiéni frakce ze tretiho cyklu chromatografie s C4
reverzni fazi sera z tumor nesoucich zvirat ukazuje jediny
pds prfl asi 38000 Daltonech.
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Priklad 14
Charakterizace cirkulujiciho angiostatinu

Endothelidlni inhibice byla studovéna postupen popsanym
v pfikladu 9. Angiostatin byl izolovdn na kolon& Synchropak
"HPLC C4. (Synchrom, Inc. Lafayette, IN). Inhibitor byl
eluovan pri 30 az 35% acetonitrilovém gradientu. P¥i natrium
dodecylsulfdtové polyakrylamidové gelové elektroforéznim
(PAGE) gelu za redukZnich podminek (B-merkaptoethanol (5%
obj./obj.), proteinové pisy s aktivitou eluuji p#i 38
kilodaltonech, Za neredukujicich podminek eluuje protein s
aktivitou p#i 28 kilodaltonech. Aktivita byla nalezena v
podobnych bodech, kdy byl po&iteéni vzorek izolovin z moZo
nebo ze sera. Aktivita nebyl detegovdna v %4ddném z jindch
pasd.

Aktivita spojend s p4sy zmizela pfi zah#4t{ (100 oC na
10 minut) nebo zpracovini s trypsinem. KdyZ byl pés s
aktivitou extrahovdn smé&si voda/chloroform (1:1), byla
aktivita nalezena pouze ve vodné fizi.

Ptiklad 15
Cisteni inhibi¢nich fragmentd z lidského plasminogenu

Plasminogenové lysin vazebné misto I bylo ziskino od
Sigma Chemical Company. Pfipravek je ¢istény lidsky
plasminogen po 3tépeni elastasou. Lysin vazebné misto I
ziskané timto zplisobem je populace peptidt, které obsahuji,
ve spojeni, alespodt tfi trojité-smyzkové struktury (Zisla 1
az 3) v plasmin A-feté&zci (Kringle 1+2+3). (Sotrup-Jensen L
a spol., v Progress in Chemical Fibrinolysis and
Thrombolysis, dil.3, 191, Davidson J.F. a spol. vyd. Raven
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Press, New York 1978 a Wiman B. a spol., Biochemica et
Biophysica Acta, 579, 142 (1979)). Plasminogenové lysin
vazebné misto I (Sigma Chemical Company, St.Louis, MO) bylo
resuspendovdno ve vod& a naneseno na kolonu s C4-reverzni
fazi, které byla ekvilibrovdna s HPLC-grade vodou/0,1 % TFA.
~Kolona byla eluovdna gradientem voda/0,1 % TFA aZ
acetonitril/0,1 % TFA a frakce byly odebrédny do
polypropylenovych zkumavek. Podil kaZdé byl odpafen ve speed
vac, resuspendovidn s vodou a aplikovan ﬂé BCE v proliferalni
eseji. tento postup byl opakovin dvakrdt pro inhibiéni frakce
za pouZiti podobného gradientu pro eluci. Inhibiéni aktivita
eluuje pfi 30-35 % acetonitrilu v koneéném prichodu C4
kolonou. SDS-PAGE inhibi¢ni frakce poskytuje tf¥i oddélené
pdsy zjevn& redukované molekulové hmotnosti 40, 42,5 a 45 kd.
SDS-PAGE za nereduk¢nich podminek poskytuje t¥i pédsy
molekulové hmotnosti 30, 32,5 a 35 kd.

Priklad 16
Extrakce inhibi¢ni aktivity z SDS-PAGE

Ci4t&né inhibi¢ni frakce z ¢i%té&ni na bdzi lidského
plasminogenu byly dé&leny pomoci SDS-PAGE za nedenaturujicich
podminek. Plochy gelu, odpovidajici pdstm viditelnym v
sousednich drahdch s nanesenymi stejnymi vzorky pfi vabarveni
st¥ibrem byly vyfiznuty z gelu a inkubovédny v 1 ml
salinického fosfdtového pufru p#i 4 9C po 12 hodin v
polypropylenovych zkumavkich. Supernatant byl odstranén a
dialyzovén dvakrit proti salinickému roztoku po 6 hodin
(MWCO = 6-8000) a dvakrit proti destilované vod& po 6 hodin.
Dialyz4ty byly odpafeny vakuovym odstfed&nim. Produkt byl
resuspendovin v salinickém roztoku a aplikovan k bovinnim
kapildrnim endothelidlnim bufikdm stimulovanym 1 ng/ml
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bdzického fibroblastového ristového faktoru v 72 hodinové
eseji. Protein extrahovany z kazdého ze tfi pdst inhibuje
kapildrni endothelidlni burky.

Priklad 17
"Studie 1é&by plasminogenovym fragmentem

My31 byly implantovény Lewisovymi plicnimi karcinomy a
podrobeny resekci pri velikosti tumord 1500-2000 mm3. V den
operace byly my3i ndhodné rozdeleny na 6 skupin po 6 my$ich.
My5i denn& dostdvaly intraperitonedlni injekce se t¥emi
¢isténymi inhibi¢nimi fragmenty lidského plasminogenu, celého
lidského plasminogenu, moéi ze zvifat nesoucich tumor, mo&i z
normalnich my3i nebo salinicky roztok. Jedna skupina zvifat
nesoucich tumor, kter4 dostala pouze simulovany postup, .byla
oSetfovdna salinickymi injekcemi. Ihned po odstranani
primdrniho tumoru my$i dostaly intraperitone4dlni inekci 24 Lg
(1,2 mg/kg/den/my3) inhibiénich plasminogenovych fragmentl
jako néstupni dévku. Potom dostdvaly denné intraperitonedlni
injekce 12 pg inhibigniho fragmentu (0,6 mg/kg/den/mys) po
dobu trvani pokusu. Kontrolni myéi dostaly stejnou divku celé
plasminogenové molekuly po odstrandni tumoru. Pro o%etifeni
mo¢i se mo¢ od normdlni nebo tumor nesouci my3i filtruje,
dialyzuje intenzivng, lyofilizuje a pak resuspenduje ve
sterilni vodé pro ziskini 250 ndsobné koncentrace. My$im se
podava 0,8 ml dialyzovaného my3iho koncentratu, bud od mysi,
nesoucich tumor nebo normélnich my3i, ve dvou
intraperitonedlnich injekci v den odstranéni tumoru jako
nastupni ddvce. Tyto potom dostévaji denni intraperitonedlni
injekce 0,4 ml dialyzované a koncentrované mo&i v pribéhu
pokusu. V 1léCeni se pokraluje 13 dnit a pak byly my3i usmrceny
a provedena autopsie.
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Vysledky pokuslt jsou uvedeny na obr. 8 a 9. Obr. 8
pfedstavuje povrch plicnich metastdz po 13 dnech lé&eni.
Povrchové plicni metastdzy oznaluji polet metasdz, které'jsou
viditelné v plicich my3i pfi autopsii. Ke stanoveni poctu
metasdz byl pouiit stereomikroskop. Obr. 8 pfedstavuje
“primérny polet povrchovych plicnich metasaz, které byly
spo¢teny a byla stanovena standardni chyba mé&feni. Jak je
uvedeno, nevykazuje skupina my3i s pritomnym primdrninm
tumorem metastdzy. My3i ve kterych primdrni tumor byl
resektovén a byly o3etfeny se salinickym roztokem, vykazuji
intenzivni metasdzy. My3i o3etrené fragmentem lidského
plasminogenu nevykazovaly Z4dné metastdzy. My3i o3etrené
‘celym plasminogenem vykazovaly rozsdhlé metatdzy indikujici,
Je cel4 plasminogenovd molekula neméla Zadnou endothelidlni
inhibiéni aktivitu. Ty my3i, které byly o3etfeny dialyzovanou
a koncentrovanou mo&i my3i, nesoucich tumor, nevykazovaly
74dné metastdzy. My3i oZetrené koncentrovanou mo¢i z normdlni
ny$i vykazovaly rozsdhlé metasdzy. P*i stanoveni hmotnosti
plic byly ziskdny podobné vysledky (obr. 9).

Priklad 18
Aminokyselinov4 sekvence my3iho a lidsk&ho angiostatinu.

Aminokyselinovd sekvence angiostatinu izolovaného z my3i
moll a angiostatinu izolovaného z prfipravku fragmentu
lidského lysin vazebného mista, byly stanoveny na Applied
Biosystem Model 477A protein sekvendtoru.
Fenylthiohydantoinové aminokyselinové frakce byly
identifikovany pomoci on-line ABI Model 120A HPLC.
Aminokyselinovad sekvence stanovend od N-termindlni sekvence a
tryptickych digestd my3iho a lidského angiostatinu indikuje,
Ze sekvence angicstatinu je podobnd sekvenci zac¢inajici pfi
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aminokyselinové sekvenci 98 my¥iho plasminogenu. Tedy
aminokyselinovd sekvence je molekula, obsahujici protein,
majici molekulovou hmotnost mezi pfiblizn& 38 kilodaltony a
45 kilodaltony jak je stanoveno redukZni polyakrylamid gelové
elektroforézy a majici aminokyselinovou sekvenci v podstaté
"~ podobnou sekvenci fragmentu my3iho plasminogenu zaZinajici
pri aminokyseling &islo 98 intaktniho my%iho plasminogenu.
Za¢inajici aminokyselinovd sekvence my3iho angiostatinu (SEQ
IN NO: 2) je uvedena na obr. 1. Délka aminokyselinové
sekvence miZe byt mirné delsi nebo krat3i ne% je uvedeno na
obr. 1.

Analyza N termindlni aminokyselinové kyseliny a
tryptickgch digestlt aktivni frakce lidského lysin vazebného
mista I (viz pfiklad 15) ukazuje, Z%e sekvence frakce za&ini
pri pribliZné& aminokyselin& 97 nebo 99 lidského plasmiﬁogenu
a lidského angiostatinu je homologni s my$im angiostatinem.
Zatinajici aminokyselinovd sekvence lidského angiostatinu
(start pfi aminokyseliné 98) je uvedena na obr. 2, (SEQ ID
NO:3). Aminokyselinovd sekvence my3iho a lidského |
angiostatinu je porovndna na obr. 2 s odpovidajicimi
aminokyselinovymi sekvencemi z plasminogenu jinych druhti,
zahrnujicich prase¢f, hovdzi a Rhesus opi%i plasminogen, a
indikuje pZitomnost angiostatinu v t&chto druzich.

Priklad 19
Exprese lidského angiostatinu v E.coli

pTrcHisA vektor (Invitrogen) (obr.10) byl pouiit k
dosazeni vysoké hladiny requlované transkripce z trc
promotoru pro zvy3enou transla¢ni d&innost eukaryotickych
genl v E.coli. Angiostatin je exprimovin fuzovany k N-
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termindlnimu nikl-vdzajicimu polyhistidinovému konci pro
jednostuptiové &isténi vyuzivajici pryskyfic s afinitou ke
kovim. Enterokinasové §té&pici rozpozndvaci misto ve fuznim
peptidu umoZriuje ndsledné odstranéni N-termindlniho
histidinového fuzniho peptidu z ¢i3té&ného rekombinantniho
-proteinu. Rekombinantni lidsky angiostatin protein byl
zji%t&n jako vdzajici lysin; je kfi%ové reaktivni s
monoklondlnimi protildtkami specifickymi pro kringle regiony
1, 2 a 3 a inhibuje bFGF-fizenou endothelidlni buné&fnou

proliferaci in vitro.

Pro konstrukci inzertu se ziskd genovy fraagment,
kodujici lidsky angiostatin z lidské jaterni mRNA, kterad se
reverznd transkribuje a amplifikuje za pouiti polymerasové
tet&zové reakce (PCR) a specifickych primerd. Produkt 1131
bdzovych pard koduje aminokyseliny 93 aZ 470 lidského
plasminogenu. Amplifikovany fragment byl klonovin do
XhoI/Kpnl mista pTrcHisA a vysledny konstrukt transformovén
do XL-1B (dostupny od Stratagene) E.coli hostitelské buiky.
Kontrolni klon, obsahujici plasmidovy vektor pTrcHisA samotny
byl transformovin také do XL-1B E.coli hostitelskych bunék.
Tento klon je oznalovdn jako vektorovy kontrolni klon. Oba
klony byly &istény shodn& jak je popséno ddle.

Exprimujici kolonie byly zvoleny ndsledujicim zplsobem.
Kolonie vzniklé z E.coli transformované genem, kodujicim
angiostatin rostly na IPTG impregnovanych nitrocelulozovych
filtrech a pfevrstveny na LB agarové plotny. Po IPTG vyvolani
exprese byly kolonie lyzoviny na nitrocelulozovych filtrech.
Nitrocelulozové pfenosy byly blokoviny, promyty a sondovany
se dvéma monoklondlnimi protildtkami (mAbs Dcd a
Vap;S.G.McCance a F.J.Castellino, University of Notre Dame),
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které rozpoznivaji specifickou konformaci angiostatinu. Byly
selektovény silné exprimujici kolonie rozpozndvané mAbs.

K identifikaci optimdlni doby pro maximdlni expresi byly
burtiky odebriny v riznych &asech pred a po vyvolidni IPTG a
‘vystaveny opakovanym cykllm zmrazeni-tani, ndsledovanym
analyzou s SDS-PAGE, imunoblotingem a sondovdnim s mAbs Dcd a
Vap.

Z nich byl selektovdn pTrcHisA/HAsH4. Indukce s IPTG
byla 4 hodiny, pak byly pelety bun&k odebrany a
resuspendovdny v 50 mM Tris PH 8,0, 2 mM EDTA, 5% glycerolu a
200 mg/ml lysozymu a mich4ny 30 min pfi 4 OC. Ka%e byla
odstredovdna pri 1400 ot./min po 25 min a pelety byly
resuspendovany v 50 mM Tris pH 8,0, 2 mM EDTA, 5% glycerolu a
0,1 % DOC. Tato Suspenze byla michdna 1 h pri 4 °¢C a pak
odstfedovdna p#i 14000 ot./min. 25 min. Supernatantovd frakce
v tomto stupni obsahuje exprimovany angiostatin. E.coli
exprimovany lidsky angiostatin byl zji3tén jako vykazujici
fyzikdlni vlastnost nativniho angilostatinu, to jest schopnost
vdzat lysin. E.coli exprimovany angiostatin byl tak &istén
Pfes lysin-sepharose (Pharmacia nebo Sigma) kolonu v jediném
stupni. Eluce angiostatinu z kolony byla 0,2M epsilon-amino-
n-kapronovou kyselinou pH 7,5.

Po téchto pokusech byla provedena 101 fermentaéni vsddka
klonu pTrcHisa/HAsA4. Buiky ziskané z této indukce ve velkém
byly peletovény a resuspendovdny v 50 mM Tris pH 1,3,
rozlaminy pfi 10000 psi, tFikrdt zchlazen na 10 OC v mezi -
pasdZich. Ziskany lyzat byl odstfedovan pfi 10000 ot/min po
30 min p#i 4 OC a exprimovany angiostatin byl izolovin pres
lysin-sepharosu (obr. 11).
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¢istény E.coli exprimovany lidsky angiostatin byl
dialyzovin odsadvanim proti vodé a lyofilizovan. Exprimovany
lidsky angiostatin byl resuspendovén v mediu (DMEM, 5% BCS,
1% gentamycin/penicilin/streptomycin) k hodnoceni koncentrace
3 ug/ml a pouzit v hovézich kapildrnich endothelidlnich (BCE)
“ bun&énych esejich in vitro, jak je popsdno v prikladu 8.
Podobn& kontrolni klon, obsahujici vektor samotny bYl
zpracovavan stejnym zplsobem jako klon pTrcHisA/HASH4. Byl
indukovan shodn& s IPTG, a bakteri4dlni lyzadt byl pouZit k
vazani lysinu, eluovdn s 0,2M aminokapronovou kyselinou;
dialyzovén odsdvanim a lyofilizovdn. Tento kontrolni
pripravek byl resuspendovan v mediu také pfi hodnocené
koncentraci 3 pg/ml. Vzorky rekombinantniho angiostatinu a
kontroly byly ziskény z rlznych indukénich a fermentatnich
vsddek jako# 1 separdtnich Zisténi a byly kodovéany v
EntreMed, Maryland. BCE eseje byly provedeny s témito
kodovanymi vzorky ve slepém zplisobu v Children's Hospital,

Boston.

vysledky BCE eseji rekombinantniho lidského angiostatinu
ukazuji, Ze lidsky angiostatin exprimovany v E.coli inhibuje
proliferaci BCE bun&k diky bFGF (pouZity v 1 ng/ml) (obr. 12).
Z4sobni rekombinantni angiostatin v mediu (asi 3 pg/ml) byl
pouzit v feddni 1:5, 1:10 a 1:20. Procenta inhibice byla
vypoétena nasledovné:

po¢et bunék 5 angiostatinem - poet bunék v den 0
]__
potet bund&k s bFGF samotnym - polet bunék v den 0

Procenta inhibice BCE bun&&né proliferace byla
srovnatelnd nebo vy33i ne’ z plasminogenu ziskaného
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angiostatinu v jinych koncentracich. Vysledky z opakovanych
provedeni BCE eseje jsou zndzornény na obr. 13, kde pti
Fedéni 1:5 z&sobniho roztoku poskytuje rekombinantni
angiostatin podobnd procenta inhibice jako se ziskaji s
angiostatinem ziskanym z plasminogenu. Obr. 13 pfedstavuje
" prekvapujici vysledek, %e lidsk4 rekombinantni angiostatin
protein inhibuje vice ne% ze 60 % a i nad 75 % BCE
proliferace v kultufe.

Priklad 20
Angiostatin udr?uje latentost mikrometasdz pri zvyseni
rychlosti apoptozy

Nasledujici subkutdnni inokulace C57 BL6/J my3i s
butikami Lewisova plicniho karcinomu (1 x 106), se vyvinuly
primdrni tumory pribliZn& velikosti 1,5 cm3. Zvifata byla
podrobeny bud chirurgickému odstran&ni primirniho tumoru nebo
simulovanému chirurgickému zékroku. 5., 10. a 15.den po
chirurgickém zdkroku byly my$i usmrceny a jejich plice
pfipraveny pro histologické hodnoceni. Zvifata s odejmutymi
tumory vykazuji masivni proliferaci mikrometastiz ve srovnini
se kontrolami se simulovanou operaci (obr. 14). Tyto Zmény
byly spojeny s vyznamnym zvy$enim hmotnosti plic. Analyza
proliferace tumorovych bun&k, m&Zeno pdle pfijmu brom- _
deoxyuridinu (BrdU) nevykazuje #4dné rozdily mezi zvifaty s
netknutymi primdrnimi tumory nebo odfiatymi tumora 5., 9. a
13. den, coZ znamend, %e zvy3eni hmoty tumoru by nemohlo byt
vysvétleno zvy3enou proliferaci (obr. 15). V souladu s tim
byla u té&chto zvirat hodnocena buné®nid smrt. Apoptosa, proces
bunélne smrti je zdvisl4 na zméndch v genové expresi a podil
na eliminaci bun&k béhem vyvoje a v rychle proliferujicich
tkanich jako je tenké strevo, byl hodnocen imunohistochemicky
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znatenou fragmentovanou DNA technikou termindlni
deoxynukleotidyl transferasy (TdT). Apopticky index byl
stanoven v kazdém ¢ase usmrceni. Odstran&ni primdrnich tumort
plsobi statisticky vyznamné zvy3eni (pfibliZné 3 aZ 4krat)
indexu apoptozy ve viech hodnocenych &asech (obr. 13).

Toto je podpofeno o¥etfenim my3i s odstranénymi
primirnimi tumory exogennim supresorem angiogenese. Tato
substance, TNP-1470 (O—chloracetylkarbaﬁoyl fumagillol, dtive
nazyvany AGM-1470) je analogem fumagillinu s uvadénou
antiangiogenni aktivitou. Subkutdnni injekce TNP-1470 (30
ng/kg kazdé dva dny) poskytuje vysledky, které byly velmi
podobné vysledkim popsanym vy%e pro zvirata, kterd méla
netknuté primérni tumory.»Tato zvifata vykazuji men3i
hmotnost plic, ekvivalentni prolifera¢ni index a zvy3eny
apopticky index ve srovndni se salinickymi ijektovangmi

kontrolami (obr.16).

Tyto hodnoty indikuji, Ze metasdzy zistdvaji latentni,
je-11 proliferace tumorovych bun&k v rovnovdze s ekvivalentni
rychlosti bundtné smrti. Odstranéni primdrniho tumoru pisobi
rychlé zvy3eni rlstu metastdz, pravd&podobné diky odstrané&ni
inhibitord angiogenese (angiostatin), které kontroluji
metastaticky rist zvysenim apoptozy v tumorovych burikdch.
Tyto G&inky jsou podobné tém, které je moZno pozorovat po
odstranéni primirnich tumor a podéni exogenniho inhibitoru
angiogenese. Souhrnn&, tyto Gdaje naznaéuji, %e primdrni
tumor uvolfiuje angiostatin, ktery udrZuje latentnost

mikrometasaz.

Priklad 21
O%etrfeni primdrnich tumort 5 angiostatinem in vivo
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Angiostatin byl ¢i3t&n z lidského plasminogenu
limitovanym elastasovym 3t&penim jak je popséno v p¥ikladu 15
vySe. Angiostatin byl resuspendovan ve fosfitem pufrovaném
salinickém roztoku pro podani Zest tydnd starym samcim my31
“C37B16/J. Zvirata byla implantovina subkutinnd 1 x 106
tumorovymi butikami bud’ Lewisova plicniho karcinmu nebo T241
fibrosarkomu. O¥etfeni angiostatinem zapoéalo po &tyrech |
dnech, kdy velikost tumord je 80-160 mm3 . My5i dostaly
angiostatinové injekce bud v jediné injekci 40 mg/kq nebo
dvou 80 mg/kg injekcich intraperitonedln& (ip) nebo
subkutdnné (sc). Zvifata byla usmrcena v raznych &asech po
o5etfeni v rozmezi 19 dnt.

Angiostatin poddvany v denni dévce 40 ng/kg ip,
produkuje vysoce vyznamnou inhibici rtstu T241 primarnich
- tumort (obr. 17). Tento inhibi&ni vliv na rist byl viditelns
zfejmy béhem 2 dnd a zvy$eny rddové b&hem Easového prib&hu
studie. 18.den m&ly my$i o3etfené angiostatinem tumory, které
¢inily pfibliZng 38 % objemu u salinickym roztokem |
injektovangch kontrol. Tyto rozdily byly statisticky vyznamné
(p < 0,001, Studentiv t-test).

Angiostatinové oZetreni (celkovd divka 80 ng/kg/den,
poddno dvakrit dennd v divce 40 mg/kg ip nebo sc) také
vyznamng redukuje ristovou rychlost LLC-LM primdrnich tumort
(obr. 17). Tento inhibi¢ni G¢inek byl zrejmy po 4 dnech a po
celou ndsledujici dobu hodnoceni byl ridovs zvySen. V
posledni den pokusu (19.den) vykazovaly angiostatinem
oSetrené mysi objem tumoru, ktery byl pouze 20 % objemu u
salinicky injektovanych kontrol, coz je vyznamny rozdil (p<
0,001 Studentiv t-test).
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V daldich seriich pokust byl angiostatin poddvan (50
mg/kg ql2h) my3i s implantovanymi burikami T241 fibrosarkomu,
Lewisova plicniho karcinomu (LM) nebo sarkomu retikuldrnich
bungk. Pro kazdy typ tumorovych bunék mély my3i, které
dostaly angiostatin podstatné redukovanou velikost tumoru.
~Obr. 19 demonstruje, Ze pro T241 fibrosarkom angiostatinem
o¥etfené my3i mély objemy tumord, které ¢inily pouze 15 %
objemu u neo3etfené mysi 24.den. Obr. 20 demonstruje, Ze pro
Lewislv plicni karcinom (LM) angiostatinem o3etfené my3i mély
primérné objemy tumorl,, které éiniiy pouze 13 % objemu u
neoletfené my5i 24.den. Obr. 21 demonstruje, Ze pro sarkom
retikula mé8ly angiostatinem o%etrené my3i objemy tumord,
které byly pouze 19 % objeml u neo¥etrenych my3i ve 24.den.
Data predstavuji primér ze 4 my3i v daném &asovém bodé.

Tyto vysledky demonstruji, Ze angiostatin je extrémné
potentnim inhibitorem ristu t#i rdznych primdrnich tumord in

Vivo.

priklad 22
O%etreni in vivo angiostatinem my3i s primdrnimi tumory

ziskanymi z lidskych bunék

Byl studovén vliv angiostatinu na dv& lidské tumorové
bun&né linie, karcinom lidské prostaty PC-3 a lidsky
karcinom prsu MDA-MB. Imunodeficientnim my3im SCID byly
implantovany lidské tumorové butky a my3i byly o3etreny 50
mg/kg angiostatinu kazdych 12 hodin v podstaté jak je popsdno
v prikladu 21. Vysledky demonstruji, Ze angiostatin protein
podle predloZeného vyndlezu je potentni inhibitor ridstu
lidskych nddorovych bunék. Obr. 22 ukazuje, %Ze u lidského
karcinomu prostaty PC-3 angiostatinem o3etrené my3i mély
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pouze 2 % primérného objemu tumoru ve srovnini s neo%etPenou
kontrolou my3i 24.den. Obrdzek 23 ukazuje, %e u karcinomu
MDA-MB lidského prsu mély angiostatinem oZetfené my3i pouze §
% primérného objemu tumoru ve srovndni s neoletfenou
kontrolou my3i 24.den.

Priklad 23
Genovd terapie - V1iv transfekce angiostatin genu na objem

tumoru

DNA sekvence o 1380 pdrech bdzi pro angiostatin ziskany
z my31 plasminogenové cDNA (ziskani z American Type Culture
Collection (ATCC)), kodujici my$i plasminogenové
aminokyseliny 1-460, byla generovdna za pouZiti PCR a
inzertovédna do expresniho vektoru. Expresni vektor byl
transfektovdn do T241 fibrosarkomovych bun&k a transfektované
butiky byly implantovdny do my3i. Kontrolni my$i dostaly bud
netransfektované T241 buitky nebo T241 buiiky transfektované
pouze vektorem (tj. angiostatin neexprimujicimi bwikami). T#i
klony bunék enprimujicich angiostatin byly pouZity v tomto
pokuse. V prub&hu &asu byl stanoven prim&rny objem tumoru.
Vysledky vykazuji prekvapivou a vyraznou redukci primérného
objemu tumoru u my3i s bun&énymi klony, exprimujicimi
angiostatin ve srovnéni s netransfektovanymi a
neexprimujicimi kontrolnimi bufikami.

My51 DNA skvence, kodujici my$i A protein je ziskina z
my$5i plasminogenové cDNA. My3i angiostatin zahrnuje mysi
plasminogen kringle regiony 1-4. Schematickd konstrukce
tohoto klonu je uvedena na obr. 24.

MySi angiostatin proteinové klony byly transfektovany do
T241 fibrosarkomovych bundk za pouziti LIPOFECTINTM
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transfek&niho systému (dostupny od Life Technologies,
Gaithersburg, MD). LIPOFECTINTM &inidlo je 1:1
(hmotn./hmotn.) liposomovy pfipravek kationtového lipidu N-
[1-(2,3-dioleyloxy)propyl] -N,N,N-trimethylamoniumchlorid
(DOTMA) a diolekoyl fosfatidylethanolaminu (DOPE) v
membrdnové filtrované vod&.

Postup p¥echodné transfekce bundk je ndsledujfci:

1. T241 buiky rostou v 60 cm? miskdch pro tkdfovou kulturu s
vysevem = 1-2 x 107 bundk ve 2 ml vhodného” rustového media

doplnéného serem.

2. Bunlky se inkubujf{ p¥i 37 ©C v CO, inkubdtoru aZ jsou bumky
ze 40-70 % konfluentni, coZ je obvykle za 18-24 hodin, ale
doba se mé&n{ podle riznych bun&&nych typl. T241 tumorové
bunky byly konfluentn{ z p¥ibliZn& 70 %.

3, P¥ipravi se ndsledujic{ roztok ve 12 x 75 mm sterilnich

zkumavkdch:

Roztok A: pro kaZdou transfekci se z¥ed{ 5 pzg DNA ve 100 pl
sera prostého OPTI-MEM I Reduced Serum Medium (dostupné od
Life Technologies) (mUZe byt také pouZita deionizovand voda

distoty pro tkdriovou kulturu).
Roztok B: pro kaZdou transfekci se z¥ed{ 30 pg LIPOFECTINu ve

100 zl1 OPTI-MEM media.

4. Spojf se dva roztoky, opatrn& promichajf{ a inkubujf{ se p¥i
teplot& mistnosti 10-15 min.

5. Bunlky se promyji sera prostym mediem.
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6. Pro kaZdou transfekci se p¥id4 0,8 ml sera prostého media
do kaZdé zkumavky, obsahujfc{ komplex LIPOFECTIN, &inidlo-DNA.

Opatrné se promichd a komplex se p¥evrstvi na buriky .
7. Burlky se inkubuji p¥ibliZn& p¥i 37 °C v CO, inkubdtoru.

8. DNA obsahujici medium se nahrad{ selek&nim mediem,
obsahiujfcim 1 mg/ml sera a buiky se inkubujf{ p¥i 37 ©C v COq
inkubdtoru po celkem 48 a%¥ 72 h.

9. Bund&né extrakty se hodnot{ na genovou aktivitu 48 a¥ 7.2
hodin po transfekci. )

Transfektované butiky byly hodnoceny na expresi
angiostatin proteinu za pou¥it{ angiostatin-specifickych
protildtek. Alternativn&, po asi 10-14 dnech se objevuj{ G418
rezistentn{ kolonie v CMV-angiostatin transfektovanych T241
burikdch. Také bylo viditelnych mnoho klond v bufikdch
transfektovanych samotnym vektorem ale ne v
netransfektovanych klonech. G418 rezistentnf buriky byly -
selektovdny na svoji expresi angiostatinu za pouZit{(
imunofluorescendn{ metody.

Je zajimavé, %¥e in vitro bun&dny rust T241 bun&k a
Lewisovych plicnfich bun&k transfektovanych angiostatinem
nebyl inhibovén nebo jinak n¥%4doucim zptisobem ovlivn&n jak
je uvedeno na obr. 25 a 26.

Obr. 27 p¥edstavuje vysledky transfekXnfho pokusi.
VS8echny t¥i angiostatin-exprimujic{ T241 transfektovand klony
produkuj{ prim&rné objemy tumord u my%Zf, kterd byly podstatn&
menZ{ vzhledem k tumorovému objemu u kontrolnfch myS{.
Prum&rny tumorovy objem u my%{ implantovanych s klonem 37 byl
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pouze 13 % kontroly zatimco objemy tumoru klonu 31 a klonu 25
byly pouze 21 % a 34 % objemu kontrolnich tumoru. Tyto
vysledky demonstruji, Ze DNA sekvence, kodujic{ angiostatin
mohou byt transfektovdny do bun&k, Ze transfektované DNA
sekvence jsou schopné exprimovat angiostatin protein
implantovanymi butikami a Ze exprimovany angiostatin pusobi{ in

vivo redukci tumorového rustu.

P¥{iklad 24
Lokalizace in vivo mista exprese angiostatinu

K lokalizaci in vivo mista exprese angiostatin proteinu,
celkovd RNA z ruznych bun&&nych typl, butiky Lewisova plicniho
karcinomu (my%i), bufiky T241 fibrosarkomu (my&i) a buriky
Burkittova lymfomu, jak z Serstvého tumoru nebo bun&&né
kultury po n¥kolika pasd¥{ch, byly analyzovény pro stanoveni
p¥{tomnosti angiostatinovych transkripti. Northern analyza
vzorklu ukazuje nep¥{tomnost jakéhokoliv signdlu,
hybridizujfciho s thn sekvenc{ ze vZech vzorku s vyjimkou
normdlnf my%{ jatern{ RNA, vykazujic{ jediny signdl pfi
p¥ibli¥n& 2,4 kb, odpovidajic{ my3imu plasminogenu. Northern
analyza lidskych vzorki vykazuje nep¥{tomnost jakékoliv
signdlnf hybridizace s lidskou angiostatinovou sekvenci ze
v¥ech vzorki s vyjimkou vzorkd normdlnf lidské jatern{ RNA,
vykazujfc{ jediny signdl p¥i p¥ibliZn& 2,4 kb, odpovidajici
lidskému piasminogenu.

Analyza reverzn{ transkrip&n{ polymerasové fet&zové
reakce (RT-PCR) ukazuje nep¥{tomnost jakéhokoliv produktu ze
viech vzorki sondovanych se sekvencemi my¥{ch angiostatinu s
vyjimkou normdlnfich my¥fch jater. RT-PCR analyza vykazuje
nep¥ {tomnost jakéhokoliv produktu ze v¥ech lidskych vzorku
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sondovanych s lidskymi angiostatinovymi sekvencemi s vyjimkou
normdlnfch lidsky jater (s vyjimkou velikosti 1050 bp pro
my&{ a 1134 bp pro lidsky) .

Jevi se tak, Ze my%{ angiostatin transkripty (za
predpokladu shody s aminokyselinami 97 a¥ 450 my&{ho
plasminogenu), nejsou produkovédny v¥emi vy¥e uvedenymi my¥imi
vZzorky a lidskymi ahgiostatin transkripty (za p¥edpokladu
identity a aminokyselinami 93 a¥ 470 lidského plasminogenu),
nejsou produkovdny vye uvedenymi lidskymi vzorky. Pozitivni{
signdly ziskané v norm&lnich myZich/lidskych jdtrech jsou z
hybridizace s plaminogenem.

P¥{fklad 25
Exprese angiostatinu ve kvasinkdch

Genovy fragment, kodujfc{ aminokyseliny 93 a¥ 470
lidského plasminogenu byl klonovdn do XhoI/EcoRI mf{sta pHIL-
SI (Invitrogen), co¥ umo¥nilo sekretovat expresi proteind:za
pouZit{ PHOl sekrednfho signdlu ve kvasince Pichia pastoris.
Podobn& genovy fragment, kodujict aminokyseliny 93 a¥ 470
lidskéhoplasminogenu byl klonovén do SnaBI/EcoRI mista
PPICY (Invitrogen), co¥ umo¥nilo sekre&ni expresi proteinu za
pouZit{ alfa-faktor sekre&nfiho signdlu ve kvasince Pichia
pastoris. Exprimované lidské angiostatin proteiny v t&chto
systémech budou mf{t mnoho p¥ednost{ oproti t&m, které jsou
exprimovédny v E.coli jako je zpracovan{ proteinu, skldddni{
proteini a posttransladn{i modifikace v&etn& glykosylace.

Exprese genu v P.pastoris: je popsédna v préaci
Sreekrishna K. a spol.(1988) High level expression of
heterologous proteins in myelotropic yeast Pichia pastoris.
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J.Basic.Microbiol. 29(4): 265-278 a Clarre J.J. a spol.
(1991) Production of epidermal growth factor in yeast: High-
level secretion using Pichia pastoris strains containing
multiple gene copies, Gene 105:205-212. Tyto prédce jsou zde
zahrnuty jako odkazy.

P¥iklad 26
Exprese angiostatin protein ve transgennich zvi¥atech a

rostlindch

Vytvo¥{ se transgenn{ zvi¥ata druhu hov&ziho dobytka
nebo prasat, kterd exprimuj{ angiostatin genovy transkript.
Transgenni zvi¥ata exprimuj{ angiostatin protein nap¥iklad v
mléku t&chto zvi¥at. Ddle jsou konstruovdny poZivatelné
rostliny, které exprimuj{ angiostatin genovy transkript.

Konstrukce transgennich zvi¥at, kterd exprimuj{ ciz{ DNA
je popsdna v prdci Smithe H. Phytochrome transgenic:
functional, ecological and biotechnical applications:
Semin.Cell.Biol. 1994 5(5):315-325, prdce je zde zahrnuta

jako odkaz.

Vy%e uvedeny popis se tykd vyhodnych proveden{f a tak je
také t¥eba jej chdpat a rovn&Z je t¥eba si uv&domit, Ze je
moZno provést mnoho modifikac{ nebo zm&n, aniZ by byla
pfekrofena my%lenka a rozsah vyndlezu, ktery je dén
p¥ipojenymi ndroky.
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Seznam sekvenci

(1) Obecnd informace:
(i) P¥ihla¥ovatel: THE CHILDREN'S MEDICAL CENTER
CORPORATION
(ii) Ndzev vyndlezu: Angiostatin a zplusob jeho pou¥itf
(iii) Po&et sekvencf: 6
(iv) KorespondenZnf adresa:
(A) Adresa: Jones & Askew
(B) Ulice: 191 Peachstreet, 37.poschodf
(C) M&sto: Atlanta
(D} stdt: Georgia
(E) Zem¥: U.s.
(F) ZIP: 30303-1769

(v) PoZitalovd &tecf forma:
(A) Typ media: Floppy disk
(B) Po¥fta¥: IBM PC kompatibilnf
(C) Opera¥nf systém: PC-DOS/MS-DOS
(D) software: PatentIn Release #1.0, Version #1,30

(vi) Soufasné ddaje o p¥ihld¥ce:
(A) P¥ihl4¥ka %fslo: US
(B) Datum poddnf:
(C) Klasifikace:

(vii) Prioritnf data:
(a) Cfslo p¥ihld¥ky: US 08/248629
(B) Datum poddnf: 26.duben 1994
(vii) Prioritnf data:
(a) &fslo p¥ihldXky: US 08/326785
(B) Datum poddnf: 20.¥fjen 1994

(viii) Informace o zd4stupci/agentovi:
(A) jméno: Johnson James D.
(B) &fslo registrace: 31771
(C) Referendnf/spisovd zna¥ka: 05213-0122

(ix) Telekomunika¥nf informace:

(A) telefon: 404-818-3700
(B) telefax: 404-818-3799

(2) Informace o sekvenci SEQ ID NO:1:




Met

Gly

Leu

Cys
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87

(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 812 aminokyselin
(B} Typ: aminokyselina
{C) Ret¥zec:
(D) Topologie: linedrnf

(ii) Typ molekuly: protein
(iii) Hypotetickd: ne
(vi)} zdroj puvodu:

(A) organismus: my3

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO: 1:

5 10

Gln Gly Asp Ser Leu Asp Gly Tyr Ile Ser

Phe

Thr
Val
Thr
Thr
130

Gly

Pro

20 25

Ser Leu Thr Lys Lys Gln Leu Ala Ala
35 40

Ala Lys Cys Glu Gly Glu Thr Asp Phe
55

His Ser Lys Glu Gln Gln Cys Val Ile
70 75

Thr
Gly
Val

60

Met

Ser Ser Ile Ile Arg Met Arg Asp Val Ile

8s 90 2.7

Tyr Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly %le
100 105 '

Met Ser Arg Thr Lys Ser Gly Val ﬂla
115 120

Phe Pro His Val Pro Asn Tyr Ser Pro
135

Leu Glu Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro
150 155

Trp Cys Tyr Thr Thr Asp Pro Asp Lys
165 170

Gly

Cys

Ser

140

Arg

.

Lys Glu Val Ile Leu Leu Phe Leu Leu Leu

Gln
Gly
45

Cys
Ala
Leu
Asn
Gln
125
Thr

Asn

Tyr

Leu

Gly

30

val

Arg

Glu

Phe

Gly

110

Lys

His

Asp

Asp

Lys
15

Ala
Ser
Ser

Asn

Glu
95

Tyr
Trp
Pro

Glu

Tyr
17%

Ser

Asp

Phe

Ser

80

Lys

Arg

Gly

Asn

Gln

160

Cys




Asn

Pro

225°

Pro

Val

His

305

Glu

Thr

Glu

Glu

Tyr
385
Trp
Pro

Lys

Cys

Ile Pro

Glu Gly
195

Asp Ser
210

Ser Lys

Arg Pro

Asp Ile

Gln Cys
275

Thr Val
290

Arg His

Asn Tyr

Thr Asp

Ser Ser
355

Gln Thr
370

Arg Gly
Ala Ala
Asp Ala
Gly Pro

435

Asn Leu
450

Glu
180
Lys

Gln

Asn

Ser

Asn

Cys

Ser

340

Ala

Thr
Met
Gly
420

Trp

Lys

Cys

Ile

Ser

Leu

cys
245

Gly

Arg

Arg

325

Gln

Ser

Val

Ser

Phe

405

Leu

Glu

Sar

Lys
230

Phe

Cys

Gly

Lys

Thr

310

Asn

Leu

Pro

Val

Ser

330

Pro

Glu

Tyr

Cys

Glu
Lys
dis
215

Met

Thr

Arg

Thr

295

Pro

Pro

Arg

Asp

Gln

375

Thr

Kis

Met

Thr

Ser
455

Glu
Thr“
200
Ala
Asn
Thr
Thr
Gly
280
Cys
Glu
Asp
Trp
Gln
360
Glu
Thr
Arg
Asn
Thr

440

Glu

Cys

185

Met

His

Tyr

Asp

Pro

265

Glu

Gln

Asn

Gly

Glu

345

Ser

Cys

Ile

His

Tyr

425

Asp

Thr

88

Met Tyr Cys

Ser

Gly

Cys

Pro

250

Asn

Arg

Phe

Glu

330

Tyr

Asp

TYE

Thr

Ser
410

Cys

Pro

Gly

Gly

Tyz

His

235

Thr

Pro

Tyr

Trp

Pro

315

Thr

Cys

Gln
Gly
395

Lys

Arg

Leu

-

Ile

220

Asn

Lys

Pro

Arg

Ser

300

Cys

Ala

Glu

Ser

Ser

380

Lys

Thr

Asn

Ser Val

Gly Ser

460

Ser Gly Glu Lys
190

Asp Cys Gln Ala
205

Pro Ala Lys Phe
Pro Asp Gly Glu
240

Arg Trp Glu Tyr
255

ro Ser Pro Thr
270

Gly Thr Val Ser
285

Glu Gln Thr Pro

Lys Asn Leu Glu
320

Pro Trp Cys Tyr
335

Ile Pro Ser Cys
350

Val Pro Pro Glu
365

Asp Gly Gln Ser
Lys Cys Gln Ser
400

Pro Glu Asn Phe
415

Pro Asp Gly Asp
430

Arg Trp Glu Tyr
445

Val Val Glu Leu




Pro

Thr

465

Cys

Ala

His

Asn

Thr

545

Ala

Lys

Trp

Cys
625
Ala
Ala
Leu
Pro
Gly
705

Ala

Leu

Ser.

Tyr
530

Thr

Cys

Pro

Gly

610

Leu

His

Lys

Ser

Ser
690

Trp

Gln

Asn

val

'T‘y-»-
YE

Gly

Ile
515

Cys

Asn

Ala

Pro

Trp

595

Gly

Glu

Glu

Leu

Arg

675

Pro

Gly

Leu

Asn

Ser

Gly

Thr

500

Phe

Arg

Pro

Ser

Gly

580

Gln

Thr

Lys

Glu

Ile

660

Pro

Asn

Glu

Pro

Arg
740

Gln

Asn

485

Pro

Thr

Asn

Arg

Ser

565

Arg

Ile

Leu

Ser

Tyr
645

Leu

Ala

Tyr

Thr

Val

725

val

Glu

470

Gly

Cys

Pro

Pro

Lys

550

Phe

val

Ser

Ile

Ser

630

Ile

Glu

Thr

Met

Gln

710

Ile

Lys

89

Pro Ser Gly
Lys Asp TyrT

Gln Gly Trp

505

Gln Thr Asn
520

Asp Gly Asp,

535

Leu Tyr Asp
Glu Cys Gly
val Gly Gly

585

Leu Arg Thr
600

Ala Pro Glu
615

Arg Pro Glu
Arg Gly Leu
Pro)@ﬁa Asn

Y 66s

I1el Thr Asp

' 680
]

val Ala Asp
695

Gly Thr Phe

Glu Asn Lys

Ser Thr Glu
745

Pro Ser Asp Ser Glu Thr Asp
475 480

Arg Gly Lys Thr Ala Vval Thr
490 485

Ala Ala Gln Glu Pro His Arg
510

Pro Arg Ala Asp Leu Glu Lys
525

val Asn Gly Pro Trp CYs YT
540

Tyr Cys Asp Ile Pro Leu Cys
555 560

Lys Pro Gln val Glu Pro Lys
570 575

cys Val Ala Asn Pro His Ser
5390

Arg Phe Thr Gly Gln His Phe
605

Trp Val Leu Thr Ala Ala His
620

Phe Tyr Lys val Ile Leu Gly
635 640

Asp Val Gln Glu Ile Ser val
650 655

Arg Asp Ile Ala Leu Leu LYs
670

Lys Val Ile Pro Ala Cys Leu
685

Arg Thr Ile Cys Tyr Ile Thr
700

Gly Ala Gly Arg Leu Lys Glu
715 720

val Cys Asn Arg val Glu Tyr
730 735

Leu Cys Ala Gly Gln Leu Ala
750



Gly Gly Val Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys
755 760 76S

Phe Glu Lys Asp Lys Tyr Ile Leu Gln Gly Val Thr Ser Trp Gly Leu
770 775 780

Gly Cys Ala Arg Pro Asn Lys Pro Gly Val Tyr Val Arg Val Ser Arg
785 790 795 800

Phe Val Asp Trp Ile Glu Arg Glu Met Arg Asn Asn
oL 805 810

v

(2) Informace o SEQ ID NO:2:
(i) Charakteristiky sekvence: .
(A) Délka: 339 aminokyselin
{B) Typ: aminokyselina
(C) Ret&zec:
(D) Topologie: linedrnf

(ii) Typ molekuly: protein
(iii) Hypotetickd: ne
(vi) zdroj puvodu:

(A) organismus: my3

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:2:

Val Tyr Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly Ile Gly Asn Gly Tyr ?;g Gly

5 ‘10

Thr Met Ser Arg Thr Lys Ser Gly Val Ala Cys Gln Lys Trp Gly Ala

20 25 30

Thr Phe Pro His Val Pro Asn Tyr Ser Pro Ser Thr His Pro Asn Glu

35 40 45

Gly Leu Glu Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Glu Gln Gly

50 ss 60

Pro Trp Cys Tyr Thr Thr Asp Pro Asp Lys Arg Tyr Asp TyT Cys Asn
65 70 75 80

Ile Pro Glu Cys Glu Glu Glu Cys Met Tyr Cys Ser Gly Glu Lys Tyr

8s 90 95

Glu Gly Lys Ile Ser Lys Thr Met Ser Gly Leu Asp Cys Gln Ala Trp

100 105 110

Asp Ser Gln Ser Pro His Ala His Gly Tyr Ile Pro Ala Lys Phe Pro

115 120 125




- WO 9529242

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

Ser

Arg
145
Asp

Gln

Thr
Arg
Asn
225
Thr
Ser
Gln
Arg
Ala
305

Asp

Gly

Lys

130

Pro

Ile

Cys

Val

His
210

Tyr

Asp

‘Ser

Thr
Gly
290
Ala

Ala

Pro

Asn Leu

Trp Cys
Pro Axg
Leu Lys

180

Ser Gly
195

Asn Arg

Cys Arg

Ser Gln

Ala Ser

260

Pro Val
278

Thr Ser
Met Phe

Gly Leu

Trp

r%/‘?i

Lys

Phe

Cys

165

Gly

Lys

Thr

Asn

Leu

245

Pro

Val

Ser

Pro

Glu
325

Met

Thr

150

Thr

Arg

Thr

Pro

Pro

230

Arg

Asp

Gln

Thr

His

310

Met

Asn Tyr Cys

135

Thr

Thr

Gly

Cys

Glu

215

Asp

Trp

Gln

Glu

Thr

295

Arg

Asn

Asp

Pro

Glu

Gln

200

Asn

Gly

Glu

Ser

Cys
280

Ile

His

Pro
Pro
Asn
185
Arg
Phe
Glu
Tyr
Asp
265
Tyr
Thr

Ser

Cys

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO:3:

His

Thr

Pro

170

Tyx

Trp

Pro

Thr

Cys

250

Ser

Gln

Gly

Lys

Arg
330

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 339 amino acids
(B) TYPE: amino acid
(C) STRANDEDNESS:
(D) TOPOLOGY:

linear

(ii) MOLECULE TYPE: protein

(iii) HYPOTHETICAL: NO

{vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Homo sapiens

Asn

Lys

155

Pro

Arg

Ser

Cys

Ala

235

Glu

Ser

Ser

Lys

Thr

315

Asn

PCT/US95/05107

Pro Asp
140

Arg Trp
Pro Ser
Gly Thr

Glu Gln
205

Lys Asn
220

Pro Trp
Ile Pro
Val Pro

Asp Gly
285

Lys Cys
300

Pro Glu

Pro Asp

Gly

Glu

Pro

Val

190

Thr

Leu

Cys

Ser

Pro

270

Gln

Gln

Asn

Gly

Glu

Tyr

Thr

175

Ser

Pro

Glu

Tyr

Cys

255

Glu

Ser

Ser

Phe

Asp
335

Pro

Cys
160
Tyr
Val
His
Glu
Thr
240
Glu
Glu
Tyr
Trp
Pro

320

Lys



(xi) Popis sekvence: SEQ ID No:g:

Val Tyr Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly
1 S 10 15

Thr Met Ser Lys Thr Lys Asn Gly Ile Thr Cys Gln Lys Trp Sar Ser
20 25 30

Thr Ser Pro His Arg Pro Arg Phe Ser Pro Ala Thr His Pro Ser Glu
35 _ 40 45

Gly Leu Glu Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Pro Gln Gly
50 55 : 60

Pro Trp Cys Tyr Thr Thr Asp Pro Glu Lys Arg Tyr Asp Tyr Cys Asp
65 70 75 80

Ile Leu Glu Cys Glu Glu Glu Cys Met His Cys Ser Gly Glu Asn Tyr
85 90 85

Asp Gly Lys Ile Ser Lys Thr Met Ser Gly Leu Glu Cys Gln Ala Trp
100 105 110

Asp Ser Gln Ser Pro His Ala His Gly Tyr Ile Pro Ser Lys Phe Pro
11s 120 125

Asn Lys Asn Leu Lys Lys Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Arg Glu Leu
130 135 140

Arg Pro Trp Cys Phe Thr Thr Asp Pro Asn Lys Arg Trp Glu Leu Cys
145 150 155 166~

Asp Ile Pro Arg Cys Thr Thr Pro Pfo Pro Ser Ser Gly Pro Thr Tyr
165 170 175

Gln Cys Leu Lys Gly Thr Gly Glu Asn Tyr Arg Gly Asn Val Ala Val 2

180 185 190

Thr Val Ser Gly His Thr Cys Gln His Trp Ser Ala Gln Thr Pro His
185 ' 200 205

Thr His Asn Arg Thr Pro Glu Asn Phe Pro Cys Lys Asn Leu Asp Glu
210 215 220 ‘

Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Lys Arg Ala Pro Trp Cys His Thr
225 230 235 240

Thr Asn Ser Gln Val Arg Trp Glu Tyr Cys Lys Ile Pro Ser Cys Asp
245 250 255

Ser Ser Pro Val Ser Thr Glu Gln Leu Ala Pro Thr Ala Pro Pro Glu
260 265 270

Leu Thr Pro Val Val Gln Asp Cys Tyr His Gly Asp Gly Gln Ser Tyr
275 280 285 .




93

Arg Gly Thr Ser Ser Thr Thr Thr Thr Gly Lys Lys Cys Gln Ser Trp

290

295

300

Ser Ser Met Thr Pro His Arg His Gln Lys Thr Pro Glu Asn Tyr Pro
310

305

315

320

Asn Ala Gly Leu Thr Mst Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Ala Asp Lys
330

Gly Prd Trp

val

Thr

Thr

Gly

Pro

65

Ile

Asp

Asp

Tyr

Met

Ser

Leu

50

Trp

Pro

Gly

Ser

325

(2) Informace o SEQ ID NO:4:
(i) Charakteristiky sekvence:
(A) Délka: 339 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Ret¥zec:
(D) Topologie: linedrn{

(ii) Typ molekuly: protein
(iii) Hypotetickd: ne
(vi) 2droj puvedu:
(A) organismus: opice Rhesus

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:4:

Leu

Ser

Pro

35

Glu

Cys

Glu

Lys

Gln
115

Cys

Ile
100

Ser

Asn

Thr

Glu
85

Cys

Arg

Pro

Tyr

Thr

70

Asp

Lys

His

Lys

Thr

Thr

cys

55

Asp

Glu

Thr

Ala

Thr Gly Asn

Gly

Phe

40

Arg

Pro

cys

Met

His
120

Ile
25

Ser
Asn
Glu
Met
Ser

105

Gly

10

Thr

Pro

Pro

Glu

His

90

Gly

Tyz

Gly

Cys

Ala

Asp

Arg
75

Cys

Leu

Ile

Lys

Gln

Thr

Asn

60

Phe

Ser

Glu

Pro

Asn

Lys

His

45

Asp

Asp

Gly

cys

338

Tyr

Trp

30

Pro

Gly

Tyr

Glu

Gln
110

Ser Lys

125

Arg Gly
15

Ser Glu
Gln Gly
Cys Asp

80

Asn Tyr
95

Ala Trp

Phe Pfo



Asn

Arg

145

Asp

Gln

Thr

Thr-

Asn
225
Thr
Ser
Leu
Arg
Ser
305

Asn

Gly

Lys
130
Pro
Ile
Cys
val
His
210
Tyr
Asn
Ser
Thr
Gly
290
Ser

Ala

Pro

Asn Leu

Trp Cys

Pro Arg

Leu Lys
180

Ser Gly
195

Asn Arg

Cys Arg

Ser Gln

Pro Val

260

Pro Val
275

Thr Ser
Met Thr

Gly Leu

Trp

Lys

Phe

Cys

165

Gly

His

Thr

Asn

vVal

245

Ser

Val

Ser

Pro

Thr
325

Lys
Thr
150
Thr
Thr
Thr
Pfo

Pro

230

Arg

Thr

Gln

Thr

His

310

Met

Asn
135
Thr
Thr
Gly
Cys
Glu
218
Asp
Trp
Glu
Glu
Thr
295

Trp

Asn

Tyr

Asp

Pro

Glu

Asn

Gly

Glu

Pro

Cys
280
Thr

His

Tyr

Cys

Pro

Pro

Asn

185

Gly

Pue

Glu

Tyr

Leu
265

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asn

Pro

170

Trp

Pro

Lys

Cys

250

Asp

His

Gly

Lys

Arg
330

(2) Informace o SEQ ID NO:5:

(i) Charakteristiky sekvence:

Asn
Lys
155
Ser
Arg
Ser
Cys
Ala
235
Lys
Pro
Gly
Lys
Thr

315

Asn

Pro
140
Arg
Ser
Gly
Ala
Lys
220
Pro
Ile
Thr
Asp
Lys
300

Pro

Pro

(A) Délka: 339 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Ret¥zec:
(D) Topologie: linedrnf

(ii) Typ molekuly: protein
(iii) Hypotetick4: ne

Asp

Trp

Gly

Gln

205

Asn

Trp

Pro

Ala

Gly
285

Cys

Glu

Gly

Glu

Pro

p Val

190

Thr

Leu

Cys

Ser

Pro

270

Gln

Gln

Asn

Glu

Leu

Thr

175

Ala

Pro

Asp

Tyr

Cys

255

Pro

Ser

Ser

Phe

277
Asp'ﬂia Asp

{

'
ol
'

335

Pro

Cys
160
Tyr
val
His
Glu

Thr
240

Glu .

Glu

Tyr

Trp

Pro

320

Lys




Ile

Thr

Asn

Lys
Asn
225

Thr

Ser

Thr
Ser
Leu
50
Trp
Pro
Gly
Ser
Lys
130
Pro
Ile
Cys
Ala
His
210

Asp

Ser

95

(vi) 2Zdroj puvodu:
(A) organismus: prase

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:5:

Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly

Ser Lys
20

Pro His
3s

Glu Glu

Cys Tyr

Glu Cys

Lys Ile

100

Gln Ser
115

Asn Leu

Trp Cys

Pro Arg

Leu Lys

Ser Gly

195

Asn Arg

Cys Arg

Ser,Glu

Thr Thr
260

2

Thx
Ile
Asn
Thr
Glu
85

Ser
Pro
Lys

Phe

Cys
165
Gly
His
Thr
Aén
Val

245

Ser

Lys

Pro

Tyr

Thr

70

Asp

Lys

His

Met

Thr

150

Thr

Arg
185

Thr
Pro
Pro
230

Arg

Thr

10 15

Ser Gly Val Ile Cys Gln Lys Trp Ser Val
25 30

Lys Tyr Ser Pro Glu Lys Phe Pro Leu Ala
40 45

Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Glu Lys Gly
55 60 -

Asp Pro Glu Thr Arg Phe Asp Tyr Cys Asp
Glu Cys Met His Cys Ser Gly Glu His Tyr
90 95

Thr Met Ser Gly Ile Glu Cys Gln Ser Trp
105 110

Ala His Gly Tyr Leu Pro Ser Lys Phe Pro
120 125

Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Gly Glu Pro
135 140

Thr Asp Pro Asn Lys Arg Trp Glu Phe Cys
155 160

Thr Pro Pro Pro Thr Ser Gly Pro Thr Tyr
170 175

Gly Glu Asn Tyr Arg Gly Thr Val Ser val
150

Cys Gln Arg Trp Ser Ala Gln Ser Pro His
200 205

Glu Asn Phe Pro Cys Lys Asn Leu Glu Glu
215 220

Asp Gly Glu Thr Ala Pro Trp Cys Tyr Thr
235 240

Trp Asp Tyr Cys Lys Ile Pro Ser Cys Gly
250 255

Glu His Leu Asp Ala Pro Val Pro Pro Glu
265 270




Gln Thr Pro Val Ala Gla Asp

Arg Gly Thr Ser

275

290

Val Ser Met Thr

305

Asn Ala Gly Leu

310

325

Ser Pro Trp

Ile

Thr

Thr

Gly

Pro

65

Ile

Glu

Asp

Thr

Ser

Leu
S0

Trp

Pro

Gly

Ser

Ser Thr Thr

280

2895

285

300

315

330

(2) Informace ¢ SEQ ID NO:6:
(1) Charakteristiky sekvence:

(ii) Typ molekuly: protein
(iii) Hypotetick4: ne
(vi) 2droj ptvedu:

{(A) organismus: hovdz{

(A) Délka: 339 aminokyselin
(B) Typ: aminokyselina
(C) Ret&zec:
(D) Topologie: linedrn{

(xi) Popis sekvence: SEQ ID NO:6:

Leu Leu Glu Cys

Ala Glu
20

Pro His
35

Glu Glu

Cys Tyr

Glu Cys

Lys Ile

100

Gln Ser

5

Thr

Val

Asn

Thr

Glu

Ala

Pro

Lys

Pro

Tyr

Thr

70

Asp

Lys

His

Lys Thr

Ser Gly

Lys Phe
40

Cys Arg
55

Asp Pro

Lys Cys

Thr Met

Ala His

Gly
Val
25

Ser
Asn
Asp
Met
Ser

105

Gly

Asn
10

Thr
Pro
Pro
Lys
His
S0

Gly

Tyr

~Gln

2y

{

C&s Gln
]

g

Glu Lys

>

Asp Asn
6C

Arg Tyr
75
Cys Ser

Arg Asp

Ile Pro

Thr

Lys

Phe

45

Asp

Asp

Gly

Cys

Ser

Cys Tyr Arg Gly Asn Gly Glu Ser Tyr

Ile Thr Gly Arg Lys Cys Gln Ser Trp

Pro His Arg His Glu Lys Thr Pro Gly Asn Phe Pro

320

Thr Met Asn Tyr Cys Arg Asﬁ Pro Asp Ala Asp Lys

335

Tyr Arg Gly
15

Trp Ser Ala
30

Pro Leu Ala

Glu Asn Gly

Tyr Cys Asp
80

Glu Asn Tyr

$5

Gln Ala Trp
110 :

Lys Phe Pro




Asn

Arg

145

Asp

Gln

Thr

Lys

Asn

225

Thr

Ser

Gln

Arg

Ser
308

Asn

Ser

Lys
130
Pro
Ile
Cys
Glu
His
210
Tyr
Asn
Ser
Thr
Gly

290

Ser

Ala

Pro

115

Asn

Trp

Pro

Leu

Ser

195

Asn

Cys

Ser

Pro

Pro

275

Thr

Met

Gly

Trp

Leu

Cys

Arg

Lys

180

Gly

Arg

Arg

Glu

Leu

260

Val

Leu

Cys
165
Gly
Eis
Thr

Asn

Val
245

Ser

Pro

Thr
325

9C

Thr

Thr

Pro

Pro

230

Arg

Thr

Gln

Thr

His

310

Met

Asn

135

Thr

Thr

Gly

Cys

Glu
215

Asp

Trp

Glu

Asp

Thr

295

Arg

Asn

120

Tyr

Asp

Pro

Lys

Gln

200

Asn

Gly

Glu

Arg

Cys

280

Il

o

His

Pro Pro
170

Asn Tyr
185

Arg Trp
Phe Pro

Glu Lys

Tyr Cys
250

Met Asp
265
Tyr His

Thr Gly

Leu Lys

Cys Arg
330

Asn

-
tin
Uy

Ser

Gly

Cys

Ala

235

Thr

Val

Gly

Arg

Thr
315

Asn

Pro
140
Arg
Ser
Gly
Glu
Lys

220

Pro

Ile
Pro
Asn
Lys
300

Pro

Pro

125

Asp Gly Glu
Trp Glu Phe
Gly Pro Lys

175

Thr Val Ala
190

Gln Thr Pro
205

Asn Leu Glu

Trp Cys Tyr

Pro Ser Cys
255

Val Pro Pro
270

Gly Gln Ser
285

Cys Gln Ser

Glu Asn Tyr

Asp Ala Asp
335

Cy
16

Ty

Va

s
0

1

His

Glu

Thr
240

Glu

Glu

Ty

r

Trp

Pro
320

Lys
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1. Izolovany angiostatin, kde angiostatin™ je protein, majdci

L

aktivitu, inhibujici endothelidlni buné&&nou proliferaci ==- -

majici molekulcvou hmotnost mezi pfibliZné 38 kilodaltony a 45
kilodaltony jax je stanoveno redukéni polyakrylamidovou gelovou

elektroforézou.

2. Angiostatin podle néaroku 1, angiostatin dédle ma
aminokyselinovcu v podstaté podobnou sekvenci my3iho
plasminogenovénho fragmentu, zac¢inajiciho pEibliZné u

aminokyseliny ¢islo 98 molekuly my3iho plasminogenu.

3. Angiostatin podle naroku 2, kde aminokyselinovd sekvence je
plasminogenovy fragment ziskany z lidského plasminogenu, my3iho
plasminogenu, hovéziho plasminogenu, Rhesus plasminogenu nebo

praseCiho plasminogenu.

4. Angiostatin podle naroku 2, kde aminokyselinova sekvgnce je
vybréna ze skupiny, zahrnujici SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NC:5 a SEQ ID NO:6.

5. Angiostatin podle néroku 1, kde angiostatin je schopen

inhibice angiogenese.

6. Anglostatin podle néroku 1, kde angiostatin je schopen

inhibice s angiogenezi spojenych chorob.

7.Angiostatin podle naroku ¢, kde chorobou spojenou s

angiogenezi je rakovina.

8. Izolovany angiostatin, kde angiostatin je protein, majici
aktivitu inhibujici proliferaci endothelidlnich bunék a majici
molekulovou hmotncst mezi pribliZné 38 kilodaltony a 45
kilodaltony podle stanoveni polyakrylamid gelovou
elektroforézou, protein je schopny vazat lysin a protein je

schopny inhibice angiogenese.
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9. zZpusob diagnozy choroby nebo stanoveni prognozy choroby
zprosttedkovane s angiogenezi,provédéné in vitro, vy znacu
i ici s e t im, Ze zahrnuje stupefi stanoveni koncentrace
angiostatinu, kde angiostatin Jje protein, majici molekulovou
hmotnost mezi pFibliZné& 38 kilodaltony a 45 kilodaltony podle

stanoveni polyakrylamid gelovou elektroforézou.

10. Zplsob podle ngroku 9, v ¥y z i & cuijici s e

t 1 m, 7e angiostatin dale m& aminokyselinovou sekvenci Vv
podstaté podobnou sekvenci mySiho plasminogenového fragmentu,
zalinajici u aminokyseliny ¢islo 98 molekuly mySiho

plasminogenu.

11. Zpusob podle naroku 9, vy z n a gujici s e

t i m, Ze chorobou je rakovina.

12. Izolovany angiostatin, kde angiostatin je protein, majici
aktivitu, inhibujici endothelialni bunécnou proliferaci a
majici molekulovou nmotnost mezi pfibliZné& 38 kilodaltony a 45
kilodaltony jak & stanoveno redukéni polyakrylamid gelovou

elektroforézou pre pouZiti jako 1éc¢ivo.

13. Angiostatin pro pouziti jako 1é¢ivo podle naroku 12, kde
angiostatin déle ma aninokyselinovou Vv podstaté podobnou
sekvenci my3iho plasminogenového fragmentu, za&inajiciho
ptibliZné u aminokyseliny ¢islo 93 molekuly nysSiho

plasminogenu.

14. Angiostatin pro pouziti jako 16&ivo podle naroku 13, kde
aminokyselinovd sekvence, kde aminokyselinovad sekvence je
vybrana ze skupiny, zahrnujici SEQ ID NO:Z, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5 a SEQ ID NO: 6.

15. Pou?iti angiostatinu, kde angiostatin je protein, majici
aktivitu, inhibujici endothelialni bunécnou proliferaci a
majici molekulovou hmotnost mezi pPibliZné 38 kilodaltony a 45
kilodaltony jak Ze stanoveno reduk&ni polyakrylamid gelovou



S —— e

99

elektroforézou pro vyrobu lé¢iva pro léEeni lidi nebo zvifat s
angiogenné zprostfedkovanou chorobou.

'16. PouZiti angiostatinu podle naroku 15, kde angiostatin dale
-ma aminokyselinovou v podstaté podobnou sekvenci my3iho

plasminogenového = fragmentu, zac¢inajiciho ptiblizZné u
aminokyseliny €islo 98 molekuly my3iho plasminogenu.

17. PouZiti podle naroku 16, kde aminokyselinovad sekvence je
plasminogenovy fragment ziskany lidského plasminogenu, my3iho
plasminogenu, hovéziho plasminogenu, Rhesus plasminogenu nebo
praseCiho plasminogenu.

18. Pouziti podle naroku 16, kde aminokyselinovd sekvence je
vybréna ze skupiny, zahrnujici SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID
NO:4, SEQ ID NO:5 a SEQ ID NO:6.

19. PouZiti podle néaroku 15, kde angiogenni choroba je vybréna
ze . skupiny,  zahrnujici rakovinu, arthritis, makularni
degeneraci a diabetickou retinopatii.

20, Kémpozice,.obsahujici izolovanqu-DNAvsékvenci, ktera. koduje

angiostatin, kde angiostatin je . protein, majici aktivitu(
inhibujici ~endothelidlni buné&nou proliferaci a majici

molekulovou hmotnost mezi pfibliZn& 38 kilodaltony a 45

kilodaltony jak Jje stanoveno reduk&ni polyakrylamid gelovou
elektroforézou.

21. Kompozice podle naroku 20, kde angiostatin d&le ma
aminokyselinovou Y podstaté podobnou sekvenci mySiho
plasminogenového fragmentu, zac¢inajiciho priblizZné u
aminokyseliny ¢islo 98 molekuly my3iho plasminogenu.

22. Kompozice podle naroku 21, kde DNA sekvence koduje
aminokyselinovou sekvenci vybranou ze skupiny, =zahrnujici SEQ
ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ ID NO:5 a SEQ ID NO:6.
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23. Kompozice' podle naroku 20, obsahujici dale vektor
obsahujici DNA+ sekvenci, kxodujici angiostatin, kde vektor je

schopen exprimovat angiostatin, je-1li pfitomen V bunce.

24. Kompozice podle naroku 23, V jednobunééném organismu

schopném exprese angiostatinu.

25. PouZiti DNA sekvence kodujici éngiostatin, kde angiostatin
je protein, majici aktivitu, inhibujici endothelialni bunécnou
proliferaci a majici molekulovou hmotnost mezi pfiblizné 38
kilodaltony a 45 kilodaltony Jjak je' stanoveno redukéni
polyakrylamid gelovou elektroforézou PpIo piipravu 1é&iva na

1é¢eni s angiogenesi spojenych chorob u 1idi a zvirat.

26. Zpusob podle naroku 25, vy zna gujici se t i m,
e angiostatin ma déale aminokyselinovou sekvenci Vv podstaté
podobnou sekvenci fragmentu ny&iho plasminogenu, zadinajici
pfibliZné  pIi aminokyselin&  &islo 98 molekuly my3iho

plasminogenu.

27. Zpusob podle naroku 26, vy zna guijiciti se tim

'3e, DNA sekvence koduje aminokyselinovou sekvenci vybranou ze€
skupiny, zahrnujici SEQ ID NO:2, SEQ ID NO:3, SEQ ID NO:4, SEQ
ID NO:5 a SEQ ID NO: 6.

28. Kompozice, obsahujici farmaceuticky pfijatelnou‘pfisadu a
angiostatin, kde angiostatin je protein, majici aktivitu,
inhibuijici endothelidlni bunécnou proliferaci a majici
molekulovou hmotnost mezi pfibliZné 38 kilodaltony a 45
kilodaltony jak Jje stanoveno redukéni polyakrylamid gelovou

elektroforézou.

29. Kompozice podle naroku 28, obsahujici dale matrici s

udrzZzovanym uvoliovéanim.

30. Kompozice, obsahujici protilatku, ktera se specificky véazie

X angiostatinu, kde angiostatin Je protein, majici molekulovou
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hmotnost mezi priblizné& 38 kilodaltony a 45 kilodaltony jak je
stanoveno redukéni polyakrylamid gelovou elektroforézou.
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