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ANGIOSZTATIN ES ELJARAS ANGIOGENEZIS GATLASARA

KIVONAT

A taldlmény targyat endotelidlis inhibitor és annak
alkalmazéasi eljaréasa képezi. A taladlmény szerinti
endotelidlis inhibitor egy - vérbdl vagy vizeletbdl izolalt
- protein, amely C4 reverz fédzisa HPLC oszloprdl egyetlen
cstcsként eludldédik. Az endotelidlis inhibitor-protein
molekulatdmege - redukald poliakril-amid-gélelektroforézis
alapjan - 38 kD és 45 kD kozé esik, aminosav-szekvenciaja
pedig lényegében hasonld az - egér plazminogén-molekula 98.
aminosavaval kezdédé - egér plazminogén-fragmens aminosav-

szekvenciéjdhoz.
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ANGIOSZTATIN ES ELJARAS ANGIOGENEZIS GATLASARA
A talalmany targyat endotelidlis inhibitorok képezik,

melyeket angiosztatinnak neveznek, és amelyek
reverzibilisen gatoljak az endotélsejtek (belhamse]jtek)
proliferacidjat. Kbzelebbrél, a taldlmény targyat
angiosztatin-proteinek képezik, amelyek testfolyadékokbdl,
példéaul vérbdél vagy vizeletbdl izolalhatdk, illetve
rekombinéans, enzimatikus vagy kémiai médszerekkel
szintetizalhaték. Az angiosztatin képes az angiogenezissel
(érképzbdéssel) kapcsolatos betegségek gatlasara és az
érképzési folyamatok moédositdsdra. A taldlmény téargyat
képezik tovabba: diagnosztikai vizsgéalatok és
reagenskészletek angiosztatin mérésére; hisztokémiai
reagenskészletek angiosztatin lokaliz4aléaséara; DNS-
szekvenciak, amelyek angiosztatint és - az angiosztatin-
bioszintézis ellendrzésére alkalmas - molekuldris préobakat
kédolnak; antitestek, amelyek specifikusak az
angiosztatinra; az angiosztatin-receptor vonatkozasaban
agonista és antagonista peptidek; angiosztatin-receptor-
specifikus antitest-agonistdk és —antagonistédk; valamint az

angiosztatin-peptidekhez kapcsolt citotoxikus anyagok.

Ahogy a leirasban hasznaljuk, az "angiogenezis"
kifejezés 1Uj véredények - egy szdvetben vagy szervben
torténéd - kialakuldsara vonatkozik. Normélis fizioldgiai

dllapotban az angiogenezis emberekben vagy é&llatokban csak
specidlis esetekben fordul eldé. Példaul, az angiogenezis
normalis esetben sebgydgyuldsnidl, magzati és embrionalis

fejl&édésben, valamint a sargatest, a méhnyalkahartya és a
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méhlepény kialakulédsakor figyelheté meg. Az "endoteélium"
kifejezés lapos epitélsejtek vékony rétegét jelenti, amely
a savds liregek, nyirok- és vérerek belsé faldt béleli.

Ugy véljuk, hogy a szabalyozott és szabdlyozatlan
angiogenezis azonos mbédon jatszbédik le. Az endotélsejtek és
a pericitdk (Rouget-sejtek) - alapmembrannal korilveve -
képezik a hajszédlereket. Az angiogenezis azzal kezdddik,
hogy az endotélsejtek és a leukocitdk altal felszabaditott
enzimek kimarjak az alapmembrant, ezutédn a vérerek liregét
béleld endotélsejtek kinyomulnak az alapmembranon
keresztiil. Az angiogenezist serkenté anyagok indukaljak az
endotélsejtek - kimart alapmembranon keresztil toérténd -
vandorlasat. A véandorldé sejtek az eredeti véredénybdl
kiallé "riigyet" képeznek, ahol az endotélsejtek mitdzison
esnek A4t, és proliferdldédnak. Az endotelidlis "rligyek"
egylitt kibujva kapillaris hurkokat képeznek, 1létrehozva
ezdltal az Gj véredényt.

A perzisztens, szabadlyozatlan angiogenezis szamos
betegség, tumor metasztédzis és az endotélsejtek abnormalis
noévekedése esetében eléfordul, és fokozza az ezen esetekben
eléforduld kéros karosodasokat. A kilonbozd kéros
allapotokat, amelyekben kimutathaté a nem kontrollalt
angiogenezis, angiogenezis-dependens vagy angiogenezissel
Osszefliggé betegségek néven csoportositottéak.

El8szdér 1971-ben vetették fel azt az elképzelést,
miszerint a tumorndvekedés angiogenezis-dependens [Folkman,
J.: N. Engl. Jour. Med. 285, 1182 (1971)1. Folkman

megallapitja, hogy "ha egyszer egy tumor kialakult, a



tumorsejt-populdcidé novekedését minden esetben a tumoron
dsszpontosuld Uj hajszalerek mennyiségének fokozddasa eldzi
meg". A tumor kialakulasan - a jelenlegi értelmezés szerint
- a tumorndvekedés prevaszkuldris (érképzddés eldtti)
fazisat értjlik, melynek soradan a tumorsejtek (néhany mm’-t
elfoglald) populécidja, amely legfeljebb néhdny millid
sejtb6l 411, fennmaradhat a létezd mikrokapilléarisokban. E
fazist kdvetden a tumor térfogatdnak novekedéséhez UJ
hajszédlerek indukédléasdra van sziikség. Példaul, egerekben,
korai prevaszkularis fazisban a tuidé mikrometasztizisok
szbvetmetszetekben csak nagyteljesitményd mikroszkop
alkalmazaséaval mutathatdk ki.

A tumornovekedés angiogenezis-fliggéségét aldtédmasztd
indirekt bizonyitékokként a kdvetkezd példidkat emlitjlik.

(1) Egerekben a Dbdér alatti attetszé kamrakba
beliltetett tumorok novekedési sebessége az Uj erek
kialakulédsa ("neovascularization") eld8tt lassu és lineéaris,
mig az Uj erek kialakuldsa utédn gyors, és majdnem
exponencialis [Algire, G.H. és mtsai.: J. Natl. Cancer
Inst. 6, 73 (1945)].

(2) Izolalt, perfuzidval dtmosott szervekben
(melyekben a vérerek szédma nem ndé) novekvé tumorok
térfogata csupadn 1-2 mm?, de ez a térfogat gyorsan toébb,
mint ezerszeresére 1is megnd, ha a tumorokat egerekbe
Ultetik be, és azokban uj erek alakulnak ki [Folkman, J. és
mtsai.: Annals of Surgery 164, 491 (1966)].

(3) Az ér nélkili szaruhdrtyadban a tumorndvekedés

lassti és linedris, de uj erek kialakuldsédnak hataséara
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exponencialissa valik [Gimbrone, M.A. Jr. és mtsai.: J.
Natl. Cancer Institute 52, 41 (1974)].

(4) Nyul szemének elilsd szemcsarnokaban 1évé
folyadékban szuszpenddlt tumorok életképesek, vérerek
nélkiiliek, és méretiitk 1 mm® alatti. Ha ezeket a
szivarvanyhartya vérerekkel atszétt rétegébe iiltetik at, 4j
erek alakulnak ki benniik és gyors névekedésnek indulnak,
midltal két héten belill eredeti térfogatuk 16000-szeresét
érik el [Gimbrone, M.A. Jr. és mtsai.: J. Exp. Med. 136,
261].

(5) Ha tumorokat csirkeembridk embriondlis bélzsak-
membranjidba iiltetnek be, a tumorok a toébb, mint 72 Oéra
hosszat tarté vérerek nélkiili fazisban lassan novekednek,
és atlagos atméréjiik nem haladja meg a 0,93 = 0,29 mm-t. Az
aj erek kialakulaséat kovetd 24 6ran belil gyors
tumornovekedés indul meg, és a 7. napon az erekkel &tszdétt
tumorok 8,0 * 2,5 mm-es atlagos &tmérdt érnek el [Knighton,
D.: British J. Cancer 35, 347 (1977)].

(6) Nyulak mé&jédban a metasztdzisok erezettsége a
metasztdzisok méretét illetSen heterogén, de az érképzddés
megjelenéséhez tartozéd méret tekintetében viszonylag
egységes képet mutat. A tumorok 1 mm-es &atméréig &ltalédban
nem tartalmaznak ereket, de e hatidr atlépése utan uj erek
alakulnak ki [Lien, W. és mtsai.: Surgery 68, 334 (1970)].

(7) Transzgénikus egerekben (amelyekben a Langerhans-
szigetek f-sejtjeiben rak fejldédott ki) az érképzddés
elS8tti, hiperplasztikus szigetek mérete 1 mm alatti. 6-7

hetes korban a szigetek 4-10 $%-&ban uj erek képzddnek, s
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ezekb8l a szigetekb&dl nagy, vérerekkel ellatott tumorok
alakulnak ki, melyek a vérerek nélkiili szigetek méretéhez
képest tobb, mint ezerszeres térfogatuak [Folkman, J. és
mtsai.: Nature 339, 58 (1989)].

(8) A VEGF (vaszkularis endotelidlis novekedési
faktor) elleni specifikus antitest hérom human tumorban

(melyek egyetlen angiogenezis-medidtoradt a VEGF képezi)

csdkkenti a hajszadlerek slrlségét, és "jelentSs vagy
drdmai” mértékben gatolja novekedésiiket (csupasz
egerekben). Ez az antitest a tumorsejtek in wvitro

névekedését nem gatolja. [Kim, K.J. és mtsai.: Nature 362,
841 (1993)1.

(9) A monoklondlis anti-bFGF antitest egy egértumor
(amely egyetlen angiogenezis-mediatoraként a bFGF
szekrécidjatél  figg) novekedésének 70 %-o0s gatléasat
eredményezi. Ez az antitest nem gatolja a tumorsejtek in

vitro névekedését [Hori, A. és mtsai.: Cancer Research 51,

6180 (1991)1].

(10) A DbFGF intraperitonedlisan adott injekcidja - a
tumorban 1évé hajszalér-endotélsejtek novekedésének
serkentésével - fokozza eqgy primer tumor és

metasztdzisainak noévekedését. A tumorsejtek Onmagukban nem
tartalmaznak bFGF-receptorokat, és a bFGF a tumorsejtekre
in vitro nem mitogén hatasi [(Gross, J.L. és mtsai.: Proc.
Amer. Assoc. Canc. Res. 31, 79 (1990)].

(11) Egy specifikus angiogenezis-inhibitor, az AGM-

1470, 1in vivo gatolja a tumorndvekedést és a metasztizisok

kialakulasat, de a tumorsejt-proliferdcidé in vitro gitlésa
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terén sokkal kevésbé aktiv. Az érfali endotélsejtek
proliferaciéjanak 50 %-os gatlasat 4 log-gal Kisebb
koncentraciénal eredményezi, mint a tumorsejt-proliferacid
gatlasat [Ingber, D. és mtsai.: Nature 48, 555 (1990)].
Rendelkezésre &llnak indirekt klinikai bizonyitékok is arra
vonatkozdan, hogy a tumorncvekedés angiogenezis-fliggd.

(12) Az 1Uvegtestbe metasztizissal Aattevédott emberi
retinoblastoma vérerek nélkiili gombokké fejldédik, amelyek -
annak ellenére, hogy enucleatioval kifejtett szembdl
eltavolitva és in vitro vizsgalva életképesek és °H-
timidint vesznek fel - 1 mm’-nél kisebb térfogatuak.

(13) A petefészekrak metasztazis utjan, fehér, erek
nélkili magvakként (1-3 mm’) a hashartya-membranba tevédik
4t. Ezek a metasztazisok ritkan nének nagyobbra, mindaddig,
amig egy vagy toébb ilyen Attétben Uj erek nem alakulnak ki.

(14) Az uj erek képzddése emlérakban [Weidner, N. és
mtsai.: N. Engl. J. Med. 324, 1 (1991); és Weidner, N. és
mtsai.: J. Natl. Cancer Inst. 84, 1875 (1992) 1] és
prosztatarakban ([Weidner, N., Carroll, P.R., Flax, J.,
Blumenfeld, W. és Folkman, J.: American Journal of
Pathology 143(2), 401 (1993)] nagymértékben Osszefligg a
késébbi metasztazis kockazataval.

(15) Az emberi bdérmelanoma metasztdzisa az Uj erek
kialakuldsa eldétt ritka. Az 14j erek kialakuléaséanak
meginduldsa a sérilés vastagsdganak novekedését és a
metasztazis fokozott kockazatat eredményezi [Srivastava, A.

és mtsai.: Amer. J. Pathol. 133, 419 (1988)].



(16) HO6lyagrak esetében az érképzé hatadsu bFGF peptid
vizeletbeli mennyisége érzékenyebb indikdtora a betegseég
stddiuménak és sulyossagédnak, mint a citoldégia [Nguyen, M.
és mtsai.: J. Natl. Cancer Inst. 85, 241 (1993)].

A fentiek alapjan nyilvanvaldé, hogy az angiogenezis
jelentéds szerepet Jjatszik a réakok metasztizisaban.
Bmennyiben ez az érképz8 aktivitds csokkenthetd vagy
megsziintethetd, a tumor - bar jelen van - nem noévekszik
tovabb. Beteg allapotban az angiogenezis megakaddlyozéasaval
elharithaté az Uj hajszalér-rendszer elburjanzasa okozta
kadrosodas. Az érképzd folyamatok szabalyozédsara iranyuld
gybgykezelések e betegségek felszamoladsat vagy enyhitéseét
eredményezhetik.

A fentiek értelmében olyan készitményre és eljarasra
van szilikség, amely gatolja a Vvérerek nem kivant
gyarapodasat (kiiléndsen a tumorokban), tovabba sziikség van
a készitmény detektalasara, mérésére és lokalizéalésara
alkalmas eljaréasra is. A készitménynek képesnek kell lennie
a premetasztézisos tumorokban 1évé endogén novekedési
faktorok aktivitédsanak leklizdésére és a tumorokban a
hajszalerek képzddésének megakaddlyozadséara, gatolva ezdltal
a tumorok novekedését. A készitménynek, a készitmény
részleteinek és a készitményre specifikus antitesteknek
képesnek kell lenniik befolyasolni a hajszalerek
kialakuladsat méas érképzési folyamatokban (mint pl. a
sebgydgyuldsban és regeneracidban) is. Az angiogenezis
gidtlaséara alkalmas készitmény és eljarads nem lehet toxikus,

és csak kevés mellékhatast okozhat. Szilkség van olyan
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eljéréasra is, amellyel detektalhatok, mérhetdk és
lokalizalhatdk a készitmény k6tShelyei, illetve a
készitmény bioszintézisének helyszinei. A készitménynek és
a készitmény részleteinek (radioaktiv és nem radioaktiv
jeldlési célok érdekében) képesnek kell lenniiik arra, hogy
mas molekuldkhoz kotédjenek.

A taldlmidny szerinti megoldéas értelmében olyan
készitményeket és eljarasokat tarunk fel, amelyek hatasosan
alkalmazhaték az angiogenezis moduldlédséara és a nem kivant
angiogenezis - kiiléndsen a tumorndvekedéssel kapcsolatos
angiogenezis - gatléaséara. A talédlmany targya az
angiosztatin nevd protein, amely endogén  novekedési
faktorok (mint pl. a bFGF) érképz8 aktivitaséanak in vitro
gatlasara képes, és aminosav-szekvencidja homoldg és
strukturalisan hasonld® a plazminogén egy - hozzavetdleg 98.
aminosavaval kezd&8dé - belsd8 részével. Az angiosztatin egy
(redukalod poliakril-amid-gélelektroforézises vizsgalat
alapjan) hozzavet8leg 38-45 kD molekulatoémegd proteint
tartalmaz, melynek aminosav-szekvencidja lényegében hasonld
az egér plazminogén [a teljes egér plazminogén-molekula (2.
azonositészami  szekvencia) 98. aminosavanal kezd&ddb]
fragmenséhez.

Az angiosztatin aminosav-szekvencidja a kilénbozd
fajok kozdtt csekély kilonbséget mutat. Példaul, a humén
angiosztatin aminosav-szekvencidja lényegében hasonld a
fentebb emlitett egér plazminogén-fragmens szekvenciajahoz,
bar egy aktiv humdn angiosztatin-szekvencia a teljes huméan

plazminogén-szekvencia 97. vagy 99. aminosavanal kezdd&dhet.
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A human plazminogén fragmensei hasonld érképzés elleni
aktivitast mutatnak (amint azt egy egértumor-modellben
kimutattuk). Tudni kell, hogy az aktiv angiosztatin-
molekuléban az aminosavak szama valtozd lehet, és
valamennyi endotelialis ga&tld aktivitédssal rendelkezd
aminosav-szekvenciat a talalmany targyanak tekintiink.

A taladlmany targyat képezik tovabbad eljarasok és
készitmények olyan betegségek és folyamatok kezelésére,
amelyek nem kivanatos és nem kontrolldlt angiogenezissel
4llnak kapcsolatban. A kezelés sorédn embernek vagy allatnak
alapvetéen tisztitott angiosztatint wvagy angiosztatin-
szarmazékot tartalmazéd készitményt adunk be, olyan
adagolasban, amely elégséges az angiogenezis gatlasédhoz. A
talalmany szerinti megoldéas kiilonosen eldénydsen
alkalmazhaté tumorok kezelésére és novekedésiik gatlasara.
Vérerekkel még nem Aatszétt, metasztdzisos tumorokkal
rendelkezd embernek vagy &llatnak angiosztatint beadva
megakadalyozhatdé a tumorok novekedése, ill. szétterjedése.

Szintén a talalmany targyat képezik az angiosztatint
k6édold DNS-szekvencidk, az angiosztatint kédold DNS-
szekvencidkat tartalmazd expresszids vektorok, valamint az
angiosztatint kédoldé DNS-szekvenciakat tartalmazd egy vagy
tobb expresszidés vektort hordozé sejtek. A taldlmany
targyat képezik tovabbad olyan génterdpias eljarédsok, melyek
soran egy paciensbe - az angiosztatin szintjének in vivo
mbédositéasa érdekében - angiosztatint kédold DNS-

szekvencidkat visziink be.

®e osasce oo
* e .

.
.



soee
.

s

3
see

- 10 -

Szintén a talalmany téargyat képezik diagnosztikai
eljaréasok és reagenskészletek az angiosztatin
testfolyadékokban és szdvetekben térténd detektdlasara és
mérésére, valamint az angiosztatin szovetekben és sejtekben
torténé lokalizalasara. A taldlmédny szerinti diagnosztikai
eljarads és reagenskészlet barmilyen, a szakemberek szamara
ismert médon kialakithaté. A taldlmany targyat képezik
tovdbbad az angiosztatin-molekuldra és annak részleteire
specifikus antitestek, valamint az angiosztatinra
specifikus antitestek kotddését gatld antitestek. Ezek az
antitestek poliklonalisak vagy monoklonadlisak lehetnek. Az
angiosztatinra specifikus antitestek diagnosztikai
reagenskészletekben felhasznalhatdk az angiosztatin
jelenlétének és mennyiségének kimutatasara, ami a rak vagy
mas, angiogenezis-kozvetitette betegség elbfordulasa vagy
kitjuldsa szempontjabdél kbérmeghatarozd vagy eldrejelzd
szerepet tolt be. Az angiosztatinra specifikus antitesteket
embereknek vagy 4allatoknak az angiosztatinnal szembeni
passziv immunizalas céljabdl 1is beadhatjuk, csdkkentve
ezaltal az angiogenezis gatlasat.

A taldlmany targyat képezik tovabba diagnosztikai
eljarasok és reagenskészletek olyan antitestek jelenlétének
és mennyiségének kimutatésara, amelyek a testfolyadékokban
angiosztatinhoz kotddnek. A taldlmany szerinti
diagnosztikai eljards és reagenskészlet Dbarmilyen, a
szakemberek szamdra ismert mdéddon kialakithato.

Szintén a taldlmadny téargyat képezik az anti-

angiosztatin~receptor-specifikus antitestek, amelyek
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angiosztatin-receptorhoz k&tédnek, a sejt szamara megfeleld
jelet tovébbitanak, és agonistaként vagy antagonistaként
mikddnek.

A taldlmany targyat képezik tovabba az angiosztatin
peptid-fragmensek és -analdgok, amelyek - az angiosztatin-
kotéhelyek (tobbek kozdtt, pozitronemisszids tomografiaval,
autoradiografiaval, &aramlasos citometridval, radioreceptor-
kotési vizsgalatokkal vagy immunhisztokémiai médszerrel
végzett) detektdlasdra és lathatova tételére torténd
alkalmazads érdekében - radioaktiv izotdépokkal vagy més
molekuléakkal, illetve proteinekkel jeldlhetdk.

A talalmany szerinti angiosztatin-peptidek és -
analdbégok az angiosztatin-receptor agonistaiként és
antagonistaiként is mdkdédnek, s ezadltal fokozzak vagy
blokkoljdk az angiosztatin bioldgiai aktivitasat. Az ilyen
peptideket angiosztatin-receptor izolalésara alkalmazzuk.

A taladlmény targyat képezik tovadbbd a citotoxikus
dgensekhez kapcsolt angiosztatin, angiosztatin-fragmensek,
angiosztatin-antiszérumok, angiosztatin-receptor-agonistak
és angiosztatin-receptor-antagonistédk, melyek gydgyaszati
és kutatasi teriileten alkalmazhatdék. Mas megvaldsitasi

médokban, gybégyaszati készitmények elS&llitésa érdekében,

az angiosztatint, angiosztatin-fragmenseket, az
angiosztatin-antiszérumokat, az angiosztatin-receptor-
agonistakat és az angiosztatin-receptor-antagonisték

gybgyaszati szempontbdl elfogadhatd hordozdkkal - és adott

esetben hosszan tartd kibocsatést biztositd vegyliletekkel

.
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vagy készitményekkel (pl. biolbégiailag lebonthatd
polimerekkel) - elegyitjik.

Szintén a talalmany targyat képezik az angiosztatin
transzkripcidjaban és transzlaciéjaban kdzremikods
ribonukleinsavak és dezoxiribonukleinsavak molekularis
prébai, amelyek lehetévé teszik az angiosztatin-
bioszintézis szdvetekben és sejtekben torténd detektaléasat.

A fentiek értelmében, célul tdztik ki eqgy
angiosztatint tartalmazé készitmény létrehozasat.

célul tuztik ki tovabba, hogy eljarast fejlesszink ki

angiogenezis &ltal kozvetitett betegségek és folyamatok

kezelésére.

Tovabbi célul tudztik ki egy - az angiosztatin
jelenlétének és mennyiségének testfolyadékban vagy
szbvetben tdrténd kimutatasidra alkalmas - diagnosztikai

vagy prognosztikus eljaras és reagenskészlet kialakitasat.
célul tuztiik ki tovabba, hogy eljarast és készitményt
fejlessziink ki angiogenezis-kozvetitette ©betegségek és
folyamatok - pl., tobbek kozott, hemangioma, kemény
tumorok, vérbdl szarmazé tumorok, leukémia, metasztéazis,
hajszalértiagulat (telangiectasia), pikkelysomor,
scledorerma, gennykeltd granuloma, miokardialis
angiogenezis, Crohn-betegség, plakk-neovaszkularizacid
("plaque neovascularization”), szivkoszoruér-oldalagak
("coronary collaterals"), agyi oldaléagak ("cerebral
collaterals"), arteriovenosus képz&dési zavarok
("malformation”), isémias végtag angiogenezis, szaruhéartya-

betegségek, rubeosis, neovascularis glaucoma, retinopathia

® see ese
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diabetica, retrolentalis fibroplasia, arthritis, diabetes-
es neovascularisatio, foltos degeneracid ("macular
degeneration”), sebgydbgyulés, gyomor-nyombél-nyel&csd-
fekély, Helicobater-rel kapcsolatos betegségek, torések,
keloidok, érképzddés, vérképzddés, ovulacid, menstruacio,
placentéacié és "macskakarmolas laz" ("cat scrath fever") -
kezelésére.

Tovabbi célul tdztik ki, hogy készitményeket
alakitsunk ki rak novekedésének kezelésére vagy gatlésara.

Célul tuztiik ki tovabba olyan vegyiiletek el8dllitasat,
amelyek moduldljdk vagy utédnozzak az angiosztatint in vivo
vagy 1n vitro termeld enzimek termelddését, illetve
aktivitasat.

Egy masik célként angiosztatin vagy anti-angiosztatin
antitestek kialakitédsat tudztik ki célul, melyet oly mdbdon
végziink, hogy olyan emberbe vagy &allatba, akinek (amelynek)
ilyen angiosztatin vagy anti-angiosztatin antitestre van
szliksége, k6zvetleniil angiosztatin-DNS-t injektalunk.

Célul tdztik ki tovabba, hogy eljarast fejlessziunk ki
angiosztatinra specifikus antitest testfolyadékban vald
jelenlétének kimutatédsdra és mennyiségi meghatarozaséra.

Tovabbi célul tilztik ki olyan készitmény eldallitésat,
amely angiosztatin elleni - az angiosztatin-molekula
specifikus régidira szelektiv - antitesteket tartalmaz,
melyek a plazminogént nem ismerik fel.

Célul tdztik ki tovabba, hogy eljarast fejlessziink ki

rédk detektdlédsédra és elbrejelzésére.
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Tovabbi célul olyan készitmény eldallitéséat tdztik ki,
amely az angiosztatin kotédési helyeinek in vivo és 1In
vitro lathatéva tételére és mennyiségi meghatdrozéiséra
alkalmazhaté.

Célul tuztiik ki tovdbba, hogy olyan készitményt
allitsunk eld, amely az angiosztatin-bioszintézis
kimutatédsdra és mennyiségi meghatdrozasara alkalmazhatod.

Célul tdztik ki tovabba egy olyan teréapia
kifejlesztését, amely rak gydgyitésdra alkalmas, és amely
minimadlis mellékhatasokkal jar.

Célul tdztlik ki tovédbba, hogy eldallitsunk egy
készitményt, amely citotoxikus agenshez kapcsolt
angiosztatint wvagy angiosztatin-peptidet tartalmaz, és
amely rak novekedésének kezelésére vagy gatléaséara
alkalmazhatd.

Tovabbi célul tudztik ki, hogy eljaréast fejlesszink ki
az angiosztatinnal kapcsolatos készitmények specifikus
helyszinekre torténd, iranyitott bevitelére;

Célul tudztik ki tovabba, hogy olyan készitményeket és
eljaréasokat dolgozzunk ki, amelyek hatdsosan alkalmazhatdk
az érképzd8 folyamatok befolydsolasat célzd génterdpidban.

A taldlmany targyail, sajdtossdgai és eldényei a feltéart
megvalbésitéasi médok részletes leiréasa, illetve az
igénypontok alapjén nyilvanvaldbdak lesznek.

A kovetkezdkben az adbrak rovid ismertetését irjuk le.

Az 1. &bradan a teljes egér plazminogén aminosav-

szekvencidjat (1. azonositészaml szekvencia) mutatjuk be.
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A 2. abran az egér angiosztatin szekvencidjanak elejét
(2. azonositdszamu szekvencia) mutatjuk be, és
bsszehasonlitasul, egymas alatt elrendezve, bemutatjuk a
megfeleld humadn (3. azonositdszami szekvencia), rhesus-
majom (4. azonositészamu szekvencia), sertés (5.
azonositészami szekvencia) és szarvasmarha (6. azonositd-
szamu szekvencia) plazminogén-peptidfragmenseket.

A 3. dbréan a tidében 1évé tumorsejtek BrdU
jeloléindexét mutatjuk be (primer tumor jelenlétében, ill.
hidnyéban) .

A 4. &abran a Lewis-féle primer tudétumor bFGF-fel
serkentett angiogenezisre gyakorolt in vivo hatasanak
"Matrigel"-analizissel kapott eredményét mutatjuk be.

Az 5. &bran Lewis-féle tiid6radkban (LLC-Low) szenvedd
egerekb8l illetve egészséges egerekbd8l szarmazd szérum
dézis-reakcidé gorbéjét mutatjuk be. Szarvasmarha hajszalér
endotélsejteket 72 oOrds bFGF-fel serkentett proliferaciéds
vizsgélatban teszteltink.

A 6. abréan lathatd, hogy mind a kismértékben, mind a
nagymértékben metasztazisos tumorokat hordozd egerek
hasvizében taldlhatdé endotelidlis mitogén-aktivitas, de
csak a kismértékben metasztdzisos tumort hordozd egerek
szérumdban taldlhatd endotelidlis inhibitor-aktivitas.

A 7. &brén daganatos betegségben szenvedd &llatok
részlegesen tisztitott szérumdnak vagy vizeletének C4
reverz fazisu kromatogrédfidval kapott profiljat mutatjuk

be.
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A 8. abran az egerekben teljes plazminogén-
molekulaval, a humén plazminogén I. lizin-koétéhelyének
aktiv frakciéjaval, daganatos egerek koncentralt
vizeletével, illetve egészséges egerek koncentrélt
vizeletével 13 napig kezelt egerekben a felileti tiuds
metasztazisok szamat mutatjuk be.

A 9. abran teljes humédn plazminogén-molekuléaval, az I.
lizin-k8t&hely készitmény aktiv frakcidéjéval, daganatos
egerek koncentralt vizeletével, illetve egészséges egerek
koncentralt vizeletével 13 napig kezelt egerek tidejének
tomegét mutatjuk be.

A 10. &bradn a pTrcHis vektor vazlatos szerkezetét
mutatjuk be.

A 11. &bradn a (10 literes fermentécidban) E. coli
altal expresszalt huméan angiosztatin "immunoblot"-
analizisének eredményét mutatjuk be. A vizsgadlat soréan
proébaként a humédn plazminogén 1-3. "kringle"-régidja elleni
monoklonalis antitestet alkalmaztunk. A nyil a rekombinéns
human angiosztatint mutatja. A: 0,2 M amino-kapronsavval
elualt rekombindns angiosztatin; B: a lizin-oszlop 1 x PBS-
sel végzett utolsd mosédsa; C: a feltart sejtekbdl szarmazd,
tisztitott lizétum.

A 12, &brédn a novekvd szarvasmarha endotélsejtek
szadzalékos gatléasat a torzsoldat filiggvényében bemutatd
grafikon 1lathaté. Az "AlMY, "A2'", "B1", "B2" és "E"
rekombinans klénok, melyek humdn angiosztatin anti-
angiogenezis aktivitést expresszalnak; A "Cl1", "cz2", "D1"

és "D2" kontrollok negativ kontroll klénok, amelyek az

A 2890
. .
“ asv osy
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angiosztatint kédolé humadn DNS-szekvencia nélkiuli vektort
tartalmazzak.

A 13. &brédn a rekombindns humén angiosztatin -
szarvasmarha hajszalér endotélsejtek proliferacibéjara in
vivo gyakorolt - hatasat mutatjuk be.

A 14, 4&bréan - a primer tumor eltavolitésa és
sboldattal vagy érképzddést gatld aktivitdsu fumagillin-
analdggal végzett kezelés utdni - novekedési proliferéciéds
indexet és "apoptdzisos" indexet mutatjuk be.

A 15. A&bradn az egerekben 1évé T241 primer tumor
ndvekedésének humdn angiosztatinnal in vivo végzett
kezeléssel (naponta két dbézis, dbézisonként 40 mg/kg,
dsszesen 80 mg/kg/nap) toérténd gatlasat mutatjuk be.

A 16. &brén az egerekben 1lévé LLC-IM primer tumor
ndvekedésének humdn angiosztatinnal iIn vivo végzett
kezeléssel (naponta két dbézis, dbézisonként 40 mg/kg,
0sszesen 80 mg/kg/nap) torténd gatlasat mutatjuk be.

A 17. &abran egy Lewis-féle tiudérakos primer tumor
eltavolitéasanak tidé metasztizisok novekedésére gyakorolt
hatédsat mutatjuk be.

A 18. 4&bran a tumor kivagdsa uténi novekedési
proliferacibét és apoptdzisos indexet mutatjuk be.

A 19. &abran az angiosztatin-protein - belltetett T241
fibroszarkédma-sejteket hordozd - egereknek torténd
beadésdnak a teljes tumortérfogatra gyakorolt hatéasat
mutatjuk be (az idé figgvényében) .

A 20. &bradn az angiosztatin-protein - belltetett

Lewis-féle tid&radk (ILM) sejteket hordozdé - egereknek



torténd beadasanak teljes tumortérfogatra gyakorolt hatasat
mutatjuk be (az idé& fiiggvényében) .

A 21. 4&brédn az angiosztatin-protein - Dbeiiltetett
retikulum-szarkémasejteket hordozé - egereknek torténd
beadaséanak teljes tumortérfogatra gyakorolt hatasat
mutatjuk be (az idd§ fiiggvényében) .

A 22. a&bran az angiosztatin-protein - beiiltetett PC-3
human prosztatardk-sejteket hordozé - immunhidnyos SCID
egereknek torténd beaddsadnak a teljes tumortérfogatra
gyakorolt hatdsat mutatjuk be (24 napos id&szakban az idé
figgvényében) .

A 23. abréan az angiosztatin-protein - beiiltetett MDA-
MB humén eml&rdk-sejteket hordozé - immunhidnyos SCID
egereknek tdrténé beadasdnak a teljes tumortérfogatra
gyakorolt hatasat mutatjuk be (24 napos id&szakban az idé
figgvényében) .

A 24. abran az egér plazminogén-cDNS-bdl szarmazd -
egér angiosztatin-proteint kédolé - egér DNS-szekvencia
klénozasat mutatjuk be vazlatosan. Az egér angiosztatin az
egér plazminogén 1-4. "kringle"-régiéit foglalja magaban. A
"PCR" jelentése polimeraz-lancrakcié; "pP1" Jjelentése a PCR
lancinditd oligonukleotid 5'-vége; "pP2" jelentése a PCR
lancindité oligonukleotid 3'-vége; "SS”" jelentése
szignadlszekvencia; az "ATG" a transzlacids kezdb6kodon;
"TAA" a transzléaciés stopkodon; "THA" jelentése a
hemagglutinin-epitép toldalék (YPYDVPDYASL); "K1", "K2",
"K3" és "K4" jelentése az egér plazminogén 1., 2., 3.,

illetve 4. "kringle"-régidja; a "CMV" a citomegalovirus-
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prométer; "T7" a baktérium fag promdter; "PA" Jjelentése az
aktivalads elStti peptid; és "SP6" Jelentése az Spb6
prombter.

A 25. abran a nem transzfektdlt sejtek (kontroll); az
angiosztatint kédoléd  DNS-szekvencia nélktili  vektorral
transzfektalt sejtek (vektor 5); és két, angiosztatint
expresszalé klén (AST 31 és AST 37) esetében a sejtek
szamanak - id8 filiggvényében térténd - valtozadsdt mutatjuk
be. A 25/A 4bradn a T241 sejtek transzfektalasanak
eredményei, a 25/B &bran pedig az LL2 sejtek eredményei
lathatoék.

A 26. abran az angiosztatin-klént tartalmazd E. coli
sejtek tenyészetébdl szarmazd tapkdzeg sejtszamra gyakorolt
hatasat mutatjuk be. A kisérlet sorén transzfektalatlan
sejteket (kontroll); az angiosztatint kédold DNS-szekvencia
nélkiili wvektorral (vektor 5) transzfektdlt sejteket; és
hdrom angiosztin-expresszald klént (AST 25, AST 31 és AST
37) vizsgaltunk. A 26/A &bran a kontroll sejtekbdl és az
angiosztatin-klénokbél (expresszald és nem expresszald
egylitt) szarmazd tenyésztd tapkdzeggel végzett inkubaléas
sejtszamra gyakorolt hatédsait mutatjuk be. A 26/B &bran a
kontroll sejtekbdl; a csak vektorral transzfektalt
sejtekb81l (vektor 6) és - az egér angiosztatint expresszald
angiosztatin klénokbdl szarmazd tenyésztd  tapkdzeggel
végzett inkubdléas sejtszamra gyakorolt hatdsat mutatjuk be.
A 26/C 4abran a kontroll sejtekbdl; és - az egér
angiosztatint expresszald - angiosztatin kloénokbdl szarmazd

tisztitott tenyészté tapkozeggel végzett inkubalés
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sejtszadmra gyakorolt hatédsdt mutatjuk Dbe (ebben a
kisérletben - a lizinkdt&-komponensek kinyerése érdekében -
lizin-"Sepharose" oszlopon tisztitott tenyésztd tépkdzeget
alkalmaztunk.

A 27. &bran az 1id6é fluggvényében mutatjuk be - az
el6zetesen angiosztatint kédold DNS-szekvenciat tartalmazo,
és az angiosztatin-protein expresszaldsara képes vektorral
transzfektdlt - T241 fibroszarkdéma-sejtek egerekbe torténd
beliltetésének o©ssz-tumortérfogatra gyakorolt hatésat. A
"nem transzfektalt" csoportban valtoztatds nélkili T241
fibroszarkéma sejteket Ultettink az egerekbe. A "vektor 6"
csoportban - az angilosztatint kédoldé DNS-szekvenciédt nem
tartalmazé - vektorral transzfektdlt T241 fibroszarkdma
sejteket Ultettink az egerekbe. A "klén 25", "klén 31" és
"klén 37" csoportban az angiosztatint kédold DNS-
szekvenciat tartalmazd vektorral transzfektalt T241
fibroszarkbédma-sejtek klénjait liltettiik be az egerekbe.

A taldlmany targyat készitmények és eljarésok képezik,
melyek angiogenezis dltal kbzvetitett vagy azzal
kapcsolatos betegségek vagy folyamatok detektdléasdra és
kezelésére alkalmazhatdk. A készitmény angiosztatinbdél all,
amely testfolyadékokbbl, t6bbek kozott vérszérumbdl,
vizeletb6l és hasvizb&dl izoldlhatd, illetve kémiai vagy
bioclégiai eljarédsokkal (pl. sejttenyésztés, rekombinans
génexpresszio, peptidszintézis, a plazminogén vagy a
plazmin in vitro enzimatikus katalizise aktiv angiosztatin
eléallitédsa érdekében) szintetizdlhatdék. A rekombinéns

technikdk k&zé tartozik a DNS-forrasokbdl polimeraz-
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lancreakciéval (PCR) végzett génamplifikdcid, és az RNS-
forrasokbdél reverz-transzkriptdzos polimerdz-lancreakciodval
végzett génamplifikacié. Az angiosztatin gatolja vérerek
szovetekbe (pl. erek nélkili vagy erekkel adtszdétt
tumorokba) torténd benovését.

Szintén a taldlmany targyat képezi eqgy olyan
készitmény, amely angiosztatint koédold DNS-szekvenciéat
hordozbé vektort tartalmaz, mely vektor - ha jelen van egy
sejtben - képes az angiosztatin expresszdlasara. A
taldlmany targyat képezi tovadbba egy olyan készitmény,
amely egy vektort hordozé sejtet tartalmaz, amely vektor -
angiosztatint vagy annak fragmenseit vagy analdgjait kdédold
- DNS-szekvenciat tartalmaz, és amely - ha Jjelen van a
sejtben - képes az angiosztatin expresszdlasara. A
taldlmény targyat képezi tovabba egy eljaréds, melynek soran

emberbe vagy allatba egy vektort tartalmazdé sejtet tiltetiink

be, amelyben a vektor - angiosztatint wvagy annak
fragmenseit vagy analdgjait kbédold - DNS-szekvenciét
tartalmaz, és amely - ha jelen van a sejtben - képes az

angiosztatin expresszalasara.

Szintén a taldlmany targyat képezik azok a gydgyaszati
készitmények, amelyek angiosztatint, angiosztatin-
fragmenseket, angiosztatin-antiszérumot, angiosztatin-
receptor-agonistat vagy angiosztatin-receptor-antagonistéat
gybgyészati szempontbdél elfogadhatd hordozdval - és adott
esetben tartds kibocsatast biztositd vegyliletekkel vagy
készitményekkel, pl. biolégiailag lebonthatdé polimerekkel -

elegyitve tartalmaznak.
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Kozelebbrdél, a taldlmany targya az angiosztatin
elnevezésl protein, amelynek molekulatomege hozzavetdleg
38-45 kD, és amely képes az endogén novekedési faktorok
(mint pl. a bFGF) érképz8 aktivitdsénak in vitro gatléasara.
Az angiosztatin egy 38-45 kD molekulatomegl protein
(redukaldé poliakril-amid~gélelektroforézis alapjéan), és
aminosav-szekvenciidja lényegében hasonldé a teljes egér
plazminogén-molekula 98. aminosavanal kezdédd egér
plazminogén-fragmenséhez. A "lényegében hasonld" kifejezés
- az angiosztatin aminosav-szekvencid&jara vonatkozdan =
olyan aminosav-szekvenciat jelent, amely érképzd8dést gatld
(anti~angiogén) aktivitéasd, és molekulatémege hozzavetdéleg
38-45 kD, tovabba nagyfoki szekvencia-homolédgiadt mutat az
egér plazminogén - 98. aminosavanal kezd6dd - peptid-
fragmensével, melynek molekulatomege 38-45 kD. A nagyfoku
homoldégia legalédbb kb. 60 $-o0s aminosav-homoldégidt,
elénybsen legaldbb kb. 70 %-os aminosav-homoldgiat, még
elénydsebben legaldbb kb. 80 %-os aminosav-homoldégiat
jelent. Ahogy a leirdsban haszndljuk, az "endoteliédlis
gatld aktivitas" egy molekula &altalénos érképzédést
(angiogenezist) gatld képességét jelenti (példaul

tenyészetben, fibroblaszt noévekedési faktor Jjelenlétében

szarvasmarha hajszalér-endotélsejtek novekedésének
gatléasa) .
A teljes egér plazminogén-molekula aminosav-

szekvenciajat az 1. &bran, illetve az 1. azonositbdészamu
szekvenciaként mutatjuk be. Az angiosztatin szekvenciédja

hozzavetdleg a plazminogén-molekula 98. aminosavanal
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kezd6dik. Az aktiv humdn angiosztatin a teljes huméan
plazminogén-molekula 97. vagy 99. aminosavadnadl kezdd&dhet.
Az egérbdl szarmazd angiosztatin elsé 339 aminosavabdl &lld
szekvencidt a 2. A&bran mutatjuk Dbe (2. azonositdszamu

szekvencia), és ezt 0Osszehasonlitjuk az emberbd&l, rhesus-

majombdl, sertésbdl és szarvasmarhaboél szarmazd
plazminogének megfeleld fragmenseinek szekvenciaival
(sorrendben 3., 4., 5. és 6. azonositdészamu szekvencia).

Mivel e szekvencidk joéval 50 ¢ feletti aminosav-homoldbgiéat
mutatnak, érthetd, hogy az angiosztatin aminosav-
szekvencidja a kilénbozé fajok kozott lényegében hasonld.
Az angiosztatinban 1év6 aminosavak Osszes szdma nem ismert
pontosan, de ezt meghatédrozza az aktiv molekula
molekulatbmege. A taldlmany szerinti angiosztatin aminosav-
szekvenciadja attél flggben véaltozd, hogy a plazminogén-

molekula melyik fajbdl szarmazik. Ilyenformdn, a taladlmany

szerinti angiosztatin, amely a humdn plazminogénbdél
szédrmazik - bar némileqg més szekvencidt tartalmaz, mint az
egérb8l szarmazd angiosztatin - érképzddést gatld (anti-
angiogén) aktivitést mutat, amint azt az egér tumor

modellben kimutattuk.

Az angiosztatinrél kimutattuk, hogy képes az
endotélsejtek ndvekedését in vitro gatolni, ekdzben azonban
nem gatolja az egyéb sejttipusokba tartozdé sejtvonalak
noévekedését. Részletesebben, az angiosztatinnak nincs
hatdsa a Lewis-féle tldérédk sejtvonalakra, a vidramenyét
(Mustela vison) tiudS epitheliumra, a 3T3 fibroblasztokra, a

szarvasmarha aorta simaizomsejtjeire, a szarvasmarha retina
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pigment-epitheliumra, az MDCk sejtekre (kutyavese
epithelium), WI38 sejtekre (human magzati
tud6fibroblasztok), EFN sejtekre (egér magzati

fibroblasztok) és LM sejtekre (egér kotészovet). Daganatot
hordozé egérben az endogén angiosztatin hozzavetdleg 10
mg/testtomeg-kilogramm szisztéméds koncentracidban hatasos a
metasztazisok gatlaséban.

Az angiosztatin specifikus hdromdimenzibs
konformaciéju, melyet a plazminogén-molekula "kringle"-
régidéja hatadroz meg [Robbins, K.C.: "The plasminogen-
plasmin enzyme system" Hemostasis and Thrombosis, Basic
Principles and Practice, 2. kiadas, szerk.: Colman, R.W. és
mtsai., J.B. Lippincott Company, 340-357. old., (1887)]. A
plazminogén-molekula N-termindlis részében ot ilyen

"kringle"-régidé talalhatd, melyek konformacids szempontbdl

rokon motivumok. Ugy tartjuk, hogy az angiosztatin
haromdimenzidés konformacidéja az 1., 2. és 3. "kringle"-
régidét, wvalamint a 4. "kringle"-régid egy részét foglalja

magédban. A plazminogén-molekula minden egyes "kringle"-
régidéja hozzédvetd§leg 80 aminosavat és 3 diszulfidkotést
tartalmaz. Errél a cisztein-motivumrdl ismeretes, hogy més
- biolégiai aktivitést mutatd - proteinekben is
megtalalhaté. E proteinek k6zé tartozik - tobbek kozott - a
protrombin, a hepatocita novekedési faktor, a "scatter"
faktor és a makrofagstimulald protein [Yoshimura, T. és
mtsai.: J. Biol. Chem. 268(21), 15461 (1993)]. Valamennyi
olyan - 1in vivo érképzddést gatld aktivitdst mutatd -

izolalt proteint vagy peptidet a taldlméany targyanak
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tekintink, amelyre hédromdimenzids "kringle"-szerd
konformadcié vagy cisztein-motivum jellemzé.

Szintén a taldlmdny targyat képezi eqgy eljaras az
angiosztatin testfolyadékokban és szovetekben (betegségek,
pl. rdk diagnosztizalédsa és eldrejelzése céljabdl) torténd
detektéalasara. A taladlmadny targyat képezi tovabba egy
eljards az angiosztatin koétéhelyeinek és receptorainak
sejtekben és szovetekben torténd detektdlasara. A talalméany
targyat képezik tovabba eljarasok érképzési betegségek és
folyamatok (példaul, tobbek kozoétt arthritis és tumorok)
kezelésére vagy megelSzésére, melyek soran serkentjlk az
angiosztatin termelddését, és/vagy a péaciensnek lényegében
tisztitott angiosztatint vagy angiosztatin-agonistat vagy
angiosztatin-antagonistat és/vagy angiosztatin antiszérumot
vagy angiosztatin antiszérum elleni antiszérumot adunk be.
Az egyéb kezelési mdédszerek ko6zé tartozik a - citotoxikus
agensekhez kapcsolt - angiosztatin, angiosztatin-
fragmensek, angiosztatin-analdgok, angiosztatin antiszérum
vagy angiosztatin-receptor-agnisték vagy -antagonistéak
beadasa. Tudni kell, hogy az angiosztatin egyarant lehet
4llati wvagy humdn eredetli. Az angiosztatint kémiai uton
vagy (expresszibés rendszerekkel kombindlt) rekombinans
technoldégiaval mesterségesen is eldadllithatjuk, ezenkivil,
elallithatjuk enzimatikus mdédszerekkel is, melyek sorédn az
izolalt plazminogént vagy plazmint enzimatikusan hasitva
érképz8dést gatld aktivitast mutatd peptideket Allitunk
eld. Az angiosztatin a plazminogént angiosztatinnd hasitd

endogén enzimek mikodését utanzéd vegyliletek alkalmazasaval
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is eléallithato. Az angiosztatin termeldédését a
plazminogénhasité enzimek aktivitéséat befolyésold
vegyliletekkel is mdédosithatjuk.

Az érképzddés-fiigg8 folyamatok (pl. a reprodukcid,

fejlédeés, sebgybgyulés, szOvetregeneracid) mbédositasa
érdekében - az angiosztatint specifikusan ko6té antitestek
alkalmazédsdval - ©passziv antitest-terédpia alkalmazhatd.

Ezenkiviil, az endogén angiosztatin-antiszérum angiosztatint
kotd képességének blokkolasa érdekében az angiosztatin-
antitestek Fab-régidi ellen iranyuléd antiszérumok
alkalmazhatdk.

Szintén a taldlmédny targyat képezi egy génterédpids
eljadrds, melynek soradn egy paciensben az angiosztatint
kédold gént szabdlyozzuk. A DNS - géntermék protein
expresszaldsa érdekében - sejtekbe torténd bevitelének (méas
néven a génterédpia) kilonboz6 mbédszereit 1ld.: Yang, N.

Crit. Rev. Biotechn. 12(4), 335 (1992); melyet teljes

egészében a kitanitads részének kell tekinteni]. A
génterdpia sorédn - ex vivo vagy in vivo terdpidban torténd
alkalmazashoz - a DNS-szekvencidkat szomatikus sejtekbe

vagy csiravonal sejtekbe vissziik be. A génteréapia célja a
gének helyettesitése, normédlis vagy abnormalis génfunkcidk
fokozasa és fert6z8 betegségek vagy mas kbdéros 4&llapotok
lekiizdése.

Az 1ilyen orvosi problémadk génterdpia alkalmazaséaval
torténd megoldadsénak stratégiai kozé tartoznak az olyan
gybgyaszati stratégidk, melyek sordn azonositjuk a hibéas

gént, majd - a hibas gén funkcidjanak pdétlédsa vagy egqy
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csekély mértékben mikodSképes gén mikodésének fokozasa
érdekében - egy mikddéképes gént visziink be; illetve a
megeldzési stratégidk, melyek sordn egy kivant proteint
kédold gént visziink be, s az altala koédolt géntermék
"kezeli" a betegséget vagy fogékonyabbd teszi a szévetet
vagy szervet a kezelésre. A megelbzési stratégia egyik
példajaként emlitjik azt az esetet, amikor egy gént, pl.
angiosztatint kédold gént visziink be a paciensbe, s ezaltal
megakadalyozzuk az érképzdédés eldforduldsat. Egy masik
példa szerint olyan gént visziink be a paciensbe, amely a
tumorsejteket érzékenyebbé teszi a sugarzdsra, s ezt
kdvetéen a tumor besugadrzidsaval a tumorsejtek fokozott
mértékd pusztuldsa érhetd el.

A talalmany leirésdban az angiosztatin-DNS vagy az
angiosztatin regulator-szekvenciéak bevitelének szamos
eljirasat megemlitijiik. Az angiosztatinnal norméalis esetben
specifikusan kapcsolatban alloéotol eltérd prombter-
szekvencidk vagy mds (az angiosztaton-protein termelddését
fokozni  képes) szekvencidk transzfekcidjat szintén a
génterapids eljarasok kozé soroljuk. E technolégia egyik
példaja a Transkaryotic Therapies, Inc.-nél (Cambridge,
Massachusetts) talalhatd, ahol egy "genetikai kapcsol6"
(amely a sejtekben egy eritropoietin-gént kapcsol be)
inszertdlasa érdekében homoldg rekombinaciét alkalmaznak
[1d. Genetic Engineering News (1994. 4prilis 15.)]. Az
ilyen "genetikai kapcsoldék" felhasznalhaték az angiosztatin

(vagy az angiosztatin-receptor) aktivalaséara olyan
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sejtekben, amelyek nem expresszaljéak normalisan az
angiosztatint (vagy az angiosztatin-receptort).

A génterapiads célokra alkalmas génbeviteli eljarasok
hérom nagy csoportba sorolhatdk: fizikai (pl.
elektroporacid, kozvetlen génbevitel és részecskebombéazas);
kémiai (lipid alapu hordozdék vagy méds, nem viralis vektorok

alkalmazésa); és bioldgiai eljarasok (viruseredetd vektor

és receptor felvétel). Nem virdlis vektorokként példaul
DNS-sel bevont liposzdmak alkalmazhatdk. Az ilyen
liposzéma/DNS-komplexek intravénasan kbzvetleniil a

paciensbe injektalhaték. Ugy tartjuk, hogy a liposzdédma/DNS-—
komplexek a majban koncentraldédnak, ahol a DNS-t atadjak a
makrofagoknak és a Kupffer-sejteknek. Ezek a sejtek hosszu
életldek, igy a bevitt DNS hosszan tartd expresszidjat
biztositjak. Ezenkivil, a gént tartalmazd vektorok vagy a
"csupasz" DNS (iranyitott bevitel céljabdl) kozvetlenil a
kivant szervbe, szovetbe vagy tumorba injektélhatd.

A génterdpids eljarasok a bevitel helye alapjan is
jellemezhetdk. A génbevitel alapvetd mdédjai az ex vivo, az
in vivo és az in vitro génbevitel. Az ex vivo génbevitel
esetében a sejteket kivessziik a paciensbdl, és
sejttenyészetben novesztijlik, majd a DNS-t a sejtekbe
transzfektdaljuk, a transzfektalt sejteket felszaporitjuk,
majd visszalltetjik a paciensbe. Az 1in vitro génbevitel
esetében transzformadlt sejtekként tenyészetben novesztett
sejteket alkalmazunk, amelyek nem az adott paciens sejtjei.

Ezeket a "laboratdériumi sejteket" transzfektadljuk, és a
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transzfektalt sejteket a paciensbe torténd belltetésre vagy
més alkalmazasokra szelektdljuk, és szaporitijuk.

Az in vivo génbevitel sordan a DNS-t a péaciens
sejtjeibe vissziik be, mely sejtek a péciens testében
helyezkednek el. Az e célra alkalmas mddszerek kozé
tartozik a viruskdzvetitette génbevitel, amikor a gén
bejuttatasdhoz nem fertéz4 virust alkalmazunk; illetve a
csupasz DNS - a péaciens egy adott testrészébe vagy szervébe
torténd - injektédlésa. Ezen eljarasok eredményeként a DNS-t
a sejtek egy Dbizonyos héanyada veszi fel, és ezekben a
sejtekben a géntermék protein expresszaldédik. Ezenkivil, az
itt leirt egyéb eljarasok (mint példidul a "génagyu"
alkalmazéasa) szintén felhaszndlhatdék az angiosztatin-DNS
vagy az angiosztatin requldtor-szekvencidk 1iIn vitro
inszertédléaséhoz.

A génterdpia kémiai eljarédsai kozé tartozik a
lipidalapi vegyliletek - nem feltétlentil liposzdmadk -
alkalmazdsa a DNS sejtmembranon torténd Atjuttatésa
céljabdél. A 1lipofektinek vagy citofektinek (lipidalapu
pozitiv ionok, amelyek negativ toltésdi DNS-hez kotddnek)
olyan komplexet alkotnak, amely  képes dthatolni a
sejtmembranon, és a DNS-t a sejt belsejébe Jjuttatja. Egy
masik kémiai eljards a receptoron alapuld endocitdzist
foglalja magdban, melynek soran egy specifikus ligandumot
egy sejtfeliileti receptorhoz kotink, beburkoljuk, és
dtvissziik a membranon. A ligandum k6étédik a DNS-hez, és a
teljes komplex bejut a sejtbe. A ligandum/gén-komplexet a

véraramba injektaljuk, és a receptort hordozé célsejtek



s9"e 99 oves o
. (3] .

XY
. . .
see se eoe EY

specifikusan megkdtik a ligandumot, és a ligandum/DNS-
komplex bejut a sejtbe.

Sok génterapids eljarasban a gének sejtekbe torténd
bevitele céljabél virusvektorok alkalmazhatdk. Példaul, a
médositott retrovirus-vektorokat ex vivo eljarasokban gének
periférias és tumorba beszivargd limfocitékba,
hepatocitakba, epidermalis sejtekbe, miocitakba vagy mas
szomatikus sejtekbe torténd bevitelére alkalmazhatdk. Ezek
a moédositott sejtek késd8bb bevihetd8k a péaciensbe, hogy a
bevitt DNS génterméke expresszalddjon.

A gének in vivo mbédszerekkel torténd bevitele céljabodl
virusvektorok is alkalmazhaté4k. Az idegen gének szovet-
specifikus expressziéjanak iranyitdsa érdekében cisz-
miikodésd regulator-elemek vagy prombterek (melyekrél
ismert, hogy szovet-specifikusak) alkalmazhatdék. Ez mnas
médon a DNS vagy a virusvektorok specifikus anatémiai
helyszinekre in vivo, in situ bevitelével valésithatd meg.
Példaul, a véredényekbe in vivo térténd génbevitelt ugy
valésitottuk meg, hogy az artéria faldnak kivalasztott
helyeire in vitro transzdukdlt endotélsejteket ultettink
be. A virus megfert8zte a koérnyezd sejteket, melyek ezutan
szintén expresszaltak a génterméket. Az in vivo helyszinre
kdzvetleniil virusvektort is bevihetiink, példaul katéter
alkalmazasaval, ami lehetdvé teszi, hogy a virus csupan
bizonyos terileteket fertdzzdén megq, és hogy hosszu
idétartamu, hely-specifikus génexpresszié kovetkezzen be. A
retrovirus-vektorokkal végzett in vivo génbevitel

emldszdvetben és majszévetben is alkalmazhatd (a mdébdositott
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virus széban forgd szervekbe vezetd vérerekbe torténd
injektéalasaval).

A génterdpids eljarasokban alkalmazott virusvektorok
k6zé tartoznak - nem kizdrdlagosan - a retrovirusok, egyéb
RNS-virusok (pl. poliovirus vagy Sindbis-virus),
adenovirus, adenovirussal rokon virusok, herpes-virusok,
SV40, vaccinia-virus és mas DNS-virusok. A replikacid
tekintetében hibéds egér retrovirus-vektorok a legszélesebb
korben alkalmazott génbeviteli vektorok. Az egér leukémia
retrovirusok egyszalui RNS-t tartalmaznak, amely sejtmagi
"core"-proteinnel és polimerdz (pol) enzimekkel alkotott
komplexként van Jjelen, és amelyet egy protein-"core" burkol
be és glikoprotein-burok ("envelope") (env) vesz kortl, ami
meghatérozza a lehetséges gazdakat. A retrovirusok
genomialis strukturdja gag-, pol- és env-génekbél 4&ll,
melyeket az 5' és 3' hosszu termindlis ismétlddés ("long
terminal repeat"; LTR) szegélyezi. A retroviralis
vektorrendszerek azt a tényt haszndljak ki, hogy egy - az
5'- és 3'-LTR-t, valamint a "csomagoldé" ("packaging™)
szigndlt tartalmazé - minimalvektor elégséges a vektor
csomagoléasdhoz, a fertézéshez és a célsejtekbe torténd
beépiiléshez, feltéve, hogy a virdlis strukturdlis proteinek
a "packaging" sejtvonalban in trans vannak biztositva. A
génbevitel szempontjdbdél a retrovirus-vektorok alapveté
elényei ko&zé tartozik a hatékony fertdzés és génexpresszid
(a legtdbb sejttipusban), a vektor pontos, egykoépiés
integrdldédésa a célsejt kromoszémalis DNS-ébe, valamint a

retrovirus genom egyszerd manipulédlhatéséaga.
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Az adenovirus linearis, kétsz4ald DNS-t tartalmaz,
amely "core"-proteinekkel alkot komplexet, és "capsid"-
proteinek veszik koriil. A molekularis viroldgia eredményei
lehetévé tették, hogy ezen organizmusok bioldégidjat - Uj
genetikai szekvencidk in vivo célsejtekbe torténd
transzdukcidéjahoz alkalmas - vektorok elSallitéaséhoz
haszndljuk  ki. Az adenoviruson alapuld vektorok a
géntermékeket magas szinten expresszaljik. Ezek a vektorok
- alacsony virustiter esetében 1is - igen hatékony
fertf§z6képességet mutatnak. Ezenkiviil, a virus sejtmentes
virionként teljes mértékben fertbzdbképes, 1igy termeld
sejtvonalak injektdladsdra nincs sziikség. Az adenovirus-
vektorok egy mésik elénye azon képességiik, hogy a heteroldg
gének hosszul id&étartami expresszidéjat képesek megvaldsitani
in vivo.

A DNS-bevitel mechanikai eljarédsai ko6zé tartozik a
fuzidéra képes 1lipidgoémbdk (pl. 1liposzémék vagy méas,
membranfizidra képes goémbok) alkalmazasaval vagy kationos
lipidet (pl. 1lipofektin) tartalmazé 1lipid/DNS-részecskék
alkalmazésaval végzett bevitel; a DNS polilizin-
kbzvetitette bevitele; a DNS kodzvetlen injektdléasa (pl. a
DNS csirasejtekbe vagy szomatikus sejtekbe torténd
mikroinjektaléasa); DNS-sel bevont részecskék pneumatikus
médszerrel torténd bevitele (pl. aranyrészecskék génagyuval
végzett bevitele; valamint a szervetlenkémiai mddszerek,
mint pl. a kalcium-foszfatos transzfekcidé. Egy mésik
eljaréds, a ligandum-kozvetitette génterdpia sordn a DNS-t

specifikus 1ligandumokkal komplexé alakitva ligandum/DNS-
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konjugatumokat hozunk létre, s ezek alkalmazdsaval a DNS-t
specifikus sejtekbe vagy szovetbe iradnyitjuk.

Azt taldltuk, hogy plazmid-DNS izomsejtekbe toérténd
injektdlédsa nagy szazalékban eredményez transzfektalt
sejteket, és a markergének hosszan tartd expresszidjat
biztositja. A plazmid DNS-e vagy beépiil a sejt genomjéba,
vagy nem. Ha a transzfektdlt DNS nem integralédik, a
transzfekcié és a géntermék expresszidja a véglegesen
differencidlt, nem proliferalddd szovetekben hosszi idé &t
jatszo6dik le, anélkiil, hogy tartani kellene a celluléaris
vagy mitokondridlis genomban eldéforduld inszercidktdl,
delécidktdl vagy mas valtozasoktdl. A gydbgyhatdsi gének
hosszu ideig tartd - de nem feltétlenil &llandd - bevitele
a specifikus sejtekbe genetikai betegségek kezelésére vagy
megeldzési célokra alkalmazhatdé. A géntermék szintjének
fenntartasa érdekében - a recipiens sejtek genomjédban
eléforduld mutédcidk kikiiszobolésével - a DNS adott
idékozonként Ujrainjektdlhatdé. Amennyiben az idegen DNS-ek
nem integraldédnak, lehetdség nyilik arra, hogy egyetlen
sejten beliil tobb kilonbdzd, exogén DNS-konstrukcid legyen
jelen, melyek mindegyike kilonbozb géntermékeket
expresszal.

A részecske-kozvetitette génbeviteli eljarasokat
el8szo6r novényi szovet transzformidlasdhoz alkalmaztak. A
DNS-sel bevont, nagy denzitasu részecskék (pl. arany vagy
volfram) nagy sebességre (ami lehetdvé teszi a megcélzott
szervekbe, szbvetekbe vagy sejtekbe valé Dbehatolést)

torténd felgyorsitdsédhoz részecskebombazd berendezéssel
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vagy "génagyuval” hajtderdét hozunk létre. A
részecskebombidzds =~ a DNS sejtekbe, szbvetekbe vagy
szervekbe torténd bejuttatésa céljabdl - in vitro

rendszerekben vagy ex vivo és Iin vivo technikéak
felhaszndlasaval alkalmazhaté.

A  génbevitelhez alkalmazott elektroporéacid soréan
elektromos dramot hasznéalunk, hogy a sejteket vagy
szbveteket fogékonnya tegyltk az elektroporéaciods
génbevitelre. Egy membridn permeabilitdséanak (a DNS-
molekuldk sejtbe torténd bejutdsdhoz megfeleld mértékd)
noévelése érdekében adott térerejd, rovid elektromos
impulzust alkalmazunk. Ez az eljadrds - a DNS sejtekbe,
szdvetekbe vagy szervekbe torténd bevitele céljabdél - in
vitro rendszerekben, valamint ex vivo és in vivo
technikéakkal egylitt alkalmazhatéd.

A hordozdé-kdzvetitette génbevitel in vivo idegen DNS
sejtekbe tdrténd bejuttatdsdra alkalmazhaté. A hordozd/DNS-
komplex konnyen bejuttathatdé a testfolyadékokba vagy a
vérdramba, majd helyspecifikusan a megcélzott szervbe vagy
szovete irényithato. Erre a célra liposzdémék és
polikationok (pl. polilizin, lipofektinek vagy
citofektinek) egyarant alkalmazhatdék. Kialakithatunk sejt-
vagy szovetspecifikus liposzbdmakat, ami lehetdvé teszi,

hogy a liposzdéma &ltal szallitott idegen DNS-t a célsejtek

vegyék fel. Az immun-liposzdémdk - melyek bizonyos sejteken
taldlhaté specifikus receptorra irédnyulnak - injektélésa
kényelmes eljarasként alkalmazhatdé a DNS - receptort

hordozdé - sejtekbe torténé juttatédsédra. Hordozdrendszerként
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az asialoglikoprotein/polilizin-konjugatumrendszer is
alkalmazhatdé, amely a DNS hepatocitdkba in vivo térténd
bejuttatdsira alkalmas.

A transzfektalt DNS egyéb tipusu hordozdkkal is

komplexé alakithatd, oly mdébdon, hogy a DNS a recipiens

sejtbe sz4allitédjon, és a citoplazméban vagy a
nukleoplazmdban maradjon. A DNS - specidlisan kialakitott
vezikula-komplexekben - sejtmagi hordozéproteinekhez

kapcsolhatd, és kozvetleniil a sejtmagba vihetd be.

Az angiosztatin génszabalyozdsa olyan vegyliletek
beadaséaval valdsithatd meq, amelyek kotbddnek az
angiosztatin-génhez, az angiosztatin-génnel kapcsolatos
szabalyozorégidkhoz vagy a megfeleld RNS-transzkriptumhoz,
mbédositva ezdltal a transzkripciét vagy a transzlaciét.
Ezenkivil, angiosztatint kédold DNS-szekvenciaval
transzfektalt sejteket is beadhatunk a paciensnek, hogy in
vivo angiosztatin-forradst biztositsunk. E célbél, példaul,
a sejtek angiosztatint kdédolod nukleinsav-szekvenciéat
tartalmaz6 vektorral transzfektalhatodk.

Az itt haszndlt "vektor" kifejezés olyan hordozét
jelent, amely olyan specifikus nukleinsav-szekvenciakat
tartalmaz (vagy olyan specifikus nukleinsav-szekvenciakkal
all kapcsolatban), amelyeknek az a funkciéja, hogy a
specifikus nukleinsav-szekvencidkat egy sejtbe szallitsak.
A vektorok példai kozé tartoznak a plazmidok és a
fertdz&6képes mikroorganizmusok (pl. virusok), illetve a nem
virdlis vektorok (mint pl. a ligandum/DNS-konjugatumok,

liposzdémék és lipid/DNS-komplexek) . Az angiosztatin
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expresszalasidra képes expresszidés vektor kialakitédsédhoz
szilikség lehet arra, hogy az angiosztatin DNS-szekvencidjéat
tartalmazd rekombinadns DNS-molekula expresszibds szabalyozb-
szekvencidkhoz miksdSképesen legyen kapcsolva.
Transzfektdlt sejtekként alkalmazhatdék a péaciens normédlis
szbveteibdl vagy beteg szoveteibdl szarmazd sejtek, illetve
nem a paciensbdl szirmazd sejtek is.

Példaul, egy péciensbdl eltavolitott tumorsejtek a
taléalmdny szerinti angiosztatin expresszalésadra képes
vektorral transzfektalhatdk, majd visszajuttathatdék a
paciensbe. A transzfektdlt tumorsejtek olyan mennyiségi
angiosztatint termelnek a péaciensben, ami gatolja a tumor
novekedését (a paciens lehet ember wvagy &llat). A sejtek
vektor alkalmazésa nélkiil, illetve ismert fizikai és kémiai
eljérésokkal (pl. -elektroporéaciéval, ionoporacidval vagy
"génagyu" alkalmazaséaval) is transzfektidlhatok. Az
angiosztatin-DNS-t - hordozé nélkil - kdzvetleniil 1is
injektalhatjuk a paciensbe, k&zelebbrdl, bbdrbe, izomba vagy
vérbe.

Az angiosztatin péciensbe toérténd transzfektalésaval
végzett génterdpids eljarads sordn az angiosztatin-DNS-t
beépithetjik a sejtek genomjdba, minikromoszémékba, illetve
- a sejt citoplazmédjaban vagy nukleoplazmajaban
elkiloniilten elhelyezkedd - replikalédod vagy nem
replikdldédd DNS-konstrukcidként vihetijlik be a sejtbe. Az
angiosztatin-expresszié hosszl ideig folytatédhat, illetve
- a sejtben, szbvetben, szervben vagy a vérben - az

angilosztatin-protein kivant szintjének fenntartésa



- 37 -

érdekében az angiosztatin-DNS szabéalyos idékozdnként
injektalhatb.

Az angiosztatin HPLC-C4 oszlopon izolalhaté (1d. 3.
tabléazat). Az angiosztatin-protein acetonitril-gradiensben
30-35 3-nadl elualdédik. Redukald feltételekkel végzett
natrium-dodecil-szulfédt-poliakril-amid-gélelektroforézissel
(SDS—-PAGE) az aktivitédst mutatdé proteinsav egyetlen,
hozzavetSleg 38 kD-nak megfeleld csucsként eluidlédik.

Kimutattuk, hogy egy névekvd primer tumor kapcsolatban
all az endotelidlis sejtproliferacid specifikus
inhibitora (i) - koztiik az angiosztatin, amely eqgy
metasztazison belll képes az angiogenezis gatlasara, s
ezadltal a metasztdzis novekedésének gatlasara - véraramba
torténd felszabadulasdval. A primer tumorral &sszefiiggd
angiosztatin forrasat nem ismerjik; termelédhet a
plazminogén - specifikus protedz &ltali - lebontasaval vagy
egy angiosztatint kédold specifikus gén expresszidjaval.

Egy primer tumor angiogén fenotipusa az angiogén
peptidek endotélsejt-inhibitorokhoz (melyeket a normdalis
sejtek feldolgoznak, de a daganatképzddés soréan
termeldédésiik alulszabdlyozott) képest feleslegben torténd
termelddése esetében valésul meg. Mig az angiosztatin
termelddése egy adott tumorsejtben - a eredeti sejttipusban
megfigyelhetd termelddéshez képest - alulszabalyozott
lehet, a teljes tumor &ltal feldolgozott inhibitor &sszes
mennyisége elegendd lehet ahhoz, hogy bejusson a
keringésbe, s ezaltal téavoli mikrometasztazisokban gatolja

az endotelialis névekedést. Az angiosztatin 1lényegesen
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hosszabb ideig marad a keringésben, mint a primer tumor
dltal kibocsatott angiogén peptid(ek). Ennek megfelelben,
gy tidnik, hogy az angiogén peptidek 1lokalisan, mig az
angiosztatin globalisan hat, és viszonylag hosszu felezési
idével a vérben kering. Az angiosztatin felezési ideje
hozzavetdleg 12 6ratdél 5 napig terjed.

Bar nem kivanunk a kovetkezd feltevéshez ragaszkodni,
ugy véljiuk, hogy amikor egy tumor angiogén fenotipusuva
valik, egy vagy tobb angiogén peptidet (pl. aFGF, DbFGF,
VEGF, 1IL-8, GM-CSF, stb.) szabadit fel, melyek lok&lisan
hatnak, extravaszkularis irédnybdél a primer tumor k&zelében
1év6 endotéliumot célozzdk meg, és nem keringenek (vagy
rovid felezési idével keringenek) a véraramban. Ezeknek az
angiogén peptideknek olyan mennyiségben kell termelddnitik,
hogy képesek legyenek az endotélsejt-inhibitorok (az
angiogenezis inhibitorai) mik&désének elfojtasara, ami
lehetévé teszi, hogy egy primer tumor noévekedhessen. Amikor
egy 1ilyen primer tumor Jjoél1 novekszik, folyamatosan
endotélsejt-inhibitorokat bocséat ki a keringésbe. E
feltevés szerint ezek az inhibitorok a primer tumortédl
bizonyos tavolsagban hatnak, a metasztédzisok hajszalér-
endotéliumdt intravaszkuldris iranybdél célozzadk meg, és
folyamatosan keringenek a vérdramban. Ilyenforman, amikor
egy tévoli metasztdzisban beindul az angiogenezis, a
kozelében 1évS hajszédlér-endotéliumot gatolhatja a beadramld
angiosztatin.

Amikor egy primer tumor megfeleld méretet ért el

ahhoz, hogy folyamatosan angiosztatint Dbocsédsson ki a
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vérkeringésbe, eqy masodik metasztéazis (vagy
mikrometasztazis) madr nehezen jon létre, illetve nehezen
fokozza sajadt angiogenezisét. Amennyiben - roviddel a
primer tumor Aattételezdédése utdn - egy masodik metasztazis
jon létre (példaul a bdér alatti térben, a szaruhdrtyaban
vagy intravéndsan a tidében), a primer tumor nem lesz képes
gatolni a szekunder tumort, mivel a szekunder tumorban az
angiogenezis mar megindult. Ha egyszerre két tumorbdl
alakul ki &ttétel (pl. ellenkezd oldalon), az inhibitorok
egyforma gatlé hatédst fejthetnek ki egyméasra.

A taldlmany szerinti angiosztatin

(1) érképzb6dés elleni terapiaként beadhaté daganatos
betegségben szenved$ embereknek vagy &llatoknak;

(ii) eldbrejelzd (progndzisos) markerként emberi wvagy
dllati szérumban, vizeletben vagy szdvetekben nyomon
kovethetd; és

(1iii) felhaszndlhatd rakos péaciensek szérumanak és
vizeletének hasonlé angiosztatikus molekuldkra térténd
vizsgédlatéara.

Az angiosztatin a paciensek testfolyadékaibdl, példaul
vérébdl vagy vizeletébdl is izolalhato, tovabba
eléallithatd rekombindns DNS-technikdk vagy szintetikus
peptidkémiai eljaréasok alkalmazéaséaval is, melyek a
szakemberek szémara Jj6l ismertek. A proteintisztitési
eljarasok szintén jo1l ismertek. Az angiosztatin
tisztitasanak és inhibitor-aktivitasa vizsgalaténak

specidlis példajat az aldbbi példakban irjuk le. Az endogén
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humén angiosztatin izolaléaséat hasonld eljarasokkal
valdésitjuk megq.

Az angiosztatin rekombinéans DNS-technikédk
alkalmazéasaval végzett elSdllitasédnak egyik eljaréasa a
kévetkezd 1lépésekbdl 4&all: (1) a fentebb leirt (és az
aldbbiakban részletezett) mdédon angiosztatint azonositunk
és tisztitunk; (2) meghatérozzuk a tisztitott inhibitor N-
termindlis aminosav-szekvencidjat; (3) az angiosztatin-
szekvencidhoz szintetikus médszerekkel 5'- és 3'-primereket
(ldncindité oligonukleotidokat) allitunk elé; (4) az
angiosztatin génszekvenciadt polimerdz enzim alkalmazésaval
amplifikaljuk; (5) az amplifikadlt szekvenciat megfeleld
vektorba, példaul expresszidés vektorba inszertdljuk; (6) a
gént tartalmazd vektort bevissziik egy organizmusba vagy mas
- a gént expresszalni képes - expresszids rendszerbe; és
(7) izolaljuk a rekombinadns mbédon termeldddtt inhibitort.
Az alkalmas vektorok kozé virdlis, bakteridlis és eukaridta
(pl. élesztd) vektorok tartoznak. A fenti eljéarés
részletesebb leirdsa laboratériumi kézikényvekben taldlhatéd
meg [ld. pl. Sambrook és mtsai.: "Molecular Cloning: A
Laboratory Manual", 2. kiadis, Cold Spring Harbor Press
(1989)]. A humdn plazminogén DNS-szekvencidjat mar korébban
leirtédk [Browne, M.J. és mtsai.: Fibrinolysis 5(4), 257
(1991) ], és azt a kitanitéds részének kell tekinteni.

Az angiosztatint kdédoldé gén - nagy mennyiséqgu
angiosztatint expresszalé sejtekb8l vagy szévetbsl (pl.
tumorsejtekb&dl) - is izoldlhatdé; ennek sordn (1) a

szovetbdl hirviv&é-RNS-t (mRNS) izolalunk; (2) reverz
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transzkriptdz alkalmazasaval eldallitjuk a megfeleld DNS-
szekvenciét; és {3) az aktiv angiosztatin aminosav-
szekvenciajat k6dold DNS~-szekvenciat - megfeleld
lancinditék alkalmazasaval - polimeraz-lancreakciéval (PCR)
amplifikalijuk.

Az angiosztatin vagy bioldégiailag aktiv fragmensei
eldallitasénak tovabbi mbédszere a peptidszintézis. Ha - az
aldbbiakban részletesebben leirt - vizsgdlati rendszer
alkalmazasaval bioldégiailag aktiv angiosztatin-fragmenst
talalunk, szekvenciajat, példaul automatizalt peptid-
szekvenaldsi eljarédsokkal meghatdrozhatjuk. Mé&s mdbébdon, az
angiosztatint kdédolé gén vagy DNS-szekvencia izolaléasa
esetén a DNS-szekvencidt hatdrozhatjuk meg, példaul Fé1
ismert manudlis vagy automatizalt szekvendlasi
eljarasokkal. A nukleinsav-szekvencia végiil is az aminosav-
szekvenciara vonatkozé informacidékat nyujt. Ilyenformén, ha
a bioldgiailag aktiv fragmenst specifikus eljédrésokkal (pl.
tripszines emésztéssel) el8allitottuk vagy a fragmens N-
termindlisat megszekvendltuk, a maradék aminosav-szekvencia
a megfeleld DNS-szekvencia alapjan hatdrozhaté meg.

Ha a peptid aminosav-szekvenciaja ismert, a fragmenst
jol ismert eljarésok alkalmazdsaval szintetizalhatjuk [1d.
pl. E. Atherton és R.C. Sheppard: "Solid Phase Peptide
Synthesis: A Practical Approach" IRL Press, Oxford,
Anglia]. Hasonldan, el&allithatunk tébb fragmenst is,
melyeket azutadn nagyobb fragmensekké kapcsolunk Ossze. Az
ilyen szintetikus peptid-fragmensek - az agonista- vagy

antagonista-aktivitds in vitro vagy in vivo tesztelése
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érdekében - kiiloénbdz& aminosav-szubsztitucidk beiktatdsaval
is eldallithatdék. A szdvetekhez vald kétddés tekintetében

nagy affinitdst mutatd peptid-fragmensek az angiosztatin-

receptor affinitéasi oszlopon végzett izolaléasahoz
alkalmazhatdk. Az angiosztatin-receptor izolalasa és
tisztitésa alapvetd lépést képez az angiosztatin

hatédsmechanizmusdnak értelmezése felé. Az angiosztatin-
receptor izoléalésa és az angiosztatin-agonistéak és
antagonistédk azonositasa elésegiti az angiosztatin-receptor
aktivitast médositd gydgyszerek kifejlesztését. A receptor
izolalasa eredményeként olyan nukleotid-prdébadk &allithatodk
eld, amelyekkel - in situ és oldathibridizaciés technika
alkalmazdsaval - nyomon koévethetd a receptor elhelyezkedése
és szintézise. Ezenkivil, az angiosztatint kdédold gén
izolalhaté, expresszidés vektorba foglalhatd és sejtekbe
(példaul a péciens tumorsejtjeibe) transzfektadlhatd, ami
fokozza a sejttipus, szovet vagy tumor angiosztatint
megkdtd és helyl angiogenezist gatld képességét.

Az angiosztatin hatésosan alkalmazhatéd olyan
betegségek vagy folyamatok kezelésére, amelyeket az
angiogenezis koézvetit vagy amelyekben az angiogenezis
szerepet Jjatszik. A taldlmény targyat képezi egy eljarés
angiogenezis-kdzvetitette betegség kezelésére, melynek
soran az angiosztatin vagy biolbgiailag aktiv fragmense
vagy az angiosztatin-fragmensek kombinacidi (melyek
egylittesen érképzdédést gatld aktivitast mutatnak) vagy az
angiosztatin-agonistédk és -antagonistdk hatésos mennyiségét

alkalmazzuk. Az angiogenezis-kdzvetitette betegségek kozé
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tartoznak - nem kizardlagosan - a kemény tumorok; a vérbdl
szarmazd tumorok, mint pl. a leukémia; a tumor
metasztazisok; a jéindulati tumorok, pl. a hemangiomék, a
halléideg daganatai, neurofibromék, trachomdk és gennykeltd
granulomak; rheumatoid arthritis; pikkelysomor; szemmel
kapcsolatos érképzési betegségek, pl. retinopathia
diabetica, koraszilottséggel kapcsolatos retinopathia,

foltos degeneraltsag; beililtetett idegen szaruhartya

kilokbédése, neovaszkuléris glaucona, retrolentéalis
fibroplasia, rubeosis; Osler-Weber szindréma; szivizom
angiogenezis: plakk neovaszkularizéacié; telangiectasia;

vérzékeny iziiletek; angiofibroma; és sebgranulacié. Az
angiosztatin hatasosan alkalmazhaté az endotélsejtek
felesleges vagy abnormalis serkentésével kapcsolatos
betegségek kezelésére. E betegségek kozé tartoznak - nem
kizarblagosan - a béladhézidk, Crohn-betegség,
atheroslerosis, scleroderma és a hipertréfids hegek, azaz a
keloidok. Az angiosztatin sziiletésszabdlyozd szerként is
alkalmazhaté, mivel megakadélyozza az embrid
bedgyazédidsdhoz sziikséges érképzddést. Az angiosztatin
hatdsosan alkalmazhaté olyan Dbetegségek kezelésére is,
amelyekben az angiogenezis kdéros kovetkezményként van
jelen; ilyen példaul a "macskakarmolas" betegség (Rochele
minalia quintosa) és a fekélyek (Helicobacter pylori).

Az angiosztatin szintetikus peptidfragmensei szémos
alkalmazasi terilileten felhaszndlhaték. Az angiosztatin-
receptorhoz nagy specifitadssal és aviditéssal kotdds

peptidet radioaktiv izotéppal jeloljuk, és -
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autoradiografias és membrankdtési technikdk alkalmazasaval
- a kotéhelyek lathatoéova tételére és mennyiségi
meghatdrozasara alkalmazzuk. Ez az alkalmazds Jelentds
diagnosztikai és kutatasi eszkozt biztosit. Az
angiosztatin-receptor kotddési tulajdonsédgainak ismerete
elésegiti a receptorral kapcsolatos transzdukciéds
mechanizmus vizsgalatéat.

Ezenkivil, a rovid felezési idejd izotdpokat
tartalmazé jeldld angiosztatin-peptidek - pozitronemisszids
tomografia vagy mas modern radiografias technikak
alkalmazédsaval - lehetévé teszik a receptorkoté8-helyek in
vivo lathatéva tételét, midltal lokalizalhatdk az
angiosztatin-kotéhelyeket tartalmazd tumorok.

A szintetizdlt peptidekben az aminosavak

szisztematikus szubsztituciéja az angiosztatin-receptor

nagy affinitéasu peptid-agonistéait és -antagonistéit
eredményezi, melyek fokozzak vagy csokkentik az
angiosztatin receptordhoz toérténd kotdédését. Az ilyen

agonistdkat a mikrometasztazisok novekedésének gatlésara
alkalmazzuk, ami korlatozza a rak elterjedését. Az
angiosztatin antagonistdit elégtelen érképzdédés esetében -
az angiosztatin gatldé hatasainak blokkolédsa és az
érképzd&dés fokozadsa érdekében - alkalmazzuk. Példaul, ez a
kezelés gybgyaszati hatast biztosithat cukorbetegek
sebgybdgyuléasaban.

Az angiosztatin-peptideket a tenyésztet tumorsejtekbdl
szarmazd angiosztatin-receptor izoldléaséra alkalmas

affinitdsi oszlopok kifejlesztésére is felhasznaljuk. Az
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angiosztatin-receptor izolaléasa és tisztitéasa utan
meghatarozzuk aminosav-szekvenciajat, és az 1igy kapott
informacidék alapjan azonosithatjuk és 1izolalhatjuk az
angiosztatin-receptort kédold gént vagy géneket. Ezutan, a
receptor expresszaléasara képes vektorokba torténd
inszertadlashoz klénozott nukleinsav-szekvencidkat alakitunk
ki. Ezek a technikdk a szakemberek szamara j6l ismertek. Az
angiosztatin-receptort k6dold nukleinsav-szekvencia
(szekvenciak) tumorsejtekbe torténd transzfekcidja és a
receptor - transzfektdlt tumorsejtekben bekovetkezd -
expresszidéja fokozza e sejtek fogékonysagat az endogén vagy
exogén angiosztatinra, s ezdltal csokkenti a metasztazisok
novekedésének sebességét.

Az angiosztatinhoz és a nagy affinitédsu angiosztatin-
peptidfragmensekhez citotoxikus &genseket (pl. ricinust)
kapcsolhatunk, midltal eszkézt biztositunk az angiosztatint
megkdtd sejtek elpusztitdsdra. Az 1lyen sejtek szamos
helyszinen megtaldlhaték, példaul - nem kizardlagosan - a
mikrometasztéazisokban és primer tumorokban. A citotoxikus
dgensekhez kapcsolt peptideket infuzidval, a kivant helyre
térténd maximalis bevitelhez kialakitott médon adjuk be.
Példaul, a ricinushoz kotott, nagy affinitdsu angiosztatin-

fragmenseket a megcélzott helyet ellatd erekbe (vagy

kdzvetleniil a célzott helyre) csatlakoztatott kaniilon
keresztiil adjuk be. Az ilyen szereket - infuzids kaniilékhoz
csatlakoztatott - ozmotikus pumpéak alkalmazaséaval,

szabalyozott mdédon is beadhatjuk. A szovet érképzddésének

fokozasa érdekében angiosztatin-antagonistdk kombinacidjat



az angiogenezis stimulétoraival egylttesen alkalmazhatjuk.
Ez a gybdgykezelési mdébd hatdsos eszkdzt biztosit a
metasztizisos rak elpusztitésara.

Az angiosztatint - betegségek kezelése céljabdl - mas
készitményekkel és eljarasokkal egyltt is alkalmazhatjuk.
Példaul, egy tumort hagyomadnyos médon, sebészeti uton,
sugarkezeléssel vagy angiosztatinnal kombinalt
kemoterapiaval kezelhetiink, majd a ©paciensnek - a
mikrometasztazisok nyugvé 4&llapotanak meghosszabbitésa,
valamint a maradék primer tumor stabilizalésa és
névekedésének gatlasa érdekében - angiosztatint adhatunk
be. Ezenkivil, az angiosztatin, angiosztatin-fragmensek,
angiosztatin-antiszérum, angiosztatin-receptor-agonistak,
angiosztatin-receptor-antagonistdk vagy ezek kombinacidi
gybgyaszati szempontbdl elfogadhatd hordozdkkal - és adott
esetben tartods kibocsatéast biztositd anyaggal, pl.
biolégiailag lebonthatd polimerekkel - kombinalva
gybgyaszati készitmények eldallitédsahoz alkalmazhatd.

Ahogy itt hasznaljuk, a "tartds kibocsatast biztositd
anyag" kifejezés olyan anyagot Jjelent, amely enzimatikus
vagy savas/bazisos hirdolizissel vagy oldddassal lebonthaté
anyagokb6él, rendszerint polimerekb&l &ll. Amikor ezt az
anyagot bevissziik a testbe, az enzimek és a testfolyadékok
kifejtik ré& Thatasukat. Tartoés kibocsatast biztositd
anyagként elénydsen biokompatibilis anyagokat alkalmazunk,
példaul liposzémakat, polilaktidokat (a tejsav polimerei),
poliglikolidokat (a glikolsav polimerei), polilaktid-ko-

glikolidot (tejsav és glikolsav kopolimere),
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polianhidrideket, poli (orto)észtereket, polipeptideket,

hialuronsavat, kollagént, kondroitin-szulfatot,
karbonsavakat, zsirsavakat, foszfolipideket,
poliszacharidokat, nukleinsavakat, poliaminosavakat,
aminosavakat (pl. fenilalanint, tirozint, izoleucint),
polinukleotidokat, polivinil-propileént, polivinil-

pirrolidont és szilikont. Biolbégiailag lebonthatd anyagként
elénydsen polilaktidot, poliglikolidot vagy polilaktid-ko-
glikolidot (tejsav és glikolsav kopolimere) alkalmazunk.

A taldlmany szerinti, angiogenezist médositd
gybgyaszati készitmény el&4allithaté szilard, folyékony vagy
aeroszol alakban, és Dbarmilyen ismert beadasi moédon
adagolhaté. A szilard gyobgyaszati készitmények példai kozé
tartoznak a pirulék, krémek és a nem beiiltethetd
egységdézisok. A piruldk oralisan, a gybgyéaszati krémek
helyileg alkalmazhaték. A nem beililtethet8 egységddzisokat
helyileg, példadul a tumorba adhatjuk be. A beliltethetd
egységdézisokat - az anglogenezist modositd gydgyaszati
készitmény szisztémas kibocsadtdsa érdekében - példaul
szubkutan iltethetjik be. A folyékony készitmények példai
k$zé tartoznak a szubkutan, intravénas vagy intraartérias
injektalashoz kialakitott készitmények, illetve a helyi és
intraokularis beadashoz alkalmas készitmények. Az aeroszol
készitmények példai kozé tartozik a tiid8be  torténd
beadashoz alkalmas inhaldldé készitmények.

A talalmany szerinti angiosztatin felhasznalhatd az
angiosztatinra és receptorara specifikus antitestek

eldadllitasara is. Az antitestek egyarant lehetnek
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poliklondlisak vagy monoklondlisak. Ezek az antitestek,
melyek specifikusan ko6tédnek az angiosztatinhoz vagy az
angiosztatin-receptorokhoz, a szakemberek &altal joél ismert
diagnosztikai eljarasokban és reagenskészletekben az
angiosztatin vagy angiosztatin-receptorok testfolyadékban
vagy szovetben torténd detektéaléasara és mennyiségi
meghatarozasara alkalmazhatok. Az ilyen tesztekbdl szarmazéd
eredmények felhasznidlhaték egy réak vagy més, angiogenezis-
kdzvetitette betegség eld8forduldsadnak vagy visszatérésének
diagnosztizédléasara, illetve elbrejelzésére.

Az angiosztatin alkalmazhatd az angiosztatinhoz
kotédni képes antitestek kimutatésara és mennyiségi
meghatarozasara alkalmas diagnosztikai eljaréasban és
reagenskészletben is. Az ilyen reagenskészletek lehetdvé
teszik a vérkeringésben 1év8 - a primer &ltal in situ
szekretalt angiosztatin jelenlétében a mikrometasztézisok
elterjedését jelzd - angiosztatin-antitestek kimutatasat. A
keringésiikben ilyen anti-angiosztatin-antitesteket hordozd
paciensekben nagyobb valészinldséggel alakulnak ki
t8bbszdrds tumorok és rakok, és a kezelések vagy az
dtmeneti Jjavulds utdn nagyobb valdszinlséggel ujul ki a
rak. Az ilyen anti-angiosztatin-antitestek Fab-fragmensei
antigénekként alkalmazhatdk az anti-angiosztatin  Fab-
fragmens antiszérum elfallitdsdhoz, amely viszont az anti-
angiosztatin-antitestek semlegesitésére alkalmazhatdé. Az
ilyen eljérassal csokkenthetd a keringésben 1évé

angiosztatin - anti-angiosztatin-antitestek hatéséara
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tdrténd - megsemmisiilése, ezdltal hatdsosan noévelhetd a
keringésben 1év8 angiosztatin szintje.

Szintén a talalmadny targyat képezi egy eljards a
feleslegben 1évé endogén angiosztatin nikodésének
blokkolasara, melynek sordn egy embert vagy allatot a
rendszerben nem kivanatos angiosztatinra specifikus
antitestekkel passzivan immunizalunk. Ez a kezelés
abnormalis ovulacié, menstrudcid, méhlepényképzddés és
érképz8dés kezelésében jelentds, tovabba hatasos eszkozt
biztosit az angiosztatin eltavolitdsénak metasztéazisos
folyamatokra gyakorolt hatédséanak vizsgalataban. Az
angiosztatin-antitestek Fab-fragmense tartalmazza az
angiosztatinkoté-helyet. Ezt a fragmenst a szakemberek
széaméra j61 ismert eljarasokkal izolalhatjuk az
angiosztatin-antitestekb8l. Az angilosztatin antiszérum Fab-
fragmenseit anti-Fab-fragmens-szérum termeléséhez
antigénként alkalmazzuk. Az angiosztatin-antitest Fab-
fragmense elleni antiszérum infdzidéval torténd beadédsa
megakadalyozza, hogy az angiosztatin az angiosztatin-
antitestekhez kotédjén. Az angiosztatin anti-angiosztatin-
antitest Fab-fragmenséhez torténd kotdédésének blokkoléasaval
semlegesitjiik az endogén anti-angiosztatin-antitesteket. E
kezelés tiszta hatédsa az, hogy fokozzuk a keringésben
taldlhaté angiosztatin célsejteket elérd képességét, ami
csdkkenti a metasztazisok szétterjedését.

A taldlmény targyaba tartozdédnak tekintiink minden olyan
angiosztatin-szarmazékot, amely endotelidlis gatld

aktivitdst mutat. Ennek megfelelbfen, a taldlmany targyat
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képezi a teljes angiosztatin-protein, az angiosztatin-
protein szarmazékai, valamint bioldégiailag aktiv
fragmensei. Ezek k6zé tartoznak az angiosztatin-aktivitést
mutatd proteinek, amelyek aminosav-szekvenciajukban
szubsztiticidkat, vagy az aminosavakhoz kapcsolédva
cukrokat vagy egyéb molekuldkat tartalmaznak. Szintén a
taladlmany targyat képezik az angiosztatint és az
angiosztatin-receptort ko6dold gének, valamint az ilyen
gének altal expresszalt proteinek.

Az angiosztatin-aktivitast mutatd proteinek és
protein-fragmensek izolalt és lényegében tisztitott
proteinekként, illetve protein-fragmensekként - a
szakemberek szaméara ismert eljaréasok alkalmazaséaval
eldallitott - gydbgyszerészeti szempontbdl elfogadhatd
készitményekben alkalmazhatdk. Az ilyen készitmények

standard médon adhaték be. A készitmények 4altalédban

topikalisan, transzderméalisan, intraperitoneéalisan,
intrakranialisan, intracerebroventrikuldrisan,
intracerebréalisan, intravagindlisan, méhen keresztil,

ordlisan, rektéalisan vagy parenteralisan (pl. intravénésan,
intraspinalisan, szubkutén vagy intramuszkuldrisan)
alkalmazhatdék. Az angiosztatin ezenkiviil Dbioldgiailag
lebonthaté polimerekbe 1is foglalhatd, amelyek a vegyillet
tartdés kibocsatasat teszik lehetévé. A polimerek annak a
helynek a kozelébe 1ltethetdk Dbe, ahol a gybgyszer
jelenlétére szliikség van (pl. tumor kozelébe), illetve
betiltethetdk Ugy is, hogy az angiosztatin lassu, szisztémas

kibocsatéasat biztositsak. Az angiosztatin nagy
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koncentraciéjanak megfeleld helyre (kaniilén keresztil,
példaul koézvetleniil a metasztdzisba vagy a tumort ellatd
erekbe) torténd bevitele érdekében ozmotikus minipumpédk is
alkalmazhatok. A biolégiailag lebonthaté polimerek és
alkalmazasuk részletes leirasat 1d. Brem és mtsai.: J.
Neurosurg. 74, 441 (1991) (melyet teljes terjedelmébe a
kitanités részének kell tekinteni).

A taldlmany szerinti angiosztatin adagoldsa a kezelni
kivant betegségtél vagy allapottdél és més klinikai
tényez8kt8l filigg, példaul a péciens testtimegétdl és
kondiciéjatsél, valamint a vegyllet beadasdnak modjatol.
Emberek és &allatok kezeléséhez hozzavetSleg 0,5 mg/kg és
500 mg/kg angiosztatin adhatdé be. Az angiosztatin - kezelt
dllatban vagy emberben érvényes - felezési idejétdl figgden
napi tobb alkalomtél heti egy alkalomig terjedd
gyakorisadggal adhatjuk be. Tudni kell, hogy a taléalmany
szerinti megoldds humén és 4allatgydgyaszatban egyarant
alkalmazhaté. A talalmany szerinti eljarésok egyszeri vagy
tobbszori beadasokat foglalhatnak magukban, melyek
egyidejlleg vagy hosszabb id&kozonként végezhetdk.

Az angiosztatin-készitmények ko6zé tartoznak az oralis,
rektéalis, naz&dlis, topikéalis (bukkdlis és szublingvalis),

intrauterin, vagindlis vagy parenteralis (pl. szubkutan,

intraperitoneéalis, intramuszkuléaris, intravénéas,
intradermélis, intrakranialis, intratracheéalis és
epiduralis), valamint a szembe (sugartestbe vagy

szemcsarnokba) torténé beaddshoz alkalmas készitmények. Az

angiosztatin-készitményeket elénydsen egységddzis alakban
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alkalmazzuk, melyek hagyoményos gybgyszerészeti
eljarasokkal allithatdék el8. Az ilyen eljarasok soran az
aktiv alkotoérészt elészor érintkezésbe hozzuk a
gybgyszerészeti hordozédkkal vagy kotbanyagokkal. Altaléaban
a készitményeket ugy &llitjuk el§, hogy az aktiv
alkotérészt egyenletesen és alaposan Osszekeverjik a
folyékony hordozdéval vagy a finom porrad apritott sziléard
hordozévak (vagy mindkettdvel), majd, ha szikséges, a
terméket megfeleld alakuvéd formazzuk.

A parenteralis beadashoz alkalmas készitmények kozé
tartoznak a vizes és nem vizes alapu, steril injekté&lhatd
oldatok, melyek tartalmazhatnak antioxidansokat,
puffereket, bakteriosztatikumokat, valamint olyan oldott
anyagokat, amelyek a készitményt a kezelni kivént paciens
vérével izotdénidssd teszik. Az ilyen készitmények kozé
tartoznak még a vizes vagy nem vizes alapu steril
szuszpenzidk, melyek szuszpendaldszereket és
sritdanyagokat tartalmazhatnak. Az ilyen készitmények egy
vagy tobb dbézist tartalmazé tartalyokba, példadul lezart
ampullakba és fioldkba tolthetdk, és fagyasztva szaritott
(liofilizalt) &llapotban tarolhatdk, melyekhez kdzvetlenil
a felhaszndlés el8tt steril folyékony hordozdét, példaul
injekcibdhoz alkalmas vizet kell adni. Steril porokbdl,
granulatumokb6él és tablettdkbdl azonnali felhasznaléshoz
valdé injekcids oldatok és szuszpenzidk allithatdk eld.

Az elbnyds egységdbzis készitmények a beadni kivant
hatéanyag egy napra vald dbézisdt vagy egységét, napi

részdbézisat vagy megfeleld részét tartalmazzak. Tudni kell,
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hogy a talalmany szerinti készitmények - a fentebb emlitett
dsszetevéksdén kivil - tartalmazhatnak egyéb, az adott
készitmény tipusat illetéen hagyomanyos anyagokat 1is. Az
angiosztatin-proteinekkel (vagy bioldgiai aktivitast mutatd
peptid-fragmenseivel), adott esetben, citotoxikus &gensek
kombindlhaték, ami kettds gydgyhatdst eredményez.

A taladlmany szerinti, angiogenezist g&tld peptidek
standard mikrokémiai eljarassal szintetizalhatdk, és
tisztasaguk HPLC-vel és témegspektroszképiaval
ellendrizhet8. A peptidszintézis, a HPLC-tisztitas és a
tomegspektroszképia eljérésai a szakemberek szaméara
dltaladnosan ismertek. Az angiosztatin-peptidek és az
angiosztatin-receptorok rekombindns E. coli vagy élesztd
expressziobs rendszerekben is eldallithatdk, és
oszlopkromatografiaval tisztithatok.

Kiilénbdz8 teriileteken toérténd alkalmazids céljabdl a
teljes angiosztatin-molekula kiilénbsz8 peptid-fragmensei
szintetiz&lhatdék; példadul - nem kizardlagosan - specifikus
antiszérum kifejlesztéséhez alkalmas antigének; az
angiosztatin-kst&helyeknél aktiv agonistédk és antagonistak;
és az angiosztatint megkdtd sejteket elpusztitd citotoxikus
dgensekhez kapcsolt (vagy azokkal kombinadlva alkalmazott)
peptidek. A ilyen peptideket alkotdé aminosav-szekvenciakat
a molekula kiils8 régidiban (melyek az antiszérum-kotddés
szempontjabdl elérhetdk) elfoglalt pozicidjuk alapjan
valasztjuk ki. A molekula N- és C-termindlisait, illetve
kb6zéps8 régidéjat a szintetizalni kivant fragmensek kilon-

kiilon reprezentaljak.
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Ezeket a peptid-szekvenciakat aminosav-szekvencia
adatbazisok (GenBank, Brookhaven Protein, SWISS-PROT, PIR)
alkalmazadsaval ismert szekvenciédkkal hasonlitjuk 0Ossze,
hogy meghatarozzuk a lehetséges szekvencia-homoldégidkat. Ez
az informacié lehetévé teszi, hogy kihagyjuk azokat a
szekvenciéakat, amelyek mas molekulédkkal nagyfoku
szekvencia-homoldégiat mutatnak, ezaltal noveljlik a nagy
specifitéasu antiszérumok, angiosztatin-agonistak és
antagonistéak kialakitésanak lehetdéségét.

Az angiosztatin és az angiosztatin-peptidek - standard
eljarasok alkalmazasaval - mas molekuldkhoz kapcsolhatdk.
Az angiosztatin N- és C-termindlis-szekvencidja egyaréant
tartalmaz tirozint és 1lizint, melyek izotdpokkal vagy més
anyagokkal, kiilsnféle technikékkal Jjeldlhetdk, példaul
hagyomanyos eljarassal végzett radioaktiv izotébpos
jeloléssel (tirozin: klér-amin-T, jodogén, laktoperoxidéaz;
lizin: Bolton-Hunter-reagens). Ezek a jeldlési technikdk a
szakemberek szamara j6l1 ismertek. Mas lehetdség szerint, a
tirozint wvagy 1lizint nem tartalmazé fragmensekhez - a
peptid reaktiv amino- és hidroxilcsoportjai Jjeldlésének
el8segitése érdekében - tirozint wvagy 1lizint adhatunk. A
kapcsoléashoz alkalmazott technikat az aminosavakon
rendelkezésre 4116 funkcidscsoportok (pl. tobbek kozott,
amino-, szulfhidril-, karboxil-, amid-, fenil- vagy
imidazolcsoport) alapjan valasztjuk ki. A kapcsolési
reakcidk megvaldésitasidhoz, tobbek kozott, glutaraldehidet,
diazotalt benzidint, karbodiimidet és p-benzo-kinont

alkalmazhatunk.
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Az angiosztatin-peptidek ki1lonbozé alkalmazasok
céljabol izotépokhoz, enzimekhez, hordozdé proteinekhez,
citotoxikus dgensekhez, fluoreszcens molekulékhoz,
kemilumineszcens, biolumineszcens és mé&s vegylletekhez
kapcsolhatdk. A kapcsolési reakcié hatékonysagat az adott
reakciéra specifikus eljaréasokkal hatdrozzuk meg. Példaul,
egy angiosztatin-peptid '?°I-izotéppal térténd radioaktiv
jelolését klér-amin-T és nagy specifikus aktivitasu Na'?’1
alkalmazasaval valdésitjuk meg. A reakciodt natrium-
metabiszulfit hozzdadasaval 4&llitjuk 1le, és az elegyet
eldobhaté oszlopokon sétalanitjuk. A Jjelolt peptidet
elualjuk az oszloprdl, és a frakcidkat Osszegydjtjik.
Mindegyik frakcibébdl alikvotokat veszilink ki, és
radioaktivitéasukat gammaszamlaldban mérjik. Ezzel a

médszerrel a reakcidba nem lépett Na'?®

I elvalaszthaté a
jelslt angiosztatin-peptidtél. A legnagyobb specifikus
radioaktivitast mutatd peptid-frakcidkat tovéabbi
felhasznalasig (pl. az angiosztatin-antiszérumhoz valé

k6t8dési képesség vizsgalataig) taroljuk.

A peptid konjugicidjanak médsik alkalmazasi terililete a

poliklonéalis antiszérum elballitéasa. példaul, lizint
tartalmazé angiosztatin-peptideket - glutaraldehid
alkalmazasdval - tisztitott szarvasmarha szérumalbuminhoz

kapcsolunk. A reakcié hatékonysadgadt a radiocaktivan jelolt
peptid beépililésének mérésével hatarozzuk meg. A reakcidba
nem lépett glutaraldehidet és peptidet dializissel
kiilénitjik el. A konjugatumot késébbi felhasznadlésig

taroljuk.
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Az angiosztatin, angiosztatin-analégok, angiosztatin-
peptidfragmensek és angiosztatin-receptor ellen
antiszérumot &llithatunk elé. A peptid szintézise és
tisztitésa utéan, a szakemberek altal jo61 ismert
eljarasokkal, monoklondlis és poliklondlis antiszérumot
dllithatunk eld. A poliklonalis antiszérum példaul
nyulakban, juhokban, kecskékben vagy mas dllatokban
dllithaté elé. A hordozbémolekuldhoz (példédul szarvasmarha
szérumalbuminhoz) konjugalt angiosztatin-peptideket vagy
magat az angiosztatint adjuvanseleggyel keverjiuk Ossze,
emulgedljuk, majd szubkutéan, toébb helyre beadjuk az allatok
hatédba, nyakaba, horpaszaba, és néha, mancséaba. Szabalyos
id8kozoénként, pl. minden mésodik vagy negyedik héten,
emlékeztetdoltadsokat adunk. Minden egyes injektalas utan 7-
10 nappal - példaul a margindlis filvénabol -
vénapunkciéval vért vesziink. A vérmintikat 4 °C-on egy b6ra
hosszat hagyjuk megalvadni, majd 4 °C-on kb. 30 percig,
hozzaveté6leg 2400 x g-vel centrifugéljuk. A szérumot
eltavolitjuk, alikvotokra osztjuk, és a kbzvetlen
felhasznalédsig 4 °C-on, illetve késébbi felhasznalasig -20
°C-tbé1l -90 °C-ig terjedd hémérsékleten taroljuk.

Az antitest-titer meghatarozésa érdekében,
poliklonéalis antiszérum esetében a szérummintéakat,
monoklondlis antiszérum esetében pedig a téapkozegmintéakat
vizsgaljuk. Az antitest-titer tobbféleképpen is
meghatéarozhatd, példaul "dot-blot"-analizissel vagy
denzitds-analizissel, tovadbba radioaktivan jeldlt peptid-

antitest-komplexek - ©protein-A, masodlagos antiszérum,
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hideg etanol vagy faszén-dextrén alkalmazasaval végzett -
kicsapasaval, majd az aktivitds gammaszdmlaldban végzett
mérésével. A legnagyobb titert mutatd antiszérumot
kereskedelmi forgalomban beszerezhetd affinitasi oszlopokon
is tisztitjuk. Ennek sordn az angiosztatin-peptideket az
affinitédsi oszlopban 1évé gélhez kapcsoljuk, majd az
antiszérum-mintdkat &atfolyatjuk az oszlopon, és az anti-
angiosztatin-antitestek a gélhez kotédve az oszlopban
maradnak. Ezeket az antitesteket elucidval eltavolitjuk,
Osszegyudjtijik, és meghatarozzuk mennyiségliket és
specifitésukat.

A legnagyobb antitest-titert mutatdé angiosztatin-
antiszérumot az alédbbiak megallapitéasa céljabdl teszteljiik:
a) az antigén legnagyobb specifikus kotdédéséhez és
legkisebb nem specifikus kotédéséhez tartozd optimalis
antiszérum-higitas; b) az angiosztatin-peptid noévekvd
mennyiségéhez vald kotédési képesség (standard kiszoritasos
godrbén; "standard displacement curve"); c) lehetséges
keresztreaktivitas rokon peptidekkel és proteinekkel
(beleértve a plazminogént), valamint rokon fajok
angiosztatinjaval; d) angiosztatin-peptidek kimutatéasanak
képessége plazmakivonatban, vizeletben, szbvetekben és
sejttenyészeti tapkdzegben.

Az angiosztatin és az angiosztatin-receptor mérésére
alkalmas reagenskészletek szintén a talalmany targyat
képezik. A legnagyobb titert és specifitast mutatd, illetve
plazmakivonatban, vizeletben, szdvetekben és sejttenyészeti

tapkdzegben angiosztatin-peptidek kimutatasara alkalmas
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antiszérumokat tovabb vizsgaltuk, hogy olyan
reagenskészleteket hozzunk létre, amelyek lehetévé teszik
az angiosztatin gyors, megbizhaté, érzékeny és specifikus
mérését és lokalizalasat. E reagenskészletek kozé tartoznak
- tobbek kozdtt - a kompetitiv és nem kompetetiv
vizsgélatokban, radioimmun-vizsgdlatokban, biolumineszcens
és kemilumineszcens vizsgadlatokban, fluorometriés
vizsgalatokban, "sandwich"-vizsgédlatokban, immunradiometrai
vizsgalatokban, "dot-blot"-analizisekben és enzimkotott
vizsgdlatokban (beleértve az ELISA-analizist), mikrotiter-
talcas vizsgalatokban, a vizelet vagy Vér gyors
ellendrzésére alkalmas, antitestbevonati lemezcsik vagy
palca alkalmazaséaval végzett vizsgalatokban és
immuncitokémiai vizsgalatokban alkalmazhato reagens-
készletek. Valamennyl reagenskészlet esetében meg van
dllapitva a tartomény, az érzékenység, a pontossag, a
megbizhatdésdg, a specifitds és a reprodukalhatdésag. A
vizsgadlaton belili és a vizsgdlatok kozotti varidcid a
standard kiszoritési vagy aktivitéasi gorbén 20, 50 és 80
szazalékpontnal van megallapitva.

A kutatésban és a gybgyaszatban dltalénosan
alkalmazott egyik vizsgalati készlet a radioimmunoldgiai
vizsgalati (RIA; '"radioimmunoassay") reagenskészlet. Az
angiosztatin-RIA reagenskészletet az aladbbiakban
ismertetjiik. Az angiosztatin vagy egy angiosztatin-peptid
sikeres radioaktiv jbédozésa és tisztitdsa utan - megfeleld
pufferrendszerben viszonylag &llandé szintd radioaktivitést

(pl. 10000 cpm) tartalmazd kémcs6hdz - a legmagasabb titert
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mutaté antiszérumot adjuk. A tobbi kémcsd puffert vagy
immunizalas eldtti szérumot tartalmaz (a nem specifikus
k6t8dés meghatdrozasahoz). 4 °C-on 24 6ras inkubalas utan a
kémcsdvekbe protein-A-t adunk, a kémcsdveket vortexezziik,
majd szobahémérsékleten 90 percig inkubadljuk, és - a jelolt
antigénhez kotédott antitest komplexeinek lellepitese
érdekében - 4 °C-on, kdrilbeliil 2000-2500 x g-vel
centrifugaljuk. A feliiluszét leszivassal eltavolitjuk, és
az iiledék radioaktivitasat gammaszamlaldédban mérjik. Azt az
antiszérum higitast, amely a nem specifikus kotddés
kivonadsa utadn a jeldlt peptid hozzavetdleg 10-40 %-&t koti
meg, tovabb karakterizaljuk.

Ezutéan az angiosztatin-peptid - antiszérum
kialakitasahoz alkalmazott (koriilbelil 0,1 pg-tél 10 ng-ig
terjedsd) - higitési tartoményat ugy értékeljiik, hogy a
radiocaktivan jeldlt peptidet és az antiszérumot tartalmazd
kémcsS8héz ismert mennyiségd peptidet adunk. Ujabb (pl. 24
vagy 48 oOréas) inkubaléds utén protein-A-t adunk az elegyhez,
a kémcsoveket centrifugaljuk, a feliiluszdét eltévolitjuk,
majd meghatédrozzuk az iledék radioaktivitésat. A
radiocaktivan Jjeldlt angiosztatin-peptid kotédésének a
jeldletlen angiosztatin-peptid (standard) &ltal torténd
kiszoritédsa adja a standard g6rbét. Az angiosztatin-
antiszérum specifitédséanak karakterizaléasa érdekében
kiilonbozd koncentracidkban egyéb angiosztatin-
peptidfragmenseket, plazminogént, ma&s fajokbdl szarmazd
angiosztatint és homolég peptideket adunk a vizsgélati

kémcsovekhez.
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Az angiosztatin kivonasahoz korébban sikeresen
alkalmazott kivonasi technikdk alkalmazasdval a kiilonbozd
szdvetekbdl - példaul, tobbek kozott, primer és szekunder
tumorok, Lewis-féle karcindéma, angiosztatintermeld sejtek
tenyészetei, méhlepény, méh és mas szovetek, pl. agy, mé’j
és bél - kivonatokat készitink. A szovetkivonatok
liofilizalasa vagy "Speed Vac" kezelése utén vizsgalati
puffert adunk hozzajuk, és kilonbszé alikvotokat RIA-
csbvekbe helyeziink. Az ismert angiosztatintermeld sejtek
kivonatai adjak a kiszoritasi gorbéket, melyek parhuzamosak
a standard gdrbével, mig az angiosztatint nem termeld
szbévetek kivonatai a radioaktivan jel®lt angiosztatint nem
szoritjak ki az angiosztatin-antiszérumbél. Ezenkivil, a
vizsgalati csoévekbe - ndvekvé mennyiségben - Lewis-féle
tidérakban szenvedd &allatok vizeletének, vérplazmajénak és
agy-gerincveldi folyadékanak kivonatait adjuk. A parhuzamos
kiszoritasi gorbék azt Jjelzik, hogy az angiosztatin-
vizsgadlat alkalmas a szdvetekben és testfolyadékokban lévd
angiosztatin mérésére.

Az angiosztatint tartalmazdé szovetkivonatokat reverz
fazisu HPLC-vel karakterizdlhatjuk tovabb. Az eluatum-
frakcidkat Osszegydjtjik, "Speed Vac" alkalmazédsaval
szaritjuk, RIA-pufferben regenerdljuk, és az angiosztatin-
RIA vizsgalatban analizadljuk. A maximdlis angiosztatin-
immunreaktivitds az angiosztatin eliciéjénak megfeleld
frakcidkban figyelhetd meg.

A vizsgalati reagenskészlet haszndlati Utmutatast,

antiszérumot, angiosztatint vagy angiosztatin-peptidet, és
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esetleg radioaktivan jeldlt angiosztatint és/vagy a kotott
angiosztatin/angiosztatin-antitest-komplex kicsapaséhoz
alkalmas reagenseket tartalmaz. A készlet az angiosztatin -
daganatos vagy daganat nélkili &llatokbél és emberekbdl
szarmazd testfolyadékokban és szodvetkivonatokban térténd -
mérésére alkalmas.

Az angiosztatin sz&vetekben és sejtekben torténd
lokalizalésadhoz egy mésik reagenskészletet alkalmazunk. Ez
az immunhisztokémiai angiosztatin-reagenskészlet hasznalati
Utmutatast, angiosztatin-antiszérumot, és esetleg blokkold
szérumot és fluoreszcens molekuldhoz (pl. fluoreszcein-
izotiocianathoz) vagy més, a primer antiszérum lathatédva
tételére alkalmas reagenshez kapcsolt masodlagos
antiszérumot tartalmaz. Az immunhisztokémiai eljarésok a
szakemberek szamadra jo6l1 ismertek. Az immunhisztokémiai
angiosztatin-reagenskészlet lehetdvé teszi az angiosztatin
szbvemetszetekben és tenyészetben 1év8 sejtekben torténd -
fénymikroszképos vagy elektronmikroszkédpos - lokalizaléasat,
és kutatéasi és gyogyaszati célokra egyarant alkalmazhaté.
Példaul, a tumorokbél biopsziaval vagy mas mddon mintat
veszilink, mikrotom alkalmazéasaval szovetmetszeteket
készitink, és vizsgaljuk az angiosztatin-termeld&dés
helyszineit. Az igy kapott informacidék diagnosztikai - és
esetleg gybégykezelési - szempontbdél hasznosak a rak
detektalasdban és kezelésében. Az angiosztatin-bioszintézis
lokalizalasanak egy masik mdédszere szerint az angiosztatin-
mRNS prébaihoz radiocaktiv izotdéppal Jeldlt nukleinsavakat

hibridizalunk in situ. Az angiosztatin-receptor
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lokalizalasa, lathatéva tétele és mennyiségi meghatdarozasa
immunhisztokémiai eljarasokkal hasonlé médon végezhetd.

A taladlmany szerinti megoldast a tovabbiakban az
alabbi példadk leirasaval mutatjuk be, mely példakkal
semmiképpen nem szandékozzuk korlatozni a talalmany
targyat. Ezzel szemben, tudni kell, hogy a kiilénbodzé egyéb
megvaldsitasi moédokhoz, moédositéasokhoz €és ezek
megfeleldihez - melyek lehetésége a leiras elolvasasa utan
a szakemberekben felmeriilhet, anélkiil, hogy eltérnének a
taldlmany és az igénypontok targyatdl - segédeszkdzdkre

lehet szlkségqg.

1. példa

Olyan allati tumorrendszer kivadlasztésa, amelyben a

metasztazis névekedését a primer tumor gdtolja, a primer

tumor eltavolitasa pedig felgyorsitja

Szamos olyan egértumor A4tvizsgaladsa utéan, melyek
képesek sajat metasztdzisaik gatléasara, a Lewis-féle
tiid8rakot valasztottunk ki, ahol a tidé-metasztéazist a
primer tumor gatolja leghatdsosabban. Hat hetes szingénikus
him C57BI6/J egerek hatdba szubkutdn 1 x 10° tumorsejtet
injektaltunk. A lathaté tumorok a 3-4. napon Jjelentek meg.
Amikor a tumorok hozzavetéleg 1500 mm®> térfogatot értek el,
az egereket véletlenszerlien két csoportra osztottuk. Az
els8 csoportban a primer tumort teljesen eltavolitottuk,
mig a masodik csoportban - egy &loperaciét kovetden -
érintetlendl hagytuk. Bar az 500 mm’-t8l 3000 mm’-ig

terjedd tumorok gatoltdk a metasztézisokat, az 1500 mm’-es
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méret volt a legnagyobb, amelyet még biztonsagosan, nagy
ttlélési arannyal el lehetett téavolitani, és nem jelentek
meg helyi kiujulésok.

21 nap utan valamennyi egeret ledltik és felboncoltuk.
Azokban az egerekben, amelyekben a primer tumort
sértetleniil hagytuk, +2-es lathaté metasztazisok voltak,
mig azokban az egerekben, melyekbdl a tumort
eltavolitottuk, otven +5-6s metasztdzist talaltunk
(p<0,0001) . Ezeket az adatokat megerdsitette a tiidé tomege
is, amely - amint azt kordbban kimutattuk - szorosan
bsszefliigg a tumorterheléssel. Azoknak az egereknek a
tiidejének nedves tomege, amelyekbdl a tumort
eltavolitottuk, 400 %-os novekedést mutatott a sértetlen
tumoru egerek tiidejéhez képest (p < 0,0001). Ez a kisérleti
modell reprodukadlhaté adatokat ad, és maga a kisérlet is

reprodukélhaté. Ezt a tumort "LLC-Low" (Lewis-féle tudérék

- kevéssé metasztazisos) Jeldléssel azonositjuk. SCID
egerekben - amelyek a B- és T-limfocitak tekintetében
hiadnyosak - a tumor majdnem ugyanilyen médon gatolja a
metasztazisokat.

2. példa

A Lewis-féle tidérak tumor olyan véltozaténak izoldlasa,

amely nagymértékben metasztézisos, fliggetleniil attdl, hogy

a primer tumor el van-e tavolitva vagy sem

Az egyik egércsoportban az 1. példdban leirt "LLC-Low"
sejtvonalbél spontdn a Lewis-féle tiidérdk nagymértékben

metasztazisos valtozata jott létre, melyet az 1. példaban



leirtak szerint izol&ltunk, és ismételten atlultettlink. Ez a
tumor ("LLC-High") harmincnal t6bb lathaté tidé
metasztdzist képez, fiiggetleniil attdl, hogy a primer tumor

jelen van-e.

3. példa

A metasztidzisok mérete és a bennik 1évé tumorsejtek

proliferdcidjdnak sebessége; a metasztdzisokat gédtld primer

tumor hatéasa ("LLC-Low")

Valamennyi kisérletben C57BI6/J egereket alkalmaztunk.
Az egereket szubkutdn "LLC-Low" sejtekkel oltottuk be, és
14 nap mulva az egerek felébdl eltavolitottuk a primer
tumorokat. A tumor eltavolitésa utédn 5, 10 és 15 nappal az
egereket 1ledltiik, és a tiudé metasztédzisokbdl szovettani
metszeteket készitettlink. A sértetlen primer tumort hordozd
egerek tidejlkben mikrometasztdzisokat tartalmaztak,
melyekben nem képzdédtek Uj erek. E metasztdzisok atmérdje
legfeljebb 12-15 sejtréteg volt, s a tumor eltavolitésa
utan 15 nappal sem mutattak jelentds méretndvekedést. Ezzel
ellentétben, azok az &llatok, amelyekbd6l a primer tumort
eltavolitottuk, mar az operacié6 utédn o6t nappal 1s nagy
méretld, erekkel &tszdétt metasztdzisokat tartalmaztak. Ezek
a nmetasztdzisok a tumor eltdvolitdsa wutédni 15. napra
tovabbi négyszeres térfogat-noévekedést mutattak (a tudd
tomege és szovettana alapjan). A kisérlet befejezése eldtt
azoknak az egereknek kozel 50 %-a, melyekbdl eltavolitottuk

a primer tumort, tidé metasztizis miatt elpusztult. A
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sértetlen primer tumord egerek k&6zil mindegyik életben
maradt a kisérlet végéig.

A metasztézisokon beltli tumorsejtek replikacids
sebességét a BrdU-val (brém-dezoxi-uridin) (melyet
elbézetesen az egerekbe injektdltunk) megfestett sejtmagok
szamlalasaval hatéaroztuk meg. A sértetlen primer tumort
hordoz6 &llatok kisméretd, erek nélkiili metasztazisaiban és
primer tumor eltavolitasan atesett 4allatok nagy, erekkel
atsz8tt metasztézisaiban a BrdU-t felvevd tumorsejtek
szazalékos aranya hasonld volt (3. ébra). Ez a megfigyelés
arra utal, hogy a primer tumor Jjelenléte nem fejt ki
kozvetlen hatést a metasztazison Dbelili tumorsejtek
replikacids sebességére.

A 3/A é&brédn a tiuddben (primer tumor Jjelenlétében,
illetve hiényédban) 1év8 tumorsejtek BrdU-jeldlési indexét
mutatjuk be. Az immunhisztokémiai festést megeldzden a
metszeteket - a permeabilitéds novelése érdekében - 0,2 M
sésavval 10 percig kezeltiik, majd 37 °C-on 15 percig - 2
mM CaCl,-ot tartalmazé 0,2 M Tris-HCl pufferben - 1 ug/ml
koncentraciéju proteindz-K-val (Boehringer Mannheim GmbH,
Mannheim, Németorszag) emésztettiik. A jeldlési indexet -
250 "power"-nél - a pozitiv sejtmagvak szazalékos aranyanak
kiszamitédsaval hatédroztuk meg. A 3/B &abrédn a sértetlen
primer tumort hordozé, illetve a primer tumor eltavolitasan
dtesett egerekben - 5, 10 és 15 nappal a mitét utédn - a
teljes tidétomeg Osszehasonlitédsat mutatjuk be. Az
dllatokat intraperitonedlis BrdU injekcié (0,75 mg/egér)

beaddsa utan 6 éréaval 8ltik le.
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4. példa

Az angiogenezis gatlédsa tudd metasztédzisokban, sértetlen

primer tumor jelenlétében

A tid6 metasztézisokban az érképzddés mértékének
mérése érdekében a szoveteket "von Willebrand"-faktor
(endotélium-specifikus marker; Dako Inc., Carpenteria, CA)
elleni antitestekkel festettilk meg. A sértetlen tumort
hordozé &allatokban a metasztdzisok a mar létezd tidberek

koriil egy vékony (8-12 sejtréteg vastagsagi) "mandzsettat”

alkotnak. A "von Willebrand"~faktorra - a vérerek
endotélsejtjeit leszamitva - nem volt pozitiv sejt (vagy
csak kevés). Ezzel szemben, a primer tumor eltdvolitésa

utan az 4allatokban a tidé metasztazisok nem csak nagyobbak
voltak, de réaadasul - a "von Willebrand"-faktorral
erételjesen festdéds - endotélsejteket tartalmazd
kapillaris-kezdemények hatoltak beléjik.

A tUdS metasztédzisokban az endotélsejtek jelenlétének
immunhisztokémiai analizise soran megédllapitottuk, hogy a
beoltas utadn 19 nappal a sértetlen primer tidétumorban - a
tiidében mar meglévd hajszalér koriil - tumorsejtekbdl 4116
"mandzsetta" alakult ki. A metasztédzis csak 8-12 sejtréteg
vastagsagu volt. A hajszalér koril érképzddésre nem volt
bizonyiték, és nem talaltunk ®Uj hajszalereket sem. Ez
tipikusan az erek nélkiili, érképzs8dés eldtti metasztazis
maximdlis mérete.

A primer tumor eltdvolitadsa utén ot nappal (a primer

tumor beoltéasa utan 19 nappal) gydjtott szbvet
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immunhisztokémiai analizise sordn azt talaltuk, hogy a
metasztazis egy, a tudében mér meglévd eret vett korul.
Ezzel ellentétben, abban a mintédban, amelybdl a tumort nem
tavolitottuk el, a tumorban Uj erek alakultak ki.
Kovetkezésképpen, a sértetlen primer tumor gatolja a
metasztazisokban az Uj hajszdlerek kialakuldsat, de a
metasztizison belili tumorsejtek proliferéacidéjat nem

befolyésolja.

5. példa

A primer tumor gatolja egy masodik - egér szaruhartyaba

iltetett - tumor angiogenezisét, midltal a médsodik tumor

ndvekedése gatlas aléd keriil

Egerek szaruhartydjdba - a 0. napon - egy 0,25-0,5 mm’
térfogatd Lewis-féle tiidStumort ("LLC-Low") Ultettiink
[Muthukkaruppan, Vr. és mtsai.: Science 205, 1416 (1979)].
A szaruhartyaba torténd beliltetés el&tt 4-7 nappal; a
szaruhdrtyéaba torténd beliltetés napjan; vagy a
szaruhartyéba torténd beliltetés utdn 4-7 nappal - az egerek
hadtédba szubkutdn 1 x 10° "LLC-Low" sejtet injektalva -
primer tumort alakitottunk ki. A kontroll egerek szubkutan
oltast nem kaptak, csak a szaruhdrtyajukba iltettitk be a
tumort. Tovabbi kontroll egerek esetében - a szaruhartyaba
tortend Dbetliltetésen kiviil -, hé&tukba, négy nappal a
beliltetés eldétt "LLC-High" tumorsejteket oltottunk. Az
egerek szaruhdrtydiban a szaruhartyatumor novekedését, és

az Uj hajszadlerek - szaruhdrtya szélétdl kiinduld -
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novekedését fényréses lampaval felszerelt sztereomikroszkép
alkalmazasaval, okuldr mikrométerrel naponta mértiik.

A primer szubkutadn tumort nem hordozd, kontroll egerek
esetében a szaruhdrtyak toébbségében (nyolcbé6l hat) - a
beliltetés utédn 6-7 nappal - megindult az érképzd&dés, és a
10. napig folytatdédott. A 10. napra az erekkel A&tszdétt
szaruhdrtyatumorok nagyséaga elérte a szem teljes
térfogatanak kb. 1/4 részét. A primer szubkutdn "LLC-Low"
tumor jelenlétében a szaruhdrtyaba beliltetett tumorban nem
képzédtek erek, ha a primer tumor legaldbb a beliltetés
elétt négy nappal mar a helyén volt (1. téblazat). Az uj
erek képzd&désének hianyaban a szaruhdrtyatumorok a
szaruhdrtyan beliil, vékony, fehér, erek nélkiili korongok
formadjadban lassan novekednek.

Ha azonban a primer tumort a szaruhartydba torténd
tumorbeililtetés wutédni 4. napig nem injektdltuk be, a
szaruhartyadkban 0j erek alakultak ki, és a tumorok harom
eset ko6zuil héromban hasonld sebességgel novekedtek, mint a
tumort nem hordozdé kontroll egerekben. A primer szubkutan
"LLC-High" tumor jelenlétében a szaruhdrtyidk tobbségében
(hadrombo61l kettében) - a szaruhartyaba torténd
tumorbeliltetés uténi 7. napon - megindult az érképzd&dés,
ami a 10. napig folytatdédott. A 10. napon az erekkel
dtszd8tt szaruhartyatumorok nagysaga elérte a szem teljes

térfogatéanak kb. 1/4 részét.
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1. tablazat

A szaruhartyatumor-angiogenezis gatldsa primer szubkutan

tumorral [valamennyi primer tumor "LLC-Low" volt, kivéve a

*-gal jeldltet (amely "LLC-High" volt)

A szembe torténd 0 0 0 0 0 0 0

beliltetés napja

A primer tumor -7 -4 -4* 0 - +4  +7

beliltetésének napja

A 10. napon uj 2/10 0/9 2/3 2/3 6/8 3/3 2/3

szaruhartya-erekkel

rendelkezd egerek szama

Azt vArnank, hogy abban az esetben, amikor a primer "LLC-
Low" szubkutdn tumort a szembe tdérténd tumorbeiiltetés eldétt
hét nappal iltettiik be (a tablazatban -7), 10 szaruhartya
ko6zil egyben sem alakulndnak ki erek. A tumorok kozil
azonban kettd (2/10) elhalt, mivel tul nagyok voltak (> 3
cm’) .

6. példa

A sértetlen primer tumor gatolja a bazikus fibroblaszt

novekedési faktor (bFGF) masodlagos, szubkutéan

beliltetésével indukalt angiogenezist

Bar az 5. és 6. példadban leirt kisérletek eredményei
azt mutatjdk, hogy a primer tumor gatolja egy masodlagos
tumorban az angiogenezist, ezek a vizsgalatok nem adnak
valaszt arra, hogy a primer tumor (a) kozvetleniil gadtolja-e

az endotelidlis proliferacidét (vagy angiogenezist); vagy
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(b) kozvetett mdbdon, a metasztdzisos tumorsejtek érképzd
aktivitasanak leszabalyozasaval. Ennek megvalaszoléasa
érdekében béazikus fibroblaszt ndvekedési faktort (bFGF)
[Passaniti, A. és mtsai.: Lab. Invest. 67, 519 (1992)]
tartalmazé "matrigel" betiltetésével szubkutdn angiogenezist
indukaltunk.

Heparin jelenlétében 25 ng/ml vagy 50 ng/ml bFGF-et
tartalmazé "matrigel"-t (alapmembrén-proteinek kivonata)
szubkutdn egészséges és tumoros ("LLC-Low") egerek hasi
részére 1injektadltunk. Az egereket négy nappal késdébb
lebltiik, és a gélben - az érképzd&dés mennyiségi
meghatédrozasa érdekében - megmértiik a hemoglobin
koncentraciéjat. Korédbban kimutattuk, hogy a "matrigel"-be
behatoldé 1Uj erek szama egyenesen aranyos a hemoglobin-
koncentraciodval [Folkman, J.: "Angiogenesis and its
inhibitors", "Important Advances in Oncology 1985", szerk.:
V.T. DeVita, S. Hellman és S. Rosenberg; J.B. Lippincott,
Philadelphia (1985)1. Szdvettani vizsgalathoz is

készitettiink géleket. Az
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A kisérlet soréan megfigyelt, majdnem teljes
angiogenezis-gadtlas arra utal, hogy a Lewis-féle primer
tiidétumor kozvetleniil képes gatolni a bFGF-indukélta

angiogenezist.

7. példa

Egy tumort hordozé adllat szérumédnak - primer tumor

eltavolitasan Atesett - allatba torténd atvitele gatolja a

metasztéazisokat

Az egerekbe - a fentebb leirt mbédon - Lewis-féle
ttidérak sejteket {lltettiink. 15 nap elteltével, amikor a
tumorok hozzavetdleg 1500 mm® térfogatiiak voltak, az
egereket véletlenszerlen négy csoportba osztottuk. Harom
csoportban a primer tumort mitétileg teljesen
eltédvolitottuk, mig az egyik csoportban a tumorokat -
dloperacidt kovetden - helylkdén hagytuk. A hérom mitéti
csoportban 1évé egereknek ezutdn naponta, intraperitonedlis
injekcidéval sboldatot; egészséges, tumort nem hordozd
egerekbdl szarmazd szérumot; illetve 1500 mm® térfogatd
Lewis-féle tidétumorokat hordozd egerekbdl szarmazb
szérumot adtunk. A sértetleniil hagyott tumorokat hordozd
egereknek intraperitonedlisan sboldatot adtunk. Valamennyi
egér kezelését 21 napig végeztik, ezutdn az 4&llatokat
elaltattuk, és megszamoltuk tidé metasztazisaikat (2.

tadblazat) .
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2. téblazat

Primer tumor eltéavolitva Ep primer
tumor
Kezelés (i.p. Séoldat Egészséges Tumoros Séoldat
injekcidk) egérbdl egérbdl

szarmazd szérum

Tudé 55

-+
o

50 + 4 7% 2 3

+
'_l

metasztazisok

szama

Ezeket az eredményeket a tiidék tomegével igazoltuk A két
csoport kozotti kilonbségre p < 0,0001 [(55 és 50) vs. (7
és 3)]. A tumoros &llatok vizeletébdl szarmazd angiosztatin
alkalmazasaval hasonld eredményeket kaptunk.

8. példa

Szarvasmarha hajszalér-endotélsejt (BCE) vizsgdlat

A BCE sejteket kizardlag a 9. és 14. passzalés kozott
hasznadltuk. A 0. napon a BCE-sejteket 12500 sejt/lireg
mennyiségben - el8zetesen 37 °C-on, 10 % CO,-tartalmi
atmoszféraban zselatinnal (PBS-ben 1,5 % zselatin) kezelt -
24 Uregd talcédkra helyeztiik. A sejteket hematocitométer

alkalmazasaval szamoltuk. A sejteket 10 % (56 °C-on 20

oo

percig hével 1inaktivalt) borjuszérumot (BCS) és 1
"glutamin-pen-strep"-et (GPS) tartalmazé 500 ul DMEM-ben
szélesztettiik.

A BCE sejtek proliferdcidéjat a kovetkezdk szerint
valtottuk ki. A téapkdzeget eltédvolitottuk, és 5 % BCS-t és

1 & GPS-t tartalmazdé 250 ul DMEM-mel helyettesitettilk, majd
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az tiregekhez hozzaadtuk a tesztelni kivant mintadt (a
mennyiség a mintatél figgben valtozd). A talcakat kb. 10
percre 37 °C hémérsékletd és 10 % COz-ot tartalmazd
inkubatorba helyeztiik. Ezutdn minden egyes lireghez 5 % BCS-
t és 1 % GPS-t tartalmazé 250 pl DMEM-et adtunk (2 ng/ml
bFGF-fel egylitt). A tapkdzeg igy 5 % BCS-t és 1 % GPS-t,
valamint 1 ng/ml bFGF-et tartalmazé 500 pl DMEM lett. A
talcat 72 o6rara a 37 °C hémérsékletd és 10 3% CO:-ot
tartalmazé inkubdtorba helyeztik.

A 4. napon eltavolitottuk a tapkézeget, és valamennyil
tireget 2-3 percig tripszinnel (0,5 ml tripszin/EDTA)
kezeltitk. A szuszpendalt sejteket 9,5 ml "Hemetall"-1lal
egyltt szcintilléaciéds fiolakba tettik, és Coulter-
szamlaléval megszamoltuk. Az aktivitds egy egysége az
angiosztatint tartalmazdé szérum azon mennyisége, amely
képes a hajszalér-endotélsejtek proliferacidjat 50 %-ban
gatolni (ha az endotélsejteket 1 ng/ml koncentracidju bFGF
jelenlétében 72 6ra hosszat inkubaltuk).

9. példa

A kevéssé metasztdzisos Lewis-féle tudétumort ("LLC-Low")

hordoz6 egerekbdl szdrmazd szérum in vitro gatolja a

hajszalér-endotélsejtek proliferacidjat

A szarvasmarha hajszalér-endotélsejteket 72 Oras
proliferaciés vizsgalatban 1 ng/ml koncentracidéju bazikus
fibroblaszt novekedési faktorral (bFGF) serkentettiik. A
tumort hordozé egerek - tenyészetekhez hozzdadott - széruma
dbzisfiiggd és reverzibilis médon gatolta az endotélsejtek

proliferacidojat. Az egészséges egerek széruma nem mutatott
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gatld aktivitast (1d. 5. abra) . Az endotélsejtek
proliferaciéjat (a kontrollokhoz képest) hasonld mbddon
gdtolta a tumort hordozé nu/nu és SCID egerekbdl szlrmazd
szérum. A primer tumor eltadvolitdsa utdn az angiosztatin-
aktivitéds 3-5 nap alatt eltint a szérumbdl.

A tumort hordozd egerek széruma gatolta a szarvasmarha
aorta-endotélsejteket és a spontan egér érendotél-
daganatbdl szarmazd endotélsejteket is [Obeso, és mtsai.:
Lab. Invest. 63(2) 259 (1990)]}, de nem gatolta a Lewis—-féle
tid&tumor sejteket, a 3T3-fibroblasztokat, az aorta
simaizomsejtjeit, a vidramenyét (Mustela vison) tudd
epitélsejteket és a W138 human magzati tuds-

fibroblasztokat.

10. példa

A - metasztédzisokat nem gatldé - Lewis-féle tidétumort

("LLC-High") hordozd egerekbdl szdrmazd szérum nem gatolja

in vitro a hajszadlér-endotélsejtek proliferacidjat

Az "LLC-High" primer tumorokat hordozdé egerek széruma
(a kontrollhoz képest) nem gatolta jelentésen a bFGF-fel
stimulalt szarvasmarha hajszdlér-endotélsejtek
proliferaciéjat. Amikor ezt a szérumot heparin-”Sepharose”
kromatografiaval és gélfiltréacidéval tisztitottuk,

angiosztatin-aktivitdst egyik frakcidéban sem talaltunk.

11. példa

A kevéssé metasztazisos Lewis-féle tidStumorokat hordozd

egerek hasvize szintén angiosztatin-szérumot termel




eses 28 eces s
. . .0 .
ane ® ® aca oos
. s » e s .
any s era -

- 75 -

Az egereknek intraperitoneédlis injekciéval "LLC-Low"
vagy "LLC-High" tumorsejteket (10%) adtunk be, majd egy

héttel késébb a 10-20 egér mindegyikébél 1-2 ml véres

hasvizet vettink le. A hasvizben bélfodri
tumorkezdeményeket talaltunk. Az egereket ezutan
elaltattuk, és szivpunkciéval szérumot vettink.
Kontrollként egészséges, tumort nem hordozdé egerekbdl
vettiink szérumot. A szérumot és a hasvizet - a sejtek
eltavolitéisa érdekében - lecentrifugaltuk, és a feltiluszdt

1 ng/ml  bFGF-fel stimuldlt szarvasmarha hajszéalér-
endotélsejtek (ld. 9. példa) alkalmazésaval vizsgaltuk. 72
bra elteltével mind a kétféle tumort hordozd egerekbdl
szarmaz6 hasviz jelentd8s mértékben serkentette a hajszalér-
endotélsejtek proliferacidéjat (a kontrollnal 100 %-kal
magasabb szintl proliferédcié). Ezzel szemben, az "LLC-Low"
tumort hordozd egerek széruma gatolta az endotélsejtek
proliferaciéjat (a kontroll 79 %-a). Az "LLC-High" tumort
hordozé egerek széruma serkentette a proliferacidt (a
kontrollnal 200 %-kal magasabb szintd proliferéacid).

Ezek az adatok azt mutatjak, hogy a kevéssé
metasztazisos ("LLC-Low") vonalbdél szarmazdé hasviz sokkal
tébb endotelidlis novekedést serkentd anyagot tartalmaz,
mint angiosztatint. Ez az &allapot hasonldé a szilard primer
tumor esetében tapasztalhatdéhoz. Az angiosztatin-aktivitas
a szérumban jelenik meg. Ez hasonlé a szildrd primer tumor
esetében megfigyelhetéhodz ("LLC-Low"). A nagymértékben

metasztazisos tumort ("LLC-High") hordozdé egerek hasvize
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szintén dontden endotélsejt-stimulatort tartalmaz, de az

ilyen egerek szérumdban angiosztatin nem mutathaté ki.

12. példa

Az angiosztatin - oszlopkromatogradfiaval végzett -

frakciondlédsa szérumbdl, és a novekedést gatld frakcidk

vizsgdlata SDS-PAGE analizissel

Az angiosztatin(ok) tisztitédsa érdekében tumort
hordozb6 egerekbdl szérumot gydjtottiink. A fentebb leirt in
vitro inhibitor-aktivitasi vizsgdlattal elemzett inhibitor-
aktivitadst - heparin-"Sepharose", Biogel AO0.5mm, és (tdbb
ciklusban) C4-reverz fazisui HPLC alkalmazasaval - egymast

kovetSen kromatografdltuk. Az endotelidlis inhibitor-
aktivitast tartalmazé HPLC-frakcidé SDS-PAGE analizise egy
kiilonadlld savot eredményezett, amelynek latszdlagos
redukdlt molekulatomege 38 kD, specifikus aktivitéasa pedig
hozzavetSleg 2 x 10’ volt (ami kb. egymilliészoros
tisztitasnak felel meg; 1d. 3. téabléazat). A tisztités
kilonbozé stadiumaiban az elegyitett frakcidkat -
specifikus antitestekkel - ismert endotelidlis inhibitorok
jelenlétére teszteltiik. A részlegesen tisztitott és a
tisztitott frakcidkban trombocita-faktor-4-et,
trombospondint vagy transzformadld novekedési faktor-f-at

nem taladltunk.
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3. téblazat
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Specifikus aktivitas Tisztitéas
(egység*/mg) (x-szeres)
Szérum 1,69 1
Heparin-"Sepharose" 14,92 8,8
Bio-gel AO.5m 69,96 41,4
HPLC/C4 2 x 10’ 1,2 x 10°
* Az aktivitas egy egysége az angiosztatint tartalmazd
szérum azon mennyisége, amely képes a hajszélér-

endotélsejtek proliferaciéjat 50

%$-ban gatolni,

miutédn az

endotélsejteket 1 ng/ml koncentraci6éju bFGF jelenlétében 72
6ra hosszat inkubdaltuk.
13. példa

Angiosztatin oszlopkromatografids frakciondléasa vizeletbdl;

a novekedést gatld frakcidk vizsgdlata SDS-PAGE analizissel

Az endotélsejt-inhibitor (ok) szérumbdl torténd

tisztitasat megneheziti, hogy az egyes egerekbdl Kkis

térfogatu szérum nyerhetd, és a szérumban nagy mennyiségd

protein van jelen.

A tumort hordozé egerek vizeletét analizdlva azt

talaltuk, hogy olyan endotélsejt-proliferacidt gatlé

inhibitort tartalmaz, amely a nem tumoros egerek és az
"LLC-High" tumorokat hordozé egerek vizeletébdl hianyzik.
Az endotélsejt-inhibitor aktivitads tisztitdsat a szérum
tisztitadsadhoz az el&z6 példdban leirt mdédon végeztik (7.

abra) .
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A 7. &bran a tumoros egerekbdl szarmazd részlegesen
tisztitott szérum, illetve vizelet C4 reverz fazisu
kromatografidjanak eredményeit mutatjuk be. Valamennyi
frakciét a 9. példaban leirtak szerint, bFGF-fel serkentett
szarvasmarha hajszalér-endotélsejtek alkalmazasaval végzett
72 6ras proliferécidés vizsgdlatban analizaltuk. Mindkét
esetben, a 30-35 % acetonitrilnél eludlt 23. frakcidban
figyeltiink meg egy 3j6l elhatdrolhatd gatlasi csucsot. A
tumort hordozé 4allatok szérumdnak C4 reverz fazisu
kromatogrdfidjadnak harmadik ciklusébdl szarmazbé gatld
frakcié SDS-poliakril-amid-gélelektroforézise kb. 38 kD-nal
egyetlen savot eredményezett.

14, példa

A keringésben taladlhatd angiosztatin karakterizalasa

Az endotelidlis gatlast a 9. példdban leirtak szerint
vizsgdltuk. Az angiosztatint "Synchropak HPLC C4" oszlopon
(Synchrom, Inc., Lafayette, IN) izol&ltuk. Az inhibitor 30-
35 % acetonitril-gradiensnél elualddott. Redukald
feltételek (5 térfogat% P-merkaptoetanol) mellett végzett
SDS-PAGE analizis soran az aktivitédst mutatd proteinséav 38
kD-n&l Jjelent meg. Nem redukald feltételek mellett az
aktivitadst mutaté protein 28 kD-ndl Jjelent meg. Az
aktivitdst azonos helyen mutattuk ki, fliggetlenil attdl,
hogy a mintat vizeletbdl vagy szérumbdl izolAltuk.
Aktivitast egyetlen mas sav esetében sem detektédltunk.

A savok aktivitasa melegités (100 °C-on 10 perc) vagy

tripszines kezelés hatédsara megszlint. Az aktivitast mutatd
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sdvot viz és kloroform 1:1 ardnyl elegyével extrahdlva az
aktivitéds kizardlag a vizes fazisban jelent meg.
15. példa

A humdn plazminogénbdl szadrmazd inhibitor fragmensek

tisztitasa

A plazminogén I. 1lizinkoté-helyét a Sigma Chemical
Company-t&1l kaptuk. A készitmény - elasztdzos emésztésen
Adtesett - tisztitott humdn plazminogénbdl &ll. Az 1igy
kapott I. lizinkoté-helyet olyan ©peptidek csoportja
alkotja, amelyek a plazmin A-lancénak legaldbb az elsé
hadrom triplahurok-strukturajat (1., 2. és 3. "kringle") -
Osszekapcsolédva - tartalmazzadk [Sotrrup-Jensen, L. és
mtsai.: "Progress in Chemical Fibrinolysis and
Thrombolysis, 3. kétet, 191. old, szerk.: Davidson, J.F. és
mtsai., Raven Press, New York (1978); és Wiman, B. és
mtsai.: Biochemica et Biophysica Acta 579, 142 (1979)]. A
plazminogén I. lizink&té-helyét (Sigma Chemical Company,
St. Louis, MO) vizben uUjraszuszpendaltuk, és - elbzetesen
0,1 % TFA-t tartalmazdé, HPLC-tisztasagu vizzel ekvilibréalt
- C4 reverz féazisu oszlopra vittik. Az oszlopot viz/0,1 %
TFA — acetonitril/0,1 % TFA gradienssel eludltuk, és a
frakcidékat poliprolipén csovekbe gydjtottiik. Mindegyik
frakcidé egy-egy alikvotjat '"speed vac" alkalmazaséaval
beparoltuk, vizben WGjraszuszpendaltuk, és szarvasmarha
hajszalér-endotélsejtek alkalmazéasaval proliferécids
vizsgalatban analizédltuk. Ezt az eljadrast az inhibitor
frakcidk esetében kétszer megismételtiik, melyek soran az

elucidét az elébbivel azonos gradienssel végeztiik. A C4
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oszlop utolsd eluadlasakor az inhibitor-aktivitas 30-35 %
aceetonitril-koncentrédcidénal eludlédott. Az inhibitor
frakcid SDS-PAGE analizise harom elkiilonilt savot
eredményezett, melyek latszdlagos redukalt molekulatdmege
40 kD, 42,5 kD és 45 kD volt. A nem redukdld koérilmények
k6zdétt végzett SDS-PAGE analizis hérom - 30 kD, 32,5 kD,
illetve 35 kD molekulatomegnek megfeleld - savot
eredményezett.
16. példa

Az inhibitor-aktivitéas kivonadsa SDS-PAGE gélrdl

A humdn plazminogén tisztitéasakor kapott, tisztitott
inhibitor frakcidkat - nem denaturdld feltételek mellett -
SDS-PAGE analizissel valasztottuk szét. A gél azon
teriileteit, amelyek a szomszédos (azonos mintat tartalmazd,
ezliisttel festett) oszlopban ("lane") lévé savoknak ("band")
felelnek meg, kivagtuk, és 1 ml foszfat-pufferelt sdéoldatot
tartalmazé poliprolipén csovekben, 4 °C-on 12 6ra hosszat
inkubdltuk. A feliiluszdot eltavolitottuk, és kétszer hat oOra
hosszat sdéoldattal szemben (MWCO = 6-8000), majd kétszer
hat 6ra hosszat desztilldlt vizzel szemben dializaltuk. A
dializatumot  vakuumos centrifugadlassal bepéroltuk. A
visszamaradt anyagot sdbéoldatban Gjraszuszpendaltuk, és - 1
ng/ml bazikus fibroblaszt novekedési faktorral serkentett -
szarvasmarha hajszéalér-endotélsejtek alkalmazdséaval végzett
72 6ras vizsgalatban teszteltiik. Mind a harom savbdél kivont
protein gatolta a hajszalér-endotélsejtek proliferacibjat.

17. példa

Plazminogén-fragmenssel végzett kezelési wvizsgdlatok
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Egerekbe Lewis-féle tid&tumorokat ultettiink be, és a

tumorokat - 1500-2000 mm® térfogat elérésekor - miitétileg
eltavolitottuk. Az operacid napjan az egereket
véletlenszerlien hat - egyenként hat egérbdl 4&llé -

csoportra osztottuk. Az egereket naponta, intraperitoneéalis
injekcidval a human plazminogén hérom tisztitott,
inhibitor-fragmensét, teljes humdn plazminogént, tumort
hordozé &allatokbdl szdrmazd vizeletet, egészséges egerekbdl
szdrmazd vizeletet, 1illetve sboldatot adtunk be. A tumort
hordozé &llatok egyik csoportjan csak almidtétet végeztink,
és sobdoldattal oltottuk. Kozvetlenlil a primer  tumor
eltavolitdsa utédn a egerek intraperitonedlis injekciéval -
feltvlts doézisként - az inhibitor plazminogén-fragmensek 24
ng-jat (1,2 mg/kg/nap/egér) adjuk be. Ezt kovetden, a
kisérlet ideje alatt az egereknek intraperitonedlis
injekcidval naponta 12 ng inhibitor-fragmenst (0,6
mg/kg/nap/egér) adunk be. A kontroll egereknek a tumor
eltadvolitdsa utdn azonos dbzisban teljes plazminogén
molekuldt adunk be. A vizelettel végzett kezelésnél az
egészséges vagy tumoros egerek vizeletét leszdrjik,
dializéaljuk, liofilizaljuk, majd steril vizben
Ujraszuszpendadljuk, miadltal 250-szeres koncentrécidt érink
el. Az egereknek a primer tumor eltdvolitdsanak napjén,
feltoltdé doézisként, két intraperitonedlis injekcidban a -
tumoros vagy egészséges egerekb&l szArmazdé - dializalt
vizeletkoncentratum 0,8 ml-ét adjuk be. Ezutédn ezeknek az
egereknek - a kisérlet ideje alatt - intraperitoneédlis

injekciéval naponta 0,4 ml dializédlt és koncentralt
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vizeletet adunk be. A kezeléseket 13 napig végezziik, majd
az egereket ledljik és felboncoljuk.

A kisérlet eredményeit a 8. és 9. &brén mutatjuk be. A
8. abran a feliileti tiidémetasztézisok - 13 napos kezelés
utdni - szama lathatdé. A felilleti tidémetasztézisok szama
az egerek tidején boncoléaskor ladthatdé metasztézisok
szaméanak felel megqg. A metasztazisok szadmolasahoz
sztereomikroszképot alkalmaztunk. A 8. a&bran a felileti
tiidémetasztazisok 4&tlagos szamat, valamint a kozépérték
szérasat mutatjuk be. Amint 1lathatdé, a sértetlen primer
tumort hordozdé egerek csoportjdban nem voltak Jjelen
metasztazisok. Azokban az egerekben, melyekbdl a primer
tumort eltavolitottuk - és késdbb sboldattal kezeltink -,
sok metasztazis alakult ki. A human plazminogén-fragmenssel
kezelt egerek nem mutattak metasztézisokat, mig a teljes
plazminogénnel kezelt egerekben sok metasztdzis alakult ki,
ami azt Jelzi, hogy a teljes plazminogén-molekula nemn
hordoz endotelidlis inhibitor-aktivitdst. A tumoros egerek
dializalt és koncentralt vizeletével kezelt egerekben nem
taldltunk metasztézisokat. Ezzel szemben, az egészséges
egerek koncentralt vizeletével kezelt egerekben sok
metasztazis képzddsdtt. A tudd toémegének mérésével hasonld

eredményeket kaptunk (1d. 9. &bra).

18. példa

Az egér és humadn angiosztatin aminosav-szekvencidja

Az egérvizeletb8l izoldlt angiosztatin, 1illetve a

humédn plazminogén I. lizinkoété-hely fragmensébdl izoléalt
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angiosztatin aminosav-szekvencidjat "Applied Biosystem
Model 477A" tipusu proteinszekvendld berendezés
alkalmazasaval hataroztuk nmeg. A fenil-tio-hidantoin
aminosav-frakcidkat "on-line" "ABI-Model 120A HPLC"
alkalmazgsaval azonositottuk. Az egér és humdn angiosztatin
N-termindlis szekvencidjabdél és tripszines emésztményeikbdl
meghatarozott aminosav-szekvencia azt mutatja, hogy az
angiosztatin szekvencidja hasonldé az egér plazminogén 98.
aminosavaval kezdd&dé szekvencidhoz. Ilyenforméan, az
angiosztatin aminosav-szekvenciaja olyan proteint alkot,
amelynek molekulatdmege - redukald poliakril-amid-
gélelektroforézis alapjan - hozzavetSleg 38 kD és 45 kD
k6zdtt wvan, és amelynek aminosav-szekvencidja lényegében
hasonldé a teljes egér plazminogén-molekula 98. aminosavaval
kezd8dS egér plazminogén-fragmens aminosav-szekvenciajaval.
Az egér angiosztatin (2. azonositészadmi  szekvencia)
aminosav-szekvencidjanak elejét az 1. &bran mutatjuk be. Az
aminosav-szekvencia hosszusdga az 1. &bran bemutatottnal
valamivel hosszabb vagy rovidebb is lehet.

A huméan plazminogén I. lizinkoté-hely aktiv
frakcidjanak (1d. 15. példa) N-termindlis aminosav-
analizise és tripszines emésztése azt mutatja, hogy a

frakcié szekvencidja hozzavetb6leg a humédn plazminogén 97.

vagy 99. aminosavaval kezdédik, és hogy a huméan
angiosztatin homoldég az egér angiosztatinnal. A 98.
aminosavval kezddédé human angiosztatin aminosav-
szekvencidjanak elejét a 2. dbran mutatjuk Dbe (3.

azonositdészami szekvencia). A 2. éabrédn az egér és humén
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angiosztatin aminosav-szekvenciat mas fajokbol (sertésbdl,
szarvasmarhabol, rhesus-majombél) szarmazd plazminogének
megfeleld, belsd aminosav-szekvencidjaval hasonlitjuk
dssze, s ennek eredményeként megdllapithatd, hogy ezekben a

fajokban is megtaldlhaté az angiosztatin.

19. példa

A human angiosztatin expresszadldsa E. coli-ban

Az eukariéta gének E. coli-ban megvaldsuld, fokozott
transzlaciés hatékonysagat biztositdé trc prométer altal
iranyitott, magas szintd transzkripcié elérése érdekében a
pTrcHisA-vektort (Invitrogen) (10. &bra) alkalmaztuk. Az
angiosztatint - a fémaffinitadsi gyantdk alkalmazasaval
végzett egylépéses tisztitds érdekében - N-terminélis
nikkelkstd polihisztidin farokhoz fuziondlva expresszaltuk.
A fuziés peptidben az enterokindzos hasitasi felismerési
hely lehetd8vé teszi az N-termindlis hisztidin fuzids peptid
tisztitott rekombinans proteinrél torténd levalasztasat. A
rekombinans humadn angiosztatin-proteinr&dl megallapitottuk,
hogy kotédik a lizinhez; keresztreaktivitast mutat az 1.,
2. és 3. "kringle"-régibra specifikus monoklonalis
antitestekkel; és gatolja az endotélsejtek DbFGF-fel
serkentett in vitro proliferacidjat.

Az inszert elBallitdsa érdekében a humdn angiosztatint

kédold génfragmenst emberi maj mRNS-b&1 reverz
transzkripciéval atirtuk, és - specifikus 1léancinditodk
(primerek) alkalmazasaval - polimerdz lancreakcidéval (PCR)

amplifikaltuk. A 1131 Dbéazisparbol &llé termék a human
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plazminogén 93-470. aminosavait kbédolja. Az amplifikalt
fragmenst a pTrcHisA-vektor XhoI/Kpnl helyére klénoztuk, és
a kapott konstrukciét E. coli XL-1B sejtekbe (Stratagene)
transzformaltuk. Az E. coli XL-1B sejtekbe egy kontroll -
csak a pTrcHisA-plazmidvektort tartalmazé - klént is
transzformaltunk (ezt a klént vektor-kontroll klénnak
nevezziik) . Mindkét klént azonos médon, az alédbbiak szerint
tisztitottuk.

Az expressziét mutatd telepeket a kovetkezdk szerint
szelektaltuk. Az angiosztatint kédold génnel transzformalt
E. coli telepeit IPTG-vel impregnalt és LB agarlemezre
fektetett nitrocellulédz filtereken novesztettik. Az
expresszid IPTG-vel torténd indukcidjéat kovetden a
telepeket a filtereken 1lizdltuk. A nitrocellulézon 1évé
telepeket blokkoltuk, ledblitettiik, és proébaként két - az
angiosztatin specifikus konformacidit felismerd -
monoklondlis antitest [Dcd és Vap; S.G. McCance és F.J.
Castellino (University of Notre Dame) adomanya]
alkalmazasaval teszteltilk. A monoklondlis antitestek altal
felismert, nagymértékd expressziot mutatd telepeket
valasztottuk ki.

A maximalis expresszidé optimalis idejének azonositéasa
érdekében a sejteket az IPTG-indukcidé eldtt és utén
kilonbozé idépontokban begyldjtottik, és ismételt
fagyasztas/felolvasztas ciklusokkal kezeltilk, majd SDS-PAGE
analizist, "immunoblot" analizist és prdébaként Dcd és Vap

monoklondlis antitestekkel tesztelést végeztiink.
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A vizsgalt klénok kozil a pTrcHisA/HAsH4 kl1lont
valasztottuk ki. Az IPTG-indukciét négy Ora hosszat
végeztilk, amely utan a sejtiiledéket 8sszegyljtottiik, 50 mM
Tris (pH = 8,0), 2 mM EDTA, 5 % glicerin és 200 mg/ml
lizozim elegyében ujraszuszpendaltuk, és 4 °C-on 30 percig
kevertiik. A kapott slrd szuszpenzidt percenként 14000-es
fordulatszammal 25 percig centrifugdltuk, majd az tiledéket
50 mM Tris (pH = 8,0), 2 mM EDTA, 5 % glicerin és 0,1 % DOC
elegyében uUjraszuszpendaltuk. Az igy kapott szuszpenzidbt 4
°c-on egy o6ra hosszat kevertik, majd percenként 14000-es
fordulatszammal 25 percig centrifugaltuk. A feliluszo
frakcié expresszalt angiosztatint tartalmaz. Az E. coli
altal expresszalt humdn angiosztatin a nativ angiosztatin
fizikai tulajdonsagaival rendelkezik, vagyis képes megkotni
a lizint. Kovetkezésképpen, az E. coli altal expresszalt
angiosztatint egy 1lépésben, lizin-"Sepharose" oszlopon
(Pharmacia vagy Sigma) tisztitottuk. Az angiosztatint 0,2 M
g-amino-n-kapronsavval (pH = 7,5) elualtuk az oszloprél.

E kisérletek utan a pTrcHisA/HAsH4 klén 10 literes
fermentaciés adagjait &llitottuk elé. Az igy felnagyitott
indukciéval kapott sejteket lelilepitettik és 50 mM Tris-
pufferben (pH = 7,5) Ujraszuszpendaltuk, a sejteket 10000
psi (6,88 x 10° kPa) nyomason haromszori ismétléssel
feltartuk (az egyes feltarasok kozott a szuszpenzidt 10 °c-
ra hdtdttik). A kapott lizatumot 4 °C-on 30 percig,
percenként 10000-es fordulatszammal végzett

centrifugaléassal letisztitottuk, és az expresszalt
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angiosztatint 1lizin-"Sepharose" oszlopon izoldltuk (11.
abra) .

Az E. coli altal expresszalt, tisztitott angiosztatint
vizzel szemben alaposan dializédltuk, majd liofiliz&ltuk. Az
expresszalt huméan angiosztatint tépkézegben (DMEM, 5 % BCS,
1 % gentamicin/penicillin/sztreptomicin) - 3 pg/ml becsilt
koncentrédciéra - T1Ujraszuszpendaltuk, és (a 8. példaban
leirt) in vitro szarvasmarha hajszadlér-endotélsejt (BCE)
analizisben hasznadltuk fel. A «csak vektort tartalmazd
kontroll klént a pTrcHisA/HAsH4 klénnal azonos mbdon
kezeltiik. A klé6nt IPTG-vel indukaltuk, a Dbakteridlis
lizdtumot 1lizin-"Sepharose" oszlophoz kotottik, 0,2 M
amino-kapronsavval eluédltuk, alaposan dializdltuk, majd
liofilizaltuk. Ezt a kontroll készitményt szintén az
emlitett téapkozegben, 3 png/ml becsiilt koncentréacidban
Ujraszuszpendaltuk. A rekombindns angiosztatin mintékat és
a kontroll mintakat kiilonboz&é indukcidés és fermentécids
adagokbdl, illetve kiilon tisztitéasi milveletek eredményeként
kaptuk, s wvalamennyi mintadt az EntreMed-ben (Maryland)
kéddal 1lattuk el. A kbédolt mintdkkal a BCE vizsgalatot a
bostoni gyermekkérhdzban ("Children's Hospital", Boston)
vakprbébaszerlen végeztiik.

A rekombindns humdn angiosztatin BCE vizsgédlatainak
eredménye azt mutatta, hogy az E. coli-ban expresszalt
humén angiosztatin gatolta a BCE-sejtek - 1 ng/ml
koncentracidéju bFGF-fel indukdlt - proliferéaciéjat (12.
abra). A rekombinadns angiosztatin téapkdzegben készitett

toérzsoldatat (kb. 3 upg/ml) 1:5, 1:10 és 1:20 higitésban
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alkalmaztuk. A szazalékos gatlast a kovetkezd képlet
alapjan szamitottuk:

sejtek széma angiosztatinnal - sejtek szama a 0. napon

sejtek széma csak bFGF-fel - sejtek szama a 0. napon

A BCE vizsgalatban a rekombindns humédn angiosztatin
dltal kivaltott szédzalékos gatladas - azonos koncentracidk
esetén - hasonld vagy nagyobb volt, mint a plazminogénbél
szadrmazd angiosztatin &ltal kivaltott szazalékos gatlas. A
BCE vizsgédlat egy ismétlésében - ahol a rekombinéans
angiosztatin torzsoldat 1:5 ardnyu higitdsat alkalmaztuk -
a rekombindns angiosztatin hasonldé széazalékos gatléast
biztositott, mint a plazminogénbdl szirmazd angiosztatin. A
13. &brén azt a meglepd eredményt mutatjuk be, miszerint a
rekombindns humén angiosztatin-protein tenyészetben a BCE
sejtek proliferacidjat 60 & feletti, illetve 75 %-o0s

ardnyban gatolja.

20. példa

Az angiosztatin - az apoptdzis sebességének fokozaséaval -

fenntartja a mikrometasztazisok nyugvd allapotat

Miutdn a C57BL6/J egerekbe szubkutan oltassal Lewis-
féle tiidérak-sejteket (10°%) iiltettiink be, hozzavetbleg 1,5
cm® térfogaty primer tumorok alakultak ki. Az allatokbél
mdtéti uton eltédvolitottuk a primer tumort, vagy -
dlmitétet végezve - a tumort sértetleniil hagytuk. A mitét
utédni 5., 10., 1illetve 15. napon az egereket ledltiik, s

tidejiket szovettani vizsgadlathoz készitettilk eld. Azokban
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az &llatokban, melyekbdl a primer tumort eltdvolitottuk, a
mikrometasztazisok - az &lmiitéten Atesett (kontroll) egerek
tidejéhez képest - Jjelentds proliferadcidét mutattak (14.
dbra). Ezek a valtozasok a tidé tomegének nagymértékui
novekedésével jartak.

A brém-dezoxi-uridin (BrdU) felvétele alapjan mért
tumorsejt-proliferdcié analizise azt mutatta, hogy a
sértetlen primer tumort hordozéd, illetve a tumor
eltdvolitasan Aatesett egerek kozott (az 5., 9. és 13.
napon) e tekintetben nincs kiilonbség, ami azt jelzi, hogy a
tumor toémegének novekedése nem magyarazhatd a fokozott
proliferaciéval (1d. 15. é&bra). Ilyenformdn, ezekben az
dllatokban a sejtpusztulast is megvizsgédltuk. Az apoptdzist
(a sejtpusztulés folyamata, amely a génexpresszid
valtozésaitdl fligy, és a fejlddés sordn, valamint a gyors
proliferaciét mutatd szovetekben - mint pl. a vékonybélben
- 1év8 bizonyos sejtek elimindléasaért felelds) fragmentalt
DNS immunhisztokémiai jeldlésével vizsgaltuk, melynek soran
a termindlis dezoxinukleotidil-transzferaz (TdT) technikat
alkalmaztuk. Az apoptdzisos indexet minden egyes ledléskor
meghataroztuk. A primer tumorok eltavolitdsa valamennyi
vizsgadlt esetben az apoptdzisos index statisztikailag

szignifikédns (kb. 3-4-szeres) novekedését eredményezte (15.

abra) .

A primer tumor eltavolitdsan &tesett egerek - exogén
angiogenezis-szuppresszorral végzett - kezelésével tovéabbi
bizonyitékokat kaptunk. Ez az anyag - TNP-1470 (0O-klér-

acetil-karbamoil-fumagillol; korébban AGM-1470) - a
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fumagillin analdégja, melyrél leirtdk, hogy angiogenezist
gatlé hatadsa van. A TNP-1470 (kétnaponként 30 mg/kg ddzisu)
szubkutan injektéaléasdva olyan eredményeket kaptunk, amelyek
feltinden hasonlitottak a sértetlen tumort hordozé
egerekkel kapcsolatban fentebb leirt eredményekhez. A TNP-
1470-nel kezelt adllatok - a sboldattal injektélt
kontrollhoz képest - kisebb tiidétomeget, azonos
proliferdcidés indexet és nagyobb apoptdzisos indexet
mutattak (16. &bra).

A kapott adatok azt Jjelzik, hogy a metasztazisok
nyugvd &llapotban maradnak, ha a tumorsejt-proliferéaciét
azonos sebességli sejtpusztulads tartja egyensulyban. A
primer tumor eltdvolitdsa a metasztadzisok novekedésének
gyors fokozdédasat eredményezi, valdészinlleg - a
metasztazisok novekedését a tumorsejtek novelt szintd
apoptdzisaval szabalyozd - angiogenezis-inhibitorok
(angiosztatin) eltdvolitéaséanak kovetkeztében. Ezek a
hatdsok hasonlbak a primer tumorok eltdvolitasat és egy
exogén angiogenezis-inhibitor beadéasat kovetden megfigyelt
hatdsokhoz. Osszefoglalva; ezek az adatok arra utalnak,
hogy a primer tumor angiosztatint szabadit fel, amely

fenntartja a mikrometasztazisok nyugalmi allapotét.

21. példa

Primer tumorok in vivo kezelése angiosztatinnal

Az angiosztatint humdn plazminogénbdl, a 15. példaban
leirt, korlatozott elasztidzos emésztéssel tisztitottuk. Az

angiosztatint - hat hetes him C57BI6/J egereknek torténd



ssse as osee s

. - .o .

ses o e ses eos
. .

. 3
LX Y se eve .

- 91 -

beadas céljabol - foszfat-pufferelt sbéoldatban
Ujraszuszpendaltuk. A egerekbe szubkutdn 1 x 10° Lewis-féle
tiidérdk-sejtet vagy T241 fibroszarkéma-sejtet Ultettink be.
Az angiosztatinos kezelést négy nap elteltével kezdtik meg,
amikor a tumorok 80-160 mm® nagysagot értek el. Az
angiosztatint egy 40 mg/kg dbézisu vagy két 80 mg/kg doédzisu
- intraperitonedlis vagy szubkutdn - injekciéval adtuk be.
Az &llatokat a kezelést kovetden kiilénbozd iddpontokban
6ltik le.

A napi 40 mg/kg dbézisban intraperitonedlisan (i.p.)
beadott angiosztatin a T241 primer tumorok rendkivil
nagymértékid gatlasat eredményezte (1ld. 17. abra). Ez a
gatldé hatéds mar két napon beliil szemmel lathatd volt, és a
vizsgadlat ideje sorédn nagysagrendekkel fokozddott. A 18.
napon az angiosztatinnal kezelt egerekben 1évé tumorok
mérete a sbdoldattal kezelt kontroll egerekben 1lévé tumorok
térfogatdnak hozzavetdleg 38 %-a volt. Ez a kiildonbség
statisztikailag szignifikdns (p < 0,001; Student-féle t-
teszt) .

Az naponta kétszer 40 mg/kg dbézissal (Osszesen 80
mg/kg/nap) intraperitonedlisan vagy szubkutidn Dbeadott
angiosztatin Jjelentds mértékben csokkentette az LLC-LM
primer tumorok novekedési sebességét (18. abra). A gatld
hatads a 4. napon mar szemmel lathaté volt, és a
tovédbbiakban nagysagrendileg fokozdédott. A kisérlet utolsd
(19.) napjadn az angiosztatinnal kezelt egerek atlagos

tumortérfogata a sdoldattal injektdlt kontroll egerek
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tumortérfogatanak csak 20 %-a volt, ami statisztikailag
szignifikéans kiilénbség (p < 0,001, Student-féle t-teszt).

Egy masik kisérletsorozatban - beliltetett T241
fibroszarkéma-sejteket, Lewis-féle tudéradk (LM) sejteket
vagy retikulumszarkéma-sejteket hordozé - egereknek 12
6ranként 50 mg/kg dézisban adtunk be angiosztatint. Az
angiosztatinnal kezelt egerekben a tumorok mérete -
fiiggetleniil attél, hogy milyen tumort hordoztak - jelentds
mértékben csdkkent. A 19. abradn lathatd, hogy a T241
fibroszarkémat hordozd, angiosztatinnal kezelt egerekben az
dtlagos tumortérfogat - a 24. napon - a nem kezelt
(kontroll) egerekben megfigyelhetd tumortérfogat csupan 15
%-a volt. A 20. abran az lathaté, hogy a Lewis-féle tiddrak
(LM) sejteket hordoz6, angiosztatinnal kezelt egerekben az
dtlagos tumortérfogat - a 24. napon - a nem kezelt
(kontroll) egerekben megfigyelhetd$ tumortérfogat csupan 13
%-a volt. A 21. abran bemutatjuk, hogy a retikulumszarkéma-
sejteket hordozé, angiosztatinnal kezelt egerekben az
dtlagos tumortérfogat - a 24. napon - a nem kezelt
(kontroll) egerekben megfigyelheté tumortérfogat csupan 19
%-a volt. A feltiintetett adatok mindegyik idépontban négy
egér eredményeinek &tlagat reprezentaljéak.

A kapott eredmények azt bizonyitjak, hogy az
angiosztatin a harom kiiloénbsz§ primer tumor rendkivil

hatdsos in vivo inhibitora.

22. példa
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Human sejt-eredetd primer tumorok angiosztatinnal végzett

in vivo kezelése egerekben

Ebben a példaban az angiosztatin két humén tumorsejt-
vonalra (PC-3 human prosztatardk és MDA-MB human emldrak)
gyakorolt hatéaséat tanulmanyoztuk. Immunhianyos SCID
egerekbe human tumorsejteket ultettilink, és az egereket -
lényegében a 21. példdban leirtak szerint - 12 branként 50
mg/kg dézisban angiosztatinnal kezeltik. A kapott
eredmények azt mutatjak, hogy a talalmdny szerinti
angiosztatin-protein hatédsosan gatolja a humén tumorsejtek
névekedését. A 22. 4&bran lathatdé, hogy a PC-3 human
prosztatardk-sejteket hordozo, angiosztatinnal kezelt
egerekben a 24. napon az atlagos tumortérfogat a kezelés
nélkiili (kontroll) egerekben megfigyelhetd tumortérfogat
csupan 2 %-a volt. A 23. é&bran 1léathatd, hogy az MDA-MB
humédn emnlérak-sejteket hordozd, angiosztatinnal kezelt
egerekben a 24. napon az 4&tlagos tumortérfogat a kezelés
nélkili (kontroll) egerekben megfigyelheté tumortérfogat

csupan 8 %-a volt.

23. példa

Génteradpia - az angiosztatin-gén transzfekcidjanak

tumortérfogatra gyakorolt hatasa

Az "American Type Culture Collection”"-té1 (ATTC)

kapott egér plazminogén-cDNS-b&l szarmazd - az egér
plazminogén 1-460. aminosavat kédoldé - 1380 Dbéazispar
hosszusagu angiosztatin-DNS-t polimeraz-lancreakcidval

dllitottuk eld, majd expresszids vektorba inszertéaltuk. Az
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expresszids vektort T241 fibroszarkéma-sejtekbe
transzfektaltuk, és a transzfektadlt sejteket egerekbe
iltettik. A kontroll egerekbe nem transzfektalt T241
sejteket vagy csak vektorral transzfektalt (azaz
angiosztatint nem expressz&ld) T241 sejteket iltettink be.
A kisérletben harom angiosztatin-expresszalo, transzfektalt
sejtklént alkalmaztunk. Az 1d6 fiiggvényében meghatéroztuk a
tumortérfogatot. Az eredmények azt mutatjak, hogy az
angiosztatin-expresszald sejtklonokat tartalmazbd egerekben
az &atlagos tumortérfogat (a nem transzfektalt, illetve az
angiosztatint nem expresszald kontroll sejteket hordozd
egerekben megfigyelt tumortérfogathoz képest) meglepd mddon
és rendkivili mértékben csdkkent.

Az egér angiosztatin-proteint ké6dolé egér  DNS-
szekvencia az egér plazminogén-cDNS-b&l szarmazik. Az egér
angiosztatin magéban foglalja az egér plazminogén 1-4.
"kringle"-régiéit. A klén kialakitésénak sémajat a 24.
dbran mutatjuk be.

Az egér angiosztatin-protein klénokat - a LIPOFECTIN™
transzfekciés rendszer (Life Technologies, Gaithersburg,
MD) alkalmazasaval - T241 fibroszarkdéma-sejtekbe
transzfektaltuk. A LIPOFECTIN™ reagens az N-[1(2,3-
dioleil-oxi)-propill-n,n,n-trimetil-amménium-klorid (DOTMA)
elnevezésld kationos 1lipid és a diolekoil-foszfotidil-
etanol-amin (DOPE) - membranon atszlrt vizben készitett -
1:1 témegaranyu elegyébdl allé liposzoémakészitmény.

A sejtek Atmeneti transzfektalasat a kdvetkezbk

szerint végeztiik.
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1) A T241 sejteket 60 cm’-es szdvettenyészetd
csészékben noévesztjlk (a beoltidshoz 2 ml, szérummal
kiegészitett megfeleld novesztd tapkdzegben 1-2x10° sejtet
hasznélunk).

2) A sejteket CO,-ot tartalmazé inkubatorban, 37 °C-on
40-70 %-os konfluens &llapot eléréséig inkubdljuk (ez
rendszerint 18-24 6rat vesz igénybe, de a sejttipustol
fiigg8en valtozhat). A T241 tumorsejtek 70 %-os konfluens
dllapotuak voltak.

3) 12 x 75 mm-es steril csovekben az aldbbi két
oldatot készitjik:

"A" oldat: minden egyes transzfekcibhoz 5 pg DNS-t 100
pl szérummentes "OPTI-MEM I Reduced Serum Medium"
tapkozegben (Life Technologies) higitunk (szovettenyészeti
tisztasagl ioncserélt viz szintén alkalmazhatd);

"B" oldat: minden egyes transzfekcibhoz 30 ug

LIPOFECTIN-t 100 pl "OPTI-MEM" tépkozegben higitunk.

4) Az "A" és "B" oldatot Osszedntjik, oOvatosan
Osszekeverjik, és szobahdémérsékleten 10-15 percig
inkubéaljuk.

5) A sejteket szérummentes tapkdzeggel kétszer mossuk.

6) Minden transzfekciéndl az egyes - LIPOFECTIN™-
reagns/DNS-komplexet tartalmazé - csbvekbe 0,8 ml
szérummentes tapkdzeget tesziink, 6vatosan osszekeverjik, és
a komplexet a sejtekre rétegezzik.

7) A sejteket CO,-ot tartalmazé inkubatorban, 37 °C-on

12 6ran &t inkubaljuk.
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8) A DNS-tartalma téapkdzeget szérumot tartalmazd, 1
mg/ml koncentraciéju szelekcids tépkdzeggel helyettesitjik,
és a sejteket CO,-ot tartalmazé inkubdtorban, 37 °C-on 48-
72 6ran &t inkubaljuk.

9) A transzfekcid utén 48-72 odraval a sejtkivonatokat
génaktivitasra teszteljiik.

A transzfektalt sejteket - angiosztatin-specifikus
antitestek alkalmazéaséaval - az angiosztatin-protein
expresszi6éjara tesztelhetjik. Mas médon, koérilbelidl 10-14
nap elteltével a CMV-angiosztatinnal transzfektalt T241
sejtekben G418-rezisztens telepek Jelentek meg. A csak
vektorral transzfektalt sejtek esetében szédmos kloént
figyeltiink meg, a nem transzfektdlt sejtek esetében azonban
egyet sem. A G418-rezisztens klénokat - immunfluoreszcens
eljarassal - angiosztatin-expresszidra szelektaltuk.

Erdekes, hogy az angiosztatinnal transzfektalt T241
sejtek és Lewis-féle tiidérak-sejtek in vitro proliferacidja
nem keriilt gatlas aléd (1ld. 25. és 26. &abra).

A 27. A&bradn a transzfekcids kisérlet eredményeit
mutatjuk Dbe. Mind a hdrom angiosztatin-expresszald,
transzfektalt T241 klén olyan 4&tlagos tumortérfogatot
eredményezett az egerekben, amely lényegesen kisebb volt,
mint a kontroll egerekben megfigyelhetd tumortérfogat. Az
atlagos tumortérfogat - a kontroll tumortérfogathoz
viszonyitva - a 37. klént hordozd egerekben 13 %, a 31.
klént hordozé egerekben 21 %, a 25. klén hordozdkban pedig
34 % volt. Ezek az eredmények azt mutatjédk, hogy az

angiosztatint kédold DNS-szekvenciak sejtekbe
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transzfektdlhatdék; a transzfektdlt DNS-szekvencidk a -
beliltetett sejtek révén - képesek angiosztatin-proteint
expresszalni; és az expresszalt angiosztatin in vivo

csdkkenti a tumornodvekedést.

24. példa

Az angiosztatin-expresszidé in vivo helyszinének

lokalizaléasa

Az angiosztatin-expresszidé in vivo helyszinének
lokalizéalasa érdekében kilonbsz8 sejttipusokbdl, Lewis-féle
tlidSrak-sejtekbdl (egér) T241 fibroszarkdéma-sejtekbdl
(egér) és Burkitt-limfdéma-sejtekbdl (ember) - melyek friss

tumorokbél vagy tobb passzalds utdni sejttenyészetbdl

szadrmaztak - teljes RNS-t vizsgalatunk, hogy meghatédrozzuk
az angiosztatin-transzkriptumok jelenlétét. A minték
"northern"-analizisével megdllapitottuk, hogy - az

egészséges egér majdbdl szadrmazd RNS kivételével, amely az
egér plazminogénnek megfeleld, hozzavetdleg 2,4 kb-os
szignédlszekvencidt tartalmaz - egyik mintdban sem talalhatd
olyan szignédlszekvencia, amely hibridizalédna a thn-
szekvencidval. A human mintdk "northern"-analizise azt
mutatja, hogy - az egészséges emberi majbél szarmazd RNS
kivételéve, amely a human plazminogénnek megfeleld,
hozzavetéleg 2,4 kb-os szignalszekvenciat tartalmaz - egyik
mintdban sem taldlhaté olyan szignédlszekvencia, amely
hibridizalédna a human angiosztatin-szekvenciaval.

Reverz transzkripicidés polimerédz-lancreakcidéval (RT-

PCR) kimutattuk, hogy a prbébaként egér angiosztatin-
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szekvenciakkal tesztelt mintak egyikében sem volt megfeleld
termék (kivéve az egészséges egér madjat). Hasonldbdan, reverz
transzkripicids polimerédz-lancreakciéval (RT-PCR)
kimutattuk, hogy a prbobaként human angiosztatin-
szekvenciakkal tesztelt mintadk egyikében sem volt megfeleld
termék (kivéve az egészséges emberi majat). Egeér esetében a
vart méret 1050 bp, ember esetében pedig 1134 bp volt.
Kovetkezésképpen, agy tdnik, hogy az egér
angiosztatin-transzkriptumok (feltételezve az egér
plazminogén 97-450. aminosavaival vald azonossagot) egyik
fenti egér-eredetd mintdban sem termelddnek, és a huméan
angiosztatin-transzkriptumokat (feltételezve a humén
plazminogén 93-470. aminosavaival vald azonossagot) sem
termeli a fenti humdn mintdk egyike sem. Az egészséges
egér, illetve emberi m&j esetében kapott pozitiv Jjelek a

plazminogénnel vald hibridizécié eredményei.

25. példa

Az angiosztatin expresszdlasa élesztdben

A humdn plazminogén  93-470. aminosavait  kédold
génfragmenst a pHIL-SI vektor (Invitrogen) XhoI/EcoRI
helyére klénoztuk. Ez a vektor - a PHOl szekrécids szignal
segitségével - a Pichia pastoris-ban szekretalt proteinek
expresszidjat teszi lehetdvé. Hasonlodan, a huméan
plazminogén 93-470. aminosavait kédold génfragmenst a pPICO
vektor (Invitrogen) SnaBI/EcoRI helyére klénoztuk. Ez a
vektor - az o-faktor szekrécidés szigndl segitségével - a

Pichia pastoris-ban szekretdlt proteinek expresszidjat
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teszi lehetévé. Az e rendszerekben expresszalt humén
angiosztatin-proteinek sz&mos elénnyel birnak az E. coli-
ban expresszalt proteinekhez képest, példadul a "protein-
processing", a protein harmadlagos szerkezetének
kialakulédsa ("folding") és a poszttranszlacidés mdédositasok
(pl. glikolizacid) terén.

A gén P, pastoris-ban  torténd expresszalasanak
leirasat 1ld. Sreekrishna, K. és mtsai.: J. Basic Microbiol.
29(4), 265 (1988); és Clare, J.J. és mtsai.: Gene 105, 205

(1991) (mindkét hivatkozéast teljes terjedelmében a

kitanitéds részének kell tekinteni).

26. példa

Az angiosztatin-proteinek expresszaldsa transzgénikus

dllatokban és novényekben

Olyan transzgénikus 4&llatokat (pl. szarvasmarhékat
vagy sertéseket) hozunk 1létre, amelyek expresszaljak az
angiosztatin géntranszkriptumot. A transzgénikus allatok az
angiosztatin-proteint példaul tejlikben expresszaljak.
Létrehoztunk olyan transzgénikus novényeket 1is, amelyek
expresszaljak az angiosztatin géntranszkriptumot.

Az idegen DNS-t expresszald transzgénikus allatok
kialakitédsdnak leiradsat 1ld. Smith, H.: Semin. Cell. Biol.
5(5), 315 (1994); melyet teljes terjedelmében a kitanitas
részének kell tekinteni.

Tudni kell, hogy a fenti példadkban csak a talé&lmény

elényds megvaldésitdsi mdédjait mutattuk be. E megvaldsitési
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szintén a taladlmany targyat képezik.
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TUDNIVALOK AZ 1. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

(1)

SZEKVENCIAJELLEMZOK

HOSSZUSAG:

TiPUS:

SZAL:

ALAK:

812 aminosav

aminosav

lineéaris

(ii) MOLEKULA TIPUSA: protein

(iii)

(vi)

(x1)

HIPOTETIKUS:

nem

EREDETI FORRAS:

(A)

ORGANIZMUS:

egér

SZEKVENCIA LEIRAS:

Met Asp His Lys Glu Val Ile Leu

1

Gly

Leu

Cys

Gln

65

Lys

Gly

Ala

Glu
145

Gly

Gln

Phe

Leu
50

TYT

Thr

Val

Thr

Thr

130

Gly

Pro

Gly

Ser

35

Ala

His

Ser

Tyr

Met

115

Phe

Leu

Trp

Asp
20
Leu

Lys

Ser

Leu
100
Ser

Pro

Glu

Cys

5

Ser

Thr

Cys

Lys

Ile

85

Ser

Arg

His

Glu

Tyr
165

Leu

Lys

Glu

Glu

70

Ile

Glu

Thr

Val

Asn

150

Thr

Asp

Lys

Gly

55

Gln

Arg

Cys

Lys

Pro
135

Tyr

Thr

Gly

Gln

40

Glu

Gln

Met

Lys

Ser

120

Asn

Cys

Asp

® 800 oo

melyek

1. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA:

Leu Phe Leu Leu Leu Leu Lys Pro

Tyr
25

Leu

Thr

Thr
10S
Gly
Tyr

Arg

Pro

10

Ile

Ala

Asp

val

Asp

90

Gly

Val

Ser

Asn

Asp
170

Ser

Ala

Phe

Ile

75

Val

Ile

Ala

Pro

Pro

155

Lys

Thr

Gly

val

60

Met

Ile

Gly

Cys

Ser

140

Asp

Gln

Gly

45

Cys

Ala

Leu

Asn

Gln

125

Thr

Asn

Tyr

Gly
30

val
Arg
Glu
Phe
Gly
110
Lys
His

Asp

Asp

15

Ala

Ser

Ser

Asn

Glu
95

Tyr

Trp

Pro

Glu

Tyr
175

Ser

Asp

Phe

Ser

80

Lys

Arg

Gly

Asn

Gln
160

Cys



Asn

Trp
Pro
225

Pro

Cys

Tyr

Val

His

305

Glu

Thr

Glu

Glu

Tyr
385
Trp
Pro

Lys

Cys

Ile

Glu

Asp

210

Ser

Arg

Asp

Gln

Thr

290

Arg

Asn

Thr

Ser

Gln

370

Arg

Ala

Asp

Gly

Asn

450

Pro

Gly

185

Ser

Lys

Pro

Ile

Cys
275
Val
His
Tyr
Asp
Ser
355
Thr
Gly
Ala
Ala
Pro

435

Leu

Glu
180

Lys

Gln.

Asn

Trp

Pro

260

Leu

Ser

Asn

Cys

Ser

340

Ala

Pro

Thr

Met

Gly

420

Trp

Lys

Cys

Ile

Ser

Leu

Cys

245

Arg

Lys

Gly

Arg

Arg

325

Gln

Ser

Val

Ser

Phe

405

Leu

Cys

Arg

Glu
Ser
Pro
Lys
230
Phe
Cys
Gly
Lys
Thr
310
Asn
Leu
Pro
val
Ser
390
Pro
Glu

Tyr

Cys
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Glu

Lys

His

215

Met

Thr

Thr

Arg

Thr

295

Pro

Pro

Arg

Asp

Gln

375

Thr

His

Met

Thr

Serxr
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

Tyx

425

Asp

Thr

Met

Ser

Gly

Cys

Pro

250

Pro

Asn

Arg

Phe

Glu

330

Tyr

Asp

Tyr

Thr

Ser
410

Cys

Pro

Gly

Tyx

Gly

Tyr

His

235

Thr

Pro

Tyr

Trp

Pro

315

Thr

Cys

Ser

Gln

Gly

395

Lys

Arg

Ser

Gly

“oe

Cys

Leu

Ile

220

Asn

Lys

Pro

Arg

Ser

300

Cys

Ala

Glu

Ser

Ser

380

Lys

Thr

Asn

Val

Ser
460

Ser

Asp

205

Pro

Pro

Arg

Pro

Gly

285

Glu

Lys

Pro

Ile

Val

365

Asp

Lys

Pro

Pro

Arg

445

Val

.
.e

Gly
190

Cys
Ala
Asp
Trp
Ser
270
Thr
Gln
Asn
Trp
Pro
350
Pro
Gly
Cys
Glu
Asp
430

Trp

vVal

Glu

Gln

Lys

Gly

Glu

255

Pro

Val

Thr

Leu

Cys

335

Ser

Pro

Gln

Gln

Asn

415

Gly

Glu

Glu

Lys

Ala

Phe

Glu
240

Tyr

Thr

Ser

Pro

Glu
320

Tyr

Cys

Glu

Ser
400
Phe

Asp

Leu



Pro
465

Cys

Ala

His

Asn

Thr

545

Ala

Lys

Trp

Cys

Cys

625

Ala

Ala

Leu

Pro

Gly

705

Ala

Leu

Thr

Met

Ala

Ser

Tyr

530

Thr

Ser

Cys

Pro

Gly

610

Leu

His

Lys

Ser

Ser

690

Trp

Gln

Asn

Val

Tyr

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
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Glu

470

Gly

Cys

Pro

Pro

Lys

550

Phe

Val

Ser

Ile

Ser

630

Ile

Glu

Thr

Met

Gln

710

Ile

Lys

Pro

Lys

Gln

Gln

Asp

535

Leu

Glu

val

Leu

Ala

615

Arg

Arg

Pro

Ile

Val

695

Gly

Glu

Ser

Ser

Asp

Gly

Thr

520

Gly

Tyr

Cys

Gly

Arg

600

Pro

Pro

Gly

Asn

Thr

680

Ala

Thr

Asn

Thr

Gly

Tyr

Trp

505

Asn

Asp

Asp

Gly

Gly

585

Thr

Glu

Glu

Leu

Asn

665

Asp

Asp

Phe

Lys

Glu
745

Pro

Arg

490

Ala

Pro

Val

Tyr

Lys

570

Cys

Arg

Trp

Phe

Asp

650

Arg

Lys

Arg

Gly

Val

730

Leu

Ser

475

Gly

Ala

Arg

Asn

Cys
555
Pro
Val

Phe

val

Tyr

635

Val

Asp

Val

Thr

Ala
715

Cys

Cys

see

Asp Ser

Lys Thr

Gln Glu

Ala Asp
525

Gly Pro
540

Asp Ile

Gln Val

Ala Asn

Thr Gly

605

Leu Thr
620

Lys Val

Gln Glu

Ile Ala

Ile Pro

685
Ile Cys
700
Gly Arg

Asn Arg

Ala Gly

® sea oo
..

Glu

Ala

Pro

510

Leu

Trp

Pro

Glu

Pro

590

Gln

Ala

Ile

Ile

Leu

670

Ala

Tyr

Leu

Val

Gln
750

Thr

val

495

His

Glu

Cys

Leu

Pro

575

His

His

Ala

Leu

Ser

655

Leu

Cys

Ile

Lys

Glu

735

Leu

Asp

480

Thr

Arg

Lys

Tyr

Cys

560

Lys

Ser

Phe

His

Gly

640

Val

Lys

Leu

Thr

Glu
720

Tyxr

Ala
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Gly Gly Val Asp Ser Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro Leu Val Cys
755 760 765

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
805 810

TUDNIVALOK A 2. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK

(A) HOSSZUSAG: 339 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SZAL:
(D) ALAK: lineéaris

(ii) MOLEKULA TIPUSA: protein

(iii) HIPOTETIKUS: nem

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: egér

(xi) SZEKVENCIA LEfRAS: 2. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA:

Yal Tyr Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly Ile Gly Asn Gly Tyr Arg Gly
) 10 15

Thr Met Ser Arg Thr Lys Ser Gly Val Ala Cys Gln Lys Trp Gly Ala
20 25 30

Thr Phe iro His Val Pro Asn Tyr Ser Pro Ser Thr His Pro Asn Glu
S 40 45

Gly gzu Glu Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Glu Gln Gly
S5 60

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

Ile Pro Glu Cys Glu Glu Glu Cys Met Tyr Cys Ser Gly Glu Lys Tyr
85 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



Ser
Arg
145
Asp

Gln

Thr

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

Trp

Pro

Leu

Ser

195

Asn

Cys

Ser

Ala

Pro

275

Thr

Met

Gly

Trp

Leu

Cys

Arg

Lys

180

Gly

Arg

Arg

Gln

Ser

260

Val

Ser

Phe

Leu

Lys

Phe

Cys

165

Gly

Lys

Thr

Asn

Leu

245

Pro

vVal

Ser

Pro

Glu
325

Met

Thr

150

Thr

Arg

Thr

Pro

Pro

230

Arg

Asp

Gln

Thr

His

310

Met

Asn

135

Thr

Thr

Gly

Cys

Glu

215

Asp

Trp

Gln

Glu

Thr

285

Asn

Tyr

Asp

Pro

Glu

Gln

200

Asn

Glu

Ser

Cys
280
Ile

His

Tyr
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Cys

Pro

Pro

Asn

185

Arg

Phe

Glu

Tyr

Asp

265

Tyr

Thr

Ser

Cys

His

Thr

Pro

170

Tyr

Trp

Pro

Thr

Cys

250

Ser

Gln

Gly

Lys

Arg
330

Asn

Lys

155

Pro

Arg

Ser

Cys

Ala

235

Glu

Ser

Ser

Lys

Thr

315

Asn

Pro

140

Arg

Pro

Gly

Glu

Lys

220

Pro

Ile

val

Asp

Lys

300

Pro

Pro

Asp

Trp

Ser

Thr

Gln

205

Asn

Trp

Pro

Pro

Gly

285

Cys

Glu

Asp

see

see o

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

TUDNIVALOK A 3. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

(1)

(A)
(B)
(C)

(D)

HOSSZUSAG:

TiPUS:

SZAL:

339 aminosav

SZEKVENCIAJELLEMZOK

aminosav

ALAK: lineéaris

Pro

Cys

160

Tyr

val

His

Glu

Thr

240

Glu

Glu

Tyr

Trp

Pro

320

Lys
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(ii) MOLEKULA TIPUSA: protein
(iii) HIPOTETIKUS: nem
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: Homo sapliens

(xi) SZEKVENCIA LEIRAS: 3. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA:
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 Ser 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
S0 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 3lu Glu Cys Met His Cys Ser Gly Glu Asn Tyr
85 90 95

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
115 120 125

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
145 150 155 160

Asp Ile Pro Arg Cys Thr Thr Pro Pro 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
180 185 190

Thr Val Ser Gly His Thr Cys Gln His Trp Ser Ala Gln Thr Pro His
195 200 205

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
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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 Met Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Ala Asp Lys
330

Gly Pro Trp

325

TUDNIVALOK A 4. AZONOSITOHSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

(1)

(x1)

Val

Thr

Thr

Gly

Pro

65

Ile

Asp

Tyr

Met

Ser

Leu

50

Trp

Pro

Gly

Ser

SZEKVENCIAJELLEMZOK
(A) HOSSZUSAG:
(B) TIPUS: aminosav
(C) SzAL:
(D) ALAK: lineéris

MOLEKULA TIPUSA: protein

HIPOTETIKUS:

nem

EREDETI FORRAS:

(A)

ORGANIZMUS:

SZEKVENCIA LEIRAS:

Leu

Ser

Pro

35

Glu

Cys

Glu

Lys

Gln
115

Ser
Lys
20

His
Glu
Tyr
Cys

Ile
100

Ser

Glu

Thr

Arg

Asn

Thr

Glu

85

Ser

Pro

Cys

Arg

Pro

Tyr

Thr

70

Asp

Lys

His

339 aminosav

rhesus-majom

335

4. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA:

Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly

Thr Gly

Thr Phe
40

Cys Arg
55

Asp Pro
Glu Cys

Thr Met

Ala His
120

Ile

25

Ser

Asn

Glu

Met

Ser
105

Gly

10

Thr

Pro

Pro

Glu

His

90

Gly

Tyr

Cys

Ala

Asp

Arg

Cys

Leu

Ile

Gln

Thr

Asn

60

Phe

Ser

Glu

Pro

Lys

His

45

Asp

Asp

Gly

Cys

Ser
125

Trp

30

Pro

Gly

Tyr

Glu

Gln
110

Lys

15

Ser

Ser

Gln

Cys

Asn

95

Ala

Phe

Ser

Glu

Gly

Asp
80

Tyr

Trp

Pro



Asn

Arg

145

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

250

Ser

Ala

Pro

Asn Leu Lys

Trp Cys

Pro Arg

Leu Lys
180

Ser Gly
195

Asn Arg

Cys Arg

Ser Gln

Pro Val
260

Pro Val
275

Thr Ser

Phe

Cys

165

Gly

His

Thr

Asn

Val

245

Ser

Val

Ser

Met Thr Pro

Gly Leu Thr

Trp

325

Lys

Thr

150

Thr

Thr

Thr

Pro

Pro

230

Arg

Thr

Gln

Thr

His

310

Met

Asn

135

Thr

Thr

Gly

Cys

Glu

215

Asp

Trp

Glu

Glu

Thr

295

Trp

Asn

Tyr

Asp

Pro

Glu

His

200

Asn

Gly

Glu

Pro

Cys

280

Thr

His

Tyr

-107 -

Cys

Pro

Pro

Asn

185

Gly

Pu.e

Glu

Tyr

Leu

265

Tyr

Thr

Glu

Cys

Arg

Asn

Pro
170

Tyr

Trp

Pro

Lys

Cys

250

Asp

His

Gly

Lys

Arg
330

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

Asp

Trp

Gly

Asp

Gln

205

Asn

Trp

Pro

Ala

Gly

285

Cys

Glu

Asp

Gly

Glu

Pro

Val

190

Thr

Leu

Cys

Ser

Pro

270

Gln

Gln

Asn

Ala

.o

Glu

Leu

Thr

175

Ala

Pro

Asp

Tyr

Cys

255

Pro

Ser

Ser

Phe

Asp
335

TUDNIVALOK AZ 5. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:

(1) SZEKVENCIAJELLEMZOK

HOSSZUSAG:

TipPUS:

SZAL:

ALAK:

339 aminosav

aminosav

linearis

(ii) MOLEKULA TIPUSA: protein

o -

Pro

Cys

160

Tyr

val

His

Glu

Thr

240

Glu

Glu

Tyr

Trp

Pro

320

Lys
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(iii) HIPOTETIKUS: nem
(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: sertés

(xi) SZEKVENCIA LEfRAS: 5. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA:

Ile Tyr Leu Ser Glu Cys Lys Thr Gly Asn Gly Lys Asn Tyr Arg Gly
Thr Thr Ser Lys Thr Lys Ser Gly Val Ile Cys Gln Lys Trp Ser Val
20 25 30

Ser Ser Pro His Ile Pro Lys Tyr Ser Pro Glu Lys Phe Pro Leu Ala
35 40 45

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

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

Ile Pro Glu Cys Glu Asp Glu Cys Met His Cys Ser Gly Glu His Tyr
Glu Gly Lys Ile Ser Lys Thr Met Ser Gly Ile Glu Cys Gln Ser Trp
100 105 110

Gly Ser Gln Ser Pro His Ala His Gly Tyr Leu Pro Ser Lys Phe Pro
115 120 125

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

Arg Pro Trp Cys Phe Thr Thr Asp Pro Asn Lys Arg Trp Glu Phe Cys
145 150 155 160

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

Gln Cys Leu Lys Gly Arg Gly Glu Asn Tyr Arg Gly Thr Val Ser Val
180 185 190

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

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

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

Thr Asp Ser,Glu Val Arg Trp Asp Tyr Cys Lys Ile Pro Ser Cys Gly
245 250 255

Ser Ser Thr Thr Ser Thr Glu His Leu Asp Ala Pro Val Pro Pro Glu
260 265 270
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Gln Thr Pro Val Ala Gln Asp Cys Tyr Arg Gly Asn Gly Glu Ser Tyr
275 280 285

Arg Gly Thr Ser Ser Thr Thr Ile Thr Gly Arg Lys Cys Gln Ser Trp
290 295 300

Val Ser Met Thr Pro His Arg His Glu Lys Thr Pro Gly Asn Phe Pro
305 310 315 320

Asn Ala Gly Leu Thr Met Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Ala Asp Lys
325 330 335

Ser Pro Trp

TUDNIVALOK A 6. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIAHOZ:
(i) SZEKVENCIAJELLEMZOK

(A) HOSSZUSAG: 339 aminosav
(B) TIPUS: aminosav
(C) SzAL:
(D) ALAK: lineéaris

(ii) MOLEKULA TIPUSA: protein

(iii) HIPOTETIKUS: nem

(vi) EREDETI FORRAS:
(A) ORGANIZMUS: szarvasmarha

(xi) SZEKVENCIA LEIRAS: 6. AZONOSITOSZAMU SZEKVENCIA:
ile Tyr Leu Leu glu Cys Lys Thr Gly Asn Gly Gln Thr Tyr Arg Gly
10 15

Thr Thr Ala Glu Thr Lys Ser Gly Val Thr Cys Gln Lys Trp Ser Ala
20 25 30

Thr Ser igo His Val Pro Lys Phe Ser Pro Glu Lys Phe Pro Leu Ala
40 45

Gly égu Glu Glu Asn Tyr Cys Arg Asn Pro Asp Asn Asp Glu Asn Gly
55 60

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

Ile Pro Glu Cys Glu Asp Lys Cys Met His Cys Ser Gly Glu Asn Tyr
85 S0 95

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

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



Asn

Arg

145

Asp

Gln

Thr

Lys

Asn

225

Thr

Ser

Gln

Arg

Ser

305

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

Arg

Lys

180

Gly

Arg

Arg

Glu

Leu

260

vVal

Ser

Thr

Leu
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Lys

Phe

Cys
165

Gly

His

Thr

Asn

Val

245

Ser

Pro

Ser

Pro

Thr
325

Met

Thr

150

Thr

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

Ile

His

Tyr

Cys

Pro

Pro

Asn

185

Arg

Phe

Glu

Tyr

Met

265

Tyr

Thr

Leu

Cys

Arg

Gln

Pro
170

Tyr

Trp

Pro

Lys

Cys

250

Asp

His

Gly

Lys

Arg
330

Asn

Lys

155

Ser

Gly

Ser

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

Trp

Gly

Thr

Gln

205

Asn

Trp

Pro

val

Gly
285

Cys

Glu

Asp

Gly

Glu

Pro

Val

190

Thr

Leu

Cys

Ser

Pro

270

Gln

Gln

Asn

Ala

Glu

Phe

Lys

175

Ala

Pro

Glu

Tyr

Cys

255

Pro

Ser

Ser

Tyr

Asp
335

Pro

Cys

160

Tyr

Val

His

Glu

Thr

240

Glu

Glu

Tyr

Trp

Pro

320

Lys



sees se Seve oo
. (K] .
see
. . .
coe e oo .

111

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Angiosztatin.

2. Az 1. igénypont szerinti angiosztatin, amely -
redukaldé poliakril-amid-gélelektroforézises meghatérozéas
szerint - hozzavetbleg 38 kD és 45 kD kozotti
molekulatomegd proteint tartalmaz, melynek aminosav-
szekvencidja lényegében hasonldé az - egér plazminogén-
molekula hozzavetéleg 98. aminosavédval kezd6dé6 - egér
plazminogén-fragmens aminosav-szekvenciajahoz.

3. A 2. igénypont szerinti angiosztatin, amely humén
plazminogénbdl, egér plazminogénbdl, szarvasmarha
plazminogénbdl, rhesus-majom plazminogénbdl vagy sertés
plazminogénbdl szadrmazd plazminogén-fragmens aminosav-
szekvenciajat tartalmazza.

4., A 3. igénypont szerinti angiosztatin, amely a 2.,
3., 4., 5. vagy 6. azonosit6észadmi aminosav-szekvenciéat
tartalmazza.

5. Az 1. igénypont szerinti angiosztatin, amely
angiogenezist ga&tolni képes proteint tartalmaz.

6. A 3. igénypont szerinti angiosztatin, amely
endotelidlis gatld aktivitadst mutatdé plazminogén-fragmenst
tartalmaz.

7. Az 1. igénypont szerinti angiosztatin, amely
angiogenezissel kapcsolatos betegség gatléaséara képes

proteint tartalmaz.
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8. A 7. igénypont szerinti angiosztatin, amely
angiogenezissel kapcsolatos betegség gatléaséara képes
proteinként rak gatlasara képes proteint tartalmaz.

9. Az 1. igénypont szerinti angiosztatin, amely -
redukald poliakril-amid-gélelektroforézises meghatarozas
szerint - hozzavetdleg 38 kD és 45 kD kozotti
molekulatémegd proteint tartalmaz, mely protein képes
megkstni a lizint, és képes az angiogenezis gatlasara.

10. Az 1. igénypont szerinti angiosztatin, amely
angiosztatin - redukald poliakril-amid-gélelektroforézises
meghatdrozas szerint - hozzavet&leg 38 kD és 45 kD kozotti
molekulatémegd proteint tartalmaz, mely protein keépes
megkstni a lizint, és képes az angiogenezis gatlasara.

11. Eljaras egy angiogenezis kodzvetitette betegség
diagnosztizaléasara vagy prognosztizalésara, azzal
jellemezve, hogy meghatdrozzuk egy - redukalod poliakril-
amid-gélelektroforézis szerint - hozzévetdleg 38 kD és 45
kD kozotti molekulatémegd protein koncentracidéjat, mely
protein aminosav-szekvencidja lényegében hasonld az - egér
plazminogén-molekula hozzavetSleg 98. aminosavaval kezdddd
- egér plazminogén-fragmens aminosav-szekvenciajahoz.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy rak diagnosztizdlésa vagy prognosztizalasa
célijabdél végezzik.

13. Készitmény, amely angiosztatint kédold izolalt
DNS-szekvencidt tartalmaz.

14. A 13. igénypont szerinti készitmény, amely olyan

DNS-szekvenciat tartalmaz, amely a 2. azonositdszamu
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szekvencidhoz lényegében hasonld aminosav-szekvenciat
kdédol, mely aminosav-szekvencia egértumor modellben
angiogenezist gatld aktivitést mutat.

15. A 13. igénypont szerinti készitmény, amely olyan
DNS-szekvenciat tartalmaz, amely a 2., 3., 4., 5. vagy 6.
azonositészami aminosav-szekvenciat kédolja.

l16. A 13. igénypont szerinti készitmény, amely
tartalmaz egy - az angiosztatint kédold DNS-szekvenciaval
kapcsolatban 4116 - vektort is, mely vektor, ha jelen vagy
egy sejtben, képes az angiosztatin expresszalasara.

17. Készitmény, amely egy vektort hordozd sejtet
tartalmaz, mely vektor angiosztatint kédol DNS-szekvenciat
tartalmaz, és, ha jelen van a sejtben, képes az
angiosztatin expresszalasara.

18. A 17. igénypont szerinti készitmény, amely olyan
DNS-szekvenciat tartalmaz, amely a 2., 3., 4., 5. vagy 6.
azonositészami aminosav-szekvencidt kédolja.

19. Eljaras egy vektort tartalmazdé sejtnek emberbe
vagy é&llatba vald beilltetésére, azzal Jellemezve, hogy
olyan vektort alkalmazunk, amely angiosztatint kdédold DNS-
szekvenciat tartalmaz, és - ha jelen van a sejtben - képes
az angiosztatint expresszalni.

20. A 19. igénypont szerinti eljaras, azzal
jellemezve, hogy olyan DNS-szekvenciat alkalmazunk, amely a
2., 3., 4., 5. vagy 6. azonositdészadmi aminosav-szekvencidt
kédolja.

21. Készitmény, amely angiosztatint és gydgyaszati

szempontbdl elfogadhatd kotdanyagot tartalmaz.
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22. A 21. igénypont szerinti készitmény, amely tartéds

kibocsatéast biztositd anyagot is tartalmaz.

23. A 21. igénypont szerinti készitmény, amely
angiosztatinként olyan proteint tartalmaz, melynek
molekulatomege - redukdld poliakril-amid-gélelektroforézis

szerint - hozzavetb6leg 38 kD és 45 kD kozotti, és aminosav-—
szekvenciaja lényegében hasonld az - egér plazminogén-
molekula hozzéavetd§leg 98. aminosavaval kezd&édé - egér
plazminogén-fragmens aminosav-szekvencidjéhoz.

24. Készitmény, amely angiosztatinhoz specifikusan
kdtéd8 antitestet tartalmaz, mely antitest nem kotédik a

plazminogénhez.

A meghatalmazott:

DANUBRIA
Szabadalmi ésggdjegy Iroda Kit.

LT ‘\

S ———
oG

Tordk Ferenc

szabadalmi tgyvivd
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Az egér plazminogén aminosav-szekvenciaja:

met asp his lys glu val ile leu leu phe leu leu leu leu lys
pro gly gln gly asp ser leu asp gly tyr ile ser thr gln gly
ala ser leu phe ser leu thr lys lys gln leu ala ala gly gly
val ser asp cys leu ala lys cys glu gly glu thr asp phe val
cys arg ser phe gln tyr his ser lys glu giln gln cys val ile
met ala glu asn ser lys thr ser ser ile ile arg met arg asp
val ile leu phe glu lys arg val tyr leu ser glu cys lys thr
gly ile gly asn gly tyr arg gly thr met ser arg thr lys ser
gly val ala cys gln lys trp gly ala thr phe pro his val pro
asn tyr ser pro ser thr his pro asn glu gly leu glu glu asn
tyr cys arg asn pro asp asn asp glu gln gly pro trp cys tyT
thr thr asp pro asp lys arg tyr asp tyr cys asn ile pro glu
cys glu glu glu cys met tyr cys ser gly glu lys tyr glu gly
lys ile ser lys thr met ser gly leu asp cys gln ala trp asp
ser gln ser pro his ala his gly tyr ile pro ala lys phe pro
ser lys asn leu lys met asn tyr cys his asn pro asp gly glu
pro arg pro trp cys phe thr thr asp pro thr lys arg trp glu
tyr cys asp ile pro arg cys thr thr pro pro pro pro pro ser
pro thr tyr gln cys leu lys gly arg gly glu asn tyr arg gly
~~r val ser val thr val ser gly lys thr cys gln arg trp ser
glu gln thr pro his arg his asn arg thr pro glu asn phe pro
cys lys asn leu glu glu asn tyr cys arg asn pro asp gly glu
»hr ala pro trp cys tyr thr thr asp ser gln leu arg tIp glu
tyr cys glu ile pro ser cys glu ser ser ala ser pro asp gln
ser asp ser ser val pro pro glu glu gln thr pro val val glna
slu cys tyr gln ser asp gly gln ser tyr arg gly thr ser ser
thr thr ile thr gly lys lys cys gln ser trp ala ala met phe
cro his arg his ser lys thr pro glu asn phe pro asp ala gly
leu glu met asn tyr cys arg asn pro asp gly asp lys gly pro
»rp cys tyr thr thr asp pro ser val arg trp glu tyr cys asn
leu lys arg cys ser glu thr gly gly ser val val glu leu pro
-hr val ser gln glu pro ser gly pro ser asp ser glu thr asp
cys met tyr gly asn gly lys asp tyr arg gly lys thr ala val
-nr ala ala gly thr pro cys gln gly trp ala ala gln glu pro
nis arg his Ser ile phe thr pro gln thr asn pro arg ala asp

leu glu lys asn tyr cys arg asn pro asp gly asp val asn gly
pro trp cys tyr thr thr asn pro arg lys leu tyr asp CtyT c¥YS
asp ile pro leu cys ala ser ala ser ser phe glu cys g}y lys
pro gla val glu pro lys lys cys pro gly arg yal val g;Y 3-7
cys val ala asn pro his ser tIrp pro tIP gln ile ser ieu 373
thr arg pre thr gly gln his phe cys gly gly thr leu :.2 2.8
pro glu trp val leu thr ala ala his cys leu g;u lys s2z 522
arg pro glu phe tyr lys val ile leu gly ala his glu g.= =¥T
ile arg gly leu asp val gln glu ile ser val ala lys le. .2
leu glu pro asn asn arg asp 1ile ala leu leu lys leu s2 aI3
pro ala thr ile thr asp lys val ile pro ala cys leu pro s2I

pro asn tyr met val ala asp arg thr ile cys tyr ile
trp gly glu thr gln gly thr phe gly ala gly arg leu
ala gln leu pro val ile glu asn lys val cys asn arg
tyr leu asn asn arg val lys ser thr glu leu cys ala
leu ala gly gly val asp ser cys gln gly asp ser gly
leu val cys phe glu lys asp lys tyr ile leu gln gly val thr
ser typ gly leu gly cys ala arg pro asn lys pro gly val tyr
val arg val ser arg phe val asp trp ile glu arg glu met arg

asn asn ,
1. abra

2RELS
LRESH
(o]
-
[



Egér

Human
Rhesus-majom
Sertés
Szarvasmarha

val
val
val
ile
ile

thr
thr
thr
thr
thr

thr
thr
thr
ser
thr

gly
gly
gly
gly
gly

pro
pro
pro
pro
pro

1le
ile
ile
ile
ile

glu
asp
asp
glu
glu

met
met
mect
thr
thr

phe
ser
ser
ser
ser

leu
leu
leu
leu
leu

P
29
(29%
2
crp

pro
leu
pro
pro
pro

gly
gly
gly
gly
gly

leu
leu
leu
leu
leu

ser
ser
ser
ser
ala

pro
pro
pro
pro
pro

glu
glu
glu
glu
glu

cys
cys
cys
cys
cys

glu
glu
glu
glu
glu

lys
lys
lys
lys
lys

ser
ser
ser
ser
leu

arg
lys
lys
lys
glu

his
his
his
his
his

glu
glu
glu
glu
glu

Cyr
tyr
tyr
tyT
Cyr

cys
cys
cys
cys
cys

ile
ile
ile
ile
ile

plazminogén-fragmensek szekvenciai

glu
glu
glu
glu
glu

thr
thr
thr
thr
thr

val
arg
arg
ile
val

asn
asn
asn
asn
asn

thr
thr
thr
thr
thr

glu
glu
glu
glu
glu

ser
ser
ser
ser
ala

cys
cys
cys
cys
cys

lys
lys
arg
lys
lys

pro
pro
pro
pro
pro

tyr
tyr
Lyt
tyr
tyr

thr
thr
thr
thr
thr

glu
glu
asp
asp
asp

lys
lys
lys
lys
lys

lys
lys
lys
lys
lys

ser
asn
thr
ser
ser

asn
arg
thr
lys
lys

cys
cys
cys
cys
cys

asp
asp
asp
asp
asp

glu
glu
glu
glu
lys

thr
thr
thr
thr
thr

2.

thr
thr
thr
thr
thr

gly
gly
gly
gly
gly

524
phe
phe
Tyr
phe

arg
arg
arg
arg
arg

pro
pro
pro
pro
pro

cys
cys
cys
cys
cys

met
met
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asn lys asn leu lys lys asn tyr Cys arg asn pro asp gly glu pro
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asp ile pro arg cys thr thr pro pro pro thr ser gly pro thr (A%
asp ile pro arg cys thr thr pro pro pro ser ser gly pro lys tyT

gln cys leu lys gly arg gly glu asn tyr arg gly thr val ser val
Ggin cys leu lys gly thr gly glu asn tyr arg gly asn val ala val
gln cys leu lys gly thr gly glu asn tyr arg gly asp val ala val
gln cys leu lys gly arg gly glu asn tyr arg gly thr val ser val
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asn Lyr Ccys arg asn pro asp gly lys arg ala pro trp cys his chr
asn tyr cys arg asn pro asp gly glu lys ala pro trp cys tyT tir
asn tyTr cys arg asn pro asp gly glu thr ala pro trp cys tyr thr
asn tyr cys arg asn pro asp gly glu lys ala pro trp cys tyr tor
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