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‘ La'.pﬁeéehté_.inveﬁZidné Si' rifefisce él. ééméb{ déiia;

:_blologla molecoiare éd 1n ?artlcélare ad una seéuenzé
_peptidlca.lsolata nel domlnlo II tlpo Ig del VEGFR 1- 

 .e capace dl legafe ed attlvare l’lntegrlna Q5Bl  &

'préc1éamente,Ela sequ¢nza pept1di¢é isolata,fogget£o 

dellak. .préseﬁfé_:_._invenéioné?':f 1§ub  _ .ésséré_

vantaggiosamente . impiegata per la prepérazioné' di




'agentir"farmacologici"-ad - attivitd = proangiogenica

'impiegabili nel - trattamento 'delle: ﬁatologié" che

‘traggono beneficio dalla formazione di nuovi vasi.

.. Come noto, il VEGFR-1 & un recettore con attivita di

tirosina chinasi' per specifici membri della famiglia

'di fattori di crescita déil’endoteliO"vascolare

. '(V:EGF)-'.

 Il':VEGFR¥1' &  strettamente-'cbrrelato ai rééettori.

tirosin'bhinéSi—Fms/Kit/fattore di_creScitafderivato_

dalle  piastrine di tipo 3, ma viene ciéséificato,

. insieme é‘VEGFR;Z_é VEGER—3.in uﬁa cléésé &istinté di.
recet£q;i; 1la cui.régioﬁé exfré.ceilulare-éfcéﬁpoété
da setté-domini.tipéQimmunbgi§bulina (Ig). Il doﬁinio |
III tipo~ig.Qom§rénde.la fégioﬁé im?licaté.nel'iegame.

di VEGF e del fattore di crescita della placeﬂta:'f

(Ple)._I.domiﬁitIII'e iV tipé—ig:sond cOiﬁvolti nei
.légémeitdéll'epafiha 'ed..ii..domini§  IIi_.é. énché
feépbnéabile dellfinteiazioﬁe dén.la neﬁropiiiﬁéfl. |
Nei'lvési  VEGEﬁ—i_-é  esp#eéso ﬁrinéipélmenﬁé déiie

cellﬁle_'endotéliali'_e muscolari  lisce, ma anche da

altri tipi cellulari della linea emopoietica e dalle

 cellule_del muécdld scheletricq;'

_Il tipoidi'segnale_trasdotto nella cellula_dal VEGFR—_='

1;'a seguitd del legame con il fattore di crescita,

non & ben noto. Lo studio degli ahimali'“knockout” ha




dlmostrato che 1l VEGFR—l -é ‘_eésé.nzi:alé_.' 'p‘er. 10.
. S§ilﬁ§PbVed il differén?iéﬁéntd:del éisfemé:Véséola£e 
‘-embrionalé é.:la sua inaftiva?idhe  detérminé ‘un
aumeﬁto-- hel.V ﬁume£o::-dégli  'emangio5la$ti -_él‘ ﬁha'
disérgaﬁiiiézioﬁe .dei  ﬁaSi;_ Topi._§0rtato#i di - una
.deleZiéne ~_ oﬁ§£igote i.-del -_:.dominio:..  chinaéi
.iﬁtracéilula£ex dei'* VEGFRei .haﬁnd. 'mgstrato.' Qn5; 
sviluppo co£rétt§.dei'ﬁaéi'suggerendo che'1a rediéné
"extréceiluiare' del VEGER—I   §".sufficiéﬁt§' per
suﬁpoité;e i'aﬁgiogéﬁesi embrionalé; |
L?attivité_tirbsina chinaéi.del VEGFﬁ—iié_éséeqéiale
per lé éegnalaiioﬁeléhémiofattiCé indofta-da VEGF:e
PlGF_nei ﬁbﬁoditi—madréfégi é nelle Cellulé:staminalig
emopoiefiché._

 Studi"chdo£ti _éui PiGF, qn.'ligéndb- sﬁédifiCO__del 
-VEGFR—1} .ﬁanno'.dimogtréﬁé :cﬁé Quéétd 'reéeftore. é'_
éoiﬁﬁclto nell;angiogéneéi .patélogicé: nei sbégetﬁi-
'adulti}j'Piﬁ ~féceﬁ£émente Y sfaté- dimostrato 'bhe.:i
fatto;i..di crésdita* ché: légano:.il'_VEGFRHI  po$Son§'
 indﬁrré. la transfosforilazione- di _VEGFRQZI e:.che‘.la3
stimolézione -déllféngiogeﬁeéi pud . essere _6ttehuta ;
mediéhte'la formaziane di etérddimeri VEGFR—i/VEGFR—
f2; | |

 Olt£e'a11a erma transmembrana di VEGFR-1, lé'ééllﬁie

endoteliali = (EC) _producdno. una forma. solubile del




recettbre( doVuta_a splicing”altérna£ivq; Il'VEGER{1 
éoiubiie.(sVEGfR%I) compreﬁdé igpfimi36 domini-fiﬁdu
 :Ig déila_regidné éxtraceiiularé‘dél'recétéofé:éd.unéﬁ
:gpecificafsequenza cﬁQ 30:aﬁinﬁé¢idi'aj; C—termiﬁalé;'
Eﬁtrambeﬁi¢ isof§rmé”lé§aﬁo'ii:VEGF.con.alfa affinita’

ed il SVEGFR-1 pud agire da potéﬁte antaanista'per_

i1 segnale del 'VEGF-'éequéstréﬁdQ 41 fattore; di

crescita ed inibendo la sua interazione con la. forma

transmembrana del recettore.

S

- Recentemente, & étato.'dimQStrato' che il SVEGFR—i e
seéretO' dalle_ EC 'in coltura e diventa: parte; della g
matrice extracellulare. Il‘=sVEGFR4l- e, inoltré,

capace di mediare 1’adesione delle EC mediante il .

legame'diretto con lfintegrina-QSBl.

_ .II'-'rﬁolo - chiave 'di suddetta;:'integrina, -.néllé

vasculogenesi . e . nell’angiogenesi,. = & - stato

sottolineato dal fenotipd'.vaSCbiare' difetﬁivo:'del

topo knockout per la'subunita_dSIe_dalla capacita di o

~anticorpi anti integrina o peptidi- antagonisti di
bloccare 1’angiogenesi sia in vitro che in wvivo.

Come nbto,_ il_'legame delle.rintegrine con i loro

ligandi- = generalmente avviene attraverso il
riconoscimento di una sequenza aminocacidica corta e

numerose integrine,'compresa a551;.legano_i peptidi.

contenenti il motivo RGD (arginina-glicina-acido
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aspartico) ‘anche se  sono stati identificati- altri
'motivi;s'3 'spécifiéatamente'  :.ficonosciuti_'“'dalle'

integrine. -

.Sulla.base'di quanto noto allo stato della tecﬁica, e

'xjﬁarﬁendc:dal pre$ﬁppostQ'che”lé séq@eﬁia“di_SVEéFR~1_ f
.ﬁ§n ¢ontiéné.m§tivi Réb;ﬂgli‘inventofi aella p¥ééenté
”..inﬁenzioné hénno focalizzato la_loro intenzioﬁé'sullé.
idéﬁfificézibné! - dei   'deterﬁinéﬁ£i -: 'molécoiari 
' :réépoﬁsabili: délla' sué linferazipﬁe_ cqn 'l’iﬁtegriﬁa

w51,

| Gli_"'ésperiménti 3 ébndotti,” U qui di - seguito
:dettagliatamente L descritti,:f " hanno dapprima

evidenziato= che .un.'antiqdrpéf.cbntrq- un .ﬁepﬁidé
mappanté'éu;ﬂdominié II tipo—ig"imbédiééé_ii'légame
 &€1 VEGFR;i qéﬁ.l’integ#ina_&Sﬁl.'Qﬁiﬁai; gii sforzi
Sperimentali_si s&ﬁp fdcalizzati su“qﬁesto:dOminio IT
ché supporta éia_l’adésione dellé EC'éhé'il.legéme_
'_dirétto con i’integrina dSQl..: |

Sucééséivaméﬁfe}."sﬁllé base delle iﬁférmazioni"
'dispéhibili  nelle :sfrutturéf_f:spériﬁéﬁfalmeﬁté
:déterminaté | di." questo . dominib II, sdno ' étatilf'
élaborati_lleéptidi pﬁtatiﬁamenfe Hdmanti l’infera

superficie  del .dominid, ..i ~ quali Sbno .Stati

3ﬁécéssivamehte: Itestéti : pér- 17 interazione cpn_"

l’integrina.




Di.quésti“i2!pépfidi'uhd'é.Iisﬁlééfdféépace sia di
éuﬁportafe_i’adésioné dé1lé EC? ché.di:ébmpéfefé'con -
 l'ades1one.delle EC al sVEGFR 1 e‘con.lé migr521one.'
::delle EC verso il sVEGFR—l:'Inoltré; detto peptlde ha..
: d1mo$trato una att1v1ta préanglogenlca in v1tro :La 
sésﬁltu21bﬁe céh lfamlnoaéldo: alaﬁina .hag. iﬁ£ine,
permeséo. di ~idep£ificaré: i.'#ésidui.del 'pepﬁidé_
.fespoﬁsabili__'delia.  sﬁa: :a££ivité,' Eioiogiga;v _éhé
rapprééentano.ﬁn motin'léganté l’iﬁtégriﬁaidéﬁi}
Costituiscé.- perfénfé  0ggét£b .'_del;é p;eﬁénte 
inﬁenzi&ne'un.peptide di'ééqﬁéﬁza NYLTHRQ'afenf? é5367
stesso effettéj.p#oangidgéﬁiCo_ nonbhé_ il Tpéptidé';&i
.éequenia- YLXHR' iﬁ cui © X pﬁé eésefe:‘qﬁélsiasi.'
aminoacidio, ma bfefefibilmeﬁté_éuTﬁrZT7 
'ﬁiteriorﬁehte3 costituiscé bgééttqf d¢;lé1 pfesenté w
invénzidne'. l’uso dei 'sﬁddetti:. ﬁéptidi-‘ pér ;'ia
-_preparazioﬁe_: di uh "mediéaménto,'. in‘?.particéiare..'
.impiegébile nei'trétfamehto délle.éondiZipni'bliniche
che néééséitahQ  déli'induzioﬁé :'déll;angioééﬁesi,_
quali: iperfensione, pétologie.vaSCGlari pefiferiéhe-
diabéte—dipendenfi;'féiita, ischemia del.muSColb;.ﬁel..'
ce;ﬁeilo, déi rene; deil’intéstiné, dél‘égore o.degli,
Carti, - ﬁatologie vascoléfi .occlusivé'.o oétrﬁftiﬁé'
gtavi, patblégie vﬁscolari petifériché,-'iSchéﬁia__

pericardica, infarto  del: miocardio; patologie a




';aricé délie'érﬁefié'coidﬁaridﬁe, paﬁologié‘véscolari"
Cérébréii'é:§a£016gié ﬁaécbléri.viégefaii;  |
'.Ulferiofi. éé#atteristighe'.delia. présenté linvénzibne.
.'.risuitérahqo .f piﬁ:H_zchia£e  '.dallé ; fdesc£iziohé
déftégiiafa, .cofredata.:dagiin'ésﬁefimehti;' che' segue
@én'rifefimento alle figure_allégéte in cui: "
'.La  figﬁra..iA'_m§étré i 'iigultati 'di. un"saggibf ai
legaﬁé su fa$é solida deLl’iﬁﬁégfiﬁé_aSﬁl.al sVEGfR%l' 
-in.lprésénza/QSSehzé  di7 anti¢¢rpi 3difetti._céﬁt:0;-
ébe¢ificheg3'régioﬁi]_:pfoﬁeiche' .delz. SVEGFRfl;  .la
ﬁ p£¢teinéiie§a£élé evidéﬁziata_da'hiSufa éolbriﬁetfiéa-
'{Aséérbaﬁzéfa'405nm). |

_Za_ figﬁfa' lﬁ ‘mostra' i risuifati .di"ﬁﬁ  saggio: di
édeéione  di'_ﬁc._inCUBété.-sﬁ..piastré :ricOEerté_ COﬁ 
éVEG?Rflg'spftoféfmé ai uﬁé p£oteiné_di'fuéiQﬁe coﬁ
.ii:'dqﬁinio  F¢f.deilé"immﬁpbglobﬁliﬁe_'umané_'(VEGFﬁ¢  
1/Fc), cbﬁ  11 dominio ”II _tip§;Ig'.fiéombinénte, 'con:
fibfoneCtiné (FN) O.:élﬁumiha_ Seriéa bdvina  (BSA);
f'éegﬁito da'miSuﬁé_cbléﬁiﬁeﬁiiéa'(Assorbahéa,a.540nﬁ).
La 'figura '1C. mostra i_ fisﬁltati :di. un.'saggio. di
légamé sd.fase solida dell’integrina aSBl sﬁ biaé££é
ricoperte. Cbﬁ-'il .dbminio :Ii ftipé—Ié ':icombiﬁaﬁte: o -
con VEGFR—l/Fc, ségﬁito. da- miSuré 'céloriﬁetriéa-

(Assorbanza a 405nm) ..




- La: fi§ura '2A mostra i, risulfati__di' ﬁﬁ..3§ggiq_.d;_
:adééioné di Ec.sujpiastfe.riébpérte:con VEGFﬁfi/ﬁélb

- :_fibrenebtiha;.  in : pfeéén2a : dei _'12 - Péptidi;-. ilﬁ
fisﬁltaté & Iespreéso Cdme"péfdenfuéié :déiifaqééibne
'deilé _EC_ $ug1i'_sfes$i '§ﬁbS££ati.715  asseﬁ2a  déi.
 _p¢§tidi;:f" L o _

La _figuré :2B -mosfpa i  #isuitati. di un .sagéio .di.

.adesioﬁéfdéiievEC sﬁ Piaéfré‘ri¢0?érté'ch i.ﬁepﬁidi:
4y 5y 7,:12; 1e RGD,.seguifo da misura édloriméﬁfica
fAsSo#Eaﬁzé‘a 540nm);' -' | .
Léi figura. 3A zmostfé i risultéti_ di'.uh 'Séggio_:di'
édesioﬁe di EC:suspiastferiébperfe.éon_peptide 12'in-
.-pfesenéa di EDTA,.EGTA; un antic§r§q blocééntelénti¥
&531' e. anfi—a6,- Segﬁitb  da :misuré -Colériméfriéa
(Assbrbanﬁa a 540nh)r | o
Lé figura.éB mbstré, ﬁei riquadfi a—¢, i risultati di
_una:'immﬁﬁoéolbfazione ”per .lfintegrina.:&5B1  di_.Eé.
ihcﬁbate ;c§h biglie71magnétidhé _riéoﬁérte lédn. ii
pept:ide.RG.E (a), il pe'p.t_.jfd.e-.RGD. (b, d), i1 pépti_de 12
o : A B
- La figﬁré-:3c 'mostfé i :risultati: di un-.éégéiQ .di"
'migrézidne'di EC indotta'da.VEGFR¥i/F¢ § fibroné¢tiﬁé 
(FN) ih.ﬁfeseHZa dél.peptide-l o 12; ii fisulfato”é 
-esprééso : coﬁe .'pérqéntualé di  inibizione .'délla

migrazione osservata in assenza dei peptidi.




Laffigﬁr;;é.ﬁﬁstra i ri$dltaﬁi mostfa uniéaggid_di_
:fogmaéiOne._di 'tﬁbﬁii enddteliélil:ih .prégenza o
' aééénzé- -di u beptide: 1, peptide' -l2,7 _diferse  "
:._coﬁcéhtrazidni'di”vEGF'(4o e 100 nM) combiﬁazioﬁi_di_ -
:': VEGF con peptlde 1o 12 0 VEGFR 1/Fc.- o
: La:flgura 5A;mostra l'effettoLdella s§stituziohé cqﬁ
”élaniné dei3diver5i';e$idui éminoacidici dél_ﬁepfide-
12 éuil’adééiqne'¢éilﬁlare} B
' La figurassB.mosﬁfa l’efféfto della.éoSﬁituzibne con
alanlna del dlﬁer51 reéldui.éﬁlnoaéidlc1 del peptlde
12 sul legame dell’lntegrlna a5Bl | |
' La: flgura 6 mostra' la locallzza21one. del pept1d1 '
4,5, 7 e 12 nella struttura del domlnlo IT.
” La flgura. 7 :mostra l’effetto del peptlde 12 o) del'
:peptlde RGD sulla prollfera21one delle EC 1ndotta da 

bFGF e VEGF.

1. Effetto dell’anticorpo 'Capace di: riConosoere“.un

 pept1de la cul sequenza & presente nel domlnlo II dl

VEGFR-1 sull’intera21one sVEGFR 1/1ntegr1na

Essendo ﬁoto che l'integrlna obfR1 lega la:.protelna :
VEGFR~1/FC, eaveﬁdo precedéntemente:dlmostrato, gli.
ste531 lnvenfori,i bhe ﬁn anticoipo;;.capace.'di
ricdﬁoséérelun'péptide:la cui seqﬁenzé_é presénte hel_
dominio II di VEGFRfl,_édmpeté con i’adésione'delle.

EC al sVEGFR-1 mediata dall’integrina oS5pl; era
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“analizzato 1’effetto dello stesso anticorpo {capace
di riconoscere un peptide la cui séquénza'é presente -

'nel-dpminioﬂlifdi VEGFRfi) sullfinterazione diretta

_sVEGFRAl/integrina;

'Ih_'un 'saggio di legame su fase 'solida;'_piastré-'
ricoperte con VEGFR—l/Ec erano - trattate con diversi_
5anticbtpi, anti4VEGFR41 é inCubate 'con .l'integrina_--

QSBl-pﬁrificata;-la_quantité.di“integ:ina legata era

quantificata mediante incubazione con un anticorpo

anti-integrina o5pl e identificazione: colorimetrica
di quest’ultimo. L’anticorpo capace di riconoscere un

peptide la cui sequenza & presente nel dominio IT di.

VEGFR-1 {(dII Ab) ihibiva .completamehte ;il.-légamé

dellfintegriha- abB1 - ¢6n3 il VEGFR—l;f-Unf.ahticdrpo
:policlonélé'(Flt~l H225) diretto contro un'frammeﬁto-

proteico comprendente i residui aminoacidici da 1 a

225 del VEGFR-1, non inibiva 1’interazione VEGFR-

‘1/integrina. Come aspettato, "1'inibizione non era

' Qttenuta con un anticorpo (Flt-1 017) diretto contro

il dominio intracellulare_di'VEGFR~1_(Figura 1A)Y-.

2. Costruzione di una proteina . ricombinante

corrispondente al dominio II di VEGFR—l' V

sulla base dei limiti del 'dominio' osservati nelle
strutture .spEIimentalmente Ideterminaté-'diSPOhibili

dal PDB database (www.rcsb.org), era costruita una

11




7prote1na rlcomblnante corrlspondente.al domlnlo II di
VEGFRfl (re51du1 129 229) La prOteina-era pr¢dottaw
| neila linea cellulare- di- insetto - SF9  uéando  ii'
'.éistema di' eSpressidne_ ﬁédiato -dé._Baculo?ifus e
xpurifica£a .mediénte ZCromatografia  pe£  affinité; _Lé.
'proteina  ri¢Ombinanté_.afévé'iil_*peéo  moléC0lére_:

.aspettato su SDS—PAGE ed era" riconosciuta  da un -

'.antlcorpo pollclonale ant1~VEGFR 1

Il oDNa ai VEGFR-1 _'.'i_nteico utiiizz'a{t'o per la
'p:éduzibnél fde1 ._doﬁihi¢- IT rlcomblnante.: era,
geﬁtiimente :fbrﬁito  aali Dr. Shlbuya .(InStituté.:§f 
_Medicél Sciéncé, Uni§érsity.of_Tokyo, Japan).:Il_éDNAu.
efa modlficafo nel iaboratorlo del Dr Ballmer~ﬁofér
(Paul—Scherrer Institut | Villigen—PSI -.Swifzerlahd) .
per 1ntrodu£re un sito Kpn I segulto da.una.sequenza:
' Kozak _un_codéne_dl.inlzlo all’gstremlta 5',:un_§it§
.Bsi'WI.seguitﬁ_dé uné HA.TaQ e un'codoné_di;étép'
_all?estfemité 3'. Il.leylinker dél_vettdre pFéstBac
1 ﬁi-Bacuibvirus.(Invitrégen¥iife.Techﬁélogies).eﬁa 
éostituito c¢n.un linker ¢ont§neﬁte_ﬁn'Sito'Kpn'ine'
unléito Bsi WI ihsieme.a uha-His.ﬁég Per pflma cosa
11 cDNA del VEGFR.l 1ntero era clonato nel vettore 
pFastBac 1 usandé i siti Kpn 'I: € Bsi WI. Per
costrulre 11 dominio II rlcomblnante,.la:séquenéa di
segnale del VEGFR-1 eré'.aﬁpllflcaté- médiaﬁte UPCR

'usando gli oligonucleotidi: 5" -GCGCGGATCCGGTACCGC-3"

12




e :5'_:f-G_TGATGC¢TACGTGAACCT_GAACTAGATCCT_GTG—3'_' e é_lgnata -
ﬁéivéttoré pFastBac:modifiCato, P6i_ii abminiq T
éra fémplificaéo. éoﬁ _§ii “'ollgonucleétldl  Sfe.
: GTGATGCGTACGAGTGATACAGGTAGACCTTTC 3" _. - _ e : 5"_—
'_GTGATGCGTACGTCCGATTGTATTGGTTTGTCGATG 3+, 11 frammeﬁto -
da PCR era.cloﬁato nel vettore pFastBac modlficato_-
'_'ché pértaﬁa .la -sequenza di - segnale d1 VEGFR 1 | I1l
: Baculov1fus_ rlcombinante.-era..ottenuto ﬁsaﬁdo 'il
slétgma Bac—to—Baé kInvifrogeﬁ—iifé'Techholbéies); Lé'
iiﬁea 'éeliﬁlafé SF9..(Sponptera' frugi?érda). era
coﬁprata dallé inv1trogen, e_mantenufé iﬁ.c¢;turq é
27°C in mezzo .TCIOO. (Invitrogen—Life 'Tecthlogies)
.contenente 10% di siero fetale di v1teilollnattlﬁat0 
al caiore Le celluie SFQ lnfetfate.erano coltivate
in mezzo SF 900 - érlvo- di siéré'.(lnvifrogen—Life 
.féchnologles); Per.l'eépre551one delle prote1ne '13
 celiule.SF9 erano cresciutg finq al 60%'di cbnfluenza
e iﬁfettafe con il.ﬁirﬁé ricOmbinante 48 ore dopo
-l’lnfe21dﬁe ie cellule erano raccolte é 1a protelna
rlcomblnante 'eré pu#iflqéta' medlante :cromatografia 
per affinité uséndo'il kitIdi purificazi§ne'B;EER His
.:Fﬁsion' Pﬁotéin. puriﬁication.:kit._(fiERCE; Rotkfofdf_

IL).

3. Ablllta del - domlnlo II dl supportare l’ade31one

delle EC
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 _Le colluieo éndofoiialiAumano  derivéte_odalia_ &ena N
ombellcale - (HUVEC) _'erano “fusa£é=' per “'ésaminare-'
'l’ablllta del domlnlo II dl éupportare l;adoéioné ;
delle ;.EC ' ih.' p;éstre__ coperte | con : ia_o protéina:-
rlcomblhante.'_ie_:HUVEé oeféno..inoobafe-foo }piasﬁfé
“-;gi¢¢pérfe' con VEGFRéi/Fd,:'cénloii1Idoﬁinio: iI"(dIIf
_oricombihante,_oonifibroneofiﬁa.(FN):o’albﬁmina oéfica_

boviﬁa.  (BSAS,o 'La:f'pfoteiﬁa ‘.VEGFRQi/Fc ?'e'o 1a
.flbronectlna erano usate come cootrolll pOSlflVl e la'”
'BSA come cootroilo negaflvo .Lo'collulefadesé_erono
colorate..odo.g;a..nusu;ata-_l'assorbanza;._ii .diio
riccmbinanté- _éuopoftavo'o l;adeéione ;_delléoo HUVEC_
(figuré’lB)'in mOdowanalogo ol VEG?R—1/Fc
5Il legame dlretto della 1ntegr1na u551 al domlnlo eré
stato detormlnaoo aoche con’ sagglo.dl legame su fasoo
sollda. L’lntegrlna &551 puflflcata ora aggiunta a-
piaotie rlcoperte- con dII' o con VEGFR l/Fc coﬁo;
__controllo pOSlthO e l’1ntegr1na legata era mlsurata 
usondo un antlcorpo antl 1ntegr1na q5Bl e.un saggloo
'_Colorlmetrlco.' Come mostratO-'iﬁ figura -lc :Una_
'Iquantlta 51mlle dl 1n£egr1na 1ﬁterag1va con il VEGFR—

1/Fc e con 11 dII rlcomblnante

4. Scelta di peptidi éﬁl’dominid II di VEGFR—I;
_ﬁer | identifioare | una _ regione "oel o dominio IT

'poteﬁZialmente interageﬁte- con l;integrina f&551;
erano impiegaté le'sfxutture del dominio determinate -
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' coh cristallogfafia a raggi X e 'diéponibili' nelia...

banca - dati PDB. Le strutture tridimensioﬁéli _érano

‘esaminate. per identificare le sequenze aminoacidiche -

COntigue V_sul1a' superficie 7 délla“' proteiné:f éhe :

'pOteSSero-mimére'tutte le regione esposte del dominio

II.

:Dodici .(l2) lpeptidi (tabella I),eranc elaborati :in o

base ail seguenti criteri:

1.

1o¢ali22a2iqné' sulla SuperfiCie'--_della.

proteina; e alta accessibilita al solvente su -

. tutta la.superficie;

corrispondenza con. diverse regioni - della

‘superficie del  dominio, coprendola quasi

interamente; -

 lunghezza inferiore a 15 residui;

.. presenza di una elevata percentuale di residui

polari e, quando possibile, residui. carichi a -

valori fisiologiéi:di pH:(che'Asp, Glu, Lys e

'.Arg)} 3

Pfesehza di una.ba$$é.pércéhtuale di residui.
id;ofdbiéi '(comé kLéu,[ val, 'Ile;  Met,  Ehe' e
Tfp5 pér miﬁimizzare'i probLemi di SQiubilité;'
assenza di rééidui.di Cys reSpbnsabili_delia 

formazione di peptidi dimerici;
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- TABELLA 1

Peptide | _ Se'quenza | Regione di
R . .| VEGFR-1
Pl GRPFVEMYSE = | 132-141 .
P2’ YSEIPEITH . 139-~147
.P3 ETTHMTEGR. [ .144-152
P4 - | TEGRELVIPARVT | = 148-161
P5 NITVTLKKEPL 164-174
. B§. KKFPLD 170-175. |’
P7 . RFPLDTLIPDG 171-181
B8 . - | DTLIPDGKRII 175-185
P9 DSRKGFIISNAT | 187-198
P10 TYREIGL 1.98-204
P11 EATVNGHLYKT .| - 208-218 -
| p12° | wyLTHRQ 219-225
...8P12. |- LTONYRH | . = .

‘Pér -S@ddisfafe-'il _punto-f6 .ii"réSiduo. Cyé-.158 fdi
| VEGFRélxera sostifﬁito cqn_Alé ﬁel péptidé;4;

'_Inéggiﬂﬁtﬁ{ per federe.se lé.presénza di ﬁue'fésidui'
idrofdbidi..ramifiééti. uhé viciﬁo':éll’éltro pofesse
Causaﬁé'p;oblémifdi éolﬁbilité;.i :ésidui“adiacenti
'ile"145 é_146.eraﬁo_eptgampi-sostitgitifcon'ih:_ﬁel
'ﬁeptide 3i:La'se§ﬁenzé delnpeptide 5:era gié:stafa
pubblibata..e' riboftéta 'Co@e- inibitoré ”anéiégenicb
_senza.légaré il VEGF e inibire_ii leééme dél:VEGF con

-1 suoi recettori.

5. Test sulla capacitd dei 12 peptidi di inibire

- 1’adesione mediata da o5Bl delle EC a VEGFR-1

Per teétare la capacita dei 12 péptidi: scelti di

inibire 1’adesione ‘delle EC a VEGFR-1 mediata
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-.aail?intégrina.a551; 6gﬁi'pepﬁide'eré'dggiﬁntb5ad uné:.
1fSospen31one di HUVEC prlma.dl plastrérle su plaétre
cﬁperté. con VEGFR l/Fc o] flbronectiné (EN). I .dati :
-'erano- lndléati.. c§me ”_% '.di . adesione;'-éaicalété
'-relatlvamente al. numero .dl .céllﬁlé attaccate sulloz;-
.stesso. subst;atQ .ih  aésenzai[dei ipeptidi.’.-Cqme
: mésfféto. in: figura'.2A__i' peptldl _4,  5}f.7,: é: i2' 
-éffettivamenté_ bloccavéno_ l’ade51oné. déile  EC' a 
 .VEGFR—1/Fc; Inéltre,.l peptldl 4 7 e 12 efaﬁé;dapaci'
di;:iﬁibire” par21almente _l’ade51oﬁe ‘delle EC alla
.fiﬁrqnéqtina; sﬁggerendo una 1nterferenza con‘ll 51to_'
:di légamé della lntegrina asﬁl. La localizZazioné dei
-:péptidi 4, 7 e 12 sulla struttura del domlnlé 1T dl
 VEGFR- 1 - Jnostrata in flgura 6 (rappresentazione' a
.néstro  della trécc1a- _dél.  carbqnio | détefmiﬁata'-
medianté”c:isﬁallégrafia a_féggi X)f:il beﬁtiaé'4'si.
saﬁrappohé' ‘guasi : iﬁtéraﬁeﬁfe:ﬂ}élia_ _catena.f B
all’interno dei“ primo' (ABED) fodliettc-.beta;  ii
_.péptlde 12 e locallzzato sul foglletto beta oppostoi
“all’lnterno della catena 'G .al C—_ termlnale_ del
doﬁiﬁio: il peptlde 7Tcomprendéuparte déllé catena C
délla caﬁena C’ e dell’ansa C’D che connette 1.due
ffogllettl beta.uno all'altro E

6. Effetti del peptldl sull’adesidne delle EC
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'fer  éﬁabiliréH'sé i quéttro. pepfidi i'.-grado d1 _ 
'”1ﬁib1ré.l'adé51oﬁe delle EC al VEGFR-1 sﬁpportévano
__'direttémente l;ade51one delle' EC - i} peptldl erano
iegatl covélehtémente alle plastre e le HUVEC eréno
1ncubate sulle ?iastre-per 1 ora. Il peptlde l era
usato come.éontrollo negatlvo é 1i peptlde RGD come
 chtrol1§ : p051t1vo. _:L’adesiope_ cgllularelf.non

sbeéifica .éra -ﬁiéurata':médiante. l’ﬁsédrbahzé- nellé_"
 piéstré ricbpérte Con-BSA In questo éaggio.solo 11 

peptlde 12 1nduceva l’ade51one delle EC (Flgura 2B)

7. Interferenza del catlonl dlvalentl Sulla ade81one

: delle EC al peptlde 12

:Il legame delle protelne deila matilce exfracellulare
alle 1ﬁteg;1ne'.:é | generalménte | dipéndente _dalla.
1 piésenza: .di :ééfibni._.diﬁalenfi, ' éllofa* sl e?a
1nvestl§§ta l’interferenza del cétlonl dlvalentl conf'

_ l’ade51one delle EC al peptlde 12 Il peptide 12 0 la

" Bsa, come'controllo di adesione'non—Specifica,'erano

attaccati su piastre e le_HUVEC'aggiunté in preSehza

di agenti chelanti (EDTA o'EGTA) Come mostrato'nella

flgura 3A il trattamento con EDTA © EGTA abollvaf-"

completamente l’ade51one_ delle ‘EC 1nd1cando 'ché_
_ l’adesibne' delle EC al peptide '12"richiede 'cationi

divalenti.
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Per dimostrare . che l’integ;inaldSBl.era la proteina =

‘che mediava 1’ade3i0né delle.EC al peptide 12, eré__.'

testafo_lfeffetto di antiéorpi bloccanti l’inﬁegrina._

Le HUVECi erano 'preincdbéte con unn"antiCOrpo 'contro_"'

'l’intégfiné-QSﬁl éfbonfrd la”sﬁbuﬂité inte§£;nica uGII
.é_ léSciafe' éderiré  sﬁlle. piaétré. cqpert§ 'éon .il 3
3'p'e}§£ide' 12 o BS.A_...L_a pi:éincub.ﬁzi_on_e_ déiie’ ﬁUVE_t; -cén :
l’aﬁtiCOrpo: .ééntr¢ . 1rintég£iné:  _&SBI; _'inibiva. 
l;adésioﬁe deile'EC él péptide 12, menﬁfé.lféﬁtidorpo'

contro ob éra,iheffigace:(Figuré_3A).

8. Induzione dell’ aggregazione dellfiﬂtegrina d561

déﬁd il legamé él'peﬁﬁide.lé}_”
:Sapeﬁdé'ché 1e'integ#ihe'ﬁoﬁ.legaté.soné diffﬁSaménte
'distribuiﬁe - sulla 'mgmbrana . 6§iluléré; . ﬁa:  d6p¢
l;océﬁpazioné.'.é; ;fattiﬁaZiOﬁe'2 Si 'aggfegéné.;'iﬁ
| étrut£uré 7diStin£e .dénominété.ucqﬁtatti fodélia e
.contaﬁti ECM; si'era.esaminato se ii péptide i2 stse
 in  grado. di iﬁdurre” l’aggregéZiqne"deil’iﬁtegfina_
| Q5Bl.dqpo il iegaﬁeL.EC aderenti efaﬁo indﬁbaﬁé ch.
biglié.ﬁagnetiche riCoperte één.peptide 12?-pé§tide.
'RGD o 'pébtide  RGE fispettiﬁéménte_ ¢omet céntfclli 
positivo. e': nééativq,: e  immuﬁocoldrate" con’ un
ahticorpo_. per  l;integfinai qSBl. Una distinta-'
colorazione per- -17integrina  ab5Bf1 "era. osservata

intorno alle biglie ricoperte con il peptide 12
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(figﬁra'3B-'riquedri'c,'e) analoga a. quella osservata.

'per le blglle rlcoperte con 11 peptlde RGD (figure |

3B, rlquadrl b d). Nessuna_blglra rlcoperta ch i1 . -

peptlde RGE_ aderlva.-alle HUVEC'jin".queSto_'seggio'~.7
(figura 3B, 'riquadro'a)

9. Effettl del peptlde 12 sulla mlgrazlone e sulla-

.Egpllfera21one cellulare ﬁ'

Per investigare la capaéité' del peptlde' 12 di -.

' 1nfluenzare la mlgra21one delle EC 1ndotta da VEGFR—'”

1/Fc, un - processo medlato dall’lntegrlna- a5B1 - le -

'HUVEC erano prelncubate con' 1l peptlde 12:-e“'il_

peptlde 1 e poste in camere di . Boyden per anallzzare"'

_la mlgraZlone 1ndotta da.VEGFR—l/Fc_o fibronectina_'

(FN). I dati rappresentanof la"media  di - 14  cémpi'

]

microscopici e sono indicati come % di inibizione '

rispetto alla migrazione osservata in assenza ‘dei -

peptidi. Come mostrato in -figura7 3C il peptide 12
annullava ZCOmpletameﬁte  la rlsposta migratoria'3
1ndotta da VEGFR 1/Fc mentre la pre1ncubazrone delle.

cellule con un peptlde dl_controllo era del tutto'

ineffiCace L’effetto inibitorio del peptlde 12 sulla
mlgra21one cellulare era spec1f1ca. per il VEGFR 1
.mentre' non si osservava 1n1blzloner 81gnifiCativa_

della migrEZiOne-ihdotta da fibronectina. Inoltre, il

peptide 12 non influenzava 1’effetto mitogenico
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|  eserCitat6 sulle HUVEC'sia da bFGF’ché da‘VEGF'in un

-sagglo di prollfera21one a lungo termlne (Flgura 7)

10} Effettl " del peptlde 12 sulla 'fOrmaszne 'di e

strutture vascolarl

Era testata la capa01ta del peptlde 12 dl 1ndurre la.
.férma21one dl tubull dl EC. .Le HUVEC erano plastrate
_sﬁ.p1a3t£e dé 24.poézett1 ﬁrecedentemente coperte con
© una mlscela dl.gel di collagéne di- tlpo I, _1n assenéa'
:o presenza dl 500 pg/ml di peptlde 12 o peptlde l
| éecondo strato dl gel di- collagene dl tlpo I era
posto sulle cellule adeée | | -

  D0ve indicato,_-in .aSSenza3 ¢_ presenia;'dei 'pepﬁidi, 
erano aggiﬁhte,..al 3meé2o_ di colﬁura, 'differénfi_
gonc.eri.t'ra_zi'o..ni: d.‘L _VEIG_E.‘ (40__0' | 100 'nM) o 20 ug/ml dl
lzﬁrofeina VEGfR—llF¢. . o | o
_La capac1ta del peptlde 12 dl.lndurre la forma21oﬁe_'
di tubull dl_ EC su matr;cé di 'collégene I si
frisdontrava.Jéimiie- a qﬁellaf dei VEGF_ (figUfé _4j;
Inéltre;- -quéhdo . il .VEGF":era .jusato - ai  bassa -
Conééﬁtfaéibne.(40ﬁM) ii t#attamenfd_éiﬁultéﬁeo_doh:
i1 'bepfide. 12 éuﬁenﬁaﬁé_ ia fofméiidne’ di  tubuli

inddttai'da'.VEGF.' Al confrarioé il  pépﬁidé_ i néh

" induceva la- forma210ne ai .tubuli né 'éuméntava

l'effetto del. VEGF. L'agéiuﬁta- di VEGFR;i/Fc;j che_ -

regola ﬁegativamente la'funzibne del VEGF attraverso
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il sequestro. del fattore' di crescita e conseguente
~ inibizione della sua interazione con ' 1’isoforma .-

tirosina chinasi del ‘recettore,. era usatQ. come °

cdntrollo'négativo'e portava ad uﬁa forte inibizione
. della formazione di tubuli.

InfpreSénZa_éii VEGFR—l/Fc,'jJ_ peptide 12.]nantenéva

parzialmente la sua capacitd di indurre la formazicne

di- strutture  vascolari - suggerendd-: che il  suo

meccanismo d’azione sia  indipendente da quello del.

 VEGF (dati non mostrati).“. 

11, 'Idehtificazionef dei residui del peptidé' 12

- coinvolti nel legame con 1’integrina.

Per'deté:minare quali residui del peptide 12 avessero:

“un ruolo nell’adesione con 1'integrina «5pl, erano

sintetizzati 10 diversi peptidi,. ciascuno avente una

-singola’ o doppia sostituzione con  1’aminocacido

alaniné (Ala),'Questi_peptidi erano,teStati'per'la

loro capacita di sostenere direttamente 1’adesione
cellulare. I io'peptidi-erand_legati covalentemente a
piastre, ed erano anche: testati . un  peptide

““scrambled” in - cui la ' successione aminoacidica del

peptide 12 era modificata (vedi tabella 1)'(sP12).e

BSA; = come controlli ‘negativi. Le ~ HUVEC éranQ

piastrate e lasciate aderire. I . risultati ‘erano

espressi come percentuale dell’adesione cellulare
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osservata sulle plastre rlcoperte con 1l peptlde 12
‘orlglnale . Come mostrato‘zgnella' ;figura - 5A,- lé_

ISOStituzidne solo di 3 residui con Ala influenzava la

capacitad del peptide 12 di. Supportare _i’adeSiohé' "'

':delle .EC::'la' gostituzione:.deila  Ty£é20. con: Ala'_
: éb61iva ﬁlgbmpletamén£é  -l';deéiéﬁe - celluiaré:;-élﬂ
Qﬁéptide; la n@tazioné_di Leu221 a'Ala fispltﬁvéiin
'uné 'éaftiaie. riduzidné- della- adééibﬁé“ Céliulére,
compafablle a quella osservata .nel pepflde muténte__
His223 a Ala Quesfl rlsultatl dlmostravano. che. 1
ire51du1 ‘pit 1mpor£ant1_ nel..medlare 11 legame delle
cellule.sono Tyr 220 Leu 221 e H15223 Veniva anche.
~ valutato il legame dlretto dell’lntegrlna GSBI éon i
:peptldl mutatl.medlante un ségglo dl iegamé sﬁ fase3
sollda. L’lﬁfegrlna a5Bl purlflcata era égglunfa allé
plastre rléoperte éon i dlver51 peptldl e l'lntegrlna
legata venlva mlsﬁrata ﬁtlllzzando.un antlcorpo antl;
' 1nfegr1na__a581 e .un' saggio  colqrimetrico. _I  dati'
'eranbl eépréssi' cbme. pé:céntuaie'-di- prétéiné'_legata
IOSSe£Vata_ sulle -piastre coperfeifgol_:peptidé..12
Originaie. | | o |
Come.moétrato in figura 5B, lé T§r220 é il_iééidﬁd
piti cfitiCo pei il iegame deil’ihﬁeérina e sia Leu221
.che ' Hi5223- .sono '.imporfénti  nel suﬁportare”

1'interazione  protéina/proteina. . Differentemente
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 da11radesiQné céllﬁlare;:aﬁéhe Arg224 gioca un rublo

hel-médiare_il‘legémé dell’ integrina con'il peptide =

12.

-1 :peﬁtiae .12  é: locaii?zaté; éuii’estremité  C _“
'tezmina1e .(c4tér)'-déllé-_céténa' é"ael_ domiﬁid'_II_
.'(figu£a  6);: i _sﬁ6i ;rééidui:.sbﬁ¢ acceésibili..él'
solvente, "ad _eccézione. dellé;lfyr222f;la fdﬁi cateﬁa}
' laféiale éﬁé Sﬁretta'nel:ddminid:fcore”,'cehtraleg'La'
UCétena- laterélé' del .iyf226 fisuita..pa#zi;lmenté
SChefmata daL séivente_dal_gruppé_darbossilé£05&élia:

catena laterale_'del:'Glul44j' L’ultimo_ résidud'_é; 

comunque, altamente flessibile, come dimostrato dagli
alti valori del fattore B in. tutte-'le: strutture

cristalline del;- dominio. disponibili, e = dalla

 variabilita conformazionale osservata nelle strutture.

NMRQ_Pertanto, si aSsumeva_che Tyr220 era disponibile

per il legame con il iigando.

12._Spe¢ificita del rééiduo YLXHR -

Per verificare la'Spécificité'del'residuo YLXHR (X'=

qualsiasi residuo) nelie proteine extracellulari, si

erano ricercate le proteine umane annotate dal

'~ consorzio UniProtKB/Swissprot per la sua ricorrenza.

Il mbtivo si riscontrava in' 20 (0.2%) delle..8,687

proteine = analizzate, nessuna delle . quali era

-extracellulare, suggérendo- che .questa ISEquenza di
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'legaﬁé pér:l’inteérina:a5ﬁl é peduliére“déi.sVEGFR-if
Al Ebpfrério, il_ﬁqtiﬁo RGﬁ'si]ritrgﬁava nel 7.9% di
. tutte.le:préteine:umané ed:era_uﬁ §iﬁ.fréquenté ﬁéllé_:
: _p?oﬁéiﬁe'éxtfaééllulgri_(9;?%). o o
COﬁe 3'éi? févinqé_u.dagli ._esperiménti'- fin _ qui -
 detﬁa§liétéﬁéﬁte desciifti;-_le..ricefcheu bbhddtte 
:hanno.§0rtéto a:ﬁﬁﬁerosi iméorféhti_risﬁitati; qﬁi ai

r'seguitb riaﬁsunti per coﬁpléfeiéé.di_dééc?izioneﬁ -

:H--léﬁ due. iéofo:me}_ da .Spli§ihg"alternatiﬁo; udél3

recetfdré_  VEGERfl' _giécaﬁo - un '-rublo.j[biéloéiéo‘:.
differén£e  durénté -1}§ngiogeﬁesi.' Inllbértidoiére,_‘
; 1’ié§formaf  tfansmembranéie   é rééettofe.' tirosiﬁa'
chinasi, lmeﬁt#é ié' forméf'sdlubiie"agisce' éia, da
iﬁoieCola délia _matfice.-extracéllﬁlare;- Cpinvélta. :
ﬁéllé _édesibﬁe“.é .migrééibné Celiulaﬁe,. che. da-
regﬁlatoré heéativg deli’étfivité di éégh$lé:di'VEGF;

;luﬁ éﬁticor?o:contﬁo uﬁ peptidé.ié.cui.sequenza é_ 
prése'r_ilt'e-. ﬁel_ : do.m.inib‘ II '.di.. .VEGFRfl "i.n'ilc-iisc':'e
i’aaesibﬁé cellularejsﬁ éupérfi@izéopérte'Coh'éVEGFR— R
1.é'blocca'l'iﬁte:azioﬁe_cén.ifintéériha a5B1?
- un frammenfo di.VEGFR;l,'corrisﬁéndéﬁﬁé al.dbminib'
 ‘II; léga  .diréttémente  .ifinfegriﬁé | aSBi : ed é
suffiéiente. a 3u§pd£tare-_l’adeéidne delle fcé1lﬁié

endoteliall (EC).
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 — Déii i2i”pébtidi Sinte#iééati,..ﬁiménti régiédi
_Seléziéﬁaté _ déli§ "éﬁpérfiCie . dei ﬁ-fécettoﬁe,' _4
fpebtidi 4,5,?_6 12)'ihibisCQndni’édQSiOhé.céllﬁiéfe
 ~’il beptidé_i2 é;lfﬁni¢b éhe.sﬁpboﬁté'direttaméﬁte'
.i?adésigne:. .del;e | EC,.;. é _quﬁihdi::  interagiscé:
idiféttémente conifinﬁégfina_QBBi..Iﬁféffi; il_legémé
EC/peptidei 12” é.”§e#sibi1elIai_ cationi  di§al§nﬁi. e
'viehé iﬁibito dagli'éntiCOIpi'énfi4inﬁegrihé'QSBI.
7 ] Lriﬁte#azione.. difétta tré.';il. .pé§tide-  12L ;e:,
'.:i'inﬁégriﬁé ='porta3::all’attiﬁézione-.fdeil'ihtéériﬁ§ 
étessa;.. | .. |
- Ii _peptidé. 12..inibis¢e 'ié -ﬁigraziohe..¢éliﬁléie
;indotté. &a_ VEGFﬁ?l;llbrocéééo.léhé' é,_mediatb' dalia
‘intégfihé a5@1f” o S A
- I1 'peptide  i2 e .cépaqe_ di .indurréllin.vitfp'j;a'
fofméziané -  di_'. Stfuttufe '_ vaé¢§lafi. : (tﬁbuiii;::
sﬁggeréﬁdo ;hé:sVEGFR41,_ii cui*dominio.II_Cphtiéne'
 ia sequenﬁa del.'peptideiIIZI_é-;implicatd neiiar
Iformazigne déi vééi e nella_.adesioﬁe__é migrazibne
dellé cellﬁle endoféliaii:éa é'un.modulatoré.pOSitiﬁo"
'delia ﬁorfogénesi'déifﬁasi,. | |
- Tre residui dél:péptide'IZ, TyrZZQ;.LéuZZI e His2237
‘se mutéﬁi,. riduéonb Sigﬁificétivameﬁfe la cépégita'

dél peptide di sostenere l’adesione-celluléré.
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'-.e:_Ii;fmofivo avénté .sequen£a IYLXHR  rapﬁ£esehta .ia:'
'fegiOné{ .ﬁéi"domihio. II':dél” iécétﬁdré:.VEGFR4l-
NStiéttaﬁénte  necessé£ia:. pet” _l;iﬁtérééione: COﬁ
1integrina. -

_'{.Suddetfa éeqﬁeﬁza'nqn'interégiécé Con_i_fatfofi qi .
'creécité, .VEGF e. PlGF; .quindi}.'sebbéné i'lfeéidui

V_amiﬁoagidici reS§Ohsabiii.§éf il.iegaﬁe:dei.fatﬁofi  '
”fdi_gréspité_e.dell'intégfiné siaﬁo:édiacéhti,ﬁie.dqé'

  .iﬁterézidni'pétrebﬁero esseré.mﬁtuﬁEGﬁﬁé'esclusiVéL-:

 Ri$ﬁlté_‘e€identef .pertahf§  éhe 'iii chi§riIsi! aégli
.e"f-.f.e.'tt;i'- biologici ai VEGFR—i. sulle | cellule

{endoteliaii é l?idénfifiéaéioné_di.mbiecolé capaci di_.

.iﬁtefferiré. lé.-'diffefenti-. fﬁﬁzioni . di. quéséo

ﬁecettbre possahonésse:e la.basé'ﬁer'lo.SViluppé.di'

'prOddtti tefapeﬁtiCi pia'effi§a¢i.'

'iﬁfatti_ la  $eéuép2a ljeni¢a: YLXHR. pdﬁfébbé  essere:

effiéacémehte':iﬁpiegapa:_come..agénfe-'proaﬁgiogeniéd;

nel.” tfattamento._ dellé"“cohdizioﬁi _fciinibhe_ 'éhe

' ﬁecessitano del1’ihaﬁzioﬁe déil’éngiogehesi;

”éuddetté.condiZioni ¢liﬁi¢he:$ono-béﬁpréée nel gruppo'

Cpﬁsisﬁente .di:_ iperteﬁéioﬁe;  Patoioqi¢'.vascolari

:péfifériehe diabete—dipéndenti,'fefita;:iséhemia del

.hMSéolQ; del CerVéllo; dél fene, Aellfiﬁfestino, déi 

cucre é_aegli arti,'patologie VAScolafi occlusive o

ostruttive 'gravi, patolegie vascolari- periferiche}
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'.iséhemia : péfiqardicé;*- ihfarté-' de; . miOcardio;_2_
.pafoiogie' :a...carico. :delié:_ aftgrielz coronariéhe, .
patoiégiél vascolari :éerebrali.-é-ﬁpa£oiégié. Vascdléri_.
..viséerali, | | | | -
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 RIVENDICAZIONT | M 2006A QQQ 4@ :
1;':'Pébtidé' _di__ seqﬁéﬁza_  YLXﬁR. éventéz effetﬁé-
1pr6angiogénico_ cérattéfiZZéto dél_ fattof che k._é 
seéitél'héi_ g¥up§o  ¢Qnéis£eﬁte 'di;.'Aié/A} :Arg/R;:
. Esn/N, Asp/D, cys/c, Glu/E, ."_Gin_‘/Q,' aly/e, | Ile/I':: o
Léﬁ/L; .Lyg/K;' Mét/M, .Phe/FL.EPfo/E,' Sef/s,,'Thr?T;.
Tip/w; Tyf; Y;:Véi/v;" _ : _ .
.'2: ..Pep£i€e . di,. seéuénzé. .YLXHR. “a§ente.' éffetfo -
7:prdan§iogénico _ éecoﬁdp  .-1§'.: riveﬁdigaziohe ' :1
-_éératterizzato dal fattq.éhé:x{éfhr)TF  i: ”

) 3 ' Pept.i"de._' di._.':.se'Quen'za'__ 2 NY_L'.T.'HRQ_"- 'ave:nté effetto
:”ﬁroangiégeﬁico;' | | .

.4. Uso.:délj péptidé..secondo_ uhéf'qualsiési. delie
'rivéndicaéioni dé'];:a_'j_péf ju{ ﬁ:eparaéioﬁé di un
médicémeﬁt5._ | | | | |
.5_: .Usg _déi peptidgf_seéoﬁdo 'ﬁnaf quélsiaéi déile 
fiVeﬁdicazioni_'da_ 1 a 135per“'lé' prépaiaZioné_ di  ﬁn'
"medicaméﬁto- imbiegébilé .ber: ii .traftameﬁto..delié
'Eondizioﬁi .ciiniché_ che 'nécéssitaﬁq' dell;induzipne 
dell’angiogenesi.f.'

6.'. Usb 'seéoﬁdé .ié. rivéndicéiidﬁeﬁIS- caréttgrizéato.
 dél.fa£td che lé.céndi;ioni.éliniche ché.necéSSitandl
déllfinduzione .'dell’anéiogenesi:.fsono _sCelté ..ﬁei
- gruppo - C6n$istenté .:di" iﬁertensioné;  ﬁatologie}

vascolari ~periferiche diabete—dipehdenti; : férita,
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ischémia _del:.mustl§{ del 3cérveiio; 'del  ieﬁé,

'déllfinﬁestino,..dei .cuoré_‘b 'degii _arti{; patologie
ﬁéécolafi écélﬁsivé  s ostruttiVé; gravi, pétologié
“#asColafi.périferiéhe; iséheﬁia”§erica#di§a, infarto_:
.dél' ﬁi&céidid; {pét@iogie-uéi_cé:ico _dellé: éfterie
'cdroﬁarichér .batolégie _H§a5501§ri' .céréb:ali .:e

”fbatoiégieuvéSColéri Visqeralif

e -~ Per i-Richiédénti-

Il Rappresentante
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