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DKK-1 és antagonistai alkalmazasai

KIVONAT

A taldlmany targya Dickkopf-1 (Dkk-1) fehérjék antagonistdinak alkalmazasa

inzulinrezisztenzidval - példaul nem inzulinfiiggé diabetes mellitus (NIDDM),

hipoinsulinaemia - és izomsorvadassal, traumaval vagy degeneracidval jar6 elvaltozasok
kezelésére szolgalé gyogyszerek, készitmények, illetve készletek el6allitasara. Elonyds, ha
az antagonistak a Dkk-1 hatasainak gatlasara alkalmas, Dkk-1 elleni antitesteket tartalmaz-
nak. Tovabba, a taldlmany targya készletek elhizottsdg vagy hiperinzulinémia kezelésére
emlésben, tovabba Dkk-1 alkalmazasa emldsben ilyen rendellenességek kezelésére szolga-
16 készitmények eldallitasara. Tovabba, a talalmany targyat képezik inzulinnal szembeni
rezisztencia, hiper- vagy hipoinzulinémia, elhizottsag és ezekkel rokon elvaltozasok diag-

nosztizalasara szolgalo eljarasok Dkk-1-et, és dkk-1 nukleinsavat tilexpresszalo, embertél

kiildnboz6, transzgénikus allatok alkalmazasaval.
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DKXK-1 és antagonistai alkalmazasai

A talalméany targya Dickkopf-1 (Dkk-1) fehérjék antagonistainak alkalmazisa
inzulinrezisztenzidval és izomsorvadéssal, traumaval vagy degenerdcioval jaro elvaltoza-
sok kezelésére szolgalo gyogyszerek, készitmények, illetve készletek eldallitasara. Elo-
nyds, ha az antagonistak a Dkk-1 hatasainak gatlasara alkalmas, Dkk-1 elleni antitesteket
tartalmaznak. Tovabbd, a taldlmany targya készletek elhizottsag vagy hiperinzulinémia
kezelésére emlosben, tovabba Dkk-1 alkalmazasa emlésben ilyen rendellenességek kezelé-
sére szolgald készitmények eldallitdsara. Tovabba, a taldlmany targyat képezik inzulinnal
szembeni rezisztencia, hiper- vagy hipoinzulinémia, elhizottsag és ezekkel rokon elvalto-

zasok diagnosztizalasara szolgald eljarasok.

A Dickkopf-1 (dkk) fehérjék, Wnt aktivitast médosito, szekretalodo fehérjék cso-
portjat képezik [Krupnik és mtsai., Gene 238, 301-313 (1999); Monaghan és mtsai., Mech.
Dev. 87, 45-56 (1999); Roessler és mtsai., Cell Genet. 89, 220-224 (2000)]. E csaladnak
négy tagja van, amelyek egymashoz igen hasonl6ak, és két konzervalt, ciszteinben gazdag
domént tartalmazo6 tagb6l allnak [WO 00/52047 sz. nemzetk6zi kozzétételi irat (2000.
szeptember 8.)].

A Dkk-1-et [WO 99/46281 sz. nemzetkozi kozzétételi irat (199, szeptember 16.),
amelyben a Dkk-1-et, a DNAS57530 4ltal kédolt PRO1008-nak nevezték; WO 00/18914 sz.
nemzetkozi kdzzétételi irat (2000. aprilis 6.); WO 00/52047 sz. nemzetkozi kozzétételi irat
(2000. szeptember 8.); WO 98/46755 sz. nemzetkdzi kozzétételi irat (1998. oktdber 22.)]

elsdként a Xenopus fejének kialakulasat, a Wnt szignal gatlasa utjan indukalé fehérjeként

azonositottak [Glinka és mtsai., Nature 391, 357-362 (1998)], majd ezt kdvetden kimutat-
tak, hogy részt vesz a végtagok fejlédésében [Grotewold és mtsai., Mech. Dev. 89, 151-
153 (1999)] és gatolja a Wnt-altal indukalt morfoldgiai transzformaciot [Fedi és mtsai., J.
Biol. Chem. 274, 19465-19472 (1999)]. '

Ujabb vizsgélatok szerint, a Dkk-k ugy mikodnek, hogy a Wnt-jelatvitelben
tarsreceptorként funkcionél, az alacsony siiriiségii lipoproteinekkel rokbn LRP6 fehérjé-
hez kotédnek [Mao és mtsai., Mol. Cell. 7, 801-809 (2001); Pinson ¢s mtsai., Nature 407,
535-538 (2000); Tamai és mtsai., Nature 407, 530-535 (2000); Wehrli és mtsai., Nature
407, 527-530 (2000)]. A Dkk gy antagonizalja a Wnt-jelétvitelt, hogy az LRP6-nak azon

doménjeihez kétodik, amelyek nem vesznek részt a Wnt-vel és ,»I'rizzled” (bodros) fehér-
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jével torténd koélcsonhatasban, gatolva ezzel az LRP6-4ltal kozvetitett Wnt/B-katenin jelat-
vitelt [Bafico és mtsai., Nat. Cell. Biol. 3, 638-686 (2001); Mao és mtsai., Nature 411, 321-
325 (2001); Semenov és mtsai., Curr. Biol. 11, 951-961 (2001)].

A Wnt csaladba tartozé fehérjék kulcsszerepet jatszanak az embrionalis fejlédés-
ben és kiilonféle sejttipusok differencialédasdban [Peifer és Polakis, Science 287, 1606-
1609 (2000)]. A Wnt szignalitvonal a szekretalédott Wnt-k és receptorai, a ,,Frizzled” fe-
hérjék kozotti kolcsonhatas utjan aktivalodik [Hlsken és Behrens, J. Cell. Sci. 113, 3545-
3546 (2000)], amely folyamatban az LDL-receptorral rokon LRP5 és LRP6 fehérjék
tarsreceptorként mitkodnek [Mao és mtsai., mint fenn; Pinson és mtsai., mint fenn; Wehrli
és mtsai., mint fenn]. A Wnt-jelatvite] ez utani hatasai kozé tartozik a rendezetlen
(disheveled) (Dvll) fehérje aktivalasa, mely eredményeként az Akt aktivalédik és az axin-
B-katenin-GSK3p-APC komplexhez gyiilik (,,recruitment”) [Fukumoto és mtsai., J. Biol.
Chem. 276, 17479-17483 (2001)]. Ezt kéveti a GSK3 foszforiladlédasa és inaktivélasa,
amely eredményeként a B-katenin foszforilacidja és degradalédasa gatlast szenved. A fel-
gyilemlett B-katenin a sejtmagban transzlokalédik, ahol kdlcsénhatasba 1ép a limfoid
enhancer faktor — T sejtfaktor (LEF/TCF) csaladba tartozé transzkripcids faktorokkal és
indukéljak a célgének transzkripcidjat.

A Wnt-jelatvitel kés6bbi szakaszainak két effektora, az Akt és GSK3p, kulcsfon-
tossagu intermedier az inzulin-jeldtviteli dtvonalban, illetve a gliikkézmetabolizmusban.
Wnt-jelatvitel vesz részt az izmok differencialodasanak szabalyozasaban [Borello és
mtsai., Development 126, 4247-4255 (1999); Cook és mtsai., EMBO J. 15, 4526-4536
(1996); Cossu és Borello, EMBO 1J. 18, 6867-6872 (1999); Ridgeway és mtsai., J. Biol.
Chem. 275, 32398-32405 (2000); Tian és mtsai., Development 126, 3371-3380 (1999),
Toyofuku és mtsai., J. Cell. Biol. 150, 225-241 (2000)] és a zsirképzidésben [Ross és
mtsai., Science 289, 950-953 (2000)], illetve a Wnt-jelatvitel gatlasa serkentheti a miocitak
zsirsejtekké torténd transzdifferencialodasat [Ross és mtsai., mint fenn].

Wnt/Wg-vel kiegészitett tapoldattal végzett révid idejii kezelés nem eredménye-
zett Akt aktivalast és a GSK3B foszforilalodasat a Ser9 aminosavon, béar szabad B-katenin
akkumulélodott a citoszolban [Ding és mtsai., J. Biol. Chem. 275, 32475-32481 (2000)].
Ezzel szemben, Wnt-vel végzett elhuz6dé vagy konstitutiv stimuldcié az Akt aktivaldsat és
az Akt, Wnt-jelatvitelben torténd részvételét eredményezte [Fukumoto és mtsai., mint
fenn]. HepG2 sejtekben az inzulin jelatvitel két szignalutvonal révén serkenti a B-katenint,

a Wnt-jelatvitel egyik intermedierjét: a PI3 kindz és Akt aktivildsa eredményeként a
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GSK3p gatlasa, illetve a Ras aktivéldsa 1itjan [Desbois-Mouthon €és mtsai., Oncogene 20,

252-259 (2001)]. Azonban 293, C57 és CHOIR sejtekben, az inzulin nem befolyéasolja a -
katenin szintjeit a citoszolban, és ennél lényegesebb, hogy e sejtekben a Wnt nem szaba-
lyozza sem a GSK3B Ser9 aminosavanak foszforilaciés éllapotat, sem pedig a B-
fehérjekinaz aktivitasat [Ding és mtsai., mint fenn].

Az inzulinnal szembeni rezisztencia olyan allapot, amelyben az inzulin jelenléte a
normalisnal gyengébb bioldgiai valaszt valt ki. Klinikai értelemben, akkor beszéliink inzu-
linrezisztenciar6l, ha normalis vagy megemelkedett inzulinszintek jelenlétében a vérben a
gliikéz szintje normalis vagy megemelkedett. Ez lényegében akkor jelentkezik, ha a gliko-
gén - alapszintii vagy inzulin éltal serkentett, vagy mindketté - szintézisének gétlasa a
normal szint ala csokken. Az inzulinnal szembeni rezisztencia fontos szerepet jatszik a 2.
tipusu diabetesben, amit az a tény demonstral, hogy a 2. tipust diabetes soran tapasztalt
hiperglikémia néha visszafordithato megfelelé diétaval vagy sulyvesztéssel (fogyassal),
amelynek kovetkeztében a periféridlis szovetek inzulinnal szembeni érzékenysége érzékel-
hetden visszadll.

Elfogadott, hogy az inzulinnal szembeni rezisztencia rendszerint az inzulin recep-
toranak jelatviteli rendszerében, az inzulin a receptorhoz valé kotédése utani 1épésben be-
kovetkezett karosodas eredménye. Az inzulinnal befolyasolhaté fobb szovetekben (izom,
ma4j, zsir) az inzulinnal szemben tapasztalt rezisztenciat targyalo felgylilemlett tudoményos
bizonyitékok szerint, az inzulin jelatvitelében fennallo karosodas e kaszkad korai 1épéseit,
ezek koziil specifikusan az inzulin receptoranak kindzaktivitasat, érinti. A karosodas ko-
vetkeztében a kinazaktivitas, ugy tiinik, lecs6kken [Haring, Diabetologia 34, 848 (1991)].

Szamos, a gliik6z transzportrendszerére, mint az ilyen, receptor utani karosodas
potencialis helyére, irdnyulé kutatds kimutatta, hogy az inzulinra érzékeny gliikk6z-
transzporter (GLUT4) mennyisége €s funkcidja hibas bizonyos ragcsalok és emberek inzu-
linra rezisztens stddiumaiban [Garvey és mtsai., Science 245, 60 (1989); Sivitz és mtsai.,
Nature 340, 72 (1989); Berger és mtsai., Nature 340, 70 (1989); Kahn és mtsai., J. Clin.
Invest. 84, 404 (1989); Charron és mtsai., J. Biol. Chem. 265, 7994 (1990); Dohm és
mtsai., Am. J. Physiol. 260, E459 (1991); Sinha és mtsai., Diabetes 40, 472 (1991);

Friedman és mtsai,, J. Clin. Invest. 89, 701 (1992)]. Inzulinra szenzitiv gliikéz-
transzporterek normalis készletének hidnya kovetkeztében egy adott egyed- elméletileg -
lehet inzulinra rezisztens [Olefsky és mtsai., Diabetes Mellitus, 121-153, szerk.: Rifkin és

Porte, Jr., kiad.: Elsevier Science Publishing Co., Inc., New York (1990)]. Azonban, né-
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hany kisérletben nem sikeriilt a GLUT4 lecsokkent szabalyozottsagat kimutatni emberi
NIDDM-ben, kiilonosen, a gliikoz elhelyezésének legfébb helyében, az izomban [Bell,
Diabetes 40, 413 (1990); Pederson és mtsai, Diabetes 39, 865 (1990); Handberg és mtsai.,
Diabetologia 33, 625 (1990); Garvey és mtsai, Diabetes 41, 465 (1992)].

Allatrendszerekben és klinikai kisérletekben végzett tanulmanyokbol szarmazo
bizonyitékok jelzik, hogy a 2. tipusi diabetes esetén fennallé inzulinnal szembeni rezisz-
tencia létrejohet az inzulin jelatviteli rendszer intermedierjei expresszidjanak vagy aktivita-
sanak megvaltozasa, az inzulin 4ltal serkentett gliikéztranszport ardnydnak megvaltozasa
nyeként [Zierath és mtsai., Diabetologia 43, 821-835 (2000)]. Allatokon végzett kisérle-
tekbd] szarmazo bizonyitékok szerint az inzulin-jelatviteli rendszer izomban tapasztalhat6
hidnyossaga megvaltoztatja az egész szervezet gliikdz-homeosztazisat [Saad és mtsai., J.
Clin. Invest. 90, 1839-1849 (1992); Folli és mtsai., J. Clin. Invest. 92, 1787-1794 (1993);
Heydrick és mtsai., J. Clin. Invest. 91, 1358-1366 (1993); Saad és mtsai., J. Clin. Invest.
92, 2065-2072 (1993); Heydrick és mtsai., Am. J. Physiol. 268, E604-612 (1995)], és inzu-
linra rezisztens és 2. tipusu diabeteses alanyok vazizomzataban az — IR-t, IRS-1-et és PI3-
kinazt magabanfoglalé — inzulin-szignalkaszkdd intermedierjeinek hidnyossiga csokkent
gliikkéztranszportot és az inzulin altal serkentett GLUT4 cs6kkent transzlokaciéjat eredmé-
nyezheti.

Bizonyos példakban, megvaltozott IRS-1 [Saad és mtsai., (1992) mint fenn; Saad
és mtsai., (1993) mint fenn; Goodyear és mtsai., J. Clin. Invest. 95, 2195-2204 (1995)],
PI13-kinaz [Anai és mtsai., Diabetes 47, 13-23 (1998)] és GSK-3 expressziot [Nikoulina és
mtsai., Diabetes 49, 263-271 (2000)], illetve csokkent PKCO [Chalfant és mtsai.,
Endocrinology 141, 2773-2778 (2000)] és PTP1B szinteket [Dadke és mtsai., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 274, 583-589 (2000)] figyeltek meg. Bizonyos 2. tipusa
diabeteses alanyok vazizomzatiban az IR [Arner és mtsai., Diabetologia 30, 437-440
(1987); Maegawa és mtsai., Diabetes 44, 815-819 (1991); Saad és mtsai., (1992) mint fenn;
Saad és mtsai., (1993) mint fenn; Goodyear és mtsai., mint fenn], IRS-1 [Saad és mtsai.,
(1992) mint fenn; Saad €s mtsai., (1993) mint fenn; Goodyear és mtsai., mint fenn] és Akt
csokkent foszforilacidjat is tapasztaltak [Krook és mtsai., Diabetes 47, 1281-1286 (1998)].

Ezenfeliil, csokkent PI3-kindz aktivitast [Saad és mtsai., (1992) mint fenn;
Heydrick és mtsai., (1995) mint fenn; Saad és mtsai., (1993) mint fenn; Goodyear és
mtsai., mint fenn; Heydrick és mtsai., (1993) mint fenn; Folli és mtsai., Acta Diabetol. 33,

185-192 (1996); Bjornholm és mtsai., Diabetes 46, 524-527 (1997); Andreelli és mtsai.,
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Diabetologia 42, 358-364 (1999); Kim és mtsai., J. Clin. Invest. 104, 733-741 (1999);
Andreelli és mtsai., Diabetologia 43, 356-363 (2000); Krook és mtsai., Diabetes 49, 284-
292 (2000)], megndvekedett GSK-3 [Eldar-Finkelman és mtsai., Diabetes 48, 1662-1666
(1999)] és PKC aktivitast [Avignon és mtsai., Diabetes 45, 1369-1404 (1996)] is kimutat-
tak a 2. tipusi diabetessel kapcsolatban. A PI3-kinaz p85 alegységének roncsolasa egerek-
ben megnovekedett inzulinérzékenységet eredményezett [Terauchi és mtsai., Nature Genet.
21, 230-235 (1999)].

Ezenfeliil, diabeteses allatokbol szarmazé vazizomban a PKC izoformainak elosz-
lasa megvaltozott [Smitz-Peiffer és mtsai., Diabetes, 46, 169-178 (1997)] és a PKCa,
PKCPB, PKCe és PKCS tartalom a nem elhizott Goto-Kakizaki (GK) diabetikus patkanyok
talpemeld izmabdl készitett membranfrakcidban megnétt, mig a citoszolfrakcioban lecsok-
kent [Avignon és mtsai., mint fenn].

A GLUT4 abnormalis szubcellularis lokalizacidjat figyelték meg 2. tipusu
diabeteses vagy anélkiili, inzulinra rezisztens alanyok vazizmaban [Vogt és mitsai.,
Diabetologia 35, 456-463 (1992); Garvey és mtsai., J. Clin. Invest. 101, 2377-2386 (1998)]
amely azt jelzi, hogy a GLUT4 széllitasaban és transzlokéacidjdban bekovetkezett karoso-
dasok inzulinrezisztenciat okozhatnak a vazizomban. In vivo és in vitro kisérletekkel kimu-
tattak, hogy bizonyos 2. tipust diabeteses alanyok vazizméban az inzulin altal serkentett
gliikkéztranszport ardnya lecsokkent [Andreasson és mtsai., Acta Physiol. Scand. 142, 255-
260 (1991); Zierath és mtsai., Diabetologia 37, 270-277 (1994); Bonadona ¢és mtsai.,
Diabetes 45, 915-925 (1996)].

Figyelemre mélto, a kezelés mas modjai ellenére, az inzulinterapia marad sok, a 2.
tipusa diabetestdl szenvedd beteg esetében a kivalasztott kezelés, kiilondsen olyan esetek-
ben, amikor a primer diéta sikertelen €s nem elhizottak, vagy amikor a primer diéta sikerte-
lensége mellett a masodlagos oralis hipoglikémias sikertelenség is fennall. De egyforméan
vildgos, hogy az inzulinterapiat kombinalni kell az étrend megfelel6 szabalyozasaval és az
életstilus megvaltoztatdsaval, és ne gondoljuk, hogy ezek helyettesitheték. Optimalis
eredmények elérése céljabol, az inzulinterapiat nyomon kell kovetni a vér gliikozszintjének
méréseével és a glikozilalt vérfehérjék megfeleld becslésével. Az inzulin beadhaté Gnmaga-
ban kiilonféle beadasi rendek szerint, két vagy t5bb, révid, kdzepes vagy hosszu hatastar-
tamu, vagy tobb mint egy tipus keverékét tartalmazo inzulinkészitmény beinjektalasaval.
Az egyes pacienseknek leginkabb megfelel6 beadasi rendet az egyes pacienseknél az inzu-

linterapidra adott vilasz nyomonkévetésével kell megéllapitani.
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A 2. tipusu diabetes gyogyitasaval kapcsolatos ismeret és gyakorlat jelenleg még
nem kielégit. A paciensek legtobbje idével atesik a primer diéta sikertelenségén. Bar az
oralisan bevehetd hipoglikémias dgensek gyakran sikeresen csokkentik a glikémia fokat a
primer diéta sikertelensége esetén, szamos szakember kétli, hogy a glikémias kontrol igy
elért szintje elégséges a hosszu ideig fenndlld 2. tipust diabetessel kapcsolatos
atheromatous betegségek, neuropathias, nephropathias, retinopathias €s periférialis kerin-
gési betegségek okozta hossziitavii komplikéciok jelentkezésének elkeriilésére. Ennek oka
vilagosan felfoghat6 annak megértése fényében, hogy mar minimalis — koériilbeliil 5,5-6,0
nmol/l éhezési plazma-gliikdzszinttel egyenértékl — glikkézintolerancia esetében megnd a
sziv és érrendszeri halalozas kockazata [Fuller és mtsai., Lancet 1, 1373-1378 (1980)]. Az
sem vilagos, hogy az inzulinterapia az orélis hipoglikémiés agensekhez képest produkal-e
barmilyen, hosszutavu javulast.

A hiperinzulinémia olyan allapot, amikor az inzulin szintje a keringésben a nor-
malisnal magasabb, mig ezzel szemben a hipoinzulinémia esetében az inzulin szintje a
keringésben a normalisnal alacsonyabb. A hiperinzulinémia kockazati faktor a koszoruéren
végzett ballon-angioplastica utdni restenosis (jboli érsziikiilet) esetén [Imazu és mtsai.,
Jpn. Circ. J. 65, 947-952 (2001)]. Tovabba, a hiperinzulinémia magas vérnyomassal jar
egyiitt [Imazu és mtsai., Hypertens. Res. 24, 531-536 (2001)]. Példaul, idésebb magas vér-
nyomast6l szenvedé alanyokban a hiperinzulinémia és hemosztazisos rendellenességek
csendes lacunaris cerebralis infarktusokkal jarnak egyiitt, €s esszencidlis magas vérnyomas
esetén a hiperinzulinémia az eritrocitak mebranfluiditdsanak meghatirozoja [Kario és
mtsai., J. Am. Coll. Cardiol. 37, 871-877 (2001); Tsuda és mtsai., Am. J. Hypertens. 14,
419-423 (2001)].

Az elhizas a modern tarsadalomban igen elterjedt krénikus betegség, amely nem-
csak szocialis megbélyegzéssel, hanem lecsokkent élettartammal és szdmos gyogyaszati
problémaval — igy kedvezétlen szellemi fejlédéssel, szaporodasi elvaltozasokkal, mint pél-
daul policisztikus petefészek-betegséggel, dermatologiai elvaltozasokkal, példaul fertézé-
sekkel, visszértagulassal, Acanthosis nigricans-sal és ekcémaval, gyakorlatokkal szembeni
tiirelmetlenséggel, inzulinnal szembeni rezisztenciaval, magas vérnyoméssal, magas ko-
leszterinszinttel, epekodbantalommal, csont-iziiletigyulladassal, ortopédiai sériiléssel,
tromboembolikus betegséggel, rakkal €s sziv-koszortiér betegséggel - jar egyiitt [Rissanen
és mtsai., Brit. Med. J. 301, 835-837 (1990)]. Az elhizottsag kezelése soran étvagycsok-
kentdk és mas, sialyvesztést indukalok, étrendi valtoztatasok és hasonlok alkalmazasara

keriil sor, de az inzulinrezisztencias paciensekhez hasonl6an, az elhizott paciensek legtsbb-
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je esetében az elsGdleges étrendi valtoztatas egy id6 utan sikertelen, igy nem lesznek képe-
sek elérni az idedlis testtémeget.

fgy, egyértelmii, hogy az inzulinnal szembeni rezisztencia és elhizottsag kezelésé-
re alkalmas jobb eljaras nagymérvii hasznositasra tarthat szamot. Kiilondsen, igény van
olyan hatékony dgensekre, amelyek alkalmazhatok inzulinrezisztencis — igy NIDDM-es -
egyedek diagnosztizalasara és kezelésére. Ezenfeliil, ha figyelembe vessziik az elhizottsag
magas gyakorisagat tarsadalmunkban és az azzal tarsult, a fentiekben targyalt stlyos ko-
vetkezményeket barmilyen, az elhizott személyek szamara sulyvesztésre potencialisan al-
kalmazhat6 drog kiemelkedben jotékony hatéast gyakorolhat az illeté személyek egészségé-
re. Végiil, sziikség van hiperinzulinémia, hipoinzulinémia kezelésére, izom-helyreéllitasra

és -regeneralasra alkalmas drogokra is.

Az aldbbiakban roviden Gsszefoglaljuk a taldlmany szerinti megoldast.

Eszerint, a taldlmany targyat a Dkk-1, példaul gliik6z-intoleranciaval, diabetes
mellitus-sal, magas vérnyomassal, és a nagy és kis véredények ischaemias betegségeivel
tarsult inzulinrezisztencia kezelésére €s hipoinzulinémia kezelésére alkalmas antagonistai,
mint példaul antitestek, képezik. Tovabba, a talalmany targya 6nmagaban a Dkk-1 is,
amely zsirszintek cs6kkentésére és a hiperinzulinémia kezelésére alkalmazhato.

Specifikusan, a taldlmany targyat a szabadalmi igénypontokban igényeltek képe-
zik. A taldlmany tirgya emldsokben inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére vagy
hipoinzulinémia kezelésére szolgald eljaras, amelyben a kérdéses emldésnek Dkk-1
antagonista hatékony mennyiségét adjuk be. Elényds, ha az emlés ember, a Dkk-1 pedig
emberi Dkk-1, és/vagy az ember NIDDM-ben beteg. A szisztémas beadas is elényés. E16-
ny0s, ha az antagonista a Dkk-1-et megkétni képes antitest, elény6sebb, ha Dkk-1-et meg-
koétni képes monoklonalis antitest, és még elénydsebb az olyan antitest, amely inzulinnal
szembeni rezisztenciat vagy a Dkk-1 hipoinzulinémias aktivitasat semlegesiti. Legeldnys-
sebb, az ATCC-nél a PTA-3086 katalogusszamu hibridomabdl készitett monoklonalis anti-
test, amely semlegesit6 antitest. A taldlmany tovabbi elényds megvaldsitasi médjaban, az
antagonista mellett mas, inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szolgalé agenst is
beadunk az inzulinrezisztencids elvaltozas kezelésére, vagy inzulint adunk be az anta-
gonista mellett a hipoinzulinémia kezelése céljabal.

A talalmany egy masik megvalositisi modjaban, a talalmany targya valamely em-
16sben az inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia jelenlétének vagy kezde-

tének kimutatasdra szolgélo eljaras. Az eljaras az alabbi lépésekbd] all:
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(a) a kérdéses eml6sbdl szarmazé mintdban megmérjiik a Dkk-1 mennyiségét; és

(b) 8sszehasonlitjuk az (a) 1épésben meghatarozott mennyiséget a Dkk-1 egy adott
standard mintdban jelenlévé mennyiségével, az (a) 1épésben mért Dkk-1 megndvekedett
mennyisége inzulinnal szembeni rezisztenciat vagy hipoinzulinémiat jelez.

El6nyds, ha a mérést Dkk-1 elleni antitest, példdul monoklonalis antitest, alkal-
mazasaval, immunvizsgalatban végezziik. Szintén elény6s, ha az ilyen, Dkk-1 elleni anti-
test jelolést, elényssebben fluoreszcens jeldlést, radioaktiv jelolést, vagy enzim jelolést —
mint példaul biolumineszcens vagy kemiluminszcens jelolést — tartalmaz. Szintén elényos,
ha az immunvizsgalat radioimmunoldgiai vizsgalat, enzimes immunoldgiai vizsgélat, en-
zimmel kapcsolt immunszorbens vizsgélat, szendvics immunvizsgalat, precipiticids vizs-
galat, immunradioaktiv vizsgélat, fluoreszcens immunolégiai vizsgalat, protein A immun-
vizsgélat, vagy immunoelektroforetikus vizsgalat. Szintén eldny6s az olyan eljaréas, amely-
ben az emlds ember, és emberi Dkk-1-et mériink. A taldlmany tovabbi elényds megvaldsi-
tiasi modjaban, az inzulinnal szembeni rezisztencia NIDMM.

A taldlmany megvaldsitasi modjaban, a taldlmany targya inzulinnal szembeni re-
zisztencia vagy hipoinzulinémia kezelésére szolgdlod készlet, amely az aldbbiakat tartal-
mazza:

(a) Dkk-1 elleni antagonistat, elénydsen Dkk-1-et megko6tni képes antitestet, tar-
talmazo taroléedény; és

(b) utmutatast az antagonista alkalmazasara az inzulinnal szembeni rezisztencia
vagy hipoinzulinémia kezelésében.

A talalmany elényos megvaldsitasi modjaban, az antitest monoklonalis antitest,
eldnyosebben olyan antitest, amely inzulinnal szembeni rezisztenciat vagy a Dkk-1
hipoinzulinémids aktivitasat semlegesiti. A taldlmany egy masik elényds megvaldsitasi
modjaban, a készlet tartalmaz tovabba az inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szol-
galé agenst vagy inzulint tartalmazé taroloedényt (a javallattdl fiigg6en).

A taldlmany targya tovabba toldalékolt Dkk-1-el (eldnydsen tisztitott
rekombinans, polihisztidinnel toldalékolt, emberi Dkk-1-el) hiperimmunizalt egerekbél
preparalt, adjuvansban higitott, monoklonalis antitestkészitmény, amelyet gy allitottunk
eld, hogy Dkk-1 elleni antitest-titereket (elonyosen magas titereket) mutaté egerekbél
szarmaz6 B-sejteket egéreredetli mieléma sejtekkel fuzionaltattunk, ezekbél feliiliiszot
nyertiink, a feliilliszokat Osszegyjtottilk, az Osszegyijtott feliilliszokon sziirévizsgalatot
végeztiink antitest-termelés azonositasara, el6nyosen kozvetlen, enzimmel kapcsolt

immunszorbens vizsgalattal, a masodik szubklénozasi korben a legmagasabb immunkétést
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mutatd pozitiv klonokat, elénydsen korlatozott higitassal, egerekbe injektaltuk
monoklonalis antitestek in vivo eldallitasa céljabol, az egerekbdl szarmazd aszcites folya-
dékokat 6sszedntottiik, és az osszeontott aszcites folyadékokat, elénydsen protein A kro-
matografiaval, tisztitottuk az antitest-készitmény el6allitasara.

A taladlmany targya tovabba az alabbi ATCC katalégusszdmi hibridémédk barme-
lyike: PTA-3084, PTA-3085, PTA-3086, PTA-3087, PTA-3088, PTA-3089, és PTA-3097.
Az elényos hibridéma a PTA-3086 ATCC katalégusszamu hibridoma. A talalmany targya
tovabba a fenti hibridémak egyikébdl, elényosen a PTA-3086 hibridomabdl, eldallitott
antitest.

A talalmény targya tovabba eljaras egy adott feltételezetten gy6gyhatdsu drog in-
zulinrezisztenciara, hipoinzulinémiara, vagy izom-helyreéllitasra gyakorolt hatisanak érté-
kelésére, ahol az eljarasban a kérdéses drogot embertdl kiilonb6z6, dkk-I nukleinsavat
talexpresszalo, transzgénikus allatnak adjuk be és meghatarozzuk a drog hatasat a glitkoz-
kiiiritésre kérdéses allat vérébdl, a kérdéses allat keringési rendszerében keringé inzulin-
szintekre, vagy az izom differencialodasara. El6nyos, ha az éllat ragcsalo, elonydsebben
egér vagy patkany, és legelénydsebben egér. A taldlmany egy masik elényds megvalositasi
moédjaban, az allatban a dkk-/ nukleinsav tulexpresszaldsa az izomra specifikus promoter
szabalyozasa alatt 4ll, és a cDNS tilexpresszidja az izomszdvetben torténik.

A talalmany egy masik megvalositasi modjaban, a talalméany tirgya inzulinnal
szembeni rezisztencia, hipoinzulinémia, hiperinzulinémia és elhizottsdg meglétének vagy
kezdetének kimutatasara szolgal6 diagnosztikai készlet, amely az alabbiakat tartalmazza:

(a) Dkk-1-et megkétni képes antitestet tartalmazo taroléedény;

(b) Dkk-1-et tartalmazo standard mintat tartalmazo taroloedény; €s

(c) utmutatas az antitest és a standard minta alkalmazasara inzulinnal szembeni
rezisztencia, hipoinzulinémia, hiperinzulinémia, vagy elhizottsdg kimutatasara, ahol vagy a
Dkk-1-et megkétni képes antitest kimutathat6 jel6lést hordoz, vagy a készlet tartalmaz egy
masik taroléedényt is, amelyben kimutathato jel6lést hordozé és a Dkk-1-et vagy a Dkk-1-
et megkotni képes antitestet megkotni képes masodik antitest van. Elony6s, ha a készlet
részét képezd, Dkk-1 elleni antitest monoklonalis antitest, elénydsebb, ha az antitest sem-
legesiti az inzulinnal szembeni rezisztenciat, hipoinzulinémiat, hiperinzulinémiat vagy a
Dkk-1 elhizottsagot el6idéz6 aktivitasat.

A taldlmany egy masik megvalositasi modjaban, a talalmany targya eljaras elhi-
zottsag vagy hiperinzulinémia kezelésére emlésben, amely sordn az azt igénylé emlésnek

hatékony mennyiségii Dkk-1-et adunk be. Elény6s, ha az emlds ember, a Dkk-1 pedig em-
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beri Dkk-1. A szisztémads beadas is elényds. A taldlmany egy masik megvaldsitasi modja-
ban, az eljarasban hatékony mennyiségii fogyasztdszert is beadunk.

A talalmany tovabbi szempontja szerint, a taldlmany targya valamely emlGsben az
elhizottsag vagy hiperinzulinémia jelenlétének vagy kezdetének kimutataséra szolgalo elja-
ras. Az eljaras az alabbi lépésekbdl 4ll:

(a) a kérdéses em18sbdl szarmaz6 mintdban megmérjiik a Dkk-1 mennyiségét; és

(b) 6sszehasonlitjuk az (a) Iépésben meghatarozott mennyiséget a Dkk-1 egy adott
standard mintaban jelenlévé mennyiségével, az (a) lépésben mért Dkk-1 lecsokkent meny-
nyisége inzulihnal szembeni rezisztenciat vagy hipoinzulinémiat jelez.

Elényos, ha a mérést Dkk-1 elleni antitest, példdul monoklonélis antitest, alkal-
mazasaval, immunvizsgalatban végezziik. Szintén elényds, ha az ilyen, Dkk-1 elleni anti-
test jelolést hordoz. Az elényds jeldléseket és immunvizsgélatokat az inzulinnal szembeni
rezisztencia vagy hipoinzulinémia jelenlétének vagy kezdetének kimutatdsira szolgald
eljarasnal ismertettiik. Ezenfeliil, az elhizottsag vagy hiperinzulinémia kimutataséra szolga-
16 ezen eljarasban, az emlSs elénydsen ember és emberi Dkk-1-et mériink.

A taldlmany még tovabbi megvalositasi modjaban, a taldlmany targya elhizottsag
vagy hiperinzulinémia kezelésére szolgalé készlet, amely az aldbbiakat tartalmazza:

(a) Dkk-1-et tartalmaz¢ taroléedény;

(b) uitmutatasok a Dkk-1 alkalmazésara az elhizottsig vagy hiperinzulinémia ke-
zelésében.

A taldlmany elény6s megvalositasi modjaban, a Dkk-1 emberi Dkk-1, és a készlet
fogyasztdszert tartalmazo6 taroléedényt is tartalmaz.

A taldlmany targya tovabba eljaras egy adott feltételezetten gyogyhatasu drog el-
hizasra és hiperinzulinémiara kifejtett hatasanak értékelésére, ahol az eljarasban a kérdéses
drogot nem emberi, binaris, dkk-1 nukleinsavat expresszald, transzgénikus allatnak adjuk
be és meghatdrozzuk a drognak az elhizottsag valamelyik jellemzdjére vagy a kérdéses
allat inzulinszintjére gyakorolt hatdsat. Elonyds, ha az allat ragcsalo, elonydsebben egér
vagy patkany, és legelénydsebben egér.

A taladlminy targya tovabba dkk-/ nukleinsavat tilexpresszald, nem ember,
transzgénikus dllat. E16ny6s, ha az allat ragesalo, legelényosebben egér.

A taldlmany targya tovabba eljaras izom helyreallitdsdra vagy regeneralasara egy
adott emldsben, ahol az eljarasban az allatnak hatékony mennyiségii Dkk-1 antagonistat,
elénydsen Dkk-1-et megkotni képes antitestet adunk be. El6ny0s, ha az dllat ember és/vagy

az antitest monoklonalis antitest.
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A taldlmany targya tovabba izom helyreéllitisira vagy regenerdldsara szolgélo

készlet, amely az alabbiakat tartalmazza:

(a) Dkk-1 antagonistat, elénydsen Dkk-1-et megkétni képes antitestet tartalmazo
taroldedény; és

(b) az antagonista izom helyreallitdsara vagy regeneralasara torténd alkalmazasa-
hoz sziikséges itmutatas.

Ezért, a talalmany targya inzulinnal szembeni rezisztencia, hiperinzulinémia,
hipoinzulinémia és elhizas, illetve izom helyredllitasara vagy regeneralasara szolgalé keze-
1és és ezek diagnosztizalasa. Az elhizas Dkk-1-el torténd kezelési rendjétdl elvarjuk, hogy
alkalmas legyen az elhizott személyek testtomegének normalis, idedlis testtdmegre torténd
visszaallitasdra, tovabba az elhizas gydgyitasatol pedig elvart, hogy a lecsokkent testtome-

get hosszabb idétartamig fenntartsa, és/vagy védjen az elhizastol.

Az alabbiakban roviden leirjuk a taldlmanyhoz tartozé abrékat.

1. abra: A Dkk-1 relativ expresszids szintjei kiilonb6z6 felnbttkori emberi szove-
tekben.

2. 4bra: Bakulovirusban expresszalt emberi Dkk-1-et és annak kivdgasat mutatd
gél.

3A. dbra: Az emberi Dkk-1 (s6tét oszlopok) hatasai L6 izomsejtek 2, 6 €s 26 oras,
alapszintii gliikkézfelvételére. A 3B. dbra az emberi Dkk-1 hatdsait mutatja az alapszintii
gliikozfelvételre (vilagos oszlopok), a 3C. dbra pedig az emberi Dkk-1 hatéasait mutatja a
30 nM inzulinnal serkentett gliikkozfelvételre (sotét oszlopok) L6 izomsejteken.

4A. abra: Az emberi Dkk-1 hatasai (s6tét oszlopok) az alapszintid és az inzulintdl
fiiggd glikozfelvételre a differencialodas kiilonboz6 stadiumaiban. A 4B. dbra mutatja be
az emberi Dkk-1 hatasait az alapszinti €s az inzulinnal serkentett gliikozfelvételre (a kont-

7y

esetén.

5A-5B. 4brak: Az emberi Dkk-1 hatasa a gliik6z glikogénbe torténd beépiilésére
L6 izomsejtekben inzulin jelenlétében (s6tét oszlopok) és hianyéaban (vildgos oszlopok) 48
Oras (5A. abra) és 96 oras vizsgalatban (5B. abra).

6A-6E. abrak: 40 nM emberi Dkk-1 hatasai a MyoD (6A. abra), MLC2 (6B. abra),
miozineredeti nehézlanc (6C. abra), miogenin (6D. &bra), és Pax3 expresszids szintjeire

(6E. abra) L6 izomsejtekben. A kontrolt trapézokkal, a Dkk-1-et pedig négyzetekkel jelol-
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tik. Az egyetlen csillaggal jel6ltek esetében p<0,01, mig a két csillaggal jelolteknél
p<0,005 (n=3).

7. abra: Az emberi Dkk-1 hatdsa L6 izomsejtekben, az inzulin szignalitvonalban
résztvevé kiilonbozd gének expresszidjara az S. napon (vilagos oszlopok) és 7. napon (s6-
tét oszlopok).

8A-8D. abrak: 40 nM emberi Dkk-1 hatasa (s6tét oszlopok) a PDK-1 (8A. abra),
GSK3p (8B. abra), S6 kinaz (8C. abra) és Akt kindzaktivitasara (8D. abra) L6 izomsejtek-
ben 1 nM inzulinnal végzett 48 oras serkentés hatasara vagy inzulin nélkiil.

9A. és 9B. abrak: Az emberi Dkk-1 hatdsa a 3T3 L1 sejtek (zsirsejtek) alapszintii
(vilagos oszlopok) és 30 nM inzulinnal serkentett gliikézfelvételére (s6tét oszlopok) 48
oras (9A. abra) és 96 Oras kezelés (9B. abra) utin. A 9C. és 9D. abrdk pedig az emberi
Dkk-1 lipidekbe torténé gliikdz-beépiilésre gyakorolt hatasat mutatjdk be 48 o6ras (9C. ab-
ra) és 96 oras kezelés (9D. 4bra) utan.

10A-10D. abrdk: A PPARy, C/EBPa, AP2 ¢és zsirsav-szintaz (FAS)
transzkriptumok relativ szintjei, megfeleléen, emberi Dkk-1-el kezelt 3T3 L1 sejtekben a
zsirsejtek differencialodas soran (s6tét trapézok = kontrol, vilagos négyzetek = Dkk-1).

11A. dbra: A vér glikkoztartalma gliikdzzal injektalt, ndstény FVB egerekben so-
oldattal (trapézok) és 0,2 mg/kg emberi Dkk-1-el (haromszogek) tortént intravénas injekta-
last kovetden. A 11B. abra mutatja be a s6oldattal (kontrol), 0,05 mg/kg/nap emberi Dkk-
1-el, és 0,2 mg/kg/nap emberi Dkk-1-el intravénédsan injektalt, néstény FVB egerekben
mért inzulinszinteket.

12A. abra: Az emberi Dkk-1 hatasa az izomdifferencialédas kiilonb6z6 markerei-
nek expresszidjara kontrol (vilagos oszlopok) és 0,2 mg/kg/nap emberi Dkk-1-el injektalt
egerekben (s6tét oszlopok). A 12B. abra mutatja be a foszforilalt peptid, inzulinnal nem
kezelt, 33 nM inzulinnal, €s 100 nM izulinnal intravénasan injektalt egerekben mért szint-
jeit (vilagos oszlopok = kontrol (n=4), s6tét oszlopok = Dkk-1 (n=5)).

13A. 4bra: A ujsziil6tt/fiatal him és ndstény kontrol (vilagos oszlopok) és Dkk-1
transzgénikus egerek testtdmegei (sotét oszlopok). A 13B. dbra mutatja be a szokasos ét-
renden tartott kontrol (C) és transzgénikus (TG) ndstény és him egerek névekedési gorbéit
(nostény (C) = trapézok, ndstény (TG) négyzetek, him (C) haromszogek, him (TG) = ko-
rok).

14A. dbra: Kontrol (vilagos oszlopok) és transzgénikus him egerek zsirparnainak

tdmege (sotét oszlopok). A 14B. 4bra: Kontrol (vilagos oszlopok) és transzgénikus ndstény
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egerek zsirparndinak tomege (sotét oszlopok). A 14C. és 14D. abrak bemutatjdk a
transzgénikus és kontrol him és ndstény egerek szérumaban mért alapszintli és éhezési
leptinszinteket.

15A. 4dbra: Néstény kontrol egerek (trapézok), him kontrol egerek (haromszdgek),
ndstény transzgénikus egerek (négyszdgek), és him transzgénikus egerek novekedési gor-
béi (korok). A 15B. dbra a him kontrol (vilagos oszlopok) €s transzgénikus egerek (sotét
oszlopok), a 15C. 4bra pedig a ndstény kontrol (vildgos oszlopok) és transzgénikus egerek
zsirparnainak tomegét (s6tét oszlopok) mutatja be. A 15D. 4dbra a him és néstény kontrol
(vilagos oszlopok) és Dkk-1-el kezelt egerek nem éhezési leptinszintjeit (s6tét oszlopok)
mutatja be.

16A. és 16B. abrak: Him és ndstény egerek, megfeleléen, vérének gliikozszintjei
gliikozinjekciot kovetden, ahol a trapézok MDKK-1 egereknek, a kontrolnak a 16A. abran
a haromszogek, a 16B. abran pedig a négyzetek felelnek meg. A 16C. és 16D abra mutatja
be a kontrol és Dkk-1 transzgénikus ndstény és him egerek inzulintoleranciijat, megfelel6-
en, ahol a trapézok a néstény kontrol, a négyzetek a ndstény transzgénikus, a haromszogen
a him kontrol, és a korok pedig a him transzgénikus egereknek felelnek meg. A 16E. dbra
mutatja be a gliikdzzal végzett indukalas utén, a transzgénikus €s kontrol egerek széruma-

ban mért inzulinszinteket, ahol a vilagos oszlopok a néstény, a s6tét oszlopok pedig a him

egereknek felelnek meg.
17. abra: Emberi Dkk-1 elleni monoklonalis antitest hatasa a gliikozfelvétel Dkk-1

altal kozvetitett csokkentésére L6 sejtekben inzulin jelenlétében és hianyaban, ahol a kont-
rol L6 sejteknek a vilagos oszlopok, 40 nM Dkk-1-el kezelt L6 sejteknek a sotét oszlopok,
és a 40 nM Dkk-1-el és 0,5 pg/ml, emberi Dkk-1 elleni monoklonalis antitesttel kezelt L6

sejteknek pedig a jobboldalon 1év6 sé6tétsziirke oszlop felel meg.

Az alabbiakban részletesen leirjuk a talalmany elényds megoldasi maodjait.

Meghatarozasok

A leiras szerinti értelemben, az ,,inzulinnal szembeni rezisztencia” vagy ,,inzulin-
nal szembeni rezisztencias elvaltozas™ vagy ,,inzulinnal szembeni rezisztencia aktivitas”
kifejezések olyan betegséget, allapotot, vagy elvaltozast jelentenek, amely az exogén ere-
detli inzulin hataséra a periférialis szévetek normalis metabolikus valasza elégtelenségének
(inszenzitivitas) kovetkeztében alakul ki, azaz ez olyan allapot, amelyben az inzulin jelen-
léte a normalisnal alacsonyabb biolégiai valasz valt ki. Klinikai értelemben, inzulinnal

szembeni rezisztenciarol akkor beszéliink, ha normalis vagy megemelkedett inzulinszintek
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esetében a vér gliikozszintje normalis vagy megemelkedett. Ennek kovetkeztében, 1énye-
gében, a glikogénszintézis gatldsa - amely vagy alapszintli vagy inzulinnal serkentett gli-
kogénszintézis, vagy mindkett6 - a normalis szint ala csdkken. A leiras szerinti értelemben,
az inzulinnal szembeni rezisztencia kifejezésbe tartozik az abnormalis gliik6ztolerancia,
»A” tipust diabetes, 2. tipust diabetes, de az inzulinnal szembeni rezisztencidval nem kap-
csolatos elhizottsdg nem tartozik ide.

A leirds szerinti értelemben, a ,,hipoinzulinémia” olyan allapot, amelyben a nor-
malisndl alacsonyabb mennyiségii inzulin kering a testben, és amely altalaban nem jar el-
hizottsaggal.

A leiras szerinti értelemben, a ,,diabetes mellitus” az inzulinnal szembeni rezisz-
tencia és hipoinzulinémia korébe tartozik €s krénikus hiperglikémias allapotra utal, azaz
tilzott mennyiségii cukorra a vérben, amely az inzulin hatasénak viszonylagos vagy teljes
hianyanak kévetkezménye. Alapjaban véve a diabetes mellitusnak harom csoportja van: 1.
tipusu, vagy inzulintdl fliggd diabetes mellitus (IDDM), 2. tipus(, vagy inzulinté]l nem
figgd diabetes mellitus (NIDDM), és ,,A” tipusu inzulinrezisztencia (bar az ,,A” tipus vi-
szonylag ritka). Kiilonféle mechanizmusok révén az 1. tipusi vagy 2. tipusu diabetesben
szenvedd betegek gyakran valnak érzéketlenné a kiilséleg beadott inzulinnal szemben. Az
»A” tipusi inzulinrezisztencia vagy az inzulinreceptort k6dolé gén muticidinak vagy a
receptor uténi, a gliik6zmetabolizmus szempontjabdl kritikus hatashelyek fogyatékossagai-
nak eredménye. A diabetikus alanyokat az orvos kdnnyen felismeri, és e személyeket az
¢hezési hiperglikémia, csokkent gliikéztolerancia, glikozilalt hemoglobin, és — bizonyos
esetekben — traumaval vagy betegséggel jaro ketoacidosis jellemez.

A leiras szerinti értelemben, az ,,inzulintél nem fligg$ diabetes mellitus” vagy
»NIDDM?” kifejezések 2. tipusu diabetest jelentenek. A NIDDM-ben beteg paciensek véré-
ben a glitk6ztolerancia-tesztként ismert diagnosztikai vizsgélatok szerint, vagy éhezés ese-
tén abnormdlisan magas a gliikkéz koncentracidja, és étkezést kovetden a glitkoz cellularis
felvétele eltolodik. A NIDDM diagnosztizalasa altaldnosan elismert kritériumok szerint
torténik [American Diabetes Association, Physician’s Guide to Insulin-Dependet (Type 1)
Diabetes (1988); American Diabetes Association, Physician’s Guide to Non-Insulin-
Dependet (Type I) Diabetes (1988)].

A leiras szerinti értelemben, a ,hiperinzulinémia” olyan allapotot jelent, amely
esetén a normalisnal magasabb mennyiségi inzulin kering a testben, és amelynek nincs

koze az inzulinnal szembeni rezisztencidhoz, és amelyet nem az inzulinnal szembeni re-

zisztencia valt ki.



10

15

20

25

30

- 15 -

A leiras szerinti értelemben, az ,.elhizottsag” olyan allapotot jelent, amelyben egy
adott emlés testtomeg-indexe (BMI) — témeg (kg) osztva a magassag (méter) négyzetével —
nagyobb, mint 25,9. Konvencionalisan, azon személyek tdmege normalis, akiknek a test-
tomeg-indexe 19,9-25,9 kozotti. A leiras szerinti értelemben vett elhizottsag eredményez-
heti barmilyen genetikai vagy kornyezeti ok. Elhizottsdgot eredményezd vagy azt okozd
betegség lehet példaul fokozott taplalkozas vagy bulémia, policisztikus petefészek-
betegség, craniopharyngioma, a Prader-Willi szindréma, GH-hidnyos alanyok, normalisan
valtozé alacsony testméret, Turner szindroma, és mas olyan patolégiai dllapotok, amelyek
csokkent metabolitikus aktivitassal vagy a pihenési energia csékkent felhasznaldsaval —
zsimélkiili §ssztomeg aranya — jarnak, példaul akut limfoblaszt-leukémias gyermekek. A
leirds szerinti értelemben, az ,.elhizottsdgot meghatdroz6 tényezOk” kozé tartoznak az
alabbiak: zsirsejtek és szovetek, mint példaul zsirparnak, teljes testtdmeg, izmokban mért
trigliceridszintek, a leptin szintjei a majban és zsirban éhezéskor €s nem €hezéskor, szabad
zsirsavak és trigliceridek a vérben.

A leiras szerinti értelemben, az izom ,helyredllitisa” vagy ,,regeneralasa” kifeje-
zés azt jelenti, hogy egy adott izomszovetet barmely traumat, degeneralodast, €s/vagy bar-
mely okbdl bekovetkezett izomvesztést kovetden legaldbb részben meggydgyitunk vagy
visszaallitunk a korabbi egészséges allapotra és/vagy funkcidjéra.

A leiras szerinti értelemben, a kezeléscéljaul szolgalo ,,emlés” barmilyen emlds-
ként osztalyozott allat lehet, ideértve - minden korlatozas nélkiil — az embereket, sport-,
allatkerti, kedvtelésbdl tartott vagy tenyészallatokat, mint példaul ebeket, macskakat, szar-
vasmarhékat, juhokat, sertéseket, lovakat, és nem emberi féemldsoket, mint példaul maj-
mokat. El6ny6s, ha az emlés ember, akit a leirasban paciensnek neveziink.

A leiras szerinti értelemben, a ,kezelés” kifejezés az inzulinnal szembeni rezisz-
tenciatél, hiperinzulinémiatél, hipoinzulinémiatol vagy elhizottsagtél szenvedd eml6s ke-
zelését és az arrél valé6 gondoskodast jelenti, amely soran az inzulinnal szembeni reziszten-
cia, hiperinzulinémia, hipoinzulinémia vagy elhizottsdg szimptémadinak jelentkezése vagy
komplikaciéi megelézésére, szimptomak vagy komplikaciok enyhitésére vagy megsziinte-
tésére, vagy izmok helyreallitasara és/vagy regeneralasara az emlésnek valamit beadunk.

A taldlmany céljai szempontjabdl, az inzulinnal szembeni rezisztencia csékkenté-
sében elért jotékony vagy kivanatos ,.kezelési” eredmények kozé - minden korl4tozas nél-
kiil — az alabbiak tartoznak: inzulinnal szembeni rezisztencidval kapcsolatos szimptémak
enyhitése, az inzulinnal szembeni rezisztencia szimptémai mértékének csokkentése, az

inzulinnal szembeni rezisztenciaval kapcsolatos szimptémak (példaul az inzulinsziikséglet
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csokkentése) stabilizilasa (azaz a rosszabbodas megakadalyozasa), inzulinra valo érzé-
kenység €s/vagy inzulinszekrécio novelése a szigetsejtek karosodasanak megelézésére, és
az inzulinnal szembeni rezisztencia progresszidjanak (példaul, a diabetes progresszi6janak)
késleltetése vagy lelassitasa.

A diabetes ,.kezelend6” szimptdmai és komplikacidi k6zé az alabbiak tartoznak:
hiperglikémia, elégtelen glikémias szabalyzas, ketoacidosis, inzulinnal szembeni reziszten-
cia, megemelkedett novekedésihormon-szintek, megemelkedett glikozilalt hemoglobin és
elérehaladott glikozilacids végtermékek (AGE) szintjei, dawn jelenség, nem kielégitd
lipidprofil, keringési betegség (példaul, atherosclerosis), hajszalér-keringési betegség, reti-
na-elvaltozasok (példaul, proliferativ diabetikus retinopatia), vese-rendellenességek,
neuropatia, terhesség soran jelentkez6é problémak (példaul, id6 elbtti terminéacid és sziilési
rendellenességek) €s hasonlok. A meghatarozasba olyan kezelések is tartoznak, amelyek
céljai, példaul, inzulinnal szembeni érzékenység fokozasa, a glikémias kontrol fenntartasa
mellett az inzulin dézisénak csokkentése, HbAlc csokkentése, javitott glikémias kontrol,
csOkkent keringési, vese, idegi, retindt érint6 és mas diabetikus komplikaciok, a ,,dawn
Jelenség” megeldzése vagy csokkentése, javitott lipidprofil, a terhesség kozbeni komplika-
ciok csokkentése, és csokkent ketoacidosis. A szakember szdmara vilagos, hogy a talal-
ménnyal 6sszhangban, a konkrét szimptéma a kezelni kivant inzulinrezisztencia tipusatél
fugg.

Az izom-helyreallitds és izomregeneralas vonatkozasaban, a ,kezelés” az izom-
sorvadas, trauma vagy degeneracié enyhitését és az izomszovet helyreallitisinak és/vagy
miikddésének javulasat jelenti.

Hiperinzulinémia vagy hipoinzulinémia vonatkozasaban, a ,.kezelés” a testben ke-
ring6 inzulin szintjeinek normalis szintekre — azaz az emlés testében, az 4llapotot megels-
z0 éltalanos szintekre - torténd csokkentését vagy emelését, megfelelen, jelenti.

Az elhizottsaggal kapcsolatban, a ,kezelés” altaldban az emlés BMI-jének, 25,9
érték ala torténd csokkentését, és az ennek megfeleld testtémeg legaldbb 6 honapig torténd
fenntartasat jelenti. A kezelés alkalmas modon az emlés élelem vagy kaldria-felvételében
bekdvetkez6 csokkenést eredményezi. Ezenfeliil, ebben a vonatkozasban a kezelés az elhi-
zottsag el6fordulasanak megel6zését is jelenti, ha a kezelést az elhizott allapot jelentkezése
elott alkalmazzuk. A kezelésbe tartozik az elhizott emlésben a lipogenézis - azaz a lipidek
tulzott felgyiilemlése a zsirsejtekben, amely az emberi és allati elhizottsag egyik f6 vonasa

- gatlasa és/vagy teljes elnyomasa mellet a teljes testtémeg csékkentése.
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Azok ko6zé, akik ,,a kezelést igénylik” tartoznak az elvaltozast6l mar szenvedd
emlésok mellett, azok is, akik hajlamosak az elvaltozasra, igy akikben az elvaltozast meg-
el6zni sziikséges.

A leiras szerinti értelemben, az ,,inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szol-
galé agens” inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szolgald, Dkk-1 antagonistatol
eltéré agens, amilyenek példaul a hipoglikémias dgensek. Ilyen, kezelésre szolgalo agensek
példaul az alabbiak lehetnek: inzulin (egy vagy tobb kiilonb6zd inzulin); inzulint utanzok,
mint példaul kismolekul4ji inzulin, példaul L-783,281; inzulinanalégok (példaul,
HUMALOG® inzulin (Eli Lilly Co.), Lysl328 inzulin, Pro®? inzulin, vagy Asp®?® inzulin
vagy azok, amelyek példaul az US 5.149.777 sz. és 5.514.646 sz. amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi iratokban vannak leirva), vagy azok fiziolégiailag aktiv fragmentumai;
inzulinnal rokon peptidek (C-peptid, GLP-1, inzulinszerii ndvekedésifaktor (IGF-1), vagy
IGF-1/IGFBP-3 komplex) vagy azok analdgjai vagy fragmentumai; ergoset; pramlintid,
leptin; BAY-27-9955; T-1095; inzulinreceptor tirozinkinaz aktivitdsat gatlok antagonistai;
TNF-a funkcidjanak antagonistai; ndvekedési hormont felszabadité dgensek; amilin vagy
amilin elleni antitestek; inzulinnal szembeni érzékenységet biztosité anyagok, mint példaul
a glitazon csalad vegyiiletei, ideértve az US 5.753.681 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli
szabadalmi iratban leirtakat, mint példaul troglitazon, pioglitazon, englitazon, és rokon
vegyiiletek; Linalol 6nmagdban vagy E vitaminnal [US 6.187.333 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi irat]; inzulinszekréciot fokozok, példaul nateglinid (AZ-4166),
kalcium (2S)-2-benzil-3-(cisz-hexahidro-2-izoindolinilkarbonil)propionat dihidrat
(mitiglinid, KAD-1229), és repaglinid; szulfonilurea drogok, példaul acetohexamid,
klorpropamid, tolazamid, tolbutamid, glikopiramid és ennek ammoéniumséja, glibenklamid,
glibornurid, gliklazid, 1-butil-3-metanilurea, karbutamid, glipinamid, fenbutamid,
tolciklamid, glimepririd, stb.; biguanidok (példaul, fenformin, metformin, buformin, stb.);
a-glitkozidazt gatlok (mint példaul, akarbdz, voglibéz, miglitol, emiglitat, stb.), és olyan
nem tipikus kezelések, mint hasnyalmirigy-transzplanticié vagy autoimmun reagensek.

A leirds szerinti értelemben, a ,,fogyasztoszer” kifejezés elhizottsag kezelésére
vagy megel6zésére alkalmas molekulat jelent. Ilyen molekuldk k6zé tartoznak, példaul,
hormonok (katekolaminok, gliikkagon, ACTH, és IGF-1-el kombinalt n6vekedési hormon);
az Ob fehérje; klofibrat; halogenat; cinkokain; klorpromazin; noradrenerg neuro-
transzmittereken haté étvagycsokkentd drogok, mint példdaul mazindol és fenetilamin-
szarmazékok, példaul fenilpropanolamin, dietilpropion, fentermin, fendimetrazin,

benzfetamin, amfetamin, metamfetamin, és fenmetrazin; szerotonin neurotranszmittereken
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hat6 drogok, mint példaul fenfluramin, triptofan, 5-hidroxitriptofan, fluoxetin, és sertalin;
kozponti idegrendszerre haté drogok, mint példaul naloxon, neuropeptid-Y, galanin,
kortikotropin felszabadulast kivalté hormon, és kolecisztokinin; kolinerg agonistak, példa-
ul piridostigmin; szfingolipidek, példaul lizoszfingolipid vagy annak szarmazéka;
termogén drogok, példaul tiroid hormon; efedrin; B-adrenerg agonistdk; az emésztérend-
szert befolyasolo drogok, mint példaul enzimgatlék, példaul tetrahidrolipostatin, emészthe-
tetlen élelmiszerek, mint példaul cukorpolimerek, és a gyomor iriilését gatlok, mint példa-
ul treo-klorocitromsav vagy ennek szarmazékai; [-adrenerg agonistdk, mint példaul
izoproterenol €s yohimbin; aminofillin a yohimbin -adrenerg-szerii hatdsainak fokozasa-
ra, oj-adrenerg gatld drog, mint példdul klonidin 6nmagaban vagy ndvekedési hormont
felszabadité peptiddel kombinadlva; vékonybélbél torténd felszivodast megakadalyozé dro-
gok, példaul biguanidok, példaul metformin és fenformin; eltelitédést okozd anyagok, pél-
daul metilcellul6z; metabolizmust gatld szerek, példaul hidroxicitrat; progeszteron;
kolecisztokinin-agonistdk; ketoacidokat utdanz6 kisméretli molekuldk; kortikotropint fel-
szabaditdo hormon agonistai; a test zsirraktdrait csokkentd, ergot-eredetii, prolaktint gatlo
vegyiiletek [US 4.783.469 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat (1988. no-
vember 8.)]; B3-agonistak; bromokriptin; az opioid peptidek antagonistai; neuropeptid-Y
antagonistai; a gliikokortikoid receptor antagonistdi; a névekedésihormon antagonistai;
ezek kombinacioi, stb.

A leiras szerinti értelemben, az ,,inzulin” kifejezés jelent barmely és minden inzu-
linhatasii anyagot, mint példaul borju- és sertés-hasnyalmirigyb6l kivont inzulin,
félszintetikus emberi inzulin, amelyet sertés-hasnyalmirigyb6l kivont inzulinb6l
enzimatikus uton szintetizaltak, és génsebészeti uton, jellemzden, E. coli vagy éleszté al-
kalmazasaval szintetizalt emberi inzulin. Tovabba, inzulin lehet még a kériilbeliil 0,45-
0,9% (w/w) cinket tartalmazé inzulin-cink komplex, cinkkloridbdl, protamin-szulfatbdl és
inzulinbdl eldallitott protamin-inzulin-cink, stb. Az inzulin lehet inzulinfragmentumok
vagy szarmazékok — példaul INS-1 — formajaban. Inzulinok k6zé tartozhatnak tovabba
inzulinszerd anyagok, mint példaul 183281 és inzulinagonistak. Bar az inzulin kiilénféle
tipusokban létezik, mint példaul szupergyorsan hatd, azonnal hatd, kétféleképpen hato,
kdzepesen hatd, hosszu hatéstartamy, stb. a megfelel6 tipust a paciens éllapota szerint va-
lasztjuk ki.

A leiras szerinti értelemben, a ,,Dkk-1 vagy ,,Dickkopf-1” a WO 99/46281 sz.

nemzetkozi kozzétételi iratban (1999. szeptember 16) és Glinka és munkatarsai [Glinka és
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mtsai., Nature 391, 357-362 (1998)] altal leirtak szerinti tulajdonsagokat és jellemzdket

mutaté, Wnt inhibitor. A WO 99/46281 sz. nemzetkozi kézzétételi iratban, az emberi Dkk-
1-et PRO1008-nak, az azt kodoldo DNS-t pedig DNA57530-nak nevezik. E talalmany tér-
gyat képezi barmely eml6sfajbdl — ideértve a ragcsalokat, juhot, borjut, sertést, 16félét,
ebet, macskat, nem emlés féemlGst és emberbdl - szdrmazo, nativ szekvencidja Dkk-1,
kiilonosen az emberi Dkk-1. E taldlmany targyat képezik tovabba barmely emldseredet(i
Dkk-1 nativ szekvenciajanak antagonistaja, de elényosen ragcsalo, borju, sertés, eb, macs-
ka, 16féle, nem emberi f6emlds, vagy emberi eredetli Dkk-1, legelénydsebben emberi Dkk-
1 antagonistak.

A leiras szerinti értelemben, a ,terapias készitmény” Dkk-1-et vagy Dkk-1
antagonistat és gydgyaszatilag elfogadhaté hordozét, példaul vizet, asvanyi anyagokat,
fehérjéket, vagy a szakember szamara ismert mas adalékanyagokat tartalmazé készitmény.

A leiras szerinti értelemben, a taldlmany oltalmi korében az ,,antagonista”, Dkk-1
antagonista”, és hasonlok koz¢ tartozik barmely molekula, amely Dkk-1-el kdlcsénhatasba
1ép és interferal annak mitkodésével vagy a Dkk-1 valamely relevéns aktivitsat, barmilyen
médon — kezelni kivantaktol figgéen - blokkolja vagy semlegesiti. Megakadalyozhatja a
Dkk-1 és annak egy vagy tobb receptora kozotti kdlcsonhatast. Ilyen agens hatasat kiilon-
féle modon fejtheti ki. Példaul, a Dkk-1 aktivitasat ,,semlegesitd” antagonista-osztaly meg-
feleld affinitassal és specificitassal kotédik a Dkk-hez a Dkk-1 aldbbiakban leirt gatlasa
céljabol. A Dkk-1-et ,,megktd” antitest olyan, amely ehhez az antigénhez megfeleld affi-
nitassal képes kotédni, igy az antitest terdpids dgensként alkalmas a Dkk-1-et expresszalo
sejtek célbavételére.

Ezen antagonista-csoportba tartoznak, példaul, Dkk-1 elleni antitestek vagy azok
Dkk-1-el reaktiv részei, Dkk-1 receptorok vagy azok Dkk-1-el reaktiv részei, vagy barmely
mas, Dkk-1-t megkétni képes ligandum. A kifejezésbe tartozik barmely olyan agens, amely
interferal a dkk-1 mRNS, vagy Dkk-1 fehérje tultermelédésével vagy legalabb egy Dkk-1
receptort antagonizal. Ilyen antagonista lehet kiméra hibrid form4jaban, amelyben alkal-
masan kombinaltuk az agens funkcidjat a szérumban a terapids agens fél-életidejét noveld
hordozofehérjével vagy fajok kozotti toleranciat biztositd fehérjével. Ennélfogva, az ilyen
antagonistdk ko6zé tartoznak példaul bioorganikus molekuldk (példaul, peptid-
mimetikumok), antitestek, fehérjék, peptidek, glikoproteinek, glikopeptidek, glikolipidek,
poliszaccharidok, oligoszaccharidok, nukleinsavak, gydgyaszati 4gensek és azok
metabolitjai, transzkripciondlis és transzlacios szabalyoz6 szekvencidk, és hasonldk. A

talalmany elényds megvalositasi médjaban, az antagonista olyan antitest, amely Dkk-1-et
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megkotd és annak sajat receptoraval valo kolcsonhatdsat megakadalyozé kivénatos tulaj-
donsagokkal bir.

A leiras szerinti értelemben, a ,,semlegesit” és az ,,aktivitasat semlegesiti” kifeje-
zések jelentik, példaul, a Dkk-1 aktivitidsanak blokkolasat, megakadalyozasat, csokkenté-
sét, ko6zombositését, vagy a Dkk-1 barmilyen mechanizmus Utjan t6rténd hatastalanitasat.
Ennek kovetkeztében, az antagonista megakadalyozhatja a Dkk-1 aktivalasahoz sziikséges
kotddési eseményt. Példdul, a semlegesitd antitest gatolhatja vagy csokkentheti a Dkk-1
Dkk-1-receptorral valé koélesonhatasba 1épési képességét. Esetleg, a semlegesitd antitest
gatolhatja vagy csokkentheti a Dkk-1 Dkk-1-receptor jelatviteli itvonalét gatlé képességét.
Dkk-1 aktivitasi immunvizsgalatban — mint példaul azok, amiket a leirasban emlitettiink - a
semlegesitd antitest képes lehet immunspecifikusan k6toédni a Dkk-1-hez. A talalmany
szerinti ,,semlegesito antitestre” jellemz6, hogy funkciondlis aktivitdsat in vitro és in vivo is
megtartja.

A leiras szerinti értelemben, az ,,antitest” kifejezést a legszélesebb értelemben al-
kalmazzuk, és intakt monoklonalis antitesteket, poliklonalis antitesteket, - legaldbb két
intakt antitestbdl kialakitott - multispecifikus antitesteket (példaul bispecifikus antiteste-
ket), és — a kivant bioldgiai aktivitast mutatd - antitest-fragmentumokat foglal specifikusan
magaba.

A leiras szerinti értelemben, a ,,monoklonalis antitest” lényegében homolédg anti-
test-populdciébdl — azaz a populéciét alkoté egyedi antitestek, a nyomokban jelenlévo,
természetben el6forduld lehetséges mutédcidktol eltekintve, azonosak - nyert antitestet je-
lent. A monoklonalis antitestek igen specifikusak, és egyetlen antigén-hely ellen iranyul-
nak. Tovabba, a kiilonféle determinansok (epitopok) ellen irdnyuld antitesteket tartalmazé
poliklonalis antitest-készitményekkel szemben, minden egyes monoklonalis antitest az
antigénen 1év6 egyetlen determinéns ellen iranyul.

Specifikussaguk mellett, a monoklonalis antitestek azért is elénydsek, mert mas
antitestek altali kontaminaciotol mentesen szintetizalhatok. A ,,monoklonalis” médositoszd
az antitest azon jellemzOjére vonatkozik, hogy az antitest lényegében homoldg antitest-
populédciobol szarmazik, és a kifejezést nem szabad gy értelmezni, mintha az az antitest
barmilyen konkrét eljards alkalmazasaval torténd eldéllitasat kovetelné meg. Példaul, a
taldAlmany vonatkozasaban alkalmazasra keriilé6 monoklondlis antitesteket elkészithetjiik a
Kohler és munkatarsai 4altal eldszor leirt [Kohler €s mtsai., Nature 256, 495 (1975)]
hibridéma eljarassal, vagy eldallithatjuk rekombinians DNS eljarasokkal [példaul, US

4.816.567 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat]. A ,,monoklonalis antitestek”
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izolalhat6k fAgantitest-kényvtarakbol példaul a Clackson és munkatarsai [Clackson és
mtsai., Nature 352, 624-628 (1991)] és Marks és munkatarsai altal leirt eljdrassal [Marks és
mtsai., J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991)].

A monoklonalis antitestek, €s az ilyen antitestek fragmentumai kézé kiilonosen
olyan ,kiméra” antitestek tartoznak, amelyekben a nehéz- és/vagy konnyiilanc egy része
azonos vagy homolég egy adott fajbdl szarmazo antitest megfeleld szekvencidival, vagy
egy konkrét antitest-osztilyba vagy —alosztalyba tartozik, mig a lanc(ok) tobbi része egy
masik fajbdl szarmazo antitest megfeleld szekvencidival azonos vagy homolog vagy egy
masik konkrét antitest-osztalyba vagy —alosztalyba tartozik, amennyiben a kivant biolégiai
aktivitast mutatjdk [US 4.816.567 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat;
Morrison és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851-6855 (1984)]. A kérdéses kiméra
antitestek k6zé tartoznak ,,foemlésitett” antitestek, amelyek nem emberi {6emldsbdl (pél-
daul, Ovilagi majmok, emberszabasi majmok, stb.) szarmazé varidbilis domén
antigénkoté-szekvencidkat és emberi konstans régiobol szarmazé szekvenciakat tartalmaz-
nak.

Az ,antitest-fragmentumok” intakt antitest egy adott részét, eldnydsen annak anti-
gént kotd vagy variabilis régidjat tartalmazza. Antitest-fragmentumok koz¢é tartoznak, pél-
daul, Fab, Fab’, F(ab’),, és Fv fragmentumok; diatestek; linearis antitestek, egyszal anti-
test-molekulak; antitest-fragmentumokbdl készitett multispecifikus antitestek.

,JIntakt antitestnek™ nevezziik az olyan antitestet, amely antigént k6t6 variabilis
régiot, konnyllanc-eredetii konstans domént (Cp) ¢és nehézlanc-eredetii konstans
doméneket (Cyl, Cy2 és Cy3) tartalmaz. A konstans domének lehetnek nativ szekvencia-
bS]l szarmazo6 konstans domének (példaul, emberi nativ szekvenciabdl szarmazd konstans
domének) vagy azok aminosavszekvencia-valtozata. E16ny0s, ha az intakt antitestnek egy
vagy tobb effektor funkcidja van.
ji Fc régio, vagy Fc régio aminosav-szekvencidjanak variansa) tulajdonithaté biologiai
aktivitast jelent. Antitestek effektor funkciodja lehet példaul Clq kotés; komplementtdl fiig-
gd citotoxicitas; Fc receptorhoz valé kotodés; antitesttdl fiiggd, sejtek altal kozvetitett
citotoxicitas (ADCC); fagocitdzis; sejtfelszini receptorok (példaul, B-sejt receptorok;
BCR) cs6kkentd szabalyozésa, stb.

A nehézlancok konstans doménjének aminosav-szekvencidjtél fiiggéen, az intakt
antitesteket kiilonféle ,,osztalyokba™ sorolhatjuk. Az intakt antitesteknek 6t f6 osztilya

létezik: IgA, IgD, IgE, IgG, és IgM, és ezek koziil sokat tovabbi ,alosztalyokba”
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(izotipusokba” sorolhatunk, példaul IgG1, IgG2, IgG3, IgG4, IgA és IgA2. Az antitestek
kiilonboz6 osztalyainak megfelel6, nehézlanc-eredetii konstans doméneket a., 6, €, y, és p
betiikkel — megfeleléen — jelezhetjiik. A kiil6nb6z6 immunglobulin-osztalyok alegység-
szerkezetei és harom-dimenzids konfiguracioi j6l ismertek.

A nativ antitestek” &ltalaban, koriilbeliil 150.000 dalton tomegii, heterotetramer
glikoproteinek, amelyeket két, egymassal azonos konnyiildnc (L) és két, egyméssal azonos
nehézlanc (H) alkot. Az egyes konnytilancok egyenként kovalens diszulfid-k6téssel kap-
csolédnak egy nehézlanchoz, azonban a kiilonb6z6 immunglobulin-izotipusok nehézldncai
kozott a diszulfid-kotések szama valtozik. Minden egyes nehéz- €s konnyiilancban szaba-
lyosan elhelyezkedd lanckozti diszulfid-hidak vannak. Minden egyes nehézlanc egyik vé-
gén variabilis domén (Vy) és az azt kovetd szdmos, konstans domén taldlhat6. Minden
egyes konnyiilanc egyik végén varidbilis domén (Vp), a mésik végén pedig konstans
domén talalhatd. A kénnytilanc konstans doménje a nehézlanc konstans doménjével rende-
z6dik. Konkrét aminosavakrél véljiik azt, hogy a nehézlanc-eredetii és konnyilanc-eredeti
variabilis domének kozott hatarfeliiletet alkotnak.

A leiras szerinti értelemben, a ,,variabilis” kifejezés jelenti azt a tényt, hogy a va-
riabilis domének bizonyos részeinek szekvenciai nagymértékben kiilénboznek az antitestek
kozott, és ezek vesznek részt az egyes konkrét antitesteknek a hozzajuk rendelhetd konkrét
antigénekkel szembeni specifikussagaban és az antigének megkotésében. Azonban, a vari-
abilitds nem egyenletesen oszlik el az antitestek variabilis doménjén beliil. A variabilitas
harom szegmentumra, a konnyllanc ¢és a nehézlanc varidbilis doménjén beliili
hipervariabilis régiénak nevezett szakaszra koncentralédik. A varidbilis régié magasabban
konzervalt részeit nevezziik vaz (framework) régioknak (FR-ek). A nativ nehéz- és kony-
nytilancok mindegyike négy FR-et tartalmaz, amelyek nagyjabol B-lemez konfiguracidoban
vannak. Az FR-eket harom hipervariabilis régi6 koti dssze, amelyek a kotéshez hurkokat
alkotnak, és bizonyos esetekben a [-lemezszerkezetnek is részét képezik. Az egyes lan-
cokban a hipervariabilis régiokat az FR-ek tartjak kozeli szomszédsagban és a masik lanc
hipervariabilis régidival egyiitt alakitjak ki az antitestek antigénkoté-helyét [Kabat és
mtsai., Sequences of Proteins of Immunological Interest, kiad.: Public Health Service,
National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)]. A konstans domének kézvetleniil

nem vesznek részt az antitest antigén-ko6tésében, de kiilonféle effektor funkciokat mutat-

nak.
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A leiras szerinti értelemben, a ,.hipervariabilis régié” kifejezés egy adott antitest-
nek az antigén megkotéséért felelés aminosavait jelenti. A hipervariabilis régié altalaban
egy adott ,.komplementaritast meghatarozé régié” vagy ,,CDR” aminosavait (példaul, 24-
31. (L1), 50-56. (L2) és 89-97. aminosavak (L3) a kénnytilanc variabilis doménjében, és
31-35. (H1), 50-65. (H2) és 95-102. aminosavak (H3) a nehézlanc varidbilis doménjében
[Kabat és mtsai., Sequences of Proteins of Immunological Interest, kiad.: Public Health
Service, National Institutes of Health, Bethesda, MD (1991)]) és/vagy egy adott
yhipervariabilis hurok” aminosavait (példaul, 26-32. (L1), 50-52. (L2) és 91-96. aminosa-
vak (L3) a konnytlanc variabilis doménjében, és 26-32. (H1), 53-55. (H2) és 96-101. ami-
nosavak (H3) a nehézlanc variabilis doménjében [Chothia és Lesk, J. Mol. Biol. 196, 901-
917 (1987)]) tartalmazza. A ,,vazrégiot” vagy ,,FR-t” aminosavai a variabilis domént alko-
to, az itt meghatdrozott hipervariabilis régioba tartoz6 aminosavak melletti, aminosavak.

Antitesteket papainnal végzett emésztése két azonos, ,,Fab” fragmentumnak neve-
zett, antigénkoté-fragmentumot eredményez, amelyek mindegyikén egyetlen antigénkotd-
hely van, €s a maradék ,,Fc” fragmentumot eredményez, amelynek neve a konnyii krista-
lyosithatosdgéra utal. A pepszinnel végzett kezelés hatdsara F(ab’), fragmentum keletke-
zik, amelynek két antigénkotd-helye van és antigénnel torténd keresztkotésre tovabbra is
képes.

Az ,)Fv” olyan, minimadlis antitest-fragmentum, amely komplett antigénfelismer6-
helyet és antigént k6t helyet tartalmaz. E régié egymassal szorosan, nem kovalens tton
kapcsol6do egy nehézlanc és egy kénnyiilanc alkotta dimerbél all. E konfiguracidban az
van hogy, az egyes variabilis domének harom hipervariabilis régioja kolcsonhatisba lepve
antigénkdtd-helyet hatéroz meg a V-V dimer felszinén. A hat hipervariabilis régi6 egyiit-
tesen antigénkotd-specificitst biztosit az antitestnek. Azonban, mér egyetlen variabilis
domén (vagy csak harom, egy adott antigénre specifikus hipervariabilis régiét tartalmazé
Fv fele) rendelkezik azzal a képességgel, hogy antigént ismerjen fel és megkdsson, bar ez
esetben az affinitds alacsonyabb, mintha meglenne a teljes ktéhely.

A Fab fragmentum emellett tartalmazza a kénnytlanc konstans doménjét és a ne-
hézlanc elsé konstans doménjét (CH1). A Fab’ fragmentumok abban kiilonb6znek a Fab
fragmentumoktol, hogy a nehézlanc CHI doménjének C-termindlisan néhany aminosavval
tobbet - igy az antitest csuklorégiojabol szarmazo egy vagy tobb ciszteint — talalunk. Fab’-
SH-nak nevezziik az olyan Fab’-ot, amelyben a konstans régiékbol szarmazé cisztein ami-

nosav(ak) legalabb egy tiolcsoportot hordoznak. F(ab’), antitest-fragmentumokat eredeti-
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leg olyan Fab’ fragmentumpdarként allitottak eld, amelyek k6zott csuklét alkotd ciszteinek
vannak. Antitest-fragmentumok mas, kémiai ton t6rténé kapcsoldsa szintén ismert.

Barmely gerinces fajbol szarmazo antitestek ,.konnytilancait™ két vagy tobb, egy-
értelmiien elkiilonithetd tipusba, a kappa (k) €s lambda (L) tipusba, sorolhatjuk azok kons-
tans doménjeinek aminosav-szekvencidja alapjan.

,»Egyszalu Fv” vagy ,,scFv” antitest-fragmentumok tartalmazzak az antitest Vi és
VL doménjeit, ahol e domének egyetlen polipeptid-lancként vannak jelen. Elényds, ha az
Fv polipeptid tartalmazza a Vy és V. domének kozotti polipeptid-linkert, amely lehetévé
teszi, hogy az scFv kialakitsa az antigén-kotéshez kivanatos szerkezetet [az scFv-vel kap-
csolatban lasd: Pliickthun, The Pharamacology of Monoclonal Antibodies, 269-315, szerk:
Rosenburg és Moore, kiad.: Springer-Verlag, New York (1994)].

A leiras szerinti értelemben, a ,,diatestek” kifejezés két antigénko6ts-helyet tartal-
mazo6, kis antitest-fragmentumokat jelent, amelyek nehézlanc-eredetii variabilis domént
(Vu) és az ahhoz kapcsolva konnyiilanc-eredetii varidbilis domént (Vi) tartalmaznak
ugyanabban a polipeptid-lancban (Vy-Vy). Ugyanazon lancon beliili két domén parba ren-
dez8déséhez nem elégendé hossziisagi linker alkalmazasaval, a doménokat arra kénysze-
ritjiik, hogy egy masik lanc komplementer doménjaval alkossanak part, és igy két
antigénkotd-helyet alakitsanak ki [részletesebben lasd, példaul: EP 404.097 sz. eurdpai
kozzétételi irat; WO 93/11161 sz. nemzetkodzi kozzétételi irat; Hollinger és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448 (1993)].

A nem emberi (példaul rdgcsaloeredetii) antitestek ,,humanizalt” formai olyan ki-
méra antitestek, amelyek nem emberi immunglobulinbdl szarmazé minimadlis szekvenciat
tartalmaznak. A legtobb esetben, a humanizilt antitestek olyan emberi immunglobulinok
(befogad6 antitest), amelyekben a befogadd hipervariabilis régi6jabol szarmazé aminosa-
vakat nem emberi faj — példaul, egér, patkdny, nyul, nem emberi féemlés — megfeleld
specificitasi, affinitdsu és kapacitasu antitestiének (donor antitest) hipervariabilis régiéja-
bdl szarmazo6 aminosavakkal helyettesitettiik. Bizonyos esetekben, az emberi immunglobu-
linok vazrégidjat (FR) alkoté aminosavakat helyettesitjiik a megfelels, nem emberi eredetii
aminosavakkal. Tovabba, a humanizlt antitestek tartalmazhatnak a befogadé antitestben
vagy a donor antitestben nem taldlhaté aminosavakat. E médositasokat az antitest teljesit-
képességének javitasa céljabol végezziik. Altaldban, a humanizalt antitest tartalmaz leg-
alabb egy, jellemzden két, variabilis domént teljes egészében, amelyben lényegében min-
den hipervariabilis hurok a nem emberi immunglobulinon 1évé hurkoknak, és lényegében

minden FR a nem emberi immunglobulin-szekvencian 1évé FR-nek felel meg. A humani-
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zalt antitest, igény szerint, tartalmazhatja egy adott immunglobulin, jellemzéen emberi
immunglobulin, konstans régidjanak (Fc) legaldbb egy részét [részletesebben lasd: Jones és
mtsai., Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann és mtsai., Nature 332, 323-329 (1988);
Presta, Curr. Opin. Struct. Biol. 2, 593-596 (1992)].

A leiras szerinti értelemben, a ,,minta” kifejezés, Dkk-1-et feltehetden tartalmazo
vagy azt tartalmazé biolégiai mintit jelent. E minta lehet barmilyen eredetii, elénydsen
emlds, és még eldnydsebben emberi eredetii. Ilyen mintak k6zé az alabbiak tartoznak: vi-
zes folyadékok, példaul szérum, plazma, nyirok, szinovialis folyadék, follikularis folyadék,
szeminalis folyadék, tej, teljes vér, vizelet, cerebrospinalis folyadék, nyal, kopet, konny,
verejték, nyalka, szdvettenyészetbdl szarmazé feliilisz6, szévetkivonatok, és sejtkivona-
tok.

A leiras szerinti értelemben, a ,,transzgén” kifejezés olyan nukleinsav-szekvenciat
jelent, amely részben vagy teljes egészben heterolég — azaz idegen — abban az 4llatban,
amelybe azt bevitték, vagy homol6g annak a transzgénikus allatnak egy adott endogén
génjével, amely allatba a kérdéses szekvencit bevitték, de amelyet igy terveztek bevinni,
vagy ugy vittek be az 4llat genomjdba, hogy az megvaltoztatta annak a sejtnek a genomjat,
amelybe bevitték (példaul, a gén természetes helyétdl eltéré helyre illesztették be). Transz-
gént lehet miikodéképesen kapcsolni egy vagy tobb, transzkripcionalis szabalyozé szek-
vencidhoz vagy barmely mas, egy adott nukleinsav optimalis expressziéjdhoz sziikséges
nukleinsavhoz, példaul intronokhoz. A leirasban a transzgén Dkk-1-et kodol.

A leiras szerinti értelemben, a ,,dkk-I nukleinsavat tilexpresszald, nem emberi
transzgénikus allat” olyan nem ember allatot, példaul ragcsalot, jelent, amelynek szamos
sejtjében jelen van a Dkk-1-et kddold transzgén, amely transzgén a vérben a gliikoziiriilést,
a vérben a kering6 inzulint, izomregenraciét, vagy inzulinrezisztenciaval kapcsolatos mas
tulajdonsagokat, hipoinzulinémiét, és/vagy izom-helyreallitast illetden megvéltoztatja a
gazdasejt fenotipusat.

A leiras szerinti értelemben, a ,,dkk-1 nukleinsavat tulexpresszald, nem emberi,
bindris transzgénikus allat” olyan nem ember allatot, példaul ragcsalot, jelent, amelyben a
Dkk-1 egy adott transzgénnel torténdé kolcsonhatdsa szabdlyozza a génexpresszidt. Ezen
kélcsonhatasokat allati tenyészvonalak (példaul, ragesald, példaul egérvonalak) kereszte-
zésével, vagy exogén indukdloszer hozzaadasaval vagy eltavolitasaval szabalyozhatjuk.
Illyen szabalyozott génexpresszio, tomeg- €s zsirtartalom-indikatorok, a vérben keringé
inzulin, vagy mas, elhizassal €s hiperinzulinémidval kapcsolatos tulajdonsagok tekinteté-

ben megvaltoztatja a gazdasejt fenotipusat.
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Az alabbiakban a taldlméany néhany konkrét kivitelezési modjat mutatjuk be.

A talalmany targyat inzulinnal szembeni rezisztencia és hipoinzulinémia diag-
nosztizalasara és kezelésére szolgalo tijszerii eljarasok képezik, amelyek a Dkk-1-et meg-
kotd, és eldnydsen annak aktivitasat semlegesité antagonistakon alapulnak.

Tovéabba, Dkk-1-et 6nmagaban is alkalmazhatunk elhizottsag és hipoinzulinémia

kezelésére.
Raadasul, izomregeneralasra €s izom-helyreallitasra szolgalo eljarasokban Dkk-1

antagonistakat alkalmazunk.

Ezért, a taldlmany targyat szamos in vitro és in vivo diagnosztikai €s terapias
helyzetekben alkalmazhato eljarasok képezik.

A Dkk-1 szarmazhat barmely forrasbol, és eldallithatjuk barmely eljarassal, ide-
értve a fentiekben emlitett eljarasokban leirtakat is, igy példaul rekombinans eldallitassal
vagy aminosav-szintézissel feltéve, hogy annak szekvencidja elhizottsag vagy
hiperinzulinémia kezelésében hatékonyan alkalmazhato.

Az antagonista lehet antitest, elonydsen monoklonalis antitest, és a Dkk-1 vagy
dick-1 mRNS termelédésének elnyomasara kepes molekula. Antagonista-jellteket tesztel-
hetiink hatékonysagra nézve, példaul az itt leirt vizsgalati eljarasok alkalmazasaval, ideért-
ve azt is, hogy az antagonista-jeldlteknek a keringd Dkk-1 szintek csokkentésére gyakorolt
hatasat ELISA vizsgalattal mérjik. Az alabbiakban, a talalmannyal kapcsolatos mono-
klonalis antitestek eldallitasara példaként szolgal6 eljarasokat irunk le.

Poliklonalis antitesteket elénydsen elééllithatunk allatokban a relevans antigén €s
valamilyen adjuvins tobbszords szubkutan (sc) vagy intraperitonealis injektalasaval. Al-
kalmas lehet, ha a relevans antigénhez polihisztidin toldalékot vagy az immunizalasra szant
fajban immunogén fehérjét- példaul, kiirtéscsiga-eredeti hemocianint, szérumalbumint,
borjueredetii tiroglobulint, vagy sz0jabol szarmazo tripszininhibitort — konjugaltatunk
bifunkcionalis vagy derivatizal6 agens — példaul, maleimidobenzoil szulfoszukcinat észter
(ciszteineken keresztiil torténd konjugalashoz), N-hidroxiszukcinimid (lizineken keresztiili
konjugalashoz), glutaraldehid, szukcininsav anhidrid, SOCl,, vagy R'N=C=NR, ahol R és
R! kiilsnféle alkilcsoportok — alkalmazasaval.

Allatokat immunizalhatunk az antigén, immunogén konjugatumok, vagy szdrma-
zékok ellen tgy, hogy, példaul, 100 pg (nyulnal) vagy 5 pg fehérjét vagy konjugatumot
(egémél) haromszoros térfogat Freund-féle komplett adjuvanssal kombinalunk és az olda-
tot t5bb helyen intradermalisan injektaljuk. Egy honappal késdbb az allatoknak az eredeti-
leg beadott peptid vagy konjugatum mennyiségének 1/5-1/10-ét tartalmazd Freund-féle
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komplett adjuvénssal rasegité oltast adhatunk t6bb helyen végzett szubkutan injektalassal.
Hét vagy 14 nappal késobb az éllatokbol vérmintat vehetiink és a szérumot antitest-titerre
nézve vizsgaljuk. Az allatoknak tovabbi rasegit6 oltdsokat adhatunk, amig a titer a maxi-
malis szintet el nem éri. A talalmany egyik megvaldsitasi médjaban, az dllatoknak beadott
rasegito injekcidban a konjugatum ugyanazt az antigént, de mds fehérjéhez és/vagy az an-
tigént mas keresztkotd reagens utjan kapcsolva tartalmazza. Konjugatumokat rekombinans
sejttenyészetben fiizios fehérjeként is el6allithatunk. Tovabbd, aggregicids dgensek, mint
példaul alum, is alkalmazhat6 az immunvalasz fokozaséra.

Monoklonalis antitesteket lényegében homogén antitestek — azaz a populdciot al-
kotd egyedi antitestek, a természetben felteheten eléforduld, kis mennyiségili mutacioktol
eltekintve, azonosak - populacidjabol allithatunk eld. fgy, a ,,monoklonalis” moédositoszo
azt jelzi, hogy az antitestre jellemz tulajdonsidg nem kiilénallé antitestek keverékének
kovetkezménye.

Péld4ul, monoklonalis antitestek eléallithatok a Kohler és Milstein éltal els6ként
leirt hibridéma-eljarassal [Kohler és Milstein, Nature 256, 495-497 (1975)], vagy
rekombinans DNS eljarasokkal [US 4.816.567 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi irat].

A hibridéma eljarasban egeret vagy mas alkalmas gazdaallatot, példdul h6rcsogot,
a fentiekben leirtak szerint immunizalunk az immunizéldsra alkalmazott fehérjét specifiku-
san megkoto antitesteket termel6 azt termelni képes limfocitak eldallitasa céljabol. Esetleg,
limfocitékat in vitro is immunizalhatunk. Azutan, a limfocitidkat megfelelé fuzids agens,
példaul polietilén-glikol, alkalmazéasaval mieléma sejtekkel fuzionaltatjuk hibridoma sejtek
kialakitasa céljabol [Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and Practice, 59-103, ki-
ad.: Academic Press (1986)].

Az igy eléallitott hibridoma sejteket atoltjuk és alkalmas, elénydsen egy vagy
tobb, a nem fuzionalt, parentalis mieloma sejtek szaporodasat vagy tulélését gatlé anyagot
tartalmazd - tdpoldatban szaporitjuk. Példaul, ha a parentélis mieléma sejtekbdl hianyzik a
hipoxantin-guanin-foszforibozil-transzferdz enzim (HGPRT vagy HPRT), a hibridémak
tenyésztésére alkalmazott tapoldat jellemzdéen hipoxantint, aminopterint, és timidint tartal-
maz (HAT tapoldat), amely anyagok megakadalyozzdk a HGPRT-re nézve hianyos sejtek
szaporodasat.

Elénydsek az olyan mieléma sejtek, amelyek hatékonyan fuziondlnak, el6segitik a
kivalasztott antigén-termeld sejtek stabil, magas szintii antigén-termelését, és érzékenyek

az olyan tapoldatokra, mint amilyen a HAT. Ezek koziil elonyés mieloma sejtvonalak az
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alabbiak: egéreredeti mieldoma sejtvonalak, mint példaul a MOPC-21 és MPC-11
egértumorokbdl szarmazé sejtek (Salk Institute Cell Distribution Center, San Diego,
California, USA), és az SP-2 vagy X63-Ag8-653 sejtek (American Type Culture
Collection, Manassas, VA, USA) Emberi mieléma és egér-emberi heteromieléma sejtvona-
lakat is leirtak mar az emberi monoklonalis antitestek el6allitasara [Kozbor, J. Immunol.
133, 3001 (1984); Bordeaur és mtsai., Monoclonal Antibody Production Techniques and
Applications, 51-63, kiad.: Marcel Dekker, Inc., New York (1987)].

Tapoldatot, amelyben hibridéma sejtek szaporodnak, az antigén elleni
monoklonalis antitestek termel6désére nézve vizsgalunk. Elonyé6s, ha a hibridoma sejtek
altal termelt monoklonalis antitestek kotési specificitasat immunprecipitaciéval vagy vala-
milyen in vitro k6tési vizsgélattal, mint példaul radioimmunolégiai vizsgalattal (RIA) vagy
enzimmel kapcsolt immunszorbens-vizsgalattal (ELISA), meghatarozzuk.

A monoklonalis antitest kotési specificitisat meghatarozhatjuk, példaul, Scatchard
analizissel [Munson és mtsai., Anal. Biochem. 107, 220 (1980)].

Miutan azonositottuk a kivant specificitasn, affinitast és/vagy aktivitasu antiteste-
ket termel6 hibridéma sejteket, a klonokat korlatozott higitasos eljarassal szubklénozhatjuk
és standard eljarasokkal szaporithatjuk [Goding, Monoclonal Antibodies: Principles and
Practice, 59-103, kiad.: Academic Press (1986)]. E célra alkalmas tdpoldatok k6zé tartozik,
példaul, a D-MEM vagy RPMI-1640 tapoldat. Ezenfeliil, a hibridoma sejteket egy adott
allatban képzett ascites tumorként is szaporithatjuk in vivo.

A szubklonok altal szekretalt monoklonalis antitesteket a tapoldattol, ascites fo-
lyadéktdl, vagy szérumtdl alkalmas eljarassal, példaul hagyoméanyos antitest-tisztitasi elja-
rasok — példaul protein A Speharose, hidroxilapatit kromatografia, gélelektroforézis, diali-
zis, vagy affinitaskromatografia - alkalmazéasaval elkiilonitjiik.

A monoklondlis antitesteket kddolé DNS hagyomanyos eljarasokkal (példaul,
egéreredet(i antitestek nehéz- és konnytilancait k6dolé génekhez specifikusan k6tédni ké-
pes oligonukleotid-probak alkalmazasaval) konnyen izolalhaté €s szekvenalhatd. A
hibridoma sejtek elonyos forrasai az ilyen DNS-nek. Az izolalast kovetéen, a DNS-t
expresszios vektorba épithetjiik, amelyet ezutan gazdasejtekbe — példaul, E. coli, majom-
eredetii COS sejtek, kinai aranyhorcség ovariumabdl szarmazo (CHO) sejtek, vagy anti-
test-fehérjéket maskiilonben nem termelé mieléma sejtek — transzfektilhatjuk a
monoklonalis antitesteknek a rekombindns gazdasejtekben t6rténé szintetizaldsa céljabol.

Az antitesteket kodolé DNS baktériumokban térténé rekombinans expresszidjat szamos
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osszefoglal6 targyalja [példaul, Skerra és mtsai., Curr. Opin. Immunol. 5, 256-262 (1993);
Pliickthun, Immunol. Rev. 130, 151-188 (1992)].

A talalmény tovabbi megvaldsitasi mddjaban, monoklonalis antitesteket vagy an-
titest-fragmentumokat izolalhatunk az irodalomban ismert eljarasok [McCafferty €s mtsai.,
Nature 348, 552-554 (1990)] alkalmazasaval generalt antitest-fagkonyvtarakbol. Az iroda-
lomban ismert az egéreredetii [Clackson €s mtsai., Nature 352, 624-628 (1991)] és emberi
antitestek, fagkonyvtarak alkalmazaséaval torténé izoldlasa [Marks és mtsai., J. Mol. Biol.
222, 581-597 (1991)]. Ezt kivetd publikacidk leirjdk a magas affinitdsi (nM tartomény)
emberi antitestek eldallitdsat lancatrendezéssel (,,chain shuffling”) [Marks és mtsai.,
Bio/Technology 10, 779-783 (1992)], €s a nagyon nagy fagkonyvtarak készitésére iranyulo
stratégidban alkalmazott kombinatorikai fert6zéssel és in vivo rekombindcidval
[Waterhouse és mtsai., Nucl. Acid Res. 21, 2265-2266 (1993)]. Igy, ezen eljarasok, a ha-
gyomanyos monoklonadlis antitestek izolaldsara szolgalé hibridoma eljarasok €letképes
alternativai.

A DNS modosithatd, példaul, oly modon, hogy az emberi nehézlanc és konnyii-
lanc konstans doménjeit helyezziik az egéreredetii homolog szekvencidk helyére [US
4.816.567 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat; Morrison €s mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 81, 6851 (1984)], vagy az immunglobulint kddolé szekvencia teljes
egészét vagy egy részét nem immunglobulin-eredetli polipeptidet kodolé szekvencidhoz
kovalensen kapcsoljuk.

Jellemzo, hogy ilyen nem immunglobulin-eredetii polipeptiddel helyettesitjiikk egy
adott antitest konstans doménjeit, vagy egy adott antitest egyik antigén-kombinécids he-
lyének variabilis doménjeit helyettesitjiik olyan, kiméra bivalens antitest készitése céljabol,
amelynek egyik antigén-kombinaciés helye egy adott antigénre, a masik antigén-
kombinacids helye pedig egy masik, az el6z6tol eltérd antigénre specifikus.

Nem emberi antitestek humanizalasara szolgalé eljarasok a technikaban le vannak
irva. Elényos, ha egy adott humanizalt antitest egy vagy tobb, nem emberi forrasbdl szar-
mazd aminosavat tartalmaz. E nem emberi eredetli aminosavakat gyakran nevezik ,,im-
port” aminosavaknak, amelyek jellemzéen egy adott ,,import” varidbilis doménbél szar-
maznak. Humanizalast lényegében a Winter és munkatarsai altal leirt [Jones és mitsali.,
Nature 321, 522-525 (1986); Riechmann és mtsai.,, Nature 332, 323-327 (1988);
Verhoeyen és mtsai., Science 239, 1534-1536 (1988)] eljarasokkal, a hipervariabilis régié
szekvenciainak a megfelelé emberi antitestbdl szairmazd helyettesitésével végezziik. Esze-

rint, az ilyen ,,humanizalt” antitestek kiméra antitestek [US 4.816.567 sz. amerikai egyesiilt
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allamokbeli szabadalmi irat], amelyekben egy adott emberi varidbilis doménnél lényegé-
ben kevesebb részt a megfelel6, nem emberi fajbol szarmazd szekvenciaval helyettesitet-
tiink. A gyakorlatban, a humanizalt antitestek jellemzden olyan emberi antitestek, ame-
lyekben a hipervarabilis régiot és lehetdség szerint az FR régiot alkot6 bizonyos aminosa-
vakbol néhanyat ragcsalderedetii antitestek analég helyébdl szarmazé antitestekkel helyet-
tesitiink.

Az antigenitas csokkentése szempontjabol a humanizalt antitestek készitésére al-
kalmazott emberi, nehéz- és kdnnyiilanc-eredetii variabilis domének kivalasztasa igen fon-
tos. Az Gigynevezett ,,legjobb illesztési” eljaras szerint, a ragcsalderedetii antitest varidbilis
doménjének szekvenciajat szkrineljiikk az ismert emberi varidbilis domének szekvenciait
tartalmazo teljes konyvtar ellen. A ragcsaloéhoz legkozelebb all6 emberi szekvenciat fo-
Immunol. 151, 2296 (1993); Chothia és mtsai., J. Mol. Biol. 196, 901 (1987)]. Egy masik
eljarasban az 6sszes emberi antitest konnyli- vagy nehézlanc alcsoportjanak konszenzus
szekvenciajabol szarmazo vazrégiot alkalmazunk. Ugyanazon vazrégié alkalmazhat6 sza-
mos, kiilonbdzé humanizalt antitestek esetében [Carter és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 89, 4285 (1992); Presta és mtsai., J. Immunol. 151, 2623 (1993)].

Az antitesteket tovabba oly mdodon humanizaljuk, hogy megtartsak az antigénnel
szembeni magas affinitdsukat és mas eldny6s bioldgiai tulajdonsagaikat. Ennek elérésére, a
taldlmany elényos eljarasaban, humanizalt antitesteket dllatunk el6 a parentalis szekvenci-
ak és kiilonféle konceptudlis humanizalt termékek analizisével, amelyben a parentalis és
humanizalt szekvenciak harom-dimenziés modelljeinek alkalmazasaval. Hirom-dimenzids
immunglobulin-elérhetdk és ismertek a szakember szaméra. A kivalasztott immunglobulin-
szekvencidk feltételezett harom-dimenzids konformacios szerkezeteit illusztralasara és
bemutatasara alkalmas szamitégépes programok elérheték. E képek vizsgalata lehetdvé
teszi az aminosavaknak a kérdéses immunglobulin-szekvencia miik6désében betoltott, fel-
tételezett szerepének vizsgalatat, példaul a kérdéses immunglobulinnak az antigénjéhez
val6 kotédésének képességét befolyasolé aminosavak analizisét. Ily médon, a befogad6 €s
import szekvenciakbol olyan FR aminosavakat vélaszthatunk ki, amelyekkel elérhetjiik,
hogy az antitest az altalunk kivéant jellemzékkel, példaul a célbavett antigénnel szembeni
megnovekedett affinitas, rendelkezzen. Altalaban, az antigén megkotésének befolyasolasa-
ban a hipervariabilis régié aminosavai vesznek részt kdzvetleniil és elsésorban.

A taladlmany targyéat a humanizalt antitest vagy affinitas szempontjabol érett anti-

test kiilonféle formdi képezik. Példaul, a humanizalt antitest vagy affinitds szempontjabdl
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érett antitest lehet antitest-fragmentum, mint példaul Fab, amelyet igény szerint egy vagy
t6bb célbajuttaté antigénnel konjugéltatunk immunkonjugatum elballitasa céljabol. Eset-
leg, a humanizalt antitest vagy affinitds szempontjabol érett antitest lehet intakt antitest,
mint példaul intakt IgG1 antitest.

A humanizacié alternativdjaként emberi antitesteket is eldallithatunk. Példaul,
transzgénikus allatokat (példaul egeret) generalhatunk, amely immunizalast kdvetden, az
endogén immunglobulin-termelés hidnyaban, képes termelni az emberi antitestek teljes
repertoarjat. Példaul, leirtak, hogy az antitest nehézlanca kapcsolddasi régiojanak (Ju) ho-
mozigota torlése kiméra és Ossejtvonal tekintetében mutans egerekben, az endogén anti-
test-termelés teljes gatlasit eredményezi. Az emberi Ossejt-eredetli immunglobulin-
génsorozat transzfere ilyen, Gssejtvonal tekintetében mutins egerekbe azt eredményezi,
hogy antigén hatdsara emberi antitestek fognak termelddni [Jakobovits és mtsai., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 90, 2551 (1993); Jakobovits €s mtsai., Nature 362, 255-258 (1993);
Bruggermann és mtsai., Year Immunol. 7, 33 (1993); US 5.591.669 sz. és US 5.545.807 sz.
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok].

Esetleg, fag-kimutatasi eljards [McCafferty és mtsai., Nature 348, 552-553
(1990)] is alkalmazhaté emberi antitestek vagy antitest-fragmentumok, nem immunizalt
donorokbdl szarmazé immunglobulin-eredetii variabilis (V) domént kodolé génrepertoa-
rokbdl kiinduld, in vitro elballitisara. Ezen eljarasban, antitestbdl szarmazé V doméneket
kédolé géneket leolvasasi keretbe klonozunk egy szélas bakteriofdg — mint példaul M13
vagy fd — f6 vagy kisebb burokfehérjéjébe, amelyek a fagrészecske felszinén funkcionalis
antitest-fragmentumként jelennek meg. Mivel a szdlas partikulum tartalmazza a fag
genomjanak egyesszali DNS-kopidjat, az antitest funkcionalis tulajdonsagain alapuld sze-
lekciok egyben a kérdéses tulajdonsagokat mutatd antigént kddold gén szelekcidjat is
eredményezik. Igy, a fag a B-sejt bizonyos tulajdonsigait utanozza. Fagkimutatasi-
eljarasok kiilonféle formatumokban végezhetdk [lasd példaul, Johnson és Chiswell, Curr.
Opin. Struct. Biol. 3, 564-571 (1993)]. Fag-kimutatasban forrasként kiilénféle V-gén
szegmentumok alkalmazhatdk. Clackson és munkatarsai [Clackson és mtsai., Nature 352,
624-628 (1991)] oxazolon elleni antitestek diverz sorozatat izolaltak immunizalt egerek
1épeibdl szarmazo V gének kisméretli, kombinatorikai kdnyvtarabol. Nem immunizélt em-
beri donorokbdl szarmaz6 V-gének repertoarja is elkészithetd €s antigének (ideértve a sajat
antigéneket is) diverz sorozata elleni antitestek izolalhatdk 1ényegében a Marks és munka-
tarsai [Marks és mtsai.,, J. Mol. Biol. 222, 581-597 (1991)], Griffith és munkatarsai
[Griffith és mtsai., EMBO J. 12, 725-734 (1993)] 4ltal leirt vagy az US 5.565.332 sz. vagy
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az US 5.573.905 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi iratban ismertetett eljarast
kovetve.

Emberi antitestek elallithatok B-sejtek in vitro aktivalasaval is [US 5.567.610 sz.
és US 5.229.275 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat].

Az antitest-fragmentumok eléallitdsara kiilonféle eljarasok ismertek. Hagyoma-
nyosan e fragmentumok intakt antitestek proteolitikus emésztésébdl szarmaznak
[Morimoto és mtsai., J. Biochem. Biophys. Methods 24, 107-117 (1992); Brennan és
mtsai., Science 229, 81 (1985)]. Azonban, e fragmentumok jelenleg mar rekombinans gaz-
dasejtekkel kozvetleniil is eloallithatok. Példaul, az antitest-fragmentumok izolalhatok a
fentiekben targyalt fag-kimutatasi konyvtarakbol. Esetleg, Fab’-SH fragmentumok kozvet-
len kinyerhet6k E. coli-bél és kémiai uton kapcsolhatok F(ab’), fragmentumokka [Carter
és mtsai.,, Bio/Technology 10, 163-167 (1992)]. Egy masik megkézelités szerint,
rekombindns gazdasejt-tenyészetbdl kozvetleniil izoldlhatunk F(ab’), fragmentumokat. Az
antitest-fragmentumok elééllitasara szolgalé egyéb eljarasok a szakember szaméara ismer-
tek. A taldlmany mdas megvaldsitdsi médjaiban, a kivalasztott antitest egyesszalu Fv-
fragmentum (scFv) [WO 93/16185 sz. nemzetkozi kozzétételi irat; US 5.571.894 sz. és US
5.587.458 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat]. Ilyen, linearis antitest-
fragmentumok lehetnek monospecifikusak vagy bispecifikusak.

A bispecifikus antitestek olyan antitestek, amelyek koétospecificitds mutatnak leg-
alabb két kiilonb6z6 epitépra nézve. Példaul, bispecifikus antitestek a Dkk-1 két kiilonb6zé
epitopjahoz koétédhetnek. Bispecifikus antitestek készithetok teljes hossziisiagu antitest
vagy antitest-fragmentumok formajaban (példaul F(ab’), bispecifikus antitestek).

Bispecifikus antitestek eldallitasara szolgald eljarasok a technikaban ismertek.
Teljes hossziisagi bispecifikus antitest eléallitdisa hagyomanyosan két, kiilonb6z
specificitdsi, immunglobulin-eredetii nehézlanc-par koexpresszidjan alapul [Milstein és
mtsai., Nature 305, 537-539 (1983)]. Mivel az immunglobulin-eredet(i nehéz- és kénny-
lancok dsszevalogatddasa véletlenszerti, e hibridomak (kvadrémak) tiz kiilonbdzd antitest-
molekula lehetséges keverékét allitjidk eld, amelyek kozill csak egynek van helyes
bispecifikus szerkezete. A helyes molekula tisztitisa — amely 4ltalaban affinitaskromatog-
rafias 1épésekkel torténik — és a kitermelés alacsony. Hasonlé eljarast ismertet a WO
93/08829 sz. nemzetkdzi kozzétételi irat, és irtak le Traunecker és munkatarsai
[Traunecker és mtsai., EMBO J. 10, 3655-3659 (1991)].

Kiilonféle megkozelitések szerint, antigének kivant kotési specificitast variabilis

doményeit (antitest-antigén kombinécios helyek) fuziondltatjuk immunglobulinok konstans
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doménjeinek szekvencidival. Elényds, ha a fuzié egy adott immunglobulin nehézlancanak
konstans doménjével torténik, amely domén legalabb a csuklérégio, CH2 és CH3 régidk
egy részét tartalmazza. El6nyds, ha legalabb a fizidk egyike tartalmazza a konnyilanc
kotéséhez sziikséges helyet tartalmazo elsé nehézlanc-eredetli konstans régiot (CH1). Im-
munglobulin-eredetii nehézlancot és, igény szerint, az immunglobulin-eredetli kénnyiilan-
cot is tartalmaz6 fuzidkat kddold6 DNS-eket kiilon-kiilén expresszios vektorokba illesztiink,
és ezzel alkalmas gazdaszervezetet kotranszfektilunk. A taldlmany megvaldsitasi modjai-
ban, ez nagy flexibilitast biztosit a hdrom polipeptid-fragmentum ko6z6s részeinek beallita-
sara, ha az optimalis kitermelést biztosité konstrukcidban egyenlé aranyban alkalmazzuk a
harom polipeptidlancot. Azonban beilleszthetjiik két vagy mind a harom polipeptidlancot
kédolé szekvenciat egyetlen vektorba is, ha legalabb két polipeptidlanc egyenlé aranyban
torténd expressziodja elégségesen magas mértékii, vagy ha az aranyoknak nincs kiilondsebb
jelentdsége.

E megkozelités elonyds megvalositisi modjdban, a bispecifikus antitestek egyik
karja egy adott elsé kotési specificitasuy, hibrid immunglobulin-eredetii nehézlancot, a ma-
sik kar pedig hibrid immunglobulin-eredetii nehézlanc-konnyilanc part (amely a masodik
specificitast biztositja) tartalmaz. Ugy talaltuk, hogy ezen aszimmetrikus szerkezet elOsegi-
ti a kivant bispecifikus vegyiilet elkiilonitését az immunglobulin-lancok nem kivant kom-
binéciditél, mivel a bispecifikus molekula egyik felét képez6, immunglobulin eredetii
konnyiilanc jelenléte konnyli lehetdséget biztosit a tisztitdshoz [lasd példaul, Suresh és
mtsai., Meth. Enzymol. 121, 210 (1986)].

Egy masik, az US 5.731.168 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi iratban
ismertetett megkozelit€s szerint, antitest-molekulaparok kozotti érintkezési feliiletet génse-
bészeti uton megvaltoztathatunk, hogy maximalizaljuk a rekombinans sejttenyészetbdl
visszanyerhet heterodimerek aranyat. Az elényos érintkez6 feliilet egy adott antitest kons-
tans doménjének részét képez6 Cy3 doménnek legalabb egy részét tartalmazza. Ebben az
eljarasban, az els6 antitest-molekula érintkezési feliiletét alkotd, kisméretli aminosav-
oldallancokbol egyet vagy tobbet nagyobb oldallancokra (példaul, tirozin vagy triptofan)
cserélink. Nagyméretli aminosav-oldallancok kisebb méretiire (példaul, alanin vagy
treonin) cserélésével a masik antitest-molekula érintkezési feliiletén azonos vagy hasonlé
méretli kompenzicids ,.liregeket” alakitunk ki. Ennek segitségével fokozzuk a hetero-

dimerek kialakuldsdnak kitermelését a nem kivant végtermékekkel, példdul homo-

dimerekkel, szemben.
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Bispecifikus antitestek kozé tartoznak keresztkotott vagy ,,heterokonjugatum” ti-
pust antitestek. Péld4ul, a heterokonjugatumot alkoté egyik antitesthez avidint kapcsolha-
tunk, a masikhoz pedig biotint. Ilyen antitesteket, példaul, nem kivant sejtek immunrend-
szer altali célbavételéhez [US 4.676.980 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi
irat], és HIV fert6zés kezelésére javasolnak [WO 91/00360 sz. és WO 92/200373 sz. nem-
zetkozi kozzétételi iratok; EP 03089 sz. eurdpai kozzétételi irat]. Heterokonjugatum tipusi
antitesteket készithetiink barmilyen, kényelmesen alkalmazhaté keresztkotési eljarasokkal.
Alkalmas keresztk6td reagensek a technikdban ismertek, é€s ilyenek mellett szamos ke-
resztkotési eljarasokat is ismertet az US 4.676.980 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli sza-
badalmi irat.

Bispecifikus antitestek antitest-fragmentumokbdl torténd készitésére szolgalo elja-
rasok az irodalomban szintén le vannak irva. Példaul, bispecifikus antitesteket eléallitha-
tunk kémiai kapcsolas alkalmazasival. Brennan és munkatirsai [Brennan és mitsai.,
Science 229, 81 (1985)] leimak egy olyan eljarast, amelyben intakt antitesteket
proteolitikus titon hasitanak F(ab’), fragmentumok eléallitasa céljabol. E fragmentumokat
azutan natriumarzénit (ditiol komplexalé agens) jelenlétében redukalnak a vicinalis
ditiolok stabilizalasa és az intracellularis diszulfid kialakulas megakadalyozasa céljabol.
Az igy készitett Fab’ fragmentumokat tionitrobenzoat (TNB) szdrmazékokka alakitjdk. A
Fab’-TNB szirmazékok egyikét merkaptoetilaminnal végzett redukcioval visszaalakitjak
Fab’-tiolla és a bispecifikus antitest kialakitasa céljabol osszekeverik a masik Fab’-TNB
szarmazék ekvimolaris mennyiségével. Az eldallitott bispecifikus antitesteket alkalmazhat-
juk enzimek szelektiv immobilizalasara.

Tovabba, Fab’-SH fragmentumokat kozvetleniil visszanyerhetiink E. coli-bdl, és
ezeket kémiai uton Osszekapcsolva bispecifikus antitesteket készithetiink [Shalaby és
mitsai., J. Exp. Med. 175, 217-225 (1992)].

Kiilonféle eljaras ismert bispecifikus antitest-fragmentumoknak kézvetleniil va-
lamilyen rekombinans sejttenyészetben torténé eléallitasara és az abbol valé izolalasara.
Példaul, bispecifikus antitesteket eldallitottak mar leucinzippzarak alkalmazéasaval
[Kostelny és mtsai., J. Immunol. 148, 1547-1553 (1992)]. A Fos és Jun fehérjékbél szar-
mazd leucinzippzar-peptideket génfuzidval kapcsolunk két kiilonbzé antitest Fab’ részei-
hez. Antitest-homodimereket monomerek kialakitasa céljabol a csuklorégional redukéalunk
és az antitest-heterodimerek kialakitasa végett (jra oxidaljuk. Ezen eljaras alkalmazhat6
antitest-homodimerek elballitasara is. A Hollinger és munkatarsai altal leirt [Hollinger és

mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90, 6444-6448 (1993)] ,,diatest” eljaras alternativ me-
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chanizmust biztosit bispecifikus antitest-fragmentumok elballitdsara. A fragmentumok
nehézlanc-eredetii variabilis doménhez (Vy) a kdnnyiilanc-eredetii variabilis domént (V)
olyan méretii linkerrel kapcsoljuk, amely tal rovid ahhoz, hogy ugyanazon lancon két
domén kozétt parképzddés jojjon létre. Eszerint, az egyik fragmentum Vy és Vi doménjeit
arra kényszeritjiik, hogy egy masik fragmentum komplementer Vg és Vi doménjei képez-
zenek part, igy két antigénkoto-helyet alakitunk ki. Bispecifikus antitest-fragmentumok
elpallitasara szolgaldo masik eljardsban egyesszala Fv (sFv) dimereket alkalmazunk
[Gruber és mtsai., J. Immunol. 152, 5368 (1994)].

A taldlméany targyat képezik a ketténél tobb valencidju antitestek is. Példaul,
trispecifikus antitestek is készithetok [Tutt és mtsai., J. Immunol. 147, 60 (1991)].

A talalmany targyat képezik az itt leirt, Dkk-1 elleni antitestek aminosav-
szekvenciajat érintd modositasok. Példaul, kivanatos lehet az antitest kotési affinitasanak
és/vagy mas biologiai tulajdonsdgainak javitisa. A Dkk-1 elleni antitest aminosav-
szekvencia-valtozatai eléallithatok a Dkk-1 elleni antitestet kédolé nukleinsav megfelel6
nukleotidjainak megvaltoztatasaval, vagy peptidszintézissel. Ilyen mddositasok kozé tar-
toznak — példaul — a Dkk-1 elleni antitest aminosav-szekvencigjat alkoté aminosavakat
érintd deléciok, inzerciok és/vagy szubsztituciok. A deléciok, inzercidk, és szubsztitiuciok a
végtermék eléréséhez barhogy kombinalhatok feltéve, hogy a végtermék a kivant jellem-
z6ket mutatja. Az aminosavakat érintd cserék megvaltoztathatjak a Dkk-1 elleni antitest
poszttranszlaciés folyamatait, példaul a glikozilaciés helyek szamanak vagy helyének
megvaltoztatasaval.

A Dkk-1 elleni antitest bizonyos, a mutagenezis szempontjabol elonyds helyeknek
szamitd aminosavai vagy régiéi meghatarozasara alkalmas eljards az ,alaninre irdnyul6

pasztazé mutagenezis” [Cunningham és Wells, Science 244, 1081-1085 (1989)]. Ebben,

aminosavat vagy célbavett aminosav-csoportot azonositunk (példaul, t6ltést hordoz6 ami-
nosavakat, mint példaul arg, asp, his, lys, és glu) és ezeket semleges vagy negativ toltést
aminosavval (legelénydsebben alaninnal vagy polialaninnal) helyettesitjilk a kérdéses ami-
nosavaknak a Dkk-1 antigénnel torténd kolcsonhatasanak befolyasolasara. A szubsztitici-
6kra funkcionalis érzékenységet mutaté aminosav-helyeket ezutdn finomitjuk tovéabbi
szubsztiticidk bevitelével vagy a szubsztitiicios helyeken vagy azokra irdnyul6 valtozatok-
kal. fgy, mig egy adott aminosavszekvencia-véltozat bevitele elére meghatarozott, addig a
mutacié természete dnmagaban nem meghatarozott. Példaul, egy adott helyen végzett mu-

tacio mikodoképességének analizisére, alaninre irdnyuld pasztazast vagy véletlenszerii
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mutagenezist végziink a célbavett kodonon vagy région, €s az expresszalt Dkk-1 elleni
antitest-valtozatokat a kivant aktivitasra nézve szkrineljiik.

Aminosav-szekvencidba irdnyulé inzerciok kozé tartoznak amino- és/vagy
karboxiterminalis fiiziok, amelyek - méretiiket tekintve - egy aminosavtol szaz vagy t6bb
aminosavbél 4116 polipeptidek mellett lehetnek egy vagy tébb aminosavat érinté
intraszekvencialis inzerciok. Terminalis inzerci6 kozé tartozik példaul olyan, Dkk-1 elleni
antitest, amely N-termindlis metionil aminosavat tartalmaz, vagy az antitestet hipo-
glikémias polipeptiddel fuzionaltattuk. A Dkk-1 elleni antitest-molekula mas inzercids
valtozatai kozé tartozik a Dkk-1 elleni antitest N- vagy C-terminalisdnak fuzi6ja enzimmel
vagy a szérumban az antitest fél-életidejét megnéveld polipeptidhez.

A valtozatok masik tipusa az aminosav szubsztitliciés valtozata. E valtozatok ese-
tében a Dkk-1 elleni antitestben legaldbb egy aminosavat egy masik, attdl kiilénb6z6 ami-
nosavval helyettesitiink. A szubsztiticiés mutagenezis szempontjabol leginkdbb érdekes
helyek kozé a hipervaridbilis régi6 tartozik, de az FR megvaltoztatasa is szambavehet6.
Konzervativ szubsztiticidkat mutatunk be az 1. tablazatban az ,,elényds szubsztiticiok”
cimi fejléc alatt. Ha ilyen szubsztiticiok kévetkeztében a biolégiai aktivitdas megvaltozik,
akkor jelentosebb valtoztatasokat — az 1. tablazatban ,,példakénti szubsztiticiok” néven
jelezve, vagy az aminosav-osztalyok vonatkozasiban az aldbbiakban részletezve - vihetiink

be és a terméket szkrinelhetjiik.

1. tablazat
Eredeti aminosav példakénti szubsztiticiok elonyds szubsztitucidok

Ala (A) val, leu, ile val
Arg (R) lys, gln, asn lys
Asn (N) glin, his, asp, lys, arg gln
Asp (D) glu, asn glu
Cys (O) ser, ala ser
Gln (Q) asn, glu asn
Glu (E) asp, gln asp
Gly (G) ala ala
His (H) asn, gln, lys, arg arg

Ile (I) leu, val, met, ala, phe, norleucin leu
Leu (L) norleucin, ile, val, met, ala, phe ile
Lys (K) arg, gln, asn arg
Met (M) leu, phe, ile leu
Phe (F) len, val, ile, ala, tyr tyr
Pro (P) ala ala
Ser (S) thr thr
Thr (T) ser ser
Trp (W) tyr, phe tyr
Tyr (Y) trp, phe, thr, ser _phe
Val (V) ile, leu, met, phe, ala, norleucin leu
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Az antitest bioldgiai tulajdonsagait lényeges mértékben modosithatjuk olyan
szubsztiticiok szelektadlasaval, amelyek jelentdsen kiilonboznek a (a) a szubsztiticid altal
érintett teriileten a polipeptid vazszerkezetének, példaul lemez vagy helikalis konformacio,
fenntartasat, (b) a molekula toltésének vagy hidrofobicitdsanak a célzott helyen torténd
megtartasanak, vagy (c) az oldallancok fenntartésat illetéen. A természetes koriilmények
kozott elé6fordulé aminosavakat az oldallancok k6zos tulajdonsagai alapjan az alabbi cso-
portokba sorolhatjuk:

(1) hidrof6b: norleucin, met, ala, val, leu, ile;

(2) semleges hidrofil: cys, ser, thr;

(3) savas: asp, glu;

(4) bazikus: asn, gln, his, lys, arg;

(5) a lanc orientacidjat befolyasolé aminosavak: gly, pro; és

(6) aromas: trp, tyr, phe.

A nem konzervativ szubsztiticiok az egyik ilyen osztalyba tartozé aminosav ma-
sik osztalyba tartozé aminosavra torténé cseréjét jelentik.

Barmely mas cisztein, amely nem vesz részt a Dkk-1 elleni antitest korrekt kon-
formdaciojanak biztositasaban, szintén szubsztituilhato, éaltalaban szerinnel, a molekula
oxidativ stabilitdsanak javitdsa és a helytelen keresztkotédés megakadalyozasa céljabol.
Viszont, cisztein kotés(eke)t adhatunk az antitesthez a stabilitas fokozasa céljabol (kiilono-
sen, ha az antitest antitest-fragmentum, mint példaul Fv fragmentum).

Kiilonosen elényds szubsztiticids valtozatok tipusai kdzé tartoznak azok, ame-
lyekben a kiindulasi antitest (példaul, humanizalt- vagy emberi antitest) hipervariabilis
régiojat alkotd aminosavak koziil egyet vagy tobbet szubsztitudlunk. Altaldban, az eredmé-
nyiil kapott, tovabbi fejlesztésre kivalasztott valtozat(ok) bioldgiai tulajdonsigai jobbak
azoknal az antitesteknél, amelyekbol eld lettek allitva. Ilyen szubsztiticids valtozatok ké-
szitésének kényelmes modjai kozé tartozik a fag-kimutatas alkalmazasaval végzett affinitas
érési eljaras. Roviden, a hipervaridbilis régi6 szamos helyén (példaul, 6-7 helyen) mutaciot
végziink az egyes helyeken lehetséges 0sszes aminosav-szubsztitucid generalasa céljabol.
Az igy elballitott antitest-valtozatokat monovalens formaban, szalas fagrészecskékbdl mu-
tatjuk ki 0gy, hogy az antitest-valtozatokat az M13 III. génjével fuzionaltatva a részecs-
kékbe csomagoljuk. A faggal kimutatott valtozatokat, az ismertettek szerint, bioldgiai akti-
vitasukra (példaul, kotési affinitdsra) nézve szkrineljiik. A hipervariabilis régioban 1évé,
modositasra alkalmas helyek azonositasara alaninnal pasztazé mutagenezist végezhetiink a

hipervariabilis régidoban az antigén megkotésében jelentds mértékben résztvevd aminosa-
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vak azonositaséara. Esetleg, vagy emellett, hasznos lehet, ha analizaljuk az antigén-antitest
komplex kristalyszerkezetét az antitest és a Dkk-1 kozotti érintkezési pontok azonositéaséra.
Ilyen, az érintkezésben résztvevé és az azt 6vez8 aminosavak, az ismertetett eljarasok sze-
rint szubsztiticié szempontjdbdl szambaveheték. Miutén eldallitottunk ilyen valtozatokat,
a valtozatokat a leirtak szerint szkrineljiik és egy vagy t6bb relevans vizsgalatban legkiva-
16bb tulajdonségokat mutaté antitesteket tovabbi fejlesztés céljabél kivalaszthatjuk.

Az antitest médsik aminosav-varidnsa megvaltoztatja az antitest eredeti gliko-
zilaciés mintdzatat. A megvaltoztatds azt jelenti, hogy az antitestben talalt egy vagy tobb
szénhidrat-csoportot megsziintetjiikk és/vagy az antitesthez egy vagy tobb, az antitestben
egyébként jelen nem 1évé glikozilacids helyet adunk.

Antitestek glikozilaci6ja jellemzéen N-kapcsolt vagy O-kapcsolt glikozilacié. Az
N-kapcsolt glikozil4cié azt jelenti, hogy a szénhidrét-csoport egy adott aszparagin amino-
savhoz kapcsolédik. Az aszparagin-X-szerin és aszparagin-X-treonin (ahol X a prolinon
kiviil lehet barmilyen aminosav) tripeptid-szekvencia alkotja a szénhidrat-csoportnak az
aszparagin oldallancra torténé enzimatikus kapcsolasdnak felismerédsi helyét. Igy, e
tripeptidek egyikének megléte egy adott polipeptidben potencialis glikozilaciés helyet je-
lent. Az O-kapcsolt glikozildcié esetén, N-acetilgalaktézamin, galaktdz, vagy xil6z cukrok
egyike kapcsolodik egy adott hidroxi-aminosavhoz, leginkabb szerinhez vagy treoninhoz,
bar 5-hidroxiprolin vagy 5-hidroxilizin is szdmbajohet.

Az antitesthez ugy adhatunk konnyen glikozilaciés helyeket, ha oly médon val-
toztatjuk meg az antitest aminosav-szekvenci4jat, hogy az a fentiekben leirt tripeptid-
szekvencidk (N-kapcsolt glikozilacios helyek) koziil egyet vagy tobbet tartalmazzon. A
valtoztatas torténhet Ugy is, hogy az eredeti antitest szekvenciajaba szubsztiticidval vagy
addiciéval egy vagy tobb szerin vagy treonin aminosavat visziink be (O-kapcsolt
glikozilacids helyek).

A DKk-1 elleni antitestek aminosav-valtozatait k6dolé nukleinsav-molekuldk a
technikaban ismert killonféle eljarasokkal allithatok elé. Ezen eljarasok k&zé - minden kor-
latozas nélkiil — az alabbiak tartoznak: természetes forrasbol torténé izolalas (természetes
koriilmények  kozott  el6fordulé  aminosavszekvencia-valtozatok esetében) vagy
oligonukleotiddal kézvetitett (vagy iranyitott) mutagenezissel, PCR mutagenezissel, vagy
egy adott kordbban készitett véltozatnak vagy a Dkk-1 elleni antitest nem varians valtoza-
tanak kazetta-mutagenezisével.

Kivénatos lehet a taldlmany szerinti antitest effektor funkciéit érinté modositasa,

példaul Fe receptorhoz valé kotodés fokozasa. Ezt ugy érhetjiik el, ha az antitest Fc régio-
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jaba egy vagy tobb aminosav-szubsztiticiot illesztiink be. Esetleg vagy ezenfeliil, cisztein
aminosavakat is bevihetiink az Fc régioba, ezaltal lehetové tessziik, hogy e régidban lancok
kozotti diszulfid-kotések alakuljanak ki.

Az antitest szérum-féléletidejének fokozasara az antitestbe (kiiléndsen egy adott
antitest-fragmentumba) ,,mentd” (,,salvage”) receptorkstd-epitopot épithetiink be [lasd
példaul, US 5.739.277 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi irat]. A leiras szerinti
értelemben, a ,,menté receptorkoté-epitoép” kifejezés egy adott IgG molekula (példaul,
molekula in vivo szérum-féléletidejének fokozasara.

Az antitest méas modositasai is a talalmany targykorébe tartoznak. Példaul, az anti-
testet kapcsolhatjuk kiilonféle nem fehérje természetii polimerekhez, példaul polietilén-
glikolhoz, polipropilén-glikolhoz, polioxialkilénekhez, vagy polietilén-glikol és polipropi-
1én-glikol kopolimerjeihez.

Izommal kapcsolatos, inzulinnal szembeni rezisztencidra €s hipoinzulinémiara

utalg eldjelek esetén torténd terdpids alkalmazasok

Izommal kapcsolatos, inzulinnal szembeni rezisztencidra és hipoinzulinémiara
utal6 eldjelek esetén a Dkk-1 antagonistat barmely alkalmas médon beadhatjuk, igy - min-
den korlatozas nélkiil — intravénas (IV), intramuszkularis (IM), szubkutén (SC) és
intraperitonedlis (IP) médok mellett, a beadas térténhet transzdermalis, ordlis, nyelv alatti,
végbélen at, orron keresztiil, és inhalacids utakon. IV, IM, SC, és IP beadas lehet rasegitd
vagy inflzids, és SC esetében alkalmazhatunk lassu felszabadulést biztositd, beiiltethetd
eszkozt ideértve - minden korlatozas nélkiil — a pumpékat, lassi felszabadulést biztositd
készitményeket, és mechanikai eszk6zoket. Elény6s a szisztémas beadas.

A Dkk-1 antagonista beaddsara szolgald kiilondsen elényés eljarasok egyike
szubkutan infzidval, kiiléndsen valamilyen pontosan adagol6 eszkdzzel, példaul pumpéa-
val, torténik. Az ilyen pumpa tjra felhasznalhat6 vagy eldobhatd, és beiiltethetd vagy kiil-
s6leg felerdsithetd. E célra megfelelden alkalmazhatd, gyogyaszati célra gyartott infiizids
pumpék k6z€é tartoznak, példaul, az US 5.637.095 sz., US 5.569.186 sz. és US 5.527.307
sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi iratokban ismertetett pumpak. A készitmé-
nyek az ilyen eszk6z6kbo] folyamatosan vagy szakaszosan adhatok be.

Dkk-1 antagonistédk tarolasra alkalmas, terapias formulacioi kozé tartoznak a ki-
vant tisztasagi fokd antagonista gyogyaszatilag elfogadhaté hordozokkal, kotéanyagokkal
vagy stabilizalokkal [Remington’s Pharmaceutical Sciences, szerk.: Osol (1980)] készitett,

liofilizalt formulacioban 1évS vagy vizes oldatok alkotta keverékei. Gydgyaszatilag elfo-
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gadhaté hordozdk, kotéanyagok vagy stabilizalok a befogaddra nézve, az alkalmazott do-
zisban és koncentraciokban nem toxikusak, €s tartalmaznak puffereket, példaul foszfatot,
citratot és mas szerves savakat; antioxidansokat, példaul aszkorbinsavat €s metionint; tar-
tositoszereket (mint példaul oktadecildimetilbenzil ammonium klorid, hexametonium klo-
rid, benzalkonium klorid, benzetéonium klorid, fenol, butil- vagy benzilalkohol, alkil-
parabének — példaul metil- vagy propilparabén -, katekol, rezorcinol, ciklohexanol, 3-
pentanol, m-krezol); alacsony molekulatomegii (10 aminosavnal révidebb) polipeptideket;
fehérjéket, mint példaul szérumalbumin, zselatin, vagy immunglobulinok; hidrofil polime-
reket, példaul polivinilpirrolidon; aminosavakat, péld4dul glicin, glutamin, aszparagin,
hisztidin, arginin vagy lizin; monoszaccharidokat, diszaccharidokat és mas szénhidratokat,
igy gliikozt, manndzt vagy dextrineket; kelatképzé agenseket, példaul EDTA; cukrokat,
példaul szachardz, mannitol, trehaldz vagy szorbitol; soképzd ionokat, példaul natriumion;
fémkomplexeket (példaul, Zn-fehérje komplexeket); és nem ionos feliiletaktiv anyagokat,
példaul TWEEN™, PLURONICS™ vagy polietilénglikol (PG). Elényos liofilizalt, Dkk-1
elleni antitest-készitményeket ismertet a WO 97/04801 sz. nemzetkozi kozzétételi irat. E
készitményekben az (elényosen oldhaté formdban 1évé) aktiv, Dkk-1 antagonista aranya
koriilbeliil 0,1-90 tomeg%-ot, és altalanosabban 10-30% tesz ki.

Az aktiv Osszetevét bezarhatjuk olyan mikrokapszuldkba, émelyeket, példaul,
koacervécios eljarassal, mint példaul hidroximetil-cellulozt vagy zselatint tartalmazé
mikrokapszulak, vagy interfacialis polimeriziciéval, mint példaul poli-(metilmetacilat)
mikrokapszulak, allitunk el6 kolloid szerkezetii drogbeviteli rendszerekben (példaul,
liposzomaék, albumin mikroszférak, mikroemulziok, nano-partikulumok és nanokapszulak)
vagy makroemulziokban. Ilyen eljarasokat ismertet a Remington’s Pharmaceutical
Sciences [mint fent].

A taldlmany szerinti, Dkk-1 elleni antitestek immunliposzémakba is formulazha-
tok. Az antitestet tartalmazé liposzomakat a technikaban ismert eljarasokkal [Epstein és
mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82, 3688 (1985); Hwang és mtsai., Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 77, 4030 (1980); US 4.485.045 sz. és US 4.544.545 sz. amerikai egyesiilt alla-
mokbeli szabadalmi irat; WO 97/38731 sz. nemzetko6zi kozzétételi irat (1997. oktdber 23)]
allitjuk eld. Fokozott keringési id6t biztositd liposzomakat ismertet az US 5.013.556 sz.
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat.

Kiilonésen alkalmas liposzdméak készithet6k foszfatidilkolint, koleszterolt és
PEG-gel derivatizalt foszfatidil-etanolamint (PEG-PE) tartalmazo6 lipidkészitménnyel vég-

zett forditott fazisu evaporaci6s eljarassal. Liposzomakat préseliink 4t meghatarozott po-
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rusméretii sziirén a kivant atmérdjii liposzomak eléallitasa céljabdl. A taldlméany szerinti
antitest Fab’ fragmentumait kolcsénds diszulfid-cserés reakcidban a liposzémakhoz konju-
galtathatjuk [Martin és mtsai., J. Biol. Chem. 257, 286-288 (1982)].

Késleltetett felszabadulast biztosit6 készitmények is elballithatok. Ilyen, késlelte-
tett felszabadulast biztosité készitmények kozé tartoznak az antitestet tartalmazo, szilard,
hidrof6éb polimerekbdl all6 féligatereszté matrixok, amelyek megfelelé alakra — példaul
filmek, vagy mikrokapszuladk - vannak formalva. Ilyen, késleltetett felszabadulast biztositd
matrixok kozé az alabbiak tartoznak: poli¢szterek, hidrogélek (példaul, poli(2-hidroxietil-
metakrilat), vagy poli(vinilalkohol)), polilaktidok [US 3.773.919 sz. amerikai egyesiilt al-
lamokbeli szabadalmi irat], L-glutaminsav és y etil-L-glutamat kopolimerjei, nem lebomlé
etilén-vinil-acetat, lebomlé tejsav-glikolsav kopolimer, mint példdul LUPRON DEPOT™
(tejsav-glikolsav kopolimerbdl €s leuprolid acetitbol alld, injektalhaté mikrogémbaok), és
poli-D-(-)-3-hidroxivajsav.

A specifikus antagonistdk barmelyike kapcsolhaté hordozofehérjéhez a terapias
antagonista szérum-féléletidejének fokozasa céljabdl. Példaul, oldhaté immunglobulin-
kimérat, mint példaul amilyet a taldlmanyban leirtunk, készithetiink az egyes specifikus
Dkk-1 antagonistira vagy az antagonista egy részére [US 5.116.964 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi irat]. Az immunglobulin-kimérat kénnyen tisztithatjuk IgG-t meg-
koté protein A-Sepharose kromatografidval. A kiméra képes magasabb aviditasu és szé-
rum-féléletideji immunglobulin-szerii dimert kialakitani.

Az in vivo beadasra szant készitményeknek sterilnek kell lenniiik. A sterilizalast
kénnyen elvégezhetjiik steril szirémembranokon keresztiili sziiréssel.

A taldlmény szerinti készitmény tartalmazhat egynél t6bb aktiv vegyiiletet,
amennyiben a konkrét probléma kezelésében erre sziikség van. Ebbél a szempontbél els-
nydsek az olyan komplementer aktivitdst vegyiiletek, amelyek kdrosan nem befolyasoljak
egymas hatédsait. Emellett, ilyen aktiv vegyiilet kiilon is beadhaté a kezelni kivant emlés-
nek.

Példaul, bizonyos problémak esetén sziikség lehet tovabba arra, hogy inzulinnal
szembeni rezisztencia kezelésére alkalmas 4genst biztositsunk. Ezenfeliil, a diétara &s suly-
csokkentésre nem reagald, 2. tipust dibeteses egyedek reagalhatnak a Dkk-1 anta-
gonistaval egyiitt beadott szulfonilkarbamidokra. A szulfonilkarbamid tipusu drogok oszta-
lyaba tartozik az acetohexamid, klorpropamid, tolazamid, tolbutamid, glibenklamid,
glibornurid, gliklazid, glipizid, gliquidon és glimidin. E célra alkalmas mas agensek kozé

tartozik autoimmun reagens, inzulinnal szembeni érzékenységet fokozo6 dgens, mint példa-
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ul a glitazon csaladba tartozé vegyiiletek, ideértve az US 5.753.681 sz. amerikai egyesiilt
dllamokbeli szabadalmi iratban ismertetett vegyiileteket, mint péld4aul troglitazon,
pioglitazon, englitazon, és rokon vegyiiletek, inzulinreceptor-tirozinkiniz inhibitoranak
antagonistai [US 5.939.269 sz. és US 5.939.269 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szaba-
dalmi iratok], IGF-1/IGFBP-3 komplex [US 6.040.292 sz. amerikai egyesiilt 4llamokbeli
szabadalmi irat], TNF-oo miik6désének antagonistai [US 6.015.558 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi irat], névekedési hormont felszabadité agens [US 5.939.387 sz.
amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat], és amilin elleni antitestek [US 5.942.227
sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi irat]. Egyéb alkalmazhaté vegyiiletek k6zé
tartozik az inzulin (egy vagy tobb kiilénféle inzulin), inzulinutanzok, mint példaul kismo-
lekulajui inzulin, a fentiekben mar emlitett, inzulin analégok vagy azok fiziol6giailag aktiv
fragmentumai, a fentickben mar emlitett, inzulineredetii peptidek, vagy azok analdgjai il-
letve fragmentumai. A fenti meghatarozasban specifikaltuk ezeket az 4genseket.

Hipoinzulinémia kezelésére, példaul, inzulint adhatunk be a Dkk-1 antagonistaval
egylitt vagy attdl elkiilonitve.

Ilyen tovabbi molekuldk megfeleléen hatidsos mennyiségben vannak jelen, vagy
valamilyen kombinaciéban, a cél szempontjabél ilyen mennyiségben beadhaték. Kombina-
ci6 esetében, a beaddsra szant mennyiség jellemzéen kevesebb, mintha 6nmagukban, a
Dkk-1 antagonista nélkiil adnank be. Ha a Dkk-1 antagonistat és az emlitett molekuldkat
egyiitt formuldzzuk, a formulédzasban, példaul, a probléma tipusa, az alany, az alany kora
és testtdmege, az aktudlis klinikai allapot, beadési id6, dozisforma, a beadds mddja, stb.
szerint meghatarozott mennyiségeket alkalmazhatunk. Példdul, a Dkk-1 antagonistaval
egylitt formulazott drogot elénydsen, a Dkk-1 antagonista témegaranyahoz viszonyitva
koriilbeliil 0,0001-10.000 tomegaranyban alkalmazzuk.

A Dkk-1 antagonista inzulinnal egyiitt térténé alkalmazasa lehetvé teszi az inzu-
lin d6zisanak, a kezelés idején onmagaban alkalmazott dozishoz képest torténd, csokkenté-
sét. Ezért, a nagy mennyiségli inzulin beaddsival jaré érrendszeri komplikacié és
hipoglikémia indukélasdnak kockazata alacsony. Felnétt, (koriilbeliil 50 kg testtomegii)
diabetikus paciensnek beadandé inzulin napi dozisa, példaul, altalaban koriilbeliil 10-100 E
(egység), elonydsen 10-80 E, de az orvos meghatarozhat ennél kevesebbet is. Ilyen paci-
rillbeliil 0,1-1000 mg, elény6sebben koriilbeliill-100 mg. Ilyen péaciensnek beadandé
biguanidok napi dézisa, példaul, elényosen kériilbeliil 10-2500 mg, eldnydsebben koriilbe-

lil 100-1000 mg. Ilyen paciensnek beadandd, o-glikozidazgatlék napi dézisa, példaul,
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elénydsen koriilbeliil 0,1-400 mg, elénydsebben koriilbeliil 0,6-300 mg. Ilyen paciensnek
beadandé ergoset, pramlintid, leptin, BAY-27-9955, vagy T-1095 dézisa, példaul, elényo-
sen koriilbeliil 0,1-2500 mg, elénydsebben kériilbeliil 0,5-1000 mg. A fenti dézisok mind-
egyikét beadhatjuk naponta egyszer vagy t6bb alkalommal.

A DKkk-1 antagonista beadhat6 az inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére al-
kalmas, nem drog tipusu kezeléssel, példaul hasnyalmirigy-atiiltetéssel egyiitt.

Inzulinnal szemben rezisztens vagy hipoinzulinémias emlésnek beadandé
antagonista dozisét relevans koriilmények ismeretében - ideértve az emlds allapotat, az
antagonista tipusat, a probléma tipusat, és a beadds modjat - az orvos hatarozza meg. A
dozis elénydsen olyan alacsony, hogy ne okozzon jelentds mértéki sulygyarapodast, és az
orvos meg tudja hatdrozni ezt a szintet. Az emberi 2. tipusti diabetes kezelésére bevalt
glitazonok (rosiglitazon/Avandia és pioglitazon/Actos) ugyan okoznak némi sulygyarapo-
dést, azonban a mellékhatasok ellenére még is alkalmazzak ezeket, mivel terapias indexiik
szerint j6tékony hatdstinak bizonyultak. A leirasban megadott dozisok a talalmany oltalmi
korét semmilyen médon sem korlatozzak. A leiras szerinti értelemben, a hipoinzulinémiara
és inzulinnal szembeni rezisztenciara vonatkozo »terapidsan hatékony” mennyiséget a fenti
faktorok hatdrozzdk meg, de a mennyiség altaliban koriilbeliil 0,01-100 mg/kg testts-
meg/nap. Az eldny6s dozis koriilbeliil 0,1-50 mg/kg/nap, elényssebben 0,1-25 mg/kg/nap.
Tovébba, elényssebb, ha a Dkk-1 antagonistat naponta adjuk be, emberek esetében az int-
ravénas vagy intramuszkularis dézis koriilbeliil 0,3-10 mg/kg testtdmeg/nap, elénydsebben
koriilbeliil 0,5-5 mg/kg. Szubkutin beadasra, a dézis elénydsen nagyobb, mint az intravé-
nasan vagy intramuszkuldrisan beadasra keriild, terapiasan egyenértéki dézis. El6nyés, ha
embereknél a napi szubkutan dézis koriilbeliil 0,3-20 mg/kg, elénydsebben koriilbeliil 0,5-
5 mg/kg, mindkét probléma esetében.

A taldlmany targyat kiilonféle dozirozisi iitemezések is képezik. A taldlmany
targykorébe tartoznak olyan folyamatos dozirozési iitemezések, amelyekben Dkk-1 anta-
gonistét adunk be szabalyos idokdzénként (a dozistdl és a dézisformatdl fiiggden naponta,
hetente, vagy havonta), lényeges sziinetek nélkiil. E16nyos folyamatos dozirozasi litemezé-
sek kozé tartozik a naponkénti folyamatos infuzid, amely sordn minden egyes napon infu-
zioval Dkk-1 antagonistat adunk be, és a folyamatos rasegitd beadasi litemezés, amikor
naponta legaldbb egyszer, rasegitd injekcié vagy inhalalé szer formajaban vagy
intranazalis uton Dkk-1 antagonistat adunk be. A taldlmany targyat szakaszos dozirozasi
litemezések is képezik. A szakaszos beadasi iitemezés pontos paraméterei a készitmény,

beadasi mod, a kezelni kivant emlés klinikai sziikségleteité] fiiggéen véltoznak. Példaul, ha
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a Dkk-1 antagonistt infizidval adjuk be, a beadasi iitemezésben elkillonithetiink egy elsé
beadédsi periédust, amelyet egy masik periodus koévet, amely utdbbiban a Dkk-1
antagonistat nem adunk be, és amely az elsé periédusnal nem hosszabb, azzal egyenld,
vagy annal rovidebb.

Ha a beadas rdsegit6 injekcidval torténik kiilondsen, ha abban lasst felszabadulast
biztositd készitmény alkalmazunk, a dozirozési iitemezés lehet folyamatos abban, hogy a
Dkk-1 antagonistdt minden egyes nap beadjuk, vagy lehet szakaszos, amelyben elkiiloni-
tiink egy elsd és egy masodik periddust (lasd fent).

Barmely eljarassal végzett folyamatos vagy szakaszos beadas tartalmaz olyan do-
zirozasi litemezést, amelyben a dozist az elsé periédus soran ugy médositjuk, hogy — pél-
daul — az els6 periédus kezdetén a dézis alacsony, majd noveljitkk egészen az els6 periédus
végeig, vagy a dozis kezdetben magas és az elsé periddus soran csokkentjiik, vagy a dézis
kezdetben alacsony, majd cstcsszintre emeljiik, az elsé periédus vége felé pedig csokkent-
Jiik, vagy ezek barmilyen kombinécidja.

A Dkk-1 antagonista beaddsénak az inzulinnal szembeni rezisztenciara gyakorolt
hatdsait kiilonféle, a technikdban ismert vizsgéalatokkal mérhetjiik. Legaltalanosabb az,
amikor a diabetes hatdsainak enyhitése javitott glikémids szabalyozist (amelyet a vér
gliikkozszintjének sorozatos tesztelésével mériink), jo glikémids szabalyozashoz sziikséges
inzulinigény csokkenését, a glikozilalt hemoglobin csokkenését, megnovekedett gliko-
zilacios végtermékek (AGE) vérben mérhetd szintjének csokkenését, a ,,dawn jelenség”
csokkenését, csokkent ketoacidosist és javult lipidprofilt eredményez. Esetleg, Dkk-1
antagonista beadasa eredményezheti a diabetes szimptémainak stabilizalast, amelyet a vér
csokkent glitkozszintjei, csokkent inzulinigény, csokkent glikozildlt hemoglobin és vér
AGE, csokkent keringési, vese, idegi és retinat érinté komplikaciok, a terhesség komplika-
cidinak csékkenése, €s javult lipidprofil jelez.

A Dkk-1 antagonista vércukor-szintet csdkkentd hatdsa megbecsiilhetd a glikéz
vagy Hb(hemoglobin)A . koncentraci6janak, az alany vénas vérplazmajabol, a beadas elétt
és utan torténé meghatarozasaval, és a beadas elétti és a beadas utani koncentraciok dssze-
hasonlitdsdval. A HbA|. révidités glikozilalt hemoglobint jelent, és altalaban a vér
glikozkoncentréciojatol fiiggéen jon létre. Ezért, a HbA .-et, mint a vér cukortartalma sza-
balyozisanak indexét, fontosnak tartjuk, és a HbA.-re nem egykonnyen befolyasoljak a
diabetikus péciens vérében tapasztalhat6 gyors vércukor-ingadozasok.

A hipoinzulinémia kezelésének eredményességét az mutatja, ha példaul, a péci-

ensben a cirkulal6 inzulin szintjei megemelkednek.
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Az izom-helyredllitdsban és —regeneraciéban alkalmazott dézis - a paciens allapo-
tatol, a kérdéses i izom-helyreallitas specifikus tipusatol, stb. fiiggben - jellemzéen 0,01-
100 mg/testtdmeg-kilogramm, elénydsen 1-10 mg/kg. A dozirozas iitemezését tekintve,
ezen a teriilleten a klinikus a standard iitemezést alkalmazza. Az izom-helyreallitas és —
regeneracid bizonyitékai kimutathatdk kiilénféle, a technikaban ismert mérésekkel, ideért-
ve az izomsejtek proliferacidjanak és differencialédasanak vizsgalatit, és polimeraz-
lancreakcids tesztet [lasd példaul, Best és mtsai., J. Orthop. Res. 19, 565-572 (2001),
amely eljarasban mioblasztb6l és fibroblasztbol szdrmazé géntermékek mRNS szintjei
véltozasat mérték nyuleredetl, gyogyulé vazizomban mennyiségi, reverz-transzkriptaz —
polimeraz-lancreakcioval].

A taldlmany targyat képezik tovabba inzulinnal szembeni rezisztencia és
hipoinzulinémia kezelése mellett, izom-helyreallitasra és —regeneraciora szolgalé készletek
is. A talalmany szerinti készlet egy vagy tobb, Dkk-1 antagonistat, elénySsen antitestet,
tartalmaz6 taroléedényt €s utasitaskészletet tartalmaz, amelyben altalaban, az inzulinnal
szembeni rezisztencia és hipoinzulinémia kezelésében, illetve az izom-helyreallitasban és —
regeneracioban a Dkk-1 alkalmazasara és dozirozasara vonatkozé instrukcidk vannak leir-
va. A készletben talalhat6 instrukcidk altalaban olyan informéciékat tartalmaznak, mint a
dozirozas, a dozirozas iitemezése, az inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipo-
inzulinémids elvaltozas vagy izomallapot kezelésére javasolt beadasi médok. A Dkk-1
antagonistat tartalmazé taroléedények lehetnek egységnyi dozisok, dmlesztett csomagok
(példaul, tobbszords dozist tartalmazé csomagok), vagy alegység-dozisok.

Dkk-1 antagonistat csomagolhatunk barmilyen, kényelmesen alkalmazhat6, meg-
felelé csomagolasban. Példdul, ha a Dkk-1 antagonista fagyasztva-szaritott formulacioji,
normalis esetben, visszazarhaté zarédugéval ellatott ampullat alkalmazunk, igy a drogot
fiziologids konyhaséoldatban atémlesztésre konnyen eldkészithetjiik oly modon, hogy a
visszazarhaté zar6dugén keresztiil beinjektaljuk a folyadékot. Nem visszazarhato, eltavo-
lithato lezarassal vagy visszazarhat6 zarodugoéval ellatott ampulla (példaul, leforrasztott
ampulla) alkalmazhat6 a legkényelmesebben a Dkk-1 antagonista injektalhaté formai ese-
tén. A taldlméany targyat specifikus eszkézzel - példaul inhalalokésziilék, orron keresztiili
beadasra alkalmas eszkéz (példaul, porlasztd), vagy infliziés eszk6z, mint példaul

minipumpa - kombinalt alkalmazasra szolgalé csomagok is képezik.
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Terapias alkalmazas elhizottsaggal €s hiperinzulinémidval kapcsolatos problémak

esetében
Elhizottsaggal €s hiperinzulinémidval kapcsolatos problémak esetében, a Dkk-1-et

barmely alkalmas mddon beadjuk, amelyek kozé - minden korlatozas nélkiil — az alabbiak
tartoznak: intravénas (IV), intramuszkuldris (IM), szubkutan (SC) és intraperitoneélis (IP)
moédok mellett, a beadds torténhet transzdermalis, orélis, nyelv alatti, végbélen 4t, orron
keresztiil, és inhalaciés utakon. IV, IM, SC, és IP beadas lehet rasegité vagy infuzios, és
SC esetében alkalmazhatunk lassu felszabadulast biztositd, betiltethetd eszkozt ideértve -
minden korlatozas nélkiil — a pumpdkat, lassu felszabadulast biztosité készitményeket, és
mechanikai eszkdzoket. E16nyos a szisztémas beadas.

A Dkk-1 beadéaséra szolgdlé kiilondsen eldnyds eljarasok egyike szubkutan infa-
zigval, kiilondsen valamilyen pontosan adagolé eszkdzzel, példaul pumpaval, térténik. Az
ilyen pumpa 1jra felhasznalhaté vagy eldobhato, és beiiltethetd vagy kiilsdleg felerdsithetd.
E célra megfeleléen alkalmazhatd, gyégyaszati célra gyartott infuziés pumpak kozé tartoz-
nak, példaul, az US 5.637.095 sz., US 5.569.186 sz. és US 5.527.307 sz. amerikai egyesiilt
allamokbeli szabadalmi iratokban ismertetett pumpak. A készitmények az ilyen eszkdzok-
bél folyamatosan vagy idészakosan adhatdk be.

Dkk-1 tarolasra alkalmas, terapias formulaci6i kozé tartoznak a kivant tisztasagi
foka Dkk-1 gybgyaszatilag elfogadhaté hordozdkkal, kétéanyagokkal vagy stabilizalokkal
[Remington’s Pharmaceutical Sciences, szerk.: Osol (1980)] készitett, liofilizalt
formulécidban 1évd vagy vizes oldatok alkotta keverékei. Gyogyaszatilag elfogadhaté hor-
dozok, kétéanyagok vagy stabilizalok a befogadora nézve, az alkalmazott dézisban és kon-
centraciokban nem toxikusak, és tartalmaznak puffereket, példaul foszfatot, citratot és mas
szerves savakat; antioxidansokat, példaul aszkorbinsavat és metionint; tartésitdszereket
(mint  példaul oktadecildimetilbenzil amménium klorid, hexameténium klorid,
benzalkénium klorid, benzeténium klorid, fenol, butil- vagy benzilalkohol, alkilparabének
— példaul metil- vagy propilparabén -, katekol, rezorcinol, ciklohexanol, 3-pentanol, m-
krezol); alacsony molekulatémegii (10 aminosavnal révidebb) polipeptideket; fehérjéket,
mint péld4ul szérumalbumin, zselatin, vagy immunglobulinok; hidrofil polimereket, példa-
ul polivinilpirrolidon; aminosavakat, példaul glicin, glutamin, aszparagin, hisztidin, arginin
vagy lizin; monoszaccharidokat, diszaccharidokat és mas szénhidratokat, igy gliikozt,
mannoézt vagy dextrineket; kelatképzo dgenseket, példdul EDTA; cukrokat, példaul szacha-
r6z, mannitol, trehaléz vagy szorbitol; s6képz6 ionokat, példaul natriumion; fém-

komplexeket (példaul, Zn-fehérje komplexeket); és nem ionos feliiletaktiv anyagokat, pél-
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daul TWEEN™, PLURONICS™ vagy polietilénglikol (PG). Elényos liofilizalt, Dkk-1
készitményeket ismertet a WO 97/04801 sz. nemzetkozi kozzétételi irat. E készitmények-
ben a Dkk-1 aranya kériilbeliil 0,1-90 tomeg%-ot, és altalanosabban 10-30% tesz ki.

Az aktiv OsszetevOt bezarhatjuk olyan mikrokapszuldkba, amelyeket, példaul,
koacervaciés eljarassal, mint példaul hidroximetil-cellulézt vagy zselatint tartalmazé
mikrokapszuldk, vagy interfacialis polimerizacioval, mint példaul poli-(metilmetacilat)
mikrokapszuldk, allitunk el kolloid szerkezeti drogbeviteli rendszerekben (példaul,
liposzémak, albumin mikroszférak, mikroemulzidk, nano-partikulumok és nanokapszulak)
vagy makroemulziokban. Ilyen eljardsokat ismertet a Remington’s Pharmaceutical
Sciences [mint fent].

A Dkk-1 liposzémakészitményei hagyomanyos eljarasokkal kénnyen elkészithe-
ték. Ezenfelill, késleltetett felszabaduldst biztositdo készitmények is eldallithatok. Ilyen,
késleltetett felszabadulast biztosité készitmények kozé tartoznak az antitestet tartalmazo,
szilard, hidrofob polimerekbdl allo féligatereszté matrixok, amelyek megfelelé alakra —
példaul filmek, vagy mikrokapszuldk - vannak formalva. Ilyen, késleltetett felszabadulast
biztositd matrixok kozé az alabbiak tartoznak: poliészterek, hidrogélek (példaul, poli(2-
hidroxietil-metakrilat), vagy poli(vinilalkohol)), polilaktidok [US 3.773.919 sz. amerikai
egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat], L-glutaminsav és y etil-L-glutamat kopolimerjei,
nem lebomlé etilén-vinil-acetat, lebomld tejsav-glikolsav kopolimer, mint példaul
LUPRON DEPOT™ (tejsav-glikolsav kopolimerbél és leuprolid acetatbél alld, injektalha-
t6 mikrogombdk), és poli-D-(-)-3-hidroxivajsav.

A Dkk-1 kapcsolhaté hordozofehérjéhez vagy PEG-hez vagy POG-hoz vagy ilyen
tulajdonsagii mas molekulahoz a szérum-féléletidé fokozasa céljabol, ahogyan ez a szak-
ember szamara mar jol ismert.

Az in vivo beadasra szant készitményeknek sterilnek kell lenniiik. A sterilizalast
konnyen elvégezhetjiik steril sziiromembranokon keresztiili sziiréssel.

Hiperinzulinémia kezelésére, a Dkk-1-et beadhatjuk, példaul, diazoxiddal egyiitt
[lasd példaul, Shaer, Nephron 89, 337-339 (2001)].

Elhizottsag kezelésére, a Dkk-1-et beadhatjuk ugy, hogy emellett étrendi korlato-
zasokat, mint példaul napi taplalék- vagy kaloria-bevitel korlatozasa, irhatunk eld az egyes
paciensek esetében, vagy nem irunk ilyet eld. Ezenfeliil, a Dkk-1 megfeleléen beadhat6 a
sulycsokkentés elleni vagy azt megel6z6 mas kezelésekkel, példaul stilycsokkentd dgensek

néven ismert vegyiiletekkel, kombinélva. E célra alkalmas anyagok k6z¢ tartoznak, példa-
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ul, hormonok (katekolaminok, glukagon, ACTH, és inzulinszerii névekedési faktorral
kombinalt ndvekedési hormon); az Ob fehérje; klofibrat; halogenat; cinchocaine;
klérpromazin; noradrenerg neurotranszmitterecken haté étvagycsokkenté drogok, mint pél-
ddul mazindol és fenetilamin-szarmazékok, példaul fenilpropanolamin, dietilpropion,
fentermin, fendimetrazin, benzfetamin, amfetamin, metamfetamin, ¢és fenmetrazin,
szerotonin neurotranszmittereken haté drogok, mint példaul fenfluramin, triptofan, 5-
hidroxitriptofan, fluoxetin, és sertralin; kozpontilag aktiv drogok, példaul naloxon,
neuropeptid-Y, galanin, kortikotropint felszabadité6 hormon, és kolecisztokinin; kolinerg
agonista, példaul piridostigmin; szfigolipid, mint példaul lizoszfingolipid vagy annak
szarmazéka [EP 321.287 sz. eurdpai kdzzétételi irat (1989. junius 21)] ; termogén drogok,
mint példaul tiroid hormon; efedrin; B-adrenerg agonistik; az emésztérendszert befolyaso-
16 drogok, mint példaul enzimgatldk, példaul tetrahidrolipostatin, emészthetetlen élelmi-
szerek, mint példaul cukorpolimerek, és a gyomor iiriilését gatlok, mint példaul treo-
klorocitromsav vagy ennek szarmazékai; 3-adrenerg agonistak, mint példéul izoproterenol
és yohimbin; aminofillin a yohimbin B-adrenerg-szer{ hatasainak fokozésara, o,-adrenerg
géatlé drog, mint példdul klonidin 6nmagaban vagy novekedési hormont felszabadito
peptiddel kombinalva [US 5.120.713 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi irat];
vékonybélbol torténd felszivodast megakadalyoz6 drogok, példaul biguanidok, példaul
metformin és fenformin; eltelitoédést okozo anyagok, példaul metilcelluléz; metabolizmust
gatlo szerek, példaul hidroxicitrat; progeszteron; kolecisztokinin-agonistak; ketoacidokat
utanzo6 kisméretii molekuldk; kortikotropint felszabadité6 hormon agonistai; a test zsirrakta-
rait csokkentd, ergot-eredeti, prolaktint gatld vegyiiletek [US 4.783.469 sz. amerikai egye-
siilt allamokbeli szabadalmi irat (1988. november 8.)]; B3-agonistdk; bromokriptin; az
opioid peptidek antagonistai; a neuropeptid-Y antagonistdi; a gliikokortikoid receptor
antagonistai; a novekedésihormon antagonistai; ezek kombinacioi, stb. Ide tartozik az 6sz-
szes drog, amit Bray és Greenway leirt [Bray ¢s Greenway, Clin. Endoc. Metab. 5, 455
(1976)].

E stlycsdkkent6 jarulékos agenseket és diazoxidot a Dkk-1 beadasaval egyidében,
el6tte vagy utana adjuk be, és ezek esetében alkalmazhatok a Dkk-1 beadasi mddja.

A DKkk-1, hiperinzulinémias vagy elhizott emldsnek beadando6 dézisat relevans ko-
riilmények ismeretében - ideértve az emlds allapotat, a Dkk-1 tipusat, a probléma tipusat,
és a beadds moddjat - az orvos hatarozza meg. A dézis elénydsen olyan alacsony legyen,

hogy ne okozzon inzulinnal szembeni rezisztenciat, €s az orvos meg tudja hatarozni ezt a
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szintet. Az emberi 2. tipusu diabetes kezelésére bevalt glitazonok (rosiglitazon/Avandia és
pioglitazon/Actos) ugyan okoznak némi sulygyarapodast, azonban a mellékhatasok ellené-
re még is alkalmazzak ezeket, mivel terapias indexiik szerint jétékony hatdstinak bizonyul-
tak. A leirdsban megadott dozisok a talalmany oltalmi korét semmilyen médon sem korla-
tozzak. A leiras szerinti értelemben, a fenti célokra a Dkk-1 , terdpidsan hatékony” mennyi-
ségét a fenti faktorok hatdrozzadk meg, de a mennyiség altaldban koriilbelil 0,01-100
mg/testtomeg kg/nap, mindkét probléma esetében. Az elényds dozis koriilbelil 0,1-50
mg/kg/nap, elényosebben 0,1-25 mg/kg/nap. Tovabba, elénydsebb, ha a Dkk-1-et naponta
adjuk be, emberek esetében az intravénds vagy intramuszkuléris dézis koriilbelil 0,3-10
mg/kg testtomeg/nap, elénydsebben koriilbelil 0,5-5 mg/kg. Szubkutan beadasra, a dézis
elény6sen nagyobb, mint az intravénasan vagy intramuszkularisan beadasra keriild, terapi-
asan egyenértékii dozis. El6nyos, ha embereknél a napi szubkutan dézis koriilbeliil 0,3-20
mg/kg, elénydsebben koriilbeliil 0,5-5 mg/kg, mindkét probléma esetében.

A taldlmany targyat kiilonféle dozirozasi litemezések is képezik. A taldlmany
targykorébe tartoznak olyan folyamatos dozirozasi iitemezések, amelyekben Dkk-1-et
adunk be szabalyos id6kozonként (a dozistdl és a dozisformatdl fiiggéen naponta, hetente,
vagy havonta), 1ényeges sziinetek nélkiil. El6ny6s folyamatos dozirozasi iitemezések k5zé
tartozik a naponkénti folyamatos infuzio, amely soran a Dkk-1-et minden egyes napon
infuzioval adjuk be, és a folyamatos rasegité beadasi iitemezés, amikor naponta legalabb
egyszer, rasegitd injekcio vagy inhalélo szer formdjaban vagy intranazélis titon adunk be
Dkk-1-et. A taldlmany targyat szakaszos dozirozasi litemezések is képezik. A szakaszos
beadasi litemezés pontos paraméterei a készitmény, beadasi méod, a kezelni kivant emlds
klinikai sziikségleteitdl fiiggéen valtoznak. Példaul, ha a Dkk-1-et infizidval adjuk be, a
beadasi litemezésben elkiilonithetiink egy elsé beadasi periodust, amelyet egy masik perio-
dus kdvet, amely utdbbiban a Dkk-1-et nem adunk be, és amely az elsé periddusnal nem
hosszabb, azzal egyenld, vagy annal rovidebb.

Ha a beadés rasegit6 injekcioval torténik kiilonosen, ha abban lassi felszabadulast
biztositd készitmény alkalmazunk, a dozirozasi iitemezés lehet folyamatos abban, hogy a
Dkk-1-et minden egyes nap beadjuk, vagy lehet szakaszos, amelyben elkiilonitiink egy els6é
és egy masodik periodust (lasd fent).

Barmely eljarassal végzett folyamatos vagy szakaszos beadas tartalmaz olyan do-
zirozasi litemezést, amelyben a dézist az elsé periddus soran ugy mddositjuk, hogy — pél-
daul — az elsé periédus kezdetén a ddzis alacsony, majd ndveljiik egészen az elsé periddus

végéig, vagy a dozis kezdetben magas és az els6 periddus soran csokkentjilk, vagy a dozis
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kezdetben alacsony, majd csucsszintre emeljiik, az els6 periddus vége felé pedig csékkent-
juk, vagy ezek barmilyen kombinécidja.

A Dkk-1 antagonista beaddsanak az elhizottsagra gyakorolt hatasait kiilonféle, a
technikaban ismert vizsgalatokkal mérhetjiik, ideértve a zsirsejtek és —szévetek — mint pél-
daul zsirparnak —, teljes testtdmeg analizisét, trigliceridek szintjének mérését az izomban,
majban és zsirban, €hezési és nem éhezési leptinszintek, és a vér szabad zsirsavai és a
trigliceridek szintjeinek analizisét. A Dkk-1 beaddsdnak a hiperinzulinémiara gyakorolt
hatasai is megmérhetdk kiilonféle vizsgalatokkal, amelyek kozil a legelterjedtebb a paci-
ensben, a kering0 inzulin szintjeinek mérése.

A taladlmany targyat képezik tovabba elhizas és hiperinzulinémia kezelésére szol-
galo készletek is. A taldlmany szerinti készlet egy vagy tobb, Dkk-1-et tartalmazé tarolo-
edényt €s utasitaskészletet tartalmaz, amelyben 4altaldban, az elhizottsdg €és hiper-
inzulinémia kezelésében, a Dkk-1 alkalmazasara és dozirozasara vonatkozd instrukcidk
vannak leirva. A készletben talalhatd instrukciok édltalaban olyan informacidkat tartalmaz-
nak, mint a dozirozas, a dozirozas ilitemezése, az elhizottsag €s hiperinzulinémia kezelésére
javasolt beadasi moédok. A Dkk-1-et tartalmazo taroléedények lehetnek egységnyi dézisok,
omlesztett csomagok (példaul, tobbszords dozist tartalmazé csomagok), vagy alegység-

dézisok.

Dkk-1-et csomagolhatunk barmilyen, kényelmesen alkalmazhatd, megfeleld cso-
magolasban. Példaul, ha a Dkk-1 fagyasztva-szaritott formulacidju, normalis esetben, visz-
szazarhatd zarédugéval ellatott ampullat alkalmazunk, igy a drogot fizioldgias konyhasé-
oldatban atémlesztésre konnyen elokészithetjiik oly modon, hogy a visszazarhaté zarodu-
gon keresztiil beinjektéaljuk a folyadékot. Nem visszazarhatd, eltavolithat6 lezarassal vagy
visszazarhat6 zarédugéval ellatott ampulla (példaul, leforrasztott ampulla) alkalmazhat6 a
legkényelmesebben a Dkk-1 injektilhaté formdi esetén. A taldlmany targyat specifikus
eszkozzel - példaul inhaladlokésziilék, orron keresztiili beadasra alkalmas eszkéz (példaul,
porlasztd), vagy infiziés eszkoz, mint példaul minipumpa - kombinalt alkalmazasra szol-
gald csomagok is képezik.

Diagnosztikai alkalmazdsok

Szamtalan kiilonféle vizsgalat és vizsgalati formatum alkalmazhaté a Dkk-1
mennyiségének kimutatdsdra egy adott mintdban egy adott kontrolhoz képest. E formatu-
mokat, amelyek egyébként alkalmazhatok a talalmany szerinti diagnosztikai vizsgalatok-
ban, alkalmazzuk az inzulinnal szembeni rezisztencia, hiper- vagy hipoinzulinémia, vagy

elhizottsag jelenlétére vagy kezdetének kimutataséra.
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Bérmilyen, a technikaban ismert, oldhaté analitikumok mérésére szolgalo eljaras
alkalmazhat6 a talalmany gyakorlatba vételében. Ilyen eljarasok - minden korlatozas nél-
kiil — a kompetitiv és nem kompetitiv vizsgalati rendszerek, amelyekben kilonféle eljara-
sokat, mint példaul radioimmunolégiai vizsgalat, enzimes immunolégiai vizsgélatok
(EIA), elénydsen ELISA, ,,szendvics” immunvizsgalatok, lecsapasi reakciok, géldiffuzids
reakciok, immundiffiiziés vizsgalatok, agglutinacids vizsgalatok, komplementkotési vizs-
galatok, immunradiometrids vizsgélatok, fluoreszcens immunolégiai vizsgélatok, protein A
immunvizsgalatok, és immunelektroforézises vizsgalatok [US 4.845.026 sz. és US
5.006.549 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok], alkalmazunk.

A taldlmany egyik megvaldsitasi modjaban, egy vagy tobb, a Dkk-1 elleni antites-
tet jeloléssel latunk el, a talalmany masik megvaldsitasi modjaban, a Dkk-1-et eldszor nem
jelzett antitesttel reagéltatjuk, majd egy masodik, jelzett antitestet alkalmazunk az elsd an-
titesthez kotott Dkk-1 kimutatdsdra vagy az elsé antitest kimutatasara.

Diagnosztikai alkalmazasra, jellemzben az antitestet kimutathaté csoporttal jelez-
ziik. Szamtalan jelolés lehetséges, és ezeket altalaban az alabbi kategoériakba csoportosit-
hatjuk:

(a) Radioizotdpok, mint példaul 355, 14C, 1251, 3H és ’'1. Az antitestet radioizotop-
pal vagy radionukliddal az irodalomban ismert eljarasok alkalmazasaval [Current Protocols
in Immunology, szerk.: Coligen €s mtsai., kiad.: Wiley-Interscience, New York (1991)]
jelolhetjiik, és példaul a radioaktivitast mérhetjiik szcintillaciés szamlélassal.

(b) Fluoreszcens jel6lések, mint példaul ritkafoldfémek kelatjai (eur6pium kel-
atok) vagy fluoreszcein és ennek szdrmazékai (mint példaul fluoreszcein-izotiocianat),
rodamin és ennek szarmazékai, fikoeritrin, fikocianin, allofikocianin, o-ftalaldehid,
fluoreszkamin, danzil, lizzamin és Texas Voros. A fluoreszcens jel6lést az antitesthez kon-
jugaltathatjuk, példaul, az irodalomban ismert médon [Current Protocols in Immunology,
mint fent]. Fluoreszcenciat fluoriméterrel kvantifikalhatunk. A kimutatasra szolgalé anti-
test szintén ellathatd kimutathat6 jeloléssel, ahol a jel6lést fluoreszcenciat emittalod fémek-
kel, mint példaul 'Eu vagy mas, a Lantanidak kézé tartozé fémmel, biztositjuk E fémeket
fémkomplexet képz6 csoportokkal, mint példaul a dietiléntriaminpentaecetsav (DTPA)
vagy etiléndiamintetraecetsav (EDTA) kapcsolhatjuk az antitesthez.

(c) Szamos enzimszubsztratum érhetd el EIA céljara (az US 4.275.149 sz. ameri-
kai egyesiilt 4llamokbeli szabadalmi irat ismertet ezek koziil néhdnyat). Az enzim altalaban
a kromogén szubsztratum kémiai valtozasat katalizalja, és a valtozas eredményeként kapott

terméket kiillonféle eljarasokkal mérhetjiikk. Példaul, az enzim katalizdlhatja egy adott
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szubsztratum szinének megvaltozasat, és ezt spektrofotometrias titon mérhetjiik. Esetleg,
az enzim megvaltoztathatja a szubsztratum fluoreszcencidjat, kemilumineszcencidjat, vagy
biolumineszcencidjat. A fluoreszcencidban tértént valtozas a fentiekben leirtak szerint
kvantifikalhatd. A kemilumineszcens szubsztratum egy adott kémiai reakcié kovetkeztében
elektromosan gerjesztédik és (példaul kemiluminométerrel) mérhetd fényt emittal vagy
egy adott fluoreszcens akceptornak energiat ad at. Enzimatikus jeldlések koze tartoznak a
luciferazok (példaul, vilagito bogarakbdl szarmazo luciferazok vagy baktériumbol szarma-
26 luciferazok [US 4.737.456 sz. amerikai egyesiilt dllamokbeli szabadalmi irat]), luciferin,
aequorin, 2,3-dihidroftalazindionok, malét-dehidrogenaz, uredz, peroxidaz — mint példaul
tormaeredetii peroxidaz (HRPO), lugos foszfatiz, B-galaktozidaz, glikoamilaz, lizozim,
szacharid-oxidazok (példaul, gliikézoxidaz, galaktézoxidaz, élesztébdl szarmazé alkohol-
dehidrogenaz,  a-glicerofoszfat-dehidrogenaz, és  gliik6z-6-foszfat-dehidrogenaz),
Staphylococcusbdl  szarmazéd nukledz, A-5-szteroid-izomeraz, triozfoszfat-izomeraz,
aszparaginaz, ribonukledz, uredz, katalaz, acetilkolineszteraz, heterociklikus oxiddz(mint
példaul urikdz és xantinoxidéaz), laktoperoxidaz, mikroperoxidaz, és hasonlok. Enzimek
antitestekhez torténd konjugdltatidsara szolgdlo eljarasok az irodalomban ismertek
[O’Sullivan és mtsai., Methods in Enzymology, 73, 147-166, szerk.: Langone ¢s Van
Vunakis, kiad.: Academic Press, New York (1981)].

Enzim-szubsztratum kombinaciok k6zé példaul az alabbiak tartoznak:

(i) tormaeredetli peroxidaz (HRPO) hidrogén-peroxidaz szubsztratummal, ahol a
hidrogén-peroxidaz egy adott festék prekurzorat (példaul, ortofenilén-diamin (ODP) vagy
3,3’,5,5’-tetrametil-benzidin-hidroklorid (TMB)) oxidalja.

(ii) lagos foszfataz (AP) p-nitrofenilfoszfattal, mint kromogén reagenssel; és

(iii) B-D-galaktozidaz (B-D-gal) kromogén szubsztratummal (példaul, p-nitrofenil-
B-D-galaktopiranoziddal) vagy 4-metilumbelliferil-B-D-galaktopiranoziddal.

Szamos mas enzim-szubsztratum kombinacié elérhetd a szakember szaméra. A
szakembernek ismeri ezeket a kiilonféle eljarasokat. Példaul, az antitestet biotinnal és a
fentiekben, harom csoportba sorolt jelolések barmelyikét avidinnal lehet konjugaltatni, és
forditva. A biotin szelektiven k6tddik az avidinhoz €s igy a jelolést ezen indirekt médon
lehet konjugaltatni az antitesthez. Esetleg, a jelélésnek az antitesthez torténd indirekt kon-
jugaltatasa céljabol, az antitestet kisméretii hapténnal (példaul, digoxin) konjugaltatjuk,

mig a fentieckben emlitett kiillonbozé tipust jelolések egyikét a haptén elleni antitesttel
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(példaul, digoxin elleni antitest) konjugéltatjuk. Igy, igy érhetjiik el a jel6lésnek az anti-
testhez torténd indirekt konjugaltatasat.

A talalmany egy masik megvalésitasi modjaban, a Dkk-1 elleni antitestet nem
szitkséges jeloléssel ellatni, és annak jelenlétét a Dkk-1 elleni antitestet koto, jeloléssel
ellatott antitest alkalmazasaval mutatjuk ki.

A taldlmany szerinti antitestek alkalmazhatok barmely ismert vizsgalati eljaras-
ban, mint példaul kompetitiv vizsgalatokban, kozvetlen és kozvetett ,,szendvics” vizsgala-
tokban, és immunprecipitacios vizsgalatokban [Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of
Techniques, 147-158, kiad.: CRC Press, Inc. (1987)].

A talalmany szerinti vizsgilatokban elényos, ha antigént — példaul Dkk-1-et -,
vagy antitestet szilard fazisi hordozohoz vagy vivéanyaghoz kétiink. A leiras szerinti €rte-
lemben, a ,szilard fazisu hordoz6 vagy vivéanyag” kifejezés jelent barmilyen, antigént
vagy antitestet megkétni képes hordozét. Az ismert hordozok ¢s vivéanyagok kozé az
alabbiak tartoznak: iiveg, polisztirol, polipropilén, polietilén, dextran, nylon, amil6zok,
természetes vagy moédositott cellulézok, poliakrilamidok, agarézok, és magnetit. A talal-
many céljait tekintve, a vivéanyag természetét tekintve lehet oldhato vagy bizonyos mér-
tékben oldhatatlan. A hordozéanyag tulajdonképpen lehet barmilyen lehetséges szerkezeti
konfiguraciéban, ameddig az ahhoz kapcsolt molekula képes antigénhez vagy antitesthez
kotddni. Igy, a hordozé konfiguracidja lehet gomb alaki, mint példaul gyongydk, vagy
hengeres, amilyen a tesztcsd belsé felszine, vagy egy bot kiilsé felszine. Esetleg, a felszin
lehet sik, mint példaul lemez, tesztcsik, stb. Elényds hordozok kozé tartoznak a polisztirol
gyongyok. A szakember felismeri, vagy rutin kisérletezéssel megbizonyosodhat afeldl,
hogy szdmos mas alkalmas hordozo létezik, amely alkalmas antitest vagy antigén megko-
tésére.

A taldlmany elény6s megvalositasi modjaban, antigén-antitest szendvics immun-
vizsgalatot végziink, azaz antigént olyan eljarassal mutatunk ki vagy mériink, amelyben
elészor egy elso antitestet kotiink az antigénhez, majd egy masodik antitestet kotiink az
antitesthez, és kimutatjuk vagy megmérjik az elsé és masodik antitesthez egyarant,
immunspecifikusan k6t6détt antigént. A taladlmany specifikus megvaldsitasi modjaban, az
elsé és masodik antitest monoklondlis antitest. Ebben a megvaldsitasi modban, ha az anti-
gén nem tartalmaz olyan, ismétlddé epitopokat, amelyeket a monoklonalis antitest felis-
mer, akkor a masodik antitestnek az els6 antitesttdl eltéré helyre kell bekétnie (igy, a két
antitest kozott nincs kompetitiv gatlas az antigénhez valo kotédés tekintetében). A talal-

many egy masik specifikus megvalositdsi modjdban, az elsé vagy masodik antitest
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poliklonalis antitest. A taldlmany tovabbi elonyds megvaldsitasi médjaban, mind az elsd és
mind pedig a masodik antitest poliklondlis antitest.

A talalmany elényds megvaldsitasi médjaban, ,,elére” szendvics immunvizsgala-
tot alkalmazunk, amelyet az alabbiakban részleteziink. A Dkk-1 ellen iranyuld antitestet
(befogd antitest, Abl) szilardfazisu matrixhoz, elénydsen mikrotiter-lemezhez, rogzitiink.
A mintat érintkeztetjiik az Abl-el bevont métrixszal Ggy, hogy a mintidban 1évd 6sszes
Dkk-1 (amelyre nézve az Ab1 specifikus) k6tddjon a szilard fazishoz rogzitett Abl-hez. A
minta nem kotédott dsszetevOit mosassal eltdvolitjuk. Az antigén egy masodik epitdpja
ellen irdnyul6 masodik, enzimmel konjugalt antitestet (kimutat6 antitest, Ab2) kétiink az
Abl altal megkotott antigénhez, és igy 1étrejon a szendvics. A nem kotott Ab2-t mosassal
eltavolitjuk, az enzim kromogén szubsztraitumat adjuk a rendszerhez, és a szendvicsben
jelenlevd enzim mennyiségével aranyos szines termék alakul ki, amely tiikr6zi a mintaban
1évé antitest mennyiségét. A reakciot stop oldat hozzaadasaval allitjuk le. A szint spektro-
fotométerben , megfeleld hullimhosszon, abszorbanciaként mérjiik. Ismert koncentraciéju
antigénbdl, standard gorbét készitiink, €s az ismeretlen minta értékét ezzel hatarozzuk meg.

A ,;szendvics” vizsgélatok masik tipusat az ugynevezett ,,szimultan” vagy ,,fordi-
tott” vizsgalatok alkotjdk. Szimultdn vizsgalat soran a szilard hordozohoz koétstt antitestet
és a jelzett antitestet egyszerre, egyetlen 1épésben adjuk a tesztelni kivant mintdhoz. Az
inkubalés befejezése utan, a szilard hordoz6t mossuk a folyadékminta €s nem komplexalt,
jelzett antitest eltdvolitdsara. A szilard hordozéval asszocidlédott, jelzett antitest jelenlétét,
a hagyomadnyos ,,elére” szendvics vizsgalatnal leirtak szerint hatdrozzuk meg.

A | forditott” vizsgalatban, 1épésenként el3szdr a jelzett antitest oldatat adjuk a fo-
lyékony mintdhoz, majd megfeleld inkubacids id6 elteltével a szilard hordozéhoz kététt
antitestet. Masodik inkubalds utan, a szilard hordozét hagyomanyos mdédon mossuk a min-
ta maradékainak €s az el nem reagalt antitestek eltavolitasara. A szilard hordozdval asszo-
cialodott, jelzett antitest jelenlétét, a hagyoményos ,,szimultan” vagy ,.elére” szendvics
vizsgalatndl leirtak szerint hatarozzuk meg.

Egy vagy tobb, a talalmany szerinti vizsgalatok kivitelezéséhez sziikséges kom-
ponenseket tartalmaz6 taroléedényt vagy fiolat tartalmazo készletek is a talalmany targy-
korébe tartoznak. Az ilyen készletek elére meghatarozott mennyiségii reagensek kombina-
cidjat és a diagnosztikai vizsgalat kivitelezésére vonatkozo instrukcidkat tartalmazoé cso-
magok. Példaul, egy ilyen készlet tartalmazhat antitestet vagy antitesteket, elénydsen Dkk-
1 antigén elleni olyan antitestpart, amelyek elonydsen nem versengenek az antigénen levé

ugyanazért a kotéhelyért. A talalméany specifikus megvalésitasi modjaban, a Dkk-1-et elére
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adszorbeéljuk valamilyen szilard fazisti métrixhoz. A készlet elényosen tartalmaz a mosas-
hoz sziikséges, a technikaban ismert reagenseket is. EIA esetében, a készlet a kromogén
szubsztratum mellett tartalmazza az enzimatikus reakcié (a szin eléhivasa utani) leallitasa-
hoz sziikséges reagenst. A készletben 1évé szubsztratum az, amely az egyik antitesthez
konjugalt enzimnek megfelel. Ezek a technikaban jol ismertek, és ezek koziil néhanyat az
alabbiakban példaként emlitiink. A készlet, igény szerint, tartalmazhatnak még Dkk-1
standardot (azaz egy adott standard mintaban 1év6, normalis mennyiségli Dkk-1-nek meg-
felel6 mennyiségii tisztitott Dkk-1) is.

Ha az antitest enzimmel van jeldlve, a készlet tartalmazza az enzim miikédéséhez
sziikséges szubsztrdtumokat és kofaktorokat (példaul, a kimutathatd kromofdrt vagy
fluorofért biztosité szubsztratum-prekurzort). Ezenfeliil, mas adalékanyagok is lehetnek a
készletben, mint példaul stabilizalok, pufferek (példaul, blokkpuffer vagy lizispuffer) és
ilyenek. A kiilonféle reagensek relativ mennyisége széles tartoményban valtozhat a reagen-
sek oldataban a vizsgalat érzékenységének lényeges mértékii optimalizalasahoz sziikséges
koncentraciok biztositasa céljabdl. Kiilonosen, a reagenseket biztosithatjuk, az adalék-
anyagokat is tartalmazo, szaraz porok forméjaban, éltalaban liofilizatumként, és a por fel-
oldasa szolgéltatja a megfelelé koncentracidju reagensoldatot.

A taldlmany egyik szempontja szerint, a készlet egynél tobb taroléedényt tartal-
maz: Dkk-1-et megkétni képes antitestet, amelyet felkéthetiink szilard fazisu hordozora,
példaul mikrotiter-lemezre, Dkk-1-et tartalmazo6 standard mintat, és a kimutatashoz sziik-
séges instrukcidkat, ahol a Dkk-1-et megkétni képes antitest kimutathato jelléssel van
ellatva vagy a készlet tartalmaz tovabba olyan antitestet, amely képes a Dkk-1-et megk&tni
¢és kimutathatd jel6léssel van ellatva, vagy kéti az elsé antitestet.

Transzgénikus és .knockout” allatok és ezek alkalmazisa szkrinelésre

Nem emberbdl, hanem valamilyen éllatfajbdl, mint példaul ragesalébol, és els-
ny6sebben egérbdl szarmazé Dkk-1-et kodold nukleinsavakat alkalmazhatunk az embertdl
eltérd transzgénikus vagy bindris transzgénikus allatok generaldsara, amelyek azonban,
alkalmasak terdpiasan hasznosithat6 reagensek kifejlesztésére és szkrinelésére. A Dkk-1
»knockout” egér embrionalisan letalis [Mukhopadhyay és mtsai., Dev. Cell. 1, 423-434
(2001)].

Transzgénikus allat sejtjei transzgént tartalmaznak, amelyeket az 4llatba vagy az
allat elédjébe sziiletés elétti, példaul embrionalis, stadiumban vittiink be. Transzgénnek az

olyan DNS-t nevezziik, amely azon sejt genomjaba integralodott, amelybél az allat kifejls-

dik.
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A taldlmany egyik megvaldsitdsi modjéban, transzgénikus allatot generalunk a
Dkk-1 transzgénnek az embertdl eltérd allat ivarsejtjeibe. Transzgénikus allatok, kiiléndsen
olyan allatok, mint az egér generaldsara szolgald eljarasok a technikaban hagyomanyossa
valnak, és az irodalomban le vannak irva [ldsd példaul, US 4.736.866 sz. és US 4.870.009
sz. amerikai egyesiilt allamokbeli szabadalmi iratok]. Dkk-1-et koédolo, allati eredetii
c¢DNS, mint példaul egéreredetii cDNS, vagy annak megfelelé szekvenciaja alkalmazhaté
Dkk-1-et kodolé genomi DNS, jol megalapozott eljarasokkal toérténd kldénozasara, és a
genomi szekvencidkat alkalmazhatjuk Dkk-1-et kddold6 DNS-t tartalmazé sejteket tartal-
maz6 transzgénikus allatok generdlasara. Jellemzden, a transzgén, szovetspecifikus
enhancerekkel torténd bevitelével konkrét sejteket célozhatunk meg, ennek kovetkeztében
iranyithatjuk a Dkk-1 tulexpresszidjat. Az embrionalis korban az allat ivarsejtjeibe bevitt,
Dkk-1-et kodolé transzgén kopidjat tartalmazo transzgénikus allat alkalmazhato a Dkk-1-et
kédolé DNS fokozott expresszidja hatasanak vizsgalatara.

Kiilonboz6 fejlédési stadiumban 1évé embrionalis célsejteket alkalmazhatunk a
transzgének bevitelére. Kiilonféle eljarasokat alkalmazhatunk az embrionalis célsejtek fej-
16dési éllapotatdl fiiggden. Barmely, a taldlmany gyakorlatba vételénél alkalmazott, speci-
fikus allat-tenyészvonalat altaldnos j6 egészség, j6 embrio-kitermelés, az embridban a jo
pronukledris lathatosag, €s j6 szaporodasi készség szempontjabdl valasztjuk ki. Ezenfeliil,
jelentds faktor a halotipus. Példaul, transzgénikus egér generalasakor gyakran alkalmazunk
olyan torzseket, mint a C57BL/6 vagy FVB vonalak. A talalmany gyakorlatba vételénél
alkalmazott vonal(ak) lehetnek sajit maguk is transzgénikusak, és/vagy ,.knockout”’-ok
(azaz, szarmazhatnak olyan allatokbol, amelyekben egy vagy tobb gén részlegesen vagy
teljesen szuppresszalt).

A transzgénikus konstrukcidt bevihetjiikk egyetlen fazisi embriéba. Mikro-
injektalasra a zigota a legjobb célpont. A zigétik géntranszferre célpontként torténé alkal-
mazasanak meg van az a lényeges elénye, hogy legtobb esetben az injektalt DNS-t az els
hasadést megel6zden épitjiik be a gazda génjébe [Brinster és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82, 4438-4442 (1985)]. Ennek k&vetkeztében, a transzgénikus dllat minden sejtje
hordozni fogja a beépitett transzgént. Ez altalaban a transzgénnek az alapité allatba torténd
hatékony transzmisszi6jban tiikr6zédik vissza, mivel az ivarsejtek 50%-a hordozni fogja a
transzgént.

Normalis esetben, a megtermékenyitett embriokat alkalmas tépoldatban a
pronukleusz megjelenéséig inkubéljuk. Koriilbeliil ebben az idében, a transzgént tartalma-

z6 nukleotidszekvenciat néstény vagy him pronukleuszba vissziik be. Bizonyos fajok, mint
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példaul egér, esetében a him pronukleusz elényds. Az exogén genetikai anyagot a zigéta
DNS himeredetti komplementeréhez adhatjuk azel6tt, hogy azt a petesejt nukleusza vagy a
zigbta noi pronukleusza atalakitana.

Igy, az exogén genetikai anyagot a himeredetii komplementer DNS-hez vagy
barmely mas komplementer DNS-hez adhatjuk azelétt, hogy arra hatast gyakorolhatna a
néi pronukleusz, amely egyébként akkor torténik meg, amikor a him és néi pronukleusz jol
elkiiloniil és mindkettd a sejtmembranhoz kozel helyezkedik el. Esetleg, az exogén geneti-
kai anyagot a spermium nukleuszahoz adhatjuk, majd ezutdn azt indukaljuk, hogy
dekondenzicion menjen keresztiil. Az exogén genetikai anyagot tartalmazé spermiumot a
petesejthez adhatjuk vagy el6szor a dekondenzélt spermiumot adhatjuk a petesejthez, majd
amilyen gyorsan csak lehetséges a transzgénikus konstrukciét.

Béarmilyen, a sejtmag genetikai dlloméanyahoz az exogén genetikai anyag hozza-
adasat lehetévé tevo eljaras alkalmazhatunk, amennyiben az eljaras nem karositja a sejtet, a
sejtmag membranjat, vagy létezé sejtes vagy genetikai strukturat. Az embriéba a
transzgénikus nukleotidszekvenciat bevihetjitkk barmely, a technikdban ismert eljarassal,
mint példaul mikroinjektalassal, elektroporacidval, vagy lipofekcioval. Az exogén geneti-
kai anyagot elénydsen mikroinjektalassal illesztjiik a sejtmag genetikai alloméanyaba. Sej-
tek és sejtes strukturak mikroinjektalasa a technikaban ismert és alkalmazott. Az egér ese-
tében, a him pronukleusz mérete eléri a kortilbeliil 20 mikrométer 4tmérét, amely lehetévé
teszi, hogy abba 1-2 pl DNS-oldatot reprodukalhatéan beinjektaljunk. A transzgénikus
nukleotidszekvencia embridba tortént bevitele utan, az embriot kiilonbdz6 hosszusagu ide-
ig in vitro inkubalhatjuk, vagy pdtgazdaba iiltethetjiik vissza, vagy mindketté. Az érettsé-
gig tartd in vitro inkubécié a taldlmany oltalmi korébe tartozik. Egy éltalanosan elterjedt
eljaras szerint, az embriokat a fajtdl fiiggden koriilbeliil 1-7 napig inkubaljuk in vitro, majd
potgazdaba iltetjiikk vissza.

A zigétdhoz adott transzgénikus konstrukci6 képiaszama fiigg a hozzaadott
exogén genetikai anyag teljes mennyiségétol, és e mennyiségnek akkoranak kell lennie,
amely a genetikai transzformacié bekovetkezését lehetévé teszi. Elméletileg egy kopia is
elég, azonban, altalaban a transzgénikus konstrukcidé szamos, példaul 1000-20000 kopiajat
alkalmazzuk, annak biztositasara, hogy egyetlen kopia miikodoképes legyen. A taldlmany-
ra vonatkozoan, elényos lehet, ha a beillesztett exogén DNS-bdl egynél t6bb kdpia van a
DNS fenotipusos expresszalasanak fokozasara.

Az el6d gazda transzgénikus utddait barmilyen alkalmas eljarassal szkrinelhetjiik

a transzgén jelenlétére és/vagy expresszidjara. A szkrinelést gyakran Southern-blot vagy
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Northern-blot analizissel végezziik, amelyben a transzgénnek legalabb egy részével komp-
lementer probat alkalmazunk. A transzgén termék jelenlétének szkrinelésére alternativ
vagy tovabbi eljaras a Western-blot analizis, amelyben a transzgén 4ltal k6dolt Dkk-1 elle-
ni antitestet alkalmazunk. Jellemzén, DNS-t prepardlunk a farok valamely szovetébdl és
Southern analizissel vagy PCR-rel a transzgénre nézve analizaljuk. Esetleg, a transzgént
feltehet6en a legmagasabb szinten expresszalé szoveteket vagy sejteket a transzgén jelenlé-
tére és expresszidjara nézve teszteliink Southern analizissel vagy PCR-rel, bar erre az ana-
lizisre barmilyen szévet vagy sejttipus alkalmazhatd.

A transzgén jelenlétének kimutatdsara szolgal6 alternativ vagy tovabbi eljarasok
kozé tartoznak - minden korlatozas nélkiil — alkalmas biokémiai vizsgélatok, mint példaul
enzim és/vagy immunoldgiai vizsgalatok, egy adott konkrét marker vagy enzim aktivitasa-
ra iranyul6 hisztologiai festések, aramlasi citometrids analizis, és hasonlok. A vér analizise
szintén alkalmas lehet a vérben a transzgén jelenlétének kimutatasara, és a transzgén vér-
osszetevok, példaul gliikéz, szintjeire gyakorolt hatdsanak értékelésére.

A transzgénikus allat szaporulatdra tigy tehetiink szert, hogy a transzgénikus alla-
tot alkalmas partnerrel paroztatjuk, vagy a transzgénikus allattél szarmazé petesejttel vagy
spermiummal in vitro megtermékenyités végziink. Ha valamilyen partnerrel tértén6 paroz-
tatast végziink, a partner lehet vagy nem, lehet transzgénikus és/vagy knockout; ha
transzgénikus, akkor tartalmazhatja ugyanazt vagy valamilyen mds transzgént, vagy mind-
kettot. Esetleg, a partner lehet parentalis vonal. Ha in vitro megtermékenyitést alkalma-
zunk, a megtermékenyitett embridt beiiltethetjikk pétgazdaba, vagy inkubalhatjuk in vitro,
vagy mindkettd. Barmely eljarast is alkalmazzuk, az utédot a fentiekben leirt, vagy mas
alkalmas eljarasokkal értékelni kell a transzgén jelenlétérre nézve.

A talalmannyal 6sszhangban eléallitott transzgénikus allat exogén genetikai anya-
got, azaz DNS-szekvenciat, fog tartalmazni, amely genetikai anyag a Dkk-1 termel6dését
eredményezi. A szekvenciat miikkodoképesen kapcsolhatjuk valamilyen transzkripcionalis
szabalyozo elemhez, példaul promoéterhez, amely eldny6sen lehetdvé teszi a transzgén ter-
mékének specifikus sejttipusban torténd expresszidjat. A legelény6sebb ilyen szabalyozé
elem olyan, izomspecifikus prométer, amely izomsz6vetben lehetévé teszi a dkk-1 nuklein-
sav (példaul, DNS) tulexpresszidjat. Ilyen prométer példaul az alabbi 1. példédban leirt
promoter, vagy amely s smoothelin A vagy B expresszidjat hajtja meg, vagy ehhez hasonl6

mas promoter [lasd példaul, WO 01/18048 sz. nemzetkozi kozzétételi irat (2001. marcius

15.).



10

15

20

25

30

- 59 -

Retroviralis fert6zést is alkalmazhatunk a transzgén, embertdl eltérd allatba torté-
no bevitelére. A fejlodo, embertdl eltéré embridt in vitro tenyészthetjiik a blasztocita stadi-
umig. Ezen id6 alatt, a blasztomerek lehetnek az retroviralis fert6zés céljai [Jaenich, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 73, 1260-1264 (1976)]. A blasztomereket tigy lehet hatékonya fer-
tézni, ha enzimes kezeléssel eltavolitjuk a zona pellucida-t [Manipulating the Mouse
Embryo, szerk.: Hogan, kiad.: Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor,
NY (1986)]. A transzgén beviteléra alkalmazand6 virusvektor jellemzden, a transzgént
hordozd, replikaciora nézve karositott retrovirus [Jahner és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82, 6972-6981 (1985); Van der Putten és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82,
6148-6152 (1985)]. A transzfekciét koénnyen €s hatékonyan végezhetjik, ha a
blasztomereket egyrétegii, virust termel6 sejteken tenyésztjiikk [Van der Putten és mtsai.,
mint fenn; Stewart és mtsai.,, EMBO J. 6, 383-388 (1987)]. Esetleg, a fert6zés torténhet
késoi stadiumban. Virust vagy virust termeld sejteket injektalhatunk a blasztocélbe [Jahner
¢és mtsai., Nature 298, 623-628 (1982)]. A legt6bb alapité allat a transzgénre nézve mozai-
kos, mivel a beépiilés a sejteknek csak egy részében torténik meg, és csak e sejtek
transzgénikusak az embertdl eltéré allatban. Tovabba, az alapité allat tartalmazhat a
transzgénbdl szarmaz6 kiilonféle retroviralis inzercidkat a genom kiilénféle részein, ame-
lyek a szaporulatban szegregdlddni fognak. Ezenfeliil, transzgént vihetiink be az ivarsej-
tekbe oly modon, hogy a vemhesség kdzépidejében jaré embriot a méhen beliil fertdziink
retrovirussal [Jahner és mtsai., mint fenn].

A transzgénnel torténd indukdlds harmadik tipusu célsejtje az embrionélis ssejt
(ES). ES sejteket nyerhetiink olyan betiltetés elotti, in vitro tenyésztett embridkkal, ame-
lyeket mas embriokkal fuzionéltattunk [Evans és mtsai., Nature 292, 154-156 (1981);
Bradley €s mtsai., Nature 309, 255-258 (1984); Gossler és mtsai., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 83, 9065-9069 (1986); Robertson és mtsai., Nature 322, 445-448 (1986)]. Transzgé-
neket DNS-transzfekcidval vagy retrovirus altal kozvetitett transzdukcidval tudunk haté-
konyan bevinni ES sejtekbe. Ilyen transzformalt ES sejteket azutan kombinalhatunk az
embertd] eltérd allatbol szarmazé blasztocisztakkal. Azt kévetden az ES sejtek kolonizal-
jék az embri6t és beépiilnek az eredményiil kapott kiméra 4llat ivarsejt-vonalaba [Jaenisch,
Science 240, 1468-1474 (1988)].

Allatokban a génexpresszi6 valamilyen feltételhez kotott, példaul idészakos vagy
térbeli, szabalyozasat elérhetjitk bindris transzgénikus rendszerek alkalmazasaval, ame-
lyekben valamilyen effektorfehérje-termék és a kérdéses transzgén kélcsonhatasa szaba-

lyozza a génexpressziot. E kolesonhatasokat allati tenyészvonalak (példaul ragcsalo, pél-
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daul egér tenyészvonalak) keresztezésével, vagy valamilyen exogén indukald hozzaadasa-
val vagy eltavolitisival szabalyozzuk [Lewandoski, Nature Rev. Genet. 2, 743-755
(2001)].

A bindris transzgénikus rendszerek két kategoridba sorolhaték, Az egyik a
transzkripciondlis transzaktivacion alapul, és funkcidnyeréses kisérletekben jol alkalmaz-
hatd a transzgének aktivdlasira. A masik, helyspecifikus DNS rekombinécién alapul, és
transzgének aktivalasara vagy szovetspecifikus ,.knockout”-ok €s sejtvonal-markerek gene-
ralaséra alkalmazhato.

A leginkabb elterjedt transzkripcionalis rendszerek az E. coli-bol szarmazo,
tetraciklin-rezisztenciat biztosité operonon alapul. E rendszer effektorai két kategériaba
esnek attdl fiiggéen, hogy egy adott tetraciklin vegyiilet (4ltalaban doxiciklin) beadasa
vagy kiliritése esetén torténik meg a transzkripcié aktivalasa. A Gal4-en alapulé rendszer
olyan transzaktivicids rendszer, amely nem igények indukalét, de a Gal4 transzkripciés
aktivalas szabalyozhat6 szintetikus szteroidokkal, ha mutalt ligandumkété-domént épitiink
be egy adott Gal4 kiméra transzaktivatorba.

A leginkabb alkalmazott helyspecifikus DNS rekombinaciés rendszer a P1 bakte-
riofagbdl szarmazé Cre rekombindzt alkalmazza, bar az S. cerevisiae-bdl szarmazé Flp
rekombindzt is adaptaltak mar allatikban, mint példaul egerekben, torténd alkalmazasra.

A szovetspecifikus prométerek szabalyozasa alatt expresszalt Cre vagy Flp
rekombinazokra hatni képes, mddositott endogén géneket hordozé binaris transzgénikus
allatok eldallitasara szolgald, gént célbajuttatd eljarasok alkalmazasival helyspecifikus
rekombinaci6t hasznalhatunk specifikus endogén gének, térben szabalyozott inaktivalas-
ara.

Cre/Flp aktivitds még id6ben is szabalyozhaté oly médon, hogy virusvektorokkal
cre/FLP-t kodold transzgéneket vissziink be, exogén szteroidokat adunk be a mutalt
ligandumkoté-doménhez fuzionalt cre gént tartalmazé kiméra transzgént hordozé allatok-
nak, vagy a cre/FLP expresszié szabélyozasara transzkripcionalis transzaktivaciot alkal-
mazunk. A helyspecifikus rekombinécié irreverzibilitasa teszi egyediilalléan alkalmassa
ezen eljarast olyan 1j tipust analizisekre, amelyekben tranziens szOvetspecifikus cre/FLP
expressziot alkalmazunk valamilyen riporter célgén allandé aktivalasara sejtvonalakkal
végzett kisérletek esetében.

Nem emberi, bindris transzgénikus és transzgénikus allatokat tesztallatként alkal-
mazhatunk inzulinnal szembeni rezisztencia, hiper- vagy hipoinzulinémia, elhizottsag,

vagy izom-degeneracid ellen feltehetéen védelmet nyiijté reagensek tesztelésére. A talal-
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many egyik szempontja szerint, példaul, dkk-/ nukleinsavat (mint példaul cDNS-t) sejtjei-
ben (példaul izomsejtjeiben) talexpresszald, nem emberi allatokat alkalmazhatunk drogje-
15ltek (fehérjék, peptidek, polipeptidek, kisméretii molekuldk, stb.) példaul az alabbiakra
iranyulé szkrinelésére: inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésének, vagy inzulinszintek
fokozasanak indikalasara, hipoinzulinémia kezelésének indikaldséra a gliikkéz vérbdl torté-
n6 kitiriilésének fokozasara gyakorolt hatas, vagy az izmok regeneralasara iranyul6 kezelés
indikalasara izomsejtek differencialédasa.

A taldlmany egy masik szempontja szerint, dkk-1-et kdédolé nukleinsav
expresszidja tekintetében megvaltoztatott, nem emberi, bindris transzgénikus allatokat al-
kalmazhatunk a fentiekben ismertetett drogok szkrinelésére az alabbiak vonatkozasaban:
példaul magas zsirtartalmu taplalék fogyasztasa esetén a testtomeg-csdkkentése, adipocitak
csokkentése indikalja az elhizottsag kezelését, vagy inzulinszintek csokkentése jelzi a
hiperinzulinémia kezel€sét.

A reagenssel/droggal kezelt olyan 4llat, amelyben a betegség — a bindris vagy ko-
zOnséges transzgént hordozd, kezeletlen allatokhoz képest — csokkent mértékben jelentke-
zik, jelezhet potencialis terdpids beavatkozéast a kérdéses betegséget illetéen. Csokkent
mértékben jelentkez6 betegség tulajdonsagainak vizsgalatara szolgal6 eljarasokat a fenti-
ekben és az alabbi példdkban ismertetiink.

Az alabbi példak minddssze a taldlmany jobb megértését szolgaljak, €s természe-
tesen a taldlmanyt semmiben sem korlatozzak. A talalméany bizonyos valtozatai a technika-
ban ismertek, ideértve mindazon ezzel egyenértékii valtozatokat, amelyek most ismertek
vagy késobb keriiltek kifejlesztésre, és ezek mindegyike a talalmény oltalmi kérébe tarto-

zik. Minden idézett hivatkozasban ismertetett feltaras a kitanitds részét képezi.

PELDAK
1. példa
A DKK-1 in vivo és in vitro hatasai

ANYAGOK ES ELJARASOK

L6 sejttenyészet

L6 mioblasztokat 10% borjueredetii szérumot tartalmazé MEM-a tapoldatban
(Gibco-BRL) szaporitottunk. Az sszefolyas elérése elbtt, a sejteket tripszinnel szétoszlat-
tuk és friss tapoldatba vittiik at. Mioblasztfiziot indukaltunk gy, hogy osszefolyaskor a
tapoldatot differencialédasi tdpoldatra (2% borjueredetii szérumot tartalmazé MEM-o)

cseréltitk. A sejteket ebben a tapoldatban 3-9 napig, Dkk-1 kezelések céljabol 28 oranal
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tovabb szaporitottuk, és ilyenkor a tapoldathoz dkk-1-t [Krupnik és mtsai., mint fenn; WO
99/46281 sz. nemzetkozi kozzétételi irat] kodold6 DNS-t adtunk ehhez a tapoldathoz. A 28
oranal rovidebb kezeléseket 0,5% borjueredetii szérumot tartalmazé MEM-a-ban végez-
tiik.

Rekombinans Dkk-1 expresszalasa
A DKkk-1 emberi homoldgjat (hDkk-1), amelynek C-terminalisdhoz 8X His tolda-

lékot fuzionaltattunk [Krupnik €s mtsai., mint fenn; WO 99/46281 sz. nemzetkozi k6zzété-
teli irat, ahol a Dkk-1-et PRO1008 néven van elnevezve], bakulovirusban expresszaltuk és
nikkeloszlopon végzett affinitdskromatografiaval tisztitottuk. A tisztitott fehérje azonossa-
gat N-terminalis szekvenciaanalizissel igazoltuk. A tisztitott fehérjében 0,3 EU/ml
endotoxin-szintek voltak.

2-DOG felvétel

Kontrol sejteket és dkk-1-el kezelt sejteket 0,5 uCi 2-deoxi['“C)-gliikdzt tartalma-
z0, Krebs-Ringer féle foszfat-HEPES pufferben (KRHB) [130 mM NaCl, 5 mM KCl, 1,3
mM CaCl,, 1,3 mM MgSOs,, 10 mM NaHPOs, 25 mM HEPES, pH 7,4] inkubaltuk 20

percig, 37°C-on, 0,5 pM inzulin jelenlétében vagy hianyaban. A sejteket KRHB-vel két-
szer mostuk, 100 mM NaOH-ban lizaltuk és az sejtlizatumokban talalhaté intracellularis 2-
deoxi['*C]-gliikézt folyadékszintillaciéval (LSC) mértiik.

A génexpresszié mennyiségi meghatirozasa

Teljes RNS-t izolaltunk (tenyésztett sejtek esetében) Rneasy Mini reagens-
készlettel (Qiagen) vagy (izom esetében) Trizol reagenssel, majd Dnaz I-el (Amplification
Grade, Gibco-BRL) kezeltiik. Génexpresszids analizist végeztiink valdsideji kvantitativ
PCR-rel (RTQ-PCR) ABI PRISM® 7700 szekvenalo-detektalé rendszer (Applied
Biosystems, Inc., Foster City, CA) alkalmazasaval [Gibson és mtsai., Genome Res. 6, 995-
1001 (1996); Heid és mtsai., Genome Res. 6, 986-994 (1996)]

Glikogénszintézis

Glikogénszintézist ['*C]-gliikoz glikogénbe torténd beépitésével hatdroztunk meg.
Kontrol sejteket és dkk-I-el kezelt sejteket szérummentes, [U'C]-gliikéz tartalmazé
MEM-a-ban (5 mM gliikéz, 1,25 pCi/ml) inkubéltunk 2 6ran 4t, 0,5 uM inzulin jelenlét-
ében vagy hidnyaban. A kisérletet a tapoldat eltivolitasaval allitottuk le, és a sejteket jég-
hideg PBS-sel haromszor gyorsan mostuk, és 20%-os KOH-dal (w/v) lizaltuk, amelyet 1
Oraval késébb 1 M HCI hozzdadaséval semlegesitettiink. A lizatumokat 5 percig forraltuk,

centrifugalassal iilepitettiik, €s a sejtben talalhaté glikogént izopropanollal lecsaptuk (0°C,
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2 6ra, 1 mg/ml hideg glikogén, mint hordozd). A lecsapott glikogént centrifugalassal elva-
lasztottuk, 70%-os etanollal mostuk, vizben visszaoldottuk, és a [**C]-gliikéz glikogénbe
torténd beépiilését LSC-vel hatdroztuk meg.

Kinazaktivitas vizsgalata

Kinazokat csaptunk le és vizsgaltunk az Upstate Biotechnologies, Inc. (Lake

Placid, NY) cégtsl szarmazé reagensekkel, amellyel a **P specifikus, peptidszubsztratumba
valé beépiilésének abszolit szintjeit mértiik. Specidlisan, sejteket mostunk szérummentes
tapoldattal €s azokat a vizsgalat el6tt 3-5 6ran 4t inkubaltuk. A sejteket 30 nM inzulinnal
30 percig serkentettiik, jéghideg PBS-sel mostuk, majd jéghideg szolubilizaciés pufferrel
(50 mM Tns-HC], pH 7,7, 0,5% NONIDET P-40™ (4-nonilfenolpolietilénglikol, alacsony
habzasu, feliiletaktiv anyag (Roche Diagnostics GmbH)) 2,5 mM EDTA, 10 mM NaF, 0,2
mM Na3;VO,4, 1 mM NazMoO,, 1 pg/ml mikrocisztin-LR, 0,25 mM fenilmetilszulfonil-
fluorid, 1 uM pepstatin, 0,5 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml szdjaeredetii tripszininhibitor)
lizaltuk. A kérdéses peptid elleni antitestet (2 pg) 40 ul protein G Sepharose gyongyokhoz
kotottiik 12 éran at, 4°C-on, majd a gyongyoket friss szolubilizaciés pufferrel haromszor
mostuk. A lizdtumokat centrifugalassal (20.000 g, 1 perc) iilepitettiik, és a feliiluszékat
protein G-hez kotott antitestekkel inkubaltuk 2 éran at, folyamatos keverés mellett. A
gyongydket szolubilizaciés pufferrel haromszor és egyszer pedig kinazpufferrel (20 mM
HEPES, pH 7,2, 1 mM MgCl,, 1 mM EGTA, 1| mM DTT, 0,25 mM PMSF, 1 mM
Na;VOs, 0,5 pg/ml leupeptin) mostuk. A gyongyoket 30 pl, a specifikus
peptidszubsztratumot is tartalmazé kinazpufferben felszuszpendaltuk. Ehhez ATP oldatot
(5 u)(200 uM ATP, 10 pCi **P-ATP kinazpufferben) adtunk és 15 percig 30°C-on
inkubaltuk. A reakciokat ugy allitottuk le, hogy a reakcidkeverékbél 20 pl-t P81 sziiropa-
pirra cseppentettiink fel, majd a papirt 1%-os (v/v) foszforsavval intenziven mostuk és
LSC-vel megmértiik a kotott radioaktivitast.

Az Akt aktivitdsat izomdarabokbol gy hataroztuk meg, hogy izomdarabokat
inkubaltunk 30 percig 35°C-on, 8 mM gliikdzt, 32 mM mannitolt és 0,1% BSA-t tartalma-
20, 0,/CO; (95%/5%) keverékkel telitett KRHB-ben, majd hagytuk felépiilni. A darabokat
inzulinnal (33 nM és 100 nM) 10 percig serkentettik, majd az izmokat hirtelen
lefagyasztottuk, szolubilizcios pufferben homogenizaltuk és centrifugalassal iilepitettiik.
Azonos mennyiségli, lizdtumokbél szarmazé fehérjéket alkalmaztunk az Akt

immunprecipitalasara és az Akt aktivitisanak fentiekben leirtak szerinti mérésére.
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3T3/L1 adipocita-tenyészet
3T3/L1 fibroblasztokat 6sszefolydsig és adipocitdkka tortént differencialéodasig

szaporitottunk [Rubin €s mtsai., J. Biol. Chem. 253, 7570-7578 (1978)]. A differencialédas
indukalasa utan, a differencialodott sejteket 72 6ran 4t Dkk-1-el kezeltiik. A Dkk-1 3T3/L1

sejtek differencialoddsdra gyakorolt hatdsanak vizsgalatara, 40 nM Dkk-1-et adtunk a tap-

oldathoz a differencialédas megindulasakor €s ezt a koncentraciot fenntartottuk a kisérlet

soran.
Gliik6zbeépiilés lipidekbe
Kontrol és kezelt 3T3/L1 sejteket 0,2 pCi/ml D-[U-"*C]gliik6zzal inkubaltuk szé-

rummentes MEM-a tdpoldatban 2 6ran 4t, 37°C-on, 0,5 uM inzulin jelenlétében vagy hia-
nyaban. A sejteket jéghideg PBS-sel kétszer mostuk és 100 mM NaOH-ban lizaltuk. A
lizditumokat 100 mM sésavval semlegesitettik és a sejtek lipidtartalmat n-heptanba
extrahaltuk és a LSC-vel megmértiik az extrahélt lipidbe beépiilt ['*C]gliikoz mennyiségét.

Allatok és tapok
Az Osszes eljarast Institutional Use and Care Comittee engedélyezte. Hacsak mas-

ként nem jeleztiik, az egereket standard laboratériumi étrenden, hémérséklet és paratarta-
lom tekintetében szabalyozott kornyezetben tartottuk. Tizenkét 6ras (6.00 d.e./ 6.00 d.u)
megvilagitasi ciklust alkalmaztunk.

A standard egértdp PURINA 5010™ markajelzést tap (Halen Teklab, Madison,
WI) volt. A magas zsirtartalmi (58% kJ zsir) és alacsony zsirtartalma (10,5% kl)
izokalérids tdp az irodalomban leirtakon [Surwit és mtsai., Metabolism 44, 645-651
(1995)] alapult és ezeket a Research Diets cégtSl (New Brunswick, NJ) szereztiik be.

Az emberi eredetii dkk-1 cDNS-t [Krupnik és mtsai., mint fenn] a pRK vektorban
a miozineredetl kdnnyiilanc promoterét megel6zd splice donor/akceptor helytsl 3’ iranyba
illesztettiik be [Shani és mtsai., Nature 314, 283-286 (1985)]. A dkk-1 cDNS-t az emberi
névekedésihormont kédoléd gén negyedik és 6todik exonja kozodtt 16vé splice do-
nor/akceptor hely [Stewart és mtsai., Endocrinology 130, 405-414 (1992)] kovette. A teljes
expresszios fragmentumot megtisztitottuk a szennyezé vektorszekvenciaktol és FVBxFVB
paroztatasokbol szarmazd, egéreredetii egysejtes petébe injektaltuk. A transzgénikus ege-
reket a farokbdl szarmazd sz6vetmintdk PCR-analizisével azonositottuk.

In vivo metabolitikus mérés és a szérum analizise

Gliikoztolerancia tesztet (GTT) végeztiink tgy, hogy egyes egerekbe testtomeg-

grammonként intraperitoneédlisan 1,5 mg gliikozt injektaltunk. Inzulintolerancia tesztet
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(ITT) végeztiink tigy, hogy egyes egerekbe intravénasan testtdmeg-kilogrammonként 0,6 E
inzulint injektaltunk. Mindkét teszt esetében, LIFESCAN Fast Take™ gliik6zmérd teszt
alkalmazaséval, meghatarozott iddpontokban a teljes vér gliikdztartalmat. Az inzulin és
leptin szérumban mérhetd szintjeit ELISA készletekkel (Crystal Chem, Chicago, IL) vizs-
galtuk. A szabad zsirsavak szintjeit NEFA C™ nem észterifikalt zsirsavakat vizsgald
reagenskészlet (WAKO Chemicals USB, Inc.), a trigliceridekét pedig Sigma Triglyceride,
INT™ reagenskészlet (Sigma) alkalmazéséaval vizsgaltuk.

Adatok analizise
Hacsak mdsként nem jeleztiik, minden adatot a (plusz és minusz) standard eltéré-

sekkel egyiitt mutattunk be. A kontrol és kezelt sejtek, illetve a transzgénikus és vad tipusu

egerek kozotti §sszehasonlitdsokat nem parositott Stundent-féle t-teszt alkalmazisaval vé-

geztiik.
Eredmények

A dkk-1 relativ expresszios szintjeit hataroztuk meg kiilonféle, felnéttkori emberi
szovetekbdl valds idejii kvantitativ PCR alkalmazasaval [Gibson és mtsai., mint fenn; Heid
¢s mtsai., mint fenn] Az 1. ébran bemutatott eredmények jelzik, hogy a dkk-1 elterjedten
expresszalddik a felnSttkori emberi sz6vetekben, kiilondsen a lépben, herékben és méhben,
és legkiilonosebben a méhben.

Amikor az emberi Dkk-1 fehérjét bakulovirusban expresszaltuk, a fehérje belsé
Osszekapesolasaval egy 16 kDa hasitdsi terméket készitettiink. A 2. 4bran bemutatott gélen,
az (a) sav a TLNSVLNSNAI (a szekvencialistiban 1. azonositészimon megadott szekven-
cia) N-termindlis szekvencidji, a szignalpeptid lehasitasi helyének megfelel6
SVLNSNAIKNL (a szekvencialistdban 2. azonositoszamon megadott szekvencia) szek-
venciat hordozo6 teljes hossziisigu fehérjének, mig a (b) sav az SKMYHTKGQE (a
szekvencialistdban 3. azonositészamon megadott szekvencia) N-terminalis szekvenciaja
Osszekapcsolt fehérjének felel meg.

Az L6 izomsejtek Dkk-1-el tortént kezelése eredményeként az alapszintii és az in-
zulinnal serkentett gliikozfelvétel lecsokkent a sejtekben. A Dkk-1 hatisa mar 2 éra multan
tapasztalhat6 volt (3A. abra). A rovid ideji kezelés hatasa 2-6 6ras kezelés eredményeként
volt a legjelentdsebb. A hosszu idtartamu kezelésekkel (3B. as 3C. abrak) egyiitt, az inzu-
lintdl fiiggd glitkkozfelvétel csokkenése jelentdsebb volt a 96. 6raban (p=0,001), bar a hatas
madr a 48. 6raban megfigyelhet6 volt (p=0,05).
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A Dkk-1 gliikdzfelvételre gyakorolt hatasa fiigg a sejtek differencialédasi stadiu-
matol és tapasztalhaté még olyan sejtek esetében is, amelyek éppen elkezdtek monocitakka
differencialédni (4A. abra). A Dkk-1 gliikézfelvételre gyakorolt hatasa fiigg a dozistol. A
4B. abra bemutatja, hogy mar 10 nM koncentraciéju Dkk-1-el végzett 48 oras kezelés
eredményeként bekovetkezik a csokkenés az alapszintli €s inzulinnal serkentett gliikdz-
felvételben.

Az L6 izomsejtek Dkk-1-el tortént kezelése eredményeként fokozodik a glikkoz
beépiilése a glikogénbe. Ahogyan az 5. dbra bemutatja, a Dkk-1 serkent6 hatasa mar 48
oran beliil megfigyelhetd (p=0,003).

Mivel a Dkk-1 hatésait hossza id6tartamu kezelés utan figyeltilk meg — anélkiil,
hogy barmilyen elmélethez ragaszkodnank — lehetséges, hogy a fehérje az L6 sejtek diffe-
rencialédasanak befolyasolasaval fejti ki hatasat. TAQMAN® Primer and Probe Design
(lancinditd- €s probatervezés) (Applied Biosystems) alkalmazasaval RT-PCR analizist vé-
geztiink a miogenezisben résztvevé gének — mint amilyen, a miozineredeti nehézlanc
(MHC), miozineredetiti konnytilanc (MLC), miogenin, Pax3, Myf5, és MyoD - expresszios
szintjeinek meghatarozasara Dkk-1-el kezelt L6 sejtekben. A 6A. abra bemutatja, hogy a
Dkk-1 kezelés eredményeként a differencialédas 4-6. napja k6zott a MyoD szintjei meg-
néttek, a 6B., 6C., és 6D. abra szerint a differencidlédas 4-6. napja kozott az MLC2, MHC,
és miogenin expresszidja lecs6kkent, 6E. dbra szerint azonban a nem volt véltozas a Pax3
expresszidjaban. Eszerint, a Dkk-1 szabalyozza a miogenezist L6 sejtekben.

Mivel a Dkk-1 lényegesen nem befolyasolja az L6 sejtek differencialédasat, RT-
PCR analizist (TAQMAN® Primer and Probe Design) végeztiink annak meghatarozasara,
hogy a Dkk-1 befolyéasolja-e gliikk6z metabolizmusban résztvevd gének expresszios szintje-
it. Ugy talaltuk, hogy a Dkk-1 az L6 izomsejtekben befolyasolja az inzulin szignalitvona-
ldban résztvevé gének expresszidjat. Ahogyan a 7. dbra bemutatja, Dkk-1-el végzett 48
oOras kezelés kiilonosen a foszfoinozit-3-kindz p85 alegységének expresszidjat novelte
szignifikdnsan (8,3 szorosara), de jelentds hatdssal nem volt a tobbi vizsgilt gén
expresszidjara.

L6 izomsejtek kezelése Dkk-1-el nem volt hatassal a PDK-1 (8A. abra), GSK3pB
(8B. abra), vagy S6 kinaz (8C. abra) aktivitisara, de 48 6ras kezelés utan jelentdsen csok-

kentette az Akt aktivitasat (8D. dbra), amely egybecseng a gliikkozfelvételben bekdvetkezett

csokkenéssel.
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A Dkk-1 befolyasolja a gliikdz metabolizmusat az adipocitakban. Specifikusan,
Dkk-1-el kezelt 3T3L1 sejtekben az alapszint(i €s az inzulinnal serkentett gliikdzfelvétel
megnétt (9A. és 9B. abrak), emellett Dkk-1-el kezelt 3T3L1 sejtekben az inzuliﬁnal vég-
zett serkentést kévetden fokozodott a gliikkdz lipidekbe torténd beépiilése (9C. és 9D. ab-
rak). Az inzulintdl fuggé glitkozfelvételben, 48 oras kezelés eredményeként tapasztalt no-
vekedés kifejezettebb volt a 96 oras kezelés utan (p=0,04), és ehhez hasonlot mértiink a
gliikéz lipidekbe t6rténd, inzulintol fliggd beépiilése esetében (p=0,003, 96 6rads kezelés
utan).

A Dkk-1 befolyasolja az adipociték differencialddasat. Specifikusan, Dkk-1-el ke-
zelt 3T3L1 sejtekben megndtt a PPAPy és C/EBPa transzkriptumok szintje a differencia-
l6das soran (10A. €s 10B. dbrak), bar nem volt hatassal az adipocitak differencialodasanak
egyéb markereire, mint az AP2-re €s a zsirsavszintazra (FAS).

Rekombindns Dkk-1 egerekbe tortén intravénas befecskendezése a gliikoz-
tolerancia gyengiilését és az inzulintermelés csokkenését eredményezte. Specifikusan, a
DKK-1 transzgénikus egerekben tapasztalhat6 in vivo hatdsainak alatdmasztasara, néstény
FVB egereknek 8 napon keresztiil Dkk-1-et adtunk be intravénasan injekcioval (napi egy-
szeri injekcid, 0,05 és 0,2 mg/kg/nap). A Dkk-1 gliikdztolerancidra gyakorolt hatasat az
injektélas kezdetétdl szamitott 48 draval, illetve 8 nappal mértiik. Az elsd 48 éraban az i.v.
kezelés nem volt hatassal a gliikéztolerancidra, azonban a 8 napig tartd, naponként 0,05
vagy 0,2 mg/kg/nap Dkk-1-el injektalt allatokban ugy talaltuk, hogy a gliikéz kitisztulasa
vérarambol — a soéoldattal injektalt kontrol allatokhoz képest - csékkent ardnyban tortént
(11. abra). A szérumban az inzulin gliik6zzal indukalt szintjeit, a gliikdzinjekcié i.p. beada-
sa utan 30 perccel, a GTT alatt gy(ijtott szérumbol mértiik. A Dkk-1-el oltott allatokban a
szérum inzulin szintjei — a kontrol allatokkal dsszehasonlitva - jelentds mértékben csok-
kentek, és ez a csokkenés mértéke fliggott a DKK-1 dozisatdl (11B. abra). A Dkk-1-el in-
jektalt allatokban a Dkk-1 nem volt hatdssal az inzulinnal szembeni toleranciara, a
trigliceridek, FFA és leptin szintjeire a szérumban.

Amikor rekombinans Dkk-1-et intravéndsan injektaltunk egerekbe, az izomra spe-
cifikus gének expresszidja megvaltozott és csékkent az inzulinnal serkentett Akt aktivitas
az izomban in vivo. Specifikusan, kontrol és Dkk-1-el injektalt allatokat 12-16 6ran 4t
€heztettiink, majd az i.v. injekci6 utan 8 nappal eldltiik. Quadriceps izombdl teljes RNS-t
extrahaltunk és RT-PCR-t alkalmaztunk a Dkk-1-nek az izom differencialédasanak kiilon-
féle markereire — mint példaul, MyoD, miogenin, MLC2, MLC1/3, myf5, pax3, dezmin, és

miozineredetl nehézlanc — gyakorolt hatdsainak mérésére. Azt figyeltikk meg, hogy a Dkk-
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l1-el injektalt &allatokban a miogenin, MLC2, MLC1/3, myf5, pax3 és izomeredeti

kreatinkindz (MuCK) expresszidja lecsokkent, ezzel szemben a MyoD expresszidja foko-

zodott (12A. abra). E megfigyelés ellentmondasmentes az L6 sejtekben megfigyeltekkel,

és — anélkiil, hogy barmilyen elmélethez k6t6dnénk — szerintiink a Dkk-1 hatassal van az

izmok differencialodasara in vivo. Dkk-1-el injektalt allatokban, a Dkk-1 az inzulin-

jelatvitelben résztvevé gének expresszids szintjeit csak kissé befolyasolta, ami — anélkiil,

hogy barmilyen elmélethez kétédnénk — azt veti fel, hogy ezek a hatdsok masodlagosak az

izmok differencialédasara gyakorolt hatdsokhoz képest.

Kontrol és Dkk-1-el kezelt allatokbdl talpemel6 izmot izolaltunk a fentiekben leir-

tak szerint, és Akt aktivitdst mértiink nem kezelt és inzulinnal kezelt talpemeld izombdl

szdrmaz6 darabokbdl [Oku és mtsai., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 280, E816-24

(2001)]. Ahogyan a 12B. abra mutatja, Dkk-1 kezelés eredményeként az Akt inzulin altali

aktivalasa lecsokkent, ez egybecseng a tenyésztett L6 sejtek esetén megfigyelt hatasokkal.

A DKk-1- egerekben torténd tulexpresszélasa hatassal volt a novekedésre, a test

Osszetételére, és a metabolizmusra. Kiilonosen,

A dkk-1 transzgént az MLC promoéter szabéalyozasa alatt talexpresszalo,

transzgénikus FVB egereket generaltunk [Shani, mint fenn]. Kontrol és transzgénikus alla-

tok testtomegeit heteken 4t feljegyeztiik. Ahogyan a 2. tablazatban lathat, hagyomanyos

tapon tartott transzgénikus allatok testtomege lecsékkent a kontrolhoz képest. E hatasok

egyértelmitvé véltak mar a 10 napos allatok esetében (13A. 4bra) és meglehetd volt a 22

hetes korig (13B. abra).

2. tablazat
Fizioldgiai jellemzé Kontrol Kontrol Dkk-1 Dkk-1
szokasos tap szokasos tap transzgénikus | transzgénikus

(himek, n=8)

(n6stények, n=4)

szokasos tap
(himek, n=4)

szokasos tap
(ndstények, n=8)

Testtomeg 16 hetes 30,6+2,2 24,1432 28,9+0,9 22,7+1.5
korban

Ehezési FFA szint 20,8443,93 15,71£3,11 18,2613,28 16,3244,19

(nM/5 pl)
Etetett allatok FFA 10,54+1,85 10,93+1,83 9,95+0,66 10,42+1,86
szintje (nM/5 pl)

Triglicerid alapszint 1,17+£0,14 1,21+0,07 1,15+0,08 1,13£0,13
(mg/ml)

Triglicerid szint (18 1,96+0,6 1,56+0,41 1,62+0,36 1,57+0,49

oOras éheztetés)

(mg/ml)
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Inzulin a szérumban 2,55+1,25 2,22+9,6 1,89+1,56 1,4748,5

(ng/ml) (i.p. gliikéz
utan 30 min)

Inzulin a szérumban 8,7+2,1 4,97+2,9 6,4+2,1 4,725
(ng/ml) (alapszint)

Inzulin a szérumban 1,3%0,3 1.6810,1 1,6+0,3 1,48+0,3
(18 6rés éhezés)

(ng/ml)

Leptinszintek a szé- 16,15+5,0 22,012,7 9,89+5,1 11,77+5,7

rumban (ng/ml) (ete-
tett)

Leptinszintek a szé- 4,84+3,2 10,07+2,4 2,55%2,5 4,30+2,6
rumban (ng/ml) (20
orés éhezés)

Kiilonféle szervek (madj, vese, 1ép) és zsirparnak (barna zsirszévet, retro-
peritonealis zsir, és perirendlis zsir) tomegének mérése felfedte, hogy a transzgénikus alla-
tok vitalis szerveinek mérete aranyosan lecs6kkent. Azonban, a szokdsos vagy magas zsir-
tartalmu tdpon tartott transzgénikus allatok zsirparnéinak tdmege jelentésen (40-50%-kal)
kisebbek, mint a kontrolé (14A. és 14B. abrak). Trigliceridek, szabad zsirsavak (FFA) és
leptin szintjeit mértiikk a szérumban éhezési és etetési koriilmények kozott. Bar a
trigliceridek és zsirsavak szintjei a transzgénikus és kontrol allatokban hasonld, a
transzgénikus allatokban csaknem 50%-kal alacsonyabb szintii leptin kering (14C. és 14. D
abrak, 2. tablazat).

A Wnhnt-jelatvitel gatolja az adipogenesist. Annak meghatarozasara, hogy vajon a
Dkk-1 hatassal van-e a test Osszetételére, néhany allatot magas zsirtartalmi tapon tartot-
tunk 24 hétig. Magas zsirtartalmu tépon tartott, Dkk-1-re nézve transzgénikus allatok test-
tomege jelent6sen lecsbkkent a vad tipusu kontrolhoz képest (15A. abra), és hasonloan
lecsékkent a vitalis szervek tomege is. A szokasos tapon tartott allatoknal megfigyeltekhez
hasonléan, a transzgénikus allatokban a zsirparnak témege 40-50%-kal kisebb, és hasonlo-
képpen lecsokkentek a keringé leptin szintjei (15C. abra). A trigliceridek és szabad zsirsa-

vak szintjei a transzgénikus és kontrol allatokban hasonldak (3. tablazat).
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3. tablazat
Fiziolégiai jellemzd Kontrol Kontrol Dkk-1 TG Dkk-1 TG
magas zsirtar- | magas zsirtartal- | magas zsirtartal- | magas zsirtartal-
talmu tap mu tap mu tap mu tap
(himek=12) (n6stények=38) (himek=6) (n6stények=5)
Testtomeg 16 hetes 40,3+6,6 34,7+7,1 36,7+4,8 29,2+5,1
korban
Etetett allatok FFA 9,06+3,3 10,9242 .4 9,13+2 4 10,13+0,68
szintje (nM/5 pl)
Triglicerid szint 1,08+0,16 1,1410,1 1,12+0,12 1,19+0,15

(etetett) (mg/ml)

Inzulin a szérumban { 907,0+645,1 327,6+181,2 623,0+490,1 243,8+103,3

(pg/ml) (i.p., rasegit6
gliik6z utan 30 min)

Inzulin a szérumban | 917,5+726,0 714,8+228,4 938,0+427,3 845,81606,1
(20 6ras éhezés)

(pg/ml)

Leptinszintek a szé- 33,5+10,1 36,8+0,6 23,6+18.2 24,7+10,3
rumban (ng/ml)

(alapszint)

A Dkk-1 glikkézmetabolizmusra gyakorolt in vivo hatasainak meghatarozasara,
alapit6 transzgénikus egerekbdl két kiilonallod, glitkkézra és inzulinra nézve tolerans vonalat
generéltunk, €s ezeken méréseket végeztiink. Szokasos tapon, vagy magas zsirtartalmi
tapon tartott transzgénikus him és ndstény egerekben, glikkoz intraperitonealis beadasat
kovetden a gliikoziiriilés jelentés mértékben csokkent a vad tipust kontrolhoz képest (16A.
as 16B. abrak). A szokasos tapon tartott allatokban mért inzulintolerancia valtozatlan ma-
radt (16C. és 16D. abrdk). A szérumban a glik6zzal indukalt inzulinszintek a
transzgénikus allatokban, az intraperitonealis gliikozinjekcié utdn 30 perccel, ELISA méré-
sek szerint, jelentés mértékben csokkentek a kontrol allatokhoz képest (16E. abra).

Ertékelés

Izomsejtekben a Dkk-1 kiilonb6z6 hatasokat gyakorol a gliikkozfelvételre in vitro.
Dkk-1-el kezelt izomsejtek rezisztensek az inzulinnal végzett kezeléssel szemben, és e ha-
tasokat mar 18 6ra mulva tapasztalhatjuk. A 2. tipust diabetesre jellemzd, inzulinnal

szembeni rezisztencia az inzulin Aaltal kozvetitett jelatvitelben résztvevd fehérjék
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expresszios szintjeivel, foszforilacidjaval és aktivitasaval befolyasolhat6. Ezért, izomban a
Dkk-1 hatasait egyarant vizsgéltuk in vivo €s in vitro.

A Dkk-1 izomsejtekre gyakorolt legdrdmaibb hatdsa az Akt (az inzulin altal koz-
vetitett jelatvitel kulcsszerepet betolté kindza), inzulinnal serkentett aktivalasaban beko-
vetkezett 50%-os csokkenés volt. Dkk-1-et talexpresszalo transzgénikus allatok izmaiban a
szérumbol torténd gliikoziiriilés lecsokkent, jollehet az inzulinnal szembeni tolerancia val-
tozatlan maradt. Ezen allatok novekedése visszamaradt és esetiikben ardnyosan alacso-
nyabb his- és zsirtémeget, illetve kisebb vitalis szerveket talaltunk a vad tipust kontrolhoz
képest. A Dkk-1 gliikéziiriilésre és az Akt, inzulinnal serkentett aktivalasara gyakorolt ha-
tasait megfigyelhettiik olyan allatokban, amelyek 8 napon at Dkk-1 injekcidkat kaptak i.v..
Ezen allatokban a szérum inzulinszintjei lecsokkentek, bar a transzgénikus egerek szérum-
ban mérhetd inzulinszintjeivel kapcsolatban nem tapasztaltunk ilyen hatast. Dkk-1 csok-
kentette az alapszint(i és inzulinnal serkentett gliikozfelvételt L6 sejtekben oly moédon,
hogy gatolta az Akt-t, amely az inzulin altal kozvetitett jelatvitelben kulcsszerepet betoltd
intermedier. A Dkk-1 e hatasait csak, a Dkk-1-el végzett 18 oras kezelés utan tapasztaltuk.

A Dkk-1 jelentésen befolyasolta az izomsejtek differencidlédasat in vitro és in
vivo, amely azt mutatja, hogy a Dkk-1 valamilyen antagonistajat az izomregeneralasban és
izom-helyreallitasban alkalmazni lehet.

A dkk-1 transzgént expresszald allatok testmérete. és ezzel aranyosan a vitélis
szerveik tdmege lecsokkent. Anélkiil, hogy ragaszkodnank barmilyen elmélethez, a Dkk-1
e hatasait feltehetden az inzulin (és valdszintleg IGF-1) éltal serkentett Akt aktivitas csok-
kentésén keresztiil fejti ki. Erre a feltételezésre kozvetlen bizonyiték olyan egereken vég-
zett kisérletekbdl szarmazik, amely egerekben az Aktl gént megsziintették [Chen €s mtsai.,
Genes Dev. 15, 2203-2208 (2001)]. Ezen allatok kisebb méretiiek és sziiletéskori testtome-
giik is kisebb, szaporodasi ratajuk alacsonyabb, bar gliik6zmetabolizmusuk véltozatlan.
Ezenfeliil, az Akt kézvetiti a novekedési hormon receptora és a sejtmag kozotti jelatvitelt
[Piwien-Pilipuk és mitsai., J. Biol. Chem. 276, 19664-19671 (2001)]. Esetleg — anélkiil,
hogy barkinek az elméletéhez kétédnénk — a dkk-1-re transzgénikus allatok csdkkent no-
vekedési liteme ezen allatok esetében a csokkent gliikozfelvétel masodlagos kovetkezmé-
nye, és az ebbdl eredben a tdpanyag elérhetdségének, és a metabolizmus ratajanak megval-
tozasara vezethetd vissza. Az Akt szabalyozza az izmok tulnovekedését €s megakadalyoz-
za azok sorvadasat [Bodine és mtsai., Nature Cell Biol. 3, 1014-1019 (2001); Rommel és
mtsai., Nature Cell Biol. 3, 1009-1013 (2001)], és — anélkiil, hogy barkinek az elméletéhez
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kotédnénk — valdszinii, hogy a Dkk-1 a testméretre gyakorolt hatdsat az izmok Akt altal
iranyitott differencidlédasan és/vagy regeneralodasan keresztiil fejti ki.

A Dkk-1-re transzgénikus egereknek csokkent zsirparnai vannak, amely azt a le-
het6séget veti fel, hogy a Dkk-1 befolyasolja az adipocitak differencidlodasat. Anélkiil,
hogy barkinek az elméletéhez kotédnénk, e folyamat részben az Akt — az adipogenesis
ismert szabalyzoja - gétlasan keresztiil térténik [Magun és mtsai., Endorinology 137, 3590-
3593 (1996)].

Primer 3T3L1 preadipocitdkat serkentettiink Dkk-1 jelenlétében vagy hidnyaban,
a differencidlédds kezdetétél kiilonbozé napokon sejteket gyijtéttink, és a
transzkriptumokat az adipocitak differencidlodasat jelz6 gének — mint példaul, AP2,
PPARy, C/EBPa és FAS - expresszios szintjeire nézve analizaltuk. A Dkk-1-el végzett
kezelés nem valtoztatta meg a FAS és AP2 szintjeit, azonban a Dkk-1-¢l kezelt sejtekben a
PPARYy szintjei koriilbeliil kétszeresen , a C/EBPa szintjei pedig koriilbeliil egyszeresen
cs6kkentek a differencialodas 5-8. napja k6zott.

A PPARYy az adipocitdk kialakulasanak kulcsfontossagui szabalyzdja [Hu és mtsai.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 92, 9856-9860 (1995); Hallakou és mtsai., Diabetes 46, 1393-
1399 (1997)] és ennek mutacidja révén megndvekedett transzkripcionalis aktivitasi recep-
tort azonositottak szamos stlyosan elhizott paciensben [Ristow és mtsai., N. Engl. J. Med.
339, 953-959 (1998)]. Ezenfeliil, az izmokban a PPARY kulcsfontossagti szerepet tolt be az
inzulinnal szembeni érzékenység szabédlyozasaban. A PPARy expresszidja megvaltozik a 2.
tipusu diabeteses paciensek vazizomzatdban [Lovisacach és mtsai., Diabetologia 43, 304-
311 (2000)], és ennek transzkripcionalis aktivitasat karositd mutacidkat azonositottak su-
lyos inzulinrezisztencidban és 2. tipusi diabetesben szenvedd egyedekben [Barroso és
mtsai., Nature 402, 880-883 (1999)]. Azonban a PPARy-nak a 2. tipust diabetesben betsl-
tott szerepét igazolo legteljesebb bizonyiték az emberi 2. tipusu diabetes kezelésére enge-
délyezett tiazolidindion (TZD) drogok csoportjanak (glitazonok) (rosiglitazon/Avandia és
pioglitazon/Actos) alkalmazasabol szarmazik. E drogok olyan, szelektiv PPARy agonistak
[Forman és mtsai., Cell 83, 803-812 (1995)], amelyek enyhitik az inzulinnal szembeni re-
zisztencidt és csokkentik a gliikdzszintet anélkiil, hogy kiilonféle mechanizmusok utjan
fokozva a vazizmok glitk6z-felhasznéldsaval serkentenék az inzulin szekréci6jat [Olefsky
és Saltiel, Trends Endo. Metab. 11, 362-367 (2000); Willson és mtsai., Annu. Rev.
Biochem. 70, 341-367 (2001)].
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Az adipocitak differencialodasat lényegesen serkenti az aktiv Akt [Magun és
mtsai., Endocrinology 137, 3590-3593 (1996)]. A szérumban lévé leptin szintjei a zsirszd-
vetek tomegétsl fiiggenek és ezeket az Akt fokozolag szabalyozza [Barthel ¢s mitsai.,
Endocrinology 138, 3559-3562 (1997)]. Anélkiil, hogy barmilyen elmélethez ragaszkod-
nénk, a dkk-1 transzgénikus allatokban keringd leptinszintek lecsokkent szintjét kozvetle-
niil a csokkent zsirtdmeg és/vagy a zsirszovetben lecsokkent Akt aktivitas hatasa eredmé-
nyezi.

Az Akt leginkabb tanulmanyozott funkcidja, a gliikéz metabolizmusaban betdltott
szerepe. Az inzulinra adott valaszként az Akt szabalyozza az IRS-1 miikddését [Paz és
mtsai., J. Biol. Chem. 274, 28816-28822 (1999)], a GSK3p foszforildci6jat és aktivitasat
[Ross és mtsai., Mol. Cell. Biol. 19, 8433-8441 (1999); Summers és mtsai., J. Biol. Chem.
274, 17934-17940 (1999)], foszforilalja a GLUT-4 vezikulumok komponenseit, és szaba-
lyozza a GLUT4 scjtfelszinre iranyuld transzlokacidjat [Kupriyanova és Kandor, J. Biol.
Chem. 274, 1458-1464 (1999); Wang és mtsai., Mol. Cell. Biol. 19, 4008-4018 (1999)]. Az
Akt csokkent foszforilacidjat [Krook és mtsai., mint fenn] figyelték meg bizonyos, 2. tipu-
st diabeteses alanyok vazizomzataban, és elhizott allatokban [Carvalho és mtsai,,
Diabetologia 43, 1107-1115 (2000); Kim és mtsai., mint fenn; Shao és mtsai., J.
Endocrinol. 167, 107-115 (2000)). Ezenfeliil, az olyan egerek, amelyekben az Akt gén ka-
rosodott, a 2. tipusu diabetikus fenotipus figyelheté meg [Cho €s mitsai., Science 292,
1728-1731 (2000)]. Tovabba, az Akt aktivitasat szimos kériilmény befolyésolja in vivo,
amelyek hatdsara megvaltozik a gliikéz metabolizmusa, ilyen példdul a hiperglikémia
[Kurowski és mtsai., Diabetes 48, 658-663 (1999); Nawano €s mtsai., Biochem. Biophys.
Res. Commun. 266, 252-256 (1999); Oku és mtsai., mint fenn], az izomkérosodas [Del
Aguila és mtsai., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 279, E206-212 (2000)}, a glikogén-
tartalom [Derave és mtsai., Am. J. Physiol. Endocrinol. Metab. 279, E947-955 (2000)], és
a magas zsirtartalmu diéta [Tremblay és mtsai., Diabetes 50, 1901-1910 (2001)].

A differencialodasban és a glikk6z metabolizmusaban betoltott szerepe mellett, az
Akt feltehetden kulcsszerepet jatszik az inzulint szekretald, hasnyalmirigy-eredetii B-sejtek
a proliferacidjaban [Holst és mtsai., Biochem. Biophys. Res. Commun. 250, 181-186
(1998); Trumper és mtsai., Ann. N. Y. Acad. Sci. 921, 242-250 (2000); Tuttle és mtsai.,
Nat. Med. 7, 1133-1137 (2001); Bernal-Mizrachi és mtsai., J. Clin. Invest. 108, 1631-1638
(2001)] és tulélésében [Aikin és mtsai., Biochem. Biophys. Res. Commun. 277, 455-461

(2000)]. Tovdbba, az inzulin jelatvitel korai lépéseinek karosodasa esetében a B-sejtek tiil-
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élése lecsdkkenhet és az inzulin antiapoptotikus hatdsaval szembeni rezisztenciat okozhat a
PI3 kinaz/Akt talélési utvonal befolyasolasaval [Federici és mtsai., FASEB J. 15, 22-24
(2001)]. Az Akt talexpresszélasa B-sejtekben a B-sejtek méretének és a teljes szigetecske
tomegének szignifikans novekedését eredményezi, és ezzel egyiltt a szérumban megnove-
kednek az inzulinszintek, javul a gliikkézzal szembeni tolerancia, és streptozotocinnal indu-
kalt diabetessel szemben rezisztencia Iép fel [Tuttle és mtsai., mint fenn; Bernal-Mizrachi
és mtsai, mint fenn].

A Dkk-1 injektalds 8 napjat kovetden a szekretdlt inzulin szintjeinek lényeges
csokkenését, és a dkk-1-et az izmokban tilexpresszalé transzgénikus allatokban pedig ki-
sebb hatasokat figyeltiik meg. Anélkiil, hogy barmilyen elmélethez kétnénk magunkat, az
allatokban tapasztalt erésebb hatds az Akt gitlasa folytdn, a hasnyalmirigy {-sejtjeinek
talélésére gyakorolt kozvetlen hatas kovetkezménye, mig a transzgénikus allatokban ki-
sebb kiilonbségek lehetnek az inzulinszintekben a kompenzaciés mechanizmus miatt, vagy
az izmokban a Dkk-1 korlatozottabb hatdsa kovetkeztében. Mivel az Akt-rél ismert, hogy
serkenti a szigetecskék sejtjeinek proliferaciojat és az inzulintermelést, és mivel az itt ko-
zolt adatok elészor mutatjdk be, hogy az injektalt Dkk-1 hatdsdra és a transzgénikus ege-
rekben alacsonyabbak az inzulinszintek, a Dkk-1 egy adott antagonistdjat alkalmasnak
talaltuk a hipoinzulinémia kezelésére, viszont a Dkk-1-et alkalmasnak talaltuk a
hiperinzulinémia kezelésére.

Kovetkeztetések

A Dkk-1 befolyasolta a glilkoz metabolizmusét az L6 izomsejtekben és a fehérjét
az izomban tilexpresszald transzgénikus allatokban. Izomsejtek kezelése Dkk-1-el az alap-
szintli és az inzulinnal serkentett gliik6zfelvétel lecsdkkenését eredményezte. E hatast meg-
figyeltik mind a rovidtava és mind pedig a hosszutdvu kezelés soran, amely - anélkiil,
hogy barmilyen elmélethez kétnénk magunkat - azt veti fel, hogy a Dkk-1 befolyasolja az
inzulin jelatviteli Gtvonal fehérjéinek expresszids szintjeit €s azok aktivitasat is. E megfi-
gyeléssel dsszhangban, a fehérjét tulexpresszalé transzgénikus egerek glitkdztolerancija
lecsokkent, bar a szérum inzulinszintjeire a fehérje nem volt hatdssal. Tovabba, a Dkk-1-el
injektalt allatokban alacsonyabb inzulinszinteket mértiink. A Dkk-1 elémozditotta az izom-
sejtek differencialodasat is. Végiil, ugy tiinik, hogy a Dkk-1 csokkenti a testsilyt €s a zsir-
parnakat. A fenti megfigyelések bemutattdk, hogy a Dkk-1 izomdegeneralodast, inzulinnal
szembeni rezisztenciat (amely a NIDDM legtobb formdinak kulcsfontossagu tulajdonsaga),
és hipoinzulinémiat indukal, és eldsegiti a sulyvesztést vagy a zsirszovetek és —sejtek

csokkenését. Igy, a Dkk-1 elleni valamilyen antagonista alkalmas lehet az inzulinnal szem-
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beni rezisztencia, hipoinzulinémia, és izomdegeneraci6 kezelésére, és a Dkk-1 alkalmas az
elhizottsag és hiperinzulinémia kezelésére, és emellett diagnosztikai markerként alkalmas
az ilyen allapotok vizsgalatara. Emellett, a Dkk-1 elleni valamilyen antagonista feltehetden
gétolja a diabetes fenotipus kifejlédését az US 6.187.991 sz. amerikai egyesiilt allamokbeli
szabadalmi iratban ismertetett transzgénikus modellekben.

2. példa
Dkk-1 elleni monoklonailis antitestek kifejlesztése

Ot néstény Balb/c egeret (Charles River Laboratories, Wilmington, DE) Ribi

adjuvansban (Ribi Immunochem Research, Inc., Hamilton, MO) higitott, tisztitott,
rekombinans, polihisztidin toldalékkal (HIS8) ellatott, bakulovirusban expresszalt [WO
99/46281 sz. nemzetkozi kozzétételi irat], emberi Dkk-1-el hiperimmunizaltunk. Az allato-
kat hetente kétszer, 50-50 pl oldattal, a talpparnan 4t immunizaltuk. Ot injekci6t kovetden,
az 6t — magas, Dkk-1 elleni antitest-titereket mutat6 - egér nyirokcsomoibdl szarmazé B-
sejteket egéreredetii mieloma sejtekkel (X63.Ag8.653; American Type Culture Collection,
Manassas, VA) fuzionaltattunk az irodalomban ismert [Kohler és Milstein, mint fenn;
Hongo és mtsai., Hybridoma 14, 253-260 (1995)] eljaras alkalmazasaval. Tiz-tizennégy
nap mulva, a feliiliszokat 6sszegytijtottiik €s antitest-termelésre nézve, kézvetlen ELISA-
val szkrineltiik. A korlatozott higitassal végzett szubkldnozéds mésodik korében a legmaga-
sabb immunkdtést mutatd hét pozitiv klént (amelyeket az ATCC-nél letétbe helyeztiink,
lasd fent) PRISTANE™ 2.,6,10,14-tetrametilpentakan (Aldrich Chemical Co.) vegyiilettel
kezelt egerekbe [Freund és Blair, J. Immunol 129, 2826-2830 (1982)] injektaltuk in vivo
Mab termelés céljabdl. Az ascitesfolyadékokat Gsszegytijtottikk €s Protein A affinitaskro-
matografiaval (Pharmacia™ gyors fehérje-folyadékkromatografia (FPLC), Pharmacia és
Upjohn) tisztitottuk a Hongo és munkatarsai altal leirtak [Hongo és mtsai., mint fenn] sze-
rint. A tisztitott antitest-prepardtumokat sterilre szfirtiik (0,2 pm poérusméret, Nalgene,
Rochester, NY) és 4°C-on, foszfattal pufferelt sooldatban (PBS) taroltuk.

Western immunblottokban mind a hét antitest-preparatum koétotte a Dkk-1-et.

L6 sejteket differencialtattunk €s 48 oran Dkk-1 hianyaban (kontrol) vagy 40 nM
Dkk-1 (plusz vagy minusz Dkk-1 elleni antitest1G1.2D12.2D11 (ATCC katalégusszam:
PTA-3086), 0,5 pg/ml) jelenlétében inkubdltuk. L6 sejtek alapszinti és inzulinnal serken-
tett glikozfelvételét az 1. példaban leirtak szerint mértilk. A 17. dbra bemutatja, hogy az
inzulin jelenlétében és hidnyaban, a monoklondlis antitest semlegesitette az L6 sejtek

gliikozfelvételének Dkk-1 altal kozvetitett cs6kkenését.
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Anvagok letétbe helyezése
Az alabbi anyagokat helyeztiik letétbe az American Type Culture Collection-nal

(10801 University Blvd., Manassas, VA 20110-2209, USA (ATCC):

Megnevezés ATCC letéti szam A letét idopontja
DKK1.MAB3139.8C11.2G11.1D1 PTA-3084 2001. februar 21.
DKK1.MAB3143.4C7.2H10.2G1 PTA-3085 2001. februar 21.
DKK1.MAB3142.1G1.2D12.2D11 PTA-3086 2001. februar 21.
DKK1.MAB3141.5B12.2C5.2A5 PTA-3087 2001. februar 21.
DKK1.MAB3138.7C11.2H6.2A8 PTA-3088 2001. februar 21.
DKK1.MAB3140.7B2.2A6.2H4 PTA-3089 2001. februar 21.
DKK1.MAB3144.5A2.2A8.1C3 PTA-3097 2001. februar 21.

A letéteket a ,,mikroorganizmusok szabadalmi eljaras céljabol torténd letétbe he-
lyezése nemzetkozi elismerésérdl sz616 Budapesti Szerz6dés Végrehajtasi Szabalyzatanak”
(Budapesti Szerzddés) rendelkezési szerint helyeztiik el. E szerz8dés a letétbe helyezett
életképes tenyészet fenntartdsdt biztositja a letétbe helyezés datumatél kiindulva 30 évig. A
letétet az ATCC éltal elérhetvé tettilk a Budapesti Szerzddés rendelkezései szerint, és
ezek a Genentech Inc. és az ATCC kozotti egyezség targyat képezik, amely biztositja a
letétbe helyezett tenyészetbdl szdrmazé utédok 4llandé és korlatlan elérhetéségét a nagy-
k6zdnség szdmara a vonatkozé USA szabadalom megadas vagy barmely vonatkozé USA-
beli vagy kiilf6ldi szabadalmi bejelentés kozrebocsatasa utan (amelyik korabbi), és bizto-
sitja az utéd hozzaférhetdségé az USA Szabadalmi és Védjegyhivatalanak elnoke altal
meghatarozott személyek szdmara az USA 35. sz. torvénykdnyvének (35 USC) 122. szaka-
sza ¢s a Hivatal elndke altal kibocsatott vonatkozo szabalyozas [pl. a 37. sz. Szovetségi
Szabalygyutjtemény (37 CFR) 1.14. szakasza, kiilondsen a 886 OG 638) alapjan.

A bejelentés jogosultja hozzajarult ahhoz, hogy ha a letétbe helyezett anyag te-
nyészete, az alkalmas koriilmények alatt végzett tenyésztés ellenére elpusztul vagy azt el-
pusztitjak, az anyagot bejelentés esetén régton pétoljuk ugyanolyan anyaggal. A letétbe
helyezett anyagok hozzéférhetdségét nem szabad ugy értelmezni, mint engedélyt a talal-
many gyakorlatbavételére; ebben a tekintetben barmely kormanynak az adott orszag sza-
badalmi torvényei alapjan fennall6 fennhatésaga szerint biztositott jogok a mérvadoak.

A fenti leirds kielégité kitanitast ad szakember szamara a talalmany gyakorlatba-

vételére. A talalmany targya nem korlatozodik a letétbe helyezett konstrukcidkra; mivel a
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letétbe helyezés csupan a talalméany néhany szempontjanak szemléltetéseképpen mutat be
néhany megvaldsitasi modot, és barmely funkciondlisan ekvivalens konstrukci6 a talél-
many targyat képezi. A letétbe helyezett anyag nem jelenti annak beismerését, hogy a le-
iras ne lenne elegendd arra, hogy feltarja a talalméany barmely szempontjét, beleértve azok
legelénydsebb megvaldsitasi modjat, és nem is értelmezhetd gy, mintha az igénypontok
oltalmi korét az igy szemléltetett megvaldsitasi modokra korldtozna. Valdjaban a talal-
many kiildonbdzé modositasai lehetségesek a bemutatottakhoz és leirtakhoz képest, ame-
lyek szakmber szamdra nyilvanvalok a leiras alapjan és az igénypontok 4ltal meghatarozott
oltalmi korbe tartoznak.

A taldlmany barmely elve, elényds megvalositasi modjai és gyakorlatba vételének kiilon-
b6z6 modjait a bejelentés kellékei feltarjak. Az oltalmazandé talalméanyt azonban nem sza-
bad ugy érteni, mintha a konkrét feltart formékra korlatozédna, mivel azok szemléltetd és
nem korladtozé jellegliek. Szakember az egyes megvalositasi modok kiilénb6zé valtozatait

dolgozhatja ki és mddosithatja azokat anélkiil, hogy eltére a taldlméanyi gondolattol.
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. A Dickkopf-1 (Dkk-1) valamely antagonistijanak alkalmazésa inzulinnal
szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia kezelésére szolgald gydgyszer eldallitasara.

2. Inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia kezelésére szolgald
készlet, amely az alabbiakat tartalmazza:

(a) Dkk-1 elleni antagonistat tartalmazé taroléedényt; és

(b) utmutatast az antagonista alkalmazasara inzulinnal szembeni rezisztencia vagy
hipoinzulinémia kezelésében.

3. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas vagy 2. igénypont szerinti készlet alkalma-
z4sa, ahol az emlGs nem inzulintdl fiiggd diabetes mellitusban (NIDDM) szenved.

4. Az 1. igénypont szerinti alkalmazés vagy 2. igénypont szerinti készlet alkalma-
zasa, ahol az eml6s ember és az antagonista emberi Dkk-1 elleni antagonista.

5. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas vagy 2. igénypont szerinti készlet alkalma-
zasa, ahol az antagonista Dkk-1-et koto antitest.

6. A 5. igénypont szerinti készlet alkalmazdsa, ahol az antitest monoklonalis anti-
test.

7. A 6. igénypont szerinti készlet alkalmazasa, ahol az antitest az ATCC-nél PTA-
3084, PTA-3085, PTA-3086, PTA-3087, PTA-3088, PTA-3089, vagy PTA-3097 katalo-
gusszamon letétbe helyezett hibridomabol eldallitott antitest.

8. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a gyogyszer szisztémas beadasra
szolgal.

9. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a gyégyszer inzulinnal szembeni re-
zisztencia kezelése esetén inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szolgal6 dgens haté-
kony mennyiségével emlésnek torténd egyiittes beadasra, hipoinzulinémia kezelése esetén
pedig inzulin hatékony mennyiségével torténd egyiittes beadasra van kiszerelve.

10. A 2. igénypont szerinti készlet, amely inzulinnal szembeni rezisztencia keze-
lése esetén inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szolgalé agenst, hipoinzulinémia
kezelése esetén pedig inzulint tartalmazoé taroléedényt is tartalmaz.

11. Eljaras inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia jelenlétének
vagy kezdetének kimutatdsara emldsben azzal jellemezve, hogy:

(a) az eml6sbdl szarmazo mintaban megmérjiik a Dickkopf-1 (Dkk-1) mennyisé-

gét; és
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(b) 6sszehasonlitjuk az (a) 1épésben meghatarozott mennyiséget a Dkk-1 egy adott
standard mintaban jelenlévé mennyiségével, és az (a) lépésben mért Dkk-1 megndvekedett
mennyiségét inzulinnal szembeni rezisztenciara vagy hipoinzulinémiara utal6 jelnek tekint-
juk.

12. Eljaras elhizottsag vagy hiperinzulinémia jelenlétének vagy kezdetének kimu-
tatasara emlosben azzal jellemezve, hogy

(a) az eml6sbdl szdrmazé mintaban megmérjiik a Dickkopf-1 (Dkk-1) mennyisé-
gét; és

(b) 6sszehasonlitjuk az (a) 1épésben meghatarozott mennyiséget a Dkk-1 egy adott
standard mintaban jelenlévé mennyiségével, és az (a) 1épésben mért Dkk-1 csokkent meny-
nyiségét elhizottsagra vagy hiperinzulinémiara utal6 jelnek tekintjiik.

13. A 11. vagy 12. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a mérést im-
munvizsgalatban a Dkk-1 elleni antitest alkalmazasaval végezziik.

14. A 13. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a Dkk-1 elleni antitest
jelolést hordoz.

15. A 14. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a jel6lés fluoreszcens
jelolés, radioaktiv jel5lés, vagy enzimet tartalmazo jel6lés.

16. A 13. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az immunvizsgalat
radioimmunolégiai vizsgalat, enzimes immunolégiai vizsgalat, enzimmel kapcsolt
immunszorbens vizsgalat, szendvics immunvizsgélat, precipiticidés vizsgélat, immun-
radioaktiv vizsgélat, fluoreszcens immunologiai vizsgalat, protein A immunvizsgalat, vagy
immunelektroforézises vizsgalat.

17. A 11. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az inzulinnal szembeni
rezisztencia nem inzulintdl fiigg6 diabetes mellitus.

18. A 11. vagy 12. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az eml6és em-
ber és emberi Dkk-1-et mériink.

19. Az ATCC-nél PTA-3084, PTA-3085, PTA-3086, PTA-3087, PTA-3088,
PTA-3089, vagy PTA-3097 katalogusszamon letétbe helyezett hibridoma.

20. A 19. igénypont szerinti hibridomék barmelyikébdl eldallitott antitest.

21. A Dickkopf-1 (Dkk-1) alkalmazasa elhizottsdg vagy hiperinzulinémia kezelé-
sére szolgald gyogyszer eldallitasara.

22. Elhizottsag vagy hiperinzulinémia kezelésére szolgalo készlet, amely az alab-
biakat tartalmazza:

(a) Dkk-1-et tartalmaz¢ taroldedényt; és
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(b) utmutatast a Dkk-1 alkalmazasara elhizottsdg vagy hiperinzulinémia kezelésé-
ben.

23. A 21. igénypont szerinti alkalmazas vagy a 22. igénypont szerinti készlet al-
kalmazasa, ahol az eml6s ember és a Dkk-1 emberi Dkk-1.

24. A 21. igénypont szerinti alkalmazés, ahol a gyogyszer szisztémas beadasra
szolgal.

25. A 21. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a gydgyszer hatékony mennyiségii
fogyasztdszerrel torténd egyiittes beaddsra van kiszerelve.

26. A 22. igénypont szerinti készlet, amely elhizottsag kezelése esetén fogyaszto-
szert, hiperinzulinémia kezelése esetén pedig diazoxidot is tartalmaz.

27. Inzulinnal szembeni rezisztencia, hipoinzulinémia, elhizottsag vagy hiper-
inzulinémia jelenlétének vagy kezdetének kimutatdsira szolgalé diagnosztikai készlet,
amely az alabbiakat tartalmazza:

(a) Dickkopf-1 (Dkk-1) —et k6t6 antitestet tartalmazo taroléedény;

(b) Dkk-1-et tartalmazo standard mintat tartalmazo taroléedény; és

(c) utmutatds az antitest és a standard minta alkalmazasara inzulinnal szembeni
rezisztencia, hipoinzulinémia, hiperinzulinémia, vagy elhizottsdg kimutatasara, ahol vagy a
Dkk-1-et kot6 antitest a kimutathat6 antitest, amely kimutathaté mddon van jelezve és koti
a Dkk-et vagy koti a Dkk-1-et kot antitestet.

28. A 27. igénypont szerinti készlet, amelyben a Dkk-1-et kotd antitest
monoklonélis antitest.

29. A 27. igénypont szerinti készlet, amelyben a Dkk-1 emberi Dkk-1, és a kész-
lettel nem inzulintél fiiggé diabetest vagy elhizottsagot mutatunk ki.

30. A Dickkopf-1 (Dkk-1) valamely antagonistajanak alkalmazasa emldsben
izom-helyreallitasra vagy —regeneralasra szolgald gydgyszer elallitasara.

31. A 30. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az antagonista Dkk-1-et k6td anti-
test.

32. A 30. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az emlds ember és az antitest emberi
Dkk-1-et kot.

33. A 30. igénypont szerinti alkalmazas, ahol az antitest monoklonalis antitest.

34. Izomhelyreallitasra vagy izomregeneralasra szolgalo készlet, amely az alabbi-
akat tartalmazza:

(a) Dkk-1 elleni antagonistat tartalmazo taroléedényt; és

Teeq
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(b) Gitmutatast az antagonista izomhelyredllitasra vagy izomregeneralasra torténo
alkalmazaséra emldsben.

35. Monoklonalisantitestet-preparatum, amely egerek adjuvansban higitott, tolda-
1ékolt Dkk-1-el torténd hiperimmunizalasaval, a Dkk-1 elleni antitest-titereket mutato ege-
rekbdl szarmazo B-sejtek egéreredetii mieloma sejtekkel torténé fuziondltatasaval, ezekbdl
feliiliszé nyerésével, a feliiliszok Gsszegylijtésével, az antitest-termelés azonositasara az
osszegyjtott felilliszokon sziirdvizsgélat végzésével, majd a mésodik szubklonozasi kor
utén a legmagasabb immunkétést mutaté pozitiv klénok elsddlegesen aktivalt (,,primed”)
egerekbe monoklonalis antitestek in vivo eléallitasa céljabdl torténd injektalasaval, az ege-
rekbdl szarmazo aszcites folyadékok egyesitésével, és az egyesitett aszcites folyadékok
tisztitasaval, ezaltal antitestpreparatum el6allitasaval allithaté6 el6.

36. Eljaras feltételezetten gyoégyhatasi drog inzulinrezisztenciara, hipo-
inzulinémiéra, vagy izom-helyreallitasra gyakorolt hatdsanak értékelésére azzal jellemezve,
hogy a drogot embertdl kiilonboz6, dkk-1 nukleinsavat tilexpresszald, transzgénikus 4llat-
nak adjuk be és meghatarozzuk a drog hatasat a gliikéz-kiliritésre az allat vérébdl, az éllat
keringési rendszerében kering6 inzulinszintekre, vagy az izom differencial6dasara.

37. Eljaras feltételezetten gydgyhatasa drog elhizasra és hiperinzulinémiara kifej-
tett hatasanak értékelésére azzal jellemezve, hogy a drogot embertdl kiilonbozd, dkk-1 nuk-
leinsavat talexpresszald, transzgénikus allatnak adjuk be és meghatérozzuk a drognak az
elhizottsag valamelyik jellemzojére vagy a kérdéses allat inzulinszintjére gyakorolt hatasat.

38. Dkk-1 nukleinsavat tulexpresszalo, embert6l eltérd allat.

39. A 38. igénypont szerinti allat, amely ragcsalo.

40. A 38. igénypont szerinti allat, amely egér.

A meghatalmazott:
DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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Dr. Svingor Adam
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SZABADALMI IGENYPONTOK (EREDETI)

1. Eljaras inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia kezelésére emlé-
sokben azzal jellemezve, hogy az azt igényl6 emldsnek Dickkopf-1 (Dkk-1) valamely
antagonistajanak hatékony mennyiségét adjuk be.

2. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az eml6s nem inzulint6l
fliggd diabetes mellitusban (NIDDM) szenved.

3. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az eml6és ember és az
antagonista emberi Dkk-1-et antagonizalé antagonista.

4. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az antagonista Dkk-1-et
kot6 antitest.

5. A 4. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az antitest monoklonalis
antitest.

6. Az 5. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az antitestet a PTA-3086
szammal letétbe az ATCC-nél letétbe helyezett hibriddmabol készitettiik.

7. Az 1. igénypont szerinti eljdras azzal jellemezve, hogy a beadas szisztémas.

8. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy inzulinnal szembeni re-
zisztencia kezelése esetén, az emlésnek hatékony mennyiségii inzulint is beadunk.

9. Az 1. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy hipoinzulinémia kezelé-
se esetén az emldsnek hatékony mennyiségli inzulint is beadunk.

10. Eljaras inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia jelenlétének
vagy kezdetének kimutatasara egy adott emlésben azzal jellemezve, hogy:

(a) az eml8sbdl szarmaz6 mintaban megmérjiik a Dickkopf-1 (Dkk-1) mennyisé-
gét; és

(b) 6sszehasonlitjuk az (a) 1épésben meghatarozott mennyiséget a Dkk-1 egy adott
standard mintéban jelenlévé mennyiségével, és az (a) Iépésben mért Dkk-1 megnévekedett
mennyiségét inzulinnal szembeni rezisztenciara vagy hipoinzulinémiara utalé jelnek tekint-
juk.

11. A 10. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a mérést immunvizsga-
latban a Dkk-1 elleni antitest alkalmazasaval végezziik.

12. A 11. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a Dkk-1 elleni antitest
jelolést hordoz.

13. A 12. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a jelslés fluoreszcens

jelolés, radioaktiv jeldlés, vagy enzimes jel5lés.
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14. A 11. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az immunvizsgalat
radioimmunolégiai vizsgalat, enzimes immunoldgiai vizsgalat, enzimmel kapcsolt
immunszorbens vizsgalat, szendvics-immunvizsgéalat, precipitacidos vizsgélat, immun-
radioaktiv vizsgalat, fluoreszcens immunoldgiai vizsgalat, protein A immunvizsgalat, vagy
immunelektroforézises vizsgalat.

15. A 10. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az inzulinnal szembeni
rezisztencia nem inzulintdl fiiggé diabetes mellitus.

16. A 10. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlés ember és em-
beri Dkk-1-et mériink.

17. Inzulinnal szembeni rezisztencia vagy hipoinzulinémia kezelésére szolgald
készlet, amely az aldbbiakat tartalmazza:

(a) Dkk-1 elleni antagonistat tartalmazo taroldéedényt; és

(b) Gtmutatast az antagonista alkalmazasara inzulinnal szembeni rezisztencia vagy
hipoinzulinémia kezelésében.

18. A 17. igénypont szerinti készlet, amelyben az antagonista, Dkk-1-et k6td anti-

test.
19. A 18. igénypont szerinti készlet, amelyben az antitest monoklondlis antitest.
20. A 18. igénypont szerinti készlet, amelyben az antitest emberi Dkk-1-et kot.
21. A 17. igénypont szerinti készlet a nem inzulintdl fiiggd diabetes mellitus keze-
1ésére.

22. A 17. igénypont szerinti készlet, amely inzulinnal szembeni rezisztencia keze-
lése esetén inzulinnal szembeni rezisztencia kezelésére szolgald agenst, hipoinzulinémia
kezelése esetén pedig inzulint tartalmazé taroldedényt is tartalmaz.

23. Az ATCC-nél PTA-3084, PTA-3085, PTA-3086, PTA-3087, PTA-3088,
PTA-3089, vagy PTA-3097 katalégusszamon letétbe helyezett hibridoma.

24. A 23. igénypont szerinti, PTA-3086 ATCC kataldgusszamu hibridoma.

25. A 23. igénypont szerinti hibridomabdl eléallitott antitest.

26 Eljaras elhizottsag vagy hiperinzulinémia kezelésére emlésskben azzal jelle-
mezve, hogy az azt igénylé emlésnek Dickkopf-1 (Dkk-1) hatékony mennyiségét adjuk be.

27. A 26. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlés ember és a
Dkk-1 emberi Dkk-1.

28. A 26. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a beadas szisztémas.

29. A 26. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy hatékony mennyiségi

fogyasztészert is beadunk.
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30. Eljaras elhizottsag vagy hiperinzulinémia jelenlétének vagy kezdetének kimu-
tatasara egy adott emlésben azzal jellemezve, hogy

(a) az emlésbd] szarmazé mintdban megmérjiik a Dickkopf-1 (Dkk-1) mennyisé-
gét; és

(b) sszehasonlitjuk az (a) lépésben meghatarozott mennyiséget a Dkk-1 egy adott
standard mintaban jelenlévé mennyiségével, és az (a) 1épésben mért Dkk-1 csékkent meny-
nyisége elhizottsdgot vagy hiperinzulinémiat jelez.

31. A 30. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a mérést immunvizsga-
latban a Dkk-1 elleni antitest alkalmazasaval végezziik.

32. A 31. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a Dkk-1 elleni antitest
jelslést hordoz.

33. A 32. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy a jelolés fluoreszcens
jelslés, radioaktiv jelolés, vagy enzimet tartalmazo jelolés.

34. A 31. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az immunvizsgalat
radioimmunoldgiai vizsgalat, enzimes immunologiai vizsgalat, enzimmel kapcsolt
immunszorbens vizsgalat, szendvics immunvizsgélat, precipitacids vizsgalat, immun-
radioaktiv vizsgalat, fluoreszcens immunolodgiai vizsgalat, protein A immunvizsgalat, vagy
immunelektroforézises vizsgalat.

35. A 30. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emlés ember €s em-
beri Dkk-1-et mériink.

36. Elhizottsag vagy hiperinzulinémia kezelésére szolgald készlet, amely az alab-
biakat tartalmazza:

(a) Dkk-1-et tartalmazo taroléedényt; és

(b) utmutatast a Dkk-1 alkalmazasara elhizottsag vagy hiperinzulinémia kezelésé-
ben.

37. A 36. igénypont szerinti készlet, amelyben a Dkk-1 emberi Dkk-1.

38. A 36. igénypont szerinti készlet, amely elhizottsag kezelése esetén fogyaszto-
szert, hiperinzulinémia kezelése esetén pedig diazoxidot is tartalmaz.

39. Inzulinnal szembeni rezisztencia, hipoinzulinémia, elhizottsdg vagy
hiperinzulinémia jelenlétének vagy kezdetének kimutatasara szolgalé diagnosztikai készlet,
amely az aldbbiakat tartalmazza:

(a) Dickkopf-1 (Dkk-1) —et kotd antitestet tartalmazo taroléedény;

(b) Dkk-1-et tartalmazé standard mintét tartalmazo taroldedény; és



10

15

20

25

30

-4- .

(c) Gtmutatds az antitest és a standard minta alkalmazasara inzulinnal szembeni
rezisztencia, hipoinzulinémia, hiperinzulinémia, vagy elhizottsg kimutatésara, ahol a Dkk-
1-et megk&tni képes antitest kimutathat6 jeldlést hordoz, vagy a készlet tartalmaz egy ma-
sik taroléedényt is, amelyben kimutathato jellést hordozo és a Dkk-1-et megkdtni képes
vagy a Dkk-1-et megkotni képes antitestet megkotni képes mésodik antitest van.

40. A 39. igénypont szerinti készlet, amelyben a Dkk-1-et kotd antitest
monoklonalis antitest.

41. A 39. igénypont szerinti készlet, amelyben a Dkk-1 emberi Dkk-1, és a kész-
lettel nem inzulintol fiiggd diabetest, vagy elhizottsdgot mutatunk ki.

42. Eljaras izomhelyreallitasra vagy izomregeneralasra emldsben azzal jellemezve,
hogy az azt igényld eml6snek a Dkk-1 valamely antagonistajanak hatékony mennyiségét
adjuk be.

43. A 42. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az antagonista Dkk-1-et
ko6t6 antitest.

44, A 43. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az emldés ember és az
antitest emberi Dkk-1-et kot.

45. A 42. igénypont szerinti eljaras azzal jellemezve, hogy az antitest mono-
klonalis antitest.

46. Izomhelyreallitasra vagy izomregeneralasra szolgald készlet, amely az alabbi-
akat tartalmazza:

(a) Dkk-1 elleni antagonistat tartalmazé taroléedényt; és

(b) utmutatast az antagonista izomhelyreallitasra vagy izomregeneralasra torténd
alkalmazasara emldsben.

47. Monoklonalisantitestet-preparatum, amely egerek adjuvansban higitott, tolda-
1ékolt Dkk-1-el torténd hiperimmunizalasaval, a Dkk-1 elleni antitest-titereket mutat6 ege-
rekbol szarmazo B-sejtek egéreredetli mieldma sejtekkel t6rténd fuzionaltatasaval, ezekbol
feliiluszé nyerésével, a feliiliszok Gsszegyiijtésével, az antitest-termelés azonositasara az
Osszegyljtott feliiluszokon szlirdvizsgélat végzésével, majd a masodik szubklonozasi kor
utan a legmagasabb immunk6tést mutatd pozitiv klonok elsédlegesen aktivalt (,,primed”)
egerekbe monoklonalis antitestek in vivo eldallitasa céljabdl torténd injektalasaval, az ege-
rekbdl szarmazd aszcites folyadékok egyesitésével, és az egyesitett aszcites folyadékok

tisztitdsaval, ezaltal antitestpreparatum eldallitasival allithato eld.
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48. Eljaras feltételezetten gyogyhatasi drog inzulinrezisztencidra, hipo-
inzulinémidra, vagy izom-helyreallitasra gyakorolt hatasanak értékelésére azzal jellemezve,
hogy a drogot embertd! kiilénbszd, dkk-1 nukleinsavat tilexpresszald, transzgénikus éallat-
nak adjuk be és meghatarozzuk a drog hatasat a gliikkoz-kiiiritésre az allat vérébdl, az allat
keringési rendszerében kering® inzulinszintekre, vagy az izom differencialodasara.

49. Eljaras feltételezetten gyogyhatasu drog elhizasra és hiperinzulinémiéra kifej-
tett hatasanak értékelésére azzal jellemezve, hogy a drogot embertdl kiilonb6zd, dkk-1 nuk-
leinsavat talexpresszalo, transzgénikus allatnak adjuk be és meghatarozzuk a drognak az
elhizottsag valamelyik jellemzéjére vagy a kérdéses dllat inzulinszintjére gyakorolt hata-
sat.50. Dkk-1 nukleinsavat tilexpresszalo, embertdl kiilonb6z6 allat.

51. Az 50. igénypont szerinti allat, amely ragcsalo.

52. Az 50. igénypont szerinti allat, amely egér.
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