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Beschreibung
GEBIET DER ERFINDUNG

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Materialien und Verfahren im Zusammenhang mit einem isolierten
Cyr61-Fragment, das zumindest eine biologische Funktion von menschlichem Cyr61 behalt, worin das Frag-
ment eine Sequenz aus Aminosauren innerhalb der Domane Il von Cyr61 mit Seq.-ID Nr. 2 oder von mensch-
lichem Cyr61 mit Seq.-ID Nr. 4 umfasst und aus Seq.-ID Nr. 33 besteht oder aus einer Aminosauresequenz
besteht, die zu zumindest 95 % ahnlich zu Seq.-ID Nr. 33 ist.

HINTERGRUND DER ERFINDUNG

[0002] Das Wachstum von Saugetierzellen ist durch Polypeptid-Wachstumsfaktoren streng reguliert. Im er-
wachsenen Tier sind die meisten Zellen metabolisch aktiv, sind jedoch in Bezug auf die Zellteilung ruhend. Un-
ter bestimmten Bedingungen kénnen diese Zellen stimuliert werden, um wieder in den Zellzyklus einzutreten
und sich zu teilen. So wie die ruhenden Zellen in die aktiven Wachstums- und Teilungsphasen des Zellzyklus
wiedereintreten, werden eine Reihe von spezifischen Genen, die unmittelbar friihen Gene, rasch aktiviert. Der
Wiedereintritt in den aktiven Zellzyklus ist notwendigerweise streng reguliert, da ein Zusammenbruch dieser
Kontrolle unkontrolliertes, haufig als Krebs erkanntes Wachstum bewirken kann. Der kontrollierte Wiedereintritt
bestimmter Zellen in die Wachstumsphase ist fur solche Prozesse wie Angiogenese (z.B. Blutgefa3-Wachstum
und -Reparatur), Chondrogenese (z.B. Skelettentwicklung und Prothesenintegration), Onkogenese (z.B.
Krebszellenmetastase und Tumor-Neovaskularisierung) und andere ein Wachstum erfordernde Prozesse es-
senziell.

[0003] Angiogenese, die Bildung neuer BlutgefaRe aus den Endothelzellen bereits bestehender Blutgefalle,
ist ein komplexer Vorgang, der ein sich veranderndes Profil der Endothelzellen-Genexpression in Verbindung
mit Zellmigration, -vermehrung und -differenzierung umfasst. Angiogenese beginnt mit lokalisiertem Abbau der
Basalmembran des Stamm-Gefal3es. In vivo unterstitzen die Basalmembranen (in erster Linie aus Laminin,
Collagen Typ IV, Nidogen/Entacin und Proteoglykan zusammengesetzt) die Endothelzellen und sorgen fir eine
Barriere, die diese Zellen vom darunter liegenden Stroma trennt. Die Basalmembran beeinflusst ferner eine
Vielzahl von biologischen Aktivitaten, einschlief3lich Zelladhasion, -migration und -wachstum wahrend Entwick-
lung und Differenzierung.

[0004] Nach dem Abbau der Basalmembran migrieren Endothelzellen vom Stamm-Gefalt weg in die intersti-
tielle extrazellulare Matrix (ECM), zumindest teilweise aufgrund chemisch anziehend wirkender Gradienten.
Die migrierenden Endothelzellen bilden einen Kapillarspross, der sich streckt. Diese Streckung ist das Ergeb-
nis von Migration und Vermehrung von Zellen im Spross. In der fihrenden Kapillarspitze lokalisierte Zellen mi-
grieren zum angiogenen Stimulus, synthetisieren jedoch keine DNA und teilen sich nicht. Unterdessen unter-
ziehen sich hinter diesen fihrenden Spitzenzellen andere Endothelzellen einer schnellen Teilung, um eine aus-
reichende Versorgung von Endothelzellen zur Bildung des neuen Gefalles sicherzustellen. Kapillarsprossen
verzweigen sich dann an ihren Spitzen, die Zweige erfahren Anastomose oder vereinigen sich miteinander, um
ein Lumen zu bilden, die Basalmembran wird wiederhergestellt, und es wird eine Gefalverbindung errichtet,
was zum Blutfluss fihrt.

[0005] Veranderungen von zumindest drei Endothelzellen-Funktionen treten wahrend der Angiogenese auf:
1) Modulierungen der Wechselwirkungen mit der ECM, die Anderungen der Zellmatrixkontakte und die Her-
stellung von Matrix-abbauenden proteolytischen Enzymen erfordern; 2) eine anfangliche Erhéhung und an-
schlieRende Verminderung der Endothelzellen-Migration, was eine Zellverlagerung zum angiogenen Stimulus
bewirkt; und 3) ein voribergehender Anstieg der Zellvermehrung, die Zellen fir das wachsende und sich stre-
ckende Gefald bereitstellt, mit einer anschlieRenden Rickkehr zum ruhenden Zellzustand, wenn sich das Ge-
faRk gebildet hat. Diese drei Funktionen werden durch adhasive, chemotaktische und mitogene Wechselwirkun-
gen bzw. Reaktionen verwirklicht. Daher erfordert die Kontrolle der Angiogenese den Eingriff in drei unter-
schiedliche Zellaktivitaten: 1) Zelladhasion, 2) Zellmigration und 3) Zellvermehrung. Ein weiterer biologischer
Prozess, der eine ahnlich komplexe Reihe von Zellaktivitdten umfasst, ist die Chondrogenese.

[0006] Chondrogenese ist der fir die Skelettorganisation verantwortliche Zellprozess, einschliellich der Ent-
wicklung von Knochen und Knorpel. Chondrogenese umfasst wie Angiogenese den kontrollierten Wiederein-
tritt ruhender Zellen in die Wachstumsphase des Zellzyklus. Der Wachstumsphaseniibergang ist mit verander-
ten Zelladhasionseigenschaften, veranderten Mustern von Zellmigration und voriibergehend erhohter Zellver-
mehrung verbunden. Chondrogenese umfasst die anfangliche Entwicklung chondrogener Fahigkeit (d.h. des
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protodifferenzierten Stadiums) durch primitive undifferenzierte Mesenchymzellen. Dieses Stadium umfasst die
Produktion Chondrozyten-spezifischer Marker ohne die Fahigkeit, eine typische Knorpel-ECM zu bilden. An-
schlieRend entwickeln die Zellen die Fahigkeit, eine Knorpel-spezifische ECM zu produzieren, wenn sie sich
zu Chondrozyten entwickeln. Langille, Microscop. Res. & Tech. 28, 455-469 (1994). Chondrozyten-Migration,
-Adhasion und -Vermehrung tragen zur Entwicklung des knéchernen und knorpeligen Skeletts bei. Die abnor-
male Elaboration der programmierten Entwicklung von Zellen, die am Prozess der Chondrogenese teilneh-
men, resultiert in Skelettdefekten, die Probleme aufwirft, die von kosmetischen Belangen bis zu lebensbedro-
henden Stérungen reichen.

[0007] Wie die Angiogenese und Chondrogenese ist die Onkogenese durch Veranderungen der Zelladhasi-
on, -migration und -vermehrung charakterisiert. Metastasierende Krebszellen zeigen veranderte Adhasions-
und Migrationseigenschaften. Die Etablierung von Tumormassen erfordert eine erhéhte Zellvermehrung und
die Elaboration der Zelleigenschaften, die fliir Angiogenese wahrend der Neovaskularisierung von Tumoren
charakteristisch ist.

[0008] Die abnormale Progression von Angiogenese oder Chondrogenese sowie die bloRe Progression der
Onkogenese beeintrachtigt die Lebensqualitat fir befallene Individuen wesentlich und erhdht die Kosten der
modernen medizinischen Versorgung. Die diesen komplexen biologischen Prozessen gemeinsamen Eigen-
schaften, die veranderte Zelladhasion, -migration und -vermehrung umfassen, legen nahe, dass Mittel, die zur
Beeinflussung aller drei dieser Zellaktivitaten fahig sind, zum Screenen und Modulieren der oben genannten
komplexen biologischen Prozesse wirksam sein sollten. Obgleich die Wissenschaft von Mitteln Kenntnis hat,
die die einzelnen Zellaktivitaten beeinflussen, z.B. Integrine und Selectine (Zelladhasion), Chemokine (Zellmi-
gration) und eine Vielzahl von Wachstumsfaktoren oder Zytokinen (Zellvermehrung), ist bis vor kurzem kein
Mittel identifiziert worden, das einen Einfluss auf alle drei Zellaktivitaten im Menschen ausibt.

[0009] Maus-Cyr61 (CYstein-Reiches Protein) ist ein Protein, das in aktiv wachsenden und sich teilenden Zel-
len exprimiert wird, das moéglicherweise alle diese drei Zellaktivitaten beeinflusst. RNase-Schutz-Analysen ha-
ben gezeigt, dass das fir Maus-Cyr61 kodierende Gen, Maus-cyr61, im sich entwickelnden Mausembryo tran-
skribiert wird. O'Brian et al., Cell Growth & Diff. 3, 645-654 (1992). In-situ-Hybridisierungsanalyse zeigte, dass
die Expression von cyr61 wahrend der Maus-Embryogenese eng mit der Differenzierung von aus Ektoderm
und Mesoderm hergeleiteten Mesenchymzellen in Chondrozyten korreliert. Zusatzlich wird cyr61 in den Ge-
faBwanden des sich entwickelnden Kreislaufsystems exprimiert. Diese Beobachtungen weisen darauf hin,
dass Maus-cyr61 wahrend der Zellvermehrung und -differenzierung exprimiert wird, die Charakteristika der Ex-
pression von Genen sind, die an den Regulationskaskaden beteiligt sind, die den Zellwachstumszyklus kon-
trollieren.

[0010] Die weitere Charakterisierung des Cyr61-Polypeptids ist durch das Unvermdgen behindert worden,
brauchbare Mengen des Proteins zu reinigen. Bemiihungen, Cyr61 in groReren Mengen durch Uberexpression
aus entweder eukaryotischen oder prokaryotischen Zellen zu reinigen, gelingen typischerweise nicht. Yang,
University of lllinois at Chicago, Dissertation (1993). Ein mit dem Versuch, brauchbare Mengen von Cyr61 zu
erhalten, verbundenes Problem ist die Reduktion der Séugetierwachstumsraten, die durch die Uberexpression
von Cyr61 induziert wird. Ein weiteres Problem bei der Cyr61-Reinigung ist, dass sich das Cystein-reiche Po-
lypeptid, wenn es unter Anwendung rekombinanter DNA-Techniken in Bakterienzellen exprimiert wird, haufig
in unléslichen Proteinmassen findet. Trotzdem ist Cyr61 als ein Polypeptid von 349 Aminosauren charakteri-
siert worden, das 39 Cysteinreste, eine hydrophobe mutmafliche N-terminale Signalsequenz und potentielle
N-gebundene Glykosylierungsstellen (Asn,, und Asn,,;) enthalt. US-Patent Nr. 5.408.040 bei Spalte 3, Zeilen
41-54, Grotendorst et al. (das ,040"-Patent). In jingster Zeit sind mit Cyr61 verwandte Proteine charakterisiert
worden. Beispielsweise ist ein Humanprotein, Bindegewebswachstumsfaktor (CTGF), identifiziert worden.
(Siehe 040-Patent). CTGF wird in aktiv wachsenden Zellen, wie z.B. Fibroblasten und Endothelzellen, expri-
miert (040-Patent, in Spalte 5, Zeilen 62-64), ein Expressionsmuster, das von Cyr61 geteilt wird. Bezlglich der
Funktion ist CTGF als Proteinwachstumsfaktor beschrieben worden, da seine Mitogenitat zu seiner priméaren
biologischen Aktivitat erklart worden ist (040-Patent, Spalte 2, Zeilen 25-27 und 53-55). Zusatzlich zeigt CTGF
angeblich chemotaktische Aktivitat. 040-Patent, Spalte 2, Zeilen 56-59. Bezuglich ihrer Struktur sind die fur
CTGF kodierende Polynucleotidsequenz und die Aminosauresequenz von CTGF publiziert worden. 040-Pa-
tent, Seq.-ID Nr. 7 bzw. Seq.-ID Nr. 8.

[0011] Ein weiteres, scheinbar verwandtes Protein ist das Mausprotein Fisp12 (Flbroblasten-Sekretiertes
Protein). Fisp12 ist einer Aminosauresequenzanalyse unterzogen worden, was eine an Cystein reiche Primar-
struktur offenbarte. Ryseck et al., Cell Growth & Diff. 2, 225-233 (1991). Das Protein besitzt auch eine hydro-
phobe N-terminale Sequenz, die eine firr sekretierte Proteine charakteristische Signalsequenz andeutet.
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[0012] Sequenzanalysen, die Cyr61, Fisp12, CTGF und andere Proteine umfassen, haben zur Identifizierung
einer Familie Cystein-reicher sekretierter Proteine beigetragen. Elemente der Familie weisen ahnliche Primar-
strukturen auf, die von Genen kodiert werden, die ahnliche Sequenzen aufweisen. Jedes der Proteine in dieser
aufkommenden Familie ist weiters durch die Gegenwart einer hydrophoben N-terminalen Signalsequenz und
38 Cysteinresten in den sekretierten Formen des Proteins gekennzeichnet. Elemente der Familie, die bis dato
identifiziert sind, umfassen die oben genannten Cyr61 (Human und Maus), Fisp12 (Maus) und CTGF (das Hu-
man-Ortholog von Fisp12) sowie CEF10 (Huhn) und Nov (vogelartig).

[0013] Eine von mehreren Anwendungen fiir ein gereinigtes Protein, das zur Beeinflussung der Zelladhasi-
ons-, -migrations- und -vermehrungseigenschaften fahig ist, umfasst die Entwicklung stabiler, hAmatopoeti-
scher Langzeit-ex-vivo-Stammzellkulturen. Hoch dosierter Chemotherapie unterzogene Patienten weisen un-
terdrickte Hamatopoese auf; die Expansion von Stammzellen, ihre Reifung zu verschiedenen hamatopoeti-
schen Linien und Mobilisierung reifer Zellen in den Blutkreislauf dauern fir gewohnlich viele Wochen, bis sie
abgeschlossen sind. Fir solche Patienten und andere, die eine hamatopoetische Zelltransplantation bendti-
gen, ist die Einfihrung autologer Stammzellen, die manipuliert und in Kultur vermehrt worden sind, in Patienten
vorteilhaft. Solche hamatopoetische Stammzellen (HSC) exprimieren das CD34-Stammzellenantigen, expri-
mieren jedoch nicht Linienbindungsantigene (,lineage commitment antigens"). Diese Zellen kénnen letztlich zu
allen Blutzelllinien fuhren (z.B. Erythrozyten, Lymphozyten und Myelozyten). Hdmatopoetische Vorlaufer-Zel-
len, die Langzeitkulturen initiieren und aufrechterhalten kénnen (d.h. Langzeitkultur-System-initiierende Zellen
oder LTC-IC), stellen eine primitive Population von Stammzellen dar. Die Haufigkeit von LTC-IC ist mit nur 1-2
je 10* Zellen im normalen Human-Knochenmark und nur ungefahr 1 je 50-100 Zellen in einer hochgereinigten
CD34*-Subpopulation geschatzt worden. Folglich ware es zweckdienlich, Gber Verfahren und Systeme fir
Langzeitzellkultur zu verfligen, die primitive, pluripotente Human-HSC aufrechterhalten und vermehren, um sie
fur die Neupopulation des hamatopoetischen Systems in vivo zu verwenden.

[0014] Zellkulturmodelle der Himatopoese haben eine Vielzahl von Zytokinen offenbart, die eine Rolle im Ha-
matopoese-Prozess zu spielen scheinen, einschliellich zahlreicher koloniestimulierender Faktoren, Interleuki-
nen, Stammzellenfaktor und des c-kit-Liganden. In Ex-vivo-Kulturen beginstigen verschiedene Kombinationen
dieser Zytokine jedoch die Vermehrung verschiedener Gruppen festgelegter Vorlaufer. Beispielsweise ver-
starkte ein Faktor im Nabelschnurblutplasma die Vermehrung der Vorlaufer der Granulozyten-Erythrozy-
ten-Makrophagen-Megakaryozyten-Kolonie-bildenden Einheit (CFU-GEMM), jedoch begiinstigte die Vermeh-
rung in diesen Kulturen die reiferen Untergruppen von Zellen. Daher ist es schwierig gewesen, ein Kultursys-
tem zu etablieren, das die In-vivo-Hadmatopoese nachahmt.

[0015] Ein HSC-Kultursystem sollte eine gro3e Anzahl von multi- oder pluripotenten Stammzellen aufrecht-
erhalten und vermehren, die sowohl zur Langzeit-Neupopulation als auch zur letztlichen Linien-Bindung unter
geeigneter Induktion fahig sind. In den meisten Ex-vivo-Kultursystemen sinkt jedoch der Anteil der aus LTC-IC
bestehenden Zellpopulation mit fortdauernder Kultivierung stetig ab und fallt nach mehreren Wochen haufig
auf 20 % ihres Anfangswerts ab, so wie die Kultur von reiferen Untergruppen hamatopoetischer Vorlaufer-Zel-
len besiedelt wird, die nicht mehr pluripotent sind. Dartber hinaus kann die von einzelnen LTC-IC gezeigte Ver-
mehrungsfahigkeit stark variieren. Folglich besteht auf dem Gebiet der Erfindung ein Bedarf an HSC-Kultur-
systemen, die biologische Mittel umfassen, die das pluripotente Potenzial von Zellen, wie z.B. LTC-IC-Zellen,
aufrechterhalten oder férdern. Zusatzlich zu einer Rolle bei der Entwicklung von Ex-vivo-HSC-Kulturen sind
biologische Mittel, die die Zelladhasion, -migration und -vermehrung beeinflussen, in einer Reihe von anderen
Zusammenhangen zweckdienlich.

[0016] Proteine, die die Aktivitat von Mitogenen potenzieren, jedoch selbst keine mitogene Aktivitat aufwei-
sen, kdnnen wichtige Rollen als Signalmolekule in solchen Prozessen wie der Hamatopoese spielen. Aul3er-
dem konnten diese Signalproteine auch als Sonden bei der Suche nach weiteren Mitogenen dienen, von denen
viele nicht identifiziert oder charakterisiert worden sind. Von mehreren biologischen Faktoren ist gezeigt wor-
den, dass sie die mitogene Aktivitat anderer Faktoren potenzieren, ohne selbst mitogen zu sein. Manche dieser
Potenziatoren sind mit der Zelloberflache und/oder der extrazelluldren Matrix assoziiert. In dieser Gruppe um-
fasst sind ein sekretiertes basisches Fibroblasten-Wachstumsfaktor-bindendes Protein (bF GF-bindendes Pro-
tein), das Basalmembran-Protein Perlecan und das Human-Immundefizienz-Virus-1-TAT-Protein, wobei jedes
Protein fahig ist, die bFGF-induzierte Zellvermehrung und Angiogenese zu férdern. Ebenfalls in dieser Gruppe
von Mitogen-Potenziatoren umfasst sind Thrombospondin, das zur Aktivierung einer latenten Form des Trans-
formierenden Wachstumsfaktors 3 fahig ist, und ein nicht identifizierter sekretierter Wachstums-potenzierender
Faktor aus vaskularen Glattmuskelzellen (Nakano et al., J. Biol. Chem. 270, 5702-5705 (1995)), wobei der letz-
tere Faktor fir die effiziente Aktivierung der Epidermal-Wachstumsfaktor- oder Thrombin-induzierten
DNA-Synthese erforderlich ist. Weiters ist der B-Zellen-stimulierende Faktor-1/Interleukin-4, ein T-Zellen-Pro-
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dukt mit keiner nachweisbaren mitogenen Aktivitat, fahig, 1) die Vermehrungsreaktion von Granulozyten-Ma-
krophagen-Vorlaufern auf Granulozyten-Kolonie-stimulierenden Faktor zu verstarken, 2) die Vermehrungsre-
aktion von Erythrozyten-Vorlaufern auf Erythropoietin zu verstarken und 3) gemeinsam mit Erythropoietin die
Koloniebildung durch multipotente Vorlauferzellen zu induzieren. Gleichermalien verstarkte Interleukin-7 die
Stammzellenfaktor-induzierte Koloniebildung durch primitive Maus-Knochenmark-Vorlaufer, obgleich Interleu-
kin-7 selbst keine proliferative Wirkung aufwies. AuRerdem hat sich gezeigt, dass Lymphozyten-Wachstums-
verstarkungs-Faktor (LGEF) die Mitogen-stimulierte Vermehrung von Human-Peripherblut-Lymphozyten (PBL)
oder gereinigten T-Zellen auf dosisabhangige Weise verstarkte. LGEF alleine stimulierte die PBL- oder T-Zel-
len-Vermehrung nicht.

[0017] Daher besteht weiterhin ein Bedarf an biologischen Mitteln, die fahig sind, einen aufeinander abge-
stimmten Einfluss auf eine oder mehrere der spezifizierten Funktionen (z.B. Zelladhasion, Zellmigration und
Zellproliferation) auszuliben, die gemeinsam solche komplexen biologischen Prozesse wie Angiogenese,
Chondrogenese und Onkogenese kennzeichnen. Aullerdem besteht auf dem Gebiet der Erfindung ein Bedarf
an Mitteln, die zur Reproduktion dieser In-vivo-Prozesse in einer Ex-vivo-Umgebung beitragen, z.B. die Ent-
wicklung von HSC-Kulturen. Weiters besteht weiterhin ein Bedarf an Werkzeugen zur Suche nach den verblei-
benden biologischen Komponenten dieser komplexen Prozesse, z.B. an Mitogen-Sonden, deren Fehlen Be-
muhungen behindert, solche Prozesse vorteilhaft zu modulieren und damit zu kontrollieren.

[0018] In WO 99/39660 (L. Iruele-Arispe et al.) und den entsprechenden Hinterlegungen bei der GSP-Daten-
bank [Online] (Zugangsnummern AAY49506 und AAY49503; 10. Janner 2003) sind die antiangiogenen Prote-
ine, die menschlichen Metalloproteasenthrombospondin-(METH-) Proteine METH1 und METH2 und dafiir ko-
dierende isolierte Nucleinsauremolekiile beschrieben.

[0019] In EP 0443404 (W.R. Grace & Co. (1991)) sind Peptidfragmente und Analoga von menschlichem
Thrombospondin sowie Verfahren fiir ihnre Verwendung als thrombospondinartige Mittel beschrieben.

[0020] In WO 96/39486 (Human Genome Sciences Inc.) sind ein menschliches kleines CCN-artiges Wachs-
tumsfaktor-Polypeptid (SCGF) und fiir solch ein Polypeptid kodierende DNA (RNA) beschrieben.

[0021] In WO 97/33995 (Munin Corp.) sind die biologischen Aktivitaten von ECM-Signalmolekilen, Fragmen-
te von ECM-Signalmolekilen, Antikorperprodukte, die Cy161 erkennen, und ihre Anwendungen beschrieben.

ZUSAMMENFASSUNG DER ERFINDUNG

[0022] Die vorliegende Erfindung stellt ein isoliertes Cyr61-Fragment bereit, das die Haftung bzw. Adhasion
von Endothelzellen und Fibroblasten unterstitzt, worin das Fragment eine Sequenz aus Aminosauren inner-
halb der Doméane Ill von Cyr61 mit Seq.-ID Nr. 2 oder von menschlichem Cyr61 mit Seq.-ID Nr. 4 umfasst und
aus Seq.-ID Nr. 33 besteht oder aus einer Aminosauresequenz besteht, die zu zumindest 95 % ahnlich zu
Seq.-ID Nr. 33 ist. Die vorliegende Erfindung stellt auRerdem Polynucleotide, die fir solche Fragmente kodie-
ren, und Antikorper, die spezifisch an solche Fragmente binden, bereit. Weiters stellt die Erfindung die Verwen-
dung einer Zusammensetzung, die solch ein Fragment oder einen Antikdrper, wie sie oben beschrieben sind,
umfasst, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Erkrankungen oder Leiden im Zusammen-
hang mit Angiogenese oder Onkogenese bereit.

[0023] Eine biologische Aktivitat eines ECM-Signalmolekuls (z.B. Cyr61) kann die Fahigkeit sein, Zelladhasi-
on, Zellmigration oder Zellvermehrung zu stimulieren; die Fahigkeit, Angiogenese, Chondrogenese oder On-
kogenese zu modulieren; Immunogenitat oder die Fahigkeit, eine Immunantwort hervorzurufen; und die Fahig-
keit, an Polypeptide zu binden, die spezifische Bindungsstellen fir ECM-Signalmolekiile aufweisen, ein-
schlief3lich Antikdrpern und Integrinen. Die Fragmente der Erfindung kdnnen native oder rekombinante Mole-
kule sein. Fir menschliche Cyr61-Fragmente, die bezuglich der Erfindung in Frage kommen, kann ein Polynu-
cleotid kodieren, das eine Sequenz umfasst, die zu zumindest 95 % (wie beschrieben unter Einsatz von
BLAST-Software mit Standardeinstellungen) dhnlich zu einem Polynucleotid ist, das fiir ein Polypeptid mit der
unter Seq.-ID Nr. 33 angeflihrten Sequenz kodiert, worin das Polypeptid zumindest eine biologische Funktion
von menschlichem Cyr61 beibehalt. AuBerdem kénnen die Fragmente der Erfindung underivatisiert oder in
Ubereinstimmung mit einem nativen oder nicht-nativen Derivatisierungsmuster derivatisiert sein. Die Erfindung
erstreckt sich weiters auf Fragmente, die eine native oder natirlich auftretende Aminosauresequenz aufwei-
sen, und auf Varianten (d.h. Fragmente, die unterschiedliche Aminosauresequenzen aufweisen), Analoga (d.h.
Fragmente, die eine Nicht-Standard-Aminoséure oder eine andere strukturelle Abweichung vom herkémmli-
chen Satz von Aminosauren aufweisen) und Homologe (d.h. Fragmente, die einen evolutionaren Vorlaufer mit
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einem anderen Fragment gemeinsam haben) davon. Fragmente, die kovalent an andere Verbindungen, wie
z.B. Polyethylenglykol, oder andere Proteine oder Peptide gebunden sind, d.h. Fusionsproteine, sind in der Er-
findung ebenfalls vorgesehen.

[0024] ECM-Signalmolekule umfassen Cyr61-, Fisp12- und CTGF-Polypeptid von Sdugetieren. Die Erfindung
umfasst Antikdrperprodukte, die spezifisch an ein Fragment der Erfindung binden. Eine breite Vielfalt von An-
tikdrperprodukten liegt im Schutzumfang der Erfindung, einschlielich polyklonaler und monoklonaler Antikor-
per, Antikérperfragmenten, chimaren Antikdrpern, durch CDR-Grafting hergestellten Antikdrpern, ,humanisier-
ten" Antikérpern und anderen Antikérperformen, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind. Andere Mo-
lekile, wie z.B. Peptide, Kohlenhydrate oder Lipide, kdnnen so konstruiert sein, dass sie an eine aktive Stelle
von ECM-Molekilen binden und dadurch ihre Aktivitaten hemmen. Molekiile, wie z.B. Peptide, kdnnen jedoch
die Aktivitdten von ECM-Molekdlen verstarken oder potenzieren. Eine pharmazeutische Zusammensetzung
kann eine biologisch wirksame Menge eines Polypeptids und einen) pharmazeutisch annehmbares/n Adju-
vans, Verdinner oder Trager umfassen. Eine ,biologisch wirksame Menge" des Biomaterials ist eine Menge,
die ausreicht, um eine nachweisbare Reaktion in der biologischen Probe zu bewirken, wenn sie mit einer Kon-
trolle verglichen wird, der das Biomaterial fehlt.

[0025] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft ein gereinigtes und isoliertes Polynucleotid, das eine Se-
quenz umfasst, die fur ein Fragment der Erfindung kodiert. Ein Polynucleotid gemaR der Erfindung kann DNA
oder RNA sein, einzel- oder doppelstrangig, und kann von einer nativen Quelle gereinigt und isoliert werden
oder kann unter Anwendung synthetischer oder Rekombinationstechniken, die auf dem Gebiet der Erfindung
bekannt sind, produziert werden. Vektoren, die ein Polynucleotid gemaf der Erfindung umfassen, sind eben-
falls vorgesehen. AuRerdem kénnen Wirtszellen mit solch einem Polynucleotid oder Vektor transformiert oder
transfiziert werden.

[0026] Ein Verfahren zur Herstellung eines Fragments gemaR der Erfindung kann das Exprimieren eines Po-
lynucleotids, das fiir ein Fragment gemaf der vorliegenden Erfindung kodiert, in einer geeigneten Wirtszelle
und das Reinigen des Fragments umfassen. Andere Verfahren zum Herstellen eines Fragments der Erfindung
verwenden Techniken, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind, wie z.B. die Isolierung und Reinigung
nativer Polypeptide oder die Verwendung synthetischer Techniken zur Polypeptidproduktion. Im Speziellen
umfasst ein Verfahren der Reinigung eines ECM-Signalmolekuls, wie z.B. menschliches Cyr61, die Schritte
des Identifizierens einer Quelle, die menschliches Cyr61 enthalt, des Aussetzens der Quelle gegentber einem
fur menschliches Cyr61 spezifischen Biomolekil, das Cyr61 bindet, wie z.B. Anti-Human-Cyr61-Antikorper,
und des Eluierens des menschlichen Cyr61 vom Antikdrper oder anderen Biomolekil, wodurch das menschli-
che Cyr61 gereinigt wird.

[0027] Ein Verfahren zur Behandlung eines massiven Tumors kann den Schritt der Zufuhr einer therapeutisch
wirksamen Menge eines Cyr61-Inhibitors an ein Individuum umfassen, wodurch die Neovaskularisierung des
Tumors gehemmt wird. Inhibitoren umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, Inhibitorpeptide, wie z.B.
Peptide, die ein ,RGD"-Motiv aufweisen, und Zytotoxine, die frei oder an Molekule, wie z.B. Cyr61, gebunden
sein kénnen.

[0028] Eine biologisch wirksame Menge eines ECM-Signalmolekiils, z.B. Cyr61, kann an ein Tier verabreicht
werden, um die Organregeneration zu foérdern. Das beeintrachtigte Organ kann das Ergebnis eines Traumas,
z.B. eines chirurgischen Eingriffs, oder einer Krankheit sein. Ein weiteres Verfahren betrifft das Verbessern der
Vaskularisierung von Transplantaten, z.B. Hauttransplantaten. Ein weiteres Verfahren betrifft einen Prozess
zur Férderung von Knochenimplantation, einschliellich Knochentransplantaten. Das Verfahren zur Férderung
der Knochenimplantation umfasst gegebenenfalls den Schritt des Kontaktierens eines Knochenimplantats
oder einer Rezeptorstelle mit einer biologisch wirksamen (d.h. chondrogenisch wirksamen) Menge eines
ECM-Signalmolekuls. Der Kontaktierungsschritt kann durch Aufbringen des ECM-Signalmolekuls auf einen bi-
okompatiblen Verband, wie z.B. einer bioabbaubaren Gaze, und Kontaktieren des Verbands mit einem Kno-
chenimplantat bewirkt werden, wodurch die Knochenimplantation geférdert wird. Die Knochenimplantate um-
fassen natlrliche Knochen und Fragmente davon sowie leblose natlrliche und synthetische Materialien, die
biokompatibel sind, wie z.B. Prothesen. Zusatzlich zur direkten Aufbringung eines ECM-Signalmolekiils auf ei-
ne(n) Knochen, Prothese oder Rezeptorstelle kénnen auch Matrixmaterialien zur kontrollierten Freisetzung
des ECM-Signalmolekils verwendet werden, zusatzlich zu solchen Applikationsmaterialien wie Gazen.

[0029] Verfahren zur Behandlung von Erkrankungen oder Leiden, wie z.B. Erkrankungen im Zusammenhang

mit der Genunter- oder -lUberexpression, kdnnen die Zufuhr einer therapeutisch wirksamen Menge eines
ECM-Signalmolekdls (z.B. eines Cyr61-Polypeptids, Fisp12, CTGF) oder eines biologisch aktiven Fragments
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davon oder eines Modulators einer Cyr61-Integrin-Rezeptor-Wechselwirkung umfassen, wobei ein auf dem
Gebiet der Erfindung bekanntes Zufuhrmittel eingesetzt wird. Ein Verfahren zur Modulation von Genexpression
kann den Schritt des Verabreichens einer biologisch wirksamen Menge eines menschlichen Cyr61-Fragments
an eine Zelle umfassen, die zu einer Cyr61-modulierten Genexpression in der Lage ist.

[0030] Ein Verfahren zur Behandlung eines Leidens, das durch einen Defekt in glattem Muskelgewebe in ei-
nem Saugetier gekennzeichnet ist, umfasst gegebenenfalls folgende Schritte: (a) Identifizieren eines Sauge-
tiers, das eine Behandlung des Leidens bendétigt, und (b) Verabreichen einer Zusammensetzung an das Sau-
getier, die einen Modulator einer Wechselwirkung zwischen Cyr61 und einem o48,-Integrin-Rezeptor umfasst,
in einer Menge, die zur Linderung der Symptome des Leidens im Saugetier wirksam ist. Ein Beispiel fur einen
Modulator ist aus der Gruppe ausgewahlt, die aus Heparin, Heparansulfat und einem Polypeptid besteht, das
einen a4B,-Integrin-Rezeptor bindet. Eines aus einer Vielzahl von geeigneten Mitteln zur Verabreichung der Zu-
sammensetzung umfasst das Exprimieren einer exogenen Polypeptid-Kodierregion in Zellen des Typs, der
vom Leiden betroffen ist. Wiederum umfassen Beispiele fur Cyr61-Polypeptid Fragmente von Cyr61, wie z.B.
ein Fragment, das eine Sequenz umfasst, die aus der aus den Resten 280-290 der Seq.-ID Nr. 4 und den Res-
ten 306-312 der Seq.-ID Nr. 4 bestehenden Gruppe ausgewahlt ist. Leiden, die durch das Verfahren behandelt
werden kénnen, umfassen ein Leiden, das aus der aus Atherosklerose, Herzerkrankungen, Tumorwachstum,
Tumormetastasen, Fibrose, Leiden in Zusammenhang mit inadaquater Angiogenese, Leiden in Zusammen-
hang mit aberrierender Granulationsgewebeentwicklung, aberrierendem Fibroblastenwachstum und Wunden
bestehenden Gruppe ausgewahlt ist.

[0031] Zahlreiche weitere Aspekte und Vorteile der vorliegenden Erfindung werden bei Betrachtung der fol-
genden Abbildung und ausfiihrlichen Beschreibung offensichtlich.

KURZBESCHREIBUNG DER ABBILDUNG

[0032] Fig. 1 stellt die vergleichenden Aminosauresequenzen von Elementen der Cysteinreichen Proteinfa-
milie wachstumsregulierender Proteine dar.

AUSFUHRLICHE BESCHREIBUNG DER ERFINDUNG

[0033] Bei der Maus wurde gezeigt, dass das Cyr61-Protein die Zelladhasion, -migration und -vermehrung
beeinflusst. Das cyr61-Gen, das fiur Cyr61 kodiert, ist ein unmittelbar frihes Gen, das durch Serum-Wachs-
tumsfaktoren in Maus-Fibroblasten transkriptionell aktiviert wird. Lau et al., EMBO J. 4, 3145-3151 (1985); Lau
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 1182-1186 (1987). Die fur Maus-cyr61-cDNA kodierende Sequenz ist in
Seq.-ID Nr. 1 dargelegt. (Die fir Human-cyr61-cDNA kodierende Sequenz wird in Seq.-ID Nr. 3 bereitgestellt.)
Die Aminosauresequenz von Maus-Cyr61 ist in Seq.-ID Nr. 2 dargelegt. (Die Human-Cyr61-Aminosaurese-
quenz ist in Seq.-ID Nr. 4 dargestellt.) Cyr61 ist ein Polypeptid von 41 kDa Lange, das 39 Cysteinreste enthalt,
wobei ungefahr 10 % der 379 Aminosauren das unprozessierte Enzym ausmachen. Yang et al., Cell Growth
& Diff. 2, 351-357 (1991). Untersuchungen haben offenbart, dass Maus-Cyr61 Heparin bindet und sekretiert
wird. Yang et al. Im Einklang mit der beobachteten Sekretion von Cyr61 steht die Identifizierung einer N-termi-
nalen Signalsequenz im naszierenden Cyr61, die von der Untersuchung der Maus-cyr61-cDNA-Sequenz ab-
geleitet wurde. Yang et al. AuRerdem findet sich Cyr61 nicht im konditionierten Medium kultivierter, cyr6l expri-
mierender Zellen, findet sich jedoch mit der extrazellularen Matrix (ECM) und der Zelloberflache assoziiert.
Yang et al. Strukturell 8hnliche, Cystein-reiche Saugetierproteine sind charakterisiert worden.

[0034] Fisp12, ein Cystein-reiches Maus-Protein, zeigt strukturelle Ahnlichkeit mit Cyr61. Die fiir Fisp12 ko-
dierende cDNA-Sequenz ist in Seq.-ID Nr. 5 dargelegt; die Aminosauresequenz von Fisp12 ist in Seq.-ID Nr.
6 dargestellt. Maus-Fisp12 beeinflusst wie Cyr61 die Zelladhasion, -vermehrung und -migration. Das Hu-
man-Ortholog von Fisp12 ist Bindegewebe-Wachstumsfaktor (CGTF), ein Protein mit ahnlicher Struktur und
Funktion wie Cyr61. Fisp12 und CTGF sind jedoch von Cyr61 unterscheidbar. Beispielsweise findet sich ein
héherer Anteil von sekretiertem Fisp12 im Kulturmedium als es fur Cyr61 der Fall ist; ein entsprechend niedri-
gerer Anteil von Fisp12, als es fur Cyr61 der Fall ist, ist im Bereich exprimierender Zellen (Zelloberflache und
nahe gelegene extrazelluldre Matrix) lokalisiert. Zuséatzliche Ahnlichkeiten und Unterschiedlichkeiten unter den
ECM-Signalmolekilen der Erfindung umfassenden Proteinen werden in den hierin unten stehenden Ausfih-
rungen offensichtlich.

[0035] Beispiel 1 beschreibt die Klonierung von Polynucleotiden, die fir Elemente der Cystein-reichen Prote-

infamilie von ECM-Signalmolekiilen kodieren; Beispiel 2 beschreibt Sequenzanalysen; Beispiel 3 beschreibt
RNA-Analysen; Beispiel 4 beschreibt die Produktion transgener Tiere; Beispiel 5 beschreibt die Expression von

7/87



DE 601 28 066 T2 2007.12.27

Cyr61-Polypeptiden; Beispiel 6 beschreibt die Expression von Fisp12-Polypeptiden; Beispiel 7 legt Verfahren
der Polypeptidreinigung dar; Beispiel 8 stellt eine Charakterisierung von Cyr61-Polypeptiden bereit; Beispiel 9
offenbart einen Heparin-Bindungstest fir die Polypeptid-Elemente der Cystein-reichen Proteinfamilie; Beispiel
10 betrifft Rezeptoren fiir Cyr61-Polypeptide; Beispiel 11 beschreibt Anti-ECM-Signalmolekil-Antikérper; Bei-
spiel 12 betrifft inhibierende Peptide; Beispiel 13 beschreibt Zelladhasion und auf Polypeptid basierende Ver-
fahren zum Beeinflussen des Prozesses der Zelladh&sion; Beispiel 14 beschreibt Polypeptid-beeinflusste Mi-
gration von Fibroblasten; Beispiel 15 beschreibt die Migration von Endothelzellen und In-vitro-Tests fir die Mi-
gration; Beispiel 16 beschreibt einen In-vitro-Test fur Inhibitoren der Endothelzellen-Migration; Beispiel 17 be-
schreibt einen In-vivo-Test fur Endothelzellen-Migration; Beispiel 18 beschreibt Mitogen-Potenzierung durch
Cyr61- und Fisp12-Polypeptide; Beispiel 19 beschreibt einen In-vivo-Hornhaut-Test fiir angiogene Faktoren
und Modulatoren; Beispiel 20 betrifft Verfahren zum Beeinflussen der Blutgerinnung unter Verwendung von
ECM-Signalmolekilen; Beispiel 21 offenbart die Verwendung der Polypeptide fur hamatopoetische Ex-vi-
vo-Stammzellenkulturen; Beispiel 22 betrifft Organregeneration; Beispiel 23 beschreibt Chondrogenese und
die Expression von extrazelluldaren Matrix-Signalmolekilen und Mesenchymzellen; Beispiel 24 beschreibt die
Foérderung von Zelladhasion im Chondrogenese-Prozess unter Verwendung von Cyr61-Polypeptiden; Beispiel
25 beschreibt Chondrogenese und den Einfluss von Cyr61-Polypeptiden auf die Zellaggregation; Beispiel 26
beschreibt die Forderung der Zellvermehrung durch Cyr61-Polypeptide im Chondrogenese-Prozess; Beispiel
27 betrifft Verfahren zur Verwendung der ECM-Signalmolekule, um Chondrogense zu beeinflussen; Beispiel
28 stellt genetische Ansatze zur Verwendung der ECM-Signalmolekiile bereit; Beispiel 29 beschreibt Fibro-
blastenadhasion; Beispiel 30 betrifft Angiogenese; Beispiel 31 bezieht sich auf Insertionsinaktivierung oder
Knock-out-Genkonstrukte; Beispiel 32 beschreibt die Adhasion an Blutplattchen und Makrophagen; und Bei-
spiel 33 beschreibt Peptidmodulatoren von Cyr61-Aktivitat. Diese Beispiele sind zur lllustration und sollten
nicht dahingehend ausgelegt werden, dass sie den Schutzumfang der Erfindung einschranken.

Beispiel 1
Polynucleotid-Klonierung

[0036] Zuerst wurde der Versuch unternommen, eine Human-cyr61-cDNA aus einer Human-Plazenta-cD-
NA-Bibliothek durch Sondieren mit der Maus-cyr61-cDNA-Sequenz unter Anwendung von Techniken zu iso-
lieren, die auf dem Gebiet der Erfindung standardmafig eingesetzt werden. Siehe Sambrook et al. Die Isolie-
rung der vollstdndigen Maus-cyr61-cDNA aus einer BALB/c-3T3-(ATCC CRL-1658) cDNA-Bibliothek ist be-
schrieben worden. O'Brien et al., Mol. Cell. Biol. 10, 3569-3577 (1990). Die Nucleotid- und abgeleiteten Ami-
nosauresequenzen von Maus-cyr61 sind von der GenBank-Datenbank unter der Zugangsnummer M32490 er-
haltlich. Die Nucleotidsequenz von Maus-cyr61 ist in Seq.-ID Nr. 1 dargestellt, die Maus-Cyr61-Aminosaurese-
quenz ist in Seq.-ID Nr. 2 dargestellt.

[0037] Die Human-cDNA-Bibliothek wurde unter Verwendung von Agt11 (Promega Corp., Madison, WI) als
Vektor konstruiert, der in E. coli transfiziert und auf LB-Agar ausplattiert wurde. Ein in pGEM-2 (O'Brian et al.
(1990)) kloniertes Maus-cDNA-Expressionskonstrukt, das die gesamte fiir Maus-cyr61 kodierende Sequenz
(Nucleotide 56-1560, unter Anwendung der Nummerierung von O'Brian et al. (1990); siehe Seq.-ID Nr. 1) ent-
hielt, wurde als Sonde verwendet. Die Maus-cDNA-Sonde wurde durch Standardtechniken auf dem Gebiet der
Erfindung radioaktiv markiert. Sambrook et al. Plaque-Screenings unter Verwendung der Maus-Sonde wurden
mittels Standardtechniken durchgefiihrt. Sambrook et al.

[0038] Im Spezielleren wurden Agarplatten, die die oben beschriebene Human-cDNA enthielten, gegenliber
Nitrozellulosefiltern (BA85, 82 mm, Schleicher & Schuell, Keene, NH) ausgesetzt und auf jede Platte gegeben.
Nach Adsorption der Plaques (ungefahr 20 Minuten) wurden die Filter entfernt und ungefahr 30 Minuten lang
luftgetrocknet. Anschlielend wurde jedes Filter nacheinander fiir 30-60 Sekunden in 0,2 M NaOH, 1,5 M NacCl
(100 ml); 2 x SSC, 0,4 M Tris-HCI, pH 7,4 (100 ml); und 0,2 x SSC (100 ml) eingetaucht. Die Filter wurden
dann bei Raumtemperatur ungefahr 1 Stunde lang getrocknet und bei 80°C unter Vakuum 2 Stunden lang be-
handelt. Die Filter wurden mit radiomarkierter Maus-cyr61-cDNA sondiert. Die UbermaRig hohe Anzahl an Si-
gnalen, die auf einen hohen Wert an falschen positiven Signalen von verwandten Sequenzen hinweist, verhin-
derte die Identifikation von cyr61-cDNA.

[0039] Unter Zuhilfenahme einer komplizierten, cyr61-spezifischen Klonierungsstrategie wurden Hu-
man-cyr61-cDNA-Klone mit Sonden identifiziert, die mittels RT-PCR erzeugt wurden. Im Speziellen war die
Sonde fur das Screening der Human-Plazenta-cDNA-Bibliothek ein mit degenerierten Primern mittels RT-PCR
von Gesamt-RNA aus logarithmisch wachsenden WI38-Zellen erzeugtes PCR-Fragment. Die Primer wurden
von denjenigen Sequenzen hergeleitet, die der am meisten konservierten Region des offenen Leserasters der
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Maus-cyr61-cDNA entsprechen. Einer der Primer, H61-5 [5-GGG-
AATTCTG(TC)GG(GATC)TG(TC)TG(TC)AA(GA)GT(GC)TG-3'] genannt, enthalt eine degenerierte Sequenz,
die mit Ausnahme der ,GGGAATTC"-Sequenz am 5'-Ende, die zur Einflhrung einer EcoRI-Stelle verwendet
wurde, von den Nucleotiden 327-346 (Sinn-Strang) der in Seq.-ID Nr. 1 dargelegten Maus-cyr61-Sequenz her-
geleitet ist. Die Degenerierungen treten in Positionen auf, die der dritten Position der Codons in Seq.-ID Nr. 1
entsprechen. Der zweite fur die PCR-Amplifizierung einer Human-cyr61-Sequenz verwendete Primer wurde
H61-3 [5'-CCGGATCC(GA)CA(GA)TT(GA)TA(GA)TT(GA)CA-3'] genannt, der mit Ausnahme der 5'-Sequenz
~CCGGATCC", die zur Einfihrung einer BamHI-Stelle verwendet wurde, dem Anti-Sense-Strang entspricht,
der zu den Nucleotiden 1236-1250 der in Seq.-ID Nr. 1 dargelegten Maus-cyr61-Sequenz komplementar ist.
Die Degenerierungen treten in Positionen auf, die zu den dritten Positionen der in Seq.-ID Nr. 1 dargelegten
Codons in Maus-cyr61 komplementér sind. Die amplifizierte cyr61-cDNA wurde in pBlueScript-SK*-Vektor
(Stratagene, La Jolla, CA) kloniert und mit einem Sequenase-II-Set (U.S. Biochemicals, Cleveland, OH) se-
quenziert.

[0040] Reihen-Screenings der Human-Plazenta-cDNA-Bibliothek fihrten zur Isolierung eines Klons, der eine
Human-cyr61-cDNA enthielt. Die Human-cyr61-cDNA hat eine Lange von ungefahr 1.500 Basenpaaren. Die
Human-cDNA ist auf einem in die EcoRI-Stelle in pGEM-2 klonierten EcoRI-Fragment enthalten. Wie in
Seq.-ID Nr. 3 gezeigt, umfasst die Human-cDNA-Sequenz die gesamte kodierende Region fliir Human-Cyr61,
gemeinsam mit 120 bp 5'-flankierender Sequenz und ungefahr 150 bp 3'-flankierender Sequenz.

[0041] Die Polynucleotide der Erfindung kénnen véllig oder teilweise synthetisch, DNA oder RNA und einzel-
oder doppelstrangig sein. Weil Polynucleotide der Erfindung fir Fragmente eines Cyr61-Proteins kodieren, ko-
dieren die Polynucleotide fir eine Teilsequenz von Cyr61. Polynucleotidsequenzen der Erfindung sind fir die
Produktion von Cyr61 durch Rekombinationsverfahren und als Hybridisierungssonden fur Polynucleotide
zweckdienlich, die fur Cyr61 kodieren.

[0042] DNA-Polynucleotide gemaf der Erfindung umfassen genomische DNAs, cDNAs und Oligonucleotide,
die eine kodierende Sequenz eines Cyr61-Fragments oder eines Analogons davon wie oben beschrieben um-
fassen, das zumindest eine der biologischen Aktivitdten eines ECM-Signalmolekdls beibehalt, wie z.B. die Fa-
higkeit, Zelladhasion, Zellmigration oder Zellvermehrung in solchen biologischen Prozessen wie Angiogenese,
Chondrogenese und Onkogenese zu fordern, oder die Fahigkeit, einen ein ECM-Signalmolekul erkennenden
Antikérper hervorzurufen.

[0043] Andere Polynucleotide gemalR der Erfindung unterscheiden sich in ihrer Sequenz von Sequenzen, die
innerhalb nativer Cyr61-Polynucleotide enthalten sind (d.h. durch die Addition, Deletion, Insertion oder Substi-
tution von Nucleotiden), unter der Voraussetzung, dass die Polynucleotide fiir ein Protein kodieren, das zumin-
dest eine der biologischen Aktivitaten eines ECM-Signalmolekdls beibehalt. Eine Polynucleotidsequenz der Er-
findung kann sich von einer nativen Cyr61-Polynucleotidsequenz durch stille Mutationen unterscheiden, die die
Sequenz der darin kodierten Aminosauren nicht verandern. Auf3erdem kénnen Polynucleotide der Erfindung
ein Cyr61-Fragment festlegen, das sich in der Aminosauresequenz von nativen Cyr61-Fragmenten wie oben
beschrieben unterscheidet. Beispielsweise sind Polynucleotide, die fiir Polypeptide kodieren, die sich in ihrer
Aminosauresequenz von nativen Cyr61-Fragmenten durch konservativen Ersatz eines oder mehrerer Amino-
saurereste unterscheiden, in der Erfindung vorgesehen. Die Polynucleotide der Erfindung kénnen unter stan-
dardmaRigen stringenten Bedingungen an Polynucleotide hybridisieren, die fiir ein Cyr61-Fragment der Erfin-
dung kodieren, oder die hybridisieren wiirden, wenn es keine Degeneration des genetischen Codes gabe. Bei-
spielhafte stringente Hybridisierungsbedingungen umfassen die Hybridisierung bei 42°C in 50 % Formamid, 5
x SSC, 20 mM Na-PQO,, pH 6,8 und Waschen in 0,2 x SSC bei 55°C. Dem Fachkundigen ist klar, dass die Va-
riation dieser Bedingungen auf Basis der Lange und des GC-Nucleotidgehalts der zu hybridisierenden Se-
quenzen erfolgt. Formeln, die auf dem Gebiet der Erfindung standardmafig verwendet werden, sind fir die
Ermittlung der exakten Hybridisierungsbedingungen geeignet. Siehe Sambrook et al., Molecular Cloning: A La-
boratory Manual, 2. Aufl., Cold Spring Harbor Laboratory Press, §§ 9.47-9.51 (1989).

[0044] Cyr61-Polynucleotide, die RNA umfassen, liegen ebenfalls im Schutzumfang der vorliegenden Erfin-
dung. Andere RNA-Polynucleotide der Erfindung umfassen RNAs, die sich von einer nativen Cyr61-mRNA
durch die Insertion, Deletion, Addition oder Substitution von Nucleotiden (siehe oben) unterscheiden, unter der
Voraussetzung, dass sie fir ein Polypeptid kodieren, das eine mit einem ECM-Signalmolekiil in Verbindung
stehende biologische Aktivitat beibehalt. Weitere RNAs der Erfindung umfassen Anti-Sense-RNAs (d.h. RNAs,
die eine RNA-Sequenz umfassen, die zu einer Cyr61-mRNA komplementar ist).

[0045] Demgemal wurde ein Satz von DNA-Fragmenten, die gemeinsam die Human-cyr61-cDNA umfassen,
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in pGEM-2 und M13-Derivaten unter Anwendung von Verfahren geklont, die auf dem Gebiet der Erfindung
wohl bekannt sind, um die Nucleotidsequenzanalysen zu erleichtern. Die pGEM-2-Klone stellten Substrate flr
die enzymatische Erzeugung von Reihen-Deletionen unter Anwendung von Techniken bereit, die auf dem Ge-
biet der Erfindung bekannt sind. Diese Sammlung von Klonen, die gemeinsam eine Reihe von DNA-Fragmen-
ten enthielten, die verschiedene Abschnitte der fiir cyr61-cDNA kodierenden Region umfassten, sind in den
Verfahren der Erfindung zweckdienlich. Die resultierenden Reihen von geschachtelten pGEM-2-Klonen stell-
ten ihrerseits Substrate flr Nucleotidsequenzanalysen unter Verwendung der enzymatischen Kettenterminati-
onstechnik bereit. Die Fragmente sind auch als Nucleinsauresonden und zur Herstellung von Cyr61-Deletions-
oder Trunkations-Analoga zweckdienlich. Beispielsweise kénnen die cyr61-cDNA-Klone verwendet werden,
um cyr61-Klone aus Human-Gen-Bibliotheken, die im Handel erhaltlich sind, zu isolieren. (Clontech Laborato-
ries Inc., Palo Alto, CA.) Genomische Klone kdnnen ihrerseits verwendet werden, um den cyr61-Locus, einen
Locus, der mit einem bekannten Krankheits-Locus assoziiert ist, im Human-Genom zu kartieren.

[0046] Die Polynucleotide der Erfindung kénnen in einer Vielzahl von Vektoren enthalten sein, einschlief3lich
Plasmid-, Virus- (z.B. prokaryotischen und eukaryotischen Virusvektoren, die von Lambda-Phagen, Herpesvi-
ren, Adenovirus, Adeno-assoziierten Viren, Cytomegalovirus, Vacciniavirus, der M13-f1-fd-Familie von Viren,
Retroviren, Baculovirus und anderen hergeleitet sind), Phagemid-, Cosmid- und YAC- (d.h. Yeast-Atrtifi-
cial-Chromosome) Vektoren.

[0047] Die Polynucleotide der Erfindung kénnen innerhalb von heterologen Polynucleotid-Umgebungen ent-
halten sein. Polynucleotide der Erfindung sind in heterologe Genome insertiert worden, wodurch Transgene
und transgene Tiere gemal’ der Erfindung erzeugt wurden. Im Speziellen sind zwei Arten von Genfusionen,
die Maus-cyr612-Teilgensequenzen enthalten, verwendet worden, um transgene Mause zu erzeugen. (Siehe
unten.) Eine Art von fusioniertem Gen rekombinierte die kodierende Sequenz von cyr61 mit einem von drei
verschiedenen Promotoren: 1) dem Keratin-Promotor K14, 2) dem B-Actinpromotor oder 3) dem Phosphogly-
cerokinase-Promotor. Adra et al., Gene 60, 65-74 (1987). Diese Fusionskonstrukte wurden unter Anwendung
von Standardtechniken, wie unten im Zusammenhang mit einer Phosphoglycerokinase-Promotor- (pgk-1-)
cyr61-Fusion beschrieben wird, erzeugt. Ein genomisches Xhol-Scal-DNA-Fragment, das die gesamte fir
cyr61 kodierende Region und alle Introns enthalt, dem jedoch die Transkriptionsinitiationsstelle und das Poly-
adenylierungssignal fehlt, wurde in Plasmid pgk/B-gal kloniert, wobei die fiir lacZ kodierende Sequenz ersetzt
wurde. Das resultierende Konstrukt stellte cyr61 unter die Kontrolle des starken pgk-1-Promotors, der in allen
Zellen aktiv ist.

[0048] Die zweite Art der Genfusion rekombinierte die cyr61-Expressionskontrollsequenzen (d.h. Promotor)
mit der fir E.-coli-B-Galactosidase kodierenden Sequenz. Das cyr61-lacZ-Fusionsgen wurde unter Anwen-
dung des folgenden Ansatzes konstruiert. Ein die Nucleotide —2065 bis +65 in Bezug auf das Transkriptionsi-
nitiationsnucleotid umfassendes DNA-Fragment wurde verwendet, um den pgk-1-Promotor (Adra et al., Gene
60, 65-74 (1987)) im Plasmid pgk/B-gal durch stumpfendige Klonierung zu ersetzen. Zusatzlich wurde das Po-
lyadenylierungssignal aus dem Rinder-Wachstumshormon-Gen in das das Fusionsgen enthaltende Plasmid
kloniert. Das resultierende Konstrukt, Plasmid 2/lacZ, weist das E.-coli-lacZ-Gen unter transkriptioneller Kon-
trolle eines 2-kb-DNA-Fragments auf, das den cyr61-Promotor enthalt. Das verwandte Plasmid 1.4/lacZ wurde
von Plasmid 2lacZ durch Entfernen von ungefahr 600 bp cyr61-DNA, die sich stromauf einer Aflll-Stelle finden,
hergeleitet. Auch dhnelt Plasmid 2M/lacZ dem Plasmid 2/lacZ mit der Ausnahme eines mittels PCR erzeugten
C-T-Ubergangs in der CArG-Box. Diese Konstrukte wurden aus den Vektoren durch Notl-Verdau herausge-
schnitten, mittels GeneClean (Bio101 Inc., La Jolla, CA) gereinigt und dazu verwendet, um transgene Mause
zu erzeugen (siehe unten).

[0049] Ein fir Maus-fisp12 kodierendes cDNA-Fragment ist ebenfalls mittels Standardtechniken kloniert wor-
den. Ryseck et al., Cell Growth & Diff. 2, 225-233 (1991), hierin durch Verweis aufgenommen. Die Klonierung
wurde durch Ligieren eines die fur fisp12-cDNA kodierende Region enthaltenden Xholl-Fragments in Bam-
HI-gespaltetes pBlueScriptBaclll, einem Baculovirus-Expressionsvektor (Invitrogen Corp., San Diego, CA), er-
zielt. Rekombinante Baculovirus-Klone wurden wie in Summers et al., TX Ag. Exp. Sta., Bulletin 1555 (1987),
beschrieben erhalten.

[0050] Das Human-Ortholog von fisp12, das fir CTGF kodierende Gen, wurde durch Screenen einer Fusi-
ons-cDNA-Bibliothek mit Anti-Blutplattchen-hergeleiteten Wachstumsfaktor- (Anti-Platelet-Deri-
ved-Growth-Factor-, Anti-PDGF-) Antikdrpern, wie in US-Patent Nr. 5.408.040, Spalte 12, Zeile 16, bis Spalte
13, Zeile 29, beschrieben kloniert. Die Screening-Strategie nutzte die immunologische Kreuzreaktivitat von
CTGF und PDGF.
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[0051] Die klonierten Kopien der cyr61-, fisp12- und ctgf-cDNAs stellen eine fertige Quelle fiir Polynucleotid-
sonden bereit, um die Isolierung genomischer kodierender Regionen sowie allelischer Varianten der genomi-
schen DNAs oder cDNAs zu erleichtern. Aufterdem kénnen die existierenden cDNA-Klone oder Klone, die
durch Sondieren wie oben beschrieben isoliert wurden, verwendet werden, um transgene Organismen zu er-
zeugen. Beispielsweise sind transgene Mause, die cyr61 beherbergen, unter Anwendung von Standardtech-
niken wie im nachsten Beispiel beschrieben erzeugt worden.

[0052] Ein Klon, hCyr61-cDNA, der die in Seq.-ID Nr. 3 dargelegte Human-cyr61-cDNA-Sequenz enthalt, und
ein mit diesem Klon transformierter Bakterienstamm, Escherichia coli DH5a (hCyr61cDNA), wurden bei der
American Type Culture Collection, 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD, 20852 USA, am 14. Marz 1997 hin-
terlegt.

Beispiel 2
Sequenzanalysen

[0053] Die Nucleotidsequenz von Maus-cyr61 ist beschrieben worden, O'Brian et al. (1990); Latinkic et al.,
Nucl. Acids Res. 19, 3261-3267 (1991), und ist hierin als Seq.-ID Nr. 1 dargelegt.

[0054] Die abgeleitete Aminosauresequenz von Maus-Cyr61 ist beschrieben worden, O'Brian et al. (1990),
und ist in Seq.-ID Nr. 2 dargelegt.

[0055] Die Nucleotidsequenz der Human-cyr61-cDNA wurde unter Anwendung des Verfahrens von Sanger,
wie in Sambrook et al. beschrieben, ermittelt. Es wurden Sequenzierungstemplate durch Konstruieren einer
Reihe von verschachtelten Deletionen aus einem pGEM-2-Human-cyr61-cDNA-Klon wie oben in Beispiel 1 be-
schrieben erzeugt. Die Human-cyr61-cDNA-Sequenz ist in Seq.-ID Nr. 3 dargelegt. Die Aminosauresequenz
von Human-Cyr61 wurde von der Human-cyr61-cDNA-Sequenz abgeleitet und ist in Seq.-ID Nr. 4 dargelegt.

[0056] Ein Vergleich von Maus- und Human-Cyr6l-Sequenzen, die in Seq.-ID Nr. 2 bzw. Seq.-ID Nr. 4 darge-
stellt sind, offenbart 91 % Ahnlichkeit. Beide Sequenzen zeigen eine N-terminale Signalsequenz, die fiir ein
prozessiertes und sekretiertes Protein kennzeichnend ist; beide Proteine enthalten ferner 38 Cysteinreste, die
bei beiden Proteinen Gber das gesamte Protein verteilt sind, jedoch den zentralen Regionen von Maus- sowie
Human-Cyr61 in besonderem Male fehlen. Beachtenswerterweise ist diese zentrale, von Cysteinresten freie
Region diejenige Region der hdchsten Sequenzabweichung zwischen den fur Maus- und Human-Cyr61 kodie-
renden Regionen. Jedoch sind die 5'-untranslatierten Regionen der Maus- und Human-cyr61-cDNAs sogar
starker voneinander abweichend (67 % Ahnlichkeit). Im Gegensatz dazu sind die 3'-untranslatierten Regionen
die dhnlichsten Regionen (91 % Ahnlichkeit). Die Gesamtlange des kodierten Maus-Cyr61 betragt 379 Amino-
sauren; die der Human-Cyr61 betragt 381 Aminosauren.

[0057] Eine fisp12-cDNA-Sequenz ist ebenfalls ermittelt worden und ist in Seq.-ID Nr. 5 dargelegt. Die Ami-
nosauresequenz von Fisp12 ist von der fisp12-cDNA-Sequenz abgeleitet worden und ist in Seq.-ID Nr. 6 dar-
gelegt. Ein Vergleich der Aminosauresequenzen von Maus-Cyr61 und -Fisp12 offenbart, dass die beiden Pro-
teine zu 65 % identisch sind. Die Strukturdhnlichkeit von Cyr61 und Fisp12 steht im Einklang mit &hnlichen
Funktionseigenschaften der beiden Proteine, die unten beschrieben sind.

[0058] Eine cDNA-Teilsequenz von CTGF, die die gesamte flir CTGF kodierende Region enthalt, ist ebenfalls
ermittelt worden. Die CTGF-cDNA-Sequenz wurde unter Verwendung von M13-Klonen als Template fir die en-
zymatischen Sequenzierungsreaktionen wie beschrieben erhalten. 040-Patent, in Spalte 12, Zeile 68, bis Spal-
te 13, Zeile 14. Zusatzliche Klonierung, gekoppelt mit doppelstrangigen enzymatischen Sequenzierungsreak-
tionen, klarte die gesamte Sequenz der fir CTGF kodierenden cDNA auf. US-Patent Nr. 5.408.040, Spalte 14,
Zeile 44, bis Spalte 15, Zeile 8. Die Nucleotidsequenz der flir CTGF kodierenden cDNA ist hierin in Seq.-ID Nr.
7 dargestellt. Die abgeleitete Aminosauresequenz der fur CTGF kodierenden cDNA ist in Seq.-ID Nr. 8 darge-
stellt.

Beispiel 3
RNA-Analysen

[0059] Polynucleotidsonden sind zweckdienliche diagnostische Werkzeuge fiir angiogene und andere mit
Cyr61-Expression in Beziehung stehende Stérungen, da geeignet konstruierte Sonden Ort und Ausmal} der
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cyr6l-Genexpression auf transkriptioneller Ebene offenbaren kann. Die Expression von cyr61 zeigt ihrerseits
an, ob Gene, die den Prozess der Angiogenese kontrollieren, in typischen oder erwarteten Ausmalfien expri-
miert werden oder nicht.

[0060] Unter Verwendung dieser Werkzeuge wurde das Maus-cyr61-mRNA-Expressionsmuster unter An-
wendung einer RNase-Schutztechnik ermittelt. O'Brian et al. (1992). Im Speziellen wurde eine Antisense-Ri-
bosonde mit 289 Nucleotiden verwendet, die fir gewdhnlich 246 Nucleotide der Maus-cyr61-mRNA schutzt
(Nucleotide 67 bis 313 unter Verwendung der Nummerierung von O'Brian et al.). Die Tests zeigten das Auftre-
ten von cyr61-mRNA in PSA-1-Zellen (10 ug Gesamt-RNA) des undifferenzierten Stadiums oder der Stadien
1, 2 und 3 der Differenzierung (PSA-1-Zellen erfahren drei Stadien der Zelldifferenzierung, die Maus-Embryo-
zellen der folgenden Trachtigkeitsalter in Tagen entsprechen: 4,5-6,5 (PSA-1-Stadium 1); 6,5-8,5 (PSA-1-Sta-
dium 2); 8,5-10.5 (PSA-1-Stadium 3)). Ein Vergleich des Schutzes von Embryo- und Plazenta-Gesamt-RNAs
(je 20 pg) zeigte, dass cyr61 in embryonalen Geweben zu Zeitpunkten exprimiert wird, die mit den Prozessen
der Zelldifferenzierung und -vermehrung zusammenfallen.

[0061] Expressionscharakteristika von Human-cyr61 wurden durch Northern-Analyse unter Anwendung von
Techniken ermittelt, die auf dem Gebiet der Erfindung standardmaRig eingesetzt werden. Sambrook et al. RNA
wurde aus der diploiden Human-Fibroblasten-Zelllinie WI38 (ATCC CCL-75) isoliert. AuRerdem wurde RNA
aus Rattenzellen (REF52), Hamsterzellen (CHO) und Affenzellen (BSC40) isoliert. Jede dieser Zelllinien wurde
in MEM-10 (Eagle's Minimal Essential Medium mit Earle's Salzen (Gibco-BRL Inc.), 2 mM Glutamin und 10 %
Fotalkalberserum (fcs)) zur Konfluenz geziichtet und zwei Tage lang in MEM-0,5 (ein Medium mit 0,5 % Serum)
gehalten. Die Kulturen wurden dann mit 20 % fcs in An- und Abwesenheit von Cycloheximid durch auf dem
Gebiet der Erfindung bekannte Verfahren stimuliert. Lau et al. (1985, 1987). Zehn-Mikrogramm-Aliquoten von
aus diesen Zelllinien isolierter RNA wurden dann mittels Formaldehyd-Agarose-Gelelektrophorese fraktioniert,
transferiert und an Nitrozellulosefiltern immobilisiert und gegeniiber einer [**P]-radiomarkierten Volllan-
gen-Maus-cyr61-cDNA-Sonde unter Hybridisierungsbedingungen hoher Stringenz ausgesetzt. Die Hu-
man-cyr61-RNA-Expression war der Maus-cyr61-Expression ahnlich. Sowohl Maus- als auch Hu-
man-cyr61-Expression lieferten RNAs von ungefahr 2 Kilobasen. Sowohl die Maus- als auch die Human-Ex-
pression von Cyr61 wurden auf3erdem durch Serum stimuliert und waren gegen Cycloheximid resistent.

[0062] Die Verteilung von Human-cyr61-mRNA wurde ferner unter Verwendung mehrfacher Gewebe-Nort-
hern-Blots (Clontech) untersucht. Die Blots wurden in einer Express-Hyb-Lésung (Clontech) gemaR den An-
leitungen des Herstellers hybridisiert. Die Ergebnisse zeigten, dass cyr61-mRNA in menschlichem/r Herz, Lun-
ge, Pankreas und Plazenta reichlich vorhanden ist; in niedrigen Mengen in Skelettmuskel, Niere und Hirn vor-
handen ist; und in Leber nicht detektierbar ist. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit der Expression von
cyr61 in Mausgeweben.

[0063] Auflerdem wurde zellulare Gesamt-RNA aus Human-Hautfibroblasten (HSFs) isoliert, die entweder ru-
hend, exponentiell wachsend, von Serum stimuliert oder gegeniber Cycloheximid ausgesetzt waren. HU-
VE-Zellen (ATCC CRL 1730) wurden in Ham's F12-Medium gehalten, das mit 10 % fbs (Intergene), 100 ug/mi
Heparin (Gibco BRL) und 30 pg/ml Endothelzellen-Wachstumserganzung (Collaborative Biomedical Products)
erganzt war. Human-Hautfibroblasten (HSF, ATCC CRL-1475) und WI38-Fibroblasten (ATCC CCL-75) wurden
in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) geziichtet, das mit 10 % fbs erganzt war. Ruhende HSFs wur-
den durch Ziichten in mit 10 % fbs erganztem DMEM bis zur Konfluenz, gefolgt von Mediumswechsel gegen
0,1 % fbs enthaltendes DMEM 2 Tage lang hergestellt. Serum-Stimulierung wurde durch Mediumswechsel auf
20 % fbs 1 Stunde lang durchgefiihrt. Wo angezeigt, wurde Cycloheximid auf 10 ug/ml gleichzeitig mit Serum
3 Stunden lang zugesetzt.

[0064] RNAs aus den oben erwahnten Zellen wurden unter Anwendung einer Guanidinium-Isothiocyanat-Ar-
beitsvorschrift isoliert. Chomczynski et al., Anal. Biochem. 162, 156-159 (1987). RNA-Proben wurden durch
elektrophoretische Trennung in Formaldehyd-Agarose-Gelen analysiert, gefolgt vom Transfer auf Nylon-Filter.
Die Blots wurden mit willkurlich geprimten Sonden hybridisiert, die unter Verwendung von entweder cyr61 oder
GAPDH als Templat erzeugt wurden. Adams et al., Nature 355, 632-634 (1992). Die Ergebnisse zeigten an,
dass Human-cyr61-mRNA in ruhenden Human-Hautfibroblasten nicht nachweisbar, in logarithmisch wachsen-
den und Serumstimulierten HSFs reichlich vorhanden ist und durch Cycloheximid superinduziert wird.

[0065] Die Analyse von RNA, die fir CTGF kodiert, umfasste auch Techniken, die auf dem Gebiet der Erfin-
dung standardmaRig eingesetzt werden. Im Speziellen umfasste die Untersuchung von RNA, die fir CTGF ko-
diert, die Isolierung von zelluldrer Gesamt-RNA und Northern-Analysen, die wie in US-Patent Nr. 5.408.040,
Spalte 11, Zeile 59, bis Spalte 12, Zeile 14, und Spalte 13, Zeilen 10-29. Es wurde eine 2,4-kb-RNA identifiziert.
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Die Expression von CTGF war hoch in Plazenta, Lunge, Herz, Niere, Skelettmuskel und Pankreas. Jedoch war
die CTGF-Expression in Leber und Hirn niedrig.

Beispiel 4
Transgene Tiere

[0066] Die Konstruktion transgener Mause, die integrierte Kopien rekombinanter cyr61-Sequenzen trugen,
wurde unter Verwendung linearer DNA-Fragmente erzielt, die ein Fusionsgen enthielten. Die fur cyr61 kodie-
rende Sequenz wurde unabhangig voneinander an die B-Actin-, K14- und pgk-Promotoren wie oben beschrie-
ben fusioniert. Die Expression von cyr61 wurde von diesen Promotoren in den transgenen Tieren angetrieben.
Das Fusionsgen wurde durch geeignete Restriktionsendonuclease-Verdauungen mittels Standardtechniken
produziert. Die Fusionsgenfragmente wurden in Einzelzell-Zygoten von Swiss-Webster-Mausen injiziert. Die
injizierten Zygoten wurden dann in scheintrachtige Weibchen implantiert. Mehrere Wirfe von Mausen wurden
auf diese Weise produziert. Neugeborene, die ungewdhnliche Phanotypen zeigten, wurden weiteren Analysen
unterzogen. Beispielsweise zeigten neugeborene tansgene Mause, die cyr61 unter dem pgk-Promotor expri-
mierten, Skelettdeformationen, einschlief3lich gewellter Schwanze, unbeweglicher Gelenke und verdrehter Ex-
tremitaten, was Fortbewegungsschwierigkeiten bewirkte. Diese Mause waren typischerweise verkimmert und
verendeten innerhalb von sieben Tagen nach der Geburt. Transgene Mause, die cyr61 unter dem 3-Actin-Pro-
motor exprimierten, zeigten keinen offensichtlichen Phanotyp, auler dass die Mause kleiner waren. Wenn
Mause, die das Transgen trugen, zum Inzucht-Stamm C57BL/6 riickgekreuzt wurden, verkiimmerten die Nach-
kommen der Mause mit fortgesetzter Riickkreuzung in zunehmendem Mafe. Nach drei oder vier solcher Riick-
kreuzungen Uberleben im Wesentlichen keine Nachkommen zur Reproduktion. Transgene Mause, die cyr61
unter dem K14-Promotor exprimierten, zeigten eine Form von fibrotischer Dermatitis. Die Pathologie umfasste
ausgepragte Oberflachenkratzwunden, die manchmal in Blutungen resultierten. Transgene Organismen, die
Knockout-Mutationen von cyr61 aufwiesen, kdnnen unter Anwendung dieser Standardtechniken ebenfalls er-
zeugt werden (Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Labo-
ratory Press (1994)) und sind zweckdienlich als Modelle von Krankheitszustanden.

Beispiel 5
Cyr61-Expression

[0067] Natives Cyr61 wird in Embryogeweben exprimiert und wird in einer Vielzahl verwundeter Gewebe in-
duziert. Siehe unten; siehe auch O'Brian et al. (1992). Die Gewebeverteilung von Cyr61 wurde mit polyklonalen
Kaninchen-Anti-Cyr61-Antikdrpern untersucht, die unter Anwendung herkdmmlicher immunologischer Technik
(Harlow et al. (1987)) hervorgerufen und affinitdtsgereinigt wurden. Unter Verwendung affinitdtsgereinigter po-
lyklonaler Anti-Cyr61-Antikdrper wurde cyr61-Expression in einer Vielzahl von Geweben gefunden, einschliel3-
lich Glattmuskel, Kardiomyozyten und Endothelen des kardiovaskularen Systems; Hirn, Riickenmark, Gangli-
en und Neuronen und Retina des Nervensystems; Knorpel und Knochen des Skelettsystems; Epidermis, Haar,
Mund-Epithel und Hornhaut der Haut; Bronchiolen und Blutgefafien der Lunge; und Plazenta-Geweben. Zu-
satzlich zu den auf natives cyr61 (mRNA und Protein) gerichteten Expressionsuntersuchungen haben Unter-
suchungen unter Verwendung von oben beschriebenen cyr61-Transgenen zum Verstandnis der Erfinder tber
die Cyr61-Expression beigetragen. Die Verwendung von Transgenfusionen, die die Expressionskontrollse-
quenzen von cyr61 und die kodierende Sequenz von lacZ (fir B-Galactosidase kodierend) umfassen, hat einen
zweckmaligen kolorimetrischen Test fur die Proteinexpression bereitgestellt.

[0068] Der kolorimetrische Test umfasst die Verwendung von 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-3-D-galactopyranosid
(d.h. X-Gal) als Substrat fiir B-Galactosidase, das Genprodukt von lacZ. Die enzymatische Spaltung von X-Gal
durch B-Galactosidase produziert einen intensiv gefarbten Indigo-Farbstoff, der flr histochemische Farbung
zweckdienlich ist. In der Praxis werden der Analyse unterzogene embryonale und adulte Gewebe seziert und
in 2 % Formaldehyd, 0,2 % Glutaraldehyd, 0,02 % Nonidet P-40 und 0,01 Natriumdesoxycholat in standard-
maRiger phosphatgepufferter Kochsalzldsung (PBS) fixiert. Die Fixierungszeiten variierten von 15-120 Minuten
in Abhangigkeit von der GréRe und Dichte von Organ- oder Embryoproben, die der Analyse unterzogen wer-
den. AnschlieBend wurden die Proben in PBS gewaschen und tiber Nacht bei 37°C in einer PBS-Lésung ge-
farbt, die 5 mM Kaliumferrocyanid, 5 mM Kaliumferricyanid, 2 mM MgCl,, 0,02 % Nonidet P-40, 0,01 % Natri-
umdesoxycholat und 1 mg/ml X-Gal (40 mg/ml in Dimethylsulfoxid (DMSO)) enthielt. Die Proben wurden dann
in PBS gesplilt, in 4 % Paraformaldehyd 1-2 Stunden lang nachfixiert und in 70 % Ethanol bei 4°C gelagert,
bis sie der mikroskopischen Untersuchung unterzogen wurden. Mause, die das cyr61-lacZ-Transgen enthal-
ten, wurden verwendet, um das Expressionsprofil von cyr61 zu kartieren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 1 fur
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embryonales Gewebe am Tag 12,5 dargestellt.

Tabelle 1
Transgene | Blutgefale | Skelett | Nervensystem Epidermis
Mauslinie
1.8’ +° - + +
2.8 + + + +
3.8 + +/- + +
4T + - - nicht verfugbar
5T + - - nicht verfligbar
6.T + +/- - nicht verfugbar
7.T + +/- - nicht verfugbar
8.T + +/- + nicht verfigbar

"Transgene Linien, S- stabile (etablierte) transgene Linien; T- voriibergehende Linien
2 +/- Expressionsmuster nur teilweise reproduziert.

[0069] Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass Cyr61 in einer Vielzahl embryonaler Zelltypen exprimiert wird.
Zusatzliche Information wurden der ektopischen Expression von Cyr61 entnommen, die aus einem anderen
Typ von Transgenfusion resultiert, die eine an die kodierende Sequenz von cyr61 gekoppelte heterologe Ex-
pressionskontrollsequenz umfasst. Die Kontrollsequenzen, der K14-Keratin-Promotor, der B-Actin-Promotor
und der Phosphoglycerokinase-Promotor, steuerten die Expression von Cyr61 in einem Muster, das sich von
seiner nativen Expression unterschied.

[0070] Transgene Mause, die Cyr61 ektopisch exprimierten, waren Gblicherweise kleiner als Mause der Wild-
form und zeigten eine Verringerung der durchschnittlichen Lebensdauer. Dariiber hinaus hatten diese transge-
nen Mause abnormale Herzen (d.h. verdickte Kammerwande mit einer entsprechenden Verminderung der in-
neren Kapazitat) und abnormale Skelette, die durch gekrimmte Wirbelsaulen, geschwollene Gelenke bis zur
Unbeweglichkeit und gewellte Schwanze gekennzeichnet waren. Daher stért die ektopische Expression von
Cyr61 die Angiogenese (Blutgefalentwicklung und Herzentwicklung) und Chondrogenese (Skelettentwick-
lung). AuBerdem kdnnen transgene Mause, die Knockout-Mutationen von cyr6l tragen, als Modelle von Krank-
heitszustanden entwickelt und getestet werden, die mit dem Fehlen von Cyr61-Aktivitat in Verbindung stehen.

[0071] Eine Strategie fiir die Expression von rekombinantem cyr61 wurde unter Verwendung eines Baculovi-
rus-Expressionsvektors in Sf9-Zellen konstruiert. Baculovirus-Expressionsvektoren und Sf9-Zellen umfassen-
de Expressionssysteme sind in Current Protocols in Molecular Biology, Ausubel et al. (Hrsg.), §§
16.9.1-16.12.6 (1987), beschrieben. Die Expressionsstrategie wurde auf eine Weise durchgefiihrt, indem die
Maus-cyr61-cDNA in pBlueBac2, einem Transfervektor, kloniert wurde. Der rekombinante Klon wurde gemein-
sam mit AcCMNPV- (d.h. Autographa-california-Kern-Polyhedrose-Virus oder Baculovirus) Ziel-DNA zu Sf9-Zel-
len mittels Liposomvermittelter Transfektion unter Verwendung des MaxBac-Sets (Invitrogen Inc., San Diego,
CA) gemal den Anleitungen des Herstellers zugefiihrt. Das rekombinante Virus wurde Plaque-gereinigt und
durch drei Passagen durch Sf9-Zellen Uber Infektion amplifiziert.

[0072] Konditioniertes Medium von Sf9-Insektenzellen, die mit einem Baculovirus-Konstrukt infiziert waren,
das die Synthese von Maus-Cyr61 antreibt, wurde als Quelle zur Reinigung von Cyr61 verwendet (siehe un-
ten). Das gereinigte rekombinante Cyr61 behalt gewisse Eigenschaften des endogenen Proteins bei, z.B. die
Heparin-Bindungsaktivitat von Cyr61 (unten beschrieben) aus 3T3-Fibroblastenzellen, und wies eine Struktur
auf, die dem endogenen Protein ahnlich ist, wie durch unabhangige Peptid-Profile offenbart wurde, die durch
Teilproteolyse unter Verwendung von Chymotrypsin oder Trypsin (Sequenzierqualitat; Boehringer-Mannheim
Inc., Indianapolis, IN) produziert wurden.

[0073] Human-cyr61 wurde ebenfalls mit dem Baculovirus-System exprimiert. Ein Smal-HindllI-Fragment
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(den Nucleotiden 100-1649 der Seq.-ID Nr. 3 entsprechend) von cyr61-cDNA, das das gesamte offene Lese-
raster von Human-cyr61 umfasste, wurde in einen pBlueBac3-Baculovirus-Expressionsvektor (Invitrogen) sub-
kloniert. Rekombinante Baculovirus-Klone wurden erhalten, Plaque-gereinigt und durch drei Passagen von
Sf9-Infektion unter Anwendung herkémmlicher Techniken amplifiziert. Die Infektion von Sf9-Zellen und Hu-
man-Cyr61- (hCyr61-) Reinigung wurde unter Anwendung von Standardtechniken mit einigen Modifizierungen
durchgefihrt. Sf9-Zellen wurden in Serum-freiem Sf900-11-Medium (Sigma) gehalten. Sf9-Zellen wurden zu 2-3
x 10° Zellen je 150-mm-Petrischale in Monolayer-Kulturen ausgesat und wurden mit 5 Plaque-bildenden Ein-
heiten (PFU) des rekombinanten Virus pro Zelle infiziert. Das konditionierte Medium wurde nach 8 und 96 Stun-
den nach Infektion gesammelt, durch Zentrifugation (5000 x g, 5 Minuten) geklart und auf 50 mM MES
(2-(N-Morpholino)ethansulfonsaure), pH 6,0, 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) und 1 mM EDTA ein-
gestellt. Das Medium wurde in einem Verhaltnis von 5 ml Sepharose-S-Perlen je 500 ml konditioniertem Me-
dium mit Sepharose-S-Perlen gemischt, die mit Beladungspuffer (50 mM MES, pH 6,0, 1 mM PMSF, 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl) aquilibriert waren, und die Proteine wurden bei 4°C (Uber Nacht) unter sanftem Schutteln
an die Sepharose S binden gelassen. Die Sepharose-S-Perlen wurden durch Sedimentation ohne Rihren 20
Minuten lang gesammelt und auf die Saule aufgegeben. Die Saule wurde mit 6 Volumina 0,3 M NaCl in Bela-
dungspuffer gewaschen, und rekombinantes Human-Cyr61 wurde mit einem Stufengradienten von NaCl
(0,4-0,8 M) in Beladungspuffer von der Saule eluiert. Diese Prozedur resultierte in 3-4 Milligramm gereinigtem
Cyr61-Protein aus 500 ml konditioniertem Medium, und das gereinigte Cyr61 war zu Giber 90 % rein, wie durch
Coomassie-Blau-Farbung von SDS-Gelen beurteilt wurde.

[0074] Die volistandige Human-cyr61-cDNA kann alternativ in einen Cytomegalovirus-Vektor, wie z.B.
pBK-CMV (Stratagene, LaJolla, CA), unter Verwendung der Polymerasekettenreaktion (Hayashi, in: PCR: The
Polymerase Chain Reaction, Mullis et al. (Hrsg.), Birkhauser, 3-13 (1994)) und Taqg-Polymerase mit Edi-
ting-Funktion kloniert werden, gefolgt von herkémmlichen Klonierungstechniken, um das PCR-Fragment in ei-
nen Vektor zu insertieren. Der Expressionsvektor wird dann durch Liposomvermittelte Transfektion in HU-
VE-Zellen eingefuhrt. Empfanger-Klone, die das Vektor-getragene neo-Gen enthalten, werden mittels G418
selektiert. Selektierte Klone werden vermehrt und die Cyr61-Expression mittels Reverse-Transkription-Poly-
merasekettenreaktion (d.h. RT-PCR; Chelly et al., in: PCR: The Polymerase Chain Reaction, Mullis et al.
(Hrsg.), Birkhauser, 97-109 (1994)) oder Enzyme-Linked-Immunosorbent-Assays (d.h. ELISA; Stites et al., in:
Basic and Clinical Immunology, Stites et al. (Hrsg.), Appleton & Lange, 243 (1991)) identifiziert.

[0075] Cyr61-Protein kann auch in Bakterienzellen oder anderen Expressionssystemen (z.B. Hefe) exprimiert
werden, und zwar unter Verwendung der fiir cyr61-cDNA kodierenden Region, die an Promotoren gebunden
ist, die im verwendeten Zelltyp operativ sind. Unter Verwendung von einem dieser Ansatze kann Cyr61-Protein
in einer Form erhalten werden, die direkt an Patienten, z.B. durch intravendse Wege, verabreicht werden kann,
um angiogene, chondrogene oder onkogene Stérungen zu behandeln. Ein Fachkundiger wird Ublicherweise
anerkennen, dass andere Verabreichungswege ebenfalls verfligbar sind, wie z.B. topische oder lokale Anwen-
dung, Liposom-vermittelte Abgabetechniken oder subkutane, intradermale, intraperitoneale oder intramusku-
lare Injektion.

Beispiel 6
Fisp12-Expression

[0076] Die Expression von Fisp12 und ein Vergleich der Expressionseigenschaften von Cyr61 und Fisp12
wurden unter Anwendung immunhistochemischer Techniken untersucht. Fir diese immunhistochemischen
Analysen wurden Gewebeproben (siehe unten) zunachst 2-4 lang Stunden einer Behandlung mit Methyl-Car-
noy's-Fixiermittel (60 % Methanol, 30 % Chloroform und 10 % Eisessig) unterzogen. Dann wurden sie entwas-
sert, geklart und in Paraplast-X-tra-Wachs bei 55-56°C fiir eine minimale Zeit infiltriert. 7 um dicke Abschnitte
wurden auf mit Poly-L-Lysin beschichteten Objekttragern (Sigma) gesammelt, montiert und entwachst. Dann
wurden sie mit einer 0,03%igen H,O,-Lésung in Methanol 30 Minuten lang behandelt, um endogene Peroxida-
seaktivitat zu inaktivieren. Nach Rehydratisierung wurden die Abschnitte 15 Minuten lang in Tris-gepufferte
Kochsalzldsung (TBS: 10 mM Tris, pH 7,6 und 140 mM NaCl) gegeben. An diesem Punkt wurden die Abschnit-
te geblottet, um Uberschissiges TBS mit Papiertlichern zu entfernen, und mit 3%igem normalen Ziegenserum
in TBS 10 Minuten lang in einer feuchten Kammer blockiert. Uberschiissiger Puffer wurde dann abgetropft und
primare Antikdrper aufgegeben. Affinitatsgereinigte Anti-Cyr61-Antikérper wurden 1:50 in 3%iger Normal-Zie-
genserum-TBS-Loésung verdinnt. Die Verdunnung fur affinitatsgereinigte Anti-Fisp12-Antikdper betrug 1:25.
Die routinemanige Kontrolle war 3%iges Normal-Ziegenserum-TBS oder ein irrelevanter Antikdrper (beispiels-
weise monoklonales Anti-Glattmuskelzellen-a-Actin). Die Spezifitdt der Farbung wurde durch Inkubation von
Anti-Cyr61- oder Anti-Fisp12-Antikérpern mit einem Uberschuss des entsprechenden Antigens auf Eis fiir zu-
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mindest zwei Stunden vor dem Aufgeben auf Abschnitte bestatigt. Es wurde vollstandige Konkurrenz beob-
achtet. Im Gegensatz dazu trat keine Kreuz-Konkurrenz (Inkubation von Cyr61-Antikdrpern mit Fisp12-Antigen
und umgekehrt) auf.

[0077] Die primaren Antikérper wurden Uber Nacht bei 4°C auf den Abschnitten belassen. Sie wurden dann
zweimal mit TBS gewaschen und einer 30-mindtigen Inkubation mit Sekundarantikérpern bei Raumtemperatur
unterzogen. Die verwendeten Sekundarantikdrper waren Ziege-Anti-Kaninchen-Meerrettichperoxidase-Konju-
gate von Boehringer-Mannheim Inc., Indianapolis, IN (in einer Verdinnung von 1:400 verwendet). Die Ab-
schnitte wurden zweimal in TBS gewaschen, und es wurde chromogenes Meerrettichperoxidase-Substrat 5
Minuten lang angewendet (1 mg/ml Diaminobenzidin in 50 mM Tris-HCI, pH 7,2 und 0,03 % H,0,). Die Ab-
schnitte wurden dann in Ehrlichschem Hamatoxylin oder in Alcian-Blau gegengefarbt, entwassert und in Per-
mount montiert.

[0078] Maus-Embryos zwischen Neuralfalten- (E8.5, Embryo-Tag 8,5) und spatem Organogenese- (E18.5)
Stadium der Entwicklung wurden geschnitten und der Immunfarbung mit Antigen-affinitatsgereinigten Kanin-
chen-Anti-Cyr61- und Anti-Fisp12-Antikérpern unterzogen. Wahrend sich verschiedene Organe im Zuge der
Embryogenese entwickelten, wurde die Anwesenheit von Cyr61 und Fisp12 bestimmt. Cyr61 und Fisp12 wa-
ren gemeinsam in einer Reihe von Geweben und Organen lokalisiert. Ein bemerkenswertes Beispiel ist die Pla-
zenta, wo beide Proteine leicht detektierbar waren. Im Speziellen wurden Cyr61 sowie Fisp12 in tropoblasti-
schen Riesenzellen und um diese herum gefunden, was die friihere Detektion von cyr61-mRNA in diesen Zel-
len durch In-situ-Hybridisierung (O'Brian und Lau (1992)) bestatigt. Sowohl Cyr61- als auch Fisp12-Signale der
immunhistochemischen Farbung wurden vom entsprechenden Cyr61- oder Fisp12-Antigen blockiert, jedoch
weder untereinander noch durch irrelevante Proteine, was die Spezifitdt belegt. Im Allgemeinen konnten
Cyr61- und Fisp12-Proteine sowohl intrazellular, als auch extrazellular detektiert werden.

[0079] Zusatzlich zur Plazenta wurden sowohl Cyr61 als auch Fisp12 im kardiovaskularen System detektiert,
einschlieRlich im Glattmuskel, in den Kardiomyozyten und Endothelen. Beide Proteine wurden auch in den
Bronchiolen und Blutgefaen der Lunge gefunden. Niedrige Ausmafle an Anti-Cyr61- und Anti-Fisp12-Far-
bung konnten voriibergehend im Skelettmuskel detektiert werden. Diese Farbung ist mit der Bindegewebshdille
und nicht mit Myozyten assoziiert; in diesem Fall war das Farbemuster eindeutig extrazellular.

[0080] Ein komplexeres Verteilungsmuster wurde in der Epidermis und der Epithelen gefunden. Sowohl
Cyr61- als auch Fisp12-Farbung konnten in der friihen Einzelzellschicht der embryonalen Epidermis sowie in
der spateren mehrschichtigen, sich differenzierenden Epidermis detektiert werden. Fisp12 in der Epidermis
sank mit dem Ende der Trachtigkeit auf nicht nachweisbare Mengen ab und blieb so wahrend der adulten Pha-
se, wogegen Cyr61 in der Epidermis leicht detektierbar war. Im Neugeborenen wurde eine starke Farbung von
Fisp12 im Mund-Epithel beobachtet, wo die Cyr61-Farbung viel schwacher war, wahrend Cyr61 im oberen Kie-
ferknochen gefunden wurde, wo Fisp12 nicht beobachtet wurde. Das Anti-Fisp12-Signal im Mund-Epithel er-
héhte sich allmahlich und blieb bis in die adulte Phase intensiv. In der Zunge wurden sowohl Cyr61 als auch
Fisp12 im keratinisierten Epithel beobachtet, obgleich das Fisp12-Farbemuster, nicht jedoch das von Cyr61,
die Papilla filiformis ausschloss.

[0081] Abgesehen von den oben erwahnten Stellen der Lokalisierung waren Cyr61 und Fisp12 ferner einzeln
in mehreren Organsystemen zugegen. Beispielsweise war Cyr61, nicht jedoch Fisp12 in den Skelett- und Ner-
vensystemen vorhanden. Wie von den In-situ-Hybridisierungsexperimenten zu erwarten war (O'Brian und Lau
(1992)), konnte Cyr61-Protein in den Sklerotom-Massen von Somiten und in Knorpel und Knochen in spateren
Entwicklungsstadien leicht detektiert werden. Im Gegensatz dazu war Fisp12 im Skelettsystem nicht nachweis-
bar. Da die Korrelation mit der chondrozytischen Differenzierung eine der markantesten Eigenschaften der
cyr61-Expression ist (O'Brian und Lau (1992)), kénnte das Fehlen von Fisp12 im Skelettsystem einen wichti-
gen Unterschied bezuglich der biologischen Rollen von Cyr61 und Fisp12 unterbewerten. Im E14.5-Embryo
konnte Cyr61 im ventralen Ruckenmark, in Dorsalganglien, Axialmuskel und Sklerotom-hergeleiteten knorpe-
ligen Wirbeln detektiert werden. Fisp12 wurde jedoch in diesen Geweben nicht detektiert.

[0082] Im Gegensatz dazu war Fisp12 in verschiedenen Sekretionsgeweben fiir sich alleine vorhanden. Be-
ginnend bei E16.5 konnte Fisp12 in Pankreas, Nieren und Speicheldrise detektiert werden. Im Pankreas war
Fisp12 strikt auf die Peripherie der Langerhans-Inseln begrenzt. In der Niere wurde eine starke Fisp12-Far-
bung in den Sammelréhrchen und Henle-Schleifen beobachtet, Regionen, wo Cyr61 nicht gefunden wurde. In
der schleimartigen submandibularen Speicheldrise farbten sich nur die Sammelkanale auf Fisp12, wogegen
in der gemischten schleimig/serdsen Submandibulardrise sich sowohl die serdésen Azini als auch die Sammel-
kanale farbten. Das Signal in den Azini war peripher, was die Moglichkeit erhebt, dass Fisp12 Kapsel-assoziiert
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ist. In einfachen holokrinen Talgdriisen wurde ein starkes azellulares Fisp12-Signal detektiert.

[0083] Zusammenfassend sind Cyr61 und Fisp12 gemeinsam in der Plazenta, im kardiovaskularen System,
in Lunge und Haut lokalisiert worden. Kein Protein wurde weder im Verdauungssystem noch in den endokrinen
Drisen detektiert. Einzigartige Lokalisierung von Cyr61 kann im Skelettmuskel und Zentralnervensystem de-
tektiert werden, und Fisp12 findet sich in Sekretionsgeweben, wo sich kein Cyr61 findet.

[0084] Ein mit der Proteinexpression in engem Zusammenhang stehendes Thema betrifft das metabolische
Schicksal der exprimierten Proteine. Elemente der Cystein-reichen Proteinfamilie sind lokalisiert worden. Wie
oben erértert, findet sich sekretiertes Cyr61 in der ECM und an der Zelloberflache, nicht jedoch im Kulturme-
dium (Yang und Lau (1991)), jedoch konnte Fisp12 im Kulturmedium leicht detektiert werden (Ryseck et al.
(1991)). Um die Frage anzusprechen, ob Fisp12 ebenfalls ECM-assoziiert ist, wurde das Schicksal von Cyr61
sowie Fisp12 mittels Pulse-Chase-Experimenten verfolgt. Serum-stimulierte, subkonfluente NIH-3T3-Fibro-
blasten wurden metabolisch 1 Stunde lang Pulse-markiert und in kaltem Medium flir verschiedene Zeitspannen
verfolgt. Die Proben wurden in Zell-, ECM- und Medium-Fraktionen fraktioniert, gefolgt von Immunprazipitation,
um Cyr61 und Fisp12 zu detektieren. Beide Proteine hatten eine ahnliche Halbwertszeit von ungefahr 30 Mi-
nuten in der Zellfraktion, die neu synthetisierte intrazellulare Proteine sowie mit der Zelloberflache assoziierte,
sekretierte Proteine (Yang und Lau (1991)) einschlief3t. Es sollte angemerkt werden, dass der Hauptanteil von
sekretiertem Cyr61 mit der Zelloberflache assoziiert ist, da Cyr61 nach der Synthese quantitativ sekretiert wird
und nur ein geringfigiger Anteil stabil mit der ECM assoziiert ist (Yang und Lau (1991)).

[0085] Ein Anteil von Cyr61 wurde in die ECM getrieben, wo es mehrere Stunden lang stabil war. Neu syn-
thetisiertes Fisp12 wurde ebenfalls in die ECM getrieben, wo seine Halbwertszeit nur ungefahr 1 Stunde be-
trug. Ein grofierer Anteil von Fisp12 wurde in das konditionierte Medium getrieben, wo kein Cyr61 detektierbar
war. Fisp12 im konditionierten Medium hatte ebenfalls eine kurze Halbwertszeit von ungefahr 2 Stunden. Folg-
lich ist Fisp12 eher Ubergangsmafig mit der ECM assoziiert, wogegen Cyr61 stark mit der ECM assoziiert ist.
Dieses Ergebnis legt nahe, dass Fisp12 in der Lage sein konnte, an einer Stelle fern vom Ort seiner Synthese
und Sekretion zu wirken, wogegen Cyr61 eher lokal wirken kénnte.

[0086] Da viele ECM-Proteine Uber eine Wechselwirkung mit Heparinsulfat-Proteoglykanen mit der Matrix as-
soziieren, kdonnte die Affinitat, mit der ein Protein Heparin bindet, ein Faktor seiner Wechselwirkung mit der
ECM sein. Die unten beschriebenen Ergebnisse von Heparin-Bindungstests stehen mit dieser Hypothese im
Einklang.

Beispiel 7
Proteinreingung

[0087] Serum-stimulierte NIH-3T3-Fibroblastenzellen wurden lysiert, um eine Quelle von nativem
Maus-Cyr61 bereitzustellen. Yang et al. GleichermalRen sind Human-Fibroblasten eine Quelle von nativem Hu-
man-Cyr61.

[0088] Rekombinantes Maus-Cyr61 wurde aus Sf9-Zellen gereinigt, die den oben beschriebenen rekombi-
nanten Baculovirus-Vektor trugen, der die gesamte fiir cyr61 kodierende Sequenz enthalt. Obgleich
Maus-Cyr61 in Sf9-Zelllysaten unldsliche Aggregate bildete, wie es mit bakteriellen Zellextrakten der Fall war,
wurden ungefahr 10 % des synthetisierten Cyr61 in |6slicher Form in das Medium sekretiert. Die 16sliche, se-
kretierte Form von Cyr61 wurde daher der Reinigung unterzogen.

[0089] Zun&chst wurden subkonfluente Sf9-Zellen in Monolayer-Kulturen in erganztem Grace-Medium (GIB-
CO-BRL Inc., Grand Island, NY) erzeugt. Grace, Nature 195, 788 (1962). Die Sf9-Zellen wurden dann mit 10
Plaque-bildenden Einheiten pro Zelle des rekombinanten Baculovirus-Vektors infiziert, 16 Stunden lang inku-
biert und mit serumfreiem Grace-Medium gefittert. Diese Zellen wurden in serumfreiem Grace-Medium ver-
mehrt. Das konditionierte Medium wurde 48 Stunden nach der Infektion gesammelt, obgleich die Cyr61-Ex-
pression 24 Stunden nach der Infektion detektiert werden konnte. AnschlieRend wurde das konditionierte Me-
dium durch 5-minttige Zentrifugation bei 5.000 x g geklart, auf 4°C gekuhlt, auf 50 mM MES, pH 6,0, 2 mM
EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure), 1 mM PMSF (Phenylmethylsulfonylfluorid) eingestellt und auf eine Se-
pharose-S-Saule (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) bei 4°C (5 ml Ausschlussvolumen pro 500 ml Medium)
aufgegeben. Die Sdule wurde mit einem 150 mM NaCl enthaltenden Puffer (50 mM MES, pH 6,0, 2 mM EDTA,
0,5 mM PMSF) gewaschen, und gebundene Proteine wurden mit einem linearen NaCl-Gradienten (0,2-1,0 M)
im selben Puffer eluiert. Die vereinigten Cyr61-Fraktionen eluierten bei 0,6-0,7 M NaCl als deutlicher breiter
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Peak. Die Saulenfraktionen waren zu 90 % rein, wie mittels 10%iger SDS-PAGE, gefolgt von Coomas-
sie-Blau-Farbung und Western-Analyse unter Anwendung von Standardverfahren auf dem Gebiet der Erfin-
dung ermittelt wurde. Yang et al.; siehe auch Sambrook et al., siehe oben. Fiir die Western-Analyse wurden
die Blots mit affinitatsgereinigten Anti-Cyr61-Antikdrpern wie in Yang et al. (siehe oben) beschrieben sondiert.
Nach der Antikérpersondierung wurden die Western-Blots mit ECL™- (d.h. Enhanced ChemiLuminescence-)
Detektionsreagenzien (Amersham Corp., Arlington Heights, IL) gefarbt. Cyr61 enthaltende Fraktionen wurden
vereinigt, mit Tris-HCI, pH 7,5, auf pH 7,5 eingestellt, und es wurde vor der Lagerung der Aliquote bei —70°C
Glycerin auf 10 % zugegeben. Die Proteinkonzentration wurde mit dem modifizierten Lowry-Verfahren unter
Verwendung des BioRad-Proteintestsets (BioRad Laboratories Inc., Hercules, CA) bestimmt. Dieses Reini-
gungsverfahren wurde zumindest finf Mal mit ahnlichen Resultaten wiederholt. Die typische Ausbeute betrug
3-4 mg von 90 % reinem Cyr61-Protein aus 500 ml konditioniertem Medium.

[0090] Fisp12 wurde unter Anwendung einer Modifizierung des Cyr61-Reinigungsschemas gereinigt (Kireeva
et al., Experimental Cell Research, im Druck). Serumfreies konditioniertes Medium (500 ml) von Sf9-Zellen, die
mit 10 pfu pro Zelle infiziert waren, wurden 48 Stunden nach der Infektion gesammelt und auf eine 5-ml-Se-
pharose-S-Saule (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) aufgegeben. Nach reichlichem Waschen mit 0,2 M und
0,4 M NaCl wurden gebundene Proteine durch Stufenelution mit 0,5 M NaCl enthaltendem 50 mM MES (pH
6,0) gewonnen. Fisp12 enthaltende Fraktionen mit einer Reinheit von mehr als 80 % wurden vereinigt, beziig-
lich NaCl auf 0,15 M eingestellt und das Protein an einer 0,5-ml-Sepharose-S-Saule mit Elution des Proteins
bei 0,6 M NaCl 3- bis 5fach aufkonzentriert.

[0091] Dieses Reinigungsschema ermdglichte die Isolierung von 1,5 mg rekombinantem Fisp12-Protein mit
einer Reinheit von zumindest 80 % aus 500 ml serumfreiem konditioniertem Medium.

[0092] CTGF wurde mittels Affinitadtschromatographie unter Anwendung der PDGF-Kreuzreaktivitat zwischen
CTGF und PDGF, wie in US-Patent Nr. 5.408.040, Spalte 7, Zeile 15, bis Spalte 9, Zeile 63, beschrieben ge-
reinigt.

Beispiel 8
Polypeptid-Charakterisierung

[0093] Das Maus-Cyr61-Protein weist ein M, von 41.000 und eine Lange von 379 Aminosauren einschlief3lich
des N-terminalen Sekretionssignals auf. Es besteht eine Aminosauresequenzidentitat von 91 % mit der Ami-
nosauresequenz von 381 Aminosauren des Human-Proteins. Von jenen Regionen der Maus- und Human-Pro-
teine, die zur Ahnlichkeit der beiden Proteine beitragen, sollte erwartet werden, dass sie zu den biologischen
Aktivitaten beitragen, die beide Proteine gemeinsam aufweisen und hierin offenbart sind. Jedoch unterschei-
den sich die Maus- und Human-Proteine signifikant im zentralen Teil des Proteins, wo beide Proteine frei von
Cysteinen sind. Siehe O'Brian et al., Cell Growth & Diff. 3, 645-654 (1992). Eine Cystein-freie Region in der
Maus-Cyr61-Aminosauresequenz findet sich zwischen den Aminosdureresten 164 bis 226 (Seq.-ID Nr. 2).
Eine entsprechende Cystein-freie Region findet sich in der Human-Cyr61-Aminosauresequenz zwischen den
Aminosaureresten 163 bis 229 (Seq.-ID Nr. 4). Im Spezielleren unterscheiden sich die Maus- und Hu-
man-Cyr61-Proteine am meisten zwischen den Cyr61-Aminosauren 170-185 und 210-225. Andere Elemente
der ECM-Signalmolekilfamilie Cystein-reicher Proteine, z.B. Fisp12 (Seq.-ID Nr. 6) und CTGF (Seq.-ID Nr. 8),
zeigen ahnliche Strukturen, die auf sekretierte Proteine hinweisen, die Sequenzen aufweisen, die von Cystein-
resten dominiert sind.

[0094] Da Maus-Cyr61 38 Cysteine im sekretierten Teil von 355 Aminosauren enthalt, wurde der Beitrag der
Bildung von Disulfidbindungen an der Cyr61-Tertiarstruktur untersucht. Das Aussetzen von Cyr61 gegeniiber
10 mM Dithiothreit (DTT) 16 Stunden lang beeinflusste die Fahigkeit von Cyr61 nicht, die Zellanhaftung zu ver-
mitteln (siehe unten). Jedoch wurde Cyr61 durch Erwarmen bei 75°C 5 Minuten lang, Inkubation in 100 mM
HCI oder bei extensivem Verdau mit Chymotrypsin inaktiviert. Diese Ergebnisse zeigen an, dass Maus-Cyr61
ein hitze- und saurelabiles Protein ist, dessen aktive Konformation gegen Reduktionsmittel nicht empfindlich
ist. Die oben erwéhnten strukturellen Ahnlichkeiten von Maus- und Human-Cyr61-Polypeptiden legen nahe,
dass Human-Cyr61 ebenfalls gegen Hitze oder Sdure empfindlich, jedoch unempfindlich gegen Reduktions-
mittel ist. Aulderdem ist Cyr61 weder phosphoryliert noch glykosyliert.

[0095] Um zu ermitteln, ob das oben beschriebene gereinigte rekombinante Maus-Cyr61 dasselbe wie das

native Maus-Cyr61 war, wurden zwei zusatzliche Eigenschaften von Maus-Cyr61 bestimmt. Zuerst wurden
zwei unabhangige Protein-Fingerprints von rekombinantem und nativem Maus-Cyr61 erhalten. Gereinigtes re-
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kombinantes Maus-Cyr61 und ein Lysat von Serum-stimulierten 3T3-Zellen, die bekanntermallen natives
Maus-Cyr61 enthalten, wurden begrenzter Proteolyse entweder mit Trypsin oder Chymotrypsin unterzogen,
und ihre Verdauungsprodukte wurden verglichen. Tryptische Teilverdauungen des rekombinanten Proteins so-
wie des Zelllysats lieferten zwei Cyr61-Fragmente von ungefahr 21 und 19 kDa. Gleichermafien produzierte
das Fingerprinting beider Praparate durch partiellen Chymotrypsinverdau stabile Fragmente von 23 kDa aus
rekombinantem Maus-Cyr61 und nativem Maus-Cyr61.

[0096] Ein weiteres verwendetes Kriterium zur Beurteilung der Eigenschaften von rekombinantem Cyr61 war
seine Fahigkeit, Heparin zu binden, wie unten beschrieben wird. Gereinigtes rekombinantes Maus-Cyr61 band
quantitativ an Heparin-Sepharose bei 0,15 M NaCl und wurde bei 0,8-1,0 M NaCl eluiert. Diese Heparin-Bin-
dungskapazitat ist ahnlich dem nativen Maus-Cyr61, das aus Serum-stimulierten Maus-Fibroblasten erhalten
wurde. Wegen der Ahnlichkeiten der Maus- und Human-Cyr61-Proteine sollte rekombinantes Human-Cyr61
Eigenschaften zeigen, die dem nativen Human-Cyr61 ahnlich sind, wie es fiir die Maus-Polypeptide der Fall
war.

[0097] Die Fragmente der Erfindung behalten zumindest eine biologische Aktivitat eines ECM-Signalmolekiils
bei. Kandidat-Fragmente zur Erhaltung von zumindest einer biologischen Eigenschaft eines ECM-Signalmole-
kils umfassen Fragmente, die eine Aminosauresequenz aufweisen, die einer konservierten Region bekannter
ECM-Signalmolekile entsprechen. Beispielsweise waren Fragmente, die eine oder mehrere der konservierten
Cysteinreste von ECM-Signalmolekulen beibehalten, wahrscheinliche Kandidaten fir ECM-Signalmolekiilfrag-
mente, die zumindest eine biologische Aktivitat beibehalten. Uber natiirlich auftretende Aminosauresequenzen
von Cyr61-Fragmenten hinaus kdnnen die Cyr61-Fragmente der Erfindung auch Analoga der Aminosaurese-
quenzen oder -untersequenzen nativer Cyr61-Fragmente umfassen.

[0098] Cyr61-Fragment-Analoga sind Polypeptide, die sich in ihrer Aminosauresequenz von nativen
Cyr61-Fragmenten unterscheiden, jedoch zumindest eine biologische Aktivitat eines nativen ECM-Signalmo-
lekils wie oben beschrieben beibehalten. Diese Analoga kdnnen sich in ihrer Aminosduresequenz von nativen
Cyr61-Fragmenten unterscheiden, z.B. durch Insertion, Deletion oder konservative Substitution von Amino-
sauren. Eine konservative Substitution einer Aminosaure, d.h. das Ersetzen einer Aminosaure durch eine an-
dere Aminosaure mit 8hnlichen Eigenschaften (z.B. Hydrophilie, Ausmaf und Verteilung geladener Regionen),
wird auf dem Gebiet der Erfindung als typischerweise geringfiigige Anderung angesehen. Diese geringfiigigen
Anderungen kénnen teilweise durch Betrachtung des Hydropathie-Index von Aminoséuren festgestellt werden,
wie auf dem Gebiet der Erfindung bekannt ist. Kyte et al., J. Mol. Biol. 157, 105-132 (1982). Der Hydropathie-In-
dex einer Aminosaure basiert auf der Betrachtung seiner Hydrophobie und Ladung und umfasst die folgenden
Werte: Alanin (+1,8), Arginin (—4,5), Asparagin (-3,5), Aspartat (-3,5), Cystein/Cystin (+2,5), Glycin (-0,4), Glu-
tamat (-3,5), Glutamin (-3,5), Histidin (-3,2), Isoleucin (+4,5), Leucin (+3,8), Lysin (-3,9), Methionin (+1,9),
Phenylalanin (+2,8), Prolin (-1,6), Serin (-0,8), Threonin (-0,7), Tryptophan (-0,9), Tyrosin (-1,3) und Valin
(+4,2). Es ist auf dem Gebiet der Erfindung bekannt, dass Aminosauren mit ahnlichen Hydropathie-Indizes
substituiert werden kénnen und nach wie vor Proteinfunktion beibehalten. Vorzugsweise werden Aminosauren
substituiert, die Hydropathie-Indizes von +/- 2 aufweisen.

[0099] Die Hydrophilie von Aminosauren kann ebenfalls verwendet werden, um Substitutionen zu finden, die
Proteine liefern wirden, die ihre biologische Funktion beibehalten. Eine Betrachtung der Hydrophilie von Ami-
nosauren im Zusammenhang mit einem Polypeptid erlaubt die Berechnung der héchsten lokalen, mittleren Hy-
drophilie dieses Polypeptids, ein zweckdienliches Maf3, von dem berichtet worden ist, dass es gut mit Antige-
nitdt und Immunogenitéat korreliert. US-Patent Nr. 4.554.101. Hydrophilie-Werte fur jede der gewdhnlichen Ami-
nosauren, wie sie im US-Patent Nr. 4.554.101 berichtet werden, sind die folgenden: Alanin (-0,5), Arginin
(+3,0), Asparagin (+0,2), Aspartat (+3,0 +/~ 1), Cystein (-1,0), Glycin (0), Glutamat (+3,0 +/- 1), Glutamin
(+0,2), Histidin (-0,5), Isoleucin (-1,8), Leucin (-1,8), Lysin (+3,0), Methionin (-1,3), Phenylalanin (-2,5), Prolin
(-0,5 +/- 1), Serin (+0,3), Threonin (-0,4), Tryptophan (-3,4), Tyrosin (-2,3) und Valin (-1,5). Die Substitution
von Aminosauren mit ahnlichen Hydrophiliewerten kann Proteine liefern, die biologische Aktivitat beibehalten,
beispielsweise Immunogenitat, wie auf dem Gebiet der Erfindung bekannt ist. Vorzugsweise werden Substitu-
tionen mit Aminosauren durchgefiihrt, die Hydrophiliewerte innerhalb von +/- 2 voneinander haben. Sowohl
der Hydrophobie-Index als auch der Hydrophilie-Wert von Aminosauren werden von der speziellen Seitenkette
dieser Aminosaure beeinflusst. Im Einklang mit dieser Beobachtung hangen Aminosauresubstitutionen, die mit
biologischer Funktion kompatibel sind, von der relativen Ahnlichkeit der Aminoséuren und insbesondere der
Seitenketten dieser Aminosauren ab, wie durch die Hydrophobie, Hydrophilie, Ladung, GréRe und andere Ei-
genschaften gezeigt wurde.

[0100] Auferdem sind Computeralgorithmen verfiigbar, um die Vorhersage von Aminosauresequenzdoma-
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nen zu unterstutzen, die voraussichtlich einem wassrigen Losungsmittel zuganglich sind. Diese Doméanen sind,
wie auf dem Gebiet der Erfindung bekannt ist, haufig gegen die Aul3enseite des Proteins hin angeordnet, wo-
durch sie mdglicherweise zur Bindung von Determinanten, einschlieRlich antigenen Determinanten, beitragen.
Wenn man die DNA-Sequenz zur Verfligung hat, wird die Herstellung solcher Analoga durch Verfahren erzielt,
die auf dem Gebiet der Erfindung wohl bekannt sind, z.B. (ortsgerichtete) Mutagenese und andere Techniken.

[0101] Derivate von Cyr61-Fragmenten kénnen auch Cyr61-Fragmente der Erfindung sein. Cyr61-Frag-
ment-Derivate sind Proteine oder Peptide, die sich von nativen Cyr61-Fragmenten auf andere Weisen als in
der Primarstruktur (d.h. Aminosauresequenz) unterscheiden. lllustrativ kdnnen Cyr61-Fragment-Derivate sich
vom nativen Cyr61-Fragment durch Glykosylierung, einer Form von posttranslationeller Modifizierung, unter-
scheiden. Beispielsweise kdnnen Cyr61-Fragmente Glykosylierungsmuster aufgrund der Expression in hete-
rologen Systemen zeigen. Wenn diese Cyr61-Fragmente zumindest eine biologische Eigenschaft eines nati-
ven ECM-Signalmolekils beibehalten, dann kénnen diese Polypeptide Cyr61-Derivate gemal der Erfindung
sein. Andere ECM-Signalmolekil-Derivate umfassen, sind jedoch nicht eingeschrankt auf, Fusionsproteine mit
einem kovalent modifizierten N- oder C-Terminus, PEGylierte Polypeptide, mit Lipidgruppierungen assoziierte
Polypeptide, alkylierte Polypeptide, Gber eine funktionelle Aminosaureseitenkettengruppe an andere Polypep-
tide oder Chemikalien gebundene Polypeptide und zuséatzliche Modifizierungen, wie sie auf dem Gebiet der
Erfindung Ublicherweise selbstverstandlich sind. AuRerdem kénnen Cyr61-Fragmente der Erfindung an einen
ECM-Signalmolekiil-Rezeptor binden, wie unten beschrieben wird.

[0102] Die oben beschriebenen, verschiedenen Fragmente der vorliegenden Erfindung kénnen als einzelne
Polypeptide bereitgestellt werden oder z.B. durch kovalente Bindungen an andere Verbindungen gebunden
sein. Beispielsweise kénnen immunogene Trager, wie z.B. Schlisselloch-Napfschnecke-Hamocyanin, an ein
Cyr61-Fragment der Erfindung gebunden sein.

Beispiel 9
Heparin-Bindungstest

[0103] Der von Yang et al. beschriebene Heparin-Bindungstest fir natives Maus-Cyr61 wurde fir das gerei-
nigte rekombinante Maus-Protein modifiziert. Zunachst wurde rekombinantes gereinigtes Cyr61 in RIPA- (Ra-
dioimmunprazipitationstest-) Puffer (150 mM NacCl, 1,0 % NP-40, 0,5 % Desoxycholat, 0,1 % SDS, 50 mM
Tris-HCI, pH 8,0, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid) suspendiert. Als Nachstes wurden 200 pl einer Aufschlam-
mung von 50 Vol.-% Heparin-Sepharose-CL-6B-Kigelchen (Pharmacia-LKB Biotechnology Inc., Piscataway,
NJ) zu 100 pl der rekombinanten Cyr61-Losung zugegeben und 1 Stunde lang inkubiert. Unter diesen Bedin-
gungen wurde Human-Cyr61 quantitativ an Heparin-Agarose gebunden. Das Aufgeben eines Salzkonzentra-
tionsgradienten in RIPA-Puffer resultierte in der Elution von rekombinantem Maus-Cyr61 bei 0,8-1,0 M NaCl.
Das Elutionsprofil des rekombinanten Proteins war ahnlich dem Elutionsprofil fir natives Maus-Cyr61.

[0104] Man kénnte erwarten, dass Fisp12 Heparin mit einer niedrigeren Affinitat als Cyr61 bindet, da es nicht
so stark mit der ECM wechselwirkt wie Cyr61. Um diese Moglichkeit zu untersuchen, wurden metabolisch mar-
kierte (**S-Cystein; 100 uCi pro 100-mm-Platte; ICN) Zelllysate mit Heparin-Agarose-Perlen inkubiert, die an-
schlieRend gewaschen wurden, um ungebundene Proteine zu entfernen. Gebundene Proteine wurden in an-
steigenden Salzkonzentrationen eluiert. Fisp12 aus Zelllysaten wurden auf Heparin-Agarose zurlickgehalten,
wurde jedoch bei 0,2 bis 0,6 M NaCl mit Peak-Elution bei 0,4 M NaCl eluiert. Dies steht im Gegensatz zu Cyr61,
das bei wesentlich hoheren NaCl-Konzentrationen eluiert wurde. Dieser Unterschied hinsichtlich der Hepa-
rin-Bindung steht im Einklang mit den unterschiedlichen Affinitdten von Cyr61 und Fisp12 fur die ECM, was
darauf hinweist, dass die Bindung an Heparansulfat-Proteoglykane ein hauptsachlicher Mechanismus ist,
durch den beide Proteine mit der ECM assoziieren.

Beispiel 10
Rezeptoren

[0105] Human-Cyr61 war wie Maus-Cyr61 an der Zelloberflache und ECM lokalisiert. Die Lokalisierung von
Cyr61 an der Zelloberflache implizierte einen Cyr61 bindenden Zelloberflachenrezeptor. Im Einklang mit dieser
Schlussfolgerung werden die biologischen Wirkungen von Cyr61 durch a,3,-Integrin oder Vitronectin-Rezeptor
vermittelt. Das a,3,-Integrin bildet in Verbindung mit anderen Integrinen Proteincluster, die Kristallisationspunk-
te fUr die Zytoskelett-Anhaftung bereitstellt. Cyr61 induziert die Bildung von Proteinclustern, einschlieRlich der
a,B,-Integrin enthaltenden Proteincluster. AuRerdem wurden unter Verwendung eines In-vitro-Tests die biolo-
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gischen Wirkungen von Cyr61, einschlieflich der Cyr61-induzierten Zelladhasion und Mitogenese, durch die
Zugabe von irgendeinem der beiden gegen das a,;-Integrin gerichteten monoklonalen Antikérper LM609
(Cheresh, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 6471-6475 (1987)) oder Anti-VnR 1 (Chen et al., Blood 86, 2606-2615
(1995)) aufgehoben. Diese Daten fUhrten zur Identifikation des o 8,-Integrins als Cyr61-Rezeptor.

[0106] Die in Beispiel 13 unten beschriebene Cyr61-Induktion der HUVE-Zelladh&sion fuhrte zu einer Unter-
suchung der gegen zweiwertige Kationen empfindlichen Zelloberflachenrezeptoren, die von HUVE-Zellen ex-
primiert werden. Die Zelladhasionseigenschaften von Cyr61 wurden verwendet, um den Rezeptor zu identifi-
zieren, der ein gegen zweiwertige Kationen empfindlicher Zelloberflachenrezeptor ist. Die Fahigkeit von Cyr61,
die Zelladhasion zu vermitteln, verbunden mit der absoluten Bedingung von zweiwertigen Kationen im Pro-
zess, wies darauf hin, dass Cyr61 mit einem der von zweiwertigen Kationen abhangigen Adhasionsmolekule
aus den Integrin-, Selectin- oder Cadherin-Familien wechselwirkt. Ruoslahti et al., Exp. Cell Res. 227, 1-11
(1996). Unter Anwendung gut charakterisierter Ansatze der Rezeptoridentifizierung wurde eine Reihe von
Hemmuntersuchungen durchgefiihrt. Inhibitoren oder Blockierungsmittel mit verschiedenen Spezifitdtsgraden
(EDTA, ahnlich dem oben beschriebenen EGTA; inhibierende Peptide, die Varianten des RGD- (Einbuchsta-
ben-Aminosaurecode) Integrin-Erkennungsmotivs beherbergen, wie z.B. RGDS, SGDR und RGDSPK (Ruos-
lahti et al., Science 238, 491-497 (1987); E. Ruoslahti, Ann. Rev. of Cell and Dev. Biol. 12, 698-715 (1996));
und bekannte, spezifische Anti-Rezeptor-Antikérper) wurden verwendet, um einen Cyr61-Rezeptor zu identifi-
zieren. Dieser Rezeptor war das a,,-Integrin, der auch dahingehend bekannt ist, dass er als Vitronectin-Re-
zeptor fungiert. Die Bestatigung dieser |dentifizierung wurde erhalten, indem gezeigt wurde, das der Antikérper
LM609, ein spezifischer Anti-a,3,-Integrin-Antikdrper, die Wirkung von Cyr61 auf die Zelladhasion blockieren
konnte. Integrine bilden eine grofle Familie heterodimerer Adhasionsrezeptoren mit einem breiten Liganden-
spezifitatsbereich, die an Zelle-Zelle- und Zelle-Matrix-Wechselwirkungen beteiligt sind. Uber ihre Abhéngig-
keit von zweiwertigen Kationen und ihre Beteiligung an Zelle-Matrix-Adhasionsereignissen (R.O. Hynes, Cell
69, 11-25 (1992)) hinaus sind Integrine auch an der Zellmigration (Damsky et al., Curr. Opin. Cell Biol. 4,
772-781 (1992); Doerr et al., J. Biol. Chem. 271, 2443-2447 (1996)) und -vermehrung (Juliano et al., J. Cell
Biol. 120, 577-585 (1993); Plopper et al., Mol. Biol. Cell 6, 1349-1365 (1995); und Clark et al., Science 268,
233-239 (1995)) beteiligt, zwei weiteren Prozessen, die mit Cyr61-Aktivitat verbunden sind. Das a,B,-Integrin
erwies sich als essentiell fiir die Cyr61-vermittelte Zelladhasion.

[0107] Die Charakterisierung der CTGF-Bindung an Zellen hat gezeigt, dass sie Uber einen Zelloberflachen-
rezeptor stattfindet, der auch mit PDGF-BB (der BB-Isoform von PDGF) wechselwirkt, wie im US-Patent Nr.
5.408.040, Spalte 11, Zeile 10, bis Spalte 12, Zeile 14, angefihrt ist. Die Identifizierung der vorangehenden
Rezeptoren erlaubt die Konstruktion und Produktion von Molekilen, die an die jeweiligen Rezeptoren binden,
um die Aktivitaten von ECM-Molekiilen zu hemmen.

Beispiel 11
Anti-ECM-Signalmolekil-Antikérper

[0108] Antikorper, die, wie unten beschrieben, gegebenenfalls an einen Marker oder an ein Toxin gebunden
sind, sind in der vorliegenden Erfindung ebenfalls vorgesehen. Die Verfligbarkeit der Human-cyr61-cDNA-Se-
quenz und der abgeleiteten Cyr61-Proteinsequenz erleichtert die Implementierung von Verfahren, die zur Her-
vorrufung von Anti-Cyr61-Antikdrpern unter Anwendung einer Reihe von Standardtechniken auf dem Gebiet
der Erfindung (Harlow et al.) entworfen wurden.

[0109] Polyklonale Antikorper, die gegen Cyr61 gerichtet sind, kdnnen erzeugt werden. Die Erzeugung von
Anti-Cyr61-Antikorpern, die fur Human-Cyr61 spezifisch sind, wird beispielsweise durch Konstruieren geeig-
neter Antigene optimiert. Das Human-Cyr61-Protein hat einschliellich des N-terminalen Sekretionssignals
eine Lange von 381 Aminosauren. Wie oben beschrieben weist Human-Cyr61 91 % Aminosauresequenziden-
titat mit der Sequenz von 379 Aminosauren des Maus-Proteins auf. Jedoch unterscheiden sich die Maus- und
Human-Proteine am signifikantesten im zentralen Teil der Proteine, wo sie frei von Cysteinen sind (siehe oben).
Diese Sequenzunterschiede werden genutzt, um Antikérper hervorzurufen, die gegen das Human-Cyr61 spe-
zifisch sind, indem ein Peptid als Antigen verwendet wird, das eine Sequenz aufweist, die sich von einer der
unterschiedlichen Regionen im Human-Protein herleiteten, obgleich gegen eine konservierte Region gerichte-
te Antikérper in der Erfindung ebenfalls vorgesehen sind.

[0110] Monoklonale Antikérper kénnen unter Verwendung von intaktem rekombinantem menschlichem Cyr61

hervorgerufen werden. Ein Fragment kann ebenfalls verwendet werden kann. Weibliche BALB/c-Mause wer-
den intraperitoneal mit einem Gemisch von 0,25 ml bakteriell produziertem oder in eukaryotischen Zellen pro-
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duziertem, rekombinantem Human-Cyr61 (5-50 Mikrogramm) und 0,25 ml komplettem Freundschem Adjuvans
inokuliert. Vierzehn Tage spater werden die Injektionen wiederholt, wobei das komplette Freundsche Adjuvans
durch inkomplettes Freundsches Adjuvans ersetzt wird. Nach weiteren zwei Wochen wird eine weitere Injekti-
on von Human-Cyr61 in inkomplettem Freundschen Adjuvans verabreicht. Ungefahr zwei Wochen nach der
dritten Injektion wird an den Schwéanzen Blut abgenommen und Serumproben auf Human-Anti-Cyr61-Antikor-
per durch Immunprazipitation mit radiomarkiertem rekombinantem Human-Cyr61 gescreent. Ungefahr 2 Mo-
nate nach der ersten Injektion werden denjenigen Mausen, deren Sera die hochsten Antikorpertiter lieferten,
Booster-Injektionen von Cyr61 verabreicht (5-50 Mikrogramm in inkomplettem Freundschen Adjuvans, 0,1 ml
intravends und 0,1 ml intraperitoneal). Drei Tage nach der Booster-Injektion werden die Mause getotet. Sple-
nozyten werden dann aus jeder Maus mittels Standardtechniken isoliert und die Zellen gewaschen und einzeln
mit einer Myelomzelllinie, z.B. der X63Ag8.653-Zelllinie (Harlow et al.), unter Verwendung von Polyethylengly-
kol durch Techniken fusioniert, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind. Andere geeignete Zelllinien zur
Fusion mit Splenozyten sind in Harlow et al. auf Seite 144, in Tabelle 6.2, beschrieben. Fusionierte Zellen wer-
den aus der PEG-L6sung entfernt, in ein gegenselektives Medium (z.B. Hypoxanthin-Aminopterin-Thymidin-
oder HAT-Medium) verdiinnt, um unfusionierte Myelomzellen abzutéten, und in Multi-Well-Gewebekulturplat-
ten inokuliert.

[0111] Ungefahr 1-2 Wochen spater werden Proben der Gewebekulturiberstadnde aus den Wells, die wach-
sende Hybridome enthalten, entfernt und auf die Anwesenheit von Anti-Cyr61-Antikérpern durch Binden an re-
kombinantes, an Nitrozellulose gebundenes Cyr61 und Screenen mit markiertem Anti-lImmunglobulin-Antikor-
per in einem standardmafigen Antikérper-Fang-Test getestet. Zellen aus positiven Wells werden gezichtet,
und es werden einzelne Zellen auf Feeder-Schichten von Splenozyten kloniert. Die klonierten Zelllinien werden
gefroren gelagert. Monoklonale Antikérper werden unter Anwendung von Standardtechniken, z.B. Hydroxya-
patit-Chromatographie, gesammelt und gereinigt. In einer Alternative kénnen als Antigene verwendete
Cyr61-Peptide an immunogene Trager, wie z.B. an Schlisselloch-Napfschnecken-Hamocyanin-Tragerprotein
gebunden werden, um monoklonale Anti-Cyr61-Antikérper hervorzurufen.

[0112] Es koénnen auch Antikdrperprodukte gegen ein Fusionsprotein, das einen Teil des Human-Cyr61 oder
das gesamte Human-Cyr61 enthalt, erzeugt werden, wobei ausreichend Proteinsequenz umfasst ist, um ein
brauchbares Epitop in einem Fusionsprotein zu entfalten. Die Fusion der grof3en Untereinheit von Anthrani-
lat-Synthase (d.h. TrpE) an Maus-Cyr61 und die Fusion von Glutathion-S-Transferase (d.h. GST) an
Maus-Cyr61 sind verwendet worden, um erfolgreich Antikorper gegen Maus-Cyr61 herzustellen. Yang et al.
AuRerdem kann eine breite Vielfalt von Polypeptiden, die dem Fachkundigen auf dem Gebiet der Erfindung
wohl bekannt sind, bei der Bildung von Cyr61-Fragment-Fusionspolypeptiden gemaR der Erfindung verwendet
werden.

[0113] Yang beschrieb ein TrpE-Cyr61-Fusionspolypeptid, das aus einem rekombinanten Klon exprimiert
wurde, der durch Klonen eines Fragments von Maus-cyr61-cDNA, die die Nucleotide 456 bis 951 (fir die
Cyr61-Aminosauren 93-379 kodierend) enthalt, in die Sacl-Stelle des pATH1-Vektors konstruiert wurde. Dieck-
man et al., J. Biol. Chem. 260, 1513-1520 (1985). Das rekombinante Konstrukt wurde in einen bakteriellen Wirt,
z.B. E. coli K12, transformiert, und die Expression des Fusionsproteins wurde durch Zugabe von 25 ug/ml In-
dolacrylsdure zu wachsenden Kulturen induziert. AnschlieRend wurden die Zellen lysiert und das Gesamtzell-
lysat durch Elektrophorese an einem 7,5%igen Polyacrylamidgel fraktioniert. Das Fusionsprotein der vorher-
gesagten GroRe war die einzige von Indolacrylsaure induzierte Bande; diese Bande wurde aus dem Gel eluiert
und als Antigen verwendet, um New-Zealand-White-Kaninchen (Langshaw Farms) mittels Standardtechniken
auf dem Gebiet der Erfindung zu immunisieren. Harlow et al. Zusatzlich zu polyklonalen Antikdrpern kénnen
auch monoklonale Antikdrper gegen solche Fusionsproteine gerichtet sein.

[0114] In anderen Ausfihrungsformen der Erfindung werden rekombinante Antikdrperprodukte verwendet.
Beispielsweise liegen chimare Antikorperprodukte, ,humanisierte" Antikérperprodukte und CDR-Pfropf-Anti-
kdrperprodukte im Schutzumfang der Erfindung. Kashmiri et al., Hybridoma 14, 461-473 (1995). Antikdrper-
fragmente sind in der Erfindung ebenfalls vorgesehen. Die Antikérperprodukte umfassen die oben erwahnten,
als isolierte Antikérper oder als an Marker gebundene Antikdrper verwendeten Arten von Antikorperprodukten.
Marker kdnnen signalerzeugende Enzyme, Antigene oder Antikdrper, Lectine, Kohlenhydrate, Biotin, Avidin,
Radioisotope, Toxine, Schwermetalle und andere auf dem Gebiet der Erfindung bekannte Zusammensetzun-
gen sein; Bindungstechniken sind auf dem Gebiet der Erfindung ebenfalls wohl bekannt.

[0115] Anti-Cyr6l-Antikdrper sind bei der Diagnose eines Thrombose-Risikos zweckdienlich, wie unten in Bei-

spiel 20 ausfuhrlicher erlautert wird. Aulerdem werden Anti-Cyr61-Antikdrper in Therapien verwendet, die zur
Pravention oder Verringerung unerwinschter, abnormalen Cyr61-Spiegeln zurechenbarer Gerinnung entwor-
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fen wurden. Weiters kdnnen Antikdrper gemaf der Erfindung an Toxine, wie z.B. Ricin, unter Anwendung von
auf dem Gebiet der Erfindung wohl bekannten Techniken gebunden werden. Diese Antikdrperprodukte gemaf
der Erfindung sind bei der Abgabe von spezifisch abzielenden Zytotoxinen an Zellen zweckdienlich, die Cyr61
exprimieren, z.B. Zellen, die an der Neovaskularisierung von massiven Tumoren teilnehmen. Diese Antikdrper
werden durch eine Reihe von Verabreichungswegen in pharmazeutischen Zusammensetzungen abgegeben,
die Trager und Verdiinner umfassen, wie von Fachkundigen auf dem Gebiet der Erfindung wohlverstanden
wird.

[0116] Antikérper, die Fisp12 spezifisch erkennen, sind ebenfalls unter Verwendung eines Fusionsproteins
hervorgerufen worden. Das zur Herstellung von Anti-Fisp12-Antikérpern verwendete Antigen band Gluthathi-
on-S-Transferase (GST) an den zentralen Teil von Fisp12 (GST-Fisp12), wo keine Sequenzahnlichkeit mit
Cyr61 besteht (O'Brian und Lau (1992)). Ein Konstrukt, dass fiir Aminosauren 165 bis 200 von Fisp12 kodie-
rende cDNA enthielt, wurde an die fir Glutathion-S-Transferase (GST) kodierende Sequenz fusioniert. Dies
wurde mittels Polymerasekettenreaktion (PCR) durchgefiihrt, um die Synthese eines DNA-Fragments, das je-
nes Fisp12-Fragment umfasste, das von einer 5'-BamHI-Restriktionsstelle und einer 3'-EcoRI-Restriktionsstel-
le flankiert war, zu lenken. Der 5'-Primer weist die Sequenz 5'-GGGGATCTGTGACGAGCCCAAGGAC-3'
(Seq.-ID Nr. 9) auf, und der 3'-Primer weist die Sequenz 5-GGGAATTCGACCAGGCAGTTGGCTCG-3'
(Seq.-ID Nr. 10) auf. Fur Cyr61-spezifisches Antiserum wurde ein Konstrukt, das den zentralen Teil von Cyr61
(Aminosauren 163-229), der keine Sequenzahnlichkeit zu Fisp12 enthalt, an GST fusioniert, unter Verwendung
des 5'-Primers 5-GGGGATCCTGTGATGAAGACAGCATT-3' (Seq.-ID Nr. 11) und des 3'-Primers 5-GGG-
AATTCAACGATGCATTTCTGGCC-3' (Seq.-ID Nr. 12) in derselben Weise hergestellt. Diese wurden gerichtet
in den pGEX2T-Vektor (Pharmacia-LKB Inc.) kloniert und die Klone mittels Sequenzanalyse bestéatigt. Das
GST-Fusionsprotein wurde an Glutathion-Sepharose 4B (Pharmacia-LKB Inc.) gemal den Anleitungen des
Herstellers isoliert und dazu verwendet, um New-Zealand-White-Kaninchen zu immunisieren. Fur Affinitatsrei-
nigungen wurden Antisera zunachst durch eine GST-Protein-Affinitatssaule geschickt, um gegen GST erzeug-
te Antikérper zu entfernen, und dann durch eine GST-Fisp12- oder GST-Cyr61-Protein-Affinitdtssaule, um An-
ti-Fisp12- oder Anti-Cyr61-Antikorper zu isolieren (Harlow et al. (1988)).

[0117] Diese Antikdrper immunprazipitierten das Fisp12-Proteinprodukt der korrekten GréRe, das, von
fisp12-mRNA gelenkt, in vitro synthetisiert wurde. Die Antikorper sind fir das Fisp12-Polypeptid spezifisch und
zeigen keine Kreuzreaktivitat mit Cyr61.

[0118] CTGF erkennende polyklonale Antikérper sind ebenfalls bekannt. US-Patent Nr. 5.408-040, Spalte 7,
Zeile 41, bis Spalte 9, Zeile 63, offenbart eine immunologische Kreuzreaktivitat zwischen PDGF und CTGF,
wie sie oben beschrieben wird.

Beispiel 12
Hemmende Peptide

[0119] Hemmende Peptide kdnnen in therapeutischen Strategien eingesetzt werden, die zur Hemmung der
Aktivitat des Cyr61-Proteins entworfen wurden. Ein Ansatz ist die Synthese eines hemmenden Peptids auf Ba-
sis der Proteinsequenz von Cyr61. Beispielsweise konkurriert ein Peptid, das eine Aminosauresequenz um-
fasst, die zwischen Maus-Cyr61 (Seq.-ID Nr. 2) und Human-Cyr61 (Seq.-ID Nr. 4) konserviert ist, mit nativem
Cyr61 um seine Bindungsstellen. Diese Konkurrenz hemmt dadurch die Wirkung von nativem Cyr61. Bei-
spielsweise hemmt die Verabreichung eines hemmenden Peptids tiber wohl bekannte Wege die Fahigkeit von
Cyr61, die Kaskade von Ereignissen zu beeinflussen, die Blutgerinnsel, Vaskularisierung von Tumoren oder
abnormale Vaskularisierung des Auges (z.B. Augenstérungen, die durch Vaskularisierung der Retina oder
Glaskorperflissigkeit gekennzeichnet sind) usw. bewirkt. Insbesondere verhindert ein hemmendes Peptid,
dass Cyr61 die Wirkung von Gewebefaktorpfad-Inhibitor (Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor) oder TFPI wie un-
ten beschrieben hemmt.

[0120] Hemmende Peptide wurden so konstruiert, dass sie mit Cyr61 konkurrieren. Diese hemmenden Pep-
tide dienen wie die Antikérper des vorhergehenden Beispiels als Beispiele von Modulatoren der Cyr61-Aktivi-
tat, wie sie im Zusammenhang mit einer Reihe von hierin offenbarten Tests der Cyr61-Aktivitat beschrieben
sind. Die Peptid-Konstruktion war von Sequenzvergleichen unter Maus-Cyr61, Fisp12 und Nov (ein Vogel-Pro-
to-Onkogen) geleitet. Die Aminosauresequenzen von mehreren Elementen dieser Familie werden in Fig. 1
verglichen. Diese Arten von Sequenzvergleichen stellen eine Basis fur eine rationale Konstruktion einer Viel-
zahl von hemmenden Peptiden bereit. Einige dieser konstruierten Peptide, zum Beispiel Peptide, die die Ami-
nosauren 48-68 (Seq.-ID Nr. 13), 115-135 (Seq.-ID Nr. 14), 227-250 (Seq.-ID Nr. 15), 245-270 (Seq.-ID Nr. 16)
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und 310-330 (Seq.-ID Nr. 17) der Seq.-ID Nr. 2 umfassen, sind synthetisiert worden. Ein Vergleich der
Maus-Cyr61-Aminosauresequenz und der Human-Cyr6l-Aminosauresequenz offenbart, dass ahnliche Doma-
nen aus dem Human-Protein bei der Konstruktion von Peptiden, die Human-Cyr61 hemmen, verwendet wer-
den koénnen. Auflerdem kdénnen Sequenzvergleiche die Human-Cyr61-Aminosauresequenz umfassen; Ver-
gleiche kénnen ferner das Human-Homolog von Fisp12, Connective-Tissue-Growth-Factor, umfassen, das
ebenfalls als Element dieser Proteinfamilie identifiziert worden ist. O'Brian et al. (1992).

[0121] Hemmende Peptide kénnen auch konstruiert werden, um mit anderen ECM-Signalmolekilen, z.B.
Fisp12 oder CTGF, um die Bindung an ihre entsprechenden Rezeptoren zu konkurrieren. Die Konstruktion
hemmender Peptide wird durch die Ahnlichkeit der Aminosauresequenzen unter den ECM-Signalmolekiilen
erleichtert. AulRerdem kann die Konstruktion von hemmenden Peptiden durch ein oder mehrere Verfahren ge-
lenkt werden, die auf dem Gebiet der Erfindung zur Identifizierung von Aminosauresequenzen bekannt sind,
die wahrscheinlich funktionelle Domanen umfassen (z.B. hydrophile Aminosauresequenzen wie duf3ere/Ober-
flachen-Proteindoméanen; Sequenzen, die mit a-Helixbildung als Membran-umspannende Domanen kompati-
bel sind). Diese Verfahren sind in Form von im Handel erhéaltlicher Software, die dem Fachkundigen auf dem
Gebiet der Erfindung bekannt sind, implementiert worden. Siehe z.B. ,Intelligenetics Suite of Analytical Pro-
grams for Biomolecules". Intelligenetics Inc., Mountain View, CA. Unter Anwendung dieser Ansatze kénnen
hemmende Peptide konstruiert werden, die die biologische Aktivitdt eines ECM-Signalmolekiils, wie z.B.
Cyr61, Fisp12 oder CTGF, stéren. Mit der Konstruktion einer Aminosauresequenz eines hemmenden Peptids
kann die Produktion dieses Peptids durch eine Reihe wohl bekannter Techniken realisiert werden, einschlief3-
lich rekombinanter Produktion und chemischer Synthese, sind jedoch nicht darauf beschrankt. Beispielhafte
Peptide, von denen gezeigt worden ist, dass sie zumindest eine biologische Eigenschaft von Cyr61 spezifisch
hemmen, umfassen Peptide, die das ,RGD"-Motiv oder Motiv-Varianten, wie z.B. ,RGDS", ,RGDSPK", ,GDR"
oder ,SGDR", aufweisen (Ruoslahti et al., Science 238, 491-497 (1987); E. Ruoslahti, Ann. Rev. of Cell and
Dev. Biol. 12, 698-715 (1996)), wie oben in Beispiel 10 beschrieben wurde.

Beispiel 13
Zelladhasion

[0122] Cyr61 kann zur Vermittlung der Anhaftung von Zellen an die extrazellulare Matrix verwendet werden.
Die Induktion der Zelladhasion wurde unter Verwendung von Maus-Cyr61, Fibronectin und Rinderserumalbu-
min (BSA) untersucht. Immunologische 96-Well-Platten (Marke Falcon) wurden mit 50 pl 0,1 % BSA in PBS
bei 4°C in Gegenwart von 0-30 pg/ml Maus-Cyr61 oder Fibronectin beschichtet. Nach zwei Stunden Aussetzen
gegeniber der Beschichtungslésung wurden unverdiinnte Immun- oder Pra-Immunantisera (30 pl/Well) oder
affinitatsgereinigte Anti-Cyr61-Antikdrper zugegeben. In einigen Wells wurde das Beschichtungsgemisch auf
10 mM DTT oder 100 mM HCI eingestellt. Nach 16 Stunden Inkubation wurde die Beschichtungslésung ent-
fernt und die Welloberflache mit 1 % BSA in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS) 1 Stunde lang bei
Raumtemperatur blockiert. HUVE-Zellen wurden in komplettem Ham-F12K-Medium (Gibco-BRL Inc.; Ham,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 53, 786 (1965)) zu 5 x 103-10* Zellen/Well ausplattiert. Cycloheximid wurde auf 100
pg/ml unmittelbar vor dem Ausplattieren zugegeben, und Monensin wurde auf 1 yM 14 Stunden vor der Aus-
plattierung zugegeben. Nach einer 2-stiindigen Inkubation bei 37°C wurden die Wells mit PBS gewaschen, und
anhaftende Zellen wurden fixiert und mit Methylenblau gefarbt. Die Anhaftungseffizienz wurde durch quantita-
tive Farbstoffextraktion und Messung der Extraktabsorption bei 650 nm bestimmt. Oliver et al., J. Cell. Sci. 92,
513-518 (1989).

[0123] HUVE-Zellen hafteten schlecht an mit BSA alleine behandelten Platten, hafteten jedoch gut an mit Fi-
bronectin beschichteten Platten. Maus-Cyr61-beschichtete Oberflachen unterstitzten ebenfalls die Anhaftung
von HUVE-Zellen auf dosisabhangige Weise, ahnlich wie Fibronectin. Beispielsweise ergaben Cyr61 und Fib-
ronectin bei 1 pg/ml A,,-Werte von 0,1. Ein A,,-Wert von 0,5 entsprach der Anhaftung von 6 x 10° Zellen. Am
anderen Ende des getesteten Konzentrationsbereichs, 30 ug/ml, ergab Cyr61 eine Ay, von 0,8; Fibronectin
ergab eine Ay, von 0,9. Cyr61 forderte auch die Anhaftung von NIH-3T3-Zellen, obgleich weniger effektiv als
Fibronectin.

[0124] Cyr61-vermittelte Zellanhaftung kann schon 30 Minuten nach Ausplattierung beobachtet werden, wie
mittels Lichtmikroskopie sichtbar gemacht werden kann.

[0125] Die Adhasion von HUVE-Zellen an Maus-Cyr61-beschichteten Oberflachen wurde durch An-

ti-Cyr6l-Antiserum und durch affinitatsgereinigte Anti-Cyr-61-Antikdrper spezifisch gehemmt, nicht jedoch durch
Pra-Immunserum. Im Gegensatz dazu wurde die Anhaftung von Zellen an Fibronectin-beschichtete Platten
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weder durch das Anti-Cyr61-Antiserum noch durch affinitatsgereinigte Anti-Cyr61-Antikérper beeintrachtigt.
Diese Ergebnisse zeigen, dass die Verstarkung der Zelladhasion eine spezifische Aktivitat des Cyr61-Proteins
ist. Darliber hinaus war die Cyr61-vermittelte Zellanhaftung unempfindlich gegen Cycloheximid- oder Monen-
sin-Behandlung, was darauf hinweist, dass Cyr61 nicht durch Induzieren der De-novo-Synthese von
ECM-Komponenten, Stimulation von Fibronectin oder Collagen-Sekretion agiert. Die Daten stltzen vielmehr
die direkte Einwirkung von Cyr61 auf Zellen, die die Adhasion beeinflussen. Die Cyr61-vermittelte Anhaftung
von HUVE-Zellen wurde durch die Gegenwart von EGTA vollstandig aufgehoben; jedoch wurde die Anhaftung
durch Zusatz von CaCl, oder MgSO, zum Medium wiederhergestellt. Diese Ergebnisse zeigen an, dass die
Wechselwirkung zwischen Cyr61 und seinem Oberflachenrezeptor zweiwertige Kationen erfordert, was mit
den Beobachtungen lbereinstimmt, die zur Identifizierung des o, f,-Integrins als den oben in Beispiel 10 be-
schriebenen Cyr61-Rezeptor fuhrte.

[0126] Die Fahigkeit von Cyr61, die Zelladhasion zu férdern, und die Fahigkeit von Molekilen, wie z.B. An-
ti-Cyr61-Antikdrpern, diesen Prozess zu hemmen, wird in einem Test fur Modulatoren der Zelladhasion ausge-
nutzt. Der Test umfasst einen Vergleich der Zelladhasion an Oberflachen, z.B. Kunststoff-Gewebekulturwells,
die mit Cyr61 und einem mutmalflichen Modulator der Zelladhasion beschichtet sind. Als Kontrolle wird eine
ahnliche Oberflache mit Cyr61 alleine beschichtet. Nach dem Kontakt mit geeigneten Zellen werden die an den
Oberflachen anhaftenden Zellen gemessen. Ein relativer Anstieg der Zelladhasion in Gegenwart des mutmal}-
lichen Modulators relativ zum Ausmaf an Zellanhaftung an einer Cyr61-beschicheten Oberflache identifiziert
einen Forderer der Zelladhasion. Eine relative Abnahme der Zelladhasion in Gegenwart des mutmaRlichen
Modulators identifiziert einen Inhibitor der Zelladhasion.

[0127] Die Identifizierung eines Cyr61-Rezeptors fiihrte zur Entwicklung eines schnellen und spezifischen Li-
gand-Rezeptor-Tests (d.h. Integrin-Bindungstests) fiir Cyr61. Der monoklonale Antikérper LM609 (Anti-a,3,) ist
beschrieben worden. Cheresh (1987). Der monoklonale Antikdrper JBS5 (Anti-Fibronectin-Antikérper) wurde
von Chemicon bezogen. Anti-Human- und Anti-Rinder-Vitronectin-Antisera stammten von Gibco BRL.
HRP-konjugierter Ziege-Anti-Kaninchen-Antikdrper stammte von KPL. RDGSPK-Peptid stammte von Gibco
BRL; RGDS- und SDGR-Peptide stammten von American Peptide Company. Die Peptide fiir die funktionellen
Tests wurden zu 10 mg/ml in PBS gel6st und der pH mit NaOH auf 7,5-8,0 eingestellt. Human-Plasma-Vit-
ronectin stammte von Collaborative Biomedical Products.

[0128] Die a,B;-Integrin-Reinigung aus HUVE-Zelllysaten wurde wie in Pytela et al., Meth. Enzymol. 144,
475-489 (1987), beschrieben durchgefiihrt. Zusammenfassend wurden 108 Zellen in 1 ml PBS lysiert, das 1
mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 0,5 mM PMSF und 100 mM Octylglucosid enthielt. Das Lysat wurde vier Mal durch
eine 0,5-ml-Saule geschickt die RDGSPK-Sepharose (hergestellt aus der Bromcyan-aktivierten Sepharose CL
4B, wie beschrieben in S.C.-T. Lam, J. Biol. Chem. 267, 5649-5655 (1992)) enthielt. Die Sdule wurde mit 10
ml des Lysepuffers gewaschen, und das gebundene Protein wurde mit 2 ml desselben Puffers, der 1 mM
RGDS-Peptid enthielt, bei Raumtemperatur eluiert. Das o 3,-Integrin wurde gegen PBS dialysiert, das 1 mM
CaCl,, 1 mM MgCl,, 5 mM Octylglucosid und 0,1 mM PMSF enthielt, wobei der Dialysepuffer drei Mal ausge-
tauscht wurde, um das RGDS-Peptid zu entfernen. Das Protein wurde in Aliquoten bei —70°C gelagert. Die
Reinheit des Integrins wurde mittels SDS-PAGE unter nichtreduzierenden Bedingungen bestimmt, gefolgt von
Silberfarbung. Western-Blotting mit Anti-CD47-Antikdrper zeigte, dass dieses a 3,-Integrin-Préaparat keinerlei
Integrin-assoziierten Proteine enthalt.

[0129] Der Integrin-Bindungstest wurde gemaf den Offenbarungen in Brooks et al., Cell 85, 683-693 (1996),
und S.C.-T. Lam (1992) entwickelt. Ungefahr 50 ng des Integrins in einem Gesamtvolumen von 50 ul wurden
pro Well immunologischer 96-Well-Pro-Bind-Platten (Falcon) zugegeben und tiber Nacht bei 4°C inkubiert. Un-
spezifische Stellen wurden mit 20 mg/ml BSA im selben Puffer blockiert und vier Mal in diesem Puffer gewa-
schen. Die behandelten Platten wurden mit 1 pg/ml Cyr61 oder 0,1 pg/ml Vitronectin 3 Stunden lang bei Raum-
temperatur inkubiert. EDTA (5 mM), RGDS-Peptid (0,5 mM) und blockierende Antikérper wurden entweder mit
dem immobilisierten Integrin 1 Stunde lang vor der Zugabe des Protein-Liganden vorinkubiert oder gemeinsam
mit dem Liganden zugegeben. Die Endverdinnung der LM609-Aszitesflussigkeit betrug 1:200. Gebundene
Proteine wurden durch spezifische polyklonale Antisera (Anti-Cyr61-Antiserum wurde 1:500 und Anti-Vitronec-
tin-Antiserum wurde 1:1000 in PBS verdinnt, das 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl, und 5 mg/ml BSA enthielt), gefolgt
von einem sekundaren Antikorper-Meerrettichperoxidase-Konjugat (1:20.000 im selben Puffer) detektiert. Die
Platten wurden nach jeder Inkubation vier Mal mit 1 mM CaCl, und 1 mM MgCl, enthaltendem PBS gespiilt.
Meerrettichperoxidase (HRP) wurde mit einem HRP-Immuntestset (Bio-Rad Laboratories) detektiert. Die kolo-
rimetrische Reaktion wurde 15-20 Minuten lang bei Raumtemperatur entwickelt, durch Zugabe von H,SO, ge-
stoppt, und die Absorption bei 450 nm wurde gemessen. Fachkundige auf dem Gebiet der Erfindung werden
verstehen, dass eine Vielzahl von Techniken anstelle des beispielhaften enzymgebundenen immunologischen
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Ansatzes eingesetzt werden kdnnten. Beispielsweise kdnnten andere Marker, wie z.B. Radiomarker, fluores-
zierende Verbindungen und dergleichen, z.B. kovalent an einen Antikdrper oder ein anderes Mittel, welches
das Peptid von Interesse, wie z.B. Cyr61, erkennt, gebunden werden.

[0130] Die Ergebnisse der Integrin-Bindungstests zeigten, dass Vitronectin und Cyr61 an das immobilisierte
Integrin banden. Weiters war sowohl die Cyr61- als auch die Vitronectin-Bindung an a8, saturierbar. Die Kon-
zentration von Cyr61, bei der Sattigung erreicht wurde, war signifikant hdher als die fir Vitronectin erforderliche
Konzentration zur Sattigung. Dieser Unterschied konnte eine niedrigere Affinitat von a8, fir Cyr61 im Ver-
gleich zu Vitronectin widerspiegeln, was im Einklang mit den Ergebnissen von Zelladhasionstests steht, die zei-
gen, dass HUVE-Zellen auf konzentrationsabhangige Weise an Vitronectin und schwacher an Cyr61 anhaften
(siehe unten).

[0131] Die Spezifitdt der Wechselwirkung wurde durch Blockieren der Ligandenbindungsstelle des Integrins
untersucht, und zwar unter Anwendung einer beliebigen von mehreren Techniken, einschlieRlich Verarmung
an zweiwertigen Kationen, RGDS-Peptid-Konkurrenz und LM609-Antikérper-Hemmung. Die Wechselwirkung
beider Proteine (Cyr61 und Vitronectin) mit a 8, wurde von EDTA, RGDS-Peptid und LM609-Antikorper ge-
hemmt. Diese Eigenschaften der Cyr61-Wechselwirkung mit o 8, standen ferner im Einklang mit den Ergeb-
nissen des Zelladhasionstests und zeigten an, dass die HUVE-Zellen-Adhasion an Cyr61 durch die direkte
Wechselwirkung von Cyr61 mit dem o, ,-Integrin vermittelt wurde.

[0132] AuRerdem induziert Cyr61 Fokaladh&sion, d.h. Zelloberflachen-Fokuspunkte fur Zytoskelettanhaftun-
gen. Die Fokaladhésion wird durch Zelloberflachen-Proteinkomplexe oder -cluster bewirkt. Diese Proteinclus-
ter sind komplex und umfassen eine Reihe von Rezeptoren aus der Integrin-Familie und eine Reihe von Pro-
teinkinasen. Die Induktion der Fokaladhasion durch Cyr61 widerspiegelt sich in der Fahigkeit von Cyr61, spe-
zielle Elemente dieser Zelloberflachencluster zu induzieren. Beispielsweise induziert Cyr61 die Phosphorylie-
rung der Fokal-Adhasion-Kinase, einem 125-kDa-Polypeptid, und Paxillin, einem weiteren Protein, das be-
kanntermal3en an den Fokaladh&sions-Zelloberflachenproteinkomplexen beteiligt ist. Darliber hinaus haben
indirekte Immunfluoreszenz-Untersuchungen gezeigt, dass Cyr61 an einen Rezeptor (siehe oben) in Fokalad-
hasions-Plaques gebunden wird. Die Plaques ihrerseits sind charakteristisch fir Fokaladhasions-Proteinkom-
plexe. Fokal-Adhasion-Kinase, Paxillin und a,f3,-Integrin sind gemeinsam an den Fokaladh&sions-Plaques lo-
kalisiert, die durch Cyr61-induzierte Fokaladhasionskomplexbildung produziert wurden. Diese Fokaladhasi-
ons-Proteinkomplexe binden Cyr61 an der Zelloberflache; die Komplexe heften sich auch innen an das Zyto-
skelett. Daher sind Maus-Cyr61 und Human-Cyr61 (siehe unten) zum Teil Adhasionsmolekiile, eine Eigen-
schaft, die Cyr61 von herkdmmlichen Wachstumsfaktoren unterscheidet. Der Fachkundige auf dem Gebiet der
Erfindung wird anerkennen, dass das a,,-Integrin in Verbindung mit Cyr61 verwendet werden kann, um auf
Modulatoren der Cyr61-Bindung an seinen Rezeptor zu screenen. Das Integrin kann immobilisiert und entwe-
der gegentiber (a) Cyr61 und einem mutmaflichen Modulator der Rezeptorbindung oder (b) Cyr61 alleine aus-
gesetzt werden. AnschlieRend wird gebundenes Cyr61 detektiert, z.B. durch Anti-Cyr61-Antikdrper, der mittels
Techniken markiert ist, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind, wie z.B. Radiomarkierung, Fluoreszenz-
markierung und die Verwendung von Enzymen, die kolorimetrische Reaktionen katalysieren. Ein Férderer der
Cyr61-Bindung an seinen Rezeptor wiirde die Bindung von Cyr61 im Vergleich zur Bindung durch Cyr61 alleine
erhdhen (und ein Inhibitor wirde Cyr61 vermindern).

[0133] Die Wirkung von Maus-Cyr61 auf die Zellmorphogenese kann durch einen Zellausbreitungstest ermit-
telt werden. Polystyrol-Petrischalen wurden mit 2 ml einer 10-pug/ml-Lésung von Cyr61 oder Fibronectin in PBS
mit 0,1 % BSA beschichtet und wie oben beschrieben behandelt. Eine dritte Platte wurde mit BSA behandelt
und diente als Kontrolle. Jede Platte erhielt 7 x 10° Zellen und wurde 2 Stunden lang inkubiert. Die Zellausbrei-
tung wurde durch Mikroskopie bei 100facher Vergrofierung analysiert. Die Ergebnisse zeigen an, dass
Maus-Cyr61 die HUVE-Zellausbreitung ungefahr im selben Ausmal} wie Fibronectin induziert. Die effiziente
Anhaftung (siehe oben) und Ausbreitung von Zellen auf Maus-Cyr61-beschichteten Substraten zeigte an, dass
Cyr61 mit einem signaltransduzierenden Zelloberflachenrezeptor wechselwirken kénnte, was zu einer Kaska-
de von Zytoskelett-Umordnungen und zu einer méglichen Bildung von Fokalkontakten fiihrt. Folglich kénnen
Cyr61 und Cyr61-verwandte Polypeptide bei der Kontrolle der Zelladhasion zweckdienlich sein, z.B. bei Zel-
ladhasionsereignissen, die metastasierende Krebszellen, Organreparatur und -regenerierung oder Chondro-
zyten-Besiedelung von Prothesenimplantaten begleiten, wie unten erortert wird.

[0134] Im Gegensatz zu Maus-Cyr61, das die Anhaftung sowie Migration von HUVE-Zellen vermittelt, vermit-
telte hCyr61 die Zelladhasion, nicht jedoch die Ausbreitung von HUVE-Zellen. Immunologische Platten
(96-Well-ProBind-Testplatten, Falcon) wurden mit 0,1-30 pug/ml hCyr61, Fibronectin (Gibco BRL) oder Vitronec-
tin (Gibco BRL) in phosphatgepufferter Kochsalzlésung (PBS), die 0,1 % Protease-freies BSA (Sigma) enthielt,
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16 Stunden lang bei 4°C beschichtet. Die Wells wurden mit 1 % BSA in PBS 1 Stunde lang bei Raumtempe-
ratur blockiert und mit PBS gewaschen. HUVE-Zellen wurden mit 0,02 % EDTA in PBS geerntet, zweimal mit
serumfreiem F12-Medium gewaschen und in serumfreiem F12 resuspendiert. In einigen Experimenten wurde
fbs auf 5-10 % zugegeben. Auch wurde in Experimenten mit Vironectin-beschichteten Platten endogenes Vi-
ronectin durch Immunaffinitdtschromatographie unter Verwendung von polyklonalen Anti-Vitronectin-Antikor-
pern aus Rindern (Gibco) von fbs entfernt. Norris et al., J. Cell Sci. 95, 255-262 (1990). Die Zellen wurden zu
10* Zellen/Well ausplattiert. Nach zwei Stunden wurden die Zellen mit 4 % Paraformaldehyd fixiert, mit Methy-
lenblau gefarbt und wie beschrieben quantifiziert. Oliver et al., J. Cell Sci. 92, 513-518 (1989).

[0135] Unter serumfreien Bedingungen vermittelte hCyr61 die Zellanhaftung, nicht jedoch die Ausbreitung
von HUVE-Zellen. Die Anhaftung von HUVE-Zellen an hCyr61-beschichtete Platten wurde durch Aufnahme
von Serum in das Kulturmedium verstarkt. In Gegenwart von Serum erfolgte die Anhaftung und Ausbreitung
von HUVE-Zellen an hCyr61 auf eine ahnliche Weise, wie sie an Fibronectin beobachtet worden ist. Hu-
man-Cyr61 forderte die Adhasion von HUVE-Zellen auf dosisabhangige Weise bei hohen (10 %) und niedrigen
(0,5 %) Serumkonzentrationen. Jedoch war in Gegenwart von 10 % fbs der maximale Anteil an Zellen, die bei
niedrigerer hCyr61-Konzentration anhafteten, und der Anteil von anhaftenden Zellen héher. Von Human-Cyr61
zeigte sich ebenfalls, dass es mit Vironectin bei der Férderung der Adhasion und Ausbreitung von HUVE-Zel-
len kooperierte. Zwei hauptsachliche Zelladhasionsproteine, die sich in Sdugetier-Seren finden, sind Fibronec-
tin und Vironectin, die auch als ,Serum-Ausbreitungsfaktor" bekannt sind. Fiir einen Uberblick siehe Feld-
ing-Habermann et al., Curr. Opin. Cell Biol. 5, 864-868 (1993). Zellanhaftung, -ausbreitung und -wachstum auf
Gewebekultur-Kunststoff hangten aus den folgenden Grinden von Vitronectin und nicht von Fibronectin im Se-
rum ab: (1) erhebliche Verarmung von Fibronectin in den fbs-Chargen wegen ,Gerinnung" bei 4°C; und (2) Un-
fahigkeit von Fibronectin, den Kunststoff in Gegenwart einer tberschiissigen Menge anderer Serumproteine
effizient zu beschichten. Im Gegensatz dazu beschichtete Vitronectin die Kunststoffoberflachen unter densel-
ben Bedingungen effizient.

[0136] Es wurde die Fahigkeit von HUVE-Zellen verglichen, in Gegenwart von pseudo-immunverarmtem fbs
und Serum, das mit Anti-Rinder-Vitronectin-Antikdrpern immunverarmt war, an hCyr61-beschichteten Platten
zu haften. HUVE-Zellen hafteten an hCyr61-beschichteten Oberflachen signifikant besser in Gegenwart von
I6slichem Vitronectin oder pseudo-immunverarmtem fbs als in Gegenwart von serumfreiem Medium oder Me-
dium, das mit Vitronectin-immunverarmtem fbs erganzt war. Die Zugabe von Vitronectin (30 pg/ml) zu Vitronec-
tin-immunverarmtem Serum stellte die Fahigkeit von HUVE-Zellen zur Anhaftung und Ausbreitung an
hCyr61-beschichteten Platten im selben Ausmal} wieder her, wie sie beobachtet wurde, wenn Gesamtserum
im Zellanhaftungstest verwendet wurde. Daruber hinaus stellte 16sliches Vitronectin alleine bei einer Konzent-
ration, die gleich seiner Konzentration in 10 % Serum war (30 pg/ml), das Ausmal} an Zelladhasion und -aus-
breitung auf jenes Ausmal} wieder her, das in Gegenwart von 10 % Serum gefunden wurde. Folglich ist Vit-
ronectin eine notwendige und hinreichende Serumkomponente, die zur Adhasion und Ausbreitung von HU-
VE-Zellen an hCyr61-beschichteten Kunststoffoberflachen beitragt. Kontrolluntersuchungen zeigten, dass die
Wirkung von Vitronectin nicht auf seine bevorzugte Retention an den Kunststoffplattenoberflachen in Gegen-
wart von hCYR61 zurtickzuflihren war.

[0137] Aulerdem wurde die Anhaftung und Ausbreitung von HUVE-Zellen in Gegenwart einer ansteigenden
Menge von Vitronectin untersucht. Die Losungen zum Beschichten der Platten enthielten ansteigende Mengen
Vitronectin (0-10 pg/ml) mit einer festgelegten Menge hCyr61 (10 pg/ml). Die Ergebnisse wiesen darauf hin,
dass an den mit den beiden Proteinen beschichteten Platten mehr Zellen anhafteten, als durch Addition der
einzelnen Adhasionskapazitaten von Vitronectin und hCyr61 zu erwarten gewesen ware. Dieser nicht-additive
Anstieg der Adhasion in Gegenwart von Vitronectin und hCyr61 war nicht auf die hdheren Mengen von am
Kunststoff adsorbiertem Vitronectin zuriickzufiihren. Ein ELISA-Test mit Anti-Human-Vitronectin-Antikdrpern
zeigte, dass die Menge an Vitronectin, die an den gegeniber Vitronectin/hCyr6l-Gemisch ausgesetzten Kunst-
stoffplatten adsorbierten, jene von Vitronectin alleine um nicht mehr als 20 % Uberschritt. Dieser Unterschied
reicht nicht aus, um den beobachteten Unterschied an Zelladh&sion (3- bis 5fach in verschiedenen Experimen-
ten) zu erklaren. Aufierdem haftete auch ein hoéherer Anteil an HUVE-Zellen an das Gemisch von Proteinen
an, wenn die Beschichtungslésung verdiinntes Vitronectin (2,5 ug/ml) enthielt, als an Platten, die mit héheren
Konzentrationen an reinem Vitronectin (10 pg/ml) oder reinem hCyr61 (10 pg/ml) beschichtet waren. Folglich
kooperieren Vitronectin und hCyr61 funktionell und bestatigen eine synergistische Wirkung auf die Adhasion
von HUVE-Zellen.

[0138] Die Fahigkeit von Fisp12, die Zelladhasion zu beeinflussen, wurde ebenfalls untersucht. Fisp12-Zel-

lanhaftungstests wurden im Wesentlichen wie beschrieben (Oliver et al. (1989)) durchgeflhrt. Immunologische
96-Well-Platten wurden 16 Stunden lang bei 4°C mit 20 pg/ml Cyr61, Fisp12 oder Fibronectin (Gibco BRL) in
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0,1 mg/ml BSA enthaltendem PBS beschichtet und mit 10 mg/ml BSA 1 Stunde lang bei Raumtemperatur blo-
ckiert. HUVE-Zellen wurden zu 10* Zellen/Well in F12K-Medium mit 10 % FBS (Hyclone Laboratories Inc., Lo-
gan, Utah) ausplattiert; NIH-3T3-Fibroblasten wurden zu 3 x 10* Zellen/Well ausplattiert, und Mv1Lu-Zellen
wurden zu 5 x 10* Zellen/Well in Minimal-Essential-Medium (MEM) mit 10 % FBS ausplattiert. Nach einstiin-
diger Inkubation wurden die Zellen fixiert, mit Methylenblau gefarbt und wie beschrieben (Oliver et al. (1989))
quantifiziert. Die Zellausbreitung wurde an Zellen untersucht, die auf mit 2,5 ml einer Lésung von 20 pg/mi
Cyr61, Fisp12 oder Fibronectin beschichteten 100-mm-Polystyrol-Petrischalen ausplattiert waren. 107 Zellen
wurden auf jeder Platte ausplattiert und die Zellausbreitung 90 Minuten nach Ausplattierung durch Mikroskopie
bei 100facher Vergrélerung analysiert.

[0139] Die Ergebnisse zeigten an, dass Fisp12 sowie Cyr61, wenn sie auf Kunststoffplatten beschichtet wa-
ren, die Anhaftung von drei verschiedenen Zelltypen forderte: HUVE-Zellen, NIH-3T3-Fibroblasten und
Nerz-Lungenepithel-(Mv1Lu-) Zellen. Diese Zellen hafteten schlecht an unbeschichteten Kunststoffplatten
oder Kunststoffplatten, die mit Rinderserumalbumin beschichtet waren, hafteten jedoch signifikant besser an
Platten, die entweder mit Fibronectin, Cyr61 oder Fisp12 beschichtet waren. Die Fahigkeit von Cyr61 oder
Fisp12, die Zellanhaftung zu vermitteln, ist vergleichbar mit jener von Fibronectin fur alle drei Zelltypen. Wah-
rend die Fahigkeit von Cyr61, die Zellanhaftung zu vermitteln, bereits friher fir Fibroblasten und Endothelzel-
len nachgewiesen worden ist (Kireeva et al. (1996)), zeigen diese Untersuchungen eine Zellanhaftungsaktivitat
fur Fisp12 sowie Cyr61 in Epithelzellen zusatzlich zu Endothelzellen und Fibroblasten.

[0140] Wie die Zellanhaftung von Fibronectin und Cyr61 (Kireeva et al (1996)) wurde die Fisp12-vermittelte
Zellanhaftung gehemmt, wenn zum Kulturmedium EDTA zugesetzt wurde. Diese Hemmung wurde durch die
Zugabe von Uberschussigem MgCl, vollstandig aufgehoben, was auf die Notwendigkeit von zweiwertigen Kat-
ionen fur die Fisp12-vermittelte Zellanhaftung hinweist. Zusatzlich zur Zellanhaftung férdert Fisp12 auch die
Zellausbreitung. Eine ahnliche Zellausbreitung wurde gefunden, wenn NIH-T3T-Zellen auf Platten, die entwe-
der mit Fibronectin, Cyr61 oder Fisp12 beschichtet waren, ausplattiert wurden, nicht jedoch bei Beschichtung
mit BSA. Endothelzellen und Epithelzellen breiteten sich ebenfalls aus, wenn sie auf Fibronectin, Cyr61 oder
Fisp12 ausplattiert wurden.

Beispiel 14
Migration von Fibroblasten

[0141] Cyr61 beeinflusst ferner Chondrozyten, z.B. die an der Skelettentwicklung beteiligten Fibroblasten. In
Speziellen beeinflusst Cyr61 die Entwicklung und méglicherweise die Erhaltung von Knorpel, im Gegensatz zu
einer Vielzahl von wachstumsbezogenen Proteinen, die ausschlieBlich die Entwicklung und Erhaltung des
Knochenskeletts beeinflussen. Die chemotaktische Reaktion von NIH-3T3-Zellen auf Maus-Cyr61 wurde unter
Verwendung einer modifizierten Boyden-Kammer (Neuroprobe Inc., Katalognummer AP48) untersucht. Gro-
tendorst, Meth. Enzymol. 147, 144-152 (1987). Gereinigtes Cyr61-Protein wurde in Rinderserumalbumin (BSA;
0,2 mg/ml) enthaltendem DMEM reihenverdinnt und zum unteren Well der Kammer zugegeben. Der untere
Well wurde dann mit einem Collagen-beschichteten Polycarbonatfilter (8 ym Porendurchmesser; Nucleopore
Corp., Pleasanton, CA) bedeckt. Zellen (6 x 10*) wurden dann in den oberen Well eingebracht. Nach 5 Stunden
Inkubation (10 % CO,, 37°C) wurde das Filter entfernt und die Zellen unter Verwendung von Wright-Giem-
sa-Farbstoff (Harleco-Formulierung; EM Diagnostic Systems, Gibbstown, NJ) fixiert und gefarbt. Zellen aus der
oberen Oberflache des Filters wurden dann durch Abwischen mit einem Gewebetupfer entfernt. Die chemo-
taktische Reaktion wurde durch Zahlen der Gesamtzahl migrierender Zellen bestimmt, die in zehn zufallig ge-
wahlten Hochleistungs-Mikroskopie-Feldern (400fache VergréRerung) an der unteren Oberflache des Filters
detektiert wurden. Doppelversuche wurden fiir jedes Experiment durchgefihrt, und das Experiment wurde drei
Mal wiederholt, um die Reproduzierbarkeit der Daten sicherzustellen.

[0142] NIH-3T3-Zellen reagierten auf Cyr61 als chemotaktischer Faktor auf dosisabhangige Weise im Boy-
den-Kammer-Test. Ohne Cyr61 migrierten ungefahr 4,8 Zellen pro Hochleistungs-Feld. In Gegenwart von 0,5
pg/ml Maus-Cyr61 fanden sich ungefahr 5,2 Zellen pro Feld. Wenn die Konzentration von Cyr61 auf 1, 5 und
10 pg/ml erhéht wurde, stieg die mittlere Anzahl migrierender Zellen pro Feld auf 7,5, 18,5 und 18,7. Folglich
agiert Maus-Cyr61 als chemisch anziehendes Mittel fir Fibroblasten. Die optimale Konzentration fiir die che-
motaktische Aktivitat von Cyr61 betragt in diesem Test 1-5 pg/ml; dieser Konzentrationsbereich steht im Ein-
klang mit den berichteten Bereichen, bei denen andere ECM-Molekille fiir eine wirksame chemotaktische Sti-
mulierung sorgen. Beispielsweise weist Thrombospondin bei 5-50 pg/ml eine chemotaktische Wirkung auf En-
dothelzellen auf (Taraboletti et al., J. Cell Biol. 111, 765-772 (1990)); Fibronectin fungiert ebenfalls als chemo-
taktisches Mittel bei 1-30 pg/ml (Carsons et al., Role of Fibronectin in Rheumatic Diseases, in: Fibronectin,
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Mosher (Hrsg.), Academic Press (1989); Carsons et al., Arthritis. Rheum. 28, 601-612 (1985)), wie unter Ver-
wendung ahnlicher Boyden-Kammer-Tests ermittelt wurde. Das Human-Cyr61-Polypeptid kann verwendet
werden, um die Chemoattraktion von Fibroblasten auf eine zum Maus-Cyr61 analoge Weise zu bewirken. In
Experimenten, die analog zu den Studien der NIH-3T3-Zellmigration als Reaktion auf Maus-Cyr61 sind, wurde
die Migration von Human-1064SK-Hautfibroblasten als Reaktion auf Wildtyp-Human-Cyr61 und Hu-
man-Cyr61-NT (ein Cyr61-Polypeptidfragment, das genauer in Beispiel 29 beschrieben ist) bestimmt. Cyr61
induzierte Migration der Human-Fibroblastenzellen bei vergleichbaren Mengen wie die Maus-Cyr61-Mengen,
die NIH-3T3-Zellen-Chemotaxis induzieren. Das Human-Cyr6i-NT induzierte 1064SK-Zellmigration bei Men-
gen, die mit wirksamen Mengen des Wildtyp-Human-Cyr61 vergleichbar sind. Antikdrperstudien zeigten, dass
ein Antikorper, der fir die a,-Integrin-Untereinheit spezifisch war, die Fibroblastenmigration in Gegenwart von
Cyr61-Polypeptiden hemmte, wahrend ein Antikorper (d.h. GoH3), der fur die a,-Integrin-Untereinheit spezi-
fisch war, die Migration nicht hemmte. Weitere Untersuchungen zeigten, dass ein monoklonaler Antikdrper, der
a,Bs-Integrin spezifisch erkannte, Cyr61-induzierte Human-Fibroblastenmigration hemmte, jedoch ein monok-
lonaler Antikdrper, der Integrin-a,, spezifisch erkannte, diese Migration nicht hemmte. Daher vermittelt Inte-
grin a,f; die Fibroblasten-Migration als Reaktion auf Cyr61-Polypeptide. Diese Ergebnisse stehen im Gegen-
satz zu den Ergebnissen der Antikorper-Studien, die die chemotaktische Reaktion von Endothelzellen auf
Cyr61-Polypeptide, die von Integrin a,3; abhangig ist, analysierten. Vom Human-CTGF ist ebenfalls berichtet
worden, dass es die Migration von Nicht-Human-Saugetierzellen, wie z.B. NIH-3T3-Zellen (Maus-Fibroblasten)
und BASM-Zellen (Rinder-Aorta-Glattmuskelzellen), stimuliert, wie in US-Patent Nr. 5.408.040, Spalte 7, Zeile
65, bis Spalte 11, Zeile 7, beschrieben wird.

[0143] Somit ist ein Verfahren zum Screenen auf Modulatoren von Zellmigration, wie z.B. Fibroblasten-Zell-
migration, moglich. Das Verfahren umfasst allgemein das Aussetzen von Zellen, die zumindest einen geeigne-
ten Integrin-Rezeptor umfassen, gegentiber einem Cyr61-Polypeptid in Gegenwart oder Abwesenheit eines
moglichen, oder vermutlichen, Modulators. Eine nachfolgende Messung der relativen Zellmigrationsgeschwin-
digkeiten (in Gegenwart und Abwesenheit des potenziellen Modulators) identifiziert Modulatoren von Cyr61-in-
duzierter Zellmigration. Es ist zu erwarten, dass verschiedene kleine Chemikalien, sowohl anorganischer als
auch organischer Natur, sowie unterschiedliche Peptide potenzielle Modulatoren darstellen. Beispiele umfas-
sen Mannose und sein Derivat Mannose-6-phosphat, wobei Letzteres wahrscheinlich durch Hemmung als Mo-
dulator von Cyr61-induzierter Zellmigration agiert. Mogliche Modulatoren kénnen sehr unterschiedliche Struk-
turen aufweisen und einzeln oder als Teil eines systematischeren Ansatzes unter Einsatz einer auf dem Gebiet
der Erfindung bekannten chemischen oder Peptidbibliothek getestet werden.

[0144] In einem alternativen Verfahren umfasst ein Test fur Modulatoren der Zellmigration, wie z.B. der Mig-
ration von Chondrozyten, eine Kombination eines mutmaflichen Modulators der Zellmigration und Cyr61, die
dem unteren Well einer Boyden-Kammer zugegeben werden. Als Kontrolle wird Cyr61 gesondert dem unteren
Well einer anderen Boyden-Kammer zugegeben. Relative Zellmigrationen werden dann gemessen. Ein An-
stieg der Zellmigration in Gegenwart des mutmallichen Modulators verglichen mit der Zellmigration als Reak-
tion auf Cyr61 alleine identifiziert einen Foérderer der Chondrozyten-Zellmigration, wahrend eine relative Ab-
nahme der Zellmigration in Gegenwart des mutmalRlichen Modulators einen Inhibitor identifiziert.

Beispiel 15
Migration von Endothelzellen — In-vitro-Tests

[0145] Das Endprodukt der In-vitro-Angiogenese ist ein wohldefiniertes Netzwerk von kapillarahnlichen Réh-
ren. Wenn auf Gelmatrizes, z.B. Collagen, Fibrin oder Matrigel-Gelen, kultiviert wird, missen Endothelzellen
zuerst in die Matrix eindringen, bevor reife Gefal3e gebildet werden. (Matrigel ist ein komplexes Gemisch von
Basalmembran-Proteinen, die Laminin, Collagen Typ IV, Nidogen/Entactin und Proteoglykan-Heparinsulfat mit
zusatzlichen Wachstumsfaktoren umfassen. Kleinman et al., Biochem. 25, 312-318 (1986)). Die invasiven
Strukturen sind Strange, die letztlich anastomosieren, um die gefaRahnlichen Strukturen auszubilden. Die an-
giogene Wirkung von Human-Cyr61 auf konfluente Monoschichten von Human-Nabelvenen-Endothelzelen
wird durch Aussaen der Zellen auf dreidimensionalen Collagen- oder Fibrin-Gelen in Gegenwart oder Abwe-
senheit von Cyr61 ermittelt. HUVE-Zellen dringen nicht spontan in solche Gele ein, tun dies jedoch bei Induk-
tion durch solche Mittel wie Tumor-Promotoren.

[0146] Collagen-Gele wurden hergestellt, indem zunachst Typ-I-Collagen (Collaborative Research Inc., Bed-
ford, MA) in einer sterilen 1:1000-Verdinnung (Vol./Vol.) von Eisessig (300 ml pro Gramm Collagen) solubili-
siert wurde. Die resultierende Lésung wurde durch eine sterile Dreifach-Gaze filtriert und bei 16.000 x g 1 Stun-
de lang bei 4°C zentrifugiert. Der Uberstand wurde gegen 0,1X-Eagle's-Minimal-Essential-Medium (MEM; Gib-
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co-BRL Inc.) dialysiert und bei 4°C gelagert. Gele von rekonstituierten Collagenfasern wurden durch schnelles
Erhéhen von pH-Wert und lonenstarke der Collagenlésung hergestellt. Die Einstellungen von pH und lonen-
starke wurden durch schnelles Mischen von 7 Volumina kalter Collagenlésung mit einem Volumen 10X-MEM
und 2 Volumina Natriumbicarbonat (11,76 mg/ml) in einer sterilen Flasche erzielt. Die L6sung wurde auf Eis
gehalten, um die sofortige Gelierung zu verhindern. Das kalte Gemisch wurde in 18-mm-Gewebekulturwells
verteilt und 10 Minuten lang bei 37°C gelieren gelassen.

[0147] Fibringele wurden durch Auflésen von Fibrinogen (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) unmittelbar vor
der Verwendung in Calcium-freiem MEM hergestellt, um eine Endkonzentration von 2,5 mg Protein/ml zu er-
reichen. Die Gerinnung wurde durch schnelles Mischen von 1,35 ml Fibrinogen-Lésung mit 15 pl 25 U/ml
Thrombin (Sigma Chemical Co.) enthaltendem 10X-MEM in einem Kunststoffréhrchen ausgeldst. Das Ge-
misch wurde sofort in 18-mm-Gewebekulturwells Gbertragen und fiir ungefahr 2 Minuten lang bei 37°C gelieren
gelassen.

[0148] In manchen Wells wurde Cyr61 vor der Gelierung in die Gelmatrix gemischt (Endkonzentration 10
pg/ml), wahrend sich in anderen Wells Cyr61 nicht in der Gelmatrix befand, sondern als Teil des Nahrmediums
zugegeben wurde (dhnliche Konzentrationsbereiche wie in der Matrix), nachdem die Zellen Konfluenz erreicht
hatten. HUVE-Zellen wurden zu 5 x 10* Zellen pro Well in 10 % Fotalrinderserum, 100 pg/ml Heparin und 30
pg/ml Endothelzellen-Wachstumsfaktor enthaltendem Ham-F12K-Medium (Gibco-BRL Inc.) auf die Gelmatri-
xoberflache gesat. Sobald die Zellen Konfluenz erreichten, wurde das Medium entfernt, die Zellen wurden mit
PBS gewaschen und mit frischem Medium ohne Endothelzellen-Wachstumsfaktor versorgt. Manche Kulturen
erhielten gereinigtes rekombinantes Cyr61, wahrend andere Cyr61 und polyklonale Anti-Cyr61-Antikrper er-
hielten. Folglich umfasste die Reihe von Kulturen bei Konfluenz Folgendes: a) Kulturen ohne Cyr61; b) Kultu-
ren mit Cyr61 im Inneren der Matrix; ¢) Kulturen mit Cyr61, welches das Medium erganzte; und d) Kulturen mit
Cyr61, welches das Medium gemeinsam mit polyklonalen Anti-Cyr61-Antikdrpern erganzte.

[0149] Die Invasion der Gelmatrix wurde ungeféhr 4-7 Tage nach Behandlung der konfluenten Kulturen quan-
tifiziert. Zufallig gewahlte Felder einer GréRe von 1,0 mm x 1,4 mm wurden in jedem Well phasenkontrastmik-
roskopisch mit einem invertierten Zeiss-Axiovert-Fotomikroskop fotografiert. Fotografien wurden auf einer ein-
zigen Ebene unter der Oberflachen-Monoschicht aufgenommen. Die Invasion wurde durch Messen der Ge-
samtlange aller Zellstrange quantifiziert, die unter die Oberflachen-Monoschicht eindrangen. Ergebnisse wur-
den als mittlere Lange in Mikrometer pro Feld fir zumindest 3 zuféllig gewahlte Felder aus jedem von zumin-
dest drei gesonderten Experimenten berechnet.

[0150] Um das Netzwerk von Strangen im Inneren der Matrix fur die Bildung kapillarahnlicher Réhren zu un-
tersuchen, wurden Kulturen in situ Gber Nacht mit 2,5 % Glutaraldehyd und 1 % Gerbsaure in 100 mM Natri-
umcacodylatpuffer, pH 7,4, fixiert. Die Kulturen wurden dann intensiv in 100 mM Natriumcacodylatpuffer, pH
7,4, gewaschen. Die Gele wurden in 2 mm x 2 mm grofRe Stlicke geschnitten, in 1 % Osmiumtetroxid in Vero-
nalacetatpuffer (um Gewebequellung zu minimieren; siehe Hayat, in: Principles and Techniques of Electron Mi-
croscopy: Biological Applications 1, Litton Educational Publishing Inc., 38 (1970)) 45 Minuten lang nachfixiert,
im Ganzen mit 0,5 % Uranylacetat in Veronalpuffer 45 Minuten lang gefarbt, durch Aussetzen gegeniiber einer
abgestuften Ethanolreihe entwassert und in flachen Formen in Epon eingebettet. Semidiinnschnitte wurde
quer zur Kulturebene mit einem Ultramikrotom geschnitten, mit 1 % Toluidinblau gefarbt und unter Durchlicht
mit einem Axiophot-Fotomikroskop (Zeiss) fotografiert.

[0151] In einem alternativen Verfahren wird ein mutmaflicher Modulator der Angiogenese mit Cyr61 kombi-
niert und die Kombination wie vorher vor oder nach der Ausbildung eines Gels zugegeben. In diesem Verfahren
wird eine Kontrolle durch Verwenden von Cyr61 alleine eingefiuhrt. Die Migration von Zellen als Reaktion auf
den mutmaflichen Modulator und Cyr61 wird dann mit der Migration von Zellen als Reaktion auf Cyr61 alleine
verglichen. Ein Férderer oder positiver Effektor wird die Zellmigration erhéhen, wahrend ein Inhibitor oder ne-
gativer Effektor die Zellmigration vermindern wird.

[0152] In einem alternativen In-vitro-Test fur angiogene Aktivitat wurde ein Test flr Endothelzellen-Migration
entwickelt. Von diesem Chemotaxis-Test ist gezeigt worden, dass er die Wirkungen von Cyr61-Konzentratio-
nen in der GréRenordnung von Nanogramm pro Milliliter detektiert. Primare mikrovaskuldre Human-Endothel-
zellen (HMVEC PO51; Clonetics, San Diego, CA) wurden in DME mit 10 % Donor-Kalberserum (Flow Labora-
tories, McLean, VA) und 100 ug/ml Endothelzellen-Mitogen (Biomedical Technologies Inc., Stoughton, MA) ge-
halten. Die Zellen wurden zwischen Passagen 10 und 15 verwendet. Um die Migration zu messen, wurden die
Zellen fur 24 Stunden in 0,1 % BSA enthaltendem DME ausgehungert, geerntet, in DME mit 0,1 % BSA resus-
pendiert und zu 1,75 x 10* Zellen/Well an der unteren Oberflache eines gelatinierten 0,5-um-Filters (Nucleo-
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pore Corporation, Pleasanton, CA) in einer invertierten modifizierten Boyden-Kammer ausplattiert. Nach 1-2
Stunden bei 37°C, wahrenddessen die Anhaftung der Zellen an das Filter erméglicht wurde, wurde die Kammer
in ihre normale Position umgedreht. Zum oberen Well gesonderter Kammern wurde basischer Fibroblas-
ten-Wachstumsfaktor (eine positive Kontrolle), Cyr61 oder eine negative Kontrollldsung (konditioniertes Medi-
um, dem bekanntermalRen Chemoattraktoren fehlen, oder DME plus BSA, siehe unten) in Konzentrationen im
Bereich von 10 ng/ml bis 10 pg/ml zugegeben. Die Kammern wurden dann 3-4 Stunden lang bei 37°C inkubiert,
um Migration zu ermdglichen. Die Kammern wurden zerlegt, die Membranen fixiert und gefarbt und die Anzahl
von Zellen, die zur Oberseite des Filters migriert sind, in 3 Hochleistungs-Feldern bestimmt. Tolsma et al., J.
Cell Biol. 122, 497-511 (1993) und darin zitierte Arbeiten. DME mit 0,1 % BSA wurde als negative Kontrolle
verwendet, und es wurde entweder bFGF (10 ng/ml) oder konditioniertes Medium aus angiogenen Hams-
ter-Zelllinien (20 ug/ml Gesamtprotein) als positive Kontrolle verwendet. Rastinejad et al., Cell 56, 345-355
(1989). Jede Probe wurde in vierfacher Ausfiihrung (Testverbindung, wie z.B. Cyr61, positive Kontrolle, kondi-
tioniertes Medium als negative Kontrolle und DME plus BSA als negative Kontrolle) in einem einzigen Experi-
ment getestet; Experimente wurden zumindest zweimal wiederholt.

[0153] Um den Vergleich von Experimenten zu ermdglichen, die an verschiedenen Tagen durchgefuhrt wur-
den, sind die Migrationsdaten als prozentuelle maximale Migration gegentiber der positiven Kontrolle angege-
ben, die nach Subtraktion der in Gegenwart von DME plus BSA beobachteten Hintergrundmigration beobach-
tet wurde. Testverbindungen, die die Zufallsbewegung von Endothelzellen unterdriickten, zeigten einen nega-
tiven Wert fur die prozentuelle Migration. Sehr hohe Konzentrationen von Thrombospondin (TSP) bewirkten
die Abldsung von Endothelzellen von der Membran. Die Ablésung wurde durch Zahlen der Zellen an der Un-
terseite der Membran detektiert. Wenn der Zellverlust 10 % Uberschritt, wurde die Anzahl migrierter Zellen um
diesen Verlust korrigiert. Die Ergebnisse zeigen an, dass 0,01-10 ug/ml bFGF die Migration von konstanten 92
Zellen je drei Hochleistungs-Mikroskopfeldern induzierte. Migration in Gegenwart von Cyr61 offenbarte eine
starkere Konzentrationsabhangigkeit. Bei 10 ng/ml induzierte Cyr61 im Mittel die Migration von 64 Zellen je drei
untersuchten Hochleistungsfeldern. Bei 100 ng/ml Cyr61 fanden sich ungefahr 72 Zellen in drei Feldern; bei 1
pg/ml Cyr61 ist ein Maximum von 87 Zellen migriert; bei ungefahr 7 ug/ml Cyr61 wurden ungefahr 61 Zellen
beobachtet; und bei 10 ug/ml Cyr61 fanden sich ungefahr 57 Zellen, die migriert sind. Die negative Kontrolle
zeigte ein konstantes Grundausmalf von Endothelzellen-Migration von 53 Zellen je drei Hochleistungs-Mikro-
skopfeldern. Zusatzlich zu diesen Ergebnissen besteht eine perfekte Korrelation der Ergebnisse aus diesem
In-vitro-Test und der Ergebnisse aus dem unten beschriebenen In-vivo-Hornhaut-Test.

[0154] Um die Toxizitat zu beobachten, wurden Endothelzellen mit jeder der getesteten Verbindungen in ei-
nem Konzentrationsbereich unter Bedingungen behandelt, die mit jenen der im Migrationstest verwendeten
identisch waren. Die Zellen wurden dann mit Trypanblau gefarbt, und es wurden die Trypanblau ausschlief3en-
den Zellen gezahlt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Zellen lebensfahig blieben und dass die Hemmung der
Migration nicht auf Toxizitat zurlickzufihren war. Wo zweckdienlich, wurden Endothelzellen 36-48 Stunden
lang mit Peptiden zu 20 yM in DME mit 0,1 % BSA vor der Verwendung in den Migrationstests vorbehandelt.
Die Toxizitat wurde wahrend dieser Zeitspanne ebenfalls getestet und erwies sich als vernachlassigbar.

[0155] Die Fahigkeit von Cyr61, Matrix-Invasion und Réhrenbildung durch HUVE-Zellen zu induzieren, sowie
die Fahigkeit von Cyr61, die Migration von mikrovaskularen Human-Endothelzellen zu induzieren, belegt die
angiogenen Eigenschaften dieses Proteins. Es wird erwartet, dass andere Elemente der ECM-Signalmole-
kul-Familie Cystein-reicher Proteine, wie z.B. Fisp12 und CTGF, ahnliche Eigenschaften aufweisen, die zum
Screenen auf angiogene Bedingungen und Modulieren angiogener Bedingungen verwendet werden kdénnen.
Im Speziellen kann ein gewoéhnlich Fachkundiger auf dem Gebiet der Erfindung nachvollziehen, dass ein In-vi-
tro-Test fur angiogene Inhibitoren den oben beschriebenen Test umfasst und eine wirksame Menge Cyr61 mit
oder ohne Kandidat-Inhibitor einschlief3t.

Beispiel 16
Mirgration von Endothelzellen — ein In-vitro-Test fiir Angiogenese-Inhibitoren

[0156] Die Aufnahme einer wirksamen Menge eines ECM-Signalmolekdls, wie z.B. Cyr61, in den im vorher-
gehenden Beispiel beschriebenen In-vitro-Migrations- (d.h. Chemotaxis-) Test stellt einen Test bereit, der zur
Detektion von Inhibitoren von ECM-Signalmolekiilen und Angiogenese konstruiert ist. Wegen der entscheiden-
den Rolle der Neovaskularisierung in solchen Prozessen wie Wachstum und Metastase massiver Tumoren
ware die Entwicklung von Tests zur Detektion von Verbindungen zweckdienlich, die diese Prozesse antagoni-
sieren kdnnten.
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[0157] Der oben beschriebene In-vitro-Migrationstest wurde adaptiert, so dass er ein ECM-Signalmolekiil,
Cyr61, umfasste. Cyr61 wurde zu 1 pg/ml aufgenommen, das sich in Titrationsuntersuchungen als optimale
Dosis erwies. Wie im vorhergehenden Beispiel wurden mikrovaskulare Human-Endothelzellen (Clonetics) ver-
wendet. In einer der Testserien wurden mehrere Kohlenhydrate und Kohlenhydratderivate analysiert. Diese
Verbindungen umfassten 10 mM Mannose, 10 mM Mannose-6-phosphat und 10 mM Galactose. Ergebnisse
dieser Tests zeigten, dass Cyr61 plus Mannose ungefahr 73 Zellen pro Satz von drei Hochleistungs-Mikros-
kopfeldern (siehe oben) lieferte. Cyr61 plus Galactose induzierte die Migration von ungefahr 74 Zellen pro Satz
von drei Hochleistungsfeldern. Jedoch lieferte Cyr61 plus Mannose-6-phosphat ungefahr 2 migrierende Zellen
fur jeden Satz von drei untersuchten Hochleistungsfeldern. Kontrollexperimente zeigen, dass die Hemmung
der Cyr61-Aktivitat durch Mannose-6-phosphat spezifisch ist.

[0158] Die angiogene Aktivitat von basischem FGF (10 ng/ml) wurde ebenfalls wie oben beschrieben mit und
ohne Mannose-6-phosphat getestet. In Gegenwart von 10 mM Mannose-6-phosphat induzierte bFGF die Mi-
gration von 51 Zellen pro Satz von drei Hochleistungsfeldern; in dessen Anwesenheit induzierte bFGF die Mi-
gration von ungefahr 52 Zellen. Wenn jedoch entweder Cyr61 oder Insulin-Wachstumsfaktor Il (IGF-II) getestet
wurden, verminderte Mannose-6-phosphat die Anzahl migrierender Zellen von ungefahr 48 bzw. 47 Zellen auf
ungefahr 12 bzw. 11 Zellen. Die Wirkung von Mannose-6-phosphat auf die IGF-II-Aktivitat war erwartet, da
Mannose-6-phosphat bekanntermafRen mit IGF Il um ihren gemeinsamen Rezeptor (den IGF-lI1-Rezeptor) kon-
kurrieren. Folglich hemmt Mannose-6-phosphat spezifisch die chemotaktische Aktivitdt von Cyr61 an Hu-
man-Endothelzellen. Dariiber hinaus ist Mannose-6-phosphat wegen der im Wesentlichen perfekten Korrela-
tion zwischen In-vitro-Migrationstest und In-vivo-Angiogenese-Test (unten beschrieben) als Inhibitor der Angi-
ogenese auf Basis der Ergebnisse des hierin offenbarten Tests identifiziert worden. Demgeman kann ein Ver-
fahren der Angiogense-Hemmung den Schritt des Verabreichens eines Inhibitors der angiogenen Aktivitat von
Cyr61, wie z.B. Mannose-6-phosphat, umfassen. Tests wie der oben beschriebene kdnnen ferner verwendet
werden, um auf andere Inhibitoren der Angiogenese zu screenen, die bei der Behandlung von Krankheiten,
die mit Angiogenese in Verbindung stehen, wie z.B. Krebs, und Krankheiten des Auges, die von Neovaskula-
risierung begleitet sind, zweckdienlich sein kénnen.

[0159] Ein Verfahren des Screenings auf Modulatoren der Angiogenese kann einen Vergleichstest umfassen.
Ein Satz von Bedingungen umfasst die Exposition von Zellen mit einer Kombination von Cyr61 und einem mut-
mallichen Modulator der Zellmigration. Als Kontrolle wird ein Paralleltest durchgeflihrt, der Zellen gegentber
Cyr61 alleine aussetzt. Ein Forderer der Zellmigration erhéht die Rate der In-vitro-Zellmigration im Vergleich
zur Migrationsrate in Gegenwart von Cyr61 alleine; das Gegenteil trifft fir einen Inhibitor der Chemoattrakti-
onsfahigkeit von Cyr61 zu.

Beispiel 17
Migration von Endothelzellen — ein In-vivo-Test

[0160] Ein In-vivo-Test fir Endothelzellen-Migration ist ebenfalls entwickelt worden. Im Allgemeinen steht das
Testprotokoll mit der Offenbarung von Tolsma et al. (1993) im Einklang. Um die mit der Bildung von Granulati-
onsgewebe (d.h. das neu gebildete, proliferative, fibroblastische Hautgewebe um die Wunden wahrend der
Heilung) in Verbindung stehende Angiogenese zu ermitteln, wurden Schwammimplantate wie friher beschrie-
ben (Fajardo et al., Lab. Invest. 58, 718-724 (1988)) verwendet. Polyvinylalkohol-Schaumstoffscheiben (10
mm Durchmesser, 1 mm Dicke) wurden hergestellt, indem zunachst ein Kernstiick des Schwamms von 2 mm
Durchmesser entfernt wurde. PBS oder ein RGDS-Peptid (andere mdgliche Testverbindungen umfassen Frag-
mente von Cyr61, RGDS-Peptid, kleine Molekile, wie z.B Mannose-6-phosphat) wurden dem Schwammkern-
stiick zu 100 uM zugegeben, das dann mit 5 pl sterilem Hydron (Interferon Sciences, New Brunswick, NJ) be-
schichtet wurde. Nach Verfestigung wurde der beschichtete Kern in das Zentrum des Schwamms zurlickge-
setzt, der dann an beiden Seiten mit 5-um-Filtern bedeckt und mit Klebstoff (Millipore Corp., Bedford, MA) ge-
sichert wurde. Eine Kontrolle und eine Testscheibe wurden dann subkutan in den Unterleib anasthetisierter
weiblicher Balb/c-Mause implantiert, wo Granulationsgewebe in den freien Rand der Scheibe eindringen konn-
te. Die Wunden wurden mit Autoclips verschlossen und die Tiere ungestoért belassen, bis sie getotet wurden.

[0161] Quantitative Schatzungen der Thymidin-Inkorporation in situ in die Endothelzellen in den Scheiben
wurden wie friher beschrieben erhalten (Polverini et al., J. Immunol. 118, 529-532 (1977)). Schwammimplan-
tate wurden an Tagen 5, 7, 10 und 14 nach Implantation beurteilt. Dreilig Minuten vor der Tétung wurde den
Méusen eine [*H]-Thymidin in Kochsalzlésung (spezifische Aktivitat 6,7 Ci/mM; New England Nuclear/Du Pont,
Wilmington, DE) enthaltende Lésung im Ausmalf von 1 uCi pro Gramm Kdérpergewicht injiziert. Die Schwamme
wurden entfernt und flachenseitig eingebettet, um einen gleichmafigen Schnitt des gesamten Umfangs zu er-
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halten. Die Gewebe wurden in 10 % neutral gepuffertem Formalin fixiert, in einer abgestuften Alkoholreihe ent-
wassert und in Glykolmethacrylat (Polysciences, Miles, IL) eingebettet. Autoradiogramme wurden durch Ein-
tauchen der auf sauregereinigten Glasobjekttragern montierten Schnitte in NTB-Emulsion Typ 2 (Eastman Ko-
dak) hergestellt. Nach Exposition flir 4 Wochen bei 4°C wurden die Autoradiogramme in D-19-Entwickler der
halben Starke entwickelt, in Kodak-Rapid-Fixierer fixiert und mit Hamatoxylin und Eosin gefarbt. Die Quantifi-
zierung der Endothelzellen-Markierung wurde durch Zahlen aller Endothelzellen, die Kapillaren und Venolen
beschichteten, die sich von der Peripherie zum Zentrum des Schwamms erstreckten, durch Rektilinearscan-
ning unter Olimmersion (x 1.000) durchgefiihrt. Insgesamt 500-700 Endothelzellen wurden in jedem der beiden
Schwamme gezahlt, die entweder PBS, TSP oder Peptidfragmente (d.h. Thombospondin-Fragmente) enthiel-
ten. Die Zellen wurden als markiert betrachtet, wenn finf oder mehr Kérner Gber dem Kern detektiert wurden.
Der prozentuelle Anteil markierter Zellen wurde berechnet, und es wurde eine Chi-Quadrat-Analyse der von
Kontrolle und Schwammen des Experiments hergeleiteten Daten durchgefihrt.

[0162] Die Ergebnisse des vorangegangenen Tests zeigten, dass Thrombospondin-Fragmente den Angioge-
nese-Prozess hemmen konnten.

Beispiel 18
Mitogen-Potenzierung

[0163] Maus-Cyr61 verstarkte die mitogene Wirkung von Wachstumsfaktoren auf Fibroblasten und Endothel-
zellen. Wenn NIH-3T3-Fibroblasten oder HUVE-Zellen mit einer nicht sattigenden Dosis von entweder basi-
schem Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) oder Blutplattchen-hergeleitetem Wachstumsfaktor (PDGF-BB)
behandelt wurden, erhéhte die Zugabe von Maus-Cyr61 signifikant die Inkorporation von radimarkiertem Thy-
midin im Vergleich zu Zellen, die mit den Wachstumsfaktoren alleine behandelt worden sind. Der Thymidin-In-
korporationstest ist eine Standardtechnik, um zu bestimmen, ob Zellen aktiv wachsen, indem das Ausmal er-
mittelt wird, in dem Zellen in die S-Phase eingetreten sind und DNA synthetisieren. Die Cyr61-Verstarkung von
bFGF- oder PDGF-BB-induzierter Thymidin-Inkorporation war dosisabhangig und erforderte eine Minimalkon-
zentration von 0,5 bis 1,0 pg/ml rekombinantem Protein fur jeden Zelltyp. Die Verstarkung der DNA-Synthese
durch Cyr61 wurde durch die Zugabe von spezifischem Anti-Cyr61-Antiserum gehemmt.

[0164] Im Spezielleren wurden NIH-3T3-Fibroblastenzellen auf 24-Well-Platten zu 3 x 10* Zellen/Well aus-
plattiert und in DMEM mit 10 % Fotalrinderserum (Intergen Co., Purchase, NY) 3-4 Tage lang geziichtet und
mit 0,2 % FBS enthaltendem Medium fir die folgenden 48 Stunden inkubiert. Die folgenden Verbindungen wur-
den dann zu den ausplattierten Zellen in den in Klammern angegebenen Endkonzentrationen in frischem,
0,2%iges fbs und [*H]-Thymidin (1 uCi/ml Endkonzentration; ICN Biochemicals Inc., Costa Mesa, CA), bFGF
(15 ng/ml), PDGF-BB (30 ng/ml) und Maus-Cyr61 (0,5-5 pug/ml) enthaltendem DMEM zugegeben. Diese Ver-
bindungen wurden den einzelnen Platten nach folgendem Muster zugegeben: 1) keine Erganzung; 2)
Maus-Cyr61; 3) bFGF; 4) Maus-Cyr61 und bFGF; 5) PDGF-BB; und 6) Maus-Cyr61 und PDGF. Nach 18-20
Stunden Inkubation wurden die Zellen mit PBS gewaschen und mit 10 % Trichloressigsaure fixiert. DNA wurde
in 0,1 N NaOH gel6st und die Thymidin-Inkorporation bestimmt. Die Ergebnisse zeigten an, dass Maus-Cyr61
in Abwesenheit eines Wachstumsfaktors die mittels Tritium-Thymidin-Inkorporation gemessene DNA-Synthe-
se nicht stimulierte. Ohne irgendwelche Erganzungen inkorporierten 3T3-Zellen ungefahr 1,8 x 10* cpm
[*H]-Thymidin in Gegenwart und Abwesenheit von Cyr61. Zellen, die gegeniiber bFGF alleine ausgesetzt wur-
den, inkorporierten ungefahr 1,2 x 10° cpm; mit bFGF und Maus-Cyr61 kontaktierte Zellen inkorporierten 2 x
10° cpm. Zellen, die PDGF-BB erhielten, inkorporierten etwa 1,2 x 10° cpm; und Zellen, die gegeniiber
PDGF-BB und Maus-Cyr61 ausgesetzt wurden, inkorporierten etwa 2,4 x 10° cpm. Daher fungierte
Maus-Cyr61 selbst nicht als Mitogen, potenzierte jedoch die mitogene Aktivitat von bFGF und PDGF-BB, zwei
bekannten Wachstumsfaktoren.

[0165] Die Fahigkeit von Maus-Cyr61, die mitogene Wirkung von verschiedenen bF GF-Konzentrationen zu
potenzieren, offenbarte auch die Notwendigkeit eines Schwellenwerts fir den Wachstumsfaktor. Human-Na-
belvenen-Endothelzellen wurden im Wesentlichen wie oben fiir 3T3-Zellen beschrieben ausplattiert und einer
konstanten Menge Maus-Cyr61 ausgesetzt; Kontrollen erhielten kein Cyr61. Verschiedene Platten wurden
dann verschiedenen bFGF-Konzentrationen ausgesetzt, die eine Reihe von bFGF-Konzentrationen im Bereich
von 0-10 ng/ml umfassten. Nach Zlichtung der Kultur in Gegenwart von [*H]-Thymidin fiir 72 Stunden zeigten
gegeniber 0-0,1 ng/ml bFGF ausgesetzte Zellen ein Basislinienniveau von Thymidin-Inkorporation (ungefahr
4 x 102 cpm) in Gegenwart und Abwesenheit von Cyr61. Bei 1 ng/ml bFGF erhdhten jedoch HUVE-Zellen ihre
Thymidin-Inkorporation in Gegenwart von bFGF auf 6 x 10° cpm; in Gegenwart von 1 ng/ml bFGF und
Maus-Cyr61 inkorporierten HUVE-Zellen 1,3 x 10° cpm. Bei 10 ng/ml bFGF inkorporierten gegentiber bFGF
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ausgesetzte Zellen ungefahr 1,8 x 10° cpm Thymidin; Zellen, die 10 ng/ml bFGF und Cyr61 erhielten, inkorpo-
rierten ungefahr 6,1 x 10° cpm.

[0166] Die Fahigkeit von Maus-Cyr61, die mitogene Aktivitat von bFGF zu potenzieren, wurde durch einen
Thymidin-Inkorporationstest verifiziert, der HUVE-Zellen und verschiedene Kombinationen von bFGF, Cyr61
und Anti-Cyr61-Antikbrpern umfasste. Die Zellen wurden wie oben beschrieben ausplattiert und geziichtet. Die
folgenden Kombinationen von Ergéanzungen (Endkonzentrationen der Platten in Klammern angegeben) wur-
den dann 1 Stunde lang vor Zugabe zu den einzelnen Platten vorinkubiert: 1) Pra-Immunantiserum (3 %); 2)
bFGF (15 ng/ml) und Pra-Immunantiserum (3 %); 3) Pra-Immunantiserum (3 %) und Cyr61 (4 ug/ml); 4)
Pra-Immunantiserum (3 %), Cyr61 (4 pg/ml) und bFGF (15 ng/ml); 5) Anti-Cyr61-Antiserum (3 %); 6) An-
ti-Cyr61-Antiserum und bFGF (15 ng/ml); 7) Anti-Cyr61-Antiserum (3 %) und Cyr61 (4 pg/ml); und 8) An-
ti-Cyr61-Antiserum (3 %), Cyr61 (4 pg/ml) und bFGF (15 ng/ml).

[0167] Nach der wie oben beschriebenen Inkubation in Gegenwart von [*H]-Thymidin inkorporierten gegenu-
ber Pra-Antiserum ausgesetzte Zellen ungeféahr 2 x 10? cpm Thymidin; mit Pra-Immunserum und bFGF kon-
taktierte Zellen inkorporierten 1,3 x 10° cpm; Pra-Immunserum und Cyr61 erhaltende Zellen inkorporierten 1 x
10% cpm; Pra-Immunserum, Cyr61 und bFGF erhaltende Zellen inkorporierten 3,6 x 10° cpm; gegeniiber An-
ti-Cyr61-Antiserum ausgesetzte Zellen inkorporierten 2 x 102 cpm; Anti-Cyr61-Antiserum und bFGF erhaltende
Zellen inkorporierten ungefahr 1,3 x 10° cpm; mit Anti-Cyr61-Antiserum und Cyr61 kontaktierte Zellen inkorpo-
rierten ungefahr 1 x 10% und Anti-Cyr61-Antiserum, Cyr61 und bFGF erhaltende Zellen inkorporierten 1 x 103
cpm. Diese Ergebnisse zeigen an, dass Praimmun-Antiserum keine Wirkung auf die Cyr61-induzierte Poten-
zierung mitogener bFGF-Aktivitat hatte. Anti-Cyr61-Antiserum jedoch hob die Potenzierung von bFGF durch
Cyr61 vollstandig auf. Dartiber hinaus war die Wirkung von Anti-Cyr61-Antiserum gegen die Cyr61-induzierte
mitogene Potenzierung spezifisch, da Anti-Cyr61-Antiserum an sich keine Wirkung auf die mitogene Aktivitat
von bFGF hatte. Daher kann Cyr61 als Reagens verwendet werden, um auf brauchbare Mitogene zu screenen.

[0168] Zusatzliche Antikérper-Untersuchungen unter Einsatz von Integrin-spezifischen monoklonalen Anti-
kérpern zeigen, dass aus einem ganzen Panel von Anti-Integrin-Antikérpern nur ein Antikérper, der fiir a,3,-In-
tegrin spezifisch war, die Induktion von DNA-Synthese durch Cyr61-Polypeptide, einschlieBlich Wildtyp-Cyr61
und Cyr61-NT, hemmte. Somit ist a,3,-Integrin fir eine Cyr61-induzierte Mitogenese erforderlich, obwohl es
nicht an Fibroblastenadhasion beteiligt ist (sieche Beispiel 19).

[0169] Die DNA-Synthese fur HUVE-Zellen und NIH-3T3-Fibroblasten wurde durch Thymidin-Inkorporation
wie friiher beschrieben (Kireeva et al., Mol. Cell. Biol. 16, 1326-1334 (1996)) mit geringfligigen Modifizierungen
gemessen. HUVE-Zellen wurden in 24-Well-Platten bis zum Zustand der Subkonfluenz geziichtet, 24 Stunden
lang an Serum verarmt und mit 10 % Fétalkalberserum (FBS), 1 uCi/ml [*H]-Thymidin und 10 ng/ml basischen
Fibroblasten-Wachstumsfaktor (bFGF) (Gibco-BRL Inc.) enthaltendem F12K-Medium mit verschiedenen Kon-
zentrationen von Cyr61 und Fisp12 wie angegeben behandelt. NIH-3T3-Fibroblasten wurden bis nahe der
Konfluenz geziichtet, 48 Stunden lang an Serum verarmt und mit 0,5 % FBS, 1 puCi/ml [*H]-Thymidin, bFGF
und verschiedene Konzentrationen von Cyr61 und Fisp12 enthaltendem Minimal-Essential-Medium (MEM) be-
handelt. Die Thymidin-Inkorporation in die in Trichloressigsaure unldsliche Fraktion wurde nach 24 Stunden
langer Inkubation bestimmt. Logarithmisch gewachsene Nerz-Lungenepithelzellen (Mv1Lu, CCL64) wurden
mit verschiedenen Konzentrationen TGF-1 (Gibco-BRL) und 2 ug/ml Cyr61 oder Fisp12 18 Stunden lang be-
handelt; [*H]-Thymidin wurde dann zu 1 pCi/ml fir 2 Stunden zugegeben. Die Thymidin-Inkorporation wurde
wie oben beschrieben bestimmt.

[0170] Gereinigtes rekombinantes Fisp12-Protein zeigte keinerlei mitogene Aktivitat unter irgendeiner der ge-
testeten Testbedingungen. Dagegen war Fisp12 fahig, durch Fibroblasten-Wachstumsfaktor induzierte
DNA-Synthese in NIH-3T3-Fibroblasten sowie HUVE-Zellen zu verstarken. Diese Aktivitat war von der durch
Cyr61 gezeigten nahezu ununterscheidbar.

[0171] Wahrend Cyr61 und Fisp12 die Wachstumsfaktor-induzierte DNA-Synthese in Fibroblasten und Endo-
thelzellen verstarken, verstarken beide Proteine auch Wachstumsfaktor-vermittelte Wirkungen auf andere Wei-
se. Es ist bekannt, dass TGF- die DNA-Synthese in Epithelzellen hemmt (Satterwhite et al. (1994)). Es wurde
beobachtet, dass sowohl Cyr61 als auch Fisp12 die Fahigkeit von TGF-B verstarkten, die DNA-Synthese in
Nerz-Lungenepithelzellen zu hemmen. Die Daten belegen, dass rekombinantes Cyr61 und Fisp12, aus serum-
freien Quellen gereinigt, selbst nicht mitogen sind, jedoch die Fahigkeit haben, mit den Wirkungen von Poly-
peptid-Wachstumsfaktoren in Synergie zu treten. Cyr61 und Fisp12 verstarken die DNA-Synthese-Induktion
durch FGF und verstarken die DNA-Synthese-Hemmung durch TGF-p.
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[0172] Weiters kdnnen Verfahren zum Screenen auf Modulatoren von Mitogen-Potenzierung eingeschlossen
sein. Ein Vergleichstest setzt subkonfluente Zellen einem ECM-Signalmolekil, wie z.B. Cyr61, einem Wachs-
tumsfaktor, und einem mutmafRlichen Modulator eines ECM-Signalmolekiils aus. Als Kontrolle wurden ahnliche
Zellen dem ECM-Signalmolekil und Wachstumsfaktor ausgesetzt. Eine weitere Kontrolle setzt ahnliche Zellen
gegeniber dem Wachstumsfaktor und dem mutmafllichen Modulator in Abwesenheit des ECM-Signalmole-
kils aus. Auf Basis der z.B. durch [*H]-Thymidin-Inkorporation gemessenen relativen Zellvermehrungsraten
kann eine Identifizierung eines mutmaflichen Modulators als Férderer der Mitogen-Potenzierung (erhdhte Zell-
vermehrung in Gegenwart aller drei Molekiile) oder eines Inhibitors der Mitogen-Potenzierung (erniedrigte Zell-
vermehrung in Gegenwart der drei Molekiile) erzielt werden.

[0173] AuRerdem kénnen ECM-Signalmolekile, wie z.B. Cyr61-Polypeptide, in Verfahren zur Behandlung
von Erkrankungen oder Leiden, wie z.B. Erkrankungen in Zusammenhang mit der Unter- oder Uberproliferati-
on von Saugetierzellen, verwendet werden. Fir Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung ist offensichtlich, dass
Cyr61-Polypeptide mit Wachstumsfaktor-verstarkender Aktivitat zur Behandlung von Leiden geeignet sind, die
durch eine unerwunscht niedrige Zellproliferationsrate gekennzeichnet sind. Die Verwendung von Cyr61-Poly-
peptiden ohne solche Aktivitat kénnte zur Behandlung von Leiden genutzt werden, die durch eine Uberprolife-
ration von Zellen gekennzeichnet sind. Jedes auf dem Gebiet der Erfindung zur Verabreichung der therapeu-
tischen Polypeptide oder Modulatoren bekannte Mittel ist geeignet, einschliel3lich direkter Injektion in ein Sau-
getier, wie z.B. einen Menschen, auf jedem beliebigen bekannten Weg (z.B. subkutan, intramuskular, intrave-
nds, intraperitoneal), gegebenenfalls in Gegenwart eines bekannten Adjuvans, Exzipienten, Tragers oder Ve-
hikels, wie z.B. eines Liposoms, sowie Gentherapie unter Einsatz eines beliebigen herkémmlichen Nucleinsau-
re-Verabreichungssystems. Jeder dieser Verabreichungsmechanismen kann durch auf dem Gebiet der Erfin-
dung bekannte Mechanismen (z.B. Assoziation mit einem Targeting-Molekiil, wie z.B. einem Antikérper, der
einen gewlnschten Zelltyp erkennt) modifiziert werden, um die Zufuhr des Therapeutikums genau auf das Ziel
auszurichten.

Beispiel 19
Hornhaut-Test fiir angiogene Faktoren und Modulatoren

[0174] Ein weiterer Test fir Modulatoren der Angiogenese, der Hornhaut-Test, ist ein In-vivo-Test zur Ermitt-
lung der Wirkung eines mutmallichen Modulators in Gegenwart eines ECM-Signalmolekul-verwandten Bioma-
terials, wie z.B. Cyr61, auf die Angiogenese. Der Hornhaut-Test macht sich die Abwesenheit von Blutgefalien
in der Hornhaut zunutze, die in Gegenwart eines angiogenen Faktors in der detektierbaren Entwicklung von
Kapillaren resultiert, die sich von der Lederhaut in die Hornhaut erstreckt. Friedlander et al., Science 270,
1500-1502 (1995). Dieses Hineinwachsen neuer Blutgefalie von der Lederhaut kann mikroskopisch bestimmt
werden. Weiters kann die visuell bestimmte Migrationsrate verwendet werden, um Anderungen der Angioge-
nese-Rate zu bestimmen. Diese Hornhaut-Tests kdnnen unter Verwendung einer breiten Vielfalt von Tiermo-
dellen durchgefiihrt werden. Vorzugsweise werden die Hornhaut-Tests unter Verwendung von Ratten durch-
gefuhrt. Als Beispiel wird ein Test auf mutmalRliche Modulatoren von Cyr61 unter Anwendung dieses Tests of-
fenbart. Um diesen Test durchzufihren, wird Cyr61 zunachst unter Verwendung primarer Kapillarendothelzel-
len titriert, um wirksame Konzentrationen von Cyr61 zu ermitteln. AnschlieRend wird Cyr61 in Gegenwart oder
Abwesenheit eines mutmalRlichen Modulators chirurgisch in die Hornhdute von Saugetier-Labortieren, z.B. Ka-
ninchen oder Ratten, implantiert. Vorzugsweise wird Cyr61 (oder Cyr61 und ein mutmalRlicher Modulator) in
eine biokompatible Matrix eingebettet, wobei auf dem Gebiet der Erfindung standardmafRige Matrixmaterialien
verwendet werden. AnschlieRend werden Augen, die Implantate enthalten, visuell auf Wachstum der leicht er-
kennbaren BlutgefalRe im Inneren des Auges beobachtet. Kontrollimplantationen kénnen aus physiologisch
ausbalancierten Puffern bestehen, die im selben Matrixmaterial eingebettet sind und in Augen derselben Lab-
ortierart, die die Cyr61-enthaltenden Implantate erhalten, implantiert werden.

[0175] Die Entwicklung eines In-vivo-Hornhaut-Tests flir angiogene Faktoren weist Vorteile gegenlber beste-
henden In-vitro-Tests fiir diese Faktoren auf. Der Prozess der Angiogenese umfasst vier unterschiedliche Pha-
sen: Induktion von GefaR-Diskontinuitdt Endothelzellen-Bewegung, Endothelzellen-Vermehrung und dreidi-
mensionale Neustrukturierung und Sprossung. In-vitro-Tests kénnen nur zwei dieser Schritte beurteilen: Endo-
thelzellen-Migration und -Mitogenese. Folglich wird zur Bereitstellung eines umfassenden Tests fir angiogene
Faktoren ein In-vivo-Test, wie z.B. der Hornhaut-Test, bevorzugt.

[0176] Der Hornhaut-Test ist verwendet worden, um die Wirkung angiogener Faktoren, wie z.B. Cyr61,

Fisp12, CTGF und Nov, auf den Prozess der Angiogenese zu bestatigen. Darliber hinaus resultiert das Modi-
fizieren des Hornhaut-Tests durch Aufnehmen irgendwelcher dieser angiogenen Faktoren und eines mutmaf3-
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lichen Modulators ihrer Aktivitat in einem Hornhaut-Test fir Modulatoren der Angiogenese. Beispielsweise
kdnnte die Dosierung eines angiogenen Faktors, wie z.B. Cyr61, in Hornhaut-Tests fiir positive Effektoren der
angiogenen Aktivitat von Cyr61 verwendet werden. Eine geeignete Dosis von Cyr61 wirde zunachst durch Tit-
ration der Dosisantwort-Beziehung von Cyr61 zu angiogenen Ereignissen ermittelt werden. Die Einbeziehung
eines Kontrolltests, dem Cyr61 fehlt, wirde Verbindungen mit einer direkten Wirkung auf die Angiogenese eli-
minieren. In einer alternativen Ausfiihrungsform der Erfindung kénnte eine wirksame Dosis eines angiogenen
Faktors, wie z.B. Cyr61, verwendet werden, um auf negative Modulatoren der Aktivitat eines angiogenen Fak-
tors zu testen. In noch einer weiteren alternativen Ausfuhrungsform umfasst ein Hornhaut-Implantat Cyr61,
und ein weiteres Hornhaut-Implantat umfasst Cyr61 und einen mutmaflichen Modulator der Angiogenese.
Messungen der Entwicklung von BlutgefalRen in den implantierten Hornhauten stellen eine Basis fur die Iden-
tifizierung eines mutmaflichen Modulators als Férderer der Angiogenese bereit (erhdhte Blutgefalentwicklung
in der Hornhaut, die ein den mutmaflichen Modulator umfassendes Implantat enthalt). Eine relative Verminde-
rung der BlutgefalRentwicklung identifiziert einen Inhibitor der Angiogenese.

[0177] Die Ratte wird als Tiermodell fir den Hornhaut-Test bevorzugt. Offenbarungen auf dem Gebiet der Er-
findung haben die Ratte als gut charakterisiertes System fiir das Analysieren der Angiogenese etabliert. Para-
meter, wie z.B. ImplantatgroRe, Proteinfreisetzungsdynamik und geeignete chirurgische Techniken, sind
grundlich charakterisiert worden. Obgleich irgendein Rattenstamm im Hornhaut-Test verwendet werden kann,
sind bevorzugte Stamme fir gewohnlich gut charakterisierte Laborstamme, wie z.B. der Sprague-Daw-
ley-Stamm.

[0178] Obgleich Ratten verschiedener GrofRen im Hornhaut-Test verwendet werden kdnnen, ist eine bevor-
zugte GroRe fur die Ratten 150-200 g/Tier. Anasthesie wird mit Methoxyfluran induziert und 40-60 Minuten lang
mit Natriumpentobarbital (50 mg/kg, intraperitoneal verabreicht) aufrechterhalten. Die Augen werden vorsichtig
geoffnet und durch Befestigen des oberen Augenlids mit einer nicht traumatisierenden Arterienklemme fixiert.
Zwei Tropfen steriles Proparacain-Hydrochlorid (0,5 %) werden dann auf jedes Auge gegeben, um eine Lokal-
anasthesie zu bewirken. Unter Verwendung einer geeigneten chirurgischen Klinge, wie z.B. einer Bard-Par-
ker-Klinge Nr. 11, wird ein ungefahr 1,5 mm langer Schnitt ungefdhr 1 mm vom Zentrum der Hornhaut ausge-
fuhrt. Der Schnitt erstreckt sich in das Stroma, nicht jedoch durch dieses hindurch. Ein gekrimmter Iris-Spatel
von ungefahr 1,5 mm Breite und ungefahr 5 mm Lange wird dann unter den Rand des Schnitts eingefiihrt und
vorsichtig durch das Stroma zum aufReren Augenwinkel des Auges stumpf seziert. Ein leichter Fingerdruck ge-
gen den Augapfel hilft, das Auge wahrend der Dissektion ruhig zu halten. Der Spatel dringt in das Stroma nicht
mehr als ungefahr 2,5 mm ein. Sobald die Hornhaut-Tasche hergestellt ist, wird der Spatel entfernt und der
Abstand zwischen Limbus und Basis der Tasche gemessen, um sicherzustellen, dass die Trennung zumindest
ungefahr 1 mm betragt.

[0179] Um fureine langsame Freisetzung des Proteins nach Implantation in die Hornhaut zu sorgen, wird Pro-
tein mit Poly-2-hydroxyethylmethacrylat (Hydron®) oder einem gleichwertigen Mittel gemischt, um ein Pellet
von ungefahr 5 pl auszubilden. Auf diese Weise hergestellte Implantate werden mit einem Tropfen steriler Rin-
ger-Laktatlésung rehydratisiert und wie oben beschrieben implantiert. Nach Implantation wird die Hornhautta-
sche mit Erythromycin-Salbe verschlossen. Nach der Implantation sollte das Protein-Hydron-Pellet nahe dem
Limbus der Hornhaut (Hornhaut-Lederhaut-Grenze) verbleiben, und die Sehkraft sollte nicht signifikant beein-
trachtigt sein.

[0180] Nach dem chirurgischen Eingriff wurden die Tiere taglich sieben Tage lang mithilfe eines Stereomikro-
skops untersucht, um auf Entziindung und Reaktionen zu prifen. Um die Untersuchung zu erleichtern, wird
das Tier mit Methoxyfluran anasthesiert und das Anasthetikum wahrend der Untersuchung kontinuierlich durch
einen Nasentrichter verabreicht. Wahrend dieses siebentagigen Zeitraums werden die Tiere auf Implantatpo-
sition und Hornhaut-Exsudat beobachtet. Hornhaut-Exsudat aufweisende Tiere werden getétet. Ein bevorzug-
tes Verfahren der Euthanasie ist die Ausblutung. Die Tiere werden anfanglich mit Natriumpentobarbital (50
mg/kg) anasthesiert und dann wie unten beschrieben perfundiert.

[0181] Nach sieben Tagen werden die Tiere mit kolliodalem Kohlenstoff (z.B. Indiaink) perfundiert. Anasthesie
wird mit Methoxyfluran induziert und mit Natriumpentobarbital (60 mg/kg, intraperitoneal) aufrechterhalten. Je-
des Tier wird mit 100-200 ml warmer (37°C) Ringer-Laktatlésung pro 150 g Kdrpergewicht tiber die Bauchaorta
perfundiert. Sobald die Schnauze vollkommen ausgebleicht ist, werden 20-25 ml kolloidaler Kohlenstoff in der-
selben Weise wie die Ringer-Lésung injiziert, bis Kopf und Thoraxorgane vollstandig schwarz sind. Die Augen
werden dann herausgeschalt und fixiert. Hornhaute werden herausgeschnitten, flach gedriickt und fotografiert.

[0182] Jedes Protein wird typischerweise in drei Dosierungen gemaf der Praxis auf dem Gebiet der Erfindung
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getestet. Der Fachkundige auf dem Gebiet der Erfindung wird verstehen, dass sechs positive Hornhaut-Reak-
tionen pro Dosis erforderlich sind, um eine |dentifizierung einer angiogenen Reaktion zu bestatigen. Ein bei-
spielhafter Hornhaut-Test umfasst drei Dosierungen des untersuchten Proteins, wobei sechs Ratten bei jeder
Dosis getestet werden. AuRerdem werden sechs Tiere gegenuber einem Puffer-Hydron-Implantat ausgesetzt
und dienen als negative Kontrollen. Das Aussetzen von zumindest drei Tieren gegenlber einem bekannten
Angiogenese-Faktor-Hydron-Implantat dient als positive Kontrolle. Schlie3lich werden sechs Tiere gegenuiber
Implantaten ausgesetzt, die eine einzelne Dosis des untersuchten Proteins, einen Uberschuss an neutralisie-
rendem Antikérper und Hydron enthalten, um die Spezifitdt irgendeiner beobachteten Reaktion nachzuweisen.

[0183] Ein wie oben beschriebener Hornhaut-Test wurde durchgefiihrt, um die Fahigkeit von Cyr61 zu ermit-
teln, Angiogenese zu induzieren. Vier Tiere erhielten Negativkontrollimplantate, die ein Puffer-Hydron-Pellet
enthielten (beide Augen). Keines dieser Tiere zeigte nach sieben Tagen irgendeine BlutgefalRentwicklung in
einem der beiden Augen. Sechs Tiere erhielten Implantate, die eine biologisch wirksame Menge Fibroblas-
ten-Wachstumsfaktor (0,15 uM) in ein Auge und ein Kontrollpellet ins andere Auge enthielten; alle sechs zeig-
ten angiogene Entwicklung im Auge, das FGF erhielt, und keines zeigte eine Neovaskularisierung im Auge,
das die negative Kontrolle erhielt. Sieben Tiere erhielten 1 ug/ml Cyr61 in ein Auge, und alle sieben dieser Au-
gen zeigten BlutgefaBwachstum; eines dieser sieben Augen, die eine negative Kontrolle erhielten, zeigte an-
giogene Entwicklung. Schlielich erhielten vier Tiere Implantate, die 1 pg/ml Cyr61 (Hydron, hergestellt mit ei-
ner Cyr61-Lésung von 10 pg/ml) und einen spezifischen Anti-Cyr61-Antikérper im dreifachen Uberschuss ge-
genuber Cyr61 lokal freisetzten: keines der Augen dieser Gruppe zeigte irgendeine angiogene Entwicklung.
Folglich identifiziert der In-vivo-Test flir Angiogenese angiogene Faktoren, wie z.B. FGF und Cyr61. Der Test
ist ferner in der Lage, die Hemmung angiogener Entwicklung zu offenbaren, die durch ECM-Signalmolekiile,
wie z.B. Cyr61, induziert wird.

Beispiel 20
Blutgerinnung

[0184] ECM-Signalmolekiile sind ferner fiir die Korrektur von Hamostase oder abnormaler Blutgerinnung
zweckdienlich. Ein Defekt der Blutgerinnung, der z.B. durch ein niedriges Expressionsausmalf von Cyr61 ver-
ursacht wird und dadurch dem Tissue-Factor-Pathway-Inhibitor (TFPI) ermdglicht, ungehindert zu agieren,
kann durch Expression oder Verwendung von rekombinantem Cyr61-Protein korrigiert werden.

[0185] Cyr61 kann mit TFPI, einem Protein, das die extrinsische Blutgerinnung hemmt, in Wechselwirkung
treten. TFPI hemmt die Blutgerinnung in einem Zwei-Schritt-Verfahren. Zuerst bindet TFPI an Faktor Xa, und
der TFPI-Xa-Komplex tritt dann mit dem Gewebefaktor:Faktor-Vlla-Komplex (Gewebefaktor = TF (,Tissue Fac-
tor")) in Wechselwirkung, wodurch der letztere Komplex gehemmt wird. Der TF:Faktor-Vlla-Komplex ist derje-
nige Komplex, der die Faktoren IX und X aktiviert. Durch Hemmung von TF:Vlla reguliert TFPI die Gerinnung
durch Verhindern der Aktivierung der Faktoren IX und X, die firr die Blutgerinnung erforderlich sind. Die Wech-
selwirkung von Cyr61 mit TFPI hemmt die Aktivitat von TFPI und fordert so die Blutgerinnung. Cyr61 ist folglich
ein Gewebefaktor-Agonist.

Beispiel 21
Hamatopoetische Ex-vivo-Stammzellenkulturen

[0186] Um die Wirkung von Cyr61 auf das Wachstum primitiver multipotenter Stammzellen zu untersuchen,
werden mehrere Tests eingesetzt, die diese Zellen von reiferen Vorlauferzellen in einer hdmatopoetischen Kul-
tur unterscheiden. Diese Tests nutzen physikochemische (Fibronectin-bindende) oder Wachstums- und Ent-
wicklungs-bezogene (Erzeugung von Vorlaufer-Blastzellen-Kolonien) Unterschiede zwischen unreifen und rei-
fen Untergruppen von Zellen.

[0187] Zwei Zelllinien, die konditioniertes Medium zum Wachstum benétigen, werden als Quelle hamatopoe-
tischer Stammzellen (HSC) verwendet. Diese klonierten, Faktorabhangigen Maus-Linien sind B6Sut (kloniert
aus Langzeit-Knochenmark-Kultur und fahig, in Flissigmedium ohne Differenzierung zu wachsen, jedoch mul-
tipotent in Agar, wie beschrieben in Greenberger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80, 2931 (1983)) und
FDCP-Gemisch (kloniert aus Langzeit-Knochenmarkkultur-Zellen, die mit dem rekombinanten Virus src-Mo-
MuLV infiziert sind; sie sind multipotent in Agarkulturen, wie beschrieben in Spooncer et al., Nature 310, 2288
(1984)). B6Sut-Zellen werden in Kincaid-Medium mit 10 % Fdétalkalberserum (FCS) und 10 % 6X-konzentrier-
tem, WEHI-konditioniertem Medium vermehrt. Greenberger et al. FDCP-Gemisch-Zellen werden in Fi-
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scher-Medium mit 20 % Pferdeserum und 10 % 6X-konzentriertem WEHI-konditioniertem Medium vermehrt.
Die Zelllinien werden bei 37°C und 5 % CO, vermehrt.

[0188] Verschiedene Ex-vivo- oder In-vitro-Kulturen werden auf Populationswachstum in Gegenwart oder Ab-
wesenheit von exogen zugeflihrtem/n Maus-Cyr61 oder polyklonalen Anti-Cyr61-Antikdpern getestet. Unter
Grenzverdiinnungsbedingungen wird der Kopfsteinpflasterbereich-bildende Zellen- (cobblestone area forming
cell, CAFC-) Test verwendet, um Zellen mit Langzeit-Wiederbesiedelungsfahigkeit zu identifizieren. Ploema-
cher et al., Blood 74, 2755 (1989); Ploemacher et al., Blood 78, 2527 (1991). Zellen, die im CAFC-Test als
Langzeit-Wiederbesiedelungsfahig identifiziert wurden, werden dann durch Messen von drei Parametern ana-
lysiert: Populationsverdoppelungsrate; Mitose-Index und DNA-Syntheserate.

[0189] Langzeitkulturen mit oder ohne Cyr61-Erganzung werden auf ihre Mengen an primitiven HSC im
CAFC-Test hin getestet. Van der Sluijs et al., Exp. Hematol. 22, 1236 (1994). Beispielweise werden
M2-10B4-Stromazellen, B6Sut und FDCP-Gemisch jeweils dem CAFC-Test auf folgende, fiur die
M2-10B4-Zelllinie beschriebene Weise unterzogen. Stomazellschichten werden durch Inokulieren von 5 x 10°
M2-10B4-Stromazellen (eine aus Knochenmark-Stroma klonierte Zelllinie, Sutherland et al., Blood 78, 666
(1991)) in jeden Well einer 96-Well-Kulturplatte in DMEM mit 10 % FCS hergestellt. Wenn die Zellen sich der
Konfluenz nahern, werden sie mit PBS gespllt und bestrahlt (20 Gy Gammabestrahlung, 1,02-1,04 Gy/Minu-
te), um die Replikation jeglicher hamatopoetischer Zellen innerhalb des Stromas zu verhindern, ohne die Fa-
higkeit des Stromas zu beeinflussen, die Hamatopoese zu férdern.

[0190] B6Sut- oder FDCP-Gemischzellen (Quellen von HSC) werden in Gegenwart oder Abwesenheit von
Cyr61 zu den bestrahlten Stroma-Zellen in DMEM mit 10 % FCS zugegeben (10 um/ml Endkonzentration).
Nachdem das B6Sut- oder FDCP-Gemisch Uber die Stromazellen gelegt wurde, werden die Kulturen inkubiert
(z.B. 28-35 Tage lang beim Maus-System), und die Anzahl an Kopfsteinpflasterbereichbildenden Bereichen
(wodurch Zellen mit Langzeit-Wiederbesiedelungsfahigkeit identifiziert werden) wird gezahlt, um die HSC-Hau-
figkeit zu bestimmen.

[0191] In einer Variation des oben beschriebenen CAFC-Tests werden Zellen (z.B. B6Sut- oder FDCP-Ge-
misch) anfangs in parallelen Kulturen in Gegenwart oder Abwesenheit eines Cyr61-Polypeptids gehalten. Da-
nach werden CAFC-Tests durchgefiihrt, wie sie oben allgemein beschrieben sind; der Test wird jedoch vor-
zugsweise in vollkommender Abwesenheit von CAFC durchgefiihrt. Es ist zu erwarten, dass Zellen, die in Ge-
genwart von Cyr61-Polypeptiden kultiviert werden, im Vergleich zu Zellen, die anfangs in Abwesenheit von
Cyr61-Polypeptiden kultiviert wurden, eine Steigerung in der Haufigkeit von HSC aufweisen.

[0192] Nach der Identifizierung von Zellen mit Langzeit-Wiederbesiedlungsfahigkeit werden Populationsver-
doppelungsraten z.B. durch mikroskopische Untersuchung der Zellmorphologie bestimmt, um die Anzahl von
Langzeit-wiederbesiedelnden Zellen (und reifere Kurzzeit-Vorlauferzellen) zu bestimmen, die in den verschie-
denen experimentellen Langzeitkulturen vorhanden sind. Die anschlieRende Untersuchung der Expansions-
und Differenzierungsfahigkeiten der mdglichen Langzeit-HSC-Kulturen wird zur Bestatigung geeigneter Kan-
didat-Zelllinien verwendet.

[0193] Der Mitose-Index wird nach Verfahren bestimmt, die auf dem Gebiet der Erfindung bekannt sind. Ke-
ram et al., Cancer Genet. Cytogenet. 55, 235 (1991). Geerntete Zellen werden in Methanol:Essigsaure (3:1,
Vol./Vol.) fixiert, gezahlt und zu 10° Zellen/ml im Fixiermittel resuspendiert. Zehn Mikroliter dieser Suspension
werden auf einen Objekttrager gegeben, getrocknet und mit Giemsa-Farbstoff behandelt. Die Zellen in der Me-
taphase werden unter einem Lichtmikroskop gezahlt und der Mitose-Index durch Division der Anzahl von Zel-
len in der Metaphase durch die Gesamtzahl von Zellen am Objekttrager berechnet. Die statistische Analyse
von Vergleichen von Mitose-Indizes wird unter Anwendung des zweiseitigen gepaarten t-Tests durchgefihrt.

[0194] Die DNA-Syntheserate wird unter Anwendung eines Thymidin-Inkorporationstests gemessen. Ver-
schiedene Kulturen werden in 1 uCi/ml [*H]-Thymidin (ICN Biomedicals Inc., Costa Mesa, CA) 24-72 lang Stun-
den vermehrt. Geerntete Zellen werden dann mit PBS gespuilt und mit 10 % Trichloressigsaure fixiert. DNA
wird in 0,1 N Na-OH gel6st und die Thymidin-Inkorporation beispielsweise durch Flissigkeits-Szintillations-
spektralphotometrie bestimmt.

[0195] Die Funktion von Cyr61-Polypeptiden bei der Férderung des Erhalts und/oder der Expansion von ha-
matopoetischen Langzeit-Stammzellkulturen wurde durch Antikdrperuntersuchungen bestatigt. Nachdem be-
stimmt wurde, dass Cyr61 eine Stromaassoziierte Komponente ist, die fir Erhalt/Expansion von Lang-
zeit-HSC-Kulturen wichtig ist, wurden Stroma-Kontakt-Knochenmark-Zellkulturen in Gegenwart oder Abwe-
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senheit von Anti-Cyr61-Antikérpern Cyr61-Polypeptiden ausgesetzt. Diese Kulturen, in denen die Cyr61-Akti-
vitat durch Aussetzen gegenuber Anti-Cyr61-Antikdrpern neutralisiert worden war, wiesen eine Verringerung
in der Lebensfahigkeit der Kultur, eine Steigerung in der Anzahl an sichtbar detektierbaren differenzierten ha-
matopoetischen Zellen in der Kultur und einen Rickgang der HSC umfassenden Zellfraktion auf und gleich-
zeitig eine Zunahme der Zellfraktion aus festgelegten Zellen im Vergleich zu HSC-Kulturen, die in Gegenwart
von Cyr61, aber in Abwesenheit von Anti-Cyr61-Antikorpern, gehalten wurden. Folglich ist zu erwarten, dass
die Aktivitat von Cyr61-Polypeptiden wichtig fir die Stroma-abhangige Expansion von undifferenzierten hama-
topoetischen Stammzellen ist.

[0196] Die Verwendung eines ECM-Signalmolekiil-verwandten Biomaterials, wie z.B. Cyr61, kann bei der
Ex-vivo-Vermehrung hamatopoetischer Stammzellenkulturen verwendet werden. AuRerdem kann mehr als ein
ECM-Signalmolekullverwandtes Biomaterial verwendet werden, um diese Kulturen zu vermehren. Beispiels-
weise kann Cyr61 mit seiner lokal abzielenden Expression mit Fisp12 kombiniert werden, das eine ausgedehn-
tere Abzielung zeigt, wie durch Anwesenheit von Fisp12 im Kulturmedium nachgewiesen werden kann. Als Al-
ternative dazu kann Fisp12 durch CTGF, seinem Maus-Ortholog, ersetzt werden. Ein Fachkundiger auf dem
Gebiet der Erfindung ware in der Lage, andere Kombinationen von ECM-Signalmolekil-verwandten Biomole-
kiilen zu ersinnen.

[0197] Fachkundige auf dem Gebiet der Erfindung werden erkennen, dass die erfolgreiche Vermehrung ha-
matopoetischer Stammzellenkulturen in Gegenwart von ECM-Signalmolekulen, wie z.B. Cyr61, eine Basis fur
ein Verfahren des Screenings auf mutmafliche Modulatoren jenes Vermehrungsprozesses bereitstellt. Ein
mutmaflicher Modulator wird mit einem ECM-Signalmolekul, wie z.B. Cyr61, kombiniert und primitiven Zellen
ausgesetzt. Parallel dazu wird das ECM-Signalmolekil ahnlichen Zellen ausgesetzt. Die relativen Vermeh-
rungsraten kénnen verwendet werden, um einen Forderer oder Inhibitor der Fahigkeit von ECM-Signalmole-
kilen zu identifizieren, pluripotente hamatopoetische Stammzellenkulturen zu vermehren.

[0198] Cyr61 alleine oder in Kombination mit anderen hamatopoetischen Wachstumsfaktoren kénnen ferner
verwendet werden, um aus einem Patienten entnommene Stammzellenpopulationen zu vermehren, die nach
Vermehrung dem Patienten oder geeigneten Empfangerpatienten riickgefiihrt werden kénnen, beispielsweise
nach Chemotherapie oder anderen Behandlungsmodalitaten, die in der Verarmung von Blutzellen in einem Pa-
tienten resultieren. Wie oben beschrieben vermehrte Stammzellenkulturen kénnen auch in Knochenmarks-
transplantaten in einem Patienten, der dieses bendtigt, verwendet werden. AuRerdem kann ein ECM-Signal-
molekil, wie z.B. ein Cyr61-Polypeptid (einschlieBlich Polypeptidfragmenten, die endogene Cyr61-Aktivitat
aufweisen), an ein Individuum (z.B. einen Patienten) verabreicht werden, das von einer Steigerung, oder Ver-
ringerung, der HSC-Produktion oder Hamatopoese profitieren wiirde, wobei auf dem Gebiet der Erfindung be-
kannte Zufuhrmittel eingesetzt werden.

Beispiel 22
Organ-Regeneration

[0199] Die Rolle von Cyr61 in den verschiedenen Zellprozessen, die durch Anderungen des Zellwachstums-
stadiums hervorgerufen werden, weist darauf hin, dass dieses Protein bei der Férderung von Organ-Regene-
ration wirksam sein sollte. Zu diesem Zweck wurden Untersuchungen durchgefiihrt, um das Expressionsprofil
von Maus-Cyr61 in verbleibendem Lebergewebe nach partieller Hepatektomie zu bestimmen. (Die Reaktion
von verbleibendem Lebergewebe nach partieller Hepatektomie ist ein Modell fiir die Reaktion der Leber auf
eine Reihe von Verletzungen, einschliel3lich chemischer Verletzungen, z.B. Aussetzen gegeniiber toxischen
Mengen Tetrachlorkohlenstoff.)

[0200] BALB/c-3T3- (Charles-River-) Mause wurden partieller Hepatektomie unterzogen, wobei ungefahr 67
% ihres Lebergewebes entfernt wurden. Higgins et al., Archs. Path. 12, 186-202 (1931). Aliquoten von zwanzig
Mikrogramm RNA wurden vom verbleibenden Lebergewebe zu verschiedenen Zeitpunkten nach der Operati-
on entfernt, und die Leber-DNA wurde durch Gewebehomogenisierung gefolgt von Guanidinium-Isothiocya-
nat-, Casiumchlorid-Prazipitation isoliert. Sambrook et al. RNAs wurden dann an Nitrozellulosefiltern immobi-
lisiert und mit radioaktiv markierten Klonen sondiert, die verschiedene Regionen von Maus-cyr61-cDNA ent-
hielten. Die Ergebnisse wurden mittels Autoradiographie sichtbar gemacht und zeigten an, dass die Entfernung
von Lebergewebe die cyr61-mRNA-Expression induzierte, insbesondere in Zellen, die sich nahe der Verlet-
zungsstelle finden. Daher kdnnte die Induktion der cyr61-Expression, z.B. durch Rekombinationstechniken, die
Regeneration von Organen, wie z.B. der Leber, férdern. Beispielsweise kann die cyr61-Expression kontrolliert
werden, z.B. durch Einfihren rekombinanter cyr61-Konstrukte, die so konstruiert worden sind, dass sie die Fa-
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higkeit zur Expressionskontrolle des Gens bereitstellen, z.B. durch Verwendung von gewebespezifischen Pro-
motoren, z.B. des K14-Promotors zur Expression in der Haut. Das rekombinante cyr61 kann in die Zellen des
malfgeblichen Organs eingefiihrt werden, und zwar durch Gentherapietechniken unter Verwendung von Vek-
toren, die die homologe Rekombination erleichtern (z.B. von Herpesviren, Adenovirus, Adeno-assoziiertem Vi-
rus, Cytomegalovirus, Baculovirus, Retroviren, Vacciniavirus und anderen hergeleitete Vektoren). Techniken
zur Einfihrung heterologer Gene in eukaryotische Zellen und Techniken zur Integration heterologer Gene in
Wirtschromosomen durch homologe Rekombination sind auf dem Gebiet der Erfindung wohl bekannt.

[0201] Die Entwicklung der Haut, einem anderen Organ, wird ebenfalls von Cyr61 beeinflusst. Die Expression
von cyr61 wird in Zellen in der Nahe von Hautverletzungen induziert. Ferner hat Cyr61 wie oben beschrieben
eine chemotaktische Wirkung (d.h. Cyr61 induziert die Zellmigration) auf Endothelzellen und Fibroblasten.
Weiters induziert Cyr61 die Vermehrung von Endothelzellen und Fibroblasten. Beide Prozesse sind an der Hei-
lung von Hautwunden beteiligt. DemgemaR sollte eine Cyr61-Verabreichung, z.B. durch 6rtlich begrenzte oder
topische Abgabe, die Hautregeneration fordern.

[0202] Cyr61 wird auRerdem sehr stark in Lungenepithel exprimiert. Diese Zellen werden haufig durch Aus-
setzen gegeniber Umweltschadstoffen verletzt. Im Speziellen wird das Lungenepithel durch Oxidationsmittel
in der Luft geschadigt. Die Verabreichung von Cyr61, z.B. in Zerstdubern oder Inhalatoren, kann zur Heilung
von Lungenepithel, das z.B. durch Umweltschadstoffe geschadigt ist, beitragen.

Beispiel 23
Chondrogenese — ECM-Signalmolekile werden im Mesenchym exprimiert

[0203] Manche ECM-Signalmolekile werden auch in Zellen, wie z.B. Mesenchymzellen, exprimiert, die letz-
ten Endes Teil des Skelettsystems werden. In diesem Beispiel wird Cyr61 als eines der in Mesenchymzellen
exprimierten ECM-Signalmolekiile identifiziert. Extremitaten-Mesenchymzellen wurden in Mikromassenkultur
wie oben beschrieben auf Glasobjekttragern (Fisher) 3 Tage lang geziichtet. Die Kulturen wurden in 4 % Par-
aformaldehyd in PBS fixiert, 30 Minuten lang bei Raumtemperatur mit 1 mg/ml Rinderhoden-Hyaluronidase
(Typ IV, Sigma) in 0,1 N Natriumacetat (pH 5,5) mit den Proteaseinhibitoren Phenylmethylsulfonylfluorid
(PMSF, 1 mM), Pepstatin (1 pug/ml), Leupeptin (1 pg/ml), Aprotinin (1 pug/ml), Aminocapronsaure (50 mM),
Benzamidin (5 mM) und EDTA (1 mM) inkubiert, mit 10 % Ziegenserum in PBS blockiert und Uber Nacht bei
4°C mit Primarantikdrpern gegen Cyr61 (Yang et al (1991)), Fibronectin (Gibco) und Tenascin (Gibco) inkubiert.
Kontrollen wurden mit Anti-Cyr61-Antikdrpern inkubiert, die mit 1 pg/ml gereinigtem Cyr61 neutralisiert waren.
Die Kulturen wurden anschlieend mit FITC-konjugiertem Ziege-Anti-Kaninchen-Sekundarantikérper (Zymed)
1 Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert.

[0204] Fur die immunhistochemische Ganzpraparat-Farbung wurden Maus-Embryos der Trachtigkeitsstadi-
en 10,5 bis 12,5 in 4 % Paraformaldehyd in PBS fixiert, in Methanol/PBS entwassert und bei —20°C in absolu-
tem Methanol gelagert. Nach Rehydratation wurden die Embryos mit Anti-Cyr61-Antikérpern wie in Hogan et
al., Development 120, 53-60 (1994), beschrieben inkubiert. Kontrollen wurden mit Anti-Cyr61-Antikérpern in-
kubiert, die mit 1 ug/ml gereinigtem Cyr61 neutralisiert waren. Die immungefarbten Embryos wurden fixiert, ge-
klart und fotografiert.

[0205] Im Einklang mit der voriibergehenden Expression von cyr61-mRNA in Ursegment-Mesenchymzellen,
die sich zu Chondrozyten differenzieren (O'Brien et al. (1992)), wurde das Cyr61-Protein im sich entwickelnden
embryonalen Skelettsystem gefunden. Cyr61 war mittels immunhistochemischer Ganzpraparatfarbung am
proximalen Extremitatenknospen-Mesenchym in Embryos der Trachtigkeitstage 10,5 bis 12,5 lokalisiert.
Cyr61-Protein war an den sich entwickelnden Wirbelsaulen, am Schadeldecke-Stirnbein und ersten Armbogen
sowie in den Herz- und Umbilikalgefaf3en lokalisiert, wobei ein Expressionsmuster ausgebildet wurde, das mit
dem Expressionsmuster von cyr61-mRNA im Einklang stand (O'Brien et al. (1992)).

[0206] Cyr61-Protein konnte mittels Immunblot-Analyse in Gesamt-Extremitatenknospen und in Mikromas-
senkulturen von Extremitatenknospen-Mesenchymzellen detektiert werden. Die Konzentration des Cyr61-Pro-
teins blieb wahrend des 4-tadgigen Kulturzeitraums, wahrend der die Chondrogenese auftrat, relativ konstant.
Unter Anwendung quantitativer Immunblot-Analyse wurde geschatzt, dass Cyr61 ungefahr 0,03 % der gesam-
ten zellularen und extrazellularen Proteine in den Mesenchymzellkulturen ausmacht. Cyr61, Tenascin (Gibco)
und Fibronectin wurden mittels Immunfluoreszenzfarbung in den Mesenchymzellkulturen an den Knorpelknét-
chen lokalisiert. Cyr61 und Tenascin wurden in erster Linie unter den intranoduléren Zellen lokalisiert, wahrend
ein fibrillares Farbungsmuster mit Anti-Fibronectin-Antikérpern auch um die Knorpelknétchen herum und zwi-
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schen ihnen beobachtet wurde. Ein dhnliches Immunfluoreszenzfarbemuster wurde in Querschnitten von Mi-
kromassenkulturen fir alle drei Antikorper beobachtet. Gemeinsam zeigen diese Ergebnisse, dass endogenes
Cyr61 sowohl in vivo als auch in vivo im sich entwickelnden Extremitatenknospen-Mesenchym lokalisiert ist.

Beispiel 24
Chondrogenese — ECM-Signalmolekile fordern die Zelladhasion

[0207] Cyr61 ist ein sekretiertes Protein, das die Adhasion von Fibroblasten und Endothelzellen an Nicht-Ge-
webekultur-behandelte Kunststoffoberflachen vermittelt (Kireeva et al., Mol. Cell. Biol. 16, 1326-1334 (1996)).
Die Anhaftung von Extremitatenknospen-Mesenchymzellen an Nicht-Gewebekultur-Platten, die mit BSA,
Cyr61, Tenascin und Fibronectin beschichtet waren, wurde verglichen.

[0208] Cyr61, Fibronectin (Gibco) oder Tenascin (Gibco) wurden in 0,1 % proteasefreiem Rinderserumalbu-
min (BSA) in PBS mit 0,5 mM PMSF auf eine Endkonzentration von 10 oder 50 pug/ml verdiinnt. Ein Tropfen
von 10 pl je Well wurde in eine Nicht-Gewebekultur-behandelte 24-Well-Platte (Corning) gegeben und bei
Raumtemperatur 2 Stunden lang behandelt. Die Wells wurden mit 1 % BSA in PBS 1 Stunde lang bei Raum-
temperatur blockiert und mit serumfreiem MEM (Modified Eagle's Medium) gespult. In serumfreiem MEM zu 5
x 10° Zellen/ml suspendierte Extremitaten-Mesenchymzellen wurden in einem Volumen von 400 pl/Well zuge-
geben und bei 37°C, 5 % CO, 1 bis 3 Stunden lang inkubiert. Zu jedem Messzeitpunkt wurde die Zellsuspen-
sion entfernt, die Wells wurden mit MEM gespllt und die verbleibenden anhaftenden Zellen fotografiert.

[0209] Die Zellen hafteten schlecht an BSA-beschichteten Platten, hafteten jedoch als Cluster gerundeter Zel-
len an Cyr61- und Tenascin-beschichteten Platten innerhalb 1 Stunde nach Ausplattierung. Im Gegensatz dazu
hafteten auf Fibronectin-beschichteten Platten ausplattierte Zellen gleichmaRig und begannen sich auszubrei-
ten. Wenn die Anhaftung von Zellen 3 Stunden lang ermdglicht wurde, wurden sehr viel mehr anhaftende Zel-
len festgestellt. Darlber hinaus wurde interzelluldre Haufenbildung und rundliche Zellmorphologie in Zellen
aufrechterhalten, die auf Cyr61 und Tenascin ausplattiert waren, wogegen auf Fibronectin ausplattierte Zellen
sich so ausbreiteten, dass sie eine Monoschicht ausbildeten. Diese Beobachtungen zeigen, dass Cyr61 die
Adhasion und Erhaltung einer rundlichen Zellmorphologie vermittelt, die der Mesenchymzellen-Chondrogene-
se forderlich ist (Zanetti et al., Dev. Biol. 139, 383-395 (1990); Solursh et al., Dev. Biol. 94, 259-264 (1982)),
die ahnlich derjenigen ist, die friher flr Tenascin beschrieben worden ist (Mackie et al., J. Cell Biol. 105,
2569-2579 (1987)).

[0210] Wie vorhin erwahnt, kbnnen ECM-Signalmolekiile, wie z.B. Cyr61, in Verfahren zum Screenen auf Mo-
dulatoren der Zelladhasion, einschlieBlich, jedoch nicht eingeschrankt auf, Adhasion von Chondrozyten, ver-
wendet werden. Der oben beschriebene Vergleichstest misst die relativen Adhasionsausmalle von Zellen, die
einer Kombination eines ECM-Signalmolekuls und eines mutmaRlichen Modulators der Zelladh&sion ausge-
setzt sind, und von Zellen, die dem ECM-Signalmolekiil alleine ausgesetzt sind, wodurch das relative Ausmaf}
eine Basis zur Identifizierung entweder eines Forderers oder eines Inhibitors der Zelladhasion bereitstellt.

Beispiel 25
Chondrogenese — ECM-Signalmolekule férdern die Zellaggregation

[0211] Da die Aggregation ein wesentlicher Schritt der chondrogenen Differenzierung ist (M. Solursh, in: The
role of extracellular matrix in development, R. Trelstad (Hrsg.), Alan R. Liss, New York, S. 277-303 (1984)),
wurde die Fahigkeit von Cyr61 ermittelt, die interzellulare Aggregation in Suspensionskulturen von Mesen-
chymzellen zu vermitteln. Die Anzahl der zu verschiedenen Zeiten nach Isolierung verbleibenden Zellen wurde
gezahlt. Unbehandelte Mesenchymzellen in Suspension begannen bald nach Isolation zu aggregieren, da die
Anzahl von Einzelzellen sich innerhalb eines Inkubationszeitraums von 2 Stunden auf 30 % der anfanglichen
Anzahl verminderte. Die Zellaggregation wurde in mit affinitatsgereinigten Anti-Cyr61-Antikdrpern behandelten
Kulturen signifikant gehemmt, was darauf hinweist, dass endogenes Cyr61 fiir die Mesenchymzellen-Aggre-
gation von Bedeutung ist. Um die Mdglichkeit auszuschlieRen, dass die affinitatsgereinigten Anti-Cyr61-Anti-
korper unbestimmte Komponenten enthalten, die die Aggregation stéren, wurden die oben beschriebenen An-
ti-Cyr61-Anitkdrper vor Zugabe zu den Zellen mit gereinigtem Cyr61-Protein vorinkubiert. Diese vorinkubierten
Antikorper beeintrachtigten die Zellaggregation nicht mehr als die IgG- und Cyr61-Puffer-Kontrollen, was dar-
auf hinweist, dass die Anti-Cyr61-Antikrper ihnre Hemmung der Zellaggregation durch Neutralisieren des en-
dogenen Cyr61-Proteins von Mesenchymzellen erzielten.
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[0212] Zusatzlich zur oben beschriebenen Zellaggregation in Suspensionskulturen wurde auch die Wirkung
von Cyr61 auf die Mesenchymzellen-Aggregation in Mikromassenkulturen untersucht. Wenn gereinigtes
Cyr61-Protein (0,3 pug/ml) zu Extremitaten-Mesenchymzellen zugegeben wurde, wurde im Gegensatz zu Kon-
trolizellen, die kein Cyr61 erhalten haben, innerhalb von 24 Stunden eine friihzeitige Zellaggregation beobach-
tet. Weder Cyr61-behandelte noch Kontrollkulturen hatten sich zu diesem Zeitpunkt zu Knorpelknétchen ent-
wickelt. Bis zum Kulturtag 3 war die Entwicklung intranodulérer Zellverdichtungen zwischen den verschiede-
nen Knorpelknospen in Cyr61-behandelten Kulturen starker ausgepragt. Diese internodularen Verdichtungen
erfahren anschliefiend Chondrogenese, die als Alcian-Blau-Farbung der Knorpelmatrix am Kulturtag 4 zu be-
obachten war. Gemeinsam zeigen diese Ergebnisse an, dass Cyr61 fahig ist, die Aggregation zwischen Zellen
zu férdern, was ein notwendiger Schritt bei der Chondrogenese von Mesenchymzellen in Mikromassenkultur
ist.

Beispiel 26
Chondrogenese — ECM-Signalmolekiile fordern die Zellvermehrung

[0213] Manche ECM-Signalmolekile, wie z.B. Cyr61, beeinflussen die Chondrogenese, wie sich durch ihre
Wirkungen auf Extremitatenknospen-Mesenchymzellen in Mikromassenkultur wie oben beschrieben offenbart.
Ahrens et al., Dev. Biol. 60, 69-82 (1977), haben berichtet, dass diese Zellen in Mikromassenkultur Chondro-
genese auf eine Weise erfahren, die dem In-vivo-Prozess &hnlich ist. Mesenchymzellen wurden aus Mau-
sembryo-Extremitatenknospen durch Trypsinverdau (1 mg/ml, 1:250-Verdinnung von Schweinepankre-
as-Trypsin, Sigma Chemical Co.) erhalten. Die Zellen wurden in Kunststoffgewebekulturwells explantiert und
2 Stunden lang bei 37°C, 5 CO, anhaften gelassen. Die Zellen wurden dann 24 Stunden lang bei 37°C, 5 %
CO, in MEM mit 10 % FBS, Penicillin (50 U/ml) und Streptomycin (50 pug/ml) inkubiert. Zu diesem Zeitpunkt
wurde die Zusammensetzung des Mediums durch Ersetzen des 10%igen FBS durch 4 % NuSerum (Collabo-
rative Biomedical Products Inc.) gedndert. Einzelne Kulturen erhielten dann Cyr61, Fibronectin, Heparin (alle
zu ungefahr 1 pg/ml) oder Puffer als negative Kontrolle. Eine zusatzliche Kontrolle wurde durch Zugeben einer
1:100-Verdiinnung von affinitatsgereinigtem Anti-Cyr61-Antikorper (ungefahr 13 pg/ml Stammldsung) bereit-
gestellt, der nach Standardtechniken hervorgerufen und gereinigt wurde. Harlow et al.

[0214] Die Zellvermehrung wurde wie oben beschrieben mittels Thymidintest und mikroskopischer Zellzah-
lung ermittelt. Chondrogenese wurde durch Quantifizieren der Inkorporation von [**S]-Sulfat (ICN Biomedicals
Inc.) in sulfatierte Glykosaminoglykane und durch qualitative Bestimmung des Chondrogenese-Ausmalles
durch Zellfarbung mit Alcian-Blau ermittelt. Die oben beschriebenen Kulturen wurden mit 2,5 uCi/ml [**S]-Sulfat
18 Stunden lang markiert, zweimal in PBS gewaschen, mit Kahle-Fixiermittel (Pepper et al., J. Cell Sci. 109,
73-83 (1995)) fixiert und 18 Stunden lang in 0,5 % Alcian-Blau, pH 1,0, gefarbt. Das Ausmalf’ der Chondroge-
nese korrelierte mit der Intensitat der Alcian-Blau-Farbung. San Antonio et al., Dev. Biol. 115, 313-324 (1986).
Die Ergebnisse zeigen, dass Cyr61 die Vermehrung und Aggregation von Extremitatenknospen-Mesenchym-
zellen erhdhte, was verstarkte Chondrogenese bewirkte.

[0215] Zusatzlich zum Nachweis, dass gereinigtes Cyr61 die Wachstumsfaktor-induzierte DNA-Synthese in
Fibroblasten und Endothelzellen verstarkte, wurden die Wirkungen von Cyr61 auf die Zellvermehrung direkt
untersucht. Die Zellvermehrung wahrend des 4-tagigen Kulturzeitraums wurde durch Zahlen der Zellzahl und
durch Inkorporation von [*H]-Thymidin bestimmt. Um die Zellzahl zu bestimmen, wurden die Zellen mittels
Trypsin/EDTA geerntet und mit einem Coulter-Counter gezahlt. In Parallelkulturen wurde [*H]-Thymidin (1
MCi/ml; ICN) zu dem Medium 18 Stunden lang zugegeben und die Inkorporation in die TCA-unlésliche Schicht
durch Flussigszintillationszahlung gemessen. Zu Extremitaten-Mesenchymzellen zugegebenes gereinigtes
Cyr61-Protein erhdhte die Zellzahl und verstarkte die DNA-Synthese nach zwei und drei Tagen in Kultur, ob-
gleich die Gesamtzellzahl in Cyr61-behandelten und Cyr61-unbehandelten Kulturen sich nach 4 Tagen auf
dasselbe Ausmal} einpendelte.

[0216] Die Rolle von Cyr61 bei der Chondrogenese kann auch die Integration von Prothesen verbessern. Bei-
spielsweise werden Skelettverletzungen und -leiden haufig durch Einsetzen einer Prothese, z.B. Hiftprothese,
Knieprothese, behandelt. Uber Fragen der Histokompatibilitét hinaus erfordert die erfolgreiche Implantation ei-
ner Prothese, dass das fremde Element in die Skelettstruktur des Organismus integriert wird. Die Fahigkeit von
Cyr61-Polypeptiden, Zelladhasion, -migration und -vermehrung zu beeinflussen, und die Fahigkeit von
Cyr61-Polypetiden, die Differenzierung von Mesenchymzellen zu Chondrozyten zu induzieren, sollte sich als
wertvoll bei der Behandlung von Skelettstérungen durch Prothesenimplantation erweisen. Beispielsweise wr-
de die Integration einer Prothese durch Chondrozyten-Kolonisierung durch therapeutische Behandlungen ge-
fordert werden, die die Verabreichung von Cyr61 in einem pharmazeutisch annehmbaren Adjuvans, Trager

42/87



DE 601 28 066 T2 2007.12.27

oder VerdUnner umfassen, und zwar unter Anwendung beliebiger Verabreichungswege, die auf dem Gebiet
der Erfindung bekannt sind, oder durch Beschichten der Prothese mit Cyr61-Polypeptiden in einem geeigneten
Trager. Der Trager kann auch ein Vehikel mit langsamer Freisetzung sein, um eine verzégerte Freisetzung der
Polypeptide zu ermdglichen.

[0217] Ein Vergleich der relativen Raten der Zellvermehrung in Gegenwart einer Kontrolle, die ein ECM-Sig-
nalmolekul alleine umfasst (z.B. Cyr61), und in Gegenwart einer Kombination eines ECM-Signalmolekuls und
eines mutmallichen Modulators der Zellvermehrung stellt eine Basis fur die Identifizierung eines mutmalfli-
chen Modulators als Férderer oder Inhibitor der Chondrozyten-Vermehrung bereit.

Beispiel 27
Chondrogenese — ECM-Signalmolekule fordern die Chondrogenese

[0218] Die chondrogene Differenzierung wurde durch Inkorporation von [**S]-Sulfat (ICN) in sulfatierte Glyko-
saminoglykane quantifiziert und qualitativ mittels Alcian-Blau-Farbung beurteilt. Die Kulturen wurden mit 2,5
uCi/ml [*S]-Sulfat 18 Stunden lang radioaktiv markiert, mit Kahle-Fixiermittel fixiert und mit 0,5 % Alcian-Blau,
pH 1,0, gefarbt (Lev et al. (1964)). Das Ausmal an Chondrogenese wird mit der Intensitat der Alcian-Blau-Far-
bung (San Antonio et al. (1986)) korreliert. [**S]-Sulfat-Inkorporation in der fixierten Zellschicht wurde mittels
Flussigszintillationszahlung quantifiziert.

[0219] Exogenes, gereinigtes Cyr61-Protein forderte die Extremitaten-Mesenchymzellenaggregation und re-
sultierte in gréReren, sich mit Alcian-Blau anfarbenden Knorpelregionen in Mikromassenkulturen, was eine die
Chondrogenese férdernde Wirkung nahe legt. Diese Wirkung wurde durch Inkorporation von [**S]-Sulfat in sul-
fatierte Glykosaminoglykane (San Antonio et al. (1986)) in Cyr61-behandelten Mikromassenkulturen quantifi-
ziert. Exogenes Cyr61 erhohte die [*°S]-Sulfat-Inkorporation auf dosisabhéngige Weise, was einen 1,5fachen
und 3,5fachen Anstieg mit 0,3 bzw. 5 yg/ml Cyr61 bewirkte und qualitativ mit erhéhter Alcian-Blau-Farbung kor-
relierte. Der bei der 5-ug/ml-Cyr61-Dosis (120 nM) beobachtete Anstieg unterschatzt das tatsachlichen Aus-
malf an Chondrogenese, da sich einige der grolen Knorpelknétchen, die bei dieser Dosis gebildet wurden,
von der Platte ablosten. Mit 10 pg/ml Cyr61 behandelte Kulturen bildeten einen massiveren Knorpelhtigel.

[0220] Eine Durchsicht der Literatur wies darauf hin, dass die Chondrogenese in Extremitaten-Mesenchym-
zellen-Mikromassenkulturen mit der Zugabe von 10 ug/ml Heparin um das 2fache (San Antonio et al. (1987);
Resh et al. (1985)) und mit 50 pg/ml Tenascin (200 nM) um das 3fache (Mackie et al. (1987)) anstieg. Die Er-
gebnisse zeigte, dass gereinigtes Cyr61 bei Konzentrationen (10-100 nM) wirksam war, die ahnlich oder nied-
riger als jene anderer Moleklle waren, die bekanntermafien die Chondrogenese in diesem Zellsystem férdern.

[0221] Da ein gewisser Schwellwert an Zelldichte erreicht werden muss, damit die anfangliche Aggregation
stattfinden kann (Umansky (1966); Ahrens et al. (1977)), sind bei niedrigen Dichten ausplattierte Embryo-Me-
senchymzellen normalerweise unfahig, sich zu Chondrozyten zu differenzieren, obgleich der Zusatz exogener
Faktoren, wie z.B. Heparin oder Poly-L-Lysin (San Antonio et al. (1986); San Antonio et al. (1987)) erwiesener-
malen die Chondrogenese in Zellen férdern, die unter diesen Bedingungen ausplattiert worden sind. Daher
wurde die Fahigkeit von Cyr61 untersucht, die Differenzierung von Mesenchymzellen zu férdern, die mit Dich-
ten Gber und unter dem Schwellwert fiir Chondrogenese ausplattiert waren. Mit 2,5 x 10° Zellen/ml ausplattierte
Zellen inkorporierten wenig [*°S]-Sulfat. Wenn jedoch Cyr61 zugesetzt wurde, bildeten diese Kulturen mit einer
Dichte unter dem Schwellwert Knétchen und inkorporierten Sulfat bis zu einem Ausmal, das ahnlich jenem in
Kulturen war, die mit einer Dichte von 3 x 10° Zellen/ml, die Chondrogenese unterstiitzt, ausplattiert waren.
Daher kann Cyr61 Chondrogenese in Mesenchymzellen férdern, die bei nicht-chondrogenen Dichten unter
dem Schwellwert ausplattiert wurden.

[0222] Daher ist es denkbar, dass bei Ausplattieren von Mesenchymzellen in einer Mikromasse hoher Dichte
das Ausmal an Chondrogenese maximal sein kann und durch exogene Faktoren, die mdglicherweise auch
nicht allen Zellen zuganglich sind, weiter gesteigert werden kann. Jedoch resultierte die Zugabe von exogenem
Cyr61 in einer 2fachen Erhéhung der [*2S]-Sulfat-Inkorporation in Kulturen, die mit Dichten im Bereich von 3
bis 10 x 106 Zellen/ml ausplattiert waren. Daher kann Cyr61 die Chondrogenese in Mikromassenkulturen hoher
Dichte, die offenbar einen maximalen Grad an Differenzierung nicht erreicht haben, weiter erhéhen.

[0223] Es ist vorstellbar, dass, wenn Mesenchymzellen in einer hohen Mikromassendichte ausplattiert wer-

den, das Ausmal} der Chondrogenese maximal sein kann und nicht durch exogene Faktoren, die auch nicht
fur alle Zellen zuganglich sein kénnen, weiter erhéht werden kann. Die Zugabe von exogenem Cyr61 resultiert
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jedoch in einer 2fachen Steigerung der [*S]-Sulfat-Inkorporation in Kulturen, die in Dichten von 3 bis 10 x 10°
Zellen/ml ausplattiert wurden. Daher kann Cyr61 die Chondrogenese in hohen Mikromassendichten weiter er-
héhen, die offensichtlich kein maximales Ausmal an Differenzierung erreicht haben.

[0224] Esist moglich, dass die erhdhte [*S]-Sulfat-Inkorporation in Cyr61-behandelte Kulturen zumindest teil-
weise auf einen Anstieg der Zellzahl zurtickzufiihren ist, da Cyr61 auch die Zellvermehrung férdert. Wenn dies
korrekt ware, dann wirde die Normalisierung der Sulfatinkorporation bezuglich der Zellzahl jegliche Unter-
schiede zwischen Kontrolle und Cyr61-behandelten Kulturen eliminieren. Es erwies sich, dass dies nicht der
Fall ist. Cyr61-behandelte Kulturen zeigten nach wie vor eine ungeféhr 2fache Erhéhung der normalisierten
Sulfatinkorporation gegenuber der Kontrolle, was darauf hinweist, dass Cyr61 einen Nettoanstieg an Chond-
rogenese fordert. Am Kulturtag 2 war das Sulfat:Zellzahl-Verhaltnis in Cyr61-behandelten Kulturen im Ver-
gleich zu Kontrollen niedriger und spiegelt ein niedriges AusmaR an [*S]-Sulfat-Inkorporation relativ zur Zell-
zahl wider, da Mesenchymzellen sich in Kulturen dieses frilhen Stadiums eher vermehren als differenzieren
(Ede (1983)).

[0225] Die Gegenwart von endogenem Cyr61 in diesen Zellen sowohl in vivo als auch in vitro weist darauf
hin, dass Cyr61 tatsachlich die biologische Funktion aufweist, die chondrogene Differenzierung zu regulieren.
Die Fahigkeit von exogen zugegebenem, gereinigtem Cyr61, die interzellulare Aggregation zu fordern und die
[3°S]-Sulfat-Inkorporation und Alcian-Blau-Farbung in Extremitdten-Mesenchymzellen zu erhdhen, beweist,
dass Cyr61 als Chondrogenese-Verstarkungsfaktor agieren kann. Wie oben in Beispiel 11 gezeigt, kdnnen An-
ti-Cyr61-Antikorper sowohl die Zelladhasionsals auch die DNA-Synthese-Verstarkungsaktivitaten von Cyr61
neutralisieren. Anti-Cyr61-Antikdrper wurden dem Mesenchymzellen-Kulturmedium zugegeben oder vor dem
Ausplattieren mit der Zellsuspension gemischt. Die Chondrogense wurde in mit Anti-Cyr61-Antikérpern behan-
delten Kulturen gehemmt, wie durch Verminderungen der [**S]-Sulfat-Inkorporation auf 50 % und 30 % der
Kontrollen nachgewiesen wurde, wenn Antikérper dem Medium zugegeben bzw. mit den Zellen gemischt wur-
den. Diese Beobachtungen korrelierten mit verminderter Alcian-Blau-Farbung. Jedoch resultierte das Mischen
der Anti-Cyr61-Antikérper mit Mesenchymzellen vor dem Ausplattieren in vollstandiger Ablésung von manchen
der behandelten Kulturen innerhalb von 24 Stunden.

[0226] Um die Moglichkeit einer nicht identifizierten Komponente im Antikérperpraparat als Ursache der Zel-
lablésung zu eliminieren, wurde Anti-Cyr61-Antikdrper mit 1 ug/ml gereinigtem Cyr61-Protein vor dem Mischen
mit Zellen vorinkubiert. Die Hemmung der Chondrogenese in mit neutralisierten Anti-Cyr61-Antikdrpern ge-
mischten Mesenchymzellen wurde aufgehoben.

[0227] Ein Verfahren des Screenings auf Modulatoren der Chondrogenese kann vorgesehen sein. Ein Ver-
gleichstest umfasst das Aussetzen von Chondrozyten gegentiber entweder (a) einer Kombination eines mut-
mallichen Modulators der Chondrogenese und eines ECM-Signalmolekiils, wie z.B. Cyr61, oder (b) dem
ECM-Signalmolekdl alleine. Messungen der relativen Chondrogenese-Raten stellen dann eine Basis fur die
Identifizierung des mutmalRlichen Modulators der Chondrogenese als Foérderer oder Inhibitor dieses Prozesses
bereit.

[0228] Die in diesem Beispiel beschriebenen Ergebnisse zeigen, dass endogenes Cyr61 in Mesenchymzellen
vorhanden und fiir ihre Chondrogenese von Bedeutung ist. Demgemalf beabsichtigt die Erfindung die Verwen-
dung eines ECM-Signalmolekdls, wie z.B. Cyr61, um Knochenheilung zu induzieren. Beispielsweise wird eine
biologisch wirksame Menge Cyr61 in eine Matrix, wie z.B. einen Schwamm, wie oben beschrieben eingefihrt,
und dieses Material wird dann aufgegeben, um Knochenbriiche zu fixieren, oder dazu verwendet, um die Frag-
mente einer Trimmerfraktur zueinander zu bringen. Es kann eine bioabbaubare Matrix eingesetzt werden,
oder die Matrix kann zu einem geeigneten spateren Zeitpunkt entfernt werden. Alternativ dazu kann Cyr61 di-
rekt auf den Knochen aufgetragen werden. Zuséatzlich kann Cyr61 auf leblose Objekte, wie z.B. auf biokomp-
atible Prothesen, wie in Beispiel 26 beschrieben angewendet werden.

Beispiel 28
Genetik
[0229] Ein anderer Weg, die Wirkungen eines ECM-Signalmolekul-verwandten Biomaterials zu kontrollieren,
ist seine Inaktivierung durch Erzeugen von dominant negativen Mutationen im relevanten Gen in aktiv wach-
senden und sich teilenden Zellen. Ein Ansatz umfasst die Verwendung rekombinanter Techniken, um z.B. ho-

mozygote mutierte Genotypen in Ex-vivo-Kulturen, wie z.B. HSC-Kulturen, zu erzeugen. Die Einflhrung dieser
Zellen in einen Organismus, wie z.B. in einen humanen Patienten, wiirde dann eine Gelegenheit fiir die einge-
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fuhrten mutierten Zellen bereitstellen, sich auszubreiten und die Expression des ECM-Signalmolekiils in vivo
zu andern. Mutanten, die fir eine solche Mutation homozygot sind, kdnnten die Expression eines endogenen
ECM-Signalmolekiils der Wildform in anderen Zellen beeinflussen. Heterozygote Mutanten kdnnten verander-
te ECM-Signalmolekile produzieren, die zur Wechselwirkung mit dem ECM-Signalmolekdul der Wildform, das
ebenfalls exprimiert wird, in einer solchen Weise fahig sind, dass die Aktivitaten des ECM-Signalmolekiils mo-
duliert oder aufgehoben werden.

[0230] Dariber hinaus kénnten sich wegen der Rolle, die ECM-Signalmolekiile, wie z.B. Cyr61, bei der Re-
gulation der Chondrogenese (d.h. Skelettentwicklung) spielen, genetische Manipulationen, die die Expression
von Human-Cyr61 verandern, als medizinisch bedeutungsvoll fur vorgeburtliche Screeningverfahren und Gen-
therapiebehandlungen erweisen, die mit Skelettleiden in Verbindung stehen, und zwar zusatzlich zu angioge-
nen Leiden. Beispielsweise wird das Cyr61-Gen exprimiert, wenn Mesenchymzellen ektodermalen sowie me-
sodermalen Ursprungs sich differenzieren, um Chondrozyten auszubilden. Folglich ist es eine Rolle, die Cyr61
spielen konnte, die Regulation der Festlegung von Mesenchymzellen auf Chondrozyten-Zelllinien, die an der
Skelettentwicklung beteiligt sind. Im Einklang mit dieser Sichtweise werden transgene Mause, die cyr61 ekto-
pisch uberexprimieren, mit Skelett-Abnormalitdten geboren. In allen untersuchten Fallen korreliert die Anwe-
senheit von Skelettdeformationen mit der Expression des Transgens. Diese Ergebnisse legen nahe, dass die
Human-Form von Cyr61 ebenfalls die Chondrogenese und Skelettentwicklung regulieren kann. Es ist ferner
moglich, dass das Human-cyr61-Gen einem genetischen Locus entspricht, der wie bereits bekannt die Ske-
lettentwicklung oder Geburtsdefekte in Verbindung mit der Knochen-Morphogenese beeinflusst. Die Kenntnis
der Human-Cyr61-Proteinsequenz, die hierin in Seq.-ID Nr. 4 dargestellt ist, und der kodierenden Sequenz der
cDNA, die hierin in Seq.-ID Nr. 3 dargestellt ist, stellen eine Basis flir die Konstruktion einer Vielzahl von Gen-
therapieansatzen bereit.

[0231] Die Informationen stellen ferner eine Basis fur die Konstruktion von Sonden bereit, die bei genotypi-
schen Analysen, z.B. Restriktionsfragmentlangenpolymorphismus-Analysen, zweckdienlich sind. Solche Ana-
lysen sind auf den Gebieten genetischer Beratung, z.B. bei der Diagnose von Krankheiten und Leiden und der
Wabhrscheinlichkeit ihres Auftretens, sowie bei forensischen Analysen zweckdienlich.

[0232] Als Beispiel sind die Materialien der vorliegenden Erfindung im vorgeburtlichen Screening fiir eine Rei-
he von Leiden oder Stérungen, einschlielich Blutstérungen, Skelettabnormalitadten und Krebsleiden, zweck-
dienlich. Wohl bekannte Techniken zum Erlangen fétaler Zellen, z.B. Amniozentese, stellen fiir die Diagnose
bendtigte Materialien bereit. Die fotalen Zellen kobnnen vermehrt und die DNA isoliert werden. Foétale Zellen
koénnen lysiert und Polymerasekettenreaktionen unter Verwendung von Oligonucleotidprimern durchgefiihrt
werden. Bei beiden Ansatzen wird die DNA dann der Analyse unterzogen. Einer der analytischen Ansatze um-
fasst die Bestimmung der Nucleotidsequenz bestimmter Regionen von cyr61 oder des gesamten Gens. Die
verfligbare kodierende Sequenz von Human-cyr61, die hierin in Seq.-ID Nr. 3 dargestellt ist, erleichtert die Kon-
struktion von Sequenzierungsprimern und bringt daher die Nucleotidsequenzanalyse in den Bereich der prak-
tischen Realitat. Eine Alternative zur Nucleotidsequenzanalyse ist eine Untersuchung der Expressionseigen-
schaften der fétalen Nucleinsaure. Die Fahigkeit der fétalen Nucleinsaure, exprimiert werden zu kénnen, kénn-
te bei der Diagnose von Cyr61-bezogenen angiogenen, chondrogenen oder onkogenen Stérungen entschei-
dend sein.

Beispiel 29
Fibroblastenadhasion

[0233] Primare Human-Hautfibroblasten haften an Proteinen der CCN-Familie, vor allem Cyr61 und CTGF,
und zwar durch Integrin a8, und nicht a 4B, oder a,58,. Fibroblastenadhasion an entweder Cyr61 oder CTGF
erfordert eine Wechselwirkung des Proteins mit Zelloberflachen-Heparansulfat-Proteoglykan, das als Core-
zeptor mit 4B, fir sowohl Cyr61 als auch CTGF dient. Neben seiner Beteiligung an Fibroblastenadhasion in-
duziert Cyr61 angiogene Faktoren, wie z.B. den Gefaltendothelzellen-Wachstumsfaktor (d.h. VEGF), in diesen
Zellen. Es ist zu erwarten, dass CTGF auch VEGF-Expression induziert.

[0234] Sowohl Cyr61 als auch CTGF dienen als angemessene Signalmolekile, die durch Adhasionsrezepto-
ren wirken. Fibroblastenadhasion an Cyr61 und CTGF resultiert in Fokaladhasions-Plaques, die durch Farben
mit entweder Anti-B,-Antikbrpern oder Anti-Fokaladhasionskinase- (FAK), Anti-Paxillin- oder Anti-Vinculin-An-
tikdrpern sichtbar gemacht werden kann. Morphologisch gesehen bilden Fibroblasten, die an Cyr61 haften, Fi-
lipodien, in Ubereinstimmung mit einer Migrationsreaktion. AuRerdem fiihrt die Adhasion zur raschen Tyrosin-
phosphorylierung von FAK und Paxillin sowie zur Aktivierung von MAP-Kinase und NJK-Kinase durch Phos-
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phorylierung. Die Adhasion von Cyr61 resultiert in einer veranderten Genexpression in Fibroblasten, wie z.B.
zur Induktion von MMP1 (Collagenase; Matrix-Metalloproteinase 1).

[0235] Das ayB;-Integrin ist der Adh&sionsrezeptor fiir Cyr61 und CTGF in Fibroblasten. AuRerdem umfasst
Cyr61-vermittelte Adh&sion durch o, eine gleichzeitige Bindung an Heparansulfat-Proteoglykan. Im Gegen-
satz dazu erfordert Cyr61-Adhasion durch a,f, in Endothelzellen keine Bindung an Proteoglykane. Somit be-
steht die Adh&sion von Endothelzellen aus zwei Komponenten: eine wird durch a,f,-Integrin vermittelt, und die
andere durch o4B,. Eine geringes Ausmal an Cyr61-vermittelter Adh&sion in Endothelzellen, die nicht durch
LM609 blockiert werden konnte, wurde beobachtete. Diese Restadh&sion wurde durch Anti-agB,-Antikérper
vollkommen blockiert. Somit ist a3, der primare Rezeptor fiir Cyr61 in Fibroblasten und der sekundare Rezep-
tor in Endothelzellen.

[0236] Die funktionell blockierenden monoklonalen Antikérper gegen Integrine wurden von Chemicon Inc. be-
zogen: JB1A (Anti-B,); FB12 (Anti-a,); P1E6 (Anti-a,); P1BS (Anti-a;); P1H4 (Anti-a,); P1D6 (Anti-as);
NK1-GoH3 (Anti-a,); P3G8 (Anti-a,); LM609 (Anti-a,3;). Polyklonale Anti-Cyr61-Antikérper wurden in Kanin-
chen gebildet und wie beschrieben affinitatsgereinigt (Kireeva et al. (1997)). Synthetische Peptide GRGDSP
(Seq.-ID Nr. 31) und GRGESP (Seq.-ID Nr. 32) wurden von Gibco-BRL bezogen. Heparin, Chondroitin-Sulfat
A, Chondroitin-Sulfat C und Decorin stammten von Sigma. Chondroitin-Sulfat B (Dermatan-Sulfat) und nieder-
molekulares (3K) Heparin stammten von Fluka.

[0237] Um Cyr61-vermittelte Fibroblastenadh&sion weiter zu charakterisieren, wurden Cyr61-Varianten oder
-Mutanten konstruiert, die Alaninsubstitutionen innerhalb der vermeintlichen Heparin-bindenden Stellen zwi-
schen etwa den Aminosauren 280-290 und den Aminosauren 306-312 aufweisen. Konstruktionen umfassten
ortsgerichtete Mutagenese unter Einsatz eines zwei Schritte umfassenden Polymerasekettenreaktions-
(PCR-) Verfahrens. Kurz gesagt wurden zwei Uberlappende interne Oligonucleotid-Primer, welche die gean-
derten Sequenzen in entgegengesetzter Orientierung enthielten, gemeinsam mit externen Primern in zwei se-
paraten PCR-Reaktionen eingesetzt. Maus-cyr61-cDNA wurde in der ersten PCR-Reaktion als Matrize einge-
setzt. Die resultierenden Produkte wurden gelgereinigt, kombiniert und als Matrize fir die zweite PCR-Reakti-
on verwendet. Das letztendliche mutierte PCR-Produkt wurde mit BsrG1 verdaut, das an Stellen schneidet,
welche die mutierten Sequenzen flankieren. Das BsrG1-Fragment, welches die Wildtyp-cyr61-cDNA im
pSG5-Vektor enthielt, wurde mit dem mutierten PCR-Produkt substituiert. Die Orientierung und Mutationen
wurden durch DNA-Sequenzierung bestatigt. Schlielich wurde die mutierte cyr61-cDNA durch Verdau mit
EcoRI von pSG5 freigesetzt und in den Baculovirus-Expressionsvektor pBlueBac 4.5 (Invitrogen) kloniert.

[0238] Fur die H1-Mutante waren die internen Primer 5'-GCGGCATGCAGCGCGACCGCGAAATCCCCAG-
AACCAGTC-3' (Primer fH1; Seq.-ID Nr. 18) und 5-TCGCGCTGCATGCCGCGCCCGCTTTTAGGCTGCTG-
TACACTG-3' (Primer rH1; Seq.-ID Nr. 19). Fur die H2-Mutanten waren die internen Primer 5-GTCGCGGCA-
TACGCGCCCAAATACTGCGGCTC-3' (Primer fH2; Seq.-ID Nr. 20) und 5-GCGCGTATGCCGCGACACTG-
GAGCATCCTGC-3' (Primer rH2; Seq.-ID Nr. 21). Die in der zweiten PCR-Reaktion verwendeten Au3enprimer
waren fur jede Mutante 5'-CAGACCACGTCTTGGTCC-3' (Stromauf-PCR-Primer; Seq.-ID Nr. 22) und 5'-GAA-
TAGGCTGTACAGTCGG-3' (Stromab-PCR-Primer; Seq.-ID Nr. 23). Um eine Doppelmutante (dmcyr61) zu
konstruieren, wurde das H2-mutierte cyr61-haltige amplifizierte Polynucleotid als PCR-Matrize verwendet,
wenn die in H1 vorkommende Mutation eingefuihrt wurde.

[0239] Rekombinantes Human-Cyr61 und mutiertes Cyr61, in einem Baculovirus-Expressionssystem unter
Verwendung von Sf9-Insektenzellen synthetisiert, wurden von serumfreiem konditioniertem Medium durch
Chromatographie auf Sepharose-S-Saulen gereinigt. Die Reinheit und Ausbeute der Proteine wurden durch
SDS-PAGE, gefolgt von Coomassieblau-Farbung und Immun-Blotting bestimmt. Menschliches Fibronectin,
menschliches Vitronectin, Rattenschwanz-Typ-I-Collagen und Maus-Laminin wurden von Collaborative Re-
search, MA, erhalten.

[0240] Die primare menschliche Vorhaut-Fibroblasten-Zelllinie 1064SK (ATCC CRL-2076; Start-Passage 2)
wurde in DMEM (4,5 g/Liter Glucose, Gibco) mit 10 % fétalem Rinderserum (Intergene) kultiviert. Human-Na-
belvenen-Endothelzellen (HUVEC) stammten von Cascade Biologics Inc. und wurden in dem von Cascade Bi-
ologics bereitgestellten Medium geziichtet. Zelladh&sionstests wurden unter serumfreien Bedingungen durch-
geflhrt. Kurz gesagt wurde ein zu untersuchendes Protein bis zur gewtinschten Konzentration (0,1-10 pm/ml)
in PBS verdunnt, auf 96-Well-Mikrotiterplatten (50 pl pro Well) aufgebracht und 16 Stunden lang bei 4°C inku-
biert. Die Bindungskapazitat flir ungesattigtes Protein wurde mit 1 % BSA bei Raumtemperatur 1 Stunde lang
blockiert. Die Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und durch Inkubation in PBS, das 2,5 mM EDTA ent-
hielt, bei Raumtemperatur 10 Minuten lang geerntet. Abgel6ste Zellen wurden mit serumfreiem Grundkultur-
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medium gewaschen, das 1 % BSA enthielt, und mit 2,5 x 10° Zellen/ml im gleichen Medium resuspendiert.
Wenn angegeben wurden Reagenzien (EDTA, Heparin, Peptide usw.) vor dem Ausplattieren mit den Zellen
vermischt, und Antikrper wurden vor dem Ausplattieren 30 Minuten lang bei Raumtemperatur mit Zellen inku-
biert. Zu jedem Well wurden 50 pl Zellsuspension zugegeben, und nach einer 30-minltigen Inkubation bei
37°C wurden die Wells zweimal mit PBS gewaschen. Anhaftende Zellen wurden mit 10 % Formalin fixiert, mit
Methylenblau gefarbt und durch Farbstoffextraktion quantifiziert, und dann wurde die Absorption bei 620 nm
gemessen. Die Hemmung von Glykosaminoglykan-Sulfatierung wurde erreicht, indem die Zellen 24 Stunden
lang in einem Medium geziichtet wurden, das die angegebenen Menge an Natriumchlorat enthielt. Die Betei-
ligung von Zelloberflachen-Proteoglykan wurde untersucht, indem die Zellen 30 Minuten lang bei 37°C mit He-
parinase | (2 U/ml, Sigma) oder Chondroitinase ABC (2 U/ml, Sigma) vorbehandelt wurden.

[0241] Die Fahigkeit von Cyr61, Zelladhasion in normalen Fibroblasten zu vermitteln, wurde untersucht. Mi-
krotiterwells wurden mit gereinigtem rekombinantem Cyr61-Protein beschichtet, und 1064SK-Primar-Hu-
man-Vorhautfibroblasten wurden unter serumfreien Bedingungen anhaften gelassen. Genauer gesagt wurden
gewaschene 1064SK-Fibroblasten mit 2,5 mM EDTA abgeldst und bei 2,5 x 10° Zellen/ml in serumfreiem
DMEM-Medium resuspendiert. 50 pl Zellsuspensionen wurden auf mit variierenden Konzentrationen (0,5-5,0
pm/ml) Cyr61-Protein beschichteten Mikrotiterwells ausplattiert. Nach einer 30-mindtigen Inkubation bei 37°C
wurden anhaftende Zellen fixiert und mit Methylenblau befarbt. Extrahierter Farbstoff wurde durch Absorption
bei 620 nm quantifiziert, und das Mittel aus drei Versuchen zeigte ein Absorptionsvermdgen von etwa 0,3 A,
(0,5 ym/ml Cyr61) auf, wobei das Absorptionsvermdgen fur Cyr61-Ldsungen von 1-5 pg/ml von 0,45-0,55 A,
reichte. Die Adhasion von 1064SK-Zellen an Cyr61 war dosenabhangig und sattigbar.

[0242] In einem anderen Experiment wurden Mikrotiterwells mit entweder BSA, Cyr61 (2 pg/ml) oder Vit-
ronectin (VN; 0,5 pm/ml) beschichtet und mit affinitdtsgereinigten Anti-Cyr61-Antikdrpern eine Stunde lang bei
37°C blockiert, bevor 1064SK-Zellen ausplattiert wurden. Das Ag,, flir BSA-beschichtete Wells betrug etwa
0,05, mit oder ohne blockierendem/n Anti-Cyr61-Antikérper. Bei Cyr61-beschichteten Wells betrug das Agy,
0,45 (ohne blockierenden Antikorper) oder 0,15 (mit blockierendem Antikorper). Bei VN-beschichteten Wells
betrug das A,,, etwa 0,55, mit oder ohne blockierendem/n Antikorper. Diese Daten sind Mittel aus drei Versu-
chen. Die Ergebnisse zeigen, dass affinitatsgereinigte Anti-Cyr61-Antikorper 1064SK-Zelladhasion an Cyr61,
nicht jedoch an Vitronectin, hemmten, was darauf hinweist, dass die Fahigkeit zur Vermittlung von Fibroblas-
tenadhasion eine immanente Eigenschaften des Cyr61-Proteins ist.

[0243] Die Wirkungen von zweiwertigen Kationen auf die Zelladhasion an Cyr61 wurden ebenfalls untersucht.
Die Zellen wurden zu Mikrotiterwells zugesetzt, die mit Cyr61 (2 pg/ml); Typ-I-Collagen (Col. I, 2 pg/ml), Vit-
ronectin (VN, 0,5 pg/ml) oder BSA (Kontrolle) beschichtet waren; zu manchen Zellen wurde EDTA (2,5 m) oder
Mg?* (5,0 mM) zugesetzt. Die Zellen wurden auf Mikrotiterwells ausplattiert, die mit Cyr61 (2 pg/ml) beschichtet
waren; und eine der folgenden Komponenten wurde zugesetzt: nichts, Ca?*, Mg?*, Mn?*, Ca?'/Mg*" oder
Ca*/Mn?* (jeweils 5,0 mM); die Ag,,-Werte waren 0,07, 0,46, 0,07, 0,46, 0,50, 0,08 bzw. 0,48. Die Daten sind
Mittel aus drei Versuchen. Die Fibroblastenadhasion an Cyr61 wurde durch 2,5 mM EDTA vollstandig blockiert
(etwa 0,12 A,;) und durch den Zusatz von 5,0 mM Mg?* wiederhergestellt (0,50 Ay,,). Wie erwartet wurden
ahnliche Ergebnisse bei Fibroblasten beobachtet, die auf Collagen (0,10 A,, mit EDTA, 0,58 A,,, mit Mg®*)
oder Vitronectin (0,05 A,, mit EDTA, 0,55 A,, mit Mg?*) ausplattiert wurden. Die Gegenwart von Ca** 16ste die
Zelladhé&sion an Cyr61 vollstandig aus, wahrend der Zusatz von Mg?* oder Mn?* keine Auswirkungen hatte. Die
Hemmung durch Ca*" ist charakteristisch fiir die Adhasion durch manche Mitglieder der B,-Familie von Integri-
nen, einschlieRlich Rezeptoren, die Typ-I-Collagen, Laminin und Vitronectin (Integrine a,B,, as8, und a,B,) in
Fibroblasten binden, sowie des lymphozytenspezifischen Integrins a,3,. Diese Beobachtung half auch, einige
Integrine auszuschlieRen, deren Adhasionseigenschaften durch Ca®" unterstiitzt werden. Die Gegenwart von
Mn?*, nicht aber von Mg?*, konnte die Hemmwirkung von Ca®" auf die Zelladhasion an Cyr61 tberwinden, was
vermuten lasst, dass Mn?" den Cyr61-Adhasionsrezeptor mit hoherer Affinitat binden kann als Ca?*.

[0244] Eine Reihe von Integrinen, die in Fibroblasten exprimiert werden, vor allem die a,-Integrine (a,8,, a,B;
und a,f,; Vitronectin-Rezeptoren) und das Integrin a, 3, (Fibronectin-Rezeptor) reagieren empfindlich auf Hem-
mung durch RGD-haltige Peptide. Die Wirkungen von RGD-Peptiden auf Cyr61-vermitelte Fibroblastenbin-
dung wurden getestet, indem die Zellen in Wells ausplattiert wurden, die mit Cyr61 (2 pg/ml), Typ-I-Collagen
(2 pg/ml) oder Vitronectin (0,5 pg/ml) beschichtet waren; dann wurden 2 mM GRGDSP- oder GRGESP-Pepti-
de zugesetzt. Bei Cyr61-beschichteten Welles ergaben kein Zusatz, GRGDSP oder GRGESP Ag,,-Werte von
etwa 0,50, 0,48 bzw. 0,46. Bei Typ-I-Collagen betrugen die A,,,-Werte 0,50, 0,47 bzw. 0,49, und bei VN waren
die Werte 0,45, 0,05 bzw. 0,41.

[0245] Die Zellen wurden auch bei Raumtemperatur 30 Minuten lang mit 40 ug/ml monoklonalen Antikdrpern
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gegen die Integrin-a,- oder die Integrin-a,-Untereinheiten vorinkubiert, dann auf Wells ausplattiert, die mit
Cyr61 (2 pg/ml), Vitronectin (0,5 pg/ml) oder Fibronectin (FN, 1 ug/ml) beschichtet waren. Bei Cyr61-beschich-
teten Wells waren die Ag,,-Werte 0,75 (kein Zusatz), 0,73 (Anti-a,) und 0,77 (Anti-a); die entsprechenden Wer-
te fir VN betrugen 0,78, 0,32 und 0,72; bei Fibronectin waren die entsprechenden Werte 0,72, 0,65 und 0,36.
Die Daten sind Mittel aus drei Versuchen. Das Peptid RGDSP, nicht aber das Kontrollpeptid RGESP, hoben
die 1064SK-Zelladhasion an Vitronectin vollkommen auf. Im Gegensatz dazu hatte RGDSP keine Wirkung auf
die Fibroblastenadhasion an Cyr61 oder Typ-I-Collagen. Dieses Ergebnis weist darauf hin, dass die Fibroblas-
tenadhésion an Cyr61 weder durch die a,-Integrine (a,8,, a,8; und a,B;) noch durch a8, nicht vermittelt wird.

[0246] 1064SK-Zellen wurden auRerdem durch Vorinkubation mit monoklonalen Antikrpern provoziert, wel-
che die a,- und a,-Integrin-Untereinheiten spezifisch erkennen. Wahrend die 1064SK-Adhésion an Vitronectin
und Fibronectin durch monoklonale Antikdrper gegen a, bzw. o, blockiert wurde, hatten diese Antikérper keine
Wirkung auf die Adhasion an Cyr61. Somit wird 1064SK-Fibroblastenadhasion an Cyr61 durch eine der Unter-
gruppen von B,-Integrinen (z.B. a,B,, a,B, oder aB,) vermittelt, die bekannterweise durch Ca** gehemmt wer-
den und gegeniiber Hemmung durch RGD-haltige Peptide unempfindlich sind.

[0247] Die 1064SK-Zellen wurden aulRerdem unter Einsatz des monoklonalen Antikérpers JB1A analysiert,
der an die B,-Integrin-Untereinheit bindet. Die Zellen wurden mit dem Antikorper (50 pg/ml) vorinkubiert, bevor
sie auf Mikrotiterwells ausplattiert wurden, die mit Cyr61 (2 pg/ml), Typ-I-Collagen (2 pg/ml) oder Vitronectin
(0,5 pg/ml) beschichtet waren. Anti-B,-Antikdrper hemmten die Zelladh&sion an Cyr61 (Ag,, von 0,53 ohne An-
tikdrper und 0,14 mit Antikdrper) zu 75 %, was bestatigt, dass 1064SK-Fibroblastenadhasion an Cyr61 die Be-
teiligung eines B,-Integrins erfordert. Wie zu erwarten wurde die Adhéasion an Typ-I-Collagen durch den An-
ti-B;-Antikdrper zu etwa 62 % gehemmt (A4,, von 0,56 ohne und 0,21 mit Antikdrper), wahrend die Adh&sion
an Vitronectin nicht beeintrachtigt war (Ag,, von 0,48 ohne und 0,44 mit Antikérper). Die Daten sind Mittel aus
drei Versuchen.

[0248] Um das spezifische B,-Integrin zu identifizieren, das Fibroblastenadhésion an Cyr61 vermittelt, wurden
die Hemmwirkungen von funktionsblockierenden monoklonalen Antikérper gegen verschiedene Integrin-a-Un-
tereinheiten getestet. Die Zellen wurden mit monoklonalen Antikdrpern gegen die Integrin-B,-Einheit (50 pg/ml,
siehe oben beschriebene Ergebnisse) oder die Integrin-as-Untereinheit (20 pg/ml) bei Raumtemperatur 30 Mi-
nuten lang vorinkubiert und dann auf Wells ausplattiert, die mit Cyr61 (2 pg/ml), Laminin (5 pg/ml) oder Fib-
ronectin (1 pug/ml) beschichtet waren. Die Daten sind Mittel aus zumindest drei Versuchen. Der monoklonale
Anti-ag-Antikdrper blockierte 1064SK-Fibroblastenadhdsion an Cyr61 (A4, von 0,53 ohne und 0,08 mit Antikor-
per) zu mehr als 80 %, wahrend er keine Wirkung auf die Adhasion an Fibronectin hatte. Die Adhasion an La-
minin, einen Liganden fur Integrin agB,, wurde nur teilweise blockiert (A4,, von 0,62 ohne und 0,48 mit Antikor-
per, oder eine Blockierung von etwa 22 %). Die Zellen wurden mit 40 pg/ml monoklonalen Antikérpern gegen
Integrin a1, a2, a3 oder a4 vorinkubiert oder mit einem Gemisch aus a1-, a2- und a3-Antikérpern (jeweils 40
pg/ml) 30 Minuten lang bei Raumtemperatur behandelt, dann auf Wells ausplattiert, die mit Cyr61 (2 pg/ml),
Vitronectin (0,5 pg/ml) oder Typ-I-Collagen (2 ug/ml) beschichtet waren. Die Daten sind Mittel aus drei Versu-
chen und in Tabelle Il zusammengefasst.

TABELLE II
Antikérper Cyré1 (Aszo) VN (As20) Coll. | (As20)
keiner (Kontrolle) 0,58 0,59 0,74
Anti-oq 0,54 0,57 0,62
Anti-a 0,60 0,58 0,31
Anti-o; 0,55 0,54 0,63
Anti-o4 0,56 0,55 0,72
Anti-a4 + Anti-a + Anti-oiz 0,56 0,56 0,10

[0249] Funktionsblockierende monoklonale Antikérper gegen a,-, 0,-, a,- oder a,-Untereinheiten oder eine
Kombination aus Antikérpern gegen a,, a, und a, hatte nur wenig Wirkung auf Cyr61-vermittelte Zelladhasion
(Tabelle Il). Im Gegensatz dazu hemmte ein Gemisch aus Anti-a,-, Anti-a,- und Anti-a,-Antikérpern Fibroblas-
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tenadhasion an Collagen fast vollstandig. Somit wird 1064SK-Fibroblastenadhé&sion an Cyr61 durch Integrin
0B, vermittelt.

[0250] Die Rolle von Heparin bei der Bindung von Fibroblasten an Cyr61 wurde ebenfalls untersucht. Zuerst
wurden unterschiedliche Mengen von l6slichem Heparin zu Suspensionen von 1064SK-Fibroplasten zuge-
setzt, bevor sie auf entweder mit Cyr61 oder Fibronectin beschichteten Wells ausplattiert wurden. Genauer ge-
sagt wurden die Zellen auf Wells ausplattiert, die mit Cyr61 (2 ug/ml) oder Fibronectin (1 pg/ml) beschichtet
waren. Unterschiedliche Mengen Heparin (0,001-1000 pug/ml) wurden vor dem Ausplattieren in die Zellsuspen-
sion gegeben. Die Zellen wurden auf Wells ausplattiert, die mit Cyr61 (2 pg/ml) oder Vitronectin (0,5 pg/ml)
beschichtet waren. Daten, die Mittel aus zumindest drei Versuchen darstellen, zeigten, dass Heparinwerte von
nur 1 ng/ml die Bindung nachweisbar hemmten, wobei 0,1 pg/ml oder mehr die Zelladhasion an Cyr61 voll-
standig hemmten. Hohe Heparinwerte von bis zu 1000 pg/ml hatten jedoch keine Wirkung auf die Zelladhasion
an Fibronectin.

[0251] Der Einfluss von Chondroitin-Sulfaten auf die Zelladh&sion an Cyr61 wurde ebenfalls untersucht. Die
Zellen wurden auf Wells ausplattiert, die mit Cyr61 (2 ug/ml) oder Vironectin (0,5 ug/ml) beschichtet waren.
Chondroitin-Sulfat A (1 mg/ml), Chondroitin-Sulfat B (100 ug/ml), Chondroitin-Sulfat C (10 mg/ml) oder Decorin
(100 pg/ml) wurde vor dem Ausplattieren in die Zellsuspension gegeben. Die Daten (drei Durchgange) zeigten,
dass 1 mg/ml Chondroitin A oder 10 ug/ml entweder Chondroitin B oder Decorin die Zelladhasion an Cyr61
hemmten; Chondroitin C hemmte die Adhasion an Cyr61 in allen getesteten Konzentrationen (0,01-1000
pg/ml). Die Konzentrationen von Chondroitin-Sulfat A, B oder Decorin, die fir diese Hemmung erforderlich wa-
ren, waren einige Gréf3enordnungen héher als die wirksame Hemmkonzentration von Heparansulfat (z.B. 0,1
pg/ml Heparansulfat im Vergleich zu 1 mg/ml Chondroitin-Sulfat A).

[0252] Der Zusatz von Natriumchlorat (ein Hemmer der Proteoglykansulfatierung) zu Zellsuspensionen in
Cyr61-behandelten (2 ug/ml) Wells resultierte in einer dosisabhangigen Reaktion mit 90%iger Hemmung der
Adhasion bei 40 mM Natriumchlorat. Im Gegensatz dazu fiihrte diese Konzentration von Chlorat zu nur einer
10-20%igen Hemmung der Zelladhasion an andere Substraten (Fibronectin, Typ-I-Collagen, Vitronectin und
Laminin). Die Daten sind Mittel aus drei Versuchen. Die Chlorathemmstudie wurde durchgefihrt, indem Zellen
24 Stunden lang in einem Medium kultiviert wurden, das 0-50 mM Natriumchlorat enthielt, dann gewaschen
und wie oben beschrieben geerntet wurden, gefolgt von einer Ausplattierung auf Cyr61 (2 ug/ml), Fibronectin
(1 pg/ml), Typ-I-Collagen (Coll. I, 2 ug/ml), Vironectin (VN, 0,5 ug/ml) oder Laminin (5 pg/ml). Chlorat-vermit-
telte Adhasionshemmung wurde durch den Zusatz von 10 mM MgSQ, gerettet. Die Zellen wurden 24 Stunden
lang in einem Medium kultiviert, das 50 mM Natriumchlorat oder 50 mM Natriumchlorat plus 10 mM Magnesi-
umsulfat enthielt, dann gewaschen und geerntet und anschlieBend auf Wells ausplattiert, die mit Cyr61 (2
pm/ml), Vitronectin (0,5 pug/ml) oder Fibronectin (1 mg/ml) beschichtet waren.

[0253] Die 1064SK-Fibroblasten wurden auRerdem mit Heparatinase behandelt, sodass die Zellen nicht mehr
an Cyr61 haften konnten (A4, von 0,13 mit und 0,59 ohne Behandlung), aber keinerlei Auswirkungen auf die
Zelladhsion an Vitronectin (Ag,, von 0,63 mit und 0,70 ohne Behandlung) oder Fibronectin (As,, von 0,66 mit
und 0,74 ohne Behandlung) hatte. Im Gegensatz dazu hatten Chondroitinase A, B und C keine Wirkung
(Agy-Werte von 0,57, 0,69 und 0,65 fur Cyr61, Vitronectin bzw. Fibronectin) auf die Zelladhasion, was zeigt,
dass Chondroitin-Sulfate nicht wesentlich zur Adhasion von menschlichen Vorhaut-Fibroblasten an Cyr61 bei-
tragen. Folglich sind Zelloberflachen-Proteoglykane, wie z.B. Heparansulfat-Proteoglykane, an Cyr61-vermit-
telter Fibroblastenzelladhasion beteiligt. Die Adhasion von menschlichen Fibroblasten an Cyr61 wird durch In-
tegrin a,f3, vermittelt, und sulfatierte Proteoglykane spielen bei dieser Adhasion eine Rolle.

[0254] Mutierte Cyr61-Proteine mit mangelnder Heparinbindung wurden erzeugt, um die Wirkung solcher
Veranderungen auf die Fibroblastenadhasion zu untersuchen. Herkémmliche ortsgerichtete Mutagenesever-
fahren wurden verwendet, um mutierte Cyr61-Polypeptide mit gednderten Heparinbindungsmotiven herzustel-
len. Zwei vermeintliche Heparinbindungsmotive wurden innerhalb der carboxylterminalen Doméane in Cyr61
gefunden, welche der Consensus-XBBXB-Sequenz fiir die Heparinbindung entsprechen (worin B flir einen ba-
sischen Aminosaurerest, wie z.B. Lysin oder Arginin, steht). Ortsgerichtete Mutagenese wurde eingesetzt, um
die Lysin- und Argininreste in den Motiven mit Alanin zu ersetzen, wodurch zwei Cyr61-Varianten (H1 und H2)
geschaffen wurden, die jeweils eines der beiden Heparinbindungsmotive mutiert aufwiesen. Au3erdem wurden
beide Motive in einer Cyr61-Doppelmutanten- (DM-) Variante mutiert. Ein Vergleich der mutierten Aminosau-
resequenz H,N-SLKAGAACSATAKSPEPVRFTYAGCSSVAAYAPKYCG-CO,H (Seq.-ID Nr. 30) mit den Res-
ten 278-314 von Seq.-ID Nr. 2 (Wildtyp-Maus-Cyr61) zeigt Cluster von Aminosaureanderungen zwischen den
Resten 280-290 (H1, oben unterstrichen) und zwischen den Resten 305-310 (H2, oben unterstrichen); beide
Gruppen von geclusterten Veranderungen sind bei DM zu finden. Diese Mutationen wurden unter Verwendung
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des Vollangen-cyr61 geschaffen; die mutierten Konstrukte wurden in rekombinanten Baculovirus-transformier-
ten Insektenzellen exprimiert und daraus gereinigt. Gleiche Mengen von konditioniertem Medium von Insek-
ten-SF9-Zellen, die mit Baculovirus infiziert waren und Wildtyp- oder Mutanten-Cyr61-Protein exprimieren,
wurden auf CL-6B-Heparin-Sepharose-Saulen geladen. Nach dem Waschen mit 20 Bett-Volumina RIPA-Puffer
wurde gebundenes Protein mit RIPA-Puffer eluiert, der steigende Konzentrationen Natriumchlorid enthielt.
Gleiche Mengen Eluat von jeder Fraktion wurden auf SDS-PAGE-Gelen analysiert, gefolgt von Western-Blot-
ting zur Sichtbarmachung von Cyr61-Protein. Als Antikérper wurden polyklonale Kaninchen-Antikérper gegen
bakterielles GST-Cyr61 eingesetzt. Die Cyr61-Polypeptid-H1-Mutante eluierte tiber einen Bereich von 0,4-0,8
M NaCl; H2 eluierte Uber einen Bereich von 0,4-1,0 (vorwiegend zwischen 0,6-0,8) M NaCl; DM eluierte wah-
rend des Waschens und bis zu 0,25 M NaCl; und Wildtyp-Cyr61 eluierte bei 0,8-1,0 M NaCl. Diese Elutions-
profile zeigen, dass H1 und H2 etwas verringerte Heparin-Bindungsaffinitaten aufwiesen, wahrend DM eine
deutlich defiziente Heparinbindung besald.

[0255] Um die Aktivitaten dieser Cyr61-Varianten (d.h. Cyr61-Proteinmutanten) zu untersuchen, wurden ver-
schiedene Konzentrationen der Varianten separat auf Mikrotiterwells aufgetragen, und 1064SK-Fibroblasten
wurden zugesetzt. Adhasionstests wurden durchgefiihrt, indem Zellen gegebenenfalls bei Raumtemperatur 30
Minuten lang mit 20 pg/ml monoklonalem Anti-ag-Antikdrper vorinkubiert wurden, dann auf Wildtyp-Cyr61, eine
Cyr61-H1-Mutante, eine Cyr61-H2-Mutante oder Vitronectin (0,5 pg/ml) plattiert wurden. Die Ergebnisse (drei
Durchgéange) zeigten, dass sowohl H1 (z.B. 2,5 pg/ml) als auch H2 (z.B. 2,5 mg/ml) in der Lage waren, Fibro-
blastenadhasion mit Adhasions-Isothermen zu unterstutzen, die mit denen von Wildtyp-Cyr61 vergleichbar wa-
ren (z.B. 2 pg/ml), obwohl die maximale Adhasion bei Wildtyp-Protein bei einer niedrigeren Konzentration (1
pg/ml) erreicht wurde als bei Proteinmutanten (2,5-5,0 ug/ml). AuRerdem wurde die Adhasion an entweder H1
oder H2 durch Antikérper gegen die Integrin-Untereinheit a4 blockiert, was zeigt, dass die Zelladhasion an den
Cyr61-Proteinmutanten auch durch Integrin o4B, vermittelt wird. Genauer gesagt hemmte der Antikdrper
Cyr61-vermittelte Bindung um 78 %, H1-vermitelte Bindung um 69 % und H2-vermittelte Bindung um 70 %;
Fibroblastenbindung an Vitronectin wurden nur zu 9 % gehemmt. Somit unterscheiden sich die Inte-
grin-agB,-Bindungsstellen von Cyr61 von den Heparin-Bindungsstellen, die in H1 und H2 mutiert sind.
Cyr61-Proteinmutanten, die eine der Heparin-Bindungsstellen behielten, wiesen ausreichende Rest-Heparin-
bindungsaktivitat auf, um Fibroblastenadhasion zu unterstiitzen. Im Gegensatz dazu war DM nicht in der Lage,
1064SK-Fibroblastenadhasion bei irgendeiner getesteten Konzentration zu unterstitzen, was zeigt, dass die
immanente Heparin-Bindungsaktivitat von Cyr61 wesentlich fiir die Vermittlung von Fibroblastenadhasion ist.

[0256] Versuche, die auf die Untersuchung der Wirkung der Deletion der carboxyterminalen Domane von
Cyr61 auf die Cyr61-vermittelte Adhasion von 1064SK-Fibroblasten ausgerichtet sind, flihrten zu ibereinstim-
menden Ergebnissen, die zeigten, dass die carboxyterminale Domane, welche die Heparin-Bindungsstelle ent-
halt, fur Fibroblastenadhasion an Cyr61 notwendig ist. Die Experimente wurden gemaf dem oben beschriebe-
nen Protokoll durchgefiihrt, aber das rekombinante Human-cyr61-Konstrukt kodierte flr Cyr61-NT, ein
Cyr61-Polypeptid mit den Aminosauren 1-281 der Seq.-ID Nr. 4 (d.h. ohne die carboxyterminalen Aminosau-
rereste 282-381 der Seq.-ID Nr. 4). Somit enthalt reifes Cyr61-NT die Domanen |, Il und Ill, was der IGFBP-Ho-
mologiedomane, der von-Willebrand-Faktor-Typ-C-Wiederholungsdoméane bzw. dderie Thrombospon-
din-Typ-1-Wiederholungsdomane entspricht, wahrend die Heparin-Bindungsdoméane |V fehlt. Ergebnisse aus
diesen Versuchen zeigten, dass Cyr61-NT Fibroblastenadhasion nicht unterstiitzte, obwohl dieses Cyr61-Po-
lypeptidfragment Fibroblasten-Migration unterstitzte, wie oben beschrieben ist (siehe Beispiel 14). Weiters
zeigten immunologische Analysen, dass ein Antikérper (d.h. GoH3), der das Integrin a, spezifisch erkannte,
Humanfibroblasten-Adhasion an Cyr61-Polypeptide blockierte.

[0257] Der folgende Versuch zeigte, dass die Anforderungen fiir Cyr61-Heparin-Bindungsstellen anders sind
als far Cyr61-vermittelte Adhasion durch das a,;-Integrin. Gewaschene HUVE-Zellen wurden durch 2,5 mM
EDTA abgel6st und in serumfreiem F-12K-Medium bei 5 x 10° Zellen/ml resuspendiert. Dann wurden die Zellen
bei Raumtemperatur 30 Minuten lang mit 2,5 mM EDTA, 1 mM RGD-Peptid oder 40 pg/ml monoklonalem An-
ti-a, B,-Antikérper (LM609) vorinkubiert, anschlieRend auf Wildtyp-Cyr61 (5 pg/ml), doppelmutiertem Cyr61
(DM Cyr61, 10 pg/ml) oder Vitronectin (0,5 pg/ml) ausplattiert. Immobilisierte Zellen wurden mit Methylenblau
gefarbt, und die Absorptionswerte (Ag,,) wurden aufgezeichnet. Die relativen Bindungskapazitaten (die Bin-
dung von Zellen, die keiner Vorinkubationsverbindung ausgesetzt worden waren, ist als 100 % definiert) sind
in Tabelle 11l zusammengefasst.
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Tabelle Il
Vorinkubation Cyr61 DM Cyr61 Vitronectin
keine 100 100 100
EDTA 22 23 11
RGD-Peptid 50 23 13
Anti-a,,B3-Antikdrper 42 23 89

[0258] Die Daten basieren auf drei unabhangigen Versuchen. Folglich vermittelte eine DM immer noch eine
HUVEC-Bindung, was zeigt, dass das Ausbleiben der Bindung an Fibroblasten bei einer DM spezifisch fur die-
sen Zelltyp war.

[0259] Zelladhasionstests wurden auch mit Glattmuskelzellen durchgeflhrt. Rinder-Aortenglattmuskelzellen
(BASM-Zellen) wurden dem oben beschriebenen Zelladh&sionstest unterzogen, um Fibroblasten zu testen.
Die Ergebnisse zeigten, dass Cyr61-Polypeptide eine Adhdsion von BASM-Zellen induzierte. Heparin, nicht
jedoch ,RGD"-Peptide (siehe z.B. Seq.-ID Nr. 31), hemmten Cyr61-induzierte Adhasion der Glattmuskelzellen.
Um bestimmte Integrin-Rezeptoren zu identifizieren, welche die Cyr61-Induktion der BASM-Zelladhasion ver-
mittelten, wurden Antikérper-Untersuchungen unter Einsatz von Anti-Integrin-Antikérpern durchgefihrt, wel-
che die spezifischen Integrine erkannten. Der Antikdrper GoH3, der das Integrin a4 erkannte, hob die
BASM-Zelladhasion vollstéandig auf. Dementsprechend hob der Antikdrper JB1a, der das Integrin 3, spezifisch
erkannte, Cyr61-induzierte BASM-Zelladhasion auf.

[0260] Somit vermittelt das Integrin 4B, Cyr61-induzierte Adh&sion von Glattmuskelzellen. Es ist zu erwarten,
dass Cyr61-Polypeptide, welche die Heparin-Bindungsdomane IV umfassen, die Adhasion beliebiger Sauge-
tier-Glattmuskelzellen induzieren.

[0261] Dementsprechend kann ein Verfahren zum Screenen auf einen Modulator von Zelladhasion folgende
Schritte umfassen: (a) Kontaktieren einer ersten Fibroblastenzelle mit einem vermutlichen Modulator von Zel-
ladhé&sion und einer biologisch wirksamen Menge eines ECM-Signalmolekul-bezogenen Biomaterial, das aus
der aus einem Cyr61, einem Fisp12, einem CTGF, einem NOV, einem ELM-1 (WISP-1), einem WISP-3, einem
COP-1 (WISP-2) und Fragmenten, Analoga und Derivaten beliebiger der oben genannten Mitglieder der
CCN-Proteinfamilie bestehenden Gruppe ausgewahlt ist; (b) separates Kontaktieren einer zweiten Fibroblas-
tenzelle mit einer biologisch wirksamen Menge eines ECM-Signalmolekil-bezogenen Biomaterials, wie oben
beschrieben, wodurch eine Kontrolle bereitgestellt wird; (c) Messen des aus Schritt (a) und Schritt (b) resultie-
renden Zelladhasionswerts; und (d) Vergleichen der in Schritt (c) erhaltenen Werte der Zelladhasion, wodurch
ein Modulator von Zelladhasion aufgrund seiner Fahigkeit, den Wert der Zelladhasion im Vergleich zu einer
Kontrolle aus Schritt (b) zu &ndern, identifiziert wird. Vorzugsweise prasentieren die Fibroblastenzellen das
04B,-Integrin. Bevorzugt sind auch Fibroblastenzellen, die ein sulfatiertes Proteoglykan prasentieren, wie z.B.
Heparansulfat-Proteoglykan. Beliebige aus einer Reihe von CCN-Polypeptiden kdnnen in den obigen Verfah-
ren eingesetzt werden, wie z.B. Cyr61 (Maus — Seq.-ID Nr. 2, Mensch — Seq.-ID Nr. 4, Ratte — Genbank Zu-
griffs-Nr. AB015877), Fisp12/CTGF (Maus — Seq.-ID Nr. 6, Mensch Seq.-ID Nr. 8, N. viridescens — Genbank
Zugriffs-Nr. AJ271167, Sus scrofa — Genbank Zugriffs-Nr. U7006U, X. laevis — Genbank Zugriffs-Nr. U43524,
B. taurus — Genbank — Zugriffs-Nr. AF000137 und Ratte — Genbank Zugriffs-Nr. AF120275), NOV (Mensch —
Genbank Zugriffs-Nr. NM_002514, Maus — Genbank Zugriffs-Nr. Y09257 und G. gallus — Genbank Zugriffs-Nr.
X59284), ELM-1 (Wisp-1; Mensch — Genbank Zugriffs-Nr. NM_003882, Maus — Genbank Zugriffs-Nr.
AB004873), COP-1 (Wisp-2; Mensch — Genbank Zugriffs-Nr. NM_003881, Maus — Genbank Zugriffs-Nr.
AF100778) und Wisp-3 (Mensch — Genbank Zugriffs-Nr. NM_003880).

[0262] Weiters kdnnen Screens auf Modulatoren der Wechselwirkung zwischen ECM-Signalmolekilen, wie
z.B. menschlichen Cyr61-Polypeptiden, und a.,, einem spezifischen Integrin-Rezeptor, durchgefiihrt werden,
dessen Aktivitaten die Vermittlung der Adhasion von Fibroblasten, Glattmuskelzellen und Endothelzellen um-
fassen, nicht jedoch auf diese einschrankt sind. Die Screening-Verfahren umfassen das Kontaktieren eines
Cyr61-Polypeptids mit a,B,, das vorzugsweise in einer Zusammensetzung vorhanden ist, die eine Sduge-
tier-Zellmembran, wie z.B. eine Endothel-, Fibroblasten- oder Glattmuskel-Zellmembran, umfasst, und zwar in
Gegenwart und Abwesenheit eines vermeintlichen oder vermutlichen Modulators der Cyr61-Integrin-Wechsel-
wirkung. Der Nachweis von relativen Wechselwirkungsgraden, vorzugsweise in Form des Nachweises von re-
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lativen Graden von Zellmembran- (oder Ganzzellen-) Adhasion, fihrt zur Identifikation von Modulatoren. Die
Erfindung umfasst weiters die Verwendung einer Zusammensetzung, die ein Cyr61-Fragment oder einen An-
tikdrper der Erfindung umfasst, zur Herstellung eines Medikaments zur Behandlung von Zustéanden oder Lei-
den, wie z.B. Erkrankungen, im Zusammenhang mit defekter Angiogenese, Tumorwachstum und Tumormeta-
stasen. Die Behandlung kann die Zufuhr einer therapeutisch wirksamen Menge eins Cyr61-Polypeptids oder
eines Modulators der Cyr61-a48,-Integrinrezeptor-Wechselwirkung an ein Saugetier, wie z.B. einen Menschen,
mithilfe eines beliebigen auf dem Gebiet der Erfindung bekannten Mittels umfassen.

[0263] Analoge Verfahren zum Screenen auf Modulatoren von Fibroblasten-Zellmigration oder -proliferation
kénnen ebenfalls durchgefiihrt werden. Das nachstehend beschriebene Verfahren dient zur Identifikation von
Modulatoren von Zellmigration; das beschriebene Verfahren trifft auf Verfahren zum Screenen von Modulato-
ren von Zellproliferation durch Substitution der eingeklammerten Elemente zu. Ein Verfahren zum Screenen
auf Modulatoren von Fibroblasten-Zellmigration umfasst folgende Schritte: (a) Kontaktieren einer ersten Fibro-
blastenzelle mit einem vermutlichen Modulator von Zellmigration (-proliferation) und einer biologisch wirksa-
men Menge eines ECM-Signalmolekiil-bezogenen Biomaterials, das aus der aus einem Cyr61, einem Fisp12,
einem CTGF, einem NOV, einem ELM-1 (WISP-1), einem WISP-3, einem COP-1 (WISP-2) und Fragmenten,
Analoga und Derivaten beliebiger der oben genannten Mitglieder der CCN-Proteinfamilie bestehenden Gruppe
ausgewahlt ist; (b) separates Kontaktieren einer zweiten Fibroblastenzelle mit einer biologisch wirksamen
Menge eines ECM-Signalmolekil-bezogenen Biomaterials, wie oben beschrieben, wodurch eine Kontrolle be-
reitgestellt wird; (c) Messen des aus Schritt (a) und Schritt (b) resultierenden Zellmigrations- (-proliferations-)
Werts; und (d) Vergleichen der in Schritt (c) erhaltenen Werte der Zellmigration (-proliferation), wodurch ein
Modulator von Zellmigration (-proliferation) aufgrund seiner Fahigkeit, den Wert der Zellmigration- (-proliferati-
on) im Vergleich zu einer Kontrolle aus Schritt (b) zu andern, identifiziert wird. Bevorzugte Ausfihrungsformen
der Verfahren zum Screenen auf Modulatoren von entweder Zellmigration oder Zellproliferation umfassen die
Verwendung von Fibroblasten, die ein a483,-Integrin und/oder ein sulfatiertes Proteoglykan prasentieren.

Beispiel 30
Cyr61-vermittelte Regulation von Genexpression

[0264] Ein I6sliches Cyr61-Protein, das zu primaren menschlichen Vorhaut-Fibroblasten in einer Kultur zuge-
setzt wird, fuhrt zu signifikanten Veranderungen in der Genexpression innerhalb von 24 Stunden. Im Gegen-
satz dazu ist immobilisiertes Cyr61 deutlich weniger wirksam bei der Induktion solcher Expressionsanderun-
gen. Die Veranderungen, die stattfinden, umfassen: (1) Hochregulierung von Matrixabbauenzymen, ein-
schliellich MMP1, MMP3 und uPA; und (2) Herabregulierung von Matrixproteingenen, wie z.B. Typ-1-Colla-
genkettengen. Cyr61 induziert auch die Expression der entziindungsbezogenen Proteine IL-1 und IL-6. AulRer-
dem induziert Cyr61 eine wesentliche Hochregulierung von VEGF1 (GefalRendothelwachstumsfaktor 1 oder
VEGF-A), einem starken angiogenen Faktor, und VEGF3 (VEGF-C), einem wichtigen angiogenen Faktor fur
das lymphatische System. Diese Genexpressionsanderungen zeigen, dass Cyr61 in Screening-Tests niitzlich
ist, die auf die Identifikation von Modulatoren von Angiogenese durch den Nachweis einer Wirkung auf die
Cyr61-Aktivitat ausgerichtet sind.

[0265] Ein gereinigtes, Idsliches rekombinantes Cyr61-Protein wurde 24 Stunden lang zu Kulturen von prima-
ren menschlichen Vorhaut-Fibroblasten zugesetzt. Aus diesen Zellen wurde mRNA isoliert, um Sonden fir die
Hybridisierung eines Multi-Gen-Blots (Clontech Atlas Human Array 1.2 Kat.-Nr. 7850-1) mit etwa 650 Genen
herzustellen. Die Expressionswerte dieser Gene in Cyr61-behandelten Zellen wurden mit jenen von Kontroll-
zellen verglichen. Dieser Vergleich ergab, dass die Expression verschiedener Gruppen von Genen verandert
wurde: Hochregulierung von Matrixabbauenzymen, einschlielich MMP1, MMP3 und uPA; Herabregulierung
von Matrixproteingenen, wie z.B. dem Typ-1-Collagenkettengen; Induktion der entziindungsbezogenen Zyto-
kine IL-1 und IL-6; und Induktion der agiogenen Molekile VEGF1 und VEGF3. Diese Ergebnisse wurden durch
Northern-Blot-Analysen bestatigt, welche Steigerungen oder Abnahmen der betreffenden mRNAs in Cyr61-be-
handelten Zellen aufzeigten. Ein zeitlicher Verlauf von Expressionsanderungen wurde bestimmt. D.h. 6 Stun-
den nach seinem Zusatz hatte Cyr61 die Expression von VEGF-A-mRNA induziert, und diese Induktion ist 12
und 24 Stunden nach dem Zusatz immer noch vorhanden. 12 und 24 Stunden nach dem Zusatz hatte Cyr61
auflerdem die Expression eines VEGF-A-Polypeptids induziert. Bezliglich VEGF-C ist die Induktion von mRNA
12 Stunden nach dem Zusatz von Cyr61 immer noch klar erkennbar, und die Induktion bleibt nach dem Zusatz
zumindest 24 Stunden lang bestehen. Es ist zu erwarten, dass Cyr61 die Expression eines VEGF-C-Polypep-
tids mit ahnlicher Kinetik induziert.

[0266] Cyr61 scheint der Schllisselvermittler fiir die Wirkung von TGF-(3 zu sein, der Cyr61 stark induziert und
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bekannterweise Matrixproteinsynthese reguliert. Unter Verwendung von Mausembryo-Fibroblasten, die von
Cyr61-Knockout-Mausen stammen (siehe Beispiel 31), wurde gezeigt, dass Cyr61 TGF-B-Funktion vermittelte.
Wahrend TGF-B die Expression von Collagen in Embryo-Fibroblasten von einer cyr61*--Maus (Wurfgeschwis-
ter einer cyr617-Maus) induzieren kann, ist das in Zellen mit einer Inaktivierung von cyr61 durch Insertion (d.h.
cyr61-Knockout-Zellen) nicht maglich. AuRerdem kann TGF-3 BEFG-Expression in cyr61*~-Fibroblasten indu-
zieren, nicht aber in cyr61~-Fibroblasten.

[0267] Die Stimulation von Fibroblasten durch Serum induziert bekannterweise die Expression zahlreicher
Gene. Wahrend cyr61*"~-Zellen auf Serumstimulation mit der Induktion von VEGF reagieren, weisen
cyr617~-Zellen keine Seruminduktion von VEGF auf (obwohl der Hintergrund-Expressionsgrad derselbe ist).
Dieses Ergebnis zeigt, dass Cyr61 der Vermittler von VEGF-Induktion unter Stimulation durch Serumwachs-
tumsfaktoren ist und bestatigt die Fahigkeit von Cyr61, VEGF-Expression zu regulieren.

[0268] Um zu beweisen, dass Cyr61-vermittelte Seruminduktion von VEGF auf Transkriptionsebene stattfin-
det, wurden Collagen-I- und Collagen-lI-Promotoren, die an Reporter-Gene gebunden waren, in Cyr61-Knock-
out-Zellen und Kontrollzellen transfiziert. In Ubereinstimmung mit den obigen Ergebnissen wurde in Kontroll-
zellen, nicht aber in Knockout-Zellen, eine Transkription aus den transfizierten Genkonstrukten durch TGF-f3
induziert.

[0269] Wenn also Fibroblasten stimuliert werden, kann eine Cyr61-Expression zu Genexpressionsanderun-
gen flhren, die Proteine fur Matrixabbau und -umbau, Zytokine, die chemotaktisch fir Makrophagen und Lym-
phozyten sind, und Wachstumsfaktoren fur Angiogenese produzieren.

[0270] Wie oben erwahnt interagieren Cyr61-Polypeptide mit dem agB,-Integrin-Rezeptor von Fibroblasten.
Weitere Genexpressionsuntersuchungen haben gezeigt, dass weder Cyr61-NT (ohne Heparan-Bindungsdo-
mane V) noch dmCyr61 (mit Substitutionen in den beiden Consensus-XBBXB-Heparan-Bindungsmotiven bei
den Aminosauren 280-290 (H1) und 305-310 (H2) von Seq.-ID Nr. 4) die Expression der oben genannten Gene
(z.B. VEGF, MMP1 und MMP3) induzieren, im Gegensatz zu den Wirkungen von Wildtyp-Cyr61. Diese Ergeb-
nisse zeigen, dass die Heparan-Bindungsdomane von Cyr61 anscheinend fur die Induktion von Genexpressi-
on in Fibroblasten erforderlich ist. Es ist zu erwarten, dass Cyr61-Peptide, wie z.B. TSP 1, Genexpression hem-
men, die aus durch den a4B,-Integrin-Rezeptor vermittelter Cyr61-Induktion resultiert. Auflerdem ist zu erwar-
ten, dass Cyr61 die Expression dieser Gene wie auch verwandter Gene in anderen Saugetier-Zelltypen indu-
ziert und dass die Heparan-Bindungsdomane fiir solch eine Induktion erforderlich ist, egal um welchen Zelltyp
es sich handelt.

[0271] Die Identifikation von Target-Zellen, die durch Cyr61 reguliert werden, einschlief3lich Genen, die an
Matrixumbau (Wundenheilung, Metastasen etc.), Entziindungen und Angiogenese beteiligt sind, liefert Hinwei-
se auf geeignete Targets einer Therapie unter Einsatz von Cyr61.

[0272] Somit kann ein Verfahren zum Screenen auf einen Modulator von Angiogenese gemal diesen Ergeb-
nissen folgende Schritte umfassen: (a) Kontaktieren einer ersten Endothelzelle, die ein cyr61-Allel umfasst, mit
einem vermutlichen Modulator von Angiogenese; (b) Messen der Cyr61-Aktivitat der ersten Endothelzelle; (c)
Messen der Cyr61-Aktivitat einer zweiten Endothelzelle, die ein cyr61-Allel umfasst; und (d) Vergleichen der in
Schritt (b) und (c) gemessenen Cyr61-Aktivitadtswerte, wodurch ein Modulator von Angiogenese identifiziert
wird.

[0273] Ein verwandtes Verfahren ist ein Verfahren zum Screenen auf einen Modulator von Angiogenese, das
folgende Schritte umfasst: (a) Kontaktieren einer ersten Endothelzelle mit einem Polypeptid, das aus der aus
einem Cyr61, einem Fisp12, einem CTGF, einem NOV, einem ELM-1 (WISP-1), einem WISP-3, einem COP-1
(WISP-2) und Fragmenten, Analoga und Derivaten beliebiger der oben genannten Mitglieder der CCN-Prote-
infamilie bestehenden Gruppe ausgewahlt ist; (b) Kontaktieren der ersten Endothelzelle mit einem vermutli-
chen Modulator von Angiogenese; (c) Kontaktieren einer zweiten Endothelzelle mit dem Polypeptid aus Schritt
(a); (d) Messen der Angiogenese der ersten Endothelzelle; (e) Messen der Angiogenese der zweiten Endo-
thelzelle; und (f) Vergleichen der in Schritt (d) und (e) gemessenen Angiogenesewerte, wodurch ein Modulator
von Angiogenese identifiziert wird.

[0274] Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Verwendung einer Zusammensetzung, die ein
Cyr61-Fragment oder einen Antikdrper der Erfindung umfasst, zur Herstellung eines Medikaments zur Be-
handlung von Erkrankungen oder Leiden, wie z.B. defekter Angiogenese, Tumorwachstum, Tumormetastasen.
Gene, deren Expression durch ein ECM-Signalmolekiil beeinflusst werden kann, umfassen, sind jedoch nicht
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eingeschrankt auf: MMP1, MMP3, uPA, das Typ-I-Kollagenkettengen, die entziindungsbezogenen Zytokine
IL-1 und IL-6 und die Gene, die fur die angiogenen Molekile VEGF1 und VEGF3 kodieren.

[0275] Die Verfahren zur Identifikation von Modulatoren von Angiogenese nutzen das Potenzial von Modula-
toren, Angiogenese durch Einwirkung auf die Aktivitatswerte eines CCN-Proteins, wie z.B. Cyr61, zu beeinflus-
sen, indem sie entweder den Expressionsgrad des Proteins beeinflussen oder die spezifische Aktivitat des ex-
primierten Proteins beeinflussen.

Beispiel 31
Cyr61-Knockout-Mause

[0276] Das Maus-cyr61-Gen wurde in vivo durch gerichtete Genunterbrechung insertionsinaktiviert (d.h.
durch Knockout), und die Phanotypen von heterozygoten und homozygoten Knockout-Mause wurden unter-
sucht. Heterozygote Mause (cyr61*") schienen normal zu sein, da diese Mause keine erkennbaren Phanotyp
aufwiesen. Die homozygoten cyr617-Mé&use wiesen jedoch schwere GefaRdefekte und auch erkennbare neu-
ronale Defekte auf. Die meisten cyr617-Mause starben noch in der Gebarmutter, beginnend bei E10.5 wéh-
rend der Geburt, wobei die meisten Embryos um E13.5 starben. Zum Zeitpunkt des Todes der Embryos gibt
es ein Spektrum von Entwicklungsdefekten und Phanotypen.

[0277] Der erste Schritt bei der Herstellung von Knockout-Mausen bestand in der Konstruk- tion eines Targe-
ting-Vektors, der das Maus-cyr61-Gen durch Einfihrung des bakteriellen lacZ-Gens, das flr $-Galactosidase
kodiert, insertionsinaktiviert aufwies, wodurch das Screenen auf Knockout-Mause vereinfacht wurde. Eine im
Handel erhaltliche genomische 129-SvJ-Maus-DNA-Bibliothek (Stratagene) wurde mit einer cyr61-Sonde ge-
screent, und Klon 61-9 wurde identifiziert. Klon-61-9-Phagen-DNA wurde dann hergestellt und mit Stul und
BamHI unter Einsatz von Standardverfahren verdaut. Das 6-kb-Fragment mit dem cyr61-Promotor und der ko-
dierenden Region wurde an Kpnl-Linker mit einem glatten Ende ligiert, wodurch der Linker an die Stul-Stelle
gebunden wurde. Das Fragment wurde dann mit BamHI und Kpnl verdaut und in BamHI-, Kpnl-verdautes
pBluescript KS+ insertiert. Das rekombinante pBluescript KS+ wurde mit Smal geschnitten und dann an einen
Xhol-Linker ligiert. Nach der Linker-Ligation wurde das rekombinante Plasmid mit Xhol geschnitten, und das
Xhol-Fragment, das die fir lacZ kodierende Region von pSABgal trug, wurde insertiert (Friedrich et al., Genes
Dev. 5, 1513-1532 (1991)). Das PGK-TK-blue-Plasmid mit einem Thymidinkinase-Gen, das durch den
PGK-Promotor getrieben war (Mansour et al., Nature 336, 348-352 (1988)), wurde mit EcoRI geschnitten, und
die Enden wurden mit Klenow glatt gemacht. Das Fragment mit dem glatten Ende wurde dann an Kpnl-Linker
ligiert. SchlieBlich wurden die cyr61-Bgal-neo-DNA und die modifizierte PGK-TK-DNA jeweils mit Kpnl ge-
schnitten und ligiert, um p61geo, das letztendliche Targeting-Konstrukt, zu bilden. Somit enthielt p61geo fur
funktionelles Bgal und fuir neo kodierende Regionen, die auf der 5'-Seite von einem 1,7-kb-Fragment mit einem
intakten cyr61-Promtor flankiert waren und auf der 3'-Seite von einem 3,7-kb-Fragment mit dem 3'-Ende der
fur cyr61 kodierenden Region flankiert waren (Exons 2-5 und 3'-flankierende Sequenz). Eine homologe Re-
kombination dieses Inserts in das Maus-Chromosom wirde die fiir cyr61 kodierende Region unterbrechen und
die fur gal und neo kodierenden Regionen im Genom platzieren.

[0278] Die Zellen wurden gemafly den Anleitungen von Genome Systems fur Mausembryo-Fibroblasten
(MEFs) oder wie von Li et al., Cell 69, 915-926 (1992), mit Modifikationen fur J1-ES-Zellen kultiviert. Kurz ge-
sagt wurden MEFs in 7, 5 % CO, in einem Inkubator bei 37°C mit DMEM-Medium (hoher Glucosegehalt) (Gib-
co/BRL Nr. 11965-084) und 10 % hitzeinaktiviertem fotalem Kalberserum (HyClone), 2 mM Glutamin, 0,1 mM
nichtessentiellen Aminosauren und gegebenenfalls 100 U Penicillin/Streptomycin kultiviert. MEFS wurden bei
E14.5 aus Mausembryos isoliert und bei Passage 2 bereitgestellt.

[0279] Fur Feeder-Zellen wurden MEFs mitotisch inaktiviert, indem sie bei 37°C (7,5 % CO,) 2-5 Stunden lang
10 pg/ml Mytomycin C (Sigma) in einem Kulturmedium ausgesetzt wurden. Dann wurden die Zellen 3-mal mit
PBS gewaschen. Mitotisch inaktivierte MEFs wurden mit Trypsin-EDTA (Gibco/BRL) geerntet und bei etwa 1
x 10%cm? mit einem MEF-Medium ausplattiert.

[0280] Embryonale J1-Stammzellen (ES-Zellen) wurden in DMEM (kein Pyruvat, glucosereiche Formulie-
rung; Gibco/BRL Nr. 11965-084), erganzt mit 15 % hitzeinaktiviertem FCS (Hyclone), 2 mM Glutamin (Gib-
co/BRL), 0,1 mM nichtessenziellen Aminosauren (Gibco/BRL), 10 mM HEPES-Puffer (Gibco/BRL), 55 uM
B-Mercaptoethanol (Gibco/BRL) und 1.000 U/ml ESGRO (Leukamie inhibierender Faktor, LIF) (Gibco/BRL),
kultiviert. J1-Zellen wurden routinemafig in einem ES-Medium auf einer Feeder-Schicht aus mitotisch inakti-
vierten MEFs in einem feuchtigkeitsgesattigten Inkubator bei 37°C in 7,5 % CO, kultiviert. Normalerweise wur-
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den 1,5 x 10° J1-Zellen in einem 25-cm?-Gewebekulturkolben ausgeséat, und das Medium wurde jeden Tag ge-
wechselt. Die Zellkulturen wurden 2 Tage nach dem Ausséen geteilt, Gblicherweise wenn der Kolben etwa 80
% Konfluenz aufwies. Um ES-Zellen zu dissoziieren, wurden Zellen zweimal mit PBS (Ca- und Mg-frei) gewa-
schen und bei 37°C 4 Minuten lang mit Trypsin/EDTA trypsiniert. Dann wurden die Zellen abgeldst, grindlich
mit Trypsin/EDTA vermischt und weitere 4 Minuten lang inkubiert. Die Zellsuspension wurde dann mehrere
Male (20- bis 30-mal) pipettiert, um die Zellklumpen aufzubrechen. Die vollstandige Dissoziation der Zellen
wurde mithilfe eines Mikroskops uberpruft. ES-Zellen wurden mit einem ES-Medium mit 10 % FCS und 10 %
DMSO (Sigma) bei etwa 4-5 x10° Zellen/ml bei 0,5 ml/Réhrchen eingefroren. Die gefrorenen Zellen wurden
Uber Nacht bei —70°C gelagert und am nachsten Tag in fliissigen Stickstoff Ubertragen. Dann wurden die ge-
frorenen Zellen rasch in einem Wasserbad mit 37°C aufgetaut, in 5 ml ES-Medium pelletiert, um DMSO zu ent-
fernen, und mit frischen MEF-Feeder-Zellen in 25-cm?-Kolben gegeben.

[0281] Um Mauszellen mit einem Transgen zu transfizieren, wurden die p61-geo-Targeting-Konstrukte durch
Notl-Verdau linearisiert, mit 1 ug/ml in PBS suspendiert und durch Elektroporation in J1-ES-Zellen eingefihrt.
Rasch wachsende (subkonfluent, frisch ersetztes Medium) J1-ES-Zellen wurden trypsiniert, gezahlt, gewa-
schen und im Elektroporationspuffer, der 20 mM HEPES, pH 7,0, 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 6 mM D-Glucose
und 0,7 mM Na,HPO, enthielt, bei 1 x 10" Zellen/ml resuspendiert. Linearisierte DNA wurde in einer Menge
von 45 pg/ml zur Zellsuspension zugesetzt, das Ganze wurde durchmischt und dann 5 Minuten lang bei Raum-
temperatur inkubiert. Eine 0,8-ml-Aliquote von Zell-DNA-Gemisch wurde dann in eine Klvette Ubertragen und
einer Elektroporation mit einem BioRad-Gene-Pulser unter Einsatz eines einzelnen Impulses bei 800 V, 3 pF,
unterzogen. Die Zellen wurden 10 Minuten lang bei Raumtemperatur im Puffer belassen und dann bei 4 x 10°
Zellen/100 mm Platte mit Neomycin-resistenten MEF-Feeder-Zellen ausplattiert. Die Zellen wurden anschlie-
Rend unter Standardbedingungen ohne Arzneimittel-Selektion kultiviert. Nach 24 Stunden wurde das Selekti-
onsmedium, das ES-Medium, erganzt mit 400 ug/ml (Gesamt-) G418 (Gibco/BRL) und 2 yM Ganciclovir (Ro-
che), enthielt, substituiert. Das Selektionsmedium wurde taglich ausgetauscht. Einzelne Kolonien wurden in
Mikrotiter-Wells gegeben, und die Zellen wurden mit 25 pl 0,25 % Trypsin-EDTA/Well auf Eis dissoziiert und
dann in einem befeuchteten Inkubator bei 37°C mit 7,5 CO, 10 Minuten lang inkubiert. Danach wurden die Zell-
suspensionen mit 25 pyl ES-Medium vermischt und 10-mal mit einer Pipette aufgezogen, um Zellklumpen auf-
zubrechen. Der gesamte Inhalt der einzelnen Wells wurde dann mit 150 pyl ES-Medium pro Well auf Wells einer
96-Well-Flachbodenschale tbertragen und mithilfe herkdmmlicher Kultivierungsverfahren 2 Tage lang geziich-
tet.

[0282] Konfluente ES-Zellklone wurden gewaschen und mit einem Lysepuffer (10 mM Tris (pH 7,7), 10 mM
NaCl, 0,5 % (Gew./Vol.) Sarcosyl und 1 mg/ml Proteinase K) in einer feuchten Atmosphare tber Nacht bei 60°C
behandelt. Nach der Lyse wurde ein Gemisch aus NaCl und Ethanol (150 pl 5 M NaCl in 10 ml kaltem absolu-
tem Ethanol) zugesetzt (100 ul/Well), und genomische DNA wurde isoliert. Die genomische DNA der einzelnen
ES-Zellklone wurde mit EcoRI (30 ul/Well) verdaut und einem Southern-Blot-Assay unterzogen.

[0283] Das Southern-Blotting wurde wie in ,,Current Protocols in Molecular Biology" (Ausubel et al. (1991))
beschrieben durchgefiihrt. Kurz gesagt wurden EcoRI-Fragmente von genomischer DNA durch Elektrophore-
se durch 0,8 % Agarose-Gele fraktioniert und durch Abwarts-Kapillartransfer mit einem alkalischen Puffer (0,4
M NaOH) auf Nylon-Membranen (Bio-Rad) transferiert. Die Sonden, ein BamHI-EcoRI-Fragment 3' vom lan-
gen Arm des Targeting-Konstrukts (p61 geo) oder den Sequenzen der fiir neo kodierenden Region, wurden
durch zufallige Primermarkierung hergestellt (Primit Il, Stratagene), wobei [a-**P]-dCTP (NEN) eingesetzt wur-
de. Membranen wurden in einem Hybridisierungspuffer (7 % SDS, 0,5 M NaHPO, (pH 7,0) und 1 mM EDTA)
15 Minuten lang bei 65°C in einer Rollerflasche vorhybridisiert. Mit der Sonde wurde frischer Hybridisierungs-
puffer zugesetzt, und die Membranen wurden 18 Stunden lang hybridisiert. Hybridisierte Membranen wurden
kurz in 5 % SDS, 40 mM NaHPO, (pH 7,0), 1 mM EDTA gespdilt und dann 45 Minuten lang bei 65°C mit einer
frischen Waschldsung gewaschen. Diese Waschlésung wurde mit 1 % SDS, 40 mM NaHPQO, (pH 7,0), 1 mM
EDTA ersetzt und zweimal 45 Minuten lang bei 65°C mit einer frischen Loésung gewaschen. Nach dem Wa-
schen wurden die Membranen gescreent, wonach der Screen mithilfe eines Phosphorimagers (Molecular Dy-
namics) gescannt wurde. Die Blots wurden routinemafig gestrippt und mit der neo-Kontrollsonde erneut son-
diert, um sicherzustellen, dass keine zufallige Integration stattgefunden hatte, wobei herkémmliche Verfahren
eingesetzt wurden.

[0284] Die Ergebnisse der Southern-Analyse zeigten, dass die genomische DNA von 14 Kolonien (231 Kolo-
nien wurden untersucht) eine cyr61-Allelmutante an einer Stelle enthielt, die mit einer Integration durch homo-
loge Rekombination Ubereinstimmt. Die GroRe der nachgewiesenen Fragmente betrug 6,4 kb beim Wild-
typ-cyr61-Allel und 7,4 kb bei der Allelmutante mit der cyr61-Sonde; keine Bande beim Wildtyp-cyr61-Allel und
eine 7,4-kb-Bande bei der Allelmutante mit der neo-Sonde.
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[0285] Auch eine Genotypisierung wurde durchgefuhrt, und zwar durch PCR unter Verwendung eines Robo-
Cycler (Stratagene). Primer wurden entworfen, um ein 2,1-kb-DNA-Fragment aus Allelmutanten zu amplifizie-
ren. Das PCR-Produkt deckt die 5'-Flanke des kurzen Arms des Targeting-Konstrukts bis zur Sequenz von lacZ
(B-gal) innerhalb des Target-Konstrukts ab. Die obere PCR-Primersequenz war 5-CACAACAGAAGCCAGG-
AACC-3' (Seq.-ID Nr. 24), und die untere PCR-Primersequenz war 5-GAGGGGACGACGACAGTATC-3'
(Seq.-ID Nr. 25). PCR-Reaktionsbedingungen waren 95°C 40 Sekunden lang, 63°C 40 Sekunden lang und
68°C eine Minute lang, 35 Durchgénge.

[0286] Zur Genotypisierung von Mausschwanzen oder Embryogeweben wurden zwei Primergruppen in die
gleiche PCR-Reaktion aufgenommen, um sowohl Wildtyp- als auch mutierte Allele zu amplifizieren. Ein einzel-
ner oberer PCR-Primer (b) wurde verwendet, welche die Sequenz 5-CAACGGAGCCAGGGGAGGTG-3'
(Seq.-ID Nr. 26) aufwies. Der untere PCR-Primer zur Amplifikation der Wildtyp-Allele, also der leichtere Primer,
wies die Sequenz 5-CGGCGACACAGAACCAACAA-3' (Seq.-ID Nr. 27) auf und wiirde ein Fragment von 388
bp amplifizieren. Der untere PCR-Primer zur Amplifikation der Allelmutante war der untere mutierte Primer und
wies die Sequenz 5'-GAGGGGACGACGACAGTATC-3' (Seq.-ID Nr. 28) auf; ein 600-bp-Fragment wurde aus
Allelmutanten amplifiziert. Die Reaktionsbedingungen waren: 95°C eine Minute lang, 63°C eine Minute lang
und 72°C eine Minute lang, 30 Durchgénge.

[0287] Die PCR-Amplifikation von Allelmutanten von cyr61 unter Verwendung der mutantenspezifischen Pri-
mer ergab ein Fragment von 2,1 kb, und Versuche, das Wildtyp-Allel mit diesen Primern zu amplifizieren, er-
gaben kein nachweisbar amplifiziertes Fragment, wie erwartet worden war. Southern-Analysen identifizierten
eine 7,4-kb-Bande (Allelmutante) und eine 6,4-kb-Bande (Wildtyp) in heterozygoten Mutanten; nur die
6,4-kb-Bande wurde detektiert, wenn Wildtyp-DNAs sondiert wurden. Sowohl die PCR-Daten als auch die
Southern-Daten zeigen, dass cyr61-Alleimutanten in das Maus-Genom eingefihrt worden waren, und zwar
durch homologe Rekombination.

[0288] Die selektierten ES-Zellklone wurden dann fiur eine Mikroinjektion in E3.5-Blastozysten aus
C57BL/6J-Mausen expandiert. Embryomanipulationen wurden wie von Koblizek et al., Curr. Biol. 8, 529-532
(1998), und Suri et al., Science 282, 468-471 (1998), beschrieben mit Modifikationen durchgefiihrt. Kurz ge-
sagt wurden die J1-ES-Zellklone geerntet und mit Trypsin-EDTA dissoziiert. Die Zellen wurden in einem
CO,-unabhangigen Medium (Gibco-BRL) mit 10 % FBS resuspendiert und auf Eis gehalten. Etwa 15-20
ES-Zellen wurden in jede Blastozyste aus C57BL/6J (Jackson Labs) injiziert. Injizierte Blastozysten wurden 1-2
Stunden lang kultiviert, bevor sie in die Uterushérner von scheintrachtigen Ziehmuttern (CD-1, Harlan) trans-
feriert wurden. Chimaren wurden durch die Fellfarbe identifiziert. Mannliche Chimaren mit einem hohen Pro-
zentanteil von Agouti-Fellfarbe wurden mit C57BL/6J-Weibchen zusammengesperrt, um die Keimbahntrans-
mission des ES-Zell-Genotyps zu testen. F,-Nachkommen mit dem Target- (d.h. mutierten) Allel wurden dann
einige Male mit C57BL/6J-Weibchen riickgekreuzt, um einen genetischen C57BL-Inzuchthintergrund zu erhal-
ten. AuRerdem wurde eine mutierte Mauslinie mit dem genetischen 129SvJ-Inzuchthintergrund erhalten, in-
dem Keimbahnchimaren-Mannchen mit 129SvJ-Weibchen gekreuzt wurden.

[0289] Funf ES-Zellklone wurden injiziert und ergaben chimare Nachkommen mit ES-Zell-Anteilen von 30 %
— 100 %, wie durch den Anteil an Agouti-Fellfarbe beurteilt wurde. Vier und zwei chimare Mannchen, die von
den ES-Zellklonen 4B7 bzw. 2A11 abstammten, gaben das Target-Allel erfolgreich tber die Keimbahn weiter.
Die heterozygote mutierte cyr61-Maus sah gesund und fruchtbar aus. Die 4B7-Chimarenlinie wurde entweder
durch Zucht auf 129SvJ-Mause Ubertragen, um das Target-Allel in einem genetischen SvJ129-Hintergrund zu
erhalten, oder mit C57BL/6J-Mausen riickgekreuzt, um die Mutation in den C57BL/6J-Hintergrund zu Ubertra-
gen. Die 2A11-Target-Linie wurde im genetischen 129SvJ-Hintergrund erhalten. Ahnliche Phénotypen wiesen
die 4B7,,4-, 4B7 4,5, - und 2A11-Mauslinien auf.

[0290] Von den Nachkommen von Zwischenkreuzungen von cyr61*--Mausen, die untersucht wurden, waren
141 in diesem Alter cyr61**-, 225 cyr61*~ und keine homozygoten cyr617-Mause, mit der Ausnahme, dass 10
cyr617--Jungen lebend geboren wurden und innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt starben. Ausgehend
vom Aufspaltungsverhaltnis nach Mendel hatte die Mehrheit (> 90 %) der cyr617~-Tiere vor der Geburt sterben
missen. Deshalb wurden unterschiedliche Stadien pranataler Féten durch PCR untersucht, wie oben be-
schrieben ist. Beginnend mit E10.5 war die Anzahl an homozygoten mutierten Embryos geringer als aufgrund
des Aufspaltungsverhaltnisses erwartet, was eventuell auf die Resorption von homozygoten mutierten Embry-
os zuriickzufiihren sein kdnnte. Die meisten (80 %) der E10.5-cyr61~-Embryos schienen normal im Vergleich
zu Wurfgeschwistern. In diesem Stadium (E10.5) wurde in manchen Embryos mangelhafte Verschmelzung
von Chorion und Allantois gefunden, und dieser Phanotyp resultierte in friiher Embryonenletalitat. Die Allantois
dieses Embryotyps sah ballférmig aus und war oft mit Blut gefiillt. Obwohl keine anderen Defekte spezifisch
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identifiziert wurden, kam es in einigen wenigen der cyr61-Null-Embryos zu Blutungen.

[0291] Bei E11.5 waren etwa 50 % der cyr617-Embryos vom Aussehen her nicht von Wildtyp- oder hetero-
zygoten mutierten Wurfgeschwistern zu unterscheiden. Bis E11.5 hatte sich der Zustand von Embryos mit feh-
lender Verschmelzung von Chorion und Allantois zusehends verschlechtert. Immer mehr und schwerere Blu-
tungen waren auch in cyr61-Null-Embryos zu beobachten. Die Blutungen traten in unterschiedlichen Bereichen
auf, einschliellich der Plazenta, innerhalb der Gebarmutter, innerhalb des Amnions, im embryonalen Rumpf,
auf der Seite des Korpers und am Kopf. In diesem Stadium traten auch bei manchen Null-Mutationsembryos
Defekte in der Plazenta auf. Die Plazenta in Verbindung mit diesen Embryos wies ein Gefallsystem auf, das
unter der Norm lag. Anders als die friihe Letalitdt im Zusammenhang mit der mangelhaften Verschmelzung von
Chorion und Allantois lebten und entwickelten sich Embryos mit Plazenta-Defekten typischerweise normal.

[0292] Bei E12.5 wiesen cyr617-Embryos immer noch drei Phanotypen auf: 1) nicht beeintréachtigt, 2) am Le-
ben mit Blutungen und/oder Plazenta-Defekten und 3) beeintrachtigt, obwohl sich das Verhaltnis zwischen den
einzelnen Kategorien im Vergleich zu friheren Stadien verandert hatte. Etwa 30 % der cyr61-Null-Embryos wa-
ren in diesem Stadium nicht beeintrachtigt. Bei etwa 50 % der Nullmutationsembryos waren Anzeichen von
Blutungen und/oder Plazenta-Defekten zu erkennen, und 20 % dieses Embryotyps tberleben die Gefalk- oder
Plazenta-Defekte nicht. Etwa 20 % der cyr617-Embryos wies keine Verschmelzung von Chorion und Allantois
auf und war schon in einem viel friheren Stadium gestorben, wie an der Unterentwicklung von defekten Em-
bryos erkennbar war.

[0293] Bei E13.5 war keiner der cyr61”-Embryos, die Blutungen, Plazenta-Defekte oder mangelhafte Ver-
schmelzung von Chorion und Allantois aufgewiesen hatten, mehr am Leben, obwohl etwa 30 % aller Cyr61-de-
fizienten Embryos keinen offensichtlichen Phanotyp aufwies. Embryos, die in spateren Stadien (> E14.5) un-
tersucht worden waren, wiesen das gleiche phanotypische Muster und den gleichen Anteil in Bezug auf die
einzelnen Arten von Defekten, aber mit steigender Schwere, auf.

[0294] Weitere Untersuchungen auf zellularer und subzellularer Ebene wurden mithilfe der folgenden Verfah-
ren durchgefihrt. MEF-Zellen wurden wie von Hogan et al., Manipulating the Mouse Embryo — A Laboratory
Manual (1994), beschrieben geerntet. Kurz gesagt wurden E11.5-Embryos aus Kreuzungen von zwei hetero-
zygoten cyr61-Ziel-Eltern in DMEM ohne Serum seziert. Die Glieder, die inneren Organe und das Gehirn wur-
den entfernt. Die Embryokadaver wurden dann mit einer Rasierklinge zerkleinert und mit Trypsin/EDTA bei
37°C unter Drehung 10 Minuten lang dissoziiert. Die Halfte des Dissoziationspuffers wurde dann zu einem glei-
chen Volumen DMEM plus 10 % FBS zugesetzt. Der Dissoziations- und Abnehmschritt wurden fiinfmal wie-
derholt. Abgenommene Zellen wurden expandiert und in einem Verhaltnis von 1:10 geteilt, um die proliferie-
renden Fibroblastenzellen zu selektieren.

[0295] Um Gesamtzelllysate herzustellen, wurde eine 100-mm-Platte mit MEF-Zellen fast bis zur Konfluenz
kultiviert. Dann wurden die Zellen mit frischem Medium mit 10 % Serum aktiviert und 1,5 Stunden lang bei 37°C
inkubiert, bevor sie geerntet wurden. Anschlielend wurden die Zellen gewaschen und durch herkémmliche
Verfahren zentrifugiert. Die Zellpellets wurden in 100 pl RIPA-Puffer resuspendiert (0,5 % Natriumdesoxycho-
lat, 0,1 % SDS, 1 % Nonidet P-40, 50 mM Tris-ClI, pH 8,0, 150 mM NaCl, Aprotinin 0,2 Einheiten/ml und 1 mM
PMSF) und 10 Minuten lang auf Eis gegeben, um die Zellen zu lysieren. Die Zellsuspension wurde zentrifu-
giert, und der Uberstand (Zelllysat) wurde bei —-70°C fiir weitere Analysen gelagert. Ein Drittel des Uberstands
wurde einer Western-Blot-Analyse unter Einsatz eines polyklonalen TrpE-mCyr61-Anti-Serums unterzogen.
[0296] Um zu bestatigen, dass homozygote cyr61”~-Tiere kein Cyr61 exprimierten, wurden MEF-Zellen aus
E11.5-Embryos hergestellt, die aus Kreuzungen zweier cyr61*~-Eltern stammten. Zelllysate wurden von se-
rumstimulierten MEFs verschiedener Genotypen entnommen und Western-Blot-Analysen unter Verwendung
von Anti-Cyr61-Antiserum (trpE-mCyr61) unterzogen. Der Western-Blot zeigte, dass der Cyr61-Proteingehlat
bei KO- (Knockout-) MEF-Zellen nicht nachweisbar war, wahrend heterozygote cyr61*--Zellen das Cyr61-Pro-
tein unter den gleichen Kulturbedingungen und unter Serumstimulation stark exprimierten. Der Mangel an Ex-
pression von Cyr61 in cyr61”-Tieren wurde weiter durch Northern-Blot-Analysen bestétigt, bei denen keine
cyr61-mRNA in seruminduzierten KO-MEF-Zellen nachweisbar war. Somit wurde bestatigt, dass die Nullmu-
tation von cyr617- Cyr61-Expression sowohl auf mRNA- als auch auf Proteinebene eliminiert.

[0297] Defekte in der Plazenta-Entwicklung, eine der Hauptursachen des Sterbens der Embryos von
cyr617-M&usen, wurden genauer analysiert. Histologische Analysen von Mausplazenten wurden allgemein
gemal Suri et al. (1998) durchgefihrt. Kurz gesagt wurden Plazenten von E12.5-Embryos in kaltem PBS se-
ziert und mit 4 % Paraformaldehyd in 0,1 M Phosphatpuffer (PB) bei 4°C iber Nacht fixiert. Fixierte Plazenten
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wurden dann zweimal durch steigende Konzentrationen von Alkohol (50 %, 75 %, 90 %, 95 % und 100 %) ent-
wassert. Dehydratisiertes Gewebe wurde dann mit Hemo-De (einer Xylol-Alternative), 1:1 Ethanol/Hemo-De
(Fisher) und 100 % Hemo-De gereinigt, und der Reinigungsvorgang wurde wiederholt. Gereinigtes Gewebe
wurde dann in einem 1:1-Gemisch aus Paraffin und Hemo-De eine Stunde lang in einem Vakuumofen bei 60°C
aquilibriert, und der Vorgang wurde wiederholt. Das Gewebe wurde mit Histoembedder (Leica) in Paraffin ein-
gebettet. Die in Paraffin eingebetteten Plazenten wurden mit einem Mikrotom (Leica) in 10 ym dicke Scheiben
geschnitten. Schliellich wurden die Gewebeschnitte Harris-Hamatoxylin und Eosin-Farbung ausgesetzt (Asa-
hara et al., Circ. Res. 83, 233-240 (1998)).

[0298] Plazenten zur immunhistochemischen Farbung wurden in kaltem PBS seziert und in 4 % Paraformal-
dehyd Uber Nacht bei 4°C fixiert. Fixiertes Gewebe wurde tber Nacht bei 4°C auf 30 % Saccharose in PBS
transferiert. Dann wurden die Plazenten in O.C.T. (Polyvinylalkohol, Carbowax-Lésung) auf Trockeneis einge-
bettet. Gefrorene Blocke wurden bei —70°C gelagert oder mit einem Kryotom (Leica) in 7 pm dicke Scheiben
geschnitten. Immunhistochemisches Farben wurde gemaf den Empfehlungen des Herstellers (Zymed) durch-
geflhrt. Kurz gesagt wurden gefrorene Schnitte mit 100 % Aceton bei 4°C 10 Minuten lang nachfixiert. Endo-
gene Peroxidase wurde mit Peroxo-Block (Zymed) blockiert. Die Schnitte wurden Gber Nacht bei 4°C mit einer
1:250-Verdinnung von biotinyliertem monoklonalem Ratten-Antimaus-PECAM-1- (d.h. Blutplatichen-Endo-
thelzellen-Adhasionsmolekil 1) Antikdrper MEC 13.3 (Pharmingen) inkubiert. Ein Histomouse-SP-Set mit
Meerrettichperoxidase (Zymed) wurde zum Nachweis von PECAM-1-Signalen eingesetzt.

[0299] Die Ergebnisse von histologischen und immunhistochemischen Analysen zeigten, dass
Cyr61-Null-Plazenten eine begrenzte Anzahl an embryonalen Blutkdrperchen aufwiesen und gréRtenteils von
maternalen BlutgefalRen besetzt waren. Anomal kompakte Trophoblastenregionen wurden ebenfalls gefunden.
PECAM-1-Farbung zeigte die stark vaskularisierte Labyrinthzone in einer heterozygoten mutierten Plazenta.
Bei starkerer VergroRerung konnte das FlieRen von fotalen Blutzellen in den PECAM-1-gefarbten Blutgefalien
identifiziert werden. In Ubereinstimmung mit der Variation der Phanotypen unter den Cyr61-defizienten Embry-
os spiegelte die Farbung der Plazenten von zahlreichen cyr617-Embryos auch die Plazentadefekte in einem
gewissen Grad wider. Nichtsdestotrotz kénnen die durch PECAM-1-Farbung erkannten Plazentadefekte in
zwei Gruppen unterteilt werden, Gruppe | und Il. Gruppe | von Typ Il (Typ | - Embryos mit komplettem Ausblei-
ben der Verschmelzung von Chorion und Allantois, die E10.5 nicht Gberlebten; Typ Il — Embryos mit teilweise
defekter Verschmelzung von Chorion und Allantois, die bis etwa E13.5 Uberlebten) weist eine Reihe von Pla-
zentadefekten auf, die durch das praktische Fehlen von Embryo-Blutgefalien, das Vorhandensein von konden-
sierten Trophoblasten und das Vorhandensein einer komprimierten Labyrinthzone charakterisiert sind. Eine
starkere VergréRRerung zeigte, dass sich bei Plazentadefekten dieser Art keine GefalRe im Labyrinth entwickel-
ten. Plazenten mit einem Gruppe-lI-Defekt wiesen ausreichende Mengen an PECAM-1-positiver Farbung und
kondensierten Kapillarstrukturen auf. Die PECAM-1-gefarbten gefaliartigen Strukturen waren jedoch degene-
riert und fielen aufgrund der fehlenden fotalen Blutkérperchen darin zusammen.

[0300] Somit fuhrt der Mangel an Cyr61 zu zwei Arten von Plazentadefekten. Beim Typ | fihrt das Fehlen der
Verschmelzung von Chorion und Allantois zum Verlust einer physikalischen Verbindung zwischen Embryo und
Plazenta. Bei Typ-ll-Plazentadefekten wird die physikalische Verbindung durch eine erfolgreiche Chorioallan-
tois-Fusion errichtet. Die embryonalen Gefalie erreichen jedoch nur die Oberflache der Plazenta oder bilden,
wenn sie es schaffen, die Chorionplatte zu durchdringen, eine unterentwickelte, nichtfunktionelle Gefalistuktur
in der Labyrinthzone.

[0301] X-gal-Farbung wurde ebenfalls eingesetzt, um die embryonale Entwicklung in verschiedenen
xyr61-Hintergriinden zu beurteilen. (Die Targeting-DNA, p61geo, wurde entwickelt, um das Cyr61-Gen zu in-
aktivieren und auch ein 3-gal-Gen als Marker einzubringen, um die Expression von Cyr61 widerzuspiegeln.)
Farbung mit X-gal (d.h. 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-B-D-galactopyranosid) fir B-Galactosidase-Expression wurde
an heterozygoten cyr61*-Embryos in den Stufen E9.5 bis E11.5 durchgefiihrt. Die Farbung erfolgte wie be-
schrieben (Sura et al. (1998)). Embryos in verschiedenen Stadien wurden in einer 0,2 % Paraformaldehyd-L6-
sung uber Nacht bei 4°C fixiert. Fixiertes Gewebe wurde in 30 % Saccharose in PBS plus 2 mM MgCl, tber
Nacht bei 4°C inkubiert. Dann wurde das Gewebe in OCT auf Trockeneis eingebettet und mit einem Kryotom
in 7 ym dicke Scheiben geschnitten. Gefrorene Gewebeschnitte worden in 0,2 % Paraformaldehyd nachfixiert
und mit X-gal (1 mg/ml) 3 Stunden lang im Dunkeln bei 37°C gefarbt. Objekttrager wurden mit 1 % Orange G
gegengefarbt. Gefarbte Objekttrager wurden dann durch steigende Konzentrationen Methanol reihen-dehyd-
ratisiert und mit Hemo-De gereinigt, und die Objekttrager wurden fixiert.

[0302] X-gal-Farbung der E9.5-Embryos, einschliellich der externen embryonalen Gewebe, zeigte eine vom
cyr61-Promotor getriebene B-Galactosidase-Expression an der Spitze der Allantois neben dem Chorion in der
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Chorioallantois-Plazenta auf. Farbung der weiter fortgeschrittenen E10.5-Embryos zeigte, dass groRe Gefalle,
die von den AllantoisgefalRen abzweigten, in der Chorionplatte entstanden und unter Verwendung von X-gal
leicht in der Endothelauskleidung identifiziert werden konnten. Weiter entwickelte E11.5-Plazenta wies das
gleiche Expressionsmuster auf wie E10.5-Embryos. Wahrend das Farben stark mit dem Endothel der Umbili-
kalgefaRe und Choriongefalte assoziiert war, war bei E11.5 in der Labyrinthzone, in der sich ein mikrovasku-
lares Netz bildete, keine Farbung nachweisbar. Die Gegenwart von Cyr61 in der Allantois an der und proximal
zur Verschmelzungsoberflache mit dem Chorion und in den Umbilikal- und Choriongefaf3en ist ein weiterer Be-
leg fir die wichtige Rolle von Cyr61 in der Angiogenese. Cyr61 war an der Verschmelzung von Chorion und
Allantois beteiligt und entscheidend fiir die richtige Gefal3bildung bei fortschreitender Plazentation. AulRerdem
bestatigte eine Farbung des E11.5-Embryos, dass Cyr61 im dorsalen Aortenpaar und in den Hauptarterien, die
vom Herzen wedfuhren, exprimiert wurde, was mit den in Cyr61-Nullmutanten beobachteten Blutungen Uber-
einstimmt.

[0303] Aus der vorliegenden Beschreibung ist ein weiteres Verfahren ersichtlich, bei dem es sich um ein Ver-
fahren zum Screenen auf Modulatoren von Angiogenese handelt, folgende Schritte umfassend: (a) Bilden ei-
nes nichtmenschlichen transgenen Tiers, das eine Alleimutante eines Gens umfasst, dass fiir ein Polypeptid
kodiert, welches aus der aus einem Cyr61, einem Fisp12, einem CTGF, einem NOV, einem ELM-1 (WISP-1),
einem WISP-3, einem COP-1 (WISP-2) bestehenden Gruppe ausgewahlt ist; (b) Kontaktieren des transgenen
Tiers mit einem vermutlichen Modulator von Angiogenese; (c) weiteres Kontaktieren eines Wildtyp-Tiers der-
selben Spezies mit dem Polypeptid, wodurch eine Kontrolle bereitgestellt wird; (d) Messen des Angiogenese-
grads im transgenen Tier; (e) Messen des Angiogenesegrads im Wildtyp-Tier; und (f) Vergleichen der in Schritt
(d) und (e) gemessenen Angiogenesegrade, wodurch ein Modulator von Angiogenese identifiziert wird.

[0304] Transgene Tiere sind wie oben beschrieben charakterisiert, und ausgehend von solchen Charakteri-
sierungen kénnen verschiedene Genotypen in den oben beschriebenen Verfahren zweckdienlich eingesetzt
werden. Beispielsweise kann das transgene Tier entweder homozygot oder heterozygot sein, und die Allelmu-
tante kann zu keiner Expression (d.h. Nullmutante) oder veranderten Aktivitdtswerten fuhren. Ein bevorzugtes
transgenes Tier ist eine Maus, obwohl beliebige nichtmenschliche Wirbeltier-Organismen eingesetzt werden
kdnnen, einschlieBlich anderer Saugetier (z.B. unter anderem Ratten, Kaninchen, Schafe, Kiihe, Schweine
und Pferde) oder Végel (z.B. Huhner). Ein bevorzugtes Transgen ist eine Insertionsinaktivierung, oder ein
Knockout, eines Gens, das fiir ein CCN-Protein (z.B. cyr61) kodiert; weiters bevorzugt ist eine Insertionsinak-
tivierung, die aus der Einflihrung, oder dem ,Knocking in", eines identifizierbaren Markergens resultiert, wie
z.B. fUr B-Galactosidase kodierendes lacZ. Naturlich sind zahlreiche Transgen-Konstruktionen mdéglich, ein-
schliellich Transgenen, die aus der Ersetzung einer Wildtyp-Sequenz durch verwandte Sequenzen resultie-
ren, welche Aminosauresequenz-Varianten spezifizieren. Aus der obigen Erlauterung ist ersichtlich, dass gen-
therapeutische Ansétze, welche die Einflhrung eines Transgens in eine Zelle umfassen, zur Behandlung ver-
schiedenster Zustande oder Leiden, wie z.B. Erkrankungen, eingesetzt werden kdnnen.

[0305] Weiters ist aus der obigen Erlauterung die Méglichkeit einer Saugetierzelle, die eine cyr61-Mutation
umfasst, welche aus der aus einer Insertionsinaktivierung eines cyr61-Allels und einer Deletion eines Ab-
schnitts eines cyr61-Allels ausgewahlt ist, ersichtlich. Die Sdugetierzelle ist vorzugsweise eine menschliche
Zelle, und die Mutation ist entweder heterozygot oder homozygot. Die Mutation, die aus einer Insertionsinak-
tivierung oder Deletion resultiert, befindet sich entweder in der kodierenden Region oder in einer flankierenden
Region, die fur die Expression essentiell ist, wie z.B. eine 5'-Promotor-Region. Zellen kébnnen auch mit nicht-
menschlichen Tieren assoziiert sein.

Beispiel 32
Adhasion an Blutplattchen und Makrophagen

[0306] Blutplattchen-Immobilisierung spielt eine wichtige Rolle bei der Wundheilung, beispielsweise indem
sie zur Thrombose beim Stillen des Blutflusses beitragt. Proteine der CCN-Familie, wie z.B. Cyr61 und
Fisp12/CTGF, férdern die Blutplattchen-Adhéasion durch Wechselwirkung mit dem a,,8,-Inegrin.

[0307] Rekombinantes Cyr61 und Fisp12/mCTGF, die in einem Baculovirus-Expressionssystem unter Ver-
wendung von Sf9-Insektenzellen synthetisiert worden waren, wurden durch Chromatographie auf Sepharose
S wie beschrieben von serumfreiem konditioniertem Medium gereinigt (Kireeva et al. (1997); Kireeva et al.
(1996)). Eine SDS-PAGE-Analyse von gereinigtem Cyr61 und Fisp12/mCTGF zeigte die Gegenwart von ein-
zelnen Coomassie-Blau-gefarbten Banden mit 40 kDa bzw. 38 kDa auf. Bei Immunblots reagierten die gerei-
nigten Proteine spezifisch mit ihren zugehoérigen Antikdrpern. Protein-Konzentrationen wurden unter Einsatz

59/87



DE 601 28 066 T2 2007.12.27

des BCA-Protein-Tests (Pierce) mit Rinderserumalbumin (BSA) als Standard bestimmt.

[0308] Mikrotiter-Wells wurden mit gereinigtem rekombinantem Fisp12/mCTGF oder Cyr61 beschichtet, und
die Adhasion von isolierten Blutplattchen an diesen Proteinen wurde mit °l-mAB15, einem monoklonalen An-
ti-B,-Antikdrper, nachgewiesen (Frelinger et al., J. Biol. Chem. 265, 6346-6352 (1990)). Die Blutplattchen wur-
den aus vendsem Blut von gesunden Spendern gewonnen und in einer Saure-Citrat-Dextrose (ACD) gesam-
melt. Gewaschene Blutplattchen wurden wie beschrieben durch differenzielle Zentrifugation erhalten (Kin-
lough-Rathbone et al., Thromb. Haemostas. 2, 291-308 (1997)) und schlieRlich in HEPES-Tyrode-Puffer (5 mM
HEPES, pH 7,35, 1 mM MgCl,, 1 mM CaCl,, 135 mM NacCl, 2,7 mM KCl, 11,9 mM NaHCO,, 1 mg/ml Dextrose
und 3,5 mg/ml BSA) resuspendiert. Die Blutplattchen-Konzentration wurde auf 3 x 10° Blutplattchen/ml einge-
stellt.

[0309] Mikrotiter-Wells (Immulon 2 Removawell Strips, Dynex Technologies, Inc.) wurden mit Cyr61,
Fisp12/mCTGF oder Fibrinogen (25 pug/ml, 50 pl/Well) beschichtet und tber Nacht bei 22°C inkubiert und dann
mit 3 % BSA bei 37°C 2 Stunden lang blockiert. Gewaschene Blutplattchen wurden zu den Wells zugesetzt
(100 pl/Well), und zwar in Gegenwart und Abwesenheit von Blutplattchen-Agonisten, und bei 37°C 30 Minuten
lang inkubiert. Dann wurden die Wells mit HEPES-Tyrode-Puffer gewaschen, und anhaftende Blutplattchen
wurden mit '®I-mAB15, einem monoklonalen Anti-B,-Antikorper, nachgewiesen. Das Aussetzen gegeniiber
dem markierten Antikérper (50 nM, 50 pl/Well) erfolgte 1 Stunde lang bei 22°C. Nach umfassendem Waschen
mit HEPES-Tyrode-Puffer wurde gebundene Radioaktivitat durch y-Zahlung bestimmt. In Hemmstudien wur-
den gewaschene Blutplattchen mit Blockierungspeptiden oder Antikérpern 15 Minuten lang bei 37°C vorinku-
biert, bevor sie zu Mikrotiter-Wells zugesetzt wurden. In Experimenten zur Untersuchung der Wirkung von Che-
latbildung von zweiwertigen Kationen wurde EDTA (5 mM) zu Suspensionen von gewaschenen Blutplattchen
zugesetzt und 15 Minuten lang bei 37°C vorinkubiert.

[0310] Der Anti-B,-Antikrper wurde mit tragerfreiem Na'?®l (Amersham Corp.) unter Verwendung des 10-
DO-BEADS-Iodierungsreagens (Pierce) auf eine spezifische Aktivitdt von etwa 2 pCi/ug radioiodiert. Dieser
Antikorper bindet gleichermalien an a,,8; auf aktivierten (siehe unten) und unaktivierten Blutplattchen. Als
Kontrollen wurden BSA- und Fibrinogen-beschichtete (KabiVitrum Inc.) Wells verwendet. Zuerst wurde die Ad-
hasion von nichtaktivierten und aktivierten Blutplattchen an immobilisiertem Fisp12/mCTGF und Cyr61 vergli-
chen. Um sicherzustellen, dass Blutplattchen nicht wahrend des Waschvorgangs aktiviert wurden, wurde PGI,
(100 nM), das die Aktivierung durch eine Erhéhung der Blutplattchen-cAMP-Werte hemmt, zu den Blutplatt-
chen-Suspensionen zugesetzt.

[0311] Nichtaktivierte Blutplattchen hafteten an keinem der Proteine. Eine Aktivierung von Blutplattchen mit
0,1 U/ml Thrombin, 500 nM U46619 oder 10 uM ADP flihrten zu einer dramatischen Steigerung der Blutplatt-
chen-Adhasion an sowohl Fisp12/mCTGF- als auch Cyr61-beschichteten Wells. Um zu bestatigen, dass der
Adhasionsprozess aktivierungsabhangig war, wurde PGI, (100 nM) mit den Agonisten zugesetzt, um eine Blut-
plattchen-Aktivierung zu verhindern. Unter diesen Bedingungen wurde die Blutplattchen-Adhasion an sowohl
Fisp12/mCTGF als auch Cyr61 signifikant gehemmt.

[0312] Zum Vergleich wurde Blutplattchen-Adhasion an Fibrinogen-beschichteten Wells bewertet. Wahrend
nichtaktivierte Blutplattchen in der Lage waren, in geringem MalR an immobilisiertem Fibrinogen zu haften,
schien die Blutplattchen-Adhasion an Cyr61 und Fisp12/mCTGF vollkommen von zellularer Aktivierung abzu-
hangen. Nach einer Blutplattchen-Aktivierung mit starken Agonisten, wie z.B. Thrombin und U46619, war die
Blutplattchen-Adhasion an Cyr61 und Fisp12/mCTGF mit Fibrinogen vergleichbar. Der schwachere Agonist
ADP fihrte zu einer geringeren Reaktion. Da ADP keine Sekretion von a-Granula-Proteinen aus gewaschenen
menschlichen Blutplattchen induziert und keine Blutplattchen-Aggregation in Abwesenheit von exogenem Fi-
brinogen induziert, wurde ADP verwendet, um Blutplattchen-Adh&sion in nachfolgenden Experimenten zu in-
duzieren.

[0313] Um die aktivierungsabhangige Adhasion von Blutplattchen an diese Proteine weiter zu belegen, wurde
ein Saure-Phosphatase-Test, der fiur die Quantifizierung der relativen Anzahl an anhaftenden Blutplattchen
entworfen worden war, durchgefihrt. In diesem Test wurde die Saure-Phosphatase-Aktivitat von anhaftenden
Blutplattchen gemessen. Nach dem oben beschriebenen Adhésions- und Waschvorgang wurde die Substrat-
I6sung (0,1 mM Natriumacetat, pH 5,0, 20 mM p-Nitrophenylphosphat und 0,1 % Triton X-100; 150 pl/Well)
zugesetzt und 2 Stunden lang bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde durch den Zusatz von 20 pyl 2N NaOH
gestoppt, und das Absorptionsvermégen bei 405 nm wurde gemessen. Sowohl der '°l-mAb15-Bindungstest
als auch der Saure-Phosphatase-Test fir die Adhasion von ADP-stimulierten Blutplattchen an Fibrinogen,
Fisp12/mCTGF und Cyr61 flihrten zu &hnlichen Ergebnissen. Da die Menge an gebundenem '%I-mAb15 direkt
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proportional zur Menge an Integrin a,,8; an den anhaftenden Blutplattchen war, wurde der Saure-Phosphata-
se-Test in nachfolgenden Studien eingesetzt.

[0314] Die Adhasion von ADP-aktivierten Blutplattchen an Fisp12/mCTGF und Cyr61 war dosisabhangig und
sattigbar. In Gegenwart von PGl, hafteten nichtaktivierte Blutplattchen schlecht an beiden Proteinen, sogar bei
hohen Beschichtungskonzentrationen. Die Spezifitdt des Adhasionsvorgangs wurde in Inhibierungsstudien
charakterisiert, in denen gegen die zentralen variablen Regionen von Fisp12/mCTGF und Cyr61 gebildete po-
lyklonale Anti-Peptid-Antikdrper eingesetzt wurden. In Immunblots reagierten polyklonales Kaninchen-An-
ti-Fisp12/mCTGF und -Anti-Cyr61, die wie in Beispiel 29 beschrieben hergestellt worden waren, spezifisch mit
Fisp12/mCTGF bzw. Cyr61. Keine Kreuzreaktivitdt war erkennbar. Auerdem hemmte der An-
ti-Fisp12/mCTGF-Antikdrper die Blutplattchen-Adhasion an Fisp12/mCTGF, nicht aber an Cyr61, und der An-
ti-Cyr61-Antikdrper hemmte Cyr61-vermittelte Blutplattchen-Adhé&sion, nicht aber die durch Fisp12/mCTGF
vermittelte. Bei normalem Kaninchen-IgG war keine Hemmung erkennbar. AuRerdem hemmten weder An-
ti-Fisp12/mCTGF-Antikoérper noch Anti-Cyr61-Antikérper die Blutplatichen-Adhéasion an Fibrinogen-beschich-
tete Wells. Somit ist die Fahigkeit von Fisp12/mCTGF und Cyr61, Blutplatichen-Adhasion zu hemmen, eine
immanente Eigenschaft dieser Proteine.

[0315] Bei einer Blutplattchen-Aktivierung werden die Ligandenbindungsaffinitdten der Integrine a,,8, und
a,f3; hochreguliert (Shattil et al., Blood 91, 2645-2657 (1998); Bennett et al., J. Biol. Chem. 272, 8137-8140
(1997)). Um zu bestimmen, ob diese Integrin-Rezeptoren Blutplattchen-Adhasion an Fisp12/mCTGF und
Cyr61 vermitteln, wurde das Hemmpotential von Peptid-Antagonisten und des Chelatbildners von zweiwerti-
gen Kationen, EDTA, getestet. Vorinkubation von Blutplattchen mit EDTA bei 37°C hob die Blutplattchen-Ad-
hasion an beide Proteine vollstandig auf, was darauf hinweist, dass der Adhasionsvorgang vom Chelatbildner
fur zweiwertige Kationen abhing. Die Kationen-Abhangigkeit der Adhasion stimmt mit der Beteiligung eines In-
tegrin-Rezeptors berein.

[0316] Das wichtigste Blutplattchen-Integrin o, B, ist empfindlich gegeniber Hemmung durch RGD-héltige
Peptide und das Dodecapeptid H,, (H,N-HHLGGAKQAGDV-CO,H, Seq.-ID Nr. 29; Research Genetics Inc.),
das von der Fibrinogen-y-Kette stammt (Plow et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (USA) 82, 8057-8061 (1985); Lam
et al., J. Biol. Chem. 262, 947-950 (1987)). Die Adhasion von ADP-aktivierten Blutplattchen an Cyr61 und
Fisp12/mCTGF wurde durch GRGDSP (Seq.-ID Nr. 31) spezifisch gehemmt, nicht aber durch GRGESP
(Seq.-ID Nr. 32) (Peninsula Laboratories).

[0317] Desgleichen blockierte das RGD-haltige Schlangengift-Peptid Echistatin (Gan et al., J. Biol. Chem.
263, 19827-19832 (1988); Sigma Chemical Co.) ebenfalls die Blutplattchen-Adhasion an beiden Proteinen
vollstéandig. Auflerdem wurde gezeigt, dass das Dodecapeptid H,, eher mit dem Integrin a,, 3, wechselwirkt als
mit dem Integrin a B, (Cheresh et al., Cell 58, 945-953 (1989); Lam et al., J. Biol. Chem. 264, 3742-3749
(1989)). Somit zeigte die Erkenntnis, dass H,, die Blutplattchen-Adhasion an Cyr61 und Fisp12/mCTGF
hemmte, dass dieser Prozess eher durch a,,, als durch a3, vermittelt wird. Wahrend der Komplex-spezifi-
sche monoklonale Antikérper AP-2 (Anti-o,,B,; Pidard et al., J. Bol. Chem. 258, 12582-12587 (1983)) die Ad-
hasion von ADP-aktivierten Blutplattchen an Fisp12/mCTGF und Cyr61 vollkommen hemmte, wurde bei
LM609 (Anti-a,B,; Cheresh et al., J. Biol. Chem. 262, 17703-17711 (1987)) oder bei normalem Maus-IgG keine
Hemmung beobachtet. In Kontrollproben wurde die Adhasion von ADP-aktivierten Blutplattchen an Fibrinogen
ebenfalls vollstdndig durch EDTA, RGDS, Echistatin, H,, oder AP-2 gehemmt, nicht aber durch RGES oder
LM609. Diese Ergebnisse zeigen, dass die Blutplattchen-Adhasion an diese Proteine durch Wechselwirkung
mit aktiviertem Integrin a,, 3, vermittelt wird.

[0318] Ein Festphasen-Bindungstest zum Nachweis der Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen zeigte, dass
a,,B; direkt an Fisp12/mCTGF und Cyr61 bindet. In diesen Versuchen wurden aktiviertes und nichtaktiviertes
a,,B; von Blutplattchen-Lysaten gereinigt. Aktiviertes a,, 3, wurde wie beschrieben durch RGD-Affinitatschro-
matographie gereinigt (Knezevic et al., J. Biol. Chem. 271, 16416-16421 (1996)). Kurz gesagt wurden alte
menschliche Blutplattchen durch differenzielle Zentrifugation isoliert und in Lysepuffer (10 mM HEPES, pH 7,4,
0,15 M NaCl mit 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,, 100 pM Leupeptin, 1 mM Phenylmethylsulfonylfluorid, 10 mM Ethyl-
maleinimid und 50 mM Octylglucosid) solubilisiert. Das Octylglucosid-Extrakt wurde iber Nacht bei 4°C mit 1
ml GRGDSPK-gekoppelter Sepharose 4B inkubiert. Nach dem Waschen mit 15 ml Saulenpuffer (der gleiche
wie der Lysepuffer, mit der Ausnahme, dass er 25 mM Octylglucosid enthielt) wurde gebundenes a,, 3, mit 1,7
mM H,, (2 ml) in S4ulenpuffer eluiert. Das H,,-Eluat wurde auf eine S4ule Sephacryl S-300 High Resolution
(1,5 x 95 cm) aufgetragen, und a8, wurde mit 10 mM HEPES, pH 7,4, 0,15 M NaCl, 1 mM CaCl,, 1 mM MgCl,
und 25 mM Octylglucosid eluiert.
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[0319] Nichtaktiviertes a,,3; wurde durch das Verfahren gemaR Fitzgerald et al., Anal. Biochem. 151, 169-177
(1985), mit leichten Modifikationen isoliert. Die Durchflussfraktion der GRGDSPK-Sepharose-Saule wurde auf
eine Concanavalin-A-Sepharose-4B-Saule (1 x 20 cm) aufgetragen. Ungebundene Proteine wurden mit 50 mli
Séaulenpuffer gewaschen, und gebundenes a,, 3, wurde dann mit 100 mM Mannose, die in Saulenpuffer geldst
war, eluiert. a,,8; enthaltende Fraktionen wurden auf einer Sdule Sephacryl S-300 High Resolution weiter ge-
reinigt.

[0320] Um den Festphasen-Bindungstest durchzuflihren, wurde gereinigtes a3, zu Wells zugesetzt, die mit
entweder Cyr61 oder Fisp12 (mCTGF) beschichtet waren, und zwar in Gegenwart oder Abwesenheit von In-
hibitoren, und die Bindung wurde 3 Stunden lang bei 37°C fortschreiten gelassen. Ungebundene Rezeptoren
wurden entfernt, und die Wells wurden zweimal mit HEPES-Tyrode-Puffer gewaschen. Die Bindung von gerei-
nigtem B, an Cyr61 oder Fisp12/mCTGF, das auf Mikrotiter-Wells immobilisiert war, wurde mit '?*I-mAb15
detektiert.

[0321] Aktiviertes und nichtaktiviertes o, waren in einer SDS-PAGE-Analyse bei Detektion durch Silberfar-
bung nicht unterscheidbar. Aktiviertes a,,3,, nicht aber der nichtaktivierte Rezeptor, war in der Lage, an immo-
bilisiertes Fibrinogen zu binden. Desgleichen wurde eine starkere Bindung von aktiviertem a,,8; an
Fisp12/mCTGF und Cyr61 beobachtet als von nichtaktiviertem. Im Gegensatz dazu waren die Hinter-
grund-Bindungen von aktiviertem und nichtaktiviertem a8, an Kontroll-Wells, die mit BSA beschichtet waren,
ahnlich. Somit hafteten zwar aktivierte, nicht aber nichtaktivierte, Blutplattchen an Cyr61 und Fisp12/mCTGF.

[0322] Um die Wechselwirkung zwischen o,,3; und Fisp12/mCTGF bzw. Cyr61 ndher zu charakterisieren,
wurden Bindungs-Isothermen fiir verschiedene Konzentrationen von RGD-affinitatsgereinigtem a,,B, be-
stimmt. Diese Bindungs-Isothermen zeigten, dass die dosisabhangige Bindung von aktiviertem a3, an
Fisp12/mCTGF und Cyr61 mit einer Halbsattigung, die bei 15 nM bzw. 25 nM q,, 3, stattfand, sattigbar war.
Wiederum war keine signifikante Bindung von a,,8, an BSA-beschichtete Kontroll-Wells erkennbar. Um die
Spezifitat der Wechselwirkung aufzuzeigen, wurden Inhibierungsstudien durchgefihrt. Wie zu erwarten wurde
die Bindung von aktiviertem a,,8; and Fisp12/mCTGF und Cyr61 spezifisch durch RGDS blockiert, nicht aber
durch RGES. AuRerdem hemmten auch Echistatin und das H,,-Peptid die a,,B;-Bindung an diese Proteine
wirksam. Diese Erkenntnisse stimmten mit den Ergebnissen ulberein, die in den Blutplattchen-Adhasionstests
erhalten wurden. Zusammengefasst zeigen diese funktionalen und biochemischen Daten, dass aktiviertes In-
tegrin a,,8, der Rezeptor ist, der die aktivierungsabhangige Blutplatichen-Adhdsion an Cyr61 und
Fisp12/mCTGF vermittelt.

[0323] Somit kann ein Verfahren zum Screenen auf Modulatoren der Wundheilung folgende Schritte umfas-
sen: (a) Kontaktieren eines ersten aktivierten Blutplattchens mit einem Polypeptid der CCN-Familie, wie z.B.
Cyr61, und einem vermutlichen Modulator; (b) weiteres Kontaktieren eines zweiten aktivierten Blutplattchens
mit dem Polypeptid aus Schritt (a); (c) Messen der Bindung des ersten aktivierten Blutplattchens an das Poly-
peptid; (d) Messen der Bindung des zweiten aktivierten Blutplattchens an das Polypeptid; und (e) Vergleichen
der Bindungsmessungen aus Schritt (d) und (e), wodurch ein Modulator von Wundheilung identifiziert wird.
Vorzugsweise umfasst die Wundheilung die Beteiligung von Blutplattchen-Bindung im Prozess der Blutgerin-
nung. Auch bevorzugt sind Blutplattchen, die das a,,3;-Integrin prasentieren.

[0324] Neben den oben beschriebenen Bindungseigenschaften von Mitgliedern der CCN-Familie von Prote-
inen haben Antikérper-Inhibierungsstudien mit Anti-a,,- und Anti-B,-Antikdrpern gezeigt, dass Cyr61 durch
noch ein anderes Integrin, das a,,8,-Integrin, an Makrophagen bindet. Ausgehend von diesen Ergebnissen ist
zu erwarten, dass Sauegtier-CCN-Proteine, wie z.B. menschliches oder Maus-Cyr61, an die Makrophagen von
Saugetieren binden. AulRerdem ist zu erwarten, dass Cyr61 die Migration von Makrophagen fordert und so eine
Rolle beim Anlocken und Festhalten von Makrophagen an der Wundstelle spielt. Folglich ist zu erwarten, dass
Cyr61 eine Rolle in Entziindungsreaktionen von Saugetieren spielt, und eine Modulation der Cyr61-Aktivitat
beeinflusst wahrscheinlich die Entziindungsreaktionen.

[0325] Ein Verfahren zum Screenen auf Modulatoren von Makrophagen-Adhasion kann folgende Schritte um-
fassen: (a) Kontaktieren eines ersten Makrophagen mit einem Polypeptid der CCN-Familie, wie z.B. Cyr61,
und einem vermutlichen Modulator; (b) weiteres Kontaktieren eines zweiten Makrophagen mit dem Polypeptid
aus Schritt (a); (c) Messen der Bindung des ersten Makrophagen an das Polypeptid; (d) Messen der Bindung
des zweiten Makrophagen an das Polypeptid; und (e) Vergleichen der Bindungsmessungen aus Schritt (d) und
(e), wodurch ein Modulator von Makrophagen-Adhasion identifiziert wird.
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Beispiel 33
Peptid-Modulatoren der ECM-Signalmolekul-Aktivitat

[0326] Screening-Tests flir Modulatoren von Zelladhasion sind darauf ausgerichtet, Modulatoren (z.B. Inhibi-
toren oder Aktivatoren) von ECM-Signalmolekiil-Aktivitaten, wie z.B. Cyr61-Aktivitaten, zu identifizieren, die an
Angiogenese, Chondrogenese, Onkogenese, Zelladhasion, Zellmigration oder Zellproliferation beteiligt sind.
Bei der Entwicklung eines Screening-Tests fur Modulatoren von Zelladhasion wurden Peptid-Modulatoren wie
in Beispiel 12 beschrieben konzipiert. Genauer gesagt wurden Cyr61-Peptid-Fragmetne mit der Erwartung
konzipiert, dass solche Peptide Cyr61-Bindung an einen Integrin-Rezeptor, wie z.B. das a48,-Integrin, modu-
lieren wirden.

[0327] Um mit dem in Beispiel 12 beschriebenen Ansatz zum Peptid-Entwurf leichter zum Ziel zu kommen,
wurden Versuche durchgefiihrt, um die Position von Domanen genauer zu bestimmen, die an einer oder meh-
reren Aktivitdten von Cyr61, z.B. Angiogeneseaktivitaten, beteiligt sind. Zuerst wurde eine Deletion von
Maus-cyr61 durchgefiihrt, um Domane IV des kodierten Cyr61 zu entfernen (entspricht den Aminosauren
282-381 der Seq.-ID Nr. 4). Fir eine allgemeine Beschreibung der Cyr61-Domanen 1-4 siehe Lau et al., Exp.
Cell Research 248, 44-57 (1999), als Gesamtes durch Verweis hierin aufgenommen. Das Deletionskonstrukt,
das mithilfe eines herkémmlichen Baculovirus-Systems kloniert worden war, wurde exprimiert und einem Rat-
ten-Hornhaut-Implantationstest unterzogen, wie er in Beispiel 19 allgemein beschrieben ist, und die Ergebnis-
se zeigten, dass das trunkierte Polypeptid Angiogenese induzierte. Weiters wurde das trunkierte Polypeptid
einem In-vitro-Endothelzellen-Migrationstest unterzogen, wie er in Beispiel 15 beschrieben ist, und das Poly-
peptid mit den Cyr61-Domanen [, Il und Il induzierte Zellmigration.

[0328] Um an Angiogenese, einschliel3lich Endothelzellen-Migration, beteiligte Domanen genauer zu lokali-
sieren, wurden die fur die Doméanen I, Il und Il von Cyr61 kodierenden Regionen separat an eine fur Glutathi-
on-S-Transferase (GST) kodierende Sequenz fusioniert, wiederum unter Einsatz herkommlicher Technologien.
Die einzelnen Fusionskonstrukte wurden in Bakterienwirte eingebracht, exprimiert und mit Glutathion-Saulen
gereinigt, wobei herkémmliche Techniken verwendet wurden. Zelladhasionstests unter Verwendung von En-
dothelzellen und Fibroblasten zeigten, dass bei einer Isolation nur Domane Il (die den Aminosauren 212-281
der Seq.-ID Nr. 4 entspricht) Zelladhasion unterstlitzte, und das Fusionspolypeptid, das diese Domane enthielt,
unterstutzte bei einer Immobilisierung die Adhasion von ruhenden Endothelzellen und Fibroblasten.

[0329] Um die relevante Domane noch genauer zu lokalisieren, wurden mehrere tiberlappende Peptide syn-
thetisiert. Die Peptide, die jeweils eine Sequenz aufwiesen, die in einer der Seq.-ID Nr. 33-38 dargestellt ist,
weisen signifikante Ahnlichkeit zu einem ECM-Signalmolekiil, wie z.B. Maus-Cyr61 (Seq.-ID Nr. 2) oder
menschlichem Cyr61 (Seq.-ID Nr. 4), auf. Diese Peptide wurden dann separat auf ihre Fahigkeit getestet,
Cyr61-Adhésion an Endothelzellen oder Fibroblasten zu hemmen. Peptide wurden wie oben beschrieben se-
parat in unterschiedlichen Konzentrationen zu Cyr61-beschichteten Wells zugesetzt, die Endothelzellen oder
Fibroblasten enthielten. Das als TSP1 bezeichnete Peptid (Seq.-ID Nr. 33) hemmte Cyr61-Adhéasion an Endo-
thelzellen oder Fibroblasten in Konzentrationen von 25 uM oder mehr. Keines der anderen getesteten Peptide
(Seq.-ID Nr. 34-38) wiesen eine Hemmung von Zelladhasion an Cyr61 auf.

[0330] Um zu bestimmen, ob TSP1 Cyr61-Bindung an a,f3, oder a,B,, zwei Integrine auf Endothelzellen, die
Cyr61 binden, selektiv hemmte, wurden Blockierungsstudien mit spezifischen monoklonalen Antikérpern
durchgefiihrt. Diese Studien umfassten den separaten Zusatz von monoklonalem Antikérper GoH3 (o4-spezi-
fisch, einschliefllich a48,; siehe Beispiel 29) oder LM609 (a,B,-spezifisch; siehe Beispiel 29) zu Zellen, bevor
das Gemisch in Gegenwart oder Abwesenheit des zu untersuchenden Peptids zu Cyr61-beschichteten Wells
zugesetzt wurde. Die Ergebnisse zeigten, dass TSP1 Cyr61-Bindung an a,,-Integrin, einen Haupt-Cyr61-Re-
zeptor, der in ruhenden, oder nichtaktivierten, Endothelzellen und in Fibroblasten aktiv ist, hemmte. TSP1
hemmte keine Cyr61-Bindung an a,8,, einen Haupt-Cyr61-Rezeptor in aktivierten Endothelzellen.

[0331] Endothelzellen, die mit Cyr61 wechselwirken, erfordern Integrin a, 3, flr die Zellmigration und das Zell-
Uberleben. Um jedoch in vitro Kanélchen in einem Matrigel zu bilden, ist Integrin a8, erforderlich. Somit wurde
die Fahigkeit von TSP1, die Bildung von Kanalchen in vitro zu hemmen, unter Verwendung eines Matri-
gel-Tests, wie er in Beispiel 15 beschrieben ist (und auf dem Gebiet der Erfindung bekannt ist, Davis et al., Exp.
Cell Research 216, 113-123 (1995), als Gesamtes durch Verweis hierin aufgenommen), durchgefuhrt. Wie zu
erwarten hemmte TSP1 die Bildung von Kanalchen in dem Matrigel-Test.

[0332] Um zu bestatigen, dass das TSP1-Peptid Cyr61-Aktivitdt durch direkte Wechselwirkung mit dem
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0gB,-Inregrin hemmte, wurden TSP1 und die Peptide, die die Seq.-ID Nr. 34-38 aufweisen, im oben genannten
Zelladhasionsstest in Abwesenheit von immobilisiertem Cyr61 eingesetzt. In diesen Tests wurden Wells mit ei-
nem der Peptide beschichtet, und die immobilisierten Peptide wurden dann separat entweder Endothelzellen
(ruhenden oder aktivierten) oder Fibroblasten ausgesetzt. Die Ergebnisse zeigten, dass TSP1 von selbst die
Adhasion von Endothelzellen und Fibroblasten unterstiitzte. Keines der anderen getesteten Peptide (mit den
Seq.-ID Nr. 34-38) unterstitzte die Zelladhasion in diesen Tests. Es ist jedoch zu erwarten, dass Peptide, wel-
che Sequenzen aus der Doméane |l (von-Willebrand-Faktor-Doméane) von Cyr61 umfassen, die Wechselwir-
kung zwischen Cyr61 und dem a,,-Integrin-Rezeptor hemmen, wodurch die Beteiligung von Endothelzellen
im Angiogenese-Prozess gehemmt wird. Es ist zu erwarten, dass solche Peptide zumindest 95 %, vorzugswei-
se 98 %, Ahnlichkeit mit einer Subsequenz der Sequenz aufweisen, die von Aminosaure 93 bis Aminosaure
211 der Seq.-ID Nr. 4 reicht, unter Einsatz des Vergleichsalgorithmus von Altschul et al., der fur BLAST-Suchen
in der GenBank-Nucleotid-Datenbank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mit den vorgegebenen Standardeinstel-
lungen eingesetzt wird. Es ist zu erwarten, dass Aktivitat aufweisende Peptide zumindest 7 Aminosauren lang
sind, wobei es keine Obergrenze gibt, obwohl die meisten wirtschaftlichen Peptide wahrscheinlich nicht mehr
als 20 Aminosauren aufweisen.

[0333] Dieses Beispiel zeigt, dass Peptid-Modulatoren von ECM-Signalmolekilen, wie z.B. Maus- und
menschliches Cyr61, unter Einsatz der oben beschriebenen In-vitro-Angiogenese- und In-vitro-Zelladhasions-
tests identifiziert werden kénnen. Die Modulatoren selbst haben sich als vielversprechend fir Therapeutika fur
Erkrankungen oder Leiden in Zusammenhang mit Angiogenese, Chondrogenese und Zelladhasion sowie flr
Onkogenese und Zellmigration und Zellproliferation erwiesen, und jene, bei denen es sich um Cyr61-Fragmen-
te, die aus Seq.-ID Nr. 33 oder einer Aminosauresequenz bestehen, die zu zumindest 95 % ahnlich zu Seq.-ID
Nr. 33 ist, oder um Antikérper handelt, die spezifisch an ein solches Cyr61-Fragment binden, stellen einen wei-
teren Aspekt der Erfindung dar.

[0334] Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung kénnen anhand der in dieser Anmeldung gebrachten Infor-
mationen leicht noch andere Peptide mit Cyr61-Modulationsaktivitat identifizieren, indem Kadidatenpeptide mit
Sequenzahnlichkeit zu einem ECM-Signalmolekil, wie z.B. Cyr61, entworfen werden. Sequenzvariation wird
geleitet durch Wissen um konservative Aminosauren-Substitution, wie oben beschrieben, und die Peptidlange
kann zwischen etwa 8-50 Aminosaureresten variieren. Aulterdem kénnen Peptid-Derivate (z.B. glykosyliert,
PEGyliert, phosphoryliert) einegsetzt werden, wie auf dem Gebiet der Erfindung bekannt ist.

[0335] Bei der Umsetzung der Erfindung kénnen Fachleute auf dem Gebiet der Erfindung zahlreiche Modifi-

kationen und Variationen vornehmen. Folglich dienen die Beispiele nicht zur Einschrankung des Schutzum-
fangs der Erfindung, der in den beiliegenden Anspriichen dargelegt ist.
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SEQUENZPROTOKOLL

<110> LAU, Lester F., YEUNG, Cho-Yau, und GREENSPAN, Jeffrey A.

<120> CYR61-ZUSAMMENSETZUNGEN UND VERFAHREN

<130> 28758/36753

<140>
<141>

<160> 38

<170> Patentln Ver. 2.0
<210>1

<211> 1480

<212> DNA
<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS
<222> (180) . . (1316)

<220>
<223> Maus-cyr61-cDNA-Kodiersequenz

<400> 1

cgagagcgce ccagagaagc gcctgcaatc tctgegectce

aaggacaccc gccgectcgg ccctcgectc accgcactec

ctcgecegget tgttggttet gtgtcgccge gctegececeg

atg agc tcc agc acc ttc agg
Met Ser Ser Ser Thr Phe Arg
1 . 5

cac ttg acc aga ctg gcg ctc
His Leu Thr Arg Leu Ala Leu
20

cct ctg gag gca ccc aag tgce
Pro Leu Glu Ala Pro Lys Cys
35

ggc tgc ggc tgc tgt aag gtc
Gly Cys Gly Cys Cys Lys Val
50 S5

agc aaa act cag ccc tgc gac
Ser Lys Thr Gln Pro Cys Asp
65 70

ggc gecc agc tec acc get ctg
Gly Ala Ser Ser Thr Ala Leu
85

ggc aga ccc tgt gaa tat aac,
Gly Arg Pro Cys Glu Tyr Asn
- 100

ttc cag ccc aac tgt aaa cac

acg
Thr

tce
Ser

gce
Ala
40

tgc
cys

cac
His

aaad
Lys

tcc
Ser

cag

ctc gct
Leu Ala
10

acc tgc
Thr Cys
25

ccg gga
Pro Gly

gct aaa
Ala Lys

acc aag
Thr Lys

ggg atc
Gly Ile
90

aga atc

Arg Ile
105

tgc aca
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gtc
val

ccc
Pro

gtc
val

caa
Gln

999
Gly
75

tgc
Cys

tac

Tyr

tot

ctccgecage acctcgagag 60

gggcgcattt gatcccgcectg 120

gttcceteetg cgcgccaca

gce

gtc

acc

Ala vVal Thr

gce
Ala

999
Gly

ctc
Leu
60

ttg
Leu

aga
Arg

caa
Gln

att

gcc
Ala

ttg
Leu
.45

aac
Asn

gaa
Glu

gct
Ala

aac
Asn

gat

tgc
cys
30

gtc
val

gag
Glu

tgc
Cys

cag
Gln

999
Gly

Adio0

ggc

ctt
Leu
15

cac

His

cgg
Arg

gac
Asp

aat
Asn

tca
Ser
85

gaa
Glu

gece

ctc
Leu

tgc
Cys

gac
Asp

tgc
Cys

ttc
Phe
80

gaa
Glu

agc

Ser

gtg

178

© 227

275

323

371

419

467

515

563



Phe

ggc
Gly

tgt

Cys
145

tgg
Trp

gac
Asp

gag
Glu

ttt
Phe

cag
Gln
225

tgc
Cys

cgc
Arg

cca
Pro

aaa
Lys

aag
Lys
305

tgce
Cys

gat
Asp

tgt

Gln

tgc
Cys

130

cec

Pro

gtt
val

cte
Leu

tta
Leu

ggc
Gly
210

aaa

Lys

gga
Gly

ctg
Leu

gtg
val

tcc
Serx
290

aaa
Lys

aca
Thr

gga
Gly

aac

Prxo
115

att
Ile

aac
Asn

tgt
cys

ctc
Leu

atc
Ile
195

ace
Thr

tgc

cys.

act
Thr

gtg
Vval

tac
Tyr
275
cca
Pro

tac

cct
Pro

gag
Glu

tac

Asn

cct
Pro

cce
Pro

gat
Asp

gga
Gly
180

gca
Ala

gaa
Glu

atc
Ile

ggc
Gly

aaa
Lys
260

agc
Ser

gaa
Glu

cgg

ctg
Leu

atg

Met
340

aac

Cys

ctg

Leu

€99
Arxg

gaa
Glu
165

ctc
Leu

att
Ile

ccg
Pro

gtt
Val

atc
Ile
245

gag
Glu

agce
Ser

cca
Pro

cccC
Pro

cag
Gln
325
ttt
Phe

tge
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Lys

kgt
Cys

ctg
Leu

150

gac
Asp

gat:

Asp

gga
Gly

cga
Arg

cag
Gln
230

tce
Ser

acc
Thr

cta
Leu

gtc
val

aaa
Lys
310

acc
Thr

tce
Ser

ceg

His

ccc
Pro

135

gtg
Val

agc
Ser

gce
Ala

aaa
Lys

gtt
val
218

acc

Thr

aca
Thr

cgg

aaa
Lys

aga
Arg
295

tac

Tyr

aga
Arg

aag
Lys

cat

Gln
120

caa
Gln

aaa
Lys

att
I1le

tcg
Ser

ggc
Gly
200

ctt
Leu

acg
Thr

cga
Arg

atc
Ile

aag
Lys
280

ttt
Phe

tgce
Cys

act
Thr

aat
Asn

cece

Cys Thr Cys Ile Asp

gaa
Glu

gtc
val

aag
Lys

gag
Glu
185

agc
Ser

tte
Phe

tct
Ser

gtt
val

tgt

Cys
265

ggc
Gly

act
Thr

ggc
Gly

gtg
Val

gte
Val
345

aac

ctg
Leu

agce
Ser

gac
Asp
170

gtg
val

tca
Ser

aac
Asn

tgg
Trp

acc
Thr
250

gaa
Glu

aag
Lys

tat
Tyr

tce
Ser

aag
Lys
330

atg
Met

gag

tct
Ser

999
Gly
158

tece
Ser

gag
Glu

ctg
Leu

cct
Pro

tcc
Ser
235

aat
Asn

gtg
Val

aaa
Lys

gca
Ala

‘tgc

Cys
315

atg
Met

atg
Met

gca
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ctc
Leu
140

cag
Gln

ctg
Leu

tta
Leu

aag
Lys

ctg
Leu
220

cag
Gln

gac
Asp

cgt
Arg

tgc
Cys

gga
Gly
300

gta
val

cgg

ate
Ile

tcg

i25

ccc
Pro

tgc

Cys.

gac
Asp

acg
Thr

agg
Arg
205
cac
His

tgc
Cys

aac
Asn

cct
Pro

age
Ser
285

tgc
Cys

gat

Asp

ttc
Phe

cag
Gln

tte

Gly

aat
Asn

tgt
Cys

gac
Asp

aga
Arg
190

ctt
Leu

gce
Ala

tec
Ser

cca
Pro

tgt
Cys

Ala

ctg
Leu

gaa
Glu

cag
Gln
175

aac
Asn

cct
Pro

cat
His

aag
Lys

gag
Glu
258

gga
Gly

270

aag
Lys

tcc
Ser

ggc
Gly

cga
Arg

tece
Ser
350

cga

ace

agt
Ser

cgg

tgc

Cys
335

tgc
Cys

ctg

Val

ggc.

Gly

gag
Glu

160

gat
Asp

aat
Asn

gtc
val

ggc
Gly

agce
Ser
240

tgc
cys

caa
Gln

aag
Lys

gte
Val

tgce
Cys
320
gaa
Glu

aaa
Lys

tac

611

659

707
755
803
651
89?

947

995

1043

1091

1139

1187

1235

1283
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Cys Asn Tyr Asn Cys Pro His Pro Asn Glu Ala Ser Phe Arg Leul Tyr
355 360 365

agc cta ttc aat gac atc cac aag ttc agg gac taagtgccte cagggttect 1336
Ser Leu Phe Asn Asp Ile His Lys Phe Arg Asp
370 375

agtgtgggct ggacagagga gaagcgcaag catcatggag acgtgggtgg gcggaggatg 1396
aatggtgcct tgctcattct tgagtagcat tagggtattt caaaactgcc aaggggctga 1456

tgtggacgga cagcagcgca gccg 1480

<210>2

<211> 379
'<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 2

Met Ser Ser Ser Thr Phe Arg Thr Leu Ala Val Ala Val Thr Leu Leu
1 5 10 15

His Leu Thr Arg Leu Ala Leu Ser Thr Cys Pro Ala Ala Cys His Cys
20 25 30

Pro Leu Glu Ala Pro Lys Cys Ala Pro Gly Val Gly Leu Val Arg Asp
35 " 40 45

Gly Cys Gly Cys Cys Lys Val Cys Ala Lys Gln Leu Asn Glu Asp Cys
50 §5 60

Ser Lys Thr Gln Pro Cys Asp His Thr Lys Gly Leu Glu Cys Asn Phe
65 70 75 80

Gly Ala Ser Ser Thr Ala Leu Lys Gly Ile Cys Arg Ala Gln Ser Glu
85 90 as

Gly Arg Pro Cys Glu Tyr Asn Ser Arg Ile Tyr Gln Asn Gly Glu Ser
100 105 110

Phe Gln Pro Asn Cys Lys His Gln Cys Thr Cys Ile Asp Gly Ala Val
115 120 125

Gly Cys Ile Pro Leu Cys Pro Gln Glu Leu Ser Leu Pro Asn Leu Gly
130 135 140

Cys Pro Asn Pro Arg Leu Val Lys Val Ser Gly Gln Cys Cys Glu Glu
145 ’ 150 155 160 -

Trp Val Cys Asp Glu Asp Ser Ile Lys Asp Ser Leu Asp Asp Gln Asp
165 170 178

Asp Leu Leu Gly Leu ‘Asp Ala Ser Glu Val Glu Leu Thr Arg Asn Asn
180 185 190

Glu Leu Ile Ala Ile Gly Lys Gly Ser Ser Leu Lys Arg Leu Pro Val
195 200 205 B

&
Phe Gly Thr Glu Pro Arg Val Leu Phe Asn Pro Leu His Ala His Gly
210 215 220

Gln Lys Cys Ile Val Gln Thr Thr Ser Trp Ser Gln Cys Ser Lys Ser
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225 230 235 240

Cys Gly Thr Gly Ile Ser Thr Arg Val Thr Asn Asp Asn Pro Glu Cys
245 ’ 250 255

Arg Leu Val Lys Glu Thr Arg Ile Cys Glu Val Arg Pro Cys Gly éln‘
260 265 270

Pro Val Tyr Ser Ser Leu Lys Lys Gly L
Ys Lys Cys Ser Lys T
275 . 280 285 Y hr Lys

Lys Lys Tyr Arg Pro Lys r s Gl
4o Sye Tyr Cy y Ser §¥§ Val Asp Gly Arg gz:

Cys Thr Pro Leu ggg Thr Arg Thr Val Lys Met Arg Phe Arg Cys Glu'
330 335

Asp Gly Glu Met Phe Ser Lys Asn Val Met Met Ile Gln Ser Cys Lys
340 345 350 Y

Cys Asn Tyr Asn Cys Pro His Pro Asn Glu Al
a Ser Phe Arg L Tyr
35S 360 365 9 feu

Ser Leu Phe Asn Asp Ile His Lys Ph
370 37s Y8 Fhe Arg hep

<210> 3

<211> 1418

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (124) .. (1266)

<220>
<223> Human-cyr61-cDNA-Kodiersequenz

<400> 3
gggcgggeccc accgcgacac cgcgccgcca ccccgacecc gctgcogcacg gectgtcege 60

tgcacaccag cttgttggcg tecttegtege cgcgetegee ccgggctact cctgegegece 120

aca atg agc tcc cgc atc gcc agg geg ctc gcc tta gtc gtc acc ctt 168
Met Ser Ser Arg Ile Ala Arg Ala Leu Ala Leu Val Vval Thr Leu
1 5 10 . 15

ctc cac ttg acc agg ctg gcg ctc tce acc tge ccc gct gec tgc cac 216

Leu His Leu Thr Arg Leu Ala Leu Ser Thr Cys Pro Ala Ala Cys His -

20 25 ) 30

tgc ccc ctg gag gcg ccc aag tgc gcg ccg gga gtc ggg ctg gtc cgg ?64

Cys Pro Leu Glu Ala Pro Lys Cys Ala Pro Gly Val Gly Leu Val Arg
35 | . 40 45 :
312

gac ggc tgc ggc tgc tgt aag gtc tgc gcc aag cag ctc aac gag gac
Asp Gly Cys Gly Cys Cys Lys Val Cys Ala Lys Gln Leu Asn Glu Asp ..
) 55 6o
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tgc
Cys

ttc
Phe
80

gag
Glu

agt
Ser

gtg
Val

ggc
Gly

gag
Glu
160

gac

Asp

ttg
Leu

aag
Lys

tta
Leu

tca
Ser
240

cct
Pro

tgt
Cys

aag

Lys

ttg
Leu

agc
Ser
&5

ggc
Gly

ggc
Gly

ttce
Phe

ggc
Gly

tgt

145

tgg:

Trp

ggc
Gly

acg
Thr

cgg

caa
Gln
225

aag

Lys

gag
Glu

gga
Gly

ace
Thr

agt
Sex

aaa
Lys

gcc
Ala

aga
Arg

cag
Gln

tgc

Cys
130

ccc
Pro

gtc
val

ctc
Leu

aga
Arg

ctc
Leu
210

ggc
Gly

acc
Thr

tgc
Cys

cag

‘Gln

aag
Lys
290

gtg
Val._

acg
Thr

agc
Ser

ccc
Pro

cce
Pro
115

att
Ile

aac
Asn

tgt
cys

ctt
Leu

aac
Asn
195

cct
Pro

cag
Gln

tgt
Cys

cgc
Arg

cca
Pro
275

aaa

Lys

aag
Lys

cag
Gln

tce
Ser

tgt

Cys
100

aac
Asn

cct
Pro

cct
Pro

gac
Asp

ggc
Gly
180

aat
Asn

gtt
Val

aaa
Lys

gga
Gly

ctt
Leu
260

gtg
Val

tece
Sexr

aaa

Lys
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cce
Pro

ace
Thr
85

gaa
Glu

tgt
Cys

ctg
Leu

c¢gg
Arg

gag
Glu
165

aag
Lys

gaa
Glu

ttt
Phe

tgt
Cys

act
Thr
245

gtg
val

tac

Tyr

cce
Pro

tac
Tyr

tge

Cys
70

gct
Ala

tat
Tyr

caa
Gln

tgt
Cys

ctg
Leu
150

gat
Asp

gag
Glu

ttg
Leu

gga
Gly

att
Ile
230

ggt
Gly

aaa
Lys

agc
Ser

gaa
Glu

cgg
Arg

gac cac acc aag ggg
Asp His Thr Lys

ctg
Leu

aac
Asn

cat
His

cce
Pro
135

gte
Val

agt
Ser

ctg
Leu

att
Ile

atg
Met
215

gtt
Val

atc
Ile

gaa
Glu

agce
Ser

cca
Pro
295

ccce
Pro

aag
Lys

tcc
Ser

cag
Gln
120

caa

Gln

aaa
Lys

atc
Ile

gga
Gly

gca
Ala

200

gag
Glu

caa
Gln

tce
Ser

acc
Thr

ctg
Leu
280

gtc
vVal

aag
Lys

999
Gly

aga
Arg
105

tgc
Cys

gaa
Glu

gtt
val

aag
Lys

tte
Phe
185

gtt
val

cct
Pro

aca
Thr

aca
Thr

cgg
Arg
265

aaa
Lys

agg
Arg

tac

atc
Ile
90

atc
Ile

aca
Thr

cta
Leu

ace
Thr

gac
Asp
170

gat
Asp

gga
Gly

cgc
Arg

act
Thr

cga
Arg
250

att
Ile

aag
Lys

ttt
Phe

tgc
Cys
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Gly
75

tge
Cys

tac

Tyr

tgt
Cys

tct
Ser

ggg

Gly
155

cce
Pro

gcc
Ala

aaa
Lys

atc
Ile

tca
Ser
235

gtt
Val

tgt
Cys

ggc
Gly

act
Thr

ggt
Gly

ctg
Leu

éga
Arg

caa
Gln

att
Ile

ctc
Leu
140

cag
Gln

atg
Met

tce
Ser

ggc
Gly

cta
Leu
220

tgg
Trp

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

tac
Tyx
300

tce
Ser

gaa
Glu

gect
Ala

aac
Asn

gat
Asp
125

cce
Pro

tgce
Cys

gag
Glu

gag
Glu

aga

Arg

205

tac
Tyr

tce
Ser

aat
Asn

gtg
Val

aaa
Lys
285

gct
Ala

tgc
cys

tgc
Cys

cag
Gln

gg99
Gly
110

ggc
Gly

aac
Asn

tgc
Cys

gac
ABp_

gtg
Val
190
tca
Ser

aac
Asn

cag
Gln

gac
Asp

cgg

270
tgc
Cys

gga
Gly

'gtg
val

aac
Asn

tca
Ser
95

gaa

Glu

gcc
Ala

ttg
Leu

gag
Glu

cag
Gln
175

gag
Glu

ctg
Leu

cct
Pro

tgc
Cys

aac
Asn
255

cct
Pro

agce
Ser

tgt
Cys

gac
Asp

360

408

456

504

552

- 600

648

696

744

792

840

888

936

984

©1032

1080



gge
Gly
320

cgc’

Arg

tcc
Ser

ccc
Pxo

taaatgctac ctgggtttcc agggcacacc tagacaaaca agggagaaga éﬁgtcagaat

305

cga
Arg

tgc
cys

tgc
Cys

ttc
Phe
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310 315

tgc tgec acg ccc cag ctg acc agg act gt
g aag atg c tte
Cys Cys Thr Pro Gln Leu Thr Arg Thr Val Lys Met Agg Phe

325

330 335

gaa gat ggg - gag aca ttt tcc.aag aac gtc at
g atg atc c
Glu Asp Gly Glu Thr Phe Ser Lys Asn Val Met Meg Ile Gig

340

345 350

aaa tgc aac tac aac tgc ccg cat gecc aat gaa gca gcg ttt

Lys ggz Asn Tyr Asn Cys Pro His Ala Asn Glu Ala Ala Phe

360 - 365

tac agg ctg ttc aat gac att cac aaa ttt ‘
ag ac
Tyr Arg Leu Phe Asn Asp Ile His Lys Phe Arg isp .

370

375 380

cagaatcatg gagaaaatgg gcgggggtgg tgtgggtgat gggactcatt gtagaaagga

agccttctéa ttcttgagga gcattaaggt at

<210> 4

<211> 381

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 4

Met Ser Ser
1

His Leu Thr

Pro Leu Glu

35

Gly Cys Gly
50

Ser Lys Thr
65

Gly Ala Ser

Gly Arg Pro

Phe Gln Pro
115

Gly Cys Ile
130

Arg
Arg
20

Ala

Cys

Gln

Ser

Cys
100

Asn

Pro

Ccys Pro Asn Pro
145

Ile Ala Arg Ala Leu Ala Leu val val Thr Leu Leu

S

10 15

Leu Ala Leu Ser Thr Cys Pro Ala Ala Cys His Cys

25 30

pro Lys Cys Ala Pro Gly Val Gly Leu val Arg Asp

Cys

Pro

Thr'

85

Glu

Cys

Leu

Arg

Lys,

Cys

70.

Ala

Tyr

Gln

Leu
150

40 45

Val Cys Ala Lys Gln Leu Asn Glu Asp Cys
55 60

Asp His Thr Lys Gly Leu Glu Cys Asn Phe
. 75 80

Leu Lys Gly Ile Cys Arg Ala Gln Ser Glu
90 95

Asn Ser Arg Ile Tyr Gln Asn Gly Glu Ser
105 . 110

His Gln Cys Thr Cys Ile Asp Gly Ala Val
120 125

Pro Gln Glu Leu Ser Leu Pro Asn Leu Gly
135 140

val Lys Val Thr Gly Gln Cys Cys Glu Glu
155 160

70/87

1128

1176
1224
izs§
1326

1386

1418



Trp
Gly

Thr

Gln
225
Lys
Glu
Gly

Thr

Ser
305

Cys
Cys

Phe

Val

Leu

Cys

Leu

Asp

Gly
180

Axrg Asn Asn

Leu
210
Gly
Thr
Cys
Gln
Lys

290

Val
Cys
Glu
Lys

Tyr
370

<210>5
<211> 2267
<212> DNA

<213> Mus musculus

<220>
<223> Fisp12-cDNA--Kodiersequenz

<220>
<221> CDS
<222>(138) .. (1191)

<400> 5

gaattccgec gacaacceca

195
Pro
Gln
Cys
Arg
Pro
275
Lys
Lys
Cys
Asp
Cys
355

Arg

Val
Lys
Gly
Leu
260
val
Ser
Lys
Thr
Gly
340

Asn

Leu

Glu
165

Lys

Glu

Phe

Cys

Thr
245

val

Pro

Tyr
Pro
325

Glu

Phe
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Asp Ser Ile Lys Asp

Glu

Leu

Gly
Ile
230
Gly
Lys
Ser
Glu
Arg
310
Gln
Thr

Asn

Asn

Leu

Ile

Met
215
Val
Ile
Glu
Ser
Pro
298
Pro
Leu
Phe

Cys

Asp

" 375

Gly

Al#

200

Glu

Gln

Ser

Thr

Leu

280

val

Lys

Thr

Ser

Pro

360

Ile

170

Phe Asp
185

Val Gly

Pro Arg
Thr Thr

Thr Arg
250

Arg Ile
265

Lys Lys
Arg Phe
Tyr Cys
Arg Thr

330

Lys Asn
345

His Ala

His Lys

Pro

Ala

Lys

Ile
Ser
235

Val
Cys
Gly
Thr
Gly
318
val
Val

Asn

Phe

Met

Ser

Gly

Leu
220

Trp

Thr

Glu

Lys

300

Ser

Lys

Met

Glu

Arg
380

Glu Asp GIn ASp

Glu

Arg

205

Tyr

Ser

Asn

Val

Lys

285"

Ala

Cys

Met

Met

Ala

365

Asp

Val
190

Serx

Asn
Gln
Asp
Arg
270
Cys
Gly
val
Arg
Ile

350

Ala

175

Glu

Leu

Pro

Cys
Asn
255
Pro

Serx

Cys

ASp

Phe
338
Gln

Phe

Leu

Lys

Leu
Ser
240

Pro
Cys
Lys
Leu
Gly
320
Arg

Ser

Pro

gacgccaccg cctggagegt ccagacacca acctccgece 60

ctgtccgaat ccaggectcca gccgegecte tcgtcgecte tgcaccctge tgtgcatect 120

cctaccgcgt.cccgatc atg ctc gecc tcec gte gea ggt ccc atc age cte
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Met Leu Ala Ser Val Ala Gly Pro Ile Ser Leu
1 ’ S 10

gcc ttg gtg ctc ctc gec ctc tgc acc cgg cct gct acg ggc cag gac 218
Ala Leu Val Leu Leu Ala Leu Cys Thr Arg Pro Ala Thr Gly Gln Asp
. is 20 25

tgc agc gcg caa tgt cag tgc gca gcc gaa gca gcg ccg cac tgc ccc 266
Cys Ser Ala Gln Cys Gln Cys Ala Ala Glu Ala Ala Pro His Cys Pro
30 35 40

gcc ggc gtg agc ctg gtg ctg gac ggc tgc ggc tgc tgc cgc gtc tgc 314 -
Ala Gly Val Ser Leu Val Leu Asp Gly Cys Gly Cys Cys Arg Val Cys
45 50 55

gcc aag cég ctg gga gaa ctg tgt acg gag cgt gac ccc tgc gac cca 362.
Ala Lys Gln Leu Gly Glu Leu Cys Thr Glu Arg Asp Pro Cys Asp Pro
60 65 70 . 75

cac aag ggc ctc ttc tgc gat ttc ggc tcc ccc gece aac cgc aag att 410
His Lys Gly Leu Phe Cys Asp Phe Gly Ser Pro Ala Asn Arg Lys Ile
80 85 90

gga gtg tgc act gcc aaa gat ggt gca ccc tgt gtc ttc ggt ggg tcg 458
Gly Val Cys Thr Ala Lys Asp Gly Ala Pro Cys Val Phe Gly Gly Ser
95 100 108

gtg tac cgc agc ggt gag tcc ttc caa agc agc tgc aaa tac caa tgc 506
Val Tyr Arg Ser Gly Glu Ser Phe Gln Ser Ser Cys Lys Tyr Gln Cys
: 110 115 ) 120

act tgc ctg gat ggg gcc gta ggc tgc gtg ccc cta tgc agc atg gac 554
Thr Cys Leu Asp Gly Ala Val Gly Cys val Pro Leu Cys Ser Met Asp
125 130 135

gtg cgc ctg ccc agc cct gac tgc ccc ttc cecg aga agg gtc aag ctg 602
val Arg Leu Pro Ser Pro Asp Cys Pro Phe Pro Arg Arg Val Lys Leu -
140 145 150 155

cct ggg aaa tgc tgc aag gag tgé gtg tgt gac gag ccc aag gac cgc 650
Pro Gly Lys Cys Cys Lys Glu Trp Val Cys Asp Glu Pro Lys Asp Arg
’ 160 165 170

aca gca gtt ggc cct gce cta gct gce tac cga ctg gaa gac aca ttt 698
Thr Ala Val Gly Pro Ala Leu Ala Ala Tyr Arg Leu Glu Asp Thr Phe
175 180 _ 185

ggc cca gac .cca act atg atg cga gcc aac tgc ctg gtc cag acc aca 746
Gly Pro Asp Pro Thr Met Met Arg Ala Asn Cys Leu Val Gln Thr Thr
. 190 195 200

gag tgg agc gcc tgt tct aag acc tgt gga atg ggce atc tcc acc cga 794
Glu Trp Ser Ala Cys Ser Lys Thr Cys Gly Met Gly Ile Ser Thr Arg -
205 , 210 215

gtt acc aat gac aat acc ttc tgc aga ctg gag aag cag'agc cge cte ‘842
val Thr Asn Asp Asn Thr Phe Cys Arg Leu Glu Lys Gln Ser Arg Leu
220 225 : 230 235 -

tgc atg gtc agg ccc tgc gaé'gct gac ctg gag gaa aac att aag aag 890

Cys Met Val Arg Pro Cys Glu Ala Asp Leu Glu Glu Asn Ile Lys Lys
240 245 250
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aaa
Lys

ggc
Gly

aag
Lys

ctt
Leu

tct
Ser
270

gag
Glu

tgc
Cys

gtg
val

g99
Gly

tgc

Cys
255

ggc
Gly

aca
Thr

atc
Ile

tgc
Cys

gac
Asp

DE 601 28 066 T2

cct
Pro

aca
Thx

cgg
Arg

acc
Thr

agt
Ser

gtg
val
275

tgc
Cys

ggc
Gly

cgc
Arg

aaa
Lys
260

aag

Lys

tgc
Cys

atc
Ile

aca
Thr

aca
Thr

gcc
Ala

tac

Tyr

ccg
Pro

2007.12.27

aag
Lys

agg
Arg

cac
His

cct
Pro

gct
Ala
280

aga
Arg

gtc
Val
265

aag

Lys

acc
Thr

285

cca
Pro

ctg
Leu
300

atg
Met

atg
Met

aat
Asn

gac
Asp

gcg
Ala
agttgcatct
tttttaacta
caagtagtct
ttagcgcaca
gagaaagaaa
ggagtgtaac
ctgagcatgt
tcagcctctg
gactggacag
taaatattgt
agtcatttgt
acaccatagg
gaattgtgac
atgtattgga
ggcctttatt
ctgcttcttt

caaaagttac

gtg
val

ttc

Phe

atc
Ile

ttc
Phe

gag
Glu

atc
Ile

aag
Lys
320

ttt
Phe
335

gag
Glu

cattttcttc

cegtgggagg:

gtcaacctca
gtgccagaac
gacaggtact

cggggaggga

gtecctccact

accattctga
cttgtggcaa
ggatatatat
ttttgtttta
taggacacga
ctgag;gact
agtcagattt
aagaaatggc
gattatgact

atgtttgcac

aaa
Lys
305

acc
Thr

tcce
Ser

290

tge
Cys

cce
Pro

tgt
Cys

gcc
Ala

tac

Tyr

ctg
Leu

gat
Asp

tgc
Cys

tac

Tyrx

ggc
Gly

gag
Glu
310

tac

Tyr

cat
His
325

aag
Lys

agg
Arg

340

tgtaaaaaca
aactatccca
gacactggtt
gcacactgag
agctgaggtt
aattatagca
agatgaggct
ttccagtgac
gtaagtttgc
atatatatat

agtgcttttg

_agcttatctg

ctctgtcaga

ctagtaggaa

tggctcaggg
ggtttgaggt

ctttctagtt

taaagccagg aagtaaggga cacgaactca ttagactata

attacagtag
ccaaagtgag
tcgagacagt
gtgagtctcc
attttaaaag
tgcttgcaga
gagtccagct
acttgtcagg
ctgtaacaag
atatttgtac
ggattttaaa
tgattcaaaa
acaaacaaat
atgtggtcaa
taaggtccga

ggggggcagt

gaaaataaag
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295

atc
Ile

atg
Met

aaa
Lys

aac cct

Asn

tgt
Cys

tac
Tyr

atg
Met

gga
345

cacattaatt
aacgttatgt
ttacacttga
tggaacagtg
cagcagtgtg
cagacctgcet
gttctttaag
agtcagagcc
ccagattttt
agttatctaa
ctgatagcect
caéaggagat
gctgtgcagg
atccctgttg
ttcctacéag
ttatttgttg

tatatatata

Pro

Gly Asp

ttt
Phe

aag
Lys

ttc
Phe

tgc
cys

act
Thr .

acc
Thr

aat
Asn
315

aag
Lys’

ggg9
Gly
330

gac
Asp

atg
Met

gac

acttgaactg

taaatctgtg
catggccata
cagttgttca
gagatgccag
cctacttttt
ctagcgagag
aacagcagtt
ttgtctgtta
attgatattg
gttaatttaa
caaactccaa
actgcagtgg
tgataaagct
gtgaacaaat
gaagtgecttg
agagtgtgac

ttttttatat

238

986

1034

1082

1130

1178

1231

1291
1351
1411
1471
1531
1591
1651
1711
1771
1831
1891
1951
2012
2071
2131
2191

22571
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gaaaaaaaag gaattc

<210>6
<211> 348

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

Met

1
Ala
Gln

val

Glu
65

cys
Lys
élu
Ala
Pro
145
Lys
Ala

Met

Ser

Thr
225

Cys
Arg

Thr

Leu

Leu

Cys

Leu

50

Leu

Asp

Asp

Ser

val

Ala
Cys
Ala

35

Asp

Phe
Gly
Phe
115

Gly

130

Asp
Glu
Leu
Met

Lys
210

Phe

Glu

Ser

Cys
Trp
Alé

Arg

195 .

Thr

cys

Ala

Pro

val
275

Ser
Thr

20
Ala
Gly
Thr
Gly
Ala

100

Gln

Cys

Pro

val

Ala

180

Ala

Cys

Arg

Asp

Lys
260

Lys

val Ala
Axrg ‘Pro
Glu Ala

Cys Gly

Glu Arg
70

Ser Pro
85

Pro Cys
Ser Ser
Val Pro

Phe Pro
150

Cys Asp
165

Tyr Arg
Asn Cys

Gly Met

Leu Glu
230

Leu Glu
245

Ile Ala

Thr Tyr

Gly
Ala

Ala

Cys

55
Asp
Ala
val
Cys
Leu
135
Arg
Glu
Leu

Leu

Gly
215

Lys

Glu

Lys

Axg

Pro
Thr
Pro
Cys
Pro
Asn
Phe
Lys
120
Cys
Arg
Pro
Glu
Vai
200
Ile
Gln
Asn

Pro

Ala
280

Ile
Gly

25
His
Arg
Cys
Arg
Gly
105
Ser
Va;
Lys
Asp
185

Gln

Serx

Ser
Ile
Val

265

Lys

Ser
i0

Gln
Cys
val
Asp
Lys

90
Gly
Gln
Met
Lys
Asp
170
Thr

Thr

Thr

Arg

Lys
250

‘Lys

Phe

Leu
Asp
Pro
Cys
Pro

75
Ile
Ser
Cys
Asp
Leu
1558
Axg
Phe

Thr

Arg

Leu
235
Lys
Phe

Cys

74/87

Ala
Cys
Ala
Aia

60
Gly
val
Thr
Val
140
Pro
Thr
Gly
o

val
220

Cys
Gly
Glu

Gly

Leu
Ser
Gly

45
Lys
Lys

val

“Tyr

Cys

Val
Ala

30
val
Gln
Gly
Cys
Arg

110

Leu

125 .

Axrg
Gly
Ala

Pro

Trp
205
Thr
Met
Lys

Leu

val
285

Lgu
Lys
Val
Asp
190

Ser

Asn

val
Lys

Ser
270

Cys

Leu

15
Gln
Serxr
Leu
Leu
Thr

95
Ser
Asp
Pro
Cys
Gly
175
Pro

Ala

Asp

Arg
Cys
255

Gly

Thr

Leu

Cys

Leu
Gly
Phe

80
Ala

Gly

Gly

Ser

Cys
160
Pro
Thr
Cys

Asn

Pro
240

Ile

Asp

2267



DE 601 28 066 T2 2007.12.27

Gly Arg Cys Cys Thr Pro His Arg Thr Thr Thr Leu Pro Val Glw' Phe
290 295 300

Lys Cys Pro Asp Gly Glu Ile Met Lys Lys Asn Met Met Phe Ile Lys
305 310 315 320

Thr Cys Ala Cys His Tyr Asn Cys Pro Gly Asp Asn Asp Ile Phe Glu
325 330 335

Ser Leu Tyr Tyr Arg Lys Met Tyr Gly Asp Met Ala
340 345

<210>7

<211> 2075

<212> DNA

<213> Homo sapiens

<220>
<223> CTGF-cDNA-Kodiersequenz

<220>
<221> CDS
<222>(130) .. (1176)

<400> 7
cccggecgac agccccgaga cgacageccg gogegtcecccg gtccccacct ccgaccacceg 60
Ecagcgctcc aggcccecgcg ctccccgete geccgecaccg cgecccteege tccgeccgea -120

gtgeccaacc atg acc gcc gec agt atg ggé cecc gtc cge gte gec tte gtg-171
Met Thr Ala Ala Ser Met Gly Pro Val Arg Val Ala Phe Val
1 5 . 10

gtc ctc ctec gec ctec tge age cgg ccg gec gte ggc cag aac tge age 219
Val Leu Leu Ala Leu Cys Ser Arg Pro Ala Val Gly Gln Asn Cys Ser
15 ' : 20 25 30

ggg ccg tgc cgg -tgc ccg gac gag ccg gcg ccg cge tgc ccg geg ggc 267
Gly Pro Cys Arg Cys Pro Asp Glu Pro Ala Pro Arg Cys Pro Ala Gly
35 ) 40 45

gtg agc ctc gtg ctg gac égc tgc ggc tgce tgc .cgc gtc tgc gcc aag 318
val Ser Leu Val Leu Asp Gly Cys Gly Cys Cys Arg Val Cys Ala Lys
50 55 60 -

cag ctg ggc gag ctg tgc acc gag cgc gac ccc tgc gac ccg cac aag 363
Gln Leu Gly Glu Leu Cys Thr Glu Arg Asp Pro Cys Asp Pro His Lys
65 70 75

ggc ctc ttc tgt gac ttc ggc tcc ccg gec aac cgce aag atc ggc gtg 411
Gly Leu Phe Cys Asp Phe Gly Ser Pro Ala Asn Arg Lys Ile Gly Val
80 ' 8S 90 -

tgc acc gcc aaa gat ggt gct ccc tge atc ttc ggt ggt acg gtg tac 459
Cys Thr Ala Lys Asp Gly Ala Pro Cys Ile Phe Gly Gly Thr Val Tyr ._.
95 100 105 110

cgc agc gga gag tce ttc cag agc agc tge aag tac cag tge acg tge - 507
Arg Ser Gly Glu Ser Phe Gln ‘Ser Ser Cys Lys Tyr Gln Cys Thr Cys
115 . 120 T 128

ctg gac ggg gcg gtg ggc tgc atg ccc ctg tgc agec atg gac gtt cgt 555

75/87



Leu

ctg

Leu

aaa
Lys

gtt
val
175

gac
Asp

agc
Serx

aat
Asn

gtc
val

aag
Lys
2SS

tct
Serxr

tgt
Cys

gtg
val

ttc
Phe

atc
Ile
335

tgaagccaga gagtgagaga
catttttccg taaaaatgat
gggaaaagat tcccacccaa

cccagacact ggtttgaaga

Asp

ccce
Pro

tgc

Cys

160

999
Gly

cca
Pro

gcc
Ala

gac
Asp

agg
Arg
240

tgc
Cys

ggc
Gly

acc
Thr

gag
Glu

atc
Ile
320

ttt
Phe

Gly

agce
Ser
145

tgc
Cys

cct
Pro

act
Thyr

tgt
Cys

.aac

Asn
225

cct

"Pro

atc
Ile

tge
cys

gac
Asp

ttc
Phe
305

aag

Lys

gaa
Glu

Ala
130

cct

Pro

gag
Glu

gcc

Ala

atg
Met

tcc
Ser
210

gcc
Ala

tgc
cys

cgt
Arg

acc
Thr

ggc
Gly
290

aag

Lys

acc
Thr

tcg
Ser

val

gac
Asp

gag
Glu

ctc
Leu

att
Ile
195

aag

Lys

tce
Ser

gaa
Glu

acﬁ
Thr

agc
Ser

275

cga
Arg

tgc
Cys

tgt
Cys

ctg
Leu
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Gly

tac
Cys

tag
Trp

gcg
Ala
180

aga
Arg

acc
Thr

tgc
Cys

gct
Ala

ccc
Pro
260

atg
Met

tgc
Cys

cct
Pro

gce
Ala

tac

Tyr
340

Cys

ccc
Pro

gtg
Val
165

gct
Ala

gcec
Ala

tgt
Cys

agg

gac
Asp
24S

aaa
Lys

aag
Lys

tgc
Cys

gac
Asp

tgc
Cys
325

tac
Tyr

Met

ttc
Phe
150

tgt
Cys

tac
Tyr

aac
Asn

gg99
Gly

cta
Leu

Pro
135

ccg

Pro

gac
Asp

cga

Arg

tgc
Cys

atg
Met
215

gag
Glu

230

ctg
Leu

atc
Ile

aca
Thr

acc
Thr

ggce
Gly
310

cat

His

agg
Arg

gaa
Glu

tcc
Ser

tac

Tyr

ccce
Pro
295

gag
Glu

tac

Tyr

aag
Lys

Leu Cys

agg agg
Arg Arg

gag ccc
Glu Pro

ctg gaa
Leu Glu
185

ctg gtc
Leu Val
200

ggc ‘atc
Gly Ile

aag cag
Lys Gln

gag aac
Glu Asn

aag cct
Lys Pro
265

cga gct
Arg Ala
280

cac aga

His Arg

gtc atg
Val Met

aac tgt
Asn Cys

atg tac

Met Tyr
345

cattaactca ttagactgga
ttcagtagca caagttattt
ttcadaacat tgtgccatgt

atgttaagac ttgacagtgg
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Sexr Met Asp

gtc
vVal

aag
Lys
170

gac
Asp

cag
Gln

tce
Ser

agc
Ser

att
Ile
250

atc
Ile

aaa
Lys

acc
Thr

éag
Lys

cce
Pro
330

gga
Gly

acttgaactg attcacatct
aaatctgttt ttctaactgg
caaacaaata gtctatcttc

aactacatta gtacacagca

aag
Lys
155

gac
Asp

acg
Thr

acc
Thr

acc
Thr

cgc
Arg
235

aag
Lys

aag
Lys

ttc
Phe

acce
Thr

aag
Lys
315

gga
Gly

gac
Asp

140

ctg
Leu

caa
Gln

ttt
Phe

aca
Thy

cgg
Arg
220

ctg
Leu

aag
Lys

ttt
Phe

tgt
Cys

acc
Thr
300

aac

Asn

gac
Asp

atg
Met

vVal

ccc
Pro

acc
Thr

ggc
Gly

gag
Glu
205

gtt
Val

tgc
Cys

ggc
Gly

gag
Glu

gga
Gly
285

ctg
Leu

atg
Met

aat
Asn

gca
Ala

Arxrg

999
Gly

gtg
val

cca
Pro
190

tgg
TIp

acc
Thr

atg
Met

aaa
Lys

ctt
Leu
270

gta
val

ccg .

Pro

atg
Met

gac
Asp

603

651

699"

747.
795
843
8s1

939

987

1035

1083

1131

1176

1236

1296

1356

1416



ccagaatgta
tcatcagatc
aaattttagce
ccagccatca
acattctgat
ttgtggcaag
tgtgtgtgtg
aagttgttté
atttctgaac
tacttatatg

aggggaggca

<210> 8
<211> 349
<212> PRT

tattaaggtg
gactcttata
gtgctcactg
agagactgag
tcgaatgaca
tgaatttgec
tgtgtgtgtg
tgc;ttttta
accataggta
gaaattctgc

tcagtgtctt

<213> Homo sapiens

<400> 8
Met Thr

Leu Ala

Cys Arxrg

Ala

Leu

Cys

Ala Ser

5
Cys Ser
20

Pro Asp

'35

val
S0

Leu

Gly
65

Glu
Phe Cys
Ala Lys

Gly Glu

Leu

Leu

Asp

Asp

Ser

Asp Gly

Cys Thr

Phe Gly

85

Gly Ala
100

Phe Gln

115

Gly Ala

130

Ser Pro

145

Glu

Val
Asp

Glu

Gly Cys

Pro

Cys

Trp
165

Val Cys
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tggctttagg agcagtggga

cgagtaatat gcctgcetatt

acctgcctgt agccccagtg

tcaagttgtt
ctgttcagga
tgtaacéagc
tatatatata
tttttgtttt
gaatgtaaag
tcagatagaa

ggcaggctga

Met Gly Pro

Arg Pro Ala

Glu Ala

40

Cys

Pro

Gly
55

Cys

Glu
70

Arg Asp

Ser Pro Ala

Pro Ile

Cys

Ser Ser

Cys
120
Met

Pro Leu

135

Phe
150

Pro Arg

‘

Asp Glu

ccttaagtca
atcggaatcce
cagatttttt
tatatatgta
taatgctttg
cttgtctgat
tgacagtccg

tttctaggta

Val Arg

10

Val
25

Gly

Pro Arg

Cys Arg

Cys

Pro

Asn Arg

90

Phe
108

Gly
Lys Tyr
Ser

Cys

Arg Val

Val
Gln
Cys’
val
Asp
*75
Lys
Gly
Gln

Met

Lys

gggtaccggce
tgaagtgtaa
écagctagga
gaacagcaga
tgtcgattag
aaaatttata
cagttatcta
atatﬁtcaat
cgttcaaagce
tcaaaacaga

ggaaatgtgg

Ala Phe

Asn Cys

Pro Ala

45 .
Cys Ala
60

Pro His

-Ile Gly

Thr Val

Val
Ser

30
Gly
Lys
Lys

val

ccggttagta
ttgagéagga
tgtgcattct
ctcagctctg
actggacagc
ttgtaaatat
agttaattta
gttagcctca
atgaaatgga
ttgtttgcaa

tagctcacg

val
15

Leu

Gly Pro

vVal Ser

Gln beu

Gly Leu

80
Cys Thr
95

Arg Ser

110

Thr
125

Cys

Asp Val
140 .

Leu Pro

155

Pro Lys

170
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Asp

Gln Thr

Cys
Arg
Gly

Val

Leu Asp

Pro

Leu

Lyes Cys

160 -

Val
175

Gly

1476
1536
1596
1656
1716
1776
1836
1896
1956

2016

2075



Pro Ala
Thr Met
Cys Ser

210

Asn Ala
225

Pro Cys
Ile Arg
Cys Thr
Asp Gly

290

Phe Lys
305

Lys Thr

Glu Ser

<210>9
<211> 25

Leu

Ala

180

Ile
195

LYs
Ser
Glu
Thr
Ser
275
Arg
Ccys
Cys

Leu

<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>

Arg

Thy

Cys

Ala
Pro
260

Met

Cys

Pro

Ala

Tyr
340

Ala
Ala
Cys
Arg

Asp

1245

Lys

Lys

Cys

Asp

Cys

328

Tyr
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Tyr Arg Leu Glu

Asn
Gly
Leu
230
Leu
Ile
Thr
Thr
Gly
310
His

Arg

Cys
Met
215
Glu
Glu
Serx
Tyr
Pro

295

Glu

Tyr

Lys

Leu
200

Gly
Lys
Glu
Lys
Arg
280
His
val
Asn

Met

18S

Va%
Ile
Gln
Asn
Pro
265
Ala
Arg
Met
Cys

Tyr
345

Asp
Gln
Ser
Ser
Ile
250
Ile
Lys
Thr
Lys
Pro .

330

Gly

<223> Beschreibung der ktnstlichen Sequenz: Primer

<400> 9

ggggatctgt gacgagccca aggac

<210> 10
<211> 26

<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 10

gggaattcga ccaggcagtt ggctcg

<210> 1
<211> 26

<212> DNA
<213> Klnstliche Sequenz

78/87
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Thr Phe Gly

Thr
Thr
Arg
235
Lys
Lys
Phe
Thr
Lys
315

Gly

Asp

Thr

Arg
220
Leu
Lys
Phe
Cys
Thr
300
Asn

Asp

Met

Glu
205

Val

Cys

Gly

Glu

Gly

285

Met

Asn

Ala

Pro
190

Trp
Thr
Met
Lys
Leu
270
val
Pro

Met

Asp

asp
Ser
Asn
val

Lys

255

Ser
Cys

val

Phe-

Ile
335

Pro
Ala
Asp
Arg
240
Cys
Gly
Thr
cla
Ile

320

Phe

- r

25

26
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer

<400> 11

ggggatcctg tgatgaagac agcatt

<210> 12

<211> 26

<212> DNA

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: Primer

<400> 12

gggaattcaa cgatgcattt ctggcce

<210> 13
<211> 21
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetisches Peptid
<400> 13
Asp Gly Cys Gly Cys Cys Lys Val Cys Ala Lys Gln Leu Asn Glu Asp
1 5 10 15
Cys Ser Lys Thr Gln
20
<210> 14
<211> 21
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetisches Peptid
<400> 14
Pro Asn Cys Lys His Gln Cys Thr Cys Ile Asp Gly Ala Val Gly Cys
1 . S 10 15
Ile Pro Leu Cys Pro
20
<210> 15
<211> 24
<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetisches Peptid

79/87
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<400> 15
Cys 1le Val Gln Thr Thr Ser Trp Ser Gle Cys Ser Lys Ser Cys Gly
1 5 10 15
Thr Gly Ile Ser Thr Arg Val Thr
20
<210> 16
<211> 26
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetisches Peptid
<400> 16
Ile Ser Thr Arg Val Thr Asn Asp Asn Pro Glu Cys Arg Leu Val Lys
1 5 10 18
Glu Thr Arg Ile Cys Glu Val Arg Pro Cys
20 25
<210> 17
<211> 21
<212> PRT
<213> Kinstliche Sequenz
<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetisches Peptid
<400> 17
Lys Tyr Cys Gly Ser:Cys Val Asp Gly Arg Cys Cys Thr Pro Leu Gln
1 : 10 15
Thr Arg Thr-val Lys
20
<210> 18
<211> 39
<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220> ‘
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer fH1

<400> 18

gcggcatgca gcgcgaccge gaaatcccca gaaccagte

<210> 19

<211> 42

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer rH1

80/87
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<400> 19
tcgegetgea tgecgegece gettttagge tgctgtacac tg

<210> 20

<211> 32

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: Primer fH2

<400> 20
gtcgcggcat acgcgcccaa atactgcggc té

<210> 21

<211> 31

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>

<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz: Primer rH2
<400> 21

gcgegtatge cgcgacactg gagcatcctg ©

<210> 22

<211> 18

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Stromauf-PCR-Primer

<400> 22

éégaccacgt cttggtce
<210> 23
<211> 19

<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz; Stromab-PCR-Primer

<400> 23

gaataggctg tacagtcgg
<210> 24
<211> 20

<212> DNA
<213> Kinstliche Sequenz
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32

31

18

19
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<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: Primer
<400> 24

cacaacagaa gccaggaacc

<210> 25

<211> 20

<212> DNA

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der klnstlichen Sequenz: unterer PCR-Primer

<400> 25
gaggggacga cgacagtatc
<210> 26
<211> 20

<212> DNA
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: oberer PCR-Primer

<400> 26
caacggagcc aggggaggtg

<210> 27

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: unterer Wildtyp-PCR-Primer

<400> 27

cggcgacaca gaaccCaacaa

<210> 28

<211> 20

<212> DNA

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kuinstlichen Sequenz: unterer mutierter PCR-Primer

<400> 28

gaggggacga cgacagtatc

<210> 29
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<211> 12
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetisches Peptid

<400> 29

Hi: His Leu Gly Gly Ala Lys Gln Ala Gly Asp val
. 5
i0

<210> 30

<211> 37

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: synthetisches Peptid
<400> 30

Ser Leu Lys Ala Gly Ala Ala Cys Ser Ala Thr Ala Lys Ser Pro Glu
1 S 10 15

Pro Val Arg Phe Thr Tyr Ala Gly Cys Ser Ser Val Ala ala Tyr Ala
20 . 25 30

Pro Lys Tyr Cys Gly
35

<210> 31

<211>6

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: synthetisches Peptid
<400> 31

Gl:}l’ Arg Gly Asp Ser Pro
5

<210> 32

<211>6

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: synthetisches Peptid

<400> 32

Gly Arg Gly Glu Ser Pro
1 ) 5

<210> 33
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211> 17
<212> PRT
<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kiinstlichen Sequenz: TSP1

<400> 33

Gl:}L’ Gln Lys Cye Ile Val Gln Thr Thr Ser Trp Ser Gln Cys Ser Lys
'35 . 10 ' 15

Ser

<210> 34

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: TSP2

<400> 34

Ser Trp Ser Gln Cys Ser Lys Ser Cys Gly Thr Gly Ile Ser 'I'tlxg Arg
1 5 ‘ 10

Val Thr Asn Asp
20

<210> 35

<211> 20

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: TSP3
<400> 35

Gl.?L, Ile Ser Thr Arg Val Thr Asn Asp Asn Pro Glu Cys Arg Leu Val
. 5 10 15

Lys Glu Thr Arg
20

<210> 36

<211> 16

<212> PRT

<213> Kunstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: TSP4

<400> 36

Arg Leu Val Lys Glu Thr Arg Ile Cys Glu Val Arg Pro Cys Gly Gln
1 5 10 15
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<210> 37

<211> 18

<212> PRT

<213> Kinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kunstlichen Sequenz: H1

<400> 37

'ry:zl' Ser Ser Leu Lys Lys Gly Lys Lys
5

Cys Ser Lys Thr Lys Lys Ser
0 15

Pro Glu

<210> 38

<211> 13

<212> PRT

<213> Kiinstliche Sequenz

<220>
<223> Beschreibung der kinstlichen Sequenz: H2

<400> 38

Ser Ser Val Lys Lys Tyr Arg Pro Lys Tyr Cys Gly Ser
1 S ’ 10

Patentanspriiche
1. Isoliertes Cyr61-Fragment, das die Haftung von Endothelzellen und Fibroblasten unterstutzt, worin das
Fragment eine Sequenz aus Aminosauren innerhalb der Doméane Ill von Cyr61 mit Seq.-ID Nr. 2 oder von
menschlichem Cyr61 mit Seq.-ID Nr. 4 umfasst und aus Seq.-ID Nr. 33 besteht oder aus einer Aminosaurese-
quenz besteht, die zu zumindest 95 % ahnlich zu Seq.-ID Nr. 33 ist.
2. Cyr61-Fragment nach Anspruch 1, das zu 99 % ahnlich zu Seq.-ID Nr. 33 ist.
3. Cyr61-Fragment nach Anspruch 1, das aus Seq.-ID Nr. 33 besteht.

4. lIsoliertes Polynucleotid, das fur ein Cyr61-Fragment nach einem der Anspriche 1 bis 3 kodiert.

5. Isolierter Antikorper, der spezifisch an ein Cyr61-Fragment nach einem der Anspriiche 1 bis 3 bindet.

»

. Antikérper nach Anspruch 5, der spezifisch an ein aus Seq.-ID Nr. 33 bestehendes Cyr61-Fragment bin-
det.

7. Verwendung einer Zusammensetzung, die ein Cyr61-Fragment nach einem der Anspriche 1 bis 3 um-
fasst, bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Erkrankung oder eines Leidens im Zusam-
menhang mit Onkogenese oder Angiogenese.

8. Verwendung einer Zusammensetzung, die einen Antikdrper nach Anspruch 5 oder Anspruch 6 umfasst,
bei der Herstellung eines Medikaments zur Behandlung einer Krankheit oder eines Leidens im Zusammen-
hang mit Onkogenese oder Angiogenese.

9. Cyr61-Fragment nach einem der Anspriiche 1 bis 3, das mit einer anderen Verbindung verbunden ist.

Es folgen 2 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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