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A taldlmany megoldast nyujt az angiosztatinnal kapcsolatos
koradbbi problémakra (rovid élettartam, gyakori beadas, nagy do-
zisok), mégpedig egy olyan, ,ABP-1” névvel elldtott huméan pro-
tein segitségével, amely human proteinre az jellemzd, hogy hoz-
z4d tud kotd8dni a plazminogénnek egy olyan fragmentumahoz, eld-
nydsen a plazminogén elsé négy Kringle doménjéhez (K1-K4),
amely fragmentum meghatarozé fontossagu az anti-angiogén biolé-
gliai aktivitas szempontjabol.

A talalmany kiterjed a taldlmany szerinti proteint kdédold
izolalt nukleinsav-molekulara, a nukleinsavat tartalmazdé vek-
torra, a vektorral transzformalt vagy transzfektdlt rekombinéns
sejtre, a taldlmdny szerinti proteinnel specifikusan kotédé an-
titestre, az antitestet expresszald rekombinans sejtre, tovabba
a taldlmény szerinti protein gydgyaszati, illetve gydgyszeré-
szeti alkalmazasara is.

A talalmany targyat képezi ezenkivill egy szkrinelési elja-
ras olyan molekuldk azonositasara, amelyek képesek koélcsénha-

tasba lépni a taldlmany szerinti proteinnel.
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71.658/DE

ANGIOSZTATIN-KOTO PROTEIN

A taldlmany az angiogenezissel &all1 kapcsolatban, kézelebb-
r81 olyan, 1j molekuldkra, példaul proteinekre és peptidekre
vonatkozik, amelyek révén Uj anti-angiogén anyagok fejleszthe-
ték ki. A taldlméany kiterjed az ilyen anyagok eldallitasi elja-
rasaira is.

Az emberi test csaknem valamennyi szovete nagyon vékony,
az emberi hajnadl is vékonyabb vérerek finom haldézatat tartal-
mazza. Altaldban sem a vérerek szama, sem pedig mérete nem no-
vekszik, mivel a vérereket befedd endothelialis sejtek osztéda-
sa lassu, ténylegesen tobb évig tart. Kivételt képez példaul a
sebgydégyulds és a menstruacid, amikor a vérerek gyorsan nodve-
kednek. Ezekben az esetekben azonban a gyors ndvekedés csak
korladtozott idd&étartami, és az emlitett esemény lejatszddéasa
utdn a sejtosztddas sebessége ismét a normalis értékre lassul.

Angiogenezisnek azt a folyamatot nevezzilk, amelynek soran
egy meglév8 érbd8l 1uj vérerek alakulnak ki. Angiogenezis olyan
betegségekkel és/vagy 4&llapotokkal jar egyiitt, amilyenek —
egyebek mellett — példaul a kdvetkezdék: rak, tumorok képzédé-
se, valamint diabetes retinopathia, rheumatoid arthritis, sét
még bizonyos gyulladdsos &llapotok is. Emiatt vildgszerte in-
tenziven kutatjak azokat a megoldasokat, amelyek révén megeldz-
het8, illetve gatolhaté az angiogenikus folyamat. Amennyiben
erre lehet8ség nyilna, a tumorndvekedés kontrollalhaté 1lenne,
illetve j6l1 haszndlhatd terapias eljarasokat lehetne kidolgozni

az eldbbiekben emlitett allapotok kezelésére.



Szémos részbizonyitékot talaltak mar arra, hogy néhany
mm?-nél nagyobb névekedés esetén a tumorok a vérerek de novo
képz&désétdl fliggenek. Az angiogenezist a tumorsejtek altal ki-
valasztott faktorok inditjadk meg (triggerelik). A k&zelmultban
ismerték fel, hogy a tumorok a szabaddéd tett proteolitikus ak-
tivitds utjan olyan peptidfragmentumokat generélnak, amelyek
anti-angiogén aktivitadst mutatnak. Az emlitett peptidfragmentu-
mok egyik példadja az angiosztatin molekula, ami a plazminogén-
nek egy fragmentuma.

A plazminogén egy olyan anyag a vérplazmaban, amely akti-
valdédva plazmint vagy fibrinolizint, azaz egy, a vér koagulaci-
6jaban szerepet jatszdé enzimet hoz létre. Onmagdban a plazmi-
nogénnek nincs detektalhatdé anti-angiogén aktivitasa. A koréab-
biakban azt talaltdk [Judah Folkman et al., Harvard Medical
School, Boston], hogy ennek az endogén proteinnek egy része,
k6zelebbr8l az elsé6 négy Kringle doménje képes megakadalyozni
az endothelialis sejtek osztbédasat. A plazminogénnek ezt részét
nevezték el angiosztatinnak. A szakteriileten folyd kutatasok
jelent86s része iranyul erre a molekuldra. A technika &lléasa
alapjan ismert, hogy az angiosztatin in vitro specifikusan ga-
tolja az endothelialis sejteket és in vivo blokkolja az
angiogenezist. Angiosztatin szubkutan injekcibékkal SCID egerek-
ben végzett szisztémas kezelések a tumorok széles korében in-
dukdlnak in vivo alvdé allapotot [O’Reilly et al., NATURE MED.,
2, 689 (1996)]. Az allatokban még tobb hbénapos kezelés utan sem
észleltek detektdlhatd toxicitast. Az angiosztatin két szinti

specifitast mutat: in vitro specifikusan csak az endothelialis



sejtekben indukal apoptosist [Claesson-Welsh et al., Proc. NATL.
Acap. Scr., UsA, 95, 5579 (1998)], illetve 1in vivo csak az
angiogenezisben aktiv endothelialis sejtekre gyakorol hatéast.
Az eddigiekben még észlelték, hogy az angiosztatin negativ ha-
tast fejtene ki a kialakult erekben 1évé sejtekre.

Az angiosztatinnak valdéban van néhédny eldény6ds tulajdonsa-
ga, egyebek mellett példaul azért, mert az angiosztatin egy en-
dogén anyag. Azonban nem elhanyagolhaték azok a hatrényok sem,
amelyek az angiosztatin lehetséges gydégyaszati célu felhasz-
nalasaval kapcsolatban felmeriilnek. Ezek egyike a vegyiilet na-
gyon rovid, oradkban mérheté élettartama, ami gyakori beadéast
tesz sziikségessé. Emellett a vegylilet hatékonysdga meglehetdsen
gyengének bizonyult, ami miatt nagy dbézisokat kell alkalmazni.
Ez a két hatrany Onmagédban is elég erds inditékot jelent ahhoz,
hogy a gyodgyszerként torténd felhaszndladshoz a kutatéasok tovabb
folyjanak alternativ, kisebb és/vagy hatékonyabb molekuldk ki-
fejlesztése érdekében.

A jelen taladlmany megoldast nyajt az angiosztatinnal kap-
csolatos fenti problémakra, mégpedig egy olyan, ,ABP-17 névvel
elliatott human protein segitségével, amely humédn proteint az a
képessége definial, amelynek révén hozza tud koétédni a plazmi-
nogénnek egy olyan fragmentumdhoz, elénytosen a plazminogén elsd
négy Kringle doménjéhez (K1-K4), amely fragmentumra az anti-
-angiogén bioldégiai aktivitéds a jellemzé.

Az ABP-1 a 2. szami szekvencidban (SEQ ID NO. 2) lathaté-
hoz lényegében hasonld aminosav-szekvenciat tartalmaz. Az ABP-1

variansai és fragmentumai is a taldlmany oltalmi kérébe tartoz-



nak.

Ugyancsak a taldlmany oltalmi korébe tartoznak az ABP-1
mas fajokban, kiildnésen egyéb emlésdkben megtaldlhatdé homolég-
jai is.

A talalmény tovabbi targyat képezik olyan izolalt nuklein-
sav molekuldk, amelyek egy olyan szekvenciat tartalmaznak,
amely szekvencia ABP-l-et vagy egy, az ABP-1-hez lényegében ha-
sonlé polipeptidet, ezen belil variédnsokat, fragmentumokat és
homolégokat kbédol.

Szintén a taldlmény targyat képezik olyan nukleinsav pré-
bak, amelyek szekvencidja az 1. szami szekvenciabdél (SEQ ID NO.
1) szarmazik; ezeket a prbébadkat kutatédsi eszkozokként, valamint
diagnosztikai eljaréasokban hasznalhatjuk példaul a szdvetekben
és sejtekben zajlé ABP-1 bioszintézis detektilasira és mérésé-
re.

Ennek megfelelden a taldlmany targyat képezi egy diagnosz-
tikai eljaras szovetekben és sejtekben az ABP-1 vagy variansai
és fragmentumai jelenlétének és mennyiségének a detektiléasara.

Ugyancsak a talalmany targyat képezi egy szkrinelési elja-
rds olyan vegyliletek azonositésadra, amely vegyiiletek képesek
k6lcsbnhatasba lépni az ABP-l-gyel vagy variédnsaival és frag-
mentumaival. A szkrinelési eljaras barmilyen, az ezen a teriile-
ten jartas szakember szamara ismert Osszedllitasu (konfigura-
cidéjnu) lehet.

A taldlmény targyat képezik tovadbbd az emlitett szkrinelé-
si eljarassal azonositott, az ABP-1 vagy varidnsai és fragmen-

tumai bioldégiai aktivitadsat moduldlni képes vegyiiletek is.



Ugyancsak a taldlmany téargyat képezi egy olyan gydégyszer-
készitmény, amely hatdanyagként egy, a fenti szkrinelési elja-
rassal azonositott vegyliletet tartalmaz.

A taladlmany targyat képezik ezenkiviil az ABP-1-ben vagy
variansaiban és fragmentumaiban 1év6 epitopok ellen ir&nyuld
antitestek, valamint az antitesteket termeld$ sejtek is.

A talédlmany targyat képezi tovabba egy olyan vektor, amely
az ABP-1-nek vagy variédnsainak és fragmentumainak a nukleotid-
szekvenciijat tartalmazza.

Végiil a taldlmany targyat képezik az el8bbieken kiviil az
elébbi vektort tartalmazd sejtek is.

A leirasban alkalmazott kifejezések az aldbbiakban megha-
tarozott jelentéstiek.

A Jjelen leirasban alkalmazott ,angiogenezis” kifejezés uj
vérereknek egy szovetben vagy szervben torténd kialakulasara
vonatkozik. Amint azt a fentiekben mar emlitettiik, normal élet-
tani korilmények kozott emberekben és allatokban angiogenezis
csak nagyon kiildnleges és nagyon korlatozott helyzetekben for-
dul el6. Példaul normalis angiogenezis torténik a sebgyéd-
gyulasban, a magzati és embriondlis fejlédés soran, valamint a
corpus luteum és a placenta kialakulaséaban.

Az ,endothelium” kifejezés a sik epithalialis sejteknek
azt a vékony rétegét jelsli, amely a vérsavdiiregeket, a nyirok-
ereket és a vérereket hatarolja. Az ,endothelialis gatlé ak-
tivitas” kifejezés az endothelialis kapillaris endothelialis
sejtek novekedését gatld képességre vonatkozik.

Az ,egy angiogenezissel kapcsolatos protein” kifejezés egy



olyan proteint jel6l, amely képes hatast kifejteni az angioge-
nezisben, amilyen példaul egy anti-angiogén anyagot koétd recep-
tor.

A 2., 3. és 4. szamu aminosav-szekvencidra (SEQ ID NO. 2,
SEQ ID NO. 3, és SEQ ID NO. 4) vonatkozé ,lényegében hasonld”
kifejezés egy olyan aminosav-szekvenciat jeldl, amely nagyfokit
szekvenciahomoldgidt mutat a 2., 3. és 4. szami aminosav-szek-
venciaval. A nagyfokd homoldégia legaldbb hozzavetdleg 80 $%-os
aminosav-homoldégiat, eldénybsen legaldbb hozzavetdleg 90 %-os
aminosav-homolégidt, még elénydsebben legaldbb hozzavetdleg 95
%-os aminosav-homoldégiat, és legeldnydsebben legaldbb hozzave-
t6leg 98 $-os aminosav-homoldgiat jelent.

A ,specifikusan hibridizaléddé” kifejezés azt jelenti, hogy
egy molekula kapcsoldédasa, megkettézédése vagy hibridizaciédja
szigoru korilményekcsak egy egyedi nukleotidszekvencidhoz koté-
dik, ha a szekvencia egy komplex (példaul teljes cellularis)
DNS vagy RNS keverékben van 3Jjelen. A ,szigoru korilmények”
olyan koériilményeket jelentenek, amelyek k6z6tt egy prdéba csak a
target alszekvenciajéva hibridizaldédik, més szekvencidva nem. A
szigoru koérulmények szekvenciafiiggbek és eltérd koriilmények ko-
z0tt kiilonboz&ek. Hosszabb szekvencidk specifikusan magasabb
hémérsékleteken hibridizaldédnak. A szigoru koriilményeket &alta-
laban ugy valasztjuk meg, hogy azok koriulbelil 5 °C-kal alacso-
nyabbak legyenek, mint a specifikus szekvencia meghatarozott
ioner8sség és pH melletti termikus olvadéspontja (Tm). A Tm
(meghatarozott ioner6sség, pH és nukleinsav-koncentracié mel-

lett) az a hémérséklet, amelynél egyensilyban a prébdk 50 ¢%-a



komplementer a target szekvenciadvd hibridizaldé target szekven-
ciaval. (Mivel a target szekvencidk altaldban feleslegben van-
nak jelen, a Tm-nél a prdébak 50 %-as foglalt egyensulyi &lla-
potban). Jellemzéen a szigoru kériilmények olyanok, amelyekben a
sbkoncentracié 7,0-8,3 pH-ndl kisebb, mint k&rilbelil 1,0 M
natriumion, &altalaban koérilbeliil 0,01-1,0 M natriumion (vagy
mas sbék), és a hdémérséklet 1legaldbb koriilbeliil 30 °C révid
(példaul 10-50 nukleotidbél &lld) prdbak esetén, illetve leg-
aldabb 60 °C hosszabb prébaknal. Szigoru kériilményeket biztosit-
hatunk destabilizélé szerek, példaul formamid hozzdadasdval is.

Az 1. abra a 1251 izotdéppal jelzett angiosztatinnak és
plazmigonénnek a borju mikrokapillaris endothelialis sejtekhez
torténd in vitro kétédését mutatja be.

A 2. 4bra az angiosztatin-koétdé proteinek izolélasénak a
stratégidjat mutatja be.

A 3. abra pozitiv élesztd klénok szelektiv koriilmények ko-
zbtti novekedését mutatja be.

A 4. abra a rekombinans ,Big-3”-nak az angiosztatinhoz,
illetve a plazminogénhez térténd koétddését mutatja be.

Az 5. 4bra a ,Big-3” térképét mutatja be.

A 6. é&bra a taldlmany szerinti angiosztatin-receptort ko6-
doldé génnek a szabadon olvashatdé keretét (2. keret) mutatija be.
Az egyéb lehetséges keretek nem termelnek semmilyen tényleges
proteint.

A 7. adbra a magzati és a felnétt mRNS, valamint az endo-
thelialis sejtek expresszidés jellemz8it mutatja be.

A 8. abra az ABP-1 gén kiilénbtzd szdvetekben torténd



expresszidjanak a relativ mértékét mutatja be. (Tovabbi részle-
teket a kisérleti részben ismertetiink.)

A 9A. 4bra a GFP-jelzett ABP-1 receptor cellularis lokali-
zacidéjat mutatja 4&atmenetileg transzfektalt Hela sejtekben. A
9B. &bra a GFP-jelzett ABP-l-nek az angiosztatinnal végzett in-
kubaléds uténi reorganizacidéjéat mutatja be. A 9C. &bra az angio-
sztatinnak az ABP-1l-hez torténé kotddését mutatja be. (Tovabbi
részleteket a kisérleti részben ismertetiink.) A 9D. &bra az F-
aktin ellen rodamin-jelzett falloidinnel végzett festéssel
egyitt az ABP-1 immunofestdédését mutatja. Az ABP-1 fokalis ad-
hézibékban és membradnfodrokban lokalizéalt (nyilak).

A 10. &bra az ABP-l1-hez kapcsoldédd kindz aktivitdsnak az
angiosztatin hozzdadédsa utani mérsékld szabalyozasat mutatja
be.

A 11. a&bra egy SDS-PAGE autoradiografias felvételét mutat-
ja be, ami azt bizonyitja, hogy az ABP-1 mediadlja az angioszta-
tin-indukalt fokalis adhézibés kindz aktivitast. (Tovabbi rész-
leteket a kisérleti részben ismertetiink.)

A jelen taldlmany tehat egy plazmianén—fragmentumhoz,
elénybsen egy N-terminadlis fragmentumhoz, példaul az 1-4.
Kringle doménekhez és/vagy az 5. Kringle doménhez két8dni képes
izolalt, hum&n angiogenezissel kapcsolatos proteinre vonatko-
zik. A taldlmény szerinti protein plazminogén-fragmentumok re-
ceptoraként, kiiléndsen az angiosztatin és/vagy a plazminogén 5.
Kringle doménjének egy receptoraként funkciondl. A talalmany
szerinti proteint biolbégiai vagy kémiai eljarasokkal (példaul

rekombinadns gén expresszidéval vagy peptidszintézissel) &llit-



hatjuk elé. A rekombindns mbdbdszerek kérébe tartozik — egyebek
mellett — példadul a gén kldnozas vagy az in vitro eljarésokkal
végzett amplifikécidé, amilyen példadul a polimeraz lancreakciod
(PCR), a ligaz 1lancreakcié6 (LCR), a transzkripcién alapuld
amplifikaciés rendszer (TAS) és az Onfenntartd szekvencia
replikacibés rendszer (SSR). Az ezen a teriileten jartas szakem-
ber sza&mara jél1 ismert szémos kiilonféle klbénozasi és 1in vitro
amplifikadciés moédszer. Ilyen mdédszereket ismertetnek — egyebek
mellett — példaul a kovetkezdé helyen: Berger and Kimmel, Guide
to Molecular Cloning Technigues, MgTHoDs IN ENziMorocy, 152,
Academic Press, Inc., San Diego, CA (Berger). A taldlmadny maga-
ban foglalja azokat a proteineket is, amelyek a 2., 3. és 4.
szadmi aminosav-szekvencidban (SEQ ID NO. 2, SEQ ID NO. 3, és
SEQ ID NO. 4) lathatdéhoz lényegében hasonld aminosav-szekvenci-
akat tartalmaznak. A 2. szé&mi szekvencidji protein szekvenci-
dnak a jelenleg hozzaférhetdé adatbazisokban szerepld szekvenci-
dkkal végzett O6sszehasonlitdsa 23,7 %-os homolégidt mutatott
egy olyan Caenorhabditis elegans hipotetikus proteinnel, ame-
lyet egy, az emlitett organizmus III. kromoszéméjanak a centra-
lis csoportjaban (cluster) elhelyezkedé valdédi szabadon olvas-
haté keret kédol [az organizmust a koévetkezd helyen is-
mertették: R. Wilson et al., NATURE, 368, 32-38 (1994)]. A hipo-
tetikus proteinnek nem tulajdonitottak semmilyen funkcidt.

A fentiekben megadott definicidénak megfeleldéen a talalmany
magaban foglalja az Osszes olyan polipeptidet, amely egyrészt
képes megkétni egy plazminogén fragmentumot, mésrészt olyan

aminosav-szekvenciaval rendelkezik, amelyek a 2., 3. és 4. sza-



mi aminosav-szekvenciadval legalabb hozzavetéleg 80 %-os amino-
sav-homologiat, eldénydsen legalébb hozzavetéleg 90 %-os amino-
sav-homolégiat, még eldénydsebben legalabb hozzavetdleg 95 %-os
aminosav-homolégiat, és legelénydsebben legaldbb hozzavetdleg
98 %-o0s aminosav-homol6giat mutat. Ezek a variansok példaul al-
ternativ illeszkedésbdél wvagy ugyanazon organizmus kiilénbozé
szdveteiben torténd eltérd expresszidbdl szarmazhatnak. A vari-
ans formdk aminosav inszercidval, delécidval vagy szubsztituci-
6val jellemezheté6k. Az ABP-1 egyik eldényds varians formajat az
aldbbiakban ismertetett 3. szamu szekvencia (SEQ ID NO. 3) mu-
tatja be.

Az egyik kiilonbsen elényds talalmany szerinti megoldéas az
ABP-1-nek egy Big-3-nak nevezett fragmentumdra vonatkozik, ame-
lyet részletesen az aldbbiakban ismertetiink, és amely magaban
foglalja az ABP-1 angiosztatin-koéts doménijét [4. szami szekven-
cia (SEQ ID NO. 4)].

A taldlmany ezenkiviil kiterjed az olyan peptidekre is,
amelyek a 2. szami szekvencidbdl vagy varidnsaibdl, illetve
fragmentumaibdél legalédbb koriilbeliil 5, elénybsen legalédbb ko-
riillbelil 10 egymast koévetd aminosavcsoportot tartalmaznak. A
peptid legelénydsebb mérete azonban a peptid jovébeni tervezett
felhasznalasatél fiigg, igy a taldlmény nem korlatozdédik az ami-
nosavcsoportok fentiekben megjeldlt széamara.

A taldlmany magaban foglaljartovébbé az ABP-1 és a Big-3
mas fajokban, kiilontsen egyéb eml8sokben elSfordulé homoldbgijait
is. A ,homolég” kifejezés olyan proteineket jelol, amelyek —

figgetleniil a megfeleld aminosav-szekvencidk kozotti homoldgi-



atél — a taldlmény szerinti proteinek bioldégiai funkcidjéaval
lényegében azonos bioldégiai funkcidét latnak el.

A taladlmany targyat képezik ezenkiviil a taldlmany szerinti
proteineket és peptideket, valamint ezek fentiekben meghataro-
zott variénsait, fragmentumait és homolégjait kédold szekvenci-
at tartalmazdé izolalt nukleinsav-molekulédk is. Az egyik eld&nyés
megoldés szerint a nukleinsav-molekula szekvencidja az 1. szama
szekvencianak (SEQ ID No. 1) megfeleld. Ez a szekvencia egy 5’
(az 1. nukleotidtél a 796. nukleotidig tartd) és egy 3’ (a
2825. nukleotidtél a 6463. nukleotidig tartéd) nem-transzlalt
régiét tartalmaz. Egy masik elényés megoldas értelmében a nuk-
leinsav-molekula az 1. szami szekvencia 797. nukleotidijatél a
2824. nukleotidjaig terjedd szekvenciadval rendelkezik. Egy is-
mét tovabbi megoldas szerint a nukleinsav-szekvencia a Big-3
nevli ABP-1 fragmentumot kédolja, és az 1. szami szekvencia
2180. nukleotidjatdél a 2608. nukleotidjaig terjedd nukleotid-
szekvenciadbol 4l11. A taldlmény kiterjed valamennyi olyan, a ta-
ladlmény szerinti polipeptideket kédold nukleotidszekvenciara,
amely a genetikai koéd degenerdcidéja kovetkeztében tér ei az 1.
szadmi szekvenciadnak megfeleld nukleotidszekvenciatél. A szek-
venciaanalizis kimutatott egy lehetséges polimorfizmust az 1.
szami szekvencia 11992-1201 kodonjaban, amelyben egy Asn, Ser
vagy Asp kodon lehet jelen; azt tal&ltuk ezenkiviil, hogy egy
tovabbi, az 1. szami szekvencia 1238-1246 nukleotid pozicidknak
megfeleld régidé kbéolja a Glu-Leu-Ala tripeptidet vagy a Thr-
-Trp-Pro tripeptidet. Az ABP-1 aminosav-szekvenciédjanak ezeket

a variacidéit a 3. szamu szekvencidban (SEQ ID NO. 3) mutatjuk



be, amely egy tovabbi elényos talédlmadny szerinti proteint al-
kot. Ugyancsak a taldlmany oltalmi ko&rébe tartoznak az ABP-1-
nek vagy fragmentumdnak homolégjait kédold nukleotid molekulék
is.

A talalmany targyat képezik tovdbbad az olyan nukleinsavak
is, amelyek szigoru koriilmények kozott képesek specifikusan a
fentiekben ismertetett talédlmany szerinti nukleinsav-molekuléak
egyikévé hibridizalédni.

Ahol a taladlmany szerinti nukleinsavakat prébakként kivan-—
juk alkalmazni, gyakran sziikség lehet a szekvenciak detektal-
hat®é markerekkel torténé megjeldlésére. Az ilyen markerek ko-
rébe tartozik minden olyan kompozicidé, amely spektroszkédpiai,
fotokémiai, biokémiai, immunokémiai, elektromos, optikai vagy
kémiai uton detektédlhatdé. A markereket az ezen a teriileten jar-
tas szakember szamara j6l ismert mdédszerek barmelyikével be-
épithetjiik. A markerek detektadlésara alkalmas eljarasok ugyan-
csak jo6l ismertek a szakteriileten, illetve a szakirodalom rész-
letesen targyalja az ilyen detektédlasi eljarasokat. A prodbak
jél alkalmazhatdék a diagnosztikai felhaszndlasokban, példaul a
szdvetekben és sejtekben zajldé ABP-1 bioszintézis detektdlaséara
és mérésére.

A taldlmanynak egy tovabbi térgya olyan szkrinelési elja-
rasokra vagy vizsgalatokra vonatkozik, amelyekben az angioszta-
tin és/vagy az 5. Kringle tulajdonsagaival azonos jellemzd8ket
mutatd molekulakat szlrjik ki. Az egyik jellemzé szkrinelési
eljarasban az angiosztatin szignadl transzdukciés folyamatot ak-

tivdlni képes molekuldkat egy nagyteljesitményli sejtalapu



szkrinnel azonositjuk. Az ilyen szkrin egy olyan angiosztatin-
érzékeny elem &ltal vezetett riporter génre épiil, amely stabi-
lan transzfektédlédott egy angiosztatin-érzékeny sejtvonalba. Az
érzékeny elem egy riporter génhez, példdul a luciferdz génjéhez
kot8dik; a vegyliletnek a taldlmany szerinti proteinhez térténd
kapcsoldédasa utadn az intracellularis folyamat aktivaldédva fo-
kozza a reproter gén aktivitasat, amit detektédlni tudunk.

Az ismertetett szkrinelési eljarassal azonositott vegyiile-
tek a taldlmény oltalmi korébe tartoznak. Az ilyen vegyiiletek
elénybsen kis molekulatdmegli, peptid vagy nem peptid jellegt
molekuldk. Kis méretiiknek kdszdnhetSen a vegyililetek a gyakor-
latban sokkal jobban alkalmazhaték gydgyadszati célokra, mint az
angiosztatin. Ezeket a molekuldkat és felhasznadlasukat az alab-
biakban részletesebben is ismertetjiik.

A taladlmany szerinti proteineket és peptideket el&allit-
hatjuk példaul szokasos kémiai peptidszintézisek alkalmazasa-
val. Szilard fazist szintéziseket — egyebek mellett — példaul
a kovetkez6 helyen irnak le: Barany and Merrifield, Solid-Phase
Peptide Synthesis, pp 3-284 1in The Pebtides: Analysis,
Synthesis Biology, Vol. 2: Special Methods in Peptide Synthe-
sis, Part A.

Elénybsen azonban a taldlmany szerinti proteineket, pepti-
deket és polipeptideket rekombindns DNS mdbdszerrel &llitjuk
eld, amelynek soran altalaban létrehozunk egy, a proteint vagy
peptidet koédold DNS szekvenciat, egy egyedi promoter kontrollja
alatt behelyezziik a DNS-t egy expresszidés kazettdba, a proteint

vagy a peptidet egy gazdaszervezetben expresszaljuk, izolaljuk



az expresszalt proteint vagy peptidet, és kivant esetben rena-
turaljuk a terméket. Miutan expresszalddtak, a rekombinans pep-
tideket vagy proteineket a szakterilileten szokdsosan alkalmazott
médszerekkel tisztithatjuk. Ennek megfelelden a talalmanynak
egy tovabbi targyat képezi egy olyan vektor, példaul egy virus
vagy egy plazmid, amely egy taldlmadny szerinti nukleinsavat
tartalmaz. A talédlmény kiterjed tovdbbad a taldlmadny szerinti
proteint vagy peptidet expressz&lé vektorral transzformalt vagy
transzfektalt rekombinadns sejtekre, valamint az aldbbiakban
részletesen ismertetett taldlmény szerinti antitestet expresz-
sz4l6 rekombindns sejtekre is. A taldlmdny szerinti peptideket
és proteineket kédold vektorokat felhaszndlhatjuk az olyan mo-
lekuldk expresszdlasara, amelyek immunogénként szolgalnak az
antitesttermeléshez. A talalmany szerinti vektorokat ezenkiviil
felhaszndlhatjuk sejtek in vitro és in vivo transzformalasara
is a taldlmany szerinti peptidek és proteinek expresszalasahoz.
A taldlmany szerinti nukleinsavak egyikét, példaul az 1. szamn
szekvencia altal meghatarozott gént expresszald sejteket, ame-
lyek ugyancsak a taldlmany oltalmi korébe tartoznak, rendkivil
sokféle mébdon hasznosithatjuk. Az ilyen sejtek eukaridtak vagy
prokariétak lehetnek.

A talélmény szerinti proteineket és peptideket felhasznal-
hatjuk antigénekként a sajat magqukkal szembeni antitestek ki-
alakitasara. Ennek megfelelden a taldlmadny targyat képezik
olyan .antitestek is, amelyek specifikusan k&tédnek a talalmany
szerinti peptidekhez. Ezek az antitestek immunvizsgadlatokban

(immunoassay), példaul peptidek és polipeptidek izoldlasara



szolgalé immunvizsgdlatokban hasznosithaték. A taldlmény sze-
rinti peptideket ezenkivil felhasznalhatjuk olyan vizsgalatok-
ban is, amilyenek példéul»az amplifikdcié specifikus vizsgala-
tok, az immunoldbégiai vizsgalatok stb.

A taldlmany szerinti antitestek monoklonédlis és poliklona-
lis antitestek lehetnek, és magukban foglaljdk az egyedi, al-
1él, torzs és species variansokat vagy ezek fragmentumait, mind
a természetes eldéfordulasu (teljes hosszusagu) formakban, mind
pedig rekombinidns formdkban. Ezenkivil a taldlmany szerinti
peptidekkel vagy polipeptidekkel szemben az antitestek nativ
konfiguraciéjukban vagy nem-nativ konfigurdciéikban képzdd-
hetnek. Anti-idiotipikus antitestek is kialakulhatnak. Az ezen
a teriileten jartas szakember szamos eljarast ismer antitestek
elSallitasara. Monoklondlis antitestek elfdllitdsi mbédszereire
nézve lésd példaul: Stiites et al. (eds.), Basic and Clinical
Immunology (4th ed.), Lange Medical Publications, Los Altos,
Calfornia, USA. A fagokban vagy hasonld vektorokban 1évé rekom-
binans antitestek konyvtarainak szelekcidjat magukban foglalé
médszerekre nézve lasd példaul: Huse et al., SCIENCE, 246, 1275-
1281 (1989).

A taldlmédny szerinti molekuldkat gybgyszerkészitményekben,
kiillontsen az angiogenezissel kapcsolatos rendellenességek keze-
lésére és/vagy megelézésére szolgald gydgyszerkészitményekben
is. Ennek megfelelden a talalmadny targyat képezi eqgy gybdgy-
szerként toérténé felhaszndlasra szolgdldé taldlmadny szerinti
peptid, polipeptid, protein vagy antitest, valamint az emlitett

molekuldk alkalmazdsa angiogenezissel kapcsolatos betegségekre



vagy rendellenességekre iranyuld gydgyszerkészitmények eldalli-
tdsdra. A taldlméany targyat képezi egy olyan gydégyszerkészit-
mény is, amely egy gydgyaszatilag elfogadhatd hordozdval egyiitt
egy taldlmany szerinti molekulat tartalmaz. A gydégyszerként al-
kalmazott taldlmany szerinti molekula a fentiekben ismertetett
peptidek, polipeptidek, proteinek vagy antitestek barmelyike
lehet, wvalamint ilyen molekula lehet a fentiekben ismertetett
szkrinelési eljaréas alkalmazasaval azonositott barmely Gj anyag
is.

A taldlmény szerinti molekuldk legelénybsebb alkalmazéasat
az olyan vizsgdlatokban toérténd felhasznalads jelenti, amelyek-
ben 14j anyagokat szkrinelink. Olyan vegyiileteket azonositha-
tunk, amelyek az angiosztatinéhoz és/vagy az 5. Kringle-éhez
hasonlé angiogén hatasokat mutatnak, de amelyek kisebbek, haté-
konyabbak és elénydsen hosszabb élettartamiak az emberi vagy
allati testben, mint az angiosztatin. A révidebb élettartam an-
nak tudhatd be, hogy a vegyliletek kevésbé hajlamosak a prote-
dzok 4altali degradaciéra. Egy szerves vegyiilet tervezésekor
rirdnymutatdé” (,lead”) vegyiletként alkalmazhatunk egy talil-
many szerinti molekuldt. Az ismert gydgyszerészetileg aktiv ve-
gyuletek mimetikumainak a tervezése j6l ismert mbédszer az ilyen
siranymutatd” vegyilileteken alapuld gydgyszerfejlesztésben. A
mimetikumok tervezése, szintézise és tesztelése &ltaldnosan al-
kalmazott mbédszer annak érdekében, hogy egy célul kitlizétt tu-
lajdonsag eléréséhez elkeriilheté legyen tul sok molekula vélet-
lenszerd szkrinelése.

Az 1Uj molekulikat elénydsen gydgyszerekként alkalmazzuk,



amely gyoégyszereket sokkal kisebb dbézisokban adhatunk be, mint
az angiosztatint, és amelyeket lényegesen ritka&bban, példaul 14
naponként egyszer adhatunk be (6sszehasonlitva: az angiosztatin
élettartama ennek az idének koérililbeliil az egy tizede). Az egyik
elényés megoldas értelmében a taldlmany szerinti szkrinelési
eljarassal azonositott Uj molekuldk kis molekulatémegii szerves
molekuldk, amelyek esetében oralis beadasra alkalmas gybdégyszer-
készitményeket, példaul tablettakat 4&llithatunk el8 a vegyii-
letekbé8l.

A taldlmany szerinti gydgyszerkészitményeket azonban els-
allithatjuk barmilyen, példaul oralis, intravénés, kutan vagy
szubkutan, nazalis, intramuszkuldris vagy intraperitonealis be-
adadsra alkalmas formdban is. A hordozd vagy az egyéb &sszetevdk
jellegét a beadas konkrét médja hatédrozza meg. [Az ezzel kap-
csolatos mbdszerek és elSiradsok — egyebek mellett — példaul a
kovetkezé helyen taldlhatdék meg: Remington’s Pharmaceutical
Sciences, 16th edition, Osol, A. (ed.), 1980]}].

Az emlitett kis molekulatdmegl vegyiiletek dbézisat a keze-
lendS6 betegség vagy allapot, valamint mé&s klinikai faktorok
szabjék meg, amilyen példaul az ember vagy az &llat testtomege
és allapota, illetve a vegyiillet beadasédnak a mdédja. Emberek és
allatok kezelése esetén a vegyliletet koériilbeliil 0,5 mg/testts-
meg-kg és 500 mg/testtomeg-kg kézotti dbdzisban adhatjuk be.

A talalmany szerinti vegylileteket és eljarésokat eldnydsen
alkalmazhatjuk az angiogenezissel kapcsolatos rendellenességek
és/vagy betegségek valamennyi tipusa esetén, amilyenek — egye-

bek mellett — példaul a kovetkezd8k: tumoros &llapotok, diabe-



tes, rheumatoid arthritis, tovabba bizonyos gyulladasos &llapo-
tok, példaul psoriasis, a belek krénikus gyulladdsai, asztma
stb. A vegylleteket valdszinlileg felhasznadlhatjuk az obesitas
kezelésére és gybgyitasara, illetve megel$zésére is.

Az egyik egyedi megoldas értelmében a taldlmany szerinti
molekuldkat a génterdpiadban hasznositjuk. A génterédpids elja-
rasok egyik Aattekinté Gsszefoglalédsat példéui a kovetkezd he-
lyen olvashatjuk: Anderson, SCIENCE, 256, 808-813 (1992).

A jelen talé&lmanynak egy tovabbi eldényds alkalmazasa lehet
a testben 1évd angiosztatin és/vagy 5. Kringle receptor szigna-
lizacibéjanak szabdlyozasara szolgdld eljarasok kifejlesztése. A
taldlmadny targyat képezi tovabbad egy eljards angiogenezissel
kapcsolatos betegség vagy rendellenesség kezelésére, valamint

egy eljaras az ilyen allapotok megel&zésére.



KISERLETI RESZ

Az aladbbiakban a mellékelt &brakra hivatkozva részleteseb-

ben ismertetjik a taldlmanyt.

Az angiosztatin endothelialis sejtekhez térténd kétddésének a

bizonyitisa

Az angiosztatin és a VEGF és bFGF angiogén faktorok k&dzot-
ti kompetitiv kotési vizsgadlattal kimutattuk, hogy az angio-
sztatin nem befolyasolja ezeknek a molekuldknak a ligand-recep-
tor k&lcsénhatasat. Azonos mennyiségl kotést detektadltunk jel-
zetlen angiosztatin jelenlétében, illetve hidnyédban. Igy meg-
allapithatd, hogy az angiosztatin blokkolja az angiogén fakto-
rok és az endothelialis sejtek kozdtti kdlcsonhatast.

Az angiosztatinnak és prekurzor plazminogénjének a kdzvet-
len kotését jodozott proteinek alkalmazasaval végzett kotési
vizsgélatokkal tanulmanyoztuk, illetve analiz&ltuk a borju mik-
rokapilléris endothelialis sejtekkel térténd koélcsénhatasukaz
(ldsd az 1. abrat).

Kbzelebbrdl, human angiosztatint (1-4. Kringle domén) vagy
plazminogént a gyarté (Pierce Inc.) el8irdsai szerinti jodogén
eljaras utjan 125-6s joédizotdppal megjeldltiink. A jelzett pro-
teint ezt kévetdéen G50 Sepharose oszlopon (Pharmacia 1Inc.)
tisztitottuk. A fajlagos aktivitadst 90 000 cpm/ng protein ér-
tékben allapitottuk meg. A kotési vizsgalatokhoz 12 vajatu le-
mezeken borju kapilladris endothelialis sejteket noévesztetiink
konfluenssé valasig. A sejteket 1 mg/ml bovin-szérumalbumint

(BSA) tartalmazé PBS-sel mostuk. Ezt kévetden a sejteket 10



ng/ml radioizotéppal jelzett angiosztatinnal vagy plazminogén-
nel inkubaltuk. A ko6tést a jelzetlen ligand névekvd koncentra-
cidéival versenyeztettiik. A sejteket két o6ran keresztiil Jjégen
inkubaltuk. Ezt kovetdSen a sejteket 1 mg/ml bovin-szérumalbu-
mint (BSA) tartalmazé PBS-sel Otszdr mostuk. A sejteket PBS-sel
készitett 1 %-os Triton X100-zal 1lizaltuk, majd egy gamma-
szamlaléban mértik a radioaktivitast. A disszocidciés allandét
és a receptorok szamat a RBINDING program [van Zoelen E., J.

ANAL. BIOCHEM., 200 (2), 393-399 (1992)] alkalmazasaval nyertiik.

Az angiosztatin-kété molekuldk azonositisa az éleszts

kéthibrides rendszer alkalmazisiaval

Az angiosztatin még redukcidé utan is megtartja az aktivi-
tasat, ami arra utal, hogy a haromdimenziés hajtogatottsag nem
létfontossadgi a k&téshez és az aktivitashoz. Ez eldénybs a
szkrinelési eljardsok szempontjabdl, amelyekben nagyszamu klén
szkrinelheté akkor is, ha a protein visszahajtogatasa nem tel-
jesen pontos.

Az élesztd kéthibrides rendszert alkalmaztuk azoknak a mo-
lekulaknak a szkrinelésére, amelyek hozzakétddnek a plazminogén
1-4. Kringle doménjéhez. A tovabbi magyarizat soradn a 2. abrara
hivatkozunk. Egy humdn placentédbél szarmazé kéthibrides cDNS
kényvtarbél (Stratagene) koériilbeliil 2 x 106 klént szkrineltiink.
A pozitiv kldénokat az aladbbiaknak megfelelden azonositottuk.

(1) A szelektiv koriilmények k&ézédtti (His, Leu és Trp)
szkrinelés 37 pozitiv klént generdlt a CG1945 élesztd todrzsben.

(2) Az ONPG-vel (SIGMA) 30 °C-on 2 6ran keresztiil végzett



inkubalas utédn a 37-b&1 hét mutatott nagy P-galaktozidaz akti-
vitast.

(3) A nagy P-gal aktivitast mutaté hét koléniabdl megtisz-
titottuk a DNS-t, majd Y190 élesztd torzsbe retranszfektaltuk.
A hét koldénidbdél harom magtartotta az aktivitast az Gj éleszts
toérzsben is. Ezeknek a klonoknak a szekvenciaanalizise kimutat-
ta, hogy a klbénok ugyanazon génbdél szarmaznak.

(4) Az 50 mM 3-amino-triazol jelenlétében ndévekedést (3.
abra), valamint a P-gal aktivitast (lasd az alébbi tablazatot)
Big 3-ban értékeltiik, majd Osszehasonlitottuk a pozitiv és ne-

gativ kontrollokkal.

K6té domén Aktivacidés domén B-Gal aktivitas

angiosztatin + BIG3 - aktivaciébs 15 u

koté domén domén

angiosztatin + aktivaciés domén < 0,04 u

koté domén dnmagéaban

Kot8 domén onmagaban |BIG3 - aktivaciés 0,07 u
domén

p53 + k6td domén Big3 - aktivaciés 0,05 u
domén

P53 + kdétd domén SV40LT - aktivacidés |90 u
domén




A Big3 (angiosztatin-koté domén) szekvenciidja

A Big3 klénnak egy placenta kéthibrides koényvtarbdl
(Stratagene, Inc.) torténd izolalasa utédn a pGAD aktivacids do-
ménbél nyert cDNS inszertumot GAL4 AD szekventdld primerekkel
kozvetleniil szekventdltuk. A <cDNS inszertumot adaptorokbél
nyert EcoR1l helyek alkalmazasaval pUCl8 vektorba visszaklbénoz-
tuk, majd univerzalis és reverz primerekkel megismételtiik a
szekventdlast. A szekvencidkat egy ALF automata szekventorban
(Pharmacia) analizaltuk. A Big3 szekvencidjat a 4. szadmu szek-

vencia (SEQ. ID NO. 4) mutatja be.

A Big3 és a Big3-GST fizids protein expresszildsa és tisztitisa

A Big3 szekvenciat Schistosoma japonicum-b8l nyert gluta-
tion S-transzferédz (GST) doménnel alkotott fuzibés proteinként
E. coli-ban expresszaltuk.

e Vektor konstrukcié

pUC18-Big3 plazmid templatként toértpnd alkalmazasaval vég-
zett PCR amplifikacidéval Big3 fragmentumot (429 bp) nyertiink. A
primer szekvencidk a kovetkezdék voltak:
BamHI-NH, 5' TAC GGA TCC GAA TCG AAC AAA ACT GCA GCT G 3' [5.
szdmu szekvencia (SEQ ID NO. 5)]
XhoI-COOH 5' ATA CTC GAG TCA TGG AGC TGG AGT TGG AGC CA 3' |[6.
szadmu szekvencia (SEQ ID NO. 6)]

Az alkalmazott ciklus protokoll az aldbbi volt:
94 °c 3', 60 °Cc 1', 72 °Cc 1° 1 ciklus
94 °Cc 30", 60 °C 1', 72 °c 2! 30 ciklus

94 °c 30", 60 °c 1', 72 °C 5°' 1 ciklus



Taq polimerédz: nativ Pfu DNS polimerdz (Stratagene).

A PCR fragmentumot BamHI és XhoI alkalmazé&saval emésztet-
tik, tisztitottuk és ugyanezen restrikci6és enzimekkel emésztett
PGEX-6P-2 plazmidhoz (Pharmacia Biotech) kapcsoltuk. A kapcso-
lasi keveréket hasznaltuk az XL1l-kék (XL1-Blue) sejtek (Strata-
gene) transzformadlasdra. A rekombinadns plazmidokat restrikciés
analizissel és automatizalt szekventdlassal ellendSriztiik.

e Expresszdlds és tisztitds

DH5a sejteket (Clontech) az egyik ellendrzétt klénnal
(pGEX-Big3) transzformdltunk, majd 6 éran keresztiil szobahdémér-
sékleten 0,1 mM IPTG-vel induk&altunk.

A fermentacidés levest 15 percen keresztiil 4000 fordulat/-
perc sebességgel centrifugaltuk, majd a sejtiiledéket 10 témeg/-
térfogat%-os lizis-pufferben (50 mM TRIS‘HC1 pH 8,0m 100 mM
NaCl, 20 mM DTT, 1 mM EDTA, protedz inhibitor keverék) szusz-
pendaltuk, majd ultrahanggal 1lizaltuk. A teljes lizatumot 4 °C-
on 20 percen keresztiil 15 000 x g érték mellett centrifugaltuk.
A tiszta feliiluszé6t lizis-pufferrel eldzetesen ekvilibralt Glu-
tathione-Sepharose oszlopra vittik (1 ml oszloptdltet 20 ml 1li-
zatumhoz). A gyantat 10 oszloptérfogatnyi (CV) lizis-pufferrel
mostuk, majd a fuzibés proteint 3 CV eltcidés pufferrel (100 mM
TRIS+HC1 pH 8,0, 20 mM redukalt glutation) elu&ltuk.

A GST-Big3 proteint ugy hasithatjuk, hogy a glutation-
-Sepharose kotott fuzids proteint 20 pl/ml PreScission protea:z
gyantaval inkubdljuk PS pufferben (50 mM TRIS-HC1 pH 7,0, 100
mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF).

Az elu4dlt proteinek az rp-HPLC-ben (0,1 térfogat% triflu-



or-ecetsavat tartalmazé 10:90 — 90:10 térfogataranyi acetonit-
ril/viz olddészergradiens) egyetlen csicsot eredményeztek, meg-
felelve a tomeganalizis (elektronszébéras) alapjan vart moleku-
laméretnek és a korrekt NHy szekvencianak. Az SDS-PAGE soréan 80
kD latszdélagos molekulatétmegnél egy szennyezddés mutatkozott;
ez az anyag a bakteridlis chaperon DnaK-nak bizonyult, amit
HiTrapQ oszlopon végzett ioncserés kromatografidval elimindlha-
tunk.

A fermentécid6 1 literébdl koriilbeliil 10 mg GST-Big3 fuziébs

proteint és koériilbeliil 3 mg hasitott Big3-at nyertiink.

A rekombinans GST-jelzési Big3 in vitro kotédése

angiosztatinhoz

A kbtéshez alkalmazott protokollt az aladbbiakban ismertet-
juk.

A pGEX-Big3 transzformAns egy kolénidjat ampicillint tar-
talmazé 10 ml LB médiumba inokuldltuk, majd egy éjszakan ke-
resztiil 37 °C-on novesztettiik.

Az egyéjszakds tenyészetet 100 ml friss médiummal 1:10
arédnyban meghigitottuk, ezt kovetéen egydrds 37 °C-on végzett
inkubdléds utén 0,5 mM végkoncentraciéban IPTG-t adtunk hozz4a,
majd 3-7 éran at folytattuk az inkubaléast.

A tenyészetet ezt kovetbden 10 percen keresztil 5000 g ér-
tékkel centrifugéltuk, az {lledéket 3-5 ml jéghideg PBS-ben
szuszpendaltuk, majd a sejteket ultrahanggal lizadltuk. A keve-
rékhez 0,5-1 % végkoncentraciéban Triton X100-at adtunk, majd a

szuszpenzidé 1,5 ml-es részleteit 10 percen keresztil 14 000
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fordulat/perc sebességgel centrifugaltuk.

A feliiluszbhoz hozzdadtunk 0,1-0,3 ml 50 %-os glutation-
-agarb6zgydngy szuszpenzidt, majd a keveréket 4 °C-on 3-5 Oran
keresztiil kevertettik. Ezt kovetden a gydngydket centrifugidlas-
sal elkiilonitettiik, majd jéghideg PBS-sel o6tszdr, ezt kdvetden
pedig kotési oldattal (B.S.; 50 mM Tris pH 7,5, 150 mM NacCl,
0,5 mM EDTA, 1 mM DTT, 1 mM PMSF) kétszer mostuk.

Kotési wvizsgalat: 0,7 ml B.S.-t, 0,1 % borjuszérumot és
500 ng angiosztatint 4 °C-on 1-3 6ran keresztiil 30-50 pl 50 %-
0s Big3-immobilizalt glutation-agarbézgydngy szuszpenzidval ke-
vertettiink.

A gyantat b5-7-szer jéghideg B.S.-sel mostuk, majd anti-
-humadn plazminogén antitestekkel (Dako Inc.) végzett Western
blot analizisben alkalmaztuk.

A 4. 4dbra azt mutatja be, hogy hogyan kéti meg in vitro a
tisztitott rekombindns Big 3 az angiosztatint. Erdekes médon a
plazminogén kotése is detektadlhatd, de csak azt kévetSen, hogy

DTT-vel reagéltatva a diszulfid-kotéseket redukaltuk.

A teljes hosszusdgu szekvencia klénozisa

Az 5. &bra az ABP-1 teljes hosszlsagu szekvenciadjénak a
klénozédsat mutatja be. A teljes gént ugy klénoztuk, hogy egy
placenta c¢DNS fég konyvtarat huméan koldékzsindér endothelialis
sejtekbél nyert mRNS alkalmazaséaval, 5' RACE PCR-rel (Gibco)
egylitt egy Big3 prébaval (amelybdél az ismétldédé szekvencidkat
eltavolitottuk) szkrineltink. A cDNS klén teljes szekvenciadjat

az 1. szamu szekvencia (SEQ ID NO. 1) ismerteti, mig a kédolt



protein a 2. szami szekvencidban (SEQ ID NO. 2) lathaté. A ki-
sérleti protokoll részletei az alabbiak.

A Big 3-nak egy HinfI fragmentumdnak prébaként térténd al-
kalmazasdval egy placenta lambda fag kényvtar (Stratagene,
Inc.) 10 millié klénjat szkrineltiik. Szokdsos médon (Sambrok et
al., 1989) DNS izolaciés és Sothern blot eljarast hajtottunk
végre. % olyan klént izol&ltunk, amelyek szekvenciédja &atfedés-
ben van a Big3-mal (7-1, 7-2, 8-2, 9-3, 9-5). A 7-2 kl1én 5'-
-szekvencidjat haszndltuk az 5'RACE PCR (Gibco Life Technolo-
gies, Inc.) génspecifikus primerjeinek (GSP) a megtervezéséhez.
Az 5'-szekvencidk azonositasdhoz human k6l1ddékzsindér endothelia-
lis sejtekbél izolalt mRNS-t hasznaltunk.

Az elsS RACE PCR esetén alkalmazott primerek:

Primerek: GSP1-(5'—>3') GCTGACAGTTGCCCTGACGCTGCT [10. szamu
szekvencia (SEQ ID NO. 10)]
GSP2-(5'—>3') CGGAGACGGTGCTCTAGCTGCTCA [11. szama
szekvencia (SEQ ID NO. 11)]
GSP3-(5'—>3') TCCTTCCAACTCTTGCCTCAAGTTCCG [12. szamu
szekvencia (SEQ ID NO. 12)]

RACE eljarasokat alkalmaztunk a GSP2 és GSP3, valamint az
ABP-1 mRNS 5'-vég k&zotti ismeretlen szekvencidk amplifikalasa-
ra és kloénozasara. Ezt a szekvenciat alkalmaztuk ezt kévetden a
RACE PCR kovetkezd csoportja esetén az Uj primerek megtervezé-
séhez:

Primerek: GSP1-(5'—>3') GGTGGCAGCGGACAGGCAGGATAC [13. szamu
szekvencia (SEQ ID NO. 13)]

GSP2-(5'—>3') GAGGCGGAGAGAACTAAGAGAAGA [14. szamu



szekvencia (SEQ ID NO. 14)]
GSP3- (5'—>3"') GAGCGGAGATGGAGGAGTAATTCA [15. szamu
szekvencia (SEQ ID NO. 15)]

Az A4tfedd szekvencidkkal rendelkezd8 A2-2, A2-1 és Al-C
klénokat izolaltuk. Az A2-1 szekvenciat alkalmaztuk prébaként a
placenta fag konyvtar masodik szkrineléséhez. Ebbdl a szkrine-
lésbél tovabbi két (7-10 és 6-5) klént izolaltunk. Amint az a
6. abran lathatd, a hat leheséges keretb6l a 2. keret az egyet-
len, amely teljes szabadon olvashaté keretet hozva létre egy

675 aminosavcsoportbél 4116 valddi proteint eredményez.

mRNS expresszids jellemzdk

Az ABP-1 esetén probaként kereskedelemben kaphaté (Clon-
tech, Inc.) tobszords human felnétt és magzati szévet (#7760-1
és #7756-1) mRNS blot-ot (2 mg mRNS/vadjat) alkalmaztunk. A
blot-okat a gyarté eldirdsainak megfelelden az ExpressHyb hib-
ridizacioés oldattal (Clontech, Inc.) hibridizaltuk. A blto-okat
a 7-2 5'pPstI fragmentummal prdébaltuk. A 7. &bra mutatja be a
kisérlet eredményeit; a méretek: 9,5 és 7,5 kb.

ABP-1-et humén k6ldokzsindér, borju aorta és borju mikroka-
pilléaris endothelialis sejtekben is észleltiink. Az EaHy926 im-
mortalizalt endothelialis sejtvonalban és human magzati fibro-
blasztokban csek csekély expresszidt detektdltunk vagy nem ész-
leltiink expressziét. A sejtvonalak egyike sem reagadlt az angio-
sztatinra, illetve a sejtvonalak egyike sem mutatott kotdédést a

FITC-jelzett angiosztatinnal.



Valés ideji RT-PCR

Az 5' nukleaz vizsgalat (TagMan vizsgalat) egy nem kiter-
jesztheté oligonukleotid hibridizaciés prébat (TagMan préba)
alkalmaz. A TaqMan prdéba egy 5'-riporter szinezékkel és egy 3'-
-ledllitd szinezékkel rendelkezd oligonukleotidbdél &ll. Ameny-
nyiben a préba intakt, a riporter szinezéknek a ledllitd szine-
zékhez viszonyitott k&zelsége a riporter fluoreszcencia szupp-
resszidéjat eredményezi, elsé8dlegesen egy Foster-tipusu energia-
dtmenet uUtjan. A PCR soradn elére iranyuld és reverz primerek a
target DNS-nek egy specifikus szekvenciajava hibridizalédnak. A
TagMan prdéba egy, a PCR termékben 1évd target szekvenciava hib-
ridizalédik. A Taq polimerdz a TagMan prdébat az 5'-3' nukleaz
aktivitadsaval hasitja. A hasitds soran a riporter szinezék és a
led11itd6 szinezék elklilonil, amelynek eredményeként né a ripor-
ter gén fluoreszcenciaja.

Valdés idejli RT-PCR analizis

RNS elsallitas

Az Ultraspec RNS izo0lalé rendszer (Biotex) alkalmazaséaval
az alabbiakban felsorolt szdvetekbdl és sejtekb8l teljes RNS-t

izol&ltunk és tisztitottunk.



HDMEC/ 2 h. dermalis microvascularis EC poli A+

A2780 h. petefészek karcindma TELJES
A375 h. melanoma TELJES
HDF h. dermalis fibroblastok TELJES
HELA h. cervix carcinoma TELJES
DU145 h. prostata carcinoma TELJES
HUVEC h. k6ldodkvéna EC TELJES

ECV304 immortalizalt EC TELJES

CEM h. akut lymphobl. leuk. TELJES
K562 h. erythroleukemia TELJES

JURKAT h. akut T-sejt leukémia TELJES
THP-1 h. monocyta (akut leu) TELJES

EaHy926 h. dermalis sejtek TELJES
S35/K9 humén vastagbélrak TELJES

agy humédn normdl szoévet TELJES
vastagbél humdn normdl szdévet TELJES
prosztata human normdl szovet TELJES
vazizom humén normdl szovet TELJES
uterus human normal szovet TELJES
placenta humdn normé&l szdévet TELJES




cDNS szintézis

Az RT reakciét RT primerekként Random hexamerekkel, TagMan
Reverse Transcription Reagent (PE Applied Biosystems) alkalma-
zasaval hajtottuk végre. A reverz transzkripcidés lépésben a re-
akcié-térfogat 100 pl, a teljes RNS mennyiség pedig mintanként
1 ug volt.

Az RT-t a kovetkezd ciklus paraméterek alkalmazasaval haj-
tottuk végre:

10' 25 °C-on
45' 48 °C-on
5' 95 °C-on

PCR reakcid

Egy els6dleges koncentracidé optimalizalas utdn a PCR reak-
ciét 10 ng cDNS-en, TagMan Universal PCR Master Mix (PE Applied
Biosystems) és a kévetkezd oligonukleotidok alkalmazasaval haj-
tottuk végre:

e ABP-1 eldre mutatd primer: 5' GTTTGACCTGCAATCCAGACAA 3°'
[7. szama szekvencia (SEQ ID NO. 7)]; végkoncentracié: 300 nM

e ABP-1 reverz primer: 5' CCCAGGATCTGAATGGGAGTT 3'

[8. szdmi szekvencia (SEQ ID NO. 8)1; végkoncentracié: 900 nM

e ABP-1 TagMan préba:

5' (FAM szinezék)-CAGATGGGCCTGTGTTCCACTCCAA- (TAMRA szinezék) 3
[9. szadmu szekvencia (SEQ ID NO. 9)]; prbéba végkoncentracio:
200 nM

Az alkalmazott ciklus protokoll az alabbi volt:

2' 50 °C-on; 10' 95 °C-on 1 ciklus

15" 95 °C-on; 1' 60 °C-on 40 ciklus



A génexpresszid relativ mértéke

Az Osszehasonlitd eljaras egy olyan aritmetikai képletet
haszndl a relativ mennyiségek eredményeinek a kiszamitésahoz,
ami nem igényli standard gorbék alkalmazasat.

A 8. abran lathatd eredmény azt jelzi, hogy egy X. minta a
Kalibratorhoz képest hanyszorosan expresszdlja a targetet. A
Kalibrator az a minta, amelyik a legkisebb mértékben expresz-
szdlja a targetet. Ebben a kisérletben az EaHY926 mintat va-

lasztottuk kalibratornak.

Big3-mal szembeni antitestek

New Zealand White nyulak immunizaladsdhoz 100 mikrogramm
Big3-GST fuziés proteint feloldottunk 1 ml foszfat-pufferelt
fizioldgids natrium-klorid-oldatban (PBS), ahol az oldatat 1 ml
Freund-féle komplett adjuvanssal (Gibco) homogenizaltuk. Az igy
nyert emulzidét a 0. napon szubkutén injekciéval adtuk be, majd
a kezelést a 15. és a 28. napon megismételtiik. A 35. napon el-
tavolitottuk a vért a nyulakbdél, a vért egy éjszakan keresztiil
4 °C-on hagytuk megalvadni, majd az igy nyert szérumot -20 °C-
on taroltuk.

A specifikus antitestek tisztitadsdhoz az alabbiaknak meg-
feleléen gyanta-immobilizadlt ligandot 4&allitottunk el8: Big3
polipeptidet 2 ml Ossztérfogatban 5 mg/ml koncentraciéra higi-
tottunk (0,1 M natrium-hidrogén-karbonidt, 0,5 M natrium-klorid,
pH 8,3). A keveréket 2 oOran keresztiil szobahémérsékleten 2 ml
cianogén-bromiddal aktivalt Sepharose CL-4B gyantaval (Sigma

Chemical Co., St. Louis, Missouri, Amerikai Egyesiilt Allamok)



reagaltattuk. A reakcid utédn a gyantdt harom alkalommal 10-sze-
res térfogatid 100 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5 oldattal mostuk.
Az immunszérumot 2 6réan keresztiil 4 °C-on inkub&ltuk az affi-
nitas gyantaval, majd a gyantédt egy 5 ml-es iliveg kromatografiés
oszlopban (Bio-Rad, Richmond, Kalifornia, Amerikai Egyesiilt Al-
lamok) 25-sz6rt6s térfogatd 100 mM Tris, 500 mM NaCl, pH 7,5 ol-
dattal mostuk. A specifikus antitesteket 100 mM glicin/HCl, pH
2,8 oldat 1 ml-es részleteivel elualtuk. Az antitest-elucidét a
280 nm-nél mért optikai sutrliség (0OD280) mérésével kovettik nyo-
mon. Az 1-nél nagyobb optikai sfirtiségld frakcidkat egyesitettiik,
36 6ran keresztill 4 °C-on 1 liter PBS-sel szemben dializaltuk
(Slide-A-lyzer kazettdk, Pierce), amelynek soran a puffert ha-

romszor cseréltiik.

Az angiosztatinnak az ABP-1 proteinen keresztiil torténd kétése

és szignalizdlisa

A 9A. és a 9B. &bra a FITC-jelzett angiosztatin és a vek-
tor kontrollal transzfektdlt Hela és EaHy926 sejtekkel transz-
fektalt ABP-1 ko6zotti kotési adatokat mutatja be. A 9A. &bra a
z6ld fluoreszcens proteinhez (GFP) kapcsolt ABP-1 celluléaris
lokalizaci6éjat mutatja &atmenetileg transzfektdlt sejtekben. A
protein az endoplazmatikus retikulumban és a sejtmembranban de-
tektalhaté. A DABP-1 a gén 5'-végében egy 500 bp-s deléciét
tartalmaz, ami megsziinteti az ABP-1 kordbbiakban ismertetett
lokalizacidbjat.

A 9B. abran ABP-1 GFP-vel transzfektdlt Hela sejtek latha-

ték. A 2,5 mg angiosztatinnal 60 percen keresztiil 0 °C-on vég-



zett inkubaléas, majd az ezt kdvetben 15 percen &t 37 °C-on vég-
zett inkubdlas kivaltja az ABP-1 GFP internalizalodédasat.

A QC. adbra az angiosztatinnak az ABP-1-hez torténd kstddé-
sét mutatja be. Kimutattuk, hogy a fluoreszcein-izotiocianattal
(FITC) Jjelzett angiosztatin specifikusan az endothelialis sej-
tekhez kotédik (az adatok nem lathatdk). Hela sejteket az ARBRP-1
expresszids konstrukciéval vagy a vektor kontrollal (p RC/CMV,
In Vitrogen, Inc.) transzfektaltunk. £E18 HeLa sejteket 10 %
magzati borjuszérumot tartalmazdé DMEM-ben 60 percen keresztiil 0
°C-on FITC-jelzett angiosztatinnal (10 pg/ml) inkubaltunk. A
kotdétt angiosztatin aggregadlddasédhoz a sejteket ezt kdvetden 15
percen at 37 °C-on inkubdltuk. A kétést fluoreszcens mikro-
szkbéppal analizaltuk. Az angiosztatin koétését az ABP-1 transz-
fektalt sejtekben detektaltuk, a vektor kontrollban azonban nem
észleltiik.

A 9D. 4abra az F-aktinnal szemben rodamin-jelzett falloi-
dinnel végzett festéssel egylitt az ABP-1 immunofestését mutatja
human k61dokzsinér endothelialis (HUVE) sejtekben.

e Immunfestési protokoll

HUVE sejteket 4 %-os formaldehidben fixaltunk, PBS-sel
mostunk, majd 5 % lészérumban preblokkoltunk. A blokkolé olda-
tot eltavolitottuk, majd 5 % 1lészérumban az angiosztatin-ké&étd
Big3 doménnel szembeni nyul poliklondlis antitestekkel helyet-
tesitettik. A pozitiv festést egy fluoreszcens-jelzett szekun-
der antitesttel (Dako, Inc.) tettiik lathatéva. Ezzel egyidejd-
leg a szekunder antitesttel (1 % Triton X100-zal 1 percen ke-

resztil végzett permeabilizéalas utén) rodamin-konjugalt falloi-



dint (Molecular Probes, Inc.) is megfestettiink. Negativ kont-
rollként a z6ld fluoreszcens proteinnel szemben nyil poliklonéa-
lis antitesteket alkalmaztuk. Human fibroblasztokban nem ész-
leltiink pozitiv festést.

Amint az a 9D. a&bréan lathatd, az ABP-1 fokdlis adhézidkban

és membranfodrokban lokalizalt (nyilak).

In vitro kindz adatok

5 cm-es Petri-csészékben HUVE sejteket szubkonfluenssé va-
l4sig tenyésztettiink. Masnap eltérd id&pontokban 2,5 mg/ml an-
giosztatint adtunk a sejtekhez. Valamennyi lemezrd&l, beleértve
a kontrollokat is, egyidejilileg nyertik ki a sejteket. A sejte-
ket Jjéghideg PBS-ben o6blitettik, majd 1 ml 1lizis pufferben
inkub&ltuk. A sejteket atvittiik egy Eppendorf-csébe, majd 4 °C-
on 5 percen keresztiil 14 000 fordulat/perc sebességgel centri-
fugaltuk. A feliiluszot atvittiik egy masik Eppendorf-csébe, majd
hozzdadtunk 2 pg Big3 nyul poliklondlis antitestet. A mintdkat
60 percen a4t 4 °C-on inkub&ltuk, ezt kévetden hozzaadtunk 50 ul
protein A Sepharose (Pharmacia, Inc.) szuszpenziét, majd egy
forgd inkubatorban tovdbbi 60 percen keresztiil inkubaltuk. Az
immunoprecipitatumot r&6vid centrifugdlassal kinyertiik, 1lizis
pufferben kétszer, mosd pufferben egyszer és kinadz pufferben
ugyancsak egyszer mostuk. A visszamaradt puffert fecskenddvel
eltavolitottuk. Minden egyes cs8be bemértiink 1 puCi gammaATP-vel
(Amersham, Inc.) egylitt 25 pul kinaz puffert. A mintdkat 20 per-
cen keresztil szobahémérsékleten inkubdltuk. A reakcidét 2xSDS

PAGE minta puffer hozzaadaséaval allitottuk le. A mintakat dena-
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turalé kortilmények kozott forraltuk, ezt kovetSen pedig SDS
PAGE utjén analizaltuk.

A 10. abran lathat6 adatok azt mutatjak, hogy az angio-
sztatin hozzdadasa 30 percen beliil leszabadlyozza az ABP-1-hez
tarsuld kindz aktivitast. Ez annak a kodzvetlen bizonyitéka,
hogy az angiosztatin hatést gyakorol az ABP-1 4altal medialt

szignalizacidés folyamatokra.

Az ABP-1 medidlja az angiosztatin-indukdlt fokdlis adhézids

kindz aktivitist

A 11. abran lathaté adatok azt mutatjak, hogy 2,5 pug/ml
angiosztatin hozzaadasa a hozzaadas utani egy 6ran beliil meg-
emeli a FAK aktivitast.

5 cm-es Petri-csészékben EaHy926 sejteket szubkonfluenssé
valasig tenyésztettink. Masnap eltérd idépontokban 2,5 mg/ml
angiosztatint adtunk a sejtekhez. Valamennyi lemezrél, beleért-
ve a kontrollokat is, egyidejilileg nyertiik ki a sejteket. A sej-
teket jéghideg PBS-ben o6blitettiik, majd 1 ml 1lizis pufferben
inkubaltuk. A sejteket &tvittiik egy Eppendorf-csébe, majd 4 °C-
on 5 percen keresztiil 14 000 fordulat/perc sebességgel centri-
fugaltuk. A feliiluszét atvittiik egy masik Eppendorf-csébe, majd
hozzaadtunk 1 pg FAK monoklondlis antitestet (Transduction Lab.
Inc.). A mintdkat 60 percen &t 4 °C-on inkubdltuk, ezt kévetden
hozzaadtunk nylil anti-egér IgG + 50 pl protein A Sepharose
(Pharmacia, Inc.) szuszpenzidt, majd egy forgdé inkubatorban to-
vabbi 60 percen keresztiil inkubéltuk. Az immunoprecipitatumot

rovid centrifugalédssal kinyertiik, lizis pufferben kétszer, mosd



pufferben egyszer és kinaz pufferben ugyancsak egyszer mostuk.
A visszamaradt puffert fecskendédvel eltavolitottuk. Minden
egyes csbbe bemértiink 1 uCi gammaATP-vel (Amersham, Inc.)
egyliitt 25 pl kindz puffert. A mintakat 20 percen keresztiil szo-
bahémérsékleten inkubaltuk. A reakcidt 2xSDS PAGE minta puffer
hozzadadasaval allitottuk le. A mintédkat denaturaldé koriilmények
kozott forraltuk, ezt kovetéSen pedig SDS PAGE utjén analizal-
tuk.

A 11. &bran lathatdé adatok azt mutatjak, hogy az angio-
sztatin hozzadadadsa egy O6radn belil fokozza a FAK aktivitéast.
MegjegyzendS, hogy az EaHy926 sejtek nem expresszalnak ABP-1-

et, amint azt a reverz transzkriptaz PCR analizis bizonyitja.
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<400> 1
ccaggagctg ccttggcagt cacgcccctt ccttccgagg agctttcectgg ctgectaaac 60

tggtagaccc cctgaattac tcctccatct ccgctctctt tcgectcectce ttcetcttagt 120
tctctecgee tecececcctcaa ctaccaccac ctccagrcag tctegectece ggctatcege 180
tgctecacce tetggeccgg tatcctgect gtccgectgec accaaggaga goccggacgg 240
agcagcgagg aggggagcag ccgggagttg gggcttccccAcctgcccatc cctggeeoget 300
ggcccgggac cgaagccact tgagcgagca gagagtcgtc accttgtctt ctttgecttc 360
agggagctgc taagaaggac aaataagata gcagagtgaa agagcttttg tctccttaga 420
aggaaggctg agaaactaaa ggccagegca ggacatctca ttgccattgt cagccaggaa 480
ctcgcagect cacageccta cttettetcet gacctetggg gggtecttge ccttgctaca 540
atctcéacca tccactagat tgtctectge ccgacacccb ttggtcccaa accagggaga 600
ccattcagct cacctgcecta ggcegcagca gcatttcctt cctaatcagg ctcaccaggg 660

ggatcattac cgtctctcecce aacctggccf gagtcagcag cagcagcaac agcagcagca 720
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gcaccatcat caccatcacc accaacaaca gcagcagcag cagccacagc agcagccagg 780

agaagcctat tcagct atg cct cgg gct cag cca tcc tct get tct tat cag 832

cca
Pro

gtg
val

tt aag

<
[

Jga
Gy
45
cag
Gln

aga

cgg
Arg

gcc

1 élu

30

tgc

Cys

cgc
Arg

gag
Glu

agg
Arg

aac

Ala Asn

aga

110

aaa

Arg Lys

125

gag aag
Glu Lys

gag gac
Glu Asp

gcc cag
Ala Gln

cca
Pro
15

atc

Ile

tac

gtc
Val

gcc
Ala

atg
Met
95

aag
Lys

acc

gag
Glu

caa
Gln

gca
Ala

ctc
Leu

gag
Glu

tcg
Ser

cta
Leu
80

cat
His

cag
Gln

atc
Ile

aag
Lys

aga

Arg
160

Met Pro Arg Ala Gln Pro Ser Ser Ala Ser Tvr Gln
10

gac cct

Asp Pro

tca gac
Ser Asp

aag gtg
Lys Val
50

gag gca
Glu Ala
65

gag aaa
Glu Lys

gat ttc
Asp Phe

ctt gca
Leu Ala

tcg cag
Ser Gln
130

ctg gaa
Leu Glu
145

cga cac

Arg His

gcc aag gtg gta
Ala Lys Val val

175

ttt
Phe

gag
Glu
35S

gca

Ala

tat

gce
Ala

aac
Asn

gag
Glu
115

ctc

gcg
Ala

atc
Ile

aag
Lys

gcc
Ala

20
aac
Asn

aga

gag
Glu

atg
Met
aqg
100
aag

Lys

tte
Phe

gag
Glu

gaa
Glu

ctg

180

att
Ile

aac
Asn
aga

85

gat

gaa
Glu

gca
Ala

ctg
ILeu

atc
Ile
165

gaa
Glu

)

gtt
val

TCcC
Ser

aac Tt

cag
Gln
ctc

70
aac

Asn

ctg

tat

Tyr

aaad
Lys

gcc
Ala
150

cga
Arg

gaa
Glu

aag
Lys

aga
Arg

gag
Glu

gat
Asp

gag
Glu

aga
Arg
agg

40

gtg
Val

.;aag

Lys

cta
Leu

gag
Glu

Gly
120

daa

Lys

gcc
Ala

cag
Gln

ctg
Leu

gcc
Ala
25

caa
Gln

gag
Glu

tca
Sexr

gag
Glu

gt

Arg
105

tca

Ser

gaa
Glu

cgt

gcce
Ala

aaa
Lys
185

cag cag
Gln Gin

gag t

Glu

aCa

tcc
Ser

ggc
Gly
90

cta

gag
Glu

agc
Ser

tct

ctg
Leu
170

aag
Lys

tce
Sexr

7€
gag
Glu

gag
Glu

gac
Asp

cag
Gln
acc

185

agt
Ser

aag
Lys

atg
Met

gaa
Glu

atc
Ile
60

aaa
Lys

att
Ile

act

acc

140

aat
Asn

aat

caa
Gln

880

928

976

1024

1072

1120

1168

1216

1264

1312

1360



gtg tac gtt gac aag gtg gag aag atg cag cag gcc ctt gta cag ctc 1408
Val Tyr Val Asp Lys vVal Glu Lys Met Gln Gln Ala Leu Val Gln Leu
190 195 200

Cag gca gca tgt gaa aaa cgt gag cag cta gag cac cgt ctc cgg aca 1456
Gln Ala Ala Cys Glu Lys Arg Glu Gln Leu Glu His Arg Leu Arg Thr
205 , 210 215 220

Cga ctg gag agg gaa ctg gaa tcc ctg aga atc cag cag cgt Cag ggc 1504
Arg leu Glu Arg Glu Leu Glu Ser Leu Arg Il
225 230

ol

e Gin Gin Arg G
5

aac tgt cag ccc acc aac gtt tca gaa tac aat gct gcc gca ctg ate 1552
Asn Cys Gln Pro Thr Asn Val Ser Glu Tyr Asn Ala Ala Ala Leu Mer
240 245 250

gag ctc ctt cgg gag aaa gag gag agg att ctg gct ctg gaa gct gac
Glu Leu Leu Arg Glu Lys Glu Glu Arg Ile iLeu Ala Leu Glu Ala Asp
255 260 265

1600

atg aca aag tgg gag cag aaa tat ttg gag gag aat gtg atg aga cat 1648
Met Thr Lys Trp Glu Gln Lys Tyr Leu Glu Glu Asn Val Met Arg His
270 275 280

£ttt gct ctg gat gcrt gct geca act gtg gct gct cag agg gac aca aca 1696
Phe Ala Leu Asp Ala Ala Ala Thr Val Ala Ala Gln Arg Asp Thr Thr

285 290 295 300

gtc atc agt cac tct cct aac acc agc tat gac aca gct cta gaa gct 1744
Val Ile Ser His Ser Pro Asn Thr Ser Tyr Asp Thr Ala Leu Glu Ala
305 310 315

C€gc atc cag aaa gag gag gaa gaa atcC ttg atg gcc aat aag cgt tgc 1792
Arg Ile Gln Lys Glu Glu Glu Glu Ile Leu Met Ala Asn Lys Arg Cys
320 325 330

ctt gac atg gag ggc agg att aag acc ctc cat gcc cag att att gag 1840
Leu Asp Met Glu Gly Arg Ile Lys Thr Leu His Ala Gln Ile Ile Glu
335 340 345

aag gat gcc atg atc aaa gta ctc cag cag cgt tce €gg aag gag ccg 1888
Lys Asp Ala Met Ile Lys Val Leu Gln Gln Arg Ser Arg Lys Glu Pro
350 355 360

agc aag aca gag cag ctg tcg tgc atg cgg cca gcg aag tct ctg atg 1936
Ser Lys Thr Glu Gln Leu Ser Cys Met Arg Pro Ala Lys Ser Leu Met
365 370 375 380

tce att tec aat get gga tca ggc ttg ctc tce cac tca tec ace ctg 1984
Ser Ile Ser Asn Ala Gly Ser Gly lLeu Leu Ser His Ser Ser Thr Leu
385 390 395



act
Thr

999
Gly

cct
Pro

cac
His
445

acg

cca
Pro

acc

gct
Ala

gct
Ala
525

gct
Ala

gct
Ala

ccag
Pro

cct
Pro

ggc
Gly

agce
Ser

tcc
Ser
430

tcc
Ser

gaa
Glu

gtt
Val

atc
Ile

gct
Ala
510

act
Thr

gcc
Ala

gct
Ala

gct
Ala

gct
Ala
590

tcc
Ser

cta
Leu
415

aca

aag
Lys

tog
Ser

gct
Ala
acc
495
gct

Ala

gct
Ala

tct
Ser

gct
Ala

ctg
Leu
575

cag

Gln Thr

ccc
Pro
400

ggc
Gly

ccc

aca

aac
Asn

gct
Ala
480

acc

cca
Pro

gct
Ala

gttt
val

gtt
val
560

gtt
Vval

act

atc
Ile

att
Ile

tcg
Ser

ggc
Gly

aaa
Lys
465

gcc
Ala

acc

gct
Ala

gct
Ala

gce
Ala
545

cag
Gln

ccg

atg
Met

gcc
Ala

atg
Met

gct
Ala

gtt
val
530

tca
Ser

gtt
Val

gtt

Pro val

cag

gca

Gln Ala

gaa
Glu

ctg

gtg
val
435

cga
Arg

gca

act
Thr

gta
Val

gct
Ala
515

tct
Ser

gct
Ala

gct
Ala

cca
Pro

cca

595

gaa aag
Glu Lys
405

ggt gga
Gly Gly
420

CCa cccC
Pro Pro

gac tgc

gct gtt
Ala Val

gct gcc
Ala Ala
485

gct gct
Ala Ala
500

gct gcc
Ala Ala

cca gct
Pro Ala

gct gce
Ala Ala

cca gct
Pro Ala
565

gct cca
Ala Pro
580

act tca
Thr Ser

cga

Arg

gac
Asp

tcg
Ser

agt
Ser
gct
470
gcc

Ala

gct
Ala

ccg
Pro

gact
Ala

gtt
Val
550

gct
Ala

gac
Asp

tac

Tyr

acc
Thr
455

cCC
Prc

atc
Ile

cca
Pro

tct
Serxr

gct
Ala
535

gct
Ala

ccg
Pro

gac
Asp

cgt
Arg

ccce
Pro
440

caa

Gln

atc
Ile

act

gtt
Val

CCa

520

Gly

cct

gct
Ala

gca gcg get
Ala Ala Ala

gct ccg gct
Ala Pro Ala

600

act
Thr

tct
Ser

gcc
Ala

gct
Ala
505

gcc

Ala

cag
Gln

tct
Ser

cca
Pro

cag
Gln
585

gtg

agc
Ser
410
gaa
Glu

ctc

gaa
Glu

gtc
Vai
act
490
gtt

val

act

att
Ile

gct
Ala

gtt
val
570

gct
Ala

gct

Val Ala

tgg aag
Trp Lys

tat gtc
Tyr Val

tcg gt

i Ser Ala

¢St ggg
Arg Gly
460

cr

cct gect
Pro Ala
475

gct gcc
Ala Ala

gct gct
Ala Ala

gcc gct
Ala Ala

cca gct
Pro Ala
540

gct gct
Ala Ala
555

cca gct
Pro Ala

tct gct
Ser Ala

cca act
Pro Thr

2032

2080

2128

2176

2224

2272

2320

2368

2416

2464

2512

2560

2608



cca
Pro
605

gct
Ala

cca
Pro

agt

Ser

tgc

gaa
Glu

cca
Pro

gct
Ala

aat

aga

act cca

acc ggt
Thr Gly
625

cca gac
Pro Asp
640

aaa act

655

gag
Glu

actg
Met
670
caaaaatgct
ggattgtggg
gtaataccat
ttaatcagaa
caggtggcta
agatcatttt
gaagtgggaa
gcagctggag
agctggaaaa
ccagtttcee
ggaaatggat

taatttatgc

gtg gaa tat ctc
Val Glu Tyr Leu

tttaatcatt
gaggggatgt
gtgaacacca
tgtgctctaa
tacatcgacg
ttattgaaga
gctagagaga
aaagcactca
aaggtaggga
agctaccctg
tcttttggtt

atttggataa

gagtgatgeg caacttcctce

ttgcatggag

ttgcatttag

ctgggtctee

tgctatatgc
taagaccaat

agtctcaaat

act
Thr Pro Thr
610

cct

Pro

aaa
Lys

ccc
Arg Lys Thr Pro

41

cca gct gtg
Pro Ala Val

gct cag
Gln
615

gga cca
Gly Pro

cat
His

aca gat
Thr Asp

gg99
Gly
645

att cag
Ile Gln
660

atc
Ile

gga
Gly

atc taa
Ile

675

ttcccecttt tattggttet
tttttaacag gactttttat
gtctattttg gtatgcttag
agcttattgt ttgaatttat
ttttcaatgt gcttaaattt
gcacagtatg tgtggaagac
attgagtgtg tgctgttttg
cctcaggctt acaaaaggga
gttttggggt gcagaagggt
ccccagggaa trgtgtttgt
ccctectgga ggttcataca
ttaatatatt gctttcagat
tctcttaggg aattagacca
agacttccat ggtttgtgtg

cagcttagtg tttatttctt

tgccaatcat ttgcaaagtg

gct
Ala

gtt
val

gag
Glu

t ata
Ile

ttc
Phe

cac
His

cca

tcc
Sex

.
sande
eaece

cCcL gca
Pro Ala
620

agt ttg
Ser Leu
635

aat act
Asn Thr

650

caa
Gln

gag cct

Glu
665

tgttttgagg
tggaacaatg
ggagtacctc
acgaatactg
gtttaaattt
agtgtataac
tatagttact
atagtttcag
actggagcta
cttcatttca
ttcatatata
gctgggagag
tcagaggcct
tagccatgaa
ctacagcaca

aggaaggat.c

gat gca

Pro Asp Ala

acggccaaat caagagctgc agattatcag

gtgaggacaa

tactacttga
taaagacaga
ggactgttaa
tccatattct
acgtagtttg
atcctgtgca
gagctatgta
attttttett
gtggtgcttt
tgctctggag
tacattaact
tgatggagag
cacagcttgc
gattcactgg

tttgttgaca

2656

2704

2752

2800

2854

2914

2974

3034

3094

3154

3214

3274

3334

3394

3454

3514

3574

3634

3694

3754

3814

een e
L



ggttgaatgc
ctaagcatat
cccaaagtac
cttctcactg
gtgggtagag
cacagaagga
aggtgagaaa
gggaagtggg
aaccagatta
gaactttagc
aggttcagtg
ttattttggg
tccagggaat
aactactgaa
gatctgcatt
tctaggagat
atccttccta
acataaagga
tcatgttaca
gcagttgtgt
atagtagaag
aaacactttt
tgggagccat
gtggtagcca
actattttga

caatcccoga

tttgaatttc
gtcttaaaag
tatgctgcag
tcagtgacac
atcaaaggag
tgccagttgc
tctgcagata
gggtgttagg
atagaagagt
aatatagccc
actttttgaa
aaactcttta
atgtatcttg
tttctgtctt
tcaacataga
tgggtatctt
attatcttcc
gggtgatgtg
tacacattag
taagactctt
cagcaagtag
cacctactcc
gattttaatc
tctctttaga
actttccaga

taatttgcta

tggtgactac
gcatttttga
tcgggggaga
catcttggaa
gcaatggctc
cacaggtccc
gcatcattaa
taagggttag
aggcctgata
tacctcctca
agtcatacaa
tcttrettaa
taaaatgtac
gcctcteett
gtcacataaa
agataatctt
aaaggaatta
attttcagcet
tcctcagtta
tcatactacc
caaacttcag
tttcatggtt
acattctgea
ctcatgtgtt
accctctcac

aaataacatt

42 -

tttgaaataa
ctatcacctc
ggtggattgc
tacctttggg
caagccttgce
tgcectgtgt
gatcagtttrt
gggtagagat
tattacatca
tetcttagtgat
cacagctaac
attccatttt
ctggttggag
cagtgccttt
tgtcccectg
ttggggttcc

ttttgtgtgt

agtcctttca

taaagtgaat

ctttagtcat
gagagctact
ataacacatt
aggtgacaaa

ttggggaaag
accagagaca

gtacatccaa

cttgttttgt
caagggaata
agcagtatcc
aagcagcagg
catagggctg
cacctgeretg
&aggggtata
tttgggatgt
tgagccatag
gaqggaatctg
cattatgcca
atgaaaaggc
tagcttgrece
taaaaggttt
agaaaccaat
tctgtgagta
gtgccrgtgt
cattttcaat
Ctcagataga
aaggagaaaa
ttctatccaa
ggcagacttt
tgtcatacat
gaagaagttc
gttcttetet

gagagggaag

ttgtcaaatt
gcttgagaaa
tcaactacct
aaatgtgcat
cctccaagga
cccticatta
gggagggtga
cttagttaga
tggtgggaaa
agaactggaqa
atcaccatgc
atcttcatgg
agtcttgaca
tcccttttcect
cccacttctt
taggaatggt
gtgtgtagag
aatgaggtaa
aattaaaagt
aaacactcaa
ataatttaaa
ttgctggcetce
tccacattgt
ttggctgagt
gttcagtttc

aagagtatgt

3934

3994

4054

4114

4234

4294

4354

4414

4474

4534

4594

4654

4714

4774

4834

4894

4954

5014

5074

5134

5194

5254

5314

5374



cagtatatta
caaaaattca
taacatttgg
aaaggaggqgt
attcagregt
atatgaaact
aaatcatgta
ttcaaggtaa
acccagagac
gaaaatgaac
aatgcagcag
tgttagctac
aaaacgtgtg
gccaccaatt
cagtaggaca
gagccatgaa
tagctggggt
cctaatgatt

tttaaatcc

<210> 2
<211> 675
<212> PRT
<213> Homo

<400> 2

tgcagaagat
agtttatggg
gggatctttc
gaccaggttg
acccéagtgt
cctattaaca
tcttgattgt
taggacagca
ccatcatgtt
aaactgattg
cttaaagtgt
acagtctcct
cattcttact
tcagcctgee
agtgtcggga
acctccecttet
tggcagatgg

gtgaccccat

sapiens

agatacagcc
agaaatctca
tggactccta
tcttagcttg
tccatgtata
gtcttttttt
tgatctaatg
ggaacctaaa
ctectttttgt
attgtgcaaa
atacatatgc
attatctcaa
gaaaatgttt
acgattcttg
gtrtgtttat
ggccteectt
ctagagaaga

tctgtaatca

43 -

ttttcagaag
attagccacc
cctatctgtg
tactgcttgg
gaaaaacttc
gaaataaaaa
aaggatttcc
atatctgcca
tgttacactg
ctacttttta
actaactttg
ttgcttatgt
tcaaaggaag
gaaatatgtc

ttttttccag

gtgattaatg

atcgectttg

actgagctag

atctccacta
ttttcacagt
cattttaccg
tgatctctga
attagaacaa
gtagcttgag
ttttaatgct
tcatctgcca
Ttgggtgggt
tgacaagcect
atcaattata
gcatatggaa
gtatcagctg
ttccaagtgce
tagcaacgat
gcatgtgttt
gtttaaaatg

ttccaataaa

I T X3
XXXl

gtttregtte
tgtgtggata
gcacctcagg
ggaccttcta
actrcactrg
ctttctttta
gcttttgagc
taggaaagat
ataacaatrg
aaaccctcat
ttctcatatc
tatgttactt
tgggctaatt
catccatcat
gggttacatg
gtaaaatgga
tatgtggtcc

gttaagcagg

Met Pro Arg Ala Gln Pro Ser Ser Ala Ser Tyr Gln Pro Val Pro Ala

1

5

10

15

Asp Pro Phe Ala Ile Val Ser Arg Ala Gln Gln Met Val Glu Ile Leu
30

20

25

5434

54954

5554

5614

5674

5734

5794

5854

5914

5974

6034

6094.

6154

6214

6274

6334

6394

6454

6463



Ser

Lys

Glu

Glu

Asp

Leu

Ser

145

Val

Lys

Glu

Glu

225

Glu

Glu

Asp Glu Asn
35

vVal Ala Arg
50

Ala Tyr Glu

Lys Ala Met
Phe Asn Arg
100

Ala Glu Lys
115

Gln Leu Phe
130

Glu Aala Glu
His Ile Glu
Val Lys Leu

180

Val Glu Lys
195

Lys Arg Glu
210

Leu Glu Ser

Asn Val Ser

Lys Glu Glu
260

Gln Lys Tyr
275

Arg

Leu

Asn

Arg

85

Asp

Glu

Ala

Ile

165

Glu

Met

Gln

ILeu

Glu
245

Arg

Leu

Asn

Gln

70

Asn

Leu

Lys

150

Glu

Gln

ILeu

Arg
230
Tyx

Ile

Glu

Ala Ala Thr val Ala

290

Leu
Lys
55

val

Lys

Glu

Asn

135

Asp

Glu

Gln

Glu

215

Ile

Asn

Leu

Glu

Ala
295

44

Axg Gln
40

val Glu

Lys Ser

Leu Glu

Glu Arg
105

Gly Ser
120

Lys Glu

Ala Axg

Gln Ala

Leu Lys

185

Ala Leu
200

His Arg

Gln Gln

Ala Ala

Ala leu
265

Asn Val
280

Gln Arg

Glu Leu Glu Gly Cys
45

Thr Glu Ile Gln Arg
60

Ser Ser Lys Arg Glu
75

Gly Glu Ile Arg Arg
90

Leu Glu Thr Ala Asn
110

Glu Asp Thr Arg Lys
125

Ser Gln Arg Glu Lys
140

Ser Thr Asn Glu Asp
155

Ileu Ser Asn Ala Gln
170

Lys Lys Gln Val Tyr
190

Val Gln Leu Gln Ala
205

Leu Arg Thr Arg Leu
220

Arg Gln Gly Asn Cys
235

Ala Leu Met Glu Leu
250

Glu Ala Asp Met Thr
270

Met Arg His Phe Ala
285

Asp Thr Thr val Ile
300

Tyr

val

Ala

Met

95

Lys

Thr

Glu

Gln

Ala

175

Vval

Ala

Glu

Gln

Glu

Serxr

80

His

Gln

Ile

Lys

160

Lys

Asp

Cys

Pro
240

Leu Arg

255

Lys

Leu Asp

Ser

His



Ser

305

Gly

Ile

Gln

Ala

385

Ile

Ser

Gly

Lys
465

Pro

Glu

Lys

Leu

370

Gly

Met

Leu

Pro

Ser

450

Ala

Ala
val
530

Ser

Val

Asn Thr
Glu Glu
Ile Lys

340

Val Leu
355

Ser Cys
Ser Gly
Glu Glu
Leu Gly

420

Val Pro
435

Arg Asp
Ala Ala
Thr Ala
Val Ala

500
Ala Ala
515
Ser Pro

Ala Ala

Ala Pro

Ser
Ile
325
Thr

Gln

Met

Lys
405
Gly

Pro

val

Ala

485

Ala

Ala

Ala

Ala

Ala
565

Tyr Asp Thr Ala
310

Leu Met Ala Asn

Leu His Ala Gln
345

Gln Arg Ser Arg
360

Arg Pro Ala Lys
375

Leu Ser His Ser
390

Arg Asp Asp Lys

Asp Tyr Arg Ala
425

Ser Thr Pro leu

440
Ser Thr Gln Thr
455

Ala
470

Pro Ile Ser

Ala Ile Thr Ala

Ala Pro Val Ala

505

Ser Pro Ala
520

Pro

Ala Ala Gly Gln

535

Val Ala Pro Ser
550

Ala Pro Ala Pro

Leu Glu Ala

315

Arg

Lys
330

Cys

Ile Ile Glu Lys

Glu Ser

365

Lys Pro

Ser Leu Met

380

Ser
Ser
' 395

Ser
410

Lys Gly

Glu Val Pro

Ala His

445

Ser

Thr

Glu Arg Gly

460
Val

Pro Ala

475

Thr Ala
490

Ala

Val Ala Ala Ala

Thr Ala Ala Ala

525

Ile Pro Ala Ala
540

Ala Ala Ala
558

Ala

Val Pro Ala
570

Pro

Ile

Asp

Asp

350

Lys

Ile

Gly

Ser

Ser

430

Ser

Glu

Val

Ile

Ala

510

Ala

Ala

Gln
Met
335

Ala

Ser

Sexr

Leu

415

Lys

Ser

Ala

Thr

495

Ala

Ser

Ala

Leu
575

320

Glu

Pro
400

Gly

Pro

Thr

Ala
480

Thr

Ala

val

val

560

Vval



Pro Val Pro Ala Pro Ala
580

Gln Ala Pro Thr Ser Ala
595

Pro Thr Pro Ala Val Ala
610

Gly Pro Gly Pro His Arg
625 630

Asp Lys Thr Asp Gly Pro
645

T Pro Ile Gln Ile Leu
660

Tyr Leu Ile
675

<210> 3

<211> 675

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>
<221> VARIANT
<222> ()..)

Ala Ala Gln
585

Pro Ala Val
600

Gln Ala Glu
615

Leu Ser 11

0

Val Phe His

Gly Gln Glu
665

<223> Residue 135 = Asn, Ser or Asp

<220>
<221> VARIANT
<222> ()..(150)

Ala Ser Ala

Ala Pro Thr

val Pro Ala
620

Pro Ser Leu
635

Ser Asn Thr

bro Asp Ala

Pro Ala Gln Thr
590

Pro Ala Pro Thr
605

Ser Pro Ala Thr
Thr Cys Asn Pro
640

Leu Glu Arg Lys
655

Glu Met Val Glu
670

<223> Residues 148-150 = Glu-Leu-Ala or Thr-Thr-Pro

<400> 3
Met Pro Arg Ala Gln Pro
1l 5

Asp Pro Phe Ala Ile Val
20

Ser Asp Glu Asn Arg Asn
35

Lys Val Ala Arg Leu Gln
50

Glu Ala Tyr Glu Asn Leu
65 70

Ser Ser Ala
Ser Arg Ala
25

leu Arg Gln
40

Lys Val Glu
55

Val Lys Ser

Ser Tyr Gln
10

Gln Gln Met

Glu Leu Glu

Thr Glu Ile
60

Ser Ser Lys
75

Pro Val Pro Ala
15

Val Glu Ile Leu
30

Gly Cys Tyr Glu
45

Gln Arg Val Ser

Arg Glu Ala Leu
80



Glu

Asp

Ser

Leu

145

Val

Lys

Glu

Glu

225

Glu

Glu

Ser
305

Glu

Gly

Lys Ala

Phe Asn

Ala Glu
115

Gln Leu
130

Glu Ala

His Ile

val Lys

Val Glu
195

Lys Arg
210

Leu Glu
Asn Val
Lys Glu
Gln Lys

275

Ala Ala
290
Pro Asn

Glu Glu

Arg Ile

Met

Arg

100

Lys

Phe

Xaa

Glu

Leu
180

Lys

Glu

Ser

Ser

Glu
260

Tyr

Axg Asn Lys Leu Glu
85

Asp Leu Arg Glu Arg
105

Glu Tyr Glu Gly Ser
120

Ala Lys Xaa Lys Glu
135

Xaa Xaa Thr Ala Arg
150

Ile Arg Asp Gln Ala
165

Glu Glu Glu Leu Lys
185

Met Gln Gln Ala leu
200

Gln Leu Glu His Arg
215

Leu Arg Ile Gln Gln
230

Glu Tyr Asn Ala Ala
245

Arg Ile Leu Ala leu
265

Leu Glu Glu Asn Val
280

Thr val Ala Ala Gln Arg

295

Gly

90

Leu

Glu

Ser

Ser

Leu

170

Lys

Val

Ala
250
Glu

Met

Asp

Thr Sexr Tyr Asp Thr Ala Leu

310

Glu Ile Leu Met Ala Asn Lys

325

330

Lyts Thr leu His Ala Gln Ile

340

345

Glu

Glu

Asp

Gln

Thx

155

Sexr

Lys

Gln

Gln
23S
Leu

Ala

Arg

Thr

Glu
315

Arg

Ile

Ile

Thr
Arg
14C

Asn

220

Gly

Met

Asp

His

Thr

300

Ala

Cys

Glu

Arg

Ala

125

Glu

Glu

Ala

val

Gln

205

Asn

Glu

Met

Phe

285

Val

Leu

Lys

Axg

Asn
110
Lys

Lys

Thr

270

Ile

Ile

Asp

Asp
350

Glu

Gln

Glu

Gln

255

Lys

Leu

Ser

Gln

Met

335

Ala

His

Gln

- Ile

Lys

Arg
160

Lys

'.Asp

Cys

Arg

Pro
240

Asp

His

Lys

320

Glu



Ile

Gln

Ile

Ser

Gly

Lys
465

Ala
Ala
545

Gln

Gln

Pro

Lys
Leu
370
Gly
Met
Leu
Pro
Ser

450

Ala

Ala

Val

530

val

Val

Ala

610

Val Leu Gln
355

Ser Cys Met

Ser Gly Leu

Glu Glu Lys
405

Leu Gly Gly
420

Val Pro Pro
435

Axg Asp Cys

Ala Ala Val

Thr Ala Ala
485

val Ala Aié”

500

Ala Ala Ala
515

Ser Pro Ala

Ala Ala Ala

Ala Pro Ala

565

Pro Ala Pro
580

Pro Thr Ser
595

Pro Ala Val

Gln Arg
Axrg Pro
375

Leu Ser
390

Arg Asp

48

Ser
360
Ala

His

Asp

ASPMAIQ

Ser Thr

Ser Thr

455

Ala Pro
470

Ala Ile

Ala Pro

Pro Ser

Ala Ala

535

val Ala

550

Ala Pro

Ala Ala

Ala Pro

Ala Gln
615

Pro
440
Gln

Ile

Pro

Ala

Ala

Ala

600

Ala

Arg
Lys
Ser
Lys
Ala
425
Leu
Thr
Ser
Ala
505
Ala
Gln

Ser

Gln
585

val

Glu

Ala 3

Lys

Ser

Ser

Ser
410

Glu

Val

490

Ile

- Ala

val

570

Ala

Ala

Val

Val

Glu

395

Txp

Ser

Pro
475

Pro

Ala
555

Pro

Pro Ser
365

Met Ser
380

Val Pro

&
v
1S o

>y
U

Gly Thr
460

Ala Pro

Ala Thr

Ala Ala

Ala Ala
825

Ala Ala
540

Ala Ala

Thr Pro
605

LYS

Ile

Val

Ile

Ala

510

Ala

Ala

Ala
590

Ala

Ser Asn
Ser Pro
400

Leu Gly
415

Thr Pro

Ala Ala
480

Thr Thr
495

Ala Pro

Ala Ala

Ser Val

Ala val

560

Leu Val
575

Gln Thr

Pro Thr

Ala Ser Pro Ala Thr

620



Gly Pro Gly Pro His
625

Asp Lys Thr Asp Gly
645

Thr Pro Ile Gln Ile
660

Tyr lLeu Ile
675

<210> 4

<211> 143

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4
Glu Ser Asn Lys Thr
1 5
vVal Ala Ala Ala Ala
20

Ile Thr Thr
35

Thr Met

Ala Ala Pro
50

Ala Ala

Thr Ala Ala
65

Ala Val

Ala Ser Val Ala Ser

85
Ala Ala Val Gln Val
100

Ala Leu Val
118

Pro val

Ala Gln Thr Gln Ala
130

<210> 5
<211> 31
<212> DNA

49

Arg
630

Leu Ser Ile Pro

Val Phe His Ser
650

Pro

Leu Gly Gln Glu Pro

665

Ala Ala Val Ala Pro

10

Ala Ala Ala
25

Ile

Val Ala Ala Ala

40

Pro

Ala Ala Ala Pro

55

Ser

Ser
70

Pro Ala Ala Ala

Ala Ala Ala Val Ala

90

Ala Pro Ala Ala Pro

105

Pro Ala Pro Ala Ala
120

Pro Thr Ser Ala Pro
135

<213> Artificial Sequence

Ser lLeu Thr Cys

635

Asn Thr Leu Glu

Asp Ala Glu Met

Ile Ser Vval

Thr Ala

Val Ala Val

45

Pro Ala
60

Gly Gln
75

Ile

Pro Ser Ala

Ala Pro Val

Ala Gln Ala

125

Ala Val Ala
140

Asn

655

val
670

Ala
15

Pro

Ala

30

Ala Ala

Ala Ala

Ala

Ala
95

Pro Ala
110

Ser Ala

Pro Thr

Lys

Glu

Pro

Thr

Ala

Ala

Ala

80

Ala

Pro



<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for PCR reaction

<400> S5
tacggatcog aatcgaacaa aactgcagct g

<210> 6

<211> 32

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotice
primer for PCR reaction

<400> 6
atactcgagt catggagctg gagttggagc ca

<210> 7

<211> 22

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for PCR reaction

<400> 7
gtttgacctg caatccagac aa

<210> 8

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:ocligonucleotide
primer for PCR reaction

<400> 8
cccaggatct gaatgggagt t

<210> 9

<211> 25

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

31

32

22

21



<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for PCR reaction

<400> 9
cagatgggcc tgtgttccac tccaa 25

<210> 10

<211i> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for RACE PCR reaction

<400> 10
gctgacagtt gccctgacgce tgct 24

<210> 11

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for RACE PCR reaction

<400> 11
cggagacggt gctctagctg ctca 24

<210> 12

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for RACE PCR reaction

<400> 12
tcectteccaac tecttgectca agttceg 27

<210> 13

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence



<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for RACE PCR reaction

<400> 13
ggtggcagcg gacaggcagg atac

<210> 14

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for RACE PCR reaction

<400> 14
gaggcggaga gaactaagag aaga

<210> 15

<211> 24

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Description of Artificial Sequence:oligonucleotide
primer for RACE PCR reaction

<400> 15
gagcggagat ggaggagtaa ttca

24

24

24
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SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Izoldlt humdn angiosztatin-kété protein-1 (ABP-1),
amely képes megkdtni a plazminogén 1-4 Kringle doménjét, és
amely egy, a 2., 3. vagy 4. szadmu szekvencidhoz (SEQ ID NO. 2,
3, 4) képest koriilbelil 80 %-nadl nagyobb szekvenciahomoldgiaval
rendelkez$ aminosav-szekvenciat tartalmaz.

2. Az 1. igénypont szerinti protein, amelyben az aminosav-
-szekvencia koriilbelil 90 %-os szekvenciahomoldégidju a 2., 3.
vagy 4. szamu szekvenciaval.

3. Az 1. igénypont szerinti protein, amelyben az aminosav-
-szekvencia koriilbeliil 95 %-os szekvenciahomolégidju a 2., 3.
vagy 4. szamu szekvenciéaval.

4. Az 1. igénypont szerinti protein, amelyben az aminosav-
-szekvencia koriilbeliil 98 %-os szekvenciahomoldégiaijun a 2., 3.
vagy 4. szamu szekvenciéaval.

5. A 4. igénypont szerinti protein, amely a 2. szadmu szek-
vencidnak megfeleld aminosav-szekvenciat tartalmaz.

6. A 4. igénypont szerinti protein, amely a 3. szaml szek-
vencidnak megfeleld aminosav-szekvenciat tartalmaz, ahol a 135-
0s helyzetben 1évé aminosavcsoportAsn, Ser vagy Asp, és a 148-
-150 helyzetben 1évé harom aminosavcsoport a Glu-Leu-Ala tri-
peptid vagy a Thr-Trp-Pro tripeptid.

7. A 4. igénypont szerinti protein, amely a 4. sza&mi szek-
vencianak megfeleld aminosav-szekvenciat tartalmaz.

8. Izolalt nukleinsav-molekula, amely egy 1-7. igénypontok

barmelyike szerinti proteint vagy peptidet kédold szekvenciat
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tartalmaz.

9. A 8. igénypont szerinti izoldlt nukleinsav-molekula,
amely az 5. igénypont szerinti proteint kbédolja.

10. A 8. igénypont szerinti izoldlt nukleinsav-molekula,
amely a 6. igénypont szerinti proteint kédolija.

11. A 8. igénypont szerinti izoldlt nukleinsav-molekula,
amely a 7. igénypont szerinti proteint kédolja.

12. A 9-11. igénypontok barmelyike szerinti izoléit nukle-
insav-molekula, amely legaldbb az 1. szadmi szekvencia (SEQ ID
NO. 1) 2177. nukleotidjétél a 2608. nukleotidig terjeds szek-
venciat tartalmazza.

13. A 8. igénypont szerinti izolalt nukleinsav-molekula,
amely az 1. szami szekvencia 797. nukleotidjatél a 2824. nukle-
otidig terjedd szekvenciat tartalmazza.

14. A 13. igénypont szerinti izolalt nukleinsav-molekula,
amely az 1. szami szekvenciat tartalmazza.

15. Vektor, amely egy 8-14. igénypontok barmelyike szerin-
ti nukleinsavat tartalmaz.

16. A 15. igénypont szerinti vektor, amely egy plazmid.

17. A 15. igénypont szerinti vektor, amely egy virus.

18. A 15. igénypont szerinti vektorral transzformalt vagy
transzfektadlt rekombinans sejt.

19. Antitest vagy antitestfragmentum, amely specifikusan
ké6t6dik egy 1-7. igénypontok béarmelyike szerinti proteinnel
vagy peptiddel.

20. Egy 19. igénypont szerinti antitest, amely egy mono-

klondlis antitest vagy ennek egy fragmentuma.



21. A 19. vagy 20. igénypont szerinti antitest gydgyszer-
ként torténé felhasznilasra.

22. Rekombinéns sejt, amely a 19. vagy 20. igénypont sze-
rinti antitestet expresszéalja.

23. Szkrinelési eljaras olyan vegyliletek azonositésara,
amely vegyliletek képesek kdlcsénhatasba 1lépni egy 1-7. igény-
pontok barmelyike szerinti proteinnel.

24. Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti proteinek vagy
vegyliletek gydgyszerként torténé felhasznédléasra.

25, Az 1-7. igénypontok barmelyike szerinti vegyilletek és
a 23. igénypontban meghatarozott vegyiiletek alkalmazasa angio-
genezissel kapcsolatos betegségekre vagy rendellenességekre
iranyuld gydégyszerek elbdllitéaséra.

26. Gybdgyszerkészitmény, amely egy gydgyadszatilag elfogad-
haté hordozéval egylitt egy 1-7. igénypontok barmelyike szerinti
vegylletet vagy egy, a 23. igénypontban meghatédrozott vegyiile-

tet tartalmaz.

A meghatalmazott:

K306 Bullapest, Andrassy i 117
Tedefon: 34-24-950, Fax: 34-24-33
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