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Hosszu pentraxin PTX3 alkalmazasa FGF-2 névekedési fak-
tor megvaltozott aktivalasaval el6idézett betegségek kezelé-

sére

KIVONAT

A talalmany targya hossz( pentraxin PTX3 vagy funkcids
szarmazeéka alkalmazasa gyoégyszer elfallitdsara, amely FGF-2
névekedési faktor biolégiai hatasat gatolja, és az FGF-2 néve-
kedési faktor megvaltozott aktivalasaval el6idézett betegségek

megelbzésére és kezelésére hasznalhato.
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Hosszu pentraxin PTX3 alkalmazasa FGF-2 novekedési fak-
tor megvaltozott aktivalasaval eléidézett betegségek kezelé-

sére

A talalmany targya hosszu pentraxin PTX3 vagy reakcioké-
pes szarmazékai alkalmazasa gyégyszer elballitdsara, amellyel
az FGF-2 novekedési faktor biolégiai hatasa gatolhatd, és
amely gyogyszer olyan betegségek kezelésére vagy megelézé-
sére alkalmas, amelyeket az FGF-2 névekedési faktor megval-
tozott aktivalasa idéz el6.

Az FGF-2 no6vekedési faktor megvaltozott aktivalasaval
eldidézett betegségek ko6zé tartoznak a megvaltozott
angiogenezissel és a fibroblasztok vagy a simaizomsejtek nem
szabalyzott burjanzasaval eléidézett betegségek.

Az els6 antiangiogén hatasu vegyuletet a porcban Henry
Brem és Judath Folkman fedezték fel 1975-ben (J. Exp. Med.
1975. februar 1.; 141(2):427-39). A szerz6k azt gondoltak, hogy
ez a felfedezés patologiai folyamatok szabalyozasara, pl.
tumorndvekedés, attét, az izuletek kronikus és akut gyulladasa,
diabéteszes retinopatia szabalyzasara hasznéalhaté, a patoldgiai
neoangiogenézis szelektiv inhibitorainak felhasznalasaval.

Az angiogenézis a felnbéttben rendszerint nyugalmas, de
normalis mikoédést képvisel, pl. sebgydégyulas vagy a ndéknél a
reproduktiv ciklus alatt a méhbelham Gjraképzédése.

Az angiogén reakcio fiziolégiailag stimulalédik, ha csék-
kennek az érmikoédések és nem megfeleld a szévet perfuzid.

Meg altalanosabban azt lehet mondani, hogy fiziolégiai ko-
ralmények kézétt az angiogenézis pozitiv visszajelzés a nem
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megfelelé perfuziéra adott reakciéban, vagy a csékkent oxigén-
ellatas és tapanyagellatas reakcidjaban, mint ahogy az eléfor-
dul pl. érelzarédas esetében, vagy szévet témegndvekedési
helyzetben, pl. az izomszovet képzédését kiséré
neovaszkularizacioban; és megnévekedett oxigén- és tapanyag-
igénnyel jaré6 megnoévekedett munkaterhelés esetében.

J6él ismert, hogy a primer tumor névekedését kedvezden
befolyasolja a tumorszdvet j6 vaszkularizacidja, azaz érképzé-
dése. Megfelel6 oxigén- és tapanyagellatas segiti maganak a
tumornak a gyors névekedését.

Kimutattak, hogy az angiogenézis mértéke rendkivul nega-
tiv tényez6 lehet a neoplazmak prognézisaban (van Hinsbergh
VW, Collen A, Koolwijk P; Ann. Oncol., 10 Suppl., 4:60-3, 1999;
Buolamwini JK; Curr., Opin., Chem., Biol., 3(4):500-9, 1999.
aug.). '

Az is ismert, hogy a tumor teruletén a tumorsejt biolégiaja-
nak alapvetd foka az attét-képzédés képességének megszerzé-
se.

Az attétben résztvevd tumorsejtek képesek elvesziteni a ké-
ralottuk levé szerkezetekhez valé tapadast, behatolnak a vér-
és nyirokedényekbe, és a tébbi szévetet kolonizaljak olyan ta-
volsagban, ahol folytatni képesek 6nmaguk reprodukalasat.

Az attét-képzbédés a betegség klinikai torténetének is kriti-
kus eseménye, mert ez a f6 halalok a rak kévetkeztében. Szoro-
san Osszefugg az érszdvet jelenlétével a tumor helyén vagy
szomszédos terluleteken, és eldsegiti az attétet.

A tumorsejtek mozgasa a kérnyezd szerkezetekbe lehetdvé

teszi, hogy ezek a sejtek elérjék a tumoron beluli véredényeket,
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fuggetlenul attél, hogy mar korabban léteztek vagy neo-
angiogenézissel képzbédnek, és igy elérik a véraramot (Ray JM.,
Stetler-Stevenson WG, Eur. Respir. J., 7(11):2062-72, 1994:
Stetler-Stevenson WG, Liotta LA, Kleiner DE Jr.. FASEB J.;
7(15):1434-41, 1993. dec.).

A nyirok- és véredények kozo6tti kommunikéacié jelenléte a
tumor értertletén lehet6vé teszi a neoplasztikus sejtek szama-
ra, hogy mindkét érrendszerben mozogjanak.

Nemrégiben végzett vizsgalatok kimutattak egy kézvetlen
6sszefuggést az angiogenezis és az artritiszes betegség ko6zott
(Koch AE; Arthritis and Rheumatism 41:951-962, 1998). Kuléné-
sen kimutattak, hogy az izlleti porc neovaszkularizacidja dénté
szerepet jatszik a pannus (értartalmu k6tészdvet raterjedése a
szaruhartyara) képzédésben és az izileti gyulladas elérehala-
dasaban. Egy normalis porc nem rendelkezik véredényekkel,
mig az artritiszes paciensek izuleti nedve angiogenézist stimu-
lalo faktort tartalmaz, amelyet az endotelidlis sejtek termelnek
(EASF).

Ennek a faktornak a jelenléte o6sszefigg a porc
vaszkularizacidjaval és lebomlasaval.

Mas betegségek is kapcsolatosak az abnormalis
angiogenézissel.

Azt talaltak, hogy diabéteszes retinopatia (Histol
Histopathol. 1999 oktober; 14(4):1287-94), pikkelysémér (Br J.
Dermatol. 1999 dec., 141(6):1054-60), krénikus gyulladas és
érelmeszesedés (Planta Med 1998 dec; 64(8):686-95), és az

érintett sz6vetek neovaszkularizaciéja egy elésegité tényezd.



Az FGF-2 névekedési faktor egy 18kDA kationos polipeptid,
amely alkalmas mind az in vivo neoangiogenézis kivaltasara,
mind pedig tenyészetben, endotelialis sejtekben levd sejtek
burjanzdsanak, kemotaxisanak és proteaz termelésének kivalta-
sara (Basilico és Moscatelli, 1992, Adv. Cancer Res. 59:115-
65).

Az FGF-2 szerepe a tumor angiogenézisben mar ismert
(Pathol. Biol., Parizs, 1999. aprilis; 47(4):364-7).

A J. Pathol. 1999. szept.; 189(1):72-8 irodalomban besza-
molnak arrél, hogy az FGF-2 fokozottan expresszalédik
mezoteliomaban szenvedd paciensek esetében, és ez a na-
gyobb agresszivitassal és az ilyen tumorbetegség altal sujtott
paciensek nagyobb mortalitasaval kapcsolatos.

Az Oncogene 1999. november 18-i szamaban (18(48):6719-
24) beszamolnak arrdél, hogy az FGF-2 metasztazis-képzdé tulaj-
donsagot ad a patkany hdolyagkarcinéma sejteknek.

Az Int. J. Cancer, 1999. majus 5; 81(3):451-8 beszamol ar-
rél, hogy az FGF-2 erd6s mitogén hatassal rendelkezik, és sze-
repet jatszik a human tumorok kifejlédésében és a rosszindulatu
voltanak fokozasaban.

A tumorbetegségek gyoégyitasara az antiangiogén terapia a
kovetkez6 elénydkkel jar a standard, tradicionalis kemoterapia-
val szemben (Cancer Research 1998, 58, 1408-16):

1. nagyobb specifikussag: a célja a tumor
neovaszkularizaciés folyamat,

2. nagyobb biodiszponibilitds: célja az endotelialis sejtek,

kénnyen elérhetd a tradicionalis kemoterapias megkédzelitéssel
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kapcsolatos problémak nélkul, amelyek kézvetlentl hatnak a
tumorsejtekre,;

3. kisebb kémiai rezisztencia: ez lehet a legfontosabb el6-
nye a terapianak; valéjaban az endotelidlis sejtek a
tumorsejtekhez képest genetikailag stabilak, és a
gyoégyszerrezisztencia jelensége valdszinutlen;

4. kevesebb attét: a neovaszkularizacié gatlasa korlatozza
a test mas részében a tumorsejtek szaporodasat a véraramon
keresztul;

5. kedvezéen hat a sejthalalra: a tumorban az érhalézat
gatlasa csdkkenti a tumorsejtek szamara az oxigén és tapanyag
hozzaférhetéséget, ily médon fokozédik a sejthalél;

6. szisztemikus toxicitas csékkenése: az antiangiogén tera-
piaban nem figyelhet6k meg a tradicionalis kemoterapiaban je-
lenlevé toxikus hatas, pl. gerincvel6 eldllitds, gyomor-
bélrendszeri hatadsok és mulé kopaszsag.

Az ilyen hatasok meghatarozasara az FGF-2 két kalénb6zd,
célsejtek feluletén jelenlevd receptorcsoporttal reagél: a nagy
affinitasu receptorokkal, amelyek tirozin kinaz hatasuak (FGFR-
ek), és az alacsony affinitdsd receptorokkal, azaz a
proteoglikan eparan-szulfattal (HSOG-k) (Johnson és Williams,
1993, Adv. Cancer Res. 60:1-41; Moscatelli, 1987, J. Cell.
Physiol. 131:123-30).

Az FGF-2 hatasos mitogén medidlis simaizomsejtekre, és
szikséges a ballon katéterezés utani burjanzasokhoz (J. Biol.
Chem. 2000. aprilis 14; 275 (15): 11270-7).

Ezért az FGF-2 nbévekedési faktor megvaltozott aktivalasa-

val elbidézett betegségekhez tartozik az artéridk izomfalanak



hiperplaziaja, amely érplasztikai vagy koszorUér stent utani
resztenozis soran fordul elé6 (J. Vasc. Surg. 1997. februar;
25(2):320-5).

Az FGF-2-t6l fuggd neovaszkularizacié szabalyzasa a meg-
valtozott angiogenézissel kapcsolatos betegségek szabalyzasa-
nak és gyogyitasanak egyik alapvetd eleme, valamint az FGF-2-
t61 fuggd fibroblaszt szabalyzatlan burjanzas szabalyzasa vagy
az SMC-k szabalyzatlan burjanzasanak szabalyzasa dontd a
tulzott fibroblaszt reakciéval és az angioplasztika utani
resztenodzissal kapcsolatos hegesedés kezeléséhez.

Az uj gydgyszer hozzaférhetésége, amely specialisan ga-
tolja az FGF-2 biol6giai hatasat, elsédleges fontossagu cél en-
nek a névekedési faktornak a megvaltozott aktivalasaval kival-
tott betegseég kezelésére és megel6zésére. llyen betegségek az
artritiszes betegség, tumor, tumor attet, diabéteszes
retinopatia, pikkelysémor, kronikus gyulladas, érelmeszesedés,
hegesedés, amely a tulzott fibroblaszt reakcidval és az
angioplasztika utani resztendzissal kapcsolatos.

A PTX3-at kulénb6z6 sejttipusok formajaban fejezzuk ki
(Bottazzi és tsai, J. Biol. Chem. 1997, 272: 32817-32823), kuls-
nosen mononuklearis fagocitdkban és endotelialis sejtekben,
gyulladasos citokinek hatasanak kitéve, ilyenek az interleukin
1B (IL-1B) és a tumor nekrézis faktor alfa (TNF-a).

Mind a mai napig a PTX3 bioldgiai miikodését nem értették
meg teljesen.

A PTX3 két szerkezeti doménbdl, egy ismert molekulaval
nem kapcsolatos N-terminalis doménbél és egy C-terminalis

doménbdl all, amely hasonlé olyan révid pentraxinokhoz, mint a



C-reakcioképes protein (CRP) (Breviario F. és tsai, J. Biol.
Chem. 267:22190, 1992).

Nagyfoku hasonlatossagot taldltunk a human PTX3 (hPTX3)
és az allati PTX3-ak kézott. Kulénésen az egér PTX3 (mPTX3)
nagyon hasonlatos a hPTX3-hoz DNS szekvencia, génszervezd-
dés és elhelyezkedés szempontjabél. A huméan és egér PTX3
gén kozo6tti azonossagi fok 82 %-os, és konzervativ helyettesi-
téseket figyelembe véve eléri a 90 %-ot (Introna M. és tsai:
Blood 87 (1996) 1862-1872). Az egér PTX3 gén az egér 3-as
kromoszomajan helyezkedik el a huméan 3q régiohoz hasonlé ré-
gidban (q24-28), a hPTX3 dokumentalt elhelyezkedésével meg-
egyezden, a 3q 25 régidban (Introna M. és tsai: Blood 87 (1996)
1862-1872).

A hPTX3 és mPTX3 szekvenciak k6zé6tti nagyfoki hasonlo-
sag az evolucio folyaman a pentraxinok nagyfoki megérzésének
jele (Pepys M.B:, Baltz M.L.: Adv. Immunol. 34:141, 1983).

A pentraxinok attekintése megtalalhaté6 a H. Gewurz és tsai,
Current Opinion in Immunology, 1995, 7:54-64 irodalomban.

A WO 99/32516 sz. nemzetk6zi szabadalmi bejelentésben a
bejelentd leirja a hosszu pentraxin PTX3 alkalmazasat fertd6zé
betegségek, gyulladasos vagy tumorbetegségek kezelésére. A
PTX3 WO 99/32516 sz. iratban leirt tumorellenes hatasat a fe-
- hérveérsejt megerés6dés koézvetiti, azaz immunolégiai alapon. A
WO 99/32516 sz. irat nem irja le vagy javasolja a PTX3 alkal-
mazasat FGF-2 névekedési faktor megvaltozott aktivalasaval

kapcsolatos betegségek kezelésére szolgalo szerként.



Az 5767252 sz. USA szabadalmi leiras leirja a neuronalis
ndvekedési faktort, amely a pentraxin csaladhoz tartozik. Ez a
szabadalom a neurobioldgiai szektorra vonatkozik.

Azt talaltuk, hogy a hosszu pentraxin PTX3 nagy affinitas-
sal és specifikussaggal képes megkétni az FGF-2-t. A PTX3 és
FGF-2 kapcsolédasa (Kqy = 8-16 nM) megeldzi utéobbi kétédését
nagy affinitasu tirozin-kinaz receptoraihoz, valamint a k6tédést
kis affinitasu receptorok helyén, amelyeket az eparan-szulfat
proteoglikanok testesitenek meg a sejt feliletén. A ko6tédés
gatlasa az FGF-2 biolégiai reakci6é gatlasat okozza.

Az FGF-2 és PTX3 kézétti kdlcsénhatas fugg a ndvekedési
faktor helyes szerkezeti képletétdél, nem csak bazikus termé-
szetétél, minthogy a PTX3 nem kéti meg a citokrom C-t (azaz
egy proteint, amely ugyanolyan molekulatémegi, mint az FGF-2,
azaz 18 kDa, és izoelektromos pontja pH 9,6).

Ezenkivul a C-reakcioképes protein a PTX3-mal homolég
és nem koéti meg az FGF-2-t.

A talalmany célja tehat hosszu pentraxin PTX3 vagy szar-
mazékai vagy doménje alkalmazasa olyan betegségek megelé-
zésére vagy gyogyitasara szolgalé gyégyszer eldallitasara,
amelyek gatoljak az FGF-2 névekedési faktor bioldégiai hatasat.

A taldlmany tovabbi célja a hosszu pentraxin PTX3 vagy
szarmazékai vagy doménje alkalmazasa gyogyszer elballitasara,
amellyel az FGF-2 névekedési faktor megvaltozott aktivalasaval
létrej6tt betegségek kezelhetdk vagy el6zheték meg.

A talalmany tovabbi targya a hosszu pentraxin PTX3 vagy
szarmazéka vagy doménje alkalmazasa gyogyszer elballitasara,

amellyel a megvaltozott angiogenézis gyogyithaté vagy meg-



elézhetdé, ahol a megvaltozott angiogenézist az FGF-2 néveke-
dési faktor megvaltozott aktivalasa idézi eld, ilyen betegség pl.
az izaleti gyulladas, tumor attét, diabéteszes retinopatia, pik-
kelysémér, krénikus gyulladas, érelmeszesedés vagy tumor,
ahol a tumor pl. szarkéma, karcinéma, karcinoid, csonttumor
vagy neuroendokrin tumor lehet.

A taldlmany tovabbi célja hosszu pentraxin PTX3 vagy
szarmazékai vagy doménje alkalmazasa gyoégyszer elballitasara
olyan betegségek kezelésére, amelyek nem szabalyzott, FGF-2-
fuggé fibroblaszt burjanzassal vagy simaizomsejt burjanzassal
kapcsolatosak, pl. a tulzott fibroblaszt (k6t6szdveti sejt) reakci-
6hoz kapcsoléddé hegesedés és az angioplasztika utani
resztendzis.

A talalmany szerinti vegyulet alkalmas FGF-2 hatas gatla-
sara célsejtekben, nemcsak akkor, ha rekombinans proteinként
adagoljuk, hanem akkor is, ha endogén adagoljuk cDNS-ének
gén transzferje k6vetkezményeképpen.

Ezért a talalmany tovabbi targya human PTX3 vagy szarma-
zéka vagy doménje teljes hosszusagu cDNS-ének alkalmazasa
plazmid vagy virus expressziés vektorok eldallitdsara, amelyek
a cDNS-bél allnak, olyan betegségek génterapiajara, amelyeket
az FGF-2 névekedési faktor megvaltozott aktivalasa idéz el6, és
ahol a betegség pl. tumor, tumor attét, tulzott kotészoveti seijt
reakcioval kapcsolatos hegesedés, vagy érplasztika utani
resztendzis.

A hosszu pentraxin PTX3 barmilyen hosszu pentraxin PTX3,
fuggetlenul természetes (allati vagy emberi) vagy mesterséges

eredetétol.
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A szarmazékok magukba foglaljak a hosszu pentraxin PTX3
barmilyen funkciés analbdgjat, amely legalabb egy mutaciét hor-
doz, és amely fenntartja azt a funkciés képességét, hogy sze-
lektiven gatolja az FGF-2-t.

Elébnyés hosszu pentraxin PTX3 a human PTX3, amely
szekvencia megtalalhaté a WO 99/32516 sz. nemzetkézi koz-
zétételi iratban.

Az itt leirt hosszu pentraxin PTX3-at alkalmazhatjuk kombi-
naciéban is egy vagy tébb rakellenes gydgyszerrel
tumorbetegség kezelésére, amelyben a megnévekedett FGF-2
expresszié a tumorbetegség nagyobb agresszivitdsat vagy na-
gyobb attétképzdé képességét idézi eld.

Valéjaban jél ismert, hogy annak érdekében, hogy a nem
kivanatos mellékhatasokat elkeruljuk, és megdérizzuk a terapias
hatékonysagot, a legtobb onkoldgiai pacienst nem csak egy
rakellenes gyogyszerrel kezelunk, hanem tébb rakellenes
gyoégyszer kombinacidjaval vagy egy rakellenes
gyogyszerkombinaciét mas antiangiogén vegyulettel egyutt al-
kalmazunk.

A szokasosabb rakellenes gyégyszerek hatasmechanizmusa
teljesen mas, mint a talalmany szerinti vegyulet mechanizmusa,
valéjaban a szokasos rakellenes gyogyszerek citotoxikusak a
tumorsejtekkel szemben.

A talalmany szerinti vegyulet, amely mas hatasmechaniz-
mussal hat, gyégyhatast fejt ki (adjuvans hatast) az egyidejuleg
alkalmazott tumorellenes gyoégyszer hatasan tulmenden.

Ezért a talalmany tovabbi targya hosszu pentraxin PTX3

kombinacibéja egy vagy tébb ismert rakellenes gyégyszerrel.
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A talalmany tovabbi targya gydégyszerkészitmény, amely
hosszu pentraxin PTX3-at tartalmaz egy vagy tébb ismert rak-
ellenes gyogyszerrel kombinalva, ilyenek pl. az alkilezd szerek,
topoizomeraz inhibitorok, antitubulin szerek, beagyazoé szerek,
antimetabolitok, természetes termékek, pl. vinka alkaloidak,
epipodofillotoxinok, antibiotikumok, enzimek, taxanok és cito-
differencialé vegyuletek, és egy vagy tobb oldészer vagy se-
gédanyag, amelyek gyégyaszatilag elfogadhatdak.

A talalmany tovabbi targya a hosszl pentraxin PTX3 alkal-
mazasa egy vagy tébb ismert tumorellenes vegyulettel kombi-
nalva gybégyszer elballitasara tumor kezelésére, amelyben az
FGF-2 megndvekedett expresszidja nagyobb tumor agresszivi-
tast idéz elé.

A taldalmany tovabbi targya a hosszu pentraxin PTX3 alkal-
mazasa egy vagy tébb ismert tumorellenes vegyulettel kombi-
nalva gyogyszer elballitasara, a tumor attét bekodvetkezésének
megel6zésére, ahol az FGF-2 megnévekedett expresszidja na-
gyobb attét-képz6 képességet idéz eld.

A talalmany targya tovabba a hosszu pentraxin PTX3 alkal-
mazasa rakellenes gyoégyszerrel kombindlva gydégyszer eldalli-
tasara tumor kezelésére, oly mdédon, hogy a hosszlu pentraxin
PTX3 a rakellenes vegyulet segédanyagaként van jelen.

A talalmany tovabbi részleteit a kovetkez6 példakkal illuszt-
raljuk.

1. példa

PTX3 képessége FGF megkotésére oldatban

Ezt a kisérletet azért végezzik, hogy kiértékeljuk a PTX3

kotédését FGF-2-h6z. A PTX3-at az alabbi irodalom szerint al-
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litjuk el6: Bottazzi és tsai, 1997, J. Biol. Chem. 272:32817-
32823. Human rekombinans FGF-2-t az aldbbi irodalom szerint
allitjuk el6: lIsacchi A. és tsai, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A.
(1991), 88:2628-32. Sziikség esetén az FGF-2-t '*°j6ddal jelez-
zUk Isacchi és tsai alabb leirt médszere szerint.

Kisérleti eljaras:

1 ug FGF-2-t vagy 1 ng PTX3-at tartalmazé 100 pul PBS-t
kromatografalunk egy méretkizarasos gyors protein folyadék-
kromatografids Superose 12 oszlopon (Pharmacia): ez az oszlop
képes a molekulatémeg alapjan elvalasztani a proteineket. Az
oszlopot 1 ml/perc aramlasi sebességgel PBS-sel elualjuk, és 1
ml-es frakcidkat gyudjtunk és dot blot mdédszerrel analizaljuk két
proteinre, specialis antitestekkel. A PTX3 FGF-2-héz valé kéto-
désének kiértékelésére az 5 g-os és 1 pug-os két proteint 6ssze-
keverjuk 100 ul PBS-ben, és 4 °C-on 10 percig inkubaljuk, mie-
|6tt az oszlopra feltoltjuk. A frakcidkat 6sszegydjtjuk és dot-blot
mobdszerrel analizaljuk anti FGF-2 specifikus antitestekkel. Az
eredményeket az 1. abra mutatja. Az 1. abra szerint az FGF-2
18.000 D-nél elual az oszloprél, kb. 22 ml retencids térfogattal.
Ugyanilyen kéralmények k6z6tt a PTX3 450.000 D-nél elual ures
oszloptérfogattal (7 ml). Amikor az FGF-2-t 10 percig 4 °C-on
PTX3-mal eléinkubaljuk, akkor az oszlopra vissziuk és megfi-
gyeljuk a kromatografias viselkedésben bekdvetkezé valtozast:
a kisérleti korulmények kézott az FGF-2 az oszloprél ugyano-
lyan retenciés térfogattal elual, mint a PTX3 6nmagéaban.

2. példa

Biotinilezett PTX3 képessége muUanyag, rogzitett FGF-2

megkotésére
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500 ng FGF-2-t vagy a kiegészité C1q komponenst tartal-
mazé, 9,6 pH-ju 100 ul natrium-hidrogén-karbonatot 18 6éra
hosszat 4 °C-on 96-uregd muanyag lemezekben inkubalunk. Az
inkubacié végén az uregeket PBS-sel haromszor mossuk, majd 2
6rat szobahOmeérsékleten inkubaljuk 200 pl PBS-sel, amely 1
mg/ml marhaszérum albumint (BSA) tartalmaz. Az inkubéalas vé-
gén az uregeket ujra mossuk haromszor PBS-sel, és 30 ng/ml
'?°|_.FGF-2-vel inkubaljuk névekvé mennyiségi biotinilezett
PTX3 jelenlétében, 100 pl PBS-ben szobahdmérsékleten 2 oran
keresztul. Egy masik valtozat szerint az Uregeket névekvé ada-
gu FGF2-vel vagy C1g-val adszorbedljuk és 100 ng/ml
biotinilezett PTX3-mal 100 pl PBS-ben inkubaljuk. Az inkubacio
utan az uregeket haromszor mossuk PBS-sel, és 1 6rat szoba-
hémérsékleten inkubaljuk 100 pl sztreptavidin HRP
konjugatummal (1/2000). A reakciét kromogén mikrohullamu
peroxidaz szubsztrat ABTS rendszer hozzaadasaval hivjuk eld
(Kirkegaard & Perry Laboratories). A lemezeket automata ELISA
leolvasoval 405 nm-nél olvassuk. A 2. abran kézo6lt eredmények
azt mutatjak, hogy a mlianyag uregekben régzitett FGF-2 képes
megk6tni a biotinilezett PTX3-at hasonléan a fiziologias PTX3
ligandum C1q-hoz (Bottazzi B. és tsai, 1997, J. Biol. Chem.
272:32817-32823).

3. példa

PTX3 — FGF-2 kélcsénhatasok jellemzése

96-0regl lemezeket bevonunk 4 °C-on PTX3-at vagy C-
reakcioképes proteint (200 nmél) tartalmazé 100 pl natrium-
hidrogén-karbonattal pH 9,6 értéken, vagy 2 ug/ml alabbi pro-

teinekkel, amelyeket negativ kontrollként hasznalunk: marha-
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szérum albumin, fibronektin, zselatin vagy laminin. Inkubalas
utan az Uregeket haromszor mossuk PBS-sel, és 2 6rat szoba-
hémérsékleten blokkoljuk 200 pul, 1 mg/ml BSA-val PBS-ben. Az
inkubalas utan az uregeket haromszor mossuk PBS-sel, majd 30
ng '?°I-FGF-2 faktorral 2 o6ra hosszat szobahémérsékleten
inkubaljuk. Az uUregeket ezt kévetéen haromszor mossuk PBS-
sel, és a megké6tott '>°I-FGF-2-t ugy nyerjik vissza, hogy min-
den ureget kétszer mosunk 200 ul 2 %-os SDS vizes oldattal. A
'2’|_.FGF-2 szinteket gamma szamlaléon mérjuk. A 3. abran be-
mutatott eredmények mutatjdak, hogy az FGF-2 megkéti a mua-
anyag rogzitett PTX3-at, és ez a koétédés specifikus, mert az
FGF-2 gyengén reagal CRP-vel és nem reagal egyéb régzitett
proteinekkel.

4. példa

'2|_FGF-2 kotédése mulanyag régzitett PTX3-hoz hideg

FGF-2 feleslegének jelenlétében

125

Egy masodik kisérletsorozatban a I-FGF-2 mianyag rog-
zitett PTX3-hoz vald kotddését vizsgaljuk természetes és hdvel
denaturalt hideg FGF-2 (100 nmél) feleslegében, hasonlé
citokrom C koncentracidok vagy 300 nmoél oldédé PTX3 felesle-
gének jelenlétében. A kisérletet a fent leirt médon végezzik. Az
eredményeket a 4. abran mutatjuk be. A 4. abra azt illusztralja,
hogy a hideg FGF-2 és az old6dé PTX3 gatoljak a '*°I-FGF-2 és
mianyag régzitett PTX3 koézotti kélcsé6nhatast. A megfigyelés,
hogy a hével inaktivalt FGF-2 és a citokrom C, melynek az FGF-

2-vel azonos molekulatémege és izoelektromos pontja van, nem

képesek megkdtni a PTX3-at, arra vall, hogy a névekedési kor-
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korrekt alakulasa vesz inkabb részt abban a kapacitasban, hogy
megk6ti a PTX3-at, mint a bazikus természete.

5. példa

Az FGF-2/PTX3 kélcsénhatas disszociacidés allanddja (Kd)

Ezzel a kisérlettel az FGF-2/PTX3 kélcsénhatas disszocia-
cios allandoéjat (Kd) hatarozzuk meg. Ebbdl a célbdl '2°I-FGF-2
névekvd dozisait inkubaljuk mlianyag régzitett PTX3-mal, és a
k6tédesi eredmenyeket Scatchard gorbével analizaljuk. Az
eredményeket az 5. abran mutatjuk be. Ezek azt mutatjak, hogy
az FGF-2 megkéti a PTX3-at egy telitheté médon és emelt affi-
nitassal (Kd = 8-16 nmdl). Ez az affinitds a PTX3 és fiziolégiai
C1q liganduma ko6z6tti kdélcsdnhatasra el6zetesen kiszamitott
affinitashoz hasonlit.

6. példa

PTX3 és FGF-2 k6tédés hatasa az endotelidlis sejtekre

Transzformalt marha magzati aortas endotelidlis GM7373
sejteket 80.000 sejt/cm® mellett 24-uregl edényekbe oltunk, 10
% FCS-t tartalmazo, Eagle-féle minimalis esszencialis kézegbe
(Eagle-fele MEM-be). 24 6ra mulva 37 °C-on a tapadd sejteket
kétszer mossuk FCS nélkal Eagle-féle MEM-mel, majd
inkubdljuk 2 6rat 4 °C-on '?°I-FGF-2-vel (10 ng/ml), 0,15 %
zselatint és 20 mmdél HEPES-t 7,5 pH-n tartalmazé Eagle-féle
MEM-ben, adott esetben névekvd koncentraciéju PTX3 jelenlét-

125

ében. Az inkubalds végén kiértékeljuk a I-FGF-2 mennyisé-
gét, amely az alacsony HSPG-khez és a nagy affinitasu recepto-
rokhoz (FGFR) ko6tédik, Moscatelli, 1987, J. Cell. Physiol.
131:123-30 mébdszere szerint. Réviden a sejteket kétszer 6blit-

juk 20 mmél HEPES pufferban 2 mélos natrium-kloriddal (pH



-16 - RS TR

7,5), hogy eltavolitsuk az alacsony affinitasu kotédési helyek-
hez kotott '>°I-FGF-2-t, és kétszer 6blitjuk 2 mélos natrium-
kloriddal 20 mmadl natrium-acetatban (pH 4,0), hogy eltavolitsuk
a nagy affinitasi ko6tédési helyekhez kotédott '*°I-FGF-2-t. A
nem specifikus kétédést nem jelzett FGF-2 szazszoros molaris
feleslegének jelenlétében mérjuk, és az 6sszes értékb6l kivon-
juk. A 6. abran bemutatott eredmények azt mutatjdk, hogy a
PTX3 dbézisfuggd médon képes gatolni az FGF-2 nagy és ala-
csony affinitdsu receptorokhoz valé kétédését endoteliadlis sej-
teken.

7. példa

PTX3 hatasa endotelialis sejteken FGF-2-vel kivaltott

mitogén hatasra

A GM 7373 sejteket beoltjuk 75.000 sejt/cm?® mellett 48-
uregl lemezekben levé Eagle-féle MEM-be, amely 10 % FCS-t
tartalmaz. 24 6ra mulva 37 °C-on a tapadoé sejteket kétszer
mossuk FCS nélkul Eagle-féle MEM-mel, majd 24 6rat 37 °C-on
inkubaljuk 0,4 % FCS-t tartalmazé Eagle-féle MEM-ben, adott
esetben FGF-2 (10 ng/ml) jelenlétében és névekvd koncentraci-
6ju PTX3 mellett. Az inkubalas végén a sejteket tripszinezzik
és megszamlaljuk. Egy masik kisérletsorozatban GM 7373 sej-
teket a fent leirt médon kezelink kalénb6z6 mitogén ingerek
jelenlétében: 10 % FCS; 5 ug/ml diacil-glicerin (DAG); 10 ng/ml
forbolészter (TPA), 30 ng/ml epidermalis névekedési faktor
(EGF) vagy 30 ng/ml vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor
(VEGF). Az eredmények azt mutatjak, hogy a 7. abran lathato,
hogy a PTX3 gatolja a mitogén hatast, amelyet FGF-2 valt ki

endotelidlis sejteken dézisfuggd mdédon, és az ID50 30 nmadl-nak
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felel meg. Ez az érték hasonldé az FGF-2 — PTC3 kélcsénhatasra
szamitott Kd-hez. Ezek az eredmények azt mutatjak, hogy az
FGF-2 biolégiai hatasanak gatlasa PTX3-mal az extracellularis
helyek szekvesztralasanak tulajdonithaté. A PTX3 FGF-2-re
mutatott gatlé hatasa specialis, mert nem mutathaté ki, ha a
sejtburjanzas eléidézésére méas mitogéneket hasznalunk.

8. példa

PTX3 hatasa transzformalt marha magzati aortas

endotelidlis sejtek burjanzasara

Ebben a kisérletben azt kutattuk, hogy milyen hatasa van a
PTX3-nak az egér aorta endotelialis sejtvonal MAE3F2T burjan-
zasara, amelyet stabilan transzfektaltunk FGF-2-t kédolé
expresszidés vektorral (Gualandris és tsai, 1996, Cell Growth
Diff. 7:147-60). Ezek a sejtek képesek burjanzani az endogén
FGF-2-vel kivaltott ingerlés autokrin kacsara (Gualandris és
tsai, 1996, Cell Growth Diff. 7:147-60). MAE3F2T sejteket
10.000/cm? aranyban beoltunk 48-tGregl(i lemezekre Dulbecco
taptalajpan (DMEM), amelyhez 10 % FCS-t adunk. 24 6ra mulva
37 °C-on a tapado6 sejteket kétszer mossuk DMEM-mel FCS nél-
kal, és 72 orat 37 °C-on inkubaljuk 0,4 % FCS-t tartalmazoé
DMEM-ben, adott esetben 70 nmél PTX3, anti FGF-2 specifikus
antitestek vagy 50 pg/ml szuramin jelenlétében. A szuraminrdl
ismeretes, hogy extracellularis FGF-2-t képes szekvesztralni,
és gatolja bioldégiai hatasat (Rusnati és tsai, 1996, Mol. Biol.
Cell. 7:369-381). Az inkubalas végén a sejteket tripszinnel ke-
zeljuk és Burker kamraban szamlaljuk. A 8. abran bemutatott
eredmények azt mutatjak, hogy a PTX3 képes blokkolni az FGF-

2-vel MAE3F2T sejtekben eldidézett autokrin kacs stimuléalast,
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és gatolja ennek FGF-2-figgé burjanzasat az anti FGF-2 anti-
testekkel és szuraminnal kivaltott hatashoz hasonléan.

9. példa

PTX3 hatasa az in vivo FEGF-2-vel kivaltott

neovaszkularizaciora, azaz érképzdédésre

A PTX3 antiangiogén potencialjat in vivo értékeljuk ki csir-
ke embrio korioallantoin membran kisérletben (CAM). Réviden,
egy 3-napos, megtermékenyitett tyuktojasban a tojashéjon abla-
kot nyitunk. A 8. napon zselatin szivacsokat implantalunk CAM-
re, és énmagaban 10 pl PBS-sel vagy FGF-2-t tartalmazo PBS-
sel (szivacsonként 500 ng) adszorbeadljuk, adott esetben 5
ug/szivacs PTX3 jelenlétében (csoportonként 5-6 embrid). 4 nap
mulva a CAM-eket in ovo figyeljuk meg Zeiss SR
sztereomikroszkop alatt, és kiértékeljuk az angiogén reakciot
ket kutato altal, a tesztelt mintak ismerete nélkul, és egy 0-4+-
es skalan beosztjuk, ahol a 0 azt jelenti, hogy nincs angiogén
reakcio, és a 4+ jelentése a leger6sebb hatas. A 9. abran az
eredmények azt mutatjak, hogy a PTX3 az FGF-2-vel in vivo ki-
valtott neovaszkularizaciot képes blokkolni.

10. példa |

PTX3-mal végzett génterapia

FGF-2-t tulexpresszalo egér endoteliadlis sejteket, amelyek-
nek a neve FGF2MAE3F2T (Gualandris és tsai, 1996, Cell
Growth Diff. 7:147-60) teljes hosszisagu cDNS human PTX3-
mal transzfektalunk, melynek teljes hosszusagi cDNS-e el6z6-
leg szubklénozva lett kereskedelmi expresszié pLXSH vektorral

(Clontech).
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A kapott transzfektalt sejtvonalakon in vitro tanulmanyokat
végeztunk, hogy tanulmanyozzuk a PTX3 tulexpresszalédasanak
hatasat az FGF2MAE3F2T sejtek FGF-2-fuggd burjanzasara, és
a harom dimenzi6s fibrin gélek invaziv viselkedését is vizsgal-
tuk.

Részletekben, kulénb6zé6 PTX3 szinteket, és szuld
FGF2MA3F2T sejteket expresszalé tébb FGF2MAE3F2T klént
(amelyek nem termelnek PTX3-at), beoltunk 10.000/cm? mennyi-
ségben 48-lGregl lemezeken, 10 % FCS-t tartalmazé Dulbecco
taptalajon (DMEM). 24 6ra mulva 37 °C-on a tapadd sejteket
DMEM-vel FCS nélkul kétszer mossuk, és kilénbézd ideig
inkubaljuk 37 °C-on, 0,4 % FCS-t tartalmazé DMEM-ben. Az in-
kubacié végén a sejteket tripszinnel kezeljiok és Burker kamra-
ban szamlaljuk. Az eredmények a 10. abran talalhatok, és ‘azt
mutatjak, hogy a PTX3 tultermelés gatolja az FGF2MAE3F2T
sejtburjanzast, és ennek a gatlasnak a mértéke 6sszefugg a
kil6nb6z6 tesztelt klonok altal termelt PTX3 mennyiségével.

Hogy Kkiértékeljuk a PTX3-at tualtermeldé FGF2MAE3F2T
klbnok invaziv viselkedését 3-dimenzids fibrin géleken,
sejtaggregatumokat készitunk agardézzal bevont lemezeken a
leirt modszerrel (Gualandris és tsai, 1996, Cell Growth Diff.
7:147-60). Ezeket az aggregatumokat fibrinnel bevont, 48-uregu
lemezekre oltjuk. Az oltas utan azonnal 2,5 mg/ml fibrinogént
tartalmazé6, kalciummentes kézeget és 250 mU/ml trombint
adunk minden Ureghez, és hagyjuk gélesedni 5 percig 37 °C-on.
Ezutan hozzaadunk 500 | taptalajt a gél tetejére, és az 6sszes
kisérletben a gélhez fibrinolitikus inhibitor trazilolt adagolunk,

és 200 KIU/ml mellett a taptalajhoz adjuk az anyag feloldasanak
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megel6zésére. A radidlisan n6vo sejtcsirak képzédését 2 nappal
késdbb komputerizalt képanalizissel értékeljuk ki.

A 11. abran lev6 eredmények azt mutatjak, hogy az
FGF2MAE3F2T kldnokat tultermelé PTX3 invaziv kapacitasa lé-
nyegesen alacsonyabb, mint a parenteralis FGF2MAE3F2T sej-
teké.

A kapott eredmények azt mutatjdk, hogy a PTXS az FGF-2
hatast az endotelialis sejtekben gatolja, ha cDNS-ének gén
transzferje utan endogén termelddik.

igy a talaimany szerinti vegyulet alkalmazhaté génterapias
protokoloknal a j6l ismert modszerekkel egyezéen (In Vivo.
1998. jan-febr.; 12(1):59-67; In Vivo. 1998. jan-febr.; 12(1):35-
41; In Vivo. 1994. nov-dec.; 8(5):771-80), olyan betegségek ke-
zelésére, amelyeket az FGF-2 névekedési faktor megvaltozott

aktivitasa idéz elé.
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1. Hosszu pentraxin PTX3 vagy szarmazéka vagy doménje
alkalmazasa gyogyszer eldallitasara olyan betegségek kezelé-
‘sére és megelbzésére, amelyeket az FGF-2 névekedési faktor
megvaltozott aktivalasa idéz eld, és amely betegség lehet
szabalyzatlan fibroblaszt burjanzds vagy simaizomsejt burjan-
zas vagy megvaltozott angiogenézis.

2. Az 1. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a fibroblaszt
vagy simaizomsejt szabalyzatlan burjanzasa altal eldidézett
betegség vagy a megvaltozott angiogenézis altal eléidézett be-
tegség lehet tulzott fibroblaszt reakciéhoz kapcsol6dé hegese-
dés, érplasztika utani resztendzis, artritisz, diabéteszes
retinopatia, pikkelysomoér és ateroszklerozis.

3. Az 1. vagy 2. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a
hosszu pentraxin PTX3 a természetben el6forduld PTX3.

4. A 3. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a hosszu
pentraxin PTX3 human PTX3.

5. Az 1-2. igénypontok barmelyike szerinti alkalmazas,
ahol a hosszu pentraxin PTX3 szintetikus eredeti PTX3.

6. cDNS alkalmazasa, amely a hosszu pentraxin PTX3-at,
szarmazékat vagy doménjét kodolja, cDNS-bé6l allé expresszios
vektorok elballitasara betegségek génterapiajara, amelyeket az
FGF-2 névekedési faktor megvaltozott aktivalasa idéz eld, és
ahol a betegség a fibroblasztok vagy simaizomsejtek

szabalyzatlan burjanzasa vagy megvaltozott angiogenézis.
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7. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a PTX3-at
vagy szarmazékat kédold gént tartalmazé cDNS-t egy plazmid
vagy virusos vektor hordoz.

8. A 6. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a fibroblasztok
vagy simaizomsejtek nem szabalyzott burjanzasa altal okozott
betegség vagy megvaltozott angiogenézis altal okozott beteg-
ség lehet tulzott fibroblaszt reakciéval kapcsolatos hegesedés,
angioplasztika utani resztendzis, artritisz, diabéteszes
retinopatia, pikkelysémér vagy ateroszkleroézis.

9. Hosszu pentraxin PTX3 alkalmazadsa gyégyszer eldal-
litasara, amellyel a tumor agresszivitasa blokkolhaté vagy csé6k-
kentheté, ahol az agresszivitast az FGF-2 megnévekedett
expresszidja idézi eld.

10. Hosszu pentraxin PTX3 alkalmazasa gyogyszer elbal-
litasara tumor attét bekodvetkeztének megel6zésére, ahol az
FGF-2 megndvekedett expresszidja nagyobb attét-képzé képes-
séget idéz elé.

11. A 9. vagy 10. igénypontok barmelyike szerinti alkalma-
zas, ahol a tumor Ilehet szarkéma, karcinéma, karcinoid,
csonttumor vagy neuroendokrin tumor.

12. A 9-11. igénypont szerinti alkalmazas, ahol a hosszu
pentraxin PTX3 egy vagy tébb ismert rakellenes gyégyszerrel
van kombinalva, ahol a hosszu pentraxin PTX3 egy rakellenes

gyoégyszer adjuvansaként van jelen.

A meghatalmazott:

DANUBIA
Szabadalmi és Védjegy Iroda Kft.
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