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Beschreibung

[0001] Die vorliegende Erfindung betrifft Verfahren
zur ldentifizierung und/oder Quantifizierung von
GBP-1 oder von Fragmenten dieses Proteins im Kul-
turiberstand einer Gewebeprobe, einer Probe von
Korperflissigkeit oder einer Probe eines Zellkultur-
Uberstandes.

[0002] Verschiedene Dokumente werden im Text
dieser Beschreibung zitiert. Der Offenbarungsgehalt
der zitierten Dokument (einschlieflich aller Herstel-
lerbeschreibungen, -angaben etc.) ist hiermit per Re-
ferenz Teil dieser Beschreibung.

[0003] Das Endothelist ein Schllisselorgan bei zahl-
reichen physiologischen und pathophysiologischen
Prozessen wie Zell-gesteuerter Immunantwort,
Menstruation, Wundheilung, Entziindung, Allergie,
Herz-Kreislauferkrankung und Tumorwachstum. Die
Pathofunktion des Endothels ist untrennbar mit der
Aktivierung von Endothelzellen verbunden.

[0004] Die Aktivierung des Endothels ist ein komple-
xer Vorgang, der durch eine Vielzahl verschiedener
I6slicher Faktoren gesteuert wird, die im Blut zirkulie-
ren oder von benachbarten Zellen freigesetzt werden
(Fig. 1A). In Folge dieses Prozesses werden die Phy-
siologie und Morphologie der Endothelzellen an die
jeweiligen Erfordernisse im Gewebe angepasst. Im
Vordergrund stehen hierbei die Steuerung der Zell-
proliferation, Apoptose, Invasion, Migration und Leu-
kozyten-Adhasionsfahigkeit von Endothelzellen, wo-
durch die Neu- und Ruckbildung von GefalRen und
die Extravasation von Leukozyten reguliert werden
(Fig. 1A).

[0005] Die Vielzahl der beteiligten Faktoren legt na-
he, dass mehrere Faktoren den selben Phanotyp
steuern und zu wirkungsgleichen Gruppen zusam-
mengefalt werden kdnnen (Fig. 1B). Zum Beispiel
aktivieren die angiogenen Wachstumsfaktoren basic
fibroblast growth factor (bFGF) und vascular endo-
thelial cell growth factor (VEGF) die Endothelzellpro-
liferation, wohingegen die inflammatorischen Zytoki-
ne Interleukin (IL)-1a, 1L-1B3, tumor necrosis factor
(TNF)-a und Interferon (IFN)-y die Proliferation hem-
men und die Leukozyten-Adhasionsfahigkeit von En-
dothelzellen erhéhen.

[0006] Derzeit gibt es keine geeigneten Methoden
mit denen bestimmt werden kann, wo und wann die
verschiedenen Faktoren in entzindlichen Geweben
auf die Endothelzellen wirken. Daher ist Uber die
raumliche und zeitliche Verteilung der verschiedenen
Aktivierungszustande von Endothelzellen im Rah-
men entzundlicher Erkrankungen nur sehr wenig be-
kannt.

[0007] Die Entwicklung von Entziindungsreaktionen
und sich daraus ergebender entziindlicher Erkran-
kungen ist das einer sehr komplexen Abfolge (Kaska-
de) von unterschiedlichen und synergistischen Wir-
kungen von inflammatorischen Faktoren wie Zytoki-
nen, die eine Analyse eins definierten Stadiums einer
Entzindungsreaktionen und/oder eine verlassliche

Voraussage Uber deren weitere Entwicklung schwer
moglich machen. Aufgrund dieser Komplexheit der
ablaufenden Reaktionen spricht man in diesem Zu-
sammenhang auch von sogenannten Zytokinnetz-
werk.

[0008] Erste Arbeiten, einen molekularen Marker zu
identifizieren, der eine Aktivierung von Endothelzel-
len durch die oben genannten inflammatorischen Zy-
tokine im Gewebe anzeigt, fihrten zu vergleichenden
Untersuchungen zur Genexpression in kultivierten
Endothelzellen in Gegenwart unterschiedlicher Akti-
vierungsbedingungen. Mit diesem Ansatz konnte ein
Gen isoliert werden, dessen Expression in Endothel-
zellen selektiv durch inflammatorische Zytokine indu-
ziert wird (Fig. 2A) (Guenzi et al., 2001; Lubese-
der-Martellato et al. 2002). Dieses Gen kodiert fir
das Guanylat-Bindungsprotein-1 (GBP-1), das zur
Proteinfamilie der groRen GTPasen gehdrt.

[0009] Um zu bestimmen, ob GBP-1 wie in kultivier-
ten Zellen auch bei GefaRendothelzellen in humanen
Geweben eine Aktivierung durch inflammatorische
Zytokine anzeigt, wurden immunhistochemische Un-
tersuchungen zum Nachweis von GBP-1 mittels spe-
zifischer monoklonaler Antikdrper durchgefiihrt.
Dazu wurden histologische Schnitte gesunder Haut
und von Hauterkrankungen mit einer entzindlichen
Komponente, wie zum Beispiel Psoriasis, Arzneimit-
telgegenreaktion und Kaposi-Sarkom untersucht
(Fig. 2B). Allen genannten Hauterkrankungen ist ge-
meinsam, dass in den Lasionen fokal konzentriert
zahlreiche Entziindungszellen vorliegen, die diesel-
ben inflammatorischen Zytokine freisetzen, die auch
zu einer erhéhten GBP-1-Expression flhren. In den
Gefallen der gesunden Haut konnte GBP-1 in kei-
nem Fall nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu
waren in allen untersuchten entzindlichen Erkran-
kungen einzelne Gefalde deutlich positiv flir GBP-1
(Fig. 2B, Pfeile). Diese Ergebnisse zeigten, dass
GBP-1 tatsachlich auch in humanen Geweben eine
inflammatorische Aktivierung von Endothelzellen an-
zeigt und als molekularer Marker fir den Nachweis
dieser Aktivierung in Geweben eingesetzt werden
kann (Lubeseder-Martellato et al. 2002, Guenzi et al.
2001). Die beschriebenen Ergebnisse fiuhrten des
weiteren dazu, das das Protein GBP-1 ein in der Zelle
wirkendes Protein ist, das im Zytoplasma der Zelle lo-
kalisiert ist.

[0010] Die Induktion der GBP-1-Expression durch
inflammatorische Zytokine geht in Endothelzellen mit
einer Hemmung der Zellproliferation einher. Daher
wurde untersucht, ob GBP-1 die durch inflammatori-
sche Zytokine induzierte Proliferationshemmung ver-
mittelt. Dazu wurden Endothelzellen mit retroviralen
Vektoren transduziert, welche die konstitutive Ex-
pression von GBP-1 (GBP-1-Vektor) oder einer anti-
sense-GBP-1-RNA (AS-Vektor) bewirken (Abb. 3A).
Western blot-Analysen belegten, dass Endothelzel-
len die mit dem GBP-1-Vektor transduziert wurden,
GBP-1 sehr stark exprimierten (Fig. 3B). In Zellen,
die mit dem AS-Vektor transduziert wurden, war die
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Induktion der GBP-1-Expression durch IL-1(3 effizient
blockiert (Fig. 3B). Nachfolgende Proliferationsexpe-
rimente mit den verschiedenen transduzierten Zell-
kulturen zeigten, dass GBP-1 tatsachlich die durch
angiogene Wachstumsfaktoren induzierte Zellprolife-
ration hemmt (Fig. 3C, weil3e Balken) und dartber hi-
naus notwendig ist, dass inflammatorische Zytokine
die Proliferation von Endothelzellen hemmen kénnen
(Fig. 3D). Letzteres aulert sich darin, dass in anti-
sense-GBP-1-RNA exprimierenden Zellkulturen die
Hemmwirkung inflammatorischer Zytokine auf die
Zellproliferation deutlich herabgesetzt ist ( Fig. 3D,
schwarze Balken) (siehe Guenzi et al. 2001).
[0011] Weiterfihrende Untersuchungen zur Struk-
tur-/Funktionsbeziehung von GBP-1 zeigten, dass in-
teressanterweise die Adhasionsfahigkeit von Endo-
thelzellen fir Leukozyten, die ebenfalls durch in-
flammatorische Zytokine induziert wird, durch GBP-1
nicht beeinflusst wird (Guenzi et al. 2001). GBP-1 ist
somit ein neuer, molekularer Marker fiir eine entziind-
liche GefaRaktivierung, der selektiv die antiprolifera-
tive Wirkung inflammatorischer Zytokine auf Endo-
thelzellen steuert.
[0012] Bislang konnte gezeigt werden, dass GBP-1
selektiv durch inflammatorische Zytokine induziert
wird und dass dieser Prozel} mit einer anti-angioge-
nen Wirkung auf die betreffenden Zellen korreliert
(Lubeseder-Martellato et al., 2002 und Guenzi et al.,
2001). Wahrend man sich Induktion von GBP-1 tber
dessen anti-proliferative Wirkung im Prinzip fur medi-
zinische Zwecke Rahmen einer anti-angiogenen
Therapie zu Nutzemachen konnte, ist der Einsatz in-
flammatorischer Zytokine fur derartige Zwecke auf-
grund der pleiotropen und damit auch nachteiligen
Effekte dieser Zytokine indiskutabel.
[0013] Aufgabe der vorliegenden Erfindung war so-
mit Verfahren bereitzustellen, welches eine einfache
und gezielte Analyse der Expression von GBP-1 er-
moglicht. Diese Verfahren sollte Aussagen Uber das
Stadiums und Fortschreiten einer Entziindungsreak-
tion in einem Individuum oder in einem in vitro Modell
ermoglicht ohne dass eine aufwendige Analyse und
Quantifizierung von vielen verschiedenen inflamma-
torischen Faktoren des sogenannten Zytokinnetz-
werks notwendig ist.
[0014] Diese Aufgabe wird durch die Bereitstellung
der in den Ansprichen gekennzeichneten Ausfih-
rungsformen gelost.
[0015] Folglich betrifft die vorliegende Erfindung ein
in vitro Verfahren zur Identifizierung und/oder Quan-
tifizierung von GBP-1 oder von Fragmenten dieses
Proteins im Kulturiiberstand einer Gewebeprobe, ei-
ner Probe von Kérperflissigkeit oder einer Probe ei-
nes Zellkulturiberstandes, wobei das Verfahren die
folgenden Schritte umfasst:

(a) In Kontakt bringen der Probe mit einem ersten

Rezeptor, der GBP-1 oder ein Fragmente dieses

Proteins spezifisch bindet; und

(b) Nachweis einer spezifischen Bindung des Re-

zeptors mit GBP-1 oder einem Fragmente dieses

Proteins.

[0016] Der Begriff Korperflissigkeiten umfasst im
Zusammenhang mit der Erfindung alle Arten von Kor-
perflissigkeiten. Beispiele sind Blut/Serum, Plasma,
Fruchtwasser, Hirn-Rickenmarkflissigkeit, Liquor,
Zerebrospinalflissigkeit, Sputum, Rachen und
Schlund-Sekrete und andere Schleimhautsekrete,
Synovialflissigkeit, Ascites, Tranenflussigkeit, Lym-
phflussigkeit und Urin.

[0017] Der Begriff der ,spezifische Bindung" be-
schreibt erfindungsgeman eine spezifische Interakti-
on oder Wechselwirkung zwischen einem Rezeptor
und einem Liganden. Ein Beispiel flr einen solchen
Liganden ist GBP-1 oder Fragmente dieses Proteins.
Die spezifische Interaktion oder Wechselwirkung
kann mit einem ,Schlissel-Schlol3-Prinzip" charakte-
risiert werden. Der Rezeptor und der Ligand besitzen
Strukturen oder Motive, die spezifisch zueinander
passen, wie z.B. eine antigene Determinante (Epi-
top), die mit der Antigen-Bindungstelle eines Antikor-
pers wechselwirkt. Entsprechend steht spezifische
Interaktion im Gegensatz zu einer universelleren, un-
spezifischen Wechselwirkung.

[0018] Uberraschenderweise wurde gezeigt, dass
GBP-1 ein Markerprotein fir Entziindungsreaktionen
ist, dass u.a. von endothelialen Zellen und Monozy-
ten sezerniert wird. Durch diesen Uberraschenden
Nachweis wird es moglich GBP-1 im Kulturiiberstand
von Gewebeproben, Proben von Korperflissigkeit
oder Proben von Zellkulturiiberstanden zu analysie-
ren und eine Aussage Uber das Stadium einer ent-
zundlichen Erkrankung zu treffen. Sezerniertes
GBP-1 kann mit dem erfindungsgemafen Verfahren
einfach und schnell nachgewiesen werden und dient
somit als krankheitsassoziierter diagnostischer Para-
meter.

[0019] Der Nachweis einer entziindlichen Aktivie-
rung von Endothelzellen und Monozyten in der Kor-
perflissigkeit von Patienten mit dem erfindungsge-
mafen Verfahren ist auf Grundlage der tiberraschen-
den Erkenntnisse von besonderer Bedeutung bei
Entziindungserkrankungen, AIDS, Allergien, Trans-
plantationsreaktionen, Herz-Kreislauf- und Tumorer-
krankungen. Daruber hinaus sind diese von Bedeu-
tung fir die Bestimmung der Ansprechreaktion bei
Patienten unter der Behandlung mit inflammatori-
schen Zytokinen (z.B. Interferon-a); siehe Fig. 5.
[0020] Der Nachweis, bzw. die quantifizierte Menge
von GBP-1 in einer Probe einer Korperflissigkeit ei-
nes Patienten ermdglicht Rickschliisse auf den Akti-
vierungsgrad von Endothelzellen und Monozyten und
damit eine Aussage uber das Krankheitsbild des Pa-
tienten.

[0021] Verfahren zur Gewinnung von den genann-
ten Proben sind dem Fachmann bekannt. Optional
umfasst das erfindungsgemafe Verfahren dartber
hinaus einen oder mehrere Waschschritte vor oder
nach jedem Verfahrensschritt. Diese Waschschritte
dienen der Minimierung von unspezifischen Reaktio-
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nen (falsch positiver oder falsch negativer Nachweis)
und koénnen die Sensitivitat des Verfahrens verbes-
sern.
[0022] Eine bevorzugte Ausfiihrungsform des erfin-
dungsgemalen Verfahrens umfasst dartber hinaus
den Schritt (a') oder (a") vor dem in Kontakt bringen
mit dem ersten Rezeptor:

(a') Markieren der in der Probe enthaltenen Prote-

ine; oder

(a") Markieren des ersten Rezeptors.

[0023] Die in der Probe enthaltenen Proteine
und/oder der erste Rezeptor kdnnen beispielsweise
chemisch markiert werden, z.B. durch die Kopplung
von markierten chemischen Gruppen oder Markern
an die freien Aminogruppen von in den Proteinen ent-
haltenen Cysteine. Beispiele fir solche markierte
chemische Gruppen sind Gruppen, die spezielle,
nachweisbare Radioisotope enthalten. Als Marker
koénnen z.B. Fluoreszenzfarbstoffe dienen. Ein weite-
res Beispiel fir entsprechende Marker stellen Nukle-
insduren dar. Die Anwesenheit von auf diese Weise
markierten Proteinen oder Rezeptoren in einer Probe
kann dann mit geeigneten Primern in einer Polymera-
sekettenreaktion (PCR) nachgewiesen werden.
[0024] Des weiteren ist es mogliche Proteine physi-
ologisch zu markieren, d.h. durch den metabolischen
Einbau von markierten Molekiilen. Zu diesem Zweck
werden Zellen beispielsweise mit radioaktiv markier-
ten Metaboliten inkubiert. Proteine, die wahrend die-
ser Inkubationszeit aus der Biosynthese dieser Zel-
len hervorgehen und in welche die markierten Meta-
boliten eingebaut wurden, sind makiert. Dieses Ver-
fahren ist z.B. geeignet um von antikdrperproduzie-
renden Zellen sezernierte Antikérper zu markieren.
[0025] In einer weitern bevorzugten Ausfiihrungs-
form des erfindungsgemafRen Verfahrens wird der
Rezeptor vor dem in Kontakt bringen mit GBP-1 oder
von Fragmenten dieses Proteins auf einer Oberfla-
che immobilisiert.

[0026] Entsprechend einer alternativen Ausfih-
rungsform des erfindungsgemalfien Verfahrens wird
der Rezeptor nach dem in Kontakt bringen mit GBP-1
oder von Fragmenten dieses Proteins auf einer Ober-
flache immobilisiert.

[0027] Rezeptoren kénnen auf vielfaltige Weise im-
mobilisiert werden. Das entsprechende Verfahren
hangt von verschiedenen Faktoren ab, wie z.B. von
der Art des Rezeptors oder dem Material der Oberfla-
che. Eine Immobilisierung kann kovalent oder durch
Adsorption erfolgen. Entsprechend einer bevorzug-
ten Ausfihrungsform des erfindungsgemafien Ver-
fahrens sind die Rezeptoren Proteine, weiter bevor-
zugt Antikdrper. Ebenso bevorzugt ist auch die Ver-
wendung von Peptiden oder organischen Molekilen
als Rezeptoren.

[0028] Fur die Immobilisierung von Rezeptoren, die
Proteine sind, werden Verfahren beschrieben, bei
welchen diese direkt auf einer Oberflaiche mittels
passiver Adsorption immobilisiert werden. Ublicher-

weise besteht eine entsprechende Oberflache aus ei-
nem polymeren Kunststoff (z.B. Polystyrol, Polyvinyl,
Latex) und z.B. in Form von Mikrotiterplatten oder
Multi-well-Platten, Membranen oder sphéarischen
"Beads" (quervernetzten Polymeren in Partikelform)
fur diesen Zweck verwendet (Lowman, Annu. Rev.
Biophys. Biomol. Struct. 26 (1997), 401-24).

[0029] In einer weiter bevorzugten Ausflihrungs-
form des erfindungsgemafRen Verfahrens ist das Ma-
terial der Oberflache ausgewahlt aus einer Gruppe
bestehend aus Sepharose, Latex, Glass, Polystyrol,
Polyvinyl, Nitrocellulose und Silicium.

[0030] Weiter bevorzugt ist die Oberflache in dem
erfindungsgemafen Verfahrens eine Membran, ein
Kigelchen, ein Chip oder eine Platte.

[0031] Beispiele fiir Kiigelchen sind Sepharose-be-
ads oder Latex-beads, an die optional Liganden ge-
bunden sind, die eine Immobilisierung der Rezepto-
ren an die Oberflache beglinstigen. Solche Liganden
sind beispielsweise Protein-A oder Protein-G, die
eine Bindung von Antikérper an eine Oberflache tber
den Fc-Teil der Antikérper beglinstigen. Die Bindung
des Rezeptors an Tragermaterial kann auch durch
eine kovalente chemische Kopplungsreaktion (z.B.
Hydrazid-Kopplung) erreicht werden. Beispiel 3 be-
schreibt ein entsprechendes Verfahren. Ein anderes
Beispiel fur die Immobilisierung der Rezeptoren an
die Oberflache unter Verwendung von Liganden ist
die Verwendung von Biotin und Avidin, bzw. Strepta-
vidin.

[0032] Beispiele flir Chips sind Siliziumplatten, auf
die eine Vielzahl von verschiedenen oder gleichen
Rezeptoren geordnet imobilisiert werden kann. Dies
ermdglicht die Analyse einer Vielzahl von unter-
schiedlichen Parametern in einer Probe oder die
Analyse einer Vielzahl von unterschiedlichen Proben
auf einen oder mehrere Parameter hin, z.B. Identifi-
zierung und/oder Quantifizierung von GBP-1 oder
von Fragmenten dieses Proteins in unterschiedlichen
Gewebeproben, Proben von Koérperflissigkeit oder
Proben von Zellkulturiberstanden.

[0033] Beispiele fir die genannten Platten sind Mi-
krotiterplatten oder Multi-well-Platten. Diese besitzen
vorzugsweise 6, 12, 24, 48, 96, 128, 356, 1024 oder
mehr wells. In Beispiel 4 ist ein Verfahren beschrie-
ben, in dem 96well-Platten verwendet werden.
[0034] Entsprechend einer weiter bevorzugten Aus-
fuhrungsform des Verfahrens umfasst dieses dartber
hinaus den Schritt (a™) vor dem Schritt des Nachwei-
ses einer spezifischen Bindung:

(a™) prazipitieren der Kiigelchen mit den daran ge-
bundenen Komplexen aus erstem Rezeptor und
GBP-1 oder eines Fragmentes dieses Proteins Ki-
gelchen kénnen aus einer Probe z.B. gravimetrisch
prazipitiert werden. Dies kann beispielsweise durch
Zentrifugation beschleunigt werden. Entsprechende
Verfahren sind dem Fachmann u.a. aus Rehm, Der
Experimentator: Proteinbiochemie/Proteomics,
Spektrum Akademischer Verlag, 2002 bekannt. Des
weiteren wird eine entsprechende Prazipitation in
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Beispiel 3 beschrieben.

[0035] In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungs-
form des erfindungsgemafRen Verfahrens umfasst
der Nachweis der spezifischen Bindung in Schritt (b)
eine gelelektrophoretische Auftrennung, optional dar-
Uber hinaus eine Western-Blot-Analyse (siehe Bei-
spiel 3). Entsprechende Verfahren sind dem Fach-
mann u.a. aus Rehm, loc. cit. bekannt.

[0036] In einer weiter bevorzugten Ausfuhrungs-
form des erfindungsgemafien Verfahrens wird zum
Nachweis einer spezifischen Bindung von GBP-1
oder eines Fragmentes dieses Proteins an den ers-
ten Rezeptor in Schritt (a) die Probe mit einem zwei-
ten Rezeptor flir GBP-1 oder eines Fragmentes die-
ses Proteins in Kontakt gebracht, der an ein Epitop
von GBP-1 oder eines Fragmentes dieses Proteins
bindet, das nach Bindung des ersten Rezeptors an
GBP-1 oder eines Fragmentes dieses Proteins zu-
ganglich ist.

[0037] Diese bevorzugt Ausfuhrungsform betrifft
beispielsweise Verfahren, die sich das mechanisti-
sche Prinzip des Sandwich-ELISA's zu Nutze ma-
chen. Dieses Prinzip ist dem Fachmann allgemein
bekannt und wird u.a. aus Stryer, Biochemie, Spek-
trum Akademischer Verlag, 1996 bekannt. Ein ent-
sprechendes Verfahren ist dariiber hinaus im beige-
flgten Beispiel 4 beschrieben.

[0038] Weiter ist der zweite Rezeptor fiur GBP-1
oder Fragmente dieses Proteins in einer bevorzugten
Ausfuhrungsform des erfindungsgemafen Verfah-
rens markiert. Verfahren, die eine Markierung eines
Rezeptors ermdglichen wurden oben beschrieben.
[0039] Darlber hinaus bevorzugt umfasst die Mar-
kierung des zweiten Rezeptors fir GBP-1 oder eines
Fragmentes dieses Proteins ein signalgebendes
System. Ebenso bevorzugt ist eine spezifische Er-
kennung der Markierung durch einen weiteren, drit-
ten Rezeptor, der ein signalgebendes System um-
fasst.

[0040] Ein Beispiele fir ein solches signalgebendes
System ist die oben beschriebene Isotopenmarkie-
rung, wobei das Signal die Abgabe von radioaktiver
Strahlung ist. Ebenso resultiert eine Fluoreszenzmar-
kierung des entsprechenden Rezeptors in der Mar-
kierung mit einem signalgebenden System im Sinne
der Erfindung, wobei das Signal die Emission eines
Fluoreszenzsignals nach entsprechender Anregung
des Farbstoffes ist.

[0041] Weiter bevorzugt umfasst das signalgeben-
de System erfindungsgemaR ein Enzym, das ein Si-
gnal abgibt. Beispiele fur solche Enzyme umfassen
alkaline Phosphatasen, Peroxidasen, -Galaktosida-
se, Glukoamylase, Urease, Chloramphenikol-Azetyl-
transferase. Entsprechende Beispiele und der Ein-
satz notwendiger Substrate fir den Nachweis mit Hil-
fe von enzymatischen Reaktionen sind dem Fach-
mann bekannt, u.a. aus den Beipackzetteln kommer-
zielle erhaltlichen Nachweiskits oder aus Rehm, loc.
cit. Solche kommerzielle erhaltlichen Nachweiskits
enthalten oft Antikdrper, die Antikérper bestimmter

Spezies erkennen, z.B. anti-Maus, und an die signal-
gebende Enzyme gekoppelt sind. Somit stellen ent-
sprechende Antikérper ein Beispiel fir einen dritten
Rezeptor dar, die eine bestimmte Markierung des
zweiten Rezeptors, namlich dessen Fc-Teil erken-
nen.

[0042] In einer bevorzugten Ausfiuhrungsform des
erfindungsgemafien Verfahrens ist der erste und der
zweite Rezeptor und, optional, auch der dritte Rezep-
tor ausgewahlt aus der Gruppe bestehend aus Pepti-
den, Polypeptiden, niedermolekularen Substanzen,
Antikérpern oder Fragmenten oder Derivaten davon
und Aptameren. Der Begriff Peptide bezeichnet bli-
cherweise Aminosaureketten mit bis zu 30 Amino-
sauren. Der Begriff Polypeptide bezeichnet Peptide,
die Ublicherweise mehr als Aminosaureketten 30
Aminosauren umfassen und schliel3t Proteine ein.
[0043] Unter dem Begriff "niedermolekulare Sub-
stanzen" oder kleine Molekiile werden Molekile ver-
standen, die von geringerer molekularer Komplexitat
sind, als die oben definierten Makromolekiile. In der
Literatur wird der Begriff "niedermolekulare Substan-
zen" nicht einheitlich verwendet. In WO 89/03041
und WO 89/03042 werden Molekiile mit Molekiilmas-
sen bis 7000 g/mol als kleine Molekiile beschrieben.
Ublicherweise werden jedoch Molekiilmassen zwi-
schen 50 und 3000 g/mol, haufiger aber zwischen 75
und 2000 g/mol und meistens im Bereich zwischen
100 und 1000 g/mol angegeben. Beispiele sind dem
Fachmann aus den Schriften WO 86/02736, WO
97/31269, US-A-5928868, US-A-5242902,
US-A-5468651, US-A-5547853, US-A-5616562,
US-A-5641690, US-A-4956303 und US-A-5928643
bekannt.

[0044] Der Begriff ,Antikdrper" umfasst erfindungs-
gemal polyklonale Sera, wie auch monolonale Anti-
korper.

[0045] Monoklonale Antikérper und Verfahren zu
deren Herstellung sind dem Fachmann bekannt. Die-
se basieren auf einer zuerst von Kéhler und Milstein
(1975) beschriebenen Methode. Diese ist u.a. in dem
Laborhandbuch von Narlow und Lane (Antibodies, A
laboratory manual; Cold Spring Harbor Laboratory;
(1988); Chapter 6) detailliert beschrieben. Durch die
Definition umfaft sind ebenfalls bispezifische Anti-
korper, synthetische Antikérper und Fragmente oder
Derivate dieser Antikorper.

[0046] Diese umfassen Fragmente wie Fab, Fv oder
scFv und chemisch modifizierte Derivate dieser Anti-
koérper oder Antikdrperfragmente.

[0047] Aptamere sind dem Fachmann dem Fach-
mann aus dem Stand der Technik bekannt.

[0048] Vorzugsweise ist das erfindungsgemalie
Verfahren ein ELISA, EIA, oder RIA. Entsprechende
Verfahren sind dem Fachmann bekannt aus Harlow
und Lane, loc. cit. und Rehm, loc. cit.

[0049] Das erfindungsgemale Verfahren wird vor-
zugsweise automatisiert ausgefihrt. Dies ist u.a.
moglich durch die Verwendung von Pipetierrobotern
und fir eine automatisierte Auswertung optimierter

5/15



DE 102 60 265 A1 2004.07.01

Arbeitsgange.

[0050] Die Figuren zeigen:

[0051] Fig. 1: Komplexitat und Redundanz entziind-

licher Endothelzellaktivierung.
(A) Die Aktivierung des Endothels bei entzindli-
chen Prozessen wird durch eine Vielzahl ver-
schiedener l6slicher Faktoren aus dem Blut und
von benachbarten Zellen gesteuert. Dabei stehen
im Rahmen der Neu- und Riickbildung von Gefa-
Ren, sowie der Extravasation von Leukozyten die
Steuerung von Zellproliferation, Apoptose, Invasi-
on, Migration und Adhasionsfahigkeit fur Leukozy-
ten im Vordergrund.
(B) Die Vielzahl der beteiligten Faktoren legt nahe,
dass mehrere Faktoren ein- und dieselbe Aktivie-
rung beeinflussen und zu wirkungsgleichen Grup-
pen zusammengefasst werden kdénnen. Gegen-
wartig kann nicht bestimmt werden, wann und wo
die verschiedenen Faktoren auf die einzelnen En-
dothelzellen einwirken. Dariber hinaus sind die
Beziehungen der meisten Aktivierungsarten zu-
einander weitgehend unbekannt. Es ist zu bestim-
men, ob alle Aktivierungen gleichzeitig in einer
Zelle auftreten kénnen (1) oder aufgrund zellbiolo-
gischer Restriktionen zeitlich, beziehungsweise
raumlich separiert sein mussen (ll).

[0052] Fig. 2: Expression von GBP-1 in kultivierten

Endothelzellen und in entzindlichen Erkrankungen

der Haut.
(A) Western Blot-Analyse der GBP-1 Expression
in Endothelzellen, die mit den aufgefiihrten Fakto-
ren flr 24 h stimuliert worden waren. Folgende
Konzentrationen wurden eingesetzt: IFN-y (100
U/ml), IL-1a (5 ng/ml), IL-18 (200 U/ml), TNF-a
(300 U/ml), IL-4 (10 U/ml), IL-6 (50 U/ml), IL-10
(50 ng/ml), IL-18 (100 ng/ml), Oncostatin M (10
ng/ml), MCP-1 (50 ng/ml), PF4 (25 ng/ml),
SDF-1a (200 ng/ml), bFGF (10 ng/ml), VEGF (10
ng/ml), Ang-2 (800 ng/ml) und PDGF B/B (100
ng/ml). Der gleichzeitige Nachweis des Zytoske-
lettproteins Aktin zeigt, dass gleiche Proteinmen-
gen aufgetragen wurden.
(B) Induktion der GBP-1-Expression in vaskularen
Endothelzellen bei Hauterkrankungen mit einer in-
flammatorischen Komponente. Indirekte Immun-
fluoreszenzfarbung von GBP-1 (griin) und dem
Endothelzell-assoziierten Antigen CD31 (rot) in
Gewebeschnitten von gesunder Haut, Kapo-
si-Sarkom, entziindlicher Arzneimittelgegenreak-
tion der Haut und Psoriasis. Die Uberlagerung der
Bilder zeigt eine Ko-Expression (gelb) von GBP-1
und CD31 (weilRe Pfeile). (Modifiziert nach (Lube-
seder-Martellato, Guenzi et al. 2002))

[0053] Fig. 3: GBP-1 vermittelt die antiproliferative
Wirkung inflammatorischer Zytokine in Endothelzel-
len.
(A) Schematische Darstellung des retroviralen Ex-
pressionsvektors pBabePuro (Kontrollvektor,

K-Vektor) in den die cDNA von GBP-1 in beiden
Orientierungen fur die konstitutive Expression von
GBP-1 (GBP-1-Vektor) und fiir die Expression ei-
ner GBP-1-antisense-RNA (AS-Vektor) einge-
setzt wurde.

(B) GBP-1-Expression in K-, GBP-1-, und
AS-Vektor transduzierten Endothelzellen, die ent-
weder unbehandelt waren oder Uber einen Zeit-
raum von 24 h mit 20 U/ml IL-18 stimuliert wurden.
Der Nachweis der GBP-1-Expression erfolgte mit-
tels Western-Blot-Analyse mit einem polyklonalen
anti-GBP-1-Antikérper. Die gleichzeitige Farbung
mit Aktin zeigt, dass gleiche Proteinmengen auf-
getragen wurden.

(C) Proliferationsexperimente mit K-Vektor- und
GBP-1-Vektor-transduzierten Endothelzellen in
Anwesenheit steigender Konzentrationen angio-
gener Wachstumsfaktoren (bFGF und VEGF in
Kombination).

(D) Proliferationsexperimente von K-Vektor- und
AS-Vektor-transduzierten Endothelzellen in An-
wesenheit angiogener Wachstumsfaktoren und
aufsteigender Konzentrationen von IL-1f3. (Modifi-
ziert nach (Guenzi, Topolt et al. 2001))

[0054] Fig. 4: Nachweis von GBP-1 Protein in Kul-
turmedium von IFN-y stimulierten HUVEC durch ELI-
SA und Immunoprazipitation
[Bitte beachten Sie, dass wir die Abbildungen mit
deutscher Beschriftung benétigen.]
[0055] HUVEC wurden Stimuliert mit 100 U/ml
IFN-y (IFN-y) oder unbehandelt gelassen (Medium).
Nach 24 h Kultur wurde das Kulturmedium durch ELI-
SA (A) oder Immunoprazipitation (B) analysiert.
(A) Eine Verdinnungsserie mit rekombiantem auf-
gereinigtem GBP-1 wurde als Standard verwen-
det (weille Saulen). Die Menge von sekretiertem
GBP-1 Protein wurde im ELISA bestimmt (graue
Saulen). Die Absorption wurde bei 405 nm be-
stimmt.
(B) Westernblot-Analyse von immunoprazipitier-
ten menschlichem GBP-1 Protein mit monoklona-
lem anti GBP-1 Antikérper (Klon 1B1) aus dem
selben Kulturliberstand wie in (A).

[0056] Fig. 5: Messung von zirkulierendem GBP-1
im Plasma von IFN-a behandelten Patienten

[0057] Bei Melanom-Patienten, die flir 9 bzw. 28
Tage mit IFN-a behandelt wurden, wurde die Konzen-
tration von zirkulierendem GBP-1 im Plasma mittels
ELISA bestimmt. Dargestellt ist der Anstieg der
GBP-1 Konzetration von Tag 9 zum Tag 28 bei drei
Pateinten. ELISA-Mikrotiterplatten wurden mit einem
monoklonalen Ratten anti-GBP-1 Antikérper, Klon
1B1, fir 16 h bei 4°C beschichtet. Anschlieend wur-
den die Platten mit PBS-T (0,1 % Tween 20 in PBS)
und fur 30 min wurden bei Raumtemperatur (RT)
freie Bindungsstellen mit PBS-T/BSA 2 % (PBS-TB)
abgesattigt. Nach dem absaugen des PBS-TB erfolg-
te Inkubation (2 h) mit je 100 pl verschiedener Plas-
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ma Proben (1:2) bei RT. Als Standard wurde gereinig-
tes GBP-1-His Protein, verdinnt in Zellkulturmedium
(EMB-0,5% FCS) benutzt. Als Negativkontrolle dien-
te BSA. Die Proben wurden 4 x mit PBS-T gewa-
schen, je 100 pl polyklonaler Kaninchen anti-GBP-1
Antikérper (1:500) zugegeben und fiir 2 h bei RT in-
kubiert. Nach viermaligen Waschen mit PBS-T erfolg-
te eine Inkubation (1 h,RT) mit je 100 pl AP-konjugier-
tem anti-Kaninchen Antikérper (1:500 verdunnt in
PBS-TB). Nach vier weiteren Waschschritten wurde
der GBP-1 Protein/Antikérper-Komplex durch Inku-
bation mit 100 pl p-Nitrophenyl Phosphat visualisiert.
Die Absorption wurde bei 405 nm im Mikroplat-
ten-Reader gemessen. Die Konzentrationsbestim-
mung erfolgte anhand einer Standardkurve fir die
steigende  Konzentrationen von  gereinigtem
GBP-1-His verwendet wurden. Sie Linearitat der
Messung ist fur einen Bereich von 0,1 bis 100 ng/ml
gegeben.

[0058] Fig. 6: Die Sekretion von GBP-1 Protein aus
IFN-y behandelt HUVEC ist nicht zunehmende Zell-
membranpermeabilitdt oder Apoptose zurlickzufiih-
ren

[0059] Farbung von HUVEC mit dem nicht memb-
rangangigen Farbstoff ,Dead-Red" (Molekular Pro-
bes).

[0060] HUVEC wurden Uuber Nacht in 0,5 %
FBS-haltigen EBM-Medium kultiviert und mit 100
U/ml Interferon-y (IFN-y, Roche) stimuliert. Kontroll-
zellen (Medium) wurden unbehandelt belassen. 24 h
nach der Stimulierung wurden die Zellen mit
Dead-Red Farbstoff angefarbt. Zellen, die eine ver-
anderte Membranpermeabilitadt aufweisen (schwarze
Balken), sind als Prozentsatz der Gesamtzahl (weile
Balken) angegeben.

[0061] Die Beispiele erlautern die Erfindung.

Beispiel 1: Herstellung eines Vektorkonstruktes

[0062] Das 237 by GBP-1 Promotorfragment
(pro237-GBP-1) wurde mittels PCR-Amplifikation
(PCR 2 Advantage Kit, Clontech) von dem Konstrukt
pro3757-GBP-1 mit den Oligonukleotiden 5-ATTTG-
AAGCTTCTGGTTGAG-3' [einfigen einer Hindl-
[I-Schnittstelle (unterstrichen)] bzw. 5-TGGCTTC-
TAGCACTTCTG-3"' generiert. Das  Konstrukt
pro3757-GBP-1 enthalt 3757 bp der 5'-regulatori-
schen Sequenz aufwarts des ATG-Kodons des
GBP-1 Gens (gi:4503938, NM 002053) im Vektor
pT-Adv (Clontech). Das 237 bp Fragment wurde in
Antisense-Orientierung mit dem Vektor pT-Adv ligiert,
mit Hindlll geschnitten und in den pGL3-Basic Vektor
(Promega) subkloniert. Alle Konstrukte wurden mit
dem Endofree Maxi Kit (Qiagen) aufgereinigt und zur
Verifizierung sequenziert.

Beispiel 2: Etablierung einer geeigneten Zellinie

[0063] HEK 293 T-Zellen (humane embryonische
epitheliale Nierenzellinie mit humanen Adenovirus

Typ 5 (Ad 5) DNA transformiert (ATCC CRL 1573),
welche zusatzlich mit SV40 T Antigen transformiert
sind) wurden mit 3 x 10° Zellen/Well (6-Multi-Well
Platte, Corning) 24 h vor der Transfektion ausgesat.
Pro Well der 6-Well Platte wurden gesamt 0,8 ug
Plasmid verwendet, wobei das Testplasmid
pro237-GBP-1 im Verhaltnis 1:5 mit dem Selektions-
plasmid pBABE-Puro (P. Monini, Laboratory of Virolo-
gy, Instituto Superiore di Santia, Rome, Italien) einge-
setzt wurde. Das Testplasmid pro237-GBP-1 enthalt
das 237 bp Promotorfragment gekoppelt an das Indi-
katorgen firefly-Luziferase, das Selektionsplasmid
pBABE-Puro das Resistenzgen Puromycin, worauf
anschlieend selektioniert wird. Die Transfektion der
Zellen wurde analog Vorschrift des Herstellers mit Ef-
fectene (Qiagen) durchgefiihrt und nach 24 h die Se-
lektion mit 0,7 pg/ml Puromycin (Sigma) begonnen.
Bei Tag 8-10 konnte das Wachstum von Einzelklo-
nen beobachtet werden, die anschlieBend mit Klo-
nierringen trypsiniert und in Einzelwells einer 96-well
Platte (Falcon) Uberfuhrt wurden. Bei entsprechender
Konfluenz wurden die Klone weiter passagiert und
auf ihre Reportergen-aktivitat im Luziferaseassay un-
tersucht. Die Klone wurden mit inflammatorischen
Zytokinen IFN-y, IL-1B und TNF-a, sowie Buffer fir 5
h stimuliert und in 1 x passive lysis buffer" (Prome-
ga) abgeerntet. Die Lysate wurden auf firefly-Luzife-
rase-Aktivitat untersucht und entsprechend stabile
Klone etabliert.

Beispiel 3: Immunoprazipitation von GBP-1

[0064] Frisch hergestellte Zelllysate wurden vorge-
reinigt durch Inkubation mit 2 pl nicht mit GBP-1 rea-
gierendem Pradimmunserum von Kaninchen und 25 pl
Protein A/G Agarosebeads fir mindestens 3 h bei
4°C auf einer Schiuttelplattform. Nach dem Pelletie-
ren der Beads wurde der Uberstand mit 25 pl Protein
A/G Agarosebeads und 1 pl von polyklonalem Kanin-
chenserum gegen GBP-1 Gber Nacht bei 4°C auf ei-
ner Schittelplattform inkubiert. Die Beads wurden
vier bis funf mal in PBS gewaschen. AnschlielRend
wurden die Beads in 30 pl Laemmli-Probenpuffer
(2X) resuspendiert und fir 5 min gekocht. Die Proben
wurden in einer SDS-PAGE (10%) aufgetrennt und in
einem Westernblot oder in einer Autoradiographie
analysiert.

[0065] Fiur die Immunoprazipitation von GBP-1 oder
MMP-1 aus Zellkulturiberstanden wurden 10 ml Kul-
turmedium auf Eis gestellt, 5 min zentrifugiert bei
1000 rpm, filtriert durch einen Filter mit einer Poren-
grole von 45 pm und in einigen Fallen ein Proeina-
seninhibitor-Cocktail (0,02 mg/ml Pankreasextrakt, 5
pg/ml Pronase, 0,5 pg/ml Thermolysin, 3 pg/ml Chy-
motrypsin und 0,33 jm/ml Papin) zugegeben. Die Vor-
reinigung wurde ausgefiihrt durch Inkubation mit 10
Kaninchenserum und 120 pl Protein A/G Agarosebe-
ads fir mehr als 3 h bei 4°C auf einer Schuttelplatt-
form. Nach dem Pelletieren der Beads wurde der
Uberstand mit 120 pl Protein A/G Agarosebeads und
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6 upl von polyklonalem Kaninchenserum gegen
GBP-1 uber Nacht bei 4°C auf einer Schittelplattform
inkubiert. Die Beads wurden vier bis fiinf mal in PBS
gewaschen. AnschlieRend wurden die Beads in 60 pl
PBS + 60 pl Laemmli-Probenpuffer (2X) resuspen-
diert und fiir 5 min gekocht. Ublicherweise wurden 15
I jeder Probe in einer SDS-PAGE (10%) aufgetrennt
und in einem Westernblot analysiert.

[0066] Ein Beispiel fir das Ergebnis eines Nachwei-
ses von GBP-1 durch Immunoprazipitation aus Kul-
turmedium ist in Fig. 4B dargestellt.

Beispiel 4: GBP-1 ELISA

[0067] Fur den entwickelten GBP-1 ELISA wurden
folgende Puffer verwendet: PBS enthaltend 0,1%
Tween 20 (PBS-T) und PBS enthaltend 0,1% Tween
20 und 2% BSA (PBS-TB).

[0068] 96-well-ELISA-Platen (Nunc-Immuno Plates)
wurden beschichtet mit 100 pl/well anti-GBP-1 Hybri-
domauberstand (im Verhaltnis 1:5 mit PBS verdiinnt)
oder mit gereinigtem Rezeptor in der Konzentration
von 1-5 pg/ml (Inkubation fiir 16 h bei 4°C). Die Plat-
ten wurden mit PBS-T gewaschen und geblockt mit
PBS-TB fur mindestens 30 min bei Raumtemperatur.
Die wells wurden abgesaugt und als Dubletten fiir 2
h bei Raumtemperatur inkubiert mit 100 des Stan-
dards (GBP-1-His, verdiinnt in Zellkulturmedium ent-
haltend 5% FBS), der gleichen Konzentration von
BSA als Kontrolle oder mit 100 pl einer Probe in ge-
eigneter Verdinnung (verdunnt in PBS). Die wells
wurden vier mal mit PBS-T gewaschen und mit 100 pl
eines polyklonalen Antikérpers gegen GBP-1, ver-
dinntin 1:500 in PBS-TB fir 2 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefiend wurden die wells wurden vier
mal mit PBS-T gewaschen und mit 100 pl einer alka-
linen Phosphatase, die an einen anti-Kaninchen An-
tikdrper konjugiert ist (Zymed, Berlin, Germany), ver-
dinnt 1:500 in PBS-TB, fur 1 h bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschliefiend wurden die wells wurden vier
mal mit PBS-T gewaschen und mit 100 pl von p-Nitro-
phenyl Phosphat (Zymed) inkubiert. Die Absorption
wurde bei 405 nm in einem ,microplate reader" (Bio-
Rad) bestimmt. Die Konzentration von GBP-1 in der
Probe wurde mit Hilfe der Standardkurve berechnet.
Das Verfahren zeigte eine Linearitat von 0,1 bis 100
ng/ml von GBP-1/well. Die Variabilitat der Ergebnisse
in unterschiedlichen Assays lag zwischen 2,3 und
6%.

[0069] Ein Beispiel fur das Ergebnis eines Nachwei-
ses von GBP-1 in Kulturiiberstand durch ELISA ist in
Fig. 4A dargestellt.
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Patentanspriiche

1. In vitro Verfahren zur Identifizierung und/oder
Quantifizierung von GBP-1 oder von Fragmenten
dieses Proteins im Kulturiiberstand einer Gewebe-
probe, einer Probe von Korperflissigkeit oder einer
Probe eines Zellkulturiiberstandes, wobei das Ver-
fahren die folgenden Schritte umfal3t:

(c) In Kontakt bringen der Probe mit einem ersten Re-
zeptor, der GBP-1 oder ein Fragmente dieses Prote-
ins spezifisch bindet; und

(d) Nachweis einer spezifischen Bindung des Rezep-
tors mit GBP-1 oder einem Fragment dieses Prote-
ins.

2. Verfahren nach Anspruch 1, dartber hinaus
umfassend den Schritt (a') oder
(a") vor dem in Kontakt mit dem ersten Rezeptor:
(a') Markieren der in der Probe enthaltenen Proteine;
oder
(a") Markieren des ersten Rezeptors.

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der
Rezeptor vor dem in Kontakt bringen mit GBP-1 oder
von Fragmenten dieses Proteins auf einer Oberfla-
che immobilisiert wird.

4. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, wobei der
Rezeptor nach dem in Kontakt bringen mit GBP-1
oder von Fragmenten dieses Proteins auf einer Ober-
flache immobilisiert wird.

5. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 4,
wobei das Material der Oberflache ausgewahlt ist aus
einer Gruppe bestehend aus Sepharose, Latex,
Glass, Polystyrol, Polyvinyl, Nitrocellulose und Silici-
um.

6. Verfahren nach einem der Anspriiche 2 bis 5,
wobei die Oberflache eine Membran, ein Kigelchen,
ein Chip oder eine Platte ist.

7. Verfahren nach Anspruch 6, darliber hinaus
umfassend den Schritt (a™) vor dem Schritt des
Nachweises einer spezifischen Bindung:
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(a™) prazipitieren der Kiigelchen mit den daran ge-
bundenen Komplexen aus erstem Rezeptor und
GBP-1 oder eines Fragmentes dieses Proteins.

8. Verfahren nach Anspruch 7, wobei der Nach-
weis der spezifischen Bindung in Schritt (b) eine gele-
lektrophoretische Auftrennung, optional dariber hin-
aus eine Western-Blot-Analyse umfasst.

9. Verfahren nach einem der Anspriiche 1 bis 8,
wobei zum Nachweis einer spezifischen Bindung von
GBP-1 oder eines Fragmentes dieses Proteins an
den ersten Rezeptor in Schritt (a) die Probe mit ei-
nem zweiten Rezeptor fir GBP-1 oder eines Frag-
mentes dieses Proteins in Kontakt gebracht wird, der
an ein Epitop von GBP-1 oder eines Fragmentes die-
ses Proteins bindet, das nach Bindung des ersten
Rezeptors an GBP-1 oder eines Fragmentes dieses
Proteins zuganglich ist.

10. Verfahren nach Anspruch 9, wobei der zweite
Rezeptor fir GBP-1 oder Fragmente dieses Proteins
markiert ist.

11. Verfahren nach Anspruch 10, wobei die Mar-
kierung des zweiten Rezeptors fir GBP-1 oder eines
Fragmentes dieses Proteins ein signalgebendes
System umfasst oder durch einen weiteren, dritten
Rezeptor, der ein signalgebendes System umfasst,
spezifisch erkannt wird.

12. Verfahren nach Anspruch 11, wobei das sig-
nalgebende System ein Enzym umfasst, das dieses
Signal abgibt.

13. Verfahren nach einem der Anspriche 9 bis
12, wobei der erste und der zweite Rezeptor und, op-
tional, auch der dritte Rezeptor ausgewahlt ist aus
der Gruppe bestehend aus Peptiden, Polypeptiden,
niedermolekulare Substanzen, Antikérpern oder
Fragmenten oder Derivaten davon und Aptameren.

14. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
13, wobei das Verfahren ein ELISA, EIA, oder RIA ist.

15. Verfahren nach einem der Anspriche 1 bis
14, wobei das Verfahren automatisiert ausgefihrt

wird.

Es folgen 6 Blatt Zeichnungen
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Anhangende Zeichnungen
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Figur 1
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Nachweis von sezerniertem GBP-1 mittels ELISA
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Nachweis von zirkulierendem GBP-1 im Plasma [FN-c-
behandelter Patienten.
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Sekretion von GBP-1 aus IFN-y-behandelten HUVEC
beruht nicht auf einer Zunahme von Apoptose
und/oder Zellpermeabilitét.
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