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AZ ANGIOSTATIN FELHASZNALASI
LEHETOSEGEI A TUMORELLENES
TERAPIABAN

Absztrakt

A tumorok angiogenezissel csatlakoznak a vérérhalozathoz, a folyamat
gatlasaval tumorsejtpusztulas idézheté elé. Az angiostatin — mely endogén
angiogenezis-inhibitor — instabil, terapias felhasznalasra nem alkalmas. Célunk
olyan stabil molekula tervezése, amely in vivo és in situ képes aktiv angiostatint
termelni. Létrehoztunk egy elasztaz—angiostatin kiméra konstrukciot, mely az
extracellularis térben proteolizissel felszabaditja az angiostatint. A konstrukciot
kodold plazmid és sejtvonalak felhasznalasaval in vitro és in vivo
angiostatintermelést ~ valositottunk  meg.  Molekulank  szovettenyésztési
kisérletekben és allatmodellekben is tumorrepressziv hatasunak bizonyult.

Kulcsszavak: angiostatin, kringle, kiméra, angiogenezis, tumorrepresszio



Bevezetés

A tumorok novekedésének egyik feltétele a vérérhalozathoz vald csatlakozas. A
tapanyag- és oxigénellatas kiépitésére a daganatok leggyakrabban valdszintileg
érujdonképzOdést (neoangiogenezist) indukalnak: a hipoxias tumorsejtek
angiogén faktorokat (VEGF, bFGF, TGFB, PDGF stb.) termelnek, melynek
eredményeképp a daganattal szomszédos venulak falaban az endothelsejtek
proliferalnak és infiltralnak a tumorszovetbe. Kovetkezd 1épésben a bazalis
membran regeneralodik, végiil a pericytadk behiivelyezik az 1) kapillarist
(Kopper 2011, 16). A neoangiogenezissel létrejott erek permeabilisabbak,
vakon végz6doek, és gyakran keveredik benniik az artérias és vénas vér (Vaupel
1998).

A klinikumban ismert jelenség, hogy egyes primer tumorok sebészi
rezekciojat kovetden a metasztazisok robbanasszerli novekedésnek indulnak. A
megfigyelés széles korben elfogadott magyarazata szerint a meglévd
mikrometasztdzisok a primer tumor jelenlétében nem erez6dnek, mivel az
elsédleges daganat kiilonféle antiangiogén faktorokat termel. Folkmann és
mtsai. két ilyen — dontéen a tumorstroma altal felszabaditott — anyagot izolalt:
az endostatint és az angiostatint (O’Reilly 1994).

Az angiostatin a fibrinolizis kulcsenzimének, a plazminogénnek
proteolizis utjan keletkezé degradacios terméke. A plazminogén N-terminalisan
Ot kesztytiujjszerti domain, un. kringle talalhato (1. abra).

1. abra: Egy kringle domain szerkezete
Az irodalom leirasa szerint az 1-3., ritkabban az 1-4. kringle-ket
tekintik angiostatinnak, de az 5. kringle is rendelkezik mérhetd antiangiogén



hatassal (Liu 2000). Az angiostatin felszabaditasat az aktiv plazmin is végezheti
autokatalizissel, de molekulat a plazminogénrdl szamos egyéb protedz (elasztaz,
kallikrein, MMP-k, PSA, endopeptidazok, katepszinek stb.) is lehasithatja
(Wahl 2005).

Jelen tudasunk szerint az angiostatin Szamos fehérjéhez képes kotddni,
ezek koziil kiemelkedd szerepli az angiomotin, mely az endothelsejtek
molekula ismerten kotddik a sejtfejszini (azaz ectopias lokalizdcidban 1évo)
ATP-szintazhoz, az avb3 integrinhez, a ll-es tipust annexinhez, a c-met/HGF-
receptorhoz, a CD26/DPP4-hez és néhany proteoglycanhoz. Az angiostatin
pontos hatdsmechanizmusa maig nem ismert, de az endothelialis migracio és
proliferacio  gatlasa, wvalamint az apoptosisindukcido  kulcsfontossagu
mozzanatnak bizonyul a folyamatban (Cao 1998).

Sajnos az angiostatin terapias felhasznalasa nehézségekbe iitkozik.
Egyrészt a molekula in vivo féléletideje igen rovid (kb. 15 perc), masrészt idaig
nem sikerlilt nagy mennyiségli, oldhato, aktiv angiostatint eléallitani
baculovirus, E. coli, éleszté6 vagy emlds sejtvonalak, expresszids rendszerek
segitségével (Liu 200, Moser 2004). Az angiostatin klinikai bevezetése mégis
kivanatos lehet tobb ok miatt. A jelenleg torzskonyvezett angiogenezis-
inhibitorok — melyek monoklonalis antitestek (bevacizumab) és multikinaz-
inhibitorok (pl. sunitinib, sorafenib) — a VEGF/VEGF-receptor utvonalon
keresztiil hatnak. Emellett fontos hangstlyozni, hogy ezen antiangiogén
gyogyszerek indikacios teriilete egyre inkabb a metasztatikus tumorokra sztkiil,
a klinikai hasznalat soran pedig a kialakulo rezisztencia és a sulyos
mellékhatasok (pl. vérzés, perforacio, hypertonia, kardialis problémak stb.)
jelentenek problémat (Kopper 2011, 46). Ezzel szemben az angiostatin a
fentebb részletezett targetekkel 0j terapias Gtvonalat biztositana, tovabba az in
vivo kisérletek tanulsaga Szerint az angiostatinnal tartdsan kezelt daganatos
allatokban sem toxikus mellékhatasokat, sem de novo rezisztenciat nem
figyeltek meg (Cao 1998).

Célkitiizések

Célunk olyan hatékony és stabil molekula tervezése, amely in vivo és in situ
megfeleld koncentracioban képes aktiv angiostatint termelni. Létrehoztunk egy
protedz—angiostatin kimérat, mely a transzfektalt sejtben expresszalodik,
exportra keriil, majd az extracellularis térben aktivicié utan proteolizissel
felszabaditja az angiostatint (2. abra).
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2. abra: A konstrukci6 in vivo lokalisan szabaditja fel az angiostatint

A kiméra terapias el6nyei miatt az onkologiai gyakorlatban tiinik
hasznosithatonak. Elsésorban a kimérat kodolé nukleinsav-konstrukcioval
végzett ex Vivo mesenchymalis Ossejtterapiat, valamint szolid tumorok direkt
injekciojat képzeljiik el.

A tanulmanyban bemutatott molekula szabadalmaztatasa egy idoben
torténik az Eurépai Unid és az USA szellemi tulajdon védelmével foglalkozo
hivatalaiban (PCT 20130101/0.20.5.20).

Anyagok és modszerek

A jelen munkank soran bemutatott kimérafehérje funkcionalisan két
alegységbol all: a proteazbol, valamint a hozza proteazszenzitiv linkeren at
kapcsolt, 1-3. kringle domainbdl szervez6dé angiostatinbol.

Tervezett konstrukcionkban a human neutrophil elasztazt (ELA2, EC
3.4.21.37) valasztottuk proteaznak, mivel bizonyitottan hasitja a kringle
domaineket (Wahl 2005), az emberi szervezetben fiziologiasan megtalalhato,
igy immunogenitasa Kicsi, szignalpeptidje révén exportra keriil a sejtbol,
valamint aktivacios helye ismert. A végleges konstrukcidban a protedz a
molekula N-terminalisara keriilt, mivel teljes katalitikus aktivitasat csak ebben a
helyzetben detektaltuk. Az elrendezés tovabbi eldnye, hogy az enzim szekrécios
szigndlja intakt marad, vagyis a kimérafehérje exportra keriilhet a sejtbél. Az
angiostatin és a proteaz szekvenciait 3-15 aminosav hosszisagu linker valasztja
el, mely a hasitasi helyet is tartalmazza. Megjegyezziik, hogy tovabbi linkerek
¢s specifikus hasitasi helyek tervezésével a konstrukcid szabalyozasa
finomhangolhatd. A kimérafehérjében a proteolizis monomolekularis reakcio
soran autokatalizissel megy végbe.



Ismert molekularis biologiai moddszerekkel, PCR-rel amplifikalt
angiostatin  (1-3. kringle) ¢és elasztaz CDNS-t a megfelelé restrikcios
endonukleazokkal torténé emésztés utan azonos leolvasasi keretben a Clontech
Laboratories modositott pPCMV/T7 vektoraba ligaltuk. A plazmidkonstrukcid
tartalmazta a bakterialis és eukariota expressziohoz és a tisztitashoz sziikséges
elemeket. A ligalast a gyartd ajanlasa szerint végeztiik 20 pl dssztérfogatban, 1
pl vektor és 4 pl inzert 6sszemérésével, 1 IU ligdz jelenlétében. Kontrollként
inzert nélkiili, csak vektort tartalmazé reakcidt is végeztiink. A ligalast 24 6radn
at, 4 °C-on folytattuk.

A ligalast kovetden a konstrukcionkat kodold rekombinans plazmidokat
kompetens E. coliba (DH5a) transzformaltuk (100 pl sejtszuszpenzidohoz 1 pg
plazmid hozzaadasa, majd 10 perc jeges inkubalas utan 37 °C-0s, 5 perces
hdsokk, végiil ismételt jeges fiirdd). A plazmidok felszaporitasa és kitisztitasa
utan a konstrukcié DNS-szekvenalassal ellenériztiik, majd a korrekt vektorral in
vitro és in vivo angiostatin-termelés megvalositasara E. coli torzset (BL21),
human (HEK293) és egér (4T1 és C26) sejtvonalakat fertéztiink. Az eukaridta
sejteket Lipofectamin LTX (Invitrogen) felhasznalasaval transzfektaltuk, majd
stabil transzfektansokat hoztunk létre G418-rezisztens klonokbol a tovabbi
kisérletekhez.

Aortatesztet végeztiink, melyben 4-6 hetes patkanyokbol eltavolitott,
adventitiajuktol fosztott, 1 mm vastagra vagott és Matrigelbe (Sigma) agyazott
monitoroztuk 6 napig fazismikroszkoppal a kimérat termeld human sejtvonal
jelenlétében. A plazmidot 4T1 és C26 egér carcinomavonalakba transzfektaltuk,
majd 2-3 hoénapos néstény BALB/c egereket subcutan injektaltunk 100.000
sejttel (100 pl PBS-ben szuszpendalva), a tumorképzédést idében kovettiik. A
primer tumorok atmérdit digitalis caliperrel, a metasztazisokat a terminalas utan
a teljes tiidotomeg mérésével detektaltuk. Kontrollnak vad tipusu, azaz
transzfektalatlanul hagyott, valamint csak az inzert nélkiili plazmiddal
transzfektalt sejteket alkalmaztunk.

Eredmények

A kimérat elészor in vitro transzformalt E. coli (BL21) rendszerben
expresszaltattuk. Az indukci6é (OD[600]=0,5-nél 0,2 mM IPTG-vel 6-8 6ran at
razatva) utan a baktériumokat feltartuk (fagyasztas-olvasztas és vékony hegyil
pipettan valé atnyomas 3x, majd oldas 6M guanidium-HCl-ban teljes
denaturalodasig). A citoplazmatikus zarvanytestekben duasuld kimérafehérjét
szuszpendaltuk és renaturaltuk (redukalt, oxidalt glutationt és ureat megfeleld
aranyban ¢és koncentracioban tartalmazd pufferrel), majd poli-lysin oszlopon
tisztitottuk. A tisztitott minta egy részét serin-proteaz inhibitor jelenlétében
eludltuk, mig masik részét anélkiil. Konstrukcionk autokatalizisét ezutan SDS-



PAGE-gel (futtatas 10% akrilamid gélen 45 percig, 200 V-tal) értékeltiik (3.
abra).
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3. abra: A bakterialis expresszio soran nyert mintak elektroforetikus képe
eziistfestés alkalmazasa utan

Megfigyelhetjiik, hogy protedzinhibitor jelenléte mellett (3. abra, 3.
oszlop) a teljes kimérat (80 kDa), proteazinhibitor hianyaban (3. abra, 2. oszlop)
a hasitott angiostatint (55 kDa) és az elasztazt (25 kDa) detektaltuk, igy
molekulank in vitro mik6doképességét igazoltuk. A 3. abra 1. oszlopaban
kontrollként termeltetett, tisztitott és futtatott elasztaz, mig az ,,M”-mel jelolt
oszlopban ismert hosszusagu fragmenteket tartalmazo6 referenciaminta (DNS-
1étra) futott.

In vitro szovettenyészetes kisérletiinket fliggbesepp-kultaraban
végeztik: az edény aljaban a konstrukcionkkal transzfektalt HEK293
sejtvonalat helyeztiink, ezen tenyészettel azonos viztérben, de fizikailag
szeparalva a betéten human endothelialis sejtvonal (HMVEC-d) névekedett (4.
abra).
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4. abra: Fiiggécseppkultura vazlatos felépitése

Kontrollnak vad tipusi HEK293 sejteket valasztottunk hasonlo
elrendezésben. A kozos folyadéktérben megjelend angiostatin hatasara az
endothelsejtek proliferacidja, migracioja gatlodott a kimérat termeld sejtvonal
jelenlétében. Ezen sejtek feletti tapoldatbol az angiostatin jelenléte anti-
angiostatin antitesttel végzett indirekt ELISA-val igazolhato volt.

Az aortateszt soran megfigyeltiik, hogy a vizsgalati idoszak alatt a
transzfektalt sejtekkel fedett Matrigelben (5. abra, 2. 0szlop) az aortagytriib6l
torténd érujdonképzodés szignifikansan elmaradt a kontrollhoz (5. 4bra, 1.
oszlop) viszonyitva.

1 @)

5. abra: A konstrukci6 gatolja az endothelproliferaciot az aortatesztben
(fazismikroszkopos felvételek a 6. napon, 4-10-szeres nagyitas)



A jelenséget a vagott felszinbdl indul6 endothelndvedékek szamanak és
hosszanak mérésével kvantifikaltuk. Az angiostatin a Matrigelre ontott és 3
naponta cserélt endothelialis-SFM (ESFM) feliiluszojabol kimutathaté volt.

Az in vivo tumorndvekedést a 4T1 és C26 sejtek 20-20 fliggetlen
klénvonalédn vizsgaltuk.

Az els6 kisérlet soran 5  allatot vad tipusi, mig masik otét a
konstrukcionkkal transzfektalt 4T1 sejtekkel injektaltunk. A primer 4T1-
tumorok atmérdinek iddbeli kovetése soran kirajzolddott, hogy a 10. napra a
kontrollallatoknal mar volt elhullas a tumorndévekedés miatt, a kimérat termeld
sejtekkel inokulalt egerekben azonban nem. Utdbbi csoportban csak a 10. nap
utan indult meg a tumorprogreszio, mely végig kisebb sebességgel zajlott. A 15.
napon tortént terminalas utan a két allatcsoportban mért atlagos
tumoratmérékben szignifikans kiilonbség (p < 0.05) mutatkozott (6. abra).
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6. abra: A 4T1 vonal primer tumorainak atlagos atméréi a 15. napon torténd
terminalaskor (2x5 egér, #: p < 0,05 vs. kontroll, kétmintas t-proba)

A masodik kisérletben 5 Gjabb egeret vad tipust, 5 allatot pedig a
kontrukcidval transzfektalt C26 sejtekkel fertdztink. A primer C26-tumorok
atlagos méreteinek vizsgalatakor megfigyeltiik, hogy az angiostatint termeld
sejteket hordozo allatokban — a kontrollallatokkal ellentétben — a 21. napig nem
tortént daganatprogresszio. A 21. naptdl kezdve a vizsgalati csoportban is
megindult a tumorok novekedése, de kisebb térfogatértékek mellett. A 32.



napon végzett terminalds utdn a két allatcsoportban mért atlagos
tumorvolumenekben szignifikans kiilonbség (p < 0.05) mutatkozott (7. abra).
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7. abra: A C26 vonal primer tumorainak atlagos térfogatai a 32. napon torténd
terminalaskor (2x5 egér, #: p < 0,05 vs. kontroll, kétmintas t-proba)

A 4T1-vonal esetén vizsgaltuk a tidometasztazisok méreteit is. 10
egeret vad tipusi sejtekkel injektaltunk, ¢és semmilyen terapidt nem
alkalmaztunk (kontrollcsoport), 10 egeret szintén vad 4T1-sejtekkel fertéztiink,
de cyclophosphamid terapiaban részesitettiik 6ket (cyclophosphamid csoport),
mig masik 10 allatot (transzfektdlt csoport) a konstrukcioval transzfektalt
tumorsejtekkel oltottuk. A 14. napra az allatokat terminaltuk, majd boncolas
utan lemértiik a makroszkoposan lathatoan megszort tiidéket. A kontrollcsoport
atlagos tiid6tomegéhez viszonyitva a transzfektalt csoportban szignifikansan
kisebb (p < 0.05) tomeget mértiink, mely megkozelitette a cyclophosphamid
csoport atlagos tiidotomegét (8. abra).
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8. abra: A 4T1 vonal tiildémetasztazisainak atlagos tomegei a 14. napon torténd
terminalaskor (3x10 egér, #: p < 0,05 vs. kontroll, kétmintas t-proba)

A kétféleképp létrehozott — transzfektalatlanul hagyott, valamint inzert
nélkiili plazmiddal transzfektalt — vad tipust sejtvonalbdl kifejlédé daganatok
kozott egyik kisérletben sem volt mérheté kiilonbség a kontrollcsoporton beliil
(ez mind a 4T1-, mind pedig a C26-sejtvonal esetén érvényesiilt).

Kovetkeztetések

Megallapithatjuk: sikertilt a célkitlizésiinknek megfelelé konstrukciot 1érehozni.
Molekulank egy olyan angiostatin-elasztaz kiméra, mely a transzfektalt sejtben
expresszalodik, onnan exportra keriil az extracellularis térbe, majd terv szerint
aktiv angiostatint szabadit fel. A kiméra mind in vitro szovettenyésztési, mind
in vivo allatmodellekben tumorrepressziv hatast fejt ki.

Az in vivo allatkisérletek jelenleg is folynak, célunk a tumorszévetbe
torténé DNS-transzfekcid pontositasa, a molekula tavolhatasainak jellemzése,
valamint Kotranszfekcio mas tumorrepressziv faktorokkal. Jovébeli terviink
kozott szerepel a szabalyozas finomhangolasa, valamint izolalt mesenchymalis
sejtekbe torténo transzfektalas.
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