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(57) Abstract

The invention concerns adherence peptides for use in modifying mutual adhesion among eukaryotic cells and the use of such peptides
to promote or inhibit cell-to-cell adhesion among eukaryotic cells. The invention concems in particular the use of cytadherence polypeptides
in the production of medicaments for influencing cell-cell interactions among eukaryotic cells.




(57) Zusammenfassung

Die Erfindung betrifft Adhisionspeptide zur Modifikation des Haftungsvermdgens eukaryo!
Verwendung zur Forderung oder Inhibition der ZellZell-Adhision eukaryontischer Zellen. Die Erfindung betrifft insbesondere die
Verwendung der Zelladhiisions-Polypeptide zur Herstellung von Arzneimitteln zur Beeinflussung von Zell/Zell-Interaktionen eukaryontischer

Zellen.
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Zelladhdsions-Peptide zur Modifikation des

Haftungsvermégens eukarvontischer Zellen untereinander

Die vorliegende Erfindung betrifft Adhdsionspeptide zur Modifika-
tion des Haftungsvermdgens eukaryontischer Zellen untereinander
bzw. deren Verwendung zur Férderung oder Inhibition der Zell/-
Zell-Adhédsion eukaryontischer Zellen. Die Erfindung betrifft ins-
besondere die Verwendung der Zelladhdsions-Polypeptide zur
Herstellung von Arzneimitteln zur Beeinflussung der Zell/Zell-
Interaktionen eukaryontischer Zellen.

Mit dem Begriff (Zell-)Adhdsion/Zelladhdsivitidt wird im engeren
Sinne das Aneinanderheften von Zellen, z.B. bedingt durch die
Bindung komplementdrer Membranoberflichenmolekiile bezeichnet. Der
Begriff "Adhdrenz" ist in der Zellkultur gebrduchlich fiir Zellen,
die in vitro an festen Oberfldchen binden. Die Begriffe "(Zell-)
Adhdsion" und “Adh&drenz" werden hdufig synonym verwendet.

Die Zellen der unterschiedlichen Gewebe oder Organe eines
vielzelligen Organismus besitzen eine festgelegte Funktion in
einer definierten Umgebung. Bis auf wenige Ausnahmen, wie zum
Beispiel die =zirkulierenden Zellen der GefdBsysteme, sind
eukaryontische Zellen in der Regel fest verankert. Diese
Immobilisierung wird durch zwei Arten der Adh#sion vermittelt,
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nidmlich einerseits durch Zell/Zell-, andererseits durch
Zell/Matrix-Interaktionen. Die interzelluldren Kontakte,
d.h. Zell/Zell-Wechselwirkungen (Fig. 1B), werden ins-
besondere an der zelluldren Basalmembran durch ein als
Extrazellularmatrix (ECM) bezeichnetes heterogenes geriist-
artiges Netz aus Fasern, das aus Proteinen, Glykoproteinen
(zum Beispiel Fibronektine, die Kollagene, Laminin,
Thrombospondin und Vitronectin) und anderen Basalmembran-
assoziierten Makromolekiilen (zum Beispiel Proteoglycane
und Glukosaminoglucane), d.h. durch Ausbildung von Zell/-
Matrix-Interaktionen, unterstiitzt (Fig. 1lA). Eine Reorga-
nisation dieser Adhdsions-Strukturen erfolgt beispiels-
weise im Verlauf von Reparaturprozessen wie der Wund-
heilung, oder bei der Entstehung und dem Wachstum von
Tumoren.

Die zwei Arten der Adhdsion, d.h. die Zell/Zell- und die
Zell/Matrix-Interaktionen sind in Figur 1A und 1B schema-
tisch dargestellt. Es ist dieser Abbildung zu entnehmen,
daB die Wechselwirkung zwischen 2Zellen und der Extra-
zellularmatrix durch verschiedenartige Strukturen ver-
mittelt wird, &hnlich dem "Schliissel/SchloB-Prinzip". Die
Zell/Zell-Adhdsion hingegen findet iiberwiegend durch
Interaktion gleichartiger Zelloberfldchenstrukturen, d.h.
durch gleichartige Molekiile mit Rezeptorcharakter, statt.

Unter den sogenannten ECM-Faktoren, die die Zell/Matrix-
Adhdsion auf der Seite der Basalmembran vermitteln,
spielen die Fibronektine eine besondere Rolle. In seiner
nativen Form ist das Fibronektinmolekiil ein Dimer, das aus
identischen Untereinheiten mit einer relativen Molekiil-
masse M, von jeweils 220 KD zusammengesetzt ist, die iiber
Disulfidbriicken miteinander verkniipft sind. Ein Merkmal
mit besonderer Ausprdgung im Fibronektin, wie auch auf
anderen proteinogenen ECM-Komponenten, ist die Zusammen-
setzung aus kurzen repetitiven Aminosduresequenzeinheiten.
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Mehrere dieser zueinander homologen, aber nicht identi-
schen Sequenzen bilden in den einzelnen Fibronektin-Ketten
ihrerseits eindeutig abgegrenzte Domidnen, die die Bindung
an Fibrin, Kollagen oder Heparin vermitteln. Nur eine
dieser Domdnen besitzt die Fdhigkeit, an Zellen zu binden.
Der fiir das AnheftvermSgen dieser Fibronektin-Domidne an
Zellen verantwortliche Sequenzabschnitt wurde von Piersch-
bacher et al. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80 (1983) 1224-
1227) identifiziert und sequenziert. Dieser Abschnitt
enthdlt das Tetrapeptid "RGDS" (Arg-Gly-Asp-Ser). Diese
Erkennungssequenz wurde von Pierschbacher und Ruoslahti
(Nature 309 (1984) 30-33) charakterisiert, indem immer
kleiner werdende synthetische Peptide der Zellerkennungs-
domdne hinsichtlich ihrer Fahigkeit, das Anheftvermdgen
von Zellen zu f&rdern, getestet wurden. Die Sequenz RGD
(Arg-Gly-Asp) ist fiir die Vermittlung der Bindungsaktivi-
tdt essentiell, widhrend die Aminosiure Serin in Position 4
auch durch andere Aminosiduren ersetzt werden kann
(Pierschbacher und Ruoslathi, a.a.0.).

AuBler im Fibronektinmolekiil wurde auch in zahlreichen
anderen Matrix-Proteinen die Sequenz RGDX nachgewiesen,
wobei X eine variable, aber nicht beliebige Aminosdure
darstellt (vgl. Humphries, J. Cell Sci. 97 (1990) 585-
592).

Es ist inzwischen bekannt, daB die Erkennung der RGDX-
Sequenz durch Rezeptoren der Zielzellen gewdhrleistet ist
und es sich hierbei um hochspezifische Interaktionen
zwischen Rezeptoren auf der Zelloberfldche und der Matrix
handelt. Die als Integrine bezeichneten Rezeptor-Molekiile
sind Heterodimere, die aus o« und B-Untereinheiten
(Fig. 1A) aufgebaut sind. Auf Seiten des mit den Integri-
nen in Wechselwirkung tretenden Liganden wird die Spezifi-
tdt der adhdrenzwirksamen RGDX-Sequenz durch die unmittel-
bar benachbarten Sequenzabschnitte bewirkt (Pierschbacher
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und Ruoslathi, J. Biol. Chem. 262 (1987), 17294-17298).
Dies hat zur Folge, daB ECM-Komponenten trotz gleicher
RGD-Kernsequenz mit Integrin-Heterodimeren ganz unter-
schiedlicher Komposition, d.h. mit speziellen Rezeptoren,
interagieren (vgl. fiir eine Ubersicht zum Beispiel Dedhar,
Bio Essays, 12 (1990), 583-590 und Hynes, Cell 69 (1992),
11-25).

Die hochkonservierte Aminosduresequenz des Tripeptids
"RGD" wurde auBer in Proteinen der Extrazellularmatrix
auch in verschiedenen bakteriellen und viralen Proteinen
nachgewiesen, und ihre adhédrenzvermittelnde Funktion in
diesen Proteinen wurde experimentell belegt. Sowohl
Pertactin, ein Oberflichenprotein aus Bordetella pertussis
(Leininger et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88 (1991)
345-349), als auch das "tat" (Type 1 Transactivation
Protein) des humanen HIV-1 Virus (Brake et al., J. Cell
Biol. 111 (1990) 1275-1281) sowie ein Adenovirus-Ober-
fldchenprotein (Nemerow et al., Trends in Cell Biol. 4
(1994) 52-55) enthalten das RGD-Sequenzmotiv.

Den im Stand der Technik bekannten Adhédsionsproteinen und
darauf identifizierten Peptidsequenzen ist gemeinsam, daf
sie die Interaktionen zwischen Zelle und Matrix vermitteln
bzw. die 2Zell/Matrix-Adhdsion f&rdern. Neben den Inter-
aktion mit der Extrazellularmatrix treten Zellen unterein-
ander ebenfalls in Wechselwirkung, wobei diese Zell/Zell-
Adhidsion beiderseits durch spezifische Oberfl&achenrezep-
toren bewirkt wird. Das heiBt, daB im Unterschied zur
Zell/Matrix-Interaktion, bei der ECM-Komponente(n) und
Zelloberflidchen~-Rezeptor(en) nach einem "Schliissel-Schlof-
Prinzip" miteinander in Wechselwirkung treten, bei der
Zell/Zzell-Adhdsion in der Regel gleichartige Molekiile
(d.h. Molekiile mit Rezeptorcharakter) an der Interaktion
beteiligt sind.
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Die Untersuchung von sogenannten Adhdsionsfaktoren ist von
grofiem Interesse, da ihre zentrale Rolle bei allen Vor-
gdngen der Zell/Zell-Interaktion oder der Zellwanderung
immer deutlicher wird (Travis, Science 260, (1993), 906-
908). In der embryonalen Entwicklung werden Adhisions-
molekiile fiir die Ausbildung von Geweben und Organen bend&-
tigt. Daneben sind diese Faktoren beispielsweise mafB-
geblich an Prozessen der Wundheilung, entziindlichen
Prozessen und der Metastasierung von Krebszellen betei-
ligt.

Aufgabe der vorliegenden Erfindung ist es daher, neuartige
Adhdsions-Peptide =zur Verfiligung zu stellen, die die
interzelluldren Wechselwirkungen eukaryontischer zellen
effektiv beeinflussen, d.h. Adhédsions-Peptide, die das
Haftungsvermégen zwischen eukaryontischen Zellen, wie z.B.
von Endothelialzellen oder humanen epidermalen 2Zellen,
untereinander modifizieren. Derartige Peptide sollen auf
einfache Weise erhdltlich sein und sowohl zur Fdrderung
als auch zur Inhibition der Zell/Zell-Adh#sion eukaryonti-
scher Zellen verwendet werden kénnen. Insbesondere sollen
die Peptide auBer zur in vitro-Modifikation des Haftungs-
vermdgens zwischen eukaryontischen Zellen untereinander,
wie zum Beispiel zur Herstellung von Hauttransplantaten
sowie kiinstlichen Blutgefdfen, auch zur Herstellung von
Arzneimitteln zur Beeinflussung der Zell/Zell-Adhision
eukaryontischer Zellen, beispielsweise zur F&rderung der
Anwachsrate von Hauttransplantaten oder Organtransplan-
taten, verwendet sowie fiir die oben ferner genannten

Anwendungen eingesetzt werden k&nnen.

Die Aufgabe wird erfindungsgemdB durch die Adhdsions-
Peptide der Anspriiche 1 bis 23 gelést.

Die Peptide der vorliegenden Erfindung sind in der Lage,
interzelluldre Adhdsionsvorgidnge, d.h. Zell/Zell-Inter-
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aktionen, wirksam zu beeinflussen, und sind somit &uflerst
niitzliche und vielseitig einsetzbare Hilfsmittel. In einer
immobilisierten Form, zum Beispiel durch Kopplung an
Trigermolekiile, kdnnen sie als Substrat fiir eine Vielzahl
von Zelltypen eingesetzt werden, beispielsweise um all-
gemein Zellanheftungs- oder Wundheilungsprozesse zu
férdern. Sie kdnnen als Bestandteil resorbierbarer Wund-
auflagen die Kolonialisierung von Wunden, wie zum Beispiel
Verbrennungswunden, iiber die F&rderung der Zellmigration
auf effektive Weise beschleunigen sowie ferner als Adhé-
renz-Substrat fiir gefédBauskleidende Endothelialzellen bei
der Entwicklung von Gefdfersatz eingesetzt werden. Der
Wirkmechanismus Zell-Zell-Kontakte'vermittelndei'Substrat-
gekoppelter Adhdsionspeptide ist schematisch in Fig. 2D
dargestellt.

Galenische Zubereitungen adhdsionswirksamer Peptide kdnnen
in besonders bevorzugter Weise auch zur F&6rderung der
Anwachsrate von Hauttransplantaten (skin grafts) dienen.
Bislang kommt es bei etwa 40 % der Transplantationen, im
Fall von Verbrennungen sogar bis zu 60 %, zu einer soge-
nannten “"graft-failure", bei der das Transplantat nicht
anwidchst. Durch Einsatz interzelluldr adhdsionswirksamer
Peptide k&nnen die Interaktionen zwischen Transplantat und
Wundbett wirksam gefdrdert werden, wodurch die Wahrschein-
lichkeit fiir Transplantationserfolge erheblich gesteigert
werden kann. Ferner ist auch die Verwendung bei der
Herstellung von Hauttransplantaten méglich. Ferner k&nnen
Konjugate aus adhdsionswirksamen Peptiden und pharmazeuti-
schen Wirkstoffen hergestellt werden, wodurch erreicht
werden kann, daB die Wirkstoffe infolge der hochspezifi-
schen Bindungsaffinitdt des Peptidanteiles gezielter an

Rezeptoren der Zielzelle herangebracht werden.

In einer 1&slichen Form sind mit derartigen Faktoren auch
gegenteilige Effekte, also die Inhibition der Zellanhef-
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tung, erreichbar, da ein kompetitiver Hemmeffekt durch
spezifische Absdttigung von Oberfldchenrezeptoren eintritt
(in Fig. 3E schematisch dargestellt). Bei einer Reihe von
pathologischen Prozessen, wie zum Beispiel arteriosklero-
tischen oder thrombotischen Lasionen, kommt es als Folge
libermdfig stimulierter Adhdsionsvorginge an den Gef#Bober-
flachen zur GefdBverengung bis hin zum Gef&Bverschluf. Die
Adhdsions-inhibierenden Peptide der vorliegenden Erfindung
kénnen einem derartigen pathologischen ProzeB in spezifi-
scher Weise entgegenwirken. Eine Inhibition der Zellanhef-
tung ist besonders erwiinscht, um entziindliche Vorgédnge
abzuschwédchen, wobei der Rezeptor-vermittelte Eintritt von
Entziindungszellen aus dem GefdfBsystem in das Gewebe
gezielt beeinfluBt werden kann. Andere Einsatzméglichkei-
ten fiir Adhdsions-inhibitorisch wirksame Peptide sind die
Prophylaxe von Arteriosklerose und Thrombose. Adhdsions-
Peptide koénnen ferner in kosmetisch-/dermatologischen
Zubereitungen, beispielsweise als Mittel zur Verhinderung
groffldchiger Kopf- oder Hautschuppen, eingesetzt werden.

Die Adhdsions-Peptide der vorliegenden Erfindung, die das
Haftungsvermégen eukaryontischer Zellen untereinander
modifizieren, d.h. die interzellulire Adhision eukaryonti-
scher Zellen entweder steigern oder inhibieren, sind
dadurch gekennzeichnet, daB sie mindestens die Aminosdure-

sequenz
AS3-AS2~AS1-(ASX),- (ASY),

(SEQ ID NO: 33)

aufweisen, wobei

n entweder 0 oder 1 ist,

m entweder 0 oder 1 ist, wenn n = 1 ist, und

AS]l die endstédndige Aminosdure am carboxyterminalen Ende
des Peptids bezeichnet, wenn n = m = 0 ist und wobei

ASX und ASY jeweils beliebige Aminos&uren,
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AS1 Gly, Pro oder Asp,

AS2 Asp, Leu, Asn oder Ser und
AS3 Leu, Ile, Phe oder Gly
sind.

(In der oben genannten Formel ist m gleich 0, wenn n

gleich 0 ist.)

Die Aminosiuren sind entsprechend ihrem Drei-Letter-Code
(bzw. Ein-Letter-Code) bezeichnet. Im einzelnen bedeuten:
Ala (bzw. A) Alanin, Arg (bzw. R) Arginin, Asn (bzw. N)
Asparagin, Asp (bzw. D) Asparaginsdure, Cys (bzw. C)
Cystein, Gln (bzw. Q) Glutamin, Glu (bzw. E) Glutamin-
sdure, Gly (bzw. G) Glycin, His (bzw. H) Histidin, 1Ile
(bzw. 1) Isoleucin, Leu (bzw. L) Leucin, Lys (bzw. K)
Lysin, Met (bzw. M) Methionin, Phe (bzw. F) Phenylalanin,
Pro (bzw. P) Prolin, Ser (bzw. S) Serin, Thr (bzw. T)
Threonin, Trp (bzw. W) Tryptophan, Tyr (bzw. Y) Tyrosin
und (bzw. V) Val Valin.

Im Rahmen der vorliegenden Erfindung konnen die oben
genannten Aminosduren auch durch modifizierte Aminosduren,
wie z.B. Hydroxylysin (Hyl) anstelle von Lysin, ersetzt
werden. Entsprechend modifizierte oder seltene Aminosédu-
ren, die erfindungsgemdB verwendet werden konnen, sind in
WIPO-Standard ST. 23 (Amtsblatt des Europdischen Patent-
amts 12/1992, S. 9 ff., Punkt 12) aufgefilhrt. Bei Amino-
siduren, die als optische Isomere vorkommen, kénnen sowohl
die D- als auch die L-Formen verwendet werden, wobei
erfindungsgemdf die L-Isomere bevorzugt sind.

Unter dem Begriff "Adh&sions-Peptid" bzw. "Peptid” werden
im Rahmen der vorliegenden Erfindung allgemein Aminoséure-
sequenzen mit mindestens drei Aminosduren verstanden, die
iiber die {iblichen Peptid-Bindungen (Amid-Bindungen)
miteinander verkniipft sind. Die Kettenldnge dieser Amino-
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sdureketten kann variieren, wobei aminoterminal (d.h. an
AS3) verldngerte Peptide (bzw. Oligo~ oder Polypeptide)
mit bis zu 30, vorzugsweise 20, Aminosiuren bevorzugt
sind. Die erfindungsgemiBen Adhdsions-Peptide liegen
vorzugsweise in linearer Form vor, es sind jedoch auch
verzweigte Aminosdureketten denkbar, ohne daB der die
Zell/Zell-Adhdsion beeinflussende Effekt dadurch zwangs-
ldufig vermindert wird.

Gemd einer bevorzugten Ausfiihrungsform der Erfindung
werden Peptide zur Verfiigung gestellt, die mindestens die
Aminosduresequenz

AS4-AS3-AS2-AS1-(ASX),- (ASY),

(SEQ ID NO: 34) aufweisen, wobei
n, m, ASX, ASY, ASl1l, AS2 und AS3 die oben angegebene
Bedeutung haben und AS4 Leu oder Ser ist.

Besonders bevorzugt sind Peptide, die mindestens die
Aminosduresequenz

AS5-AS4-AS3-AS2-AS1-(ASX),- (ASY),

(SEQ ID NO: 35) aufweisen, wobei
n, m, ASX, ASY, AS1l, AS2, AS3 und AS4 die oben angegebene
Bedeutung haben und AS5 Glu, Ser, Asp oder Asn ist.

Bei den erfindungsgemdfen Adhdsions-Peptiden mit n = 1 und
m=0oder n =m =1 wird als Aminosdure(n) ASX bzw. ASY
vorzugsweise Glutaminsdure (Glu) und/oder Glycin (Gly)
verwendet. GemdB einer besonderen Ausfiihrungsform der vor-
liegenden Erfindung fehlen die Aminosiuren ASX und ASY
ganz, wobei die AS1 die endstindige Aminosfure am carboxy-
terminalen Ende des Peptids bildet.
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Die Adhdsions-Peptide der vorliegenden Erfindung sind
sowohl durch charakteristische Sequenzmerkmale im Bereich
des Carboxyterminus als auch im aminoterminalen Bereich
gekennzeichnet. Es hat sich gezeigt, daB unter den oben
aufgefithrten, mit den allgemeinen Formeln definierten
Peptiden insbesondere Adhdsions-Peptide mit 6 bis 30
Aminosduren, vorzugsweise 12 bis 14 Aminosduren, von
Vorteil sind, deren Aminosidure am aminoterminalen Ende des
Peptids Gly, Ser, Leu, Ile, Arg oder Thr ist. Das Haf-
tungsvermdgen zwischen eukaryontischen Zellen l&afAt sich
besonders effektiv modifizieren, wenn die aminoterminale

Aminosdure Gly ist.

Den Aminosduren in den Positionen 3 und 5 vom carboxy-
terminalen Ende (AS3 bzw. AS5) kommt ebenfalls besondere
Bedeutung bei der Beeinflussung der Zell/Zell Adhédsion
eukaryontischer Zellen zu, und in vorteilhafter Weise
werden die Aminosduren Leu (als AS3) und/oder Glu (als
AS5) eingesetzt. Bei Peptiden mit einer Ldnge von minde-
stens 5 Aminosduren wird die gleichzeitige Verwendung von
Leu und Glu in den Positionen 3 und 5 am meisten bevor-
zugt.

Es konnte ferner gezeigt werden, daB bereits das Tripeptid
Leu-Asp-Gly (AP#27) das Haftungsvermdgen eukaryontischer
Zellen untereinander wirksam beeinflufit. Diese Aminosdure-
folge findet sich auch in dem Pentapeptid Glu-Leu-Leu--
Asp-Gly (AP#25) sowie im Heptapeptid Leu-Ala-Glu-Leu-Leu--
Asp-Gly (AP#21) wieder, die die interzelluldre Adhédsion
eukaryontischer Zellen ebenso wirksam beeinflussen konnen
wie das oben genannte Tripeptid Leu-Asp-Gly. Das Pentapep-
tid, das in den Positionen 4 und 5 (AS4 und AS5) die
Aminosduren Leu und Glu aufweist (AP#25), ist im Hinblick
auf die Modifikation des Haftungsvermdgens eukaryontischer
Zellen untereinander gegeniiber dem Tripeptid sogar noch
etwas wirkungsvoller, was den vorteilhaften Einflufl der
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letztgenannten Aminosiuren in Peptiden mit einer Lédnge von
mindestens fiinf Aminosduren belegt.

Die Peptide

Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly-Glu-Gly ( AP#19) und
Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly-Glu-Gly-Glu (AP#20),

die die carboxyterminal um ein bzw. zwei Aminosduren
verlangerte Sequenz das Heptapeptids AP#21 umfassen,
zeigen eine im Vergleich zu AP#21 erhdhte adhidrenzfdrdern-
de Wirkung.

Als im Rahmen der vorliegenden Erfindung verwendete
Adhédsions-Peptide mit 12 bis 14 Aminosiduren hat sich die

Sequenz
Gly—Ile-Val-Arg-Thr-Pro-Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly (AP#6)

als besonders wirksam erwiesen. Die Deletion der Amino-
sdure Leu in Position 7 vom carboxyterminalen Ende des
letztgenannten Oligopeptids fiihrt zu dem besonders wir-
kungsvollen Dodecapeptid

Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly (AP#7),

das einen besonders effektiven, die interzelluldre Adhi-
sion eukaryontischer Zellen beeinflussenden Effekt auf-
weist. Beide Adhdsions-Peptide sind sowohl durch die
aminoterminale Aminosdure Gly als auch durch die Amino-
sduresequenz Glu-Leu-Leu-Asp-Gly (vgl. SEQ ID NO: 25)

gekennzeichnet.

Die Untersuchung der Peptide AP#7, AP#14, AP#16 und AP#24,
die in Aminosdureposition 7 (AS7) kein Leucin (Leu)
aufweisen, zeigen, daB diese Aminosidure an der betreffen-
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den Sequenzposition keinen positiven, d.h. adhdrenzfor-
dernden EinfluB hat. Die erfindungsgemdfi bevorzugte

aminoterminale Sequenz ist daher
Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro (vgl. SEQ ID NO: 32).

Weitere, das Haftungsvermdgen eukaryontischer Zellen
untereinander sehr effektiv modifizierende Adh&dsions-
Peptide mit 12 bzw. 18 Aminosduren sind

Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Ser-Gly-Ser-Gly (AP#10),
Gly-Gly-Gly-Ala-Gly-Gly-Gly-Ser-Ser-Gly-Ser-Gly (AP#11)
sowie
Gln-Ile-Asp-Phe-Asn-Arg-Leu-Phe-Thr-His-Pro-Val--
Thr-Asp-Leu-Phe-Asp-Pro (AP#1).

Die im Rahmen der vorliegenden Erfindung zur Verfiigung
gestellten Adhdsions-Peptide lassen sich auf einfache
Weise synthetisch herstellen, vorzugsweise automatisiert,
d.h. unter Verwendung eines im Handel erhdltlichen Peptid-
Synthesizers. Fiir kleinere Fragmente ist ferner der
Riickgriff auf natiirliche Oligo- oder Polypeptide denkbar,
wobei jedoch der automatisierten Herstellung der Adha-
sions-Peptide aufgrund der Einfachheit, der Prazision und
des Reinheitsgrades dieser Synthese der Vorzug zu geben

ist.

Die erfindungsgemdBen Adhdsions-Peptide eignen sich sowohl
zur F6rderung als auch zur Inhibition bzw. Verminderung
(Reduktion) der Zell/Zell-Adhédsion eukaryontischer Zellen.
Werden beispielsweise Zellen mit den oben genannten
Peptiden in Kontakt gebracht, kommt es aufgrund einer
Konkurrenzreaktion mit den natiirlichen rezeptordhnlichen
Oberflichenstrukturen der eukaryontischen Zellen =zur
Reduktion des Haftungsvermégens, d.h. zu einer Hemmung
bzw. Inhibition der Zell/Zell-Adhdsion.
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Gemdfl einer besonderen Ausfiihrungsform der Erfindung
kénnen die Adh&sions-Peptide auch an Trager gebunden
werden. Voraussetzung fiir die Auswahl eines geeigneten
Trdgermolekiils ist, daB weder durch den Trdger, noch durch
den Kopplungsvorgang die funktionelle biologische Aktivi-
tdt des/der Peptide beeintrichtigt wird. Trdger- oder
Carriermolekiile im erfindungsgemidfien Sinne ké&nnen ganz
unterschiedlichen Stoffklassen angeh&ren.

Aus der Stoffklasse der Kohlenhydrate/Polysaccharide widren
beispielsweise Glycane wie Stdrke, Glykogen, Cellulose,
Pektin, Amylose, Dextran, Polysucrose oder Chitosan
einsetzbar. Ebenso kd&nnen Glukosaminoglycane wie Heparin,
Chitin, Chondroitinsulfat, Hyaluronsdure oder Lipopoly-
saccharide verwendet werden.

Einige ausgewdhlte Beispiele fiir die Stoffklasse der
Proteine/Polypeptide sind Komponenten der ECM wie 2z.B.
Kollagen, Immunoglobuline, BSA, KLH (Keyhole Limpet
Hemocyanin), Ovalbumin, Polylysin oder Lipoproteine.
Weiterhin ist es méglich, die patentgemdfen Peptide an
synthetische Polymere, z.B. Polyethylenglykol (PEG) oder
Polyvinylalkohol, an (Phospho-) Lipide wie beispielsweise
Ceramide oder Paraffin sowie an Alkohole, z.B. Glycerol zu
konjugieren.

Die chemische Kopplung erfolgt in der Regel direkt iiber
reaktive Gruppen des Trigers und des Peptides, oder mit
Hilfe sog. "Linker" (Verbindungsmolekiile). ErfindungsgemiB
wurde fiir die Kopplung der Peptide an BSA der bifunktio-
nelle Linker Sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)—
cyclohexan-l-carboxylat (Sulfo-SMCC) eingesetzt. Die
kopplungsfdhigen Gruppen kénnen auf Trdger und Peptid
vorhanden sein, aber auch durch Aktivierung einer reakti-
ven Gruppe in das Molekiil eingefiihrt werden. Gebriuchliche
reaktive Funktionen sind beispielsweise die Amino- (NH;),
Imino- (Imidazolring), Hydroxyl- (OH), Sulfhydryl- (SH),
oder Carboxyl- (COOH) Gruppen.
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Ein vorteilhaftes und patentgemdB eingesetztes Verfahren
ist die Kopplung der mit einem carboxyterminalen Cystein
versehenen Peptide an das Trdgermolekiil (BSA), welches
zuvor mit dem Linker Sulfo-SMCC aktiviert wurde.

Soll das Peptid-/Triger-Konjugat adhdsionsférdernde Eigen-
schaften besitzen, so miissen wenigstens zwei Peptid-
Molekiile an einen einzelnen Carrier gebunden sein. Trager-
molekiile, an welche kopplungsbedingt nur ein einzelnes
Peptid gebunden ist, besitzen &hnliche Bindungseigen-
schaften wie freie, d.h. nicht an einen Carrier gebundene
Peptide. Sie wirken, &hnlich wie fiir freie Peptide in
Figur 3E beschrieben, iiber die Absdttigung von Epitopen
auf den Rezeptormolekiilen adhdsions-inhibitorisch. Die so
modifizierten Zellen sind schlieBlich nicht mehr oder nur
noch in stark vermindertem MaBe in der Lage, mit benach-
barten eukaryontischen Zellen zu adhédrieren.

Wenn mindestens zwei Adhdsions-Peptide an eine einzelne
Triagereinheit gebunden sind, findet hingegen eine Forde-
rung des Adhdsionsvermdgens eukaryontischer Zellen unter-
einander statt, da jeweils ein Trdger-gekoppeltes Peptid
an eine Zelle adhdriert und ein anderes Peptid an dem-
selben Trdger die Adhdsion zu einer Nachbarzelle ver-
mittelt. In praxi werden je nach Art des verwendeten
Trigers vorzugsweise wesentlich mehr als zwei Peptide an
eine einzelne Trdgereinheit gebunden sein (etwa 20 bei
BSA), um die Zell/Zell-Adhdsion effektiv zu f&rdern.

Die Adhisions-Peptide der vorliegenden Erfindung sind
geeignet, die interzelluldren Wechselwirkungen beliebiger
eukaryontischer Zellen untereinander zu fdrdern oder zu
hemmen, d.h. es gibt praktisch keine Beschrd@nkung hin-
sichtlich der eukaryontischen Zielzellen. So kann das
Haftungsvermdgen von dermalen und epidermalen Zellen zu

entsprechend benachbarten Zellen beispielsweise ebenso
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wirksam modifiziert werden wie dasjenige von Endothelial-
zellen, differenzierten Zellen bestimmter Organe (wie zum
Beispiel Leberzellen, Nierenzellen usw.) oder von Krebs-
zellen jeweils untereinander oder zu anderen eukaryonti-
schen Zellen.

Die erfindungsgemdfen Adhédsions-Peptide kénnen folglich
fiir die unterschiedlichsten in vitro- und in vivo-Anwen-
dungen eingesetzt werden, bei denen die Adh&sion bzw. das
Haftungsvermégen eukarYontischer Zellen untereinander eine
Rolle spielt. In diesem Zusammenhang wird auch auf die
oben im Zusammenhang mit der Aufgabe der vorliegenden
Erfindung genannten Anwendungsgebiete verwiesen, fiir die
sich die erfindungsgemifBen Adhdsions-Peptide in vorteil-
hafter Weise eignen.

Insbesondere sind die Peptide der vorliegenden Erfindung
beispielsweise zur Herstellung kiinstlicher Blutgefédfle
geeignet, wobei die Adhdsion der gefdBauskleidenden
Endothelialzellen untereinander gefdrdert wird. Die bei
Verwendung der Adhdsions-Peptide bewirkte Steigerung des
Haftungsvermégens von epidermalen Zellen kann vor allem
zur Herstellung von Hauttransplantaten genutzt werden,
wobei man entsprechende, bereits im Stand der Technik fiir
diesen 2weck verwendete Kulturgef&fe mit den Peptiden
beschichtet, um die Bildung eines gleichmdBigen kiinst-
lichen Hauttransplantats zu f&rdern. Fiir die Anwendungen,
bei denen die erfindungsgemdBen Peptide das Haftungs-
vermbgen positiv beeinflussen sollen, d.h. in den Fidllen,
in denen die Zell/Zell-Interaktion gefdrdert werden soll,
liegen die Adhdsions-Peptide an Triger gebunden vor, wobei
mindestens zwei Peptide an jeweils eine Tridgereinheit
gebunden sind. In besonders bevorzugter Weise und je nach
Art des verwendeten Trdgers kbnnen sehr viel mehr Peptide
an ein und denselben Trdger gebunden sein.
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In Fillen, in denen eine Adhdsion zwischen eukaryontischen
zellen unerwiinscht ist, d.h. in F&dllen, in denen man
vorzugsweise isolierte Zellen oder Einzelzellsuspensionen
benbtigt, koénnen die erfindungsgemdfBen Adhdsions-Peptide
ebenfalls erfolgreich verwendet werden. Dabei werden zur
Absidttigung der adhdsionswirksamen Oberfldchenstrukturen
der Zellen entweder die isolierten Peptide eingesetzt oder
Peptid-Tridger-Konjugate verwendet, bei denen jeweils nur
ein Peptid an eine Tragereinheit gebunden ist.

Wundheilungsvorginge der Haut verlaufen in zwei vonein-
ander abgrenzbaren Prozessen: Kontraktion und Epitheliali-
sierung. Letzterer Prozess betrifft nur die epithelialen
Zellagen. Etwa 24 Stunden nach der Verwundung beginnt die
Migration der Keratinozyten, die sich bis zum Wundver-
schluB fortsetzt (Peacock, 1984, Wound Repair 3rd Ed.,
W.B. Saunders Co, Philadelphia). Substanzen, die als
chemotaktische Attraktoren oder Lockstoffe fiir epidermale
Zellen wirken, koénnen die Epithelialisierung von Wunden
und damit Wundheilungsvorginge in der Haut beschleunigen.
Fiir die erfindungsgemdBen Peptide kommt eine Verwendung
als chemotaktischer Attraktor in Betracht, da die chemo-
taktische Wirkung beispielhaft fiir einige Peptide nach-

gewiesen werden konnte.

Die in vivo-Anwendung der erfindungsgemdflen Adhédsions-
Peptide ist ebenso vielseitig wie der Einsatz in vitro, da
mit den Peptiden praktisch iiberall dort im menschlichen
oder tierischen Organismus eingegriffen werden kann, wo
Adhdsionsvorgdnge zwischen eukaryontischen Zellen eine
Rolle spielen. So 1l&Bt sich mit den Adhdsions-Peptiden
beispielsweise die Anwachsrate von Haut- oder Organtrans-
plantaten (wie z.B. Leber oder Niere) steigern, aber auch
die wWundheilung 1l&Bt sich durch die Beeinflussung der
Zell/Zell-Interaktionen wirksam f&rdern. Die Inhibition
der Zell/Zell-Adhdsion hingegen spielt zum Beispiel bei
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der Thrombose- und/oder Arterioskleroseprophylaxe sowie
bei der Unterdriickung der Metastasierung von Krebszellen
eine wichtige Rolle, also in Fdllen, in denen die Adhdsion
eukaryontischer Zellen untereinander unerwinscht ist, da
sie 2zu krankhaften oder in der Folge sogar t&dlichen
Verdnderungen im Organismus fiihren. Mit Hilfe der Adhi-
sions-Peptide der vorliegenden Erfindung 1l&Bt sich die
Bildung derartiger Zell-Anhdufungen wirksam reduzieren
bzw. vollstdndig unterdriicken.

Fiir die in vivo-Anwendung liegen die Adh&dsions-Peptide
vorzugsweise in Form galenischer Zubereitungen vor, d.h in
Form von Arzneimitteln, die neben den erfindungsgemidfBen
Peptiden iibliche Tri#gerstoffe, Hilfsmittel und/oder
Zusatzstoffe enthalten, wobei die Peptide entweder nicht
an die oben genannten Tréger gekniipft sind oder - je
nachdem, ob das Arzneimittel das Haftungsvermdgen eukary-
ontischer Zellen untereinander hemmen oder f&rdern soll -
ein oder mindestens zwei Peptide an eine Trédgereinheit
gebunden sind. Fiir den Fall, daBR die pharmazeutische
Zusammensetzung zur F&rderung der Zell/Zell-Adhidsion
vorgesehen ist, konnen die an jeweils eine Tradgereinheit
gebundenen Adhdsions-Peptide untereinander jeweils gleich

oder verschieden sein.

Ferner eignen sich die erfindungsgeméfen Peptide auch zur
qualitativen und/oder quantitativen Bestimmung der Zell/-
Zell-Adhdsion eukaryontischer Zellen (in vitro und in

vivo).

Die vorliegende Erfindung wird nachfolgend anhand von

Beispielen beschrieben.
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Beispiele

Alle hier untersuchten Peptidsequenzen sowie davon abge-
leitete, modifizierte Varianten dieser Sequenzmuster und
alle Kontrollpeptide wurden durch Peptidsynthese herge-
stellt. Als Positivkontrollen wurden synthetische, adha-
sionswirksame Peptide aus ECM-Molekiilen eingesetzt. Beide
als Vergleich getestete Fibronektin (FN)-Fragmente IVAl
und IVAlb (Bezeichnung analog W084/00540) enthalten das
Sequenzmuster Arginin-Glycin-Asparaginsdure (Arg-Gly-Asp
oder RGD), (Pierschbacher und Ruoslahti, Nature 309 (1984)
30-33) und ermdglichen den Nachweis, daB die erfindungs-
gemdBen Peptide im Gegensatz zu den die Zell/Matrix-
Interaktion beeinflussenden sogenannten RGD-Peptiden die
Interaktionen eukaryontischer Zellen wirksam beeinflussen.
Ebenfalls getestet wurde die Aminosduresequenz SVTLG. Die
Sequenz SVTXG (X = variable Aminosdure) ist im humanen
Thrombospondin, das bei der Thrombocytenaggregation eine
bedeutende Rolle spielt (vgl. Prater et al., J. Cell Biol.
(1991) 1031-1040). Als weitere Positivkontrolle diente ein
als P-15 bezeichnetes adhdsionsfdrdendes Fragment der a-
1(I)-Kette des Kollagens (WO 91/02537).

Es ist im Stand der Technik bekannt, daB unterschiedliche
physikalische Eigenschaften von Peptiden Auswirkungen auf
das Aufzugsvermdgen dieser Peptide auf die Oberflédche
eines KulturgefdBes haben kénnen. Allen erfindungsgemés
getesteten Peptiden wurde daher die zus&dtzliche Aminosdure
"Cystein" am Carboxyterminus angehdngt. Die SH-Funktion
des Cysteins wird dazu bendtigt, die Peptide an entspre-
chende Carriermolekiile zu koppeln. Durch entsprechende
Konjugation der Peptide an Carriersubstanzen werden

biophysikalische Unterschiede weitgehend kompensiert.
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1. Peptidsynthese und Charakterisierung

Alle getesteten Peptide wurden nach der Festphasen-Syn-
thesemethode nach Merrifield (R.B. Merrifield J. Am. Chem.
Soc. 85 (1963) 2149-2154; vgl. auch Fields & Noble, Int.
J. Protein Res. 35 (1990) 161-214) unter Verwendung von 9-
Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) Aminosduren auf einem 9050
Peptidsynthesegeridt der Fa. MilliGen synthetisiert. Von
Aminosduren mit verschiedenen optischen Isomeren wurde in
den folgenden Beispielen ausschlieBlich die L-Formen
beschrieben, wobei die Verwendung der D-Isomere die
Adhédsionswirksamkeit der Peptide nicht oder nur unwesent-
lich beeinfluBt. Die Abspaltung der Schutzgruppen und
Freisetzung der Peptide erfolgte nach den Hersteller-
angaben entweder mit Trifluoressigsiure (TFA)/Thioanisol/-
Ethandithiol/Anisol (90 %/5 %/3 %/2 %) oder mit TFA/Phenol
(95 %/5 %). Die Reinigung erfolgte durch einen linearen
Gradienten von Puffer A nach Puffer B (Puffer A: 0,1 %
TFA, Puffer B: 90 % Acetonitril in Puffer A) an einer
VYDAC C,3 HPLC-S&ule (Dimension 250 x 30mm) bei einer
FluBrate von 9 ml/min. Anschliefend wurden die Peptide in
einer Hetosicc Gefriertrocknungsanlage der Fa. NUNC bei <
0,04 mbar lyophilisiert.

Die Aufkldrung der Aminosiduresequenzen erfolgte durch
Proteinsequenzanalyse auf einem Gasphasensequenzierautoma-
ten Modell 477A der Fa. Applied Biosystems. Die Analyse
der Phenylthiohydantoin-Aminosiuren erfolgte auf dem
online gekoppelten 120A PTH Analyser vom gleichen Her-
steller.
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2. FKopplung der Peptide an Rinderserumalbumin (BSA) als
Carrierprotein

Die mit einem C-terminalen Cystein versehenen Peptide wurden iiber
die reaktive Maleimid-Gruppe des mit dem bifunktionellen Reagenz
Sulfosuccinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)-cyclohexan-1l-carboxylat
(Sulfo-SMCC) aktivierten BSA gekoppelt. Dazu wurden die Peptide
zur Entferung etwaig vorhandener interpeptidischer Disulfidbin-
dungen zundchst mit Reductacryl® (PIERCE) reduziert. Pro umol
Peptid (einfacher {UberschuB) wurden 2,2 mg aktiviertes BSA
(PIERCE) verwendet. Die Kopplungsdauer betrug 16 Stunden bei 4° C
sowie 2 Stunden bei Raumtemperatur (RT). Nicht gekoppeltes Peptid
wurde von dem Konjugat mittels Mikrosep Microconcentrators
(Filtron Technology Corp.) mit einem Ausschlufvolumen von 10 KD
entfernt.

3. Bindung der Testsubstanzen an Polystyrol

Je 50 pl der Peptid-BSA Konjugate bzw. der Peptide wurden in
unterschiedlichen Konzentrationen in die Vertiefungen einer 96
Well Mikrotiterplatte mit Flachboden (DYNATECH) gegeben. Nach dem
Eintrocknen fiir 2 Stunden bei 37° C wird ungebundenes Peptid-BSA
Konjugat bzw. Peptid durch mehrmaliges Waschen mit phosphatgepuf-
ferter Kochsalzl®ésung (PBS) entfernt. Zur Verhinderung un-
spezifischer Anhaftung der Zellen an Polystyrol wurden alle Wells
anschliefend fiir 30 min. bei 37° C mit hitzedenaturiertem BSA (2
mg/ml) abgesittigt. AnschlieBend wurde erneut mit PBS gewaschen.

Als Positivkontrolle fiir das Adhdsionsvermdgen wurde Rinder-
Fibronektin (Paesel & Lorey, 1 mg/ml), als Negativkontrolle
hitzedenaturiertes BSA (2 mg/ml) eingesetzt, welches nicht in der

Lage ist, die interzelluldre Adhdsion zu beeinflussen.
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4. Bestimmung der biologischen Aktivitit
4.1 Zelladhédrenztest

Der Zelladhdrenztest wurde mit AKR-2B Mausfibroblasten (Shipley
et al., Cancer Res. 44 (1984) 710-716) und humanen dermalen
Fibroblasten (HDF, Entnahme aus dem Unterarm, 18. Passage) durch-
gefiithrt. AKR-2B Zellen wurden in McCoy’s Medium (10 % Kidlberse-
rum), HDF Zellen wurden in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) in Gegenwart von 10 % f&talem Kilberserum (FCS) und 1 %
Streptomycin/Penicillin kultiviert. Fiir den Adhdrenztest wurden
die Zellen 2x mit proteinfreiem Hybri-Max Medium (SIGMA)
gewaschen und anschliefend in Hybri-Max (1 mM Mn®*, 0,02 %
hitzedenaturiertes BSA) aufgenommen. Damit wurde weitgehend
sichergestellt, dafB weder Proteinkomponenten aus dem Kulturmedi-
um, noch Serumkomponenten wie beispielsweise Fibronektin den
Adhédrenztest beeinflussen. In jede zuvor mit Testsubstanz
beschickteVértiefungderMikrotiterplatte(Peptidkonzentration/—
Well ca. 35 nmol) wurden 200 pl der in Hybri-Max (1 mM Mn?,
0,02 % hitzedenaturiertes BSA) aufgenommenen Zellsuspension (1,5
x 10° Zellen/Well) pipettiert und 1 Stunde im Brutschrank bei
37° C, 5 % CO,-Atmosphdre inkubiert. Danach wurde der Uberstand
abdekantiert und nicht adhirierte Zellen durch Waschen mit PBS
entfernt. Die adhi#rierten Zellen wurden 0,5 min mit Methanol
fixiert und zur Quantifizierung der Zellzahl mit dem Hemacolor-

Reagenzien Kit der Fa. MERCK angefdrbt.

Fiir einige ausgewdhlte Konjugate wurden Verdiinnungsreihen zur
Ermittlung von Bindungskonstanten fiir AKR-2B-Zellen aufgenommen.
Dazu wurden die Peptid-BSA-Konjugate in PBS verdiinnt und je 50 ul
dieser Verdiinnungen in die Wells einer Mikrotiterplatte gegeben.
Die Inkubation und alle weiteren Schritte erfolgten nach dem oben
geschilderten Verfahren. Nach graphischer Auftragung der MefBwerte
kann die Differenz zwischen dem Wert fiir die maximale Zell-
adhdrenz und dem Leerwert gebildet und die in Tab. 3 angegebenen
ECso~-Werte als MaB fiir die halbmaximale Zelladhdrenz aus dem
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Kurvenverlauf abgelesen werden.

4.2 Kompetitiver Hemmtest

iber die spezifische Absdttigung von Oberfldchenrezeptoren (in
Fig. 3E schematisch dargestellt) ist es mdglich, fiir 1l&sliche
Peptide einen inhibitorischen Effekt auf die Anheftung von
Testzellen (AKR-2B) 2zu messen. In dem hier beschriebenen
Experiment wurde ein ausgewdhltes Peptid/BSA-Konjugat ent-
sprechend einer Peptidkonzentration von 10 nmol/Well in den
Mikrotiterplatten vorgelegt und fiir 2 Stunden bei 37° C inku-
biert. Ungesdttigte Bindungsstellen des Kulturgefédfes wurden
anschliefend mit hitzedenaturierten BSA (2 mg/ml) fiir 30 Minuten
abgesdttigt. Die Peptide wurden in Hybri-Max Medium (0,02 % BSA,
1 mM Mnb) geldst, und der pH-Wert auf einen Wert von 7,2 bis 7,4
eingestellt. AnschlieBend wurden die Peptidl&sungen mit Reduct-
acryl® behandelt. Dieser Schritt kann bei Peptiden, die kein
Cystein beinhalten, entfallen. Von diesen Stamml&sungen wurden
Verdiinnungsreihen in Hybri-Max Medium (1 mM Mn*’, 0,02 % hitzede-
naturiertes BSA) hergestellt und zu den im gleichen Medium
aufgenommenen AKR-2B 2Zellen gegeben. Anschliefilend wurde fir
10 Minuten unter leichtem Schiitteln bei 37°C inkubiert. Die
derart vorbehandelten Zellen (1,5 x 10%/200 ul) wurden danach in
die Konjugat-beschichteten Mikrotiterplatten iiberfiihrt. Die
weitere Behandlung der Testplatten erfolgte analog 4.1.

Die inhibitorische Wirkung der Peptide ist als Differenz des
100 %-Wertes (Kontrolle, ohne Peptid im Medium) zu der bei einer
Peptidkonzentration von 1 umol/Well maximal gemessenen Reduktion
der Zelladhdrenz in Tab. 4 angegeben. Ein Wert von 100% wiirde
eine vollstdndigen Inhibition, d.h. die maximale Wirkung,
bedeuten. .
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4.3 Chemotaxistest

Neben der Wundkontraktion spielt die Epithelialisierung der Wunde
durch Einwanderung (Migration) von Zellen aus den Wundrindern
eine wichtige Rolle bei der Wundheilung. Einige ausgewdhlte
Peptide wurden in Chemotaxistests auf ihre Fahigkeit untersucht,
die Migration von HDF-Zellen zu simulieren. Der Test wurde gemdh
Scharffetter-Kochanek et al. (J. Invest. Dermatol. 98 (1992) 3-
11) in modifizierten Boyden-Kammern durchgefiihrt. In die untere
Kavitdt der Boyden-Kammer wurden 210 pl DMEM (Kontrolle) oder das
im gleichen Volumen DMEM aufgenommene potentielle Chemoattraktans
vorgelegt. Als Positivkontrolle wurden Kollagen I (300 000 g/ml,
100 pg/ml) und humanes Fibronektin (Boehringer, 25 pg/ml)
eingesetzt. In die obere Boyden-Kammer (Volumen 810 ul) wurden
2 x 10° zellen pipettiert. Die Inkubationszeit betrug 4 Stunden
bei 37° C. Die Ergebnisse fiir die untersuchten Peptide sind in
Tab. 5 zusammengefafBt, die Werte fiir die Mediumkontrolle sind von
diesen Mefiwerten bereits abgezogen.

5. Ergebnisse:
Ergebnisse der Adhédrenztests:

Konjugate aus BSA als Trigermolekiil und Kontrollpeptiden, die die
RGD-Sequenz enthalten (IVAl und IVAlb) besitzen fiir HDF-Zellen
erwartungsgemdfS &hnlich gute adhdrenzférdernde Wirkungen wie
Fibronektin (Tab. 1). Sowohl das Kollagen-Fragment P-15, als auch
die Thrombospondin-Konsensussequenz SVTLG sind im gewdhlten
Konzentrationsbereich etwas geringer wirksam. BSA, an welches
kein Peptid gekoppelt wurde, zeigt praktisch keine adhidrenzfdr-
dernde Wirkung.

In Tab. 2 sind die mit HDF-Zellen im Adhirenztest erhaltenen
Werte fiir die patentgemdfen Peptide zusammengestellt. Die
Sequenzen der Peptide AP#1 bis AP#27 sind als SEQ ID NO:1 bis SEQ
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ID NO:27 im Sequenzprotokoll wiedergegeben. Um minimal adhdsions-
wirksame Epitope ndher charakterisieren und weiter eingrenzen zu
kénnen, wurden ausgehend von einigen der 13 Aminos&duren langen
Sequenzmotive aminoterminal schrittweise um eine oder mehrere
Aminosduren verkiirzte Peptidvarianten sowie zusdtzlich interne
Deletionsvarianten und Peptide mit carboxyterminalen Verlangerun-
gen hergestellt und getestet. Aus den Ergebnissen (vgl. Tab. 2)
wird deutlich, daB die aminoterminale Deletion der Aminosdure
Glycin eine deutliche Reduktion der Wirksamkeit zur Folge hat
(vgl. AP#6 und AP#7 gegeniiber AP#13 und AP#14). Die Abnahme der
Wirksamkeit ist allerdings nicht auf das bloBe Fehlen einer oder
mehrerer Aminosduren zuriickzufithren, da iiberraschenderweise die
Variante AP#7, die gegeniiber AP#6 durch eine interne Deletion der
Aminosdure Leucin in Position 7 gekennzeichnet ist, gegeniiber
AP#6 sogar eine signifikant verbesserte Adhdrenzwirksamkeit
zeigt. Fiir die carboxyterminal verkiirzten Varianten AP#8 und
AP#9, die aminoterminal die Aminosdure Glycin aufweisen, wurde
iiberraschenderweise ebenfalls eine gute Wirksamkeit nachgewiesen,
die mit der adhdrenzfbrdernden Wirkung der vollstdndigen Sequenz
AP#6 vergleichbar ist bzw. diese sogar iibersteigt. Die um eine
Aminosdure kiirzere Sequenz AP#9 zeigte im Vergleich zu AP#8 eine
bessere Wirksamkeit. Die Sequenzen AP#8 und AP#9 bzw. Fragmente
derselben sind daher als Ausgangspunkt zur Entwicklung weiterer,
das Haftungsvermégen eukaryontischer Zellen untereinander wirksam
beeinflussender Adhdsionspeptide (z.B. durch Variation der Lange
und/oder der Aminosdurefolge, durch Hinzufiigen bzw. Entfernen
einzelner Aminosduren) geeignet.

Die mit den Sequenzen AP#8 und AP#9 erzielten Ergebnisse
bestdtigen, daB die aminoterminale Aminosdure Glycin fir die
Wirksamkeit der Adhdsions-Peptode von besonderer Bedeutung ist,
wie bereits einem Vergleich der Ergebnisse filir AP#6 und AP#13
bzw. AP#7 und AP#14 entnommen werden kann.
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Wie bereits aus Untersuchungen mit den Peptiden AP#7, AP#14,
AP#16 und AP#24 hervorgeht, vermittelt die Aminosdure Leucin
(Leu) in Position 7 (AS7) keinen die Adhirenz f&rdernden bzw.
vermittelnden Effekt. Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse ist
daher die Sequenz

Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro

fiir Peptide mit einer Linge von mindestens 9 Aminosiuren im
Rahmen der vorliegenden Erfindung bevorzugt.

Ein gemeinsames Hauptmerkmal der am meisten bevorzugten adhid-
sionswirksamen Peptide ist das durch die Definitionen der
Anspriiche 1 bis 3 (bei n = m = 0) festgelegte carboxyterminale
Ende der Peptide, wobei die Verwendung der Aminos&dure Glycin als
endstdndige Aminosdure (d.h. AS1 = Gly) bevorzugt ist. Als
weitere Aminosduren in dieser Sequenzposition kommen Prolin (vgl.
AP#1, AP#2) und Asparaginsdure (vgl. AP#3) in Frage. Als Ausnahme
von dieser Definition wurde im Rahmen der vorliegenden Erfindung
gefunden, dafl eine Verldngerung dieser definierten Aminosiurese-
quenz am carboxyterminalen Ende der Peptide um bis zu zwei
weitere beliebige Aminos&uren, vorzugsweise Glu und/oder Gly,
méglich ist, ohne daB die positive Wirkung auf die 2Zell/Zell-
Interaktion wesentlich gemindert wird. Bei geeigneter Wahl der
Aminosdure ASX bzw. der Aminosdurenkombination ASX-ASY kann sogar
eine erhdhte adhédrenzférdernde Wirkung zur Folge haben (vgl.
AP#19 und AP#20 gegeniiber AP#21).

Andere Varianten mit Sequenzverldngerungen am Carboxyterminus
sind gegeniiber vergleichbaren Peptiden ohne Verldngerung oder
gegeniiber Varianten mit nur einer zus#dtzlichen Aminosdure ASX in
der Regel deutlich schwdcher wirksam. Das als AP#17 bezeichnete
Peptid besitzt die gleiche Sequenzlidnge wie die Peptide AP#3 bis
AP#6, das mit der Sequenz AP#6 gemeinsame Sequenzraster (ndmlich
AS7 bis AS1l) ist jedoch um 6 Aminosduren in Richtung des
Carboxyterminus verschoben. In &hnlicher Weise gibt es zwischen
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den Peptiden AP#18 und AP#15 trotz gleicher Sequenzlénge nur eine
iberlappung von sieben Aminosduren. Gegeniiber dem Vergleichs-
peptid AP#21, das nur diese sieben carboxyterminalen Aminosduren
(AS7 bis AS1l) der Adhédsions-Peptide AP#6 bzw. AP#15 aufweist, und
demgegeniiber AP#17 und AP#18 um 6 bzw. 3 Aminosduren iiber das
carboxyterminale Glycin hinaus verldngert sind, besitzen AP#17
und AP#18 nur eine basale adhdsionsfdrdernde Wirkung. D.h.
Sequenzverldngerungen ab einer Lénge von 3 Aminosduren iiber das
erfindungsgemdB mit AS1 bezeichnete carboxyterminale Ende (bei
n = 0) hinaus iiben stérende Effekte auf die positive Beein-
flussung der Zell/Zell-Adhdrenz aus. Der EinfluB carboxytermina-
ler Sequenzverldngerungen unterhalb einer Lidnge von 3 Aminosau-
ren, d.h. iiber die als AS1 definierte Aminosdure hinaus, ist
relativ gering, wobei sich die um bis zu 3 Aminosduren ver-
lidngerten Adhdsionspeptide im Vergleich zu den carboxyterminal
mit AS1 endenden Peptiden im Hinblick auf die interzelluladren
Interaktionen entweder neutral oder eher adhdsionsfdrdernd
verhalten.

Der Abschnitt mit der grdften Sequenzhomologie zwischen den
Peptiden AP#3-AP#7 und AP#13-AP#25 liegt im carboxyterminalen
Bereich, insbesondere in der Sequenz Glu-Leu-Leu-Asp-Gly.

Die Substitution von Asparaginsdure in Position 2 (AS2) durch
Glutaminsdure (Sadurefunktion bleibt erhalten), oder durch Leucin
(vgl. AP#21 gegeniiber AP#22 und AP#23 in Tab. 2) fiihren zu einer
etwas verminderten Adhdrenzwirksamkeit.

Bemerkenswert ist, daB selbst fiir das Tripeptid Leu-Asp-Gly
(AP#27) noch eine signifikante adhdsionsfdrdernde Wirkung

nachweisbar ist.

ZusammengefaBt ergibt sich aus diesen Untersuchungen, daB
verschiedene Faktoren wesentlichen Einfluf auf die Wirkung der
patentgemidBen Peptidsequenzen bei der Zell/Zell-Interaktion
haben. So spielen ein aminoterminales Glycin, sowie die carboxy-
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terminale Kernsequenz Glu-Leu-Leu-Asp-Gly (ELLDG, entspricht
AP#25) bei Adhdsions-Peptiden mit mehr als 5 und vorzugsweise mit
12 bis 14 Aminosduren eine wesentliche Rolle, und interne
Sequenzvariationen an den verbleibenden Positionen (wie bei-
spielsweise die interne Deletionsvariante AP#7) kbnnen gegeniiber
AP#6 liberraschenderweise sogar verbesserte adhisionsf&rdernde
Eigenschaften haben. Dagegen haben Sequenzverlédngerungen am
Carboxyterminus vorwiegend inhibitorischen EinflufR.

Weitere, durch Aminos3ure-Austausch erhaltene Peptide wurden im
Rahmen der vorliegenden Erfindung ebenfalls auf ihre Fdhigkeit,
das Haftungsverm&gen von eukaryontischen Zellen zu modifizieren,
untersucht. Die Ergebnisse sind in Tab. 2 dargestellt. Das
Sequenzmuster AP#10 besitzt, genau wie das nahezu identische Ad-
hdsions-Peptid AP#11 (gegeniiber AP#10 durch den Austausch der
Aminosdure AS9 = Ser gegen AS9 = Ala verschieden) signifikante
Adhdsions-modifizierende Wirkung. Eine besonders gute Wirksamkeit
wurde mit der Sequenz AP#1 gemessen, ein 18 Aminosiuren langes
Adhdsions-Peptid, das die carboxyterminale Aminosduresequenz Asp-
Leu-Phe-Asp-Pro (entspr. AS5-AS54-AS3-AS2-AS1) enthidlt.

Zur Ermittlung von Bindungskonstanten fiir die patentgemédfien
Peptide wurden fiir einige ausgewdhlte Konjugate Dosis-Wirkungs-
kurven auf AKR-2B-Zellen aufgenommen. Die in Tab. 3 angegebenen
ECso-Werte als MaB fiir die halbmaximale Zelladhdrenz wurden aus
dem jeweiligen Kurvenverlauf (aufgetragen: Zelladhdrenz gegen
Peptidkonzentration) abgelesen. Niedrige ECs;-Werte bedeuten, daf
fiir das Erreichen eines halbmaximalen Effektes nur geringe Sub-
stanzmengen eingesetzt werden miissen, die Substanz also sehr
wirksam ist.

Gegeniiber dem die Aminosduresequenz "RGD" enthaltenen Kontroll-
peptid IVAl weisen alle anderen getesteten Peptid-/Carrier
Konjugate eine wenigstens um den Faktor 30 (AP#6) geringere
adhdsionsvermittelnde Wirkung auf. Allerdings sind in diesem
System alle patentgemdfBen Peptide etwa um den Faktor 2-3
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wirksamer als das Thrombospondin-Kontrollpeptid "SVTLG". Die
geringere Wirksamkeit der patentgemdfilen Peptide gegeniiber IVAl
ist vermutlich eine Folge der unterschiedlichen Wirkmechanismen.
Wie bereits an anderer Stelle erwdhnt, wird die Sequenz "RGD" von
Zelloberflichenrezeptoren des Integrin-Typs erkannt, wdhrend die
patentgemifen Peptide in ihrer Wirkungsweise dem Bereich Zell-
Zell Interaktion zuzuordnen sind, eine funktionelle Aktivitat
also iiber einen anderen Typ von Zelloberfldchenrezeptoren
entfaltet wird. Die erhaltenen MefBwerte sind somit direkt
abhingig von der Anzahl funktioneller Rezeptoren fiir das
jeweilige Peptid-Epitop auf den Testzellen. Vermutlich ex-
primieren AKR-2B Zellen in vitro weit mehr Rezeptoren des
Integrin-Typs als Zelladhdsionsmolekiile. Insgesamt wurden fiir die
patentgemdfen Peptide sehr einheitliche Werte gemessen, die
niedrigsten ECs;,-Werte wurden fiir die Peptide AP#3, AP#6 und AP#7
erhalten. Selbst mit dem Pentapeptid "ELLDG" wurde eine im
Vergleich zur Kontrolle "SVTLG" bessere Bindungskonstante
gemessen.
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Tabelle 3

Bezeichnung ECso [pmol/Well]
IVAl 0,73
SVTLG 64,5
AP#1 32,9
AP#2 39,8
AP#3 24,7
AP#4 30,0
AP#6 21,5
AP#7 27,0
AP#8 41,7
AP#9 50,7
AP#12 29,0
AP#25 42,0

Ergebnisse des Adhdrenz-Inhibitionstests:

Fir die in 1l6slicher Form, d.h. in einer nicht an Tradgermolekiile
gebundenen Form, vorliegenden patentgemdfBen Peptide sind Adhi-
sions-inhibitorische Eigenschaften nachweisbar, die durch die
spezifische Blockade von Epitopen auf Oberfldchenrezeptoren der
Testzellen zustande kommen (vgl. Fig. 3E). Fiir den Nachweis
dieser Effekte wurden ausgewdhlte Peptide auf ihre Fdhigkeit
getestet, eine kompetitive Hemmung der Adhdrenz der Testzellen
an vorgelegtes Konjugat aus BSA und dem Peptid AP#2 zu bewirken.

Als interner Standard wurde das Peptid AP#2 ausgewdhlt. Die
adhdsionsférdernden Eigenschaften von BSA/AP#2 Konjugaten liegen
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im Vergleich zu den meisten anderen patentgemdfien Peptiden (vgl.
Tab. 2) in einem Bereich halbmaximaler Effektivitat. Erfahrungs-
gemdB ist es fiir den Nachweis inhibitorischer Effekte glinstig,
im Bereich einer suboptimalen Wirkung zu messen, da sonst
schwache inhibitorische Effekte m&glicherweise nicht erfaft
werden.

Als Negativkontrolle wurde das die Sequenz Arg-Gly-Asp ("RGD")
enthaltende Peptid IVAl verwendet. Dieses Peptid entfaltet seine
Wirkung iiber Rezeptoren des Integrin-Typs (vgl. Fig. 1-3), d.h.
bei diesem Mechanismus handelt es sich um die spezifische
Interaktion von Zellen mit Komponenten der ECM (Zell/Matrix-
Wechselwirkung). In dem hier untersuchten Fall der Interaktion
zwischen 2Zelladhidsionsmolekiilen im Rahmen eines kompetitiven
Tests wurde davon ausgegangen, daf das Peptid IVAl aufgrund der
im Vergleich zur Zell/Zell-Interaktion mechanistisch anders
gearteten (s.o.) Wechselwirkung keine spezifische Wirkung
aufweist. In Tab. 4 sind die Ergebnisse dieser Untersuchung unter
Verwendung der erfindungsgemifien Adhdsions-Peptide AP#3, AP#4,
AP#6, AP#7, AP#17 und AP#25 zusammengestellt. Erwartungsgeméf
zeigt das Peptid AP#2 (Kompetition mit sich selbst) einen
hochsignifikanten Hemm-Effekt auf die Anheftung von AKR-2B
Zellen. Ahnlich starke Effekte werden aber auch fiir die Peptide
AP#6 und AP#7, und in etwas geringer Effizienz auch fiir die
Peptide AP#3, AP#4 sowie das kurze Peptid AP#25 gemessen. Dies
ist ein eindeutiges Indiz dafiir, daB die adhdsionsvermittelnde
Funktion dieser Peptidsequenzen auf die Wechselwirkung mit einem
gemeinsamen Epitop auf einem zelluldren Rezeptor zuriickzufiihren
ist. Das Peptid AP#17, das einen Vertreter fiir carboxyterminal
iiber AS1 hinaus verldngerte Peptide darstellt, und IVAl, das die
bei Zell/Matrix-Interaktionen wirksame RGD-Sequenz (Arg-Gly-Asp)
aufweist, zeigten in diesem System erwartungsgemdf praktisch

keine Wirkung.
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Tabelle 4 Untersuchung der inhibitorischen Wirkung ausge-
wdhlter Adhdsions-Peptide

Peptid (Konzentration 1pumol/Well) Inhibition [%]
AP#2 (interner Standard) 51,5
AP#3 17
AP#4 19,9
AP#6 53
AP#7 492
AP#17 54
AP#25 18,1
IVA1 (Negativkontrolle) 2,6

Ergebnisse des Chemotaxistests:

Die Ergebnisse des Chemotaxis-Tests sind in Tab. 5 beispielhaft
fiir die Peptide AP#3 und AP#7 dargestellt. Neben der Bedeutung
bei Zell/Matrix-Interaktionen ist fiir eine Reihe von ECM-Kom-
ponenten deren chemotaktische Wirkung bekannt. Insbesondere
Kollagen und Fibronektin sind wirksame Aktivatoren der Zell-
migration (Guo et al., J. Cell Sci. 96 (1990) 197-205).

Nach Abzug der MefBwerte fiir die Mediumkontrolle zeigen beide
getesteten Peptide im Vergleich zu Kollagen und Fibronektin
(Positivkontrollen) in der eingesetzten Dosierung einen deutli-
chen Chemotaxis-Effekt fiir HDF-Zellen. Durch diese Untersuchung
konnte nachgewiesen werden, daB die Adhdsions-Peptide der
vorliegenden Erfindung in vitro die Migration humaner Zellen
fordern kénnen und damit ein eindeutiges Potential fiir die aktive

Beschleunigung von Vorgingen der Wundheilung besitzen.
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Tabelle 5 Chemotaxis-Test mit HDF-Zellen
Konzentration 0Zellen/Gesichtsfeld chemotaktische 5
Migration %] [%])

Kollagen 0,3 nmol/ml 45,7 100,0 16,3
Fibronektin 0,6 nmol/ml 439 96,0 5,6
AP#3 1pmol/ml 11,1 243 0,2
AP#7 1pumol/ml 10,9 239 142
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Beschreibung der Abbildungen

Schematische Darstellung der Zell-Zell und Zell-Matrix Inter-

aktionen

Fig. 1) Kontakte der 2Zelle mit Komponenten der ECM werden
iberwiegend von Oberfédchenrezeptoren des Integrin-Typs ver-
mittelt, hier dargestellt am Beispiel des Epitops Arg-Gly-Asp
("RGD") (A). Interzelluldre Adh#dsionskontakte durch Zelladhi-
sionsmolekiile ("Cell Adhesion Molecules" - CAM’'s) sind in (B),
induzierbare luminale CAM’s in (C) dargestellt.

Fig. 2) Hochspezifische, von Zelladhdsionsmolekiilen abgeleitete
Peptide, die an geeignete Carriermolekiile gekoppelt vorliegen,
sind in der Lage, CAM-spezifische zelluldre Interaktionen 2zu
unterstiitzen (D). In einer geeigneten galenischen Zubereitung
kann mit diesen Konjugaten die Férderung von Vorgdngen der
Zellanheftung, beispielsweise der Anheftrate von Hauttrans-
plantaten, erreicht werden.

Fig. 3) Diese Darstellung verdeutlicht, in welcher Weise freie,
d.h. nicht an Carriermolekiile konjugierte Peptide durch spezifi-
sche Abs&dttigung von Bindungsstellen an den CAM's zellulidre
Adhdsionsvorgédnge inhibieren k&nnen (E).
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AP# Adhdrenz-/Adhdsions-Peptid

AS Aminosdure

BSA Rinderserumalbumin

& Standardabweichung

CAM Cell Adhesion Molecule

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium

ECso effective concentration (Wert fiir die halbmaximale
Wirksamkeit

ECM Extrazellularmatrix

FCS fotales Kdlberserum

HDF Humane Dermale Fibroblasten

KD " Kilodalton

KLH Keyhole Limpet Hemocyanin

PBS phosphatgepufferte Kochsalzlbsung

PEG Polyethylenglykol

RGD Arginin-Glycin-Asparaginsédure

RT Raumtemperatur

TFA Trifluoressigsdure
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SEQUENZPROTOKOLL

(1) ALLGEMEINE ANGABEN:

(i) ANMELDER:
(A) NAME: Beiersdorf AG
(B) STRASSE: Unnastr. 48
(C) ORT: Hamburg
(E) LAND: Deutschland
(F) POSTLEITZAHL: 20245

(ii) BEZEICHNUNG DER ERFINDUNG: Zelladhaesions-Peptide zur Modifikation
des Haftungsvermoegens eukaryontischer Zellen untereinander

(iii) ANZAHL DER SEQUENZEN: 35

(iv) COMPUTER—LES§ARE FASSUNG:
(A) DATENTRAGER: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) BETRIEBSSYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Release #1.0, Version #1.30 (EPA)

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 1:

(1) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 18 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..18
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#1"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1:

Gln Ile Asp Phe Asn Arg Leu Phe Thr His Pro Val Thr Asp Leu Phe
1 S 10 15

Asp Pro

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 2:

(i) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 14 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..14
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "AP#2"
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 2:

Gly Ile Glu Thr Pro Leu Pro Lys Lys Glu Leu Leu Leu Pro
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 3:

(1) SEQUEN@KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 13 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..13
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#3"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 3:

Ser Ile Gln Arg Asp Asn Tyr Ala Glu Leu Leu Asp Asp
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 4:

(i) SEQUEN?KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 13 AminosHuren
(B) ART: Aminosd#dure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1..13

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#4"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 4:

Leu Ser Cys Gly Lys Glu Tyr Val Glu Leu Leu Asp Gly
1 5 10
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 5:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 13 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..13
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#5"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 5:

Gly Val Val Ser Thr Pro Leu Val Asn Leu Ile Asn Gly
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 6:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 13 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..13
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#6"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 6:

Gly Ile Val Arg Thr Pro Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 7:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..12
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#7"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 7:

Gly Ile Val Arg Thr Pro Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 8:

(i) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 10 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..10
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "AP#8"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 8:

Gly Ile Val Arg Thr Pro Leu Ala Glu Leu
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 9:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 7 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1..7

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#9"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 9:

Gly Ile Val Arg Thr Pro Leu
1 5



WO 96/06114 PCT/EP95/03135

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 10:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..12
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#10"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 10:

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Ser Ser Gly Ser Gly
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 11:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1..12

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#11"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 11:

Gly Gly Gly Ala Gly Gly Gly Ser Ser Gly Ser Gly
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 12:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 13 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..13
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#12"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 12:

Thr Val Leu Arg Asn Ile Gln Glu Leu Leu Asp Gly Glu
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 13:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 12 AminosHduren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..12
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#13"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 13:
Ile Val Arg Thr Pro Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5 10

(2) ANGABEN 2U SEQ ID NO: 14:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 11 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1..11

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#14"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 1l4:

Ile Val Arg Thr Pro Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5 10



WO 96/06114 PCT/EP95/03135

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 15:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 10 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..10
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#15"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 15:

Arg Thr Pro Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 16:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..9
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#16"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 16:

Arg Thr Pro Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 17:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 13 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..13
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#17"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 17:

Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly Glu Gly Gln Thr Ala Asp
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 18:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 10 Aminos#uren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..10
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "AP#18"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 18:

Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly Glu Gly Gln
1 5 10

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 19:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1..9

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#19"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 19:

Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly Glu Gly
1 5
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 20:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 8 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..8
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#20"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 20:

Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly Glu
1 5

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 21:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 7 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..7
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#21"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 21:

Leu Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 22:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 7 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..7
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "AP#22"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 22:

Leu Ala Glu Leu Leu Glu Gly
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 23:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 7 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..7
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#23"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 23:

Leu Ala Glu Leu Leu Leu Gly
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 24:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 6 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1l..6

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#24"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 24:

Ala Glu Leu Leu Asp Gly
1 5

PCT/EP95/03135
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 25:

(1) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 5 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..5
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "AP#25"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 25:

Glu Leu Leu Asp Gly
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 26:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 4 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..4
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#26"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 26:

Leu Leu Asp Gly
1

(2) ANGABEN 2ZU SEQ ID NO: 27:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 3 AminosHuren
(B) ART: AminosH#ure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..3
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "AP#27"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 27:

Leu Asp Gly
1

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 28:

(1) SEQUEN?KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 9 AminosHuren
(B) ART: Aminos#ure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..9
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "IVAl"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 28:

Val Thr Gly Arg Gly Asp Ser Pro Ala
1 5

{2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 29:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 5 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
(ix) MERKMAL:

(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide

(B) LAGE:1..5

(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "IVAlb"
(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 29:

Gly Arg Gly Asp Ser
1 5

PCT/EP95/03135
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(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 30:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 15 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..15
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "P-15"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 30:

Gly Thr Pro Gly Pro Gln Gly Ile Ala Gly Gln Arg Gly Val Val
1 5 10 15

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 31:

(i) SEQUENZKENNZEICHEN:
(A) LANGE: 5 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..5
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "SVTLG"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 31:

Ser Val Thr Leu Gly
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 32:

(i) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 6 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid
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(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..6
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "NH2-Terminus"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 32:

Gly Ile Val Arg Thr Pro
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 33:

(i) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 5 AminosHuren
(B) ART: Aminos#ure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
A) NAME /SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..5
(D) SONSTIGE ANGABEN:/note= "Die Aminoaeuren koennen
folgende Bedeutung haben: Pos. 1 (=AS3): Leu, Ile, Phe od.
Gly / Pos. 2 (=AS2): Asp, Leu, Asn od. Ser / Pos. 3 (=ASl):
Gly, Pro od. Asp / Pos. &4 und 5 (ASX, ASY): beliebig"”

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 33:

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

(2) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 34:

(i) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 6 Aminosduren
(B) ART: Aminosdure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..6
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Die Aminoaeuren koennen
folgende Bedeutung haben: Pos. 1 (=AS4): Leu od. Ser |/
Bedeutung der anderen Aminosaeuren wie in SEQ.ID Nr. 33"
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(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG : SEQ ID NO: 34:

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5

(Z) ANGABEN ZU SEQ ID NO: 35:

(1) SEQUEN;KENNZEICHEN:
(A) LANGE: 7 AminosHuren
(B) ART: AminosHure
(C) STRANGFORM:
(D) TOPOLOGIE: linear

(ii) ART DES MOLEKULS: Peptid

(ix) MERKMAL:
(A) NAME/SCHLUSSEL: Peptide
(B) LAGE:1..7
(D) SONSTIGE ANGABEN: /note= "Die Aminoaeuren koennen
folgende Bedeutung haben: Pos. 1 (=AS5): Glu, Ser, Asp od.
Asn / Bedeutung der anderen Aminosaeuren wie in SEQ.ID Nr.
33 und SEQ.ID Nr. 34"

(xi) SEQUENZBESCHREIBUNG: SEQ ID NO: 35:

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa
1 5
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Patentanspriiche:

1. Adhisions-Peptid =zur Modifikation des Haftungsvermdgens
eukaryontischer Zellen untereinander, dadurch gekennzeich-

net, daB es mindestens die Aminosduresequenz
AS3-AS2-AS1-(ASX),-(ASY),

(SEQ ID NO: 33)

aufweist, wobei

n entweder 0 oder 1 ist,

m entweder 0 oder 1 ist, wenn n = 1 ist, und

AS1 die endstdndige Aminosdure am carboxyterminalen Ende des
Peptids bezeichnet, wenn n = m = 0 ist und wobei
ASX und ASY jeweils beliebige Aminosduren,

AS1 Gly, Pro oder Asp,

AS2 Asp, Leu, Asn oder Ser und

AS3 Leu, Ile, Phe oder Gly

sind.

2. Peptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es eine

Linge von 3 bis 30 Aminosduren aufweist.

3. Peptid nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet,

daB es mindestens die Aminosduresequenz
AS4-AS3-AS2-AS1-(ASX),-(ASY),

(SEQ ID NO: 34)

aufweist, wobei

AS4 Leu oder Ser ist.

4. Peptid nach den Anspiichen 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet,

daB es mindestens die Aminosduresequenz
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10.

11.

12.
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AS5-AS4-AS3-AS2-AS1-(ASX),-(ASY),

(SEQ ID NO: 35)
aufweist, wobei
AS5 Glu, Ser, Asp oder Asn ist.

Peptid nach den Anspriichen 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet,
daf3 ASX und ASY Glu und/oder Gly sind.

Peptid nach den Anspriichen 1 bis 5, dadurch gekennzeichnet,
dafBl es eine Ldnge von 6 bis 30 Aminosduren aufweist, wobei
die Aminos&dure am aminoterminalen Ende des Peptids Gly, Ser,
Leu, Ile, Arg oder Thr ist.

Peptid nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB es eine

Lange von 12 bis 14 Aminosduren aufweist.

Peptid nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, dafB die
Aminosdure am aminoterminalen Ende des Peptids Gly ist.

Peptid nach den Anspriichen 1 bis 8, dadurch gekennzeichnet,
dafl AS3 Leu ist.

Peptid nach den Anspriichen 4 bis 9, dadurch gekennzeichnet,
dafl AS5 Glu ist.

Peptid nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB es eine
Liange von drei Aminosiuren aufweist, wobei die Aminosiure-
folge Leu-Asp-Gly (SEQ ID NO: 27) ist.

Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB n = m =

0 ist und es die Aminosdurefolge

Glu-Leu-Leu-Asp-Gly (SEQ ID NO: 25)
oder
Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly (SEQ ID NO: 21)
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13.

14.

15.

16.
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aufweist.

Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daf n = m =

0 ist und es die Aminosdurefolge

Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly
(SEQ ID NO: 7)

oder
Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro-Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly
(SEQ ID NO: 6)

aufweist.

Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, dal n = 1

und m = 0 ist und es die Aminosdurefolge

Thr-Val-Leu-Arg-Asn-Ile-Gln-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly-Glu
(SEQ ID NO: 12)

aufweist.

Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB n = m =

0 ist und es die Aminosdurefolge

Gly-Gly-Gly-Ser-Gly-Gly-Gly-Ser-Ser-Gly-Ser-Gly
(SEQ ID NO: 10)

oder
Gly-Gly-Gly-Ala-Gly-Gly-Gly-Ser-Ser-Gly-Ser-Gly
(SEQ ID NO: 11)

aufweist.

Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, da n = m =

0 ist und es die Aminosdurefolge

Gln-Ile-Asp-Phe-Asn-Arg-Leu-Phe-Thr-His-Pro-Val--
Thr-Asp-Leu-Phe-Asp-Pro (SEQ ID NO: 1)

aufweist.
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Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB n = m =
1 ist und es die Aminosdurefolge

Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly-Glu-Gly (SEQ ID NO: 19)
aufweist.

Peptid nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB n = m =
1l ist und es die Aminosdurefolge

Leu-Ala-Glu-Leu-Leu-Asp-Gly-Glu-Gly-Gln (SEQ ID NO: 18)
aufweist.

Adhdsions-Peptid zur Modifikation des Haftungsvermdgens
eukaryontischer Zellen untereinander, dadurch gekennzeich-
net, daB es die Aminosdurefolge

Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro-Leu-Ala-Glu-Leu (SEQ ID NO: 8) oder
Gly-Ile-Val-Arg-Thr-Pro-Leu (SEQ ID NO: 9)

oder ein Fragment derselben aufweist.

Peptid nach einem der Anspriiche 1 bis 19, dadurch gekenn-
zeichnet, daB es an einen Tridger gebunden ist.

Péptid nach Anspruch 20, dadurch gekennzeichnet, daB der
Trager BSA, KLH, Kollagen, Polylysin, ein Immunglobulin oder

ein Polysaccharid ist.

Peptid nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, daB das

Polysaccharid Hyalurons&dure ist.

Peptid nach den Anspriichen 20 bis 22, dadurch gekennzeich-
net, daB es an seinem carboxyterminalen Ende iiber einen

Cysteinrest an den Trdger gebunden ist.



WO 96/06114 PCT/EP95/03135

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.
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Verwendung der Peptide nach den Anspriichen 20 bis 23 zur
Férderung der Zell/Zell-Adhdsion eukaryontischer Zellen in
vitro, wobei mindestens zwei Peptide an eine einzelne

Triagereinheit gebunden sind.

Verwendung der Peptide nach den Anspriichen 20 bis 23 zur
Herstellung eines Arzneimittels zur F8rderung der Zell/Zell-
Adhdsion eukaryontischer Zellen, wobei mindestens zwei

Peptide an eine einzelne Trdgereinheit gebunden sind.

Verwendung nach den Anspriichen 24 oder 25, wobei die

eukaryontischen Zellen Endothelialzellen sind.

Verwendung nach Anspruch 26, wobei die Endothelialzellen
gefdBauskleidende Endothelialzellen in kiinstlichen Blutgefd-
Ben sind.

Verwendung nach den Anspriichen 24 oder 25, wobei die
eukaryontischen Zellen humane dermale und/oder epidermale

Zellen sind.

Verwendung nach Anspruch 28 zur Fixierung von Hauttrans-
plantaten.

Verwendung der Peptide nach den Anspriichen 1 bis 19 zur
Inhibition (Reduktion) der Zell/Zell-Adhdsion eukaryonti-
scher Zellen in vitro.

Verwendung der Peptide nach den Anspriichen 1 bis 19 zur
Herstellung eines Arzneimittels zur Inhibition oder Reduk-
tion der Zell/Zell-Adhdsion eukaryontischer Zellen.

Verwendung der Peptide nach den Anspriichen 20 bis 23 zur
Inhibition der Zell/Zell-Adhdsion eukaryontischer Zellen in
vitro, wobei jeweils ein einzelnes Peptid an eine einzelne

Trédgereinheit gebunden ist.
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Verwendung der Peptide nach den Anspriichen 20 bis 23 zur
Herstellung eines Arzneimittels zur Inhibition oder Reduk-
tion der Zell/Zell-Adhdsion eukaryontischer Zellen, wobei
jeweils ein einzelnes Peptid an eine einzelne Trigereinheit
gebunden ist.

Verwendung des Peptids nach den Anspriichen 1 bis 23 als che-
motaktischer Attraktor.

Verwendung des Peptids nach den Anspriichen 1 bis 23 zur qua-
litativen und/oder quantitativen Bestimmung der Zell/Zell-
Adhdsion eukaryontischer Zellen.

Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB es Peptide nach
den Anspriichen 20 bis 23 neben iiblichen Tragerstoffen,
Hilfsmitteln und/oder Zusatzstoffen enthilt, wobei minde-
stens zwel Peptide an eine einzelne Trigereinheit gebunden
sind, die untereinander jeweils gleich oder verschieden sein
kdénnen.

Arzneimittel nach Anspruch 36 zur Steigerung der Anwachsrate
von Hauttransplantaten oder Organtransplantaten.

Arzneimittel nach Anspruch 36 zur Férderung der Wundheilung.

Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB es ein oder mehre-
re Peptide nach den Anspriichen 1 bis 19 neben iiblichen Tr&-
gerstoffen, Hilfsmitteln und/oder Zusatzstoffen enthilt.

Arzneimittel, dadurch gekennzeichnet, daB3 es ein oder mehre-
re Peptide nach den Anspriichen 20 bis 23 neben iiblichen Tr&-
gerstoffen, Hilfsmitteln und/oder Zusatzstoffen enthidlt,
wobei jeweils ein einzelnes Peptid an eine einzelne Tridger-

einheit gebunden ist.



WO 96/06114 PCT/EP95/03135

- 58 -

41. Arzneimittel nach den Anspriichen 39 oder 40 zur Thrombose-

prophylaxe und/oder Arterioskleroseprophylaxe.

42. Arzneimittel nach den Anspriichen 39 oder 40 zur Unterdriik-

kung der Metastasierung von Krebszellen.

43. Arzneimittel nach den Anspriichen 39 oder 40 zur Entziindungs-

hemmung.
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DALLO, S. F. ET AL 'Identification of Pl
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cytadherence'
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siehe Seite 5, Zeile 3; Anspriiche;
Beispiele

X WO,A,91 18294 (MEDSCAND AB) 28.November
1991
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Feld ] Bemerkungen zu den Anspriichen, die sich als nicht recherchierbar erwiesen haben (Fortsetzung von Punkt 1 auf Blatt 1)

Gemil Artikel 17(2)a) wurde aus folgenden Griinden fiir bestimmte Anspriiche kein Recherchenbericht erstelit:

1. [Z] Anspruche Nr.
weil Sie sich auf Gegenstande beziehen, zu deren Recherche die Behorde nicht verpflichtet ist, nimlich

Siche beilage

2. D Anspriiche Nr.
weil sie sich auf Teile der internationalen Anmeldung beziehen, die den vorgeschriebenen Anforderungen so wenig entsprechen,
dafl eine sinnvolle internationale Recherche nicht durchgefihrt werden kann, namlich

3. D Anspruche Nr.
weil es sich dabei um abhingige Anspriche handelt, die nicht entsprechend Satz 2 und 3 der Regel 6.4 a) abgefalt sind.

Feld Il Bemerkungen bei mangeinder Einheitlichkeit der Erfindung (Fortsetzung von Punkt 2 auf Blatt 1)

Die internationale Recherchenbehorde hat festgestcllt, dal diese internationale Anmeldung mehrere Erfindungen enthilt:

1. D Da der Anmelder alle erforderlichen zusitzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser
internationalc Recherchenbericht auf alle recherchierbaren Anspruche der internationalen Anmeldung.

2. Da fiir alle recherchierbaren Anspruche die Recherche ohne einen Arbcitsaufwand durchgefiihrt werden konnte, der eine
zusatzliche Recherchengebiihr gerechtfertigt hatte, hat die internationale Recherchenbehorde nicht zur Zahlung einer soichen
Gebihr aufgefordert.

3. D Da der Anmelder nur einige der erforderiichen zusitzlichen Recherchengebiihren rechtzeitig entrichtet hat, erstreckt sich dieser

internationale Recherchenbericht nur auf die Anspriche der internationalen Anmeldung, fiir die Gebiihren entrichtet worden
sind, namlich auf die Anspriche Nr.

4. D Der Anmelder hat die erforderlichen zusitzlichen Recherchengebiihren nicht rechtzeitig entrichtet. Der internationale Recher-
chenbericht beschrankt sich daher auf die in den Anspriichen zuerst erwahnte Erfindung; diese ist in folgenden Anspruchen er-
faBt

Bemerkungen hinsichtlich eines Widerspruchs D Die zusitzlichen Gebiihren wurden vom Anmelder unter Widerspruch gezahlit.

D Die Zahlung zusiatzlicher Gebihren erfolgte ohne Widerspruch.

Formblatt PCT/ISA/210 (Fortsetzung von Blatt 1 (1))(Juli 1992)
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WEITERE ANGABEN pcTasas 210

Anlage zu Blatt B der Anmeldung SA115674

Unvollstindige Recherche!
vollstindig recherchierte Patentanspriiche: 11-19
unvollstindig recherchierte Patentanspriiche: 1-10, 20-43

In Hinblick auf die extrem grosse Zahl von Verbindungen, die unter die Anspriiche 1-10 und 20-
43 fallen, und aufgrund der Tatsache, dass die Beschreibung die Anspriiche hinsichtlich dieser
Verbindungen nicht volistindig stiitzt, sieht sich die Recherchenabteilung nicht in der Lage, schon
aus okonomischen Griinden eine vollstindige Recherche fiir die Anspriiche 1-10 und 20-43
durchzufiihren.

Die Suche fiir die Anspriiche 1-10 und 20-43 wurde deshalb eingeschrinkt. Sie umfasst jedoch
alle Beispiele der Beschreibung und nah damit verwandte Verbindungen mit den behaupteten
Eigenschaften (siehe auch die Bemerkung).

Bemerkung: Insofern sich die Anspriiche 25-35 auf eine (in vivo-) Behandlung des menschlichen
und/oder tierischen Korpers beziehen, wurde eine Recherche durchgefiihrt, die sich
auf die behaupteten Effekte bzw. Aktivititen der Verbindungen und/oder
Zubereitungen beschrankt.
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