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KIVONAT
Jelen talalmany fibronektint megkotd peptidre vonatko- szerkezettel rendelkezik, ahol R’ hidrogén vagy K,
zik, mely vagy DK, és R2 hidroxi, L, LP vagy LPK.
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Jelen taldlmény fibronektint megk6t6 peptidre vonat-
kozik.

Jelen talalmany targya a legkisebb lehetséges, fibro-
nektint megkotd polipeptid elGallitasa.

Tovébbi targya nevezett peptid kémiai szintézissel
torténd el6allitasi lehetdségének elérése.

Tovabbi targyait a kovetkezd leirds vilagitja meg.

A taldlmany hattere

WO-A1-85/05553 olyan bakterialis sejtfeliileti pro-
teineket ismertet, melyek fibronektint, fibrinogént, kolla-
gént és/vagy laminint megkoté képességgel rendelkez-
nek. Ezéltal bemutatdsra keriilt, hogy kiilonb6z6 bak-
tériumok képesek fibronektint, fibrinogént, kollagént
és/vagy laminint megkétni. Tovabba bemutatasra keriilt,
hogy a fibronektint megkotd protein molekulasilya
165 kD és/vagy 87 kD, igy lehetséges, hogy a kisebb
protein a nagyobbnak részét képezi.

A fibronektin diszulfidkétést, dimer glikoprotein
(M,=450 000), ami oldhaté formaban van jelen a vér-
plazméaban és mas testnedvekben, és rostos formaban
rakodik le, mint a laza kotGszovet extracellularis sejtkd-
zi allomanyanak 6 alkotorésze. Harom kiilonboz6 szer-
kezet(i elembdl all, melyeket L., I és III. tipusi homo-
lognak neveznek (Petersen et al., 1983; PNAS), ami-
nek végeredménye a fibronektinmolekula modulszerd
szerkezete, amelynek kiilonb6z6 biologiai hatisai meg-
hatarozott doméneknek tulajdonithato.

A fibronektin 6 bioldgiai szerepe abban mutatko-
zik meg, hogy rendetkezik azzal a képességgel, hogy
elGsegitse az eukaridtasejteknek az extracellularis sejt-
ko6zi allomannyal valé Osszekapcsolodasat kiilénallo
sejtfelszini receptorok és a molekula teljes egészében a
I11. tipusii homoldg egységekbdl képzett 105 kDa-os
kozponti teriilete kozotti specifikus kélcsonhatason ke-
resztiil (Pierschbacher and Ruoslahti, 1984, Nature,
309: 30-33). A sejtmegkotd domént C-terminalis ve-
gén egy 31 kDa-os heparinmegkotd domén és egy
30 kDa-os fibrinmegkotd domén koveti. A sejtmegkotd
domént megeldzi egy 42 kDa-os zselatin (kollagén)-
megkotd domén és egy N-terminalis 29 kDa-os domén,
ami 6t egymast kovet6, L. tipust ismétlddésbal all, ami
fibrint, heparint és baktériumokat kot meg (Yamada,
1983, Ann. Rev. Biochem., 52: 761-799).

Tébb korokozd Gram-pozitiv stapylococcusszal és
streptococcusszal kapcsolatban beszamoltak arrol,
hogy kizardlag a fibronektin 29 kDa-os N-terminélis
doménjéhez kapcsolédnak (Speziale et al., 1984, J.
Bacteriol. 157: 420-427; Mosher and Proctor, 1980,
Science 209: 927-929). Néhany Gram-negativ bélbak-
térium, név szerint Escherichia coli, Salmonella typhi-
murium, S. enteritidis és S. dublin szintén emlitésre ke-
riilt, hogy megkoti a fibronektint (Froman et al., 1984,
JBC 259: 14 889-14 905; Van de Water et al., 1983,
Science 220: 201-204; Faris et al., 1986, FEMS
Microbiol. Lett. 34: 221-224; Baloda et al, 1986,
FEMS Microbiol. Lett. 34 225-229; Baloda et al.,
1986, FEMS Microbiol. Lett. 34: 225-229; Baloda et
al., 1985, FEMS Microbiol. Lett. 28 1-5; Kristiansen
etal, 1987), és E. colival kapcsolatban beszamoltak ar-
16l, hogy a baktériumok megkotik a 29 kDa-os N-termi-
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nalis domént és egy masik, nem azonositott teriiletet
(Froman et al.,, 1984). Ezzel szemben a spirochéta Tre-
ponema pallidum és a Trypanosoma Trypanosoma
cruzi kiilonboznek a tobbi, fibronektint megk6té mikro-
organizmustdl a 105 kDa-os eukariéta sejtmegkotd
domén iranti specifitasuk tekintetében (Thomas et al,
1985a, J. Exp. Med. 161: 514-525; Ouaissi et al.,
1986, J. Exp. Med. 162: 1715-1719).

E mikroorganizmusok és fibronektin k6zotti kdlcson-
hatés disszociacios alland6i 102—103-szor nagyobb affini-
tast mutatnak, mint amir6l ép fibronektinnek human ko-
tGszoveti sejtekhez valé kapcsolodasa esetén beszdmol-
tak (Hook et al, 1989; Akiyama and Yamada, 1985,
JBC 260: 4492-4500). A fibronektinnek ez az affinita-
sa artalmas tényez6 lehet, elGsegitve a sériilt szovetek €s
vérrogok bakterialis fert6z8dését, mivel a fibronektinben
gazdag sejtkozi dllomany, mint ismeretes, a sebgyo-
gyulas elsé és mésodik hetében lerakodik (Kurikinen et
al., 1980, Lab Invest. 43: 47-51; Grinell et al, 1981,
J. Invest. Dermatol. 76: 181-189; Clark et al, 1982,
J. Invest. Dermatol. 79. 269-276). Jelen kutatasunk cél-
ja az volt, hogy jellemezziik a mikrobialis, fibronektint
megkotd proteineket (FnBP-k), és receptoranalogokat
fejlessziink ki lehetséges terapias alkalmazasra a sebfer-
t6zés kockazatanak megel6zésére vagy csokkentésére.

Az FnBP-kr6l sz016 tanulmanyok eddig foként az S.
aureus FnBP-jével foglalkoztak. 210 000 M, -rel rendel-
kez8 FuBP-16l szamolt be harom laboratérium (Esper-
sen and Clemmensen, 1982, Infect. Immun. 37:
526-531; Froman et al, 1987, J. Biol. Chem. 262+
6564-6571; Signas et al., 1989, PNAS, 86: 699-703).:
Az S. aureus 8325—4 FnBP-jét kodolo gént kidnoztak
es kifejeztéek E. coliban (Flock et al., 1987, EMBO J,,
2351-2357). A fibronektint megkotd aktivitast lokali-
zaltdk 600 bazisparnyi szakaszban, melyek, amikor
egyesiiltek szerkezetileg a staphylococcus A protein
két IgG-kot6é doménjét kodold DNS-sel, ZZ—FR-rel je-
161t proteinfuzidt hoztak létre, ami ugyanolyan, fibro-
nektint megkoté hatassal rendelkezett, mint a természe-
tes 210 kDa-os receptor. Az ezt kovetd DNS-szekven-
cia-analizis azt mutatta, hogy a 600 bazispirszakasz
184 aminosavat kodol, melyek koziil kiemelkedett egy
38 aminosavas homolog egység, ami haromszor és rész-
ben negyedszer ismétlodott (Signas ef al., 1989).

Ugy talaltuk, hogy minden homolég egység szinteti-
kus peptidanalogjai, melyeket D1-gyel, D2-vel és D3-
mal jeldliink, hatékonyan gétoltadk fibronektinnek S.
aureus 8325-4-hez valo kapcsolodasat. A harmadik ho-
molog egység alapjan elGallitott D3-peptid 50—100-
szor hatékonyabb volt, mint fibronektinkapcsolodas in-
hibitora, de jelent6s eltérést mutatott az alap-homolog-
egységtdl. Jelen taldlmanyban tovabba meghatarozzuk
a fibronektint megk6té determinanst a D3 homolog egy-
ségben kémiai médositas, proteolitikus hasités Gtjan, va-
lamint szamos, a D3-szekvenciat tartalmazo kisebb pep-
tid kémiai szintézisének atjan.

Jelen talalmany leirdsa

Jelen taldlmany a legkisebb lehetséges, fibronektint
megkotd peptidre vonatkozik, melynek szerkezete

R’—PSYQFGGHNSVDFEEDT-R?,
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ahol R’ hidrogén, K vagy DK, és R2 hidroxi, L, LP
vagy LPK; amibél
Ala, alanin
Arg, arginin
Asn, aszparagin
Asp, aszparaginsav
Cys, cisztein
Cys, cisztin
Gly, glicin
Glu, glutaminsav
Gln, glutamin
His, hisztidin
Ile, izoleucin
Leu, leucin
Lys, lizin
Met, metionin
Phe, fenil-alanin
Pro, prolin
Ser, szerin
Trp, triptofén
Tyr, tirozin
Val, valin
ANYAGOK ES MODSZEREK
Baktériumok és taptalajok
Lofdahl et al. (1983, PNAS USA 80: 697-701) al-
tal leirt Staphylococcus aureus 8325-4-et mély agar-
agarban, 4 °C-on taroltunk. A tenyészetek agy-sziv in-
fizi6 (Brain Heart Infusion) taptalajba (Difco, Detroit,
MI) val6 oltassal indultak fejlédésnek. Egy éjszakén at
tartd, 37 °C-os inkubdlas utan a baktériumokat centrifu-
galassal osszegytjtottik, 0,02% (stly/térfogat) natrium-
azidot tartalmazo, foszfatpuffer séoldatban (pH=7,4)
szuszpendaltuk, és a szuszpenziét 1010 sejt/ml értékre
allitottuk be egy, az optikai stiriség alapjan torténd sejt-
szémlaldsra vonatkozo standard gorbe segitségével.
A sejteket azutan 88 °C-on, 20 perc alatt el6ltiik, egyen-
16 részekre osztottuk és —20 °C-ra fagyasztva taroltuk.
Ligandumok készitése és jodozdsa
Human fibronektint a New York-i Vérellaté Koz-
ponttdl (New York Blood Center) vaséroltunk, vagy
ugyanabbol a forrasbol beszerzett régi plazmabdl nyer-
tink ki, ahogy azt Engvall és Rouslahti leirta (1977,
Int. J. Cancer Res. 20: 1-5). A fibronektin 29 kDa-os,
N-terminalis doménjének megtisztitisadhoz humén fib-
ronektint 1 mg/ml-re higitottunk 25 mM tris-HCl-bol
(pH=17,6), 50 mM nétrium-kloridbél, 2,5 mM kalcium-
kloridbél és 0,5 mM etilén-diamin-tetraecetsavbol
(EDTA) 4ll6 pufferben. Protedzfeltiras kezd6dott min-
den 1 mg fibronektinre szamitott 5 pg termolizin (Cal-
biochem, La Jolla, CA) hozzaadasaval, amit 2 6ran ke-
resztiil szobahGmérsékleten valé inkubdlas kovetett ai-
landé keveréssel. A reakciot EDTA 5 mM-ig torténd
hozz4ad4séaval allitottuk le. A 29 kDa-os fragmenst azu-
tan a feltart anyag Sepharose CL—4B-hez (Pharmacia,
Uppsala, Svédorszig) kapcsolt ZZ—-FR fziés proteint
(Flock et al, 1987) tartalmazé affinitds-gélmatrixon
vald atbocsatasdval izolaltuk, és ezt kovetéen fosz-
fattal pufferolt sdoldatban (PBS) 4 M guanidin-hidro-
kloriddal elualtuk. Az eluatumot azutdn nagymérték-
ben dializaltuk PBS-sel szemben. A fibronektin vagy a
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29 kDa-os fragmens jodozasat Hunter klor-amin T pro-
tokollja szerint végeztiik (1978).

Fibronektin megkitésének vizsgalata

Szintetikus peptideket elemeztiink fibronektint meg-
kot hatékonysag szempontjabol, képességiik mérésé-
vel, hogy sszehasonlitsuk az S. aureus 8325—4 sejtek-
kel 125[-vel jelolt fibronektin vagy jeldlt N-terminalis,
29 kDa-os fragmens megkotése szempontjabol, ponto-
san ugy, ahogy kordbban leirtak (Signas et al., 1989).
Abol jeleztiik, ezt a vizsgalatot modositottuk a baktériu-
mos szuszpenzi6 40 | ZZ—FR Sepharose-ra valo6 kicse-
rélésével (0,3 mg/ml a duzzasztott gélhez kapcsolodas
aranya). Ebben az esetben a radioaktiv hattérsugarzast
olyan vizsgalattal hatiroztuk meg, melyben modositas
nélkiili Sepharose-t hasznaltunk az affinitismatrix he-
lyett. A baktériumhoz vagy ZZ—FR Sepharose-hoz k-
tott, radioaktivan jelolt ligandumot LKB gamma-szadm-
laléban (Turku, Finnorszag) szamoltuk meg.

Peptidek szintézise és tisztitasa

S16-36 kivételével minden peptidet Applied Biosys-
tems automata peptidszintetizalo berendezéssel szinteti-
zaltunk az Alabamai Egyetemen (University of Ala-
bama) a Birminghami Rékkutaté Kézpont (Birmingham
Cancer Center) kozponti szervezeténél a korabbiakban
leirtak szerint (Signas et al., 1989). Az S16—36 peptidet
a Vega Biotechnologiesnél (Tucson, AZ) szintetizaltuk
F-moc szintézismodszerrel. A peptideket forditott fazisit
HPLC-vel tisztitottuk meg a tisztitatlan készitményekt§l
preparativ méretli C;3 oszlop (Vydac 218TP510; The
Separation Group, Hesparia, CA) és LKB HPLC-rend-
szer felhasznéalasaval. A tisztitdshoz hasznalt puffer
TEAP/EDTA (pH=5,5) volt, ami 0,11% (térfogat/térfo-
gat) foszforsavbol, 0,28% (térfogat/térfogat) trietil-
aminbdl és 0,25 mM EDTA-bdl allt. Az elualépuffer
15% TEAP/EDTA volt acetonitrilben.

A trietil-amint Pierce-t6] (Rockfort, IL), mig a
HPLC-mingségli foszforsavat és acetonitrilt Fishertdl
(Pittsburgh, PA) szereztiik be. A forditott fazisi kroma-
tografia utdn a megfelelé frakciokat nagymértékben
dializaltuk 50 mM ammonium-bikarbonattal szemben, és
liofilizaltuk. A kapott készitmények tisztasagat forditott
fazisti kromatografiaval, analitikai C,3 oszlopon (Vydac
218TP546; The Separation Group, Hesperia, CA) ellen-
Griztiik 0,1%-os (térfogat/térfogat), vizben higitott
trifluor-ecetsavbol (Pierce; Rockford, IL) és 0,1%-os (tér-
fogat/térfogat), 60%-o0s acetonitrilben higitott TFA-bol
4116 puffer mint eludlopuffer felhasznalasaval. Az ebben
a pufferrendszerben eludlt peptideket rotoevaporécival
szaritottuk és N-termindlis szekvenciaanalizisnek vagy
aminosavosszetétel-analizisnek vetettiik ala.

A peptidek szekvenciaanalizisét a birminghami
Alabama Egyetem (University of Alabama) Proteinké-
miai Kozpontja (Protein Chemistry Core) végezte
Applied Biosystems peptidszekvencia-analizatorral,
470A modell. Az aminosavanalizist az Atherosclerosis
Kutaté Részleg Proteinkémiai Kozpont (Atherosclero-
sis Research Unit Protein Chemistry Core) végezte.

Szintetikus peptidek proteolitikus feltirasa

L-(Tozil-amido-2-fenil)-etil-klor-metil-ketonnal
(TPCK) kezelt tripszint (kod: TRTPCK) és kimotrip-
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szint (kdd: CDS) a Worthington cégt6l (Freehold, NJ)
szereztink be. Szdjabab tripszin inhibitort és TPCK-t
a Sigmatdl (St. Louis, MO), Glu—c endoproteinazt
(V8 protedz) a Boehringer—Mannheimt6l vasaroltunk,
és lizin endopeptidaz C-t (LEC) a Calbiochemtdl (La
Jolla, CA) szereztiink be.

Tripszin és kimotripszin feltarasahoz is D3-peptidet
2 mg/mi-re feloldottunk 0,1 M ammonium-bikarbo-
nitban, és protedzzal kezeltiik 1:200 enzimszubsztrat-
arany mellett 24 6ran keresztiil 37 °C-on. Tripszint sz6-
jabab tripszin inhibitor és fenil-metil-szulfonil-fluorid
hozzdadasaval, 20 g/ml, illetve 1 mM koncentracionél
inaktivaltunk. Kimotripszinhez, TPCK-hoz és PMSF-
hez annyit adtunk hozza, hogy elérjiik a 0,3 mg/ml, illet-
ve 1 mM koncentrécidt.

Glu—-c endoproteinaz feltardsidhoz az enzimszubszt-
rat aranya 1:100 volt, és 2 mg/ml peptid volt foszfattal
pufferolt séoldatban. 24 6ras, szobahémérsékleten vald
inkubalas utdn a feltardst PMSF 1 mM-ig torténd
hozzaadasaval leallitottuk. LEC-feltarashoz a peptidet
2 mg/ml-re oldottuk fel PBS-ben, amihez ml-enként
1 egység proteazt adtunk. A feltarast 37 °C-on 40 6ran
keresztiil lehetett folytatni, és akkor ért véget, amikor
a hasitasi termékeket HPLC-vel levalasztottuk. Min-
den feltardshoz forditott fazisi HPLC-t hasznaltunk
TEAP/EDTA pufferrendszerrel a proteolizis folyamata-
nak figyelemmel kiséréséhez és a hasitasi termékek tisz-
titdsdhoz. Az 6sszetételi analizishez vagy N-terminalis
szekvenciaanalizishez szikséges mintikat tovabb kro-
matografaltuk a TFA pufferrendszerrel.

Szintetikus peptidek kémiai modositdsa

Lizin aminooldallancanak dihidroxi-propilezéses re-
dukcioja Acharya médszerének (1984; J. Chrom 297:
37-38) egy valtozata volt. A peptidet PBS-ben feloldot-
tuk (2,5 mg/ml), amit DL-glicerinaldehid és nétrium-
ciano-bor-hidrid (Sigma, St. Louis, MO) hozzaadisa
kovetett 0,1, illetve 1,0 molos végsé koncentracidig.
A reakcidt szobah6mérsékleten egy 6rdn keresztiil vé-
geztilk, és dializissel allitottuk meg 50 mM ammo-
nium-bikarbonattal szemben. Lizin oldalcsoportjai de-
rivatizciojanak mértékét aminosavanalizissel hatiroz-
tuk meg.

Glutamin- és aszparaginmaradékok karbonsavoldal-
lancait glicerin-metil-észterekké alakitottuk at 1-etil-3-
(3-dimetil-amino-propil)-karbodiimiddel (EDC) vég-
zett kondenzacidéval (Lungblad and Noyes, 1985;
Chemical Reagents for Protein Modification, II. kotet).
A peptidet feloldottuk kétszer desztillalt vizben
2 mg/ml-re, és 1 M-t glicin-metil-észterben (Sigma) fel-
olvasztottunk. A pH-t 4,3-re allitottuk be 0,1 M HCI-
dal és EDC-t adtunk hozza 0,1 M koncentrécidig. Az ol-
datot szobahdmérsékleten 3 6ran keresztiil kevertiik a
pH-érték 4,3-re torténd visszaallitasaval 30 perc mulva,
majd 1,5 6ra milva ismét. A reakciot PBS-sel szembe-
ni dializissel allitottuk le. A derivatizacids fokot a gli-
cinmélarany ndvelésével allapitottuk meg, dsszehason-
litva a nem derivatizélt peptiddel. A derivatiziciot gy
végeztiik, hogy glicin-metil-észter helyett etanol-amint
hasznaltunk, és ellendrz6é kisérletet Ggy végeztiink,
hogy csak EDC-t kevertiink ossze a peptiddel.
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Tirozinmaradékok feniloldallancait oxidaltuk 10 pl
tetranitro-metannak (TNM; Sigma) 100 mM tris-HCl-
ban, 150 mM NaCl-ban (pH=8,0) feloldott 1 mg/ml
peptid minden ml-éhez val6 hozzidadasaval és 1 6ran ke-
resztiill szobahémérsékleten valé keverésével, amit
tris/NaCl pufferrel (pH=28,0) szemben torténd dializis
kovetett TNM eltavolitasa céljabol.

A hérom D-ismétlédés aminosavszekvencidit az
1. 4bra mutatja. A D1- és D2-ismétl3dés nagyfoka ho-
moldgiat mutat, amennyiben 38 maradékbo! csak 5 kii-
16nbozik (87% homolodgia), mig D3 50%-nél kisebb ho-
mol6giat mutat D2-vel. Azonban a korabbiakban leir-
tak szerint (Signas et al., 1989) a peptid a 125I-HFN ké&-
tés 50%-os gatlasat okozta S. aureus 8325—4 sejtjeihez
2 g/ml koncentricié esetén, mig 90 g, illetve 230 g/ml
koncentracié volt sziikséges D2, illetve D1 esetén
ugyanolyan foku gatlas eléréséhez. Ezért mi a D3-pepti-
det valasztottuk tovabbi jellemzésre.

Kémiai atalakitdas

Az 1. tiblazat a D3-peptid és derivatizacids termé-
kei aminosav-Osszetételi analizisének adatait tartalmaz-
za. Lizin oldalmaradékainak dihidroxi-propilezése tel-
jes mennyiségében a lizintartalom 98%-nél nagyobb re-
dukcidjat mutatta D3-hoz viszonyitva. Kis mellékreak-
¢i06, ami normadlisan el6fordul e protokoll hasznalata
esetén, volt fenil-alanin derivatizicidja az 1. pozicié-
ban szabad NH, csoportjan 4t, amint azt a fenil-alanin-
tartalom kismérték{ csokkenésébdl észleltiik. Aszpara-
gin- és glutaminmaradékok glicin-metil-észterré alakita-
sa is mennyiségileg teljes volt, amint azt 54 maradék
glicintartalmanak 1000-r61 293-ra val6é csokkenésébél
észleltiik. Ez az az érték, amit vartunk a D3-ban 1évd
2 glicinmaradékra és arra a tovabbi 9 maradékra, melye-
ket az aszparagin- és glutaminmaradékok kémiai atala-
kitasanak elvégzéséhez hozzaadtunk. Tirozin TNM-en
keresztiil végzett oxidacioja ugyancsak sikeres volt, a
tirozintartalom 95%-os redukcidjat okozta.

A 2. dbra a kémiailag moédositott peptidek inhibi-
cids aktivitasat mutatja, 6sszehasonlitva a médositatlan
D3-éval. Mig a lizin és tirozin atalakitasai csak részle-
gesen csokkentették D3 aktivitasat, az aszparagin- €s
glutaminmaradékok atalakitisa az aktivitds teljes el-
vesztését okozta. Ezt az eredményt észleltiik glicin-me-
oldallancokon. Ellenérzésként csak EDC-kezelés muta-
tott egy kis csokkenést az aktivitasban a lizin €s tirozin
atalakitasdnal megfigyelthez hasonléan. Az aktivitds
megfigyelt csokkenése igy hatdrozottan a karboxioldal-
lancok atalakitasanak tulajdonithato.

D3 tripszin, kimotripszin és Glu—c endoproteaz fel-
tart anyaganak forditott fazisi HPLC-je igazolta, hogy
a peptidszubsztrat teljes egészében kisebb termékekké
alakult 4t. D3 és tripszines feltart anyagéanak jellegze-
tes, forditott fazisu profiljat a 3. dbra mutatja, azoknak
a részeknek az azonossagaval, melyek késdbb tisztitas-
ra keriiltek. A kezdeti vizsgélatokat a nyers, feltart anya-
gokkal végeztiik megfelel protedzinhibitorok jelenlété-
ben, hogy a !25]-HFN vagy a 125]-29 kDa-os, N-termi-
nalis fragmens S. aureus sejtszuszpenzidhoz valé koté-
sét vizsgaljuk (4. abra). Teljes tripszines feltaras utan,
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amint azt a 3. dbran igazoltuk, a kapott, nem frakcionalt
hasitasi termékek a biologiai aktivitas kis csokkenését
mutattik, mig kimotripszin feltart anyaga nem mutatott
gatlasi aktivitast. Kevésbé voltak vildgosak az eredmé-
nyek Glu—c endoprotedz feltart anyagaval, ami gatlasi
aktivitdst mutatott 1251-29 kDa ligandumként torténd
felhasznalasdval, de semmit nem mutatott 125]—HFN-
nél. Ez lehet azon konformécidvaltozasok kovetkezmé-
nye, amikor az N-terminélis domént proteolitikus hasi-
tassal levalasztjuk.

Az 1. 4bra tobb olyan hasitasi termék aminosavszek-
vencidit mutatja, melyeket a nyers, feltart anyagokbol
forditott fazisi HPLC-vel tisztitottunk meg. A legtébb,
tripszin feltdrt anyagibol megtisztitott hasitasi termék
anyagabol megtisztitott hasitasi termék a 37 D3-ami-
nosavbol 15-36 maradékot (T15-36) alkotott, és a bio-
logiai aktivitas fennmaradt ennél a peptidnél (5. abra). E
peptid tovabbi, lizin-endopeptidaz-c-vel végzett feltardsa
TL16-36-ot termeld, N-terminalis dipeptid eltavolitasat
eredményezte, ami még gatlasi aktivitast mutatott.
T15-36-nak Glu—c endoprotedzzal val6 hasitasa egy C-
terminalis hexapeptid eltavolitasat és ezzel egyiitt az akti-
vitds csokkenését okozta. A D3 Glu—c endoprotedz és
kimotripszin feltart anyagabol elkiilonitett peptidszek-
vencidkat is az 1. 4bran adjuk meg. E peptidek koziil egy
sem rendelkezett gatlasi aktivitdssal (5. dbra).

Mivel T15-36 D3-¢hoz hasonlé biologiai aktivitast
mutatott, tbb, e szekvenciat atfogo szintetikus peptidet
épitettiink fel (2. abra), és vizsgaltuk biologiai aktivitasu-
kat (6. dbra). Az S16—36 peptid, mely egy maradékkal
rovidebb az N-termindlison, mint T15-36, fibronektin
megkotésének 50%-os gatlasat mutatta 10 nmol/ml kon-
centracional, 6sszehasonlitva a D3 3 nmol/ml koncentra-
cidjaval. Annak ismeretében, hogy a TL17-36 peptid
meg0rizte bioldgiai aktivitasat, létrehoztuk az S17-33
peptidet, hogy megvizsgaljuk a C-termindlis amino-
savak fibronektint megkoté képességét. Ugy talaltuk,
hogy jelent6sen csokkent, de egyenletesen észlelt biolod-
giai aktivitassal rendelkezik, fibronektin megkotésének
50%-os gétldsdval 100 nmol/ml koncentracio esetén. E
peptid méretének az N-terminalison valé tovabbi csok-
kentésével S20—33-at allitottunk el6, ami az aktivitas ko-
zel teljes megsziinését okozta. Azonban az $S20-33 pep-
tid C-terminalisrél valo novelése S20-36 eldallitisahoz
olyan peptidet eredményezett, melynek aktivitasi szintje
az S17-33-éhoz volt hasonld, 50%-os gatlast mutatva
200 nmol/ml esetén. Az S21-36 peptid még olyan gatls-
si aktivitdst mutatott, ami egyenesen aranyos volt a pep-
tid mennyiségével, de koriilbeliil tizszer kevésbé haté-
kony, mint az S20-36. Ezért D3 fibronektint megk&t
teriiletét alappeptidre, S20-33-ra csokkentettiik, ami
nélkiilozhetetlen az aktivitishoz, de 6nmagaban nem ele-
gendd a kotés gatlasdhoz. A PSY-szekvencia hozzaada-
sa az N-terminalishoz vagy LPK-¢ a C-terminélishoz ha-
sonlo biolbgiai aktivitdsi peptideket eredményezett. E
peptidek méretének barmilyen tovabbi csokkentése az
aktivitas nagyfoku csokkenését okozza.

Baktériumok adhézidja fibronektinhez feltevések
szerint fert6z8képességi tényezd, ami képessé teszi a
baktériumokat arra, hogy megtelepedjenek sebszo-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

veteken és véralvadékokon (Ryden et al, 1983, IBC
258: 3396-3401; Proctor et al., 1982, JBC 257:
14 788-14 794); és e kolcsonhatds megakadalyozésa
vonzo cél a profilaxissal vagy oltdssal foglalkozé tanul-
manyoknak. E cél megvalésitdsdnak irdnyaban elért l6-
rehaladasrél szamoltak be a korébbiakban Treponema
pallidum (Thomas et al., 1985, J. Exp. Med., 14-25) és
Trypanosoma cruzi fibronektint megkotd képességérdl
sz616 tanulmanyok. Olyan monoklonlis antitest, mely
gatolja az eukariotasejtek kapcsoloddsat fibronektinnel
boritott szubsztrathoz, szintén akadalyozza a fibronek-
tin kapcsolodasat Treponema pallidumhoz (Thomas et
al.,, 1985a) és Trypanosoma cruzihoz (Ouassi et al.,
1986, J. Exp. Med. 162: 1715-1719). A kotést szintén
gatolta az RGDS-peptid, az aminosavszekvencia a fib-
ronektin sejtmegkotd doménjén beliil, amit felismernek
az eukariota fibronektin integrin receptorok (Thomas ez
al,, 1985b, J. Exp. Med. 162: 1715-1719; Ouassi et
al., 1986). Ugyanez a peptid gitolta spirochétdk kapcso-
lédasat is tenyésztett humén sejtekhez. Azonban tekin-
tetbe kell venni, hogy az RGDS-peptid befolyéasolja is a
fibronektin funkcidjat. Masodszor, ezek a mikroorga-
nizmusok specifikussdguk miatt szokatlanok a fibro-
nektin sejtmegkotd doménje részére.

A téma targyalasanak célja, hogy jellemezziik a fib-
ronektin és az S. aureus receptor kozti, molekularis szin-
t kolcsonhatast szintetikus peptidek felhasznalasaval.

A D3-peptid kémiai atalakitasanak eredményei azt
mutatjék, hogy a glutamin- és aszparaginmaradékok
nélkiilozhetetlenek a fibronektinhez vald kapcsolédas-
hoz. Ez kiilénds jelentGséggel bir, mivel FEEDT vagy
DFEEDT motivuma megjelenik az S. aureus FN-recep-
tor mindhdrom D-ismétlGdésében. A D3-ban ez a moti-
vum valdban kétszer ismétlédik. Tovébba Streptoco-
ccus dysgalactiae két fibronektinreceptorara kodologé-
nekbdl nyert szekvenciaadatok mindegyike hérom is-
métl6do szekvenciat mutat, melyek minden ismétldés-
ben DFTEDT (1. gén) vagy EVEDT (Il. gén) motivu-
mokat tartalmaznak (publikaciora benyujtva). Az akti-
vitas csokkenését a Glu—c endoprote4zzal vald hasitas
sordn az FEEDT motivum szakadasanak tulajdonithat-
juk, és a savas aminosavmaradékok részvételének to-
vabbi jele.

A T15-36 D3 tripszines feltirasi termék és az
S16-36 szintetikus peptid altal mutatott aktivitas hatéko-
nyan lokalizalta a D3 fibronektint megkoté determindn-
st a peptid C-terminalis feléhez, ami az FEEDT motivu-
mot tartalmazza. Erdekes, hogy az IEEDT-szekvencia is
megjelenik D3 N-terminalisa mellett (812 maradék),
és hogy a DI- és D2-ismétlédések FEEDT-t ugyanab-
ban a helyzetben tartalmazzak. Ennek a D3-ban kétszer
ismételt motivumnak a jelenléte érthet6vé teszi ennek 18-
nyegesen nagyobb biologiai aktivitasat D1-gyel és D2-
vel 6sszehasonlitva.

Azok a kisérletek, hogy tovabb lokalizaljuk a fibro-
nektint megkoté determindnst az S16-36 peptiden be-
liil, a biologiai aktivitas lényeges csokkenését okoztak.
Ugy hissziik, hogy az S20—33 peptid tartalmazza azo-
kat az aminosavmaradékokat, melyek kapcsolatba 1ép-
nek és kotédnek a fibronektinhez. Ez a peptid énmags-
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ban alapvetGen nem mutat aktivitist. Azonban PSY
tripeptid hozzdad4sa az N-termindlishoz (S17-33)
vagy LPK hozziadésa a C-terminalishoz (20-36) az ak-
tivitds drdmai visszanyerését okozta. Ha ez a magpep-

A D3-161 és a ZZ—-FR fGzi6s proteinrdl sz6l6 korab-
bi tanulmany (Signas et al., 1989) a jelen eredmények-
kel sszesitve azt mutatja, hogy mig az aktivitas drimai
esése bekovetkezik, amikor a hdrom egymés utani D-

tid mindkét oldalszekvenci4val rendelkezne, az N-ter- 5 ismétlédés folytonossiga megszinik, az aktivitas vélto-
mindlison egy maradékkal rovidebb lenne, mint az zéasa, ha D3-at S17-36-ra redukaljuk, egészen 1ényegte-
S16-36 peptid, aminek aktivitasi szintje egészen ha- len. S17-36 méretének tovabbi csokkentése hasonlé ak-
sonld volt D3-hoz. Kémiai atalakitasi kisérleteink azt tivitascsokkenést okoz, mint a tandemismétlédések fizi-
mutattak, hogy sem a tirozin, sem a lizin nem vesz részt kai szétvalasztdsdndl megfigyelt. Igy az egyes ismétl6-
fibronektinnel létesitett kapcsolatban. Feltessziik, hogy 10 dések szekunder szerkezete egy affinitdsi szintet bizto-
a PSY és LPK oldaltripeptidek nincsenek bevonva sit fibronektinnek, és a harom ismétlédés tercier szerke-
a fibronektinnel létesitett kapcsolatba, de sziikséges a zete olyan aktivitist okoz, ami egy nagysagrenddel na-
peptidhez, hogy megfeleld és stabil szerkezetet vegyen gyobb. Fibronektin harmadik, feltételezett és még isme-
fel. Megjegyezziik, hogy egy aminosav eltavolitdsa retlen szerkezeti szintje és aktivitdsanak tovabbi ndve-
$20-36 N-termindlisarol az aktivitas tobb mint tizsze- 15 kedése a fibronektinreceptorok kvaterner szerkezetével
res csokkenését okozta. érhet6 el az S. aureus 8325-4 sejtfeliletén.
1. tablazat
D3 peptid és derivatizacios termékeinek aminosav-Osszetétele
Aminosavmaradék 1000-enként
Moédositatlan DHP-K! Gly-OCH 2, TNM-Y3
Asx* 2177 (189,2) 226,8 155,9 157,1
Glx* 156,3 (162,2) 1934 138,4 1749
Ser 514 (54,1) 58,7 44,7 57,7
Gly* 54,6 (54,1) 62,7 292,7 64,6
His 57,4 (54,1) 65,8 43,5 46,6
Arg - - - -
Thr 82,7 (8L,1) 95,3 76,9 100,5
Ala - - - -
Pro 54,5 (54,1) 63,5 49,9 60,4
Tyr* 18,2 (27,0) 23,4 10,5 0,9
Val 51,6 (54,1) 61,6 39,3 57,1
Met - - - -
Cys - - - -
Ile 29,3 (54,1) 33,8 26,8 31,8
Leu 30,6 (27,0) 33,5 22,2 32,8
Phe 70,2 (81,1) 55,0 57,6 72,1
Lys* 107,9 (108,1) 24 89,2 100,9

A kémiai atalakitasra szant vagy kémiai atalakitissal modositott aminosavakat csillaggal jeldltiik. A ziréjelben 16v szimok azokra a varhato érté-

kekre utalnak, melyek D3 ismert Gsszehasonlito adatain alapulnak.
1 Dihidroxi-propilezés — lizin redukcidja.

2 Aszparagin- és glutaminmaradékok atalakitdsa glicin-metil-észterekké.

3 Tirozin oxidécidja tetranitro-metinnal.

A jelen, fibronektint megkoté peptid immunizalasra
hasznalhat6 gy, hogy a peptidet, lehetéleg fiiziés pro-
teinnel kombinélva, valaszként nagy antigén létrehozasa-
ra, olyan adagokban, hogy immunologiai reakci6t okoz-
zon, befecskendezziik a baktériumgazda emlésbe. Igy a
fibronektint megkot8 peptid felhasznalhaté kér6dz6k ol-
tasaban staphylococcus-fertdzés okozta mastitis ellen.
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Tovabba a fibronektint megkotd peptid felhasznal-
hat6 nyilt b6rseb fert6zésének megakadalyozisara, a
fibronektint megkoté peptidet szuszpenzidban felhasz-
nalva a seb kezelésére. gy a fibronektint megkét6 pep-
tid felhasznalhat6 sebek kezelésére, példéul proteinre-
ceptorok megallitdsara vagy immunizalasra (oltas). Az
utobbi esetben a baktériumgazda-test sajatos antiteste-



1 HU 219261 B 2

ket termel, melyek képesek védekezni az olyan bakté-
riumtérzsek hirtelen elterjedése ellen, melyek ilyen, fib-
ronektint megkoté peptidet tartalmaznak. Ezaltal az an-
titestek gatoljak a baktériumtorzsek feliileti kdtddését a
sérilt szovethez.

Példak szovetsériilések fert6zédésére a kovetkezok :

a) olyan sebek fert6z6dése a bérben és a kotészovet-
ben, melyeket mechanikus sériilés, vegyi sériilés és/vagy
termikus sériilés okozott;

b) sebek fert6z6dése nyalkahértydn, mint a szijiireg-
ben vagy a tejmirigyekben, hugycsében vagy hiivelyben;

c) fert6zGdés olyan kotGszoveti proteineken, me-
lyek minimalis szoveti sériilésnek (mikrolézio) voltak
kitéve hammal vagy belhdmmal kapcsolatban (emls-
gyulladas, szivbillentyl-fert6zés, csipbeseremiitét).

Ha jelen FNBP-t vagy a peptidet immunizélas (ol-
tas) céljara emlGsokon, az embert is beleértve, hasznal-
juk, a peptidet steril, izoténids sooldatban diszpergal-
juk, tetszés szerinti id6 alatt hozzaadva egy gyogyszeré-
szetileg elfogadhatd diszpergaloszert. A tovabbiakban
kiilénb6z4 tipust adjuvansok hasznathatok fel annak ér-
dekében, hogy fenntartsuk a felszabadulast a szdvet-
ben, és igy a peptidet hosszabb iddre tegyiik ki egy test
immunologiai védelmi rendszerének.

Immunitds megszerzéséhez a megfeleld adag a
0,5-5 pg-ja testsuly-kg-onként és immunizaléinjekci-
onként. Tartds immunitds megszerzése érdekében az ol-
tast egynél tobb egymast kovetd alkalommal, 1-3 he-
tes id6kozokben, lehetSleg harom alkalommal el kell
végezni.

Ha jelen peptidet helyi, lokalis alkalmazasra hasz-
naljuk, a peptidet izotonids sdoldatban 25-250 pg/ml
koncentraciora diszpergaljuk. A sebeket ezutan olyan
mennyiséggel kezeljiik, hogy csak a sebfeliilet teljes be-
nedvesitését érjiik el. igy egy 4tlagos sebre csak néhany
milliliter oldatot hasznalunk ezzel a modszerrel. A pep-
tidoldattal tortént kezelés utin a sebeket megfeleléen
megmossuk izotonias sooldattal vagy mas megfeleld,
sebkezel6 oldattal.

Tovabba4 a fibronektint megkotd peptid, valamint je-
len talalmany legkisebb lehetséges fibronektint megkd-
t3 helyi peptidje felhasznalhaté staphylococcus torzsek
altal okozott bakterialis fert6zések diagnosztizaldséra,
amikor jelen taldlmany fibronektint megkoté peptidjét
szilard hordozdanyagon, mint kisméretli latex vagy
SepharoseR szemek, rogzitjiik, ezt kovetden a szérumo-
kat tartalmazo antitesteknek lehetGséget adunk athalad-
ni és reagalni az igy mozdulatlannd tett FNBP-vel. Az
agglutiniciot azutan ismert modszerekkel mérjiik.

Tovabba a peptid felhasznalhaté ELISA-tesztben
[Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay (enzimmel
osszekapcsolt immunszorbens-vizsgalat); E. Engvall,
Med. Biol,, 55, 193 (1977)}. Itt polisztirol mikrotiterle-
mezben 1év6 lyukakat befediink FNBP-vel és egy éjsza-
kan at 4 °C-on inkubaljuk. A lemezeket ezutan 0,05%
TWEEN 20-at tartalmazé PBS-sel alaposan dtmossuk
és megszaritjuk. PBS-Tween-ben elkészitettik a pa-
ciensszérumot, hozzdadtuk a lyukakhoz és 30 °C-on,
1,5 éran keresztiil inkubéltuk. Enzimmel kapcsolt
antihum4n-IgG, illetve enzimmel kapcsolt antiszarvas-
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marha-IgG-oblités utdn torma-peroxidiz enzimet vagy
lagos foszfatazt adtunk a lyukakhoz és 30 °C-on,
1,5 6ran keresztiil inkubaltuk, majd IgG odakotdése és
6blités utdn enzimszubsztratot adtunk hozza, lugos fosz-
fatiz esetén p-nitro-foszfatot, illetve peroxiddzenzim
esetén orto-fenilén-diamin-szubsztratot (OPD) hasznal-
tunk. A lyukakat tartalmazo lemezeket ezutan 0,055%
OPD-t és 0,005% H,0,-ot tartalmazo citratpufferrel le-
oblitettiik, és 30 °C-on, 10 percen keresztiil inkubaltuk.
Az enzimreakciot 4 N H,SO,-oldat minden lyukhoz
val6 hozzaadasaval allitottuk le. A szinképzddést spekt-
rofotométer fethasznalasaval mértiik.

A felhasznlt enzimszubsztrat fajtajatol fliggSen
fluoreszcenciamérés is alkalmazhato.

Staphylococcus-fertzések diagnosztizalasanak ma-
sik modszere a peptidszekvencian alapulé DNS-gén-
szonda-modszer alkalmazasa. Ekkor a természetes vagy
szintetikus DNS-szekvencidkat szilard hordozéhoz,
mint polisztirollemez feliiletére kotjiik a fentiekben emli-
tettek szerint, példéul mastitis diagnosztizélasara te) hoz-
zaadasaval. A tetszés szerint enzimmel vagy radioaktiv
izotoppal jelzett génszondat ezutan hozzdadtuk a DNS-
szekvenciat tartalmazé szilard lemezfeliilethez, igy a
DNS-gén-szonda ott kapcsolddik a szekvencidhoz, ahol
megjelenik. Az enzimet vagy a radioaktiv izotépot azu-
tan ismert modszerekkel konnyen meghatarozhatjuk.

AZ ABRAK MAGYARAZATA

1. abra

Az S. aureus 8325—4 FnBP fibronektint megkoté
helyét képez6 tandemismétlédések aminosavszekven-
cidja. Minden egyes ismétlédésnek megfeleld szinteti-
kus peptidet D1-nek, D2-nek és D3-nak neveztiink el.
A D3-szekvencia alatt dbrazoljuk a D3-peptid €s olyan
kisebb szintetikus peptidek tobb proteolitikus hasitasi
termékének oOsszetételét, melyeket D3 fibronektint meg-
kotd determindnsinak meghatarozasira hasznaltunk.
Két szamot, amit egy vagy két beti el3z meg, az egyes
peptidek azonositasara hasznalunk. A szdmok minden
egyes peptid N- és C-terminalis maradékainak helyzeté-
re vonatkoznak D3 37 aminosavszekvencidjan belil.
AV, Cés T beti a D3-peptid Glu—c endoprotedz, trip-
szin, illetve kimotripszin feltarasabol elkiilonitett hasita-
si termékeket jeloli. A T15-36 peptidet masodik felta-
rasnak vetettiik ald TL17-36 eléallitasahoz lizin-endo-
peptiddz—c-vel vagy TV15-30 elGéllitdsdhoz Glu—c
endoproteazzal. Az S betiit kémiai szintézissel el6alli-
tott peptidek jelolésére hasznaljuk.

2. dbra

Kémiai modositas hatasa a D3-peptid azon képessé-
gére, hogy 125I-HFN §. aureus 8325-4-hez val6 kap-
csolodasat akadalyozza. A peptid jelzett mennyiségét
oOsszekevertiik: 5 x 108 sejttel és 5x 104 cpm 125]-HFN-
nel 0,5 ml PBS vizsgalati mennyiségben, kiegészitve
0,1% (saly/térfogat) szarvasmarha-szérumalbuminnal,
0,1% (térfogat/térfogat) Tween 80-nal és 0,02%
(suly/térfogat) natrium-aziddal. 60 perces, szobahSmeér-
sékleten valo folyamatos keverés utian a megkdtetlen
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fibronektint 0,1% (térfogat/térfogat) Tween 80-at tartal-
mazo, 3 ml jéghideg PBS hozzaadaséaval felhigitottuk.
20 perces, 1,350xg centrifugalas utan a feliiluszot ki-
szivtuk, és a baktériumos szemcséhez tarsulo radioakti-
vitast LKB gamma-szamlalon megmértiik.

A figgvény: médositas nélkilli D3 gatlasi aktivita-
sa (-) és tirozin- (A-A) vagy lizinmaradékokkal
(0—0) valdé médositas utan.

B fiiggvény: médositas nélkiili D3 gatlasi aktivita-
sa (—) és a karboxil-oldalmaradékok glicin-metil-
észterrel (0—o0), etanol-aminnal (A—-A) vagy az EDC-
reagenssel 6nmagaban ((J —[) valé mdédositas utan.

3. dbra

A D3-peptid forditott fazisi HPLC-je tripszinnel
valé feltaras el6tt (A fliggvény) és utan (B fliggvény).
A kromatografiat Vydac C,; analitikai oszlop és TFA-
val pufferolt acetonitril mint eluens felhasznalasaval vé-
geztikk 1 ml/perc atfolyasnal. A csticsok folotti szamok
a hasitasi termékek els6 és utols6 maradékit azonosit-
jak D3 szekvencidjan belill. A C fiiggvény tripszin raj-
za 6nmagdban.

4. abra

D3-peptid 1251-HFN-nek vagy HFN 125]-29 kDa-
os fragmensének S. aureus 8325—4-hez vald kot6dését
gatlo képességének vizsgalata tripszinnel (A, D),
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kimotripszinnel (B, E) vagy Glu—c endoproteazzal (C,
F) valo teljes feltaras elott (A —A\) vagy utan (0—o).

5. dbra

Tisztitott protedz hasitasi termékek !251-HFN-nek
S. aureus 8325-4-hez vald kotddését gatld képességé-
nek vizsgalata. A peptid hidnyaban sejtek altal megkd-
tott 125[-HFN-t vettiikk 100%-nak, és a peptid jelenlété-
ben megvaldsult kotést ezen értékhez viszonyitva fejez-

6. dbra

Szintetikus peptidek 125I-HFN-nek S. aureus
8325-4 sejtjeihez vald kotddését gatlo képességének
vizsgalata. A vizsgélati koriilmények a 2. 4bra magyara-
zatandl leirtakkal megegyezdek voltak. A peptid szek-
vencidi az 1. dbran lathatok. Az eredményeket a peptid
hidnyaban sejtek altal megkotott fibronektin szazaléka-
ban fejeztiik ki.

SZABADALMI IGENYPONT

Fibronektint megkot peptid, azzal jellemezve, hogy
szerkezete az R’—~PSYQFGGHNS VDFEEDT-R? kép-
let szerinti, ahol R’ hidrogén vagy K, vagy DK, és R2
hidroxi, L, LP vagy LPK.
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a——>p EDC-vel kezelt D3

2. abra
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100 /ug hozz4adott peptid
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3. abra

11



HU 219

261 B

Int. CL7: C0O7K 7/08

A o}
100 1
—
e
\‘
50 4
\ -
TripsTin ——
B 13
100 1o/ .

5\ T»

50 ¢ 1A
“ K
Kimot ripsz:in .
Cc F
100 -
l\
r —0 /
50 4 R
\ \&g
G;u—q endropro e — —4
L] L] v “ { L] v L] - ‘. 411 L]
50 100 200 400 50 100 200 400
Jug peptid
SRRV 1251 29 kDa
4. abra
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Kétési aktivitds (a kontroll %-4ban)

5. abra
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Vi-6 100 ug
V11-30 100 pg
Vv31-37 100 ug
C1-21 100 ug

C19-37 100 ug

T15-36 100 ug

TV15-30 40 pg

.JV11-30 40 ug

VL17-30 50 pg

TL17-36 15 ug
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Kiadja a Magyar Szabadalmi Hivatal, Budapest
A kiadéasért felel: TorScsik Zsuzsanna f6osztalyvezetS-helyettes
Windor Bt., Budapest

6. abra
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