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Adhérenz von Streptococcus pyogenes an Epithelzellen der Mund- und Ra-
chenschleimhaut hat zweifellos pathogene Bedeutung [1-3]. Das Glykopro-
tein Fibronektin, das auf der Oberfliche von Epithelzellen vorkommt, spielt
bei der Adhirenz dieser Bakterien eine wichtige Rolle [4]. Durch Fibronektin-
Bindungsstellen ist es Bakterien méglich, sich an Epithelzellen anzusiedeln
und diese anschliessend zu durchdringen [2]. Mit Hilfe eines hochgereinigten
Fibronektin-Rezeptors wird gezeigt, dass S. pyogenes Bindungsstellen fiir Fi-
bronektin besitzt, die bei der Anheftung an Epithelzellen und somit im Infek-
tionsgeschehen dieser Bakterien eine wichtige Rolle spielen.

EXPERIMENTELLES

Bakterieller Kulturiiberstand

S. pyogenes A 45984 wurde in 51 TSB (tryptic soy broth, Difco Labs., De-
troit, MI, U.S.A.) fiir 22 h bei 37°C angeziichtet und anschliessend nach Ab-
zentrifugieren der Bakterien (30 min, 13 000 g) sterilfiltriert (0,45 um Poren-
durchmesser, Sartorius, Géttingen, B.R.D.). Eine Konzentrierung des zellfreien
Kulturiiberstandes auf ca. 250 ml erfolgte mit Hilfe eines Filtersystems
(Millitan™-Filtersystem, Millipore, Eschwege, B.R.D.).
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Reinigung der Fibronektin-Rezeptoren

Fibronektin-Rezeptoren im Kulturiiberstand wurden affinitétschromato-
graphisch isoliert. Dazu koppelten wir 50 mg Fibronektin, das affinitédtschro-
matographisch aus Blutplasma vom Menschen gereinigt wurde [5], an 10 g
Bromcyan-aktivierte Sepharose (Sepharose Cl-4B, LKB, Uppsala, Schweden ).
Die Affinititssdule wurde mit PBS (phosphate-buffered saline, pH 7,5) equi-
libriert und nach Auftragen der Probe gespiilt. Die Elution der gebundenen
Proteine erfolgte mit 0,1 mol/l Glycin~HCl Puffer, pH 2,5. Die teilweise ge-
reinigten Fibronektin-Rezeptoren wurden mit Polyethylenglycoll 35000
(Merck, Darmstadt, B.R.D.) von 0,2 mg/ml auf 1 mg/ml konzentriert und 200
ug Protein auf eine Hochleistungfliissigkeitschromatographie (HPLC)-Séule
(TSK G3000SW, 600 mm X 7,5 mm; LKB, Bromma, Schweden) oder “Fast
Protein Liquid Chromatography” (FPLC)-Sédule (Superose™ 12 HR 10/30,
310 mm X 13 mm; LKB) aufgetragen. Als Equilibrierpuffer dienten fiir die
HPLC-S&ule 0,1 mol/1 Phosphatpuffer mit 0,1 mol/1 NaCl and 0,02% Natri-
umazid, pH 7,3, und fiir die FPLC-Saule 0,05 mol/]1 Phosphatpuffer mit 0,05
mol/1 NaCl and 0,02% Natriumazid, pH 7,3. Die Durchflussgeschwindigkeit
fiir die HPLC-S4ule betrug 0,5 ml/min, fiir die FPLC-S4ule 0,3 ml/min. Frak-
tionen mit Fibronektin-Rezeptor-Aktivitdten (0,2 mg/ml) wurden mit Poly-
ethylenglycoll 35 000 auf 0,7 mg/ml konzentriert und in der SDS (sodium do-
decy! sulphate )-Polyacrylamidgel-elektrophorese [6], im “Western Blot” [7]
und in der Autoradiographie [8] eingesetzt. Das SDS-Gel konnte mit Coo-
massie Brilliant Blue R-250 (Serva, Heidelberg, B.R.D.) und mit Silber [9]
gefdrbt werden.

Bindungsversuche

Eine radioaktive Markierung des gereinigten Fibronektin-Rezeptors (100
ug) mit 100 uCi '*°1 erfolgte unter Anwendung der Chloramin T Methode [10].
Fiir Bindungsversuche des ‘?*I-markierten Fibronektin-Rezeptors an Epithel-
zellen der Mundschleimhaut des Menschen wurden 40 000 Epithelzellen in 400
4l PBS suspendiert und mit 70 000 cpm 1 h bei Raumtemperatur inkubiert.
Bindungsversuche fiihrten wir mit oder ohne Zusatz von Fibronektin (5-20
1g, Reinigung siehe oben), Antiserum gegen Fibronektin (5-20 ul; Dakopatts,
Hamburg, B.R.D.), Fibrinogen (5-20 ug; Deutsche Kabivitrum, Miinchen,
B.R.D.) oder Albumin (5-20 ug; Sigma, Deisenhofen, B.R.D.) durch. Fibri-
nogen wurde affinitdtschromatographisch von Fibronektin gereinigt [5].

ERGEBNISSE UND DISKUSSION

Mit Hilfe von Affinitdtschromatographie (Fig. 1) an Fibronektin-Sepha-
rose und anschliessender Proteinreinigung mit HPLC (Fig. 2) oder FPLC (Fig.
3) konnte ein in den Kulturiiberstand abgegebener Fibronektin-Rezeptor von
S. pyogenes A 45984 in hochgereinigter Form gewonnen werden. Dieser gerei-
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Fig. 1. Affinitidtschromatographische Reinigung von Fibronektin-Rezeptoren von Streptococcus
pyogenes A 45984 aus dem Kulturiiberstand an Fibronektin-Sepharose. (| ) Eluierte Fraktionen
mit Fibronektin-Rezeptor-Aktivitat.

Fig. 2. Chromatographische Reinigung von Fibronektin-Rezeptoren mittels HPLC. Peak No. 2
(1) des HPLC-Profiles enthiilt Proteine mit Fibronektin-Rezeptor-Aktivitiit.
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Fig. 3. Chromatographische Reinigung von Fibronektin-Rezeptoren mittels FPLC. Peak No. 2
(1) des FPLC-Profiles enthilt Proteine mit Fibronektin-Rezeptor-Aktivitat.

nigte Fibronektin-Rezeptor zeigte sich in der SDS-Gelelektrophorese als ein
einheitliches Protein mit einem Molekulargewicht von 120 000 D (Fig. 4). So-
wohl im “Western Blot” als auch in der Autoradiographie zeigte der gereinigte
Fibronektin-Rezeptor Bindungsaktivitdten. Chhatwall und Blobel [11] konn-
ten zeigen, dass Fibronektin an Protease-empfindliche Rezeptoren der Strep-
tokokken bindet. Simpson und Beachey 4] und Simpson et al. [12] beschrie-
ben die Fibronektin-Bindungsstellen von S. pyogenes als einen Protein-
Lipoteichonséure-Komplex.

In vorliegenden Arbeit konnte ein Fibronektin-Rezeptor von S. pyogenes in
hochgereinigter Form gewonnenen und in einem Pathogenititsversuch einge-
setzt werden. Der '**I-markierte Fibronektin-Rezeptor band an Epithelzellen
der Mundschleimhaut des Menschen. Diese Bindung konnte durch Zugabe von
Fibronektin oder Antiserum gegen Fibronektin nicht aber durch Fibrinogen
oder Albumin gehemmt werden (Fig. 5). Vergleichbare Ergebnisse findet man
bei Simpson und Beachey [4] und bei Valentin-Weigand et al. [13], die die
Adhiirenz von Bakterien an Epithelzellen untersuchten. Dariiber hinaus stell-
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Fig. 4. Fibronektin-Rezeptoren von Streptococcus pyogenes A 45984, Isolierung nach Affinitéts-
chromatographie (I) und weitere Reinigung durch HPLC bzw. FPLC (II). Mit Coomassie Bril-
liant Blue (A) und mit Silber (B) gefirbtes SDS-Gel, “Western Blot” (C) und Autoradiographie

(D).
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Fig. 5. Einfluss von Fibronektin ((J), Antiserum gegen Fibronektin (#l), Fibrinogen (QO) oder
Albumin (@) auf die Bindung von '?°[-markierten Fibronektin-Rezeptor von Streptococcus py-
ogenes A 45984 an Epithelzellen der Mundschleimhaut des Menschen.

ten Johanson et al. [14] fest, dass ein proteolytischer Abbau von Fibronektin,
das die Epithelzellen der oberen Atemwege bedeckt, eine Besiedlung mit Pseu-
domonasarten verringert. Bindungsstellen, die fiir die Anheftung von Bak-
terien an ihre Wirtszellen verantwortlich sind, kénnten nach ihrer Reinigung
zur Gewinnung von Impfstoffen Anwendung finden. Solche Impfstoffe aus
Gonokokken-Fimbrien wurden bereits erfolgreich erprobt [15,16].
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