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UITTREKSEL

Die tegniek van faagblootlegging is gebruik om ’n sikliese heptapeptied te selekteer wat met weefselfaktor
(WF) kompeteer vir binding aan stollingsfaktor Vlla. Die aminosuurvolgorde van die peptied is Cys-Ala-
Trp-Pro-His-Thr-Pro-Asp-Cys (C-AWPHTPD-C) en dit verleng die protrombientyd (PT) op ’'n
konsentrasie-afhanklike wyse. Die peptied beperk plaatjieklewing aan beide menslike endoteelsel- en
weefselfaktormatrikse in ’n vloeikamermodel onder arteriéle vloeitoestande. Die peptied funksioneer as 'n
volledig mededingende inhibeerder van faktor Vila met ’n inhibisiekonstante (K;) van 123,2 4M. In sy
huidige vorm is die peptied waarskynlik nie sterk genoeg om verder as antitrombotiese middel ontwikkel te
word nie, maar verskillende strategieé kan gevolg word om die werking daarvan te versterk.

ABSTRACT

Functional characterisation of a factor Vlla inhibiting peptide, IP-7 selected by phage display
technology

By using the technique of phage display, we selected a cyclic heptapeptide sequence Cys-Ala-Trp-Pro-His-
Thr-Pro-Asp-Cys (C-AWPHTPD-C) that competes with tissue factor for binding to coagulation factor VII.
This peptide prolongs the prothrombin time (PT) in a concentration dependent way. It also reduces
platelet adhesion to both human endothelial cell and tissue factor matrixes in a flow chamber under
arterial flow conditions. Furthermore, it acts as a full competitive inhibitor of factor Vlla with an
inhibition constant (K;) of 123,2 M. In its current form the peptide is probably not sufficiently potent for
development as an antithrombotic agent, but different strategies could be followed to reinforce its
performance.

INLEIDING

Bloedstolling begin met die beskadiging van 'n bloedvat en die blootstelling van sirkulerende
bloed aan weefselfaktor (WF) in die subendoteel. Stollingsfaktor VII (FVII) wat in die bloed
sirkuleer, bind aan WF om ’n FVII/WF-kompleks te vorm. Hierdie kompleks aktiveer faktor X
wat op sy beurt protrombien aktiveer om trombien te vorm. Trombien skakel fibrinogeen na
fibrien om en aktiveer bloedplaatjies om ’n trombus of stolsel te vorm.*

Ten spyte van jare se navorsing is daar slegs twee antistolmiddels wat ruimskoots deur
dokters gebruik word, naamlik kumarien en heparien. Kumarien versteur die funksionering van
vitamien K-afhanklike proteiene wat beide pro-stollingsfaktore (trombien en faktore X, IX en
VII) en anti-stollingsfaktore (proteiene C en S) insluit, terwyl heparien die inhibisie van
trombien en faktor Xa deur antitrombien Il bevorder. Die nieselektiewe inhibisie van stolling
deur beide hierdie antistolmiddels is waarskynlik verantwoordelik vir die onvermoé daarvan om
’n terapeutiese balans tussen trombose en hemostase te handhaaf.**

Tans word baie aandag bestee aan die ontwikkeling van middels wat faktor X en
trombien direk inhibeer. Die feit dat faktor VII hoér op in die stollingsbaan funksioneer,
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beteken dat daar teoreties minder inhibeerder nodig is om stolling op hierdie vlak te stuit. Die
vorming van die FVIla/WF-kompleks lei die stollingsproses in en bied ’n goeie teiken vir die
ontwikkeling van antistolmiddels. Weefselfaktorbaaninhibeerder (WFBI) is ’n natuurlike
inhibeerder van FVI1a/WF en sy werking is van faktor Xa afhanklik.* Alhoewel daar nie FVIla-
inhibeerders kommersieel beskikbaar is nie, is dit al voorheen verken.>®

Verbindings wat die binding van WF aan FVIla blokkeer, sal die aktivering van faktor X
verhoed en aldus die vorming van ’n stolsel of trombus bekamp. Ons het *n studie ontwerp om
peptiedinhibeerders van FVIla te ontwikkel deur van faagblootleggingstegnologie gebruik te
maak.

Die tegniek van faagblootlegging maak die sifting van groot getalle faagklone moontlik.
Meer as ’n miljard verskillende peptiedvolgordes kan op die manier gesif word en dit gee aan
faagblootlegging ’n voordeel bo ander metodes.” Ons het besluit om ’n kort oligonukleotiede te
selekteer omdat klein peptiede minder immunogenies is.?

Verskillende FVlla-bindende faagkolonies is getoets vir hulle vermoé om FVlla te
inhibeer. Die DNS-volgorde van dié wat die sterkste inhibisie getoon het, is bepaal en
ooreenstemmende peptiede gesintetiseer. Op die manier is ’n sikliese heptapeptied met die
volgorde C-AWPHTPD-C gesintetiseer en deur middel van ’n protrombientyd (PT) tipeer. Ons
het ook die peptied se kinetiese eienskappe ten opsigte van FVlla-inhibisie bepaal en die effek
daarvan op plaatjieklewing aan endoteelselle en WF gemeet.

METODES
1. Seleksie van faktor Vlla-bindende fage

Die faagblootleggingstegniek wat gebruik is, is reeds volledig beskryf® Twee
peptiedblootleggingsbiblioteke, 'n sikliese heptameer- en ’n lineére dodekameerbiblioteek (New
England Biolabs, Beverly, MA, VSA) is gebruik. Twintig ug FVIla (ADI, Greenwich, CT,
VSA) opgelos in 1 ml fosfaatgebufferde fisiologiese soutoplossing (PBS) is oornag by 4°C aan
’n immuunbuis (Nunc, IL, VSA) gebind. Fage (2 x 10™) van elke biblioteek in PBS is tot die
buisies toegevoeg en daarna vir 1% uur by kamertemperatuur geinkubeer om sodoende aan die
faktor Vlla te bind. Die ongebonde fage is afgewas en die FVIla-bindende fage niespesifiek met
'n sterk suuroplossing (0,2 M glisien by pH 2) geélueer. Drie seleksierondtes is uitgevoer.
Tydens die tweede en derde rondte is die Vlla-bindende fage spesifiek met 10 ug van ’n muis-
anti-mens-FVIla-monoklonale antiliggaam (ADI, Greenwich, CT, VSA) geélueer. Die FVlla-
bindende fage is na elke rondte vermeerder deur log-fase Escherichia coli (E.coli) selle oornag
te infekteer en te suiwer deur twee poliétileenglikol-presipitasies.

Om enkel Vlla-bindende kolonies voor te berei, is seriéle tienvoudige verdunnings van
’n fraksie van die geélueerde fage gemaak en uitgeplaat. Eenhonderd vier-en-veertig (3 X 48)
enkel kolonies van elke biblioteek is na die derde seleksierondte uitgekies en oornag by 37°C in
E coli-selle gekweek. Die supernatante, wat die geamplifiseerde fage bevat, is met behulp van
’n bindings-ELISA vir binding aan faktor Vlla getoets.

a. Bindings-ELISA

’n 96-putjie ELISA-plaat is oornag met 20 pg/ml FV1la by 4°C bevestig. Na blokkering met 4%
afgeroomde melk (DIFCO, Detroit. MI, VSA) in PBS, is die supernatante (100 pl) van die
gekweekte kolonies by die putjies toegevoeg en vir 2 uur by kamertemperatuur geinkubeer. ’n
Peperwortelperoksidase-gekonjugeerde anti-faagantiliggaam (Amersham Pharmacia Biotech,
NJ,VSA), is bygevoeg om die FVlla-bindende fage op te spoor. Ses kolonies van elke
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biblioteek het sterk binding getoon en is verder gekweek. Verdunningsreekse van bogenoemde
12 kolonies (ses van elke biblioteek) is vir konsentrasie-afhanklike binding aan FVIla in ’n
verdunnings-ELISA getoets.

b. Inhibisie-ELISA

'n Inhibisie-ELISA is gedoen om te bepaal of WF in staat is om te verhoed dat die twaalf
kolonies aan FVIla bind. Verskillende konsentrasies WF (ADI, Greenwich, CT, VSA) is by die
FVIla-bedekte putjies gevoeg voordat die fage bygevoeg is. Die res van die ELISA is uitgevoer
500s bo beskryf.

c. Protrombientyd (PT)

Die PT is gedoen deur 100 pl normale mensplasma by 50 pl van verskillende konsentrasies van
die twaalf sterkste FVIla-bindende fage te voeg en vir 10 min te inkubeer. Die
faagkonsentrasies het van 1 x 10° tot 2,2 x 10" fage gewissel. Daarna is 200 ul weefselfaktor
(Innovin van Dade Behring, Marburg, Duitsland) bygevoeg en die stoltyd met 'n STart®4
stollingsmeter (Diagnostica Stago, Asnieres, Frankryk) gemeet.

2. Nukleotiedvolgordebepaling

DNS is van beide die kolonies wat die PT verleng het, voorberei en die DNS-volgorde is met
behulp van die DYEnamic ET Terminator Cycle Sequencing Premix Kitsstel (Amersham
Pharmacia Biotec Inc., NJ, VSA) bepaal. 'n Sikliese heptapeptied met dieselfde volgorde as die
blootgelegde peptied op die sikliese kolonie is deur ADI, Greenwich, GT, VSA, gesintetiseer.
Ons het die peptied IP-7 genoem.

3. Peptiedanalise
a. Protrombientyd (PT)

Die effek wat drie verskillende peptiedkonsentrasies (1,17mM; 0,58 mM; en 0,295 mM) op die
PT het, is bepaal. PBS en ’n peptied wat nie aan FVII bind nie is as negatiewe kontrole gebruik.
Die PT is gedoen soos bo beskryf.

b. Perfusiestudies met endoteelselle

Die antitrombotiese effek van die peptied IP-7 is met 'n vloeikamer, soos deur Sakariassen
beskryf, getoets.'® Thermanox plastiese dekglasies (Nunc, IL, VSA) is met menslike
endoteelselle bedek wat goedgunstiglik geskenk is deur E.W. Ades en T.J. Lawley van die
Centres for Disease Control and Prevention and Emory University School of Medicine, Atlanta,
GA, VSA.

Drie verskillende peptiedkonsentrasies (2,34 uM; 4,7 uM; en 9,35 uM) is met 10 ml
bloed vir 10 minute by 37°C geinkubeer. Konstante bloedvloei is met 'n peristaltiese pomp
gehandhaaf en die bloed is vir 5 minute oor die dekglasies hersirkuleer. Verskillende
skuiftempo’s van 1000 s™ en 200 s is gebruik. Die dekglasies is daarna verwyder, met HEPES
buffer gespoel, in metanol fikseer en volgens die May-Grinwald-Giemsa-metode gekleur.
Dertig velde per dekglasie is ontleed en die persentasie plaatjiebedekking is met behulp van ’n
Zeiss ligmikroskoop gemeet.**?
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c. Perfusiestudies met weefselfaktor

Die dekglasies is met 100 ul weefselfaktor (Innovin van Dade Behring, Marburg, Duitsland)
bedek. Die perfusiestudies is uitgevoer soos hierbo beskryf, behalwe dat die skuiftempo’s in
hierdie geval 200 s™, 650 s en 1300 s* was. Finale peptiedkonsentrasies van 29,2 uM; 58,5
puM en 117 uM is gebruik.

d. Invitro-ensieminhibisie

Die ensiemkinetika van die inhibisie van Faktor VIla met peptied IP-7 is met behulp van
chromogeniese substraathidrolise bepaal. Verskeie kinetiese reaksies is uitgevoer met
peptiedkonsentrasies wat van 0 tot 0.456 mM gewissel het en waarby verskillende konsentrasies
van die chromogeniese substraat van faktor VIla (Spectrosyme FVIila van American
Diagnostica, VSA) gevoeg is. Die substraatkonsentrasies het gewissel van 0.56 tot 0 mM. ’n
Optimale FVIla konsentrasie van 400 nM is gebruik en Innovin (Dade Behring, Marburg,
Duitsland) is as bron van WF gebruik. Die totale reaksievolume was 200 pl en al die reagense is
in die reaksiebuffer (0.05 M Tris, 0.1 M NaCl pH 8.4) verdun. Chromogeniese
substraathidrolise is vir 40 minute by ’n golflengte van 405 nm gevolg en deur middel van ’n
EL312e mikroplaat biokinetiese leser (Bio-tek instruments, Vermont, VSA) gelees.

Die kinetiese parameters K, en V, by elke peptiedkonsentrasie is bereken deur gebruik
te maak van enkelplekbinding nielineére regressie. Om die tipe inhibisie van die peptied te
bepaal, is ’n Lineweaver-Burk grafiek (1/V, vs 1/substraat) gestip (figuur 6). Die
inhibisiekonstante (K; -waarde) is bepaal deur die oénskynlike Kg-waardes teenoor die
peptiedkonsentrasies te stip (kyk figuur 7). Die Ki—waarde is as die x-as afsnit beskou.

RESULTATE
1. Faagseleksie en DNS volgordebepaling

Die bindings-ELISA het twaalf kolonies geidentifiseer wat binding aan FVIla getoon het. Ses
van hierdie kolonies was van die dodekapeptiedbiblioteek en ses van die sikliese
pentapeptiedbiblioteek afkomstig. ’n Verdunnings-ELISA is uitgevoer op die twaalf kolonies
wat FVIla-bindingsaffiniteit getoon het. ’n Irrelevante faagkolonie is ook getoets vir binding
aan FVlla en is as ’n negatiewe kontrole gebruik. Om die grafiek te vereenvoudig is die
bindingsaffiniteit van een kolonie uit elke biblioteek in figuur 1 gestip. Die optiese digtheid het
met stygende faagkonsentrasies verhoog, wat daarop dui dat die fage spesifiek aan FVIla bind.
Die faagkolonies van die sikliese heptapeptiedbiblioteek het groter bindingsaffiniteit getoon as
dié van die dodekapeptiedbiblioteek (n=3). Die faagkolonie wat as 'n negatiewe kontrole
gebruik is, het geen binding aan FVIla getoon nie. ’'n Inhibisie-ELISA is gedoen om te bepaal
of WF daartoe in staat is om te voorkom dat die kolonies aan FV1la bind. Die lineére kolonies
het geen inhibisie getoon nie en slegs een vanaf die sikliese biblioteek het matige inhibisie
getoon (figuur 2). Laasgenoemde kolonie sowel as een kolonie vanaf die lineére biblioteek het
die PT verleng (figure 3 en 4). Die negatiewe kontrole het geen effek op die PT gehad nie.
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Figuur 1: Verdunnings-ELISA van beide sikliese heptapeptied- en lineére dodekapeptied-
kolonies aan FVIla. Die OD,q vermeerder met stygende faagkonsentrasies. Die sikliese
heptapeptied-kolonie bind sterker as die dodekapeptied-kolonie (n=3).
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Figuur 2: Inhibisie-ELISA van die sikliese heptapeptied-kolonie by verskillende WF-
konsentrasies. WF-konsentrasies van 0 tot 0.05 x#M is by FVIla-bedekte putjies gevoeg en vir 15
min geinkubeer. Daar is 5.10™° fage van die sikliese heptapeptied-kolonie by die putjies gevoeg
en vir 2 uur geinkubeer waarna die FVIla-gebonde fage met ’n anti-faagantiliggaam aangetoon
is (n=3).
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Beide kolonies wat die PT verleng het se DNS-volgorde is bepaal. Dit is interessant om daarop
te let dat die volgorde van die kolonie vanuit die sikliese heptameerbiblioteek presies in die
middelste deel van die volgorde van die kolonie uit die dodekapeptiedbiblioteek gepas het.
Omdat die sikliese kolonie sterker aan FVIla gebind het, het ons besluit om ’n sikliese peptied
met dieselfde volgorde as dié wat op die sikliese kolonie blootgelé is, te sintetiseer. Die volgorde
van hierdie peptied is C-AWPHTPD-C. Dit vergelyk nie met die volgorde van ’n reeds
gepubliseerde faktor VI inhibeerder PN7051 (C-QY-C) nie.

25+ n=3

—=— Sikliese heptapeptied
PT (s) 2. ptapep

154
104
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O T T T 1
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Figuur 3: PT’s met stygende konsentrasies van die sikliese heptapeptied-kolonie. Stygende
konsentrasies van hierdie faagkolonie is vir 10 minute met mensplasma geinkubeer voor
toevoeging van die PT-reagens. Die PT is met 8.3 sekondes by die hoogste
faagkoloniekonsentrasie (5.8.10" fage) verleng
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Figuur 4: PT’s met stygende konsentrasies van die dodekapeptied-kolonie. Stygende konsen-
trasies van hierdie faagkolonie is vir 10 minute met menslike plasma geinkubeer voordat die PT-
reagens toegevoeg is. Hierdie faagkolonie verleng die PT op 'n konsentrasie-afhanklike manier.
By die hoogste faagkonsentrasie (2.3.10* fage) word die PT met 5,4 sekondes verleng (n=3).
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Figuur 5: Verlenging van die PT in mensplasma. Verskillende peptiedkonsentrasies is by
normale gepoelde mensplasma gevoeg en vir 10 minute geinkubeer voor toevoeging van die PT-
reagens. By die hoogste peptiedkonsentrasie, 1.17 mM, is die PT met 30 sekondes verleng.
(n=3).

2. Toetse uitgevoer op die peptied, IP-7.

IP-7 het die PT op ’n dosisafhanklike manier verleng, en peptiedkonsentrasies van hoér as 0,58
mM was hiervoor nodig (figuur 5). ’n Irrelevante peptied is as negatiewe kontrole gebruik en
het geen effek op die PT gehad nie. Die persentasie inhibisie van plaatjieklewing aan
endoteelselbedekte dekglasies word in tabel 1 opgesom. Die peptied het plaatjieklewing op 'n
dosisafhanklike manier by beide skuiftempo’s geinhibeer. Die inhiberende effek was meer
uitgesproke by die arteriéle vloeitoestande (1000 s*) omdat die hoogste peptiedkonsentrasie
(9.35 uM) plaatjieklewing aan die dekglasies met 74% onderdruk het. By die lae skuiftempo
(200 s™) was die onderdrukking 54% vir dieselfde peptiedkonsentrasie.

TABEL 1: Persentasie inhibisie van plaatjieklewing aan endoteelselbedekte dekglasies by
skuiftempo’s van 200 s en 1000 s (n=3)

Persentasie inhibisie by ’'n Persentasie inhibisie by ’'n
skuiftempo van 200 s skuiftempo van 1000 s™
Kontrole (0 uM IP-7) 0% 0%
2.34 uM IP-7 19% 22%
4.70 uM IP-7 55% 47%
9.35 uM IP-7 54% 74%

Die peptied het ook die klewing van plaatjies aan WF geinhibeer. Die persentasie inhibisie van
plaatjieklewing aan die dekglasies word in tabel 2 opgesom. Die peptied het 'n meer
uitgesproke inhibisie van plaatjieklewing by die hoér skuiftempo veroorsaak. By ’n skuiftempo
van 1300 s* is plaatjieklewing aan die WF-bedekte dekglasies op ’n dosisafhanklike manier
onderdruk.

Suid-Afrikaanse Tydskrif vir Natuurwetenskap en Tegnologie, Jaargang 25 No 4: Desember 2006




216

TABEL 2: Persentasie inhibisie van plaatjieklewing aan weefselfaktorbedekte dekglasies
by skuiftempo’s van 200 s™, 650 s™ and 1300 s (n=2)

Persentasie inhibisie Persentasie inhibisie Persentasie inhibisie by
by ’n skuiftempo van by ’n skuiftempo van ’n skuiftempo van 1300
200 s° 6505 st
Kontrole (0 um IP-7) 0% 0% 0%
29.2 uM IP-7 0% 0% 53%
58.5 uM IP-7 33% 59% 87%
117 uM IP-7 Nie bepaal nie Nie bepaal nie 85%

Met die kinetiese studies het die maksimum omloopsnelheid (V,-waardes) by die verskillende
peptiedkonsentrasies onveranderd gebly terwyl die Michaelis-Menten konstante (K,-waarde)
verhoog het met stygende konsentrasies. Dit kon op mededingende inhibisie dui en om dit te
bevestig het ons ‘n Lineweaver-Burk grafiek gestip (figuur 6). Hiermee is mededingende
inhibisie bevestig omdat die helling van die grafiek toegeneem het met stygende
peptiedkonsentrasies. Die inhibisiekonstante (Ki-waarde) is bepaal as die x-as afsnit by 123, 2
1M soos aangetoon in figuur 7.

IP-7-konsentrasies

3000 - gy
- m
2500 + 0.057 mM
Wo oo | : " 0.114mM
« 0.171 mM
1500 + - 0.228 mM
1000 -
500 - -
y 1 1 1 1 1 1 1 1 1 |

0.0 02 04 0.6 08 1.0 1.2 1.4 1.6 1.8 2.0
1/substraat (mM)
Figuur 6: Lineweaver-Burk-stip wat die effek van mededingende inhibisie aantoon. Die helling

van die grafiek neem toe met stygende peptiedkonsentrasies, wat dui op mededingende inhibisie
van FVlla.
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Figuur 7: Die K,-waarde van die reaksies met verskeie IP-7 konsentrasies is gestip teenoor die
betrokke peptiedkonsentrasies. Met behulp van hierdie grafiek kon die K; bepaal word deur die
X-afsnit van ’n lineére regressie te meet. (n=4)

BESPREKING

Met hierdie ondersoek het ons die tegniek van faagblootlegging gebruik om peptiede wat FVlla
inhibeer, te selekteer. Daar is op peptiede besluit omdat kleiner molekules minder immunogenies
as groter molekules is.® Ons het gepoog om peptiede wat aan die katalitiese domein van FVlla
bind, te selekteer deur die FVlla-bindende fage in die laaste 2 seleksierondtes met 'n muis
monoklonale antiliggaam wat aan die aktiewe setel van FV1la bind, te elueer.”

Die feit dat die faagkolonies van die sikliese heptapeptiedbiblioteek sterker aan FVlla
as dié van die lineére een bind, is nie onverwags nie omdat dit bekend is dat sikliese peptiede
hegter as lineére peptiede aan hulle onderskeie ligande bind vanweé verbeterde
bindingsentropie.’ Verder het WF die binding van een van die kolonies van die sikliese
peptiedbiblioteek verhoed, wat daarop dui dat hierdie spesifieke sikliese peptied aan dieselfde
bindingsetel as WF bind. Die effek is egter beperk omdat WF nie die binding van die fage
volledig voorkom het nie (kyk figuur 2). *n Sikliese peptied met dieselfde aminosuurvolgorde as
dié van die sikliese heptapeptiedkolonie, is gesintetiseer. Geen ooreenstemming tussen die
volgorde van die gesintetiseerde peptied, IP-7, en dié van WF, FX of WFBI is gevind nie. Daar
was twee redes waarom ons besluit het om die sikliese peptied te sintetiseer, naamlik omdat dit
sterker aan FVIla gebind het, en dit bekend is dat sikliese peptiede meer stabiel is as dié met ’n
lineére volgorde en meer bestand is teen proteolise.™®

IP-7 het plaatjieklewing op 'n dosisafhanklike manier by beide skuiftempo’s inhibeer,
maar die inhibisie was meer uitgesproke by arteriéle vloeitoestande (skuiftempo van 1000 s™).
Die rede hiervoor is dat plaatjies meer by arteriéle trombose betrokke is en fibrien by veneuse
trombose.” Dieselfde resultate is ook tydens die perfusiestudies met WF-bedekte dekglasies
gevind. Uit die literatuur blyk dit dat soortgelyke resultate verkry is met 'n ander TF/FVlla-
inhibeerder, PN7051."® Lg. peptied het 50% inhibisie met "n konsentrasie van 500 pM met die
protrombien tyd getoon in vergelyking met IP-7 wat 58% inhibisie met 58,5 uM met die
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protrombientyd getoon het. IP-7 blyk dus ’n sterker onderdrukkende effek te hé op
trombusvorming as PN7051.8

Dit is belangrik om daarop te let dat die perfusiestudies met gehepariniseerde bloed
uitgevoer is. Dit is bekend dat lae molekulére gewig heparien (LMWH) nie alle
stollingsaktiwiteit blokkeer nie en ’n mate van trombienvorming toelaat sodat fibrienneerlegging
op die oppervlakte plaasvind.'” Fibriennetwerke kan duidelik waargeneem word op die WF-
matriks by lae skuiftempo’s.

Die inhibisiekonstante (K;-waarde) is as 123,2 uM bepaal, wat beteken dat IP-7 nie 'n
sterk FVlla-inhibeerder is in vergelyking met van die ander FVlla-inhibeerders nie.
Byvoorbeeld, WFBI inhibeer die aktivering van FXa met 'n K; van 30 nM, en Kunitz
domeinvariante van WFBI inhibeer die FVIla/WF-kompleks met ’'n K; van 1,9 nM.” ’n Ander
peptiedinhibeerder, A-183, wat aan die eksosetel van die proteasedomein van FVlla bind,
inhibeer FX aktivering met *n K; van 200 pM.**

IP-7 verleng die PT op ’n dosisafhanklike manier. In vergelyking met ander
inhibeerders van WF-afhanklike stolling, het ’n peptiedkonsentrasie van 1,17nM die PT
drievoudig verleng. PN7051 verleng ook die stoltyd op ’n dosisafhanklike manier met 'n ICs
van 1.3 mM.*® Die rede vir die verlenging van die PT kan toegeskryf word aan die binding van
die peptied aan FVIla om die vorming van die FVIla/WF-kompleks te verhinder en sodoende
die aktivering van FX te verhoed. In ’'n studie waar die effek van twee verskillende
peptiedinhibeerders van die eksosetel van FVIla met PT gemeet is, het die verlenging van die PT
by konsentrasies van groter as 100 nM plaasgevind. IP-7 is dus nie so potent as eksosetel
inhibeerders van FV1la nie®, wat waarskynlik aan die kort lengte van die peptied toegeskryf kan
word. Ditis in die literatuur aangetoon dat langer peptiede meer aktief is as kort peptiede. ’n 27-
aminosuur peptied het byvoorbeeld *n sewevoudige hoér aktiwiteit as *n 15-aminosuur peptied
getoon.® Die kort sikliese peptied PN7051 (Cys-GIn-Tyr-Cys) het ook 'n baie laer aktiwiteit as
langer peptiede getoon.5*

Verdere studies is nodig om die aktiwiteit van IP-7 te verhoog en sluit onder meer in die
koppeling van twee of selfs drie van die peptiede, of die kombinering van die peptied met ander
faktor VIla of WF inhiberende peptiede.® Aangesien die faagblootleggingstegnologie so 'n
kragtige instrument in die ontwikkeling van geneesmiddels is, kan dit ook aangewend word in
die ontwikkeling van antistolmiddels wat die FVI1a/WF-kompleks inhibeer. ’
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