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Huokosia muodostavia peptidejd Geolycosa riograndesta

Tam& keksintd koskee Geolycosa riogrande -hém&hédkin
myrkyssd tavattavia polypeptidej&d ja polypeptidejd, joilla
on oleellisesti sama aminohapposekvenssi ja oleellisesti
sama aktiivisuus kuin mainituilla polypeptideilld. N&mia
polypeptidit ja niiden farmaseuttisesti hyvéksyttévit suo-
lat muodostavat huokosia solujen plasmamembraaniin ja ne
ovat tehokkaita solujen solunsisiisten kalsiumionien mobi-
lisoimiseksi.

Yhdisteilld, jotka ovat huokostenmuodostajia, on
erilaisia k&yttdjid. Esimerkiksi huokosia muodostaville
yhdisteille voi 1l6yty& kliinist& kdyttd& ladkkeiden Kkul-
jetuksessa, sydvdn kemoterapiassa (esim. immunokonjugaa-
tit) ja immunoterapiassa (esim. immunokonjugaatit; komp-
lementti~ ja soluvdlitteinen lyysi). Yhdisteilld, jotka
mobilisoivat solunsiséisid kalsiumioneja, on erilaisia
k&yttdjd, esimerkiksi solujen, kuten hermo- ja lihassolu-
jen, fysiologian tutkimuksessa,

Tadmd keksintd Koskee polypeptidej&, joita tavataan
Geolycosa riogrande -h&mdh&kin myrkyssd. T&midn Keksinndn
mukaiset polypeptidit ja fraktiot, joissa niitd esiintyy
tamdn keksinn®n mukaan, ovat seuraavat.

Geolycosa-peptidilla 15a on aminohapposekvenssi,
sekvenssi tunnusnro 1. Geolycosa-peptidill& 15b on amino-
happosekvenssi tunnusnro 2. Geolycosa-peptidilld 17 on
aminohapposekvenssi tunnusnro 3.

Tdmdn keksinndn mukaiset polypeptidit muodostavat
huokosia solujen plasmamembraaniin ja mobilisoivat solujen
solunsiséisié Ca**-ioneja. Huokosmuodostuksen p&dasiallinen
biologinen seuraus on solulyysi. T&ten t&td vaikutusta
kdyttdvdt terapeutit voivat 19ytdsd Kkayttsd sellaisilla
alueilla kuten l&#&kKkeen kuljetus, sy®vin kemoterapia
(esim. immunokonjugaatit) ja immunoterapiassa (esim. im-
munokonjugaatit; Komplementti~ ja soluvdlitteinen lyysi).
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Samoin tdmdn keksinndn piiriin kuuluvat polypepti-
dit, joilla on oleellisesti sama aminohapposekvenssi ja
oleellisesti sama huokosia muodostava ja/tai Ca“-ioneja
mobilisoiva aktiivisuus kuin edelld kuvatuilla polypepti-
deills.

T4am&a keksintd koskee myds farmaseuttisia koostumuk-
sia, jotka ké&sittédvdt mainittuja polypeptidejd, ja mene-
telmisd mainittujen polypeptidien antamiseksi.

Myrkky4 saadaan Geolycosa riogrande -h&m&h8kistd
lypsamismenetelmdlld sahkdisesti stimuloimalla tavan-
omaisten menetelmien mukaan, jotka ovat alan ammattilai-
sille tuttuja. Edullisesti kdytetty menetelmd&8 on menetel-
md, joka suojaa kokonaismyrkkyd kontaminaatiolta wvatsan
takaisin wvirtaamisella tai veri- ja imusuonistolla.
TAdllaiset menetelmdt ovat alan ammattilaisille tuttuja.
Ndin saatu kokonaismyrkky varastoidaan jd&ddytettynd noin
-78 °C:seen kdyttodnsd asti puhdistuksessa alla kuvatun
mukaisesti. Kokonaismyrkyn aineosien puhdistaminen suori-
tetaan kddnteisfaasikorkeapainenestekromatografisesti
(HPLC) k&yttéden erilaisia preparatiivisia ja puoliprepa-
ratiivisia kolonneja kuten C-4 ja C-18 Vydac® -kolonnit
(Rainin Instrument Co. Inc., Mack Road, Woburn Massaschus-
etts 01801). Piikkien detektio suoritetaan monokromatti-
sesti 220 - 230 nm:ss8. Fraktioiden jatkoanalyysi voidaan
suorittaa esimerkiksi polykromi-UV-tiedoilla, jotka keri-
t&&n Waters 990 -diodijdrjestelydetektorilla (Millipore
Corporation, Waters Chromatography Division, 34 Maple
Street, Milford, Massachusetts 01757). Fraktiot kolonneis-~
ta kerdtdin tunnetuilla menetelmilld kuten kéyttam#lla
ISCO/"FOXY"-fraktiokerddjdsd ja ISCO 2159 -piikkidetektoria
(ISCO, 4700 Superior, Lincoln, Nebraska 68504). Fraktiot
kerdté8n sopivan kokoisiin astioihin, kuten steriilit po-
lyetyleeniset laboratoriotarvikkeet. Fraktiot konsentroi-
daan sitten kylmdkuivaamalla eluaatista ja sitten kylmi-

kuivaamalla vedestd. Saatujen aineosafraktioiden puhtaus
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voidaan sitten maarittdd Kkromatografisella analyysilléd
kdyttden analyyttistd kolonnia, jossa on gradienttisys-
teemi, joka on isokraattisempi kuin fraktioiden lopulli-
sessa puhdistuksessa kdytetty systeemi.

Keksinndn mukaiset polypeptidit voidaan sekventoida
tunnetuilla menetelmilld. Yleisstrategia primaarisen ra-
kenteen midrittémiseksi sisidltdd esimerkiksi seuraavat
vaiheet. 1) Peptidin kontrolloitu pilkkominen yksi- tai
monivaiheisella entsymaattisella pilkkomisella/kemialli-
sella pilkkomisella. 2) Peptidifragmenttien eristéminen ja
puhdistaminen k&&nteisfaasikorkeapainenestekromatografi-
sesti (HPLC). 3) Peptidifragmenttien Kkarakterisointi N-
péddsekventoinnilla ja ionisuihkumassaspektrometrisesti.

Ottaen huomioon edun, joka saadaan tédssd julkiste-
tuilla peptideilld, joita tavataan Geolycosa riogrande
-myrkyn fraktioissa 15a, 15b ja 17, on nyt mahdollista
saada mainittuja peptidejd muilla menetelmilli Kkuin eris-
tédm&lla/puhdistamalla kokonaismyrkky&d. T&méAn keksinndn
mukaiset polypeptidit voidaan tuottaa kdyttdm&lli yhdis-
telmé&-DNA-tekniikoita kloonaamalla mainittujen polypepti-
dien koodaussekvenssi tai osia siitd8. Esimerkiksi hybri-
disaatiokoettimia, jotka hy&dyntédvat mainittujen polypep-
tidien nyt tunnettua aminohapposekvenssi-informaatiota,
voidaan kdytt&83 alan ammattilaisille tutuilla menetelmilli
koodaussekvenssin polypeptidille kokonaisuudessaan kloo-
naamiseksi. Yhdistelmd-DNA-tekniikoiden ja proteiinisyn-
teesin in vitro -yhdistelm8i voidaan my®s kiyttidsd té&mén
keksinntén mukaisten polypeptidien tuottamiseksi. Tdllaisia
in vitro -proteiinisynteesimenetelmi# ovat mainittuihin
kuitenkaan rajoittumatta ABI 430A- tai 433-kiinte#dfaasi-
peptidisyntetisaattorin (Applied Biosystems, Inc., 850
Lincoln Center Drive, Foster City, Kalifornia 94404) kdyt-
t6 ké&yttden tavanomaista Merrifield-kemiaa tai muita alan
ammattilaisille tuttuja kiinte&faasikemioita.
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Alalla tiedetd&&n hyvin, ettd polypeptideihin voi-
daan tehdd tiettyj& aminohapposubstituutioita, jotka eivat
vaikuta tai jotka oleellisesti eivit vaikuta mainittujen
polypeptidien toimintaan. Mahdolliset t#smdlliset subs-
tituutiot vaihtelevat polypeptidistd toiseen. Sallittujen
substituutioiden méadritys suoritetaan alan taitajille tu-
tuilla menettelyillsd. T&ten kaikki polypeptidit, joilla on
oleellisesti sama aminchapposekvenssi ja oleellisesti sama
aktiivisuus, ovat tdmé&n keksinndn piirissé.

Samoin té&mdn keksinnén piiriin kuuluvat té&mén kek-
sinnén mukaisten polypeptidin farmaseuttisesti hyvaksyt-
tdvét suolat. Tédllaisia suoloja muodostetaan alan taita-
jille tutuilla menetelmilld. Esimerkiksi polypeptidien
emidssuoloja voidaan valmistaa tavanomaisilla menetelmill&.

Jos témdn keksinntn mukaista polypeptidid on maara
antaa nis&dkkidlle, se voidaan antaa yksindédn tai yhdistet-
tynd farmaseuttisesti hyvaksyttdviin kantajiin tai laimen-
timiin farmaseuttisessa koostumuksessa tavanomaisen farma-
seuttisen kdytédnndn mukaan. Polypeptidit wvoidaan antaa
suun kautta tai ruoansulatuskanavan ulkopuolisesti, jol-
loin polypeptideille edullinen antotie on ruocansulatus-
kanavan ulkopuolisesti. Ruoansulatuskanavan ulkopuolinen
ahto k&sitté#a laskimonsisdisen, lihaksensis#isen, vatsa-
ontelon sisédisen, ihonalaisen ja paikallisen annon.

Té&mdn keksinndn mukaisen polypeptidin kdyttémiseksi
oraalisesti yhdiste voidaan antaa esimerkiksi tablettien
tai kapselien muodossa, tai vesiliuoksena tai -suspensio-
na. Kun Kkyseessd ovat tabletit oraaliseen kayttodon, ta-
vanomaisesti kaytettyjd kantajia ovat laktoosi ja maissi-
tarkkelys, ja voiteluaineita, kuten magnesiumstearaatti,
lisdtésn tavanomaisesti. Oraalisen antoon kapselimuodossa
kdyttbkelpoisia laimentimia ovat 1laktoosi ja kuivattu
maissitdrkkelys. Tarvittaessa vesisuspensioita oraaliseen
k&yttédn aktiivinen aineosa yhdistet#dn emulgoiviin ja
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suspendoiviin aineisiin. Haluttaessa voidaan lisatd tiet-
tyjd makeutus- ja/tal flavoriaineita.

Lihaksensisdiseen, vatsaontelon sisdiseen, ihon-
alaiseen ja laskimonsisdiseen kayttdon valmistetaan ta-
vallisesti aktiivisen ainescan steriilej& liuoksia, ja
liuosten pH tulisi sopivasti s&&t84& ja puskuroida. Laski-
monsisdiseen kdyttddn liuenneiden aineiden kokonaispitoi-
suutta tulisi s&ddelld valmisteen tekemiseksi isotooni-
seksi.

Kun tdmidn keksinndn mukaista polypeptidid tai sen
suolaa kaytetddn ihmiskohteessa, hoitava 143k&ri normaa-
listi m&&r&dsd pdivittdisen annostuksen. Lisdksi annostus
vaihtelee yksittdisen potilaan idn, painon ja vasteen mu-
kaan sekd8 potilaan oireiden vakavuuden ja annettavan ni-
menomaisen yhdisteen tehon mukaan.

Kaytettéessd t&@mén keksinnbn mukaista polypeptidid
tal sen suolaa solujen fysiologisessa tutkimisessa, mai-
nittua polypeptidid 1lis&t&8n soluihin alan taitajille
tuttujen menetelmien mukaan. Esimerkiksi mainittua poly-
peptidid voidaan lis&td soluihin sopivassa fysiologisessa
puskurissa. T&mdn Keksinn®n mukaisen polypeptidin sopiva
pitoisuus kayttddn tdllaisissa tutkimuksissa on 1 puM. Kui-
tenkin mainitun polypeptidin pitoisuus tdllaisissa tutki-
muksissa voi olla suurempi tail paljon vdhemm#n kuin 1 pM,
Lis&ttévén polypeptidim#ddrén maddrittsds alan taitaja hénel-
le tutuilla menetelmilla.

Geolycosa-peptidien 15a, 15b ja 17 kaksi biologista
vaikutusta ovat (1) solujen lyysi huokosten muodostumisen
plasmamembraaniin johdosta, ja (2) solunsisdisten Ca?'-
ionien mobilisaatio G-proteiinien aktivaation johdosta.
Nam8 molemmat vaikutukset ovat yhteisi& muille pienille
emdksisille peptideille, kuten mastoparaani ja melittiini.
Viimemainittujen peptidien tiedet&&n ottavan a-heeliksra-
kenteen membraaneissa ja arvellaan, ettd tdm3 sekundaari-

nen rakenteellinen konformaatio my&tdvaikuttaa suuresti
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ndiden proteiinien kykyyn muodostaa huokosia ja aktivoida
G-proteiineja. Geolycosa-peptidien mahdollinen terapeut-
tinen merkitys seuraa ndistd kahdesta vaikutuksesta.

Geolycosa riogrande -hé&méhdkin myrkystd eristetyt
esill8 olevan keksinndn mukaiset Kolme peptidi& nimeltd
Geolycosa 17, 15a ja 15b sis&ltdvat lineaariset 25:n
(Geolycosa 17) tai 27:n (Geolycosa 1l5a ja 15b) aminohapon
sekvenssit, niistd puuttuu kysteiini ja ne sis8dltavit
runsaasti lysiini&. N&iden peptidien kykyd mobilisoida
solunsis#istd Ca’":aa arvioitiin HL-60-soluissa, jotka oli
differentioitu dibutyryyli-cAMP:1l8 ja panostettu fura-
2:11a, Testattuina pitoisuuksina 0,5 - 2 uM kaikki kolme
peptidid aiheuttivat nopeita ja ohimenevii nousuja
[Ca”]i:ssa, jotka s#ilyivat solunulkoisen Ca®*':n puuttuessa
mutta salpautuivat, kun solujen Ca®'-varannot tyhjennettiin
esikésittelemdlld ionomysiinillsd. Geolycosa 15a, 15b ja 17
mobilisoivat siten solunsis#isid Ca?’-ioneja HL-60-soluis-
sa.

Hymenoptera-myrkystd eristettyjen pienten emdksis-
ten peptidien, Kuten mastoparaani ja melittiini, on osoi-
tettu mobilisoivan solunsis#isid Ca’*-ioneja eri soluissa
vaikutuksella, johon saattaisi liittyd fosfolipaasi-C:hen
kytkettyjen yhden tai useamman G-proteiinin suora akti-
vaatio. Kuten mastoparaani ja melittiini Geolycosa-pepti-
dit 15a, 15b ja 17 samoin tekivdt soluista l#paisevii,
mikd todettiin etidiumbromidin (EB) otosta. Kuten monien
muidenkin huokosten muodostajien vaikutus n#diden peptidien
vaikutukset EB:n ottoon lis#8intyividt, kun solunulkoisen
kaksivalenssisen Kkationin Kkokonaispitoisuus laski 0,1
nM: &&n, ja inhiboituivat, kun solunulkoinen Mg?-pitoisuus
nostettiin l:std 5:een mM. Tehon suuruusjirjestys HL-60-
solujen l&pédisevyyden aiheuttamisessa oli melittiini >
Geolycosa 15b > Geolycosa 17 = Geolycosa 15a > mastoparaa-

ni.
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Geolycosa 17:n kyKkyd muodostaa huckosia membraa-
neissa testattiin T3-sidekudosmuodostussoluissa, lisdkil-
pirauhassoluissa ja differentioiduissa ja ei-differen-
tioiduissa HL-60-soluissa. Huokosmuodostus madritettiin
mittaamalla solujen ldpdisevyys etidiumbromidille (EB, mp.
394). Geolycosa 17 -pitoisuudet'yli 7,5 UM nostivat EB:n
ottoa kaikissa testatuissa soluissa.

Solunsisdisten Ca®*'-ionien mobilisaatiosta johtuvat
nousut [Ca®],:ss# inhiboi 20 tunnin esikdsittely 100
ng:lla/ml hinkuysk#dtoksiinia (PTx). Aiempi altistuminen
PTx:lle samoin salpasi solunulkoisen ATP:n indusoiman so-
lunsis#isten Ca®-ionien mobilisaation.

Alhaiset Geolycosa 17 -pitoisuudet (1 - 3 aM),
vaikkakin olivat tehokkaita solunsis&isten Ca*-ionien mo-
bilisoinnissa, eiv8t aiheuttaneet suuria nousuja EB:n
otossa 10 minuutin jalkeenkddn. Sitd wvastoin korkeampi
Geolycosa 17 -pitoisuus (> 10 mM) aiheutti tédydellisen
lédpdisevyyden 5 minuutissa.

Kaikissa suhteissa Geolycosa 15a kayttéytyi samoin
kuin Geolycosa 17. Geolycosa 15a oli vield vdhemmdn tai-
puvainen aiheuttamaan nousuja EB:n otossa solunsisdisten
Ca**-ionien mobilisoinnissa tehokkaina pitoisuuksina.

Geolycosa 15b kayttaytyi samoin kuin Geolycosa 17
ja Geolycosa 15a ja aihetti solusis#isen Ca®:n mobilisaa-
tion. Tapahtui vain vahdn EB:n ottoa pitoisuuksissa, jotka
todettiin tehokkaiksi solunsis&disen Ca® :n mobilisoinnissa,
vaikka suuri EB:n otto saatiin hieman Korkeammilla pitoi-
suuksilla. Geolycosa 15b vaikuttaa olevan noin kaksi ker-
taa niin tehokas kuin Geolycosa 15a ja Geolycosa 17, jotka
ovat puolestaan noin kaksi kertaan tehcokkaampia kuin mas-
toparaani. Pddasiallisen eron Geolycosa 15b:n vaikutus-
mekanismissa verrattuna kahteen muuhun Geolycosa-pepti-
diin paljasti PTx; esik8sittely PTx:114 ei vaikuttanut
Geolycosa 15b:114 indusoituun solunsis#isen Ca®*:n mobili-
saatioon.
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Sekd mastoparaani ettd melittiini tekividt HL-60-
soluista (ja erilaisista muista solutyypeistd) lépdisevid
EB:n otosta mddritettynd. Melittiini on tehokkain (EC,,
noin 250 nM) huokosmuodostuksen aiheuttamisessa. Sekid
mastoparaani ettd melittiini aiheuttivat solunsisdisen
Ca®:n mobilisaation differentioiduissa HL-60-soluissa.
Mastoparaanilla indusoidun inhiboi esikésittely PTx:114,
kun melittiinilld indusoitua se ei inhiboinut. Solunsi-
sdistd Ca’':aa mobilisoivat mastoparaani- tai melittiinipi-
toisuudet aiheuttivat huomattavaa huokosmuodostusta. T&ten
vastoin kuin Geolycosa-peptideilld n&illsi peptideillid ei
ollut mit#dn pitoisuusikkunaa, joka aiheuttaisi Ca®?':n mo-
bilisaatiota merkittavdn huokosmuodostuksen puuttuessa.

Geolycosa-peptidit kéyttadytyvdt samalla tavalla
kuin muut pienet eméksiset peptidit kyetessédn aiheutta-
maan huokosmuodostusta ja solunsisdisen Ca’:n mobilisaa-
tiota. Kuitenkin kun mastoparaanin tai melittiinin syn-
nyttdm#sn solunsisdisen Ca’:n mobilisaatioon liittyy vdis-
t&mdttd merkittdvd huokosmuodostus, Geolycosa-peptideilld
synnytettyyn ei liity. Té&md viittaa siihen, ettd ndiden
peptidien kyky aiheuttaa Ca®’:n mobilisaatiota ei suoraan
liity niiden huokosia muodostavaan Kkapasiteettiin. Itse
asiassa vaikka PTx salpaa Geolycosa 17:n, Geolycosa 15a:n
ja mastoparaanin vaikutukset Ca®:n mobilisaatioon, se on
vailla vaikutusta ndiden peptidien indusocimaan huokosmuo-
dostukseen.

Esimerkki 1

Geolycosa 17 ‘

Geolycosa riogrande -kokonaismyrkyn alustava frak-
tiointi suoritettiin seuraavasti.

Geolycosa riogrande -kokonaismyrkky, joka saatiin
taholta NPS Pharmaceuticals, Inc., Salt Lake City, Utah
84108 ja joka oli varastoitu j&&dytettynid noin -78 °C:ssa,
sulatettiin ja siitd otettiin 10 - 60 pl:n m88rid, jotka
laimennettiin 200 pl:ksi ja panostettiin C-18 Vydac® -ko-



10

15

20

. 25

30

.- 35

.....

lonniin (22 mm x 250 mm, 300 A:n huokoskoko, 10 p:n par-
tikkelikoko) ja eluoitiin k#yttden 15 ml:n/min virtausno-
peutta ja liuotinsysteemid k&yttden lineaarinen gradient-
tichjelmaa 80 ~ 60 % A:ta ja 20 - 40 % B:td 80 minuutissa,
jolloin A on 0,1-%:inen trifluorietikkahapon (TFA) vesi-
liuos ja B on asetonitriili. Piikkien detektointi suori-
tettiin monokromaattisesti 220 - 230 nm:ssd ja fraktiot
kerdttiin ISCO/"FOXY"-fraktioker&idj&dlld ja kdyttden ISCO
2159 -piikkidetektoria. Fraktioita kerdttiin aikavdlilli
C ~ 60 minuuttia. Fraktio 15 ker&dttiin noin 33,5 minuutin
kohdalla ja fraktio 17 37,9 minuutin kohdalla.

Fraktion 17 aminohapposekvenssi identifioitiin
(H-)-sekvenssiksi tunnusnro 3-(-NH,) ja nimettiin Geolycosa
17:ksi, massaspektri m/z = 2 883,

Esimerkit 2 ja 3

Geolycosa 15a ja Geolycosa 15b

Fraktio 15 esimerkistd 1 edelld alafraktioitiin
seuraavasti, |

Esimerkissd 1 kuvatun mukaisesti saatu fraktio 15
panostettiin Baker Bond Wide Pore Octadecyl -kolonniin
(C-18, 4,6 mm x 250 mm, 300 A:n huokoskoko, 5 p:n partik-
kelikoko) ja eluoitiin siitd kdyttden virtausnopeutta 1,0
ml/min ja isokraattista liuotinsysteemis 75 % A:ta, 25 %
B:td, jossa A on TFA:n 0,l-%:inen vesiliuos ja B on ase-
tonitriili. Piikkidetektio suoritettiin kiyttiden Waters
990 -diodijérjestelydetektoria ja fraktiokerdys suoritet-
tiin kuten esimerkissd 1. Saatiin kaksi fraktiota; fraktio
15a kerattiin noin 30 minuutin kohdalla ja fraktio 15b
kerdttiin noin 32 minuutin kohdalla. Fraktiot 15a ja 15b,
jotka késittivét polypeptidejd, preparoitiin sitten sek-
ventointia varten kylmdkuivaamalla eluaatista ja sitten
kylm&kuivaamalla vedestd hyvin tunnettujen menettelyjen
mukaan.

Fraktioiden 15a ja 15b alkyloidun polypeptidin
aminohappoanalyysi saatiin kdytt&den Waters Pico-Tag -me-
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netelmdd valmistajan spesifikaatioiden mukaan. Sekvenssi-
tiedot kerdttiin valmistajan Applied Biosystems malli 470A
-proteiini/peptidisekventoijalla (Applied Biosystems,

vInc., 850 Lincoln Center Drive, Foster City, Kalifornia

94404) kéayttden vesi-TFA-konversiota. Saadut fenyyli-
tiohydantoiiniaminohapot analysoitiin on 1line Applied
Biosystemsin malli 120A PTH -analysaattorilla tai off line
kdyttden DuPont Zorbax PTH -kolonnia (Biomedical Product
Department Chromatography Products, E.I. duPont de Nemours
and Co., Inc., 1007 Market Street, Wilmington, Delaware
19898). Fraktion 15a aminohapposekvenssiksi identifioitiin
(H-)-sekvenssi tunnusnro 1-(-0H) ja se nimettiin Geolycosa
15a:ksi, massaspektri m/z = 3 142. Fraktion 15b aminohap-
posekvenssiksi identifioitiin (H-)-sekvenssi tunnusnro
2-(-OH) ja se nimettiin Geolycosa 15b:ksi, massaspektri
m/z = 3 279,
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Sekvenssiluettelo

(1) GENERAL INFORMATION:
(1) APPLICANT: Pfizer Inc (non-U.S.)
NPS Pharmaceuticals, Inc. (non-U,S.)
Volkmann, Robert A. (U.S. only)
Kelbaugh, Paul R. (U.S. anly)
Saccomano, Nicholas A. (U.S. only)

(ii) TITLE OF INVENTION: PORE FORMING PEPTIDES FROM GEOLYCOSA

RIOGRANDE
(Lii) NUMBER OF SEQUENCES: 3
(iv) CORRESPONDENCE ADDRESS:

(A)‘ADDRESSEEz Pfizer Inc Patent Department (20th Fl)

(B) STREET: 235 East 42nd Street
{C) CITY: New York
(D) STATE: NY
(E) COUNTRY: USA
(F) 2ZIP: 10017-5755
(v) COMPUTER READABLE FORM:
(A) MEDIUM TYPE: Floppy disk
(B) COMPUTER: IBM PC compatible
(C) OPERATING SYSTEM: PC-DOS/MS-DOS
(D) SOFTWARE: PatentIn Ralease #1.0, Version #1.25
(vi) PRIOR APPLICATION DATA:
(A) APPLICATION NUMBER: US 08/184097
{B) FILING DATE: 19-~JAN-1994
(vii) ATTORNEY/AGENT INFORMATION:
(A) NAME: Zielinski, Bryan cC.
(B) REGISTRATION NUMBER: 34,462
(C) REFERENCE/DOCKET NUMBER: PC8167ABCZ
(iix) TELECOMMUNICATION INFORMATION:
(M) TELEPHONE: (212) §73-458§
(B) TELEFAX: (212) 573-1939
(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 1:
(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:
(A) LENGTH: 27 amino acids
(B) TYPE: amino acid
({C) STRANDEDNESS: single
(D) TOPOLOGY: linear
(i1) MOLECULE TYPE: peptide
(vi) ORIGINAL SOURCE:
(A) ORGANISM: Geolycosa riogrande
(F) TISSUE TYPE: venom

(EPO)
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(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 1:
Lys Ile Lys Trp Leu Lys Ala Met Lys Ser Ile Ala Lys Phe Ile Ala
1 5 10 is
Lys Lys Gln Met Lys Lys His Leu Gly Gly Glu
20 25

(2) INFORMATION FOR SEQ ID NO: 2:

(1) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 27 amino acids

(B) TYPE: amino acid

(C) STRANDEDNESS: eingle

(D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: peptide
(vi) ORIGINAL SOURCE:

(A) ORGANISM: Geolycosa riogrande

(F) TISSUE TYPE: venom
(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 2:
Lye lle Lys Trp Phe Lys Thr Met Lys Ser Ile Ala Lys Phe Ile Ala
1 5 10 15
Lys Glu Gln Met Lys Lys His Leu Lys Gly Glu

20 256

(2) INFORMATION FOR SEQ 1D NO: 3:

(i) SEQUENCE CHARACTERISTICS:

(A) LENGTH: 25 amino acidas

{B) TYPE: amino acid

(C) STRANDEDNESS: single

{D) TOPOLOGY: linear
(ii) MOLECULE TYPE: paptide
{vi) ORIGINAL SOQURCE:

(A).ORGANISM: Geolycosa riegrande

(F) TISSUE TYPE: venom
(x1) SEQUENCE DESCRIPTION: SEQ ID NO: 3:
Ile Trp Leu Thr Ala Leu Lye Phe Leu Gly Lye Asn Ala Ala Lys His
1 5 10 15
Phe Ala Lys Arg Gln Leu Ser Lys Leu

20 25
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Patenttivaatimukset:

1. Oleellisesti puhdas polypeptidi, tunnet -
t u siitd, ettd se kéEsittédsd aminohapposekvenssin, sek-
venssi tunnusnro 1, tai polypeptidi, jolla on oleellisesti
sama aminohapposekvenssi ja oleellisesti sama huokosia
muodostava aktiivisuus kuin mainitulla polypeptidilld, tai
mainittujen farmaseuttisesti hyviksyttdvd suola.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen oleellisesti
puhdas polypeptidi, tunnettu siitd, ettd sen
aminohapposekvenssi on sekvenssi tunnusnro 1, tai sen
farmaseuttisesti hyviksyttdvad suola.

3. Menetelm& huokosten muodostamiseksi soluun,
tunnettu siitd, ettd mainittuun soluun lis&tdén
huokosia muodostava médrd patenttivaatimuksen 1 mukaista
polypeptidia.

4. Oleellisesti puhdas polypeptidi, tunnett -
t u siitd, ettd se k#ésittdd8 aminohapposekvenssin, sek-
venssi tunnusnro 2, tai polypeptidi, jolla on oleellisesti
sama aminohapposekvenssi ja oleelligesti sama huokosia
muodostava aktiivisuus kuin mainitulla polypeptidills, tai
mainittujen farmaseuttisesti hyvaksyttidva suola.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen oleellisesti
puhdas polypeptidi, tunnettu siitd, ettd sen
aminohapposekvenssi on sekvenssi tunnusnro 2, tai sen
farmaseuttisesti hyvaksyttivd suola.

6. Menetelmd huokosten muodostamiseksi soluun,
tunnettu siitd, ettd mainittuun soluun lis&itdidn
huokosia muodostava mddrd patenttivaatimuksen 4 mukaista
polypeptidid.

7. Oleellisesti puhdas polypeptidi, tunne t t u
siita, étta se kidsittdd aminohapposekvenssin, sekvenssi
tunnusnro 3, tai polypeptidi, jolla on oleellisesti sama
aminohapposekvenssi ja oleellisesti sama huokosia muodos-
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tava aktiivisuus kuin mainitulla polypeptidilld, tai mai-
nittujen farmaseuttisesti hyviksyttdvd suola.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen oleellisesti
puhdas polypeptidi, tunnettu siitd, ettd sen
aminochapposekvenssi on sekvenssi tunnusnro 3, tai sen
farmaseuttisesti hyvéksyttivid suola.

9. Menetelmd8 huokosten muodostamigeksi soluun,
tunnettu siitd, ettd mainittuun soluun lisdtdan
huokosia muodostava mddrd patenttivaatimuksen 7 mukaista
polypeptidid.
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