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Behringwerke Aktiengesellschaft, Marburg/Lehn, Seksa~BRD

Menetelm# raskaudelle ominaisen [;1--glykoproteiinin johdannaisten valmistamiseksi -

Férfarande fér {ramstédllining av derivat av fOr havandeskap specifikt ,]1-—glykoprotein

Kekainndén kohteena on menetelmd ré.skaudelle ominaisen p1—glyk0proteii.nin
johdannaisten valmictamiseksi. NAitd johdannaisie voidaan kiytt&d rokotteina ras-
kauden -ehkéisemiseen. . ~ © oy

FI~patentMM%m)&J;{tu raskeudelle ominainen {11—glyko—
proteiini ja sen eristé@mismenetelmi. Liébtdaineina eristimisessd kdytetddn ihmisen
elimié tai kebonnesteitd. Immunoiinessa selkérankaisin ihmisestd perdisin olevalla
raskaudelle ominaisells /31-glykoprotei inilla, 1l8ytyy immunoitujen eléinten plasmas-
ta raskaudelle ominaisen /31—3] ykoproteiinin vastaista vasta-ainetta, joka pystyy
reagoimasn léihtiiau'.“jigeenin kansse tyypilliselld tavella.

Rasksudelle cminaista p1--g.‘..;yi~:o}'.-roteiinia (8P 1) voidaan luonnehtis seuras-—
villa parametreilla:

a) elektreforeettinen liikkuvuus agargeelissd on ihmisplasmaproteiinien

fy-globuliiniaiveelle,

e

[ —
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b) ultrasentrifugissa sedimentoitumisvakio on k4,6 z 0,58,

c) geelisuodatukselle miiritetty molekyylipaino on 100 000 + 15 000,

d) ekstinktiokerroin E : zm = 11,6 + 0,5 (278 mp 1/15;molaarinen fosfaatti-
puskuri, pH T7,0),

e) hiilihydraattipitoisuus on 28,05 + 1,55.

FI-patenttihakemuksessa 2649/Th on esitettyjen kokeiden perusteella, joiden
mukaun raskaudelle ominaisten 31—glykoproteiihien vasta-aineilla on mahdollista
saada sikaan raskauden esto tai vastaavasti keskemmeno kédellisilld, ehdotettu ras-
keudelle ominaisen g, ~glykoproteiinin kéyttdd kéidellisten aktiiviseen immunointiin
tai pessiivisesti kdytettyjen vasta-aineiden avulle raskauden ehkdisyyn tai vastaa-
vasti aiheuttemaan keckemmeno. Kun passiivisella vasta-aineiden antamisells saadaan
tyydyttévig tuioksia, on aktiivisessa immunoinﬁissa toivomisen varaa siind suhtees-
-8a, ettéd hamologista raskaudelle omineista ﬂ1-glykoproteiinia kiytettdessd muodostuu
usein vain vBhéisii méfri# vasta-aineita, jotka eivét riitd varmassn raskaudenehkdi-
syyn. Ehdotetun immunoivan aineen vaikutusteho ei siten ole tdysin tyydyttévd kiy-
tettﬁeésﬁ homologiste, so. samasta lajista perﬁisin olevaa raskaudelle ominaista

51—glykoproteiinia immunointiin. '

On tunnettua, ettd raskaudelle ominaista ﬂl—glykoproteiinia vagstaavaa glyko-
proteiinia voidaan erist@i myds apinoista. Annettaesss tétéd immiselle voitiin immi-
gen veressé odottaa muodostuvan riittévissid mBérin vasta-aineita, jotka reagoivét
ihmisen raskaudelle ominaisen pl-glykoproteiinin k;nssa. Lﬁht&ainetta raskaudelle

ominaisen p,~glykoproteiinin valmistamiseen apinoista ei kuiterkaan ole saatavana

; T . s Lyse €33 .
kuin rajoitetusti. Sensijaan, kuten FI-patent bz esitetaan, ras-

kaudelle ominaista p1—glykoproteiinia voidean tyydyttévassd miidrin valmistaa ihmi-
sen syvijéfdytetyistd istukoista tai raskaana olevien naisten seerumista.

Siten ongelmans oli menetebmén kehitt&minen raskaudelle ominaisen ﬁ1—glyko-
proteiinin, joka edullisesti oli eristetty ihmisistd, modifioimiseksi siten, ettéd
ihmiskeho pitéd tatd modifioitua p1-glyk0proteiinia keholle vieraans, ja témé siten
soveltuu glykoproteiinin vastaisten vesta—-aineiden muodostamiseen.

Keksinndén mukaan ongelma on ratkaistu valmistamalla uusia raskaudelle omi-
naisen pj—glykoproteiinin johdannaisia, joita voidaan kiyttdi aineosina immunoi-
vissa, raskauden chkiéisyyn je keskemnmenojen aikaansasmiseen tarkoitetuissa valmis-
teissa.

Y1latt&en kekgithiin, ettd monilla eri kemiallisilla menetelmilld sucritatut
ragkaudelle aminaisen ﬁ!mglykoproteiinin muntokset johtavat myés ndin saatujen joh-—

danpaisten impunologisen suhtaubumisen muuttumiseen sitep, ettd ne pystyvit synnyt-



Keksinndn kohteena ovat giten raskaudelle ominaisen 151—g1ykoproteiinin joh-
dannaiset, jotke on valmistettu reaktiossa yhdisteen kanssa, jolla proteiini voi-

daan modifioida.
Téménkaltaisissa reaktioissa on kaksi pdfperiaatetta. Ne johtavat kumpikin

proteiinin alkuperidisen rakenteen muuttumiseen ja siten proteiinin denaturoitumi-
seen: '

. 1. Menetelmit raskaudelle ominaisen p1—glyk0proteiinin'kemialliseksi muut-
temiseksi reagenssien avulla, jotka johtavat siind olevien kemiallisten rylmien
mauttumiseen.

2, Menetelmét, joilla saadaan aikasan raskaudelle ominaisen p1—glykoproteiinin
kemiallinen muutos viemdllad molekyyliin uusia ryhmié, tai joillas molekyyli saadaan
liittym#&n pieni~ tai suurimolekyylisiin. .

‘fﬁgiﬁiﬁfﬁihigﬂhéﬂgfelmiin on 1ﬁettava aeilaiset, joissa muutetaan proteii-
neissa yksi taj useampi seuraavista ryhmistd: amino, guanidyyli, imidatsoli, indoli,
alifaattinen hydroksyyli, amidi, tioeetteri, disulfidi, sulfhydryyli, fenoli ja
karboksyyli. Lukuisia tdllaisia reaktioita tunnetaan kirjallisuudesta, ja niissi
kiytetaddn pidesiassa seuraavia reagensseja esimerkein mainituissa olosuhteissa.

1.1. Hapetus jodosobentsoaatilla, porfyrindiinilléd, ferrosyanidills tai
jodilla! jolloiﬁ hapetusainetta tavallisesti kdytetédn 0,001-0,01-molaarisena pH:n

.¢llessa T, lamp&tilan 0-25°C Ja reaktioajan 5-30 mimuuttia. Hepetus jodilla suori-

tetaan kéyttéen mukans jodidia suurens pitoisuutena ja pH:ssa 1-T. Hapetus voidaan
suorittas myls vetyperoksidilla. Edulliset olosuhteet ovat t&#116in: hapetusaineen
Vakévyys noin 0,005-m, pH noin 6,6, 1l&mpdtila noin 25°C ja reaktioaika 0,5-40 tun-
tia. : . |
1.2. Pelkistys kysteiinillé, tioglykoiihapolla,.tioglykolilla, syanidilla
tai sulfidilla edullisesti seuraavissa olosuhteissa: pelkistysaineen vékevyys
0,001~0,3*m, pH 7-8, lémpStila noin 25° ja reaktioaika 0,5-k tuntia.

Reaktio—olosuhteiden yksityiskohdat 18ytyvat kirjallisuudesta. Niitd ovat
egitléneet esimerkiksi H.S.Olecott ja H.Fraenkel-Conrat, Chem. Rev. k1, =. 151
(1947). Liséksi osa reagensseista ja menetelmiolosuhteista 18ytyy viitteessi:
H.E. Schultze ja J. F. Heremans, Molecular Biology of Human Proteins (1966),

5. 40-U1 sekd piind sivults 58 alkavissa kirjallisuusviitteissd.

Liitt&mills raskaudelle ominaiseen f{-8lykoproteiiniin uuszia ryhmid
valmistetaan johdannaisia, joita immunologiselta nikSkannalta yleensd nimite—
téén hapteeni-yhdisteiksi. HyvBksytyn m#iritelmén mukaan "hapteeni" on proteiini-
vapas sine, joka voi reagcida erityisen, konfiguraationsa vastaisen vasta~aineen

kansse, mutta joka el kuitenkaan pysty aiheuttamasn havaittavissa médrin vasta-
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bk ﬁ&aJJ lairiksi kuvatut.kemialliset ryhm&t ja yhdisteet. Nditd ovat erityisesti aromaatti-
5~ set rengassysteemit, steroidit, peptidit, puriinit, pyrimidiinit, penisilliini ja
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ainemuodostusta. Hepteenilla.sasdean immwunivaste vain kantajaproteiinin yhtey-
dessid., Useimmst hapteenit ovat pienimolekyylisid yhdisteitd, joiden molekyylipaino
on alle 1000. Kuiténkin myds makromolekyylejéd, kuten pneumokokkipolysakkarideja pi-
detéfin hapteeneina. Hapteeni-proteiiniyhdiste johtaa tavallisesti kahden eri tyyp-—
Pisen vastamaineén muodostumiseen, jolloin syntyy erikoisvaikutus hapteeniryhmitty-
méd vastaan ja proteiinikantajae vastaan. Raskaudelle ominaisenlﬂ1-glykoproteiinin
ollessa kysymyksessii t@mdn hapteeniyhdisteet synnyttivit myds kantajaproteiinia
vastaan vasta-aineita hamologisessa systeemissé

Kekslnnossa kéytettdving tapteeneina tulevat kysymykseen kirjallisuudessa tal-

fa;qf sen johdapnaiset, mutta mySs yksittdiset molekyylit, kuten jodi sekd raskaudelle

;iyﬂfﬂmninaisen B1-8lykoproteiinin kantaja-aineeseen sitoutuvan aineen téssd esitetyn

.- lasnjennetun mééritelmén mukaisesti myds suurimolekyyliset peptidi-, proteiini- tai

b%ﬁl

A

h11]1hyﬂraatt1yhdlsteet, Jjotka itsekin ovat antigeenisié.
Menetelmé&t raskaudelle ominaisen ﬁ1-glykoprote11n1n johdannaisten valmista-

. miseksi - mainitulla perusperiaatteella (2.) hapteeneja kiyttden ovat tunnettuja ylei-

sesti kﬁytéttyini reaktioina proteiineja modifioivien kemiallisten ryhmien ja hap-
teenien viemiseksi proteiineihin, jolloin nfiiden kemiallisten aineiden ja proteii-
nien véilille mucdostuu kovalenttinen sidos. T#118in tulevat kysymykseen varsinkin
reaktiot, joita on kuvattu proteiiniﬁolekyylien yksittdisten ryhmien moditioimiseen.
Mybs némé reaktiot on esitetty Olcott'in ja Fraenkel-Conrat'in sekid Schultze-
Heremans'in artlkkelelssa. Esimerkkejd tdllaisista menetelmistd ovat:

Alkylolntl jodiasetaatilla, jodiasetemidills (0,05-0,1-m, pH T-8,

0—25 » 0,5~2 tuntia) tai dinitrofluoribentseenilld (0,17-m, pH 7-8,

25%, 2 tuntia). ,

2.2, Asylointi Keteenilld (pH 5-8, 0-25°, 5-30 min), etikkahappoanhydridil-

14 (pH 7-8, 0°, 30 min), hiilisuboksidilla (pH 5-8, 0,25°, 5-30 min),

atsideilla, bentsoyyli—~, karbobentsoksi- tai bentseenisulfonyyli-

kloridilla (pH 7~-9, 0-25°, 0,5-2 tuntia) typpihapokkeella (1-m,

pH 4, 30 min), jodilla (pH 5-11, -5°-25%, 0,5-3 tuntia, reaktio eronaa

y1l4 kuvatusta hapetuksesta siten, ettd kiytetddn pienempid jodi-

midri& ja alhaisempas jodidipitoisuutta), formaldehydilld (1-2-u,

250, pH T-8:ssa, 1 tunti, pH 11:ssa 10 min), epoksideilla (1-2-m,

pE 5-6:ssa 1-k4 vrk), sinappikaasulla (pH 5-6, 25Y, 0,5-4 tuntia),



hapolla alkoholissa (mineraalihapolla abs. alkoholissa, 0,01-0,31-m
0-25°, 1-2 vrk), metyylidiatsoasetaatilla, diatsoasetamidilla
(pE 5 (esteri) pH 6 (amids), 0°), p-kloorimeriuribentsoaasilla
(10" -10 2-m, pE 7, 25 s 5=30 min) diatsoniumyhdisteilld (pH 79,
25%, 30 min) tai o-metyyli-isovirtsa—aineella (045~m, pH 10,5,
0% 3 vrk).,

Menetelmii kuvatazan seuraavassa l¥hemmin joidenkin edellid mainittujen

ryhmien suhteen:
&) Jodaus (kirjallisuue: Kabat and Mhyer'a Experimental Immonuchmistry

sec, edition 1961, 816-818) )

Jodi sastetaan reagoimean Jodinagttine proteiinin tyrosiinitihteiden kans-
88, Jolloin tyrosiinimolekyylin 1ii$tyy yksi tal kaksi jodiatomia Ja syntyy
Jodiprotelini. Samalla tavalla voidaan valmistaa raskaudelle ominaisen f,-
g8lykoproteiinin Jodiyhdiste. )

b) Diateotointi ja liittldmisreaktio (kirjallisuus: Eabat and Mayer's
Experimental Immonochemistry, sec. edition 1961, 798-799).

T8spi menetelmiédssé aromaattisen aminoryhmin giséltdvd yhdiste, esimerkii-
si nreaniilihappo tai swlfaniilihappo, diatsotoidaen ja diatsoniumyhdiste
naatetean sitten resgoimesan proteiinin kanssa. TH1l8in etupdissd protel inin
tyroeiiniryhmét, mutia myls histidiini- Ja lysiinitéhteet muodostavat kova-
lenttisia sidoksia eromasattisen komponentin kanssa, TE1lE mmetelmélli voidaan
valmistaa raskaudelle ominaisen ﬁl-glykoproteiinin diatsoarsaniilihappo~ Hai
diateobentseenisulfonihappo~yhdiste.

o) Reaktio vinyylisulfonihappoyhdistoen kanssa vastaa sellaisten reaktii-
viviriaineiden selluloosan tai villan kanssa tapahtuvaa reaktiota, Jotks
sisdltlvit reaktiivikomponenttina vinyylisulfoniryhm#n). Alifaattigettal aro-
maattigset vinyylisulfonijohdannaiset Ja B-hydrokéietyylieulfonion rikkikavpo-
puoliesterit voidean ssattas reagoimzan proteiinin aminoryhmien ja/tai hydrok-
ayyliryhmien kanssa. Tdlld tavoin voldaan saada.esimerkikai ragkaudelle
oninaigen ﬁl-glykoproteiinin hapteeniyhdiste l-aminobsntseeni-4p~hydroksie-

tyylisuifonirikkihappoesterin kanssa.

d) Reaktio isosyansatti~ ja isotiosyanastti-yhdisteiden kanssa (kirdalliu
sune: Kabat and Mayer'e Experimental Immunochemistry, sec. edition 19€1,
809-811). THmei reaktiossa, jossa proteiinin vapast aminoryhmit reagoivat,
geadaan analogisesti proteiinikemian tunnettujen meretelmien kansea vestasvan
kemiallisen ryhmittymin omaavat hapteenit reagoimean my8s raskaudelle orinai..
gen ﬁlnglykoproteiinin kanssa.

e) Dinitrofenylointi (kirjallisuus: Carsten, K.E; Eisen, H.H., J.Am.Cham,
Soc. 77, 1273 (1955). Tavallisegti dinitrobentseenisulionaatiia tai dinitro-
fluoribenteeenid kiyitien suoritetussa resktioesa proteiinin vapaat aminonyh-

mit reageivet je munodostun dinitrofenyylijohdansnaisie. TELLE tavein sandaun
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dinitrofenyloitua raskaudelle ominaiste ﬁl—glykpproteiinia,

f) Reaktio seks-anhydridien kanssa (kirjallisuus: Kabat and Mayer 's,
Experimental Immunochemistry, sec. edition 1961, 813-815). Timé menetelmd
gopii, liitettiessd monia erilaisia hapteeneja, Jotka ensin on muntettava

aeyloimalla seka-anhydridiksi, proteiinin aminoryhmiin. LisBksi veidaan pro-~

teiinien suorassae reakitiossa anhydridien kanssa valmistae tunnetulla tavalls
Yleisen kaavan -R-GO-NH—GHz-proteiini mukaisia happoamideja, Jossa kaavassa
R on mielivaltainen hapteeni., Ténm¥n resktion avulla voidasn valmigtae esimer-
kiksi raskaudelle ominainen pl-glykoproteiini-hapteeni-yhdiste,joasa hapteeni~

na R on benteyyli. .
g) Reakitio karbodi~imidien kanssa (kirjallisuus: Makino, T. et al.,

‘Contraception 8 (2), 133 (1973). Yleisen kaavan R-N=C=N-R (R= mielivaltainen

orgaaninen t4hde) mukaiset karbodi-imidit soveltuvat karboksyyliryhmi& si-
siltdvien hapteenien liittimiseon proteiinien aminoryhmiin. Myts tissi
seadaan reaktiotuotteeksi yhdiste R-CO-NH~proteiini, jossa R on mielivaltai-
nen hapteeni, joka sisiltéd karboksyyliryhmién, Thmén reaktion avulla sazadaan
esimerkiksi raskaundelle ominaisen ﬂluglykoproteiinin hapteeniyhdiste, jonka

hapteenina on sykloheksaanikarboksyylihappo.
Raskaudelle ominsiaen Bl-glykoprotaiinin immnologiste suhtautumista

voidaan keksinndn mukaan muuttan my8e 1iittdm#lll glykoproteiini peptidiin
tal proteiiniin. Liittdminen voidaan suorittas joko kovalenttisesti tai
komplekainmuodoetukaellg; Reaktiokomponentteina voidaan tdesd kdybtld
veptide]l, esimerkiksi sellaisia, joilla on oma biologinen'funktio, esiners
kiksi dekapeptidejd, kuten LR¥ (Iuteinisoivan hormonin releasing factor).
LRP voidaan 1liitt8i raskaudelle ominaiseen Bl-slykoprotgiiniin esimerkiksi
siten kuin T.Makino et al., Contraception 8, 2(1973), s. 133, ovat kuvan~
neet timin liittimisestd albumiiniin. Perustana olevan reaktion 1éhtSkohtane
on keboksyylityhmien karbodi~imidiaktivointi karbodi-imidiyhdisteills.
Er#ind toisena mahdollisuutens raskaudelle ominaisen ﬁl-glykoprnteiinin
iemunologisen suhtautumisen muuttamiseksi on proteiinin liittZminen toiseen
proteiiniyhdisteeseen tavalla, joka tunnetaan esimerkiksi entsyymien liitt&-
nigestld proteiineihin, Jjolloin raskaudelle ominsinen ﬁl-glykoproteiini voi

- rezktiossa korvata jommankumman réeaktion osanottajen. Eahden proteiinin 1liit-

témiseen toimiinsa tunnetaan nonia menetelmii. Niissi kidytetddn ekti-

voivien aineiden,kuten esimsrkikei karbodi-imidien, syamuurikloridin, p,p-
difluori-mym-dinitrofenyyitaulfonin tai glutasridialdehydin ykeitt€isld
ryhmifi. Reskaudelle ominsinen ﬁlnglykoproteiini voldzan esimerkiksi kiytidion
arvune glutearidialdehydid 1iitt8d avalogisesti gammaglobuliinin peroksidaa-
giin erilaisiin proteiineihin liiitémisen kansse (5.Avramees: Imnunochemis-
try 6, 1969, 43~52), Zekeinndn mukaisessa menetelmissi liitetdin immunoivak-



si saineeksi tarkoitebtu raskaudelle ominainen ﬂ‘—glykoproteiini proteiiniin, Jjoka

on itsessiééin vaikuttava rokotekomponenttine, kuten esim. tetanustoksoidiin.

? : Edell& esitetylld on tahdottu osoittaa, etti kaikki kigjal;isuudesﬁa kuvatut
& prot911n1en JOh@gﬂp&lsten muodostamlqtavat soveltuvat keksinnén mukaisten tuotteiden
Lulfﬁkk- !Eiﬁiqtukseen.
ey 1 Keksinnén kohteena ovat yleisesti ottaen menetelmit raskaudelle ominaisen

"

gl
I~

foivany
pl—glykoprotellnln Johdannalsten valmlstamlsek81, Jja télle menetelmdlle on tunnus—

[ e——.

{/ omaista, ettd raskaudelle ominaiselle 31—g1yk0prote11nlllﬂ suoritetaan sellainen

hapetus-, pelkistys-—, alkylointi- tai asylointireaktio, jota kidytet&in pro+e11n1en
Ja hA;;;énlen tai-g;agéilnlen vélisten kovalentt1éten sidosten aikaansaamiseen.
Saadut reaktiotuotteet muutetaan tunnetuilla menetelmilld parenteraaliin
injektioon sopivaan muotoon, jolloin niihin mahdollisesti lis8téén, kuten rokotus-
aineisiin yleensé, stabiloivia lisfaineita ja epd@orgaasnisia tai orgasnisia immuuni-
adjuvantteja, jotta niitd téssé muodossa voitaisiin k#yttdd sktiivisesti immunoivi-
na eineina syntyvyysséénnbstelyssi. Stebiloivina lis#aineina tulevat kysymykseen
.sellaiset aineet, jotke parantavat valmisteiden sdilyvyyttd, varsinkin pienimole-
kyyliset hiilihydraatit tei valkuaisaineet tai ndiden johdannaiset, kuten hajotettu
37ja jdlleen verkkoutettu kollageeni, esimerkiksi tavaramerkilld Haémaccel markki-
~ noitu gelatiinituote, ja mahdollisina muina lis8Baineina voidaan kayttds aminohappo-
suoloja, esim. natriumgluteminaattia. Tidllaisten lisdaineiden mé&r& on tarkoituk-
semnukaisesti 0,5-5.%, joskus jopa 10 ¥:iin asti. Immupoiva valmiste voi kayttdmuc-
dossaan olla joko nestemfinen tai kuiva, edullisesti lyofilisoitu. Viimeksi mainitiu
on ennen kdyttdd liuotettava veteen tai fysiologisesti hyvéksyttdvéén viliaineeseen.
Seuraavat kokeet, jotka on suoritettu esimerkin 1 tei 2 mukaan valmistetuilla
tuotteilla, osoittavat keksinndn mukaisilla raskaudelle ominaisen ﬂ1—glykoprote11—

nin Johdanna:s1lla aplnoaen aktiivisessa immunoinnissa saadut hyvét tulokset.

Kokeen kuvaus:
Sukukypsét naarasapinat (Cynomolgus) immunoitiin 6 viikon aikena antamalla

niille vuorotellen suonensisidisesti ja ihonalaisesti kaikkiaan 3 mg raskaudelie
ominsisen p]—glykop roteiinin Joadanna1sta (kxs. taulukko 1) isotonisesss keittosuola-
livcksessa, jossa adjuvanttina oli hienojakoista aluminiumbydroksidia. Kaikilla
eldimilli kehittyl raskeudelle ominaisen p1-glykoproteiinin vastaista vaste-ainetta,
Joka oscitettiin kvslitatiivisesti geelidiffusiokokeessa raskaudelle ominaisen

A1 ~glyxoproteiinin avulla ja m8dritettiin kvantitatiivisesti adteittfiselld immuu-
nidiffunsiclla. KeskimBiiriiseksi titteriksi saatiin t8116in 0,09 mg vosta-sinei-
ta/ml. Tmmunoianrnin jilkeen nasraseldimet saatettiin suunnileen ovulaation sjankoh~
tana 2 vuorckauden ajaksi siitoskykyisten uroseldinten kanssa parittelcmunn ja sit-

ten tutkitiiin purittelun tulos. Puolel eldimisti sai Kuukausittain parittelujen



vilissé tai vastaavasti raskauden aikana tehosteinjektioita (0,U mg proteiinia).
Raskaudelle ominaista /3'1 --.glykloprot.eiinia vastaan immunoitujen ng.arasapinoiden 1li-
sfiintymiskyky oli verrattuna kédsittelemdttémien kontrollieldinten liséiéntymiskykyyn
puuresti estynyt. Immunoiduilla eldimillé saadut tulokset néhd&én taulukossa 1.
Joillakin apinoilla ei raskaus alkanut useammankaan parittelun jélkeen, toiset tu-’
livet raskaiksi vasta kolmannen tai neljénnen parittelun jdlkeen. Niilld apinoilla,
Jjotka tulivat ;'a.ska.iksi ensimméisen tai jonkin séuraa.va.n parittelun tuloksena, ta-
pabtui keskemmeno l&hes kaikilla raskeuden ensimmiiseni tai toisena kolmanneksena.
Vain yhdelld ensimmidisesséd parittelussa raskaaksi tulleista apinoista oli normsali
raskaus ja normsali synnytys. Er&811& toisella apinalls oli kolmannen parittelun
Jélkeen normaali rasksus.

P S——

ah b —————————
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Samankaltalsla tuloksla saadaan, kun raskaudelle ominainen 51—glykoprote11n1
hapetntaan jodilla, pelkistetéiéin tioglykolihapolla, alkyloidaan jodiasetamidilla,

asyloidaan toisella diatsoniumyhdisteellé, liitetd#in toiseen hapteeniin tai liite-

Iﬁ;ﬂtaﬁn proteiiniin, kuten esim. tetanus-toksoidiin.
ﬁspm‘ Vertailuna kiytetyt kontrollit:

39 apinasta oli viimeist&#én kolmannen parittelun j&lkeen 31, so. 80 % ras-

kaina. Ndjistd vain yksi raskaus paSttyi itsestéfin keskemmenoon, kaikki muut sujui-

vat normaalisti.

Seursavat esimerkit valaisevat léhemmin keksintod.

Esimerkki 1
. Raskaudelle ominaisen ﬂ1~glykoproteiinin modifiointi diatsotoidulla
sulfaniilihapolla

a) Diatsoniumsuolan valmistus

1 g sulfaniilihappoa liuvotetaan huoneen lémpdtilassa 100 ml:aan 0,1-n
HCl:88, liuos jédhdytetdiin jélvedessd sekoittaen 0°C:seen. T&lldin sulfaniilihappo
saostuu suolana. Suspensioon tiputetaan sitten hitaasti (1 tunnin kuluessa) ja se~
koittaen 50 ml kylm#d 1~%:ista natriumnitriitin vesiliuosta. Reaktion pi&ttyminen
todetaan kaliumjodidi--t&rkkelyspaperin siniseksi vérjdytymisesta.

b) Hapteeni-yhdisteen valmistus

Raskaudelle qminaisen ﬂ1-glykoproteiinin ja diatsotoidun sulfaniilihapon yh-
teen liittéminen tapahtuu heikosti alknlisessa pH:ssa. T8116in 100 mg rsskaudelle
ominaista ﬂ1—glykoproteiinia liuvtetaan 10 ml:aan 0,2-molaarista natriumfosfaatti-
puskuria, jonka pH on 8,2, ja liuos ja&hdytetdsn 4°C:seen. Sitten lisatiiin 0,57 ml
diatsoniumsuolalivosta (raskeudelle ominaisen 31—proteiinin Jja diatsotoidun sulf-
aniilihapon moolisuhde reaktiosecksessa on téssé tapauksessa 1:20) ja sekoitetaan
L tuntia 4°C:ssa. pH-arvea, joka ei sea laskes alle 8,0, sa&detadn t&1l6in lisad-
mélls 0,2-n NaQH:ta. T&mén jélkeen liuocksen ammetaan seistd 15 tuntia 4°C:ssa. Mo-
difioitu proteiini dialysoidaan sitten useamman vuorckauden ajan vettd vastaan ja
lopuksi lyofilisoidaan. '

Raskaudelle cminaisen Aq~8lykoproteiinin reaktio diatsotoidun sulfaniiliha~
pon kanssa saa aikaan proteiinin muuttunisen oranssinvériseksi. Lisdksi happamien
rybmien liittéminen aiheutiaa elektroforeettisen liikkuvuuden muuttumisen. Elektro-
forecsissa agarissa tal polyekryyliamidi-(PAA)-geelissé modifioitu proteiiri vaeliaa

anodille nopeammin kuin alkuper&inen raskaudelle ominainen 51—glykoprotciini.

Esimerkki 2
Hapteenighdisteen vaimistaminen 1-aminobeutseeri-lp -hydroksietyyiisulioni-
rikkihoppoesterin kanssa

Lihtdaincona on l-aminobentseeni~b fi ~hydrokeistyylisulfonirikkithappoesteri
) PE 1



1"

josta alkalisélla pl-alueells (pH 9-10) lohkeaa rikkihappoa, jolloin siit#d saadaan
reaktiokykyistd aromaattista.vinyylisulfoniyhdistettﬁ ns. "parabaasia', joka reagoi
proteiinin amino- tai hydroksyyliryhmien kanssa.

100 mg rasksudelle ominaista 31—glykoproteiinia livotetaan 10 ml:san
Na HFO, .2H,0:0 2,5—%{ista liuvosta (pH 9,25). Téhén lisdt#8n sekoittaen huoneen lim-
potilassa 3,1 ml 1-%:ista "parabaasi"-esterin vesiliuosta (raskaudelle aminaisen
f,-glykoproteiinin ja "parabaasin" moolisuhde = 1:100). Sekoitetaan 4 tuntia huo-
neen lémpitilessa pitéen pH:n koko ajan 9,2:ssa lisd&méllé 0,1-n NaOH:ta. Sitten
geos saa seistd 15 tuntia 4°C:ssa, se dialysoidaan perusteellisesti vettd vastaan
ja modifioitu proteiini lyofilisoidaan. '

Esimerkki 3
Raskaudelle ominaisen p1—g1ykoproteiinin liittéminen tetanus-toksoidiin

19 mg raskaudelle ominaista p1~glykoproteiinia ja 54 mg tetanus-toksoidia
(formaliinikésiteltyd tetanus~tokeiinia) liuotetaan 5,4 ml:aan vettd, liuoksen pH
séiddetdsdn 5,0:aan 1isd&m&ll4 0,1-n HCl:84, sitten lisétdén sekoittaen 6,3 mg
. N-etyyli-N'-(3-dimetyyliamincpropyyli)-karbodi-imidi-HCl:44. Seos saa seistd noin
20°C{ssa 3 tuntia, sitten sité sekoitetaan 15 tuntia +h°C:ssa, se neutraloidaan ja

dialyscoidaan isotonista keittosuolaliuosta vastaan.
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Patenttivaatimus:

Menetelmi iaskaudelle'cminaisgn ﬁ1—glykcproteiinin johdannaisten valmis-

tamiseksi, t unn et t u siitd, ettd glykoproteiini, jolla on seuraavat para-—

. metrit:

a) elektroforeettinen liikkuvuus agargeelissd on ilmisplasmaproteiinien
ﬁ1—globuliinialueella, .

b) ultrasentrifugisse sedimentoitumisvakio on 4,6 + 0,585,

c) geelisuodatuksella médritetty molekyylipaino on 100 0OCO + 15 000,

d) ekstinktiokerroin E. - 11,6 + 0,5 (278 nm, 1/15-molaarinen fosfaat~

1 en
tipuskuri, pH T7,0),

e) hiilihyGrasttipitoisuus on 28,05 + 1,55,
yhdistetdéin hapteenin tai proteiinin kanssa kovalenttisella sidoksella.

Pat éntkra.v :

Forfarande f6r framst&llning av derivat av havandeskapsspecifikt'ﬁ1—
glykoprotein derivat, k @annet ecknat dirav, att glykoproteinet som
har féljande parametrar: .

a) elektroforetisk mobilitet i agargel i humanplasmaproteinernas
Arglubulinomréde, .. ‘

b) en sedimentationskonstant i ultracentrifug av 4,6 + 0,58,

¢) en genom gelfiltrering bestémd molekylvikt av 100 000 + 15 000,

15 11,6 + 0,5 (278 nm; 1/15-molar

d) en extinktionskoefficient av E1 em

fosfatbuffert, pH 7,0),
e) en kolhydrathalt av 28,05 + 1,55,

fOrenas med ett hapten eller en protein.

e b TR LT



numeron

(esim. saksal. Offenlegungsschrift)

eteen H ja vastaavasti kuulutus- ja patenttijulkaisun numeron eteen K ja P.

Merkitse hakemusjulkaisun

Hak, n:o 762?‘§0

Viitejulkaisuje - Anférda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia: - Offentligs finska patentansdkningar:
2644 [y [(oF Grroo) 13%8 /3y, 13%1/37
\. ' '

Hakemus—, kuulutus- ja patenttijulkaisuja:- Ansdkningspublikationer, utlagg-

nings- och patentskrifter:
Suomi - Fintana | 5499 # (Lo G Hoo)
\

Iso~Britannia - Storbritannien

Norje - Norge

Ranska - Frankrike

Ruotsl - Sverige

Seksa - BRD - Tyskland

Sveitsi ~ Schweiz

Tanska — Dammark

USA

Muita julkaisuje: — Andra publikationer:

H-o iy }JL&L(.@M

Allekirjoitus




	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - CLAIMS
	Page 14 - SEARCH_REPORT

