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NEUTROFIILIAKTIVOIVIA PEPTIDI-2 - NEUTROFILAKTIVERANDE
PEPTID-2

Keksintd koskee immuunimoduloivaa ainetta.

Erityisesti keksintd koskee immuunistimuloivaa
tekijaa, joka aktivoi neutrofiilileukosyytteja, erityi-
sesti ihmisen neutrofiilileukosyytteja. Tastd kaytetdan
tamdn Jjéalkeen nimitystd neutrofiilistimuloiva aktivi-
teetti 1 (NSA-1) tai, synonyymisesti, neutrofiiliak-
tivoiva peptidi 2.

Neutrofiilileukosyytit (neutrofiilit) ovat
tavallisimmat leukosyytit ja lukumddrdltddn noin 2/3
valkosoluista ihmisen veressd. Niilld on yksi pd&tehta-
vd, Jjoka on suojella isantdorganismia mikrobisilta
infektioilta. Neutrofiilit ovat 1liikkuvia, herkkia
infektioissa muodostuville kemotaktisille arsykkeille,
ja pystyvat siirtymadn infektoituun kudokseen tappamaan
mikro-organismit.. Tappaminen riippuu neutrofiidien
kyvystd nielaista mikro-organismit Jja vapauttaa hap-
piradikaaleja ja mikrobeja tappavia entsyymeja. Tallais-
ten tuotteiden vapauttaminen riippuu neutrofiilien
aktivoinnista.

Joitakin tdllaisen aktiviteetin omaavia prote-
iineja tunnetaan, Xkuten neutrifiiliaktivoiva tekija
(NAF) (P. Peveri et al., J. Exp. Med. 167 [1988] 1547),
tunnetaan myds nimelld neutrofiiliaktivoiva peptidi 1
(NAP-1) .

Nyt on todettu, ettd neutrofiilistimuloivaa
aktiviteettia tuottaa stimuloidut leukosyytit viljelys-
sd, ja sitd voidaan ottaa talteen viljelyliemestd. Neut-
rofiilistimuloivasta aktiviteettista kaytetddn téssa
nimitystd NSA-1 tai synomyymisesti neutrofiiliaktivoiva
peptidi-2 (NAP-2).

On myds todettu ettd NSA-1/NAP-2 on rakenteel-
lisesti hyvin samanlainen kuin B-tromboglobuliini (8-
TG), sidekudosta aktivoiva peptidi III (CTAP-III) ja
verihiutaleperusproteiini (PBP).
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Keksinndén tarkoituksena on tuoda esille NSA-
1/NAP-2 tai téamdn toimiva muunnos, fragmentti tai joh-
dannainen, jolla on sama biologinen aktiviteetti, esim.
muteiini, tarpeeksi puhtaané niin, ettd sen ldhempi tun-
nistaminen ja valmistaminen esim. rekombinantti-DNA-
tekniikalla voidaan tehdd, sekd sen farmaseuttinen
kaytté.

Keksinté tuo 1lisdksi esille menetelmdn NSA-
1/NAP-2 valmistamiseksi esim. ihmisen veren leukosyy-
teistd ja/tai verihiutaleista.

Lisdksi se tuo esille NSA-1/NAP-2 kaytdén neut-
rofiilileukosyyttien aktivoijana ja 1lisaa taten vas-
tustusta infektioita vastaan.

Se tuo lisdksi esille menetelman NSA~1/NAP-2
tai t&mdn toimivan muunnoksen, fragmentin tai johdannai-
sen, tai t&mdn biologisesti aktiivisen rakenteellisesti
vastaavan aineen, Xkuten B-TG, CTAP-III tai PEP valmis-
tamiseksi, rekombinantti-DNA-tekniikalla, jossa menetel-
médssd kloonataan vastaava geeni mukaan lukien luonnol-
linen johtosekvenssi, esim. luonnollinen, ihmisen veri-
hiuteleissa sisdsyntyinen johtosekvenssi, ilmaistaan se
sopivassa isdnndssd Jja sopivasti otetaan talteen pep-
tidituote, jos se on indikoitu kdyttamdlla sopivaa
proteaasia.

Tekstissd kaytetddn seuraavia lyhennyksia

BSA naudan seerumialbumiini;

CTAP-III: sidekudosta aktivoiva peptidi III;

DDS: natriumdodesyylisulfaatti;

DDT: ditiotreitoli;

fMLP: N-formyyli-L-metionyyli-L-leusyyli-L-
fenyylialaniini;

LPS: lipopolysakkaridi E. colista 055:D5;

MEM: Eaglen minimaalinen peruskasvualusta

(Seromed GmbH, Minchen), taydennet-

tynd 25 ug/ml neomysiinilld, puskuroi-

tu pH 7,4 25 mM NaHCOs ja 20 mM HEPES;
MEM-PPL: sisdltaa lisdksi 1 % pastdroitua
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mRNA:
NAF:
NAP-1:

NAP-2:

NEM:
NSA-1:

PBP:
PBS:

PBS-BSA:

PRP:
PHA-P:

PMN:
PMSF:

SDS-PAGE:

SSPE:

B-TG:

3

plasmaproteiiniliuosta (5 % PPL-SRK,
Sveitsin Punaisen Ristin Laboratorio,
Bern, Sveitsi) Jja 100 IU/ml penisil-
liini& ja streptomysiinia (Gibco AG,
Basel, Sveitsi);

monoklonaalisia vasta-aineita;
lahetti-RNA;

neutrofiiliaktivoiva tekija (=NAP-1);
neutrofiiliaktivoiva peptidi 1 (=
NAF) ;

neutrofiiliaktivoiva peptidi 2 (= NSA-
1)

N-etyylimaleimidi;
neutrofiilistimuloiva aktiviteetti 1
(= NAP-2);

verihiutaleperusproteiini;
fosfaattipuskuroitu suolaliuos ilman
Ca++ ja Mg++;

PBS taydennettynad 0,9 nM CaCl>, 0,49
mM MgCl- ja 2,5 mg/ml BSA;
verihiutalerikas plasma;
fytohemaglutiniini (Difco Laborato-
ries, Detroit, MI, USAa)
liuskatumaisia soluja - neutrofiileja
fenyylimetaanisulfonyylifluoridi;
natriumidodesyylisulfaattipolyakryy-
liamidigeelielektroforees;

180 mM NaCl; 10mM NaH=PO.; 1 mM EDTA;
PH 7,4; | '
B-tromboglobuliini.

NSA-1/NAP-2 karakterisoidaan biologisesti sen

neutrofiili-aktivoivien ominaisuuksien avulla, erityi-

sesti entsyymin vapautusinduktion kautta. Molekylaarisin
termein NSA-1/NAP-2 voidaan karakterisoida molekyyli-

painon, joka on likimd&rin 7500 ja lasketun isoelektri-

sen pisteen, joka on likim&arin 8,7, avulla.
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Sitd valmistetaan
ja/tai verihiutaleista mene
tetaan stimuloitujen veren
taleiden viljelynesteestd f
ja kdanteisfaasikromatograf

Muista lajeista
1/NAP-2 valmistaa samalla t
syyteista ja/tai verihiutal

Stimulaatiota vo
tunnetulla aineella kuten L

ihmisen veren leukosyyteistéa
telmalla, Jjossa se puhdis-
leukosyyttien ja/tai verihiu-
osfoselluloosakromatografian
ian avulla.

kuin ihmisestd voidaan NSA-
avalla vastaavista verileuko-
eista.

idaan tehostaa Jjokaisella
PS ja PHA-P.

Fosfoselluloosakromatografia voidaan toteuttaa

esim. fosfoselluloosakolon
tettu kaliumfosfaatti/Na
likimd&rin neutraaliin pH,
uuttamalla esim. lineaarill
tilla samassa puskurissa.
Kdanteisfaasikroma
fosfoselluloosakromatografi
lisesti ensin valmistamall
la, joka elucidaan esim. 0
tilla 0,1 % trifluorietikk
propyylikolonnilla, joka el
tonitriiligradientilla 0,1
tdmdn Jjédlkeen aktiiviset
analyyttisella kdanteisfa
olosuhteissa, joita kaytet

assa.

nilla, Jjoka on tasapainoi-
Cl/EDTA/glyseroolipuskurilla
esim. pH 7,2, ja sen jalkeen
a NaCl-konsentraatiogradien-

tografia seuraa edullisesti
aa, ja se toteutetaan edul-
a kdanteisfaasi-C4-kolonnil-
- 80 % asetonitriiligradien-
ahapossa; tamdn ja&lkeen CN-
uoidaan esim. 0 - 80 % ase-
% trifluorietikkahapossa; ja

fraktiot ajetaan uudelleen
asi-C4-kolonnilla samoissa
4an CN-propyylikromatografi-

Puhdistusten kulkua voidaan seurata kuvista

la, 1lb ja 1lc.

Puhdistusten kulkua seurataan analysoimalla

neutrofiilistimuloivaa aktiviteettia, esim. kykynd in-

dusoida elastaasin vapautum

inen ihmisen neutrofiileista,

jotka on esikédsitelty sytokalasiini B avulla (B. Dewald

ja M. Baggiolini, Biochem.
2510) .

NSA-1/NAP-2:1la o
molekyylipaino noin 6500 20

Pharmacol. 36 [1987] 2505-

n todettu olevan ndenndinen
% urea-SDS-polyakryyliami-
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digeelielektroforeesilla. Naenndinen isoelektrinen piste
on noin 8,3.

Aminohapposekvenssianalyysi osoittaa (kuva
2), ettd ensimmdiset 20 N-terminaaliset aminohapot
vastaavat tarkoin verihiutaleen perusproteiinin (PBP)
sekvenssin yleistd osaa ja sen rakenteellisia johdan-
naisia CTAP-III (C. W. Castor et al., PNAS 80 [1983]
765-769) Jja PBR-tromboglobuliinia (G. S. Begg et al.,
Biochemistry 17 [1978] 1739~1744). NSA-1/NAP-2:n amino-
terminaali vastaa CTAP-III aminohappoa 16 ja R-TG amino-
happoa 12. Pilkkominen karboksipeptidaasin VY kanssa
osoittaa, ettd C-terminaalinen aminohapposekvenssit ovat
identtisiad (-Glu-Ser-Ala-Asp). NSA-1/NAP-2 vastaa tdysin
B-TG sekvenssia Jja koostuu 70 aminohaposta, joilla on
laskettu molekyylipaino 7628 ja laskettu isoelektrinen
piste 8,7. Kuvassa 4 on osoitettu tdydellinen 70 amino-
hapon sekvenssi. Kokonaishomologia NSA~1/NAP-2 Jja
NAF/NAP-1 v&alilld on 46 %. Sekvenssi NSA-1/NAP-2 ei
sis&ll4 mitdan nédenndisid paikkoja N-glykosylaatiolle.
Siin& on potentiaalinen paikka fosforylaatiolle proteii-
nin kinaasi C (Thr) vaikutuksesta asemassa 39 ja mahdol-
linen amidaatiopaikka (Asp) asemassa 42.

NSA-1/NAP-2 voidaan t&ten tarkastella kuin se
olisi B-TG:n fragmentti.

NSA-1/NAP-2:n sekvenssin voidaan Kkatsoa vas-
taavan NAF/NAP-1:t& Kkahden ensimmdisen cysteinijééan-
ndksen perusteella (Cys 5 ja Cys 7 NSA-1/NAP-2 Jja Cys 7
ja Cys 9 NAF/NAP-1). Kun ne asetetaan rinnan talla
tavalla, noin puolet NSA-1/NAP-2:n ja NAF/NAP-1l:n ensim-
méisistd 20 amonohaposta ovat identtisia. Namd kaksi
tekijad ovat siten laheisesti yhteenkuuluvia el ainoas-
taan toiminnallisesti vaan myds tietyssd mdaréssd raken-
teellisesti.

NSA-1/NAP-2:n aminohapposekvenssin saatavil=
laolo sallii sen valmistamisen myds muilla menetelmilla
edellda kuvatun luonnollisesta l&hteestd eristamisen
lisdksi. Taten, koska peptidi sisdltdi vain 70 amino-
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happoa, kokonaissynteessi on mahdollinen tavanomaiseen
tapaan, esim. kadyttden Merrifieldin kiinted&n tilan
menetelm&a ja asianmukaisesti huomioon ottaen kahden
disulfidisidoksen lasndolo.

Muut valmistusmenetelmat sisdltavat rekombi-~
nantti-DNA-tekniikoita, esim. vastaavan synteettisen
geenin kloonaus ja ilmaisu, valinnaisesti kodoniopti-
moinnin jdlkeen., CTAP-III:a Koodaavan geenin kemiallinen
synteesi ja ilmaisu hiivassa on selostettu (G. T. Mul-
lenbach et al., J. Biol. Chem. 261 (1986] 719), ja sité
voidaan tdten myds soveltaa vastaavien peptidien, kuten
NSA-1/NAP-2 valmistamiseen. Kuitenkin vain osalla muo-
dostunutta CTAP-III on biologinen aktiviteetti. Nayttaa
todenndkdiseltd ettd paaongelma on vaarinkaannetty ja
virheellisesti muodostunut disulfidisidos. Mit&&n joh-
tosekvenssid koodaavaa DNA:ta ei sisdllytetty synteetti-
seen geeniin, koska mitadn tdllaista johtosekvenssié
ei vield tunnettu tdlle aineryhmalle.

Vield eras valmistusmenetelmd@ rekombinantti-
DNA-tekniikalla on luonnollisen.johtosekvenssin sisal-
tavan geenin kloonaaminen ja ilmaisu, esim. luonnollinen
johtosekvenssi, joka on endogeeninen ihmisen verihiuta-
leissa esim. kloonaamalla Jja ilmaisemalla sopivasta
ilmaisukirjastosta wvalittu cDNA 3ja koodaamalla NSA-
1/NaP-2 tal suurempi peptidi sisdltden NSA-1/NAP-2,
kuten B-TG, CTAP-III tai PBP ja ottamalla talteen NSA-
1/NAP-2 tavanomaisin menetelmin ilmaisutuotteesta.
Tidllainen johtosekvenssi on esim. 34 ensimmdistd amino-
happoa kuvan 5 mukaisessa sekvenssissd tai ta&mén toi-
minnallinen fragmentti tai johdannainen. Esimerkki 7
kuvaa CTAP-III koodaavan cDNA kloonausta ihmisen veri-
hiutaleesta johdetusta X¢tll ilmaisukirjastosta. Toivo-
tun peptidituotteen talteenotto suuremmasta alkupep-
tidistd voidaan esinm. tehostaa‘tarkoituksenmukaisesti
katkaisemalla suurempi peptidi tavanomaisin menetelmin
proteaasilla kuten seriini proteaasilla.

Tarkoituksenmukainen proteaasi voidaan esim.



¢o

10

15

20

25

30

35

7

eristad tavanomaisella tavalla puhdistetuista monosyy-
teistd. Ne ovat hyvin herkkia PMSF:1lle, kohtalaisen
herkkid leupeptiinille ja ei-herkkia EDTA:1lle.

Vaihtoehtoisesti johtosekvenssi voidaan 1liittaa
suoraan geeniin, joka koodaa toivotun peptidin,

Valmistus 1luonnollisen johtosekvenssin sisal-
tdvadn geenin kloonauksen kautta tuottaa peptidituottei-
ta, Jjoilla on oikea laskostus tdydellistd biologista
aktiviteettia varten, esim. kohdentamiseksi a-jyvasen,
kun ilmaistaan ihmisen soluissa.

Toiminnallisia fragmentteja tai johdannaisia
esim. NSA-1/NAP-2:n muteiineja voidaan valmistaa tun-
netuin menetelmin.

On myds léydetty kolme NSA-1/NAP-2:n muunnosta,
joilla on jonkin verran alentunut biolooginen aktivi-
teetti, ja Jjoilla on kuvassa 4 esitetty 70 aminohapon
sekvenssi mutta on pidennetty N-terminaalissa CTAP-III:n
3, 4 ja 5 aminohapolla (kts. kuva 5). Nilla on siis
kuvan 4 mukainen sekvenssi, jota edeltdd téssa jarjes-
tyksessa:

Asp-Leu-Tyr-,

Ser-Asp-Leu-Tyr- ja

Asp-Ser-Asp-Leu-Tyr-
ja jotka ovat 73, 74 ja vast. 75 aninochapon pituisia.

Ne voidaan valmistaa, kuten edella on selos-
tettu NAP-2:n valmistuksen yhteydessd stimuloiduista
verileukosyyteistd Jja/tai verihiutaleista: stimuloi-
taessa LPS:lla monosyyttiviljelmin ylikyllastetyn nes-
teen léasndollessa, NAP-2:n lisdksi saadaan pienempi
valituotepiikki sisdltden NAP-2:n 73 - 75 jaanndsmuun-
nosta. Témd lisdpiikki muodostaa 65, 20 ja<15 % 74, 75
ja vast.73 jaanndsmuodoista.

NSA-1/NAP-2 ja té&man funktionaaliset muunnok-
set, fragmentit Jja Johdannaiset omaavat bioloogista
aktiviteettia tehden ne soveliaiksi kaytettaviksi laak-
keina.

Esimerkiksi ne tuovat esiin neutrofiilitiivis-
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tymdn rotissa annoksina noin 1 - 100 pg/kg eldaimen
ruumiinpainosta.

NSA-1/NAP-2 ja funktionaaliset muunnokset,
fragmentit ja johdannaiset ovat téaten soveliaita kay-
tettdviksi hoidettaessa tiloja, jotka ovat seurauksena
tai johtuvat, paikallisesti tai systeemisesti, PMN:n
(liuskatumaiset solut - neutrofiilit) madran tai akti-
voidun tilan muutoksesta. Ne modifioivat laajalti naita
PMN-parametreja ja ovat taman takia soveliaita kaytet-
tdviksi tilojen hoidossa, Jjoissa PMN:n mdaradn lisdys
tai aktivoidun tilan lisdys johtaa kliiniseen parannuk-
seen, esim. bakteeri-, mykoplasma-, hiiva- ja sieni- ja
viraali-infektioissa. Vield 1lisdksi ne ovat soveliaita
kaytettadviksi tulehduksellisissa sairauksissa, kuten
psoriasis, artriittiset tilat ja astma, tai tiloissa,
joissa on epdtavallisen matala neutrofiililuku ja/tai
on aikaansaatu matala neutrofiilitaso, ja antagonistien
esim. monoklonaalivasta-aineiden valmistuksessa kaytet-
tdvdksi ndissé@ indikaatioissa.

Koska niiden, kuten NAP~1, on osoitettu olevan
myds kemotaktisia T-lymfosyyteille, ne ovat soveliaita
kdytettavaksi myds tietyissa immunopuutostiloissa.

Naihin indikaatioihin sopiva annostus vaihtelee
tietenkin riippuen esim. 1is&nndstd, antotavasta ja
hoidettavan tilan luonteesta ja vaikeudesta. Kuitenkin
tavallisesti tyydyttdvid tuloksia on osoitettu saatavan
systeemisesti pédivittédiselld annostuksella noin 1 - 100
mg/kg eldimen ruumiin painosta. Suuremmille kohteille
indikoitu padivittdinen annostus on alueella noin 0,1~
100 mg, edullisesti noin 0,1 - 10 mg tavanomaisesti
annettuna, esim. jaettuina annoksiin jopa neljéd kertaa
paivassa.

Farmaseuttiset koostumukset, sisédltéden yhdis-
ttid yhdessa ainakin yhden farmaseuttisesti hyvéaksytta-
van kantajan tai laimennusaineen kanssa, voidaan valmis-
taa tavanomaisin menetelmin sekoittaen farmaseuttisesti
théksyttévén kantajan tai laimennusaineen Kkanssa.
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Yksikkoéannosmuodot sisdltavat esimerkiksi noin 0,025-
50 mg yhdistetta. '

Vaikkakin NSA-1/NAP-2 on funktionaalisesti suu-
ressa mddrin samanlainen kuin NAP-1, sita voidaan toden-
nédkdéisesti valmistaa ainoastaan in vivo, kun PBP ja/tai
CTAP-ITII vapautuvat verihiutaleista, samalla kun NAF/
NAP-1 valmistus mononukleaarisista fagosyyteistd ja
suuresta mdadrastd kudossoluja saadaan aikaan tulehduk-
sellisella sytokineesilla, kuten kasvainkuoliotekija
ja interleukiini-l1l. Taman takia ndiden kahden peptidin
voidaan otaksua syntyvadn erilaisissa fysiologisissa
tilanteissa ja eri paikoissa. Verihiutaleesta johdet-
tuna NAP-2:a tuotetaan pddasiassa intravaskulaarisesti,
siella missa verihiutaleaktivaatiota ja aggregaatiota
tapahtuu, esim. trombissa ja atheroskleroottisissa
vaurioissa, kun taas NAF/NAP-1 muodostuu melkein poik-
keukseutta kudoksissa.

NSA-1/NAP-2:ta ja sen muunnoksia ei loéydeta
verihiutaleista tai muista mononﬁklaarisoluviljelmén
komponenteista, ja se nadyttda muodostuvan vapautumisen
seurauksena. Ne osoittavat kemotaktisen reseptoriagonis-
tin tyypillisid ominaisuuksia ja saavat aikaan sytosoli-
sesti vapaita kalsiummuutoksia, kemiallista vetovoimaa
ja esosytosista samalla molaarisella alueella kuin
NAF/NAP-1, kun taas PBP, CTAP-III ja PF-4 omaavat vé&han
jos ollenkaan aktiviteettia 100 - 10000 kertaa suurem-
missa pitoisuuksissa. Niiden on odotettu olevan yhta
tehokkaita kuin NAF/NAP-1 ja C5a neutrofiilien tasoit-
tumisessa, ja ne ottavat osaa tukokseen, jossa ne saat-
tavat vetda puoleensa neutrofiileja, jotka ovat sot-
keutuneet tukkeutuneiden suonien uudelleen kanavointiin.

Kuvissa
Kuva la esittdd NSA~1l:n preparatiivista kéanteisfaasi-
korkeapainenestekromatografia C4-kolonnilla, ylempi
kuva esittai proteiinijakautumaa, OD/226 nm; alempi
kuva esittda NSA-1:n aktiviteettia, suhteellista elas-
taasin vapautumista ihmisen neutrofiileista; kaksi
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piikkida on ilmeisia: pienempi vastaa NSA-1/NAP-2 ja
suurempi vastaa NAF/NAP-1;
kuva 1b esittda NSA~1/NAP-2:n kaanteisfaasikorkeapaine-
nestekromatografia CN-propyylikolonnilla, yksityiskohdat
kuten kuvassa la;
kuva 1lc esittda NSA-~1/NAP-2:n kéanteisfaasikorkeapaine-
nestekromatografia C4-kolonnilla, yksityiskohdat kuten
kuvassa la;
kuva 2 esittda NSA-1/NAP-2:n aminoterminaalisekvenssia,
ensimmidiset 20 tahdettd on osoitettu, ne vastaavat B~
tromboglobuliinin sekvenssin osaa;
kuva 3 esittdd NSA-1/NAP-2:n aiheuttamaa esosytoosia
sytokalasiini-B~kdsitellyissd ihmisen neutrofiileissi,
pitoisuus riippuvuus;
kuva 4 esittdd NSA-1/NAP-2:n aminohapposekvenssia;
kuva 5 esittda cDNA-sekvenssid ja seurattua PBP:n pre-
kursorin aminohapposekvenssi (alkaa nukleotidilla 103),
CTAP-III (alkaa nukleotidilla 130), B-TG (alkaa nuk-
leotidilla 142) 3ja NSA-1/NAP-2 (alkaa nukleotidilla
175); kaksi sisdistéd disulfidisidosta ovat merkitty
tahdilld ja wvast. ruuduilla; oletettu polyadenylaatio-
signaali on alleviivattu (nukleotidit 581 - 586).
EcoRI:n tunnistamispaikka on yliviivattu.

Seuraavat esimerkit kuuvaavat keksintda.

Osa 1: NSA-1/NAP-2:n valmistus ihmisen veresta,
puhdistus ja tunnistus. '
Esimerkki 1: NSA-1NAP-2:n valmistus ihmisen veren leuko-
syyttien ja/tai 1LPS:114 stimuloitujen verihiutaleiden
avulla.

Antikoaguloitua luovutettua verta, saatu Sveit-
sin Punaisen Ristin laboratoriosta ja sdilytetty 20 h 4
- 10°C kaytettiin. Yksitumaisia soluja (koostuen mono-
syyteistd ja lymfosyyteista suhteessa noin 1 : 5) eris-
tettiin yksittdisistd kuorista Ficoll-Hypaque gradien-
teissa (A. Boyum, Scand. J. Immunol. 5 [1976] 9 =~ 15),
ja pestiin MEM:ssd. Pestyt solut 6 kuoresta suspendoi-
tiin uudestaan MEM-PPL:lla (5 x 10 solua/ml) ja kasva-
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tettiin 20 h 1 upg/ml LPS:n ladsndollessa sekoituslait-
teella varustetuissa lasipulloissa. Eri aikoina kasva-
tusaineen alikvooteista otettiin nayttettd, ja neutro-
fiilistimuloiva aktiviteetti mdaritettiin kapasiteettina
saada aikaan elastaasin vapautuminen ihmisen sytokala-
siinilla B esikasitellyistd neutrofiileistd (B. Dewald
ja M. Baggiolini, Biochem. Pharm. 36 [1987] 2505-2510).
Tadma koe tunnistaa NSA-~1l:n kuten mydés NAF:n, aikaisemmin
selostettu neutrofiiliaktivointitekija (P. Peveri et
al., J. Exp. Med. 167 [1988] 1547-1559). Neutrofiili-
stimuloiva aktiviteetti 1lisaantyi ajan mukana ja ta-
soittui 24 - 28 h kuluttua.
Esimerkki 2: NSA-1/NAP-2:n valmistus ihmisen veren
leukosyyttien ja/tai PHA-P:lla stimuloitujen verihiuta-
leiden avulla

Antikoaguloitua luovutettua verta, saatu Sveit-
sin Punaisen Ristin laboratoriosta ja sdilytetty 20 h 4
- 10 °C kaytettiin. Yksitumaisia soluja (koostuen mono-
syyteistd ja lymfosyyteistd suhteessa noin 1:5) eristet-
tiin yksittdisistd kuorista Focoll—Hypaque gradienteissa
(Boyum, 1976), Jja pestiin MEM:ssa. Pestyt solut 6 kuo-
resta suspendoitiin uudestaan MEM-PPL:1lla (5 x l0s
solua/ml) ja kasvatettiin 20 h 1 pg/ml PHA~-P:n l&sndol-
lessa sekoituslaitteella varustetuissa lasipulloissa.
Eri aikoina kasvatusaineen alikvooteista otettiin nayt-
teita, ja neutrofiilistimuloiva aktiviteetti maaritet-
tiin kapasiteettina saada aikaan elastaasin vapautuminen
ihmisen sytolasiinilla B esiké&sitellyistd neutrofiileis-
ta. Neutrofiilistimuloiva aktiviteetti lisdantyi ajan
mukana ja tasoittui 24 - 48 h kuluessa.
Esimerkki 3: NSA-1/NAP-2:n puhdistus LPS:n stimuloitujen
ihmisen veren leukosyyttien 3ja/tai verihiutaleiden
kasvatusnesteista.

(a) Fosfoselluloosakromatografia

700 ml annoksia ihmisen 1leukosyyttien soluva-
paata kasvatusnestettd, stimuloitu kuten esimerkissa 1
on selostettu laitettiin suoraan 15 ml fosfoselluloosa-
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kolonniin (Whatman P11), joka oli tasapainotettu pusku-
rilla A (20 mM kaliumfosfaattipuskuri, pH 7,2, sis&lta-
en 20 mM NaCl, 1 mM EDTA ja 5 % glyserolia). Kolonni
pestiin samalla puskurilla ja eluoitiin taman jalkeen
(24 ml/h) 120 ml lineaarisella NaCl-konsentraatiogradi-
entilla (0,02 - 1,5 M) puskurissa A. Fraktioden neutro-
fiili-stimuloiva aktiviteetti analysoitiin.

b) Kaanteisfaasi-kromatografia

Aktiiviset fosfoselluloosakromatografiaerotuk-
sesta saadut fraktiot yhdistettiin ja lisdpuhdistettiin
ajamalla ne 4 Kkertaa suurihuokosen valmistavan kaan-
teisfaasi-C4~kolonnin (10 x 250 mm, 7 um, Macherey-
Nagel, Dueren, FRG) ladvitse. Kolonni uutettiin 2 ml/min
gradientilla 0 - 80 % asetonitriilia 0,1 % trifluori-
etikkahapossa lisdykselld 0,66 % /min.

Aktiiviset fraktiot, joiden retentiocaika oli 20
- 26 min yhdistettiin, vékevéitiin Speed Vac-sentrifuu-
gilla ja ajettiin analyyttiseen kaénteisfaasi-CN-pro-
pyylikolonniin (4,6 x 250 mm, 5 pm, suurihuokonen, Baker
Research Products, Phillipsburg, N.J., USA). Kolonni
uutettiin 0,5 ml/min gradientilla 0 - 80 % asetonitrii-
lia 0,1 % trifluorietikkahapossa lisdykselld 0,66 %/min.
Aktiiviset fraktiot, Jjoiden retentioaika oli 22 - 25
min, yhdistettiin, vékevdéitiin Ja ajettiin uudestaan
analyyttisella k&anteisfaasi-C4-~kolonnilla (4,6 x 250
mm, 5 Wm, suurihuokonen, Baker Research Products) edella
CN-propyylikolonnille selostetuissa olosuhteissa. Ak-
tiiviset fraktiot, joiden retentiocaika oli 42,5 min,
kuivattiin Speed Vac-sentrifuugissa, suspendcitiin
uudestaan steriiliin veteen ja johdettiin tamdn jalkeen
kaasu-faasi sekvenssianalyysiin ja biologiseen testauk-
seen. Kuva 1 esittdd NSA-1/NAP-2:n erotuksen NAF/NAP-
1:sta ja aminohapposekvenssianalyysiin kéytettyja frak-
tioita.
Esimerkki 4: Puhdistetun NSA-1/NAP-2:n geelielektrofo-
reesi

Puhdistettu NSA-1/NAP-2 analysoitiin 20 % urea-
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SDS polyakryyliamidigeelilld B. Kadenbach et al (Ana-
lyt. Biochem. 129 {1983] 517 - 521) mukaan. Yksi ainoa
nauha, jolla oli ndenndinen molekyylopaino 6500, saatiin
tekemdlld se ndkyvdksi hopeavarijdyksella. NAP-2 liikkuu
véahadn nopeammin kuin NAF/NAP-1.

Esimerkki 5: NSA-1/NAP~2:n aminohapposekvenssin analyysi

Aminohapposekvenssianalyysi tehtiin automa-
tisoidulla fenyyli-isotiosyanaattihajotuksella kdyttéen
yhtién Biosystems kaasufaasisekventoijaa malli 477 A.
NSA-1/NAP-2:n (500 pMol) ndytteet analysoitiin suoraan
tali Kkemiallisen modifikaation jalkeen. Pelkistys ja
alkylaatio suoritettiin seuraavasti: 1 nMol NSA-1/NAP-2
laimennettiin 150 pl 6 M guanidiinihydrokloridiin, 2 nM
EDTA, 0,2 M Tris-HCl, pH 8,3, tamdn jalkeen lisdttiin
225 nl tributyylifosfiinia 15 ul asetonitriilisséa, ja
liuos kasvatettiin huoneen ladmpdétilassa. 60 min jdlkeen
lisdttiin 160 nl 4-vinyylipyridiinia 10 pl asetonitrii-
1iad. 30 min jélkeen lisdttiin sama mddréd tributyylifos-
fiinia ja vinyylipyridiini&, Jja reaktiota jatkettiin
vield 40 min typpisuojakaasussa. Liuos tehtiin happamak-
si trifluorietikkahapolla, pH 2,0 ja suola erotettiin
kdanteisfaasi HPLC:lla 0,1 % trifluorietikkahapossa
asetonitriiligradientilla.

Karboksiterminaali mdariteltiin 0,5 nmol NAP-
2:1la ja 0,4 pg karboksipeptidaasilla P tai karboksipep-
tidaasilla Y (sekventointilaatu, Boehringer) kanssa.

Kuvassa 2 on esitetty ensimmdisen 20 aminoter-
minaalin aminohappoanalyysi
Esimerkki 6: NSA-1/NAP-2:n neutrofiiliaktivointiteho

Neutrofiilejd eristettiin ihmisen verestd, sus-
pendoitiin PBS/BSA:an ja kdytettiin té&man jadlkeen NSA-
1/NAP-2:n kapasiteetin ma&dritykseen elastaasin vapaut-
tamiseksi kédyttaen Dewaldin ja Bagglionin (1987) mikro-
tiiterilevykoemenetelmida. NSA-1/NAP-2 aiheuttaa selek-
tiivisen elastaasin vapautumisen pitoisuudesta riip-
puvalla tavalla. Pitoisuuden riippuvuus oli samanlai-
nen kuin NAF/NAP-1:1la todettiin ja kyky oli noin puolet
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NAF:n ja noin kolmasosa fMLP:n vastaavasta kyvysta.
Kuvassa 3 on esitetty NSA-1/NAP-2:n pitoisuu-~

desta riippuva aktiviteetti.

Osa II: Ihmisen verihiutaleesta johdetun Xgtll ilmaisu-

tiedoston CTAP-III:ia koodaavan cDNA:n kloonaus

Esimerkki 7:

(a) Verihiutaleiden eristys ja pesu.

Verihiutaleita eristettiin sitraatti-késitel-
lystd verestd linkoamalla 160 g 10 min, jolloin saatiin
verihiutalerikas plasma (PRP) ja vield lisalinkousvaihe
1100g 10 min, jolloin saatiin verihiutalepelletti. Veri-
hiutaleet pestiin t&médn jadlkeen kahdesti 30 mmol/l glu-
koosilla, 120 mmeol/l NaCl, 129 mmol/l natriumsttraat-
tilla, 10 mmol/l EDTA pH 6,5, ja Kerran 10 mmol/l Tris/-
HCl, 154 mmol/1l NaCl, 10 mmol/l EDTA pH 7,4.

b) Ihmisen megakaryosyytteja

Nami eristettiin sellaisen potilaan perifeeri-
sestd verestd, Jjolla oli megakaryoblastinen leukemia
Ficoll-metritsoaattigradienttitiheyslinkouksella. Naiden
leukemiasolujen megakaryoblastinen fenotyyppi perustuu
niiden reaktiviteettiin verihiutale-GPIIb-vastaisten
monoklonaalisten vasta-aineiden (MoAbs), GBIIb/GPIIIa-
kompleksiin Jja (vVWF) von Willebrand tekijén kanssa.
cDNA-koe verihiutale-GPIb:a varten antoi myods positiivi-
sen signaalin 2,4 kb lahetti-RNA:n (mRNA) kanssa (saman
kokoinen kuin verihiutaleissa) Northern blotting:ssa
nididen solujen mRNA:n Kkanssa.

c) Vasta-aineiden valmistus

Pestyt verihiutaleet solubilisoitiin 1 % Triton
X-114:ssa N-etyylimaleimidin (NEM) ja fenyylimetaani-
sulfonyylifluoridin lasnaollessa :(PMSF, liuotettuna
metanoliin) lopullinen pitoisuus 2 mmol/l, ja faasijako
suoritettiin, kuten on kuvattu julkaisussa Biochim.
Biophys. Acta 778 (1984) 463. Vesifaasi kadytettiin
ekskluusiokromatografiaan AcA-34 Ultrogel (LKB) 0,1 %
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natriumdodesyylisulfaatissa(DDS), 0,1 mol/l NH.HCO., pH
7,4. Fraktio sisdltden proteiineja 8- - 9- Kd-alueella,
kuten arvioitiin natriumdodesyylisulfaattipolyakryyli-
amidi-geelielektroforeesissa (SDS~PAGE), Kkaytetettiin
kaniinien immuniscintiin.
(d) Immunovarjays

Pestyja verisoluja stimuloitaessa trombiinilia
(2 U/4 x 10°/ml, 5 min, 37°C) ylikyllastetystd liuok-
sesta saatujen Jja uudelleen kiteytyneitd tuotteita
kdsiteltiin 2 mmol/l1 PMSF Jja 2 mmol/l NEM kanssa. Ne
solubilisoitiin 1 % SDS:ssa, pelkistettiin 0,1 % ditio-
treitolilla (DTT), ja erotettiin 20 % SDS-PAGE:lla, jota
seurasi elektroforeettinen siirto nitroselluloosaan (BA
85, Schleicher & Schuell, Feldbach, Sveitsi) puolikui-
valla s&hkévarjayslaitteella, 150 mA 90 min. Inkuboinnin
jadlkeen Kkanin polyklonaalisella vastaseerumilla anti-
CTAP-III kaytettiin vuohen anti-kani toista vasta-ainet-
ta liitettynd alkaaliseen fosfataasiin (Bio-Rad Labora-
tories, Glattbrugg, Sveitsi) k&ytetddn varjaykseen
substraateilla nitrosinisen tetratsolium ja S5-bromi-4-
kloori-3~indolyylifosfaatti.
(e) cDNA ilmaisutiedoston muodostaminen

Verihiutaleiden kokonais RNA valmistettiin
180 1 verestd kayttden guanidinihydrokloridimenetel-
md&d. PolyA mRNA eristettiin oligo(dT)selluloosa affini-
teettikromatografialla (Pharmacia, Uppsala, Ruotsi).
Ensimmainen sdie syntetisoitiin kéyttden oligo(dT)pri-
meeria (Pharmacia P-L Biochemicals) ja kddnteistrans-
kriptaasia (Bethesda Research Laboratories, Gibco,
Basel, Sveitsi). Toinen sdie valmistettiin RNase H (New
England Biolabs, Schwalbach bei Frankfurt, Saksa) ja
Escheria coli DNA polymeraasi I (Boehringer Mannheim,
Rotkreutz, Sveitsi) avulla. Sen jalkeen, kun oli muodos-
tettu tylppid pditd T4 DNA-polymeraasin ja Klenow-ent-
syymin kanssa, EcoRI-metylaation ja 1ligaation EcoRI
sidoksien avulla, saatu cDNA pakattiin Xgtll pakkaus-
tiivisteeksi (Gigpack Gold, Stratagene, San Diego, CA)
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ja kuvattiin E. coli ylo88:ssa.
(f) Tiedoston selaaminen 3ja positiivisten kloonien
karakterisointi

Verihiutale Xgtll cDNA ilmaisutiedostoa selat-
tiin standardimenetelmin polyklonaalisella kanin vas-
taseerumilla. E. coli spesifiset vasta-aineet poistet-
tiin immunoadsorptiolla E. coli:n BNN97 nitroselluloo-
saa-sitovalla lysaatilla. Positiivisia rekombinanttifa-
geja osoitettiin samalla toisella vasta-aineella ja
kromogeenisella substraatilla kuin immunovarjayksessa.
Puhdistuksen jadlkeen X-DNA pilkottiin EcoRI:lla (Boeh-
ringer Mannheim) ja insertit eristettiin 0,8 % agarosi-
geelielektroforeesilla ja elektroetuoinnilla Bio-
Trap:ssa (Schleicher & Schuell). DNA saostettiin etano-
lilla ja ligatoitiin 5 ng EcoRI:lla, joka oli lineari-
soitu M13 Bluescript:lla (Stratagene) kayttden ligaasia
T4 (Bio-Lab) ja transfektoitiin E. coliin JM 101. Val-
koisista pesdkkeistad testattiin positiiviset rekombi-
nanttiplasmidit alkaalisella uuttamismenetelmdlla, ja
vksittdissdikeisid cDNA-malleja valmistettiin infektoi-
malla apufagilla M13K07. Molempien sadikeiden DNA-sek-
venssi maariteltiin dideoksiketjuterminointimenetelmalla
kadyttaen Sequenase Kit:a (United States Biochemical
Corporation) ja 2=S oa-merkittyd dATP:ia (New England
Nuclear, Du Pont).
g) Northern varjdysanalyysi

1 % agarosi geelissa tehdyn elektroforeesin
jalkeen mRNA varjéttiin Hybond:lla (Amershamn) ja hybri-
disoitiin sulfonyloidulla cDNA-koettimella, 68°C, 18 h,
4 x SSPE, 0,1 % Na.P20-, 0,2 % SDS, 0,5 mg/ml hepariinia
sisdltiden 100 pg/ml lohen maidin DNA:ta. 2 x 5 min pesun
jdlkeen 1 x SSPE:ssa, 1 % SDS, 0,1 % Na.Pz0-, huoneen-
ldmpétilassa ja 2 x 30 min 0,2 x SSPE:ssa, 0,1 % SDS,
0,1 % Na,P20,, 68°C, osoitettiin vastaava ﬁRNA immuno-
varjayksellda hiiren monoklonaalisella vasta-aineella
(MoAB; Sigma, Deisenhofen, Saksa) sulfonyloitua DNA

vastaan ja vuohen antihiiri Ige toinen vasta-aine kon-
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jugoituna alkaliseen fosfataasiin. Substraatit olivat
samat kuin edells.
(h) Tuloksia

Polyklonaaliset vasta-aineet, Jjotka muodos-
tuivat immunisoimalla kaneja geelisuodatusfraktiolla,
joka sisalsi verihiukkasen vesiliukoisia proteiineja 8
- 9 kd~alueella, osoittivat suurta taipumusta ja spe-
sifiteettid immuunovarjdyksessd, Jja niitd kaytettiin
verihiukkasesta johdetun Xxgtll cDNA ilmaisutiedoston
seulontaan. Kaksi positiivista kloonia 100000 alussa
seulotusta rekombinanttifagista tédplapuhdistettiin, ja
kaksi sisdpuolista EcoRI-fragmenttia kloonattiin M13
Bluescript®=:iin. Molempien sdikeiden nukleotidisekvens-
sit mddritettiin dideoksi-ketjuterminointi-menetelmal-
14. Saatiin tdysipitka& cDNA-klooni (XCI) (kuva 5), jossa

" 0li 690 emasparia sisadltden 66 emasparin 5' ei-koodaavan

alueen, proteiinia koodaava avoin 1lukukehys, jossa oli
128 aminohappotahdetta (13 894 da), ja 3' ei-koodaava
alue sisdltden padtekodonin (TAA), oletettu polyadeny-
laatiosignaali, 3ja polyA-hdantd. Toinen klooni (XC2),
joka alkaa vastaavassa asemasta -9, osoitti aivan saman-
laisen nukleotidisekvenssin.

Konsensussekvenssi translaation aloitusta
varteb eukaryoottisessa mRNA:ssa (5' CCACCAUGA 3') alkaa
nukleotidissa -5.

mRNA:n Northern varjdyshybridisaatio megakaryo-
syyttisen leukemian solulinjasta, megakaryosyyteista, ja
verihiutaleista mutta ei hepatosyyttikontrollista antoi
positiivisen signaalin suunnilleen kohdassa 0,8 kb CTAP-
III:n prekursorin mRNA kanssa viitaten siihen, ettéd vas-
taava cDNA on tdyspitkd. Mitdan signaalia ei saatu HEL
mRNA:1lla, mahdollisesti johtuen cDNA koettimen ei radio-
aktiivisen merkintémenetelmdn matalasta herkkyydesta
ja/tal kdytetyn HEL-solulinjan matalasta CTAP-III-spe-
sifisestd mRNA-sisallosta.

Paatelty aminohapposekvenssi (kuva 5) on aivan
samanlainen kuin hyvin tunnettu ihmisen verihiutaleen
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CTAP-III sekvenssi., Aminoterminaali CTAP-III on amino-
happoasemassa 44 translatoidussa sekvenssissd, ja sen
mitogeenisesti inaktiivi plasmiinin alku tai trypsiinin
hajoamistuote B-tromboglobuliini on neljd 3jaannoésta
alaspédin asemassa 48. N&iden proteiinien prekursorin,
PBP, on naytetty jakavan ensimmdiset kymmenen CTAP-III:n
tdhdettd, mutta sen aminopddte on yhdeksan tédhdetta
yléspdin asemassa 35. Kaikki tunnettu rakenteellinen
informaatio ndistd kolmesta proteiinista sopii tarkal-
leen aminohapposekvenssiin, Jjoka on saatu koodaavasta
cDNA~-kloonista antaen vahvan todisteen yhdelle ainoalle
prekursorille kaikille kolmelle proteinille.

Tdten CTAP-III:n 34 aminohapon johtosekvenssi,
joka on esitetty kuvassa 5 ja on poikeuksellisen pitka,
erocaa klassisista signaalipeptideistda ja on todennakdéi-
sesti vastuussa kohdennettaessa protetini mérkivien
megakaryosyyttien a-jyvésiin.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Neutrofiiliaktivoiva peptidi-2 (NAP-2) tai
sen funktionaalinen muunnos, fragmentti tai johdannai-
nen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen tekijd, jolla
on seuraava 70 aminohapon sekvenssi:

1 5 10
Ala-Glu-Leu-Arg-Cys-Met-Cys-Ile-Lys-Thr-

11 15 20
Thr-Ser-Gly-Ile-His-Pro-Lys-Asn-Ile-Gln-

21 25 30
Ser-Leu-Glu-Val-Ile-Gly-Lys-Gly-Thr-His-

31 35 40
Cys-Asn-Gln-Val-Glu-Val-Ile-Ala-Thr-Leu-

41 45 50
Lys-Asp-Gly-Arg-Lys-Ile-Cys-Leu-Asp-Pro-

51 55 60
Asp-Ala-Pro-Arg-Ile-Lys-Lys-Ile-Val-Gln-

61 65 70
Lys-Lys-Leu-Ala-Gly-Asp-Glu-Ser-Ala-Asp

tai sen funktionaalinen muunnos, fragmentti tai johdan-
nainen.

3. Menetelmd& NSA-1/NAP-2:n valmistamiseksi,
tunnettu siitd, ettd stimuloitujen veren leuko-
syyttien viljelyneste puhdistetaan fosfoselluloosakro-
matografialla ja kdanteisfaasikromatografialla.

4. Menetelmd NSA~1/NAP-2:n toisen funktionaa-
lisen muunnoksen, fragmentin tai Jjohdannaisen tai sen.
biologisesti aktiivisen rakenteellisesti vastaavan
tuotteen, kuten B-TG, CTAP-III tai PBP valmistamiseksi,
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tunnettu siita, etta vastaava geeni mukaan

lukien 1luonnollinen Jjohtosekvenssi kloonataan, geeni

ilmennet&an sopivassa isdnndssa ja peptidituote otetaan

talteen sopivalla tavalla, tarvittaessa kdyttden sopivaa
5 proteaasia.

5. Farmaseuttinen koostumus, joka sis&ltaa
patenttivaatimuksen 1 mukaisen tekijan tai t&mdn funk-
tionaalisen muunnoksen, fragmentin tai Jjohdannaisen
yhdessa farmaseuttisesti hyvaksyttavan kantajan tai

10 laimennusaineen kanssa.

6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen tekija tai
tédmdn funktionaalinen muunnos, fragmentti tai johdan-
nainen kaytettavidksi farmaseuttisena aineena.

7. Johtopeptidi jolla on seuraava aminohap-

15 posekvenssi:
5 10

MET-Ser~Leu-~Arg-Leu-Asp-Thr-Thr-Pro-Ser-
11 15 20
Cys-Asn-Ser-Ala-Arg-Pro-Leu-His-Ala-Leu-
21 25 30
Gln-Val-Leu-Leu~Leu-Leu-Ser-Leu-Leu-Leu~
31

Thr-Ala-Leu-Ala-

20

tai sen funktionaalinen muunnos, fragmentti tai johdan-
25 nainen.

8. Hoitomenetelnma, tunnet¢tu siita,
ettd menetelmdssa annetaan patenttivaatimuksen 1 mukai-
nen tekija tai sen funktionaalinen muunnos, fragmentti
tai johdannainen hoidon tarpeessa olevalle kohteelle.

30 9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen tekija tai
-~ sen funktionaalinen muunnos, fragmentti tai johdannai-
nen, joka on saatu patenttivaatimuksen 3 ja 4 mukaisen

menetelmén avulla.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen tekija tai

R 35 tamadn funktionaalinen muunnos, fragmentti tai johdan-
nainen, tunnettu siitd, ettd se on valmistettu

B-TG:sta, CTAP-III:sta tail PBP:sta tai geenistd, joka
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koodaa BR-TG:a, CTAP-III:a -tai PBP:a.



FIG. 1a

V7

JTYLINOLIDY %

8 2 8 & ¢
< <
= =
<
%)
=
o o o o
o o e o
(00 w0 <t ~N
9¢¢ ao JON3IS3IHONTS 3AILVI3Y

FRACTION NUMBER



0D 996

RELATIVE FLUORESCENCE

300

200

1001

FIG. 1b

2/7

NSA-1

\‘\r——J L—/w

NSA-1,

unidentified

/

FRACTION NUMBER

S0

r 40

30

- 20

10



0D 226

FIG. 1c

N
o
o

RELATIVE FLUORESCENCE

W
Q
o

NSA-1

FRACTION NUMBER

3/7

50

40

- 30

+ 20

10




Figure 2
4/7

1 5 10
Ala-Glu-Leu-Arg-Cys-Met-Cys-Ile-Lys-Thr-

11 15 20
Thr-Ser-Gly-Ile-His-Pro-Lys-Asn-Ile-Gln-
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1 5 10
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