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Menetelmd bakteeriperdisen entsyymin valmistamiseksi seka
titd sisidltidvat farmaseuttiset koostumukset - Forfarande
for framstallning av ett enzym av bakteriellt ursprung och

farmaceutiska kompositioner innehdllande detsamma

Tamé keksinto koskee uusia farmaseuttisia koostumuksia, jotka
sigdaltavat aktiivisena aineena mikrobiperaisen entsyymin tai ent-
syymiseoksen.

Tarkemmin tamin keksinndn kohteena ovat uudet farmaseuttiset
koostumukset, Jjotka on tarkoitettu virus-sairauksien hoitoon ja
joiden aktiivisena aineena on glykosidohydrolaasi, Joka on saatu
mikrobikantaisista viljelmista.

Erikdiggsti %émé keksinto koskee farmaseuttisia koostumuksia,
jolssa aktiivisena aineena on N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasi,
joka on tuotettu Streptococcus pneumoniae-viljelmistsd (microsoccaceae-
suku).

N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasi on entsyymi, Jjoka kykenee
lohkaisemaan N-asetyylimuramiinihapon glykoproteiineista, kun se si-
joitetaan polysakkaridiketjun ei-pelkistaviaan loppupddhin. '

Monet N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasit ovat Jjo tunnettuja.
Ne ovat Jjoko virus- tai mikrobiperdisia. N-asetyylimuraminaattigly-



kohydrolaasit Vibrio cholerae'sta Clostridium perfringens'sta,
Vibrio comma'sta Arthrobacter sialophilium'sta on jo esitetty kir-
Jallisuudessa. Iisdksi N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaaseja on
saatu kemiallisesti kdsittelemilld Myxovirus influenzae'n eri kanto-
Jja.

Jokaisella ndista glykohydrolaaseista on erilainen kemiallinen
rakenne Jjohtuen glykoproteiiniketjujen erilaisista yhdistelyistd.
S1iita kay ilmi, ettd niillsd on erilaiset fysikaaliset ja kemialli-
set ominaisuudet.

N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasi jota tdssid kdytetddn far-
maseuttisten koostumusten muodossa, on saatu Streptococcus pneu-
moniae'n erilaisesta kannasta, Jjota on talletettu Pasteur-instituu-
tissa Pariisissa numerolla I-044 16, helmikuuta 1978 lihtien. Silla
on fysikaalisia ominaisuuksia, Jotka ovat aivan erilaisia kuin Jo
tunnettujen N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasien ominaisuudet.
Téllé entsyymilla tal entsyymiseoksella ei ole mité##n galaktosidaa-
*51S}a proteaa81s;ahhfiﬁfetyyl1g1ukosam1n1da381%$a. fukosidaasisia

Ja aryylisulfataasisia -eminaisuwksty painvastoin kuin kirjallisuu-~

den entsyymeillsd.

Lisaksi Mlchaellsﬂ}n Yag&o, Joka on maaritetty bronkiaaliset
glykopeptldkx substraﬁtr%%f’on noin Km = 2,5,10_4, Jjoka on hyvin
korkea luku todistaen vahvaa affiniteettia glykopeptideihin.

Isoelektrinen piste maaritettynd isoelektrofokaalisaatiolla,
osoittaa kasksi sktiivista piikkid entsyymissd, paljastaen kshden
isoentsyymin olemassaolon, Jjoilla on isocelektriset pisteet 4,2 ja
5,7. Nama kaksi isoentsyymid tekevit Streptococcus pneumoniae-
kannan I1.044 entsyymin selvasti erilaiseksi Clostridium perfringens-—
entsyymista, joka on homogeeninen elektrofokalisaatioltaan Ja Jonka
isoelektrinen piste on 4,7.

Streptococcus penumoniae'n entsyymi tai entsyymien seos disso-
siyol N-asetyylineuramiinihapon happsamasta ihmis 1-glykoproteiinis—
ta mé&rdssd 82% 7 tunnissa ja vapauttaa suunnilleen kvantitatiivi-
sesti (yli 90%) N-asetyylineuramiinihapon keuhkoputken silomusiinis-
ta © tunnin kosketuksen kuluttua.

Streptococcus pneumoniae'n kanta I-044 N-asetyylimuraminaatti-
glykohydrolaasin kemiallisen rakenteen ovat jo m88rittaneet P. Bien-
venu et al, C.R. Acad. Sci. (Pariisi) 285 (osa D) 8%7 (1977). Sen
eri aminohappojen pitoisuus osoittaa selvidsti sen erikoislaatuisuu-
den verrattuna entsyymiin, joka on saatu Myxovirus influenzae A:n
(Hong Kong) 1/68 entsymaattisella hydrolyysilla.



Siksi taman keksinnon kohteena ovat farmaseuttiset koostumuk-
set, Jolden aktiivisena osana on entsyymi tai entsyymien seos, Jjoka
;/on tuotettu Streptococcus pneumoniae'n (kanta I-044) viljelyllsd se-
, Oksella tai yhteydessa Jjonkin inertin ei-toksisen terapeuttisesti
gvsopivan kantajan tal valiaineen kanssa.
\ Tamédn keksinnon mukaiset farmaseuttiset koostumukset ovat so-
pivia parentemalisesti, ihon kautta, limakalvon kautta, kielen tai
perasuolen kautta annettavaksi. Sopivammin ovat ruiskutettavat liu-
okset Jjaettu ampulleihin, moniannospulloihin, itseinjektoiviin ruis-
kuihin, kielenalustabletit, puristetut koostumukset, jotka ovat val-
miita suihkutettavaksi nen&n tal nielun limakalvoihin, liuokset po-
laarisessa liuottimessa soveltuen ihon kautta kdytettiviksi; kielen-
alustabletit ja perdpuikot.

Nama farmaseuttiset koostumukset voivat myds sisgltida yhden
tai useampia kantaja-aineita, tdyteaineita, laimentimia, dispergoin-
tiaineita, pinta-aktiivisia aineita, emulgointiaineita, aromiaineita
tal alneita Jjotka vapauttavat aktiivisen oss-aineen hitaasti kehoon.
Riippuen valitusta k8yttotavasta voi aktiivisen osa-aineen pitoisuus
suuresti vaihdella. Se liikkuu 300 U - 5000 U annosyksikkosd kohti,
farmaseuttisissa koostumuksissa jotka on tarkoitettu ihmisen hoi-
toon. Lapsille keksinndn mukaisen farmaseuttisen koostumuksen ak-
tiivisen osan pitoisuus alenee riippuen potilaan idstid Ja painosta.

Keksinnon mukaisia farmaseuttisia koostumuksia annetaan 1-4
kertaa paivassa ihmiselle.

Tarkemmin, k&aytettaessd limakalvon kautta nendssid tai suussa,
vol olla sopivaa kdyttdd keksinndn mukaisia farmaseuttisia koostu-
muksia paineenalaisen sprayn muodossa, jossa on vesi kantoaineena,
kolme kertaa paivassa kahden pdivan ajan.

Kaytettaessa parenteraalisesti farmaseuttiset koostumukset in-
Jektoidaan Jjoka paiva viikon ajan, sitten kerran viikossa viela kah-
den kuukauden ajan.

Keksinnonmukaisia farmaseuttisia koostumuksia on tarkoitus
kayttaa sellaisten virussairauksien hoitoon, joissa aiheuttajana on
kotelon muodostava virus sekd mikrobi-infektioiden hoitoon jotka
usein liittyvat virusinfektioihin.

Erikoisesti ne vaikuttavat Myxovirus influenzae-, Rhinovirus-
sek&d muihin viruslajeihin, joilla on neuraminidaasi. Tim8n vaiku-
tuksen voidaan osoittaa johtuvan joko suorasta toiminnasta glykopro-
teiinisen rakenteen viruskuoreen alentaen virusten toisiintumisessa

soluvaurioiden méd&drgd, tai erikoisesti immunostimuloivasta vaikutuk-



sesta lajeihin Jjoiden patogeeninen teho valittyy neuraminidaasilla
jolla on antigeenisia ominaisuuksia, Jjotka ovat lahella Strepto-
coccus pneumoniae'n N-asetyylineuraminidaattiglykohydrolaasin omi-
naisuuksia esimerkiksi Erysipellothrix.

Bdelleen niilla on ei-spesifinen immunostimuloilva vaikutus
Joka sallii niiden k&8yton apuaineena rhinitiksen, rhinopharyngitik-
sen, sinusitiksen, anginan, amygdalytiksen, laryngitiksen, trachei~
tiksen, akuutin bronchitin, broncholiittien, bronchopneumoniaksen
Ja kroonisten hengityssairauksien hoidossa.

Edelleen sairauksissa, Jjoissa kehon vastustus on laskenut in-
hibiition takia, voivat keksinnon mukaiset koostumukset tukahduttaa
inhibiition hydrolysoimalla inhibiitiosta vastuussa olevat glykopro-
teiinit Jja eliminoimalla siaalihapon solukalvojen pinnalta.

Keksinnon mukaisia farmaseuttisia koostumuksia voidaan kayttas
etukateen ehkaisemaan influenssaa Jjokailisen kuukauden kahtena ensim-
maisena paivanid kuuden talvikuukauden aikana ihmisiin tai elaimiin,
Jotka ovat tartunnalle alttiina ehkadistidkseen viruksen hajoamisen
ensimmaisen vaiheen tal estiidkseen influenssan aiheuttaman tulehduk-
sen kliiniset oireet.

Niita voidaan myos kayttdd influenssan ensimm8isten oireiden
Jalkeen. Ne nopeuttavat parantumista Jja limakalvosolujen parantu-
mista ja ne pysayttavidt ylitulehdukseen aiheuttamat komplikaatiot.
Keksinnon mukaiset farmaseuttiset koostumukset ovat erittidin hyvin
siedettavia johtuen siita etta Streptococcus pneumoniae'n N-asetyyli-
muraminaattiglykohydrolaasi voidsan saada hyvin puhtaassa tilassa,
se on neutraali ja vapaa vieraista proteiineigta.

Siksi niillé el ole vaimennetuista tai kuolleista viruksista
saatujen rokotteiden sivuvaikutuksia.

Niiden aktiivisuus voidaan Jjohtaa makrofaagien aktivoinnista,
mika ilmenee in vitro suurempana kykynd levitd, fagosytoosiksen
kasvuna, E-rosettien ja EAC-rosettien miidridn kasvuna ja DNA:n syn-
teesin kasvuna lektiinien l&dsndollessa. In vivo tdmd8 aktivointi
ilmenee humoraalisen responssin kasvuna Jja viivastyneen hypersensi-
tiviteetin stimulointina.

Nama immunostimulantti- ja antivirus-vaikutukset ovat melko
yllattavia ja odottamattomia kirjallisuuteen ndhden (P. Binder C R
Acad.Sci (Pariisi) 481 (1975) D, 1545), mikd on osoittanut kuollei-
suuden kasvua rotilla, Jjoilla on malpighian karsinoma.

Edelleen muissa toissid on esitetty, ettd bakteeriperiiselld

neuraminidaasilla ei ole mink&&nlaista suojaavaa vaikutusta Myxovi-



rus Influenzae'n ailheuttamia virusinfektioita vastaan.

Siksi keksinnon mukaisten farmaseuttisten koostumusten osoitta-
mat yllattavat terapeuttiset ominaisuudet tekevat selvidn eron aikai-
semmin tunnettujen neuraminidaasien Ja Streptococcus pneumoniae'n
kannan I-044 N-asetyylimuramidaattiglykohydraasien vialilla.

Seuraavat esimerkit on vain tarkoitettu kuvaamaan keksintod Ja
esittamaan parhaan suoritustavan.

Esimerkki I

N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin valmistaminen Streptococcus

prneumoniae'sta

I Kanta

Kanta, Joka tuottaa taman entsyymin, on Streptococcus, Jjoka
kuuluu Micrococcaceae-sukuun, Jota talletetaan Pasteur-instituutin
kokoelmissa Pariisissa numerolla I-O44.
11 Kannan ominaisuudet

Streptococcus esiintyy Gram-positiivisena, kaksittain tai hyvin

lyhyena ketjuna, Jjoskus koteloituneena cocci. Ne ovat mahdollises-
ti aerobisia. Viljelyn optimaalinen l&mpdtila on noin 5700.
Sailytys
Kantaa pidetddn agarilla, jossa on 10% hevosen verta lisattyna
nalidiksaanihapon kanssa.
JImppays
Ymppays suoritetaan veta&mdllid Jjuovia viistoagarille.
Ympattyjen testiputkien inkubointi suoritetasn 18-24 tunnin
ajan 5700:553. Sitten ne lyofilisoidaan kuorittuun maitoon.
11l Ympin valmistaminen
Lyofilisoidun koeputken sis&dltd suspensoidaan noin 2 ml:aan

seuraavaa valiainetta:

Aivosydanta (Difco) 25 g/1
Neopeptonia (Difco) 1 g/1
Vetta tarpeeksi 1 litraa varten

Tdman vdliaineen pH s&dddetdan arvoon 7,8 ja aine steriloidaan
120°C:ssa 30 minuutin ajan.

Tata steriilid ainetta kBytetddn viljelyyn pullossa, joka si-
saltaa 4 litraa tdt8 ainetta. Inkubointi suoritetaan anaerobises-—

ti 5700:588 ilman sekoitusta Ja ilmastusta 24 tunnin ajan.



IV N-gsetyylimuramidaattiglykohydrolaasin valmistaminen
4 litraa edelldmainittua steriilia valiainetta kaytetaan fer-

mentointiastian ymppadmiseksi, Jjoka sisaltasa 1000 litraa seuraavaa

seosta:
B 7T Pastoosia (Pasteur-instituutti) 0 g/1
Cerebriini 1 g/1
Lihauutetta (Merieux-instituutti) 2 g/1
Hiiva-autolysaattia 3 g/1
Dikaliumfosfaattia 1 g/1
Natriumkloridia 5 g/1

Vesijohtovetta riittavasti 1 litraa varten
Vdliaineen pH-arvo sdadetasan 7,8-8,0.
Sitd steriloidaan 120°C:ssa 20 mlnuutln ajan.
Ferméﬁ01nt1 suoritetaan 37 °C:ssa 29 tunnin ajan ilman sekoitusta Jja
ilmastusta. Fermentoinnin lopussa aineeseen lisatdan 0,1 g/l
lyotsyymia helpottamaan mikrobisolujen rikkoutumista ja parantamaan
taten muodostuneen N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin diffundoi-
tumista valiaineeseen. VAliainetta sekoitetaan 57OC:Ssa 5 tunnin
ajan ja annetasn sitten palautua noin 20°C:seen.
Fermentoinnin kulkua seurataan mikroskooppikokeilla, pH-arvon ja
neuraminidaasi-aktiviteetin m&sritykeilla.
V' 'Uuttaminen

Entsyymin uuttaminen tapahtuu frektiointisaostamisella

a) ensimmiinen vaihe
500 g/l ammoniumsul faattia Jja 3 g hyflosupercelia lis&dtéaan Jjokaista
litraa kohti lientd. Seosta sekoitetaan 71 tunnin ajan Ja suodate-

taan. Jdanndskakku pestddn ammoniumsulfaatin 40% vesiliuoksella.

Jiljelle j#HvE tahna otetaan veteen +4°C:ssa kolme kertaa 5 litral-
la.

b) toinen vaihe
15 litraan pesuvesiid lisidtdan tarpeeksi ammoniumsulfaattia Jjotta
saadaan pitoisuus 250 g/1. Liuokseen lisdtasn myos 40 g/l hyflo-
supercelia Jja sekoitetaan 1 tunnin ajan. Koko seos suodatetaan

imulla.

c) kolmas vaihe
Edella olevaan suodokseen lisédtdan 150 g/l ammoniumsulfaattia ja
10 g/1 hyflosupercelid ja seosta sekoitetaan 1 tunnin ajan. Saos-
tuma erotetaan imulla Jja liukenemattomat aineet pestidin ammonium-
sulfaatin 40% vesiliucksella. Jidljelle jddvd tahna otetaan 2 1it-
rasn vettd 4°C:ssa kahdesti. Saadut liuokset yhdistetaan ja dialy-




%

soidaan vettd vastaan 4°9C:ssa 16 tunnin ajan (veden tulo 20 litraa/
tunti).
VI Kromatografia karboksimetyyliselluloosalla (CM2%)

Kromatografiaa varten valmistetaan kolonni, Jjonka halkaisija
on 15 cm Ja korkeus 100 cm. Se taytetdsn 1,6 kg:1la CM 23 karboksi-
metyyliselluloosaa ja pestaan 55 litralla 0,0025 -M fosfaattipusku-
rilivosta (pH 6,8).

Dialysoidut uutteet on aikaisemmin selvitetty suodattamalla
Ja saatettu pH-arvoon 6,8 lisadmidlla sitruunahapon 1-M liuvosta. Ne
pannaan kolonniin, sen Jdlkeen lisataan 10-15 litraa 0,0025-M fos-
faattipuskuriliuvosta. Kiinnittyhyt N-asetyylimuraminaattiglykohyd-
rolaasi eluoidaan 10-15 litralla 0,2-M sitraattifosfaattipuskuri-
liuosta (pH 6,8) kayttsen virtausnopeutta 4 1/h.

bPagfraktio on tilavuudeltaan noin 5 litraa Jja se dialysoidaan
sitten 1% natriumkloridiliuosta vastaan 16 tunnin ajan +4°C: ssa
(virtaus 4 1/h). Dialysaatti lyofilisoidaan. Saatu jd&nnds muo-

dostuu raaasta N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasista, Jjonka omi-

naisaktiviteetti on noin 500.
VII Puhdistus kromatograafilla Sephadex G 50:11&

20 g edelld saatua raaskaa ainetta (vastaten 10 g proteiinia
madritettynd Lowry'n menetelmdlld) liuotetaan 150 ml:aan 0,1-M fos-—
faattisitraattipuskuriliuosta (pH 6,8) ja viedsdn kolonniin, joka
on taytetty Sephadex G 50:118 ja edelt8kdsin pesty 0,1-M fosfaatti-
sitraattipuskuriliuoksella. Kiinnittymisen Jj&lkeen kolonni pestdin
samalla puskuriliuoksella ja 20 ml:n fraktioita kerataan. Keratiaian
fraktiot, Jotka sisaltavat N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasia,
dialysoidaan 1% natriumkloridiliuosta vastaan ja dialysaatti lyofi-
lisoidaan. BSaadun konsentraatin ominaisaktiviteetti on noin 20 000.
Se maaritetaan mittaamalla siaalihapon m&drs, Jjoka vapautuu yhdessa

minuutissa 5700:353 N-asetyyli-neuraminyyli-laktoosista milligram-

moina proteiinia ja ilmaistaan nanomooleina.
Seuraava taulukko kokoaa yhteen puhdistuksen etenemisen

Aktiviteetti Raaka Entsyymi karboksi- Entsyymi

saatuna mg entsyymi|metyyliselluloosa- Sephadex-kroma-
protelinia kromatografian Jjalkeen | tografian Jjdlkeen
Neuramini- %, 500 20.000

daasi '
N-asetyyliglukos- 1,6 0 O

aminidaasi

K-galaktosidaasi 0,3 0 0




Aktiviteetti Raaka Entsyymi karboksi- Entsyymi

saatuna mg entsyymi|metyyliselluloosa~ Sephadex-kroma-
proteiinia kromatografian Jjalkeen|tografian Jjalkeen
B-galaktosidaasi 0,0% o) 0

ol ~fukosidaasi o) 0 0
A-fukosidaasi 0] 0 0
Aryylisulfataasi O o) O

Proteaasi O O O

Esimerkki 1T

Immunologisen yhteyden puuttuminen virusperdisten neuramini-
daasien Ja Streptococcus pneumoniae'n N-asetyylimuraminidaattiglyko-
hydrolaasin valilli.

a) Yritykset vastustaa Streptococcus pneumoniae'n (kanta
I-044) N-asetyylimuraminidaattiglykohydrolaasin neuraminidaasi-
aktiviteettia kaniineilla, Jjotka oli aikaisemmin tehty immuuneiksi
virusperaisilla neuraminidaaseilla, eividt antaneet mitdsn tulosta.

Virusperaiset neuraminidaasit tulevat ihmisen Myxovirus
Influenzae Singapore 57:std, Hohg Kong 68:sta, Englanti 72:staj
eldimen kannoista A equi I, A equi; ja ihmisen Myxovirus parainflu-
enzae tyypeista 1,2 ja 3 lumps, Sendai SV 5.

b) Yritykset neutraloida virusneuraminidaasit kaniiniseeru-
mg;lla, Jotka oli aikaisemmin tehty immuuneiksi N-asetyylimuramini-

daattiglykohydrOlaasia vastaan, jaivat negatiivisiksi.

Esimerkki IIT

N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin teho influenssaviruk-
sen, kanta A Port Chalmers 1/73 HENE’ lisdéntymiseen.

Streptococcus pneumoniae'n (kanta I-044) N-asetyylimuraminaat-
tiglykohydrolaasin erilaiset erdt testattiin Fazekas'in esittamian
sikic-menetelmdn (engl. method of egg-bits) mukaisesti. Sikidt pi-
dettiin elossa pienissd Perspex-laattakupeissa, Jjotka sisdlsivat
muutemia paloja klorio-allantoiinikalvoa. Solut ympattiin A-virus
Port Chalmers'lla (0,7 ml laimennusainetta + 0,9 ml viljelyainetta,
Joka antaa viruksen infektiotiitterin 10—5TD/O,1 ml). Kun on inku-

boitu © tunnin ajan 5500:ssa, S. pneumoniae'n N-asetyylimuraminaat-



tiglykohydrolaasi lisataan (0,1 ml laimennus 10_2 ominaisaktivi-
teettia 8000 varten Jja konsentraatiota 1 mg proteiineja/ml varten).

Entsyymin vaikutus viruksen moninkertaistamiseen kestdaid noin
72 tuntia. Tamidn ajanjakson kuluttua mitataan muodostuneen viruk-
sen infektiotiitteri maarittamdlla sikididen hemagglutiinitiitteri.
Saadut tulokset on koottu taulukkoon I. Kaikki kokeet on suoritettu
kayttamglla samaa laimennusainetta, samaa tiitteria Jja samaa prote-
iinikonsentraatiota.

S. pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin vaikutus
on testattu rokottamalla Joka 6. tunti sama annos entsyymia. Virus
kasvaa ensimmdisen 6 tunnin aikana sikioissa, jotka on inkuboitu
BBOC:ssa. Kuudentena tuntina lisdtaan N-asetyylineuraminaattigly-
kohydrolaasi Jja inkubointia suoritetaan viela 72 tuntiin asti. In-
fektiotiitteri mdaritetddn samoin hemagglutinaatiolla kayttien ka-
nan punaisia verisoluja 2%:na suspensiona.

Influenssaviruksen moninkertaistumisen kinetiikka N-asetyyli-
muraminaattiglykohydrolaasin ladsndollessa tali poissaollessa on esi-
tetty taulukossa I. ©Se osoittaa, ettd keksinnon mukaisella N-ase-
tyylimuraminaattiglykohydrolaasilla on hyvin merkittava osuus vi-

ruksen moninkertaistumisesss.

Esimerkki IV

S. pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin vaiku-
tuksen mBBrittaminen Myxoviruksen (villit kannat) lisdantymisnopeu-
teen lisadmisajan funktiona.

Ensimmdinen testi

S. pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasi on ym-—

patty Myxoviruksen viljelmissZ sikidihin annoksissa 2,7 U/ml/levy.
Viruksen lisaantyminen ilman S. pneumoniae'n N-asetyylimura-
minaattiglykohydrolaasia suoritetaan 72 tunnin ajan BBOC:ssa. Ta-
man ajan kuluttua annos viljelm8i otetaan pois ja madritetidan
hemagglutiinitiitteri. Jdljelle jddneet fraktiot kerdtddn ja yh-
distetaan fraktiopooliksi. Maaritetasan tamdn poolin hemagglutiini-
aktiviteetti, neuraminidaasiaktiviteetti ja hedelmbitettyjen munien
infektiotiitteri. ©Poolili ympataddn uudelleen tuoreisiin sikidihin.
Toinen viruksen moninkertaistuminen mddritetddn sitten 72 tunnin
kuluttua 3%°C:ssa. Sen fraktiot kerdtiasn samoja maarityksia varten.

kertaistumisen aikaansaamiseksi samoissa koeolosuhteissa.
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Samaten kolme pergkkaista viruksen moninkertaistamista suori-
tetaan 5 - pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin las-
ngollessa, Jjoka on ympatty moninkertaistamisvaiheen kuudennella
tunnilla.

Jaljelle jadanyt osa Jjokaisen moninkertaistamisen pooleista,
jotka on otettu /2 tunnin kuluttua, konsentroidaan, sitten puhdis-
tetaan viruksen kasvun morfologisten arvojen madrittamiseksi N-
asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin lasnaollessa tali puuttuessa.

Jotkut sikiot, Jjotka ovat peitetyt palalla chorio-allantoiini-
kalvoa, otetaan pois 26 tunnin kuluttua Jjokaisen vaiheen moninker-
taistumisvaiheessa. Ne kiinnitetdsan 2% glutaraldehydiin, Jjotta
voitaisiin ndhda viruksen lahteminen kalvosta elektronimikroskoo-
pilla. Toiset kiinnitetididn 1% glutaraldehydiin, jotta voitaisiin
suorittaa Jjaadytysleikkauksia ja m&drittda joitain morfologisia
eroavaisuuksia ei-infektoiduissa ja infektoiduissa, kasitellyissa
Jja kdsittelemattomissid kalvoissa.

Toinen testi

S-pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasi ympataan
Myxovirus A2P6/75:n Jja Myxovirus AEVIC/5/75:n viljelmiin konsent-
raatiossa 0,5 U/ml/levy. Myxovirus A2 ViC /3/75:n virologiset

tiedot ovat seuraavat:

Hemagglutiinitiitteri 200

Neuraminidaasitiitteri 80
'7=5

EID5O 10

Hemagglubiinitiitterin ja MCA:n suhde = 10772

Kaytetyn S-pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin
analyyttiset vakiot ovat seuraavat:

ominaissktiviteetti ' 2700 U/ml

0,7 ml:n ymppi laimennettuna 1/100 vastaa 2,7 U/ml/levy

em&livos laimennettuna 1/5, eli 540 U/ml

0,1 ml:n ymppi, Jjoka on aiemmin laimennettu 1/100, eli

0,54U0/ml/1levy
Koe suoritetaan tavallisella sikiciden tekniikalla, msarittamalla
hemgglutiinitiitteri, neuraminidaasiaktiviteetti Ja infektiotiitte-
ri (EID5O) hedelmditetyilla munilla.

Edelleen suoritetasn kalvojen varjays elektronimikroskooppi-
tarkastelua Jja jaadytysleikkausta varten.

' Tulos .
Ngin saadut tulokset on keratty seuraaviin histogrammeihin I,

IT ja III. Ne osoittavat, ettd S-pneumoniae'n N-asetyylimurami-
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naattiglykohydrolaasin lisdaminen sen Jjalkeen kun Myxovirus

influenzae on viljelty 6 Ja 24 tuntia gikiéissé aiheuttaa moninker-
taistumisasteen, Jjoka on 2 log 10 pienempi kuin kasittelemattomien
viljelyjen. Iisays 20 tuntia viljelyn Jjalkeen antaa viela positii-
visen vaikutuksen. Lisdys 48 ja 54 tuntia viljelyn Jalkeen aiheut-

taa vain heikon wvaikutuksen.

Esimerkki V

Influenssaviruksen moninkertaistumisasteen madritys S-pneumo-
niae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin eri mdarien ldsndol-
lessa.

On valmistettu liuokset tatd entsyymia, jotka sisaltavat 0,1,
0,2, 0,4, 0,6, 0,8 Jja 1 mg proteiinia ml kohden. Annos Jjokaista
liuosta (0,1 ml 102) ympatasan sikioiden virusviljelmiin IMCA:n kans-

sa Jja entsyymin vaikutus moninkertaistumisasteeseen madritctdan.

Menetelma
a) Testatut kannat

Myxovirus influenzae A Hong Kong 1/68

Port Chalmers 1/73%
Victoria 3/75

b) 11 pdivan hedelmditetyt munat

Fazekas (1958) on julkaissut viljelytekniikan. Xun on inku-
boitu 6 tuntia BBOC:ssa, lisataan viljelyt S-pneumoniae'n N-asetyy-
limuraminaattiglykohydrolaasin liuosannosten kanssa eri konsentraa-
tioissa. Moninkertaistamista jatketaan 72 tuntia 5500:ssa. Taman
ajanjakson kuluttua otetaan 0,71 ml valiainetta pois Jjokaisesta le-
vysta ja viruksen moninkertaistumisaste m&idritetdan N-asetyylimura-
minaattiglykohydrolaasin eri konsentraatioiden funktiona (hemagglu-
tiini- ja neuraminidaasiaktiviteettien md3ritys). Lissksi suori-
tetaan hemagglutiinitesti suoraan Jjokaisesta levystd kanan punais-
ten verisolujen 0,2% suspension kanssa, minkd avulla voidaan verra-
ta viruksen infektiotiitterid N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin
kanssa ja ilman siti.

Tulokset
Taten saadut tulokset on kerdtty taulukoihin II, III ja IV.

Esimerkki VI

S-pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin antivi-
rusvaikutuksen "in vivo" tutkiminen.
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Koe on suoritettu in vivo frettierissa, Jjoihin on ympatty tiet-
ty annos MRC 11 Myxovirus Influenzae'ta intranasaalisesti. 1 tai

18 tuntia myohemmin on samalla tavalla annettu annos N-asetyylimu-

raminaattiglykohydrolaasia
N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin vaikutus viruksen mo-

ninkertaistumisasteeseen madritetadan mittaamalla ajan funktiona

ympatyn viruksen haviaminen

hemagglutiiniaktiviteetin maarittaminen

1

neuramninidaasiaktiviteetin mdgdrittdminen

- infektiotiitterin mi&arittiZminen munista kurkkulimandytteessa
eri aikavialeills viruksen ymppsimisen jdlkeen (3 piaivda, 6 paiviid,
9 paivasd, 15 paivai).

Samanlaiset maaritykset tehtiin kontrolleille, Jjotka saivat
vain annoksen virusviljelmaa.

Entsyymin vaikutus on ma@aritetty myos freteilla mittaamalla
viraalisen anti-hemagglutiinin ja antineuraminidaasin vasta-ainei-
den tuotannon aleneminen tutkimalla paikallisia vasta-aineita kurk-
kulimanaytteessa Ja tutkimalla kiertidvia vasta-aineita.

Frettierat, Jjotka ovat saaneet vain virusviljelmi&d, osoittavat
influenssalle ominaisia oireita. Ne aivastavat paljon ja kuusi
paivdad infektion Jjdlkeen niiden kuono vuotaa runsaasti. Painvastoin
ne fretit, jotka saivat N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasia ei-

vat osoita oireita.

B) Estdvin vaikutuksen "in vivo'"-tutkimus influenssaviruksen monin-

Kolmeen erdan frettejd ympattiin pernasaalisesti yksinkertai-
sella annoksella MRC 11 virusta (1 ml allantoiiniseosta). N-ase-
tyylimuraminaattiglykohydrolaasi ruiskutettiin samalla tavalla 6
tuntia viruvksen ymppaamisen Jjalkeen ruiskuttamalla kerran annos, Jo-
ka vastaa 1 mg proteiineja 0,5 ml:ssa suolaliuosta.

Kurkkulimangdytteet otettiin joka 3. pdiva ymppiidmisen jadlkeen.
Viruksen moninkertaistumisen ja absorption kinetiikka trakeaaliso-
luissa maaritettiin N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin l&snidol-
lessa Ja puuttuessa.

Menetelma
- yksi era frettejda sal vain virusviljelm3a
- frettierat saivat virusviljelmdd ja 6 tuntia mychemmin N-asetyy-
limuraminaattiglykohydrolaasia
- frettierat saivat virusviljelmdd ja 6 tuntia ennen tatad ymppad-
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mista S-pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasia.

Kurkkulimandytteet otetaan Jjoka 3. padivd. Ndytteet suspensoi-
daan sitten 1,5 ml:aan Parkerin elatysainetta Jja mEdritetian
hemagglutiinivaikutus ja hemagglutiini-estovaikutus (HA-tiitteri
MRC 11 virusta vastaan). Lieva syddnpunktio suoritetaan 15. ja 21.
paivind ymppaidmisen Jjalkeen kiertidvien vasta-aineiden mi&drin mid-
rittamiseksi.

Tulokset

*

Tarkistukset: Frettieriin ymp&dtddn yksinkertainen annos MRC-virusta
O-hetkellada. 6 tuntia mychemmin ne saivat suolaliuosta. Kaikilla
freteilla on erittain merkittavid influenssan oireita kuudennesta
paivasta ldhtien ymppiadmisen Jjdlkeen. Merkittava prosenttiosuus
freteista kuoli. Jaljelle jaaneet elossa olevat fretit toipuivat
tadysin noin yhdeksantensd p&iviani.

Hemagglutiinitiitteri - Jjoka palJjastaa viruksen ldsndolon -
osoittaa nousua kuudenteen paividdn asti maksimin ollessa kolmannes-
ta kuudenteen paivaan, sitten se laskee Jja hidviad taydellisesti
viidentendtoista pdivina.

Anti-hemagglutiinisia vasta-aineita ilmaantuu kuudennesta pidi-
vasta lahtien ja ne enenevasti kasvavat 21. pdivasan asti.
Kdsitellyt erat '

Frettierdt, Joihin on ympiatty virusviljelm8id Jja 6 tuntia myo-
hemmin S-pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasia osoit-

tavat hyvin lievaa aivastelua virusviljelmdan ymppaamisen Jalkeen.

Nain saadut tulokset on kerdtty taulukoihin V ja VI.

Esimerkki VIT

S-pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasin kliini-

nen tutkimus.
A) Potilaitten luonne
Keksinnon mukaisia farmaseuttisia koostumuksia on kokeiltu 9 per-

heeseen, joilla oli 19 aikuista ja 8 lasta.

B) Annostus

He saivat kolme kertaa paivBssi kahtena peridkkisisenid piaiviani neni-
suihkeena entsyymin vesiliuosta, joka sisdlsi 333 yksikkod ennosyk-
sikkda kohti. He saivat kukin yhteensid 4000 U Streptococcus pneumo-

niae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasia.

C) Tulokset

17 potilasta saivat tartunnan jdlkeen entsyymiliuosta. He osoitti-
vat merkittavaa subjektiivista paranemista. Mitddn sivuvaikutuksia
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el esiintynyt. 12 vapaaehtoista, Jjotka ennalta saivat entsyymiliu-
osta, vain yksi salrastui. Sitavastoin kuudesta kontrollista kolme

sairastui.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmd farmaseuttisten koostumusten valmistamiseksi,
jotka sisaltavat VaikuttaQéha aineena Stréptbéogpus pneumoniae'n
N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasia §§9K5¢9§;33}”22g?55é iner-
tin ei-toksisen terapeuttisesti sopivan farmaseuttisen kéﬂ%ajan
tal valiaineen kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid farmaseuttisten
koostumusten valmistamiseksi, t unn e t t u siitd, ettd vaikut-
tava aine on l&dsna annoksena, joka on noin %00 - noin 5000 U an-
nosyksikkod kohden.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd farmaseuttisten
koostumusten valmistamiseksi, t unne t t u siitd, ettd kantoai-
neet tai valiaineet ovat sellaisia, jotka soveltuvat parenteraali-
seen, limakalvon kautta, perkutaaniseen tai rektaaliseen annostuk-
seen.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelms farmaseuttisten
koostumusten valmistamiseksi, t u nn e t t u siitad, etta Strepto-
coccus pneumoniae'n N-asetyylimuraminaattiglykohydrolaasi on sellai-
nen, joka on valmistettu kannasta I-O44, Jota talletetaan Pasteur-

instituutin kokoelmissa Pariisissa.
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Patentkrav:

1. Forfarande for framst8llning av farmaceutiska kompositioner
vilka sidsom aktiv besténdsdel inneh&ller N-acetyl-muraminat-glyko-
hydrolas fradn Streptococcus pneumoniae i blandning eller i kombi-
nation med en inert , icke-toxisk terapeutiskt aktiv farmaceutisk
barare eller hjidlpmedel. '

2. Forfarande enligt patentkravet 1 for framst8llning .av
farmaceutiska kompositioner, k @& nnetecknat darav att den
aktiva besténdsdelen &dr ndrvarande i en dos av ca 300 - ca 5000 U
per enhetsdos.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 for framstidllning av
farmaceutiska kompositioner, k @ nn et e c kn at darav att
bararna eller hjdlpmedlen &r sddana som &r liampliga for parenteral
dosering, dosering via slemhinnorna, perkutan eller rektal dosering.

4. Forfarande enligt patentkravet 1 for framstdllning av
farmaceutiska kompositioner, k @ nn et e c kn at dirav att N-
acetyl-muraminat-glykohydrolasen frén Streptococcus penumoniae &r
producerad av stammen I-O44 som &dr deponerad i1 Pasteur-institutets

samlingar i Paris.
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