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Pneumoniae extraherade glykoproteiner

(57) Tiivistelmd

Keksintd koskee uusien, vesiliukoisten, hyvin siedettd-
vien immunivastetta stimuloivien, Klebsiella pneumoniae-
sta uutettujen qglykoproteiinien, jotka sisdltdvdt 20-35 %
proteiineja, 50-70 % neutraalisokereita, 3-8 % glukuroni-
happoa, 1,5-3 % sokerien amiineita ja joiden molekyyli-

paino on yli 100 000 daltonia, valmistusmenetelmdd.

(57) Sammandrag

Uppfinningen hénfdr sig till ett fdrfarande foér framstdll-
ning av nya, vattenldsliga, synnerligen toleranta, immun-
f8rsvaret stimulerande, ur Klebsiella pneumoniae extra-
herade glykoproteiner, varvid glykoproteinerna innehdller
20-35 % proteiner, 50-70 % neutralsocker, 3-8 % glukuron-
syra, 1,5-3 % sockeraminer och har en molekylvikt som
dverstiger 100 000 dalton.
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Menetelmd Klebsiella Pneumoniaesta uutettujen uusien glyko-

proteiinin valmistamiseksi

Keksint®d koskee Klebsiella Pneumoniaesta uutettujen,
vesiliukoisten, immuunivastetta stimuloivien, uusien glyko-
proteiinien valmistusmenetelmds.

Tietyissd FR-patenteissa on jo kuvattu Klebsiella
Pneunomiaesta uutettuja glykoproteiineja, niitd ovat esimer-
kiksi FR-patentit 2 043 475, 2 088 112 ja 2 171 907.

Glykoproteiinien seos tunnetaan FR-patentista
2 171 907, josta esilld oleva keksintd on valintakeksintd,
ja koskee tarkemmin mddriteltyjen uusien, vesiliukoisten im-
muunivastetta stimuloivien glykoproteiinien valmistusta,
jotka on uutettu Klebsiella Pneumoniaesta ja jotka sisdlti-
vdt 20-35 % proteiineja, 50-70 % neutraalimonosakkarideja,
3-8 % glukuronihappoa ja 1,5-3 % monosakkaridien amiineja
ja joiden molekyylipaino on yli 100 000 daltonia.

Keksinntn mukaisesti valmistetut glykoproteiinit
ovat aktiivisempia kuin FR-patentista 2 171 907 tunnetut ky-
symyksen ollessa solunsisdisten taudinsiementen aiheuttamis-
ta infektioista annettaessa ld&keainetta intraperitoneaali-
sesti tai oraalisesti; ne ovat mySs aktiivisempia rakkula-
maisten makrofagien fagosyyttisolujen aktivointikokeessa
sekd aktiviteetin "Natural Killer (NK)" in vivo stimuloinnissa.

Neutraalimonosakkarideilla tarkoitetaan etenkin sel-
laisia neutraaliheksooseja kuten glukoosi, mannoosi tai ga-
laktoosi.

Tdmdn vaatimuksen mukaan valmistettujen glykoproteii-
nien molekyylipainot on mddritetty ultrasentrifugoinnilla;
on loytynyt kolme fraktiota, joiden molekyylipaino on yli
100 000 daltonia.

Keksinndén mukaiset glykoproteiinit on voitu uuttaa
eri Klebsiella Pneumoniae -~l&hteistd; kuitenkin aivan eri-
tyisesti k&dytetd&n sellaisia, jotka ovat perdisin PASTEUR-
Instituutin tallettamasta kannasta numerolla 52 145.

Glvkoproteiinien rakennetutkimukset ovat tehneet
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mahdolliseksi mddritelld niiden koostumuksen kdayttamidlla
erilaisia kemiallisia tekniikoita, etenkin uronihappotdh-
teiden pelkistdmistd karbodi-imidilli, permetylointia,
uronihappojen degradointia, perjodaattihapetusta tai kromi-
oksidihapetusta.

Parhaat keksinndn mukaan valmistetut gdlykoproteiinit
ovat sellaisia, joissa proteiiniosassa on noin 30 % happa-
mia aminohappoja. Happamat aminohapot tarkoittavat sellai-
sia aminohappoja kuin asparagiinihappo tai glutamiinihappo.

Parhaat keksinndén mukaan valmistetut glykoproteiinit
ovat myds sellaisia, joissa polysakkaridiosassa on keski-
mddrin yksi glukoosimolekyyli, 1-1,5 mannoosimolekyylid,
1-1,5 glukuronihappomolekyylid ja 2-2,5 galaktoosimolekyylid.

Tdssd kuvatussa uusien vesiliukoisten glykoproteii-
nien valmistusmenetelmissi kdsitelliddn kvaterndirisellid am-
moniumyhdisteelld glykoproteiiniliuosta, joka on saatu
Klebsiella Pneumoniae -viljelmin lysaattiuutetta ultrafilt-
roimalla, erotetaan supernatantti poistamalla saatu sakka,
kdsitellddn supernatanttia, joka on glykoproteiinien suola-
liuos, molekyylipainoltaan pienelld alkoholilla, jolloin
saadaan uusi saostuma, joka liuotetaan uudestaan veteen,
dialysoidaan tarvittaessa, sitten lyofilisoidaan.

Menetelmdn alussa voidaan kdyttdi erilaisia glyko-
proteiiniliucksia, jotka on saatu ultrasuodattamalla
Klebsiella Pneumoniae -viljelmien lysaatteja kalibroiduil-
la, huokoisilla kalvoilla, jotka pystyvit piddttamddn
ndille kalvoille annetun vakioisen molekyylipainorajan ylit-
tdvdt molekyylit.

Kdytetyt kalvot ovat esimerkiksi kauppanimilli
AMICON XM 50, PM30 tai UM2 nyytdvdt kalvot, mutta pa-
rempi on kdyttdd kalvoja, joiden pid&tyskynnys on 100 000
daltonia, kuten esimerkiksi AMICON-yhtidn kaupalliset
kalvot merkinndlld XM 100 tai HL P100; kalvot, jotka
ovat erityisen suositeltavia, pidittidvit molekyylipai-

noltaan 300 000 daltonia suuremmat molekyylit; t&llai-
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sia on saatavissa kaupallisina kalvoina AMICON ja
ROMICON -yhtididen valmistamina merkinndlld XM300.

Ultrasuodatuksella on mahdollista valikoida
liuoksesta molekyylit, joiden molekyylipaino on tiet-
tyd molekyylipainoa suurempi, kuten edelld sanottiin,
valitsemalla kalvo, jolla on haluttu pidatyskynnys.
Asiantuntijalle on selvdd, ettd on aivan mahdollista
kdyttdsd ominaisuuksiltaan muita samanlaisia liuoksia,
jotka on saatu muilla tavoilla, kuten hydrofiiliselld,
polymeroidulla geelikromatografialla.

Ennen t&itid valikointitoimenpidettd lysaatista
voidaan hyvin mielellddn poistaa lipidit ja nukleiini-
hapot.

Keksinndn mukaisen menetelmdn toteuttamisolo-
suhteissa, jotka ovat erityisen suotavia, glykoprote-
iinien kantaliuos on saatu menetelmdn mukaan, joka on
kuvattu toisessa lisdselvityksessd no. 2 171 907
ranskalaisessa patenttihakemuksessa no. 2 043 475.
Tissd lisdselvityksessd glykoproteiinien molekyylipai-
no on miiritetty geeliekskluusiotekniikalla.

Kvaterndirinen ammoniumyhdiste, jota kdytetdadn
glykoproteiinien kantaliuoksen kdsittelemiseen, voi
olla esimerkiksi setyylipyridyyliammoniumkloridi, mut-
ta erityisesti setyylitrimetyyliammoniumkloridi eli
Cétavlon.

Kvaterniirisen ammoniumyhdistekdsittelyn jdlkeen
saatu sakka voidaan erottaa supernatantista klassi-
silla menetelmilli, kuten dekantoimalla tai suodatta-
malla, mutta mieluiten erotetaan sentrifugoimalla.

Saatua liuosta kdsitellddn sitten kylmdssd
noin +4°c kiyttdm&lli molekyylipainoltaan pientd alko-
holia, kuten metanolia, etanolia, n-propanolia tai
isopropanolia. Mieluiten kidytetddn etanolia. Mielen-
kiintoisimmat tulokset on saatu kdytt&mdlld kuusi ti-
lavuutta etanolia yhtd suolaliuostilavuutta kohti yon

yli +4°C:een ldmpotilassa.
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Sakka liuotetaan uudestaan veteen ja dialysoi-
daan sen puhdistamiseksi. Dialyysi suoritetaan klas-
sisen, kalvon sulkeman kammion avulla, esimerkiksi
kolloidiumista tai selluloosasta valmistetun kalvon
ldpi. Muistettakoon etenkin kammiot, joiden kalvo
on regeneroitua selluloosaa, huokosten l&dpimitta
keskim&drin noin 24 A, jolloin molekyylipainol-
taan 12-14 000 daltonia suuremmat molekyylit jd&dvat
kalvon sisdpuolelle. Dialyysikammioiden joukosta mai-
nittakoon erityisesti VISKING-putket,

Ta&mdn dialyysin avulla voidaan glykoproteiini-
liuocksesta poistaa jdljelle jd&neet molekyylipainoltaan
pienet epdpuhtaudet kuten alkoholijddmit.

Keksinndn mukaisia glykoproteiineja voidaan tie-
tysti saada hieman epdpuhtaampina, kun ei suoriteta
dialyysivaihetta.

Lyofilisointi tehd&&n klassisella tavalla, esi-
merkiksi keskikokoisissa jd&dytys-tiivistys-laitteis-
sa kuten kaupallisen yhtidn Société Usifroid'n mal-
leissa SMU tai SMRG, tai suurikokoisissa lyofilisaat-
toreissa kuten esimerkiksi laitteessa, johon kuuluu j&&-
dyttdjd CAl ja tiivist&djd SMIRS, joita kumpaakin val-
mistaa kaupallisesti Usifroid. Pienempid laboratorio-
laitteita voidaan my&s kdyttdd, samoin kuin muitten
kaupallisten yhtididen malleja kuten Sérail'n.

Parhaissa toteuttamistavoissa jdljempdnd kuva-
tussa menetelmdssd on olennaista se, ettd
- kdytetty kvaternddrinen ammoniumyhdiste on setyyli-

trimetyyliammoniumbromidi;
- supernatantti erotetaan sentrifugoimalla.
~ pienen molekyylipainon omaava alkoholi on etanoli;

T&lld menetelm&dlld saaduilla glykoproteiineilla,
joita t&md keksintd koskee, on hyvin mielenkiintoisia
farmakologisia ominaisuuksia; ne stimuloivat huomatta-

vasti immunivastetta ja ovat hyvin tolerantteja.
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Nditd ominaisuuksia on kuvattu edempdnd kokeel-
lisessa osassa.

Ndmd ominaisuudet oikeuttavat kdyttdmddn tdmé&n
hakemuksen mukaisia glykoproteiineja l&d&kkeind.

N&illd 1&&kkeilld on kdyttdd esimerkiksi ihmi-
selld ja eldimelld bakteerien tai virusten aiheutta-
mien infektiotautien hoidossa tai torjunnassa, lois-
tautien hoidossa, myrkkyjen aiheuttamissa infektiois-
sa, sairaalainfektioiden ja leikkausinfektioiden hoi-
dossa.

Tavallinen annos, joka vaihtelee kulloinkin k&y-
tetyn tuotteen, hoidettavan kohteen ja vaikutuksen
mukaan, voi olla esimerkiksi ihmiselld 1-15 mg pdivdssd
suun kautta nautittuna, 1-15 mg pdivdssd rektaali-
sesti ja 0,25-5 mg pdivdssd parenteraalisesti annostel-
tuna.

Keksinndén mukaan saatuja glykoproteiineja voi-
daan siis kdyttdd farmaseuttisten valmisteiden tekemi -
seen ne mukaan lukien vaikuttavina aineosina.

Tdmédn hakemuksen mukaisella menetelmdlld valmis-
tettuja glykoproteiineja voidaan lddkkeind antaa ruuan-
sulatuskanavan kautta, parenteraalisesti tai paikalli-
sesti.

Vastaavat farmaseuttiset valmisteet voivat olla
esimerkiksi kiinteitd tai nesteitd tai olla sellaisessa
farmaseuttisessa muodossa, jota usein kédytetd&n ihmis-
lddketieteessd, kuten esimerkiksi pillereind, yksinker-
taisina tai rakeina, geeleind, jyvdsind, liuoksina,
siirappeina, suppoina, injektoitavina valmisteina
lyofilisoituna taiei, soikioina, salvoina, voiteina,
liuocksina, tippoina, silmédvoiteina, aerosoleina; ne
on valmistettu tavanomaisilla menetelmilld. Vaikutta-
vat(t) aineosa(t) voidaan sekoittaa tdyteaineeseen,
joita yleisesti kdytetddn l&ddkevalmisteissa, kuten talk-

kiin, arabikumiin, laktoosiin, t&rkkelykseen magnesium-
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stearaattia, kaakaovoihin, vesiliukoisiin tai liukenematto-
miin kantajiin, eldin- tai kasvirasvoihin, parafiinijohdan-
naisiin, glykoleihin, erilaisiin wvaahtoaviin, dispergoi-
viin tai emulgoiviin aineisiin, sdilytysaineisiin.

Nyt annetaan keksinndn toteuttamistavasta esimerkke-
ja.

Esimerkki 1

20 g FR-patentin 2 171 907 esimerkin 1 mukaan saatua
tuotetta liuotetaan kahteen litraan deionisoitua vettd. Li-
sdtddn hitaasti noin 1,6 litraa 3-%:ista "Cétavlonia", seos-
ta sekoitetaan yhden tunnin ajan, sitten sentrifugoidaan
10 000 kierrosta/min 15 minuutin ajan. Sakka poistetaan,
erotettuun supernatanttiin lis&t&8n sitten 3 litraa 95-%:ista
etanolia 15 minuutin aikana. Tunnin sekoituksen jdlkeen sent-
rifugoidaan 10 000 kierrosta/l5 min ajan. Ndin saatu super-
natantti heitetddn pois ja sakka liuotetaan 1 litraan vettd
ja dialysoidaan 48 tuntia VISKING-putkissa deionisoitua
vettd vastaan +4°C:ssa. Tamdn dialyysin padtyttyd liuos lyo-
filisoidaan. Saadaan 7,12 g haluttuja glykoproteiineja,
joiden koostumus on:

57,8 % neutraaleja monosakkarideja,
6,8 % uronihappoja,

1,75% oksamiineja,

25 % aminohappoja.

Esimerkki 2

20 g FR-patentin 2 171 907 esimerkin 1 mukaan saatua
tuotetta liuotetaan 1 litraan deionisoitua vettd. Lis&t&&n
sekoittaen 0,800 litraa 3-%:ista "C&tavlonia". Tunnin sekoi-
tuksen jdlkeen sentrifugoidaan 10 000 kierrosta/min 15 mi-
nuutin ajan. Sakka heitetddn pois, erotettuun supernatant-
tiin lisdt&dn 1,5 litraa 95-%:ista etanolia. Tunnin sekoi-
tuksen jdlkeen sentrifugoidaan 15 minuuttia 10 000 kierrosta/
min. Supernatantti heitetd@dn pois ja sakka liuotetaan 0,500
litraan vettd ja dialysoidaan 48 tuntia Visking-putkissa
deionisoitua vettd vastaan +4°C:ssa.

Tdamdn dialyysin loputtua liuos lyofilisoidaan ja saa-
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daan 6 g haluttuja glykoproteiineja, joiden koostumus on:
59,2 % neutraaleja monosakkarideja,

4,1 % uronihappoja,

2,2 % oksamiineja,
28 % aminohappoja.

Farmakologinen tutkimus

A) Immuunivastetta stimuloiva ja mitogeeninen

vaikutus

10:1le hiirelle injektoitiin jalkapohjiin 40/ug
tutkittavaa tuotetta ja 40/ug naudan albumiinia eldintd
kohti. Kuusi p&ivdi myShemmin niihin ruiskutetaan laski-
monsisdisesti sellainen annos seerumin albumiinia, joka
el tapa eikd@ aiheuta shokkia (100/ug eldintd kohti).
Kontrollieldimet eivdt saa kuin seerumin albumiinia in-
jektiosta l&htien.

Immuunivastetta stimuloiva vaikutus mitataan vasteen
lisdintymisend seerumin albumiinin aiheuttamassa anafylak-
tisessa shokissa ja mitogeeninen vaikutus injektiokohtaan

muodostuvien solmukkeiden painon lisddntymisend.

1 - Immuunivastetta stimuloiva vaikutus

Lasketaan niiden eldinten lukumddrd, joilla on
shokkitila (hengenahdistusta, johon liittyy kuonon sini-
syyttd, joka johtaa takaruumiin halvaantumiseen, kouris-
tuksiin ja kuolemaan), samoin kuolleisuus kaksi tuntia

laskimonsisiisen seerumin albumiiniruiskeen antamisesta.
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8
Tulokset:
Tuote esimerkistd no. % shokin saaneita eldimid % kuolleita
1 50 20
2 50 30
Kontrolli 0 0

2 - Mitogeeninen vaikutus

Kuusi tuntia laskimonsisdisen albumiiniruis-
keen jdlkeen uhrataan eloonjddneet, poistetaan solmuk-
keet, jotka ovat muodostuneet pistoskohtaan tai sen
kdpdlédn taipeeseen, johon ruiske on annettu, ja pun-
nitaan ne.

Mitogeeninen vaikutus ilmaistaan indeksin avul-
la, joka ilmaisee tutkitulla tuotteella kdsiteltyjen
eldinten solmukkeiden keskimddrdisen painon suhteen
sellaisten kontrollieldinten solmukkeiden painoihin,
jotka eivdt ole saaneet kuin seerumin albumiinia.

Tulokset:

Tuote esimerkistd no. Indeksi

1 6,2
2 5,6
Esimerkkien 1 ja 2 tuotteet osoittavat hyvin
suurta immuunivastetta stimuloivaa ja mitogeenistd
vaikutusta.

B) - Epdspesifisten puolustusmekanismien stimulaatio:

Tdtd stimulaatiota on tutkittu hiilen 'Cearance’-
kokeella hiirilld kdyttdmdlld hyvdksi HALPERNin aloit-
tamaa tekniikkaa, jossa injektoidaan eldimen silmd-
kuoppaan kolloidinen hiilisuspensio, ja mddritetdin
ajan funktiona hiilen hdvidmisen kinetiikka verestd
mittaamalla optista tiheyttd.

Tuotteet annetaan eldimelle vatsaontelon kautta
kaksikymmentineljd tai neljdkymmentdkahdeksan tuntia
ennen koetta. Tulokset ilmaistaan prosentteina hiili-
partikkelien poistumisessa verrattuna kontrolleihin,

jotka ovat saaneet vain kolloidisen hiili-injektion ja
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joiden hiilipartikkelien lukumddrd on 100 %.

% vaikutuksesta kontrolleihin

Tuote Anﬁokset
esimerkistd verrattuna
no. 8 minuuttia injek- 30 minuuttia in-
tion jdlkeen jektion jdl-
keen
0,25 mg/kg 50 % 70 &
0,25 mg/kg 60 % 70 &

Ndiden tulosten tarkastelun perusteella voidaan
huomioida ndiden kahden tuotteen aiheuttama voimakas
stimulaatio organismin puolustusmekanismeihin.

C) - Akuutti myrkyllisyys

50 %:sti tappava annos (LD5O) vatsaontelon
kautta annettuna on mddritetty hiirille BEHRENSin ja
KARBERin mukaan.

Se on 50 mg/kg esimerkkien 1 ja 2 mukaisille
glykoproteiineille.

D) - Toleranssi

0,2 ml esimerkkien 1 ja 2 mukaisia glykoprote-
iineja ihonsisdisend pistoksena 1000 ¥*/kg hiirelli ei

aiheuta paikallista eikd yleistd toleranssia.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd uusien vesiliukoisten, immuunivastetta
stimuloivien glykoproteiinien valmistamiseksi uuttamalla
Klebsiella Pneumoniaesta glykoproteiinit, jotka sisdltdvit
20-35% proteiineja, 50-70% neutraalimonosakkarideja, 3-8%
glukuronihappoja, 1,5-3% monosakkaridien amiineja ja joiden
molekyylipaino on yli 100 000 daltonia, tunne¢ttau
siitd, ettd kdsitellddn kvaterndidrisellid ammoniumyhdistelld
glykoproteiiniliuosta, joka on saatu ultrasuodattamalla
Klebsiella Pneumoniae-viljelmédn lysaattiuute, supernatantti
erotetaan poistamalla saatu sakka ja supernatanttia, joka
on glykoproteiinien suolaliuos, k&dsitellddn kylmdll&d pieni-
molekulaarisella alkoholilla uuden saostuman saamiseksi,
joka liuotetaan uudestaan veteen, dialysoidaan tarvittaessa
ja lyofilisoidaan.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettéd
- kdytetty kvaternddrinen ammoniumyhdiste on setyylitri-
metyyliammoniumbromidi,

- supernatantti erotetaan sentrifugoimalla,
- pienimolekulaarinen alkoholi on etanoli.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd glykoproteiinit on uutettu
PASTEUR~Instituutin numerolla 52 145 tallettamasta kannasta.

4. Patenttivaatimuksen 1, 2 tai 3 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd proteiiniosassa on noin 30%
happamia aminohappoja.

5. Patenttivaatimuksen 1, 2, 3 tai 4 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd polysakkaridiosassa
on suunnilleen 1 glukoosimolekyylid kohti 1-1,5 mannoosi-
molekyylid, 1-1,5 glukuronihappomolekyylid ja 2-2,5 galak-
toosimolekyylid.
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Patentkrav

1. Fdrfarande for framstdllning av nya vattenl8sliga,
immunfdrsvaret stimulerande glykoproteiner genom att extra-
hera ur Klebsiella Pneumoniae de glykoproteiner, vilka
innehdller 20-35% proteiner, 50-70% neutralmonosackarider,
3-8% glukuronsyra, 1,5-3% monosackaridaminer och vilka har
en molekylvikt &verstigande 100 000 dalton, k @& nn e -

t ecknat dirav, att man behandlar med en kvaterndr
ammoniumfdrening en glykoproteinl®sning, vilken erhalls
genom ultrafiltrering av lysatextraketet fran en Klebsiella
Pneumoniae-kultur, separerar supertanten genom att avldgsna
fdllning, behandlar den supertant, vilken utgdrs av en
saltldsning av glykoproteinerna, med en kall lagmolekylar
alkohol f&r erh&llande av en ny f&llning, vilken man anyo
18ser i vatten, dialyserar vid behov och lyofiliserar.

2. Fdrfarande enligt patentkravet 1, k & nn e -

t ecknat ddrav, att

- den anvidnda kvaterndra ammoniumfSreningen utgdrs av
cetyltrimetylammoniumbromid,

- supernatanten separeras genom centrifugering;

- den lagmolekyldra alkoholen utgdrs av etanol.

3. F8rfarande enligt patentkravet 1 eller 2, k & n -
netecknat dirav, att glykoproteinerna extraherats
ur den stam som deponerats pd& PASTEUR-Institutet under
nummer 52 145.

4. Fdrfarande enligt patentkravet 1, 2 eller 3,

k annetecknat dirav, att proteindelen innehaller
cirka 30% sura aminosyror.

5. F6rfarande enligt patentkravet 1,2,3 eller 4,

k idnnetecknat dirav, att polysackariddelen
innehdller ungefdr 1 glukosmolekyl per 1-1,5 mannosmoleky-
ler, 1-15 glukuronsyramolekyler och 2-2,5 galaktosmoleky-

ler.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer

Hakemus julkaisuja:-AnsSkningspublikationer: Ranska-Frankrike(FR)
2 043 475 (A 61 K 27/00), 2 088 112 (A 61 K 27/00), 2 171 907
(A 61 K 23/00), 2 396 020 (C 07 G 7/028).
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