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Tdmd keksintd koskee menetelmdd konjugaatin valmistamiseksi allergia-

reaktioiden estimistd varten, jolla konjugaatilla on seuraava rakenne

OH
OH

5- glutationi

tai sama rakenne kovalenttisesti sidottuna proteiiniin tai peptidiin
peptidisidoksen avulla glutationiosan vdlitykselli.

Menetelmdt allergioiden ja allergisten reaktioiden kisittelemiseksi
ovat tdhdn saakka kidsittdneet sen, ettd henkildlle annetaan antigeenia,
Jjoka aloittaa vasta-aineiden muodostuksen, jotka kilpailevat niiden
vasta-aineiden kanssa, joiden muodostumisen herkiste aiheuttaa,

jolloin hillit#in tai vdhennetddn allergiareaktiota.

Tdhdn saakka tavallinen tapa allergiapotilaiden k4sittelyssi kisitti¥
allergiaa aiheuttavan aineen raa'an uutteen valmistuksen vesipitoisessa
puskuriliuoksessa. Sitten potilaita k#sitellsin raa'an uutteen ensin
plenill¥ ja sen jilkeen kasvavilla annoksilla nitkdnd aikana. Tavalli-

sesti kolmen tai useamman vuoden k&sittely on vilttdmitédn, ennen kuin
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todetaan huomattavaa pysyvid paranemista. K4sittelyn edistyessi poti-
laalle annettavan raa'an uutteen mifiris lisftddn vihitellen. Lis&tyn
annoksen mddri jaannostelun tiheys riippuu potilaan yksil®sllisesti
herkkyydestd ja reaktioasteesta aikaisempiin annoksiin.

Koko raa'an herkisteuutteen ruiskutus pitkien aikajaksojen aikana saa
aikaan estdvien tai kilpailevien vasta-aineiden muodostumisen. On
esitetty teorioita,ettd estdvit vasta-aineet kilpailevat allergiavasta-

aineen kanssa antigeenista ja antavat suojan allergiapotilaalle.

Kalliiseen ja aikaa vievi#in menetelmiin herkkyyden poistamiseksi poti-
laalta 1iittyy monia selvi# ep#kohtia. Hyvin usein raa'an uutteen
antamisesta on seurauksena vakava allergiareaktio, jos annokset eivit
ole olleet huolellisesti valvottuja ja annosteltuja. Edelleen kilpai-
levien vasta-aineiden muodostuminen allergiapotilaassa aiheuttaa hyvin

usein sivuvaikutuksia, jotka voivat olla potilaalle vahingollisempia
kuin itse allergiareaktio.

Erittdin merkityksellist4 on se, etti tih#n saakka kiytetty aikaisemmin
tunnettu menetelmd herkkyyden poistamiseksi potilaalta ei ole ollut
kokonaisuudessaan menestyksellinen. Monissa tapauksissa aikaa vievistd
herkkyyden poistomenetelmésti el ole tuloksena riittivii suojaa
potilaalle; joka vield jatkuvasti kirsii allergiasta joutuessaan anti-

geenin vaikutuksen alaiseksi.
‘'

Tdmidn keksinndn tarkoituksena on aikaansaada tuote, joka soveltuu
annettavaksi allergiapotilaalle ja joka neutraloi olemassa olevat vasta-
aineet sekd tdydellisesti est#4 sellaisten vasta-aineiden muodostuksen,jotka
Joko kilpailevat allergeenisen antigeeﬁin kanssa tail ovat sille ominai-
sia.

Valmistettaessa tdllaisia tuotteita, jotka estivit allergisen reaktion,
on aikaansaatu menetelmi allergisten henkil8iden kisittelemiseksi aller-
giareaktioiden estimistid varten. KysymyksessH oleva tuote voidaan
valmistaa ruiskutettavaksi valmisteeksi sen antamiseksi allergiavoti-
laalle allergiareaktioiden estdmistd varten.

Keksinndn mukaiselle menetelmille on pHiasiallisesti tunnusomaista se,
ettd kversitiinil, jolla on kaava
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saatetaan reagoimaan glutationin kanssa hapettavan aineen, esimerkiksi
hopeaoksidin ldsndollessa, minki jilkeen muodostuneelle aineelle halut-
taessa suoritetaan glutationiosan karboksyyliryhmien aktivointi esi-
merkiksl Woodwardin reagenssilla tai karbodi-imidilli, ja sen jilkeen
konjugoidaan se glutamiinihappo- tai glysiiniosan vdlitykselli pro-
teiinilla tai peptidilld, kuten humaanilla seerumialbumiinilla tai
lysiinin ja glutamiinihapon d-aminohappokopolymeerilld, jolloin
kversitiini-glutationi-konjugaatin ja peptidin tai proteiinin moolisuhde
on sopivimmin 2 - 30 moolia konjugaattia peptidi- tai proteiinimoolia
kohti.

Termilld "konjugaatti" tarkoitetaan konventionaalista kemiallista yhdis~-
tettd, miss& kyseiset reagenssit ovat kemiallisesti sitoutuneet toi-
siinsa - vastakohtana kompleksille, missi reagenssit ovat sitoutuneet

vain 16ys&dsti toisiinsa vetysidoksien ym. avulla.

Niinpd n&ditd konjugaatteja voidaan antaa allergiapotilaalle allergiareak-
tion tdydelliseksi estidmiseksi tarvitsematta pitkii ja aikaavievii seki
kallista, edelld esitettyd herkkyyden poistomenetelmii. Koska konjugaat -
tien antaminen estdi tidydellisesti allergiavasta-aineiden muodostumisen,
estetddn itse allergiareaktio samoin kuin mitki tahansa sivuvaikutukset,
Jotka aiheutuvat niiden kilpailevien vasta-aineiden muodostumisesta,

J oita muodostuu tavallisen herkkyyden poistomenetelmin mukaan.

Tuloksia on saatu konjugaatilla, jonka rakenne on

tai konjugaatilla, joka sisdltii ainakin yht# kversitiini-glutationi-
konjugaattia kovalenttisesti sidottuna proteiiniin tai peptidiin
peptidisidoksen avulla glutationiosan vdlitykselld. N4iden konjugaat -
tien antaminen ailkaansaa ~allergiavasta-aineiden muodostumisen
tdydellisen eston, olkoon kysymyksessi antigeeni tai kilpailevat vasta-

aineet, ja allergiareaktion eston.

Edelld esitetyt kversitiini-glutationi- ja kversitiini-glutationi-

proteiini-konjugaatit ovat siis tehokkaita allerpiareaktion estoainecita.

Kversitiini-glutationi-konjupaatti muodostetaan hapetus-additiorenk-



60568

tiolla kdyttden AgO:ta taili muuta sopivaa hapetinta:

OH
HO 0
-~ l — oi
| Il OH
OH 0
t+ glutamyyli-kysteinyyli-glysiini Ag0 5
' (glutationi)
OH
0
0&\ -
’ I —O0H
Ii OH \\5
OH 0 glutamyyli-kysteiini-glysiini

Sen jdlkeen saatu konjugaatti voidaan konjugoida peptidin tai
proteiinin kanssa aktivoimalla glutationiosan karboksyylirymdt esimer- -
kiksi Woodwardin reagenssilla, karbodi-imideilli tai sentapaisilla
aineilla, mit4 seuraa konjugaatio proteiini- tai peptidimolekyylin
kanssa. Kversitiini-glutationi sidotaan proteiiniin peptidisidoksen
avulla glutationiosan joko glutamiinihappo- tai glysiiniosan v#lityk-
sellAi.

Peptidini tai proteiinina, joka on konjupoitu kversitiini-glutationi-
konjuraattiin, vol olla mikd tahansa peptidi tal proteiini, joki sovel-
Tun annatrtavaksi allergiapotilaalle. Zdullisia proteiineja ja neptidej’i

st inmic o se2rumalbumiind b2l lyciinin ja glatamiinihapon d-1aino-
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happokopolymeeri (d-GL).

On selvdd, ettd kversitiini-glutationimole-

kyyli voidaan liitti3i proteiini- tai peptidimolekyylin eri kohtiin.
Tavallisesti on edullista sitoa noin 2,0 - 30 moolia, sopivimmin

5 - 20 moolia kversitiini-glutationi-yh-

distetti 1 mooliin proteiinia tai peptidiid. Moolisuhdetta voidaan
vaihdella vaihtelemalla reagoivien aineiden moolisuhdetta valmistus-
menetelmidsséi. ¢

Edelld selostetut antigeeni-proteiinikompleksit voidaan sis4llyttii
mihin tahansa sopivaan viliaineeseen, kuten puskuroituun suolaliuokseen
allergiapotilaalle antamista varten.

Tavallisia lisdaineita, apuaineita ja muita aineita voidaan 1lisiti
valmisteeseen ruiskutusta varten. Kuitenkin on ymmirrett4vd4i, etti ne
eividt ole vilttimittémii.

Tavallisesti valmisteet ruiskutetaan ihonalaisesti, lihaksensis#disesti
tai laskimonsisdisesti.

Tavallisesti ruiskutettavat annokset, jotka sis4ltivit tuotet-

ta noin 0,01 - Q0,25 mg, sopivimmin 0,025 - 0,1 mg/kg kehon paino,
ovat riittdviid aikaansaamaan allergiareaktion estokyvyn hyviksyttdvin
tason.

On ymmirrettividid, etti annoksen suuruuden midrddvit eri tekijit, kuten
kompleksin kestoaika verenkierrossa, hoidossa olevan potilaan vasta-

ainetiitteri, potilaan vastustuskyvyn tila ja IgE-vasteen hillinn4n
kestoaika.

Keksinndn mukaisella menetelmdlli valmistetut‘ tuotteet ovat kiytt8kelpoisia
kdsiteltdessi ruoholle herkki# potilaita allergiaoireiden vihentXmi-
seksi. Ne ehkiisevdt allergiavasta-aineiden muodostumisen ruo-
hon siitep8lyantigeeneja vastaan ja neutraloivat lis4ksi potilaan eli-
mistdssd olemassa olevat vasta-aineet’. .On ymmiArrettdvild, ettd keksintd
on kdyttskelpoinen estettiessy ei ainoastaan timotein aiheuttamia aller-
giareaktioita, vaan mydskin pySrt4ndlusteen ja muiden ruohojen 'sifte-
pdlyjen, jotka ristireagoivat, aiheuttamia allergiareaktioita.
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Seuraavat esimerkit 1 ja 2 havainnollistavat keksinndn mukaisia valmis-
tusmenetelmii.

Esimerkki 1

Kversitiini-glutationin valmistus

1,5 g AgCl sekoitettiin 10 ml:n kanssa 4N NaOH 20 minuuttia. AgO-
sakka suodatettiin Blichnerin suppilossa.

0,2 g glutationia liuotettiin 4 ml:an 0,25N NaOH ja sijoitettiin j4i-
hauteeseen. 0,2 g kversitiinig liuotettiih 8 ml:an 0,25N NaOH. 1,2 g
juuri valmistettua Ag0 lis#dttiin viimeksi mainittuun ja seosta sekoi-
tettiin 15 - 20 minuuttia j&ihauteessa.

Sitten 1lisittiin glutationiliuos ja seosta sekoitettiin yksi tunti
Jdihauteessa. Ylim88rd AgO poistettiin suodattamalla. Saadun liuoksen

pH s&ddettiin arvoon 1 - 2,5 HCl:114 ja liuosta sekoitettiin 30 minuut-
tia.

Liuos suodatettiin vapaan kversitiinin poistamiseksi ja pH sid#dettiin

arvoon 7 NaOH:1lla. Vapaa glutationi miirittiin DNTB-menetelmilli
(Anal. Biochem. 48, 1557, 1972).

Esimerkki 2

Kversitiini-glutationi-proteiinikonjugaatin valmistus

40 mg kversitiini-glutationia lis#ttiin 100 mg:an Woodwardin reagens-
sia ja sekoitettiin 10 minuuttia huoneen 14imp8tilassa. pH s#idettiin
arvoon 6,2 0,3 M kokodylaattipuskurilla (ph 6,8).

Sitten lisittiin 100 mg ihmisen seerumalbumiinia (HSA) samalla pit#en
pH arvon 6,2 ylipuolella. Seoksen annettiin seisoa huoneen 14mpdtilas-

sa 10 - 15 minuuttia ja sen jilkeen y¥n yli 4°C:ssa. Liuos vHkev8itiin
alipaineessa. Dialyysin avulla poistettiin vapaa kversitiini-glutationi
sen konjugaatista proteiinin kanssa.
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Seuraavat kokeet havainnollistavat keksinnén mukaisella menetelmilli
valmistettujen tuotteiden esto-ominaisuuksia allergiareaktioita vas-

taan.

Biologisia kokeita

Koe 1

Histamiinin vapautuminen apinan keuhkokudoksesta, joka oli passiivi-
sesti herkistetty allergiapotilaiden seerumilla, miirittiin menete lmin
mukaan, jonka Malley et al on esittinyt julkaisussa J. Immunol. 100,
915 (1968). Verihera, jota kdytettiin herkist4m#in apinan keuhkoku-
dosta, o0li saatu 20:n timoteille herk#n potilaan ryhmisti, joiden poti-
laiden keskimddrdinen allerginen vasta-ainetiitteri oli 1:750. Sitten
.apinan keuhkokudosta inkuboitiin kaksi tuntia 37°C:ssa seerumin kanssa.
Ennen herkisteelld vaikuttamista kudosta inkuboitiin 10 minuuttia
37°C:ssa estoaineen kanssa. Antigeeninen vaikutus aikaansaatiin inku-
boimalla raa'an siitepdlyuutteen (WST) optimivikevyydellH 15 minuuttia

BYOC:ssa.
Tulokset on esitetty taulukossa 1, jossa:

WST tarkoittaa koko timoteisiitep8lyn vesiuutetta, joka on dialysoitu
pienen molekyylipainon omaavien fragmenttien poistamiseksi;

HSA tarkoittaa ihmisen seerumalbumiinia.

Kuten taulukossa 1 esitetyist¥d tuloksista kiy selville, keksinndn
mukaisella menetelm&dlli valmistetut konjugaatit ovat tehokkaasti vai-

kuttavia estoaineita allergiareaktioita vastaan.



60568

8¢ €1°'1 o4 Su o4*0 Y tssuafeeua
HL 0L*0 (o] Sw 0g‘o UTPICMPOON
. usj33ts VSH
‘orzrppe -fuotrjeinid
06 LE*O oy Sm g'T 1:02 ef snjedwy -TUTT3ISJISAY
99 21 o% Sw Lg‘o
89 98°‘0 04 Su ¢L'0
88 ce'o o% Sw ¢'t 11 oT311pPpPe tuoyrzeanT?
ef snj3adeH -TUFL3ISJI3AY
Z L'z o - - - 1S
(21 (310)
Tuseadrque ‘BA
BARIINNTIRA UTIU®afTIluUE *iRA apyns BWTejausW
% 0387 "WO33ITEA LSH urzeednfuoy -rjuroSnfuoy -Tjurodnfuoy 93 STWIBA

T od¥nIney



60568

Koe 2

Keksinndn mukaisella menetelmilli valmistettujen tuotteiden passiivista
siirtoihoreaktiivisuutta verrattiin niihin antigeeneihin, jotka ovat

l4snd timotein siitep8lyssi.

0,1 ml veriheraa, Jjoka sisdltii vasta-aineita (20:n timoteille
herkdn potilaan ryhmidn herasta keskimidrdisen P-K tiitterin ollessa
750) ruiskutettiin ihonsisdisesti ei-allergisen vapaaehtoisen ihoon.
48 tuntia myShemmin jokaista kohtaa, joka aikaisemmin oli herkistetty
ko. verliheralla, kidsiteltiin erilaisilla konjugaateilla,

Annetussa veriherassa olevat allergiavasta-aineet reagoivat aller-
geenisten antigeeniaineiden kanssa paikallisena allergiareaktiona.
Zllei antigeeniaine aloittanut allergiareaktioita, mitid4n paikallista

reaktiota el todettu.

Keksinndn mukaisella menetelmilld valmistetuilla tuotteilla seki
timotein siitep8lyssd olevalla antigeeniaineella suoritettujen eri
kokeiden tulokset on esitetty taulukossa 2, jossa dGL tarkoittaa gluta-
miinihapon ja lysiinin d-aminohappokopolymeerii, jonka molekyylipaino

on noin 40 000.
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Taulukossa 2 esitetyt tulokset osoittavat, etti keksinndn mukaisella
menetelmdlld valmistetut tuotteet eivit aloita allergiareaktioita.

Seuraava koe havainnollistaa keksinn®n mukaisella menetelmilli val-

mistettujen tuotteiden kykyi ehkiisti allergiavasta-aineiden muodos-
tumista.

Koe 3

Alustavat tutkimukset osoittivat, ettid LAFl hiiret kehittivit hyvin
IgE:n(allergiavasta-aineet) timotein siitepdlyi vastaan.

Eldimiin ruiskutettiin vatsakalvon sis#isesti 10 ug WST:4 alunassa

Jja kolmen viikon kuluttua ne saivat toisen vatsakalvon sisiisen
ruiskeen 10 ug WST:4 alunassa. IgE tiitterit kohosivat alkuimmunoinnin
Jdlkeen arvoihin v&1i114 1/100 ja 1/200 mitattuna PCA:na. IpE tiitte-
rit antigeenin toisen ruiskeen jilkeen kohosivat arvoihin v4%1i11% 1/600
ja 1/800 mitattuna PCA:na.

Passiivinen ihon anafylaksia (PCA) mitattiin ruiskuttamalla 0,025 ml
laimennettua seerumia hiiren tai rotan kylkeen. 72 tuntia (hiiri)

tai 3 tuntia (rotta) myShemmin ruiskutettiin elXfimiin laskimonsisiisesti
WST:td Evansin sinisessi viriaineessa.

Kiertdvidn antigeenin ja kudoksen kiinnittyneen IgE:n vdlinen reaktio
aikaansai paikallisen allergiareaktion ja t4mi kohta tuli ndkyviksi
sinisen virin tihkumisena reagoivaan alueeseen. IgE tiitteri miidrit-
tiin alimpana laimennuksena, joka antaa positiivisen PCA-reaktion.

Se keksinndn mukainen tuote, joka valittiin koetarkoituksia varten,
oli:

Kversitiini~glutationi-dGL (Q-G-dGL): valmistettu konjugoimalla

kversitiini-glutationi dGL:44n keskimi%rin 12 - 20 Q-G ryhm44/mooli
dGL.

Q-G-dGL annettiin vatsakalvon sisHisesti 3 pdivd4 ennen WST:n toista
immunisointia.
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piivi 0 18 21 28
ruiske - WST QR-G-dGL WST tihkuminen
alunassa alunassa

Tulokset: Kontrollieldimill#, jotka saivat suolaliuosta 18 pAivini,

on seuraava IgE tiitteri-600; keskimiiriinen reaktio 18 el4imessi.

Q-G-dGL: 114 k&sitellyt eliimet:

PCA tiitteri Eliinryhmi
Pieni annos (0,24 mg ‘
kversitiinii) 600 6
Keskikokoinen annos
(1,8 mg kversitiinii) 300 6
Suuri annos (3,6 mg
kversitiinii) 100 6

Nimd arvot osoittavat, ettid konjugaatti alentaa huomatta-

vasti IgE-tasoa, kun antaminen tapahtuu 3 piivi4 ennen toista antigeeni-
ruisketta, mik# osoittaa vasta-aineen neutralointia Ja hiviimisty.
Samanlaiset kokeet ovat osoittaneet, etti antaminen viel¥dpd 7 pHiivii

ennen toista antigeeniruisketta antaa p##asiallisesti samat tulokset.
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Patenttivaatimus

Menetelmi konjugaatin valmistamiseksi allergiareaktioiden estidmisti

varten, jolla konjugaatilla on seuraava rakenne
OH

OH
S-glutationi

HO

tai sama rakenne kovalenttisesti sidottuna proteiiniin tai peptidiin
peptidisidoksen avulla glutationiosan vdlitykselld, t unnet t u

siitd, ettd kversitiini, jolla on kaava
HO OH

saatetaan reagoimaan glutationin kanssa hapettavan aineen, esimerkiksi
hooeaoksidin l&sndollessa, minki jdlkeen muodostuneelle aineelle halut-
taessa suoritetaan glutationiosan karboksyyliryhmien aktivointi esi-
merkiksi Woodwardin reagenssilla tai karbodi-imidill4d, ja sen jdlkeen
konjugoidaan se glutamiinihappo- tai glysiiniosan vilitykselld pro-
teiinilla tai peptidill#d, kuten humaanilla seerumialbumiinilla tai
lysiinin ja glutamiinihapon d-aminohappokopolymeerilli, jolloin
kversitiini-glutationi—konjugaatin ja peptidin tai proteiinin moolisuhde
on sopivimmin 2 - 30 moolia konjugaattia peptidi- tai proteiinimoolia
kohti.
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Patentkrav

Forfarande for framstdllning av ett konjugat for blockering av
allergireaktioner, vilket konjugat har fo6ljande struktur

eller samma struktur kovalent bunden till ett protein eller en pep-
tid med hjdlp av en peptidbindning via glutationdelen, k 4 nn e -
tecknat ddrav, att quercitin med formeln

bringas att reagera med glutation i n#drvaro av ett oxidationsmedel,
exempelvis silveroxid, varefter den bildade produkten om &nskas
underkastas aktivering av karboxylgrupperna i glutationdelen, till
exempel med Woodwards reagens eller en karbodiimid, med p&f&ljande
konjugering med ett protein eller en peptid s&som humant serumalbumin
eller en d-aminosyrakopolymer av 1ysin och glutaminsyra, via glutaminsyra-
eller glycindelen, varvid molfSrh&llandet quercitin-glutation~-konjugat
till peptid eller protein f8retridesvis dr 2 - 30 mol konjugat per

mol peptid eller protein.

Viitejulkausuja-Anfdérda publikationer
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