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Mikrobeja tuhoavia proteiineja, niitd sisaltavia seoksia ja

niiden kadyttotapoja

Tamd keksinto tehtiin hallituksen tuella seuraavien apuraho-
jen turvin: CA 22090 ja CA 43610 (National Cancer Institute)
ja. Al 07012 ja Al 20516 (U.S. Public Health Service), USA:n

hallituksella on tiettyja oikeukgia tadhan keksintoon.

Tassa patenttihakemuksessa viitataan useisiin julkaisuihin
kayttamalla sulkeissa olevia arabialaisia numeroita, N&ama
viitteet loytyvat tdydellieind tamdn selostuksen lopusta, va-
littomasti ennen patenttivaatimuksia. Julkaisut sisallytetaan
tdhdn patenttihakemukseen taydellisinad viitteiksi, jotta tek-

niikan taso, johon egilla oleva keksginto liittyy, selviaa

tarkemmin.

Granulosyytit ovat avainkomponentteja vdhint&dan kahdessa mik-
robi-infektioita vastaan kohdistuvasea isd@nnan puolustusjar-
jestelmassa. Toisessa naistsa jarjestelmistd polymorfonukleaa-
riset leukosyytit (PMN:t) tuottavat reaktiivisia happivali-
tuotteita, jotka tuhoavat tunkeutuvat mikro-organismit suo-
raan tali epdsuorasti. Toinen systeemi riippuu mekanismeista,
jotka ovat respiratorisesta purkauksesta riippumattomia (1 -
3). Neutrofiiliperdisten proteiinien on pitkaédn katsottu ole-
van taman respiratorisesata purkauksesta riippumattoman mikro-
bisidisen reitin komponentteja (4 - 6). Erdas molekyylimassal-
taan pienten (alle 4 kD) ihmisen antibiocottisten neutrofiili-
peptidien, nimeltddn defensiinit, joukko on sekventoitu ja
paikannettu immunohistokemiallisesti atsurofiilisiin jyvasiin
(7). Namd& peptidit osoittavat in vitro-olosuhteissa baktee-—
reita, sieniad ja viruksia tuhoavia ominaisuuksia, Jjotka riip-
puvat suuressa maadrin monista tekijoistd, joista mainittakoon
mm., pH, ionivahvuus ja kalsium- tai magnesiumkonsentraatio.

Lis8ksi on niin, ettd nadiden peptidien vaikutustapa ja niiden
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varsinainen osuus mikrobeja tuhoavassa toiminnassa in vivo

ovat kiistelyjen kohteena.

Esilla oleva keksinto tarjoaa ainekoostumuksen, jota voidaan
kdayttidd mikrobeja tuhoavana aineena. Tadmid ainekoostumus si-
sdltda vahintaidn kahta polypeptidiada, jotka valitaan ihmisen
polymorfonukleaaristen leukosyyttien polypeptidien joukosta,
joiden ndenndiset molekyylimassat ovat noin 3 500 daltonia,
noin 13 000 daltonia, noin 18 000 daltonia, noin 29 000 dal-
tonia ja noin 54 000 daltonia. Ainekocostumuksella on respira-
torisesta purkauksesta riippumaton mikrobeja tuhoava vaikutus
bakteereihin ja sieniin pH-alueella noin 5,0 - noin 8,0, kal-
siumionikonsentraation ollessa korkeintaan noin 10 mmoolia/l,
jolloin bakterisidinen aktiivisuus on voimassa natriumklori-
dipitoisuuden ollessa korkeintaan noin 0,3 moolia/l ja fungi-
sidinen aktiivisuus on voimassa natriumkloridipitoisuuden ol-

legsa korkeintaan noin 0,15 moolia/l.

Egilld oleva keksinto tarjoaa myos menetelmdn mikrobeja tu-
hoavana aineena kayttokelpoisen ainekocostumuksen valmistami-
seksi, Oleellisesti ottaen tassd menetelmassd erotetaan ve-
restd polymorfonukleaariset leukosyytit niin, ettd saadaan
polymorfonukleaaristen leukosyyttien suhteen rikastettu val-
miste. Tadmid polymorfonukleaaristen leukosyyttien suhteen ri-
kagstettu valmiste suspendoidaan sopivaan puskuriin, saatu
suspensgio kasitellaan sopivalla proteaasien inhibiittorilla
ja suspendoituneet solut kdsitellddn lysointiolosuhteissa
niin, etta saadaan lysoituneiden leukosyyttien suspensio. Ly-
soituneiden leukosyyttien suspensio kasitellaan sopivalla ke-
latointiaineella ja sen jdlkeen nain kédsitelty suspensio
sentrifugoidaan, jotta saadaan tumien ja rikkoutumattomien
solujen muodostama faasi ja tumienulkoinen emaliuos., Tumien-
ulkoinen emdliuos otetaan talteen ja fraktioidaan tiheysgra-
dientissa ja atsurofiilijyvaset sisdltava jae otetaan talteen
Jja suspendoidaan puskuriin, jonka pH on noin 7,0, Nain saatu

atsurofiilijyvassuspensio kadsitelldan reagenssilla, jonka pH
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on alle noin 8,0, ja joka kykenee liucttamaan atsurofiilikal-
von proteiinit. Kédsitelty suspensio erotetaan kiinteddan faa-
siin ja emdliuockseen ja sen Jjadlkeen emdliuos otetaan talteen.

Viimekeimainittu on mikrobeja tuhcavana aineena kaytettavakei

sopiva ainekoostumus.

Esillda oleva keksintd tarjoaa myds puhdistetun polypeptidin,
joka kattaa ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyytin poly-
peptidin, jonka ennustettu molekyylimassa on 24 823 daltonia,
ja jonka aminohappojidrjestys on esitetty kuvassa 20, tai

kyseegsgd on tadman fragmentti.

Lisdkei esillda oleva keksinté tarjoaa toisen puhdistetun po-
lypeptidin, jota voidaan kaytt&ad mikrobeja tuhoavana aineena.
Tamd polypeptidi kattaa ihmisen polymorfonukleaarisen leuko-

syytin polypeptidin, Jjonka ndennadinen molekyylimassa on noin

18 000 daltonia.

Edelleen keksinto tarjoaa mikrobeja tuhoavana aineena kaytet-
tadvaksi soveltuvan puhdistetun polypeptidin, joka kattaa ih-
misen polymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidin, jonka
naennadinen molekyylimassa on noin 54 000 daltonia. Polypepti-
dilla on respiratorisesta purkauksesta riippumatonta baktee-
reita tuhoavaa aktiivisuutta pH-alueella noin 5,0 - noin 8,0,
kun kalsiumionikonsentraatio on korkeintaan 10 mmoolia/1l ja

natriumkloridikonsentraatio korkeintaan noin 0,3 moolia/1l.

Edelleen keksintd tar joaa mikrobeja tuhoavana aineena kaytet-
tdvdksi soveltuvan puhdistetun polypeptidin, joka kattaa ih-
misen polymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidin, jonka
nidenndinen molekyylimassa on noin 29 000 daltonia, Jja jolla
on respiratorisesta purkauksesta riippumatonta bakteereita ja
sienid tuhoavaa aktiivisuutta pH-alueella noin 5,0 - 8,0, kun
kalsiumionikosentraatio on korkeintaan noin 10 mmoolia/1l,
niin, etta bakterisidinen aktiivisuus on voimassa natriumklo-

ridikonsentraatioissa, jotka ovat korkeintaan noin 0,3 moo-
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liasl, ja fungisidinen aktiivisuus on voimassa natriumklori-

dikonsentraatiocissa, jotka ovat korkeintaan noin 0,15 moo-

lia/1l.

Edelleen keksinto tarjoaa mikrobeja tuhoavana aineena kadytet-
tavdksi soveltuvan puhdistetun polypeptidin. Tadmd polypeptidi
kattaa ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidin,
jonka ndenndinen molekyylimassa on noin 25 000 daltonia. Tal-
18 polypeptidillda on respiratorisesta purkauksesta riippuma-
tonta bakteereita ja gienid tuhoavaa aktiivisuutta pH-alueel-
la noin 5,0 - noin 8,0, kun kalsiumionikonsentraatio on kor-
keintaan noin 10 mmoolia/l, jolloin bakterisidinen aktiivi-
suus on voimassa natriumkloridikonsentraation ollessa kor-
keintaan noin 0,3 moolia/l ja fungisidinen vaikutus on voi-

massa natriumkloridikonsentraation ollessa korkeintasn noin

0,15 moolia/l.

Kuviocoiden lvhyvt selostus

Kuvio 1. Bakterisidisen aktiivisuuden sijoittuminen ihmisen

neutrofiilisolujen eri alayksikoihin

(A) Atsurofiilisten jyvdasten (myeloperocksidaasi), spesifisten
jyvdsten (vitamiinia Bl12 sitova proteiini) ja solukalvon

(emasfogfataasgi) sijoittuminen.

(B> Bakterisidisen aktiivisuuden profiili. Kukin jae kasitel-
tiin uuttamalla 0,05 M glysiini-HCl-puskurilla, pH 2,0, sent-
rifugoimalla kiihtyvyydella 10 000 x g 20 minuuttia ja inku-

boimalla emdliuosta E. c¢oli K12:n kanssa proteiinipitoisuuden
ollessa 5 mikrogrammaa/ml. Tdssd on esitetty se prosentuaali-
nen osuus bakteereista, jotka kuolivat inkuboitaessa 370C:ssa
30 minuuttia., Ikkunassa (C) on esitetty se mddra atsurofiili-
sistd jyvasistd (@) tai spesifisista jyvdsista (A) puhdistet-
tua proteiinia, Jjoka o0li tarpeen saamaan aikaan 50 % vdahene-

misen bakteerin pesdakkeidenmuodostusyksikoissa (LDSO).
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Kuvio 2. HL60-solujen tumienulkoisesta emaliuoksesta Percoll-
gradientilla saadut bakterisidien ja fungisidisen aktiivisuu-
den profiilit

(—--) = sameus (OD45O);

Mustat pylvaat = bakterisidisen aktiivisuuden profiili;

vinoviivoitetut pylvdaat = fungisidisen aktiivisuuden profiili.

Kuvio 3. Atsurofiileista johdetun bakterisidisen tekijan

(ADBF) vhteys kalvoon

Relaksointipuskurissa (pH 7,3, ks. kaytannon toteutusesimerk-
kejd) olevat eristetyt atsurofiiliset jyvaset rikottiin jaa-
dytys-sulatusmenetelmalla, johon oli yhdistetty sonikointi,
ja sentrifugoimalla. Emd8liuocos (8), pelletoitunut materiaali
(@) ja kokonaiset jyvaset (A uutettiin pH-arvossa 2,0 jJa

uutteista tutkittiin bakterisidinen aktiivisuus.

Kuvio 4, pH:n vaikutus bakterisidisen tekijdn uuttumiseen at-

surofiilisten jyvasten kalvoista

Atesurofiilikalvoerat lisattiin eri puskurisysteemeihin: (0,05
M): glysiini, pH 2,0 - 3,0; sitraatti, pH 4,0 - 6,0; fosfaat-
ti, pH 7,0. Kun oli inkuboitu 250C:ssa 40 minuuttia, suspen-
siot sentrifugoitiin kiihtyvyydella 10 000 x g (20 minuuttia)
ja emdliuosten proteiinipitoisuus ja bakterisidinen aktiivi-
suug maadritettiin., Yksi tappava yvksikko (KU) wvastaa sen mik-
rogrammaa/ml-arvon kaadnteisarvoa, Jjoka tarvitaan tappamaan

105 bakteeria 30 minuutissa 370C:ssa. Jokaisessa tapauksessa

bakterisidisuusmadritys suoritettiin 0,05 M sitraattipuskuris

sa, pH 5,5.

Kuvio 5. Atsurofiilisista jyvasista saadun uutteen bakterisi-

dinen aktiivisuus kasvavissa bakteerikonsentraatioissa
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Jyvasuute valmistettiin toteutusesimerkeissd kuvatulla taval-
la. 30 mikrogrammaa/ml (@), 3 mikrogrammaa/ml (A, 0,3 mik-
rogrammaa/ml (O) tai 0,03 mikrogrammaa/ml (A)atsurofiiliuu-

tetta ligdttiin kuhunkin testattavaan bakteerikonsentraatioon.

Kuvio 6. Atsurofiileistada johdetun bakterisidisen tekijan bak-

terisidisen aktiivisuuden kinetiikka

5
E. coli Ki2-8oluja (2 x 110 CFU/ml) inkuboitiin 1,4 mikro-

gramman/ml (@) tai 0,7 mikrogramman/ml (A) kanssa atsurofii-
listen jyvdsten uutetta 0,05 M sitraattipuskurissa pH 5,5 tai

pelkidssd sitraattipuskurissa ().

Kuvio 7. pH:n vaikutus atsurofiileistd johdetun bakterisidi-

sen tekijdn bakterisidiseen aktiivisuuteen

E. coli Kl12-soluja (2,5 x 105 CFU/ml) inkuboitiin 30 minuut-
tia 370C:ssa 2,8 mikrogramman/ml (®) tai 0,7 mikrogramman/ml
(A) kanssa atsurofiilisistd jyvdsistd saatua uutetta sitraat-
tipuskuriesa pH 5 ja 5,5 ja natriumfosfaatti- tai natriumfos-

faatti-sitraattipuskurissa pH 6,0 tai 8,0.

Kuvio 8. pH:n vaikutus HL60-soluista johdetun bakterisidisen

tekijdn (BF) bakterisidiseen aktiivisuuteen

E. coli Ki12-soluja (2 x 105Y CFU/ml) inkuboitiin 30 minuuttia
37OC:ssa 1,25 mikrogramman/ml (@) tai 0,625 mikrogramman/ml
(W) kanssa HL60-solujen epdpuhdasta jyvasuutetta 50 mM sit-
raattipuskurissa pH 5, 5,5 ja 6 ja 50 mM tris-HCl-puskurissa,

pH 7 ja 8.

2+
Kuvio 9. Ca -ionien vaikutus atsurofiileistid johdetun bakte-

risidisen tekijadn bakterisidiseen aktiivisuuteen
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5
E. coli Ki2-soluja (2,5 x 10 CFU/ml) inkuboitiin 30 minuut-
o

tia 37 C:g8sa 1,8 mikrogramman/ml kanssa ateurofiilisista jy-
vdsista saatua Jjyvdsuutetta 0,05 M sitraattipuskurissa pH 5,5,

Jjohon oli lisatty taydennvykseksi kuviosta ilmenevdt maidrat

CaCl,.

2+
Kuvio 10. Ca -ionien vaikutus HL60-soluista johdetun bakteri-

sidisen tekijadn (BF) bakterisidiseen aktiivisuuteen

E. coli K12-soluja (2 x 105 CFU/ml) inkuboitiin 30 minuuttia
37OC:ssa 1,25 mikrogramman/ml kanssa HL60-socluista saatua
epapuhdasta jyvasuutetta 0,5 M sitraattipuskurissa pH 5,5,
johon oli lisatty taydennykseksi kuviosta ilmenevdt maarat

CaCl,.

Kuvio 11, Natriumkloridipitoisuuden vaikutus atsurofiileista

johdetun bakterisidisen tekijadn bakterisidiseen aktiivisuu-

teen

5
E. coli Kl2-soluja (2,5 x 10 CFU/ml) inkuboitiin 30 minuut-
o

tia 37 C:ssa 2,8 mikrogramman/ml (@) tai 1,4 mikrogramman/ml
#M> kanssa atsurofiilisistid jyvadsista saatua uutetta 0,05 M
sitraasttipuskurissa, pH 5,5, johon oli lisdtty tdydennvkseksi
natriumkloridia kuviosta ilmenevdt madarat. Nuoli osoittaa

plasman natriumkloridipitoisuutta.

Kuvio 12. ADBF:n fungisidinen aktiivisuus eri ajankohtina ja

eri pitoisuukeina

i

(m 1,6 mikrogrammaa ADBF/ml

(€A
(3> = 8 mikrogrammaa ADBF/ml

3,2 mikrogrammaa ADBF/ml

(©) = 16 mikrogrammaa ADBF/ml
(®) = kontrolli
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Kuvio 13. ADBF:1lle suoritettu kadnteisfaasi-HPLC-analyysi

Kadnteisfaagi-HPLC-analyysi suoritettiin toteutusesimerkki-

osassa kuvatulla tavalla. Pylvdastd seurattiin aallonpituudella

214 nM (0,5 AUFS;) (engl. absorpiton units full scale, tayden

skaalan absorptioyksikkoa). Maaritystda varien 100 mikrolitraa

kutakin jaetta kuivattiin Savant Speed-Vac -laitteessa, uudel-

leensuspendoitiin 100 mikrolitraan 0,1 % etikkahappoa, kui-

vattiin uudestaan ja suspendoitiin lopuksi 160 mikrolitraan

0,05 M sitraattipuskuria, pH 5,5. Lisdattiin 40 mikrolitraa E.

coli KéZ—suspensiota, jotta lopulliseksi pitoisuudeksi tuli

2 x 10

o
CFU/ml, ja inkuboitiin 30 minuuttia 37 C:ssa. Viisto-—

tut alueet osoittavat jakeita, joiden alueella tuhoava vaiku-

tus o0li 100-prosenttinen. lkkuna A edustaa epdpuhdasta

ADBF:8a; ikkuna B TSK-pylvaadssid puhdistettua ADBF:4a (50 - 60

kD:n piikki); ja ikkuna C TSK-pylvaassa puhdistettua (ADBF:aa

(10

20 kD:n piikki?.

Kuvio 14, Kaanteisfaasi-HPLC:11la puhdistettujen atsurofii-

leistd johdettujen proteiinien N—-terminaalisen sekvenssin

analyysei (yhden kirjaimen tunnukset)

Kuviossa on esitetty kumulatiiviset sekvenssitiedot (useista

analyyseistda), jotka vastaavat kutakin kuviossa 13 esitettyi

kddnteisfaasin paapiikkia.

Piikki 1 = defensiini; piikki 4 = katepsiini G, piikki Ba =

lysotsyymi ja piikki 8 = elastaasi.

Kuvio 15. ADBF:n molekyylimassajakautumaan perustuva ekskluu-

siockromatogrammi 1| mg ADBF:83 ajettiin TSK-~ekskluusiopylvaas-

sd tassid selostetulla tavalla.

(@
¢ D)
=)

i

bakterisidisen aktiivisuuden profiili
fungisidisen aktiivisuuden profiili

UV-profiili
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Kuvio 16. ADBF:n ja TSK-ekskluusiopylvaadssad saatujen Jakeiden

SDS-PAGE-erottuminen

ADBF sekda kuvion 15 mukaisen kromatogrammin eri ADBF-jakeet
ajettiin pelkigtdvissd olosuhteissa 15-prosenttisessa SDS-

polyakryyliamidigeelissa., Kaistat 1 ja 10 edustavat merkkeji,

joiden molekyylimassa on pieni; kaista 2 = jae 58; kaista 3 =

jae 41; kaista 4 = jae 34; kaista 5 = jae 33; kaista 6 = jae
32, kaista 7 = jae 31; kaista 8 = jae 30; ja kaista 8 = ADBF

ennen ekskluusiokromatografiaa.

Kuvio 17, TSK-kaanteisfaasi-HPLC:11la saadun piikin 9 SDS-PAGE-

erottuminen

Kadnteisfaagsi-HPLC-pylvadastsd saatu piikki 9 (kuvio 13) ladat-
tiin pelkistavdan 10-prosenttiseen SDS-polyakryyliamidigee-

liin.
Kaistat 1 ja 3 = molekyylimassamerkit; kaista 2 = piikki 9.

Kuvio 18. TSK-kaanteisfaasi-HPLC:11a saadun piikin 5b SDS-

PAGE~ercttuminen

Kaanteisfaasi—-HPLC:118 saadut perakkadaiset Jjakeet, joiden
eluocitumisajat olivat 45 - 65 minuuttia, ajettiin 12-prosent-

tisessa SDS-polyakryyliamidigeelissa.

Kaista 8 sisaltda piikin 5b (kuviosta 13C) ja kaista 11 si-

sdltaa lahtomateriaalin, joka koostui TSK:n piikkijakeesta 42.

Kuvio 19. TSK-pylvaassa puhdistetun HL60~-soluista johdetun

bakterisidisen tekijan (BF) kdadnteisfaasi-HPLC-tulos

Kuvio 20. 25 000 daltonin/13 000 daltonin ADBF-polypeptidien

CDNA-proteiinisekvenssit
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Kuvio 21, ADBF:n molekyylimassajakautumaan perustuva ekskluu-

siokromatografia korkeassa suolapitoisuudessa

ADBF:lle suoritettiin molekyylikokoon perustuva TSK-ekskluu-
siockromatografia 50 mM glysiinipuskurissa, pH 2, joka sisdlsi

500 mmoolia/l NaCl

(®) = bakterisidisen aktiivisuuden profiili

A
(=)

fungisidisen aktiivisuuden profiili

1}

Kuvio 22. Korkeassa suoclapitoisuudessa suoritetulla TSK-
ekskluusiokromatografialla saatujen jakeiden SDS-PAGE-erottu-

minen

Kuviossa 21 esitetyn kromatogrammin eri ADBF-jakeet.

Kaistat 1 ja 3 = ADBF-uute; kaistat 2 ja 12 = molekyylimassa-
merkit; kaistat 4 ja 5 = jakeet 34 ja 35, vastaavasti (p54);
kaista 6 = jae 36; kaistat 7, 8 ja 9 = jakeet 37, 38 ja 39,
vastaavasti (p29); kaista 10 = jae 43 (pl4 pasdasiassa); kais-—

ta 11 = jae 45 (pl18 + pl4).

Esilla oleva keksinto tar joaa ainekoostumuksen, jota wvoidaan
kayttdad mikrobeja tuhoavana ainena. Tamd ainekoostumus sisal-
tda vahintaan kahta polypeptidia, Jotka wvalitaan ihmisen po-
lymorfonukleaaristen leukosyyttien polypeptidien joukosta,
Joiden naennaiset molekyylimassat ovat noin 3 500 daltonia,
noin 13 000 daltonia, noin 18 000 daltonia, noin 28 000 dal-
tonia ja noin 54 000 daltonia. Tassda patenttihakemuksessa
tarkoitetaan "polymorfonukleaarisella leukosyytilla" polymor-
fonukleaarista leukosyyttisolua, neutrofiilisolua, neutrofii-

lin prekursorisolua ja promyelosyyttist&d leukemiasolua. Aine-
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koostumuksella on respiratorisesta purkauksesta riippumatonta,
mikrobeja tuhoavaa vaikutusta bakteerien ja sienten suhteen
pH-alueella noin 5,0 - noin 8,0, kun kalsiumionikonsentraatio
on korkeintaan noin 10 mmoolia/l, jolloin bakterisidinen ak-
tiivisuus on voimassa natriumkloridiaktiivisuuden ollessa
korkeintaan noin 0,3 moolia/l ja fungisidinen aktiivisuus on
voimassa natriumkloridiaktiivisuuden ollessa korkeintaan noin

0,15 moolia/l.

Erdadassd taman keksinnon toteutustavassa ovat ihmisen polymor-
fonukleaarisen leukosyytin polypeptidit HL-60-soluista joh-
dettuja. Toisessa keksinnon toteutustavassa ovat ihmisen po-
lymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidit KG-1-soluista
johdettuja. Vielada eraassa taman keksinnon toteutustavassa
ovat polymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidit atsuro-

fiilisista jyvasista johdettuja.

Vield eradassa taman keksinnon toteutustavassa on polypeptidi,
jonka naenndainen molekyylimassa on noin 3 500 daltonia, de-

fensiini.

Viela eraassa taman keksinnon toteutustavassa polypeptidi,
jonka ndenndinen molekyylimassa on noin 13 000, kattaa 12 867
daltonin polypeptidin, joka on esitetty kuviossa 20 aminoha-
posta numero 105 aminohappoon numero 220. Viela eraassa taman
keksinnon toteutustavassa voi mika tahansa polypeptideista,
joiden molekyylimassat ovat noin 18 000, noin 29 000 ja noin
54 000 daltonia, olla ldsnada atsurofiilisista Jjyvasista saa-

dussa uutteessa.

Vielda eraassa toteutustavassa on polypeptidi, jonka nadennai-
nen molekyylimassa on noin 29 000, elastaasi, katepsiini G
tai polypeptidi, joka siss&ltyy kuvion 13A piikkeja 6 tai 7
vastaavaan atsurofiilisista jyvdsista saatuun uutteeseen.
Vielda eradssa taman keksinndn toteutustavassa polypeptidi,

Jonka naenndinen molekyylimassa on noin 54 000 daltonia, si-
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sdltaa seuraavan N-terminaalisen aminohapposekvenssin: Val-
Asn-Pro~Gly-Val-Val-Val-Arg-Ile-Ser-Gln—~-Lys-Gly-Leu-Asp~Tyr-
Ala-Ser~-Gln-61ln-Gly~Thr-Ala~-Ala-Leu-Gln-X¥X~-X~Leu-Lys-His-Ile-
Lys—Ile~-Pro-Asp-Tyr-Leu.

Esilla olevan keksinnon mukaista ainekoostumusta voidaan
kdyttad sadailontaaineena, desinfiointiaineena tai terapeutti-
sena aineena. Tassa tarkoitetulla ainekoostumuksella on bak-
terisidinen vaikutus mm. gram-positiivigiin ja gram-negatii-
visiin bakteereihin. Esimerkkeja tallaisista gram-positiivi-
sista bakteereista ovat Staphylococcus aureus, beeta-hemolyyt-
tiget streptokokit, kuten Streptococcus pneumoniae, ja Liste~
riat. Esimerkkeja gram-negatiivisista bakteereista ovat Pseu-
domonas aeruginosa, Escherichia coli ja Salmonella typhimu-
rium. Edelleen sieniin, Jjoita vastaan kyseinen ainekoostumus
toimii mikrobeja tuhoavana aineena, kuuluu mm. hiiva. Er&dassa

taman keksinnon toteutustavassa hiiva on Candida albicans.

Taman keksinnon tarjoama ainekoostumus sailyttasa yli 80 % ha-
pesta riippumattomasta, mikrobeja tuhocavasta aktiivisuudes-
taan varastoitaessa 7 vuorokautta pH-arvossa noin 2,0

Q
noin 4 C:ssa.

Keksinto tarjoaa mydos menetelmdn bakteerien tai sienten tu-
hoamiseksi. Kyseisessd menetelmassd saatetaan bakteerit tai
sienet kosketukseen tehokkaasti bakteereita tai sienia tappa-
van madrdn kanssa keksinnon tarjoamaa ainekoostumusta, joka
tavallisesti on sopivaan puskuriin liuotetussa muodossa.
Alalla tunnetaan esimerkkejda sopivista puskureista, joista
mainittakoon mm. fosfaattipuskuri ja fosfaatilla puskuroitu

fysiologinen suolaliuos, joilla on fysiocloginen pH-arvo.

Esilla oleva keksinto tarjoaa farmaseuttisen koostumuksen,
Jjoka soveltuu bakteeri- tai sieni~infektioiden hoitoon. Tama
farmaseuttinen koostumus sisadaltaa tehokkaasti bakteereja tai

sienia tappavan mddran keksinnodn mukaista ainekoostumusta seka
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farmaseuttisesti hyvaksyttavaa kantaja-ainetta. Farmaseutti-
sesti hyviadksyttdvat kantaja—-aineet ovat alalla tunnettuja 3ja
niitada on selostettu julkaisuissa The Pharmacopeia of the Uni-

ted States ja The National Formulary.

Tarkoitetusta kadayttotavasta riippuen voidaan keksinndn tar-
joama farmaseuttinen seos formulcida liuockseksi, suspensioksi,
parenteraaliseksi valmisteeksi, vedettomaksi voiteeksi, emul-
siovoiteeksi, pesunesteiksi, suihkeiksi, jauheiksi, table-
teikei tai kapseleiksi. Parenteraaliset valmisteet voivat si-
8dltdaida apuainetta, kuten erityisesti tislattua pyrogeenitonta
vettd, fosfaattipuskuria tai normaalia fysioclogista suola-
liuosta. Vedettomidt voiteet, emulsiovoiteet, pesunesteet ja
suihkeet voivat sisadaltida kantaja-ainetta, kuten kasvi- tai
mineraaliodl jyd, valkoista vaseliinia tai molekyylimassaltaan
korkeata alkoholia, so. ket jussa on yli 12 hiiliatomia. Tab-
letit tai kapseit voivat sisdltaa laimennusaineita, esimer-
kiksi laktoosia, sideaineita, liukuaineita, esim. steariini-

happoa, ja hajotusainetta, esimerkiksi maissitarkkelysta.

Edelleen keksintd tarjoaa menetelmdn bakteeri- tai sieni-
infektiota sairastavan hoitamigeksi antamalla tehokkaasti bak-
teereita tai sienid tappava maara keksinnon mukaista farma-

seuttista koostumusta.

Keksinto tarjoaa menetelmdn mikrobeja tuhoavana aineena kay-
tettivdksi soveltuvan ainekoostumuksen valmistamiseksi.
Oleellisesti ottaen tassd menetelmdssd erotetaan veresta po-
lymorfonukleaariset leukosyytit niin, ettd saadaan polymorfo-
nukleaaristen leukosyyttien suhteen rikastettu valmiste. Tama
valmiste suspendoidaan sopivaan puskuriin, esimerkiksi fos-
faattipuskuriin, saatu suspensio kasitellaan sopivalla pro-
teaasien inhibiittorilla, esimerkiksi di-isopropyylifluori-
fosfaatilla, ja suspendoituneet solut kasitelladn lysoivissa
olosuhteissa, jotta saadaan lyscituneiden leukosyyttien sus-

pensio. Lysoituneiden leukosyyttien suspensio kasitelldaan so-



° @
vee
»

8009 seve

.o
e ©
[
° °
wo

&

14

pivalla kelatointiaineella, esimerkiksi EDTA:1la tai kalsium-
kelaattorilla EGTA, ja sen jalkeen nain kasitelty suspensio
sentrifugoidaan, jotta saadaan tumat ja rikkoutumattomat so-
lut sisidltava faasi ja tumienulkoinen emaliuocs. Tumienulkoi-
nen emdliuos otetaan talteen ja fraktioidaan tiheysgradien-
tissa ja atsurofiiliset jyvadset sisaltava jae otetaan talteen
ja suspendoidaan puskuriin, Jjonka pH on noin 7,0 esimerkiksi
tassd selostettuun relaksointipuskuriin, Ndin saatu atsuro-
fiilisten jyvdsten suspensio kasitellaan reagenssilla, jonka
pH on alle noin 8,0 ja kyvkenee liuottamaan atsurofiilikalvon
proteiinit., Kadsitelty suspensio erotetaan kiintedan faasiin
ja emdliuockseen ja emdliuos otetaan talteen. Viimeksimainittu
muodostaa mikrobeja tuhoavana aineena kayttokelpoisen aine-

koostumuksen.

Eraassd tamdn keksinnon toteutustavassa kaytetdan proteaasien
inhibiittorina di-isopropyylifluorifosfaattia. Er&ddssada toi-
sesga taman keksinndn toteutustavassa verindyte otetaan ihmi-
selta. Viela eradassa tdaman keksinnon toteutustavassa rikas-
tettu polymorfonukleaaristen leukosyyttien valmiste sisaltaa
vi noin 95 % polymorfonukleaarisia leukosyytteja ja alle noin
3 % eosinofiileja. Vield eradssd taman keksinnon toteutusta-
vagssa kasitelldan polymorfonukleaaristen leukosyyttien sus-
pensio typpikavitaatiolla, jotta saadaan aikaan lyosocitujen

leukosyyttien suspensio,.

Vield eradssada tamadan keksinnon toteutustavassa kaytetaan tu-
mienulkoisen emdliucksen fraktiocintiin epdajatkuvaa Percoll-
tiheysgradienttia., Viela eradassa toteutustavassa fraktiointi-
materiaali erotetaan atsurofiilisista jyvasista ennenkuin ke-
ratyt atsurofiiliset jyvaset suspendoidaan neutraaliin pusku-

riin.

Vield erdadassd taman keksinndén toteutustavassa voidaan atsuro-
fiilisten jyvasten suspensio kadsitella niin, ettd atsurofii-

liset jyvaset lysoituvat, ja nain saadut kalvofragmentit ote-
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taan talteen., Namad talteenotetut kalvofragmentit kasitellaan
sen Jjadlkeen uuttoreagenssilla niin, ettd saadaan uuttorea-
genssin ja atsurofiilikalvojen valinen suspensio. Tadman kek-
sinnodn erdassa toteutustavassa on uuttoreagenssin pH alle
noin 4,0. Viela eraddssd taman keksinnon toteutustavassa on
uuttoreagenssin pH noin 2,0. Vield erddssd tamén keksinnon
toteutustavassa on uuttoreagenssi ei-ioninen pinta-aktiivi-

nen aine, Jjonka pH on neoin 7,0,

Egsillad oleva keksgintd tarjoaa myos mikrobeja tuhoavana aineena
kaytettavaksi soveltuvan puhdistetun pelypeptidin. Tama poly-
peptidi kattaa ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyytin po-
lypeptidin, jonka ennustettu molekyylimassa on 24 823 dalto-
nia, Jja Jjonka aminohappojarjestys on esitetty kuviossa 20, tai
kyseessd on tamdn fragmentti. Keksinto tarjocaa myos tatd po-
lypeptidida koodittavan DNA-molekyylin, jonka nukleotidisek-

venssl on esitetty kuviossa 20.

Taman keksinnon yhteydessa ymmarretasdn, ettda vksiloiden va-
1il1l1& esiintyy vaihtelua proteiineissa ja nukleiinihapoissa,
esimerkikei nukleotidien korvaamisia toisilla, nukleotidien
poistumia ja lis&nukleotidien sijoittumisia vadliin sekd eri-
laista glykosyloitumista eri paikoissa, mutta nain syntyneet
funktionaaliset johdannaiset kuuluvat esilld olevan keksinnon

kattamaan alaan.

Tam&n keksinndn erdadssd toteutustavassa on puhdistetun poly-
peptidin ndenndinen molekyylimassa noin 13 000 daltonia. Kek-
sinnon edullisessga toteutustavassa on polypeptidin ennustettu
molekyylimassa 12 867 daltonia. Tama polypeptidi saattaa si-
saltaa kuviossa 20 esitetyn aminochappojarjestykeen aminohapos-
ta 105 aminohappoon 220. Keksinto tarjoaa myds tata polypep-
tidia koodittavan DNA-molekyylin. Erdassad toteutustavassa DNA-
molekyyli kattaa kuviossa 20 esitetyn DNA-sekvenssin nukleo-
tidista 369 nukleotidiin 716, Vield erddssad tadman keksinndn

toteutustavassa on polypeptidin ndenndinen molekyylimassa
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noin 18 000 daltonia. Keksinto tarjoaa myos tatad polypeptidia
koodittavan DNA-molekyylin,.

Edelleen keksint¢ tar joaa menetelmdn mikro-organismin, esi-
merkiksi bakteerin, sienen tai viruksen, tappamiseksi. Tassa
menetelmdssa saatetaan mikro-organismi kosketukseen tehok-
kaasti mikro-organigmin tappavan miadran kanssa keksinnon tar-
joamaa polypeptidia, jonka ennustettu molekyylimassa on

24 823 daltonia, tai tamdn fragmentin kanssa.

Edelleen keksinto tarjoaa vektorin, joka sisaltdda DNA-mole-
kyylin, Jjoka koodittaa keksinnoén mukaista polypeptidia, jonka
ennustettu molekyylimassa on 24 823 daltonia, tai sen frag-
menttia., Tdman keksinnon erddssa toteutustavassa vektori on
plasmidi. Edelleen keksintd tarjoaa isanta-vektorisysteemin
kyseisen 24 823 daltonin polypeptidin tai sen fragmentin
tuottamiseksi, joka isdntéd-vektorisysteemi kasittaa esilla
olevan keksinnén mukaisen plasmidin sopivassa isannidssa. Tata
isanta-vektorisysteemia voidaan kasvattaa sopivissa olosuh-
teissa, jotka sallivat esilla clevan keksinnon mukaisen

24 823 daltonin suuruisen polypeptidin tai sen fragmentin
tuottamisen, jonka jalkeen nain saatu polypeptidi voidaan ot-

taa talteen.

Kekgintd tar joaa myds menetelmdan puhdistetun, 24 823 daltonin
polypeptidin tai sen fragmentin valmistamiseksi siten, etta
kasvatetaan neutrofiilien prekursorisoluja, otetaan solut
talteen ja suspendoidaan ne sopivaan puskuriin. Saatu neutro-
fiilien prekursorisolujen suspensio kasitellaan niin, etta
saadaan neutrofiilien lysoitujen prekursorisolujen suspensio,
ja suspensio erotetaan niin, etta saadaan tumat ja rikkoutu-
mattomat solut sisaltava faasi ja tumienulkoinen emaliuos.
Tumienulkoinen emdliuos otetaan talteen ja kasitelladn uutto-
reagenssilla, jonka pH on alle noin 8,0, ja joka kyvkenee
liuottamaan kalvoproteiinit, jotta saadaan uuttoreagenssifaa-

si ja liukenematon kalvofaasi. Uuttoregenssifaasi erotetaan
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liukenemattomat kalvot sis&dltavdsta faasista niin, etta saa-
daan liuenneet proteiinit sis&dltava faasi ja liukenematon
kalvofaasi. Liuenneet proteiinit sisdltava faasi otetaan tal-
teen ja puhdistetaan niin, ettad saadaan keksinnén mukaista

24 823 daltonin polypeptidia tai sen fragmenttia.

Erdassd keksinnon toteutustavassa neutrofiilien preukursori-
solut ovat HL60-soluja. Vield erddassa keksinndn toteutusta-
vassa neutrofiilien prekursorisoclujen suspensio kasitellaan
sopivalla proteaasien inhibiittorilla, ennenkuin saadaan ai-
kaan lysoitujen neutrofiilien suspensio. Toisessa taman kek-
sinnon toteutustavassa k&dsitelladan lysocitujen neutrofiilien

suspensio ennen erottamista sopivalla kelatointiaineella.

Vielda erdadssid keksinnon toteutustavassa liukoiset proteiinit
sigdltivd faasi puhdistetaan ioninvaihtokromatografialla.

Liukoiset proteiinit sisdltava faasi voidaan myos puhdistaa
molekyvlimassajakautumaan perustuvalla ekskluusiokromatogra-
fialla, affiniteettikromatografialla tai immunoaffiniteetti-

kromatografialla.

Esilld oleva keksinto tarjoaa myods farmaseuttisen koostumuk-
sen, joka sisdltda 24 823 daltonin polypeptidia tai sen frag-
menttia, jotka ovat keksinndnmukaisia, sekd farmaseuttisesti
hyvidksyttavdd kantaja-ainetta. Tata farmaseuttista koostumus-—
ta voidaan kayttaa bakteeri- tai sieni-infektiota sairastavan
hoitoon siten, ettd annetaan bakteereita tai sienia tehok-

kaasti tappava madara tatia farmaseuttista koostumusta.

Esilla oleva keksinto tarjoaa viela erdan mikrobeja tuhoavana
aineena kaytettavdaksi soveltuvan polypeptidin. Tama polypep-
tidi kattaa ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyytin poly-
peptidin, jonka ndennainen molekyylimassa on noin 18 000 dal-
tonia., Eraadassid keksinnon toteutustavassa on talla polypepti-
dillda respiratorisesta purkauksesta riippumaton mikrobeja tu-

hoava vaikutus bakteerien tai sienten ollessa kyseessa pH-
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alueella noin 5,0 - noin 8,0 kalsiumionikonsentraation olles-
sa korkeintaan noin 10 mmoolia/l, jolloin bakterisidinen ak-
tiivisuus on voimassa natriumkloridikonsentraation ollessa
korkeintaan noin 0,3 moolia/l ja fungisidinen aktiivisuus 1il-
menee natriumkloridikonsentraation ollessa korkeintaan noin
0,15 moolia/l. Vield erddssd tamidn keksinnon toteutustavassa
sisdaltasa polypeptidi seuraavan N-terminaalisen aminochappojar-
jestyksen: X~-Pro-Pro-Gln-Phe-Thr-X-Ala-Gln-X-Phe-Ala-Ile-Gln-
X-1le-X-Leu-Asn-Pro.

Keksintd tarjoaa myos menetelmdn mikro-organismin tappamisek-
si. Tuossa menetelmdssid saatetaan mikro-organismi kosketuk-
seen mikro-organismin tehokkaasti tappavan mdaran kanssa kek-

sinnon mukaista 18 000 daltonin polypeptidia.

Edelleen keksinto tarjoaa DNA-molekyylin, joka koodittaa ta-
mian keksinndn mukaista 18 000 daltonin polypeptidia. Keksinto
tar joaa myds vektorin, Jjoka sisdaltda keksinnon mukaisen DNA-
molekyylin. Erddssd tamidn keksinndn toteutustavassa tamé& vek-
tori on plasmidi. Lisdksi keksinto tarjoaa isanta-vektorisys-
teemin keksinnon mukaisen 18 000 daltonin plasmidin tuottami-
sBeksi, joka isdanta-vektorisysteemi kasittad keksinnon mukaisen
plasmidin sopivassga isanndssa. Tata isdnta-vektorisysteemia
voidaan kasvattaa sopivissa olosuhteissa, jotka sallivat kek-
sinnon mukaisen 18 000 daltonin polypeptidin tuotannon, ja

nain syntynyt polypeptidi voidaan ottaa talteen.

Esilld oleva keksinté tarjoaa myos menetelmdn keksinnén mukai-
sen puhdistetun polypeptidin valmistamiseksi siten, etta vil-
jell&dn neutrofiilien prekursorisoluja, solut otetaan tal-
teen ja suspendoidaan sopivaan puskuriin., Saatu neutrofiilien
prekursorisolujen suspensioc kadsitelldan niin, ettada saadaan
neutrofiilien lysoitujen prekursorisolujen suspensio, ja sus-
pensio erotetaan niin, ettad saadaan tumat ja rikkoutumattomat
solut sisaltiavad faasi Jja tumienulkoinen faasi. Tumienulkoinen

faasi otetaan talteen ja kdsitellddan uuttoreagenssilla, Jjonka
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pH on alle noin 8,0, ja joka kykenee liucttamaan kalvon pro-
teiinit niin, etta saadaan uuttoreagenssifaasi ja liukenema-
ton kalvofaasi. Uuttoreagenssifaasi erotetaan liukenematto-
masta kalvofaasista niin, ettd saadaan liukoiset proteiinit
sisdltava faasi Jja liukenematon kalvofaasi. Liukoiset pro-
teiinit sisdltavd faasi otetaan talteen ja puhdistetaan niin,

ettd saadaan 18 000 daltonin polypeptidi.

Eradasséd tdmdn keksinnon toteutustavassa neutrofiilien prekur-—
sorisolut ovat HL6O0-soluja. Viela erddssa keksinnon toteutus-
tavassa neutrofiilien prekursorisoclujen suspensioc kdsitelldin
sopivalla proteaasien inhibiittorilla, ennenkuin saadaan ai-
kaan lysoitujen neutrofiilien suspensio. Vield erddssid t&améan
keksinnon toteutustavassa kasitelldadn lysoitujen neutrofii-

lien suspensio sopivalla kelatointiaineella ennen erottamista.

Vielda erddssd keksinnon toteutustavassa liukoiset proteiinit
sisdltava faasi puhdistetaan ioninvaihtokromatografialla.

Liukoiset proteiinit sisadaltava faasi voidaan myds puhdistaa
molekyylimassajakautumaan perustuvalla ekskluusiokromatogra-
fialla, affiniteettikromatografialla tai immunoaffiniteetti-

kromatografialla.

Esilla oleva keksinto tarjoaa myods farmaseuttisen koostumuk-
sen, Jjoka sisaltaa keksinndonmukaista 18 000 daltonin polypep-
tidia seka farmaseuttisesti hyvédksyttavdaa kantaja-ainetta.
Tata farmaseuttista koostumusta voidaan kdyttda sieni-infek-
tion hoitoon siten, ettd annetaan mikro-organismin tehokkaas-—

ti tappava madrada farmaseuttista koostumusta.

Esilld oleva keksinto tarjoaa vield erdan mikrobeja tuhoavana
aineena kaytettavdksi soveltuvan polypeptidin, joka kattaa
ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidin, jonka
naennainen molekyylimassa on noin 54 000 daltonia. Tallad po-
lypeptidilla on respiratorisesta purkauksesta riippumatonta

bakteereja tuhoavaa aktiivisuutta pH-alueella noin 5,0 - noin
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8,0 kalsiumionikonsentraation ollessa korkeintaan noin 10
mmoolia/l ja natriumionikonsentraation ollessa korkeintaan
noin 0,3 moolia/l. Eradssada tdman keksginnén mukaisessa toteu-
tustavassa on polypeptidilld myds sienia tuhoavaa aktiivi-
suutta pH-alueella noin 5,0 - noin 8,0 kalsiumionikonsentraa-
tion ollessgsa korkeintaan noin 10 mmoolia/l ja natriumkloridi-

konsentraation korkeintasan noin 0,15 moolia/l.

Viela erddssa tdman keksinnodn toteutustavassa polypeptidi si-
sdltasa seuraavan N-terminaalisen aminohappojar jestyksen: Val-
Asn—~-Pro-Gly-Val-Val-Val-Arg-Ile-Ser-Gln—-Lys-Gly-Leu-Asp-Tyr-

Ala-Ser-GIn-G6ln-Gly-Thr-Ala-Ala-Leu-Gln-X-X-Leu-Lys—-His-Ile-

Lys-Ile~Pro-Asp-Tyr-Leu.

Keksinto tar joaa myods menetelmdn mikro-organismin tappamisek-
si, Tuossa menetelmédssa saatetaan bakteeri tai sieni koske-
tukseen niitad tehokkaasti tappavan mdaran kanssa keksinndon mu-

kaista 54 000 daltonin polypeptidia.

Edelleen keksinto tarjosa keksinndén mukaista 54 000 daltonin
polypeptidid koodittavan DNA-molekyylin ja vektorin, joka si-
s8ltdaa tamdn DNA-molekyylin. Esilla oleva keksintd tarjoaa
myos vektorin, joka on keksinnon mukaisen plasmidin muodossa.
Fdelleen keksintd tarjoasa isdnta-vektorisysteemin keksinndn
mukaisen 54 000 daltonin polypeptidin tuottamiseksi, joka
isdnta-vektorisysteemi kasittda keksinnodn mukaisen plasmidin
sopivassa isannassd. Isdnta-vektorisysteemia voidaan kasvat-
taa sopivissa olosuhteissa, jotka sallivat keksinnon mukaisen
54 000 dalteonin polypeptidin tuotannon, ja nain syntynyt po-

lypeptidi voidaan ottaa talteen.

Esilla oleva keksinto tarjoaa myos menetelmadn keksinnon mukai-
sen puhdistetun 54 000 daltonin polypeptidin valmistamiseksi
siten, etta viljellaidn neutrofiilien prekursorisoluja, solut
otetaan talteen ja suspendoidaan ne sopivaan puskuriin. Saatu

neutrofiilien prekursorisolujen suspensio kasitelldadn niin,
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ettd saadaan neutrofiilien lysoitujen prekursorisolujen sus-
pensio, Jja suspensio erotetaan niin, ettd saadaan tumat ja
rikkoutumattomat solut sisdaltava faasi ja tumienulkoinen faa-
gi. Tumienulkoinen faasi otetaan talteen ja k&dsitelldan uut-
toreagenssilla, jonka pH on alle noin 8,0, ja joka kyvkenee
liuottamaan kalvon proteiinit niin, ettd saadaan uuttorea-
genssifaasi Jja liukenematon kalvofaasi. Uuttoreagenssifaasi
erotetaan liukenemattomasta kalvofaasista niin, ettid saadaan
liukoiset proteiinit sisaltdava faasi ja liukenematon kalvo-
faasi. Tdman jadlkeen liukoiset proteiinit sigdltavd faasi
otetaan talteen ja puhdistetaan niin, ettd saadaan 54 000

daltonin polypeptidi.

Erdassa tamd@n keksinnon toteutustavassa ovat neutrofiilien
prekursorisolut HL60-soluja. Viela erddssd keksinnon toteu-
tustavassa neutrofiilien prekursorisolujen suspensio kasitel-
ldan sopivalla proteaasien inhibiittorilla, ennenkuin saadaan
aikaan lysoitujen neutrofiilien suspensio. Vielad er&idssa ta-
man keksinndn toteutustavassa kédsitellddn lysoitujen neutro-
fiilien suspensio sopivalla kelatointiaineella ennen erotta-

mista.

Viela eradssa keksinnon toteutustavassa liukoiset proteiinit
sisaltava faasi puhdistetaan ioninvaihtokromatografialla.

Liukoiset proteiinit sisdltavada faasi voidaan myds puhdistaa
molekyylimassajakautumaan perustuvalla ekskluusiokromatogra-
fialla, affiniteettikromatografialla tai immunoaffiniteetti-

kromatografialla.

Esilla oleva keksinto tarjoaa myos farmaseuttisen koostumuk-
sen, joka sisaltaa keksinnon mukaista 54 000 daltonin polypep-
tidia seka farmaseuttisesti hyvidksyttdvaa kantaja-ainetta.
Tata farmaseuttista koostumusta voidaan kdytt&da bakteeri-
infektioden hoitoon siten, ettida annetaan tehokkaasti baktee-
reja tappava maara tata farmaseuttista koostumusta. Viela

erdaassa keksinnon toteutustavassa voidaan tata farmaseuttista
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koostumusta kdyttaa bakteeri- tai sieni-infektion hoitoon si-
ten, etta annetaan tehokkaasti bakteereita tai sieniad tappava

madara tata farmaseuttista seosta.

Keksinté tarjoaa menetelmidn sienten tappamisgeksi siten, etta
sienet saatetaan kosketukseen tehokkaasti sienid tappavan

méaran kanssa ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyytin poly-—

“'peptidia, jonka naennainen molekyylimassa on noin 29 000 dal-

tonia. Erdadn toteutustavan mukaisesti on polypeptidi lasnia
atsurofiilisten jyvasten uutteessa. Viela eraan toteutustavan
mukaisestli on polypeptidi elastaasi. Vield erididn toteutusta-

van mukaisesti on polypeptidi katepsiini G.

Edelleen keksinto tarjoaa farmaseuttisen seocksen, joka sisadl-
taa ihmisen polymorfonukleaarisen leukosyvtin polypeptidiia,

jonka naenndinen molekyylimassa on noin 29 000 daltonia, seka
farmaseuttisesti hyvdksyttavaad kantaja—ainetta. Edelleen kek-
sintd tarjoaa menetelmdn bakteeri-infektion hoitamiseksi si-
ten, ettada annetaan tehokkaasti bakteereita tappava maiarad tata
farmaseuttista seosta. Edelleen kekgintd tarjoaa menetelmin

sieni-infektion hoitamiseksi siten, etta annetaan tehokkaasti

sienid tappava midrd tata farmaseuttista seosta.

Edelleen keksinto tarjoaa mikrobeja tuhoavana aineena kaytet-
tavaksi soveltuvan puhdistetun polypeptidin, joka kattaa ih-
misen polymorfonukleaarisen leukosyytin polypeptidin, Jjonka
naennadainen molekyylimassa on noin 25 000 daltonia, ja talla
polypeptidilla on respiratorisesta purkauksesta riippumatonta
mikrobeja tuhoavaa aktiivisuutta bakteereihin ja sieniin pH-
alueella noin 5,0 - noin 8,0 kalsiumionikonsentraation olles-
sa korkeintaan noin 10 mmoolia/l, jolloin bakterisidinen ak-
tiivisuus on voimassa natriumkloridikonsentraation ollessa
korkeintaan noin 0,3 moolia/l ja fungisidinen aktiivisuus on
voimassa natriumkloridikonsentraation ollessa korkeintaan

noin 0,15 moolia/l.
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Keksinnon mukaisia ainekoostumuksia, polypeptidejid ja menetel-
miad valaistaan seuraavien kokeiden ja esimerkkien avulla,

jotka on tarkoitettu vain selventaviksi eiksd millaan tavoiﬁ
keksintdad rajoittaviksi, 8il1ld keksintd maidritelldan liitteena

olevissa patenttivaatimuksissa.

Neutrofiilien eristdminen

Terveilta luovuttajilta saadun veren koaguloituminen estet-
tiin 25 mM natriumsgitraattipitoisuudella ja sen jadlkeen mu-
kaan sekoitettiin yhtada suuri tilavuus 6-prosenttista dekst-
raaniliuosta, joka oli tehty 0,9-prosenttigeen natriumklori-
diliuokseen, jotta eryvtrosyytit painuivat pohjaan. Kun seosta
0li pidetty 60 minuuttia huoneenlampotilassa, otettiin leuko-
syyttien suhteen rikastunut em&liuos talteen ja sentrifugoi-
tiin 10 minuuttia kiihtyvyydella 200 x g. Solupelletit uudel-
leensuspendoitiin 0,8-prosenttiseen natriumkloridiliuokseen
ja polymorfonukleaariset leukosyytit (PMS:t) erotettiin mo-
nonukleaarisista soluista sentrifugoimalla Ficoll-Hypagquen
lapi. Kontaminoivat ervtrosyytit poistettiin kahdella perdak-
kdisella hypotonisella lyysikierrolla, kuten julkaisuissa (8,
9) on selostettu., Y1i 98 % soluista oli polymorfonukleaarisia
leukosyyttejd, joista yli 95 % o0li neutrofiileja ja alle 3 %

eosinofiilejda. Yksi vkeikko verta antoi 109 neutrofiilia.

Neutrofiilien fraktiointi solujen alajakeisiin

Fosfaatilla puskuroituun fysiologiseen suglaliuokseen auspen-
doituja eristettyjd neutrofiileja (2 x 10 solua/ml) kasitel-
tiin 15 minuuttia 4OC:ssa 5 mM di-isopropyylifluorifosfaatti-
pitoisuudessa (DFP). DFP:11a kdsiteltyjd soluja sentrifugoi-
tiin 10 minuuttia 4OC:ssa kiihtyvyydella 130 x g Jja saatu
pelletti uudelleensuspendoitiin jdadkylmdan puskuriin, Jossa
oli 100 mmoolia/1l KC1l, 3 mmoolia/l NaCl, 1 mmooli/l ATP(Na)d,,
3,5 mmoolia/l MgC12 ja 10 mM Pipesia, pH 7,3 (relaksointipus-

kuri). Solususpensiota rikottiin typpikavitaatiolla 20 mi-
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nuuttia 2412 kPa:n (350 psi) paineessa pommissa (Parr Instru-
megE Company, Moline, IL)> 4OC:ssa Jja kavitaatti kerattiin

Ca —-ionikelaattorina toimivaan EGTA:han, pH 7,4, jonka lo-
pulliseksi pitoisuudeksi tuli 1,5 mmoolia/l. Tumat ja rikkou-
tumattomat solut pelletoitiin (Pl) sentrifugoimalla 10 minuut-
tia 4OC:ssa kiihtyvyydelld 500 x g. Tumienulkoista eméli%osta
(547 sentrifugoitiin 15 minuuttia nopeudella 20 000 min

(S8 34-roottori) kayttamdlla epadjatkuvaa Percoll-tiheysgra-
dienttia, kuten julkaisussa (8) on sgelostettu. Noin 1 ml:n
jakeet keradattiin 4OC:ssa Ja niista analysoitiin spesifiset
merkit, Jjotka edustavat atsurofiilisia jyvdsia (beeta-gluku-
ronidaasi ja myeloperoksidaasi), spesifisida jyvasid (vitamii-
nia B12 sitova proteiini) ja solukalvoa (emdsfosfataasi), ku-
ten jaljempana selostetaan. Percoll poistettiin_thistetyisté
Jakeista sentrifugoimalla nopeudella 35 000 min (180 000 x
g) 2 tuntia SW4l-roottorissa. Kerros, joka sedimentoitui pak-
kautuneen Percellin ylapuolelle, uudelleensusgendoitiin re-

laksointipuskuriin ja varastoitiin erissada -70 C:ssa.

Spesifisten merkkien mddrittdminen soluien alajakeista

Jotta voitaisiin olla varmoja tdydellisestda liukenemisesta,
erat relaksaatiopuskurissa olevia atsurofiilisid jyvasia lai-
mennettiin 1:5-laimennoksiksi Triton X-100:aan (lopullinen
pitoisuus 0,05 % paino/tilavuus) ennen entsyymi- tai proteii-
nimadritvksia., Emasfosfataasi md&8ritettiin kayttamdlla subst-
raattina p-nitrofenyylifosfaattia (1 mg/ml) puskurissa, josssa
cli 0,3 mmoolia/l MgCl2 ja 50 mM natriumbarbitaalipuskuria,
pH 10,5. Maarityksissd kdaytettiin 50 mikrolitran naytteitsa,
jotka oli laimennettu Triton X-100:aan. Nadytteitd inkuboitiin
80 minuuttia 370C:ssa miaritysseoksessa (tilavuus 1 ml) ja
reaktio lopetettiin lisdam&lla 100 mikrolitraa 1 N natrium-
hydroksidiliuosta. Absorbanssi aallonpituudella 410 nm luet-
tiin vdlittomé&sti. Entsyymiaktiivisuus laskettiin julkaisussa

(10) kuvatulla tavalla.
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Beeta-glukuronidaasi mddaritettiin fenolftaleiinin vapautumi-
sena 3 tunnissa 370C:ssa 1 mM fenolftaleiini-beeta-monogluku-
ronihaposta 100 mM natriumasetaattipuskurissa, pH 4,4, Maari-
tvyksissd kdytettiin 25 mikrolitran naytteita, jotka oli lai-
mennettu Triton X-100:aan, 500 mikrolitrassa mdadaritysseosta.
Reaktio pysdaytettiin lisdamalla 200 mikrolitraa liuosta, jos-
sa 0li 1 mooli/l glysiiniad, 1 mooli/l NaCl ja 1 mooli/1l NaOH,
ja absorbanssit luettiin 550 nm:ssd. Entsyymiaktiivisuus las-

kettiin julkaisussa (8) kuvatulla tavalla.

Vitamiinia Bl12 sitova proteiini mitattiin 25, 50 ja 100
mikrolitran nadytteista, jotka oli laimennettu Triton X-
100:aan, kayttamalla oleellisg;ti ottaen menetelmda, jota on
selostettu julkaisussa (11), Cg;vitamiini B12 valmistettiin
sekoittamalla keskenaan SSgg/ml Co-vitamiini Bi2:ta (Sigma)
Jja 0,025 mikrocurietééml Co-syanokobalamiinia (Amersham,
ominaisaktiivisuus 10 c¢pm/ng). 750 mikroli%gaa fysiologista
suolaliuosta sekoitettiin 350 mikrolitraan Co-vitamiinia
Bi2 ja mukaan lisdttiin nayte, jonka lopullinen tilawvuus oli
100 mikrolitraa. Sitten lisattiin 0,5 ml albumiinilla paal-
lystettya hiiltsa ja koeputkia sentrifugoitiin 2 minuuttia
huoneenlampotilassa kiihtyvyydelld 10 000 x g. Otettiin 1 ml
emaliuosta ja siitda suoritettiin tuikelaskenta Packard-—-auto-
gamma—-tuikelaskurilla (Packard Instrument Co., Downers Gggve,
IL), Jjotta saatiin selville naytteessa oleva sitoutunut Co-

B12,

Proteiini maaritettiin julkaisussa (12) kuvatulla tavalla
kdyttamalla standardina seerumin albumiinia. Jotta valtettdai-
siin Triton X-100:n hairint&d mddrityksessda, alkaliseen kupa-
riliuockseen ligattiin 0,1 % natriumdodekyylisulfaatia (13).
Percoll ei vaikuttanut mddritykseen sind viakevyytend, jona se

oli ldsna jakeissa.

Myeloperoksidaasin maéarittamiseksi 200 mikrolitraa kutakin

jaetta laimennettiin 5-kertaisesti relaksaatiopuskuriin, Jos-
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sa oli 0,2 % Triton X-100, ja sijoitettiin Perkin-Elmer 557-
kaksoissadespektrometrin (Coleman Instruments Division, Oak
Brook, IL) nadayteosastoon. Sitten mitattiin absorptiospektrit
aallonpituusalueella 400 - 600 nm hapettuneista jakeista di-
tionii&illglpelkistettyihin Jakeisiin verrattuina (Eg72 nm™

75 mM cm (14) .

Atsurofiileista johdetun bakterisidisen tekiijdn valmistus

Ne Percoll-gradienttijakeet, jotka vastasivat atsurofiilisia

Jyvasid, yhdistettiin ja Percoll poistettiin sentrifugoimalla,
kuten julkaisussa (8) on selostettu, Atsurofiilisten jyviasten
suspensio uudelleensuspendoitiin relaksaatiopuskugiin ja sus-

o
pensiota varastoitiin joko jaalla 4 C:ssa tai -70 C:ssa.

Jaalla 4OC:ssa varastoidut atsurofiiliset jyvaset nayttivat
olevan ehjida, koska mitdaan beeta—-glukuronidaasin tai myeloper-
oksidaasin vapautumista ei voitu havaita 2 wviikon aikana.
Atsurofiilisten jyvasten jaadytt&dminen —700C:een sal aikaan
hieman beeta-glukuronidaasin vuotamista ({20 %), mutta ei
myeloperoksidaasin vuotamista. Eristettyjia atsurofiilisiada jy-
vasiada uutettiin 40 minuuttia 250C:ssa 0,05 M glysiini-HCL-pus-
kurilla, pH 2,0. Happouutetta sentrifugoitiin 20 minuuttia
kiihtyvyydella 10 000 x g ja emdliuosta kaytettiin atsurofii-
leistd johdetun bakterisidien tekijan (ADBF) lahteenid. Ema-
liuvos joko laimennettiin inkubointivdliaineeseen tai dialy-
soitiin sitd vasten ennen bakterisidisia ma&arityksia. Atsuro-
fiilistada bakterisidista tekijadaa sisdltdvien uutteiden dialyy-
sissd kaytettiin putkimaista kalvoa, jonka leikkausraja oli

1 000 MR (Spectra/Por, Spectrum Medical, Los Angeles, CA).
Percoll-tiheysgradienttien jakeet uutettiin t&dlld samalla me-—
netelmdlld; Percollilla ei ollut mitdadn wvaikutusta uuttoon

eika bakterisidisen tekijdn aktiivisuuteen.

Bakterisidiset madaritvkset

Bakterisidinen aktiivisuus testattiin E. coli Ki12:ta (MC 4100)

vastaan rutiinimasarityksilld ja bakterisidista aktiivisuutta
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havaittiin olevan myds seuraavia bakteereita kohtaan: Salmo-
nella typhimurium LT2, Pseudomonas aeruginosa PAC ja PAQ,
Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus ja Streptococ-
cus pneumoniae tyypit III ja II sekd S. pneumoniae tyypin II
kannan kapseloitumaton mucoto. Useimpien bakteerien viljelyssa
kdaytettiin tryptikaasisoijalienta ja tryptikaasi-soija-
agarmaljoja. S. pneumoniaen tapauksessa kaytettiin Cy-alustaa

Ja agarmaljoja, Jjoissa o0li 5 % defibrinocitua lampaanverta

(15).

Agarmal jassa kasvavalla yhdellsd pesidkkeelld ympattiin neste-
mainen alusta ja sen jadlkeen kasvatettiin yon yli 37OC:ssa.
Erdlla yon yli kasvanutta viljelmda ympdttiin tuore ravinne-
liemi ja kasvatettiin eksponentiasalisen vaiheen keskikohtaan.
Sitten bakteeriviljelmd laimennettiin koevadliaineeseen halut-
tuun konsentraatioon. Useimmat kokeet suoritettiin 0,05 M
sitraattipuskurissa, pH 5,5. Kontrollikokeet osgoittivat, etta
tama puskuri ei vaikuttanut testatuista bakteereista mink&aan
muun kuin P. aeruginosan ja S. pneumoniae tyypin II elossapy-
symiseen, joille sitten kaytettiin 0,05 M fosfaattipuskuria,
pH 6,0. Joissakin bakterisidisissa maarityksissa kaytettiin
muita puskureita, kuten asetaatti-, fosfaatti- tai sitraatti-
fosfaattipuskuria, joiden pitoisuus o0li 0,01 M tai 0,05 M,
kuten j&ljempana tarkemmin selostetaan.

4
Bakteeria (4 x 10 pesdkkeenmuodostusyksikkoda 200 mikrolitran

lopullisessa tilavuudessa) inkuboitiin 30 minuuttia 37OC:ssa
eri mdarien kanssa atsurofiilisten jyvasten uutetta C(ADBF>
tai HL6O0-soluista johdettua uutetta (BF), jotka oli laimen-
nettu inkubointivaliaineeseen. Sitten nidytteet laimennettiin
1:100-laimennoksiksi M63-minimiravinnealustaan (16) ja levi-
tettiin agarmaljoihin. Pesidkkeenmuodostusyksikot (CFU) las-—
kettiin sen jadlkeen, kun o0li inkuboitu 16 tuntia 37OC:ssa.
Bakterisidinen aktiivisuus ilmaistiin kuolleiden bakteerien

osuutena kontrolliin verrattuna, kun bakteerit olivat olleet

alttiina ADBF:n tai BF:n vaikutukselle, Vaihtoehtoisesti kay-
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tettiin tappavan aktiivisuuden vyksikkdd (KU) niin, ettd yksi
vksikkd vastaa ADBF- tai BF-Vglmisteen sen laimennoksen

kdédnteisarvoa, joka tappaa 10 bakteeria/ml 30 minuutissa
0
37 C:ss8a (LDSO)'

Fungisidiset mddritvkset

Fungisidinen aktiivisuus testattiin Candida albicans-hiivaa
(Columbia Presbyterian Hospital-sairaalasta saatu kliininen
eriste) vastaan rutiinimenetelmilla. Sienten viljelyssa kay-

tettiin Sabauraud-lientda ja Sabauraud-agarmaljoja (Difco).

Nestemdainen kasvualusta ympattiin agar-maljalla kasvavasta
vyhdegtd pesdkkeestdad ja viljeltiin yon vyli 37OC:ssa. Eralla
vyon yli kasvanutta viljelmaa ympattiin tuore ravinnealusta ja
kasvatettiin eksponentiaalisen kasvuvaiheen kegkikohtaan.
Sitten sienivil jelmat laimennettiin koevaliaineeseen halut-
tuihin konsentraatiocihin. Kokeet suoritettiin 10 mM fosfaat-

tipuskurissa, pH 5,5.

C. albicans-hiivaa (105 pesakkeenmuodostusyksikkoa/ml) inku-
boitiin 60 minuuttia 37OC:ssa eri maarien kanssa atsurofii-
listen jyvasten uutetta (ADBF) tai HL60-soluista saatua uu-
tetta (BF), jotka o0li laimennettu inkubointivadliaineeseen,
Sitten navtteet laimennettiin 1:100-laimennoksiksi M63-mini-
miravinnealustaan (16) ja levitettiin agarmaljoihin. Pesdk-
keenmuodostusyksikot (CFU) laskettiin, kun oli inkuboitu 30
tuntia 370C:ssa. Fungisidinen aktiivisuuese ilmaistiin kuollei-
den sienten osuutena kontrolliin verrattuna, kun bakteerit
olivat olleet alttiina ADBF:n tai BF:n wvaikutukselle., Vaih-
toehtoisesti kaytettiin tappavan aktiivisuuden vksikkoa (KU)

niin, etta vksi yksikko vastaa ADBF- tai Bg—valmisteen sen

laimennoksen k&dnteisarvoa, joka tappaa 10 sientd 60 minuu-
o
tissa 37 C:ssa (LD50).
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Atsurofiilisten jvvadsten kalvoien eristaminen

Neutrofiilisoluista eristetyt, relaksointipuskurissa (pH 7,3)
olevat atsurofiiliset jyvaset rikottiin suorittamalla seitse-
man kertaa jaadytys asetoni-kuiva jdahauteessa Jja sulatus
37OC:ssa niin, etta jokaista kertaa seurasi upotus 10 sekun-
niksi vesihauteeseen sonikointia varten (Bransen B3, Heat
Systems-Ultrasonic Inc., Plainview, NY). Pelletoitu materiaa-
li saatiin sentrifugoimalla lysoituja jyvasia 60 minuuttia
kiihtyvyydella 10 000 x g tai 6 minuuttia kiihtyvyydella

135 000 x g 4OC:ssa. Tastda pelletoidusta materiasalista kay-
tettiin nimitysta atsurofiilisten jyvasten kalvot. Eriste-
tyista jyvasten kalvoista ja jyvasten sisaosista liuenneesta
materiaalista mdaritettiin ADBF-aktiivisuue sen jadlkeen, kun

oli inkuboitu 0,05 M glysiinin, pH 2,0, kanssa, kuten edella

on selostettu.

Atsurofiileista johdetun bakterisidisen tekiijan (ADBF)

karakteriscointi molekvvlikokoon perustuvalla ekskluusio-

kromatografialla

Noin 1 mg ADBF-kalvouutetta sijoitettiin Bio-Sil TSK-125-eks-
kluusiopylvadseen, joka o0li tasapainotettu joko liuocksella,
jossa o0li 50 mM glysiinia ja 0,1 moolia/l NaCl, pH 2,0, tai
liuoksella, jossa oli 5 mM glysiinid ja 0,5 moolia/l NaCl,

pH 2. Eluoituneista jakeista kehitettiin ADBF-bakterisidinen
ja ADBF-fungisidinen profiili ja OD 280-profiili. ADBF-
kalvouutteelle ja ekskluusiopylvadadsta saaduille valituille
jakeille suoritettiin natriumdodekyylisulfaattipolyakryyli~
amidigeelielektroforeesi (SDS-PAGE 15 %).

Atsurofiileigstd johdetun bakterisidisen tekijian (ADBF)

karakterigointi kaidnteisfaasi~-HPLC-menetelmalls

Trifluorietikkahappoa (TFA) lisattiin ADBF-valmisteeseen tai
TSK-pylvaassa puhdistettuun ADBF-valmisteeseen pitoisuuteen
0,1 % ja naytteet sijoitettiin Vydac wide pore C4—kéénteis—

faasipylvédaseen (250 x 4 mm) ja ajettiin 82 minuutin gradien-
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tilla, sen jdlkeen 3 minuuttia 100-prosenttisella liuoksella
ja sen Jjadlkeen pestiin 2 minuuttia. Liuotin A oli TFA:n
0,1l-prosenttinen vesiliuos ja liuotin B oli HPLC-laatuiseen
asetonitriiliin tehty liuos, jossa oli 0,1 % TFA:ta. Gra-

dientti oli seuraava:

Aika Liuotinta B
0-2 minuuttia 0 %
2-62 minuuttia 0-48 %
62-92 minuuttia 48-100 %
92-95 minuuttia 100 %
95-97 minuuttia 0 %

Kaytetty laite o0li Beckman-kaanteisfaasi-HPLC-systeemi, jossa
oli Vydac wide pore C4-kéénteisfaasipylvés (250 x 4 mm), kak-
si 110B-pumppua, 421A-ohjauslaite, 210A-injektori, 2 ml:n
naytekierukka, 163-detektori, jossa aallonpituutta voitiin
muuttaa, 2112 Redirac-jakeenkerayslaite sekda Kipp and Zonen
BD 41-piirtorekistercintilaite. Detektori oli asetettu aal-
lonpituudelle 214 nm, 0 - 0,5 tayden skaalan absorbanssiyk-

sikkoa (AUFS) ja huippujakeet kerdattiin manuaalisesti.

Atsurofiileista johdetun bakterisidisen tekijan (ADBF)

polvypeptidien sekvenssianalvvysi

Kaanteisfaasi-HPLC-menetelmdalla puhdistettu ADBF ja TSK-pyl-

vaasta saatu kdanteisfaasi-HPLC-menetelmdlld puhdistettu ADBF
konsentroitiin 50 mikrolitraksi Speed Vac -laitteella ja la-

dattiin Applied Biosystems 477A-pulssinestefaasisekventaatto-
riin. Fenyylitiohydantoiinianalyysi (PTH) suoritettiin saman-

aikaisesti kayttamalla Applied Biosystems Model 120A PTH Ana-

lyzer—-laitetta.

Atsurofiileistda johdetun bakterisidisen tekiijdn (ADBF)

polypeptidien aminochappoanalvysi
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Peptidien PTC-aminchappoanalyysi suoritettiin hydrolysoimalla
o
1 tunti 150 C:8sa 6,0 N suolahapossa kayttamdalla Waters Pico-

tag —-systeemia, joka oli varustettu Beckman-HPLC-systeemilla.

HL.6O0-sclujen vilijely

HLL60-solugja (39, 40) kasvatettiin suspensioviljelmind, jotka
sisdlsivdat perusravinnealustaa (seerumiton) tadydennettynad in-
suliinélla ja transferriinilla. Solut kasvatettiin tiheyteen
2 ¥ 10 solua/ml ja otettiin talteen sentrifugoi@alla. Solu-
pelletti uudelleensuspendoitiin tiheyteen 1 x 10 solua/ml

myohempaa fraktiointia wvarten.

HI.L60-solujen alajakeiden frakticinti

Fosfaatilla puskuroituun fygiologiseen suolaliuokseen suspen-
doituja HL60-soluja (2 x 10 solua/ml) kédsiteltiin 15 minuut-
tia 4OC:ssa 5 mM DFP-pitoisuudessa. DFP:11a kasgiteltyja solu-
ja sentrifugoitiin 10 minuuttia 40C:ssa kiihtyvyydella 130 x
g Jja saatu pelletti uudelleensuspendoitiin jaakylmaan relak-
sointipuskuriin, joka sisdlsi 100 mmoolia/l KCl, 3 mmoolia/1l
NaCl, 1 mmooli/l ATP(Na)z, 3,5 mmoolia/l MgCl, ja 10 mM
Pipesia, pH 7,3. Solususpensiota rikottiin typpikavitaatiol-
la 20 minuuttia 40C:ssa 2412 kPaéQ (350 psi) paineessa pom-—-
missa ja kavitaatti kerattiin Ca -ionikelaattorina toimivaan
EGTA:han, pH 7,4, jonka lopullinen pitoisuus oli 1,5 mmoo-
lia/1l. Tumat ja rikkoutumattomat solut pelletoitiin (P,) sent-

o
rifugoimalla kiihtyvyydella 500 x g 10 minuuttia 4 C:ssa.

Tumienulkoista emadliuosta (S,) sentrifugoitiin 30 minuuttia
kiihtyvyydella 10 000 x g, jotta Jjyvadset saatiin pelletoi-
duiksi. Tamé& epapuhdas jyvdssuspensio uudelleensuspendoitiin
relaksointipuskuriin ja varastoitiin erissa —7OOC:ssa. Vaih-
toehtoisesti sentrifugoitiin tumiegulkoista emaliuosta (Sl)

15 minuuttia nopeudella 20 000 min (SS 34-roottori) kaytta-



.
3 .
. .
. .
ae

oe
°
a
°

v
o
45060 Gooe

BLMs CEOD 68
& ° v °
e «

e

Swe

v
o

ao
. e
se
o [
s

32

malld epdajatkuvaa Percoll-tiheysgradienttia, kuten julkaisus-
sa (8) on selostettu. Noin 1 ml:n jakeet kerdattiin 4OC:ssa

ja ne analysoitiin edella kuvatulla tavalla sen suhteen, oli-
ko lasnd spesifisia merkkeja, jotka edustivat atsurofiilisia
jyvdsida (beeta-glukuronidaasi ja myeloperoksidaasi), spesifi-
sia Jjyvasia (vitamiinia Bl12 sitova proteiini) ja solukalvoa
(emasfosfataasi). Percoll poistettiin Z?distetyisté Jakeilista
sentrifugoimalla nopeudella 35 000 min (180 000 x g> 2 tun-
tia SW4l-roottorissa. Kerros, joka sedimentoitui pakkautuneen

Percollin padlle, suspendoitiin relaksointipuskuriin ja va-
o

rastoitiin erina -70 C:ssa.

Jakeet, Jotka oli saatu joko myeloperoksidaasiaktiivisuutta
vastaavista Percoll-gradienteista tai HL60-solujen epapuh-
taasta jyvasvalmisteesta, uudelleensuspendoitiin puskuriin Jja
varastoitiin joko jaalla tai —7OOC:ssa. Epapuhdas jyvasval-
miste tai eristetyt jyvaset uutettiin 0,05 M glysiini-HC1l-
puskurilla, pH 2,0, uuttcajan ollessa 40 minuuttia 250C:ssa.
Happouutetta sentrifugoitiin 20 minuuttia kiihtyvyydella

10 000 x g ja emadaliuos joko laimennettiin inkubointivaliai-
neella tai dialysoitiin sita vasten ennen bakterisidisia maa-
rityksia. BF-uutteiden dialysoinnissa kaytettiin putkikalvoa,
jonka leikkausraja oli 1000 M. (Spectra/For, Spectrum Medi-

cal, Los Angeles, CA).

HI.60-cDNA-kirjastojen valmistus ja seulonta

Ihmisen HL6O0-soluja (ATCC CgL 240) kasvatettiin spesifioidul-
la tavalla tiheyteen 1 x 10 solua/ml DMEM-alustassa, Jjoka si-
sdlsi 5 % vasikan sikion seerumia. Indusoidun kirjaston ai-
kaansaamiseksi soluja kasiteltiin 40 tuntia 1 %:11a DMSO:1la
ennen talteenottoca. Solut otettiin talteen 40C:ssa ja pestiin
kahdesti kayttamalla pesuliuoksena fosfaatilla puskuroitua
fysiologista suolaliuosta (PBS). Sclupelletit otettiin tal-

teen, homogenoitiin puskurissa, joka sisdlsi 20 mmoolia/1 va-

nadyylikompleksia (Bethesda Research Laboratories) ja 0,2 %
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Nonidet P—ég, ja sentrifugoitiin 10 minuuttia nopeudella

14 000 min Beckman J5-13-roottorissa. RNA valmistettiin
emdliuocksesta kayttamdlla fenoli-kloroformiuuttoa ja saadulle
kokonais-RNA:1le suoritettiin oligo-dT-affiniteettikromato-

grafia, Jjotta saatiin mRNA,

Indusoitujen ja indusoimattomien solujen kokonais-mRNA-
valmisteita kaytettiin templaatteina cDNA-kirjastojen valmis-
tukseen Agti10:ssa, kuten julkaisussa (41) on selostettu, mut-
ta toisen sdikeen synteesi suoritettiin Jjulkaisussa (42) ku-
vatulla menetelmdalla. Saatuun cDNA:han liitettiin synteetti-
nen oligonukleotidi (CCGGAATTCCGG, Bethesda Research Labora-
tories) ja sen jalkeen katkaistiin EcoRI:11a3. cDNA fraktioi-
tiin koon mukaan Jja puhdistettiin kayttamdlld polyakryyliami-
digeelejd ja sijoitettiin Agtil0:n EcoRI-kohtaan. Sekada indu-
soimattomasta ettd indusoidusta RNA:sta saatiin useita mil-
Jjoonia faageja. Valmistettiin kolme jaljenndskalvoa ja faagit
seulottiin kohtalaisen ankarissa olosuhteissa (6 x SSC, 350C)
kayttamalla 5°-padastda leimattua seosta, jossa oli 16 kappa-
letta 14-meerisia oligonukleotideja, jotka oli valmistettu
kayttamalla piikin 5b aminohappoja 31 - 35 koodittavan sek-

venssin kdaanteista komplementtia (ks. kuvio 14).

Ile-His-Asn-Phe-Asn-Ile-Asn-Tyr
CAT AAT TTT AAT AT

C C C C

Koetin 3°GTA TTA AAA TTA TA

[ I |
G é G G
Tulokset

Bakterisidisen tekijdn sijainti solujen eri alajakeissa

Jotta saataisiin selville, missd solujen alajakeessa ADBF si-

Jaitsee neutrofiileissda, neutrofiilit fraktioitiin kayttamal-
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13 julkaisussa (8) selostettua menetelmdd. Neutrofiilit kasi-
teltiin 5 mM di-isopropyylifluorifosfaattipitoisuudella (DFP)
ennen fraktiointia, koska DFP:n, joka on voimakas seriinipro-
teaasien inhibiittori, on osoitettu estdvdn proteolyysia hy-
vin tehokkaasti polymogfonukleaaristen leukosyyttien (PMN)
uutteissa (17, 18), 10 DFP:11a8 ké&dsiteltyda solua rikottiin
typpikavitaatiolla ja tumienulkocinen emdliuos sentrifugoitiin
kayttamalla epdjatkuvaa Percoll-tiheysgradienttia. Gradientin
jokaisesta jakeesta miadaritettiin spesifiset merkit, jotka
edustavat atsurofiilisia jyvdsid (myeloperoksidaasi), spesi-
fisia jyvasia (vitamiinia B12 sgsitova proteiini) ja solukalvoa
(emasfosfataasi). Kuten kuviosta 1 voidaan havaita, menetelma
johti naiden kolmen ocsaston tehokkaaseen erottumiseen toisis-
taan. Atsurofiiliset jyvaset eivdt osoittaneet mitdsan spesi-
fista jyvasista tai solukalvosta aiheutuvaa kontaminoitumista.
Spesifiset jyvaset eivat olleet solukalvojen kontaminoimia,
mutta niissd o0li kylla hieman atsurofiilisten jyvasten ai-
heuttamaa kontaminaatiota, mitd osoittaa se, ettd tassa pii-

kissd on lasnad 10 % myeloperoksidaasista.

Bakterisidinen aktiivisuus, joka egaatiin uuttamalla soluja-

keet pH-arvossa 2,0, jakautui taulukossa 1 esitetylla tavalla.
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Taulukko I

Bakterisidisen tekijan (BF) sijainti ihmisen neutrofiileissa

a b
Puhdistusvaihe Tilavuus Proteiinia K.U. S.A. Saanto
(ml)> (mg/ml) (%)
Kavitaatti g, 0,6 1500 2500 100
Pelletti 2,0 6,6 450 750 6
c
Sid 8,8 0,46 1280 2780 a7
S2 8,0 0,26 6,5 25 0,8
Y (solukalvo) 3,0 0,13 4,0 30 0,4
B (spesifiset
Jjyvaset) 3,0 0,21 2,5 12,5 4,5
0 (atsurofiiliset
Jjyvaset) 3,0 0,20 1430 7140 86

Tappavan aktiivisuuden yksikkoa

b

Ominaisaktiivisuus (KU/mg proteiinia)
c

Tumienulkoinen emaliuos
d

Sytosoli

Suurin osa kavitaatin aktiivisuudesta oli lasna tumienulkoi-
sessa emdliuoksesgsa (854). 6 % aktiivisuudesta liittyi tuma-
Jakeeseen johtuen luultavasti muutamien jyvasten tarttumises-—
ta tumiin. Bakterisidisen tekijan sijaintia jyvasjakeessa
osoitti lisadaksi ominaisaktiivisuus, joka o0li kaksinkertainen

verrattuna fraktiocoimattoman kavitaatin ominaisaktiivisuuteen.
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Kuten kuviosta 1 ilmenee, o0li yli 90 % bakterisidisesta teki-~
jastd lasna atsurofiilisten jyvasten jakeessa. Spesifisten
jyvdsten jakeessa oleva pieni aktiivisuustaso saattoi johtua
atsurofiilisten jyvdsten 10-prosenttisesta kontaminaatiosta,
joka havaittiin myeloperoksidaasimaaritvksella (ks. kuvio 1),
Todellakin noin 10 kertaa enemman spesifisten jyvasten jakeen
proteiinia kuin atsurofiilisten jyvdsten jakeen proteiinia
tarvittiin tuhocamaan 50 % bakteereista (ikkuna kuviocssa 1).
Jotta saataisiin selville bakterisidisen tekijadn (BF) sijain-
ti HL60-solujen alajakeissa, DFP:11a kasitellyt HL60-solut
fraktioitiin samoin, kuin DFP:11a kasiteltyjen neutrofiilien
kohdalla on gselostettu., Jokaisesta Percoll-gradientin jakees-
ta analysoitiin bakterisidinen ja fungisidinen aktiivisuus.
Kuten kuviosta 2 voidaan havaita, HL60-solujen jyvasprofiili
eroaa neutrofiilien Jjyvasprofiilista, mikd mahdollisesti hei-
Jjastaa sita, etta HL6O0-solut ovat erilaistumattomia neutro-
fiilien prekursorisoluja. Bakterisidinen ja fungisidinen ak-
tiivisuus olivat korkeimmat jakeissa 20 - 22. Namad jakeet

vagtasivat myds korkeimpia myeloperoksidaasiaktiivisuuksia.

Bakterigsidisten tekiijoiden vhtevs kalvoon

Jotta saataisiin paikannetuksi atsurofiileistada johdetun bak-
terisidisen tekijan (ADBF) sijainti neutrofiilien atsurofii-
lisissa Jjyvasissa, ehjat puhdistetut jyvaset lysoitiin neut-
raalissa pH:ssa kayttamd&lla toistettua jaadytys-sulatusta ja

sonikointia.

Rikotut jyvaset sentrifugoitiin ja Jjyvadsten liukoinen sisus
erotettiin peleltoituneista jyvasten kalvoista, Naissia olo-
suhteissa yli 90 % beeta-glukuronidaasista ja myeloperoksi-
daasista loytyi emdliuosjakeesta (tuloksia el ole piirretty
esiin), Sen sijaan 98 % ADBF:std o0li yhteydessd atsurofiili-
kalvoihin, kuten kuviosta 3 ilmenee. HL60-solujen epapuhtai-
den jyvasuutteiden tarkastelu osoitti myos sitada, ettada bakte-

risidinen tekija (BF) on yvhteydessa kalvoon (tulocksia ei ole

piirretty esiin).
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Useiden eri aineiden kykyda vapauttaa ADBF atsurofiilikalvois-
ta tutkittiin myos. ADBF-aktiivisuus mitattiin emdaliuoksesta
ja atsurofiilikalvojen sentrifugoinnilla saatu pelletti kasi-
teltiin puskureilla, Jjoiden pH vaihteli. Kuviosta 4 ilmenee,
etta alle 10 % ADBF-aktiivisuudesta vapautui kalvosta pH-
alueella 5,0 - 7,0, 50 % pH:ssa 4,0 ja 100 % pH-alueella 2,0
- 3,0. Bakterisidisen tekijan uutto ehjista atsurofiilisista
jyvasista noudatti samaa pH-kdyraa (tuloksia ei ole piirretty
esiin), Sitten testattiin muita aineita, joita tavallisesti
kaytetaan kalvojen sisaltamien ulkoisten ja rakenteellisten
proteiinien liuottamiseen (ks. taulukko Il jaljempana)l. 50
mikrolitraa atsurofiilikalvoja (0,5 mikrogrammaa proteiinia/
mikrolitra) inkuboitiin 25°C:ssa 40 minuuttia 200 mikrolit-
rassa kutakin edelld mainituista aineista. Sen jalkeen sent-
rifugoitiin 20 minuuttia kiihtyvyydellda 10 000 x g <4OC), ema-—
liuokset otettiin talteen, dialysoitiin 0,05 M sitraattia, pH
5,5, vasten ja proteiini ja bakterisidinen aktiivisuus mitat-
tiin. Pelletit pestiin 3 kertaa jdakylmalla 0,05 M fosfaatil-
la, pH 7,0, inkuboitiin 40 minuuttia 250C:ssa 0,05 M glysii-
nin, pH 2,0, kanssa, sentrifugoitiin ja emdliuoksista mitat-
tiin proteiini ja tappava aktiivisuus. Atsurofiilisten kalvo-

jen Triton X-114-kasittelyssad noudatettiin julkaisussa (19)

selostettua menetelmaa.
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Taulukko I1

PH:n ionivahvuuden ja eri pinta-aktiivisten aineiden

vaikutus ADBF:n vapautumiseen atsurofiilikalvosta

Atsurofiilikalvojen Emaliuckseen Pellettiin

kdsittelyssd kaytetyt vapautuneen Jjdaneen

aineet: materiaalin materiaalin
bakterisidinen bakterisi-
aktiivisuus sidinen

aktiivisuus

Puskuri Lisdaineet (tappavaa (tappavaa

vksikkod) vksikkoay

0,05 M glysiini
pH 2,0 - 1430 410

0,05 M sitraatti
pH 5,5 - 20 1180

0,1 M natrium-

bikarbonaatti,
pH 11,0 - Z10 1100

0,06 M fosfaatti
pH 7,0 2 M NacCl {10 820

Ei mitaan 6 M urea <10 1310

0,05 M fosfaatti

pH 7,0 1 % Triton X-100 1310 {10

a c
0,01 M Tris 0,15 M NaCl 170 N/A
pH 7,4 0,05 % Triton b

X-114 12060
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a
vesifaasi
b
pinta-aktiivigen aineen faasi
c

el sovellu

Taulukosta II voidaan havaita, ettd atsurofiilisten kalvojen
kasittely l1-prosenttisella Triton X-100:11la vapautti ADBF-
aktiivisuutta yhta tehokkaasti kuin happo. Sitd wvastoin ei
6 M urea eika 0,1 M natriumbikarbonaatti, pH 11, vapauttanut

bakterisidista tekijdaa jyvéasen kalvosta.

Triton X-144:3a8 on kaytetty eristettyihin kalvoihin tai koko-
naisiin soluihin kalvojen rakenteellisten proteiinien erotta-
miseen hydrofiilisista proteiineista; hydrofiiliset proteii-

nit saadaan talteen vesifaasissa, kun taas amfifiiliset kal-

voon integroituneet proteiinit loytyvat pinta-aktiivisen ai-

neen faasista sen jalkeen, kun tamida pinta-aktiivinen aine on

erotettu 200C:ssa tai korkeammassa lampdtilassa faasinerotuk-
sella (19,20). Kun atsurofiilikalvot uutettiin Triton X-

144:11a, 87 % ADBF:s8t3d erottui pinta-aktiivisen aineen faa-

siin.

Atsurofiileistd johdetun bakterisidisen tekiidn (ADBF) in

vitro—aktiviisuus riippuu atsurofiilikalvosta vapautumisesta

Atsurofiilikalvot kasiteltiin pH-arvossa 2,0, joka liuottaa
ADBF:n, tai pH-arvossa 5,5, joka edustaa lysosomiensisaista
pH:ta (21 - 23), mutta ei wvapauta ADBF:338 kalvosta (ks. kuvio
4), Sitten bakterisidinen aktiivisuue mitattiin pH-arvossa

5,5 kokonaisista kalvoista sekd emdliuos- ja pellettijakeista,
Jotka o0li saatu sentrifugoimalla kalvoista, jotka oli kasi-
telty kummassakin pH-arvossa. pH-arvossa 5,5 kadsitellyista
kalvoista saadun ADBF:n (kalvoon sitoutunut ADBF, atkiivisuus
1 tappava yksikko) aktiivisuus oli 1/10 pH-arvossa 2,0 kasi-

tellyista kalvoista saadun ADBF:n aktiivisuudesta (liukoinen
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ADBF; aktiivisuus 11,6 tappavaa vksikkoad). Bakterisidinen ak-
tiivisuus voitiin saada lahes taydellisesti talteen pH-
arvossa 5,5 kdsitellyista kalvoista, kun ne uutettiin uudel-

leen pH-arvossa 2,0 (ks. taulukko II edellad).

Annoksgsen, aijan, bakteerin kasvuvaiheen ja puskurin wvaikutus

ADBF-aktiivisuus o0li lineaarinen suhteessa proteiinikonsen-
traatioon alueella 0,3 - 30 mikrogrammaa/ml (kuvio 1 sekd muut
tulokset, Jjoita ei ole esitetty kuvissa). Bakteeripi%oisuuden
vaikutus on esitetty kuviossa 5: aina lukumdaradan 10 baktee-
ria/ml voitiin bakteerit tappaa maaralla 30 mikrogrammaa/ml

o
ADBF :88 sisaltavasa uutetta 30 minuutissa 37 C:ssa. Tuhoutumi-

nen oli nopeata: 50 % soluista kuoli 5 minuutissa 37OC:ssa
kaytettaessa sellaista atsurofiilisten jyvasten uutetta, joka
gigdlsi 1,4 mikrogrammaa proteiinia/ml (kuvio 6). Kokeessa
inkuboitugjen bakteerien fysiologinen tila ei vaikuttanut nii-
den alttiuteen ADBF:n suhteen. Ndin ollen eksponentiaalisessa
kasvuvaiheesgsa Ja stationaddrisessd kasvuvaiheessa olevat bak-
teerit olivat yhta herkkia. Glukoosin (20 mmoolia/l) lisd&ami-
nen inkubointivaliaineeseen ei vaikuttanut ADBF-aktiivisuu-
teen. ADBF:n tappava aktiivisuus o0li suunnilleen sama, kun

puskurina kadytettiin sitraattia, asetaattia tai fosfaattia

(tuloksia ei ocle egitetty).

pH:n ja kahdenarvoisten kationien vaikutus

Koska on osoitettu, etta fagosomit saavuttavat nopeasti pH-
arvon 5,5 ja pitavadt sitada ylla tappaessaan bakteereita solun-
gsisdisesti in vivo (21 - 23), pH:n vaikutusta ADBF:n ja BF:n
bakterisidiseen aktiivisuuteen tutkittiin in vitro. ADBF ja
BF olivat tehokkaita laajalla pH-alueella (5,0 - 8,0) (kuviot
7 ja B8 vastaavasti). Alustoja, jotka olivat happamampia kuin
pH 5,0, Jja jotka siis ovat bakterisidisia per se, ei voitu

kayttaa ADBF:n tappavan vaikutuksen testaamiseen.
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2+ 2+
Koska ionit, kuten Mg ja Ca ovat oleellisen tarkeita fago-

syyttisissd prosesseissa (24) ja vaikuttavat myds gram-
negatiivisten bakteerien pintaominaisuuksiin (2%), myods nai-
den jionien vaikutusta égBan ja BF:n bakterisidiseen aktiivi-
suuteen tutkittiin., Mg -ionit antagonisoivat, %Etta eivat
taydellisesti salvanneet ADBF-aktiivisuutta. Mg -ionien vai-
kutus o0li maksimaalinen pitoisuudessa 1 mmoolia/l niin, etta
bakterisidinen aktiivisuus aleni 25 %illa (tuloksia ei ole
esitetty kuvioissga). Sita vastoin Ca -ionit inhiboivat kai-
ken ADBF- ja BF-aktiivisuuden konsentraatioissa 25 mmoo-
lia/l1 ja 20 mmoolia/l (kuviot 9 ja 10 vastaavasti). Bakteri-—
sidisen aktiivisuuden vaheneminen oli karkeasti ottaen 1li-
neaarinen kalsiumkonsentraatioalueella 1 - 25 mmoolia/l., Kos-
ka naissa kokeissa kaytetty vdliaine sisdaltédada sitraattia, jo-
ka kelatoi kahdenarvoisia kationeja, vapaiden kationien kon-
sentraatio liuoksessa on alempi kuin nimellinen konsentraatio,
Sitraatti ei kuitenkaan sido merkittavia maddrid magnesiumia
eikda kalsiumia matalassa pH:ssa (26), EDTA:n (1 - 25 mmoo-
lia/s1l) lisdaminen inkubointivdliaineeseen (kelatoimaan katio-
neja) ei vaikuttanut ADBF- eikd BF-aktiivisuuteen (tuloksia
ei ole esitetty kuvioissa), Natriumkloridi inhiboi konsent-
raatiossa, joka o0li 0,3 moolia/l tai enemman (kuvio 11). Nat-
riumkloridi tai kaliumkloridi ei inhiboinut ADBF-aktiivi-
suutta fysiologisina konsentraatioina, kun ADBF-konsentraatio

0li 2,8 mikrogrammaa/ml tai suurempi.

Atsurofiileista ijohdetun bakterisidisen tekiijan (ADBF)

bakteereja tappavan vaikutuksen spektri

ADBF tappaa Bekd gram-positiivisia etta gram-negatiivigia

bakteereita (ks. taulukko III).
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ADBF:n bakteerientuhoamisspektri

Organismi

Kanta tai tyyppi ADBF-aktiivisuus

Staphylococcus aureus S27 +
Staphylococcus aureus 450 +
Staphylococcus aureus TSS-1 +
Staphylococcus aureus TSS-2 +
Streptococcus pneumoniae Tyyppl II11 -
Streptococcus pneumoniae Tyyppi II +
Streptococcus pneumoniae R6 +
Listeria monocytogenes 450 +)
Pseudomonas aeruginosa PAC +
Pseudomonas aeruginosa PAO 103-0 +
Salmonella typhimurium LT2 +
Escherichia coli K12 MC 4100 +

ADBF-aktiivisuus luokitellaan mikrogrammoina/mlsatsurofiili—

uutteen proteiinia,
o]

joka tarvitaan tappamaan 10 bakteeria

30 minuutissa 37 C:ssa: +, 0,1 - 0,3 /ug/ml; (+), 1 -

2,5 /ug/ml;

T

20 /ug/ml.

Kliiniset eristeet,

Jjotka oli saatu kahdelta potilaalta,

joilla o0li toksisen shokin oirevhtyma.
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Gram-positiivisia bakteereita, jotka kuolivat ADBF:n vaiku-
tuksesta, olivat erilaiset Staphylococcus aureus-kannat (kak-
s8i eristetta potilaista, joilla oli toksisen shokin oireyhty-
mad), beeta-hemolyyttiset streptokokit (lukuunottamatta tyyp-
pida IIl1 olevaa kapseloitunutta Streptococcus-bakteeria) ja
Jjossakin maarin Listeria monocytogenes. Kaikki testatut gram-

negatiiviset bakteerit kuolivat yhta tehokkaasti kuin E. coli.

Atsurofiileista iohdetun bakterigsidisen tekijan (ADBEF)

fungisidinen aktiivisuus

Kuviosta 12 ilmenee, ettda ADBF:113a on fungisidista vaikutusta

alueella noin 3,0 mikrogrammaa/l - noin 16,0 mikrogrammaa/ml.

Atsurofiileista johdetun bakterisidisen tekiijdn (ADBF)

puhdigtus

ADBF-uutteelle suoritettu kadnteisfaasi-HPLC (RPHPLC) tuotti
toistettavissa olevan profiilin, joka sisdlsi vdhintaan 9
tunnusomaista piikkia, joista jotkin esiintyvat dubletteina
(ks. kuvio 13A)>. Kun jokaisesta jakeesta poistettiin kaan-
teisfaasiliuottimet kuivaamalla Jja jaannos uudelleensuspen-
doitiin ja analysoitiin, voitiin tunnistaa kaksi aktiivisuus-
piikkid, jotka on merkitty vinoviivoituksella kuvioon 13A.
Ensimmainen aktiivisuuspiikki peittaa kaksi suurta UV-piikkia
Jjotka on nimetty piikeiksi 5 ja 6, ja toinen aktiivisuuspiik-
ki liittyy vyhteen UV-piikkiin, joka on nimetty piikiksi 9.
Piikin 5 aminohapposekvenssi paljasti kaksi proteiinia, jois-
ta toisen sekvenssi edusti lysotsyymida (5a) ja toisen (5b) N-
terminaalinen sekvenssi on esitetty kuviossa 14. Piikki © si-
sdlsi yhden ainocan uuden sekvenssin, jolla o©li homologiaa
trypsiinin superperheen kanssa (ks., kuvio 14)., Piikki 9 si-
sdlsi vahintadn kaksi proteiinia, jotka oclivat 9a ja 9b, ja

Joiden sekvenssit on esitetty kuviossa 14.
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Koska sekvenssit 5b ja 9b ovat identtiset, ja koska molemmat
sekvenssit ovat vhteydessd bakterisidiseen aktiivisuuteen,
hakijat arvelevet, ettda t8mad sekvenssi yhdessd sekvenssin 9a

kanssa on vastuussga tallaisesta bakterisidisesta aktiivisuu-

desta,

ADBF-aktiivisuus puhdistettiin osittain molekyylimassa jakau-
tumaan perustuvalla ekskluusiokromatografialla kayttamdalla
Bio-Sil TSK-125-pylvastd (ks, kuvio 15>, Fungisidinen ja bak-
terisidinen aktiivisuus eluoituivat pylvaidstd vhdessa kahtena
aktiivisuuspiikking, Joista padpiikki eluoitui alueella 50 -
60 kD (jakeet 31 ja 32) ja pienempi piikki alueella 10 ~ 20 kD
(jae 42)., TSK-ekskluusiokromatografiassa kdytetty ldhtdmate-
riaali (ADBF) ja TSK-ekskluusiockromatografialla saadut jakeet
analysoitiin polyakryyliamidigeelielektroforeesilla (15 %),

Jjonka tulos on esitetty kuviossa 16.

50 - 60 kD:n ekskluusiopiikille (jakeet 31 ~ 32) suoritettu
kdaanteisfaasi-HPLC tuotti 2 aktiivisuuspiikkiad, jotka olivat
piikit 4, 5 ja 6 kattavaan alueeseen liittyva vahaisemman ak-
tiivisuuden piikki ja piikkiin 9 liittyva padaktiivisuuden
piikki {(kuvio 13B). Piikin 4 aminohappojarjestyvksen maaritys
osoittaa identtisyytta ihmisen katepsiini G:n kanssa (ks. ku-
vio 14), Piikki 8 vastasi yhtd ainutta N-terminaalista sek-
venssia, joka on merkitty 8A:ksi kuviossa 14. Puhdistetun
piikin 9a aminohappokoostumus on esitetty seuraavassa taulu-

kossa 1V,

Taulukko IV

Puhdigstetun piikin 9a aminohappoanalyysi

Aminochappo Mooli-%
Asp 7,3
Glu 7,4

Ser 8,8
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Gly 7,3
His 1,8
Arg 4,7
Thr 4,2
Ala 11,2
Pro 6,2
Tyr 2,6
Val 8,1
Met 2,5
Ile 5,1
Leu 10,4
Phe 5,5
Lys 7,3

Piikin 9 SDS-PAGE-analyysi (10 %) osoittaa, etta pasgproteiini-

vyohykkeen molekyylimassa on noin 54 000 daltonia <(kuvio 17)

10 - 20 kD:n ekskluusiopiikille (jae 42) suoritettu kaanteis-
faagi~-HPLC tuotti yhden ainocan aktiivisuuspiikin, joka 1iit-
tyi piikkiin 5 (kuvio 13C), ja jolla oli yksi ainut N-termi-
naalinen sekvenssi, joka oli identtinen S5b:n (kuvioc 14) kans-
ga. Piikin 5 SDS-PAGE-analyysi paljasti yhden ainoan vyochyk-
keen, jonka ndenndinen molekyylimassa o0li 13 000 daltonia <(ks.

kuvio 18).

TSK-ekskluusiokromatografialla saatiin aikaan parempi erotus-
kyky, kun kaytettiin puskuria, jossa o0li 50 mM glysiini&a, pH
2, Jja 500 mmoolia/1l NaCl (ks, kuvio 21), Ndissd olosuhteissa
saavutettiin 54 kD:n vyohykkeen lahes tdydellinen erottuminen
29 kD:n vydhykkeista, Aktiivisuusprofiilit osoittivat, etta
54 kD:n proteiinilla (jakeet 34 - 36) o0li vain bakterisidista
aktiivisuutta eika lainkaan fungisidista aktiivisuutta. Alue,
Joka sisdlsi pdaasialligsesti kaksi proteiinia, joiden mole-
kyylimassat olivat vastaavasti 13 kD ja 18 kD (jakeet 42 -
45), sisdlsivat suurimman osan fungisidisesta vaikutuksesta
Jja lisaksi bakterisidista aktiivisuutta. Kuvio 22 esittas

naiden kahden eri Jjakeen SDS-PAGE-tuloksia.
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HL60-soluista johdettu bakterisidinen tekija (BF)> puhdistet-
tiin jyvasistd (keratty talteen Percoll-gradienttisentrifu-
goinnin jadalkeen) TSK-ekskluusiokromatcgrafialla ja kadadnteis-
faasi~-HPLC:11a, joita on selostettu ADBF:n vhteydessida. Kaan-
teisfaasi-HPLC (kuvio 19) paljasti aktiivisuuspiikin, joka
sekvenssianalyysin mukaan vastasi sekvenssia Sa <(kuvio 14)

sisadaltaen kontaminaationa hieman elastaasia (piikki 8).

Ihmisen HL60~cDNA-kirjastot seulcottiin koettimella, joka oli
Johdettu sekvenssistd, joka vastasi piikin 5b aminohappoja

31 - 35, kuten edellid on selostettu. 16 kloonia puhdistettiin
indusoidusta kirjastosta plakkien avulla. Kukin klooni kat-
kaistiin Sau3a-entsyymilld ja fragmentit sijoitettiin yksisai-
keiseen faasiin M13, Faagit seulcottiin hybridisoimalla
l4-meerikoosteen kanssa ja positiiviset M13-faagit sekventoi-
tiin kayttamalla julkaisussa (43) kuvattua dideoksiket junkat-
kaisumenetelmda., Yksi naista klooneista, P-7, sigdalsi sek-
venssin, Jjoka sopi tarkalleen yhteen proteiinin sekvenssin
perusteella ennustetun sekvenssin kanssa aminohappojen 13 ja
14 valissa olevaan kohtaan asti, johon vadliin o0li sijoitettu-
na synteettinen oligonukleotidi. Klooonin P-7 EcoRI-fragmen-
tilla seulottiin indusocimaton kirjasto uudestaan, ja nain
saatiin eristetyiksi 8 cDNA-kloonia. Yksi ndista klooneista,
P-FL2, sijoitettiin Mi13-vektoreihin ja sekventoitiin. Mycs
toinen c¢DNA-klooni (P-FL1) sekventoitiin. Se oli identtinen
PFL2:n kanssa paitsi, ettd sen 5 -paa alkoi kohdasta, joka oli

43 emasparin padsséd kloonin P-FL2 5’ -pdasta.

Molemmat kloonit (P-FL1 ja P-FL2) sigdltavat avoimen lukuvai-
heistuksen, joka koodittaa 220 aminohappoa ennustetun mole-
kyyvylimassan ollessa 24 823 (kuvio 20), Lasnd on typpeen si-
toutuvan glykosyloitumisen kohta (Asn-85), joka saattaa joh-
taa suurempaan molekyyliin., Tahteet Thr100—11e144vastaavat
tarkalleen piikille 5b saatua aminoterminaalista sekvenssia.
Molekyylin C-terminaalisen osan (Thr105— Tyrzzo) odotettu
molekyylimassa on 12 867, joka vastaa piikin 5b odotettua

nédenndista molekyylimassaa SDS-PAGE-analyysin mukaan.
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Tarkastelua

Hirschin suorittamista varhaisista tutkimuksista (27 - 29)
lahtien on selostettu useita neutrofiileihin liittyvid bakte-
risidisia proteiineja, jotka joissakin tapauksissa on eris-
tetty (7, 18, 30 - 34). Naiden tai muiden ihmisen neutrofii-
leistd johdettujen bakterisidisten proteiinien sijaintia so-~
lujen eri alajakeissa ei ole tahd&n mennessid sgelvitetty. Kuten
esilla olevassa selostuksessa on mainittu, ihmisen neutrofii-
1it k&asiteltiin DFP:lla proteolyysin estamiseksi, Nama kasi-
tellyt neutrofiilit fraktioitiin kadyttamalla periaatetta, jo-
ka Jjohtaa sytosolin, solukalvon, spesifisten jyvasten ja at-—
surofiilisten jyvasten selv&dan erottumiseen toisistaan niin,
etta proteolyysi o0li mahdollisimman vahdistid tai jyvasten
eheys Ja tiheys sailyivdt mahdollisimman tarkkaan. ADBF:n uu-
ton ja madrityksen optimaaliset olosuhteet madritettiin: ADBF
uuttui maksimaalisesti pH-alueella 2,0 - 3,0 ja sen paras
madaritys-pH oli 5,5 (fagolysosomaalinen pH). Kaikki solun
ogastot seulottiin naisssd olosuhteissa ja havaittiin, etta
suurin osa bakterisidisesta aktiivisuudesta (97 %) liittyi
tumienulkoiseen emdliuokseen (Sl) ja noin 90 % aktiivisuudes-
ta seurasi atsurofiilijyvaspopulaation kanssa, kun S1 sentri-
fugoitiin Percoll-tiheysgradienteissa. Sytosolijakeessa tai
solukalvojakeessa ei ollut merkittavaa aktiivisuutta. Spesi-
fisten jyvasten osocittama pieni aktiivisuustaso (5 - 10 %>
voitiin katsoa johtuvaksi taman jakeen kontaminoitumisesta

5 - 10 %:11a myeloperoksidaasipositiivisia atsurofiilisia jy-
vasia. Tuloksista ilmeni vain vksi sijaintipaikka ihmisen
neutrofiilien bakterisidiselle tekijdlle (BF) ja se oli atsu-

rofiilinen Jjyvanen.

Naita tuloksia tukee se, ettd ihmisen neutrofiileista l&vytvyi

vksi ainut sijaintipaikka ADBF:1lle niin, ettsd bakterisidinen

aktiivisuus sijaitsi vain suuressa, myeloperoksidaasipositii-
visessa Jjyvaspopulaatiossa (35). Lisdksi kirjallisuudesta

loytyy maininta siita, ettd yvksi neutrofiileistd johdetuista
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bakterisidisista tekijoista (BPI) voidaan saada talteen (80 %)
atsurofiilisid Jyvasia sisaltavistda solujakeista (36). Sita
vastoin Rest et al. (37) ovat loytdneet bakterisidisen teki-
jan ihmisen neutrofiilien sekada atsurofiilisistd ettd spesifi-
sista jyvasista. Koska he kayttivat erilaista fraktiointitek-
niikkaa (homogenointi sakkaroocsissa ja isopykninen sentrifu-
gointi sakkarocositiheysgradienteissa) sekad erilaisia uutto-

ja mittausmenetelmia, heidan tuloksensa eivat ole suoraan

verrattavissa tassa selostettuihin tuloksiin.

ADBF on yhteydess& atsurofiilikalvoon. Kun atsurofiiliset jy-
vaset lysoitiin neutraalissa pH:ssa, joka liuotti 80 % myelo-
peroksidaasista, 90 % ADBF:sta jai kalvopellettiin. Kaikki
kalvoon liittyva ADBF voitiin uuttaa pH-arvossa 2,0 ja saada
liuosmuotoon, kun hapolla kadsitelty kalvo sentrifugoitiin
pois., Mahdollisia selityksid hapon liuottavalle vaikutukselle
ovat: (1) happo indusoi proteolyyttisen tapahtuman; (2) happo
indusci konformaatiomuutoksia, jotka rikkovat ADBF:n ja jyva-
sen kalvon valisen yvyhteyden; tai (3) happo muuttaa ADBF:n ja
kalvon valilla vallitsevaa varausvuorovaikutusta. ADBF:n
liuottamiseen ei aivan valttamatta tarvittu matalaa pH:ta.
Triton X-100 kvkeni myds neutraalissa pH:ssa vapauttamaan
ADBF:n. Aineet, joita vleisesti kdytetiasn perifeeristen kal-
voproteiinien liuottamiseen, kuten 2 M NaCl, 6 M urea tai

0,1 M natriumbikarbonaattti, jonka pH on 11, eivadt kyenneet
dissosioimaan ADBF:83 atsurofiilikalvosta, Tama viittaa siihen
etta ADBF on tiukasti liittynyt atsurofiilikalvoon tai muo-
dostaa sen rakenteeseen kuuluvan osan. Itse asiassa, kun at-
surofiilikalvoja kdsiteltiin Triton X-144:114, ADBF kayttavytyi
kuten kalvon rakenneosa sikali, ettd8 se hakeutul pintaaktii-

visen aineen faasiin.

Kantaa otetaan myds siihen kysymykseen, onko bakterisidisen
tekijdn vapautuminen kalvosta tarpeen bakterisidisen aktiivi-
suuden i1lmenemiseksi., Kalvoon sitoutuneen ADBF:n aktiivisuus

oli 1/10 liuenneen ADBF:n aktiivisuudesta, mikd viittaa in
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vitro-olosuhteissa ADBF:n liucsmuodossa olemisen ja aktiivi-
suuden valiseen yvhteyteen. ADBF:n in vivo-aktivoitumisen me-

kanismia ei vielad tunneta.

Tassa selostettujen paikannustulosten perusteella siis kay-
tettiin ADBF:n lahteend ehjia, puhdistettuja atsurofiilisii
Jyvasia ja niiden ominaisuuksia tutkittiin. Ta&ma& on muuta
kuin aiemmissa toteutuksissa, joissa bakterisidiset proteii-
nit saatiin heterogeenisesta, jyvdsten suhteen rikastetusta
Jakeesta uuttamalla hapolla pitkaan (7, 18, 31) niin, ettei
lasna ollut proteaasien inhibiittoria (7, 31). ADBF muistut-
taa joitakin aiemmin selostetuista bakterisidisigta proteii-
neista siind, etta se on hapolla uuttuvaa ja yhteydessa jyva-
siin. Erityisesti on ADBF:114 monia kanin neutrofiileista
johdetun fagosytiinin ominaisuuksia (28, 29, 38): (1) Tes-
tauksessa kdytetyn vdliaineen muutoksilla, kuten puskurin
vaihtamisella, glukoosin lisdadmisgselld tai metalleja sitovan
aineen lisdamiselld on vain vahainen vaikutus ADBF:n bakteri-

sidiseen aktiivisuuteen; ja (2) sen tghoavazvaikutus ei edel-
+ +

lyttanyt kahdenarvoisia kationeja (Mg , ga ) (suurina pitoi-
+
suuksina namd ionit antagonisocivat tai Ca n tagauksessa in-
+
hiboivat bakterisidisen aktiivisuuden t&dysin, Ca 'n ~IDgy oli

10 mmoolia/l). Kuten fagosytiini, oli myods ADBF aktiivisempi
matalassa pH:ssa (5,0 - 5,5), joka on arvioitu fagolysoso-

maalinen pH, kun bakteerit tuhoutuvat solunsisaisesti.

ADBF ercaa muista kirjallisuudesssa mainituista, neutrofii-
leistd johdetuista mikrobeja tuhoavista proteiineista monin
tavoin. ADBF on aktiivinen laajalla pH-alueella niin, etta

sen optimaalinen aktiivisuus ilmenee pH-arvossa 5,5, ja se on
suhteellisen epsdaherkkada korkealle ionivahvuudelle. Tami on
toisin kuin bakteerien ladpdisevyytta lis&ddavdalld tekijalla
(BPI>, Jjonka aktiivisuusoptimi on pH-arvossa 7,0, ja defen-
siineilla, jotka vaativat tarkalleen pH-aluetta 7,0 - 8,0 seka
alhaista ionivahvuutta ollakseen bakterisidisesti aktiivisia
(7, 31, 34, 35>, Mikrobeja tuhoavan spektrinsida puolesta ADBF

eroaa puhdistetuista tekijoistda, kuten BPI:std tai mikrobeja
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tuhoavista kationisista proteiineista, jotka ovat aktiivisia

vain gram-negatiivisten bakteerien suhteen (18, 31, 34).

ADBF on eritgéin aktiivista: 0,1 - 0,3 mikrogrammaa/ml kyvkeni
tappamaan 10 bakteeria per ml, kun testeissad kaytettiin mo-
nenlaisia organismeja (gram-negatiivisia Jja gram-pogitiivisia
bakteereita), Gram-negatiivisten bakteerien suhteen spesifi-
8il1ld puhdistetuilla tekijoilla, kuten BPI:11a (31, 44> ja 57
kD:n suuruisella mikrobeja tuhoavalla kationisella proteii-
nilla (18) on ADBF:d8&n verrattava aktiivisuus, kun taas muut,
kuten defensiinit, nayttavat olevan aktiivisia vain suurem-
missa konsentraatiocissa (50 mikrogrammaa/ml) seka gram-—
positiivisten etta gram-negatiivisten bakteerien suhteen (7,
34>, Lisaksi ADBF tappaa bakteereita nopeasti: yli 50 % tu-
houtuminen saavutetaan 5 minuutissa. ADBF:n tuhoava vaikutus
el myoskaan nayta olevan yhteydessa vetyperoksidista riippu-
vaisiin systeemeihin, koska katalaasi (500 yksikko&/ml) ei
vahenna sen aktiivisuutta merkittavasti (tuloksia ei ole esi-
tetty), ja koska yli 90 % myeloperoksidaasista vapautuu liu-

koiseen jakeeseen, kun kalvo—-ADBF eristet&dian.

ADBF:1le sucritettu kaanteisfaasi-HPLC-maaritys paljastaa 9
padproteiinipiikkia, Jjotka sisdltdavat vahintaan 10 eri poly-
peptidia. Useat sisdltavat aminoterminaalisia sekvensseja,

jotka ovat identtisia ennestaan tunnetuissa polypeptideissa

tavattujen kanssa:

Piikki 1 Defensiini

Piikki 4 Katepsiini G

Piikki 5a Lysotsyymi

Piikki 8 Elastaasi

Piikki 8a Bakterisidinen ladpaisevyytta

lisadavad proteiini (BPI)
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Aktiivisuusprofiileissa, jotka saatiin atsurofiilijyvasuut-
teen kdanteis-HPLC-jakeille sekd osittain puhdistetulle
ADBF:1le, liittyi E. colia tappava vaikutus piikkeihin 5b ja
9a. N&din ollen voidaan tunnistaa kaksi puhdistettua polypep-
tidida, Jjoilla on selvasgti ercotettavat aminoterminaaliset sek-
venssit. BPI, kuten kirjallisuudessa on selostettu (31, 44),

on aktiivinen vain gram—-negatiivisten bakteerien suhteen.

Piikista 5b johdetusta aminohappojarjestyvksesta kloonattiin
uusi tadyspitka cDNA, joka koodittaa 220 aminohapon polypepti-
dia, jonka ennustettu molekyylimassa on 24 823. Tamid proteii-
ni edustaa piikin 5b edustaman 13 kD:n polypeptidin prekur-
soria, joka saattaa prosessoitua neutrofiilissa tai puhdis-
tuksen aikana. Se, ettda piikin 5b sekvenssi ilmenee myds pii-
kissa 9 (nimeltdaan sekvenssi 9b kuviossa 14) voidaan selittaa
eri tavoin: 1) hajoaminen C-pa&ssa; 2) erot konformaatiocissa;
tai 3> N-terminaalisesti salpautuneen prekursorin prosessoi-

tuminen pylvaan jalkeen.

Koska kypsid polymorfonukleaarisia leukosyyttejda ei voida
kasvattaa pitkddn socluviljelmdnad, tutkittiin neutrofiilien
prekursorisolujen kayttod bakterisidisten tekijoiden tuotan-
toon. HL60-soluista johdetun bakterisidisen tekijan (BF) tut-
kimus paljasti erilaisen jyvasprofiilin, kuin neutrofiileistsa
saatiin, kun erotus suoritettiin Percoll-gradienteissa. Lasna
0li kuitenkin sellainen bakterisidisen tai fungisidisen ak-
tiivisuuden piikki, joka asettuili pdallekkdin myeloperoksidaa-
siaktiivisuuspiikin kanssa (kypsien neutrofiilien sisdltamien
atsurofiilisten jyvasten merkki). HL6O-soluista johdetun BF:n
Ja ADBF:n aktiivisuudet ovat oleellisesti ottaen identtiset,
mitda tulee voimakkuuteen (nanogrammoja per ml vaaditaan tu-
hoamaan tietty bakteerimdaara), pH-aktiivisuusprofiiliin,
herkkyyteen CaCl,:1lle, vaeltamiseen Superose 12 FPLC-ekskluu-
siockromatografiassa sekda olemiseen yhteydessa kalvoon. Nain
ollen bakterisidisen tekijan (BF) tuottaminen HL60-socluista
tarjoaa vaihtoehtoisen keinon tuottaa suuria mddrid bakteri-

sidista tekijaa (BF) kaupallisiin kayttotarkoituksiin.
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Patenttivaatimukset

1. Mikrobin vastaisena aineena kayttokelpoinen aineseos,
tunnettu siitd, ettad se sigdaltiaa vahintaan kahta polypepti-
dia, Jjotka on valittu ryhmasta, johon kuuluvat sellaiset ih-
misen polymorfonukleaaristen leukosyyttien polypeptidit, joi-
den ndennainen molekyylipaino on noin 3500 daltonia, noin

13 000 daltonia, noin 18 000 daltonia, noin 29 000 daltonia
ja noin 54 000 daltonia, jolloin aineseoksella on respiratoo-
risesta purkauksesta riippumaton mikrobin vastainen vaikutus
bakteereja Jja sienia wvastaan pH-alueella noin 5,0 - 8,0 ja
kalsiumionipitoisuuksissa, jotka ovat korkeintaan noin 10 mM,
bakterisidinen vaikutus natriumkloridipitoisuuksissa, jotka
ovat korkeintaan noin 0,3 M ja sienia tappava vaikutus nat-

riumkloridipitoisuuksissa, jotka ovat korkeintaan noin 0,15 M.

2. Menetelmda bakteerien ja sienien tappamiseksi, tun-
nettu siitd, etta sienet ja bakteerit saatetaan kosketukseen
patenttivaatimuksen 1 mukaisen aineseocksen bakteereja tai

sienia tappavan maaran kanssa.

3. Menetelmd& mikrobin vastaisena aineena kayttokelpoisen
alneseoksen valmistamiseksi, tunnettu siita, etta

al olennaigesti erotetaan polymorfonukleaarisia leukosyytte-
Jj& verestda paljon polymorfonukleaarisia leukosyytteja sisal-
tdvan valmisteen aikaansaamiseksi,

b suspendoidaan paljon polymorfonukleaarisia leukosyytteja
sisaltdva valmiste sopivaan puskuriin,

c) kdsitelldan saatua polymorfonukleaarisia leukosyytteja
sisaltava suspensio sopivalla proteaasi-inhibiittorilla,

d) kasitelladn polymorfonukleaarisia leukosyytteja sisaltava
suspensio suspentoituneiden leukosyyttien liuottamiseksi,

e) kdsitelldan saatua liuotettujen leukosyyttien suspensiota
sopivalla kelatointiaineella,

£ sentrifigucidaan kasiteltya liuotettujen leukosyyttien
suspensiota tuma/ehjasolufaasin ja padalla olevan jalkituma-

nesteen aikaansaamiseksi,
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ad otetaan talteen paalla oleva jialkitumaneste,

h fraktioidaan paalla oleva jalkitumaneste tiheysgradien-
tilla,

i) otetaan talteen tiheysgradientin jae, joka sisdltidid atsu-
rofiilijyvasia,

3> suspendoidaan talteenotetut atsurofiilijyvdset puskuriin,
jonka pH on noin 7,

k) kasitelladn saatua atsurofiilijyvdssuspensiota uuttorea-
genssilla, jonka pH on alle noin 8,0 ja joka kvkenee liuotta-
maan atsurofiilikalvoproteiineja uuttavan reagenssin/atsuro-
fiilimembraanisuspension aikaansaamiseksi,

1 erotetaan uuttavan reagenssin/atsurofiilimembraanisuspen-
sio kiintedn faasin ja p&dlla olevan nesteen muodostamiseksi,
Jja

m) otetaan talteen paalla oleva neste.

4, Mikrobin vastaisena aineena kayttokelpoinen puhdis-
tettu polypeptidi, tunnettu siita, ettd se on ihmisen poly-
morfonukleaaristen leukosyyttien polypeptidi, jolla on joko
al 24 823 daltonin ennakoitu molekyylipaino ja kuviossa 20

esitetty aminohapposekvenssi,

b) noin 18 000 daltonin naenndinen molekyylipaino, tai

c) noin 54 000 daltonin ndenndinen molekyyvlipaino, respira-
toorisesta purkauksesta riippumaton bakteerien vastainen vai-
kutus pH-alueella noin 5,0-8,0, kalsiumionipitoisuuksissa,
Jjotka ovat korkeintaan noin 10 mM ja natriumkloridipitoisuuk-

sissa, Jjotka ovat korkeintaan noin 0,3 M,

5. DNA-molekyyli, tunnettu siita, etta se koodaa pa-
tenttivaatimuksen 4b) polypeptidia.

6. Menetelmd mikro-organismien tappamiseksi, tunnettu
siita, etta mikro-organismi saatetaan kosketukseen patentti-
vaatimuksen 4 mukaisen polypeptidin mikro-organismeja tappa-

van maaran kanssa.
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7. Vektori, tunnettu siitd, etta se on patenttivaati-

muksen 5 mukainen DNA-molekyyli, edullisesti plasmidi.

8. Isantavektorisysteemi ihmisen polymorfonukleaaristen
leukosyyttien polypeptidin tuottamiseksi, jonka ennakoitu
molekyyvlipaino on 24 823 daltonia tai osa siita, tunnettu
siitd, ettd se on patenttivaatimuksen 7 mukainen plasmidi so-

pivassa isdnndgsia.

9. Menetelma ihmisen polymorfonukleaaristen leukosyyt-
tien polypeptidin valmistamiseksgi, jonka molekyylipaino on

24 823 daltonia tai osa siita, tummnettu siitda, ettid kasvate-
taan patenttivaatimuksen 8 mukaista isdntdvektorijarjestelmaa
sopivissa olosuhteissa, jotka sallivat ihmisen polymorfonuk-
leaaristen leukosyyttien polypeptidin tuottamisen ja saadun
ihmisen polymorfonukleaaristen leukosyyttien polypeptidin

talteenottamisen.

10. Menetelma patenttivaatimuksen 4 mukaisen puhdistetun
polypeptidin valmistamiseksi, tunnettu siita, etta

al viljellaadn neutrofiilisiad edeltajasoluja,

b otetaan viljellyt neutrofiiliset edeltdajiasolut talteen,
c) suspendoidaan talteenotetut, viljellyt neutrofiiliset
edeltajasolut sopivassa puskurissa,

d> kasitellaan saatua neutrofiilisten edelt&djasolujen sus-
pensiota, niin ettd saadaan liuenneiden neutrofiilisten edel-
tda jadsolujen suspensio,

e) erotetaan liuotettujen neutrofiilisten edeltad jasolujen
kdsitelty suspensio, niin ettad saadaan tumien ja ehjien solu-
Jjen faasi sekd paalla oleva jdlkitumaneste,

£ otetaan talteen pdalla oleva jalkitumaneste,

g)> kasitelldan padlla olevaa Jjalkitumanestettsa uuttoreagens-
sill&d, jonka pH on alle noin 8,0 ja joka kvkenee liuottamaan
membraaniproteiineja, niin ettda saadaan uuttoreagenssifaasi
ja liukenematon membraanifaasi,

h) erotetaan uuttoreagenssifaasi liukenemattomasta membraani-
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faasista, niin ettd saadaan liukoinen proteiinifaasi ja liu-
kenematon membraanifaasi,

g) otetaan talteen liukocinen proteiinifaasi, Jja

J) puhdistetaan talteenotettu liukoinen proteiinifaasi, niin

ettd saadaan puhdistettu 24 823 daltonin polypeptidi tai sen

agsa.

11. Menetelmd sgienien tappamiseksi, tunnettu siita, etta
sienet saatetaan kosketukseen ihmisen polymorfonukleaaristen
leukosyyttien polypeptidin sienia tehokkaasti tappavan mdaran
kanssa, jonka naenndinen molekyylipaino on noin 29 000 dalto-

nia.,

12. Mikrobin vastaisena aineena kayttokelpoinen puhdis-
tettu polypeptidi, tunnettu siita, ettad se on ihmisen poly-
morfonukleaaristen leukosyyttien polypeptidi, jonka naennnai-
nen molekyylipaino on noin 25 000 daltonia, respiratoorinen
purkauksesta riippumaton mikrobin wvastainen vaikutus baktee-
reja ja sienid vastaan pH-alueella noin 5,0-8,0 ja kalsiumio-
nipitoisuuksissa, Jjotka ovat korkeintaan noin 10 mM, baktee-
reja tappava vaikutus natriumkloridipitoisuuksissa, Jjotka
ovat korkeintaan noin 0,3 M ja sienia tappava vaikutus nat-

riumkloridipitoisuuksissa, jotka ovat korkeintaan noin 0,15 M.
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FIGURE 18
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FIGURE 20A

60 70 80 90 100 110

| I
ATGAAACTCCCCTTACTTCTGGCTCTTCTATTTGGGGCAGTTTCTGCTCTTCATCTAAGG

10 20

METLysLeuProLeuleuleuAlaLeulLeuPheGlyAlavValSerAlaLeuHisLeuArg

120 130 140 150 160 170

| I |
TCTGAGACTTCCACCTTTGAGACCCTTTGGGTGCTAAGACGCTGCCTGAGGATGAGGAGA

30 40

|
SerGluThrSerThrPheGluThrLeuTrpVallLeuArgArgCysLeuArgMETArgArg

180 190 200 210 220 230

| I | |
CACCAGAGCAGGAGATGGAGGAGACCTTGCAGGGAGCTGGAGGAAGAGGAGGAGTGGGGC

50 60

HisGlnSerArgArgTrpArgArgProCysArgGluLeuGluGluGluGluGluTrpGly

240 250 260 270 280 290

| | | I
TCTGGAAGTGAAGATGCCTCCAAGAAAGATGGGGCTGTTGAGTCTATCTCAGTGCCAGAT

70 80

SerGlySerGluAspAlaSerLysLysAspGlyAlaValGluSerIleSerValProAsp

300 310 320 330 340 350

ATGGTGGACAAAAACCTTACGTGTCCTGAGGAAGAGGACACAGTAAAAGTGGTGGGCATC

90 100

METValAspLysAsnLeuThrCysProGluGluGluAspThrVallLysValvValGlyIle

360 370 380 390 400 410

I | I |
CCTGGGCGCCAGACCTGCCGCTACCTCCTGGTGAGAAGTCTTCACACGTTTAGTCAAGCT

110 120

ProGlyArgGlnThrCysArgTyrleuLeuValArgSerLeuGlnThrPheSerGlnAla
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FIGURE 20B

420 430 440 450 460 470

TGGTTTACTTGCCGGAGGTGCTACAGGGGCAACCTGGTTTCCATCCACAACTTCAATATT

130 140

TrpPheThrCysArgArgCysTyrArgGlyAsnlLeuvalSerIleHisAsnPheAsnIle

480 490 500 510 520 530
|

AATTATCGAATCCAGTGTTCTGTCAGCGCGCTCAACCAGGGTCAAGTCTGGATTGGAGGC

150 160

AsnTyrArgIleGlnCysSerValSerAlaLeuAsnGlnGlyGilnvalTrpIleGlyGly
540 550 560 570 580 590

| | | |
AGGATCACAGGCTCGGGTCGCTGCAGACGCTTTCAGTGGGTTGACGGCAGCCGCTGGAAC

170 180

ArglleThrGlySerGlyArgCysArgArgPheGlnTrpValAspGlySerArgTrpAsn
600 610 620 630 640 650
TTTGCGTACTGGGCTGCTCACCAGCCTGGTCCCGCGGTIGGTCACTGCGTGGCCCTGTGTA

190 200

PheAlaTyrTrpAlaAlaHisGlnProGlyProAlavalvalThrAlaTrpProCysvVal

660 670 680 690 700 710

CCCGAGGAGGCTACTGGCGTCGAGCCACTGCCTCAGAAGATTCCTTTCATCTGTTCCTAC
210 220

ProGluGluAlaThrGlyvValGluProLeuProGlnLysIleProPhelleCysSerTyr

TGaA
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FIGURE 22
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