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Jakamalla erotettu hakemuksesta 762566

Tdmdn keksinndn kohteena on menetelmd tulehdusta estdvien
orgoteiinijohdannaisten valmistamiseksi.

Keksinndn mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista, ettd
annetaan orgoteiinin,kuten naudan orgoteiinin, reagoida

a) alkylointiaineen, kuten primddrisen dialkyylisulfaatin,
edullisesti dimetyylisulfaatin, tai aktiivisen alkyylihalogenidin,
tali aktiivisen vinyyliyhdisteen kanssa, N-alkyloidun orgoteiinin
tuottamiseksi, jossa on alkyyliryhmd samassa jarjestyksessa aina-

kin yhdessd sen lysiinin {- amlnorquassa, ja jossa edulllsestl on

~vdhintddn 10-18 alkyloitua f~aminoryhmdd molekyylia koht/ tai

b) esterdintiaineen kanssa vesi- tai puskuriliucksessa, joka
esterdintiaine edullisesti on dimetyyli- tai dietyylisulfaatti, atsi-
di, jeolla on kaava N'CH2COX, jossa X on OCH3, OCZHS' NH2 tail NHCH2

2
CONH2 tai muu diatsoetikkahapon csteri tai amidi, josta puuttuu



reaktiokykyinen ryhmd esterdidyn orgoteiinin tuottamiseksi, jossa
1-10 orgéteiiniproteiinimolekyylin vapaista karboksyylihapporyh-
mistd on esterdity. '

Orgoteiini on vesiliukoinen proteiinijohdannainen olelli-
sesti puhtaassa, injektoitavassa muodossa, so. oleellisesti puh-
taana muista proteiineista, ks. US-patentti 3 758 682, sekd suoma-
laiset patentit 48 603, 48 744, 48 884, 48 932, 49 170 ja 49 983.

Orgoteiinilla on luonteenomainen fysikaalisten, kemiallis-
ten, biologisten ja farmakodynaamisten ominaisuuksien yhdistelmd.
Se on pallomainen, puskuri- ja vesiliukoinen proteiiniyhdiste, jol-
la oh erittdin luja natiivi rakennej vaikka se onkin lampdlabiili,
.on se kuitenkin melko stabiili puskuriliuoksessa, jonka pH on 4410,
ja kest&d 65°C kuumentamisen useita minuutteja. Kemiallisesti orgo-
teiinille on luonteenomaista, ettd se sisdltdd yleensd kaikkia
proteiiniaminohappoja,. pienen médrdn hkiilihydraattia, ei lainkaan
lipidejd, 0,1-1,0 % metallia, eli 0-5 gramma-atomia (moolia kohti)
yht& tai useampaa kelatoitua kaksiarvoista metallia, jonka ionisd-
de on 0,60~1,00 &, eikd oleellisesti lainkaan kelatoimatonta yksi-
arvoista metallia eiké myrkyllistd metallia.

~Orgoteiinijohdannaisten aminohappokoostumus on huomattavan
yhdenmukainen riippumatta léhteésté, josta ne on eristetty.

Taulukossa. I on esitetty orgoteiinin aminohappokoostumus.
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Taulukosta I voidaan nihdd, ettd orgoteiinilla on 18-26 ja
tavallisesti 20-23 lysiiniryhmdi, joissa kaikissa paitsi 1l-3:ssa
on trinitrobenseenisulfonihapolla titrattavat E:—aminoryhmat. N&-
mé ryhm&t voidaan alkyloida tai karbamyloida.

Taulukosta I voidaan myd&s ndhdd, etti orgoteilnijohdannal-
sissa on 29-37. asparagiinihapporyhmdd ja 21-38 glutamllnlhappo—
ryhmii. Nim3 ryhmdt voidaan esterdidi.

Tietyt reagenssit kykenevidt tietyissd olosuhteissa saman-—
aikaisesfj alkyloimaan orgoteiinimolekyylissd olevia vapaita ami-
noryhmii ja esterdimidn karboksyylihapporyhmii.

Luonnon'orgoteiinilla on muun muassa tulehduksia vastusta-
vaa aktiivisuutta (ks. US-patentti 3 758 682). Silld on myds erit-
- tdin suuri peroksididismutaasiaktiivisuus kks. McCord & Fridovich,
J.Biol.Chem., 244, 6, 176, (1970); ibib, 246, 2,875 (1971)). On’
yll&tt&v&&,:ettei N-alkylointi tai esterdinti vaikuta kdytinndlli-
sesti katéoen lainkaan keksinndn mukaisesti valmistetun orgoteiini-
johdannaisen tulehduksia vastustavaan-aktiivisuuteen. Ndin ollen
timin keksinnén mukaisesti valmistetut orgoteiinijohdannaiset
ovat erittdin kéyttﬁkelpoisia esim. nisi#kk#111¥ tai muilla el&i-
milli.esiintyvien tulehdustilojen hoitoon. Huomattava osa luonnon
orgotellnin perok51did1smutaasiaktiivisuudesta (20~100 %) sdilyy
myos .

N-alkyloitu orgoteiini

Kuten ylld esitettiin orgoteiinijohdannaiset sisdltédvit
-18-26. lysiiniryhmd8. Koska orgoteiinimolekyyli muodostuu kahdesta
identtisestd peptidiketjusta (alayksikasta), puolet lysiiniryhmis-
td on kussakin ketjussa, jotka ovat voimakkaasti (tosin ei-kova-
lenttisesti) sitoutuneet toisiinsa laajalla ldmpdtila- ja pH-
alueella. Vain muutaman lysiinin E- -aminoryhmd ei ole tltrattav1s~
sa tr1n1trobenﬁeenlsulfonlhapolla (TNBS) ; nditd aminoryhmii ei
voida alkyloida muilla kuin eritt&in voimakkailla alkylointiaineil-
la, esim. dimetyylisulfaatilla alkaalisessa liucksessa. Alkyloitu;
misaste voidaan mddrittdd TNBS:n avulla. TH1l®6in on otettava huo-
mioon, ettd kaikki aminoryhmit eividt ole titrattavissa (esimerkik-
si naudan orgoteiinia titrattaessa vain 18 sen 20-22 lysiiniryh-
mistd reagoi); lisdksi on pidettdvd mielessd, ettd monoalkyloidut

lysiinit ovat vield asyloitavissa.



‘Lysiiniryhmien di- ja trialkylointia voidaan seurata las-
kemalla varauksen muutos, joka esiintyy N-alkyloidun tuotteen
elektroforeesissa. Esimerkiksi orgoteiini, joka oli alkyloitu
dimetyylisulfaatilla pH-arvossa 10, osoitti varauksen muutosta -2
etikkahappoanhydridilli tapahtuneen asyloinnin j&lkeen verrattu-
na arvoon -20 alkyloimattomalla orgoteiinilla.

Kuten tiedetddn ionin elektroforeettinen liikkuvuus--on
sahkdkent&n volmakkuuden, ionin nettovarauksen (mukaanluettuna
~ sitoutuneet vastalonlt) ja kitkakertoimen funktio (ks. esimerkik-
si C.Tanford "Physical Chemistry of Macromolecules" wlley, New York
(1966)).. Koska kitkakerroin riippuu molekyylin koosta ja muodosta
ja liuoksen koostumuksesta, eri protéiinien vertailut eividt ole
kovin informatiivisia. Kuitenkin vertailemalla kooltaan ja muo-
doltaan samanlaisia proteiineja, tédssi tapauksessa- orgoteiiﬁi-
.molekyylejé, jotka on modifioitu suhteellisen pienilld ryhmilld,
1denttisiss§ elektroforeeslolosuhtelssa, .ainoa muuttuja, joka
vaikuttaa tdhén elektroforeettiseen liikkuvuuteen, ‘on netgovaraus.

Useiden kemiallisesti modifioitujen'orgoteiinimolekyylien
elektroforeettisten analyysitulosten vertailu on yhdenmukainen
tdmdn johtop&d&dtdksen kanssa. Naudan orgoteiini liikkuu p&&géiassa
yhtend nauhana (naﬁha 1); vainm pienid ainemddrid liikkuvat nopeam-
min (nauhat 2, 3 jne.), ndmd edustavat orgoteiinimolekyylej&, joil-
"la on suurempi —COOH/*NHz-ryhmien suhde kuin pddosalla orgoteiini-
molekyyleistd (nauha 1) . Naudan orgoteiinin kdsittely suurenevilla
etikkahappoanhydridin vékevyyksilld pH:ssa 7, tai metyyli-isotio-
syanaatilla pH-arvolla 9, johtaa perdkkdin anodisempien (vaelta-
vat kohti anodia) elektroforeettisten nauhojen sarjan muodostumi-
‘'seen, sitd mukaa kuin useampia orgoteiinimolekyylien vapaita ami-
noryhmid asetyloituu tai karbamy101tuu Késxteltaessa vastaavasti
dimetyylisulfaatilla saadaan nauhasarija, joka on 511rtynyt kato-

diin pdin.
Kdyrd, jossa csitetddn nauhan kulkema matka vs. nauhanumero,

on suhteellisen lineaarinen pienilld -COOH- tai -NH2~modifiointi—
asteilla, mutta alkaa.poiketa suorasta suuremmalla modifiointias-
teella. Varsinkin liuoksen ionivahvuuden ollessa suuri nopeiden
ionien kulkunopeus huomattavasti hidastuu. Koska useamman kuin

noin kahden nauhan sijainnin ekstrapolointi ei ole tarkkaa, t#s-



mallinen varauksen laskeminen vaatii, ettd kdytetddn sisdistd
standardia. . |

Kaikki tavanomaiset proteiinin modifiointireaktiot,. joita
on sovellettu orgoteiinimolekyylille tdhdn saakka, ovat olleet -
vhdenmukaisia tdmdn tulkinnan kanssa, nimittdin ettd nauhojen
sijainnit‘vastaavat itsendisid varauksen muutoksia luonnon orgo-
teiinimolekyylisséa. Asetyloihti antaa nauhat 2,3,4,5 jne. osoittaen,
ettd 1,2,3 ja 4-vapaata aminoryhmii samassa jarjestykseSsa on ke-
miallisesti modifioitu. Esterdinti dimetyylisulfaatilla tai etyyli-
diatsoasetaatilla antaa nauhat -1, -2, -3, -5 jne. osoittaen,
ettd 1,2,3 ja 4 vapaata karboksyylihapporyhmdd samassa jérjespyk—
sessd on kemiallisesti modifioitu. ’ |

Vain 2-4 lysiiniryhmistd ovat sellaisia, joita ei voida
alkyloida lievilld alkylointiaineilla. Vain suunnilleen yksi TNBS:
lla titrattavista lysiiniryhmisté‘jokaiseSSa'orgoteiinin peptidiala—
yksikdssd on sellainen, jota ei voida polyalleoida kdyttéden voi-
makkaampia alkylointiolosuhteita, esim. ylim&ddrin dimetyylisulfaa-
tin 0,04-m karbonaattipuskuria, pH 10. .

Kun kaikkia titrattavista lysiiniaminoryhmistd ei alkyloida
orgoteiinimolekyylissd olevieq’karbamyyliryhmien alkyyliosien jakau-
tuma on todennikdisesti sattumanvarainen, silld mik#in- titratta-
vista lysiiniaminoryhmiété el osoittaudu epédnormaalin helposti
alkyloituvaksi -aminoryhmdksi. Koska orgoteiinimolekyyli koostuu
kahdesta identtisest peptidiketjusta, osittain alkyloidun orgote-
iinin alkyyliryhmdt jakautuvat enemmdn tai véhemﬁén sattumanyarai—
sesti pitkin jokaista peptidin alayksikkdd, mutta enemmdn tai vd-
hemmdn tasaisesti ndiden kahden ketjﬁn_vélille. Koska tavallises-
ti kdytetddn vain yhtd alkylointiainetta, alkyyliryhmdt ovat kaik-
ki identtisi&. On kuitenkin mahdollista valmistaa alkyloituja
orgoteiineja, joiden molekyylissd ja jopa jokaisessa sen ketjussa
on kaksi-tai useampia erilaisia alkyyliryhmid.

Erds tapa valmistaa seka-alkyyliorgoteiini on alkyloida
vaiheittain eri alkylointiaineilla. Esimerkiksi osa titrattavan
lysiinin {-aminoryhmistd voidaan alkyloida esim. laimealla jodi-
asetamidilla ja loput reaktiokykyisistd aminoryhmistd esim. vdke-
villéd dimetyylisulfaatilla. Sopiva alkylointiaineen vidkevyys riip-

puu suhteellisista reaktionopeuksista ja kdytetyistd liuottimista;



reaktionopeus riippuu pH-arvosta ja alkylointiaineesta, ja vdhem-
.massa midrin puskurista ja ldmpdtilasta.

T&man keksinndn £- Khalkyyllorgotellnellla nayttaa olevan
oleellisesti sama ulkomuoto kuin luonnon orgotellnlmolekyylilla
Kelatoxtunut Cu’ h ja znt -p1t015uus (gramma—atomla/mooll) on
suunnilleen gama kuin orgoteiinilla. Kuten orgoteiinikin ne ovat
eritt8in kest#vid pronaasi~ ja muuta proteolyyttistd entsyymiha-
jpémiéta vastaan. Perokéididismutaasin (SOD) entsymaattinen aktii-
visuus sdilyy.

vaikka vailitseva luonnon orgoteiinin rakennemuutos, joka
tapahtuu sen alkyloinnissa alkaalisella pH-arvolla, on sen.lysii-
.nien 'Efaminoryhmien mono-, di- ja vdhemmissd mddrin trialkyloitu-
" minen, muutkin molekyylissd olevat alkyloituvat ryhmdt, erityises-
ti -OH ja imidatsolityppl ja mahdollisesti my8s guanidinotyppi,
=SH, -SCH; jne. voivat myds samanaikaisesti alkyloitua riippuen
kdytetyistd olosuhteista ja alkylointiaineen reaktiivisuudesta.
Esimerkiksi kun pH-arvolla 10 jodiasetamidia kdytettdessd-alky-
lointi ndyttdd olevan pelkidstddn E—N—alkylointié, alkylointi '
dimetyylisulfaatilla pH-arvolla 10 on vdhemmin selektiivinen ja
1iitt45 samanaikaisesti metyyliryhmii muualle molekyyliin. Kui-
tenkin, kun kyseessd on karbamylointi, ti#llaiset samanaikaisesti
- modifioidut ryhmét ovat labiileja ja helposti hydrolysoituvia vesi-
liuoksessa pdividssd tai lyhyemmissd ajassa riippuen pH-arvosfa.

Alkyloinnin kulkua, s$ik#1i kuin se koskee -COOH-alkyloin-
~tia, voidaan seurata suoraan elektroforeettisen kokonaisvarauksen
-muutokse@la ja uusien kaistojen ilmestymisestd elektroforeesissa.
Samalla tavoin N—élkylointia, sikdli kuin se tekee. muutoin asy-
loituvan -NHZ—:yhman asylointia kestdvdksi, voi-seurata asyloi-
tuvien am;noryhmieq lukumddrdn pienentyminen verrattuna luonnon
orgoteiinimolekyyliin.

N-alkyyli—ryhmien'tarkka luonne enempdd kuin niiden luku-
mddrdkddn ei ole kriittinen sikdli kuin alkyyliryhmd on fysio-
-logisesti hyvidksyttdvd. Johtuen orgoteiinimolekyylin korkeammas-
ta molekyylipainosta silloinkin kun orgoteiinimolekyyli on tédysin
alkyloitu alkyyli-ryhmilld, joilla on kohtuullinen molekyylipaino,
esim. < 100, vaikutus kemialliseen kokonaiskoostumukseen on suh-
teellisen pieni, so. alle 10 %. Alkyloinnilla ei mydskd&n ole
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ilmeistd merkittiviid vaikutusta molekyylin tiiviiseen avaruus-
rakenteeseen eik# saatuun stabiilisuuteen, esim. ldmmitettdessa
tunnin ajan 60°C:55a, eikd proteolyyttisten entsyymien vaikutuk-

on selvd#, ettd alkyyli-ryhmén on myds oltava perdisin
sellaisesta alkylointi=aineesta, joka kykenee alkyloimaan amino-

‘ryhmdn vedessd tai puskuriliuoksessa, silld reaktio suoritetaan

tavallisesti niissi.

Tdllaisia alkylointlainelta ovat primaarlset dlalkyyli-
sulfaatit. (RO)2SO2 (R= =CH, H2 5, D= C3H7, n=C,Hg ), aktivoidut
alkyyllhalldit JCHZCOX (X=0H, NH ), bentsyyll- ja alkyylibromidit:
aktivoidut v1nyyllgyhmat CHZ'— CHX (X = CN, SOCH;, SOC,H;, COOCH;);
pelkistidvit alkylointiaineet: RCOR' + BH, tai BH,CN (R;B' = H,
CH3, C2H5, C ) : '

Mitd tulee menetelmﬁan proteiinlen pelkistdviksi alkyloimi~-
seksi aromaattlsilla aldehydeilld ja natriumsyanoboorihydridilli,
kts. Friedman M. et al., Int. J. Peptide Protein Res. 6, 1974,

183-185; alkylointiin akryylinitriililli, kts. Means & Feeney,

“Chemical Modifications of Proteins" Chapter 6, sivut 114-117;
Fletcher, J.C.Biochem. J. 98 34 C (1966); Friedman, M. et al. J.
Amer. Chem. Soc. 87, 3672 (1965); Friedman, M. et al., J.0rg.Chem.,

.31, 2888 (1966).

.—-> N-alkyloidut orgoteiinit

. Koska alkyyliryhmdn tarkka kemiallinen luonne ei ole kriit-
tlnen sikdli kuin se ei ole fy51ologlsest1 myrkylllnen orgoteiini~
molekyylissa ja voidaan muodostaa lysiini E£-aminoryhmiin, ylli

| kuvattu;en suositeltavien h1111vetyalkyyliryhmien mahdollisia kor~ -

q
|
|

vikkeita, sik#dli kuin ne voidaan muodostaa, ovat syklopentyyli-,

i sykloheksyyli-, mentyyli yms. sykloalkyyliryhmdt, sykloheksyyli-
| metyyli-, [3—syklopentyylipropyyli yms. sykloalkyylialkyyliryhmdt,

bentsyyli-, p-ksylyyli- ja fenetyyli- yms. aralkyyliryhmit, sekd
my&s 1-8 ja mieluummin 1-4 hiiliatomia sisdltdvdt alkyyliryhmit,
kaikkein mieluimmin metyyli- tai etyyliryhmd, jossa on yksi tai

;useampia, mieluummin yksi yksinkertainen substituentti esim.

/
karboksi-, syano-, karbalkoksi~ ja amidoryhm#, esimerkiksi karbok-

simetyyli-, syanometyyli-, karbetoksimetyyli-, karbometoksimetyyli-
yms. alemmat karboalkoksi-metyyliryhmit, karbamyylimetyyli- ja



vastaavat substituoidut etyyliryhmdt, esim. -CH,CH,COOH, -CH,CH,C=N,

—CH,,CH,CONH, ja —CHZCHZCOOR, jossa R on esim. metyyli- tai etyyli-
ryhnd, CH CH SOCH3, CHZCH2C002H5 ja -CHZCHZCOOCHB.

Néln ollen tdmdn keksinndn mukaisesti alkyloidut orgote-
iinit ovat orgoteiinijohdannaisia, kuten naudan, lampaan, hevosen,
sian, koiran,.kaniinin, marsun, kananpojan ja ihmisen orgoteiineja,
joiden titrattavista aminoryhmistd vdhintddn yksi,esim. 1,2,3,4,5
ja jopa kaikki (n01n 18-26) on alkyloitu, so. niissd on substituoi-
maton tai substituoitu alkyyliryhmd.

Suositeltavassa toteutusmuodossa alkyloidut amlnoryhmat

ovat niitd, Joilla on kaava:

-NH-CH

..2'3

. jossa R on H, CH3, C2H5, n- C3H7, iso-C4H 7,-tai'muu korkeintaan 7
hiiliatomia sis&ltédvd alkyyllryhm&, -COOH, -COO-LA, -CONH-LA,

—CON (LA) ,, -C=N, -cnzec;N,'-Ph; COPh, -CH,OH tai —CH (CH,) OH, jois-
sa LA on 1-4 hiiliatomia sisédltévd alempi alkyyliryhmd ja Ph on
sﬁbstitqoimatdn fenyyliryhm& tai fenyyliryhmé, joka sisdltdid 1-§nm
vyksinkertaista substituenttia, esim. metyyli-, kloori-, bromi-,
nitro-, -amido- ja'metoksiryhman, karbometoksi- tai karboetoksiryh-
mdn, esim. p~tolyyli-, s&m.-ksylyyli, p-amidofenyyli-, m-kloori-
fenyyli¥ ja p—metoksifenyyliryhma. Tdllaisilla orgoteiineilla on

kaava:

- (H,N) =Org- (NHCH, R,

jossa n on kokonaisluku 1 - noin 26, mieluummin vihint&d#n 10 ja
vield mieluummin noin 10-18 ja summa m + n on titrattavien vapai-
den aminoryhmien kokonaislukumaara modifioimattomassa johdannai-
sessa ja R merkitsee samaa kuin ylld, mieluummin H- tai LA-ryhmidi,
esim. metyyli- tai etyyliryhmdd ja "Org" on orgoteiinimolekyylin
loppuosa.

Jotkut Eamén_keksinnﬁn prosessissa kdytetyistd alkylointi-
aineista alkyloivat samanaikaisesti joitakin orgoteiinimolekyylin
vapaista happoryhmistd. Nditd alkyloituja orgoteiineja voidaan

esittdd kaavalla:
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(Hooc)
X - (COOCH,R) y .
. (Org) :

(5N ’f’/’ \\\\(NHCH R)

jossa "Org", R, m ja n merkitsevdt samaa kuin ylld, y on alky—
101tujen vapalden karboksyyllhapp03en lukumdédrd, esim. yhdestd
noin kahdeksaan ja mieluummin 2-6 ja x on 1oppuosa orgoteiinimo-
lekyylissd olevista vapaista karboksyylihapporyhmistﬁ.

Reagensseja, jotka ovat kéytttkelpoisia karbok51metyyli—
ja karbamyyllmetyyllryhmien llittﬁmiseen ovat samassa jdrjestyk-
sessd jodietikkahappo ja jodiasetamidi. Jodietikkahappo voi muo-
dostaa stabiileja tuotteita kysteiinin (sulfhyqryyll), lysiinin
(amino) , histidiinin (imidatsolitypet) ja metioniinin (sulfidirik-
ki) jddnndsten kanssa proteiinelssa Koska minkd tahansa ndistd
ryhmistd paitsi metioniinin karboksimetylointl suurentaa negatii-
vista nettovarausta orgoteiiniproteiiniin pH~arvolla 8,4, elektro-
foreesi voi mé4r&tid kokonaisreaktion (paitsi metioniinin karboksi-
metylointia ja toisen imidatsolitypen karbok51mety101ntia)

Luonnon orgoteiinissa jod;etlkkahappo.Ja Jodlasetamldi rea-
goivat piiasiassa, elleivdt yksinomaan iysiinin'aminoryhmien kans-
$a. Vaikka vapaat tiolit rea901vat Jodietlkkahapon kanssa monta
suuruusluokkaa nopeammin kuin amilnlt, muutamat ensimmdiset ryh-
mdt orgoteiinissa, jotka karboksimetyloituvat, eivdt reagoi mer-
kitté&ésti nopeammin kuin seuraavat 10~20 ryhmdd. T&md on sopu-—
soinnussa p-merkuribensocaatin ja orgoteiinisulfhydryylien vidlisen
‘reaktion kanssa: mitddn reaktiota holo-proteiinin kanssa ei esiin-
ny. Edes apo-proteiinin kanssa, joka antaa p—ﬁerkuribensoaatti—
sulfhydryyliréaktion-(vaikka hitaasti ei-denaturoivissa olosuh-
teissa), jodietikkahappo 10—kertaisella'molaariseila yliméar&lla
pH-arvolla 7 ei antanut mitddn pienenemdd sulfhydryylipitoisuu-
dessa usean viikon kuluttua 4°C:ssa (mddritettynd spektrofotomet-
risesti p-merkuribenscaattititrauksella). Karboksimetylointi-
reaktion pH-riippuvuus on elektroforeesin osoittamalla tavalla yh-
denmukainen lysiinin reaktion kanssa (pK > 8) eikd histidiinin
reaktion kanssa (pK < 6) silld reaktlon midrd identtisilld 1&hto-
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vikevyyksilli kasvaa tasaisesti kun pH ldhestyy arvoa 9 eikd mitddn
huomattavaa reaktiota tapahdu neutraalissa kohdassa tai sen ala-
puolella, jossa histidiinin pitaisi vield olla protonoimaton ja
reaktiivinen. Toisaalta etyyliklooriformiaattititraus histidiinille
osoitti vain viitt¥ histidiinid karboksimetyloidussa orgoteiinissa
olosuhteissa, jotka osoittivat niit§ olevan 16 luonnon'orgoteiinis-
sa. ' | ' ' '
Todlstus siita, ettd enemp&d metlonllnla kuin hlstidiinla—
kdédn ei ole kaytettav1ssé reaktioon luonnon ‘naudan orgoteiinissa,
saatiin kokeella, jossa orgoteiinia k&siteltiin 0,2~M Jodiasgtaml-
din kanssa pH-arvossa 6,5 olevassa 0,5-M fosfaattipuskurissa 48 tun-
tia. Metioniinin alkyloinnin tai histidiinin kaksoisalkyloinnih
olisi pit&nyt antaa-positiivisemmin varautunut proteiini pH—afvos—
sa 8,4, mutta elektroforeesi ei 0501ttanut mitdé&n muutosta SOD—
akt11v1suudessa tai kaistarakenteessa. o
Orgotellnlssa olevat lysiinin aminoryhmit reagoivat kui-
tenkin selvisti jodiasetaatin kanssa. Voimakkaasti karboksimety-
loitu prgoteiini,vaeltaa elektroforeesissa samalla  tavoin kuin ase-
tyloitu orgoteiini, mutta silld on pilenempi SOD—éktiivisuus (noin
20 $ ﬁodifioimattomasta orgoteiiniproteiinista).
N—metyyli—“hauta"-orgoéeiinien ja jdljempdnd olevien esi-
merkkien orgoteiinien lisdksi muita esimerkkejd t&mdn keksiﬁnﬁﬁ
N-alkyyli-nauta-orgoteiineista, ovat N-etyyli-orgoteiini, N-propyyli
6rgoteiini ja N-bentsyyliorgoteiini, joissa kaikissa tapauksissa
‘on 9 tdllaista alkyyliryhmdd orgoteiinimolekyylin molemmissa kah-
~dessa alayksikbssd, ja vasﬁaavat orgoteiinit, joissa on -keskimdg-
rin 1, 6 tai 10 tdllaista alkyyliryhmda jokaiéessa tdllaisessa
alayksik®8ssd ja vastaavat ndiden jokaisen ihmis-, lammas-, hevos-—,
siké—, koira~-, kaniini-, marsu- ja kananpoikaorgoteiinijohdannaiset.
Esterdity orgoteiini
_ Kuten ylld esitettiin orgoteiinijohdannaiéet sisdltidvit
noin 50-68 glutamiinihappo- ja asparagiinihappojddnndstd, mutta
vain 20-27:114 ndistd on vapaat happoryhmdt. Koska orgoteiinimole-
kyyli koostuu kahdesta identtisestd tai ldhes identtisestid pepti-
diketjusta (alayksik®std), puolet ndistd aminohappojddnndksistd on
kummassakin ketjussa, jotka ovat lujasti, mutta ei-kovalenttisesti

sitoutuneet yhteen kohtuullisissa ldmpdtila- ja pH-olosuhteissa.
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Esterdinti muuttaa orgoteiinimolekyylin varausta ja tavallisesti
‘vain korkeintaan noin 10 ja mieluummin noin 6-8 niistd vapaista
happoryhmistd voidaan ester6idd ja yhd sailyttéda se luonnon mole-
kyylin rakenne, josta stabiilisuus ja lddkkeen kdyttokelpoisuus
~ovat riippuvaisia.

Tdmdn keksinndn mukaisesti ester8idyilléd orgoteiineilla-
ndyttdd olevan oleellisesti sama avaruusrakenne kuin luonnon orgo-
teiihimolékyylilla. Kelatoidut Cu++%‘ja Zn++-pitoisuudet {gramma-
atomia mqolia kohti) ovat suunnilleen saﬁat-kuin orgoteiinilla.
Kuten orgoteiinikin ne ovat erittdin kestévia'pronaasi- ja muuta
'proteolyyttista entsymaattista hajaantumista vastaan Entsymaattl—
nen perocksidid utaasi (SOD) aktiivisuus ei merkittividsti pienene
énnenkuin yli 6-8 karboksyyllhapporyhmaé on esterditynyt.

Esﬁerﬁintixyﬁmieﬁ tarkka luonne enempﬁ& kuin esterdinti-
ryhmien -lukumddrdkdén ei'ole.kriittinen sikdli kuin esterdinti-
ryhmé@ on fysiologisesti-hyvaksyttava. Johtuen orgoteiinimole-
kyylin suuresta molekyylipainosta 511101nk1n, kun orgoteiinimole-
.kyyli esterdiddén esterﬁintiryhmill&, joilla on kohtalainen mole-
kyylipaino, esim. 160 vaikutus koko kemialliseen koostumuk-
seen on suhteellisen pieni, so. alle 5 %. Luonnollisesti vapaiden
'karboksyylihapporyhmien esterdinnilli on ilmeisesti suuri vaiku-
tus isoe;ektriseen pisteeseen jagsaétuun elektroforeettiseen liik-
kuvuuteen, mutta kufén'ylia selostettiin, sik#dli kuin ésterﬁinti
rajoittuu noin 10:en tai harvempaan glutamiini- ja asparagiini-
happoryhmaan, silld ei ole mitdédn ilmeistd merkittdvii vaikutusta
-molekyylien tiiviiseen avaruusrakenteeseen ja saatuun stabiili-
suuteen, esim. yhden tunnin lammityksessa 60°C:ssa eikd proteo-
lyyttlsten entsyymien vaikutukseen.

Kuten ilmeistd on esterdintiryhmén my®ds oltava seliainen,
joka on perdisin esterdintiaineesta, joka kykenee esterdimdin
karboksyylihapporyhmédn vedessd tai puskuriliuoksessa, silli reak-
tio suoritetaan tavallisesti niissd. Tdllaisia esterdintiaineita
ovat dimetyyli- ja dietyylisulfaatti,.diatsometaani ja muut diat-
soyhdisteet, esim. ne, joilla on kaava NZCHZCOX, jossa X on esim.
OCH3, OC2H5, NH2 tai NHCHZCONHZ, ja muut diatsoetikkahapon esterit
ja amidit, joista puuttuvat reaktiokykyiset ryhmdt, kuten karb-
oksyyli~ tai iminoryhmit.
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T&Jlaisten_estereiden valmistusmenetelmien suhteen ks.
Methods in Enzymology, Vol. XI, sivu 612 (1967); K.T. Fry et al., -
Biochem, Biophys. Res. Comm., 30 489 (1968); G.R. Delpierre ja
J.S. Fruton, PNAS, 56 1817 (1966). :

Térkemmin-sanoeﬁ timid keksintd koskee -COOH-esterdityd
orgoteilnia, jossa esteriryhmé sisdltdd mieluummin korkeintaan
4 hiiliétomia,esim. yksiarvoisesta alkanolista ja on esim. metyyli-,
etyyli- ja kalkkein mieluimmin metyyliryhm. | '

. Koska esteriradlkaalln tarkka kemiallinen luonne ei ole
krlittlnen, sikdli kuin se ei ole fy51ologlsest1 myrkyllinen
" ja se voidaan muodostaa orgoteilinin vapaisiin happoryhmiin,. aja- .

. teltavissa olévia korvikkeita ylléd kuvatuille suositeltaville alk-
yyllesterdintlryhmille, 51ka11 kuin ne voidaan muodostaa, ovat ne,
joissa on yksi, kaksi tai useampia yk51nkerta151a substituentteja,
esim. halo-, alkoksi-, karbalkoksi-, karbamidoryhma jne., erityi-

. sesti ne, joiésa substituentin tai substituentteja sis#ltdvid este-
riryhmd on-metyyliryhma} N4in ollen esterdidyn orgoteiinin lisdksi,
jossa esterﬁidyt happoryhmat ovat —COOCH3—ryhmiﬁ;.ajateltavia kox-
vikkeita ovat ne, joissa esteriryhmdt ovat -COOR-ryhmid, joissa

) ) R on -CH,COX, jossa X on ~OCH3, -OC,Hg, =-NH,, —NHCH,CHCH,CONH, tai
ﬂé,wﬁﬂéi"l —CH2CH2 fenyyli tai R on -CH(fenyyli),.
vl HLA ~COOH-ryhmien esterdintis voidaan seurata laskemalla elektro-

Y.

foreesissa e511ntyva varauksen muutos verrattuna luonnon orgoteii-
' neihin. . i ' '

Korkeintaan vain noin kahdeksan vapaista JCOOH;ryhmisté
vqidaan esterdidd ilman haitallisia vaikutuksia. Yritykset esterdi-
dd.enemmédn kuin 6-8 ~COOH-ryhmdd, so. ester$idd enemmdn kuin kolme
~COOH-ryhm#4 kummastakin kahdesta orgoteiinin peptidialayksikdsti
.Johtaa tavallisesti denaturoitumiseen ja peroksididismutaasiak-~
tiiviéuuden menetykseen.

Kuten on odotettavissa ester8dityvien alkyyliryhmien jakaan-
tuminen orgoteiinimolekyylissd on todenndkdisesti sattumanvarainen,
silld mikd8n titrattavista vapaista karboksiryhmistd ei osoittaudu

. epdnormaalin heiposti esterbityvdksi. Koska orgoteiinimolekyyli
koostuu kahdesta.identtiéesté peptidiketjusta, osittain esterdi-
dyn orgoteiinin esteriryhmdt jakautuvat enemmdn tai vihemmdn sat-
tumanvaraisesti pitkin kumpaakin peptidialayksikk®d, mutta enemmdn
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tai vahemmdn tasaisesti ndiden kahden ketjun kesken. Koska yleen-
sd kdytetddn yhtd ainoaa esterdintiainetta, estériryhmat ovat
kaikki identtisid. On kuitenkin mahdollista valmistaa esterdi-
tyj4 orgoteiineja, joissa on kaksi tai useampia erilaisia esteri-
ryhmid molekyylissd ja joba sen kummassakin ketjussa.

Eris tapa valmistaa sekaester®ity orgoteiini on esterdidi
vaiheittain erilaisilla esterdintiaineilla. Esimerkiksi osa vapais-
ta -COOH-ryhmistd voidaan’ esterﬁid& yhdelld: ester01ntiainee11a,
esim. dimetyylisulfaatilla ja loppuosa reaktiokykyisistd -COOH-
ryhmlsta esterdidi toisella esterdintiaineella, esim. etyyll-

' diatsoasetaatllla.

Muita ‘esimerkkejd esteroidylsta naudan orgoteiineista ovat
karbometoksimetyyliorgoteilni ja karbamyylimetyyliorgoteiini,
joissa kummassakin tapauksessa on 3-4 t#dllaista esterbityd ryhmidd
molemmissa.orgbteiinimolekyylin'kathSSa alayksikdssd ja vastaa-
vat esterﬁidyf orgoteiinit, joiséa on 1 tai 2 tédllaista esteri-
ryhmdd kummassakin tdllaisessa alayksik&ssd ja vastaavat jokaisen
ndiden ihmis-, lammas-, hevos—, sika-, koira-—, kaﬁiini—, marsu- '
-Ja kananp01kaperﬁlset aineet. '

Orgoteiinijohdannaiset voidaan eristdd reaktioliuoksesta,

- mielyummin vieraiden ionien-péistamiseksi tapahtuvén dialyysin jdl-
' keen tavanomaisella lyofiliseinnilla, esim. amerikkalaisessa pa-
-tentiésa 3:658 682 kuvatulla tavalla. Haluttaessa orgoteiini-
johdannéinén voidaan ensin puhdistaa ioninvaihtohartsikromatogra-
fialla, elektroforeesilla ja/tai geelisuodatuksella kdyttden poly-
meeria, joka toimii molekyyllseulana. )

Suédattaminen mikrohuokossuodattimen 1ldpi, jonka huokoskoko
on 0,01-0,22 mikronia, aseptisella tavalla steriileihin l&ikepul-
. loihin valinnaisesti senjilkeen, kun ijonivahvuus on sdddetty
NaCl:lla ja/tai natriumfosfaatilla esim. isotoniseen pisteeseen,
saa aikaan bakteeri- ja virusopillisestiltai bakteeriopillisesti
_ steriilin liucksen, joka sopii annettavaksi ruiskeena. Suodattimen

0,1 mikronin huokossuodattimen ldpi vihentdi tai poistaa myds
liuoksessa olevat pyrogeenit.

Egsimerkki 1 )

Liuosta, jossa oli 5 mg naudan orgoteiinia 4 ml:ssa 0,04-m
karbonaattipuskuria, k&siteltiin 20 /ulzlla dimetyylisulfaattia
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Jja pH pidetﬁiin-arvossa 10,0 lisddmdlls O}S;m NaOH:a. Emdksen
yhtymisella oli noin 37 minuutin puoliintumisaika. Elektroforeesi
osoitti SOD-éktiivikaistoja 1- -5 (keskim#4rin -3). Dialyysin,
lyofilisoinnin ja uudelleenliuotuksen jdlkeen 1 ml:aan vettd prote;
iinin SOD=aktiivisuus ja Cu+f—,ja Zn++-sisalt6 olivat yhd muuttu-
Imattomat.k&sittelem&tgﬁm&sta orgokei;nista. Modifioidun proteiinin
85 /ug/ml:n liuvuoksen asetylointi kaikkiaan 3 /u;:lla etikkahappo-
' anhydridid 0,4 ml:ssa boraattipuskuria pH-arvolla 9 antoi keski-
'mﬁaraiseksi.elektrofdreettisen'varéuksen muutokseksi vain noin -2
verrattuna arvoon -20. luonnon orgoteiinilla samassa liuoksessa.
. pH-arvolla 10 olevalla dimetyylisulfaatilla kisitelty orgoteiini
on timin vuoksi voimakkaasti N-metyloitu, .so. noin 18 ryhmdlld
molekyylis kohti. ' . '
‘Esimerkki é o
. _ Noudatetaan ‘esimerkin I menettély& kdyttden vuoron- perddn
vastaavia ihmisen, lampaan, hevosen, sian, ‘koiran, kaniinin, mar-

sun- ja kananpojan orgoteiinijohdannaisia 1aht6aineina. Kaikissa
tapauksissa kaikki paitsi noin yksi lysiini orgoteiinimolekyylin
kummastakin alayksikdstd alkyloituu.

Esimerkki 3 '

. Noudatetﬁan.esimefkin'r menettelyd kidyttden dietyyiisulfaat—
tia. dimetyylisu_l-faatin'sijasta. Saadun ¢ -N-etyloidun orgoteiinin
ominaisuudet ovat oleellisesti samat kuin & -N-metyloidulla orgo-
‘teiinilla.

Esimerkki 4 . .

Naudan orgoteiinin'lyéiinijaannasten..S-aminoryhmat karboksi-
-metylbitiin 0,2-m nétriumjodiasétaatilla ympdristdn ldmpdtilassa
seuraavassa esitetyissé olosuhteissa -ja siind esitetyin tuloksin.

Puskuri Varauksen muutos elektroforeesissa,
keskiarvo - vaihteluvidli '
4

Orgoteiini (1,4 mg/ml) + JCH,CO, Na®t (0,2-m)

a) 0,3-m -H 3,8 asetaatti (ainoat muutokset ovat alhai-

sesta pH-arvosta johtuvia

b) 0,4-m pH 5,0 asetaatti ei muutosta 72 tuntiin mennessi

c) 0,23~m pH 9,2 karbonaatti 0 (15 min), 3 i 2 (2 1/2h),

5 ¥ 3 (6 1/2n) 18 (72 h)
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' Niistd elektroforeesikuvioista kdy i1lmi, ettd mitéddn
N-alkylointia ei. tapahtunut pH-arvolla 3,8ja 5,0 ja ettd pH-ar-
volla 9,2 keskimddrin noin 3 —CHZCOO—ryhméa liittyi mukaan 2 1/2
tunnissa; noin 5 tdllaista ryhmdid liittyi mukaan 6 1/2 tunnissa;
ja noin 18 tdllaista ryhmdd liittyi mukaan 72 tunnissa ¢ -amino-

typpiatomeihin. -

Puskuri - Varauksen orgoteiini (2,8 mg/ml) +
_ 'JCHZCOZ-Na+ (0,43-m). -
d) pH 6,0 . 0,4 5 pdivin jédlkeen huoneenldmpdtilassa
_e) pH 7,0 0,6 (1 pdivd), 1,0 (2 pHiva#), 1,5 (5 pHivid)
£) pH 10 © 0 (10 min), ‘>3 (2 1/2 tuntia), >10 (6 1/2 tuntia)

Ndin kdsitellyn orgoteiinin elektroforf@es;kuviqista kdy
ilmi, ettd pH-arvolla 6 alle puolet orgoteiinimolekyyleistd alky-
loitui; pH-arvolla 7 kahdessa-paivassﬁ orgoteiinimolekyyleissd oli

' keskimddrin yksi & -aminoryhmi alkyloitunuﬁ —CHZCOO-ryhm&lla ja

viidessd pdivissd keskimddrin kaksi tdllaista ryhmdd molekyyliéd
kohti oli liittynyt mukaan. pH-arvolla 10 keskim&&rin,jli kolme
tdllaista ryhmdd oli liittynyt mukaan 2 1/2 tunnissa jé 6 1/2 tun-
nissa keskimddrin yli 10 tdllaista ryhmdd molekyyli&@ kohti oli
liittynyt mukaan. | _ '

Y1ld olevien alkylointien tuotteet, joihin —CHZCOO-ryh-
mid lijitettiin, olivat J -aminoalkyloitujen orgoteiinien seos,
jotka orgoteiinit sisdltidvét vaihtelevia md4rii ‘tdllaisia ryhmii,
mitd osoittaa useiden, elektroforeettiselta liikkuvuudeltaan eri—
laisten nauhojen esiintyminen.

Esimerkki.ﬁkﬂ

Metyyliesterdinti

Liuosta, jossa oli 0,5 mg naudan orgoteiinia (125 /ug/ml)
ja 0,5 ¢ til./til. dimetyylisulfaattia 4 ml:ssa 0,05-m asetaatti=-
puskuria pidettiin pH-arvossa 5 100 min. Reaktiotuotteen elektro-

foreettinen analyysi osoitti SOD-aktiivikaistoja v#lilli +1 - -6
(keskiarvo -4). Tuote on orgoteiini, jossa on keskimiddrin 4
—COOCHB—ryhméé.
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Esimerkki  2C

Metyyliestersinti

Liuvosta, jossa oli 0,5 mg naudan orgoteiinia ja 10 /ul .
dimetyylisulfaattia 4 ml:ssa vettd, pidettiin muuttumattomassa pH-
arvossa lisd#milli 0,1-M NaOH:a. Emiksen kulutusnopeus pH-alu-
~eella 7-10 oli melkO‘riippumaton pH-arvosta ja 0,25 moolin natrium-
fosfaattipuskurimdsiréin lisdyksesti. Elektroforeesi osoitti katodi-
seﬁpien SOD—aktiivisten kaistojen muodostumista alkunopeudella
.noin'-0¢5 varausta/h. 21 tunnin kuluttua péddasiassa pH-arvolla
- 7-8 liuos analyébitiin N-metyloinnin ja esterdinnin suhteen alla
kuvatulla tavalla. N-mefyloihtia ei voitu todeta.

a) Ester8idyn orgoteiinin 0,5.m1:n jakeen asetylointi 1
/ul:llg etikkahappoanhydridiﬁ sekd 3 /ul:lla*G—M NaOH:a 4°C:ssa an-
" toi liuoksen, jonka elektroforeesikuvio oli nopeasti liikkuva ano-
dinen kaista, joka oli samanlainen kuin asetyloidulla luonnon orgo-'
teiiniIla, osoittaen ndin ollen, ettd vapaat aminoryhmédt pysyivit

muuttumattomina esterdinnin aikana.

b) 1 ml:n jae.esteraidyn orgoteiinin liuoksesta-saﬁdettiin
pH~arvoon 10,5 ja sdilytettiin peitettynd eksikaattorissa NaOH-
tablettien kanssa. Vaikka kaistojen 1-4 katodinen kaistakuvio oli -
stabiili pH-arvolla 7-9, pH-arvolla 10,5 katodiset kaistat vihitel-
len hévisivdt 4 pdividn aikana, kun luonnon orgoteiinin elektrofo-
.reettinen kuvio ilmestyi takaisin. froteiinin metyyliesterit
.yleen53 hydrolysoituvat helposti alkaalisilla pH-arvoilla varmis-
taen téten, etti esterdinnin jilkeen ilmestyneet katodisemmat
kaistat olivat orgoteiiniestereitd. ' |

Edelld olevasta kdy ilmi, ettd kahden tunnin kuluttua di-
metyylisulfaatti esterdi pH-arvolla 7-10 keskimddrin yhden ~COOH-
ryhmén molekyylid kohti; ja jatkaa tdmdn jdlkeen esterdityjen
-COOH-ryhmien lukymddridn lisd4mistd noin 6 kappaleen maksimiin
saakka molekyylid kohti. | |

Noudattaen esimerkkien 1C ja 2C menettelyd ja kdyttden
vuoron perddn ldhtSaincina vastaavia ihmisen, lampaan, hevosen,
-gian, koiran, kaniinin, marsun ja kananpojan orgoteiinijohdannaisia
muuttuu kaikissa tapauksissa keskimddrin noin neljd orgoteiinimole-
kyylin karboksyylihapporyhmdd niiden metyyliestereiksi.

Noudattaen 1C ja 2C menettelyd ja kdyttden dietyylisulfaat-
tia dimetyylisulfaatin sijasta saadaan orgoteiiniestereitd, joissa
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on 1-6 vapaata karboksyylihépppryhmﬁé muutettu niiden etyylieste-
-reiksi. Saatujen esterdityjen orgoteiinien omihaisuudet.ovat olgel—
lisesti samat kuin metyyliesterdidylld orgoteiinilla.

Esterdidyt orgoteiinit'voidaan haluttaessa edelleen_puhdis-
taa ioninvaihtokromatografialla eri nettovarauksen ja ndin ollen
-eri esterdintiasteiden erottamiseksi kaikista muista. Esimerkiksi
200 mg:n orgoteiinimiirén eluointi mitoiltaan 2,5 x 40 cm olévan
Sephadex-kolonnin l&dpi 4'1itra11a v41ill4 0,01-0,2-M olevan lina-
aarisen gradientin trispuskﬁria, jonka pH on 8,5, erottaa orgote=~
iinikaistat toisistaan elektroforeettisesti katodisempien kaisto-
~jen eluoituessa éhsiﬂ.'Téllaisella menettelyll¥ esimerkin 1C menet-
telylld valmistettujen metyyliesterdityjen orgoteiinien seos voi-
daan erottaa jakeiksi, jotka sisdltdvdt pddasiassa 1 2,3,4,5 tai

6 metyyliesteriryhmii orgotellnimolekyylia kOhtl.
Tdllainen esittain modifioidun orgoteiinin frakt101nt1 ionin—
) vaihtokromatografialla on sovellettavissa mihin tahansa orgoteii-
niin, jonka molekulaarivaraus riippuu modifioinnin mddrdstsi; esi-
merkiksi metyyliesterdityyn o;goteiiniih, karbetoksimetyylieste—~
réityyn orgoteiiniin ja N-asetyloituun orgoteiiniin.
. Esimefkki 3C i .

Karbetoksimetyyliesterdinti
. Etyylidiatsoasetaatti valmistetaan antamalla glysiinietyyli-
esteriﬂ reagoida typpihapokkeen kanssa kuten on esitetty teoksessa .
"Organic Synthesis" Coll. Vol. IV, sivq 424, mutga kdyttden CC14:a
eikd CH2C12:a etyylidiatsoasetaatin uuttamiseen vesiliuoksesta.

Kaksi ml suunnilleen 1-M etyylidiatsoasetaatti/ccl4-ligos-
ta asetetaan 25 ml:n kolviin ja suurin osa CC14:sta haihdutetaan
imupumppupaineessa. Liuos, jossa on 9 mg naudan orgoteiinia 3 ml:
ssa vettd, lisidtdin ja pyéritetaén'érgaanisen faasin dispergoimisek-
si. Liuosta siilytet3in 4°C:ssa ja pydritetHsn aina muutaman pHi-
vdn vdlein. Reaktioseos pysyy kokonaan heterogeenisema. Elektro-

foreesi osoittaa asteittaista katodisempien SOD-aktiivisten prote~’
iinikaistojen'-l - «6 muodostumista. Keskimdidrdinen varauksen
muutos on 1,2 5 pdivdn kuluttua ja 3 12 pdivdn kuluttua. Tuote on
karbetoksimetyyliorgoteiiﬁieéterien seos, joissa on 5 pdivan ku-
luttua joko.yksi tai kaksi t#dllaista esteriryhmdd molekyyli¥ kohti

ja 12 pdivdn kuluttua 1-6 tillaista esteriryhmii.



19

~ Vesifaasi suodatetaan tdmdn jdlkeen ja siitd poistetaan
suola_kromatografiseila fraktioinnilla kdyttden 10,cm3:h Sephadex.
- G-25-kolonnia. Proteiinijakeet lydfilisoidaan ja liuotetaan uudel-
;een 2 m;:aan vettd ja pH nostetaanla;vosta 3,7 arvoon 5,6 2 /ulz
lla 1-M NaOH:a. Elektroforeesi ei'osoita muutosta ennen suolan-
poistoa ja lyofilisointia saadusta. T&mén liubksen uudelleen-
reagointi kuqkadden ajan samoissa olosuhteissa kuin ylld antaa
proteiiniéeoksen, jolla elektroforeesissa on pienémpi SOD-akﬁii—'
visuus, eik¥ lainkaan materiaalia, joka on'katodiéempi kuin kais-
- ta- ~6. ' ' '
Esimerkki 4C .
, 'Metyyliestérainti :
'Noudattaen.esimerkkién-lc ja 2C menettelyd naudan orgo-
teiinia alkyloitiin olosuhteissa, jotka esitétaﬁn'alla olevassa

taulukossa.
pH  Puskuri Orgoteiini Dimetyyli- Hydrolyysin SOD-aktiivi~
: sulfaattia puoliint.- kaistat elek-
tilavuus-% aika =) troforeesissa
a) 5,0 0,05-M 125 ug/ml 0,25 54 min, +1 - -4 (keskiin.—2)
b) 5,0 asetaatti 125 -"- 0,5 54 " -1 -~ (="= =4)
- . ¢ 7,0 0,016-M 80 "~ 0,65 1 tunti -2 - -6
d) 7,0 fosfaatti 80 -"- 1,3 1 tunti heikkoa SOD-viirua
: ‘vdlilld +4 -6,
piikkejd -6-ase—
: . . ‘massa
e 11,2 0,05-M 125 ="~ 0,5 1/2 h +2 - =3
' 9,3 karbonaatti . (pH 10)

.*)Puol;intumiSaika NaCOH:n kulutukselle, joka tarvitaan muuttumattaman
pH-arvon yll&pitimiseen.

Egimerkin (a) tuotteessa on keskimiirin 2 esterdityd -COOH-

erhm&a molekyylid kohti ja esimerkin (b) tuotteessa keskimddrin

4 tdllaista ryhmid. Useiden katodisten kaistojen ldsnédolo var-
mistaa, ettd esterdidyt tuotteet koostuvat useista esterdidyis-

td orgoteiineista, jotka sisdltidvit 1 - noin 6 esteriryhmdd

molekyylid kohti.
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-Esimerkki 5c

Metyyliesteri/N-asetyylihybridi
. ‘Liuokseen, jossa oli 0,5 mg metyyliesterdityd orgoteiiu'
nia (125 /ug/ml) ja joka oli valmistettu esimerkin 1 menettelylli,

i;aZfiané*J l;séttiin 0,5 mg -tdysin N-asetyloitua orgoteiinia. Seoksen elek-
rrocdesimgn_. troforeesi osoitti vain niitd kaistoja, jotka vastaavat metyyli-
' esterfityd orgoteiinia ynnéd anodista kaistaa, joka vastaa N—ase#—
-%yyliorgoteiinla. Kuitenkin kun seosta pidettiin 50 Oc:ssa nelji tun-
PoLs - tia, glekt;oforee81 osoitti usean uuden lajin muodostumista (kais-
ta—aéemiésa +7 - +11) ja ylf'50 $:n plenenemistd alkuperdisissi
N-asetyyli- ja metyyliesteriorgoteilnlkalst01ssa.
Uudet lajit, jotka on muodostettu kuumentamalla qidif101-
\/ tujen orgoteiinien seosta, ovat hybrideji (he?erodimeereja), jot-
ka sisédltédvdt yhden alayksik®én sekd N-asetyyliorgoteiinia (joka
sisdltid 10 N-asetyylilysiini# alayksikkdi kohti) ja metyylies-
terdityd orgoteiinia (joka sisdltds 0-3 -COOMe-ryhmid alayksikk®di
kohti) .

' Hybridit voidaan eristdd niiden tasapainoseoksesta N-aset-
yyli- ja COOMe-orgoteiinien (homodimeefit) kanssa ioninvaihtokro-
matografialla matalassa ldmpdtilassa esimerkissd 2C kuvatulla ta-
valla. Eristetyt heterodimeerit voivat varastoitaessa jatkaa
.uudellegnhydridisbitumisﬁaeyuodostaen.uudelleen seoksen, joka
sisdltdd myds molempia hoqidimeereja; Uudelleenhybridisoitumis-
nopeus on riippuvainen ld@mp&tilasta ja -on pieni matalissa ldmp&-

tiloissa.
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Patenttivaatimus:

A Menetelmd tulehdusta estédvien oggétg;;nijohaannaigpen
valmistamiseksi, t-u h nettau siité, ettd annefaan orgo-
teiinin, kuten naudan -orgoteiinin, reagoida :

a) alkylointiaineen, kuten primddrisen dialkyylisulfaatin,

. Ubnabion” edullisesti dimetyylisulfaatin tail aktiivisen alkyylihalogenidin

H ~31“““ tai aktiivisen vinyyllyhdlsteen kanssa, N-alkyloidﬁﬁ'orgoteiinin
ALkMQ. tuottamlsek51, jossa on alkyyllryhma %Emggsgﬁgif?estyksegs& aina-
kin yhdessi sen lysiinin £-aminoryhmissi, ja jossa edullisesti

. on vihint&&n. 10-18 alkyloltua._-gramlnoryhmaﬁ molekyyli& kohti,
Vi ( tai jossa on edullisesti. vihints&n 2-10 karbamyloitua E-amino-
N ryhmdd molekyylid kohti, tai '
b) esterﬁlntlalneen kanssa vesi- tai puskuriliuoksessa,
joka. esterdintiaine edullisesti on dimetyyli- tai dietyylisulfaat-

ti, AAtsidi, jolla on kaava

. vkl ic ¢ ossa X on OCH,, OC,H., NH, tai NHCH,CONH,, tal diatsoetikka-
wMj§2mm.bmu joss on OCH,, OCyHg, NH, tai oCONH,, tai muu diatsoetikka:

b Lhapon ester1 tai amldi, JOSta puuttuu reaktiokykylnen ryhmd. .

iy \ E'.-".-‘W'\
oo\ -
NPy YV
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Patentkrav:

Férfarande f6r framstdllning av antiinflammatoriska
orgoteinderivat, k & nne tecknat dirav, att orgotein,
sdsom ndtorgotein, omsdttes med

a) ett alkyleringsmedel, sdsom ett primdrt dialkylsulfat,
limpligen dimetylsulfat, eller en aktiv alkylhalogenid eller
'en aktivvinylfdrening, f&ér att prédﬁcera ett N-alkylerat orgo-
_tein, ddr alkylgruppen dr i samma ordningéfﬁljd i &tminstone
en av dess_lysipFE:—aminoqrupper, och som lémpligen har minst
10-18 alkylerade g—aminogrubper per_mé;ekyl, eller med

b) ett fdrestringsmedel i en vatten- eller buffertlds-
ning, vilket fdrestringsmedel ldmpligen dr dimetyl- eller di-
etylsulfat, en azid med formeln '

N2CH2CQX,

dir X 3r OCH3, OC2H5, NH2 eller NHCHQCONHZ, eller en annan s&dan

ester eller amid av. diazodttiksyra, som saknar en reaktiv grupp.
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