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Polypeptidfraktioner, der er isoleret fra kropsvasker hos muslinger,
ismr Mytilus-arter, f.eks. blamuslinger (Mytilus edulis), er i stand
til biospecifikt at binde sialinsyre. Polypeptidsyrefraktionerne er
virksomme mod et bredt spektrum af virus, bakterier og protozoer.
Disse polypeptidfraktioner kan derfor anvendes som - antimikrobielle
l=gemidler, der kan anvendes til at reducere mikrobers infektionsmu-

ligheder.
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Den foreliggende opfindelse angir en fremgangsmade til fremstilling
af en polypeptidfraktion til anvendelse som antimikrobielt lagemid-
del, hvilken fraktion er isoleret ud fra legemsvaskerne i muslinger
af arten Mytilus, isar blamuslinger (Mytilus edulis), og er i stand
til biospecifikt at binde mindst én sialinsyre i narvarelse af cal-
ciumioner, hvilken fremgangsmade er ejendommelig ved, at legemsvas-
kerne fra muslinger opsamles, og at der af den deraf dannede ékstrakt
isoleres mindst én polypeptidfraktion, som biospecifikt kan binde

mindst én sialinsyre.

Influenzaepidemier er et stort problem, som man har forsegt at lese
ved vaccinering med vacciner, der er fremstillet ved kendte metoder,
f.eks. ved dyrkning i hensezg. Dette frembyder imidlertid store
vanskeligheder, da de fremstillede vacciner kun bliver virksomme mod
den specielt anvendte virustype. Siledes er det nedvendigt at frem-
stille en sarskilt vaccine for hver speciel virustype. Dette er hsjst
utilfredsstillende i praksis, eftersom influenzavirus - og andre
virus - let muterer til en ny type, som forbliver upavirket af den
pageldende vaccine. Fremstillingen af influenzavaccine ud fra levende

virus er desuden kompliceret, og den fremstillede vaccine indeholder

" usnskede forureninger, som giver usnskede bivirkninger, og som kan

begranse den immuniseringseffekt, der kan opnds. Disse problemer er
til en vis grad lest, idet der er udviklet metoder til isolering af
immunogene komponenter fra influenzavirus, hezmagglutinin og neurami-
nidase; jfr. f.eks. USA patentskrift nr. 4.064.232. Selv om man pa
denne made har elimineret en del af ulemperne ved konventionelle
influenzavacciner, er der stadig det problem, at vaccinens effekt er
begranset til en speciel virustype. Desuden er fremstillingsmetoden

kompliceret, og det er ogsa her nedvendigt at arbejde med levende

virus.

Bakterieinfektioner er sadvanligt forekommende og udger ogsid et
problem, der er svart at lese. F.eks. er sarinfektioner af forskelli-
ge patogene bakteriestammer en meget frygtet komplikation ved for-
skellige typer operationer ("hospitalsinfektion"). Dette problem er
storst i dybe kaviteter og sar, hvilket gor, at konventionel behand-
ling med antibiotika er meget svar at gennemfsre. Desuden har mange

bakteriestammer gennem mutation udviklet antibiotikaresistens. For
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mange antibiotika er effekten ogsa begranset til et smalt spektrum af
bakterier. Der er indtil nu ikke fundet nogen tilfredsstillende

lesning pa disse og lignende problemer.

Der er saledes et stort behov for et middel, som giver effektiv im-
munbeskyttelse mod forskellige virustyper, og som desuden kan frem-
stilles i tilstrzkkelige mangder og ved teknisk/ekonomisk mulige
metoder. Der er endvidere et stort behov for et antibakterielt mid-
del, som er virksomt mod angreb af et bredt spektrum af patogene
bakterier. Den foreliggende opfindelse har bl.a. til formial at lese

disse problemer.

Den relevante teknik fremgar af NO 57.780, Chemical Abstracts, vol.
63, (1965) 8908h, Chemical Abstracts, vol. 66, (1967) 17.178, Chemi -
cal Abstracts, vol. 72, (1970) 29.217, Chemical Abstracts, vol. 85,
(1976) 90.466, Chemical Abstracts, vol. 88, (1978) 35.740, Patent
Abstract of Japan, nr. 54-41.314, Patent Abstract of Japan, nr.
54-41.315, Patent Abstract of Japan, nr. 54-160.709, Patent Abstract
of Japan, nr. 55-53.219, Biochemical Journal, vol. 175 (1978) s.
467-477 og Glyconjugate Research, vol. 1 (1979) s. 459-489.

I det nsvnte litteratursted i Biochemical Journal beskrives isolering
af en polypeptidfraktion fra et toskallet skaldyr, tridacna maxima,
hvilken fraktion omtales som besiddende interessante immunologiske
egenskaber; denne kendte polypeptidfraktion er forskellig fra den

foreliggende polypeptidfraktion.

Et raprodukt indeholdende en ifslge opfindelsen fremstillet poly-
peptidfraktion sammen med inaktive forureninger har tidligere varet
isoleret fra hemolymfen (legemsvasken) hos blandt andre blamuslinger
(Mytilus edulis), og dets evne til at binde sialinsyre har varet
beskrevet (jfr. f.eks. Hardy et al., CA 85 (1976): 90466 p). Denne
polypeptidfraktion har imidlertid hverken varet anvendt eller fore-
slaet til nogen praktisk anvendelse - f.eks. som lagemiddel - hverken
i den kendte urene form eller i nogen (endnu ikke beskrevet) renset

form.



10

15

20

25

30

35

DK 158334 B

3

Fremgangsmaden ifelge opfindelsen til fremstilling af en polypeptid-
fraktion til anvendelse som antimikrobielt lagemiddel, hvilken frak-
tion er isoleret ud fra legemsvaskerne i muslinger af arten Mytilus,
isar blamuslinger (Mytilus edulis), og er i stand til biospecifikt at
binde mindst én sialinsyre i nervarelse af calciumionmer, er ejen-
dommelig ved, at legemsvaskerne fra muslinger opsamles, og at der af
den deraf dannede ekstrakt isoleres mindst én polypeptidfraktion, som

biospecifikt kan binde mindst én sialinsyre.

Det ved fremgangsmiden ifelge opfindelsen saledes fremstillede prea-
parat indebazrer en helt ny made at angribe de ovennzvnte problemer
pa. I modsatning til f£.eks. kendt teknik pa antivirusomridet anvendes
der overhovedet ikke virus, hverken levende eller drzbt. Istedet
udnyttes visse polypeptidfraktioner, som findes i forholdsvis store
mezngder i legemsvaskerne hos muslinger, isar Mytilusarter. Disse
polypeptidfraktioner kan isoleres ved udnyttelse af i og for sig
kendte og forholdsvis enkle separationsmetoder sasom spjlechroma-

tografisk adskillelse.

De ifslge opfindelsen fremstillede polypeptidfraktioner er i nar-
varelse af calciumioner i stand til biospecifikt at binde sialinsyre.
Herved menes, at den pagzldende polypeptidfraktion skal vaere i stand
til biospecifikt at affinitetsbindes til i det mindste en aminosukker
fra gruppen af sialinsyrer. Udtrykket "sialinsyrer" anvendes her 1
den almindeligt vedtagne betydning, nemlig N- og/eller O-substitu-
erede acylderivater (f.eks. acetyl- og/eller glycocylderivater) af
neuraminsyre; jfr. f.eks. Sai-Sun Ng og Joel A. Dain, The natural
occurence of sialic acids (1974) og The Merck Index, 9. udgave, 1976.
Polypeptidfraktionernes nejagtige kemiske opbygning er ikke kendt.
Udtrykket "polypeptidfraktion” er derfor i den foreliggende sammen-
hang ikke begranset til polypeptider eller proteiner i den snavre
betydning, men omfatter alle fra muslinger isolerede fraktiomer, som
overvejende bestar af polypeptidsekvenser, og som biospecifikt kan
affinitetsbinde sialinsyre. De ifslge opfindelsen fremstillede poly-
peptidfraktioner kan séledes f.eks. eventuelt omfatte glycoproteiner.
Sadanne fragmenter eller undergrupper af de navnte polypeptidfrak-
tioner, som er i stand til biospecifikt at binde sialinsyre i nar-

verelse af calciumioner, hvorhos undergrupperne fortrinsvis admini-
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streres i narverelse af calciumioner, kan iser anvendes som anti-

bakterielt middel.

Det har overraskende nok vist sig, at immunisering med de ovenfor
definerede polypeptidfraktioner oger modstandskraften (immunbeskyt-
telsen) mod angreb fra et stort antal forskellige virustyper, f.eks.
forskellige myxovirus, iszr forskellige typer influenzavirus. De
pagzldende polypeptidfraktioner kan derfor bl.a. anvendes som en
praktisk taget ideel influenza-"vaccine", eftersom ét og samme pro-
dukt beskytter mod praktisk taget alle - maske til og med alle -

typer influenzavirus, og ogsd mod andre virustyper.

Det har endvidere overraskende mok vist sig, at de ovenfor definerede
polypeptidfraktioner udger et effektivt antibakterielt middel til
behandling af legemsoverflader (inklusive legemshulheder og knogle-
overflader), hvorfor midlet er virksomt mod angreb fra et stort antal

forskellige patogene bakterier og andre mikroorganismer.

Arsagen til, at man ved immunisering ved hjzlp af de ovenfor define-
rede polypeptidfraktioner opnar en virksom beskyttelse mod et bredt
spektrum af virusinfektioner er ikke helt klarlagt. Nedenstdende
forseg pa en teoretisk forklaring af mekanismen for den iagttagne
offekt skal derfor ikke betragtes som en begransning af opfindelsen.
Mekanismebeskrivelsen angar isar influenzavirus, men den kan pa

analog made tillempes ogsd andre virustyper.

Influenzavirus er bl.a. karakteriseret ved evnen til biospecifikt at
bindes til sialinsyre. Denne egenskab er ogsa af betydning for virus-
partiklens evne til at formere sig ved indtrangen i kroppen. Herved
kobles det sialinsyrespecifikke virus til forskellige slags krops-
celler, som har sialinsyre i deres membran, hvorved virusets hamag-
glutinindel kobles med sialinsyren. Arsagen til, at viruspartiklen

kan trznge ind i cellen og derefter begynde at formere sig, er, at

viruset indeholder enzymet neuraminidase, som spranger sialinsyre-

grupperne bort fra cellemembranen under dannelse af et meget lille
hul. P4 grund af virusets formering 1 cellen far patienten de sadvan-
lige influenzasymptomer og det pafslgende sygdomsforleb. Samtidig

danner kroppen ogsd antistoffer mod det pagzldende virus, og en del
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af disse antistoffer er rettet pa hamagglutininer pa virusoverfladen,
de sdkaldte antihzmagglutinin-antistoffer. Ved et senere influenza-
angreb af samme virustype vil disse antistoffer krydsreagere med
hemagglutininet pd viruset. Denne krydsreaktivitet forer til, at
virusets hzmagglutinin hammes i sit forseg pid at koble sig med sia-
linsyren pa cellerne. En analog reaktionsmekanisme gelder ved vacci-
nation mod influenza med sadvanlig influenzavaccine. Ved injektion af
en sadan vaccine danner kroppen bl.a. antistoffer, der er rettet mod
det pagzldende virus' hamagglutinin. Ved en sadan vaccination far man
en relativt god beskyttelse mod det pagzldende virus, men dog ikke sa

langvarig som ved en virusinfektion.

Ved injektion med en sialinsyrespecifik polypeptidfraktion af den
ovenfor anferte art, vil kroppen danne antistoffer, der er rettet mod
polypeptidfraktionen. En del af disse antipolypeptid-antistoffer vil
pa tilsvarende midde som ved et sadvanligt influenzaangreb eller ved
sadvanlig vaccination krydsreagere med hzmagglutininet pa det an-
gribende virus og pa analog made hindre virushamagglutininet 1 at
blive bundet til de sialinsyregrupper, som findes pid forskellige
typer af celler i kroppen. Sandsynligvis pa grund af, at polypeptid-
fraktionerne hidrerer fra et meget lavtstdende dyr, bliver de aktuel-
le antipolypeptid-antistoffer ikke specifikke for noget specielt
virus, men de vil krydsreagere med hazmagglutininet hos et bredt
spektrum af virus. Polypeptidfraktionernes evne til at krydsreagere
med vacciner mod forskellige typer virus er pavist ved dyreforseg,

som beskrives narmere nedenfor.

Immuniseringsmidler, som indeholder de ovenfor definerede polypeptid-
fraktioner, kan anvendes praventivt til at forhindre opstéden af
virusinfektioner, men de kan ogsd anvendes kurativt under igangvaren-
de sygdomstilstande. Her kan midlet administreres som ved sadvanlig
vaccination, dvs. f.eks. ved parenteral, fortrinsvis subcutan in-
jektion af polypeptidfraktionen sammen med et egnet inert vaskefor-
migt fortyndingsmiddel, f.eks. i en fysiologisk isotopisk oplesning,
f.eks. 0,9%'s fysiologisk kogsaltoplesning, som eventuelt kan vare
pufret med f.eks. phosphatpuffer. Om nedvendigt kan der pa i og for
sig kendt made tilszttes forskellige tilsatningsstoffer, f.eks.

konserveringsmidler. Midlet kan ogsid indeholde sedvanlige immunolo-
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giske adjuvanser sésom aluminiumhydroxid ellgr aluminiumphosphat. Ved
parenteral injektion af polypeptidfraktionerne fremstillet ved frem-
gangsmaden ifslge opfindelsen er det normalt tilfredsstillende med
doser pa mellem 1 pg og 1 g. Om nedvendigt kan injektionen gentages
med f.eks. samme dosis med én eller flere ugers mellemrum. Det fore-
trakkes at injicere polypeptidfraktionerne fremstillet ved fremgangs-
miden ifslge opfindelsen i form af en suspension i det navnte inerte
vaskeformige fortyndingsmiddel. Dette kan f.eks. foregad ved justering
af pH-vardien til det isoelektriske punkt, hvorved der fas en turbi-
ditet eller suspension. Et egnet alternativ er at administrere poly-
peptidfraktionerne som depotpraparat, f.eks. ved binding til en
barer, sasom aluminiumhydroxid, hvilket er kendt i forbindelse med

andre wvacciner.

Det har overraskende nok vist sig, at de pigezldende polypeptidfrak-
tioner ogsa giver en effektiv lokal immunbeskyttelse mod virus-
infektioner i de svre luft- eller slimveje (herunder lungerne) ved
topisk applikation, f.eks. i form af en spray. Ved en sadan applika-
tion kan polypeptidfraktionerne fremstillet ved fremgangsmaden ifslge
opfindelsen anvendes bade praventivt og kurativt under en igangvaren-
de infektion. En foretrukken administrationsmide er nasal applika-
tion, dvs. spraying i nese/mundhulen, med em foretrukken dosis pa

1 - 1000 pg én gang dagligt i 5 - 10 dage. Man kan i dette tilfalde
tanke sig, at effekten opstar ved mindst to forskellige reaktions-

mekanismer.

Ved praventiv behandling ved nasal applikation gentagne gange vil
polypeptidfraktionerne fremstillet ved fremgangsmadden ifelge opfin-
delsen damne lokalt virkende antistoffer, og en del af disse vil
analogt med den ovenstiende mekanismebeskrivelse krydsreagere og
hindre et angribende virus i at angribe de sialinsyregrupper, som er
nedvendige for, at viruset kan overleve og formere sig. Ved en igang-
varende virusinfektion kan applikation af polypeptidfraktionerne
fremstillet ved fremgangsmiden ifslge opfindelsen ogsa hurtigt danne
den type antistoffer og derved dzmpe det igangverende sygdomsforleb.
En yderligere effekt kan tznkes at opsti ved en reaktionsmekanisme,
som indebarer, at den sialinsyrespecifikke polypeptidfraktion frem-

stillet ved fremgangsmiaden ifslge opfindelsen ved lokal applikation
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bindes til de i luftvejene rigt forekommende sialinsyregrupper pa
cellerne i f.eks. spyt og i nase- og mundsekret. Kropscellernes
sialinsyregrupper skulle herigennem blive "blokeret" og dermed hindre
eller mindske muligheden for, at hamagglutininet pa viruspartiklerne
bindes til sialinsyregrupperne, hvilket er en forudsatning for virus-
ots vakst. Derme mekanisme er ikke nogen immunologisk reaktion i
egentlig forstand, men indebarer snarere en direkte "belagning“ af

celleoverfladen ved bindingen til dens sialinsyregrupper.

Arsagen til, at der ved behandling af legemsoverflader med de ovenfor
definerede polypeptidfraktioner opnas en virksom beskyttelse mod
angreb - igangvarende eller ventede - af et bredt spektrum af bak-
terier er ikke helt klarlagt. Felgende forseg pa en teoretisk for-
klaring af mekanismen for den observerede effekt skal derfor heller

ikke betragtes som nogen begraznsning af opfindelsens omfang.

Selve reaktionsmekanismen for patogene bakteriers binding til sar-
overflader og lignende er relativt ukendt, men det sker sandsynligvis
ved en form for kobling, som involverer sialinsyre. Det er kendt, at
alle patogene bakterier i deres cellemembran bl.a. har sialinsyre, og
de har sandsynligvis ogsd i deres kontaktplade ("attachment"-gruppe)
en type hazmagglutininer, som binder et eller andet sialinsyrederivat.
Nar man paferer de sialinsyrespecifikke muslingepolypeptidfraktioner
fremstillet ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen pa f.eks. friske
operationssar, bindes disse fraktioner derfor sandsynligvis til
cellernes sialinsyregrupper. Herved kan patogene bakterier, som
jnvaderer siret, ikke bindes til cellerne (eftersom disse allerede er
vhlokerede" af polypeptidfraktionen). Dette indebarer, at bakterierne

ikke kan formere sig, men der, hvilket igen forer til, at saret lager

hurtigere.

Hvis der allerede forekommer en bakterieinfektion i et sar, opstar
der ved behandling med den sialinsyrespecifikke polypeptidfraktion
fremstillet ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen sandsynligvis en
udpraget konkurrence mellem polypeptidets sialinsyrespecificitet og
bakteriernes specificitet. En yderligere tankelig forklaring er, at

polypeptidfraktionerne praktisk taget helt inhiberer bakteriernes



10

15

20

25

30

35

DK 1583348

8

evne til at reagere videre med cellevaggen ved at fa bakterierne (som

har sialinsyre i deres membran) til at agglutinere.

Ved behandling af sar og andre legemsoverflader paferer man fortrins-
vis polypeptidfraktionerne topisk pa de pagzldende legemsoverflader 1
form af en oplesning i et egnet fortyndingsmiddel, f.eks. i fysiolo-
gisk kogsaltoplesning eller steriliseret vand. Der anvendes til dette
formal fortrinsvis et fryseterret praparat, som opleses i fortyn-
dingsmidlet i tilslufning til applikationen, hvilket f.eks. kan ske
ved pensling eller pasprsjtning. Behandlingen kan hensigtsmassigt

ske med doser pa mellem 1 pgogl gl - 3 gange dagligt, indtil

infektionen er standset.

Ved behandling af tarminfektioner med polypeptidfraktionerne frem-
stillet ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen kan man tanke sig
lignende reaktionsmekanismer som ved sarbehandling. I tarmen findes
normalt Escherichia coli-bakterier af forskellige stammer i fri
tilstand, dvs. ikke haftet pa tarmvaggen. En del Escherichia coli-
stammer har forskelligartet kemisk opbygning, som ger dem tilbejelige
£il at fastnes pa tarmvaggen. Ved en sadan fastgerelse vil ogsé
bakteriofager angribe bakterierne, hvorved endotoxiner frigeres 1
tynd/tyktarmen og forirsager diarrétilstand. Ved tilfersel af poly-
peptidfraktioner fremstillet ved fremgangsmiden ifslge opfindelsen
til tarmen kan disse dels bevirke agglutination af de patogene bak-
terier og derved inaktivere disse, dels blokere sialinsyren pa tarm-
vaeggen, si at bakterierne ikke kan angribe denne. Tilsvarende reak-
tionsmekanismer kan ogsd udnyttes til f.eks. blareskylning med poly--
peptidfraktioner fremstillet ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen

ved urinvejsinfektioner.

Ved behandling af tarminfektioner med polypeptidfraktionerne frem-
stillet ved fremgangsmaden ifslge opfindelsen er det vasentligt at
sikre, at polypeptidfraktionerne passerer maveszkken intakt. Til
dette formal indesluttes polypeptidfraktionerne (fortrinsvis i fryse-
torret foim) hensigtsmessigt i en syrefast kapsel, som kan passere
den sure mavesaft uden at blive sdelagt, men som opleses i den alka-
1iske tarmveske under frigerelse af polypeptidfraktionerne. En pas-

sende dosering er f.eks. 10 pg - 1 g polypeptidfraktion/kapsel.



10

15

20

25

30

DK 158334B

Som ovenfor anfert isoleres de ved fremgangsmaden ifelge opfindelsen
fremstillede sialinsyrespecifikke polypeptidfraktioner fra muslinger
af arten Mytilus sisom blamuslinger (Mytilus edulis), Mytilus perna,
Mytilus gello provincialis, Mytilus Californeanus, Mytilus smarag-
dinus. Af interesse er forst og fremmest sddanne arter, som er til-
strakkeligt rigeligt forekommende og let tilgengelige til at mulig-

goere fremstilling i industriel skala.

De pagzldende polypeptidfraktioner isoleres fra legemsvaskerne i de
angivne dyr. Med legemsvasker menes her samtlige systemer hos disse
lavtstiende dyr, som svarer til blod-, lymfe- og kirtelsystemerne hos
hejerestiende dyr. En oftest egnet isoleringsmetode er at danne en
ekstrakt af disse legemsvasker og eventuelt efter passende oparbejd-
ning fraseparere den enskede polypeptidfraktion ved affinitetschro-
matografi, f.eks. analogt med den nedenfor specielt for blamuslinger
angivne isolefingsmetode. Den rensede, sialinsyrespecifikke polypep-
tidfraktion pakkes hensigtsmassigt som et fryseterret produkt i en-
keltdoser, hvorhos det fryseterrede produkt kan opleses i et passende

fortyndingsmiddel i tilslutning til administrationen.

Opfindelsen beskrives narmere i nedenstéende udferelseseksempler:

EKSEMPEL 1

Levende blamuslinger (Mytilus edulis) &bnes, og al vaske og muskelvav
overfores til et centrifugeglas, som centrifugeres ved 4°C og 3000
omdrejninger/minut i 40 minutter. Den overstaende vaske opsamles og
opvarmes til 45°C i 30 minutter for at sdelagge lytisk effekt. Den
vundne oplesning centrifugeres igen ved 4°C og 9000 omdrejninger/-
minut i 30 minutter. Den overstaende vaske opsamles, og under om-
rering tilsattes mattet ammoniumsulfatoplesning til en matningskon-
centration pa 65%. Det vundne bundfald holdes ved stuetemperatur i 30
minutter og centrifugeres derefter ved 9000 omdrejninger/minut i 30
minutter. Den overstiende vaeske kasseres, og det udfzldede materiale

opleses i 0,05M phosphatpuffer, pH-vardi 7,4, 0,05M natriumchlorid
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(PBS) og dialyseres mod PBS. En fryseterret prove af produktet er

farvelsst og let oplsseligt i destilleret vand.

1,0 mg bovint submaxillart mucin (som er sialinsyreholdigt) kobles pa
i og for sig kendt made til 30 g bromcyanaktiveret Sepharose® 4B
(agarose, Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Sverige). Den dannede
gel pakkes derefter i en gelfiltreringskolonne og indstilles pa
ligevagt med 0,05M tris-HC1, 0,1M natriumchlorid, 0,01M calciumdi-

chloridpuffer, pH-vardi 8,5. 40 ml af den pa den ovenfor beskrevne

 made fremstillede, dialyserede polypeptidfraktion hzldes pid kolonnen,

som elueres med den navnte puffer (puffer A pa tegningen). Eluatet
fra kolonnen folges ved absorption ved 280 nm og opsamles i fraktio-
ner. Efter eluering af en hovedfraktion af proteinerne (se top A pa
tegningen) udskiftes elueringspufferen til 0,05M tris-HCL, 1,0m NaCl,
0,01M calciumdichloridpuffer, pH-vardi 8,5 (puffer B pa tegningen).
Med denne puffer elueres et antal proteinholdige fraktiomer, jfr. top
B pi tegningen. Til sidst elueres kolonnen med 0,05M tris-HCL, 1,0M
NaCl-puffer, pH-vardi 8,5 (puffer C pa tegningen), hvorved en mindre
mangde protein elueres - se top C pa tegningen. De opsamlede frak-
tioner (A, B og C) underseges med henmblik pa hamagglutinerende ef-
fekt. Hemagglutinationstesten udferes ved den af S. Hammarstrém og E.
A. Kabat i Biochemistry 8, 2696 (1969) beskrevne metode. Til dette
formal anvendes mikrotiterplader og en 2%'s oplesning af humane
erythrocyter tilherende forskellige blodtyper i 0,9%'s natrium-
chlorid. Kun fraktion C agglutinerer rede blodlegemer, dvs. er sia-

linsyrespecifik (se kurven "opsamlet aggl." pa tegningen).

Den aktive polypeptidfraktion C koncentreres ti gange ved ultrafil-
trering (Amicon UM 10 filter) og dialyseres til ligevagt mod 0,05M
tris-HCl, pH-vardi 8,5; 0,15M natriumchlorid, 0,003M calciumchlorid-
puffer. Efter fryseterring fis et farvelsst produkt, som er letopls-

seligt i vand.

Den isolerede sialinsyrespecifikke fraktions molekylvagt bestemmes
ved SDS-polyacrylamidelektroforese ved anvendelse af gradientgelen
PAA (polyacrylamid) 4/30 og molekylvagtskalibreringssat (fra Pharma-
cia Fine Chemicals, Uppsala, Sverige). Ved elektroforesen fas fire

band inden for molekylvagtsomradet 14.500 - 30.000. Disse band i
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elektroforesen hidrerer sandsynligvis fra sikaldte undergrupper i et
storre protein, som kan gendannes ved rekobling af undergrupperne i

narvarelse af calciumioner.

Aminosyresammensatningen er undersegt ved sadvanlig aminosyreanalyse.

Resultaterne er gengivet i nedenstdende tabel. Der kunne ikke pavises

aminosukker:

Aminosyre % Aminosyre %
Asp 16,5 Met 0,4
Thr 5,5 Tle 4,3
Ser 8,3 Leu 5,2
Glu 10,8 Tyr 9,6
Pro 3,3 Phe 5,6
Gly 5,1 His 3,8
Ala 2,0 Lys 7,3
Val 4,4 Arg 7,7

Polypeptidfraktionens isoelektriske punkt er 4,6.

EKSEMPEL 2

Et til subcutan injektion egnet praparat fremstilles ved oplesning af
150 pg frysetorret produkt ifelge eksempel 1 i 0,5 ml destilleret

vand og justering af pH-vardien til 4,6 (turbiditet).

EKSEMPEL 3

Et til nasal applikation egnet praparat kan fremstilles ved at oplese
50 - 100 pg (engangsdosis) fyseterret polypeptidfraktion ifelge
eksempel 1 i L - 1,5 ml sterilt, destilleret vand. Praparatet fyldes
pad sprayflasker og appliceres hensigtsmessigt ved spraying uden
drivgas. Flerdosispakninger kan fremstilles ved proportional for-

ogelse af mangden af polypeptidfraktion og fortyndingsmiddel.
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EKSEMPEL 4

Den hemagglutinationshzmmende effekt ved immunisering med de ved
fremgangsmaden ifelge opfindelsen fremstillede polypeptidfraktioner

er undersegt pd folgende made:

2 mg frysetsrret polypeptidfraktion (fremstillet ifslge eksempel 1)
suspenderes i 0,5 ml fysiologisk kogsaltoplesning (0,9%) plus 0,5 ml
Freund's adjuvans og injiceres subcutant ved flere injektioner pa
ryggen af 2 kaniner (hver med en vagt pa 3 kg). 14 dage senere in-
jiceres pa samme made yderligere 2 mg i hver kanin, dvs. i alt 4 mg
polypeptidfraktion til hver kanin. Der udtages blodpreve for forste
injektion og 3 uger derefter, og serumpreverne underssges pa Ouchter-
lony-plader. Det viser sig, at der sker udfzldning mellem polypeptid-
fraktionen og 3-ugersserummet. Derimod er der ingen udfaldning med
serum taget for immuniseringen. Hver kanin tjener siledes som sin

egen kontrol.

3-Ugersserummet undersoges derefter ved en sadvanlig hamagglutina-
tionsinhiberingstest. Til dette formil anmvendes som viruskilde fol-
gende polyvalente influenzavacciner: 1) A-USSR-90,92,97-77(HINL), 2)
A-England-864-75(H3N2) og 3) B-Hongkong-8-73. Hver ml vaccine inde-
holder 50 pg hzmagglutinin. Testen foretages pa den made, at man pa
et objektglas blander dels en drabe vaccinesuspension, dels en drabe
3-ugersserum fra de immuniserede kaniner, dels ogsd en drdbe (om-
hyggeligt rensede) hundeerythrocyter opslammet i fysiologisk kogsalt-
oplesning (2 vagt/volumenprocents suspension). Som kontrol anvendes
henholdsvis 1 drabe 0,15M phosphatpuffer og nul-serum (dvs. serumpre-

ve for immuseringen) fra kaninerne i stedet for 1 drédbe 3-ugersserum.

Der sker ingen hamagglutination med 3-ugersserum fra de immuniserede
kaniner, medens der umiddelbart sker hemagglutination (inden for 1
minut) ved samtlige kontroller. Der er ingen forskel mellem de to
kaniner. Disse resultater viser entydigt, at injektion af polypeptid-
fraktionen fremstillet ved fremgangsmiaden ifslge opfindelsen har fert

til dannelse af antistoffer, som er virksomme mod et bredt virus-

spektrum.
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EKSEMPEL 5

Et til sarbehandling egnet praparat fremstilles ved oplesning af
200 pg frysetorret polypeptidfraktion fra eksempel 1 i 1,5 ml steri-

liseret vand eller fysiologisk kogsaltoplesning.

EKSEMPEL 6

Et til oral behandling af tarminfektioner egnet praparat fremstilles
ved at indhylle fryseterrede polypeptidfraktioner fra eksempel 1 i
syrefaste kapsler, som i hovedsagen intakte passerer igenmem den sure
mavesaft, men som opleses i det alkaliske milje i tynd- og tyktarmen
under frigerelse af de indhyllede polypeptidfraktioner. En egnet
dosering er f.eks. 200 -300 pg/kapsel.

EKSEMPEL 7

P4 to Sprague-Dawley-rotter (400 g) skares pa ryggen to sar ned til
fascia (overflade = 2,8 cmz). For at forhindre kontaminering syes
enkle sarringe fast og limes pi kanten af saret. Et af sdrene behand-
les med 0,2 ml 0,1%'s oplesning af den ifslge eksempel 1 isolerede
polypeptidfraktion, medens det andet sar behandles med 0,2 ml 0,9%'s
fysiologisk kogsaltoplesning. Gennemsigtige 1lag, som tillader inspek-
tion af sirene, skrues fast pa de to sarringe for at forhindre konta-
minering. Hver dag i 5 dage behandles sarene med henholdsvis 0,2 ml
polypeptidoplesning og 0,2 ml fysiologisk kogsaltoplesning. P4 dag
nr. 1, &4, 6 og 8 udtages prover med gelatinesprejte fra saroverflad-
erne til bestemmelse af bakterieindholdet. Til preven sattes fysiolo-
gisk kogsaltoplesning, og den inkuberes i 15 minutter i vandbad ved
37°C. Fortyndingsserier af preven appliceres pid agarplader, som
jnkuberes natten over ved 37°C. Koloniantallet tzlles. Samtidig
observeres sarhelingsforlebet. Der kan ikke iagttages nogen signifi-
kant forskel med hensyn til bakterieindhold. I modsztning hertil
iagttages en bedre og hurtigere helingsproces for det sar, som er

behandlet med polypeptidoplesningen.
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EKSEMPEL 8

Pa ryggen af fire Sprague-Dawley-rotter skares 3 cm? store sir. Pa to
af rotterne vaskes sarene med 0,2 ml 0,1%'s oplesning af det ifoelge
eksempel 1 fremstillede frysetorrede produkt. Efter 15 minutters for-
1ob renses sarene igen med denne oplesning og efter yderligere 15
minutters forleb med 0,1 ml af oplesningen. Sarene pa de to evrige
rotter vaskes med tilsvarende mzngder 0,9%'s fysiologisk kogsaltop-

losning pa tilsvarende tidspunkter.

90 minutter efter den sidste vask inficeres samtlige sar med

1,7 x 10% af bakterierne Pseudomonas aeruginosa. De to forsegsrotters
sir behandles 3 gange/dag med 0,2 ml polypeptidfraktionoplesning i 4
dage, medens kontrolrotterne derimod behandles med 0,2 ml fysiologisk
kogsaltoplesning i 4 dage. Rotternes almentilstand observeres daglig
i 7 dage. Kontrolrotterne opviser som resultat af infektionen nase-
bledninger, vagttab og alment darlig helbredstilstand, medens be-

handlingsgruppen opviser uforandret almentilstand.

EKSEMPEL 9

Pa samme made som i eksempel 1 opsamles og varmebehandles hazmolymfe
fra M. edulis, og det vundne bundfald fjernes ved centrifugering.

30 ml af den saledes varmebehandlede hzmolymfe tilsattes 15 ml 0,2M
tris-HCl-puffer, pH-vardi 9,3, hvorved pH-vardien i blandingen stiger
til 8,5 (denne pH-vardi ber ligge i intervallet 8 - 9). Oplesningen
afkeles til -5°C under magnetomrering. Derefter tilsattes under
magnetomrering 15 ml koldt 53%'s ethanol via en peristaltisk pumpe
med en hastighed pa 23,2 ml/time, hvorved der dannes et bundfald.
Suspensionen lades henstd under magnetomrering ved -5°C 1 yderligere
30 minutter. Derefter centrifugeres suspensionen ved 9000 omdrejnin-
ger/minut i 30 minutter ved -5°C. Det centrifugerede bundfald op-
slezmmes ved stuetemperatur i 6 ml 0,15M natriumchloridoplesning.
Suspensionen centrifugeres ved 20.000 omdrejninger/minut i 20 minut-

ter ved 4°C. Den centrifugerede oplesning, hvis pH-verdi er 8,0,



10

DK 1583348

15

filtreres gennem et 0,22 p filter og fryseterres. Den sialinsyrebin-
dende evne hos den fremstillede ekstrakt bestemmes ved evnen til at
agglutinere en 2%'s suspension af humane rede blodlegemer i 0,15M
natriumchloridoplesning. Synlig agglutination observeres endnu ved

256 ganges fortynding (1:256) af ekstrakten.

PATENTKRAV

1. Fremgangsmade til fremstilling af en polypeptidfraktion til an-
vendelse som antimikrobielt lzgemiddel, hvilken fraktion er isoleret
ud fra legemsvaskerne i muslinger af arten Mytilus, isar blamuslinger
(Mytilus edulis), og er 1 stand til biospecifikt at binde mindst én
sialinsyre i narvarelse af calciumioner,

kendetegnet ved, at legemsvaskerne fra muslinger opsamles,
og at der af den deraf dannede ekstrakt isoleres mindst én polypep-

tidfraktion, som biospecifikt kan binde mindst én sialinsyre.
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