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Kasvua estdvd kddrmemyrkky

Myrkyllisille aineille on paljon kdyttdtarkoituksia.
Erityisesti kun sytotoksinen aine on spesifinen tai se voi-
daan muuntaa spesifiseksi tietyille kannoille tai solutyypeil-
le, sytotoksiselle aineelle voi olla k&dyttdd tietyn kannan
tai solutyypin eliminoimisessa viljelmdstd tai kudoksesta,
jossa on paljon erilaisia soluja. Esimerkiksi pahanlaatuis-
ten kasvainten tapauksessa on toivottavaa kyetd spesifisesti
eliminoimaan pahanlaatuiset solut, aiheuttamatta suurta kuol-
leisuutta normaaleille tai terveille soluille.

Erds toksiinien l&hde on kddrmeenmyrkky. Tunnetaan
useita toksiineja. Uusien toksiinien l6ytédmiseen on yhd kui-
tenkin kiinnostusta eri tarkoituksiin kdyttdkelpoisen toksii-
nivalikoiman laajentamiseksi. Toksiinit voivat erota toisis-
taan toksiinin synnytt&@mdn immuunivasteen, toisiin reagens-
seihin kytketymisen helppouden, toksiinin vaikutuspaikan
ynnd muun suhteen. Uuden toksiinin lOytdmiseksi kddrmeenmyr-
kysta tarvitaan k8yttdkelpoisuustesti, laajdja eristyskidsit-
telyjéd, puhdistus ja analyysi puhtauden ja aminohapposekvens-
sin toteamiseksi.

Useiden kalkkarokddrmelajien myrkystd eristettyja
sytotoksisia peptidejd on sekvensoitu, eristetty ja kuvattu.
Myotoksiinia saadaan preeriakalkkarokddrmeen, Crotalus,
myrkystd (Fox et al., Biochemistry 18 (1979) 678 -~ 83); krota-
miinia saadaan Eteld-Amerikan kalkkarokdirmeen, Crotalus
durissus terrificus, myrkystd (Lauree ja Hoppe~Seyler, Physiol,
Chem. 356 (1975) 213 - 15); ja toksista peptidid C saadaan
Etelé—Tyynenmeren kalkkarokddrmeen, Crotalus viridis helleri,
myrkystd (Maeda et al., Toxicon 16 (1978) 431 - 41).

Tarjotaan uusia sytotoksisia tai tolujen kasvua esta-
vid peptidejd, jotka ovat sukua peptidille, joka on eristetty
Western Diamondback-kalkkarokddrmeen, Crotalus atrox, myrkys-
td. Ndiden peptidien konjugaatteja spesifisten sitojien, esim.
ligandien ja reseptorien kanssa voidaan kdyttdi solujen pois—

tamiseen selektiivisesti soluseoksesta.
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Tarjotaan sytotoksisia aineita, jotka koostuvat
Crotalus atroxin myrkystd eristetystd, noin 6 kilodaltonin
(kD) peptidistd, sen sytotoksisista analogeista ja sytotok-
sisten aineiden konjugaateista peptidien kanssa, erityisesti
ligandien ja spesifisesti komplementaariseen sitojaan sitou-
tuvien reseptorien kanssa. Aktiivisessa osassa on ainakin
noin 15 aminohappoa, tavallisesti ainakin noin 25 aminohappoa
ja tavallisemmin ainakin noin 35 aminohappoa, eiki enempii
kuin noin 60 aminohappoa, tavallisemmin alle 50 aminohappoa.
Ndmd aktiiviset osat voivat olla kytkeytyneind suureen. midd-
rddn erilaisia muita aineita, jotka kuvataan jdljempédnd.

T&mén keksinndn peptidien kaava on seuraavanlainen:

ppIQC13a4aa5aa6GGaagczaallaalzaa13aa14C3aalsaa17

aalsaal9SDaa?ZGKaazsaa2ecaaazsaazgaa3o

WKC5C6K3a3Gaa37aa38aa39pp2

jossa:

ppl on N-pddteryhmd ja voi olla vety, yksittdinen
aminohappo, erityisesti polaarinen aminohappo, erityisemmin
hydroksisubstituoitu aminohappo tai emdksinen aminohappo,
tai 2 - 20, tavallisemmin 2 - 10 aminohapon muodostama poly-
peptidi, joka voi toimia monissa tehtdvissd, kuten kytkentd-
ryhmédnd, modifioivana ryhmdnd, tms;

pp2 on C-pddteryhmd ja voi olla terminaalinen hydrok-
syyliryhmd, yksittdinen aminohappo, erityisesti polaarinen
aminohappo, tarkemmin karboksamidon sis&dltdvi aminohappo,
tai 2 - 20, tavallisemmin 2 - 10 aminohapon muodostama poly-
peptidi, joka voi toimia samoissa tehtdvissd kuin ppl;

kirjaimilla on tavallisesti merkityksend yksikirjaimi-
sessa aminohappokoodissa, jotka esitetddn alla;

korkeintaan 5, yleensd enintddn noin 3 aminohapoista
voi toimia sidoksina, ollen deleetioita rakenteessa;

Cl C5:n kanssa, C2 C4:n kanssa ja C3 C6:n kanssa
muodostavat kysteiinisidoksia, kun kysteiinisidoksia on;

aa4 on alifaattinen hapan tai aromaattinen aminohappo,
erityisesti D, E, H;
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aa5 on alifaattinen polaarinen tai emdksinen amino-
happo, erityisesti karboksamidosubstituoitu tai emdksinen,
tarkemmin_N, Q, K, R;

aa6 on alifaattinen varautunut aminohappo, joko hapan
tai emdksinen, erityisesti D, E, K, tai R;

aa” on aromaattinen aminohappo, erityisesti F, H,
W, Y;

aall on alifaattinen varautunut aminohappo, erityi-
sesti emdksinen aminohappo, tarkemmin K, R;

aal2 on aromaattinen aminohappo tai alifaattinen polaa-
rinen tai varautunut aminohappo, erityisesti hapan tai neut-
raali, tarkemmin hydroksisubstituoitu neutraali, mukaanlukien
F, H, W, ¥, D, E, S, T;

aa13 on alifaattinen ei-polaarinen tai varautunut
aminohappo, erityisesti ei—polaarineh tai emdksinen, tarkem-
min 4 - 6-hiiliatominen, mukaanlukien L, I, V, K, R;

aa 4 on alifaattinen ei-polaarinen aminohappo, erityi-
sesti 4 - 6-hiiliatominen, nimittdin L, I, V;

aa16 on alifaattinen ei-polaarinen 4 - 6-hiiliatominen
aminohappo, erityisesti P, I, L, V;

aal7 on alifaattinen ei-polaarinen tai polaarinen
3 - 5-hiiliatominen aminohappo, erityisesti polaarisena hyd-
roksisubstituoitu, tarkemmin S, T, A, P, V;

aa18 on alifaattinen varautunut tai ei-polaarinen

aminohappo, erityisesti emdksinen varattuna ja 3 - 6-, yleensd
4 - 6-hiiliatominen, tarkemmin P, I, L, V, K, R;
aa19 on alifaattinen polaarinen 3 - 4-hiiliatominen

aminohappo, erityisesti hydroksisubstituoitu, tarkemmin S, T;
aa22 on alifaattinen ei-polaarinen tai aromaattinen
aminohappo, joka alifaattisena on 5 ~ 6-hiiliatominen, tar-
kemmin F, I, L, V;
aa25 on alifaattinen neutraali 3 - 6-hiiliatominen
aminohappo, erityisesti 4 - 6-hiiliatominen, joka on polaa-
rinen tai ei-polaarinen, jossa polaarisena on rikkiatomi,

tarkemmin M, I, L, V;
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aa26 on alifaattinen varautunut tai ei-polaarinen
aminohappo, polaarisena erityisesti hapan, 2 - 5-, yleensd
2 - 4-hijiliatominen, tarkemmin G, A, P, D, E;

aa28 on alifaattinen varautunut 4 - 6-hiiliatominen

aminohappo, joka voi olla hapan tai emdksinen, erityisesti
D, E, K, R;

aa29 on alifaattinen tai aromaattinen aminohappo,
alifaattisena 3 - 5-hiiliatominen, erityisesti A, P, V, F,
H, W, Y¥;

aa3 on alifaattinen neutraali ei-polaarinen tai emdk- _
sinen aminohappo, neutraalina ei-polaarisena 4 - 6-, yleensd
5 - 6-hiiliatominen, erityisesti I, L, V, K, R;

aa36 on alifaattinen emdksinen aminohappo, erityi-
sesti K, R;

aa37 on alifaattinen tai aromaattinen aminohappo,
alifaattisena 2 - 3-hiiliatominen, erityisesti G, A, ¥, H,
W, Y;

aa38 on alifaattinen neutraali polaarinen tai ei-
polaarinen aminohappo, 2 - 4-hiiliatominen, polaarisena
erityisesti hydroksisubstituoitu, tarkemmin G, A, P, S, T;

aa39 on alifaattinen ei-polaarinen 2 - 6-, erityisesti

-~

2 - 3-hiiliatominen aminohappo, tarkemmin G, A, P, I, L, V.

Eri aminohapporyhmdt ja yksikirjaimiset viitteet ovat

seuraavat:
alifaattiset
neutraalit
ei-polaariset G,A,P,V,I,L
polaariset s, T,M,C,N,Q
varaukselliset
happamat D,E
emaksiset X,R
aromaattiset F,H,W,Y
G - glysiini N - asparagiini
A - alaniini Q - glutamiini
P - proliini D - aspartiinihappo
V - valiini E

- glutamiinihappo
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I - isoleusiini K - lysiini

L - leusiini R - arginiini

S - seriini F - fenylalaniini
T - treoniini H - histidiini

M - metioniini W - tryptofaani

C - kysteiini Y - tyrosiini

Erityisen kiinnostavia ovat seuraavat kaavan mukaiset

peptidit:
F R L L
SQCEQEGG H C K F v I
p T I L
C L S R S S D L G K M GCEPLWI KCCK
R
K WGG
jossa:

kun samassa kohdassa kaavaa on kaksi aminohappoa,

siind kohdassa voi olla kumpi tahansa niistd, mutta on edul-

lisempaa ettd yldrivin aminohapot ovat yhdessd ja alarivin

aminohapot samoin yhdess&.

On lisdksi ymmdrrettdvd ettd sallitaan konservatiivi-

set substituutiot. Konservatiivisilla substituutioilla ymmixr-

retddn sitd, ettid seuraavassa luettelossa olevat aminchapot

voidaan korvata samalla rivilld luettelossa olevalla toisella

aminohapolla.

G, A
v, I,
D, E
K, R
s, T

F, H, W, Y

Peptidin N-pddteryhmd voi olla suojattu tai suojaa-

L

maton jolloin suojaus yleensd kdsittdd alifaattisen hapon,

esim. etikkahapon tai muurahaishapon, alkylaation, jne. Yhdis-

teiden todetaan olevan ldmmdn~ ja haponkestivii koeosassa

esiteltyjen kokeiden perusteella.
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Erityisen kiinnostava on luonnossa esiintyvd kasvua
estdvd peptidi, joka on ainakin noin 90-%:isesti edullisem-
min 95-%:isesti, vield edullisemmin 99-%:isesti puhdasta.
Sitd voidaan kdyttdd sindnsid tai yhdessd muiden toksiinien
kanssa. Ndmd sytotoksiset tai kasvuaestdvdt yhdisteet voi-
daan konjugoida moniin erilaisiin ligandeihin ja reseptorei-
hin ta&anomaisilla menetelmilld. Kytkenndssd kdytettdvit
funktionaaliset ryhmdt voivat olla erilaisia happamia ryhmid,
kuten karboksyyli, sulfonyyli ja fosforyyli, tiolin ja ole-
fiinien yhdistelmid, ditio, aldehydej&d, atsoryhmid, diatso-
ryhmid tai vastaavia. Suurimmaksi osaksi kdytetddn difunktio-
naalisia yhdisteitd, joiden reaktiot voidaan tehd& vaiheit-
tain, mutta mydskin yhdelld kertaa reagoivia difunktionaali-
sia yhdisteitd voidaan kdyttdi. Kuvaaviin reagensseihin kuu-
luvat glutaraldehydi, formaldehydi, para-maleimidobentsoe-
happo, metyyliditioetikkahappo, diatsobentsoehappo yms. Tapa,
jolla sytotoksinen osa kytketddn spesifiseen sitoutumisosaan
el ole tadmidn keksinndn kannalta oleellista.

Spesifiset sitoutumisosat ovat ligandeja ja resepto-
reja, kun spesifiset sitoutumisosat suorittavat spesifisen
sitoutumisen tiettyyn kohteeseen. Soluilla on tavallisesti
esimerkiksi pinta-antigeeneja ja reseptoreja, jotka ovat tyy-
pillisid tietylle solutyypille. Niinpd sopivia myrkylliseen
aineeseen konjugoituja ligandeja tai reseptoreja kdyttden
voidaan myrkyllinen aine edullisesti suunnata niihin solui-
hin, joissa on vastaava spesifinen sitoutumisosa.

Yhdisteitd joita voidaan kdyttdd ligangeina ovat
mm. steroidit, low density - lipoproteiini, kasvutekijat,
virusproteiinit jne. Joko luonnollisia reseptoreja tai edul-
lisemmin immunoglobuliineja tai niiden fragmentteja voidaan
kdyttdd, kun reseptorit on suunnattu spesifisiin pinta-
antigeeneihin. Kiinnostaviin immunoglobuliineihin kuuluvat
IgA, IgD, IgM, IgE ja IgG, erityisesti IgG, mukaanlukien
kaikki alalajit. Immunoglobuliinit voivat olla perdisin mis-
td tahansa tavanomaisesta ldhteestd, erityisesti hiiresta
tai ihmisestd. Immunoglobuliinit voidaan valmistaa hybridi-

doomista, transformoiduista soluista, esim. EBV-transformoi-
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duista lymfosyyteistd, tai rekombinaatio-DNA-tekniikalla.
Erityisesti voidaan hiiren muuttuja-alueita 1liitt3#4 ihmisen
tai muun isdnndn vakioalueeseen, jolloin saadaan kimeerisii
immunoglobuliineja, joiden antigeenisyys voi olla alempi.
Lisdksi ei tarvitse kdyttdd koko immunoglobuliinia, wvaan

sen fragmentteja, kuten Fab, F(ab') Fv, tms.

’

Ligandi ja toksiini voidaan ihdistéé linkeilld, jotka
ovat kohdesolussa pysyvid tai pysymdttdmid niin, etti toksii-
ni ja kohdistinreagenssi voivat erottua solussa. On toivot-
tavaa, ettd toksiini joutuu solun sisddn niin ettd sen toi-
minta on solunsisdist&d. Kun kohdistinaine ei hdiritse tok-
siinin myrkkyvaikutusta, ei ole tarpeen kdyttdd katkeavaa
sidosta. Kun halutaan katkeava sidos, voidaan kdytdnndlli-
sesti kdyttdd disulfidisidosta, joka voi pelkistyd isdnta-
solussa.

Konjugaateissa voi olla erilaisia mddrdsuhteita koh-
distusainetta, spesifistd sitoutumisosaa ja toksiinia. Yleen-—
sd on ainakin yksi toksiini kohdistinainetta kohden, mutta
ei yli yhtd toksiinia/0,5 kilodaltonia (kD) kohdistinainetta.
Yleensd on ainakin yksi toksiinimolekyyli/100 kD kohdistin-
ainetta, tavallisemmin ainakin yksi/50 kD kohdistinainetta.
Kun kohdistinaine on pieni, kuten pienimolekyylipainoinen
hapteeni, voi olla 2 tai useampia ligandeja toksiinia kohden,
yleensd ei enempdd kuin 5 ligandia toksiinia kohden.

Kyseisid yhdisteitd voivaan kdyttdd in vitro tai in
vivo. In vitro -kidytdssd niitd voidaan kdyttdd tuhoamaan selek-
tiivisesti soluja, jotka voidaan erottaa muista soluista
viljelmdssd tai kudoksessa. Yhdisteet voidaan lisdtid alus-
taan riittdvind mddrind ei-toivottujen solujen tuhoamiseksi.
Esimerkiksi etsittdessd tiettyjd histokompatibiliteettianti-
geeneja voidaa lisdtd reagensseja, jotka sisdltdvat tietylle
histokompatibiliteettiantigeenille spesifisid vasta-aineita.
Lisddmdlld vdrid, jota vain kuolleet solut absorboivat, vdrin
ldsndolo soluissa osoittaa etsittyd histokombatibiliteetti-
tyyppia. Kohdistetun toksiinireagenssin mddard voidaan vaih-

della laajasti ja se optimoidaan kuhunkun tilanteeseen in
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vitro -kdytdssd. Ei pitdisi kdyttdd liikaa kohdistettua
toksiinireagenssia, mistd seuraa epdspesifistd sitoutumista
ja virheellisid positiivisia tuloksia, eikd my&skddn liian
vahdd, mistd voisi seurata virheellisii negatiivisia tulok-
sia johtuen alhaisesta sitoutumisasteesta, jota on vaikea
havaita.

In vivo -kdytbssd konjugaatti voidaan antaa parente-
raalisesti tai injektiona, erityisesti suonensisdisesti.
Kaytetty konjugaattimddrd vaihtelee laajalti riippuen tapet-
tavan solun laadusta, solupopulaation laajuudesta, solujen
vastustuskyvystd konjugaattia vastaan, konjugaatin tehosta
ynnd muusta. Annettuna muuhun kuin spesifiseen kohteeseen,
proteiinin mddrd vaihtelee yleensd 1 /19 ja 10 mg vdalilld
ja on yleensd korkeintaan 2 mg isd@nndn ruumiinpainokilogram-
maa kohden. Spesifisessd kohteessa proteiinimddrd on konsent-—
raatiovaihtelun alapd&dssd. Konjugaatti voidaan antaa fysio-
logisesti hyvdksyttdvdssd vdriaineessa, kuten fosfaatti-
puskuroidussa suolaliuoksessa, suolaliuoksessa tai muussa
sopivassa kantajassa. Jauheina konjugaatti voidaan yhdistdid
muihin aineisiin jotka voivat auttaa yhdisteen ohjaamisessa
tiettyyn elimeen, saada aikaan pitkitetyn vapautumisen tms.
Tavat, joilla proteiinipitoisia koostumuksia voidaan antaa,
ovat sindnsd tunnettuja, eikd niitd kdsitelld yksityiskohtai-
semmin.

Erityisen kiinnostavia kohdesoluja ovat tuumorisolut
ja patogeeniset mikro-organismit. Erityisen kiinnostavia
yleisyytensd vuoksi ovat keuhkosydvidt; paksu- ja perdsuolen
syOpdasolut; rintasydpd; kohtusytpd; eturauhassydpd; rakko-
ja munuaissydpd; lymfooma; leukemia; ja Hodgkinsin tauti.

Edustavia patogeenisia mikro-organismeja ovat alku-
eldimet, kuten Plasmodium vivas, P. maleriae, P. ovale, ja
P. falciparum, gramnegatiiviset bakteerit kuten Pseudomonas,

Klebsiella ja Neisseria, gram-positiiviset bakteerit yms.
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Kasvua estdvédn peptidin puhdistus Crotalus atroxin

myrkysta

Raaka peptidiyhdiste saatiin lypsdmdlld myrkkyd
Crotalus atroxista ja se kirkastettiin hitaalla sentrifugoin-
nilla ennen lyofilisointia. Pakastekuivattu myrkky liuotettiin
(10 mg/ml) 1 M etikkahappoon ja liukenematon aine poistettiin
hitaalla sentrifugoinnilla.

Alkupuhdistus suoritettiin panemalla ndyte 7,5 ml
erissd 1 M etikkahapolla tasapainotettuun Bio-Gel P10 kolon-
niin, ja fraktiot kerdttiin (3,5 ml) Jja annokset poistettiin
ja luofilisoitiin. Annoksista testattiin alunperin DNA-syntee-
sin inhibitio A549 ihmisen keuhkokarsinoomasoluviljelmissa.
Lyhyesti, 2xlO4 A549-solua ympdttiin 96-kaivoiselle levylle
ja kiinnittymisen jdlkeen soluja kdsiteltiin sopivilla kolon-
nifraktioilla. Viiden vrk. kuluttua kaivot kdsiteltiin 125I—
deoksiuridiinilla ja DNA-synteesi mitattiin suhteessa kont-
rollikaivoihin 125I—-deoksiuridiininoton perusteella. Havait-
tiin kaksi suurempaa inhibitiohuippua. Ensimmdinen alhaisen
molekyylipainon inhibitiocaktiivisuushuippu, joka eluoitui
ldhelle 6 000 Mr<insuliinimerkkié, puhdistettiin k&dyttden
korkeapainenestekromatografiaa (HPLC).

Nayte lyofilisoitiin ja suspensoitiin uudelleen 0,05

trifluorietikkahappoon (TFA) HPLC-luokan puhdistetussa vedes-

oo

sd (Water's Associates). Liukenematon aine poistettiin sentri-
fugoimalla ja ndyte injisoitiin Cl8—Novapak ~kolonniin. Ndy-
tettd eluoitiin lineaarisella 20 - 60 % asetonitriiligradien-
tilla 0,05 % TFA:ssa virtausnopeudella 1 ml/min 22°C:ssa.
Jokainen A214 absorboiva peptidi kerdttiin erikseen ja annok-
set testattiin DNA-synteesi-inhibition suhteen. Peptidi, joka
eluoitui 54 % asetonitriilissd inhiboi A549-solujen DNA-syn-
teesid; inhibitiota ei havaittu muita kolonnifraktioita kdy-
tettdessd. Tdmdn aktiivisuuden SDS-PAGE osoitti yhtd hopeaa-
vdrjdavdd vyoShykettd; muita vyodhykkeitd ei ndkynyt tdlld gee-
1illd, mikd osoittaa, ettd peptidi on puhdistettu homogeeni-
seksi.
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Inhiboitujen solujen morfologia

Inhiboiduissa soluissa ndkyi hdmmadstyttdvd morfologi-
nen muutos 24 h tdlld "kasvua estdvdksi peptidiksi" (Growth
Arresting Peptide, GAP) kutsutulla peptidilld kisittelyn
jdlkeen. Sekd ihmisen tuumorisolut ettd ei-transformoituneet
fibroblastit inhiboituivat tdssd mittauksessa (50 % soluista
ympatty) peptidikonsentraatiolla noin 100 ng/ml. Kdsittelyn
jdlkeen solut tulivat pydreiksi ja useimmat dendriittimdiset
ulokkeet olivat poissa; solut kuitenkin yhd olivat kiinni
levyssd. Tdamd vaikutus oli palautumaton, silld ké&siteltyjen
solujen pesu ja ruokkiminen tuoreella alustalla, joka sisdlsi
10 % seerumia ei saanut soluja palautumaan takaisin alkuperdi-
seen fenotyyppiinsd.

GAP:n kemiallinen rakenne

GAP:n aminohapposekvenssi md&ritettiin mikrosekvens-
sianalyysillid peptideistd, jotka oli saatu pelkistetyn ja S-
karboksimetyloidun GAP:n entsyymihajotuksesta (a) endoprotei-
naasilla Lysiini-C; (b) TPCK-trypsiinilld (L- (l-tosyyliamido-
2-fenyyli)etyylikloorimetyyliketoni); ja (c) Stafylococcal
aureus V8:1lla. Peptidifragmentit puhdistettiin kdinteisfaasi-
HPLC:118 kdyttden haihtuvia liuvottimia. Amino - terminaali-
sesti suojattuja peptidejd inkuboitiin 12N HCl:ssd huoneen-
ldmmdssda 16 H. Ndytteet kuivattiin lyofilisoimalla. Pepti-
deille suoritettiin automaattinen Edman-hajotus kaasufaasi
Protein Sequencer malli 470A:1lla (Applied Biosystems, Inc.).
Fenyylitiohydantionaminohapot analysoitiin rpHPLC:11l4&.

GAP:n aminohapposekvenssi on seuraavanlainen:

SQCEQEGGTF ? RFLLCPSRTSDIGEKL

l

1 L
GCEPLWKCCEKRWGG

Rakenne selvitettiin mikrosekvenssianalyysilld. Lyhyesti,

GAP pelksitettiin ditiotreitolilla, S—karboksiamidometyloi-
tiin jodiasetamidilla ja 10 ¢ annokselle suoritettiin auto-
maattinen Edmanhajotus. N-terminaalista aminohappoa ei ha-

vaittu, vaikka suoritettiin useita kierroksia Edman-hajotusta,
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mikd viittaa siihen, ettd GAP:n terminaalinen aminoryhmd
on suojattu.

45 % annos S-karboksiamidometyloitua GAP hajotettiin
Lysiini-C—entsyymilld. Peptidit K1-24 ja K25-32 erotettiin
rpHPLC:11d. Peptidit K33-35 ja K36-39 eivdt j&ddneet kolon-
niin ja eluoitiin seoksena. Nditid entsyymejd el yritetty
puhdistaa. 50 % annoksille peptidejd Kl-24 ja K25-32 suori-
tettiin automaattinen Edman-~hajotus. N-terminaalista amino-
happoa ei havaittu kun Kl1-24 sekvensoitiin. J&dljelle jd&dvd
50 % annos Kl1-24:34 hajotettiin myShemmin TPCK-trypsiinilli.
Tryptiset peptidit Tl1-11, T12-18 ja T19-24 erotettiin
rpHPLC:11d ja niille suoritettiin Edman-hajotus. N-termi-
naalista aminohappoa ei havaittu kun K1-24 sekvensoitiin,
mikd viittaa siihen, ettd Tl1-11 on Kl-24:n N-terminaalinen
peptidi. Jdljelle jd&dvdstd 50 % Tl-ll-erdstd poistettiin
myShemmin suojaryhmdat 12N HCl:113d ja happokdsitellyn Tl-11l:n
sekvenssi mddritettiin. T12-18 sisdlsi C—terminaalisen argi-
niiniryhmdn, kun taas Kl-24 sisdlsi C-terminaalisen lysiini-
ryhmédn, joten sen oletettiin olevan K1-24:n karboksyyliter-—
minaalinen peptidi. Peptidi K25-32 sekvensoitiin tdydelli-
sesti. Esitetyt tiedot tukevat GAP:n ehdotettua aminohappo-
sekvenssid ryhmille 1 - 32.

Jdljelld oleva 45 % annos S-karboksiamidometyloitua
GAP:td hajotettiin Staphylococcal aureus V8:1lla. Peptidit
El1-E6, E7-21 ja E22-39 erotettiin rpHPLC:118 50 % annoksille
peptidejd El-6, E7-21 ja E22-39 suoritettiin automaattinen
Edman—-hajotus. N-terminaalista aminohappoa ei havaittu pep-
tidissd El-6. E7-21 ja E22-39 tdydelliset rakenteet laajen-
sivat GAP:n ehdotetun rakenteen ryhmien 1-39 suhteen ja
vahvistivat peptidien T12-18, T10-24 ja K25-32 laadun. 50 %
erdstd peptidid El-6 poistettiin mydhemmin suojaryhmdat 12N
HC1l:114, mahdollisesti happokatalysoidun N-O asetyylisiirty-
médn Ser-l:ssd avulla. Happokdsitellyn El-6:n sekvenssi mddri-
tettiin. J&i jdljelle mahdollisuus, ettd lisdd peptidejd oli-
si rakenteessa Gly-39:n takana, koska GAP:n karboksipepti-
daasik&dsittelyt eivdt vahvistaneet Gly-39:44 C-terminaali--

seksi aminohapoksi. GAP:n ja krotamiinin, myotoksiini A:n
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ja toksisen peptidin C ekstensiivinen sekvenssihomologia
kuitenkin tukee ehdotettua rakennetta.

Rakenteellisesti GAP kuuluu kalkkarokidrmetoksiini-
perheeseen, ryhmddn polypeptidejd, jotka aiheuttavat lihasten
degeneraatiota vahingoittaen ensisijaisesti endoplasman re-
tikulumia. GAP:n vertaaminen kaikkiin Protein Sequence
Databasen (PIR Release 5,0, Toukokuu 1985) sisdltdmiin pro-
teiinisekvensseihin ei paljastanut laajaa homologiaa mihin-
kddn muuhun tunnettuun sekvenssiin. GAP:n ja kalkkarokiddrme-
toksiinien sekvenssit voidaan asettaa rinnakkain niin ettéd
kysteiiniryhmien asemat ovat homologiset lisddmdlld kaksi
deleetiota GAP:n ryhmien 10 ja 11 v&dliin. Se, ettd GAP sisdl-
tdd kuusi puolikystiiniryhmd&d viittaa siihen, ettd polypep-
tidissd on kolme disulfidisiltaa. Y11ld kuvattua aminohappo-
sekvenssid voidaan laajalti muunnella sdilyttden silti muo-
dollisen rakenteen ja sytotoksisen aktiivisuuden.

Keksinndn kohteena olevia toksiineja voidaan kdyttdd
sellaisten toksiinien asemesta kuin risiini, difteriatoksii-
ni, abriini ja muut vastaavat, tunnetun metodologian mukai-
sesti. Katso esim. Jansen et al., Recept.-Mediated Binding
Intern. Toxins Horm. [ﬁroc. Symp;7l980 (Pub. 1981) 351 - 356
(C.A. 95:126185u); Masuho et al., Biochem. Biophys. Res. Comm.
90 (1979) 320-326; US-patentti 4 340 535.

Vaikkakin edelld kuvattua keksintéd on kuvattu melko
vksityiskohtaisesti esimerkein selvyyden ja ymmarrettdvyyden
vuoksi, on selvdd, ettid tiettyjd. muutoksia ja muunnelmia
voidaan tehdd liitteend olevien patenttivaatimuksien puit-

teissa.
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Patenttivaatimukset:

1. Toksinen peptidi, jolla on kaava:

13 14 16 17
aa C_aa aa

ppIQCIaaaaasaa6GGaa902aa1laalzaa 3
28 29 30
aa "aa

19 22 25— 26

aalsaa SDaa” "GKaa™ aa Caaa

WKC5C6K3336aa37aa38aa39pp2

jossa:

ppl on N-pddteryhmd ja on vety tai 1 - 20 aminohapon
muodostama aminohappoketiju;

pp2 on C-pddteryhmd ja voi olla hydroksyyli tai
1 - 20 aminohapon muodostama aminohappoketju;

yksittdisilld kirjaimilla on normaalit yksikirjaimi-
sen aminohappokoodin mukaiset merkityksensd;

korkeintaan 5 numeroilla merkityistd aminohapoista
voi toimia sidoksina;

kun kysteiinisidoksia on, Cl muodostaa parin C.:n

5

kanssa, C2 C4:n kanssa ja C3 C6:n kanssa;
4

aa” on alifaattinen havan tai aromaattinen aminohappo;

aa” on alifaattinen polaarinen tai emdksinen amino-
happo:; |

aa6 on alifaattinen varautunut aminohappo;

aa9 on aromaattinen aminohappo;

aall on alifaattinen emdksinen aminohappo;

aal on aromaattinen aminohappo tai alifaattinen polaa-
rinen tal varautunut aminohappo;

13
a

a on alifaattinen ei-polaarinen tai varautunut

aminohappo;
aa14 on alifaattinen ei-polaarinen aminohappo;

16

a

a on alifaattinen ei-polaarinen 4 - 6-hiiliatominen

aminohappo; .
aal7 on alifaattinen ei-polaarinen tai polaarinen
3 - 5-hiiliatominen aminohappo;

18 . . X . , . .
aa on alifaattinen ei-polaarinen tai emdksinen

3 - 6-hiiliatominen aminochappo;
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aa19 on alifaattinen polaarinen 3 - 4-hiiliatominen
amino;

aa22 on alifaattinen ei-polaarinen tai aromaattinen
aminohappo;

aa25 on alifaattings meutxraali 3 - 6-hiiliatominen
aminohappo;

aa on alifaattinen varautunut tai ei-polaarinen
2 - 5-hiiliatominen aminohappo;

aa28 on alifaattinen varautunut 4 - 6-hiiliatominen
aminohappo;

29

aa on alifaattinen 3 - 5-hiiliatominen aminohappo
tai aromaattinen aminohappo;

aa on alifaattinen ei-polaarinen tai emdksinen

4 - 6-hiiliatominen aminohappo;

aa36 on alifaattinen emdksinen aminohappo;

aa3 on alifaattinen 2 - 3-hiiliatominen aminohappo
tal aromaattinen aminohappo;

aa38 on alifaattinen neutraali 2 - 4-hiiliatominen
aminohappo; |

aa39 on alifaattinen ei-polaarinen aminohappo, jolloin
N-pddteryhmd voi olla suojattu tai suojaamaton.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen toksinen peptidi,
tunnettu siitd, ettd mainittu N-pddteryhmd on suo-
jaamaton.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen toksinen peptidi,
tunnettu siitd, ettd ppl on vety ja pp2 on hydrok-
syyli.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen toksinen peptidi,
tunnettu siitd, ettd N-pddteryhmd on suojattu.

‘ 5. Toksinen peptidi, jolla on kaava:

F R L L
SQCEQEGG H C x F v I

T I L L W
Cc S R s S D G K M GC EP KCCK
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jossa silloin, kun kaksi aminohappoa on kuvattu samaan paik-
kaan, siind voi olla kumpi tahansa aminohappo.

6. Patenttivaatimuksen 5 mukainen toksinen peptidi,
tunnettu siitd, ettd siind on vain yldrivin amino-
hapot.

7. Patenttivaatimuksen 5 mukainen toksinen peptidi,
tunnettu siitd, ettd siind on vain alarivin amino-
hapot.

8. Toksinen peptidi -konjugaatti, t unne t t u
siitd, ettd siihen kuuluu patenttivaatimuksen 1 mukainen
toksinen peptidi, joka on kovalenttisesti sitoutunut spesi-
fisen sitoutumisparin osaan.

9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen toksinen peptidi
-konjugaatti, t un n e t t u siitd, ettd spesifisen sitou-
tumisparin osa on ligandi.

10. Patenttivaatimuksen 8 mukainen toksinen peptidi
-konjugaatti, t un n e t t u siitd, ettd spesifisen sitou-
tumisparin osa on reseptori.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen toksinen peptidi
-konjugaatti, t unne t t u siitd, ettd reseptori on
vasta-aine.

12. Toksinen peptidikonjugaatti, t unne t t u
siitd, ettd se kdsittdd toksiinia Crotalus atroxista, kova-
lenttisesti sidottuna spesifisen sitoutumisparin osaan.

13. Menetelmd@ ennaltamddrdtyn soluryhmdn kasvun
estdmiseksi soluseoksessa, t unne t t u siitd, ettd:
soluseos yhdistetddn patenttivaatimuksen 10 mukaiseen pep-
tidikonjugaattiin, jossa reseptori on spesifinen antigee-
nille, jota on soluryhmdn pinnalla, riittdvdsti solujen kas-
vun pysdyttdmiseksi, mikd inhiboi mainittujen solujen kas-

vua.
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