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(57) Sammendrag:

Pept ider med formlen R];Hil-Asp-Gln-Ala-R, hvori R1 er
Ala-Gln, og R valges fra en gruppe polypeptider med op til 50
aminosyregrupper, og hvori én eller flere af aminosyregrupperne
i R” og/eller R uafhangigt kan udelades, har viast sig anvende-
lige til at forstarke cellemediecet cytotoksicitet og kan dermed
anvendes til at behandle cancertyper og virusinfektioner. Pepti-
derne kan fremstilles syntetisk, ved rekombinant DNA-teknik, el-
ler nogle af dem kan fremstilles ved proteolytisk nedbrydning af
protein A fra Staphylococcus aureus.

Fig. 1 5474-86
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K-CELLESTIMULERENDE PEPTIDER OG SALTE DERAF SAMT
FARMACEUTISKE PRAPARATER INDEHOLDENDE DISSE

Opfindelsen angdr hidtil ukendte peptider med
formlen I nedenfor og fysiologisk forenelige salte deraf,
hvilke peptider har interessante og overraskende farmakolo-
giske egenskaber, idet de besidder en evne til at forstarke
cellemedieret cytotoksicitet. Opfindelsen angdar sdledes
ogsa farmaceutiske preparater, der indeholder i det mindste
ét af disse peptider.

I den fglgende beskrivelse og kravene er den
anvendte nomenklatur i overensstemmelse med J.Biol.Chem.
247 (1972), 977 ff.

Cancertyper og virusinfektioner er alvorlige li-
delser, og der er indtil nu ikke fremkommet noget lagemid-
del, der kan anvendes over for alle cancertyper eller viru-
sinfektioner uden bivirkninger.

Naturlig drzbning (herefter NK) og antistofaf-
hangig cellular cytotoksicitet (herefter ADCC) er kendte
eksempler pa immunologiske forsvarsmekanismer over for
cancer og virusinfektioner. Adskillige undersggelser har
antydet en forbindelse mellem disse typer cellulzre cyto-
toksiske reaktioner og forsvarsmekanismer over for cancer
samt virusinfektioner. Derfor anses stimulering af NK-
og/eller ADCC-aktivitet samt andre cellulzre cytotoksici-
tetsmekanismer (herefter kollektivt betegnet cellular
drezbning (K-celleaktivitet)) in vivo for at vare af stor
betydning ved behandling af cancertyper og virusinfek-
tioner.

Det har vist sig, at én gruppe proteiner, dvs.
interferonerne, stimulerer disse reaktionstyper. Det er
ogsad kendt, at visse andre peptider og proteiner stimulerer
K-celleaktiviteter. Lymfokinen interleukin-2 er blevet
angivet som verende sarlig vigtig ved stimulering af
K-celleaktivitet, og forstarkningen af K-celleaktivitet med
lymfokiner efter stimulering i 3 - 5 dage benzvnes ofte
lymfokinaktiveret drzbning (herefter ILAK), og stimulerede
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celler benazvnes lymfokinaktiverede drzberceller (herefter
LAK-celler).

Det er kendt, at protein A fra Staphylococcus
aureus stimulerer K-celleaktiviteter.

Det er endvidere kendt, at S. aureus protein A
(herefter SpA) har et antal andre immunologiske egenskaber
herunder aktivering af Xkomplementsystemet, polyklonal
stimulering af B- og T-lymfocyter, polyklonal aktivering af
antistofsyntese og interferoninduktion.

Disse egenskaber ved SpA har frembragt stor inter-
esse for anvendelsen af SpA som immunologisk reagens, og
det er yderst gnskeligt at komme frem til en made, hvorpa
SpA's nyttige egenskaber kan udnyttes uden at fremkalde de
mere skadelige egenskaber ved dette protein.

SpA kan ikke anvendes direkte in vivo, eftersom
det kan fremkalde overfglsomhedsreaktioner (sandsynligvis
pad grund af dets binding til immunoglobuliners Fc-del med
efterfelgende aktivering af komplement etc.). Forskellige
prazparater med det fuldstzndige SpA molekyle har imidlertid
veret anvendt til ekstrakorporeal plasmaadsorbtion i stor
skala (J. Balint Jr. et al: Cancer Research 44 (1984),
734 - 743), hvilket er blevet fortolket som en vekselvirk-
ning med immunglobuliner i immunkomplekser, eller til
intravengs infusion i dyr (H.D. Harper et al.: Cancer 55
(1985), 1863 - 1867) med gunstige resultater.

Protein A fra S. aureus er et protein, hvor den
NH2-terminale del indeholder fem homologe enheder hver
omfattende fra 56 til 61 aminosyrer, og den COOH-terminale
del indeholder adskillige gentagelser af en octapeptid (cf.
Uhlén M. et al.: J.Biol.Chem. 259, 3 (1984), 1695 -
1702).

De fem homologe omrdder i den N-terminale del
benzvnes som regel E-, D-, A-, B- og C-omraderne, og den
c-terminale del- benavnes X-omradet.

SpA's struktur er blevet indgdende undersegt og er
ud over i den tidligere henvisning beskrevet i en razkke
publikationer, sdsom WO 8400773, WO 8400774, WO 8403130
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(alle Pharmacia AB) og EP A2 107,509 (Repligen Corp.),
hvortil der henvises.

Resultater, der er opndet i undersggelser udfert
af J. Sjédahl og G. Moller (Scand.J.Immunol. 10 (1979), 593
- 596) og Olinescu et al. (Immunol.Letters 6 (1983), 231 -
237), er blevet fortolket som angivende, at den aktive del
af SpA molekylet skulle ligge i det sakaldte X-omrade, den
C-terminalt lokaliserede del af molekylet. En tilsvarende
angivelse af aktive sites i SpA findes pa side 3 i oven-

navnte europziske ansggning nr. EP A2 107.509.

Det har nu overraskende vist sig, at peptider med
formlen I nedenfor har K-cellestimulerende virkning. Et
antal forbindelser med formlen I er blevet identificeret ud
fra proteolytisk spaltning af SpA og isolering af fragmen-
ter, som udviser ingen eller kun ringe binding til immuno-
globuliner (d.v.s. de er i det vasentlige uden immunoglo-
bulin tvarbindingsaktivitet). Disse fragmenter har vist sig
at have K-cellestimulerende virkning in vitro over for bade
NK-fglsomme og -ufplsomme targetceller.

Som angivet ovenfor kan de omhandlede peptider
afledes fra SpA som fragmenter bestdende af en kontinuerlig
del af aminosyresekvensen fra det sakaldte E-omrade (jfr.
Uhlén M. et al.: J.Biol.Chem. 259, 3 (1984), 1695 -
1702), hvilke fragmenter indeholder fra 20 aminosyregrupper
og op til 25 aminosyrerester fra hele sekvensen for E-omr-
adet.

Peptiderne ifelge opfindelsen er ejendommelige
ved, at de har den almene formel I

Ala-Gln-His-Asp-Glu-Ala-Gln-Gln-Asn-Ala-Phe-
Tyr-~-Gln-Val-Leu-Asn-Met~Pro~-Asn-R (1)

hvori R er Leu, Leu-Asn, Leu-Asn-Ala, Leu-Asn-Ala-Asp,
Leu-Asn-Ala-Asp-Gln eller Leu-Asn-Ala-Asp-Gln-Arg,
og fysiologisk forenelige salte deraf.

e

o

B
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Som eksempler pa specifikke og foretrukne peptider

med formlen I kan de fglgende navnes:

Ala-Gln-His-Asp-Glu-Ala-Gln-Gln-Asn-Ala-Phe-Tyr-Gln-Val-
Leu-Asn-Met~-Pro-Asn-Leu-Asn-Ala-Asp-Gln-Arg, pX-1!
(svarende til de fgrste 25 aminosyregrupper i E-omradet),
og
Ala-Gln-His—Asp—Glu-Ala-Gln—Gln-Asn-Ala-Phe-Tyr—Gln-Val-
Leu-Asn-Met-Pro-Asn~-Leu, pX-2',
(svarende til de forste 20 aminosyregrupper i E-omradet),

De farmaceutiske prazparater ifplge opfindelsen er
ejendommelige ved, at de indeholder i det mindste ét peptid
eller salt deraf ifslge et vilkarligt af kravene 1 til 3 i
kombination med et farmaceutisk acceptabelt baremiddel

eller excipiens.

Ifplge et foretrukkent aspekt angdr opfindelsen
peptider og kompositioner, der er nyttige til forstarkning
af K- celleaktiviteten i dyreceller, omfattende et peptid
med en aminosyresekvens svarende til et fragment af
E-omradet i SpA, hvor peptiderne er yderligere karakterise-
ret ved, at de er i det vasentlige fri for immunoglobulin-
bindingsaktivitet, og fysiologisk forenelige salte deraf.

Nedenfor beskrives opfindelsen narmere under
henvisning til tegningen, hvori

fig. 1 viser aminosyresekvenserne for omrade E i
protein A fra Staphylococcus aureus stamme 8325-4 (jfr.
Uhlén et al. ovenfor),

fig. 2 viser det elueringsmgnster, der opnas ved
isoleringen af et peptid ifglge opfindelsen,

fig. 3 viser resultaterne af en komparativ test
mellem SpA og non-IgG-bindingsfragmenter, og

fig. 4 viser resultaterne af en test for komple-
mentaktivering med SpA og et peptid ifplge opfindelsen.
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Opfindelsen er baseret pd den overraskende obser-
vation, at SpA's evne til at forstazrke cellemedieret
cytotoksicitet g¢jensynlig ligger i E-omradet eller fragmen-
ter deraf.

Endvidere har det ogsa overraskende vist sig, at
E- omrddet eller fragmenter deraf har ingen eller ringe
affinitet til immunoglobuliner, hvorved aktivering af
komplement i det vasentlige elimineres.

Disse fragmenter omfatter alle aminosyregrupperne
His-Ala-Glu-Ala.

I fig. 1 er aminosyresekvensen for omrade E an-
givet med markeringer, der anfgrer de foretrukne peptider
ifelge opfindelsen.

Den omhandlede opfindelse angiver et antal pepti-
der, hvoraf nogle kan udledes fra SpA's aminosyresekvens.
Et af disse blev frembragt véa plasminnedbrydning af Spa,
og aminosyresekvensen blev bestemt som folger:

Ala-Gln-His-Asp-Glu-Ala-Gln-Gln-Asn-Ala-Phe-Tyr-Gln-Val-Leu-

5 10 15
Asn~Met-Pro-Asn-Leu-Asn-Ala-Asp-Gln-Arg (pX-1"')
20 25

Et andet syntetiseredes som:

Ala~-Gln-His-Asp-Glu-Ala-Gln-Gln-Asn-Ala-Phe-Tyr-Gln-Val-Leu-

5 - 10 15
Asn-Met-Pro-Asn-Leu (px-2")
20

Begge disse peptider ifplge opfindelsen blev
afprovet og fandtes at forstarke cellemedieret cytotok-
sicitet ved in vitro undersggelser for forstarkning af
K-celleaktiviteten. '

Aminosyresekvenserne for pX-l' og pX-2' svarer til
sekvenserne for henholdsvis de forste 25 og 20 aminosyre-
grupper i SpA, svarende til den N-terminale del af omrade
E, der omfatter de forste 56 aminosyregrupper i SpA.
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De omhandlede peptider kan syntetiseres efter en
vilkadrlig, kendt fremgangsmdde. En oversigt over sadanne
teknikker kan ses i J.M. Stewart og J.D. Young, Solid
Phase Peptide Synthesis, W.H. Freeman, San Francisco, 1969
og J. Meienhofer, Hormonal Proteins and Peptides, Vol. 2,
(1973), side 46 ,Academic Press, New York, for
fastfasesyntese og i E. Schroder og K. Lubke, The
Peptides, Vol. ' 1, (1965), Academic Press, New York, for
klassisk oplesningssyntese.

I almindelighed omfatter disse metoder en
sekventiel tilfgjelse af én eller flere aminosyrer eller
passende beskyttede aminosyrer til en voksende peptidkade.
I almindelighed beskyttes enten amino- eller carboxyl-
gruppen i den fgrste aminosyre med en passende beskyttel-
sesgruppe. Den beskyttede eller derivatiserede aminosyre
kan derefter enten fastnes til et inert fast underlag eller
anvendes i oplesning ved at tilfgje den naste aminosyre i
sekvensen med den komplementzre (amino- eller carboxyl=-)
gruppe beskyttet passende under betingelser, der er egnede
til at danne amidbindingen. Derefter fjernes den beskyt-

tende gruppe fra denne nyligt tilfgjede aminosyregruppe, og

den nazste aminosyre (passende beskyttet) tilfgjes derefter,
og si fremdeles. Efter at alle de onskede aminosyrer er
blevet forbundet i den korrekte sekvens, fjernes alle
tilbageblevne beskyttelsesgrupper (og ethvert fast under-
lag) sekventielt eller samtidigt til opndelse af det
endelige peptid. Ved enkel modificering af denne almene
procedure er det muligt at tilfe¢je mere end én aminosyre pa
én gang til en voksende kade, f.eks. ved (under betingel-
ser, der ikke racemiserer kirale centre) at koble et
beskyttet tripeptid til et passende beskyttet dipeptid til
efter fjernelse af beskyttende grupper at danne et penta-
peptid.

De omhandlede polypeptider kan endvidere frem-
stilles ved rekombinant DNA-teknologi, f.eks. ved modifi-
cering og anvendelse af en del af den DNA-sekvens, der ko~

der for S. aureus protein A.
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De omhandlede peptider kan ogsa fremstilles ved
proteolytisk eller kemisk spaltning af SpA og efterfglgende
fraktionering og isolering af SpA-fragmenterne.

Til nedbrydningen kan der anvendes forskellige
proteolytiske enzymer sdsom trypsin, plasmin, Armillaria
mellea protease eller clostripain, chymotrypsin, carboxy-
peptidaser eller S. aureus V8 protease. Til Kkemisk
spaltning kan der anvendes CNBr, syrer eller baser.

Peptidernes isolering kan wudfeores efter en
vilkarlig, passende, kendt fremgangsmade, sasom ved hgj-
tryksveskekromatografi (HPLC).

Peptider med formlen I eller peptider med en
aminosyresekvens svarende til E-omrddet i SpA eller
fragmenter deraf overfgres i farmaceutiske przparater og
indgives fortrinsvis til mennesker efter kendte metoder.
Peptider med formlen I samt salte eller estere deraf kan
indgives peroralt, topisk, rektalt, vaginalt, intravenest,
intramuskulart, intratekalt eller subkutant med dosis i
omradet fra ca. 1 til 1000 ug/kg legemsvagt, skent mindre
eller storre dosis ogsd kan indgives. Den forngdne dosis
vil afhznge af, hvor alvorlig patientens tilstand er, det
anvendte peptid, indgiftsmdden og behandlingens varighed.

Przparaterne kan formuleres som "“slow-release"
prazparater eller depotprzparater.

Til parenteral indgift oplgses peptider med
formlen I i sterile isotoniske saltoplesninger.

Som eksempler pd& salte af de ovennavnte peptider
kan navnes natrium-, kalium-, magnesium-, kalcium- og zink-
salte og syreadditionssalte med organiske eller uorganiske
syrer sdsom myresyre, methansulfonsyre, saltsyre og svovl-
syre. Foretrukne salte af peptider med formlen I er fysio-
logisk og farmaceutisk acceptable salte.

Ud over et af de navnte peptider eller et salt
deraf kan de farmaceutiske przparater omfatte et farmaceu-
tisk acceptabelt bazremiddel, fortyndingsmiddel, fortrinsvis
isotoniske saltoplesninger og/eller excipiens.

opfindelsen beskrives nzrmere i de feplgende ek-
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Eksempel 1
Fremstilling af peptider ved proteolytisk spaltning af SpA

a) plasminnedbrydning.

15 mg renset SpA fra pharmacia, Uppsala, Sverige,
oplestes i 600 pl 0,1 M ammoniumformat (pH 7,5), og 600 ul
plasmin (svarende til 14 CU (caseinenheder)) oplegst i samme
puffer tilsattes. Blandingen inkuberedes ved 37°C i 205
minutter. Omsztningen standsedes ved tilsatning af aproti-
nin koblet til Sepharose 4B efterfulgt af yderligere 15
minutters inkubering ved stuetemperatur. Reaktionsblan-
dingen centrifugeredes derefter og den ovenstaende vaske
sugedes bort. 1,0 ml 0,1 M ammoniumformat sattes til
pelleten (indeholdende immobiliseret aprotinin samt reste-
rende reaktionsblanding), preven blandedes og centrifugere-
des, og den ovenstaende vaske sugedes bort. Den sidst-
nazvnte procedure gentoges to gange.

Endelig samledes alle de ovenstdende vasker og

lyophiliseredes gentagne gange.

b) Rensning.

Peptiderne fra ovenfor rensedes ved HPLC pa en
nmodfasesgjle (Nucleosil 5C,;) med det fplgende udstyr: 2 LKB
2150 HPLC pumper, LKB 2151 variabel bglgelazngdemonitor, LKB
2152 HPLC kontrol, LKB 2220 registreringsintegrator og LKB
Superrac.

Rensningerne udfertes som fglger:

Puffer A: 0,02 M ammoniumformat (pH 6,5); puffer
B: 40% 0,05 M ammioniumformat (pH 6,5) og 60% ethanol;
strgmningshastighed: 0,5 ml/min; fraktionsrumfang: 0,25 ml.

Materialet i fraktionerne 150 - 152 valgtes til

karakterisering.
HPLC rensningens resultater er vist i fig. 2,

hvor de udvalgte fraktioner er angivet.
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Produktet indeholdt 2 peptider, der sekventeredes
efter den folgende forskrift:

Edman-nedbrydninger af peptiderne udfertes med en
Applied Biosystems model 470A gasfasesekvensor som beskre-
vet (R.M. Hewick, M.W. Hunkapiller, L.E. Hood og W.J. Drey-
er: J.Biol.Chem. 256 (1981), 7990 - 7997; M.W. Hunkapil-
ler, R.M. Hewick, W.J. Dreyer og L.E. Hood: Methods Enzy-
mol. 91 (1983), 399 - 413) med adskillige modifikationer.
Et fjerde oplesningsmiddel (S1 = n-heptan) inkluderedes til
vask af filteret i 30 sekunder efter kobling med phenyli-
sothiocyanat (PITC). For at opna de methylerede derivater
af Asp og Glu udfertes omdannelsen af aminosyreanilinothia-
zolinoner til phenylthiohydantoiner med 1 N methanolisk HCl
i stedet for 25% trifluoreddikesyre (TFA). Sekvensorpro-
grammet justeredes efter dette reagens, eftersom kortere
torretidsrum var nedvendige. Phenylthiohydantoinamino-
syrerne (PTH-a.a.) oplgstes i ca. 0.25 ml methanol og ter-
redes i en Savant vakuumcentrifuge i 10 minutter ved 45°C.
Tgrrede PTH-a.a. genoplestes i 0,025 ml methanol indehol-
dende methylthiohydantoin (MTH)tyrosin som intern standard.
PTH-a.a. identificeredes og kvantificeredes ved modfase
HPLC p& en 25 cm X 0.46 cm IBM cyanosgjle udrustet med en 5
cm X 0,46 cm Permaphase ETH cyano guard se¢jle (DuPont)
(M.W. Hunkapiller og L.E. Hood: Methods Enzymol. 91
(1983), 486 = 493) 1 en Hewlett Packard vaskekromatograf
model 1084B udstyret med en variabel UV detektor model
79875. A oplesningsmidlet var 16 mM natriumacetat, pH
5,60, og B oplgsningsmidlet var acetonitril/methanol, 9:1
(rumfang/rumfang). Se¢jlen bragtes i ligevagt med 15% B og
elueredes med en linear gradient pa 15% - 51,4% B i 0 -
15,30 minutter. PTH-a.a. detekteredes ved 263 nm ved 1,5
mAUFS (Absorption Unit Full Scale).
Aminosyresekvensdataene er anfeort i tabel 1 nedenfor:
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Tabel 1
Sekvensanalyse af peptid-pool

Pregve: Fraktion 150 - 152 (se Fig. 2)
Gennemsnitligt gentagent udbytte: 95.7%

10

15

20

25

30

35

Cyklus nr. PTH-a.a. Mazngde PTH-a.a. Mengde
(pmol) (pmol)
1 Asp 391 Ala 853
2% Gln (1500) Gln (750)
3 Gln 1405 His 266
4 Ser 59 Asp 168
5 Ala 870 Glu 424
6 Phe 715 Ala 505
7 Tyr 1062 Gln 749
8% Glu (850) Gln (425)
9 Ile 746 Asn 665
10 Leu 624 Ala 360
11 Asn 531 Phe 298
12 Met 575 Tyr 454
13 Pro 519 Gln 560
14 Asn 820 Val 383
15% Leu (483) Leu (241)
16%* Asn (737) Asn (368)
17 Glu 198 Met 323
18 Ala 288 Pro 176
19 Gln 540 Asn 419
20 Arg 140 Leu 392
21 ¥, -
22 Ala 280
23 Y, -
24 Gln 79
25 Arg 177

* Samme aminosyregruppe forekommer i begge peptider, den
fundne mzngde deles derfor proportionalt mellem peptiderne

Af tabel 1 fremgar det,

at det rensede,

samlede
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materiale indeholder en blanding af to peptider. De ikke
identificerede aminosyregrupper Y, og Y, kan tilordnes som
henholdsvis Asn og Asp ved at sammenligne sekvensen med
sekvensen af protein A fra S. aureus (Uhlen et al., se
ovenfor).

Produktet bestdr sdledes af 33% peptid, pX-1', med
formlen
Ala-Gln-His-Asp-Glu-Ala-Gln-Gln-Asn-Ala-Phe-Tyr-Gln-Val-
-Leu~-Asn-Met-Pro-Asn-Leu-Asn-Ala-Asp-Gln-Arg,
svarende til de forste 25 aminosyregrupper 1 den
N-terminale del af SpA, hvilket ogsd er de fgrste 25 amino-
syregrupper af den N-terminale del af region E, og 67% af
et peptid svarende til aminosyregrupperne 11 til 30 i
region D.

Produktet viste sig at have K-celleaktivitet, idet
det forsterkede aktiviteten i de nedenfor beskrevne assay-

procedurer.

Eksempel 2

Fremstilling af peptidblandinger ved proteolytisk spaltning
af SpA

a) Nedbrydning med plasmin

150 ug renset SpA blev nedbrudt med 0,3 CU (casein
enheder) plasmin (KABI) ved 37°C i 60 minutter.

Reaktionen blev afsluttet ved tilsztning af
aprotinin bundet til Sepharose 4B og inkubation i 15
minutter ved stuetemperatur. Supernatanten blev fjernet
efter centrifugering og anvendt i de fglgende eksperimen-

ter.

b) Analyse af K cellestimuleringsaktivitet

Med henblik pa evaluering af betydningen af non-Fc
bindingspeptider ved in vitro stimulering af K celleakti-
vitet blev det proteolytiske nedbrydningsmateriale fra for

(svarende
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til 8 ig SpA) inkuberet med human IgG bundet til Sepharose
4B eller med kontrol-Sepharose 4B i 30 minutter ved stue-
temperatur. Renset SpA blev inkuberet under identiske for-
hold som kontrol. Reaktionsblandingerne blev centri-
fugeret, og supernatanten blev anvendt direkte i K celle-
proven som forklaret i det fglgende. Normale cirkulerende
blodleukocyter (PBL) blev inkuberet med 1) SpA absorberet
med IgG-Sepharose 4B, 2) SpA absorberet med kontrol-Sephar-
ose 4B, 3) plasminnedbrudt SpA absorberet med IgG Sepharose
4B, 4) plasminnedbrudt SpA absorberet med kontrol-Sepharose
4B. PBL inkuberet blot med medium tjente som kontrol.
Resultaterne udtrykt som Kill% er vist i fig. 3. Det
fremgar, at det ved proteolytisk spaltning af renset SpA er
muligt at opnd peptider med ingen eller lav IgG binding,
men med K cellestimuleringsaktivitet.

Eksempel 3

Svntetisk fremstilling af peptider

C pX=2'!

a) Ala—Gln-His-Asp-Glu—Ala—Gln-Gln—Asn—Ala-Phe—¥
Tyr-Gln-Val-Leu-Asn-Met-Pro-Asn-Leu, pX-2, svarende til de
ferste 20 aminosyregrupper af den N-terminale del af omrade
E, fremstilledes syntetisk som angivet ovenfor.

pX-2' havde K-cellevirkning, idet det forstzrkede

aktiviteten i de nedenstdende assay-procedurer.

Assay-procedurer

K-celleaktivitet er her defineret som forggelsen i
cellemedieret cytotoksicitet for normale periferale blod-
lymfocyter (PBL) over for tumorafledte targetceller. PBL
isoleredes efter Boéyum-metoden (Scand.J.Clin.Lab.Invest.
22 (1968), 77) ved centrifugering af hepariniseret blod fra
sunde donorer pa Ficoll-Hypaque (Pharmacia, Uppsala,
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Sverige). I et stort antal eksperimenter‘ fjernedes
vedhaftede celler ved at inkubere PBL i sterile glasflasker
ved 37°C i 1 til 2 timer. Som targetceller anvendtes bade
den NK fglsomme K562- (C.B. og B.B. Lozzio, J.Nat.Cancer
Inst. 50 (1973), 535 - 538) og de relativt NK-resistente
Daudi- (E. Klein et al., Cancer Res. 28 (1968), 1300 -
1-310) og Raji- (R.J.V. Pulvertaft, J.Clin.Pathol. 18
(1965), 261 - 273) cellelinier for de ved proteolytisk ned-
brydning af SpA opndede peptider, mens kun Raji- og Daudi--
cellelinier anvendtes til de syntetiske peptider.

Cellelinierne holdtes i kultur i RPMI 1640 (Gihco,
Paisley, Scotland, Katalog nr. 041-1875), hvortil der var
sat fotalt kalveserum (10% vagt/vagt) (FCS) samt penicillin
(100 IU/ml) og streptomycin (100 pg/ml), ved 37°C og
carbondioxid i 1luft.

Targetcellerne mazrkedes med ler (New England Nu-

clear, Dreieich, Vesttyskland).

K-celle-assay

PBL inkuberedes med rensede peptider eller med SpA
i 24 timer ved 37°C med 6% CO, i luft. Det anvendte medium
var RPMI 1640, hvortil der var sat 10% FCS, penicillin (100
IU/ml) og streptomycin (100 wug/ml). Efter inkubering
justeredes celletztheden, og cellerne fordeltes i rund-
bundede mikrotiterplader (NUNC, Roskilde, Danmark) .
loer-merkede K652 targetceller tilsattes til et onsket
forhold mellem effektor-(E) og target—(T)celler (E/T 10:1).
Efter yderligere 4 timers inkubering ved 37°C med 6% CO, i
luft anbragtes pladerne p& en Titertek mikrotiterplade-
ryster (Flow Laboratories Ltd., Ayrshire, Scotland).
Mikrotiterpladerne centrifugeredes, og kendte rumfang af
ovenstdende vaske sugedes bort og taltes (mCr-prave). Som
maksimumsverdi (”Cr—max) anvendtes den ovenstdende vaske
fra K562 inkuberet med saponin. Den spontane frigerelse af
Yler (mCr—spont) maltes ved at inkubere ’'Cr-K562 uden effek-
torceller. Den specifikke drabsprocent (drabs-%) bereg-
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nedes efter den fglgende ligning (alle verdier henviser til
er i direkte sammenlignelige ovenstaende vasker):
Drabs-%: 100(“Cr-sample - 51Cr-spont)/(HCr-max - 51Cr—spont)

Den anvendte metode var 1 praksis den samme som
ovenfor for Daudi- og Raji-targets. Den eneste vasentlige
forskel var, at der ikke gennemfgrtes nogen prazinkubation
inden tilsatning af de er-merkede targetceller, og den
fuldstzndige inkubation af effektor- og targetceller
udfgrtes pa 24 timer. Drabsprocenten beregnedes som be-
skrevet ovenfor.

De ovennavnte assays for peptidernes aktivitet
anvendtes til den endelige karakterisering samt ved adskil-
lige screeningsundersggelser. Screeningsundersggelserne
udfgrtes direkte pa fraktioner fra de forskellige trin ved
HPLC-rensningen, og i de fleste tilfazlde 1lyophiliseredes
fraktionerne forst. To forskellige targetceller (K562 og
Daudi) anvendtes ved screeningsundersggelserne. KXun de
fraktioner, der var positive 1 begge proevesystenmer,
anvendtes i den yderligere rensning og karakterisering.

Korttidspregve. NK-lignende aktivitet

4 x 10° monocytdepleterede enkeltkernede celler
inkuberedes med 4 x 10* °lc
rumfang: 800 pl. Hertil sattes henholdsvis 1, 5, 6, 25
eller 100 pg peptid pr. ml. Kontrollerne var: ikke-stimu-
lerede effektorceller + °'Cr-merkede Raji- og effektorceller
stimuleret med SpA (20 ug/ml) (in duplo). Efter 2 timers
inkubation udtoges 3 X 200 pl til inkubering i rundbundede

mikrotiterbakker. Inkubering ved 37°C, 7% CO,, 18 timer.

r-merkede Raji-celler. Totalt

Langtidspreve. IAK-lignende aktivitet

6 x 10° monocytdepleterede monokernede celler
inkuberedes i 6 ml RPMI 1640 + 5% FCS, penicillin (100
IU/ml) og streptomycin (100 pg/ml) i vertikalt ophangte
Falcon-kolber (Falcon Plastics, Oxnard, CA., USA, Katalog
nr. 3013). Som ved korttidspreven tilsattes henholdsvis
1, 5, 6, 25 eller 100 pg peptid pr. ml. Kontroller var:
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ikke-stimulerede effektorceller og effektorceller + SpA (20
pg/ml) . Inkubering ved 37°C, 7% CO,, 72 timer. Cellerne
taltes, tztheden justeredes, og cellerne inkuberedes sammen
med lcr-mezrkede Raji- og Daudi-targetceller. E/T forhold
var: 10:1 og 20:1. Ved Daudi-pregven varede inkuberingen 16
timer, og ved Raji-preven 18 timer (rundbundede mikrotiter-
plader som ovenfor).

Resultaterne af de ovennavnte assays er vist i den
fplgende tabel 2 for SpA-peptiderne og i tabel 3 for de
syntetiske peptider.

Tabel 2

Naturlig drzber-lignende (NK)-aktivitet induceret ved
inkubering af periferale blodlymphocyter (PBL) med peptider
isoleret ved proteolytisk nedbrydning af SpA eller intakt

SpA.

drabé—%*
Raiji _Daudi
Kontrol 15 _ 46
Pool- (pX-l'#®*) ca. 100 pmol/ml 27 75
20 pmol/ml 27 72
4 pmol/ml _24 _ 68
Protein A 10 ug/ml (250 pmol/ml) 46 77
5 ug/ml (125 pmol/ml) 46 71
0.5 ml (12,5 pmol/ml 31 _ 66

* E/T forhold = effektor- targetcelle-forhold = 10:1
** pX-1' koncentrationer er omtrentlige.
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Tabel 3

Virkningen af det syntetiske peptid, pX-2', pad de NK- og
LAK- lignende virkninger af PBL.

Stimuleringsindex

Korttidsassay Langtidsassay

(NK-lignende aktivitet) (IAK-lignende aktivitet)

Targets Raji Raii Daudi
E/T" forhold 10:1 10:1 20:1 10:1 20:1
100 pg/ml 0,79 n.d.** n.d. n.d. n.d.
25 1,15 1,41 1,48 1,15 1,07
6 " 1,23 1,02 1,12 1,05 1,03
1,5 " 0,97 0,94 0,97 1,00 0,99
SpA 20 pg/ml 1,08 1,517 1,17 1,19 1,07

* E/T forhold = effektor- targetcelle-forhold
*% ikke udfert

Af tabel 2 fremgar det, at en anslaet mzngde
materiale pa 100 pmol/ml (beregnet pa basis af pX-1') viste
den samme NK-cellestimulerende virkning som 125 til 250
pmol/ml intakt SpA med Daudi-celler som targets, mens dens
aktivitet over for Raji-celler var noget mindre.

Af tabel 3 fremgdr det, at pX-2' har en aktivitet
ved alle undersggelserne, der er lig med aktiviteten af
intakt SpA.

Komplementaktivering
For at undersgge indflydelsen af forbindelserne

ifelge opfindelsen pa komplementsystemet blev der udfert en
test, hvor frembringelsen af komplementspaltningsproduktet
C5a blev anvendt som mdlestok for aktiveringen af komple-
ment.

Testen blev udfert ved inkubering af normal human
serum med SpA (Pharmacia Fine Chemicals Uppsala, Sweden)
eller pX-2' i 60 minutter. Alikvoter blev udtaget efter 0,
30 og 60 minutter og C5a des-Arg blev bestemt med et kom-
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mercielt RIA-kit (Upjohn Company, ).

Resultaterne er vist i fig. 4, og det ses tyde-
ligt, at pX-2' helt mangler aktiverende effekt, medens SpA
har en betydelig C5a skabende kapacitet, som afhengigt af
dosis ggede dannelsen af C5a-des-Arg (den stabile C5a meta-

bolit).

Marsvinemodel
Der blev udfert en yderligere test, hvor evnen hos

peptiderne ifglge opfindelsen og SpA til at fremkalde en
anaphylactoidlignende reaktion ved intravengs indgift i
anestetiserede og kunstigt respirerede marsvin blev under-
seogt.

Marsvin af Dunkin-Hartley stammen (ca. 500 g) blev
anestetiserede med natriumpentobarbital og blev forsynet
med et kateter i jugularvenen til indferelse af medikament.
Blodtrykket blev mdlt fra en karotid arterie. Dyrene blev
respireret kunstigt med en Harvard respirator til sma dyr
med en cyklus pa 38 andedrzt pr. minut og et volumen pa 1
ml pr. 100 g dyr.

Protein A og pX-2' blev indgivet intravengst, og
man fandt, at protein A afhzngigt af dosis (10 - 100 ug/ml
i.v.) fremkaldte en anaphylactoidagtig reaktion angivet ved
en initial bronchokonstriktion og hypertension (senere
hypotension) efter intravengs indgift, medens pX-2' ikke
fremkaldte en sadan reaktion.

Eksempel 4

Et przparat til parenteral indgift indeholdende 1
mg peptid med formlen I pr. ml kan fremstilles som felger:

1 g peptid med formlen I samt 99 g lactose opleses
i 1 liter destilleret vand, og pH justeres til ca. 7,0.
Oplgsningen sterilfiltreres. Den sterile oplesning fyldes
pa 10 ml glas pd en sadan made, at hvert glas indeholder
1,0 ml oplesning. Oplgsningerne lyophiliseres, og glassene
lukkes under aseptiske betingelser.
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Przparatet i hvert enkelt glas skal oplgses i 1,0
ml steril, isotonisk saltoplesning inden indgift.

Eksempel 5

Rectale stikpiller fremstilles ved at blande 1 mg pep-
tid med formlen I med 4 g kakaosmor.
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PATENTKRAV

1. K-cellestimulerende peptider, kendetegnet ved,

at
de har den almene formel I

Ala-Gln-His-Asp-Glu-Ala-Gln-Gln-Asn-Ala-Phe-
Tyr-Gln-Val-Leu-Asn-Met-Pro-Asn-R (1)

hvori R er Leu, Leu-Asn, Leu-Asn-Ala, Leu-Asn-Ala-Asp,
Leu-Asn-Ala-Asp-Gln eller Leu-Asn-Ala-Asp-Gln-Arg,
og fysiologisk forenelige salte deraf.

2. Peptider ifplge krav 1, kendetegnet ved, at
deres aminosyresekvenser er identiske med en kontinuerlig
del af E omradet i protein A fra Staphylococcus aureus og
indeholder aminosyresekvensen His-Asp-Glu-Ala.

3. DPeptider ifplge krav 1, kendetegnet ved, at de
har aminosyresekvenser svarende til et fragment af E
omrddet i SpA, og at de endvidere i det vasentlige mangler
immunoglobulinbindingsaktivitet, og fysiologisk acceptable

salte deraf.

4. Farmaceutisk przparat, kendetegnet ved, at det
indeholder i det mindste ét peptid eller salt deraf ifglge
et vilkadrligt af kravene 1 til 3 i kombination med en

farmaceutisk acceptabel barer eller excipiens.
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