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Tiivistelmd - Sammandrag

Patogeenisten bakteereiden, juilla on tyypin I ripsut,
kiinnittyminen elainscluibin inniboidaun glykopeptideilla
Ja/tal oligosakkarideillu, Jotka on valmistettu entsymaal-
tisesti, parhaiten soljun glykoproteilnin 75 tair pavun

ylykaproteiinin 11 subteen rikastelusta jakeesta.

Nailld akliivisille ainesosilla on samankaltainen poly-
mannosidi-perusrakenne kuin bakteereiden tunnistamilla
epiteelisoluilla. Bakteerit neutraloituvat eivdtka endad

kilnnity solulhin.

Seoksia vordean kayttas infeklsoluutien, vrityisest.
kolitormisten bLukleererden aiheuttamien infektiotaulien
profylaksiasse, holdossu ja diagnoosissu ja myds pintojen

desinfioinnissa.
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Fastuittande av patogeniska bakterier med tlimmer av typ I

vid djurceller inhiberas med glykopeptider och/eller oligosacka-
rider, som framstdllts enzymatiskt, fOretrédesvis frdn en frak-
tion anrikad pd sojaglykoprotein 7S eller bdnglykoprotein II.

Dessa aktlva Lestdndsdelar har en likadan polymannosid bas-
struktur som epitelceller, som bakterier identifierar. Bakterierna

neutraliseras och sitter icke lidngre fast vid cellerna,

Blandningarna kan anvindas f8r profylax, sk&8tsel och diagnos av
infektionssjukdomar, speciellt sddana. som fdrorsakats av coli-
liknande bakterier samt Hven f8r desinfektion av ytor.
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Menetelmd valmistaa glykopeptidid tai oligosakkaridia, joka on
aktiivinen patogeenisia bakteereja, joilla on tyypin I fimb-
riat, vastaan - Forfarande f6r framstallning av glykopeptid
eller oligosackarid, som ar aktiv mot patogena bakterier med
fimbria av typ T

Tdman keksinnén kohteena on menetelmid valmistaa glykopeptidia
tai oligosakkaridia, joka on aktiivinen patogeenisia bakteere-
ja, joilla on tyypin I fimbriat, vastaan, ja jonka kaava on
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jossa Ry on vetyatomi, tdhde 4GlcNacBl -> ASN tai tiahde
Rl
4G1cNAcBl -> ASN , jossa R' ja R" ovat samoja tai eri-
R"
laisia ja tarkoittavat aminohappotiahteitid tai polypeptidiket-
juja; Ry, Rz ja R4 ovat samoja tai erilaisia ja tarkoittavat
vetyatomeja, mannoositdhteitd tai oligomannosidiketjuja.

Ei ole paljoakaan epdilyksid siitid, ettid piddosa luonnon infek-
tioista alkaa patogeenisen aineen kiinnittymisella limakalvo-
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jen epiteelisoluihin, mikd mahdollistaa patogeenisen aineen
siirrostumisen ja sen pesikkeen muodostamisen elidinkudokseen.
Kun infektion aiheuttavat bakteerit, joilla on "tyypin I
fimbriana" tunnetut proteiinirakenteet, jolloin niiden baktee-
reiden kiinnittymistid eldinsoluihin kutsutaan "mannoosiher-
kiksi", nd@md rakenteet tunnistavat spesifiset reseptorit,
jotka ovat kompleksisia glusidiiniryhmid, luultavasti oligo-
mannosidiket juja, jotka muodostavat osat glukokonjugaateista
solumembraanien pinnalla.

Kskettdin on osoitettu (kts. viite 1 jiljempani), ettia baktee-
reiden, joilla on tyypin I fimbriat, kiinnittymisilmid epitee-
lisoluihin ja niiden kyky aiheuttaa marsuilla erytrosyyttien
hemaglutinaatio, voi estyi erididen membraanireseptoreiden
spesifistd rakennetta muistuttavien oligosakkaridien liasni-
ollessa, jolloin bakteerit johdetaan ndin harhaan ja kiinnit-
tymdan ensi sijassa kyseessid oleviin oligosakkarideihin. N#ita
oligosakkarideja saadaan joko syntetisoimalla tai ne eriste-
tddn entsymaattisista vajavuuksista kdrsivien potilaiden
virtsasta.

Eurooppalainen patenttijulkaisu nro 89940 koskee samoin esi-
merkiksi seosta, joka sisaltaid rakenteen Galal -> 3Gal, joka
saadaan kemiallisesti ja joka kykenee inhiboimaan "in vitro"
Escherichia coli K88+ bakteereiden kiinnittymisen nuorten
sikojen suoliston soluihin.

Esilld olevan keksinnén tavoitteena on tuoda esiin menetelmi
valmistaa seos, joka sisaltdid aktiivisina ainesosina kasvi-
tai eldinperdaisia glykopeptideja ja/tai oligosakkarideja,
jotka saadaan entsymaattisesti ja jotka kykenevit korvaamaan
tyypin I fimbrioiden tunnistaman normaalin reseptorin ja siten
inhiboimaan tai k#dntamdin vastakkaiseksi patogeenisten bak-
teereiden, joilla on nditd fimbrioita, kiinnittymisen elidin-
soluihin.
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Esimerkkeja patogeenisista bakteereista, joilla on tyypin I
fimbriat, ovat pategooniset Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri kannat
jne.

Edellad olevassa kaavassa (1) 4GlcNacBl -> ASN on 2-desoksi-
glukoosirengas, joka on kiinnittynyt 4-asemassa terminaaliseen
glukosamiiniin, omaa asetyyliaminoryhmidn 2-asemassa ja on
kiinnittynyt l-asemassa B-konfiguraatiolla asparagiiniin,

joka voi olla substituoitu aminohapoilla tai polypeptidiket-
juilla.

Erdas hyvdnd pidetty ryhmd, erityisesti, koska se inhiboi

patogeenisten koliformi-enterobakteereiden kiinnittymista, on

edelld olevan kaavan I mukaiset glykopeptidit, joissa Ry on
~ ]

4GlcNAcBl -> ASN tai 4GlcNAcBl -> ASN , jossa R' ja R"
~ R"

tarkoittavat samaa kuin edelli; R3 ja R4 ovat vetyatomeja ja

Ry on vetyatomi tai mannoositahde.

Erdas hyvana pidetty oligosakkaridi, erityisesti, koska se
inhiboi patogeenisia koliformi-enterobakteereita, on kaavan I
mukainen oligosakkaridi, jossa Ry, R3 ja R4 ovat vetyatomeja
ja Ry on vetyatomi tai mannoositidhde.

Keksinnon mukaiselle menetelmille on tunnusomaista se, ettd
soijasta tai pavuista perdisin oleva glykoproteiini digestoi-
daan proteolyyttiselld entsyymilld, ettid saadut glykopeptidit
muunnetaan valinnaisesti oligosakkarideiksi endo-B-N-asetyyli-
glukosaminidaasi H:n vaikutuksen avulla, ja ettd saadut glyko-
peptidit tai oligosakkaridit sen jdlkeen valinnaisesti diges-
toidaan kontrolloidulla tavalla ekso-a-mannosidaasilla kahden
mannoositahteen valisen al -> 2-sidoksen ensijaiseksi lohkai-
semiseksi.
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Lédhtbaineena voidaan kdyttdi mitid tahansa kasvijauhoa, jonka
tiedetddn sisdltdvin runsaasti oligomannosideja sisiltaviia
varastoglykoproteiineja. Edullisesti kdytetiin soija- tai
papujauhoa, josta rasva on poistettu.

Suositeltavaa on kayttaid soijaglykoproteiinin 78 tai papu-
glykoproteiinin II suhteen rikastettua eristetti uuttamalla
rasvaton jauho alkalisessa pH-arvossa (8 - 9) ja sen jilkeen
saostamalla glykoproteiini selektiivisesti pH-arvossa 4,5 - 5,
esimerkiksi kayttadmdllid samanlaista menetelmidi kuin miti on
kuvattu kirjallisuudessa (kts. viitteet 2 ja 4 jal jempana) .

Glykopeptidit saadaan siten, etti glykoproteiinin suhteen
rikastettu jae digestoidaan timin jilkeen proteolyyttisella
entsyymilld, esimerkiksi kirjallisuudessa (kts. viite 3 jal-
jempdnd) kuvatunlaista menetelmii.

Entsymaattinen kdsittely voidaan suorittaa millid tahansa
aktiivisella proteolyyttisellid entsyymilli happamessa, neut-
raalissa tai alkalisessa pH-arvossa. Entsyymi voi olla perai-
sin sienestd, mikrobista (esimerkiksi pronaasi, alkalaasi),
kasvista (esimerkiksi bromeliini, fisiini, papaiini) tai
eldimestd (esimerkiksi typsiini, pepsiini, pankreatiini).

Keksinnén mukaisen menetelmidn ensimmiisessi suoritusmuodossa,
jolla valmistetaan oligosakkarideja glykopeptideisti, edelli
saatu entsyymikdsittelyn tuote kdsitellidin endo-B-N-asetyyli-
glukosaminidaasi H-entsyymilld, jonka tarkoituksena on loh-
kaista selektiivisesti kahden kaavan I mukaisen N-asetyyli-
glukosamiinitdhteen valinen Bl, 4 sidos, jolloin ryhmi Ry
muuntuu vedyksi.

Keksinndén mukaisen menetelmén timin ensimmidisen suoritusmuodon
erdassd hyvdna pidetyssi muunnoksessa, jonka tarkoituksena

on lyhentd3d mainittujen oligosakkaridien oligomannosidiketjuja
niiden aktiivisuuden lisddmiseksi, oligosakkaridit kasitellidin
kontrolloidulla tavalla ekso-a-mannosidaasilla eli entsyymil-



5 86081

la, joka ensisijaisesti lohkaisee kahden mannoositihteen
vdlisid al, 2-sidoksia, esimerkiksi kayttamalla kirjallisuu-
dessa (kts. viite 5 jil jempand) kuvatunlaista menetelmii.

Keksinnén mukaisen menetelmin toisessa suoritusmuodossa, jota
pidetdan suositeltavana, koska sillia saadaan tuotteita, jotka
ovat aktiivisempia kuin ensimmiisessi suoritusmuodossa saadut
tuotteet, oligomannosidiketjut lyhennetidin kisittelemilli
edelld mainitut glykopeptidit kontrolloidulla tavalla eksi-
a-mannosidaasilla. Vastaavat oligosakkaridit voidaan vaihto-
ehtoisesti valmistaa sen jilkeen kisittelemalli nami glyko-
peptidit endo H:1la. Keksinndn mukaisia seoksia voidaan kayt-
taa bakteereiden, joilla on tyypin I fimbriat, aiheuttamien
infektiotautien, tarkemmin sanoen koliformisten enterobaktee-
reiden, kuten esimerkiksi Escherchia coli'n aiheuttamien
ruonsulatuskanavan tautien profylaksiassa, hoidossa tai diag-
noosissa. Nd@mé@ seokset voivat olla antamistapaan sopivassa

muodossa.

Esimerkiksi oraalista tai enteraalista antamistapaa varten
aktiivinen ainesosa voi olla formuloitu siirappina, pillerini,
kapselina, tablettina, laidkerakeena, liuoksena, suspensiona,
emulsiona tai jauheena, joka voidaan rekonstrituoida lisiimil-
14 vesipitoista mediumia, esimerkiksi parhaiten ruokavalio-
tuotteena, esimerkiksi maitojauheena.

Parenteraalista antamistapaa varten se voi olla formuloitu
fysikaalisesti stabiloituna, steriilini ja apyrogeenisena
liuoksena tai suspensiona.

Paikallista antamistapaa, esimerkiksi silmidsovellutuksia
varten se voi olla formuloitu liuoksena, aerosolina, voiteena
tai salvana.

Kun aktiivinen ainesosa on tarkoitettu patogeenisten baktee-
reiden diagnoosiin, indentifioimiseen tai eristimiseen, se on



.....

6 86081

edullisesti kytketty, parhaiten kovalentin sitomisen kautta
makromolekyylitukiaineeseen.

Keksinndn mukaisia seoksia voidaan lopuksi kdyttdi pintojen
desinfioimiseen, esimerkiksi piilolinssien kasittelyyn tarkoi-
tettuina liuoksina tai emulsioina.

Rktiivisen ainesosan midirid niissi seoksissa voi olla
0,1 - 90 painoprosenttia,

Keksintdd on havinnollistettu seuraavien esimerkkien avulla,
joissa osat ja prosenttimidiirit on laskettu painosta ellei
toisin ole mainittu.

Seuraavissa esimerkeissd 1 - 3 kaavan I mukaisten aktiivisten
ainesosien rakenteen todistaminen perustuu seuraaviin ominai-
suuksiin:

a) Lahtdaineina kdytettyjen glykoproteiinien glusidiinikoostu-
muksen analyysi osoittaa, ettid mukana on vain kaksi monosakka-
ridikomponenttia, nimittdin maannosi ja glukosamiini. Naista
kahdesta ainesosasta muodostuneet oligosakkaridit ovat kiin-
nittyneet polypeptidiketjuun asparagiinin typen kautta (N-gly-
kosidisidos). Ndiden oligosakkaridien "endo'"-osa vastaa siten
seuraavaa rakennetta

Manal

ManB8l -+ 4GlcNAcBl -+ 4GlcNAcBl -+ ASN
3

A

Manal

b) Se, ettd endo-B-N-asetyyliglukosaminidaasi H (endo H)
hydrolysoi tdydellisesti kaikki glykopeptidisubstraatit,
osoittaa, ettd ne kaikki vastaavat tdllaiseen entsymaattiseen
kdsittelyyn vaadittavaa minimirakennetta (kts. viite 6 jidljem-
panda):
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3Manal

Manal € 6ManBl -+ 4GlcNAcBl - 4GlcNAc

Ndiden kahden edelld olevan rakenteen yhdistaminen johtaa
ehdotetun yleisrakenteen mukaiseen formulaatioon.

ESIMERKKI 1

a) Glykoproteiini: Glykoproteiinin 7S suhteen rikastettu jae
valmistetaan rasvattomasta soijajauhosta uuttamalla pH-arvossa
8,0 0,5-millimolaarisella Na,S03-liucksella, saostamalla pH-
arvossa 5,7 ensimmdisen jakeen (runsaasti 115 proteiinia)

poistamiseksi ja saostamalla toisen kerran pH-arvossa 4,5,
minkd jdlkeen pestddn kaksi kertaa samassa pH-arvossa, jolloin
saadaan 7S-proteiinin suhteen rikastunut jae.

b) Glykopeptidit: Proteiinijae digestoidaan entsymaattisesti
kdyttamdlla 30 g proteiinia 2 litrassa tris-HCl-puskuriliosta
(0,05 moolia, pH 8,0) tolueenin liasniollessa 24 tunnin aikana
40°C:ssa kayttamilla 600 mg pronaasi E entsyymid (Merck AG) ja
sen jdlkeen 48 tuntia k3yttdmidlla vielid 300 mg entsyymiéd.
Tédmdn liuoksen suodattamisen jidlkeen glykopeptidit eristetdin
johtamalla eluaatti Dowex SOW—XB(R) hartsin (H+-muoto) ldpi,
pesemdlld hartsi tislatulla vedell&d, kunnes glusidit ovat
hdvinneet pesuvesistid, ja neutraloimalla yhdistetyt jakeet
Amberilite IRA 400(R) hartsilla (CO3 "-muoto). Lopullinen
liuos vakevoidaan ja pakkaskuivataan ja tuote voidaan lopuksi
puhdistaa fraktioimalla Sephadex G—25(R)—pylvééssé. Menetelman
kokonaissaanto on 88 % laskettuna mannoosin loppumiidrasti
glykopeptidiseoksessa. Edelli kuvatulla tavalla saadun seoksen
glysidiinikoostumuksen analyysi (viitteessid 7 kuvatulla mene-
telmdalld) osoitti, ettd mannoosia oli mukana keskimidirin 7,6
yksikkéd kahta N-asetyyliglukosaminiyksikkéi kohti.

c) Oligosakkaridit: Edelli kuvatulla tavalla eristetyt glyko-
peptidit osoitettiin voitavan tidydellisesti digestoida endo-B-




8 86081
N-asetyyliglukoaminidaasilla H (endo H, Seikagaku Kogyo Co.
Ltd.). Tamid viimeksi mainittu ominaisuus muodostaa perustan
menetelmélle, jolla saatiin vastaavat oligosakkaridit: glyko-
peptidindyte, joka sisdltda 7,5 mg oligomannosidia, liuotetaan
10 ml:aan sitraatti-fosfaattipuskuriliuosta (pH 6,0, 10 milli-
mooclia) ja saatuun liuokseen lisdtdin 100 milliyksikkdid endo
H-entsyymid (valmistajan midrittelemid yksikké) ja 0,5 ml tolu-
eenia. Inkuboidaan 24 tuntia 37°C:ssa, minki jalkeen entsyymi
denaturoidaan kuumentamalla. Nidin saatua hydrolysaattia voi-
daan kdyttad tdssad muodossa (puhdistamattomana) hemaglutinaa-
tiotesteissd (kts. esimerkki 4 jdljempanid). Sama hydrolysaatti
voidaan my6és kédsitellid Amberilite MB 3(R)—hartsilla (1t ja
OH -muoto) ndin vapautuneiden oligosakkaridien eristimiseksi:
hartsin liséddmisen sekoittamisen ja dekantoinnin jilkeen se
pestddn tislatulla vedelld, kunnes glusidit ovat havinneet
pesuvesistd, ja yhdistetyt jakeet vikevdidain. Niin puhdistet-
tujen oligosakkaridien analyysi osoitti, ettid tuotteessa, joka
sisdlsi 85 % mannoosia, oli mukana 7 - 8 mannoosiyksikkda yhta
N-asetyyliglukosamiiniyksikkéd kohti. Oligosakkaridien entsy-
maattisen hydrolyysin ja eristidmisen kokonaissaanto oli oleel-
lisesti kvantitatiivinen. Endo H-digestiokisittelyn puhdista-
mattoman tuotteen ja puhdistettujen oligosakkaridien seoksen
HPTLC-analyysi (high-perfomance thin-layer chromatography)
antaa samanlaiset tulokset: entsyymi vapauttaa kolme erilaista
tuotetta vastaten rakenteita GlcNAc-(Man)g (18 %), GlcNAc-
(Man); (26 %), ja GlcNAc-(Man)g (56 %) (Man on mannoositihde),
jotka hiilihydraatit vapautuvat tdydellisesti glykopeptidi-
lahtbaineista.

ESIMERKKI 2

a) Glykoproteiini: Glykoproteiini II:n suhteen rikastettu jae
valmistetaan jauhetusta ja rasvattomasta tarhapapujauhosta
(Phaseolus vulgaris) uuttamalla pH-arvossa 9,0 ja dialysoimal-
la hapanta vettd vasten pH-arvossa 5,0, jolloin saadaan saos-
tumaton glykoproteiinijae, joka erotetaan ja liuotetaan uudel-
leen pH-arvossa 8,0. Glykoproteiinia II runsaasti sisaltiava
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jae saadaan sen jalkeen, kun yhdistetyt supernatantit on
sentrifugoitu kaksi kertaa ja pakkaskuivattu.

b) Glykopeptidit: Proteiinijae digestoidaan entsymaattisesti
tdysin samalla tavoin kuin soijasta glykoproteiini 75 (esi-
merkki 1b edelld). Saadun seoksen glukosidiinikoostumuksen
analyysi (kts. viite 7 jil jempanid) osoitti, ettd mukana oli
keskimddrin 7,8 mannoosiyksikkdd kahta N-asetyyliglukosamii-
niyksikko6d kohti.

c) Oligosakkaridit: Edelld kuvatulla tavalla eristetyt glyko-
peptidit voidaan digestoida tiydellisesti endo H-entsyymilli.
Oligosakkaridien entsymaattinen hydrolyysi ja eristaminen
suoritetaan tdysin samalla tavoin kuin soijan glykopeptidien
(kts. esimerkki lc edelld). Tdssd tapauksessa HPTLC-analyysi
osoitti, ettad vapautui 5 erilaista tuotetta, jotka vastasivat
rakenteita GlcNAc-(Man)g (5 %), GlcNAc-(Man)¢ (10 %), GlcNAc-
(Man)q (26 %), GlcNAc-(Man)g (15 %) ja GlcNAc-(Man)g (44 %).

ESIMERKKI 3

Esimerkkien 1 ja 2 tuotteista valmistettiin pienempirakentei-

sia glykopeptideitd ja oligosakkarideja kidyttamidllia hyviksi a-
mannosidaasin (canavalian, Canavalia, Sigma Chemical Company)

kykyd lohkaista Manal -+ 2-sidokset ensi sijassa Manal » 3-si-

doksiksi.

Glykopeptidindyte, joka sisiltdd 350 mg soijan glykoproteii-
nista 7S saatua oligomannosidia (esimerkki 1lb edelld) liuote-
taan 75 ml:aan sitraatti-puskuriliuosta (0,01 moolia, pH 4,5)
ja saatuun liuokseen lisidtdidn 190 yksikkdd a-mannosidaasia
(canavalia:sta, valmistajien midrittelemid yksikkd). Inkuboi-
daan 1 tunti 25°C:ssa, minkd jidlkeen seos kuumennetaan, jaah-
dytetddn ja suodatetaan. Sen jilkeen suodos pakkaskuivataan.
Pakkaskuivattua tuotetta voidaan kiayttidi sellaisenaan (puhdis-
tamattomana) hemaglutinaatiotesteissia (kts. esimerkki 4 jal-
jemp&nd). Se voidaan myés puhdistaa Sephadex G—25(R)-pylvﬁﬁs-
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sd, joka tehokkaasti erottaa glykopeptidiseoksen ja entsyymin
vapauttaman mannosiin.

Tuotteen glusidiinikoostumuksen analyysi (kts. viite 7 jil jem-
pand) osoitti, ettd mukana oli 4,8 mannoosiyksikkdi kahta
N-asetyyliglukosamiinia kohti.

Tuotteiden, jotka saatiin edelld kuvatulla tavalla kasvispe-
raisista vastaavista oligosakkarideista (esimerkit lc ja 2c
edelld), HPTLC-analyysi vahvistaa, etti kaavaa ClcNac-(Man)g
vastaava yhdiste on todella saatujen seosten pididkomponentti.

ESIMERKKI 4

Kiinnittyvien E.coli-kantojen aiheuttaman erytrosyyttien
hemaglutinaatjon inhibiitio marsuilla glykopeptidien ja oli-

gosakkaridien lidsniollessa

Hemaglutinaatiotesteissd ja hemaglutinaation inhibiitiotes-
teissd kdytettiin systemaattisesti kahta kiinnittyvaia E.coli-
kantaa, so. kliinisesti eristettyid E.coli 16375-kantaa
(Univ.-Klinik fiir Kinderheilkunde, Innsbruck) ja E.coli
0119.K69,L74-30 (K69)-kantaa. Nimd bakteerit pestiin suolave-
delld (0,9 % NaCl) ja suspensio saidettiin 109 kpl/ml baktee-
rikonsentraatioon (mittaamalla optinen tiheys).

Marsun erytrosyytteja suspendoitiin suolaveteen l-prosentin
konsentraatiossa.

.....

Hemaglutinaatio- ja hemaglutinaation inhibiitiotestit suori-
tettiin sekoittamalla 25 ul (mikrolitraa) bakteerisuspensiota,
50 pl erytrosyyttisuspensiota ja 25 ul suolaliuosta (vastaa-
vasti ilman inhibiittid tai inhibiittid sisdltiden, jossa
tapauksessa testattiin sarjassa useita eri konsentraatioita).
Lukemat otettiin 2 tunnin seisottamisen jalkeen 4°C:ssa.

Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa I:
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Taulukon 1 selitykset:

a) Hemaglutinaation tdydelliseen inhibiitioon johtava pienin
inhibiitiokonsentraatio loppuseoksessa.

b) Tuotteen glusidiinikoostumuksen analyysin perusteella
kaavasta laskettu inhibiittorin konsentraatio (seosten tapauk-
sessa keskiarvo).

c) Tuotteet GP IV ja V vastaavat kirjallisuuden (kts. viite 5
jél jempdnd) mukaisesti saatuja, erotettuja ja nimettyji, aspa-
ragiiniin kiinnittyneita hiilihydraatteja. Ovalbuminiinista
saatujen glykopeptidien seos on kuvatunlainen (kts. viite 5
jal jempdnd).

d) Prof. Dr. Hans Paulsen'in (Institut fiir Organische Chemien
und Biochemie der Universitdt Hamburg) ystdviallisesti antama
synteettinen tuote.

n.t. tarkoittaa ei-testattua.

Muut kokeet ovat osoittaneet, ettd kasvi-glykopeptideilld on
vertailukelpoinen inhiboiva vaikutus enteropatogeenisten
E.coli 086.K61,B74-10 ja 0111.K58,B75-44 kantojen aiheuttamaan
marsun erytrosyyttien hemaglutinaatioon.

IME 5

Enteropatogeenisen E.coli 16375-kannan kiinnittyminen ihmisen

poskisoluihin ja kiinnittymisen inhibiitio

Solut saatiin ottamalla sivelyviljelmdt erdidn laboratorion
henkil 6kunnan jisenen suusta, pestiin nel ji kertaa fosfaatti-
puskuroidulla fysiologisella suoclaliuoksella (NaCl 0,15 moo-
lia, fosfaatti 0,01 moolia, (PBS) ja lopuksi laimennettiin
106 solua/m]l konsentraatioon. Kliinisen eristevil jelmdn 16375
enteropatogeeniset E.coli-bakteerit pestiin kaksi kertaa PBS-
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puskurilla ja laimennettiin 2x109 solua/ml bakteerikonsentraa-
tioon.

Inkuboinnit suoritettiin sekoittamalla 500 pl solususpensiota,
250 ul bakteerisuspensiota ja 250 ul PBS-puskuria (kiinnitty-
misen mittaamista varten) tai inhibiittoria (inhibiition mit-
taamiseksi testattiin sarja eri konsentraatioita). Sekoittami-
nen suoritettiin pyérittdmdlla hitaasti 30 minuuttia ympédris-
tén lampétilassa. Pestiin nel ji kertaa PBS-puskurilla (5 ml)
ja sen jdlkeen otettiin levitevil jelmdt talteen ja gram-vir-
jattiin. Optisessa mikroskoopissa laskettiin kiinnittyneiden
bakteereiden lukumd&rid solua kohti analysoimalla 50 solua
testid kohti. Tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa II:

TAULUKKO II

Konsentraatio
(ppm ekvivalenttia Kiinnittymisen

Inhibiittori mannosidia) inhibiitio-%
Metyyli-a-D-mannosidi: 100 70

50 45

10 35
Glykopeptidit soijan 100 65
glykoproteiinista 7S 50 30
(esimerkki 1b) 10 25
Glykopeptidit soijan 100 90
glykoproteiinista 7S 25 77
digestoituna (1H) - 5 21

mannosidaasilla (esimerkki 3)
ESIMERKKI 6

Glykopeptidien kiinnittaminen kiintefin tukiaineeseen

Pronaasidigestiolla (esimerkit 1b ja 2b) saadut glykopeptidit
voidaan kiinnittédd Sepharose-geeliin seuraavalla menetelmillia:
2 g CNBr:l1la aktivoitua Sepharose 6MB(R) hartsia (Pharmacia
Fine Chemicals) pestiin HCl-liuoksella (1 millimooli, 400 ml)
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ja suodatettiin. Samanaikaisesti liuotettiin NaHCO3-puskuri-
liuokseen (0,1 moolia, pH 8,3), joka sisalsi natriumkloridia
(0,5 moolia), 63 mg (kuivapaino, jossa 25 mg oligomannosidia)
pavun glykoproteiinista II (esimerkki 2b) saatuja glykopepti-
deja. Glykopeptidiliuosta ja suspendoitua geeliid sekoitettiin
pyorittamalla hitaasti 2 tuntia ympdriston lampotilassa. Pes-
tiin perdkkain NaHCO3/NaCl-puskurilla, etanoliamiiniliuoksella
(2 tuntia ympdristén lampotilassa), uudelleen NaHCO3/NaCl-pus-
kurilla, natriumkloridia (0,5 moolia) sisdltdvalla asetaatti-
puskuriliuoksella (0,1 moolia, pH 4,0) ja lopuksi jidlleen
NaHCO3/NaCl-puskurilla, jolloin saatiin glykopeptideihin
kytkettya geelid. Kiinnittamisreaktion saanto oli 48 % (las-
kettuna mannoosin annostuksesta).

ESIMERKKI 7

Diagnoositesti, jolla identifioidaan bakteerit, djoilla on

spegsifiset akseptorit aktiivisten ainesosien rakenteiden
suhteen

a) Esimerkin 4 mukaisessa hemaglutinaatiotestissi sekoitetaan
bakteereita marsun erytrosyyttien kanssa. Samanaikaisesti
valmistetaan samanlainen seos lisdamdllid jonkin biologisesti
aktiivisen tuotteen liuosta (niin suuri konsentraatio, etti
tamd inhiboi taydellisesti taulukon I mukaisesti). Lukema,
joka mahdollistaa bakteerisuspension aiheuttaman erytrosyyt-
tien hemaglutinaation ja sen inhibiition lis&dttdessid jotakin
aktiivista ainesosaa, todistaa, ettd bakteereilla on spesifi-
set akseptorit tdmidn ainesosan rakenteeseen nidhden.

b) Vaihtoehtoisesti voidaan valmistaa mikroskooppilevylla
bakteerisuspension ja glykopeptideihin kytketyn Sepharose-
geelin (esimerkki 6) seos. 15 minuutin inkuboinnin jalkeen
optisen mikroskoopin avulla suoritettu analyysi osoittaa, ettéa
jos bakteereilla on spesifiset akseptorit, ne peittavidt geeli-
hiukkaset, kun taas vastakkaisessa tapauksessa samat hiukkaset
eivat kiinnitd mitddn bakteereita.
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ESIMERKKI 8

Bakteereiden, joilla on spesifisii akseptoreita aktiivisten

ainesosien rakenteiden suhteen, eristiminen

Glykopeptidien kanssa kytkettyd Sepharose-geelii, joka on
saatu esimerkin 6 mukaisesti, viedddn pylvididseen. Bakteereiden
seos johdetaan tamdn pylvaidn lapi, jolloin bakteerit, joilla
on spesifisid akseptoreita geeliin kytkettyjen glykopeptidien
suhteen, pidattyvidt, kun taas muut bakteerit eluoituvat suo-
raan. Huuhtelun jalkeen kidytetdadn yhta aktiivista ainesosaa
sisdltdvaad puskuria eluoimaan puhtaassa muodossa bakteerit,
joilla on spesifisii akseptoreita.
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atenttivaatimukset

1. Menetelmd valmistaa glykopeptidia tai oligosakkaridia, joka
on aktiivinen patogeenisia bakteereja, joilla on tyypin I
fimbriat, vastaan, ja jonka kaava on

CH
PR,

0

CH_OH
2
0 /

CP[>L/ (I

jossa R; on vetyatomi, tdhde 4GlcNacBl -> ASN tai tadhde
o ®
4GlcNAcBl1 -> ASN , jossa R' ja R" ovat samoja tai eri-
N R"
laisia ja tarkoittavat aminohappotidhteitd tai polypeptidiket-
juja; Ro, R3 ja R4 ovat samoja tai erilaisia ja tarkoittavat
vetyatomeja, mannoositihteitd tai oligomannosidiketjuja,
tunnettu siitd, ettd soijasta tai pavuista peridisin
oleva glykoproteiini digestoidaan proteolyyttiselld entyymil-
1a, ettd saadut glykopeptidit muunnetaan valinnaisesti oli-
gosakkarideiksi endo-B-N-asetyyliglukosaminidaasi H:n vaiku-
tuksen avulla, ja ettd saadut glykopeptidit tai oligosakkari-
dit sen jdlkeen valinnaisesti digestoidaan kontrolloidulla
tavalla ekso-a-mannosidaasilla kahden manncositdhteen vadlisen
al -> 2-sidoksen ensijaiseksi lohkaisemiseksi.

HO\PH

-----



.....

17 86081
2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitda, ettd glykoproteiini-lahtdaine eristetdadn rasvattomasta
kasvijauhosta, ja on parhaiten soijaglykoproteiinin 7S tai
papuglykoproteiinin II suhteen rikastettu eriste.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen seoksen valmistusmenetelma,
tunnettu siitid, etta glykopeptidi saatetaan reagoimaan
lisdksi aktivoidun makromolekyylitukiaineen kanssa.

4. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukaisen menetelmdn mukaan
valmistetun glykopeptidin tai oligosakkaridin kaytto spesifis-
ten bakteereiden, joilla on tyypin I fimbriat, identifioimi-
seen ja/tai eristamiseen.

5. Jonkin patenttivaatimuksen 1-3 mukaisen menetelman mukaan
valmistetun glykopeptidin tai oligosakkaridin kayttd pintojen
desinfioimiseen.
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Patentkrav

1. Forfarande f6r framstidllning av glykopeptid eller oligo-
sackarid, som ar aktiv mot patogena bakterier med fimbria av
typ I, och som har formeln

CH
2%
0
HO
%
CHOH
Sx/// CH OH
OR,
\oH %R \
OH
CH OH T
O>/O
o\ e ¢1)

dar Ry ar en vidteatom, gruppen 4GlcNacBl -> ASN eller gruppen

/R'
4GlcNAcBl -> ASN\\ , dar R' och R" &r lika eller olika

R"

och avser aminosyragrupper eller polypeptidkedjor; R, R3 och
R4 4r lika eller olika och avser vdteatomer, mannosgrupper
eller oligomannosidkedjor, k a8 nn et e c knat darav, pa
soija eller bdnor baserad glykoprotein digestiseras med ett
proteolytiskt enzym , att de erhdllna glykopeptiderna even-
tuellt omvandlas till oligosackarider under inverkan av endo-
B-N-acetylglukosaminidas H, och att de erhdllna glykopeptider-
na eller oligosackariderna direfter eventuell digestiseras pi
ett kontrollerat sdtt med exo-a-mannosidas foér i férsta hand
spjalkning av al -> 2-bindningen mellan tv3 mannosgrupper.
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2. Forfarande enligt patentkravet 1,
ddrav, att glykoprotein-utgdngsimnet

850871
k annetecknat
isoleras fran ett fett-

fritt vaxtextrakt, och 4r fdéretrddesvis ett i avseende &
soijaglykoprotein 7S eller bénglykoprotein II berikat isolat.

3. Framstallningsfdrfarande f6r blandning enligt patentkravet

1, kdannetecknat diarav,

att glykopeptiden dartill

omsatts med ett aktiverat makromolekylstddimne.

4. Anvandningen av glykopeptid eller
enligt nagot av patentkraven 1-3 fér
isolering av specifika bakterier med

5. Anvandningen av glykopeptid eller
enligt ndgot av patentkraven 1-3 for

oligosackarid framstidlld
indentifiering och/eller
fimbra av typ I.

oligosackarid framstalld
desinficering av ytor.
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