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Kyseess& olevan keksinndn mukalsesti on valmistettu trans-
formoituja humaant lymfosyyttisolulinjoja, Jotka erittivit
monoklonaalisia humaani vasta-alneita gram-negatilvisten
bakteereiden LPS-molekyylien serotyyppisid determinantteja
kohtaan. Niiden vasta-aineilden on havaittu suojaavan homo-~
logisten bakteereiden ailheuttamia, kuolemaan Jjohtavia 4r-
sykkeita vastaan. Kyseessd oleva keksintd koskee my86s nditd
vasta-aineita sisdltdvii farmaseuttisla koostumuksia seki
niiden ehkiisevdd ettd terapeuttista kdyttdd 1hmis1114 esiin-

tyvdn, gram-negatilvisen bakteerin alheuttamassa salraudes-

Sd.

Humaani lymfosyyttisolulinjat, jotka erittivit monoklonaali-
sia humaani vasta-aineita ja reagoivat spesifisesti Pseudomo-
nas aeruginosan Fisher-immunotyyppien 1 (C5B7), 2(6F11),
4(C5D5), 5(13C1), 6(5G2) sekd T(8ET) kanssa, talletettiin
the American Type Culture Collectioniin ja niille

annettiin vastaavat A.T.C.C. vastaanottonumerot CRL 8753,

CRL 8562, CRL 8754, CRL 8796, CRL 8797 sek& CRL 8795.



Enligt den foreliggande uppfinningen har mun framstillt
transformerade humanlymfocytcellinjer, vilka utsondrar mcno-
klonala humanantikroppar mot serotypa detcrminanter pa
LPS-molekyler i gram-negutiva bakterier. Dessa antikropper

har visats sig skydda mot letala angrepp orsakade av hcmo-
loga bakterier. Foreliggande uppfinning hanfor sig aven till
farmaceutiska sammansattningar inneh&llande dessa antikrop-
par samt deras profylaktiska och terapeutiska bruk vid behand-
ling av gram-negativa sjukdomar hos manniskor.

Humanlymfocytcellinjer, vilka utsdndrar monoklonala human-
antikroppar och reagerar specifikt med Pseudomonas aeru-

ginosas Fisher-immunotyper ! (cSB7), 2 (6F11), 4 (CSD%), S
(13C1), 6 (5G2) samt 7 (8E7), deponerades i the

American Type Culture Collection och de erholl motsvarande
A.T7.C.C. mottagningsnumror CRL 8753, CRL 8562, CRL 8754, CRL
8796, CRL 8797 samt CRL 8795.
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MENETELMA MONOKLONAALISEN HUMAANIVASTA-~AINEEN VALMISTAMISEKSI
GRAM-NEGATIIVISTEN BAKTEEREIDEN SEROTYYPPISIA LIPOPOLYSAKKARIDI-
DETERMINANTTEJA KOHTAAN

KEKSINNEN TAUSTA

Keksinnén pliri

Gram-negatiivisen bakteerin aiheuttama salraus Ja sen vaka-
vimmat komplikaatiot ovat syynd ihmispotilaiden huomattavaan
morbiditeettiin ja kuolleisuuteen.

Kirjallisuudessa esitettyjen monien tapausten tutkiminen
osoittaa, ettid jotkin gram-negatilvisten bakteerelden aiheut-
taman infektion oireet, erityisesti kuolettavat oireet 1iit-
tyvit tiettyihin alttiiksi tekeviin tekijoihin. Sellaisten
infektioiden esiintymistiheys on lisiéntynyt vanhemmissa po-
tilaissa sekd potilaissa, Joilla on vakavia, perimmdisid,
1484ketieteellisis tiloja, kuten esimerkiksi palohaavoja,
leikkaushaavoja, hitaasti paranevia haavoja, huumausalnead-
diktiota tai pahanlaatuisia tiloja. N&m& infektiot saattavat
olla salraalapertisii (esim. sairaalassa hankittuja) poti-
lailla, jotka on sijoitettu sairaalaan pitk#ksi aikaa, Ja
erityisesti potilailla, joille on suoritettu leikkaus, kdy-
tetty instrumentteja suonensis#isesti, tai, joille on suori-
tettu kdsittelyji, kuten esimerkiksi virtsaputken katetroin-
ti, rakon t#hystys, henkitorven avaus, lannepunktio ja l88ke-
aineiden ja liuosten suonensisiinen infuusio tai joita on
hoidettu pitkéin aikaa immunosupressiivisill¥ aineilla, korti-
kosteroideilla, antimetaboliiteilla ja/tai antibiooteilla.
Siteilyhoito tekee myds nis#kisisinnin alttiiksl gram-nega-
tiivisten bakteereiden aiheuttamalle infektiolle.

Gram-negatiivisten bakteereiden aiheuttamissa sairauksissa
useimmin tavattavien organismien joukkoon kuuluvat Escheric-
hia coli, Klebsiella pneumoniae, Enterobacter aerogenes,

Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens Ja erilaiset Pro-
teus-, Bacteroides-, Providencia- ja Citrobacter-lajit
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(Sonnenwirth, "The Enteric Bacilli and Similar Gram-negative
Bacteria," ss.753-790, "Microbiology", toinen painos, Davis,
B. D., Dulbecco, R., Eisen, H.N., Ginsberg, H.S., Wood,
W.B., Ja McCarty, M., Jjulkaisijat Harper ja Row (1973);
McCabe, W.R., "Gram-Negative Bacteremia," Adv. Intern. Med.
(1974) 19:315-158; ja Kreger et al., "Gram-Negative
Bacteremia III. Reassesment of Etiology, Epidemiology and
Ecology in 612 Patients," Am. J. Med. (1980) 68:332-343).
My6s muut Pseudomonas-, ja Klebsiella-lajit seki Aeromonas-,
Salmonella-, Flavobacterium-, Erwinia-, Edwardsiella-, Pecto-
bacterium-, Acinetobacter-, Alcaligenes- ja Shigella-sukujen
lajit ovat lis8syynd merkittdviin osaan ihmisi1114 esiinty-
vid, gram-negatiivisten bakteereiden aiheuttamia sairauksia

(Sonnenwirth, supra; McCabe, supra; Kreger et al., supra).

Muutamien viimeisten vuosikyhmenien alkana antibilootit ovat
valittu holtomuoto gram-negatiivisten bakteereiden aiheutta-
mia tauteja vastustettaessa. Jatkuva levinneisyys ja korkea
sairastuvuus seki kuolleisuus, jotka 1liittyvit gram-negatii-
visen bakteerin alheuttamaan sairauteen, kuitenkin tuntuvat
viittaavan antibioottihoidon rajoituksiin n#iden organismien
alheuttaman sairauden hoidossa ja sit4 estettdess#. Katso
esim., Andriole, V.T., "Pseudomonas Bacteremia: Can Antibio-
tic Therapy Improve Survival?", J.Lab. Clin. Med. (1978) 94:
196-199. T4m4 on antanut aihetta tutkia valhtoehtoisia esto-
Ja hoitomenetelmii.

Alempaa tutkimusta koskeva kuvaus

Ihmisen tai koe-eldinten aktiivinen immunisointi kokonaisia
bakteerisoluja kisittldvilli rokotteilla tai puhdistetuilla
bakteerien endotoksiineilla johtaa spesifisten vasta-ainei-
den kehittymiseen, Jjotka vasta-aineet kohdistuvat p44asial-
lisesti kemiallisesti erilaisia, toistuvia oligosakkaridi-
determinantteja kohtaan, jotka sijaitsevat lipopolysakkari-
dimolekyylien pinnalla (LSP) (Luderitz et al., "Immunoche-
mistry of O and R Antigens of Salmonella and Related
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Enterobacteriaceae, "Bacteriol. Rev. (1966) 30: 192-255; ja
Luderitz et al., "Isolation and Chemical and Immunological

Characterization of Bacterial Lipopolysaccharides, "Micro-

blal Toxins, osa U4, ss. 145-233, Weinbaum, G., Kadis, S., ja
AjJ1, S.J., Jjulk. Academic Press (1977), katso kuva 1). Tissi
suhteessa on tdrked huomata, etti LSP-molekyylit ovat useim-
plen, joskaan eiv#t kaikkien gram-negatiivisten bakteereiden

ulomman solumenbraanin pi4rakenneosia (Nikaido, H., Biosyn-
thesis and Assembly of Lipopolysaccharide." Bacterial Membra-
nes _and Walls, Leive, L., Jjulk., Marcel Decker, (1973);

katso kuva 2). Kuvassa 1 esittii gram-negatiivisen bakteerin
soluseindmén mallia, josta kiy 1lmi lipopolysakkaridimolekyy-

lien asema bakteerin ulomman membraanin suhteen. THstd
mallista puuttuvat sellaiset rakenteet kuten esimerkiksi
kapselit, kuori- ja limakerrokset.

Lipopolysakkaridit ovat myds bakteereiden endotoksiinien
olennaisia rakenneosia, siten etti LPS-molekyylien 1ipidi-
A-osa vastaa syvidllisista patofysiologisista ominaisuuksista
(esim. kuumeesta, alentuneesta verenpailneesta, hajapesik-
kelsestd suonensisiisest} hyytym&sts, Sokista ja mahdolli-
sesta kuolemasta), Jotka kytkeytyvit endotoksiinin vapautumi-
Seen gram-negatiivisten bakteereiden aiheuttaman verenmyrky-
tyksen alkana tal jotka on kokeellisesti indusoitu endotok-
siini-injektioiden avulla (Westphal et al., "Chemistry and
Immunochemistry of Bacterial Lipopolysaccharides as Cell
Wall Antigens and Endotoxins, "Prog.Allergy (1983) 33:
9-39). Kuva 2 kuvaa gram-negatiivisten lipopolysakkaridien
kolmea aluetta: O-spesifinen ketjualue on pitkiketjuinen
polysakkaridi, joka koostuu toistuvista lipopolysakkari-
di-yksik®6istd. Ert bakteerilajeilla nimi oligosakkaridiyk-
sik6t saattavat sisiltli yhdesti aina kuuteen tal seitsemilin
monosakkaridi-yksikk88n saakka. Serotyyppiset LPS:n determi-
nantit (katso teksti) on tuotu esiin molekyylin t4114 alu-
eella. Core-alue sisiltdi useita monosakkarideja jirjJestiy-
tyneind siten, etti ne ovat suhteellisen muuttumattomia
gram-negatilivisen bakteerin kannasta toiseen. Lipidi-A-alue
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on oleellisesti sama kalkissa gram-negatiivisissa baktee-
reissa, se on tavallisesti kiinnittynyt core-osaan keto-
deoksloktoonihappo-osan vdlitykselld ja toimii lipopolysakka-
ridi-molekyylin kiinnittymiskohtana ulkomembraaniin.

Tyypplspesifisten anti-LSP-vasta-aineiden induktlota ja immu-
noterapeuttista kiyttsi on perusteellisimmin tutkittu holdet-
taessa salrautta, jonka Pseudomonas aeruginosa (g. aerugino-

sa) aiheuttaa, t&min bakteerln korkea-asteisen antibloottire-

sistenssin vuoksi. Sellaisten vasta-aineiden, Joko ne ovat
aktiivisesti syntyneitid tai ne ovat passiivisesti siirretty-
J4, on osoltettu olevan suojaavia eldinten erilaisissa infek-
tiomalleissa. Selontekoa haluttaessa, katso Pollack, M., "An-
tibody-Mediated Immunity in Pseudomonas Disease and Its Cli-
nical Application,"” Immunoglobulins: Characteristics and

Uses of Intravenous Preparations), Alving, B.M. ja
Finlayson, J.S., julkaisijat, ss. 73-79, U.S. Department of
Health and Human Services, (1979).

Ehki on vield tirkeimpii, ettld infektoilvien kantojen
LPS-molekyylien tyyppi-spesifisten oslen vasta-alneiden kor-
keiden tiittereiden akuuteissa seerumeissa on havaittu
kytkeytyvin eloonjilimiseen potilaissa, joilla on P.
aeruginosan alheuttama bakteremia (Pollack, M. ja Young,
L.S., "Protective Activity of Antibodies to Exdotoxin A and
Lipopolysaccharide at the onset of Pseudomonas aeruginosa
Septicemia in Man," J. Clin. Invest. (1979) 63:276-286).
T4min havainnon on tosiasiassa todettu ulottuvan pdHdosaan

erilaisten gram-negatiivisten organismien alehuttamia
bakteremioita (Zinner, S.H. Ja McCabe, W.R:, "Effects of IgM
and IgG Antibody in Patients with Bacteremia Due to
Gram-Negative Bacilli," J.Infect. Dis. (1976) 133:37-45; jJa
Clumeck et al., "Humoral Immunity and Circulating Immune
Complexes in Gram-Negative Bacteremia and Septic Shock,"
Bacterial Endotoxins and Host Response, ss. 79-94, Agarwal,
M.K., Jjulkaisija Elsevier, (1980).
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Vaikka tarkkoja tapoja, joilla anti-LPS-vasta-aineet panevat
toimeen sellaisen suojauksen, ei ole vielid kokonaan kuvattu
(erityisesti gram-negatiivisten bakteereiden erilaisten suku-
Jen suhteen), ajatellaan yleensd, ettd ne toimivat helpotta-
malla LPS-molekyylien poistumista verivirrasta retikuloendo-
tellaali-jdrjestelmdn avulla tai tehden LPS:a sisiltivit bak-
teerit herkiksi komplementin vilittimille solujen hajoamisel-
le ja/tai fagosytoosille (Morrison, D.C: ja Ryan, J.L.,
"Bacterial Endotoxins and Host Immune Responses", Adv. Immu-
nol. (1979) 28:293-450). Mahdollisesti Jokin yll4 esitetyis-
td suojausmalleista tai niiden yhdistelmi saattaa toimia va-
kavissa gram-negatiivisten bakteereiden aiheuttamissa tau-
delissa.

Vuonna 1975 Kohler ja Milstein tiedottivat keksinndstién,
Jonka mukaisesti tietyt hiiren solulinjat voivat sulautua
hiiren pernasolujen kanssa hybridoma-solujen muodostami-
seksl, Jotka voivat erittdi puhtaita "monoklonaalisia" vas-
ta-aineita (Kohler, G., ja Milstein, C., "Continuous Cultu-
res of Fused Cells Secreting Antibody of Predefined Speci-
ficity, " Nature (1975) 256:495-497).

Vuoden 1982 yhteenvedossa (=253), jonka J. Sadoff et al.
ovat julkaisseet Abstracts of the 1982 Interscience Conferen-—
ce on Antimicrobial Agents and Chemotherapy:n sivulla 110,

tiedotettiin P. aeruginosan tietyn kannan (serotyypin) LPS-
molekyylien oligosakkaridi-determinantteja vastaan kohdistu-
vista hiiren IgM-luokan monoklonaalisten vasta-aineiden val-
mistamisesta hybridoma-tekniikan avulla Ja ettd nimd hiiren
monoklonaaliset vasta-aineet antoivat suojan P. aeruginosa-

bakteerin saman kannan (esim. homologisen kannan) kuoleman
alheuttavaa 4rsyketti vastaan.

Keksinndén yhteenveto

Kyseessd oleva keksintd antaa k#dytts8n uusia transformoituja
humaani lymfosyyttisolulinjoja seki humaani monoklonaalisia
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vasta-aineita, jolloin solulinjat ja vasta-aineet sitoutuvat
spesifisesti tiettyihin serotyyppisiin determinantteihin, jotka
sijaitsevat gram-negatiivisten bakteereiden ulkomembraani(e)n
lipopolysakkaridimolekyylien pinnalla. Monoklonaalisia vasta-
aineita saatetaan kdyttdd nisdkkdilld suojaamaan drsykettd vas-
taan ja tekisi mahdolliseksi gram-negatiivisten bakteereiden
ihmisissd aiheuttaman taudin patofysiologisten vaikutusten tera-
peuttisen ja/tai patofysiologisen kidsittelyn. Vasta-aineen val-
mistusmenetelmd on tarkemmin selitetty patenttivaatimuksissa.

Pilrroksia koskeva lyhyt kuvaus

Kuva 1 on gram-negatiivisen bakteerin sisiseindd Jja membraa-
neja valaiseva diagrammi; ja

Kuva 2 on lipopolysakkaridimolekyylin kaaviomainen kuva.

KEKSINNUON YKSITYISKOHTAINEN KUVAUS

Kyseessi oleva keksintd antaa kiyttédn transformoituja humaa-
ni lymfosyyttisoluja, jotka valmistavat spesifisil, suojaa-
via monoklonaalisia humaani vasta-aineita vastaanottavaisil-
le lipopolysakkaridi-molekyyleille. "Vastaanottavaisilla"
tarkoitetaan, ettd LPS-molekyylit ovat ulkoisesti klytetté-
vissd kiyttdympirist8ssi monoklonaalisten vasta-aineiden
kanssa tapahtuvaa suoraa vuorovaikutusta varten. Tdmén mddri-
telmin mukaisesti, LPS-molekyylit, Jotka ovat irronneet
gram-negatiivisista bakteereista ympirdiviin ympdristdon,
olisivat vapaita suoraan vuorovailkutukseen spesifisten mo-
noklonaalisten vasta-aineiden kanssa ja poistuisivat retiku-
loendoteliaali-jidrjestelmin kautta. Téssd yhteydessd monoklo-
naalisten vasta-aineiden odotettaisiin olevan hyddyksi eri-
laisten gram-negatiivisten bakteereiden aiheuttamaa vakavaa
sairautta hoidettaessa. Lis#ksl, gram-negatiivisten baktee-
reiden ulkopinnalla sijaitsevat LPS-molekyylit olislvat saa-
tavissa spesifisten monoklonaalisten molekyylien kanssa
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tapahtuvaa suoraa kosketusta varten saaden titen alkaan
komplementti-vilitteisen bakteerin hajoamisen ja/tai fagosy-
toosin. Bakteerit, joita kyseessi oleva keksintd koskee, vol-
daan edelleen mi&ritelli fagosytoivien solujen avulla hajoa-
viksl bakteereiksi (mik&1i ne opsonoituvat antikodilla Ja
tagosytoivat solut "sulattavat" ne) fai ettd ne hajoavat
suoran vuorovaikutuksen avulla homologisen vasta-alneen tat
seerumin komponenttien, kuten esimerkiksi komplementin
kanssa, miss¥d suhteessa n&#iden mekanismien tiedetiin olevan
ratkaisevan térkeitd sellaisten organismien polstamisessa.
Bakteerin rakenneoslen, kuten esimerkiksi kapseleiden,
kuorien tai limakerrosten, Jotka saattavat rajJolttaa tat
estdd suoraa lihestyttivyyttd LPS-molekyyleille,
ennakoitaisiin vihentivin kyseessi olevan keksinnsdn
kdyttSkelpoisuutta. Esimerkkeihin bakteereista, jotka
sisdltédvidt sellaisia rakenteita, kuuluvat kapseloidut
Klebsiella-lajit ja kuoren ympardimd Escherichia coli.

Tarkolttamatta rajoittaa kyseess# olevan keksinnén piiris,
voidaan 1dentifloida gram-negatiivisten bakteereiden useita
sukuja Jja lajeja, Joilla saattaa olla erityistd mielenkiin-
toa etiologisen kytkeytymisensi vuoksi ihmisten vakaviin sai-
rauksiin. Ne kuuluvat laajalti gram-negatiivisten organismi-
en kolmeen suureen heimoon, nimitt#in Enterobacteriaceae-,

Bacteroidaceae~ Jja Pseudomonadaceae-~-heimoihin. Enterobacte-—
roaceaen tyypillisiin edustajiin kuuluvat esimerkiksi Esche-
richia coli; Klebsiella lajeja kuten esimerkiksi K. pneumo-

niae, K. ozaenae seki K. rhinoscleromatis; Enterobacter-laje-

Ja, kuten esimerkiksi E. aerogenes, E. cloacea, E. hafniae

Ja E. agglomarans; Serratia marcescens; Proteus-lajeja, ku-

ten esimerkiksi P. vulgaris, P. mirabilis, P. rettgeri ja P.
morganil; Providencia stuartii; seka Citrobacter-lajeja (Son-
nenwirth, supra; McCabe, supra; Jja Kreger et al., supra,
liitetty viitteensi). Bacteroidaceaen tyyplllisiin edustajiin
kuuluu Bacteroides~lajeja, kuten esimerkiksi B. fragilis; Jja
Fusobacterium-lajeja (Sonnenwirth, supra, liitetty viit-
teend). Pseudomonadaceaen tyypillisiin edustajiin kuuluvat
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P. aeruginosa, P. pseudomallei, P. mallei, P. fluorescens,

P. putida, P. cepacia, P. strutzeri, P. maltophilia (katso
Gilardi, G.L., "Pseudomonas Specles in Clinical Micro-
biology," Mt. Sinai J. Med. (1976) 43:710-726, 1iitetty viit-

teeni). Kyseessi olevan keksinndn avulla voidaan saavuttaa

suoja myds multa vastaavia organismeja kohtaan.

Edells luetellut Pseudomonas-lajit edustavat kyseess8 olevan

keksinndén edullista sovellutusta, siten ettd P. aeruginosan

suhteen sovellutus on edullisempl.

On tunnettua, etti gram-negatiivisten bakteereiden tiettyjen
lajien Joukossa voi olla monia immunologisesti erotettavia
kantoja tal tyyppeJid. Monissa tapauksissa kantojen tal tyyp-
pien viliset erot volvat johtua muunnoksista LPS-molekyylien
antigeenirakenteessa Jja erityisesti rakenteellisesta valhte-
lusta LPS-molekyylien O-spesifisissé sivuket juissa (katso
kuva 1). Tdten rakenteellisesti erilaiset O-spesifiset sivu-
ket jut esittivét erllaisia antigeeni-rakentelta. Sellaisen
antigeenisen muunnoksen immunologisen tunnistamisen
tuloksena on annetulle antigeeni-muunnokselle spesifisten
vasta-aineiden syntyminen. Kun sellalsla vasta-ainelta on
kiytetty erottamaan serologisestil (esim. agglutinaation,
ELISAN, jne. avulla) yhtd antigeeni-muunnosta toisesta, néin
tunnistetut antigeeni-muunnokset on nimitetty serotyypeiksi
ja niiden sanotaan esittdvdn serotyyppisid determinantteja.
Titen LPS-molekyylien O-spesifiset sivuketjut esittidvit
serotyyppisié antigeeni-determinantteja. Alheeseen
perehtyneet arvostavat sitéd, ettld koska kysessd oleva
keksintd antaa kiyttddn monoklonaallsia humaanivasta-aineita
LPS-molekyylien serotyyppisille determinanteille, voidaan
antaa kiyttédén vasta-aineita, jotka ovat tyyppispesifisid,
mik4i tarkoittaa, etti ne ovat spesifisid lajien joukossa tle-
tyn tyypin LPS-molekyyleille.

Erilaisia serotyyppeji kisiteltldessd voldaan hyddyllisesti
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kdyttdd erilaisia miirittelykaaviolita. Esimerkkini sellai-
sista midrittelykaavoista ovat P. aeruginosalle laaditut mii-
rittelykaaviot. Fisherin middrittelykaavio P. aeruginosalle
on hyvin tunnettu, ja siti kuvataan yksityiskohtaisesti Fish-
erin et al.:n julkaisussa "New Immundotype Scheme for Pseudo-

monas aeruginosa Based on Protective Antigens", J.Bacteriol.
(1969) 98:835-836, joka on sisdllytetty t&h#n yhteyteen viit-
teend. Tdmén Jirjestelmin mukaisesti pddosa tunnetusta P. ae-

ruginosasta luokitellaan seitsemiin tyyppiin: Pisherin immu-

notyyppl 1; Fisherin immunotyyppi 2; Fisherin immunotyyppl
3; Fisherin immunotyyppi 4; Fisherin immunotyyppi 5; Fish-
erin immunotyyppi 6; seki Fisherin immunotyyppl 7. Samalla
tavalla, the International Antigenic Typing Scheme (IATS)
-Jdrjestelmd P. aeruginosalle (katso, Brokopp, C.D. ja
Farmer, J.J., III, "Typing Methods for Pseudomonas aerugino-

sa," Pseudomonas aeruginosa: Clinical Manifestations of In-
fection and Current Therapy, ss. 89-133, Doggett, R.G., Jjul-
kaisija, Academic Press, 1979) antaa k#yttdsén noin 17 eril-
1istéd serotyyppii, joita nimitetiin IATS-tyypiksi 1,
IATS-tyypiksi 2, jne. Seki Fisherin (Hanessian, S., et al.,
"Isolation and Characterization of Antigenic Components of a

New Heptavalen Pseudomonas Vaccine," Nature (1971) 229:
209-210) etti IATS-mé&rittelyjirjestelmin suhteen (Brokopp
Ja Farmer, supra), molempia serotyyppikaavioita koskevan
antigeenideterminantin on osoltettu sljaitsevan LPS-molekyy-
lissd. Molempien mddrittelyjirjestelmien vertailu Ja korre-
laatio esitetilin taulukossa 1.
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Taulukko 1

P. aeruginosan kahden mddrittelyjlirjestelmln vertailu

IATS (serotyyppi) Fisﬁer (immunotyyppi)

1

2 3,7
3 -

y -

5 3,7
6 1

7 6

8 6

9 -
10 5
11 2
12 -
13 -
14 -
15 -

—

-~ O

1 w
-
-

Monoklonaalisia vasta-aineita valmistaa humaani donoreilta
saatujen B-lymfosyyttisolujen Epstein-Barr virus (EVB)-trans-
formaatio, jota solu pit#i yllid, ja mainitut humaanidonorit
ovat tal ne ovat olleet alttiita vastaaville gram-negatiivi-
sille bakteereille. N&in muodostunellle, vasta-alnetta erit-
tdville solulinjoille on ominaista, etti ne ovat Jatkuvastl
kasvavia lymfoblasti-soluja, Jjoilla on diploidinen tumatyyp-
pi, ne ovat Epstein-Barr tuma-antigeenin (EBNA) suhteen posi-
tiivisia Jja erittivét jJoko IgG-, IgM-, IgA- tail IgD-isotyy-
pin monoklonaalista vasta-ainetta, alatyypit IgGl, IgG2,
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IgG3 Jja IgGY4 mukaanluettuina. Solun yllipitimi transformaa-
tiotapahtuma sindnsd on M.E. Lostromin keksinté, ja siti ku-
vataan yksityiskohtaisestl Yhdysvaltaln patentissa no
b,464,465, Jjoka on liitetty viiteeni tihin yhteyteen. Mono-
klonaalisia vasta-aineita voidaan kiytt&4 joko koskemattomi-
na tal palasina, kuten esimerkiksi Fab tai F(ab')2,
tavallisestl koskemattomina. Joissakin tapauksissa saattaa
olla toivottavaa yhdistii vasta-aineet muihin yhdisteisiin
tiettyjen tulosten saavuttamiseksi. Esimerkiksi
vasta-alneita voidaan konjugoida sytotoksisiin aineisiin,
kuten esimerkiksi radionuklideihin, antibiocotteihin, jne.

Tdtd menetelmii koskevaa hakemusta, kyseessi olevien monoklo-
naallsten vasta-aineiden valmistamiseksi, havainnollistetaan
seuraavin esimerkein. Ndiden esimerkkilien tarkoituksena on ai-
noastaan valalsta kyseesséi oievan keksinndén tyyplllisid pa-
tentin suoritusmuotoja elks niiden tarkoituksena ole rajoit-
taa keksinnén piirii.

KOKEELLINEN OSA

Esimerkki 1

Esimerkkl 1 havainnollistaa menetelmii humaani monoklonaali-
sen vasta-aineen valmistamiseksi P. aeruginosan Fischer-im-

munotyyppi 2:n (IATS-tyyppl 11) LPS-molekyyleji vastaan, Ja
esimerkkl havainnollistaa edelleen mainitun vasta-aineen
suojaavaa aktiivisuutta in vivo homologisen kannan
kuolettavaa Hrsykettd kohtaan.

A. Sopivien humaanisolujen saanti

Sopivat humaani B-solut (lymfosyytit) olivat periiisin
kuolleen henkildn pernasta, Jjonka henkildn tiedettiin
kuolleen "cystic fibrosis" -sairauteen ja jolla tiedettiin
olleen aiempia P. aeruginosan aiheuttamia infektioita.

Perna, joka saatiin ruumiinavauksessa, leikattiin noin 15
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mm:n paksuisiksi viipaleiksi. Solut vapautettlin kapselista
Ja yhdistivéstd matriisista suureen petrimal jaan
perfusoimalla varovalsesti kutakin viipaletta fosfaatilla
puskuroidulla keittosuolalluoksella, Jjossa el ollut
kalsiumia/magnesiumia (CMF-PBS) ja joka annosteltiin
ruiskuun kiinnitetyn, 18-gaugen neulan kautta. Yksitumaiset
solut erotettiin pernasoluvalmisteesta standardisentri-
fugointitekniikoin Ficoll-Paquella (Boyum, A., "Isolation of
Mononuclear Cells and Granulocytes From Human Blood," Scand.
J. Clin. Lab. Invest. (1968) 21: t#ydennysosa 97, 77-89)
sekd pestiln kaksl kertaa CMF-PBS:114.

Mononukleaarisista soluista poistettiin T-solut muunnetulla,
E-rosetteja muodostavalla menetelmdlld. Lyhyesti sanottuna,
solut lietettiin ensin 1x107 solua/ml:n konsentraationa
PBS:44n, joka sis#lsi 20 % vasikan sikidn seerumla (FCS),

40 C:ssa. Yksi ml titid suspensiota pantiin sitten 17x100
mm:n suurulseen, pydredpohjalseen polystyreeniputkeen, johon
lissttiin 1x109 2-amino-etyyli-isotiouroniumbromidilla ( AET)
k4siteltyji lampaan punasoluja 10 %:isesta (tilav./tilav.)
liuoksesta, joka oli RPMI 1640 elatusaineessa (Madsen, M. ja
Johnson, H.E.; "A Methodological Study of E-rosette Format-
ion Using AET Treated Sheep Red Blood Cells," J. Immun. Met-
hods (1979) 27:61-T4). Suspensiota sekoitettlin varovaisestl
5-10 minuutin ajan 40C:ssa, Ja E-rosetteja muodostaneet so-
lut poistettiin sentrifugoimalla Ficoll-Paquella 8 minuutin
ajan 2500xg, UOC:ssa. E-rosettien muodostamisen suhteen ne-
gatiiviset pernan mononukleaariset solut (E-Spl), Jjotka ker-
rostuivat rajapintaan, pestiin kerran RPMI 1640 elatusalnees-
sa ja ne lietettiin uudelleen samaan elatusaineeseen, joka
sisslsi 15 % (tilavuus/tilavuus) FCS:a, L-glutamilinia
(2mmooli/litra), natriumpyruvaattia (1mmooli/1), penisillii-
ni4 (100 kansainvilisti yksikk&4/ml), streptomysiinid

(100 ug/ml), hypoksantiinia (1x10-4M), aminopteriinii
(4x10-4M) sek4 tymidiini¥ (1,6x10-5M). THt4 elatusainetta
nimitetiin myShemmin t#ss4 yhteydessd HAT-elatusaineeksi.
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B. Solun liikkeelle panema solujen transformaatio

Solun liikkeelle panema E=Spl-solujen transformaatio suori-
tettiin viljelemdlls E=Spl-solujen yhdessi transformcivan so-
lulinjan kanssa. Transformoiva solulinja oli Epstein-Barr
tuma-antigeeni-positiivinen (EBNA) humaanilymfoblastisolulin-
Ja, Jjoka oli perdisin GM 1500 lymfoblastisolulinjan etyyli-
metaanisulfonaatti-(EMS)-mutaatiosta, jonka Jalkeen ol1
suoritettu valinta 6-tioguaniinin (BO,Jg/ml) l4sndollessa,
Jotta soluista tulisi sellaisia, ettd niisti puuttuu
hypoksant11n1-guaniini-fosforibosyylitransferaasi (HGPRT) Jja
ettd ne tlten olisivat HAT:1lle herkkii. Solulinjaa

nimitetddn 1A2-solulinjaksi, ja se J4tettiin sdilytettdviksi
A.T.C:C.:een maaliskuun 29. piivini, 1982, merkittyni
A.T.C.C. no CRL 8119:ksi. 1A2-solut, jotka olivat
logaritmisessa kasvuvaiheessa, suspendoitiin HAT-elatusainee-
seen, Ja ne yhdistettiin sen jilkeen suhteessa 30 1A2-solua
yhtd E-Spl-solua kohti. Soluseos siveltiin 10 tasapohjaisel-
le 96 kammiota kisittiville mikrotiitteri-levylle konsen-
traationa 155 000 solua/kammio, 200 Pl:n tilavuutena kammio-
ta kohti, ja viljelm#ii inkuboitiin 379C:ssa, kostutetussa 11~
makehdssd, joka sisélsi 6 % COp:a. Viljelmii ravittiin joka
kolmas, neljis piivid korvaamalla puolet supernatantista tuo-
reella HAT-elatusaineella. Kammioita tarkasteltiin Jjoka tol-
nen pdivd kdinteismikroskoopilla solun Jakautumisen merkkien
havaitsemiseksi. Kaksil viikkoa sen Jdlkeen kun solut oli
siirrostettu levyille ja 1A2-solut olivat kuolleet HAT-valin-
nan johdosta, kammioiden ravitseminen uudella elatusainefor-
mulaatiolla suoritettiin yht#l4isesti HAT-elatusaineen kans-—
sa, paitsi etti aminopteriinikomponentti puuttui. Kahdensan-
toista pdivén kulutttua siirrostuksesta havaittiin, etti

noin 70 % kammioista sis#lsi jakaantuvia soluja Ja ettd
uselmmissa kammioissa solutiheys oll riittivi supernatant-
tien poistamiseksi ja tutkimiseksi anti-P. aeruginosa-vas-

ta-aineen suhteen.
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C. Spesifistid vasta-ainetta erittélvien solujen ldytdminen

Supernatantit seulottiin anti-P. aeruginosa vasta-aineiden
suhteen k#yttimilld entsyymiin kytkettyd immunosorbenssi-ma&-
ritys-(ELISA) tekniikka (Engvall, E., "Quantitative Enzyme
Immunoassay (ELISA) in Microbiology," Med. Biol. (1977) 55:
193-200). Antigeenilevyt koostuivat tasapohjJaisista,
96-kammioisista mikrotiitterilevyistd, Joiden kammiot sisdl-
sivit erilaisia, kokonaisia bakteereita, Jotka oll etanolin
avulla kiinnitetty kammion pohjaan. Levyt valmistettiin 11-
s4imd114 kammioihin 50 ’ﬂ pestyd bakteerisuspensiota
(ODggp=0,2), Joka oli PBS:ssé, levyjd sentrifugoitiin 20 mi-
nuutin ajan nopeudella 500xg, PBS imettiin pois, 1lisdttiin
75 1 etanolia 10 minuutin ajaksi, etanoli poistettiin, min-
ki jilkeen kuivattiin ilmalla. Tutkimuksessa kdytettyihin
erilaisiin antigeenilevyihiﬁ kuuluivat: (1) P. aeruginosan
Fisher-immunotyyppien 1 - 3 seos (A.T.C.C. numerot 27312,

27313, 27314); (2) P. aeruginosan Fisher-immunotyyppien 4-7

seos (A.T.C.C. numerot 27315, 27316, 27317, 27318); kliini-

sesti eristetty Escherichia coli; (4) Klebslella pneumoniae

(A.T.C.C. no B0OU4T); sekd (5) mikrotiitterilevy ilman baktee-
reita.

ELISA-menetelmii varten antigeeni-levyJjen kammioihin lisdt-
tiin ensin 75 pl 5 %:ista BSA:a 1 tunnin ajaksi epispesifi-
sen proteiinin sitoutumisen estimiseksi. Adsorboitumattoman
BSA:n poistamisen jilkeen, supernatantit viljelylevyjen kam-
mioista siirrostettiin kopioina antigeenilevyjen vastaaviin
kammiolhin (SO,Jl/kammio), ja levyJjd inkuboitiin 370C:ssa,
kosteutetuissa kammioissa, 30 minuutin ajan. Sitten superna-
tantit poistettiin, kammioita pestiin kolme kertaa 1 %:1isel-
la BSA-PBS:114, ja kuhunkin kammioon 1lis#ttiin 50 }41 bioti-
nyyli4 sisflt&vii vuohen anti-humaani-immunoglobuliinia (Ig)
(Tago =2593, laimennettu 1:1000 1 %:1isessa BSA-PBS:ssd). Kos-
tutetussa kammiossa, 379C:ssa suoritetun, 30 minuutin pitui-
sen inkuboinnin jilkeen poistettiin blotinyyli# sisdltdvid
anti-humaani Ig, kammioita pestiin kolme kertaa 1 %Z:1sella
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BSA-PBS:114, ja kuhunkin kammioon lis#ttiin 50 Fl ennalta
muodostettua avidiinia: blotinyylisd sisiltivi piparjuuri-
peroksldaasikompleksia (Vectastain ABC Kit, Vector Laborato-
ries, Inc., Burlingame, CA). Huoneenlimpdtilassa suoritetun
30 minuutin pituisen inkuboinnin Jdlkeen poistettiin yli-
médrd Vectastain ABC-reagenssia, kammiot pestiin Jjdlleen
kolme kertaa 1 %:isella BSA-PBS:114, Ja kuhunkin kammioon
liséttiin 100 M1 substratttia (0,8 mg/ml ortho-fenyleeni-
diamiinin dihydrokloridia 100 mmolaarisessa sltraattipusku-
rissa, pH 5,0 sekd 0,03 %:1ista HpOp:a ionittomassa HpO:ssa,
yhtd suurina tilavuuksina sekoitettuina Juuri ennen siirros-
tusta). Pimelssd suoritetun, 30 minuutin pituisen inkuboin-
nin jdlkeen kuhunkin kammioon 1lisdsttiin 50,41 3N HoS0y:a
reaktioiden lopettamiseksi. Levyilli sijaitsevia antigeeneja
vastaavia vasta-aineita sis#ltivit viljelmi-supernatantit ha-~
vaittlin positiivisen vlrinkehittymisen perusteella vastaa-
vissa kammioissa, ja reaktion voimakkuus kvantitoitiin mit-
taamalla absorbanssi 490 nm:ssi, Dynatech MR 580 mikro-ELISA
-lukijalla.

Viljelmi-supernatanttien analyysi ¥Y114 mainitun menetelmin
avulla johti kolmen kammion (6F11, 4G9 ja 10B2) identifioin-
tiin, Jjotka sisHlsivit anti-P. aeruginosa-spesifisyytti Fish-
er-immunotyyppej4 1-3 koskevalla levylli, mutta el Fisher-im-
munotyyppej& 4-7 koskevalla levylli eiki kontrollilevyilili.
Tunnistetun, spesifisen Fisher-immunotyypin 1identifioi-
miseksl valmistettiin, yl114 kullekin immunotyypille kuva-
tulla tavalla, antigeeni-levyJji, Jjotka sis¥lsivit etanolilla
kiinnitettyj4 bakteereita, jotka olivat ainoastaan yhtd
Fisher-immunotyyppis. ELISA-mi4rityksen suorittaminen, kuten
y114 on esitetty, kiyttim4lli kammioista 6F11, 4G9 ja 10B2
saatuja viljelmdsupernatantteja yksittiisilli immunotyyppi-
levy1114, 1lmaisi, ettd nimi kolme kammiota sisHlsivit
vasta-alnetta, Jjoka oli spesifinen Fisher-immunotyypille 2.
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D. Spesifisti vasta-ainetta valmistavien solujen kloonaus

Kammioissa 6Fl11, 4G9 ja 10B2 sijaitsevat solut kloonattiin
useita kertoja (kaksi tai kolme), kunnes kailkki kloonaus-
supernatantit yll4 esitetylld ELISA-menetelmilld, Fisher-im-
munotyyppi 2:n antigeenilevyilld antoivat positiivisen reak-
tion. Solut kloonattiin rajalaimennusta kéyttden, ihmisen
esinahan fibroblastien puoliksi yhtyv&l1li kerroksella, tasa-
pohjaisissa 96-kammiolsissa levyissd. Elatusaine koostui

RPMI 1640:sta, joka sis#lsi 15 % (tilav./tilav.) FCS:a,
L-glutamiinia (2 mmoolia/l), natriumpyruvaattia (1 mmoo-
1i/1), penisilliini# (100 kansainvdlistd yksikkdd/ml) sekd
streptomysiinii (lOO/Jg/ml). Viljelmid ravittiin joka kolmas
piivi korvaamalla puolet supernatantista tuoreella elatusai-
neella. Tavallisesti, kammioissa oli siirrostuksen Jé1lkeen,
toisen ja kolmannen viikon v#1111&, riittédvad lymfoblastisolu—
tiheys anti-Fisher 2 immunotyyppispesifisyyden analyysii var-
ten. i

Titen tissi kokeessa saatiin kolme kloonattua, transformoi-
tua humaanisolulinjaa, jotka ovat Jjatkuvasti viljeltavissa
ja jotka kukin erittévit monoklonaalisia humaanivasta-ainei-
ta Fisher-immunotyypin 2 P. aeruginosan LPS-molekyyleilld si-
jaitsevia serotyyppisid determinantteja kohtaan. Tissd Ja
seuraavissa esimerkeissi solulinjalla ja vasta-aineella, jo-
ta se tuottaa, on sama nimitys.

Ennen timin patenttihakemuksen Jiéttdmistd, jatkuva, transfor-
moitu humaanisolulinja, jota tlssi yhteydessd nimitet&én
6F11:ksi, jitettiin siilytett#viksi the American Type Cult-
ure Collectioniin, Rockville, MD, A.T.C.C. no CRL 8562:na.

E. Monoklonaalisten vasta-aineiden luonnehtiminen

Se seikka, ettd kustakin kloonista perdisin olevat vasta-ai-
neet reagoivat yksinomaan yhden ainoan (tdssd tapauksessa
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Fisher 2) immunotyypin kanssa, tuntui osoittavan, etti vas-
ta-aine olil suunnattu lipopolysakkaridi-antigeenis kohtaan,
koska LPS-serotyyppi korrelol Fisherin-immunotyypeiksi luo-
kittelevan jirjestelmin kanssa (Hanessian, Nature (New Biolo-
gy) (1971) 229:209-210). T4min selkan tutkimiseksl edelleen
suoritettiin laajennettu ELISA-koe 6Fll-, 4G9~ ja 10B2-super-
natanteilla, kokonaisia, kiinnitettyji bakteereita kisitti-
villd levyillid, Jotka sisilsivit P. aeruginosan seitsemin-
toista IATS-serotyyppikantaa, P. aerofaciensin, E. coli
011:Bl4:n J5-mutantin sekid Providencia stuartiin, Jjoka oli
kliinisesti eristetty. Sopien t#iydellisesti yhteen Fisher-im-
munotyyppien ja niiden vastaavien, IATS-kaavioon sisdltyvien

(ks. taulukko 1), LPS:44n perustuvien serotyypplen vertailun
kanssa, kukin anti-Fisher-immunotyyppil 2:n kloonaussuperna-
tanteista reagol ainoastaan IATS-kannan 11 kanssa. Mit#in
reaktlioita el havaittu millisn noista ei-P. aeruginosa-bak-
teereista.

Yhtd kolmesta anti-Fisher-immunotyyppl 2 monoklonaalisista
vasta-aineista luonnehdittiin edelleen. Vasta-aineen voimak-
kaan reaktiivisuuden perusteella ELISA-mi#irityksiss4i ja vas-
taavan solulinjan parempien kasvuominaisuuksien vuoksi valit-
tiin 6F11 monoklonaaliseksi.

Molekyylilaatujen biokemiallinen karakterisointi, jossa tun-
nistamiseen kdytettiin 6Fll-vasta-ainetta, suoritettiin immu-
no-tdpld-analyysin avulla. Lyhyesti sanottuna, natriumdode-
syylisulfaatti (SDS)-polyakryyliamidi-geelielektroforeesi
(Hancock, R.E.W. ja Carey, A.M., "Outer Membrane of Pseudo-
monas aeruginosa: Heat and 2-Mercaptoethanocl-Modifiable
Proteins," J. Bacteriol. (1977) 140:901-910) suoritettiin

20 ug:lle raakaa LPS:a (valmistettu kuumalla fenoli-vesi-me-
netelmdlld (Westphal, O., et al., "Uber die Extraktion von
Bakterien mit Phenol/Wasser," Z. Naturforsch (1952)
79:148-155), Jotka olivat perfiisin kustakin seitsemist}
Fisher-immunotyypisti, 20 Mg:lle kromatografisesti
puhdistettua LPS:a, Joka oli saatu E. coli 0111:Bl:st4 sek4
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Klebsiella pneumoniaelta (molemmat List Laboratoriesilta,
Cambell, CA) sekd 50 pg:lle Fisher-immunotyyppi 2
bakteerelden ulkomembraanivalmisteelle (Tam, M.R., et al.,

"Serological Classification of Neisseria gonorrhoeae With
Monoclonal Antibodies," Infect. Immun. (1982) 36:1042-1053).
Erotetut molekyylilajit siirrettiin geeliltd
nitroselluloosamembraanille (NCM), kuten muualla on kuvattu
(Towbin, H., et al., "Electrophoretic Transfer of Proteins
From Polyacrylamide Gels to Nitrocellulose Sheets: Procedure
and Some Applications," Proc. Natl. Acad.Sci. USA (1979)
12:&350—&35&) ja NCM-t#pli4 k#siteltiin yhden tunnin ajan
PBS-Tweenissi (Batteiger, B., et al., "The Use of Tween 20

as a Blocking Agent in the Immunological Detection of
Proteins Transferred to Nitrocellulose Membranes, "
J.Immunol. Meth. (1982) 22:297—307). Tipl44d inkuboitiin
sitten yhden tunnin ajan huoneenlimpstilassa (RT), 30 ml:ssa
PBS-Tweenid, joka sisflsi 3 ml kiytettyd viljel-
misupernatanttia, Joka oll periisin 6Fll-solulinjasta. Sen
Jilkeen kun olil suoritettu nelji viiden minuutin mittaista
huuhtelua PBS-Tweeniss4, t#plid inkuboltiin 1:5000 laimennuk-
sessa (PBS-Tweenissd) kanliinin antihumaani Ig:4, yhden tun-
nin ajan, huoneenlémpdtilassa. THpl44 huuhdottiin neljd ker-
taa PBS-Tweenissi, Jja sitten se pantiin 30 ml:aan liuosta,
joka sis#lsi 1:2000 laimennuksen (PBS-Tween) proteiini A-pi-
parjuuriperoksidaasia (Zymed Laboratories Inc., San Francis-
co, CA). Huoneenlimpétilassa suoritetun, tunnin pituisen
inkuboinnin Jilkeen t4pl#i huuhdottiin neljid kertaa
PBS-Tweenissi, ja sitten se upotettlin 60 ml:aan substraat-

tia, Jjoka oli valmistettu seuraavasti: 120 mg piparjuuripe-
roksidaasi-virinkehitysreagenssia (Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA) liuotettiin 40 ml:aan kylmii metanolila; 120‘p1
30 %:ista HoOp:a lisittiin 200 ml:aan Trisill4 puskuroitua
keittosuolaliuosta (TBS-20mM Tris pH 7,4, 0,5M NaCl); kaksi
liuosta sekoitettiin Jjuuri ennen tdplien pislle suoritetta-
vaa lisiimistd. Sopivan vlrin kehlttymisen Jilkeen (tavalli-
sesti 15-45 min substraatin lisdyksen Jilkeen) reaktio
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tukahdutettiin huuhtomalla t&pl&4 uselta kertoja
ionittomalla vedelli.

Tulokset olivat seuraavat. Positiiviset reaktiot havaittiin
ainoastaan vydhykkelssi, jotka sis#lsivét Fisher-immunotyyp-
pi 2:n raakaa LPS:a sekd bakteereiden ulkomembraanivalmistet-
ta, Jjoka oli Fisher-immunotyyppid 2. Ndissé molemmisséd vyo-
hykkeiss4 6Fll-vasta-aine nidytti tunnistavan sarjan sdanndl-
lisesti sijoittuneita, 1itsendisid molekyylikokonalsuuksila,
jotka muodostivat tikkaiden kaltaisen kuvion immunotdplélle.
T4mi kuva oli tHdysin yhtipit#dvi sen kuvan kanssa, Joka ndh-
tiin LPS:n polyakryyliamidi-geelielektroforeei-analyysissé,
SDS:n l4sn#ollessa, mikid ol1 havainnollistettu, ettd kalsta-
leiden osoittama heterogeeninen sivuprofiili johtuu LPS-mole-
kyylien populaatiosta, jonka molekyylit eroavat painonlisdys-
ten verran, Jotka vastaavat kuhunkin molekyyliin sisdltyvien
O-antigeenisten oligosakkaridi-sivuketjuyksikoiden lukumdd-
ri4 (Pavla, E.T. ja Mikel#d, P.H., "Lipopolysaccharide Hetero-
genity in Salminella typhimurium Analyzed by Sodium Dodecyl

Sulfate/Polyacrylamide Gel Electrophoresis," Eur. J.
Biochem., (1980) 107: 137-143; sekd Goldman, R.D. ja Lelve,
L., "Heterogenity of Antigenic-Side-Chain Length in Lipopoly-
saccharide from Escherichia coli 0111 and Salmonella typhimu-
rium LT2, Eur. J. Biochem. (1980) 107:145-153). Yhteisesti

ndmi tiedot ilmaisevat, etti monoklonaalisen vasta-alneen

6F11 serologinen spesifisyys kohdistuu LPS-molekyyliin, Joka
si1jaitsee Fisher-immunotyyppl 2:een kuuluvien bakteereiden
pinnalla. Edelleen, koska LPS-molekyylin immunologinen spesi-
fisyys perustuu toistuvien oligosakkaridi-yksikdiden raken-—
teeseen ja/tai niiden glykosidisiin sidoksiin (Westphal et
al., Prog. Allergy (1983) 33: 9-39), tulokset ilmalsevat,
etti monoklonaalinen vasta-aine 6F11 on spesifinen oligosak-
karidi-yksikén Jollekin osalle tal sellaisten yksikdiden
vi11114 sijaitsevalle sidokselle pikemmin kuin serologisesti

muuttumattomina pysyville LPS:n rakenneosille, joita

core-alue ja lipidi A edustavat.



20 392738

6Fll-monoklonaalisen vasta-aineen isotyyppl méddritettiin
ELISA-mi4rityksen avulla samalla tavalla kuin aiemmin kuva-
tut spesifisyys-testit, paitsl ettd blotinyylid sisdltdvi
vuohen anti-humaani IgG (gamma-ketJjulle spesifinen, Tago)
tal bilotinyylis sis#ltdvi vuohen anti-humaanilgM (mu-ket-
julle spesifinen, Tago) k#ytettlin kakkosvalheen reagenssina
laajemmalti reagoivan, biotinyylld sisdltdvén, vuohen
anti-humaani Ig:n sijasta. Molempla regensseja kdytettiin
1:500 laimennuksena, seki kiytettiin antigeeni-levyd, joka
sisilsi etanolilla kiinnitettyj8 Fisher-immunotyyppi 2:n
bakteereita. 6Fll-vasta-alneen positiivinen reaktio Fisher-
immunotyyppi 2:n bakteereiden kanssa havaittiin ainoastaan
anti-IgM-reagenssin avulla, miki havainnollisti IgM-iso-
tyypin monoklonaaliselle vasta-aineelle. Kyseessd olevaan
alheeseen perehtyneet ymmirtivit tdysin, ettd jos kyseessd
olevan esimerkin mukainen menetelmd tolstettalsiin useita
kertoja ja mifiritettiisiin n8in saadut LPS-spesifisten
monoklonaalisten vasta-aineiden isotyypit, saatettaisiin
16yt44 Joitakin IgM- Jja Joitakin IgG-isotyyppeld.

F. Aktiivisuus 1n vitro

6F11 monoklonaalisen vasta-aineen toiminnallinen aktiivisuus
in vitro tutkittiin opsoniinifagosyyttisen menetelmdn avul-
la, jossa verrattiin radiomerkattujen bakteereiden vastaan-
ottoa humaanineutrofiileilli komplementin l&sndollessa, kun
6F11 monoklonaalinen vasta-aine oll l&4snd tal se puuttul.

Radiomerkatut bakteerit valmistettiin siirrostamalla 5 ml
Pseudomonas-minimaali-elatusainetta (Ayerard Jja Snell, kappa-
le 7, "Biochemical Factors in Growth," Manual of Methods for
General Bacteriology, Gerhardt, P. et al., Jjulk., American
Society for Microbiology, Washington, D.C. 1981, ss. 79-111)
100 p1:114 (1 Ci) 3H-leusiinia (146,5 Ci/mmooli, New England
Nuclear, Boston, MA) sekd 30 Plzlla Fisher-immunotyyppi

2:een kuuluvan P. aeruginosan tryptikaasi-soija-lihaliemessé
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yén yli kasvatettua viljelméd. Putkea inkuboitiin 379C:ssa,
ravistelijassa, 4-6 tunnin ajan, jonka Jjilkeen 3H-1leusiinin
ylimd&drd poistettiin pesemflll nel j& kertaa Hankin tasapai-
notetussa keittosuolaliuoksessa, Jjoka sis8lsi 0,1 % gelatii-
nia sekd 5mM HEPES:a, (HBSS/Gel), pH 7,2. Bakteerit sentri-
fugoitiin nopeudella 950xg, 10 minuutin ajan, kussakin pe-
suvalheessa sek8d lietettiin uudelleen HBSS/Gel:iin lopulli-
seks1 konsentraatioksi 6,67x106/ml. Humaanineutrofiilit eris-
tettiin van Furthin ja Van Zwetin menetelmin mukaisesti ("In
vitro Determination of Phagosytosis and Intracellular

Killing by Polymorphonuclear and Mononuclear Phagocytes,"
teoksessa Handbook of Experimental Immunology (1973) osa 12,
Julk. D.M. Weir, toinen painos, Blackwell Scientific Public-
ations, Oxford, 36.1—36.2M)Amon1a muunnoksia kiyttden. Ruske-
ankeltalnen kuorli 10 ml:sta heparinisoitua verta

kerrostettiin Ficoll-Paguen kanssa sek# sentrifugoitiin.
Punaisten verisolujen (RBC) saostuma pestlin kerran RPMI
1640-elatusalneessa ja lietettiin uudelleen yht8 suureen
tilavuuteen PBS:a, 379C:ssa. Kolme millilitraa t4ti
suspensiota lisfttiin sitten 6 ml:aan 2 %:ista dekstraania
(PBS:ssa, 370C:ssa), ja sisiltéi sekoitettiin alnoastaan
kumoamalla putki varovalsesti. 379C:ssa suoritetun, 20
minuutin pituisen inkuboinnin Jilkeen, miki suoritettiin
punasolujen sedimentoimlseksi, supernatantti (Jjoka sis#ilsi
neutrofiilit) poistettiin ja niitid pestiin kaksl kertaa
4oC:ssa PBS:ss4. Solut pestiln kerran vield U4OC:ssa
HBSS-HEPES:ss& (pH 7,2), ja ne lietettiin uudelleen samaan
viliaineeseen konsentraatioksi 5x107 neutrofiilii/ml.
Lyofilisoitu kaniinin seerumi, joka liuotettiin 0,01

M EDTA:aan (pH 7,2) sekd absorboitiin kahdesti el#vien
bakteereiden kanssa (Bjornson, A.B. ja Michel, J.G., "Fact-
ors in Human Serum Promoting Phagosytosis of Pseudominos
aeruginosa. I. Interaction of Opsonins With the Bacterium,"
J. Inf. Dis. (1974) 130: tiydennysosa, sivut 119-125), Jotka
edustivat seltsem8i Fisher-immunotyyppii, toimi komplementin
ldhteeni.
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Milritystd varten 1lisdttiin 300 pl Fisher-immunotyyppl 2:n
bakteerisuspensiota 100 Pl:aan 6Fl1l1-viljelmin supernatanttia
(laimennettu 1:1 14mmd114 inaktivoidulla FCS:114) 1,5 ml:n
vetoisessa Eppendorf-putkessa Jja inkuboitiin pydrijdssé,
370C:ssa, 30 minuutin ajan. Tdmén Jilkeen 1is#ttiin perdk-
kdin 50 pl komplementtia Jja sitten 50 pl neutrofiilisuspen-
siota 30 minuutin ja 45 minuutin pituisia jaksoja
pybrijdssi, 37°C:ssa, kunkin vastaavan lisiyksen Jdlkeen.
Sitten neutrofiilit pestiin kahdesti tdyttdm&dlld putkil
kylmills PBS:114, sentrifugoimalla 5 minuutin ajan 100xg:114&
seki poistamalla supernatantti. Lisittiin 250 pl 0,1N NaOH:a
neutrofiilien liuottamiseksi, putkea inkuboitiin 15 ajan,
sekoitettliin, ja inkuboitiin vield 15 ajan, jonka Jilkeen 250
Pl putken sisiltdi liuotettiin 3 ml:aan tuikenestettd
(Dimilume 30, United Technologies, Packard) ja iskut
mitattiin kidyttim4d114 Beckman LS 7000 nestetuikelaskl jaa.
Tulokset ilmaistiin sydtettyjen, radiomerkattujen
bakteereiden prosentuaalisena kdyttdnd. Iskut minuutissa,
jotka kytkeytyivdt kdytettyihin, radiomerkattulhin
bakteereihin, mitattiin laskemalla 250 ml kontrolliputkien
sis41ts4, joka oll kisitelty ylld esitetyn menetelmén
mukaisesti, paitsi ettd lisdttiin l&mmdn avulla inaktivoiltua
(56°C, 30 min) normaalla kaniinin seerumia monoklonaalisen
vasta-aineen asemasta eilki suoritettu mit#ddn pesuja
kdyttimittdmien bakteerelden poistamiseksi.

Kuten on esitetty taulukossa 2, Fisher-immunotyyppi 2:een
kuuluvat bakteerit joutulvat fagosytoosin kohteeksi ainoas-
taan monoklonaalisen vasta-alneen 6F11 seki komplementin ak-
tiivisen lihteen lisniollessa. Kun tdamd@ koe toistettiin kayt-
t4imi114 Fisher-immunotyyppi l:n bakteereita Fisher-immuno-
tyyppl 2:n bakteereliden sijasta, mit44n bakteereiden kiyttdd
el havaittu, miki téten havainnollisti 6Fll-vasta-alneen suo-
rituskyvyn spesifisyyttd opsonisoituja bakteereita vastaan
sekid fagosytoosin edistymistd. Koska opsoniinien (spesifis-—
ten vasta-aineiden) Jja polymorfonukleaaristen leukosyyttien
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(neutrofiilien) yhteistoiminta niyttidi olevan primaarinen
mekanismi immuniteetille P. aeruginosaa vastaan (Pollack,
supra), nédmid tulokset antavat ymmirtii, etti vasta-aline
6F11, sopivasti annosteltuna, antaisi suojan Fisher—-immuno-
tyyppl 2:n bakteereiden kuolettavaa 4rsykettd kohtaan.

Taulukko 2
Syttettyjen,
3H-Fisher-immuno-
tyyppl 2:a vastaa-
vien bakteereiden
prosentuaalinen
6Fll-vasta-ained Komplementtib kiyttd

- - 3.8

+ - 6.6

- + 2.4

+ + 61.7

~~
!

~—
n

elatusalne

|
N
]

1dmmé118 inaktivoitu komplementti

G. Aktlivisuus in vivo

Y114 esitetyn olettamuksen tutkimiseksi suoritettiin eliimen
suojauskokeita 6Fll-vasta-aineen sek# P. aeruginosan useiden
Fisher-immunotyyppien avulla. Ensin 6Fll-vasta-aine ensin vi-
kevbitiin saostamalla se kdytetystd viljelmi-supernatantista
kylldstetyn ammoniumsulfaatin avulla (50 %:inen lopullinen
konsentraatio) (Good, A.H., et al., "Purification of Immuno-
globulins and Thelr Fragments," Selected Methods in Cellular
Immunology, Mishell, B.B. ja Shiigi, S.M., Jjulk. W.H. Free-
man & Co., San Francisco, CA, 279-286 (1980)). Saostettu
materiaali liuotettiin uudelleen tislattuun veteen,
dialysoitiin perusteellisesti PBS:a vastaan ja suodatettiin
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steriilisti. Samalla tavalla k#sitelty tuore elatusaine
toimi negatiivisend kontrollina. Naaraspuoliset
BALB/c-hiiret, joiden paino oli 20-22 g, Jaettiin kahteen
kymmenen hiiren ryhmi#n. Yksi ryhmi siirrostettiin
vatsaontelonsisfisesti (ip) 0,5 ml:1la vikivdityd 6Fll-vasta-
ainetta (joka sisidlsi noin 50 Hg vasta-alnetta radi-
oimmunologisella menetelmédllé mifiritettynd), kun taas tolnen
ryhmid sal vatsaontelonsisdisestl 0,5 ml, vikevbityd elatusail-
netta. Kuusi tuntia mydhemmin kaikille eldimille annettiin
4rsykkeeni ip 0,3 ml eldvad bakteerisuspensiota, Joka sisdl-
si 5 LDgp Fisher-immunotyyppi 2:a edustavaa P. aeruginosaa.
Bakteerisuspensio oll valmistettu elatusalneesta, joka oli
logaritmisessa kasvuvaiheessa ja Josta bakteerit sentrifu-
goitiin, pestiin kaksi kertaa PBS.ssi ja lietettiin uudel-
leen PBS:#4#4n sopivaksi solutiheydeksi. Bakteeridrsyke vasta-
si 1,2x108 elivi4i organismia. El4imi# tarkasteltlin viiden
pdivin ajan. Kahdeksantoista tunnun kuluttua drsykkeen anta-
misesta kalkki eldimet, Jjotka olivat saaneet konsentrolitua
elatusainetta, olivat kuolleet. Sitd vastoin ne eldimet,
jotka olivat saaneet 6F11 monoklonaalista vasta-ainetta, oli-
vat kailkki elossa. Viimeksi mainittu ryhmi n8dytti jokseenkin
terveelti tissi vaiheessa, ailnoastaan vih&isin bakteeri-in-
fektion oirein (se on, vih#istd turkin pdrhistymistd). Né&md
oireet hivisivit 48 tunnissa #irsykkeen antamisen Jédlkeen 11-
man bakteerisairautta koskevia lis&todisteita havaintojakson
jiljelle ji4neend alkana. Samanlalsia kokeita suoritettiin
kiyttimidll4 Hrsykkeend P. aeruginosan muiden Fisher-immuno-
tyypplen S5LDgp:a, joiden tuloksena el saatu mitdldn suojaa
6Fll-vasta-aineen avulla. Nimi tulokset havainnollistavat
selvisti, ettd passiivisesti slirretty 6Fll-vasta-aine antaa
tiydellisen ja spesifisen suojan P. aeruginosan kuolettavaa
drsykeannosta vastaan.
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Esimerkki 2

Esimerkki 2 havainnollistaa menetelmii monoklonaalisen humaa-

nivasta-alneen muodostamiseksi P. aeruginosan Fisher-immuno-

tyyppld 4 vastaan.

Kédytettilin perifeerisen veren lymfosyytteji (PBL), Jjotka
oll saatu henki1l86std, Jjoka oli ollut alttiina P. aerugino-
salle. Kymmenen levyd siirrostetilin 2000 E- PBL:114/kammio
Ja 40 000 1A2-solulla/kammio Iscove in muuntamalla Dulbeccon
elatusailneella, Jjota tdydennettiin 15 %:iin (tilav./tilav.)
FCS:n suhteen, L-glutamiinilla (2mmoolia/l), penisilliinilli
(100 kansainvilist4 yksikkd/ml), streptomysiinilli (100
Mg/ml) sekd HAT:114, esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. T&td
elatusaineformulaatiota tiss4d yhteydessi myShemmin nimi-
tetddn Iscove in elatusaineeksi. Kdytettiin esimerkissid 1 ku-
vattua middritysmenetelmds, paitsi ettd E. coli- ja K. pneu-
moniae-mddrityslevyt poistettiin. Er##seen kammioon sisllty-
vé supernatantti, jota nimitettiin 9D10:ksi, oli positiivi-
nen alnoastaan Flsher-immunotyyppi 4-7 levyilli, ja tlmin
Jdlkeen sen mé&ritettiin olevan spesifisen Fisher 4:11e, kun
se middritettiin yksittiisilli immunotyyppl-antigeeni-levyil-
14. Kammiosta 9D10 saatujen solujen kloonaus suoritettiin
kdyttédmédlld siteilytettyd humaani PBL:a (2,5x105/kammio)
sy6jdsoluina pinta-alaltaan 0,5, 96-kammioisilla, tasapohjai-
silla levyill4, sek8 Iscove in elatusainetta 1lman HAT-1i-
sdystd, mutta menetelmd on muutoin edell4 kuvatun kaltainen.
Ennen kyseessi olevan patenttihakemuksen Jattdmistd, tlssi
yhteydessd kuvattu solulinja 9D10 jitettiin tallennettavaksi

the American Type Culture Collectioniin CRL 8752:ksi merkit-
tynd.

Vasta-aine 9D10 karakterisoitiin IgM:ksi aiemmin kuvatussa
isotyyppiméérityksesst ja sen osoitettiin reagoivan alinoas-
taan IATS-kannan 1 kanssa IATS-serotyypellli suoritetussa
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spesifisyyskokeessa. Kiytettiessd aiemmin kuvattuja menetel-
mii immunotipli-analyysiin, kohteena ollut vasta-aine reagoi
ainoastaan Fisher-immunotyyppi b:n LPS:n sekd ulkomembraani-
valmisteen kanssa, joka oll Fisher—immunotyyppi 4:a edusta-
vilta bakteereilta periisin, antaen tikkalden kaltaisen ku-

van samalla tavalla kuin kuvattiin 6Fll-vasta-aineen suh-
teen.

Kiyttimd1ll4 alempia menetelmis aktiivisuuden mé&rittdmiseksi
in vitro ja in vivo, saatiin seuraavat tulokset.

Taulukko 3

Opsonofagosyytti-mddritys:
Sybtettyjen,
3H-Fisher-immuno-
tyyppi 2:a vastaa-
vien bakteerelden

prosentuaalinen
9D10-vasta-aine@ KomplementtiP kiyttd

+ +

1
o
m o &
e & &
w WU O F

a(-)
b(-) = 14mmén avulla inaktivoitu komplementtl

In vivo-tuloksia varten katso sivulta 27 taulukkoa, Joka
koskee 9D10-vasta-ainetta.

]

elatusaine

Esimerkki 3

Esimerkki 3 havainnollistaa menetelmdd monoklonaalisten
humaanivasta-ainelden valmistamiseksi P. aeruginosan Fish-
er-immunotyyppejd 1 ja 4 vastaan.
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Kdytetty lymfosyytti-lihde oli perdisin "cystic fibrosis"-po-
tilaalta, jonka seerumi sis#lsi normaalia suuremmat tiitte-
rit useiden Fisher-immunotyyppien LPS:11le. Kyseessi olevassa
esimerkissd viisi levyd siirrostettiin 15 000 PBL:1)4/kammio
sekd 140 000 1A2 solulla/kammio. Kiytettiin samaa, esimerkis-
sd 2 kuvattua Iscove’in elatusaineformulaatiota, mutta siti
tdydennettiin 0,5 pUg:lla/ml syklosporiini A:a, jolloin tar-
koituksena oli inaktivoida T-solut toiminnallisesti. T-solut
eivdt polstuneet kyseessi olevassa kokeessa kbdytetyn,
AET-SRBC:n kanssa tapahtuvan rosettien muodotumisen kautta.
Cycloporiinin lisnioloa pidettiin y11l8 pddkammioiden mii-
rittdmiseen saakka.

Vil jelmisupernatanttien tutkiminen suoritettiin esimerkissi

2 kuvatulla tavalla. C5D5:ksi merkitystd kammiosta saatu su-
pernatantti oli positiivinen ainoastaan Fisher-immunotyyppe-
J& U-7 vastaavilla levyllld, Ja se varmistettiin spesifisek-
si Fisher-immunotyyppil 4:1le yksityisilli immunotyyppi-anti-
geenl-levyill4, aiemmin kuvatulla tavalla. Eris toinen super-
natantti, joka o0li perdisin C5B7:ksi merkitysti kammiosta,
reagol ainoastaan Fisher-immunotyyppeJji 1-3 vastaavilla le-
vyilld, ja se varmistettiin spesifiseksti Fisher-immunotyyppi
l1:n suhteen yksityisilli immunotyyppi-antigeeni-levyilli,
alemmin kuvatulla tavalla. Ennen t&min patenttihakemuksen
Jattidmistd, solulinjat C5B7 ja C5D5 j4tettiin talletettavik-
sl the American Type Culture Collectioniin Ja ne merkittiin
vastaavasti CRL 8753:ksi ja CRL 8754:ksi. Sek4 C5D5:n etti
C5B7:n osoitettiin olevan IgM:a aiemmin kuvatulla isotyyppi-
analyysilld miiritettynsi. C5DS reagol alnoastaan IATS-kannan
1 kanssa, kun taas C5B7 reagoi ainoastaan IATS-kannan 6 kans-
sa, kuten odotettiin Fisher-immunotyyppien Ja IATS-serotyyp-
plen vdlisen suhteen perusteella.

Limmunotiplé-analyysissi osoitettiin kohteena olevan vas-
ta-aineen C5D5 reagoivan ainoastaan Fisher-immunotyyppi 4:a
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edustavan LPS:n seki Fisher-immunotyyppi 4:a edustavista
bakteereista saadun ulkomembraanipreparaatin kanssa, miké
ilmeni tikkaiden kaltaisena kuvana, saman kaltalsena kuin on
kuvattu 6Fll-vasta-aineen suhteen.

Samanlaisessa immunotdpli-analyysissd vasta-aine C5B7 reagoi
ainoastaan Fisher—-immunotyyppli l:a edustavan LPS:n ja Fish-

er-immunotyyppid 1 edustavan kannan ulkomembraani-preparaat-
tia kohtaan, miki 1lmenl tikkaiden kaltaisena kuvana.

Aiemmin kuvatulla tavalla suoritetut in vitro- ja in

vivo-miiritykset antoivat seuraavat tulokset.

Opsonofagosyyttinen mddritys: Sydtettyjen,
3H-Fisher-immuno-
tyyppl U4:a vastaa-
vien bakteereiden
prosentuaalinen

C5D5-vasta-ained Komplementtib kiyttd

- - 8.4

+ - 6.3

- + 9.5

+ + 56.1
Sydtettyjen,
3H-Fisher-immuno-

tyyppl 1l:a vastaa-
vien bakteereiden

prosentuaalinen
C5B7-vasta-ained KomplementtiP Kiyted
_ - 6.3
N i 6.9
- 17.7
+ + 56.3

elatusaine

w

— o~
| |

—
It [}

143mmén avulla inaktivoitu komplementti
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In vivo suoritetut suojaustutkimukset:

C5D5 & 9D10
F elivid/kokonaismi&rsd
3 pidlvdd drsykkeen
antamisen jdlkeen

Elatusaine 0/10

C5DS (Anti-Fisher 4) 10/10

C5B7 (Anti-Fisher 1) 1/10

9D10 (Anti-Fisher 4) 8/10

El muita muutoksia 3 pdivdn kuluttua.
Arsykeannos: 5LD50 elivi#i Fisher-immunotyyppid 4
edustavaa bakteeria.

€587
# elévii/kokonaismidri
3 piivdi drsykkeen
antamisen jdlkeen

Elatusaine 0/10

C5D5 (Anti-Fisher U4) 2/10

9D10 (Anti-Fisher 4) 0/10

C5B7 (Anti-Fisher 1) 8/10

Ei muita muutoksia 3 pHivin kuluttua.
Arsykeannos: 5LD50 el#dv#di Fisher-immunotyyppid 1 edustavaa
bakteeria.

Esimerkki 4

Esimerkki 4 havainnollistaa menetelmdi monoklonaalisten
humaani vasta-aineiden valmistamiseksl P. aeruginosan

Fisher-immunotyyppejd 5 ja 6 vastaan, Ja se edelleen
havainnollistaa mainitujen vasta-aineliden suojaavaa vai-
kutusta in vivo homologisen kannan kuolettavaa drsykettd
vastaan.
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Nayte perifeerisestd verestd saatiin "cystic fibrosis"-poti-
laalta, jonka tiledettlin poteneen P. aeruginosan aiheuttamaa
infektiota. Mononukleaariset solut erotettiin verestd esimer-
kissi 1 kuvatulla tavalla. Herkkien B-solujen solun ylldpi-
tim4i transformaatio suoritettiin esimerklssd 3 kuvatulla ta-
valla, paitsi ettd 23 levyd siirrostettiin. 20 000 mononuk-
leaarisella solulla sekd 80 000 1A2-solulla kammiota kohti
pybresipohjaisilla, 96-kammioisilla levylllad (Costar 3799).

Viljelmisupernatanttien seulonta spesifisien vasta-aineiden
suhteen suoritettiin kiyttimilli esimerkissd 1 kuvatun ELI-
SA-midrityksen muunnosta. Antigeeni-levyt koostulvat tasapoh-
jaisista, 96-kammioisista mikrotiitterilevyistd (Immulon II,
Dynatech), joiden kammiot sisilsivit erilaisia eldvid baktee-
reita kammion pohjaan adsorboltunelna. Bakteereiden adsorp-
tion helpottamiseksi muovin pinnalle. Poly~L-lysiini# (PLL)
(1 pg/ml PBS:ss4, pH 7,2), 50 mpl/kammio, inkuboitiin 30 mi-
nuutin ajan huoneenlémpdtilassa. Adsorboitumaton PLL pyyhit-
tiin pois, levyt pestiin kerran PBS:114, kuhunkin kammloon
lisdttiin 50 Pl pestyi bakteerisuspensiota (0Dgg0=0,2), Joka
oli PBS:ss#, ja levyji inkubjoitiin yhden tunnin ajan
370C:ssa. Adsorboitumattomat bakteerit poistettiin pesemilld
levyt kolme kertaa keittosuola-Tween-seoksella (0,9 %

NaCl:a, 0,05 % (tilav./tilav.) Tween-20). Levyjen bakteeri-
koostumus oll esimerkiss4i I kuvtun kaltainen, paitsi ettd el
kiytetty E. coli- tal K. pneumoniae-levyjd. ELISA aloitet-
tiin kisittelemilld levyt ensin estopuskurilla {blocking-pus-
kuri) (200 ul/kammio) (PBS, pH 7,2, Joka sisdlsi 5 % (paino/-
tilavuus) rasvatonta kuivamaitoa; 0,01 % (tilav./tilav.) An-
tifoam A:a (Sigma) sekd 0,01 % (paino/tilav.)timerosaalia)

60 minuutin ajan, huoneenl&mpbtilassa. Esto- (blocking) vai-
heen jlilkeen, levyt pestiin kolme kertaa keittosuola-Tween-
seoksella. Kaikkiin kammioihin pantiin sitten 50 Ml PBS:a,

pH 7,2, joka sistlsl 0,1 % Tween-20:a sek4d 0,2 % (paino/tila-
vuus) BSA:a.
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Viljelmdlevyjen kammioista saadut supernatantit siirrostet-
tiin kopioina antigeeni-levyjen vastaaviin kammioihin (50
p]/kammio), Ja levyj8 inkuboitiin 30 minuutin ajan huoneen-
l8mpotilassa. Sitten supernatantit poistettiin, kammiolta
pestiin kolme kertaa kelttosuola-Tween-seoksella, Ja kammi-
oihin lisdttiin 50 pl sopivasti laimennettua, piparjuuri
peroksidaasiin (HPR) konjugoitua vuohen anti-humaani IgG +
IgM:a (American Qualex International #111u + # Al124). THsséi
esimerkissd kiytettiin HRPJ-vuohl anti-IgG:a seki HRP-vuohl
anti-IgM:a vastaavasti lopullisina laimennuksina 1:5000 sekd
1:3000, jotka valmistettiin PBS:iin, pH 7,2, Jjoka sisdlsi
0,05 % Tween-20:a Jja 0,1 % BSA:a. Huoneenldmpdtilassa
suoritetun, 30 minuutin pituisen inkuboinnin J&lkeen
ylimd&rd entsyymiin konjugoitunelita vuohen vasta-aineita
poistettiin ja kammiot pestiin kolme kertaa keittosuola-
Tween-seoksella. ELISA-menetélmén jdljelle j&8v&a osa, Jjohon
kuuluvaat substraatin lisidys sekd sitd seuraava vérin
kehittyminen, suoritettiin esimerkissd 1 kuvatulla tavalla.

Y114 esitetyllsd menetelmdlld suoritettu viljelmd-supernatant-
tien analyysi johti kahden kammion (13C1 Ja 5G2) identifioi-
tiin, Jotka olivat positiivisia alnoastaan Fisher-immuno-
tyyppien 4-7 levyilli. Timin Jjdlkeen mé8ritettiin ELISA:1la,
yksittiisilld immunotyyppi-antigeeni-levyilld, ettd
vasta-aine kammiossa 13Cl oli Fisher-immunotyypille 5
spesifinen, kun taas vasta-aine kammiossa 5G2 oli spesifinen
Fisher-immunotyypil- le 6. Isotyyppi-mifritykset, Jjotka
suoritettiin esimerkissd 1 kuvatulla tavalla, mutta
k&yttidmdl14 ELISA-formaattia sekd HRP-anti-humaani IgG- Jja
HRP-anti-humaani IgM-reagensseja, joita on kuvattu kyseessd
olevassa esimerkissé, havainnollistivat IgM-isotyypin
kullekin yl1& esitetyille, Fisher-immuno-tyypin suhteen
spesifisille vasta-alneille.

Spesifisti vasta-alinetta tuottavien solujen kloonaus kammi-
olsta 13C1 sek8d 5G2 suoritettiin itsendisestl suorittamalla
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kustakin kammiosta saaduille soluille rajalaimennus-kloonauk-
sen useampia klerroksia, kunnes kaikkl kloonaussupernatantit
jotka milritettiin ylld esitetyn ELISA-menetelmdn mukai-
sesti, antoivat positiivisen reaktiop soplvalla Fisher-im-
munotyypilld. Kloonaus suoritettiin 96-kammioisilla, pydred-
pohjaisilla levyilld kiyttémilld sydjdsoluina 1x105 s&telly-
tettyd (2400 radia) humaani PBL:a kammiota kohti. Seltsemén
piivdi mybhemmin kuhunkin kammioon 1is4ittiin vield 1x105 sd-
teilytetty4d PBL:a. Syntyvd, kloonattu solulinja, joka valmis-
taa anti-Fisher-immunotyyppi 5 monoklonaalista humaani vasta-
ainetta, on merkitty 13Cl:ksi, kun taas kloonattu solulinja,
joka valmistaa anti-Fischer-immunotyyppi 6 monoklonaalista
humaani vasta-ainetta, on merkitty 5G2:ksi. Kunkin kloonauk-
sen avulla saadun linjan valmistamaa monoklonaalista vasta-

ainetta nimitettiin vastaavan, valmistavan linjan mukalses-
ti'

Ennen kyseessi olevan hakemuksen jdttédmistd, tissid yhteydes-
si kuvatut solulinjat 13Cl ja 5G2 jitettiin sdilytettéviksi
the American Type Culture Collectionlin ja niille annettiin
vastaavasti merkinnit CRL 8796 ja CRL 8797.

Immunotiplianalyysl suoritettiin kustakiln seltsemdstd Fisher-
immunotyypistd saaduilla ulkomembraanipreparaateilla (OMP)
monoklonaalisten vasta-aineiden 13JCl ja 5G2 kanssa,
esimerkissi 1 kuvatulla tavalla, seuraavia muunnoksia
kdyttien. Sen jilkeen kun oli inkuboitu monoklonaalisen
vasta-aineen kanssa Ja timin Jjilkeen oll suoritettu
pesusarja PBS-Tweenissd, kutakin NCM-tdpldd inkuboitiin
yhden tunnin ajan 250C:ssa, alkallseen fosfataasiin
konjugoidun vuohen anti-humaani IgG + IgA + IgM:n (Zymed)
laimennoksessa 1:1000 (PBS-Tweeniss#). Sitten t#plid pestiin
viisi kertaa viiden minuutin ajan PBS:Twee- niss#, Jjonka
jalkeen antigeenl-vasta-aine-vuorovalkutukset tehtiin
nikyviksi inkuboimalla tdplii 20-30 minuutin ajan 25o0C:ssa,
30 ml:ssa nitro-sininen-tetratsolium/5-bromi-
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4-kloori-3-indolyylifosfaatti (NBT-BCIP) substraattia,
Learyn et al., kuvaamalla tavalla, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA (1983) 80: 4045-4049. V&rin kehittyminen pysiytettiin
huuhtomalla t&pl&4 useita kertoja ionittomalla vedelli.

Monoklonaaliset vasta-aineet 13Cl ja 5G2 antoivat positiivi-
sen reaktion ainoastaan niissd tapauksissa, Jjoissa oli kysy-
mys homologinen vasta-aine: bakteerlien ulkomembraaniyhdis-
telmistd. Se merkitsee, ettid monoklonaalinen vasta-aine rea-
gol ainoastaan Fisher-immunotyyppi 5:1t4 perdisin olevan
OMP:n kanssa Jja monoklonaalinen vasta-aine reagol ainoastaan
Fisher-immunotyyppi 6:1ta saadun OMP:n kanssa. Molemmissa ta-
pauksissa reaktio antoi s#&nndllisesti sijolttuneiden vydhyk-
kelden muodostaman tikkalden kaltaisen kuvan, mik4 ilmaisi
LPS:n olleen tunnistettuna mblekyylikohteena. Vahvistukseksi
sille, ettd LPS toimi kohde-antigeenina, pantiin merkille,
ettd tikkaiden kaltaiset kuvat olivat muuttumattomat kussa-
kin tapauksessa, kun OMP:i1t4 k&siteltiin 14mm&114 (1000C, 1
tunti) ja inkuboitiin sitten 600C:ssa 2 tunnin ajan prote-
inaasi K:n l&snlollessa (10-20 pg/50 pg proteiinia niyttes-
sd) ennen elektroforeesin suorittamista. Jilkimmiisten esiki-
sittelyjen tiedetddn vaurioittavan proteiiniantigeeneji.

Monoklonaalisten humaani vasta-aineiden 13Cl1 ja 5G2 toimin-
nallista aktiivisuutta in vitro tutkittiin opsonofagosyytti-
selld, bakteereja tappavalla milirityksells. Bakteerit koot-
tiin logaritmisessa kasvuvaiheessa viljelmdstd, Jjoka oli
tryptikaasi-solja-lihaliemessi, lietettiin uudelleen Hankin
tasapalnotettuun keittosuolaliuokseen, joka sisilsi 0,1 mM
HEPESi4 (HBSS/GEL/HEPES), optiseksi tiheydeksi OD660 =
0,100, sitten suoritettiin laimennus suhteessa 1:1000 samas-
sa puskurissa. Humaanineutrofiilit eristettiin normaalien
luovuttajien veresti esimerkissi I kuvatulla tavalla Ja
lletettiin uudelleen tiheydeksi 5x107 neutrofiili&/ml/
HBSS/GEL/HEPES:1in. Seerumi, joka oli per#isin normaalien
luovuttajien verests, toiml humaani komplementin lihteeni.
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Ennen kiyttdi, yhdeksin osaa seerumia yhdistettiin 1 osan
kanssa 0,1M EDTA:a, pH 7,2, ja sitten se absorboitiin P.
aeruginosan seltsemdn Fisher-immunotyypin kanssa esimerkissi
1 kuvatulla tavalla. Komplementtikomponenttien vaihtoehtoi-
sen tien aktivoitumisen estimiseksi absorboitunutta seerumila
kdsiteltiin edelleen Zymosanilla (Sigma), Bjornsonin ja
Michaelin kuvaamalla tavalla, J. Inf. Dis. (1974) 130
tdyden- nysosa: ss. 119-125, properdiinin poistamiseksi.

Reaktiot aloitettiin 1,5 ml:n vetoisissa, keilamaisissa poly-
propyleeniputkissa yhdist&mdlld 100 pl bakteerisuspenslota
sekd 50 pl monoklonaalista vasta-ainetta sis8ltdvdi super-
natanttia. Huoneenl&mpdtilassa suoritetun 30 minuutin pltui-
sen inkuboinnin j4lkeen kuhunkin putkeen liséttlin 50 P1
komplementtia, 50 pl neutrofiilisuspensiota sekd 250 P]
HBSS/GEL/HEPES:a. Putkia inkuboitiin toisen tunnin ajan
370C:ssa, pyorijiss4, Jjonka Jjdlkeen 10 Hl:n erd kustakin put-
kesta sekoitettiin 3 ml:n kanssa nestemilstd tryptikaasi-sol-
ja—agaria (450C), Ja sisdl16t kaadettiin tryptikaasi-soija-
agar-levyllle. Sen jdlkeen kun agarin oll annettu riittdvén
aikaa jihmettyid, levyt pH#llystettin toisella 3 ml:n suuruil-
sella erilli nestemiisti tryptikaasi-soija-agaria. Levyjd
inkuboitiin yoén yli 370C:ssa, ja muodostuvat bakteeripesdk-
keet laskettiln seuraavan piivind Quebec-pesdkelaskijassa.
Sopivat kontrollit, vasta-alnespesifisyyden Ja sen seikan
tutkimiseksi, oliko bakteereja tappava aktlivisuus opsono-
fagosytoosin tulos, middritettiin (1) 1is488m&114 soplmatonta
monoklonaalista vasta-ainetta sopivan vasta-aineen sijasta

ja (2) korvaamalla neutrofiilit vastaavasti HBSS/GEL/-
HEPES:114. Kuten alempana sijaitsevissa taulukoissa on esi-
tetty, monoklonaaliset vasta-aineet 13Cl ja 5G2 olivat bak-
teereja tappavia homologisten kantojensa suhteen. Kussakin
tapauksessa tulokset ilmaisevat, ettd opsonisoitujen bak-
teereiden fagosytointi humaanineutrofiileilld oll ensisi-
jalsestl syyn4 bakteereiden lukumiirien laskuun. Ndiden
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kokelden toistaminen kiyttimilli el-homologisia vasta-ai-
ne-bakteeri-yhdistelmii tuotti tulokseksi sen, ettel ilmen-
nyt bakteereiden vihenemisti, havainnollistaen titen kunkin
y114 esitetyn vasta-aineen toiminnalista spesifisyytti opso-
niini-vasta-alneena.

Opsonofagosyyttisen bakteereja tappavan vaikutuksen
middrittiminen:

Bakteeripesikkeiden
13Cl-vasta-aine@ Neutrofiilith lukumdiric
- - 844
+ - 721
- + 756
+ + 11

a(-) anti-Flsher-immunotyyppi 2 monoklonaalinen humaani
vasta-aine 6F11

ainoastaan HBSS/GEL/HEPES

b(-)

c = Koe suoritettiin Fisher-immunotyyppii 5 edustavilla
bakteereilla
Bakteeripestkkeiden
5G2 vasta-ained Neutrofiilith lukumi&rscC
- - 451
+ - 422
- + 570
+ + 166

a(-) = anti-Fisher-immunotyyppi 2 monoklonaalinen humaanti
vasta-aine 6F11

ainoastaan HBSS/GEL/HEPES

koe suoritettiin Fisher-immunotyyppis 6 edustavilla
bakteereilla

o O
—~ o~
I |
~
LI} n
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Kiyttim4114 esimerkissd 1 yksityiskohtalsesti esitettyjd me-
netelmii monoklonaalisten vasta-aineiden aktiivisuuden arvi-
oimiseksi in vivo, saatiin seuraavat tulokset, Jja ne havain-
nollistavat selvisti, ettd vasta-aineet 13Cl Ja 5G2 antavat

suojan homologlsen kannan kuolettavaa drsykettd vastaan.

Suojaa koskevat tutkimukset in vivo:

1301
b e1svii/kuolleita
3 pHivan kuluttua
4rsykkeen antamisesta
13C1 (anti-Fisher 5) 10/10
C5B7 (anti-Fisher 1) ‘ 0/10

Ei muita muutoksia 3 pidivin kuluttua Krsykeannos: 5 LDg
eliivid, Fisher-immunotyyppiéd 5 edustavia bakteereita

5G2
# elivid/kuollelita
3 piivln kuluttua
Yrsykkeen antamisesta
5G2 (anti-Fisher 6) 10/10 C5B7
(anti-Fisher 1) 0/10

Ei muita muutoksia 3 pdivén kuluttua
Arsykeannos: 5LDgqo eldvid Fisher-immunotyyppi4 6 edustavia
bakteereita
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Esimerkki 5

Esimerkki 5 havainnollistaa menetelmii monoklonaalisen
humaani vasta-aineen valmistamiseksi P. aeruginosan
Fisher-immunotyyppid 7 vastaan, ja edelleen se havainnollis-
taa mainitun vasta-aineen suojaavaa aktiivisuutta in vivo ho-
mologisen kannan kuolettavaa 4drsykettid kohtaan.

Ndyte perifeerisestd verestd saatiin "cystic fibrosis"-po-
tilaalta, Jjonka tliedettiin poteneen P. aeruginosan alheutta-
maa kroonista infektiota. Mononukleaariset solut erotettiin
verestd esimerklssd 1 kuvatulla tavalla. Solun yllipitimi
transformaatio herkilld B-soluilla suoritettiin esimerkissi
2 kuvatulla tavalla, paitsi etti kahdeksan levyi siirrostet-
tiin 8000 E -BL:114 sekd 60 000 1A2-solulla kammiota kohti
pySrefipohjaisilla, 96-kammioisilla levyilli.

VilJjelmisupernatanttien seulonta spesifisten vasta-aineiden
suhteen suoritettiin esimerkissi U kuvatulla tavalla. Erii-
seen kammioista sisdltyvd supernatantti, Jjoka merkittiin
8E7:ksi, o0li positiivinen alnoastaan Fisher-immunotyyppe ji
4-7 kdsittldvilli levyilli, ja myShemmin sen midsiritettiin ole-
van Fisher 7:84 kohtaan spesifinen, kun se miiritettiin immu-
notyyppi-antigeeni-levyill4. Esimerkissi 4 kuvatulla tavalla
suoritetut isotyyppimiéritykset havainnollistivat IgM-isotyy-

pin Fisher-immunotyyppl 7:44 kohtaan spesifiselle vasta-ai-
neelle.

Kammioon 8E7 sisfltyvien, spesifisti vasta-ainetta valmista-
vien solujJen kloonaus suoritettiin noudattamalla esimerkissi
4 kuvattua menettelyi. Syntyvd kloonattu solulinja, joka val-
mistaa anti-Fisher-immunotyyppi 7 monoklonaalista humaani
vasta-ainetta, merkitjdin 8E7:ksi. Timin linjan valmista-
malla monoklonaalisella vasta-aineella on sama nimitys.
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Ennen timin patenttianomuksen jittdmistd, tdssd yhteydessé
kuvattu solulinja 8E7 jatettiin siilytettlivksi the American
Type Culture Collectioniin Jja se nimitettiin CRL 8795:ksi.

Immunotiplianalyysi, Jjoka suoritettiin esimerkissd 4 kuvatul-
la tavalla, kultakin seitsemdltd immunotyypiltd saaduilla
ulkomembraanipreparaateilla (OMP), monoklonaalisen vasta-ai-
neen 8E7 kanssa, antoil positiivisen reaktion ainoastaan
Fisher-immunotyypiltd 7 saadulla OMP:114. Reaktion tuloksena
01i siinndllisesti sijoittuneiden vyodhykkelden muodostama,
tikkalden kaltainen kuva, Jjoka ilmalsi LPS:n tunnistetuksi
molekyylikohteeksi. Immunotdplianalyysin antama kuva oli
muuttumaton, kun Fisher—-immunotyyppi 7:n OMP:a kuumennettiin
ja sitd kisiteltiin proteinaasi K:lla (katso esimerkki 4)

ennen elektroforeesia, mik4 edelleen puhuil sen puolesta,
etti LPS oli kohde-antigeenl.

Kiyttimill4 esimerkisséd 1 yksitylskohtalsestl kuvattuja mene-
telmii monoklonaalisen vasta-ailneen aktilvisuuden midrittdmi-
seksi in vivo, saatiin seuraavat tulokset jJa havainnollistet-
tiin helposti, etts vasta-aine 8E7 antaa suojan kuolettavaa
drsykeannosta vastaan Fisher-immunotyyppild 7 edustavia
bakteereita.

Suojaustutkimukset in vivo:

8E7
# e1sviti/kuolleita
3 pdivén kuluttua
4rsykkeen antamisesta
8E7 (anti-Fisher T7) 10/10
Cc5B7 (anti-Fisher 1) 1/10

11 muita muutokstia 3 plifvin kuluttua

Arsykeannos: 5LD50 eldvdad, Fisher-immunotyyppl8d 7 edustavaa
bakteerla
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Esimerkki 6

Esimerkki 6 havainnollistaa menetelmi4 monoklonaalisten
humaani vasta-aineiden valmistamiseksi Pseudomonas-lajien,
muiden kuin P. aeruginosan, LPS-molekyylellli sijaitsevia
serotyyppisiid determinantteja vastaan. Kyseessi oleva esi-
merkki havainnollistaa edelleen monoklonaalisten humaani
vasta-aineiden valintamenetelmid, jotka vasta-aineet on si-
ten valmistettu, ettd ne suojaavat nisdkkiiti kuolettavaa
drsykeannosta vastaan homologisia bakteereita.

Esimerkkien 1-4 mukaiset menetelmit voidaan toistaa kéiytté-
mélld l&htdaineena lymfosyytteJd, jotka on kerdtty humaani-
luovuttajilta, jota ovat olleet alttiina Pseudomonaksen

muille lajeille, kuten esimerkiksi P. malleille, P. pseudo-
malleille, P. fluorescensille, P. putidalle, P. cepacialle,
P. stutzerille sekd P. maltophilialle. Mahdollisia luovutta-
Jia voidaan seuloa esimerkissi 4 kuvatulla tavalla, henkiléi-
den mddrittelemiseksi, jotka ovat olleet alttiina erilaisil-
le Pseudomonas-lajeille sekd ndiden lajien alatyypeille. Esi-

merkkien 1-4 mukaisia menetelmii k#yttien saatettalsiin padtyid
jatkuvasti viljeltdviin solulinjoihin, jotka erittivit tyyppispe-

sifisid, monoklonaalisia humaani vasta-ainelita Pseudomonak-

sen ndiden lajien yksityisten tyyppien LPS-molekyyleji koh-
taan. Ndlden monoklonaalisten vasta-aineiden lis#ianalyysi,
esimerkkien 1-4 mukaisesti suoritettuna, identifioisi ne vas-
ta-aineet, jotka suojaavat homologisen kannan infektiosta
johtuvia, kuolettavia seurauksia vastaan.

Esimerkki 7

Esimerkki 7 havainnollistaa menetelmii monoklonaalisten
humaani vasta-aineiden valmistamiseksi, gram-negatiivisten
bakteereiden kantojen, muiden kuin Pseudomonas-suvun,
LPS-molekyyleilld sijaitsevia serotyyppisi# determianantteja
kohtaan. Kyseessd oleva esimerkki havainnollistaa edelleen
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monoklonaalisten humaani vasta-aineiden valintamenetelmid,
kun vasta-aineet ovat siten valmistetut, ettd ne suojaavat
nisikkiiti homologisten bakteereiden kuolettavaa &rsykean-
nosta vastaan.

Esimerkkien 1-4 mukaiset menetelmdt voidaan tolstaa kdytta-
milli lihtomateriaalina lymfosyyttejd, Jotka on koottu humaa-
niluovuttajilta, jotka olivat alttiina gram-negatiivisten
bakteereiden muille kannoille, kuten esimerkiksi E. colille,
K. pneumonialle, P. vulgarikselle sekd S. marcescensille.
Mahdolliset luovuttajat voidaan seuloa henkildiden tunnista-
miseksi, jotka aiemmin olivat alttiina sellaisten bakteerei-

den erilaisille kannoille. Aiemmin kuvattujen menetelmien kdytta-
minen antaisi tuloksena jatkuvasti viljeltdvid solulinjoja, jot-

ka erittivit monoklonaalisia humaani vasta-aineita E. colin,
K. pneumoniaen, P. vulgariksen sekd S. marcescensin LPS-mole~
kyyleill4 sijaitsevia serotyyppisid determinantteja kohtaan.
Niiden monoklonaalisten humaani vasta-aineiden analyysi
aiemmin kuvatulla tavalla ilmaisisi, mitkd vasta-aineet suo-
jaavat homologisten kantojen aiheuttamista infektiosta joh-
tuvilta, kuolemaan johtavilta seurauksilta, edellyttden, et-
t4 homologisen kannan LPS-kohdemolekyylit ovat "alttiita"
(katso LPS-molekyylin "alttiutta" koskevaa pohdintaa yll14).

Farmaseuttiset formulaatiot ja k&yttd

Kyseessi olevan keksinndén mukaisia monoklonaalisia vasta-ai-
neita saatetaan sisdllyttdid komponentteina farmaseuttisiin

koostumuksiin, jotka sisdltivit terapeuttisen tal ehkidisevén
miirin ainakin yhtd kyseessi olevan keksinndn mukaista mono-
klonaalista vasta-alnetta farmaseuttisesti tehokkaan kanta-

ja-aineen kanssa. Farmaseuttisen kantaja-aineen tulisi olla
miki tahansa yhteen sopiva, myrkytdn aine, joka soveltuu mo-

noklonaalisten vasta-aineiden luovuttajaksi potilaalle.
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Steriilid vettd, alkoholia, rasvoja, vahoja sekd inertteji
kiinteitd aineita saatetaan kdyttdd kantaja-aineena.
Farmaseuttisesti hyv8ksyttivii apuaineita (puskuroivia
ainelta, dispergoivia aineita) saatetaan sisillyttii
farmaseuttiseen koostumukseen. Sellalset koostumukset voivat
sisd1t88 yksinkertaisen, monoklonaalisen vasta-alneen
ollakseen spesifisild bakteerin yhtd kantaa tai tyyppli
kohtaan. Tdmd tarjoaa sen edun, ettd materiaali on
erinomaisen spesifistd eiki sisll118 mitidin asiaankuulu-
mattomia vasta-—-aineita. Sellalsen tuotteen haittana saattaa
myds olla, ettd se on niln spesifinen, ettei se sovellu
laajalti kéytettdvksi. Vaihtoehtolsesti, farmaseuttinen
koostumus vol sis&81tH4 kaksi tai useampia monoklonaalisia
vasta-aineita, jotta muodostuu "coctall". Esimerkiksi

P.aeruginosan ollessa kysymyksessa, "coctailin", joka
sisdltdd monoklonaalisia humaanl vasta-aineita kutakin immu-
notyyppid tai serotyypppid kohtaan, tulisi olla yleistuote,]l
Jolla on aktiivisuutta tuon tietyn bakteerin tavallisten
tyypplen piddosaa kohtaan. Muiden lajien tai kantojen ollessa
kysymyksessd voidaan k#yttdi myds yksinkertalsta
vasta-ainetta tai vasta-aineiden seosta.

Erityistd mielenkiintoa on terapeuttisilla koostumuksilla,
Jolssa on vihintd&n kaksi monoklonaalista humaani vasta-ai-
netta, tavallisesti vdhintdin kolme, tavallisemmin vihint&in
neljd, usein vdhintédlin seitsemin, ja saattaa olla kymmenen
tal useampia vasta-aineita. Erityisti mielenkiintoa on aina-
kin kahden monoklonaalisen humaani vasta-aineen yhdistelmil-
148, Jotka spesifisesti reagoivat ainakin kahden Fisher-im-
munotyypin kanssa, erlkoilsesti ainakin kahden kanssa
Fisher-immunotyypeistd 1, 2, 3, U4, 5, 6, ja 7 seki mieluum-
min ainakin neljén kanssa. Edulliset koostumukset reagoivat
ainakin neljdn Fisher-immunotyypin kanssa. Edulliset koostu-
mukset reagoivat ainakin nel jin Fisher-immunotyypin kanssa,
edullisemmin 5-6 tyypin kanssa ja edullisimmin kaikkien seit-
semdn kanssa.
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Erilaisten komponenttien moolisuhde el tavallisesti vaihtele
enemmin kuln kertoimen 10 verran, tavallisestil el enempdé
kuin kertoimen 5 verran, ja tavallisesti moolisuhde tulee

olemaan noin 1:1-2 jokaiselle muulle komponentille.

Monoklonaaliset humaani vasta-aineet sekd nilden farmaseut-
tiset koostumukset, jotka ovat timin keksinndn mukalsia,
ovat erityisen kdyttokelpolsia suun kautta tai parenteraa-
lisesti suoritettavaan annosteluun. Mieluummin saatetaan
farmaseuttisia koostumuksia annostella parenteraallsesti,
esim. ihonalaisesti, lihaksen- tail laskimonsisédisesti.

Titen timi keksintd antaa kdyttddn parenteraalista annoste-
lua varten koostumuksia, Jjotka kisittdvat monoklonaalisen hu-
maani vasta-aineen Tiuoksen.tai niiden seoksen hyviksyttévin
kantaja-aineen liuoksen tal nilden seoksen hyviksyttévidan
kantaja-aineeseen, mieluummin vettd sisdltividn kantaja-ai-
neeseen liuotettuna. Voldaan kiyttdid erilalsia vetti sisdl-
tivii kantaja-aineita, esim. vettd, puskuroitua vettd, 0,4
7.ista kelttosuolaliuosta, 0,3 %:ista glysiinid yms. Nim&
1iuoksetm ovat steriileji ja yleens8 ne elvit sisd114 kiin-
ted4 alnetta. Nidmi koostumukset saatetaan steriloida tavan-
omaisilla, hyvin tunnetuilla sterilointimentelmiil&. Koostu-
mukset saattavat sisilt#i farmaseuttisesti hyviksyttédvid
apu-aineita, joita tarvitaan, jotta olosuhteet muistuttavat
fysiologisia olosuhtelta, kuten esimerkiksi pH:n s&4dtd- Ja
puskurointlaineita, (osmoottista) palnetta siitivii aineita
yms., esimerkiksi natriumasetaattia, natriumkloridia,
kaliumkloridia, natriumlaktaattia Jne. Vasta-aineen
konsentraatio niissi formulaatioissa vol vaihdella laajalti,
esim. alle 0,5 %:ista, tavallisestli 1 %:sta alna 15 tail 20
%:1in (painoa), Ja se valitaan ensisijaisesti
nestetilavuuksien, viskositeettien jne. perusteella,

mieluummin valittua, erityistd annostelutapaa varten.
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Titen, tyypillinen, farmaseuttinen koostumus l1ihaksensisdis-
td& annostelua varten voitalsiin valmistaa sisdltdmdén 1 ml
steriilid, puskuroitua vettd sekd 50 mg monoklonaalista vas-
ta-ainetta. Tyypilliinen koostumus laskimonsisdist&d ruilsketta
varten voitaisiin valmistaa sisdltdmdén 250 ml steriilid
Ringerin liuosta ja 150 mg monoklonaalista vasta-ainetta.
Varsinaiset menetelmdt parenteraalisestl annosteltavien koos-
tumusten valmistamiseksi ovat tunnettuja tal alheeseen pereh-
tyneille selvid, ja niitd kuvataan yksitylskohtaisemmin

esim. Remington’s Pharmaceutical Sciencessi, 15. painos,

Mack Publishing Company, Easton Pennsylvania (1975), Jjoka on
viitteend liitetty t&hldn yhteyteen.

Kyseessi olevan keksinndn mukaiset vasta-alineet voidaan 1lyo-
fisoida varastolintia varten ja muodostaa uudelleen sopivaan
kantaja-aineeseen klyttdd varten. Tdmdn teknilkan voidaan
osoittaa olevan tehokas tavanomaisten immunoglobuliinlen ol-
lessa kysymyksessd, Ja voildaan k&dyttd8d tunnettuja lyofoli-
sointi- ja uudelleenmuodostamismenetelmid. Alheeseen pereh-
tyneet ymmirtdvidt tdysin, ettd lyofilisointi Ja uudelleen
liuottaminen voivat johtaa valhtelevassa mdlrin vasta-aineen
aktiivisuuden h8vidmiseen esimerkiksl tavanomaisilla immuno-
globuliineilla, IgM-vasta-aineilla on suuremmassa mddrin tai-
pumus menettii aktiivisuutta kuin IgG-vasta-aineilla) ja
ettd tdm8 voidaan kompensoida kiyttdtasoja sd&tdmélll.

Koostumuksia, Jjotka sis8dltdvdt kyseessd olevaa monoklonaa-
lista vasta-ainetta tai niiden seosta, volidaan antaa ennalta
ehkdlsemédn gram-negatilvisen bakteerin alheuttamaa sairaut-
ta tali sen hoitamiseen. Terapeuttisessa klytdssd koostumuk-
sia annetaan potilaalle, Jjoka Jo potee gram-negatiivisen
bakteerin aiheuttamaa infektiota, riittdv8ssi md&rin paran-
tamaan tal alnakin osittain pysdyttdmidsn infektio Jja sen
komplikaatiot. Mi&rd, Joka on riittdvi timin toteuttami-
seksl, md&ritelldln "terapeuttisestl tehokkaana annoksena".
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THissd Kdytdssi tehokkaat médrdt riippuvat infektion vaka-
vuudesta sekd potilaan immuuni jirjestelmidn yleistilasta,
mutta yleensi ne ovat noin yhdestd noin 200 mg:aan vas-
ta-ainetta kilogrammaa kohti kehon painoa siten, ettd ylel-
semmin kiytetidin annoksia, jota ovat 5-25 mg kilogrammaa
kohti. Tiytyy muistaa, ettd keksinndn mukaisia materiaaleja
voidaan yleisesti kédyttdi vakavissa tautitilanteissa, se
merkitsee, henkei uhkaavissa tail mahdollisestil henke#8 uhkaa-
vissa tilanteissa, erityisestl bakteremlassa ja endotokse-
miassa. Sellaisissa tapauksissa, ottaen huomioon vieraiden
aineiden seki "vieraan aineen" hylkimisen polssaoclon, jotka
saavutetaan kyseessd olevan keksinndén mukalsilla monoklo-
naalisilla humaani vasta-aineilla, on mahdollista, ja hoita-
vasta ldidkiristd saattaa tuntua toivottavalta, annostella
niiti vasta-aineita oleellisia ylimédrid.

Annosteltaessa ehkilsevissi mlelessi, koostumuksia, jotka si-
sdltivit kyseessid olevaa vasta-ainetta tal vasta-aineiden
seoksia, annetaan potilaalle, joka el ole vieli gram-negatii-
visten bakteereiden infektoima, Jjpotilaan vastustuskyvyn 1li-
siimiseksl sellaista mahdollista infektiota kohtaan. Sellal-
nen miiri miiritelliin "ennalta ehk&disevdstl tehokkaaksl an-
nokseksi". Tissi kdytdssi tarkka mddrd riippuu jdlleen
potilaan terveydentilasta ja immuniteetin yleisestd tasosta,
mutta yleensd annoksen taso on 0,1-25 mg kilogrammaa kohti,
erityisesti 0,5-2,5 mg kilogrammaa kohti.

Koostumusten yksinkertaiset Ja moninkertaiset annostelut vol-
daan suorittaa hoitavan 14ikdrin valltsemin annostasoin ja
—-tavoin. Joka tapauksessa, farmaseuttlisten formulaatioiden
tulisi antaa kiyttoson riittivid mé8rd kyseessd olevan keksin-
nén mukaista (mukalsia) vasta-ainetta (vasta-aineita) poti-
laan tehokkaaksi holtamiseksi.
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Vaikka kyseessd olevaa keksint6d on kuvattu jossain midrin yksi-
tyiskohtaisesti, valaisemalla sitd esimerkein, jotta keksintd
olisi paremmin ymmarretty, on selvdid, ettd saatetaan suorittaa
tiettyj& muunnoksia ja muutoksia liitteenid seuraavien patentti-

vaatimusten puitteissa.
PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd monoklonaalisen humaanivasta-aineen valmistamisek-
si, joka reagoi spesifisesti jonkun suvuista Enterobacteriaceae,
Bacteroidaceae tai Pseudomonadaceae perdisin olevan gram-nega-
tiivisen bakteerin luoksepddstidvien lipopolysakkaridimolekyylien
pinnalla sijaitsevien serotyyppisten determinanttien kanssa,
tunnettu siitd, ettd tehdddn jatkuvasti viljeltdviksi
gram-negatiivisille bakteeriantigeeneille altistuneelta poti-
laalta saadut humaani-B-solut; eristet#in niistéi jatkuvasti vil-
jeltdviksi tehdyistd B-soluista ne solulinjat, jotka erittidvit
monoklonaalisia vasta-aineita, jotka reagoivat bakteerin lipopo-
lysakkaridimolekyylin kanssa; tutkitaan mainituista solulinjois-
ta perdisin olevien monoklonaalisten vasta-aineiden aktiivisuus
gram-negatiivista bakteeria vastaan; ja viljelldidn solulinja,
joka pystyy tuottamaan t&t# monoklonaalista vasta-ainetta ja

Otetaan talteen solulinjan erittimit monoklonaaliset vasta-ai-
neet.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd B-solut tehddidn jatkuvasti viljeltdviksi Epstein-
Barr-virustransformaatiolla.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd solulinja on hybridisolulinja.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnettau
siitd, ettd solulinja on transformoitu imusolu.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unnettu
siitd, ettd luoksepdidstidville lipopolysakkaridimolekyyleille
spesifiset monoklonaaliset vasta-aineet ovat IgG- tai IgM-iso-
tyyppia.
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6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelma, t u nn e t tu
siita, ettd solulinja on ATCC-talletusnumeroltaan joku seuraa-
vista: CRL 8562, CRL 8752, CRL 8753, CRL 8754, CRL 8795, CRL
8796 tai CRL 8797.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd monoklonaalinen vasta-aine pystyy reagoimaan Pseudo-

monas aeruginosan lipopolysakkaridin kanssa.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u nn e t tu

siitid, ettd Pseudomonas aeruginosa on Fisher-immunotyyppia 1-7.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t unne t tu
siitd, ettd monoklonaalinen vasta-aine neutraloi kyseisen bak-

teerin infektiivisyyden.

10. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, t u n n e t tu
siitd, ettd monoklonaalinen vasta-aine neutraloi jonkun suvuista
Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae tai Pseudomonadaceae perdisin

olevan gram-negatiivisen bakteerin.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmda, t u n n e ttu

siitd, etta bakteerilaji on Pseudomonas aeruginosa.

PATENTKRAV

1. Metod f6r framstidllning av monoklonal human antikropp, som
reagerar specifikt med de serotypiska determinanterna pa
lipopolysackaridmolekylernas yta, som ar tillginglig pd en gram-
negativ bakterie hidrstammande frdn ndgon av sliakten Enterobac-
teriaceae, Bacteroidaceae eller Pseudomonadaceae, vilken metod
kinnetecknas av att man immortaliserar humana B-cel-
ler, som fltts av patient som utsatts for gram-negativa bakte-
rieantigener; isolerar fran dessa immortaliserade B-celler de
cellinjer, som avsdndrar monoklonala antikroppar, som reagerar
med bakteriens lipopolysackaridmolekyl; analyserar de fradn sagda
cellinjer hirstammande monoklonala antikropparnas aktivitet mot
gram-negativa bakterier; och odlar cellinjen, som formdr produ-
cera denna monoklonala antikropp och &tervinner de monoklonala

antikroppar, som cellinjen avsondrar.
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2. Metod enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att

B-cellerna ar immortaliserade med Epstein-Barr virustransforma-

tionen.

3. Metod enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att

cellinjen &r en hybrid cellinje.

4. Metod enligt patentkrav 1, k@ nnetecknad av att

cellinjen &r en transformerad lymfocyt.

5. Metod enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att
de specifika monoklonala antikropparna, som d&r tillgidngliga p&

lipopolysackaridmolekylerna, &r av IgG- eller IgM-isotyp.

6. Metod enligt patentkrav 1, kA4 nnetecknad av att
cellinjen har ndgot av ATCC-kodnumren: CRL 8562, CRL 8752, CRL
8753, CRL 8754, CRL 8795, CRL 8796, eller CRL 8797.

7. Metod enligt patentkrav 1, k@&nnetecknad av att
den monoklonala antikroppen férmdr reagera med Pseudomonas aeru-

ginosas lipopolysackarid.

8. Metod enligt patentkrav 1, ki nnetecknad av att

Pseudomonas aeruginosa ar av Fisher immunotyp 1-7.

9. Metod enligt patentkrav 1, kdnnetecknad av att
den monoklonala antikroppen neutraliserar sagda bakteries infek-

tidsa verkan.

10. Metod enligt patentkrav l, k@dnnetecknad av att
den monoklonala antikroppen neutraliserar den infektidsa verkan
av en gram-negativ bakterie tillhdrande ndgon av slikterna

Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae eller Pseudomonadaceae.

11. Metod enligt patentkrav 10, kannetecknad av att

bakteriearten dr Pseudomonas aeruginosa.
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