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(57) Tiivistelmd

Keksinndn kohteena on hybridisolulinja komple-
mentin sitovan monoklonaalisen vasta-aineen
valmistamiseksi ihmisen normaalien heikentdjd-
T-solujen pinta-antigeenille. Hybridi valmiste-
taan yhdistdm#lli ihmisen tymosyyteilld immuni-
soiduista CAF1-hiirist& eristettyji pernascluja
hiiren P3X63Ag8U1-myeloomasoluihin. Keksintd
koskee myds monoklonaalisen vasta-aineen diag-
nostista ja terapeuttista k#yttdd.

(57) Sammandrag

Uppfinningen avser en hybridcellinje f&r fram-
stdllning av komplement bindande monoklonal anti-
kropp mot ett ytantigen som finns pd normala
ménskliga suppresgor-T-celler. Hybriden bildas

genom fusionering av mjdltceller, vilka isolerats
frdn CAF,-m8ss immuniserade med ndinskliga tymocyter, med
musens P3X63Ag8Ul-myelomaceller. Uppfinningen avser
dven diagnostisk och terapeutisk anvdndning av

den monoklonala antikroppen.
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Menetelmd komplementin sitovan monoklonaalisen vasta-
aineen valmistamiseksi ihmisen heikentdj&-T-soluille yh-

den hybridisolulinjan avulla

Keksint8 kohdistuu menetelmddn komplementin sito-
van monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi ihmisen
heikentdjd-T-soluille. Menetelmdssd kdytetddn hyvdksi uut-
ta hybridisolulinjaa, jonka avulla voidaan valmistaa
komplementin sitova monoklonaalinen vasta-aine ihmisen
normaaleista heikentd&j&-T-soluista 1l8ydetylle pinta-anti-
geenille. T&t& vasta-ainetta voidaan kdyttdd terapeutti-

siin tarkoituksiin.

Kohler ja Milstein yhdistivdt vuonna 1975 hii-
ren myeloomasoluja immunisoitujen hiirien pernasoluihin
[Nature 256 (1975), ss. 495 - 491), jolloin ensimmédisen
kerran havaittiin, ettd oli mahdollista valmistaa jatkuva
solulinja homogeenisen (ns. monoklonaalisen) vasta-aineen
tuottamiseksi. T&mdn jdlkeen erilaisten hybridisolujen
(ns. hybridomien) valmistusta on yritetty monin tavoin ija
ndiden hybridomien tuottamaa vasta-ainetta on yritetty so-
veltaa tieteelliseen kdytt&8n [gs. esim. Current Topics
in Microbiology and Immunology, vol. 81 - "Lymphosyte
Hybridomas", toim. F. Melchers, M. Potter ja N. Warner,
Springer-Verlag 1978 sekd sen sisdltdmdt kirjallisuusviit-
teet; C. J. Barnstable et al., Cell 14 (toukokuu 1978),
ss. 9 - 20; P. Parham ja W. F. Bodmer, Nature 276 (1978),
ss. 397 - 399; Handbook of Experimental Immunology, 3.
painos, vol. 2 (1978), kappale 25, toim. D. M. Wier; ja
Chemical and Engineering News, tammikuu 1 (1979), ss. 15 -

set ja esiintyneet vaikeudet yritettdessd valmistaa hybri-

Ndissd viitteissd on esitetty saavutetut tulok-

domeista monoklonaalista vasta-ainetta. Vaikka valmistus-

menetelmd periaatteessa tunnetaankin hyvin, vaikeuksia
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esiintyy paljon ja jokainen tapaus on erilainen. Ei voida
etukdteen taata, ettd yritett&dessd valmistaa haluttua hyb-
ridomaa, siind onnistutaan, ja ettd onnistuttaessa hybri-
doma tuottaa vasta-ainetta, tai ettd ndin muodostuneella
vasta-aineella on haluttu spesifisyys. Onnistuminen riip-
puu pddasiassa kdytetystd antigeenilajista ja halutun hyb-
ridoman eristysmenetelmdstd.

Monoklonaalista ihmisen lymfosyyttien pinta-anti-
geeneille spesifistd vasta-ainetta on yritetty valmistaa
vain harvoissa tapauksissa Cis. esim. Current Topics in
Microbiology and Immunology, vol. 81 (1978), ss. 66 - 69
ja 164 - 169) . Niissd kokeissa kdytetyt antigeenit olivat
viljeltyjd ihmisen lymfoblastioidileukemiasolulinjoja ja
kroonisen lymfosyyttileukemian solulinjoja. Monet ndin
valmistetut hybridomat tuottivat vasta-ainetta, joka vai-
kutti kaikkien ihmisen solujen erilaisiin pinta-antigeenei-
hin. Mikddn ndistd hybridomeista ei tuottanut ihmisen lym-
fosyyttilajille spesifistd vasta-ainetta.

Askettdin on esitetty julkaisuja, joissa on kuvattu
sellaisten hybridomien valmistus ja testaus, jotka tuotta-
vat tietyille T-solujen antigeeneille spesifistd vasta-ai-
netta [is. esim. E. L. Reinherz et al., J. Immunol. 123
(1979), ss. 1312 - 1317; E. L. Reinherz et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 76 (1979), ss. 4061 - 4065; ja P. C. Kung et al.,
Science, 206 (1979), ss. 347 - 349).

IThmisen ja eldinten elimist®n immunologisiin toimin-
toihin osallistuu kaksi lymfosyyttien pddryhmdd. Ndistd
toinen (kateenkorvasta perdisin oleva solu, eli T-solu)
erilaistuu kateenkorvassa hemopoieettisista kantasoluista.
Erilaistuneita soluja nimitetddn "tymosyyteiksi". Kypsédt
T-solut irtoavat kateenkorvasta ja joutuvat sen jédlkeen
verenkiertoon, kudoksiin ja imukudokseen. Ndmd T-solut
muodostavat suuren osan elimistdssd kiertdvistd pienistd
lymfosyyteistd. Ne ovat immunologisesti spesifisid ja
osallistuvat efektorisoluina suoraan solujen vdlitykselld
tapahtuviin immunologisiin reaktioihin (esimerkiksi elin-

siirtojen yhteydesséd esiintyvd hylkiminen). Vaikka T-solut
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eivdt eritd vasta-aineita elimist®n nesteisiin, toinen
myB8hemmin kdsiteltdvd lymfosyyttiryhmid tarvitsee erdissi
tapauksissa T-soluja pystydkseen itse erittédmd&n vasta-
aineita. Erddt T-solulajit toimivat toisissa immunologi-
sissa jdrjestelmissd sddtelevdsti. T&min solujen vhteis-
toimintamuodon mekanismia ei vield tdysin tunneta.

Toiseen lymfosyyttiryhmd&dn (luuytimestd per&disin
oleviin soluihin, eli B-soluihin) kuuluvat ne, jotka erit-
tdvdt vasta-aineita. Ne kehittyvdt myds hemopoieettisista
kantasoluista, mutta kateenkorva ei sd&tele niiden erilais-
tumista. Linnuilla ne erilaistuvat kateenkorvalle analogi-
sessa elimessd, joka on nimeltd3n "Bursa of Fabricius".
Imettdvdisistd ei kuitenkaan ole 18ydetty vastaavaa elin-
td, ja tdten B-solujen arvellaan erilaistuvan luuytimessi.

T-solut Jjakaantuvat ainakin kolmeen alalajiin,
joita nimitetddn "auttaja-", "heikentdji-" ja "tappaja-"
T-soluiksi, ndmd joko hidastavat tai nopeuttavat reaktio-
ta tai tappavat (liuottavat) vieraita soluja. Nimid alaluo-
kat ovat hyvin tunnettuja hiirien elimist8ssd, mutta vasta
dskettdin on kuvattu niiden toimintaa ihmisen elimist&ssi
L?s. esim. R. L. Evans et al., Journal of Experimental
Medicine 145 (1977), ss. 221 - 232; ja L. Chess ja S. F.
Schlossmann, "Functional Analysis of Distinct Human T-
cell Subsets Bearing Unique Dirrefentiation Antigens"-
niminen artikkeli teoksessa "Contemporary Topics in Immu-
nology", toim. O. Stutman, Plenum Press 1977, vol 7, ss.
363 - 379).

Eri T-solulajien ja -alalajien identifiointi tai
niiden heikentéminen on t&drkedid erilaisten immunoregula-
toristen hdiri®iden diagnoosissa ja hoidossa.

Esimerkiksi tiettyjen leukemia- ja imukudoskas-
vainmuotojen prognoosi on erilainen sen mukaan, ovatko ne
ldht8isin B~ vai T-soluista. T&ten taudin prognoosia arvi-
oitaessa ndmé kaksi lymfosyyttiryhmid t&8ytyy pystyd erot-
tamaan toisistaan (is. esim. A. C. Aisenberg ja J. C. Long,
The American Journal of Medicine 58 (1975), s. 300; D. Bel-
pomme et al., artikkeli teoksessa "Immunological Diagnosis

of Leukemias and Lymphomas", toim. S. Thierfelder et al.,
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Springer, Heidelberg 1977, ss. 33 - 45; ja D. Belpomme
et al., British Journal of Haematology 38 (1978), s. 8§>.

Tietyissd tautitiloissa (esim. nuorten nivelreu-
massa, pahanlaatuisissa tautitiloissa ja agammaglobuline-
miassa) T-solujen alaryhmdt ovat joutuneet ep&tasapainoon.

On mahdollista, ettd autoimmuunisissa sairauksis-
sa yleensd "auttaja"-T-soluja esiintyy ylimd&rin ja tie-
tyistd "heikentdjd"-T-soluista on puutetta, kun taas agam-
maglobulinemiassa tiettyjd "heikent&djd"-T-soluja esiintyy
ylimddrin tai "auttaja"-T-soluista on puutetta. Pahanlaa-
tuisiin tauteihin liittyy yleensd "heikent&j&"-T-solujen
ylimddrd. Joissakin leukemiamuodoissa tietyssd kehitysvai-
heessa olevia T-soluja muodostuu ylimd&rin. Diagnoosin on-
nistuminen voi t&ten riippua siitd, pystytddnkd t&mi epi-
tasapaino tai ylimddr&@ havaitsemaan tai mddrittidm&d&n se,
mitd kehitysvaihetta esiintyy ylimd&drin Zis. esim. J. Ker-
sey et al., "Surface Markers Define Human Lymphoid Malig-
nancies with Differing Prognoses"-niminen artikkeli teok-
sessa "Haematology and Blood Transfusion", vol. 20, Sprin-
ger-Verlag 1977, ss. 17 - 23, ja sen sisdltdmidt viitteet;
sekd E. L. Reinberg et al., J. Clin. Invest. 64 (1979),
ss. 392 - 397).

Agammaglobulinemiaan, tautitilaan, jossa immuno-
globuliinia ei muodostu, kuuluu ainakin kaksi eri tyyppii.
Tyypissd I ei muodostu immunoglobuliinia, koska "heiken-
tdjd"-T-soluja esiintyy ylimddrin, kun taas tyypissd II
tdmd aiheutuu "auttaja"-T-solujen puutteesta. Molemmissa
tyypeissd potilaan B-solut eli lymfosyytit, jotka vastaa-
vat vasta-aineen varsinaisesta erityksestd, ovat tdysin
normaaleja eik&@ niistd esiinny puutetta, sen sijaan nii-
den B-solujen toimintaa joko heikennetd&n tai niitd "ei
auteta", mikd vdhentd3d huomattavasti immunoglobuliinin
tuotantoa tai keskeyttdd sen kokonaan. Agammaglobuline-
miatyyppi voidaan siten mddritt4d sen perusteella, esiin-
tyyk6 "heikentdjd"-T-soluja ylimd&d&drin vai onko "auttaja"-

T-soluista puutetta.
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On havaittu viitteitd siitd, ettd annettaessa
autoimmuunista tautia tai pahanlaatuisia tauteja sairas-
taville potilaille vasta-aineita, jotka ovat spesifisii
yliméddrin esiintyville T-solulajeille, vasta-aineet voi-
vat vaikuttaa taudin kehitykseen edullisesti. Esimerkiksi

"auttaja"-T-solusy8pdd (tiettyjd ihon T-soluimukudoskasvai-
mia ja tiettyjd T-solujen akuutteja lymfoblastileukemia-
muotoja) voidaan hoitaa antamalla potilaalle "auttaja"-T-
soluantigeenille spesifistd vasta-ainetta. Autoimmuunista
tautia, joka aiheutuu "auttaja"-T-solujen ylimddrédstd,
voidaan my8s hoitaa samalla tavalla. Sellaisia tauteja
(esim. pahanlaatuisia tautitiloja tai tyyppid I olevaa
agammaglobulinemiaa), jotka aiheutuvat "heikentdj&"-T-so-
lujen ylimddrdstd, voidaan hoitaa antamalla potilaalle
vasta-ainetta, joka on spesifinen "heikentdjd"-T-soluanti-
geenille.

Antiseerumit, jotka vaikuttavat ihmisen kaikkiin
T-soluihin (ns. ihmisen vastainen tymosyyttiglobuliini,
eli ATG), ovat osoittautuneet terapeuttisesti kdyttdkelpoi-
siksi hoidettaessa potilaita, joille on suoritettu elin-
tensiirtoja. Koska T-solut vaikuttavat solujen valityksel-
14 tapahtuviin immunologisiin reaktioihin (siirrettyjen
elinten hylkimismekanismi), T-soluille spesifisen vasta-
aineen saaminen estdd tai hidastaa tdtd hylkimisprosessia
Zis. esim. Cosimi et al., "Randomized Clinical Trial of
ATG in Cadaver Renal Allgraft Recipients: Importance of
T Cell Monitoring", Surgery 40 (1976), ss. 155 - 163 ja
julkaisun sisdltdmét ViitteeL}.

Ihmisen T-solulajien ja -alalajien identifioimi-
seen ja heikentdmiseen on tdhdn asti kdytetty spontaaneja
autovasta-aineita tai ihmisen T-soluille selektiivisia
antiseerumeja, jotka on valmistettu immunoimalla eldimid
ihmisen T-soluilla, poistamalla eldimistd veri seerumin
saamiseksi ja adsorboimalla antiseerumi (esimerkiksi) auto-
logisilla ei-allogeenisilld B-soluilla niiden vasta-ainei-
den poistamiseksi, joilla on ei-haluttu selektiivisyys.
N&iden antiseerumien valmistus on erittdin vaikeaa erikoi-

sesti adsorptio- ja puhdistusvaiheessa. Adsorboidut ja
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puhdistetut antiseerumitkin sis&dltdvdt halutun vasta-
aineen lisdksi useista syistd monia epdpuhtauksia. Eréds
syy on se, ettd seerumi sisdltdd miljoonia vasta-aine-
molekyylejd jo ennen immunointia T-soluilla. Toiseksi im-
munointi aiheuttaa vasta-aineiden muodostumisen useita
antigeenejd vastaan, joita on 1l8ydetty kaikista injek-
toiduista ihmisen T-soluista. Ei pystytd selektiivisesti
tuottamaan tietylle antigeenille spesifistd vasta-ainetta.
Kolmanneksi ndilld menetelmilld valmistetun spesifisen
vasta-aineen tiitteri on tavallisesti melko alhainen
(esim. laimennusten ollessa suurempia kuin 1:100 vasta-
aine on inaktiivinen) ja spesifisen ja ei-spesifisen vas-
ta-aineen suhde on pienempi kuin 1/106.

Tdhdn asti kdytettyjen antiseerumien puutteelli-
suuksia ja monoklonaalisen vasta-aineen etuja on kuvattu
mm. Chess'in ja Schlossmann'in edelld mainitussa artikke-
lissa (sivulta 365 alkaen) sekd edelld mainitussa artik-
kelissa "The Chemical and Engineering News"-lehdessi.

Nyt on keksitty uusi hybridoma (OKT8), joka pys-
tyy tuottamaan uutta monoklonaalista vasta-ainetta pinta-
antigeenille, jota on 1l8ydetty ihmisen normaaleista "hei-
kentdjd"-T-soluista (noin 30 % ihmisen normaaleista peri-
feerisistd soluista) ja noin 80 %:1ta ihmisen normaaleja
tymosyyttejd, mutta ei B-soluista eikd nollasoluista ja
alle 2 %:1lta luuydinsoluja. Lisdksi monoklonaalinen vas-
ta-aine OKT8 sitoo komplementin. N&in muodostunut vasta-
aine on monospesifinen yhdelle ainoalle pinta-antigeeni-
determinantille, jota esiintyy noin 30 %:1la ihmisen nor-
maaleja T-soluja, eikd se sisdlld kdytdnndllisesti katsoen
lainkaan muita ihmisen vastaisia immunoglobuliineja, pédin
vastoin kuin tdhdn asti tunnetut antiseerumit (jotka si-
sdltédvdt luonnostaan epdpuhtauksina vasta-aineita, jotka
reagoivat hyvin monien ihmisen antigeenien kanssa) ja té&-
hdn asti tunnetut monoklonaaliset vasta-aineet (jotka ei-
vdt ole monospesifisid yhdelle ainocalle ihmisen "heikenti-
jé"-T-solujen antigeenille). Lisdksi t&t4 hybridomaa voi-

daan viljelld antigeenin tuottamiseksi, jolloin eldinten
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kdyttd vasta-aineen tuottamiseen ei ole vdlttdmatdntd, ei-
ki my8skiin tarvita monimutkaisia adsorptio- ja puhdistus-
vaiheita, jotka t#hdnastisissa epdpuhtaidenkin antiseeru-
mien valmistusmenetelmissd ovat olleet vdlttdmdttdmid.

Sekid esilld olevasta hybridomasta, ettd sen tuotta-
masta vasta-aineesta k&ytetdin tdssd yhteydessd nimitystad
"OKT8", asiayhteydestd ilmenee, kumpaa kulloinkin tarkoi-
tetaan. Td&mid hybridoma on tallennettu 18.09.1979 laitok-
seen The American Type Culture Collection, 12 301 Parklawn
Drive, Rockville, Maryland 20852, U.S.A., tallennusnumerol-
la ATCC CRL 8014.

Monoklonaaliselle vasta-aineelle OKT8 on tunnus-
omaista, ettd se

a) reagoi heikent&j#é-T-solujen kanssa (noin 30 %
ihmisen normaaleista T-soluista), alle 2 %:n kanssa ihmi-
sen normaaleja luuydinsoluja eikd lainkaan B-solujen eika
nollasolujen kanssa,

b) reagoi noin 80 %:n kanssa ihmisen normaaleja
tymosyytteja,

c) reagoi noin 34 %:n kanssa kdsittelemdttSmid pe-
rifeerisii T-soluja, 95 %:n kanssa perifeerisid T-soluja,
jotka on etukdteen kédsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL
8002 avulla valmistetulla monoklonaalisella vasta-aineella
ja komplementilla, ei lainkaan perifeeristen T-solujen
kanssa, jotka on etuk&teen kdsitelty hybridisolulinjan
ATCC CRL 8014 avulla valmistetulla monoklonaalisella vas-
ta-aineella ja komplementilla, 75 %:n kanssa kdsittelemdt-
tbmid tymosyyttejd, 55 %:n kanssa tymosyyttejd, jotka on
etukiteen kdsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL 8002 avulla
valmistetulla monoklonaalisella vasta-aineella ja komple-
mentilla, 90 %:n kanssa tymosyyttejd, jotka on etukdteen
kisitelty hybridisolulinjan ATCC CRL 8001 avulla valmiste-
tulla monoklonaalisella vasta-aineella ja komplementilla,
eikd lainkaan tymosyyttien kanssa, jotka on etukdteen kdsi-
telty hybridisolulinjan ATCC CRL 8014 avulla valmistetulla

monoklonaalisella vasta-aineella ja komplementilla,
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d) reagoi ALL-T-soluvaiheiden kanssa, jotka kuuluvat
vaiheen Thy 3, Thy 4 tai Thy 4 - 6 tavallisiin tymosyyttei-
hin tai vaiheen Thy 8 mybhdisiin tymosyytteihin, mutta ei
reagoi ALL-T-soluvaiheiden kanssa, jotka kuuluvat vaiheen
I tymosyytteihin tai vaiheen Thy 3-4 tavallisiin tymosyyttei-
hin, _

e) reagoi solulinjojen CEM- ja MOLT-4 kanssa, mutta
ei solulinjan HSB-2 kanssa, ja

f) mddrittelee T-solupopulaation (OKT8+), jota
esiintyy normaalia pienempind pitoisuuksina primddrisessd
maksakirrosissa ja multippeliskleroosissa, puuttuu koko-
naan tai esiintyy normaalia pienempind pitoisuuksina akuu-
tissa elinsiirtoreaktiossa, huomattavasti normaalia suu-
rempina pitoisuuksina akuutissa tarttuvassa mononukleoo-
sissa, puuttuu tdysin myasthenia graviksessa ja esiintyy
normaaleina pitoisuuksina kaikissa Hodkinsin taudin vai-
heissa ja psoriasiksessa.

Monoklonaalisen vasta-aineen OKT8 valmistus hybri-
doman ATCC CRL 8014 avulla on kuvattu patenttivaatimuksis-
sa 1 ja 2.

Hybridoma valmistettiin pddpiirteittdin Milsteinin
ja Kohlerin esittdmdlld menetelmdlld. Tdssd immunisoitiin
ensin hiiri& normaaleilla ihmisen tymosyyteilld ja sen jél-
keen immunisoitujen hiirien pernasolut yhdistettiin hiiren
myeloomasolulinjan soluihin, ja viljelmdn pintanesteestd
seulottiin ne hybridomat, jotka tuottivat ihmisen tervei-
siin E-rosettipositiivisiin T-soluihin ja/tai tymosyyttei-
hin selektiivisesti sitoutuvaa vasta-ainetta. Halutut hyb-
ridomat kloonattiin ja karakterisoitiin. Tulokseksi saatiin
hybridoma, joka tuottaa vasta-ainetta (OKT8) ihmisen nor-
maalien heikentdjd-T-solujen (noin 30 % ihmisen normaaleis-
ta perifeerisistd T-soluista) pinta-antigeenille. Tdmd vas-
ta-aine reagoi noin 30 %:n kanssa ihmisen normaaleja T-so-
luja, sen lisdksi se reagoi noin 80 %:n kanssa ihmisen
normaaleja tymosyyttejd, alle 2 %:n kanssa luuydinsoluja,

eikd lainkaan B-solujen eikd nollasolujen kanssa.
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Ottaen huomioon tdhdn asti esiintyneet vaikeudet
ja huonot tulokset kdytettdessd pahanlaatuisten tautien
solulinjoja antigeenina, on yll&ttdvd4d, ettd esilld oleval-
la menetelmdlid saatiin aikaan haluttu hybridoma. On ko-
rostettava, ettd hybridisolujen valmistuksessa esiintyvien
arvaamattomien tekij®iden vuoksi ei pystytd tietylld anti-
geeni/solu-yhdistelmdlld saatujen tulosten perusteella en-
nustamaan jonkin muun antigeeni/solu-yhdistelm&n kdyttdy-
tymistd. On nimittdin havaittu, ettd kéytettdessd antigee-
nina pahanlaatuisen taudin T-solulinjoja tai solun pinnal-
ta eristettyjd puhdistettuja antigeenejd, ei yleensd ole
saatu onnistuneita tuloksia.

Hybridoman ja sen tuottaman vasta-aineen valmistus
ja karakterisointi on tarkemmin selostettu keksinn®n ku-
vauksessa ja esimerkeissd.

Hybridoman valmistusmenetelmd koostuu pdédpiirteit-
tdin seuraavista vaiheista:

A, Hiirid immunisoidaan normaaleilla ihmisen tymo-
syyteilld. Yleensd naaraspuoliset CAFl—hiiret on havaittu
tdhdn parhaiten soveltuviksi, mutta my®s muiden hiirikan-
tojen kdyttdd voidaan ajatella. Immunisointiaikataulun ja
tymosyyttipitoisuuden pitdisi olla sellainen, ettd saadaan
kdytt8kelpoiset médrdt sopivasti esikédsiteltyjd splenosyyt-
tejd. Kolme immunisointia 2 x 10 solulla/hiiri/ruiske
0,2 ml:ssa fosfaatilla puskuroitua suolaliuosta, 14 p&ivén
vdlein on havaittu tehokkaaksi.

B. Pernat poistetaan immunisoiduista hiiristd, ja
valmistetaan pernasuspensio sopivaan véliaineeseen. Sopiva
vdliainemddrd on noin 1 ml pernaa kohti. Ndm3 koemenetel-
mdt ovat sindnsd tunnettuja.

C. Suspendoidut pernasolut yhdistetddn sopivasta
solulinjasta saatuihin hiiren myeloomasoluihin sopivan yh-
distdmiskatalysaattorin avulla. Edullinen suhde on noin 5
pernasolua yhtd myeloomasolua kohti. Noin 108 splenolyytil-
le sopivan yhdistdmiseen kdytetyn vdliaineen kokonaistila-
vuus on noin 0,5 - 1,0 ml. Monet hiiren myeloomasolulinjat
ovat tunnettuja ja saatavissa yleensd akateemisista tutki-

muslaitoksista tai erilaisista talletuspankeista, esimerk-
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kind mainittakoon The Salk Insitute Cell Distribution
Center, La Jolla, California, U.S.A. Kdytetyn solulinjan
pitdisi edullisesti kuulua ns. lddkeaineille vastustus-
kykyiseen lajiin, jotta myeloomasolut eivdt eldisi selek-
tiivisessd vdliaineeessa, jossa hybridisolut puolestaan
eldvdt. Yleisimpdd&n lajiin kuuluvat 8-atsaguaniinille
vastustuskykyiset solulinjat, joista puuttuu hypoksantii-
niguaniinifosforibosyyli-transferaasientsyymi, ja tdten
tdmd laji ei eld HAT-vdliaineessa (sisdltdd hypoksantii-
nia, aminopteriinid ja tymidiinid). On myds yleensd edul-
lista, ettd kdytetty myeloomasolulinja kuuluisi ns. "ei-
erittdvddn" lajiin, jolloin se ei itse tuota mitddn vasta-
ainetta, mutta myYs vasta-aineita tuottavia 1lajeja voi-
daan kdyttdd. Kuitenkin erdissd tapauksissa vasta-aineita
tuottavat myeloomasolulinjat voivat olla edullisia. Edul-
linen solujen yhdistd@miseen kdytettdvd katalysaattori on
polyetyleeniglykoli, jonka keskimddrdinen molekyylipaino
on 1 000 - 4 000 (kaupallisesti saatavissa nimikkeelld
PEG jne.), mutta my®s muita sindnsd tunnettuja yhdistdmis-
katalysaattoreita voidaan ké&yttdsd.

D. Vapaiden pernasolujen, vapaiden myeloomasolujen
ja yhdistettyjen solujen seos laimennetaan, ja laimennuk-
sia viljellddn erillisilld alustoilla selektiivisessd vd-
liaineessa, jossa vapaat myeloomasolut kuolevat noin 1
viikossa. Laimennus voi olla ns. rajaava laimennus, Jjossa
laimennukseen kdytetyn nesteen tilavuus on tilastollises-
ti laskettu niin, ettd pystytddn eristdmddn haluttu mddrd
soluja (esim. 1 - 4), kullekin erilliselle alustalle
(esim. mikrotitrauslevyn kuhunkin syvennykseen). Vdliai-
neena kdytetddn esim. HAT-vdliainetta, jossa l&ddkeaineil-
le (esim. 8-atsaguaniinille) vastustuskykyinen vapaa mye-
loomasolulinja tuhoutuu. Koska vapaat pernasolut eivdt
ole pahanlaatuisia, niiden lisd&ntymiskyky on rajattu. Ta-
ten tietyn ajan kuluttua (noin viikossa) vapaiden perna-
solujen lisd&ntyminen lakkaa. Yhdistetyt solut sen sijaan
lisd&ntyvdt jatkuvasti, koska ne ovat toisaalta perdisin
myeloomasoluista, jotka on eristetty pahanlaatuisesta kas-
vaimesta, ja toisaalta pernasoluista, jotka pystyvdt eld-

méddn selektiivisessd vdliaineessa.
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E. Tarkastetaan, 18ytyykd eri kasvatusalustojen pin-

tanesteestd, joka sisdltdd hybridoman, E-rosettipositiivisil-

le puhdistetuille ihmisen T-soluille tai tymosyyteille
spesifistd vasta-ainetta.

F. Valikoidaan (esim. rajaavalla laimennuksella) ja
kloonataan hybridomat, jotka tuottavat haluttua vasta-ai-
netta.

Kun haluttu hybridoma on eristetty ja kloonattu,
muodostuvaa vasta-ainetta voidaan tuottaa eri tavoin. Puh-
tainta monoklonaalista vasta-ainetta saadaan viljelemi#lli

haluttua hybridomas in vitro sopivassa viliaineessa sopivan
pituisen ajan, minkd jdlkeen haluttu vasta-aine otetaan talteen

pintanesteestd. Sopiva vdliaine ja viljelyajan pituus ovat
tunnettuja tai ne voidaan helposti mdidrittdid. Tamd in vitro
-menetelmd tuottaa kdytd@nndllisesti katsoen monospesifistd
monoklonaalista vasta-ainetta, joka ei sisdllid kdytdnndlli-
sesti katsoen lainkaan muita ihmisen vastaisia spesifisii
immunoglobuliineja. Muita immunoglobuliineja on mukana pie-
ni mddrd, koska vdliaine sisdltdd ksenogeenistd seerumia
(esim. vasikan sikidseerumia). Td11l4 in vitro -menetelmidl-
ld ei kuitenkaan saada tiettyihin tarkoituksiin riittdvidi
vasta-ainemddrdd tai riittdvdn suurta vasta-ainepitoisuut-
ta, koska monoklonaalisen vasta-aineen pitoisuus on vain

noin 50 pg/ml.

Haluttaessa valmistaa paljon suurempia pitoisuuksia
hieman epdpuhtaampaa monoklonaalista vasta-ainetta, halut-
tu hybridoma voidaan ruiskuttaa hiiriin, edullisesti syn-~
geenisiin tai semisyngeenisiin hiiriin. Hybridoma aiheuttaa
vasta-ainetta tuottavien kasvainten muodostumisen hiiriin
sopivan inkubaatiocajan kuluttua, mikd@ johtaa halutun vasta-
aineen pitoisuuden kohoamiseen hiiren veressd (noin 5-20
mg/l) ja peritoneaalisessa tulehdusnesteessd (vesivatsa).

Vaikka ndiden hiirten veressd ja vesivatsassa on my0ds
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tavallisia vasta-aineita, ndiden pitoisuus on vain noin 5 §%
monoklonaalisen vasta-aineen pitoisuudesta. Koska sitéd pait-
si ndmd. tavalliset vasta—-aineet eivit ole ihmisen vastaisia
spesifisyydeltddn, eristetyistd vesivatsoista ja seerumista
saatu monoklonaalinen vasta-aine ei sisdlld kdytdnndllises-
ti katsoen lainkaan kontaminoivia ihmisen vastaisia immuno-
globuliineja. Tdmdn monoklonaalisen vasta-aineen tiitteri
on korkea (aktiivinen laimennuksissa 1:50 000 ja myds suu-
remmissa laimennuksissa), ja sen spesifisen ja ei-spesifi-
sen immunoglobuliinin suhde on korkea (noin 1/20). Sellai-
set muodostuneet immunoglobuliinit, joiden rakenteessa on
kevyitd K-myeloomaketjuja, ovat ei-spesifisid, ei-vaikutta-
via peptidejd, jotka pelkdstddn laimentavat monoklonaalis-
ta vasta-ainetta vaikuttamatta haitallisesti sen spesifi-
syyteen.

Esimerkki 1

Monoklonaalisten vasta-aineiden valmistus

A. Immunisointi ja somaattinen solujen hybridisointi
Naaraspuolisiin CAFl-hiiriin (Jackson Laboratories,
hiirien ikd 6-8 viikkoa) ruiskutettiin intraperitoneaalises-
ti 2 x 107 ihmisen tymosyyttid 0,2 ml:ssa fosfaa-
tilla puskuroitua suolaliuosta 14 pdivdn vdlein. Neljédn

pdivdn kuluttua kolmannesta immunisointikerrasta hiiristé
poistettiin pernat, ja ndistd valmistettiin yhtd solulaatua
sisdltdvd suspensio puristamalla kudos ruostumattomasta
terdksestd valmistetun seulan léavitse.

Solujen yhdistdminen suoritettiin Kohlerin ja
Milsteinin kehittdmdlld menetelmdlld. 1 x 108 splenosyyttia
yhdistettiin 0,5 ml:ssa yhdistdmisvdliainetta, joka koos-
tui 35 %$:sta polyetyleeniglykolia (PEG 1000) ja 2 %:sta
dimetyylisulfoksidia RPMI-1640 -vdliaineessa (Gibco, Grand
Island, NY), 2 x 107 P3X63Ag8Ui-myeloomasoluun, jotka toimit-
ti tohtori M. Scharff, Albert Einstein College of Medicine,

Bronx, NY. Ndmd myeloomasolut erittdvdt IgG, :n K-kevyitad

1
ketjuja.
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B. Hybridoman eristys ja kasvatus

Kun solut oli yhdistetty, niitd viljeltiin HAT-vili-
aineessa (sisdlsi hypoksantiinia, aminopteriinii ja tymidii-
nid) 37°%C:ssa 5 % hiilidioksidia sisdltdvidssd kosteassa
atmosfddrissd. Useita viikkoja myShemmin 40-100 Pl viljel-
mien hybridomapitoista pintaliuosta siirrettiin pellettiin,
joka sisdlsi 106 perifeeristd lymfosyyttid, jotka oli jaet-
tu E-rosettipositiivisiin (E+) ja E-rosettinegatiivisiin (E7)
populaatioihin, ndmd oli valmistettu terveiden ihmisten ve-
restd Mendesin kuvaamalla menetelmdlld /J. Immunol. 111
(1973) 860/. N&ihin soluihin sitoutuneet hiiren hybridoman
tuottamat vasta-aineet todettiin episuoralla immunofluore-
senssimenetelmdlld. Viljelmien pintaliuoksissa inkuboidut
solut vdrjdttiin fluoresiinilla kidsitellylld vuohessa val-
mistetulla anti-hiiri-IgG:1148 (G/M FITC) (Meloy Laboratories,
Springfield, vA, F/p = 2,5) ja fluoresoivat vasta-aineella
vdrjdtyt solut analysoitiin sen jilkeen solufluorografilla
FC200/4800A (Ortho Instruments, Westwood, MA) esimerkissi
3 kuvatulla tavalla. Hybridomaviljelmdt, jotka sisdlsivit
spesifisesti E+-lymfosyyttien (T~solujen) ja/tai tymosyyt-
tien kanssa reagoivia vasta-aineita, valikoitiin ja kloonat-
tiin kahdesti rajaavalla laimennusmenetelm#lli sySttSsolujen
ldsndollessa. Sen jdlkeen kloonit siirrettiin intraperito-
neaalisesti ruiskuttamalla 1 x 107 tietyn kloonin solua
(0,2 ml:n tilavuudessa) CAFl-hiireen, joka oli esikdsitel-
ty 2,6,10,14-tetrametyylipentadekaanilla, jota toimittaa
Aldrich Chemical Company kauppanimellid "Pristine". Ndiden
hiirien pahanlaatuisia vesivatsoja kdytettiin sen jdlkeen
lymfosyyttien karakterisoimiseen esimerkissi 2 esitetylli
tavalla. Hybridivasta-aineen OKT§ todettiin standardimene-
telmilld kuuluvan Ing;alaluokkaan.
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Esimerkki 2

OKT8-vasta-aineen reaktiivisuuden karakterisointi

A. Lymfosyyttipopulaatioiden eristdminen

Terveiden vapaaehtoisten verenluovuttajien (iki
15 - 40 vuotta) verestd erotettiin perifeeriset yksitumai-
set verisolut Ficoll-Hypaque-tiheysgradienttisentrifugoin-
timenetelmdlld (Pharmacia Fine Chemicals, Piscataway, NH)
Boym'in esitt&mdlli tavalla [géand. J. Clin. Lab. Invest.
21 (suppl. 97) (1968), s. 727. Fraktioimattomat yksitumai-
set solut erotettiin pinta-Ig+ (B-) ja pinta-Ig  (T- ja
nollasolu)-populaatioiksi kdyttd@mdll¥ Sephadex G-200 anti-
F(ab')2-pylvéskromatografiaa, menetelm&dlld, jonka ovat ku-
vanneet Chess et al., J. Immunol. 113 (1974). T-solut
erotettiin talteen E-rosetoimalla Ig -populaatio 5 %:1la
lampaan punasoluja (Microbiological Associates, Bethesda,
MD) . Rosetoitu seos sentrifugoitiin Ficoll-Hypaque-sentri-
fugissa ja talteenotettu E+-pelletti kdsiteltiin 0,155-m
NH,Cl:1la (10 ml 10%
laatio oli <2-%:isesti EAC-rosettipositiivinen ja

solua kohti). Ndin saatu T-solupopu-

>95-%:isesti E-rosettipositiivinen standardimenetelmilld
midritettynd. Lisdksi rosetteja muodostamaton Ig (nolla-
solu)-populaatio erotettiin Ficoll-rajapinnalta. Tdma
jdlkimmédinen populaatio oli <5-%:isesti E-positiivinen

ja $2-%:isesti sIg-positiivinen. Pinta—Ig+(B)-kanta ero-
tettiin Sephadex G-200-pylvddstd eluoimalla normaalilla
ihmisen gammaglobuliinilla, kuten aikaisemmin on kuvattu.
Tdmd populaatio oli >95-%:isesti pinta-Ig-positiivinen ja
<5-%:isesti E-positiivinen.

Normaaleja ihmisen luuydinsoluja saatiin terveiden
vapaaehtoisten luovuttajien taaemmasta suoliluuharjusta
punktiomenetelmdlld.

B. Tymosyyttien eristdminen

Normaali ihmisen kateenkorvarauhanen saatiin poti-
lailta, joille oli tehty korjaavia syddnleikkauksia ja
joiden ikd vaihteli kahdesta kuukaudesta 14 vuoteen. Ka-
teenkorvarauhanen paloiteltiin, ja palaset asetettiin he-
ti 199(Gibco)-vdliaineeseen, jossa oli 5 % vasikan sikid-
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seerumia, ne hienonnettiin huolellisesti pihdeilld ja sak-
silla ja sen jdlkeen muodostettiin yhti solulajia sisdl-
tdvd suspensio puristamalla seos terdsseulan ldpi. Seuraa-
vaksi solut sentrifugoitiin Ficoll-Hypaque-sentrifugissa
ja pestiin kohdassa A kuvatulla tavalla. Niin saadut tymo-
syytit olivat >95-%:isesti elinkykyisid ja 290-%:isesti
E-rosettipositiivisia.

C. T-solulinja ja T-solujen akuutin lymfoblastileu-

kemian solut
T-solulinjat CEM, HSB-2 ja MOLT-4 toimitti tohtori

H. Lazarus (Sidney Farber Cancer Institute, Boston, MA).
Leukemiasolut saatiin 25:1t& T-solujen akuuttia lymfoblas-
tileukemiaa sairastavalta potilaalta. Ndmd yksittdiset
kasvaimet oli aikaisempien kokeiden perusteella todettu
kuuluvan T-solukasvaimiin, koska kasvainsolut muodostivat
spontaanisti rosetteja lampaan punasolujen kanssa (>20 %
E+) ja koska ne reagoivat T-soluille spesifisten hetero-
antiseerumien, anti-HTL (B.K.)- ja A99-antiseerumin kans-
sa, kuten edelld on kuvattu. Kasvainpopulaatioita kylmd-
sdilytettiin -196°C:ssa nestemiisessd typessd 10-%:isessa
dimetyylisulfoksidissa ja 20-%:isessa ihmisen AB-seerumis-
sa, kunnes ne karakterisoitiin pinnaltaan. Kaikki analy-
soidut kasvainpopulaatiot olivat >90-%:isesti blasteja
sytosentrifugivalmisteiden Wright-Giemsa-morfologialtaan.
Esimerkki 3

Solufluorografinen analyysi ja solujen erotus

Monoklonaalisten vasta-aineiden ja kaikkien solu-
populaatioiden reaktiotuotteiden solufluorografinen ana-
lyysi suoritettiin epdsuoralla immunofluoresenssimenetel-
mdlld, jossa solut vdrjdttiin fluoresiiniin liitetylld
vuohessa valmistetulla antihiiri-IgG:118 (G/M FITC) (Meloy
Laboratories), analyysiin kdytettiin solufluorografia
FC200/4800A (Otho Instruments). T&lldin 10 x 106 solua k&-
siteltiin 0,15 ml:1la vasta-ainetta OKTS5 laimennuksen ol-
lessa 1:500, soluja inkuboitiin 4°C:ssa 30 min ja pestiin
kahdesti. Solujen annettiin sen jdlkeen reagoida 0,15 ml:n

kanssa G/M FITC (laimennus 1:40) 4°C:ssa 30 min, reaktio-
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tuote sentrifugoitiin ja pestiin 3 kertaa. Ni#mi solut ana-
lysoitiin sen jédlkeen solufluorografilla, jossa kunkin so-
lun aiheuttama fluoresenssi-intensiteetti rekisterditiin
pulssinkorkeusanalysaattorilla. Reaktiivisuusmalli oli sa-
manlainen laimennuksella 1:10 000, mutta suuremmilla lai-
mennuksilla reaktiota ei tapahtunut. Taustavdrjdyksen in-
tensiteetti mddritettiin 0,15 ml:1la suhteessa 1:500 lai-
mennettua vesivatsanestettd, joka oli saatu intraperito-
neaalisesti ei-tuottavalla hybridikloonilla immunisoidus-
ta CAFl—hiirestﬁ.

Kokeissa, joissa tutkittiin vasta-aine- ja komp-
lementtivdlitteistd lymfolyysid, tymosyyttejd ja perifee-
risid T-soluja viljeltiin yon yli, minkd& jdlkeen seurasi
selektiivinen hajotus ja sen jdlkeen solut analysoitiin
solufluorografilla.

Esimerkki 4

Lymfoidipopulaatioiden hajotus monoklonaalisella

vasta-aineella ja komplementilla

40 x 106 perifeeristd T-solua tai tymosyyttid
lisdttiin 15 ml:n muoviputkeen (Falcon, Oxnard, CA). So-
lupelletteihin lisdttiin 0,8 ml vasta-ainetta OKT3, OKT4
tai OKT8 tai tavallista vesivatsanestettd (vertailuaine),
jotka oli laimennettu suhteessa 1:200 PBS:11d, seokset
suspendoitiin ja inkuboitiin 20°C:ssa 60 minuutin ajan.
Sen jdlkeen vasta-aineella kdsiteltyihin populaatioihin
lisdttiin 0,2 ml tuoretta kaniinin komplementtia, seos
suspendoitiin ja sitd inkuboitiin edelleen 37°C:ssa 60 min
vesihauteessa, joka oli liitetty ravistelijaan. Inkuboin-
nin pddtyttyd solut sentrifugoitiin ja elinkykyiset solut
mddritettiin Trypan-siniselld. Solut laskettiin, pestiin
2 x 5-%:isella FCS:118 ja asetettiin lopulliseen vdliai-
neeseen RPMI 1640 (Grand Island Biological Company, Grand
Island, NY), joka sisdlsi 20 % ihmisen AB+—seerumia, 1 %
penisilliini-streptomysiinid, 200 mM L-glutamiinia, 25 mM
HEPES-puskuria ja 0,5 % natriumkarbonaattia, ja seosta in-
kuboitiin y8n yli 37°C:ssa kosteassa atmosfiirissi, joka

sisdlsi 5 % COZ'
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Kuviossa 1 on esitetty solufluorografista saatu
fluoresenssispektri normaaleille ihmisen tymosyyteille,
joiden on annettu reagoida OTKg:n ja muiden monolonaalis-
ten vasta-aineiden (laimennus 1:500) sekd G/M FITC:n kans-
sa. Taustafluoresenssivdrjdys mddritettiin lis&&mdlld ku-
hunkin populaatioon suhteessa 1:500 laimennettua vesivat-
sanestettd hiirestd, johon oli injektoitu ei-tuottavaa
kloonia, ja inkuboimalla seosta.

Kuviossa 2 on esitetty tymosyyttien erilaistumi-
nen kateenkorvassa.

Hybridooma valmistettiin, ja monoklonaalinen vas-
ta-aiie valmist=ttiin ja karakterisoitiin edella olevizsa
esimrrieissd kuvatulla tavalla. Vaikkakin suuria midrii
esilld olevaa vasta-ainetta valmistettiin injektoimalla
esilld olevaa vasta-ainetta intraperitoneaalisesti hii-
riin ja erottamalla hiiristd pahanlaatuiset vesivatsat,
on selvdd, ettd hybridomaa voidaan viljelld my®s alalla
hyvin tunnetuilla in vitro-menetelmilld, jolloin vasta-
aine erotetaan viljelmien pintanesteestd.

Taulukosta 1 ilmenee monoklonaalisten vasta-ainei-
den OKT6, OKT8, OKT9 ja OKT10 reaktiivisuus ihmisen eri
lymfoidisolupopulaatioiden kanssa. Monoklonaalinen vasta-
aine OKT8 reagoi noin 30 %:n kanssa ihmisen normaaleja T-
soluja, noin 80 %:n kanssa ihmisen normaaleja tymosyytte-
jd, alle 2 %:n kanssa luuydinsoluja eik&d lainkaan B-solu-
jen eikd nollasolujen kanssa. Muun muassa tdmin reaktiivi-
suuskaavan avulla esilld oleva vasta-aine OKT8 voidaan to-
deta ja erottaa muista vasta-aineista.

Kuviossa 1 on esitetty solufluorografista saatu
fluoresenssispektri ihmisen normaaleista tymosyyteistd
koostuvalle suspensiolle, jonka on annettu reagoida vasta-
aineiden OKT3, OKT4, OKT5, OKT6, OKT8, OKT9 ja OKT10
(kaikkien laimennussuhde 1:500), sekd G/M FITC:n kanssa.
Samanlaiset reaktiivisuuskaavat saatiin 12 muulle tutkitul-
le ihmisen normaalille tymosyyttipopulaatiolle. Kuviosta
ilmenee, ettd reaktiivisuusprosentissa ja fluoresenssi-in-

tensiteetissd on merkittdvid eroja kaikkien tutkittujen
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monoklonaalisten vasta-aineiden vd1illi. Esimerkiksi OKT9
reagoi noin 10 %:n kanssa tymosyytteji fluoresenssi-inten-
siteetin ollessa heikko, kun taas OKT5, OKT6, OKT8 ja

OKT10 reagoivat noin 70 %:n kanssa tymosyyttejd fluoresens-
si-intensiteetin ollessa voimakkaampi. OKT4, joka reagoi

75 %:n kanssa tymosyyttejd, sijoittuu fluoresenssi-intensi-
teetin suhteen OKT9:n ja sellaisten monoklonaalisten vasta-
aineiden vdliin, joiden fluoresenssi-intensiteetti on voi-
makkaampi.

Lisdksi kuviosta 1 ilmenee, ettd noin 15 % tymo-
syyteistd voidaan todeta OKT3:1la kdytt&dmdllid episuoraa
immunofluoresenssimenetelm&d. OKT1l, joka reagoi tymosyyt-
tien kanssa kdytdnn®llisesti katsoen samalla tavalla kuin
OKT3, ei tdll8in tule esiin. My8s kuviossa 1 esitetyn reak-
tiivisuuskaavan avulla esilld oleva vasta-aine OKT8 voi-
daan todeta ja erottaa muista vasta-aineista.

Taulukosta 2 ilmenee erilaisten monoklonaalisten
vasta-aineiden mddrittelemien antigeenien jakaantuminen
ihmisen perifeerisiin T-soluihin ja lymfosyytteihin; ja-
kaantuminen on mddritetty sarjalla hajotuskokeita esimer-
kissd 3 kuvatulla tavalla. Koska ainoastaan OKT3, OKT4 ja
OKT8 olivat komplementin sitovia monoklonaalisia vasta-ai-
neita, nditd kolmea kdytettiin mddrityksesséi.

Taulukosta 2A ilmenee, ettd koko T-solupopulaatio
reagoi OKT3:n kanssa, kun taas OKT4, OKTS5 ja OKT8 reagoi-
vat 60 %:n, 25 %:n ja 34 %:n kanssa T-soluja. Hajotus
OKT4:114 ja komplementilld vdhensi solujen kokonaislukumdid-
rdd 62 %:1la ja tuhosi spesifisesti OKT4+-populaation. Li-
siksi OKT5 - ja OKT8+—solujen prosentuaalinen osuus kasvoi,
mutta OKTS5'- ja OKT8+-solujen kokonaismddrd ei muuttunut.
Tdstd kokeesta voitiin pddtelld, ettd OKT4+—populaatio ero-
si OKT5'- ja 0KT8+-populaatioista. Lisdd tukea tdlle olet-
tamukselle saatiin kokeesta, jossa T-soluja hajotettiin
OKT8:1la ja komplementilld. T&1l1ld¥in OKT4 - T-solujen pro-
sentuaalinen osuus kasvoi, kokonaislukumddrd pysyi samana,
ja OKT8+- ja 0KT5+-populaatiot tuhoutuivat. Lisdksi ndmd
kokeet osoittivat, ettd OKT8+—populaatio oli vastakkainen
OKT4+-populaatiolle sisdltden koko OKT5+-T-solujakeen.
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Samanlaiset ihmisen tymosyyteilld suoritetut kokeet
antoivat erilaisia tuloksia. Taulukosta 2B ilmenee, ettd
noin 75 % tymosyyteistd@ oli OKT4-positiivisia tai OKT8-po-
sitiivisia. Sitd paitsi hajotettaessa soluja OKT4:114d tai
OKT8:1la ainoastaan 25 % tymosyyteistd jdi jdljelle. Suu-
rin osa jdljelle jddneistd tymosyyteistd reagoi OKT3:n
kanssa, kun taas pieni osa niistd reagoi OKT6:n kanssa.
Ndmd havainnot osoittavat, ettd suurimmalla osalla ihmisen
tymosyyteistd on OKT4-, OKT5~-, OKT6- ja OKT8-pinta-anti-
geenit samassa solussa. Lisdksi taulukosta 2 ilmenee, et-
td kdsiteltdessd soluja OKT8:1la ja OKT4:114 OKT3-antigee-
nin sisdltdvien kypsien tymosyyttien mddrd kasvaa huomatta-
vasti. Tdten suurin osa OKT3:n kanssa reagoivista tymosyy-
teistd on jo erottunut oxT4*- ja OKT8+-jakeiksi, koska suu-
rin osa soluista, jotka eivdt reagoineet OKT4:n ja OKT8:n
kanssa, olivat OKT3-positiivisia. Jos OKT3+-alapopulaatio
olisi sekd OKT4-positiivinen ettd OKT8-positiivinen, hajo-
tus jommalla kummalla monoklonaalisella vasta-aineella oli-
si tuhonnut OKT3:n kanssa reagoivat tymosyytit.

Jotta saataisiin edelleen selville OKT3:n kanssa
reagoivien tymosyyttialapopulaatioiden suhde muiden mono-
klonaalisten vasta-aineiden middrittelemiin tymosyyttifrak-
tioihin, kdsiteltiin tymosyyttejd OKT3:1la ja komplementil-
14 ja kdsittelyssd jiljelle jHddneitd soluja verrattiin sit-
ten kdsittelemdttdmiin tymosyyttipopulaatioihin. Taulukos-
ta 2B ilmenee, ettd OKT3 ja komplementti poisti 25 % tymo-
syyteistd. Sen sijaan OKT4-, OKT5-, OKT6- ja OKT8-vasta-
aineiden kanssa reagoivat populaatiot pysyivdt kdytdnndlli-
sesti katsoen muuttumattomina. Ndistd havainnoista voidaan
pddtelld, ettd suurin osa OKT6-markkerin sisidltivisti tymo-
syyteistd kuuluu OKT3 -populaatioon. Lisiksi tuloksista
voidaan pddtelld, ettd tymosyytit, jotka samanaikaisesti
ilmentdvdt OKT4:n, OKT5:n ja OKT8:n miirittelemit antigee-
nit, rajoittuvat samalla tavalla OKT3 -populaatioon. On
my8s huomattava, ett& OKT9:n kanssa reagoiva tymosyytti-
populaatio ei v&hentynyt k&dsiteltdessd fraktioimattomia
tymosyyttejd OKT3:1la ja komplementilla, mik&d osoittaa,
ettd OKT9+-a1apopulaatio rajoittuu suurimmaksi osaksi
OKT3 -tymosyyttipopulaatioon.
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Ndiden tulosten pohjalta on ollut mahdollista mi4-
rittdd ihmisen tymosyyttien kehitysvaiheet kateenkorvassa.

Kuviosta 2 ilmenee, ett# kdytdnn®llisesti katsoen
kaikissa tymosyyteissd on OKT10-markkeri. Lisiksi tymosyy-
tit saavat varhaisessa vaiheessa OKT9-antigeenin (Thyl ja
Thy2) . Tdmd vaihe k&sittdd vain pienen osan tymosyyteistd,
ja siihen kuuluu noin 10 % ei-fraktioidusta populaatiosta.

Sen jdlkeen ihmisen tymosyytit saavat OKT6:n mad-
ritteleman tymosyyttiantigeenin ja samanaikaisesti ne
ilmentdvdt OKT4:n, OKT5:n ja OKT8:n (Thy4). Jilkimmiinen
alapopulaatio edustaa valtaosaa tymosyyteistd, ja
siihen kuuluu yli 70-80 % tymosyyttipopulaatiosta. Tymo-
syyttien edelleen kypsyessd niiden OKT6-reaktiivisuus hi-
vidd, ne tulevat reaktiivisiksi OKT3:n (ja OKTl:n) kanssa
ja erottuvat OkT4'- ja OKT5+/OKT8+-jakeiksi (Thy7 ja Thy8).
Nayttdd siltd, ettd viimeisessid vaiheessa tymosyyttien ir-
rotessa kateenkorvasta perifeeristen T-solujen joukkoon,
niiden OKTlO0-markkeri hividi, silld tami antigeeni puuttuu
kdytédnnsllisesti katsoen kaikilta perifeerisiltd T-lymfo-
syyteiltd. Ndiden kolmen pi#dkehitysvaiheen vilisii mahdol-
lisia siirtymdvaiheita on merkitty kuviossa 2 Thy3:lla,
Thy5:114 ja Thyé6:1la.

Koska akuutin T-solujen lymfoblastileukemian on ar-
veltu johtuvan epdkypsistd tymosyyteistd, mddritettiin
T-ALL-leukemiaa sairastavista henkil&$isti eristettyjen kas-
ﬁainsolujen ja mainittujen oletettujen tymosyyttien kehi-
tysvaiheiden v&linen suhde. Mddrityksessd kdytettiin T-ALL-
leukemiaa sairastavista henkildisti eristettyd 25 kasvain-
solupopulaatiota ja kolmea T-solulinjaa, jotka oli etuki-
teen tutkittu tavanomaisilla anti-T-solureagensseilla ja
E-rosetoinnilla. Taulukosta 3 ilmenee, etti suurin osa
T-ALL-leukemiasoluista reagoi joko pelkdn OKT10:n tai OKT9:n
ja OKT1l0:n kanssa, mutta solut eivit reagoineet muiden mo-
noklonaalisten vasta-aineiden kanssa. Titen 15/25 tutkituis-
ta tapauksista ndytti sisiltivin varhaisen tymosyyttivai-
heen antigeeneja (vaihe 1).

Sitd vastoin 5/25 tapauksista reagoi OKT6:n kanssa,
mistd voidaan vetdd se johtopdidtds, ettd ne ovat perdisin
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kypsemmdstd tymosyyttipopulaatiosta (vaihe 2). Tdmd T-ALL-
ryhmd reagoi eri tavoin OKT4:n, OKTS8:n ja OKT9:n kanssa,

kuten taulukosta 3 ilmenee. Kahdella viidesosalla potilaista

oli sellaisia kasvainsoluja, jotka sisdlsivdt suurimman

Osan tavallisista tymosyyttiantigeeneista, mukaan lukien

OKT4, OKT6 ja OKT8. On huomattava, etti OKTS ei esiinny

yhdessikiin niisti viidestd vaiheen 2 kasvaimesta,

vaikka-
kin OKTB8-reaktiivisuutta havaittiin.

Tdstd jdlkimmiisestd

tuloksesta voidaan selvisti vetdd se johtopdadtds, ettd OKTS

ja OKTB midrittelevidt eri antigeeneja tai eri determinant-

teja samassa antigeenissa. Lopuksi 1/25:1la potilaista oli

sellaisia kasvaimia, jotka olivat perdisin kypsdstd tymo-

Syyttipopulaatiosta (vaihe 3) OKT3-reaktiivisuuden perus-

teella mddritettynd. Tamin henkildn kasvain oli lisiksi

reaktiivinen OKTS:n, OKT8:n ja OKT1l0:n kanssa. Tutkituista

25 leukemiapopulaatiosta ainoastaan nelji oli sellaista,
joita ei voitu selvisti luokitella. Ndistd kolme oli
OKT4- ja OKT8-positiivisia,

mutta ne eivat reagoineet OKT3:n
eikd OKT6:n kanssa,

jolloin ne olivat todenndk6isimmin
Thyd4:n ja Thy7, 8:n vialisii siirtymdvaiheita. Yksi 25 ta-
pauksesta osoittautui olevan Thy3:n ja Thyd4:n vidlinen siir-

tymdvaihe, sillid se oli reaktiivinen OKT8:n ja OKT1l0:n

kanssa.

Myés T-ALL-kasvainpopulaatiocista perdisin olevissa

T-solulinjoissa oli soluja, jotka edustivat tiettya tymo-

Syyttien kehitysvaihetta. Taulukosta 4 ilmenee, etti HSB-2

reagoi yksinomaan OKT9:n ja OKT10:n kanssa, ja tdten se

mddrittelee vaiheesta 1 perdisin olevan kasvainpopulaation.

Sitd vastoin CEM-T-solulinja reagoi OKT4:n, OKT6:n, OKT9:n

ja OKT10:n kanssa Ja se osoittautui olevan perdisin vaiheen

2 tymosyyteisti. Lopuksi solulinja MOLT-4 on ilmeisesti

HSB-2:n ja CEM:in vililli oleva 1eukemiatransformaatio,

silld se ekspressoi OKT6:n, OKT8"n, OKT9:n ja OKTl0:n.

Koska my&hempien vaiheiden (esim. vaiheen II) T-so-

lujen akuuttia lymfoblastileukemiaa sairastavien henkil&i-
den on todettu parantuvan tdydellisemmin kuin vaiheen I
ALL-leukemiaa sairastavien, OKT8-vasta-aineen avulla voi-
daan vetdd johtopddtbksid T-solujen ALL-leukemiaa sairasta-
van henkildn prognoosista.
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Taulukosta 5 ilmenee perifeeristen T-solujen ja
T-solujakeiden pitoisuuksien ja eri tautitilojen vdlinen
suhde. Nditd suhteita voidaan kdyttdd terapeuttisiin tar-
koituksiin tautitilojen aiheutuessa jonkin T-solujakeen
kohonneesta pitoisuudesta (esim. tyyppid I oleva agamma-
globulinemia). T&118in potilaalle, jolla esiintyy ylimad-
rin jotakin T-solujaetta, annetaan sopivaa monoklonaalis-
ta vasta-ainetta, jolloin ylimddrd saadaan vihenemddn tai
kokonaan poistetuksi.

My8s taulukoissa 2 - 5 esitettyjen suhteiden
avulla OKT8-vasta-aine voidaan todeta ja erottaa muista
vasta-aineista.

Muita monoklonaalisia vasta-aineita tuottavia
samojen hakijoiden valmistamia hybridomeja (OKT1l, OKT3,
OKT4 ja OKT5) on kuvattu seuraavissa FI-patenttihakemuk-
sissa 800846, 801343, 801342 ja 802917. Ndiden lisdksi
muita monoklonaalisia vasta-aineita tuottavia samojen ha-
kijoiden valmistamia hybridomeja (OKT6, OKT9 ja OKT10) on
kuvattu FI-patenttihakemuksissa 803755, 803756 ja 803757.

Kyseisen vasta-aineen OKT8 havaittiin kuuluvan
IgGZa-alaluokkaan, joka on yksi hiiren IgG:n neljdstd
alaluokasta. N&md immunoglobuliini G:n alaluokat erocavat
toisistaan ns. "kiinteiltd" alueiltaan, vaikkakin tietyl-
le antigeenille spesifisen vasta-aineen rakenteessa on ns.
"vaihtuva" alue, joka on toiminnallisesta samanlainen
riippumatta siitd, mihin immunoglobuliini G:n alaluokkaan
se kuuluu. Toisin sanoen monoklonaalinen vasta-aine, jol-
la on edelli kuvatut tunnusmerkit, voi kuulua alaluokkiin
1gG, - Inga, IgG2b tai 1gG, tai luokkiin IgM tai IgA tai
muihin Ig-luokkiin. N&iden luokkien tai alaluokkien erot
eivdt vaikuta vasta-aineen reaktiivisuuden selektiivisyy-
teen, mutta ne voivat vaikuttaa siihen, miten vasta~aine
reagoi my8hemmin muiden aineiden, esimerkiksi komplemen-
tin tai anti-hiiri-vasta-aineiden kanssa. Vaikka kdsilld
oleva vasta-aine kuuluu spesifisesti IgGZa—alaluokkaan,
edelld kuvatulla tavalla reagoivat vasta-aineet on tarkoi-

tettu kuuluviksi kdsilld olevan keksinndn suojapiiriin
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riippumatta siitd, mihin immunoglobuliiniluokkaan tai
-alaluokkaan ne kuuluvat.

Esilld olevaa vasta-ainetta OKT8 voidaan kdyttédd
tymosyyttien erilaistumisen toteamiseen ja tutkimiseen,
kuten kuviossa 2 on esitetty.

Tautitiloja (esim. akuuttia tarttuvaa mononukle-
oosia tai pahanlaatuisia tauteja, kuten vaiheen II ALL-
leukemiaa), jotka aiheutuvat OKT8+-solujen ylimdardstd,
voidaan hoitaa antamalla potilaalle terapeuttisesti vai-
kuttava mddrd OKT8-vasta-ainetta. Reagoimalla selektiivi-
sesti OKT8+-antigeenin kanssa, vaikuttava mddréd OKT8-
vasta-ainetta vdhentdd ylim8&8rin esiintyvié OKT8+-soluja
vaikuttaen tdten taudin kulkuun edullisesti. Vasta-ainet-
ta OKT8 voidaan sisdllyttdd terapeuttisiin koostumuksiin,
jotka muodostuvat vaikuttavista mddristd OKT8-vasta-
ainetta ja farmaseuttisesti hyvdksyttévistéd@ kantaja-

aineista.

Taulukko 1
Monoklonaalisten vasta-aineiden reaktiivisuus ihmisen lym-
foidipopulaatioiden kanssa

Monoklonaalinen Perifeerinen Luuydin Kateenkorva

vasta-aine veri (6) (22)
et E”

OKT6 0% 0% 03 70 %

OKT8 30 8 0 <2 % 80 &

OKT9 0% 0% 0 % <10 %

OKT10 <5 % 10 % <20 % 95 %

Suluissa olevat luvut merkitsevdt tutkittujen
naytteiden mddré&4.

$-arvot ovat keskiarvoja.
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Taulukko 4 7 5 3 6 6

Solulinjojen reaktiivisuus monoklonaalisten vasta-
aineiden kanssa

Solulinja  OKT3  OKT4 OKTS . OKT6  OKT8 OKT9 OKT10
HSB-2 = - -

- - + +
CEM - + - + + +
MOLT-4 - - - + + + +

xKriteerit (-)- ja (+) -reaktiivisuudelle olivat samat kuin
taulukossa 3.
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75366

Perifeeristen T-solujen pitoisuudet eri tautitiloissa

Tautitila T-solujen pitoisuudet

OKT3+ OKT4T OKTS+  CKT8+

OKT6+

Primddrinen maksa-

kirroosi (2) N + - = -
Multippelisklerocosi
(pitkdlle edennyt) (8) - N - - -

Myasthenia Gravis
(ei hoidettu varhaisessa © 0 o) 0 o}
vaiheessa) (3)

Akuutti elinsiirto (3) o

- - 0 + +
Agammaglobulinemia

Tyyppi I +

Tyyppi 11 o)

Hyper IgE (4) - N O«+-— O¢+++ = -
Akuutti mononukleocosi-

+ oo

infektio (4 0 ++ ++ 0
Hodgkinsin tauti

Vaiheet Is II N N N N 0

Vaiheet IIT & 1V - N N N o

Psoriasis (3/5) N + oo+t M N o)

N = normaali pitoisuus

O = puuttuu

+ = normaalia suurempi

++ = huomattavasti normaalia suurempi

- = normaalia pienempi

-- = huomattavasti normaalia pienempi

*) Ndmd pitoisuudet palaavat normaaleiksi noin viikkoa ai-
kaisemmin kuin kliiniset oireet hdvidvit

Suluissa olevat luvut ilmaisevat tutkittujen potilai-
den lukumddrdn
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Patenttivaatimukset 7 5 3 6 6

1. Menetelmd@ IgG-luokkaan kuuluvan komplementin
sitovan monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi, joka
vasta-aine

a) reagol heikentdj&-T-solujen kanssa (noin 30 %
ihmisen normaaleista T-soluista), alle 2 %:n kanssa ihmi-
sen normaaleja luuydinsoluja eikd lainkaan B-solujen eikd
nollasolujen kanssa,

b) reagoi noin 80 %:n kanssa ihmisen normaaleja
tymosyyttejd,

c) reagoi noin 34 %:n kanssa kédsittelemdttdmid pe-
rifeerisid T-soluja, 95 %:n kanssa perifeerisid T-soluja,
jotka on etukdteen ké&sitelty hybridisolulinjan ATCC CRL
8002 avulla valmistetulla monoklonaalisella vasta-aineella
ja komplementilla, ei lainkaan perifeeristen T-solujen
kanssa, jotka on etukdteen kdsitelty hybridisolulinjan
ATCC CRL 8014 avulla valmistetulla monoklonaalisella vas-
ta-aineella ja komplementilla, 75 %:n kanssa késittelemdt-
t8mid tymosyyttejé, 55 %:n kanssa tymosyyttejd, jotka on
etukdteen kdsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL 8002 avulla
valmistetulla monoklonaalisella vasta-aineella ja komple-
mentilla, 90 %:n kanssa tymosyyttejd, jotka on etukdteen
kdsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL 8001 avulla valmiste-
tulla monoklonaalisella vasta-aineella ja komplementilla,
eikid lainkaan tymosyyttien kanssa, jotka on etukdteen kdsi-
telty hybridisolulinjan ATCC CRL 8014 avulla valmistetulla
monoklonaalisella vasta-aineella ja komplementilla,

d) reagoi ALL-T-soluvaiheiden kanssa, jotka kuuluvat
vaiheen Thy 3, Thy 4 tai Thy 4 - 6 tavallisiin tymosyyttei-
hin tai vaiheen Thy 8 my8hdisiin tymosyytteihin, mutta ei
reagoi ALL-T-soluvaiheiden kanssa, jotka kuuluvat vaiheen

I tymosyytteihin tai vaiheen Thy 3-4 tavallisiin tymosyyttei-

hin, _

e) reagoi solulinjojen CEM- ja MOLT-4 kanssa, mutta
ei solulinjan HSB-2 kanssa, ja

f) mddrittelee T-solupopulaation (OKT8+), jota
esiintyy normaalia pienempind pitoisuuksina primd&drisessd

maksakirroosissa ja multippeliskleroosissa, puuttuu koko-
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naan tai esiintyy normaalia pienempind pitoisuuksina hyper-
IgE:ssd,normaalia suurempina pitoisuuksina akuutissa elin-
siirtoreaktiossa, huomattavsti normaalia suurempina pitoi-
suuksina akuutissa tarttuvassa mononukleoosissa, puuttuu
tdysin myasthenia graviksessa ja esiintyy normaaleina pitoi-
suuksina kaikissa Hodkinsin taudin vaiheissa ja psoriasik-

sessa,

tunnettu siitd, ettd menetelmddn kuuluu seuraavat
vaiheet:

A) valmistetaan hybridooma ATCC CRL 3014

i) immunisoimalla hiiri& ihmisen tymosyyteilld,

ii) poistamalla pernat mainituista hiiristd ja
valmistamalla pernasolususpensio,

iii) yhdist&m&lld mainitut pernasolut hiiren mye-
loomasoluihin yhdistédmiskatalysaattorin l&sndollessa,

iv) laimentamalla ja viljelemd@lld yhdistettyjé
soluja erillisissd syvennyksissd vdliaineessa, jossa va-
paat myeloomasolut eivdt kasva,

v) arvioimalla eri syvennyksien hybridoomapitoinen
pintaneste sen suhteen, sisdltddk® se E-rosettipositiivi-
sille puhdistetuille T-soluille tai ihmisen tymosyyteille
spesifistd vasta-ainetta,

vi) valikoimalla ja kloonaamalla hybridooma ATCC
CRL 8014, joka tuottaa vasta-ainetta, joka reagoi kdytdn-
n8llisesti katsoen kaikkien ihmisen normaalien heikent&ja-
T-solujen kanssa, alle 2 %:n kanssa ihmisen normaaleja
luuydinsoluja eikd lainkaan ihmisen normaalien perifeeris-
ten B-solujen eikd nollasolujen kanssa, ja

B) valmistetaan monoklonaalinen vasta-aine

vii) viljelemdlld hybridoomaa ATCC CRL 8014 sopi-
vassa vdliaineessa, ja

viii) ottamalla vasta-aine talteen mainitun hybri-

dooman pintanesteestd.
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2. Menetelmd IgG-luokkaan kuuluvan komplementin
sitovan monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi, jo-

ka vasta-aine
a) reagoi heikentdj&-T-solujen kanssa (noin 30 %

ihmisen normaaleista T-soluista), alle 2 %:n kanssa ihmi-
sen normaaleja luuydinsoluja eikd lainkaan B-solujen eikd
nollasolujen kanssa,

b) reagoi noin 80 %:n kanssa ihmisen normaaleja
tymosyyttejd,

c) reagoi noin 34 %:n kanssa kdsittelemdtt®mid pe-
rifeerisid T-soluja, 95 %:n kanssa perifeerisid T-soluja,
jotka on etukdteen kdsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL
8002 avulla valmistetulla monoklonaalisella vasta-aineella
ja komplementilla, ei lainkaan perifeeristen T-solujen
kanssa, Jjotka on etukdteen kdsitelty hybridisolulinjan
ATCC CRL 8014 avulla valmistetulla monoklonaalisella vas-
ta-aineella ja komplementilla, 75 %:n kanssa kédsittelemit-
t8mid tymosyyttej&, 55 %:n kanssa tymosyyttejd, jotka on
etukdteen kdsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL 8002 avulla
valmistetulla monoklonaalisella vasta-aineella ja komple-
mentilla, 90 %:n kanssa tymosyyttejd, jotka on etukédteen
kdsitelty hybridisolulinjan ATCC CRL 8001 avulla valmiste-
tulla monoklonaalisella vasta-aineella ja komplementilla,
eikd lainkaan tymosyyttien kanssa, jotka on etukdteen kdsi-
telty hybridisolulinjan ATCC CRL 8014 avulla valmistetulla
monoklonaalisella vasta-aineella ja komplementilla,

d) reagoi ALL-T-soluvaiheiden kanssa, jotka kuuluvat
vaiheen Thy 3, Thy 4 tai Thy 4 - 6 tavallisiin tymosyyttei-
hin tai vaiheen Thy 8 my8h&isiin tymosyytteihin, mutta ei

reagoi ALL-T-soluvaiheiden kanssa, jotka kuuluvat vaiheen

I tymosyytteihin tai vaiheen Thy 3-4 tavallisiin tymosyyttei-

hin, _

e) reagoi solulinjojen CEM- ja MOLT-4 kanssa, mutta
ei solulinjan HSB-2 kanssa, ja

f) mddrittelee T-solupopulaation (OKT8+), jota
esiintyy normaalia pienempind pitoisuuksina primddrisesséd

maksakirroosissa ja multippeliskleroosissa, puuttuu koko-
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naan tai esiintyy normaalia pienempind pitoisuuksina hyper-~
IgE:ssd,normaalia suurempina pitoisuuksina akuutissa elin-
siirtoreaktiossa, huomattavsti normaalia suurempina pitoi-
suuksina akuutissa tarttuvassa mononukleoosissa, puuttuu
tdysin myasthenia graviksessa ja esiintyy normaaleina pitoi-
suuksina kaikissa Hodkinsin taudin vaiheissa ja psoriasik-
sessa,
tunnettau siitd, ettd menetelmdin kuuluu seuraavat
vaiheet:

A) valmistetaan hybridooma ATCC CRL 8014

i) immunisoimalla hiiri& ihmisen tymosyyteilli,

ii) poistamalla pernat mainituista hiiristi ja
valmistamalla pernasolususpensio,

iii) yhdist&@m&114 mainitut pernasolut hiiren mye-
loomasoluihin yhdistdmiskatalysaattorin l&sn&dollessa,

iv) laimentamalla ja viljelem#lli yhdistettyji
soluja erillisissd syvennyksissd vdliaineessa, jossa va-
paat myeloomasolut eividt kasva,

v) arvioimalla eri syvennyksien hybridoomapitoinen
pintaneste sen suhteen, sisiltdik8 se E-rosettipositiivi-
sille puhdistetuille T-soluille tai ihmisen tymosyyteille
spesifistd vasta-ainetta,

vi) valikoimalla ja kloonaamalla hybridooma 27CC
CRL 8014, joka tuottaa vasta-ainetta, joka reagoi kdytén-
n8llisesti katsoen kaikkien ihmisen normaalien heikent&dja-
T-solujen kanssa, alle 2 %:n kanssa ihmisen normaaleja
luuydinsoluja eikd lainkaan ihmisen normaalien perifeeris~-
ten B-solujen eikd nollasolujen kanssa, ja

B) valmistetaan monoklonaalinen vasta-aine

vii) siirt@m&ll3 hybridooma ATCC CRL 8014
intraperitoneaalisesti hiiriin, ja

viii) ottamalla vasta-aine talteen hiirien pahan-

laatuisesta vesivatsasta tai seerumista.
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1. F8rfarande f8r framstdllning av en monoklonal
antikropp, som h&r till IgG-klassen och binder komplement,
och vilken antikropp

a) reagerar med suppressor-T-celler (ungefdr 30 %
av mdnniskans normala T-celler), med under 2 % av minnis-
kansa normala benmdrgsceller och inte alls med B-celler
eller nollceller,

b) reagerar med cirka 80 % av minniskans normala
tymocyter,

c) reagerar med cirka 34 % av obehandlade perifera
T-celler, med 95 % av perifera T-celler, som pa f8rhand be-
handlats med en medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8002 fram-
stdlld monoklonal antikropp och med komplement, inte alls
med perifera T-celler, som pd f&rhand behandlats med en
medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8014 framst&lld monoklonal
antikropp och med komplement, med 75 % av obehandlade tymo-
cyter, med 55 % av tymocyter, som p& f8rhand behandlats
med en medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8002 framst&lld
monoklonal antikropp och med komplement, med 90 % av tymo-~
cyter, som pa f8rhand behandlats med en medelst hybridcell-
linjen ATCC CRL 8001 framst#1l1ld monoklonal antikropp och
med komplement, och inte alls med tymocyter, som pa f&rhand
behandlats med en medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8014
framstdlld monoklonal antikropp och med komplement,

d) reagerar med ALL-T-cell-stadier, som hdr till
vanliga tymocyter i stadium Thy 3, Thy 4 eller Thy 4 - 6
eller till sena tymocyter i stadium Thy 8, men inte reage-
rar med ALL-T-cell-stadier, som h8r till tymocyter i sta-

dium I eller till vanliga tymocyter i stadium Thy 3-4,

e) reagerar med cellinjer CEM och MOLT-4, men inte
med cellinjen HSB-2, och

f) definierar en T-cellpopulation (OKT+), som fbre-
kommer i mindre halter &n normalt vid primir levercirros
och multipel skleros, saknas totalt eller f8rekommer i
mindre halter &n normalt vid hyper IgQE, i st®rre halter &n
normalt vid en akut transplantationsreaktion, i betydligt
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st8rre halter &n normalt vid akut infektids mononukleos,
saknas totalt vid myasthenia gravis och f8rekommer i nor-
mala halter i samtliga stadier av Hodkins sjukdom och pso-
riasis,
kdnnetecknat ddrav, att f&rfarandet omfattar
de f3ljande stegen: man

A) framstédller hybridoma ATCC CRL 8014 genom

i) immunisering av m8ss med mdnniskans tymocyter,

ii) avldgsning av mjdltarna fr&n ndmnda m&ss och
framstdllning av en mjdltcellsuspension,

iii) fusionering av ndmnda mjdltceller med musmye-
lomceller i ndrvaro av en fusionskatalysator,

iv) utspddning och odling av de fusionerade celler-
na i separata brunnar i ett medium, ddr fria myelomceller
inte viaxer,

v) evaluering av supernatanten i varje brunn som
innehdller ett hybridoma med avseende pd ndrvaro av en an-
tikropp mot E-rosett-positiva, renade T-celler eller mdn-
niskans tymocyter,

vi) vdljning och kloning av hybridoma ATCC CRL 8014,
som producerar en antikropp, vilken reagerar med praktiskt
taget alla mé&nniskans normala suppressor-T-celler, med un-
der 2 % av mdnniskans normala benmdrgsceller och inte alls
med ménniskans normala perifera B-celler eller nollceller,
och

B) framstdller den monoklonala antikroppen genom

vii) odling av hybridoma ATCC CRL 8014 i ett ldmp-
ligt medium, och

viii) tillvaratagande av antikroppen fran superna-
tanten Yver né&mnda hybridoma.

2. F8rfarande f8r framstdllning av en monoklonal
antikropp, som h8r till IgG-klassen och binder komplement,
och vilken aktikropp

a) reagerar med suppressor-T-celler (ungefdr 30 %
av mdnniskans normala T-celler), med under 2 % av midnnis-
kans normala benmdrgsceller och inte alls med B-celler el-
ler nollceller,
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b) reagerar med cirka 80 % av mdnniskans normala
tymocyter,

¢) reagerar med cirka 34 % av obehandlade perifera
T-celler, med 95 % av perifera T-celler, som pd f&rhand be-
handlats med en medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8002 fram-
stdlld monoklonal antikropp och med komplement, inte alls
med perifera T-celler, som pd f6rhand behandlats med en
medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8014 framst&lld monoklonal
antikropp och med komplement, med 75 % av obehandlade tymo-
cyter, med 55 % av tymocyter, som pd f8rhand behandlats
med en medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8002 framst&dlld
monoklonal antikropp och med komplement, med 90 % av tymo-
cyter, som pa f6rhand behandlats med en medelst hybridcell=-
linjen ATCC CRL 8001 framst&lld monoklonal antikropp och
med komplement, och inte alls med tymocyter, som pd f®8rhand
behandlats med en medelst hybridcellinjen ATCC CRL 8014
framstdlld monoklonal antikropp och med komplement,

d) reagerar med ALL-T-cell-stadier, som h&r till
vanliga tymocyter i stadium Thy 3, Thy 4 eller Thy 4 - 6
eller till sena tymocyter i stadium Thy 8, men inte reage-
rar med ALL-T-cell-stadier, som h8r till tymocyter i sta-

dium I eller till vanliga tymocyter i stadium Thy 3-4,

e) reagerar med cellinjer CEM och MOLT-4, men inte
med cellinjen HSB-2, och
f) definierar en T-cellpopulation (0KT+), som fére

kommer i mindre halter &n normalt vid primdr levercirros
och multipel skleros, saknas totalt eller f8rekommer i
mindre halter &n normalt vid hyper IgE, i st8rre halter &n
normalt vid en akut transplantationsreaktion, i betydligt
st8rre halter &n normalt vid akut infekti®s mononukleos,
saknas totalt vid myasthenia gravis och f8rekommer i nor-
mala halter i samtliga stadier av Hodkins sjukdom och pso-

riasis,
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k@&n netecknat ddrav, att f8rfarandet omfattar
de f8ljande stegen: man

A) framstdller hybridoma ATCC CRL 8014 genom

i) immunisering av m8ss med mdnniskans tymocyter,

ii) avldgsning av mjédltarna fr&n ndmnda m8ss och
framstdllning av en mjdltcellsuspension,

iii) fusionering av ndmnda mjdltceller med musmye-
lomceller i ndrvaro av en fusionskatalysator,

iv) utspddning och odling av de fusionerade celler-
na i separata brunnar i ett medium, ddr fria myelomceller
inte vidxer,

v) evaluering av supernatanten i varje brunn som
innehdller ett hybridoma med avseende pd& nédrvaro av en an-
tikropp mot E-rosett-positiva, renade T-celler eller mdn-
niskans tymocyter,

vi) vdljning och kloning av hybridoma ATCC CRL 8014,
som producerar en antikropp, vilken reagerar med praktiskt
taget alla m&nniskans normala suppressor-T-celler, med un-
der 2 % av mdnniskans normala benmdrgsceller och inte alls
med mdnniskans normala perifera B-celler eller nollceller,
och

B) framstdller den monoklonala antikroppen genom

vii) infbrande av hybridoma ATCC CRL 8014 i m&ss,
och

vii) tillvaratagande av antikroppen frén mdssens

maligna ascites eller serum.

Viitejulkaisuja-Anférda publikationer

Julkisia suomalaisia patenttihakemuksia:-0ffentliga finska patentan-
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