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Menetelmd ja koostumus fagosyyttisen vasteen mi3rittimiseksi

Foérfarande och sammansittning f6r indikering av fagocytiskt svar

Keksinté kohdistuu koemenetelmidn organismin tulehdusta vastustavan ky-

vyn mittaamiseksi, siind kdyttdkelpoisiin koostumuksiin ja menetelmiin

tdllaisten koostumusten valmistamiseksi.

Havaintoja, ettd tietyt verestd ja elimistd, kuten keuhkoista l&ydetyt
fagosyyttiset solut tuottavat valoa partikkelien kuten bakteerien tai
elottomien koostumusten fysikaaliseen soluun tunkeutumisen tuloksena on
julkaistu jo vuosia titeiskirjallisuudessa. Nimi havainnot perustuvat
tiettyihin veressd tai elimissi tavattaviin soluihin, joiden toiminnan
tiedetddn olevan kriittinen sellaisten partikkelien kuten bakteerien et-
simisessd, sybmisess# (nielaisemisessa) ja tappamisessa monimutkaisten
kemiallisten mekanismien avulla. Nidmi solut voivat my8skin etsid ja pois-—
taa ei-infektoivia ainelita kuten ilmasta perdisin olevia partikkelimai-
sla epdpuhtauksia. Osana tissd solun kemiallisessa mekanismissa on suh-
teellisen suurienergisten happivdlituotteiden tuottaminen. Solu tuottaa
nditd kemikaaleja tullessaan stimuloiduksi fagosyyttisesti. Nimi korkea-
energiset happivdlituotteet voivat asettua elmmille emergiatasoille ja
tdssd prosessissa syntyy valoa. Vaikka ni#m# alhaiset valon tasot ovat
mitattavissa sellaisia instrumentteja kuten nestetuikespektrometreji
kéytrden, tdmd on erittidin hankala tekniikka, jolla ei voida analysoida
nopeasti suuria néytemddrid tal ndytteitd, joissa on tutkittavana suuri
joukko muuttujia. Ja vaikka t#mi ilmi& on tunnettu jo jonkin aikaa, sii-
td on ollut hyStyd vain vdhin johtuen yllikuvatuista rajoituksista ja

vaikeuksista saada suhteellisen stabiileja reagensseja.

Tdmid keksintd kohdistu; menetelmiddn erilaisten fagosyyttisten solujen
fagosyyttisen vasteen mittaamiseksi. TH#llainen menetelmi perustuu orga-
nismin kdyttidmdin fagosytoosi-prosessiin tulehduksen vastustamiseksi tat
partikkelimaisen materiaalin poistamiseksi keuhkoista jne. Verestd tai
elimesté johdettujen fagosyyttisten solujen niyte otetaan ihmisesti tai
eldimistd ja siihen lis#tdin partikkeleita sisdltivii materiaalia, jonka

fagosyyttiset solut nielaisevat. Solut vastaavat partikkeleita sisilti-
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vdin materiaaliin ja tuottavat happivdlituotteita, jotka vuorostaan rea-
goivat partikkeleita sisdltdvdn materiaalin kemikaalin kanssa. Té&mi reak-

tio tuottaa tuloksena valoa. Niin tuotettu valo vastaanotetaan ja mita-

taan.

Keksintd kohdistuu lis#ksi tidllaiseen partikkeleita sisidltiviin reagens-
siin, joka soveltuu solujen fagosytosoitavaksi ja joka kdsittdd polymee-
rirakeita, jotka on pinnoitettu proteiineilla, joihin luminoiva kemikaa-

1i kuten 5-amino-2,3,dihydro-1,4~ftalaaliatsiinidioni (luminol) sitoutuu.

Keksintd kohdistuu edelleen toiseen tdllaiseen partikkeleita sisiltdviin
reagenssiin, joka soveltuu solujen fagosytosoitavaksi ja joka kdsittdid
polysakkaridipartikkeleita, jotka on johdettu hiivasclujen seinistd

(zymosan) ja joihin luminoivaan kemikaaliin (luminol) sekoitetut proteii-

nit on adsorboitu.

Keksint8 kohdistuu edelleen menetelmésn timin keksinnén mukaisten pinnoi-~
tettujen, partikkelimaisten polymeerirakeiden valmistamiseksi. Polymeeri-
rakeet, n, 2-9 p halkaisijaltaan, pinnoitetaan proteiinilla ja luminoival-
la kemikaalilla. Proteiini voidaan peittd# luminoivalla kemikaalilla tai
luminoiva kemikaali voidaan sekoittaa proteiiniin ja molemmat yhdessi
voidaan tuoda polymeerirakeiden pinnalle. Saadut partikkelit pestidin,

suspendoidaan uudelleen lopulliseen konsentraatioon ja lyofilisoidaan,

Edelleen keksintd kohdistuu menetelméién timidn keksinndn mukaisesti kiy-
tettdvien pinnoitettujen zymosan-partikkeleiden valmistamiseksi. Zymosan-
partikkelit pinnoitetaan proteiinilla. Luminol sekoitetaan pinnoitettu-
jen partikkeleiden kanssa ja saatu materiaali lyofilisoidaan stabiilik-

si, homogeeniseksi tuotteeksi,

Edelld kuvattu ja muut t#min keksinndn piirteet ja edut ilmenevit tarkem-—

min seuraavasta kuvauksesta ja piirroksista.

Kuvio 1 osoittaa laimennetun tdysveren kemiluminesenssikokeen tyypilli-

sen vasteen kiytettdessd zymosan-pohjaista reagenssia.

Kuvio 2 osoittaa eristetyn neutrofiili-kokeen tyypillisen vasteen kiytet-
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tiessi zymosan-pohjaista reagenssia.

Kuvio 3 osoittaa eristetyn neutrofiili-kokeen tyypillisen vasteen kiytet-

tdessid polymeerirea-pohjalsta reagenssia.

Kuvio 4 osoittaa laimennetun tdysveren kemiluminesenssikokeen tyypillisen

vasteen kdytettdess# zymosan-pohjaista reagenssia,

Kuvio 5 csoittaa eristetyn neutrofiili-kokeen tyypillisen vasteen kidytet-

tdessd zymosan-pohjalsta reagenssia.

Kuvio 6 osoittaa eristetyn neutrofiili-kokeen tyypillisen vasteen kiytet-

tiessd polymeeripohjaista reagenssia.

Vaikkakin mitid tahansa partikkelimaista fagosyyttiseen solusysteemiin so-
pivaa materiaalia voidaan kdyttdd, orgaanisen polymeerimateriaalin ja
partikkelimaisten polyakryyliamidien (esim. Bio-Rad R -partikkelit,

Richmond, California) ja zymosan-partikkeleiden on havaittu olevan eri-

tyisen sopivia.

Jotta tdmd systeemi toimisi sopivasti, on vdlttimdténtd pinnoittaa par-
tikkelimateriaall proteiinilla. T4td pinnoitusta voidaan tidydentdd sito-
malla proteiini partikkeliin kemiallisesti tai yksinkertaisella elektro-
staattisella adsorptiolla. Mitd tahansa sopivaa proteiinia tai proteii-
nien seosta voidaan kiytt#H rakeiden herkistimisessi. Sopiviin proteii-

neihin lukeutuvat puhdistettu humaani tai el#imen immunoglobuliini G.

Seuraavaksi luminoiva kemikaali, joko kemiallisesti tai adsorptiolla,
pinnoitetaan tai sekoitetaan proteiinilla pinnoitettuihin partikkeleihin.
Vaikkakin mit&d tahansa luminoivaa kemikaalia, joka reagoi happividlituot-—
teiden kaq;sa tuottaen suorasti tai epdsuorasti valoa, voldaan kdyttii,
luminolin (esim. tuottaa Eastman Organics, Rochester, New York) on havait-
tu olevan erittdin sopivan. Jos kiytet#in polymeerirakeita, luminol liuo-
tetaan puskurin vesiliuokseen ja edullisesti reagoitetaan reaktiiviseksi
atsovdlituotteeksi, Atsovidlituote reagol sitten proteiinilla pinnoitettu-
jen polymeeripartikkelien kanssa, Tdmd johtaa atsoluminol-proteiiniadduk-

tiin samoin kuin elektrostaattisesti sitoutuneeseen luminol-polyakryyli-



10

15

20

25

30

35

amidiin. Saadut partikkelit pestdin, suspendoidaan uudelleen lopulliseen
kongsentraatioon, tdytetiin viaalethin ja lyofilisoidaan. THsti prosesis-

ta saadaan stabiili, homogeeninen tuote.

Luminol voidaan my&skin yksinkertaisesti sekoittaa zymosan-partikkelei-
den suspensioon, jonka partikkelit on aikaisemmin pinnoitettu sopivalla
proteiinilla. Saatu seos tdytetdin viaaleihin ja lyofilisoidaan. THstd

prosessista saadaan stabiili, homogeeninen tuote.

Ylldkuvattu lyofilisoitu tuote on veteen sekoittamisen jdlkeen valmista

kédytettdvdksi koemenetelmissi.

Koemenetelmissid, jossa kdytettiin polymeeripartikkeleita 1,000,000~

n. 2,000,000 polyakryyliamidipartikkelia 50 mikrolitrassa puskuria sekoi-
tettiin n. 200,000 puhdistetun fagosyyttisolun kamssa 100 mikrolitrassa
puskuria. Zymosan~partikkeliden yhteydessi kdytetyt kaksi koemenetelmii
olivat: (1) tdysveri laimennetaan suhteessa 1:3 (yksi osa antikoaguloi-
tua verta, kaksi osaa puskuria). Viisikymmentd mikrolitraa titi laimennus-
ta sekoitetaan 200 mikrolitraan luminolia sisdltdviin, pinnoltettuun zy-
mosaniin. Kukin millilitra zymosan-seosta sisdltidd keskimdidrin

50,000,000 partikkelia; ja (2) Viisikymmentd mikrolitraa zymosan-suspen-—
siota sekoitetaan 100 mikrolitraan puskuria, joka sisdltdd keskim#&rin
200,000 puhdistettua fagosyyttisolua. T#min seoksen tuottamaa valoa tark-
kaillaan tietyin aikavidlein ja fagosyyttisoluvalmisteen fagosyyttinen ja
biokemiallinen aktiivisuus mitataan. Soluihin, jotka mitataan t#l1l1i tek~
nijkalla lukeutuvat neutrofiilit, monosyytit ja keuhkorakkuloiden makro-
fagit. Kahta ensimmdistd n#istd solutyypeisti saadaan tdysverestd, johon
kohdistetaan tiheysgradientti kuten FicollTM - HypaqueTM ja sentrifugoi-
daan., N&mid solut sitoutuvat gradienttiin ja ne voidaan siten puhdistaa.
Makrofagit saadaan keuhkon pesunesteestid eivitkid ne vaadi puhdistusta.

Seuraavassa esimerkissd kiytetidn neutrofiileji.

Esimerkki 1}

200 mg yllikuvattuja polyakryyliamidirakeita, joiden halkaisija on 2-9
mikronia, suspendoidaan 20 ml:an vetti. Tdh#n suspensiocon lisdtdin 10 mg

humaania immunoglobuliinia G (IgG). Proteiiniraesuspensiota sekoitetaan
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varovasti ja jddhdytetddn 2°C - 8%Cien. 40 mg l-etyyli-3,3-dimetyyli-
aminopropyylikarbodi-imidihydrokloridia listd&n. Kuusi tuntia myShemmin
lisdtddn 150 mg glysiinii., Seosta sekoitetaan yon yli 2% - 8%:ssa. Seu-
raavana pdvidnd suspensio pestidin sentrifugoimalla fosfaattipuskuriliuok-
sella, 1,4 M natriumkloridia fosfaattipuskurissa ja lopuksi 0,005 M fos-
faattipuskurilla. Rakeet sentrifugoidaan jilleen ja suspendoidaan uudel-

leen 8,5 ml:an 0,5 M boraattipuskuria, pH 8,5.

Luminolin diatsoiumsuola valmistetaan suspendoimalla 200 mg luminolia

20 ml:an 2,4 N HCl:a. Seos jdshdytetddn jiissd, 2,0 ml:a 100 mg per ml
natriumnitriictid lisHt##n, sekoitetaan ja lis#dtdin nopeasti jidzhdytet-
ty puskuri, 50 m1 0,5 m pH 8,5. pH-arvoa tarkkaillaan ja sdddetddn 10 N
natriumhydroksidilla pH-arvoon 7,1 ¥ 0,1. 14 ml luminolin diatsoniumsuo-
laa lisédtédén sitten 8,5 ml:an ylldkuvattuja uudelleensuspendoituja ra-
keita ja pH sdddetddn arvoon 8,5. Suspensiota sekoitetaan kolme tuntia

pimedssi 2°C - 8°C:ssa.
Diatsotoitujen rakeiden suspensioc dialysoidaan tdmdn jilkeen.
Dialyysi etenee vdhintdin 24 tuntia.

Sitten rakeet pestdidn sentrifugoimalla k#ytt#den 0,2 M pH 8,0 boraattipus-
kuria, kunnes sakan p##lli olevan nesteen valon miéiri on alle 1,0 % koko-
naissuspension alkuperdisesti valosta, ts. suurempi kuin 99 7 rakeisiin

kiinnittyneestd luminolista.

Rakeet sentrifugoidaan jdlleen kerran. Rakeet suspendoidaan uudelleen
fosfaattipuskurin suolaliuokseen. Raekonsentraatio s#idetddn n. 50,000,000
rakeeseen per millilitra mdiritettynd hemosytometrilld, Sitten viaalit
tiytetdin suspensiolla 1,0 ml:n annoksilla ja lyofilisoidaan alle 5 pro-

sentin. jddnndskosteuteen midritettynd Karl Fisher-titrauksella,

Kdytettdviksi fagosyyttisessid kokeessa viaaliin lis&tdén 1,0 ml puhdis-

tettua vetti.
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Esimerkki 2

Zymosan A (Sigma Chemical Co., St. Louis, Missouri) suspendoidaan fosfaat-
tipuskuriliuokseen konsentraatioon 24 ml per ml. T#hdn suspensioon lisid-
tilin sama tilavuus 50 prosenttista normaalia kaniinin seerumia, joka on
laimennettu fosfaattipuskuriliuoksella. Suspensiota inkuboidaan tunnin
ajan 37°C:ssa ravistuksessa vesihauteessa. Suspensio sentrifugoidaan, ja
sakan p#illi oleva neste poistetaan ja t#lld tavalla kidsitelty Zymosan A
(pelletti) suspendoidaan uudelleen pieneen tilavuuteen fosfaattipuskuri-
liuosta, Suspensio vedetddn sitten ruiskun neulan (18-26 mittaa) lidpi
suspension homogenisoimiseksi. Lopuksi lisdtddn fosfaattipuskuriliuosta
suspension alkuperdisen tilavuuden nelinkertaistamiseksi, joka on keski-
méddrin 6 ml per ml suspensiota. Ti#mi suspensio ohjataan sitten lasivilla-

tulpan ldpi j&dljelld olevien suurien zymosan-paakkujen poistamiseksi.

Luminolin perusliuos valmistetaan liuottamalla se 0,01 N natriumhydroksi-
diin, Osa t#tid liuvosta lisdt#én sitten liuokseen, joka sisdltidi 20 Z syn-
tymdttémin vasikan seerumia fosfaattipuskuriliuoksessa, jolloin saatu

luminol-pitoisuus on 14,4 mikrogrammaa per ml.

Yhteen tilavuusosaan zymosan-suspensiota lisdtddn yksi tilavuusosa lumi-
nol-syntymattdomdn vasikan seerumiliuosta., Saatua suspensiota sekoitetaan,
tdytetddn viaaleihin 2,0 ml:n annoksina ja lyofilisoidaan alle 5 prosen-

tin jd&nnbskosteuteen midlritettynd Karl Fisher-titrauksella.

Kéytettiessd fagosyyttisessid kokeessa viaaliin lisdtddn 2,0 ml vetti.

Esimerkki 3

Useita lapsia, joilla aikaisemmin oli todettu olevan jyvdiskasvaumatauti
(CGD), tutkittiin kiyttdmdlld ylldkuvattuja reageﬁsseja ja koemenetelmid.
Tdmd tauti valittiin siksi, koska sen toimintah&iri®t tunnetaan. CGD:n

aiheuttaa veren fagosyyttisisti soluista l8ydettyjen tiettyjen entsyymien
puutteesta. Vaikka fagosyyttiset solut pystyvdt nielaisemaan bakteerin

(partikkeleita), solut eivit pysty inaktivoimaan tai tappamaan bakteeria,
koska fagosyyttisiltd soluilta puuttuu kyky tuottaa korkeaenergisia hap-

pivdlituotteita. Tdllaisina ne eivdt voi aiheuttas solujen nielaiseman
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luminolin hapetusta, ja tHdstd johtuen mitattavaa valovastetta ei havaita.
Kliinisesti t&md puute ilmenee ndilld lapsilla tyypillisesti vakavan
tulehduksia vastustavan kyvyn heikkenemiseni. Katso tyypillisid vasteita
kuvioissa 1-3. Kun n#iti lapsia testattiin yhdessi ilmeisesti terveiden
kontrollikohteiden kanssa, he eivdt tuottapeet valoa luminolin hapetukses-

ta, vaikka partikkelit nielaistiin yhtd tehokkaasti kuin kontrolleissa.

Esimerkkl 4

Joukolta lapsia, jollla aikaisemmin oli todettu olevan astma, tutkittiin
fagosyyttisten solujen fagosyyttinen/biokemiallinen vaste. Keskimidrin
puolet lapsista saj terapeuttisia annoksia teofylliinid; muille lapsille
ei annettu tdtd lddkitystd. TeofylliinillZ on ajateltu olevan vaikutusta
sykliseen adenosiinimonofosfaattiin (c¢-AMP), jonka tiedet#in alkaansaa-
van sddtbtapahtuman fagosyyttisten solujen tietyissd biokemiallisissa
toiminnoissa. Katso kuvioita 4-6. Teofylliinii saavat lapset yleensd
osoittivat happivdlituotteen tuotannon laskua midritettyni alentuneena

luminolin hapetuksena ja valon tuotantona.

Tdllaisilla kuvatuilla menetelmilld on erityistd kiytt83 mdirdttHessi
infektion vastustusta fagosyyttisend aktiivisuutena. Kuitenkin t#llaisel-
la prosessilla on sovellutuksia mydskin lddketieteellisissi diagnooseis-—
sa, immunotogsikologiassa, farmakologiassa kuten esimerkiksi tarkkailta-
essa toksisuutta kemoterapia- ja sdteilytysterapiapotilailla. Sit# voidaan
kdyttdd arvioitaessa immunokompetenssia, tiettyjen veren seerumin prote-
iinien puutteita jne. Tutkimusvilineend sit# voidaan kiyttidi testattaes-
sa farmaseuttisia yhdisteitd ja niiden vaikutusta fagosyytteihin, epdpuh-
tauksien vaikutuksista fagosyyttisiin soluihin ja toksisten yhdisteiden

valkutusta eldimiin ja ihmisiin.

Vaikka tdtd keksintdd .on kuvattu tiettyjen sovellutusmuotojen valossa,
alan ammattimiehelle on ilmeistd, ettd useita sen muunnelmia voidaan

soveltaa vaatimusten puitteissa.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelm# organismin infektiota wvastustavan kyvyn mittaamiseksi mene-
telmidn kidsittidessd verindytteen ottamisen organismista, fagosyyttisten
solujen erottamisen verestd, proteiinilla pinnoitettujen partikkelien
lisddmisen fagosyyttisiin soluihin luminoivan kemikaalin ollessa sidottu
proteiiniin, siten saaden fagosyyttiset solut nielaisemaan partikkelit
tdl1ld tavoin aktivoiden solujen biokemiallista mekanismia, joka reagoi

luminoivan kemikaalin kanssa aikaansaaden valoa, joka mitataan lumino-

metrilli.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet tu siiti,
ettd partikkelit ovat polymeerirakeita, joiden halkaisijat ovat

n, 2 — n. 9 mikronia.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, t unnettu siiti,

etti rakeet ovat polyakryyliamidia.

4., Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet tu siiti,

ettd partikkelit ovat zymosan-partikkeleita.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi, t unnet tu siiti,

ettd Juminoiva kemikaali on luminol.

6. Fagosyyttinen koostumus, joka kidsitt## polyakryyliamidipartikkeleita,
joiden halkaisijat ovat n. 2 - n. 9 mikronia ja jotka on pd#llystetty ker-
roksella seerumiproteiinia, johon luminolkerros on sitoutunut,

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen koostumus lyofiilisessa muodossa.

8. Fagosyyttinen koostumus, joka kisittii seerumiproteiini- ja luminol~

kerroksella pinnoitettuja zymosan-partikkeleita,
9. Patenttivaatimuksen 8 mukainen koostumus lyofiilisessa muodossa.

10. Menetelmd fagosyyttisen reagenssin valmistamiseksi menetelmin kisit-

tdessd partikkelimaisen halkaisijaltaan n. 2 - n. 9 mikronia olevan mate-~
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riaalin pinnoittamisen proteiinin ja luminoivan aineen kerroksella ja

pinnoitettujen partikkelien lyofilisoimisen stabiiliksi, homogeeniseksi

tuotteeksi,

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, tunnet t u siiti,

ettd proteiinikerros tuodaan ensin ja sen jdlkeen luminoiva kemikaall.

12, Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd, tunnettu siiti,
ettd luminoiva kemikaali sekoitetaan proteiiniin ennen lisddmistd partik-

kelimaiseen materiaaliin,

13. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi, t unne t t u siiti,

ettd luminoiva kemikaali on luminol.

14, Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmi, t unne t tu siiti,

ettd partikkelimainen materiaali on polyakryyliamidi tai zymosan.



Fig- 1  LAIMENNETUN TAYSVEREN KEMILUMINESENSSIKOKEEN
TYYPILLINEN VASTE KAYTETTAESSA ZYMOSAN-POHJAISTA
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Fig.2
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Fig.3  cRISTETYN NEUTROFIILI-KOKEEN TYYPILLINEN VASTE
KKYTETTAESSK POLYMEERIRAE-POHJAISTA REAGENSSIA
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Fig.4 LAIMENNETUN TAYSVEREN KEMILUMINESENSSIKOKEEN
TYYPILLINEN VASTE KKYTETTAESSA ZYMOSAN-POHJAISTA

REAGENSSIA
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Fig.5
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Fig.6
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