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Pneumokokkigeenit, niiden osat, niistd ilmentyneet tuotteet
seki tillaisten geenien, osien ja tuotteiden kiyt6t
Pneumococcal gener, delar av dessa, uttrycksprodukter av dessa

och anvindningar av dylika gener, delar och produkter

Asiaan liittyvit patenttihakemukset

Tami hakemus on osittainen jatkohakemus patenttihakemuksiin, joiden sarjanumerot
ovat 08 529 055, jatetty 15. syyskuuta 1995, 08/226 884, jitetty 29. toukokuuta
1992, 08/093 907, jitetty 29. toukokuuta 1992, 07/884 918, jitetty 5. heindkuuta
1994 (vastaa julkaisua PCT/US93/05191); hakemukseen, jonka sarjanumero on
08/482 981, jitetty 7. kesdkuuta 1995; hakemukseen, jonka sarjanumero on
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mukseen, jonka sarjanumero on 07/656 773, jétetty 15. helmikuuta 1991 (hakemus-
ten USSN 656 773 ja 835 698 vastatessa kansainvilistd hakemusta WO 92/1448); ja
jokainen ndistd hakemuksista sekd jokainen niissd hakemuksissa siteerattu hakemus,
asiakirja tai viite sisillytetidn oheen tilld viittauksella. Asiakirjoja tai viitteiti on
myds siteerattu seuraavassa tekstissi, joko erdisiin esimerkkeihin liitetyssé tai ennen
vaatimuksia olevassa viiteluettelossa tai itse tekstissd; ja kukin nidistd asiakirjoista tai

viitteistd sisillytetddin erityisesti oheen tilla viittauksella.
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Keksinnon ala

Tamin keksinnon kohteena ovat pneumokokkigeenit, niiden osat, niistid ilmentyneet
tuotteet sekd tillaisten geenien, osien ja tuotteiden kdytot; erityisesti Streptococcus
pneumoniae -elion geenit, esimerkiksi pneumokokkimaista A-pintaproteiinia (PspA)
koodaava geeni (joka geeni on "pspA"), pspA.n kaltaiset geenit, pneumokokkimaista
C-pintaproteiinia (PspC) koodaava geeni (joka geeni on "pspC"), tillaisten geenien
osat, niistd ilmentyneet tuotteet sekd tillaisten geenien, niiden osien tai niistd ilmen-
tyneiden tuotteiden kdytot. Naistd kdytoistd voidaan mainita geenien ja niiden osien
kdyttiminen ilmentymistuotteiden saamiseksi yhdistelmi-DNA-tekniikoilla seki
Streptococcus pneumoniae -elidn tai sen kantojen ldsniolon toteamiseksi ilmaisemalla
sen tai niiden DNA hybridisaatio- tai monistus- (esim. PCR) seki hybridisaatioteknii-
kalla (esimerkiksi, DNA:ta sisdltivi ndyte hankitaan, se saatetaan kosketukseen
geenien tai kappaleen kanssa PCR-reaktion, monistuksen ja/tai hybridisaation
olosuhteissa, minki jilkeen hybridin tai monistuneen tuotteen lisniolo ilmaistaan tai
se eristetddn). Ilmentyneeseen tuotteeseen liittyvisti kdytoistd voidaan mainita kaytto
antigeenisten tai immunologisten koostumusten tai rokotekoostumusten valmistami-
seksi, vasta-aineiden, immunologisen vasteen (muu kuin nimi vasta-aineet tai vasta-
aineiden lisdksi) tai suojaavan vasteen (mukaan lukien vasta-aine- tai muu immunolo-
ginen vaste antamalla koostumusta sopivalle isinnille) tuottamiseksi; tai titi ilmen-
tynytti tuotetta voidaan kdyttida Streptococcus pneumoniae:n lisniolon toteamiseksi
ilmaisemalla Streptococcus pneumoniae -proteiinia/proteiineja vastaan vaikuttavat
vasta-aineet tai sen/niiden osia vastaan vaikuttavat vasta-aineet isinnissi, esimerkiksi
siten, ettd asiaan liittyvisti isdnndsti saadaan vasta-ainetta sisiltivi niyte, timi niyte
saatetaan kosketukseen ilmentyneen tuotteen kanssa ja sitoutuminen ilmaistaan
(esimerkiksi siten, ettd tuote on leimattu); ja edelld mainittujen koostumusten avulla
tuotettuja vasta-aineita voidaan kiyttdd diagnostisissa tai ilmaisemiseen kiyttokelpoi-
sissa reagenssipakkauksissa tai mairityksissd. Niin ollen keksintd kohdistuu erilaisiin

ainekoostumuksiin sekd menetelmiin niiden kdyttimiseksi.
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Keksinnon tausta

Streptococcus pneumoniae on vilikorvatulehduksen (otitis media), aivokalvontuleh-
duksen (meningitis), bakteeriverisyyden (bacteremia) ja keukokuumeen merkittdvi
aiheuttaja. Antibioottien ja rokotteiden kiytdsta huolimatta pneurnokokki-infektioiden

esiintyminen on védhentynyt vain vdhin viimeisten 25 vuoden aikana.

Yleisesti hyviksytty kasitys on se, ettd pneumokokin polysakkaridikapselia vastaan
vaikuttavat spesifiset vasta-aineet voivat vilittdd immuniteettia Streptococcus
pneumoniae -elidlle. Vastasyntyneet ja nuoret lapset eivit kykene kuitenkaan
tuottamaan immuunivastetta polysakkaridiantigeeneja vastaan, vaan heissi voi

esiintyd toistuvia infektioita, joihin sama kapseliserotyyppi osallistuu.

Eris lahestymistapa pienten lasten immunoimiseksi lukuisia kapseloituneita bakteerei-
ta vastaan on konjugoida nimi kapselin polysakkaridiantigeenit proteiiniin siten, etti
ne saadaan immunogeenisiksi. Tdma ldhestymistapa on ollut onnistunut esimerkiksi
Haemophilus influenzae b -elion tapauksessa (katso US patenttijulkaisu 4 496 538,
nimelld Gordon, sekd US-patenttijulkaisu 4 673 574, nimelld Anderson). Olemassa
on kuitenkin yli 80 tunnettua S. pneumoniae -kapselin serotyyppii, joista 23 aiheuttaa
suurimman osan sairauksista. Jotta pneumokokin polysakkaridista ja proteiinista
muodostettu konjugaatti olisi hyddyllinen, ne kapselityypit, jotka ovat useimpien
pneumokokki-infektioiden aiheuttajia, olisi saatava riittdvin immunogeenisiksi. Tami
ldhestymistapa saattaa olla vaikea, koska niistd 23 polysakkaridista, joita tilld
hetkelld saatava rokote sisdltdd, kaikki eivdt ole riittdvin immunogeenisii edes

ajkuisissa.

Vaihtoehtoisena ldhestymistapana lasten ja samoin myos ikddntyneiden henkildiden
suojaamiseksi pneumokokki-infektiolta on tunnistaa ne proteiiniantigeenit, jotka
saattavat tuottaa suojaavia immuunivasteita. Tillaiset proteiinit voivat toimia itses-
sddn rokotteina tai niitd voidaan kiyttdd yhdessd hyddyllisten, polysakkaridin ja
proteiinin vélisten konjugaattien kanssa tai niiti voidaan kdyttid polysakkaridien

kantajina.
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Julkaisussa McDaniel et al. (I), J. Exp. Med. 160:386—397, 1984, tarkastellaan

hybridomavasta-aineiden valmistusta, jotka vasta-aineet tunnistavat S. pneumoniae:n
solupinnan polypeptidin (polypeptidejd), seké hiirten suojaamista tiettyjen kapseloitu-
neiden pneumokokkikantojen infektiolta tillaisten vasta-aineiden avulla. Taitid
antigeenina toimivaa pintaproteiinia kutsutaan "pneumokokkimaiseksi A-pintaprote-

iiniksi" eli lyhyemmin PspA.

Julkaisussa McDaniel et al. (IT), Microbial Pathogenesis 1:519—531, 1986, tarkastel-
laan tutkimuksia, jotka liittyvdt PspA:n tunnusomaisten piirteiden selvittimiseen.
Talloin todettiin huomattavaa vaihtelua eri kantojen PspA-molekyylien keskuudessa,

samoin Kuin eroja eri vasta-aineiden tunnistamissa epitoopeissa.

Julkaisussa McDaniel et al. (IIT), J. Exp. Med. 165:381—394, 1987, tarkastellaan X-
sidonnaisesti immuunivajaiden (XID) hiirten immunointia PspA:ta ilmentavilld
kapseloitumattomilla pneumokokeilla, ei kuitenkaan isogeenisilld pneumokokeilla,
joista PspA puuttuu, joka immunointi suojaa hiiret myohemmaltd kohtalokkaalta

pneumokokki-infektiolta.

Julkaisussa McDaniel et al. (IV), Infect. Immun., 59:222—228, 1991, tarkastellaan
hiirten immunointia yhdistelma-DNA-teknisella tiysipituisella PspA-kappaleella, joka
kykenee tuottamaan suojan kapselityyppid 6A ja 3 olevia pneumokokkikantoja

vastaan.

Julkaisussa Crain et al., Infect. Immun., 56: 3293—3299, 1990, tarkastellaan
kaniinin antiseerumia, joka ilmaisee PspA:n 100 %:sta S. pneumoniae -kantojen
kliinisid ja laboratorioeristeitd (n=95). Kun S. pneumoniae -eristeet saatettiin
reagoimaan seitsemin monoklonaalisen, PspA:ta vastaan vaikuttavan vasta-aineen

kanssa, niin 57 S. pneumoniae -eristeessa todettiin 31 erilaista reaktiivisuuskuviota.

PspA-proteiinityyppi ei riipu kapselityypistd. Naytti4 siltd, ettd geneettinen mutaatio
tai ympériston muutos on tehnyt mahdolliseksi suuren kantajoukon kehittymisen,

jossa joukossa kannat poikkeavat huomattavasti toisistaan kapselin, PspA:n ja mah-
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dollisesti muiden, rakenteeltaan vaihtelevien molekyylien suhteen. Eri kannoista
periisin olevien PspA-proteiinien vaihtelevuus on ilmeistd myds niiden molekyylipai-
nojen perusteella, timidn molekyylipainon vaihdellessa alueella 67—99 kD. Havaitut

erot periytyvit pysyvisti eivitkd ne johdu proteiinin hajoamisesta.

Immunointi yhdistelma-DNA-teknisestd A gtl1-kloonista saadulla, osittain puhdiste-
tulla PspA:lla tuotti suojan useille, erilaisia kapseli- ja PspA-tyyppeja edustaville S.
pneumoniae -kannoille altistamista vastaan, kuten on kuvattu julkaisussa McDaniel
et al. (IV); Infect. Immun. 59:222—228, 1991. Vaikka PspA:ta ilmentdvit kloonit
muodostettiinkin timén julkaisun mukaisesti, tuote oli liukenematonta ja eristiminen

solukappaleista hajotuksen jélkeen ei ollut mahdollista.

Vaikka proteiini vaihteleekin rakenteensa suhteen eri pneumokokkikantojen vélilla,
niin kuitenkin lukuisia ristireaktioita esiintyy kaikkien PspA-proteiinien vililld, minka
perusteella voidaan olettaa, ettd ldsnd voi olla niin yhteisid epitooppeja, ettd vain yksi
PspA tai korkeintaan pieni lukuméaird PspA-proteiineja tuottaa suojan hyvin monia

S. pneumoniae -kantoja vastaan.

Julkaistun kirjallisuuden, johon edelld on erityisesti viitattu, lisdksi keksijdt ovat
julkaisseet yhdessd tyoOtovereidensa kanssa muuta yksityiskohtaista tietoa PspA-

proteiineista seuraavissa julkaisuissa:
1. Abstracts of 89th annual Meeting of the American society for Micro-
biology, p. 125, item D-257, May 1989,

2. Abstracts of 90th Annual Meeting of the American Society for Micro-
biology, p. 98, item D-106, May 1990;

3. Abstracts of 3rd International ASM Conference on Streptococcal
Genetics, p. 11, item 12, June 1990;

4. Talkington et al, Infect. Immun. 59:1285—1289, 1991;
5. Yother et al (I), J. Bacteriol. 174:601—609, 1992; ja

6. Yother et al (Il), J. Bacteriol. 174:610—618, 1992.
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7. McDaniel et al (V), Microbiol. Pathogenesis, 13:261—268.

Hyodyllistd olisi saada aikaan PspA-proteiinia tai sen kappaleita, mukaan lukien
erilaisista kannoista perdisin olevia PspA-proteiineja tai kappaleita siséltdvia koostu-
muksia antigeenisten, immunologisten tai rokotekoostumusten aikaansaamiseksi; ja
vieldkin hyddyllisempai on osoittaa, ettd nima erilaiset kannat voidaan ryhmitell3 tai
niiden tyyppi voidaan médrittdi, jolloin saadaan aikaan perusta PspA-proteiinien tai
niiden kappaleiden ristireaktiivisuuksille, ja jolloin siis saadaan aikaan keino tillaisis-
sa koostumuksissa edustettujen kantojen méaéarittdmiseksi (sekd yhden kannan testaa-

miseksi, ilmaisemiseksi tai diagnostoimiseksi muiden joukosta).

Edelleen, edullista olisi saada aikaan pspA:n kaltainen geeni tai pspC-geeni tiettyihin
kantoihin sekd alukkeet (oligonukleotidit) tillaisen geenin sekd tdssd geenissd ja
pspA:ssa  lasnd olevien sdilyneiden alueiden tunnistamiseksi; esimerkiksi S.
pneumoniae -kantojen ilmaisemiseksi, maérittdmiseksi, eristimiseksi tai diagnostoi-
miseksi. Oletamme, ettei nditd kidytt6jd ja etuja ole saatu tihdn mennessid alalla

aikaan.

Keksinnon tavoitteet ja yhteenveto

Tassd keksinnOssd on saatu aikaan eristetty aminohappomolekyyli, joka Kkisittda
jadnnokset 1—115, 1—260, 192—588, 192—299 tai jadnnokset 192260 Strepto-

coccus pneumoniae -elidn pneumokokkimaisesta A-pintaproteiinista.

Keksinnossd on saatu lisdksi aikaan titi eristettyd aminohappomolekyylid koodaava
eristetty DNA-molekyyli, joka késittdd kappaleen Streptococcus pneumoniae -elién

pneumokokkimaisen A-pintaproteiinin geenista.

Keksinnossd on myos saatu aikaan PCR-alukkeet tai hybridisaatiokoettimet, jotka

kisittavit timén eristetyn DNA-molekyylin.
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Lisiksi keksinndssd on saatu aikaan antigeeninen, rokote- tai immunologinen

koostumus, joka kisittdd timin aminohappomolekyylin.

Keksinnon piiriin kuuluu eristetty DNA-molekyyli, joka késittdd nukleotidit 1—26,
1967—1990, 161—187, 1093—1117 tai 1312—1331 tai 1333—1355 Streptococcus
pneumoniae -elion pneumokokkimaisen A-pintaproteiinin geenistd. Tidtd DNA-
molekyylid voidaan kayttdd PCR-alukkeena tai hybridisaatiokoettimena; ja tisti
syystd keksinto késittdd PCR-alukkeen tai hybridisaatiokoettimen, joka késittda timén

eristetyn DNA-molekyylin.

Keksinnon piiriin kuuluu myds sellainen eristetty DNA-molekyyli, johon kuuluva
kappale on homologinen Streptococcus pneumoniae -elibn pneumokokkimaisen A-
pintaproteiinin geenin osan kanssa. Tdmd DNA on edullisesti seuraava (siséltien
homologisen, restriktiokohtia késittdvdn osan, alan asiantuntijan kyetessé valitsemaan
muut restriktiokohdat tai -sekvenssit téllaista DNA:ta varten tdmén julkaisun perus-

teella):

CCGGATCCAGCTCCTGCACCAAAAAC;
GCGCGTCGACGGCTTAAACCCATTCACCATTGG;
CCGGATCCTGAGCCAGAGCAGTTGGCTG;
CCGGATCCGCTCAAAGAGATTGATGAGTCTG;
GCGGATCCCGTAGCCAGTCAGTCTAAAGCTG;
CTGAGTCGACTGGAGTTTCTGGAGCTGGAGC;
CCGGATGCCAGCTCCAHCTCCAGAAACTCCAG;
GCGGATCCTTGACCAATATTTACGGAGGAGGC;
CTTTTTGGTGCAGGAGCTGG;
GCTATGGGCTACAGGTTG;
CCACCTGTAGCCATAGC;
CCGCATCCAGCGTGCCTATCTTAGGGCTGGTT; ja
GCAAGCTTATGATATAGAAATTTGTAAC
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(ndin ollen, laajasti ottaen keksinnén piiriin kuuluu DNA, joka on homologinen

pspA:n osien kanssa; sisiltien edullisesti vield restriktiosekvenssejd).

Niitda DNA-molekyyleja voidaan kayttdd PCR-alukkeina tai koettimina; ja ndin ollen

keksintd kattaa minkd tahansa tidllaisen molekyylin késittdvin alukkeen tai koettimen.

Keksinnossd on edelleen saatu aikaan PCT-koetin/koettimia, joka erottaa psp4:n
pspA:n kaltaisesta nukleotidisekvenssistd, sekd PCR-koetin/koettimia, joka hybri-

disoituu seki pspA-nukleotidisekvenssiin ettd pspA:n kaltaiseen nukleotidisekvenssiin.

Lisdksi keksinnon kohteena on PspA-uute, joka on valmistettu menetelmilld, jossa:
pneumokokkeja kasvatetaan ensimmaisessd alustassa, joka sisdltdd koliinikloridia,
eldvat pneumokokit eluoidaan koliinikloridia sisdltdvilld suolaliuoksella ja pneu-
mokokkeja kasvatetaan toisessa alustassa, joka sisdltdd alkanoliamiinia ja joka ei
sisdlld olennaisesti lainkaan koliinia; sekd PspA-uute, joka on valmistettu tilld
menetelmilld, jossa edelleen PspA puhdistetaan eristimilld Sepharose-geeliin sidot-
tuun koliiniin perustuvalla affiniteettipylvdalld. MyOs niméd menetelmit kuuluvat

keksinndn piiriin.

Keksinnén piiriin kuuluu nditd uutteita sisdltdvd immunologinen koostumus seké

tdysipituista PspA-proteiinia kisittivd immunologinen koostumus.

Keksinnon kohteena on lisdksi menetelmé PspA-proteiinia siséltdvin immunologisen
koostumuksen immunogeenisyyden parantamiseksi, timidn koostumuksen kisittdessd

PspA-proteiinin C-pditteen puoleisen osan.

Immunologinen koostumus, joka késittdid véhintddn kaksi PspA-proteiinia. Taméa
viimeksi mainittu immunologinen koostumus voi sisiltdd eri ryhmisti tai joukoista
perdisin olevia PspA-proteiineja; ndmi ryhmait tai joukot voivat perustua RFLP-
(restriction fragment length polymorphism; restriktiokappaleiden pituuden monimuo-

toisuus) tai sekvenssitutkimuksiin (katso esim. kuvio 13).
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Keksinnossi on edelleen saatu aikaan eristetty aminohappomolekyyli, joka kasittia
Streptococcus pneumoniae -elidon pneumokokkimaisen C-pintaproteiinin eli PspC,
jossa on alfa-kierteisid, runsaasti proliinia sisdltivid ja toistuvia alueita, eristetty
DNA-molekyyli, joka kisittda edelld mainittua PspC-proteiinia koodaavan pneumo-
kokkimaisen C-pintaproteiinin geenin, seké alukkeet ja hybridisaatiokoettimet, jotka

koostuvat olennaisesti tistd eristetystdi DNA-molekyylisti.

Esillid olevassa keksinndssi on edelleen saatu aikaan eristetty aminohappomolekyyli,
joka Kisittaa Streptococcus pneumoniae -elion pneumokokkimaisen C-pintaproteiinin
PspC, jossa on alfa-kierteisid, runsaasti proliinia sisdltivid ja toistuvia alueita ja jolla
on olennaista homologiaa PspA-proteiiniin kuuluvan, suojan tuottavan alueen kanssa,
seki eristetty DN A-molekyyli, joka kisittdd edelld mainittua PspC-proteiinia koodaa-
van pneumokokkimaisen C-pintaproteiinin geenin, seké alukkeet ja hybridisaatiokoet-

timet, jotka koostuvat olennaisesti téstd eristetystdi DNA-molekyylisté.

Lisiksi esilli olevassa keksinndssi on saatu aikaan PspC-proteiinia kisittdvat

immunologiset koostumukset.

Nima ja muut suoritusmuodot esitetddn tai ne ovat ilmeisid seuraavan yksityiskohtai-

sen kuvauksen perusteella.

Kuvioiden lyhyt kuvaus

Kuviot 1A ja 1B esittdvit: Pilkottujen plasmidimuodosteiden arviointi. Kuvio 1A:

transformoiduista, etidiumbromidilla vérjatyistda E. coli BL21(DE3) -kannoista
eristettyjen plasmidien elektroforeesi 1 % agaroosigeelilld. Kaista 1: 1 kb:n DNA-
tikkaat (koot esitetty kiloemaksini, kb), kaista 2: pRCT125; kaista 3. pRC105, kaista
4. DBLS5 pspA-istute, kaista 5: pRCT113, kaista 6: BG9739 pspA-istute, kaista 7:
pRCT117 ja kaista 8: L81905 pspA-istute. Kuvio 1B: kuvion 1A geelin vastaava
Southern blot -médritys kdyttden koettimena tdysipituista Rx1 pspA:ta ja ilmaisten
hybridisaatio esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. Nuoli osoittaa plasmidimuodosteista

saatuihin pilkottuihin 1,2 kb:n pspA-istutteisiin sekd luovuttajina toimineista pneumo-
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kokkikannoista saatuihin, PCR-monistettuihin pspA-kappaleisiin, joita kdytettiin

kloonauksessa.

Kuvio 2 esittaia: Katkennutta DBLS PspA:ta sisiltivien RCT105-kannan solufraktioi-

den arviointi. E. coli -solufraktioista saadut proteiinit erotettiin 10 % SDS-PAGE-
menetelmalli, siirrettiin nitroselluloosalle ja koettimeksi lisdttiin monoklonaalista vas-
ta-ainetta MAb XiR278. Kaista 1: molekyylipainojen merkkiaineet (esitetty muodossa
kDa), kaista 2: tiysipituinen luonnollinen DBLS5 PspA, kaista 3: indusoitumattomat
solut, kaistat 4-6: indusoidut solut; 1 tunnin, 2 tunnin ja 3 tunnin pituinen IPTG-in-
duktio, vastaavasti, kaista 7: periplasmiset proteiinit, kaista 8: sytoplasmiset prote-

iinit, ja kaista 9: liukenematon soluseindmé/kalvomateriaali.

Kuvio 3 esittid: CDM-ET:sta eristetyn R36A PspA-pylvdin (80 ng) sekd vastaavan
WG44. 1-preparaatin yhté suuren tilavuuden SDS-PAGE -méiritys. Samanlaiset geelit
on esitetty virjattyind Bio-Rad:in hopeareagensseilla (A) tai immunotéplitettyné
vasta-aineen PspA MADb XiR278(B) kanssa. R36A:sta eristetty PspA tuottaa tun-

nusomaiset monomeeri- (85 kDa) ja dimeerivydhykkeet.

Kuvio 4 esittdd: pneumokokki-eristeistdi MC27 ja MC28 saadut soluhajotteet kisitel-
tiin SDS-PAGE -menetelmélld ja siirrettiin nitroselluloosalle, jolla muodostettiin
Western-tiplit seitsemélldi monoklonaalisella PspA-vasta-aineella. 7D2 ilmaisi
82 kDa:n proteiinin kustakin eristeestd ja XiR278 sekd 2A4 ilmaisivat 190 kDa:n
proteiinin kustakin eristeestd. Monoklonaaliset vasta-aineet MAb Xi64, Xil26, 1A4
ja SR4W4 eivit olleet reaktiivisia. Kannoilla MC25 ja MC26 saatiin samanlaiset
tulokset.

Kuvio 5 (kuviot 5A ja 5B esittavdt): kromosomaalisesta MC25-MC28 DNA:sta
saadun HindIII-pilkkeen Southern-tipla kehittyi yli 95-prosenttisella ehdottomuudella.
Vertailuna kéytettiin Rx1 DNA-hajotetta. Tapliddn lisdttiin koettimeksi
LSMpspA13/2, joka on tdysipituinen Rx1-koetin (kuvio 5) sekd LSMpspA12/6, Rx1
pspA:n 5’-koetin (kuvio 5). Kummassakin joukossa kdytettiin samaa Rx1 DNA-
pitoisuutta, mutta MC25-MC28 DNA:n pitoisuudet olivat kuviossa 5B puolet
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kuviossa 5A kiytetyistd pitoisuuksista, milld haluttiin valttid osittaisten pilkkeiden

ilmaiseminen.

Kuvio 6 esittdd: monistetun pspA:n RFLP. MC25:sta saatu pspA monistettiin PCR-
menetelmilld kiyttden pspA:n 5°- ja 3’-alukkeita (vastaavasti LSM13 ja LSM).
Monistettu DNA pilkottiin yksittdisilld restriktioendonukleaaseilla ennen elektroforee-
sia ja virjdystd etidiumbromidilla. Kaista 1 Bcll, Kaista 2 BamHI, Kaista 3 BstNI,
Kaista 4 Pstl, Kaista 5 Sacl, Kaista 6 EcoRI, Kaista 7 Smal, Kaista 8 Kpnl.

Kuvio 7 esittdd PspA-proteiinia niin, ettd nidhddin oligonukleotidien suhteellinen

sijainti ja suuntautuminen.

Kuvio 8 esittdd S. pneumoniae D39 Rx1 -perheen johdannaisia.

Kuviot 9 ja 10 esittdvit pspA:sta tai monistetusta pspA:sta Hhal:114 tai Sau3 Al saadun

tuotteen elektroforeesia (vastaavasti kuvio 9 ja 10).

Kuvio 11 esittdd kuudesta ryhméstd saadun kahden eristeen RFLP-kuvioita.

Kuvio 12 esittdd kuudesta ryhmésti saadun kahden eristeen RFLP-kuvioita (kdyttien
tuotteita, jotka oli saatu monistamalla SKH2:n ja LSM13:n kanssa).

Kuvio 13 esittidd pidasiassa PspA:n N-péitteen puoleista sekvenssii.

Kuvio 14 esittdd: Pneumokokkieristeiden MC27 ja MC28 soluhajotteet, jotka on
kisitelty SDS-PAGE-menetelmilla ja joista on muodostettu Western-téplat seitsemal-
14 monoklonaalisella PspA-vasta-aineella; 7D2 ilmaisi 82 kDa:n proteiinin jokaisesta
eristeestd, ja Xi278 ja 2A4 ilmaisivat 190 kDa:n proteiinin jokaisesta eristeesti;
monoklonaaliset vasta-aineet Xi64, Xil26, 1A4 ja SR4W4 eivit olleet reaktiivisia;
kannoilla MC25 ja MC26 tuottivat samanlaiset tulokset (ei esitetty).
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Kuvio 15A ja 15B esittdvit kromosomaalisesta MC25-28 DNA:sta saadun HindIII-
pilkkeen Southern-tipldd, kdyttden vertailuna Rx1 DNA-pilkettd; tdpldssi kdytettiin
koettimena muodostetta LSMpspA13/2, joka on tiysipituinen Rx1-koetin (A), seka
muodostetta LSMpspA12/6, joka on Rx1 pspA:n 5’-koetin (B); kummassakin
joukossa kiytettiin samaa Rx1 DNA-pitoisuutta, mutta MC25-MC28 DNA:n
pitoisuudet olivat B:sséd puolet A:ssa kiytetyistd pitoisuuksista, milli haluttiin valttia

osittaisten pilkkeiden ilmaiseminen.

Kuviot 15C ja 15D esittidvit alukkeiden LSM13, LSM2, LSM12 ja LSM6 nukleoti-
disekvensseja sekd koettimien LSMpspA13/2 ja LSMpspA12/6 nukleotidisekvensseja.

Kuvio 16 esittdd monistetun pspA:n RFLP:t4, jossa MC25:std saatu PspA monistet-
tiin PCR-reaktiolla kdyttien pspA:n 5’- ja 3’-alukkeita (vastaavasti LSM13 ja LSM?2);
monistettu DNA pikottiin yksittdisilld restriktioendonukleaaseilla ennen elektroforee-
sia ja virjaystd etidiumbromidilla; entsyymid Bcll kéytettiin kaistassa 1; BamHI
kaistassa 2; BstNI kaistassa 3; Pstl kaistassa 4; Sacl kaistassa 5; EcoRI kaistassa 6;

Smal kaistassa 7; ja Kpnl kaistassa 8.

Kuvio 17 esittdd oligonukleotidien asemaa ja suuntautumista pspA:n koodaamien
domeenien suhteen; kuvion alareunassa olevat numerot esittdvit aminohappoja Rx1-
kannasta perdisin olevassa kypsdssi PspA-polypeptidissd ja nuolet tarkoittavat

oligonukleotidien suhteellista asemaa (ei mittakaavassa) ja suuntautumista.

Kuvio 18 esittdd pZero-vektorin restriktiokarttaa.

Kuvio 19 esittdd muodosteiden SKH2, L.SM13, N192 ja C588 nukleotidisekvensseja.

Kuviossa 20 verrataan PspA:n ja PspC:n rakennetta; PspA:ssa on pienempi alfa-
kierteinen alue ja se ei sisdlli suoraan toistuvia alueita alfa-kierteessd (esitetty
katkoviivoilla); PspA:n ja PspC:n vililld homologiset alfa-kierteiset alueet on
merkitty katkoviivoilla); PspA:n ja PspC:n vililli homologiset alfa-kierteiset alueet

on esitetty viivoitettuna kuviona; ja PCR-alukkeet on esitetty nuolilla.
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Kuvio 21 esittdd PspC:n aminohappo- ja nukleotidisekvenssid, joissa oletetut -10-

ja -35-alueet on alleviivattu, ja ribosomin sitoutumiskohta on esitetty pikkukirjaimin.
Kuvio 22 esittdd PspA:n ja PspC:n Bestfit-analyysia; prosentuaalinen samanlaisuus
on 69 % ja prosenttinen samankaltaisuus on 77 %; PspA:n aminohapot ovat alarivilld
(1-588) ja PspC:n aminohapot ovat yldrivilld (249-891) ja katkoviiva tarkoittaa
samanlaisuutta.

Kuvio 23 esittia PspC:n alfa-kierteen Kkiertynyttd kddmimadistd rakennetta; ne
aminohapot, jotka eivit ole ldsni tissd kiertyneessid kddmimaiisessd rakenteessa, on

esitetty oikeassa sarakkeessa.

Kuvio 24 esittid PspC:n alfa-kierteiseen alueeseen kuuluvien toistuvien alueiden

matriisikdyravertailua.

Kuvio 25 esittdd 1.XS532:n (PspC.D39) alfa-kierteisen alueen ja proliinialueen

sekvenssia.

Kuviossa 26 verrataan toisiinsa pspA.RX1:n ja pspC.D39:n nukleotideja.

Kuvio 27 esittdd pspC.EF6797:n ja pspC.D39:n Bestfit-analyysia.

Kuviossa 28 verrataan toisiinsa EF6797:n ja D39:n PspC:n aminohappoja.

Kuviossa 29 verrataan PspC.D39:n ja PspA.Rx1:n aminohappoja.

Yksityiskohtainen kuvaus

Téassd oletetaan, ettd tdhdn julkaisuun viittauksella siséllytetyt hakemukset ovat

tiedossa ja ettd niihin on tutustuttu; ja ndissd hakemuksissa on julkaistu pspA:n

sekvenssi ja sen tiettyjd osia sekd PspA ja PspA:ta sisiltivit koostumukset.
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Kuten edelld sekd seuraavissa esimerkeissd on tarkasteltu, keksinnOon kohteena ovat
katkennut PspA, esimerkiksi PspA:n C-pditteen puoleinen osa asemasta 192 alkaen,
kuten PspA:n aminohapot 192—588 ("BC100"), 192—299 sekd 192—260, jotka
saavat aikaan ristisuojan, sekd tdllaista katkennutta PspA:ta koodaava DNA (joka
vahvistaa ndiden useimmissa PspA-proteiineissa homologisten aminohappoalueiden

koodautumista).

Keksinnon piiriin kuuluvat edelleen pspA:n kaltainen geeni eli pspC-geeni sekd sen
osat (esimerkkeind koettimet, alukkeet), jotka voivat hybridisoitua siihen ja/tai
monistaa timén geenin, sekd sellaiset DNA-molekyylit, jotka hybridisoituvat pspA-
geeniin siten, ettd jonkin erityisen pneumokokkikannan ldsndolo voidaan varmistaa
hybridisaatiomédritykselld ja/tai monistuksella; ja timin keksinnon avulla PspC
voidaan tuottaa pspA:n kaltaisen sekvenssin tai pspC-sekvenssin avulla (jota PspC:ti

voidaan kayttdd PspA:n tavoin).

Keksinndn kohteena ovat edelleen oligonukleotidikoettimet ja/tai -alukkeet, jotka
reagoivat useiden, ellei peréti kaikkien kantojen pspA:n ja/tai pspC:n kanssa siten,
ettd mik4 tahansa pneumokokkikanta kyetidn tunnistamaan, ilmaisemaan tai diagnos-
toimaan, sekd tdllaisista koettimista ja/tai alukkeista ilmentyneet tuotteet, joissa

saattaa esiintyd mielenkiinnon kohteena olevia, ristireaktiivisia epitooppeja.

PspA:n ja/tai pspC:n toistuva alue on hyvin siilynyt, joten esilld olevassa keksinnos-
sd saadaan aikaan timén alueen oligonukleotidikoettimet tai -alukkeet, jotka reagoivat
useimpien, ellei periti kaikkien kantojen kanssa, ja jolloin saadaan aikaan diagnosti-
set méidritykset sekd keino mielenkiinnon kohteena olevien epitooppien tunnistamisek-

Si.

Tami keksintd osoittaa, ettd pspC-geeni on homologinen pspA-geenin kanssa
johtosekvenssin, runsaasti proliinia sisdltivdn alueen ensimmaisen osan seki toistu-
van alueen suhteen; mutta nimi geenit eroavat toisistaan niissi olevien, runsaasti
proliinia siséltidvien alueiden toisen osan sekd PspA:n 17 aminohaposta koostuvaa

hintdd koodaavan geenin Airimmdisen 3’-pdin suhteen. PspC-geenin tuotteesta
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odotetaan puuttuvan C-pditteen hdntd, mink4 perusteella ankkuroitumisen oletetaan
olevan erilaista kuin PspA:ssa. Niin ollen pneumokokki-infektion estimiseksi ta-
voitteena on mahdollisuus vaikuttaa ladkeaineen avulla sellaisiin toimintoihin kuten
pintasitoutumiseen pspA- ja pspC-geenien toistuvien alueiden koodautumisessa, tai

ilmentyneiden tuotteiden toistuviin alueisiin.

Edelleen, keksinndn avulla voidaan osoittaa myds muiden pspA-homologisten
sekvenssien olemassaolo pspA- ja pspC-sekvenssien lisdksi. Kuten edelld on mainittu,
keksinnon piiriin kuuluvat oligonukleotidikoettimet tai -alukkeet, jotka erottavat
pspA- ja pspC-sekvenssit toisistaan, ja joista voidaan mainita diagnostista ilmaisemis-
ta tai eristdmistd ajatellen kdyttokelpoiset muodosteet LSM1 ja LSM2; sekd LSM1
ja LSM10 tai LSM1 ja LSM7, jotka monistavat osan pspC-geenistd, erityisesti osan
siitd geenistd, johon on koodautunut antigeeninen, immunologinen tai suojaava

proteiini.

Keksinnén kohteena on lisdksi menetelmd luonnollisessa muodossa olevan PspA-
proteiinin eristimiseksi kasvattamalla pneumokokkeja alustassa, joka sisdltdd suurena
pitoisuutena (noin 0,9—1,4 %, edullisesti 1,2 %) koliinikloridia, eluoimalla eldvit
pneumokokit suolaliuoksella, joka sisiltdd koliinikloridia esimerkiksi noin 1—3 %,
edullisesti 2 %, seki kasvattamalla pneumokokkeja alustassa, jonka alustan koliini on
korvattu lihes tdydellisesti tai olennaisen tdydellisesti alemmalla alkanoliamiinilla,
esimerkkeind C;_¢-, edullisesti C,-alkanoliamiini, eli edullisesti C,-alkanoliamiinilla
kuten edullisesti etanoliamiinilla [esimerkiksi 0,0000005—0,0000015 %, edullisesti
0,000001 % koliinikloridia plus 0,02—0,04 %, edullisesti 0,03 % alkanoliamiinia
(etanoliamiinia)]. Tdmén jilkeen tillaisista pneumokokeista saatu PspA edullisesti
eristetddn Sepharose-geeliin sidottuun koliiniin perustuvasta affiniteettipylvaista,
jolloin saadaan erittidin puhdasta PspA:ta. Téllainen eristetty ja/tai puhdistettu PspA
on erittiin immunogeenistd ja sitd voidaan kdyttdd antigeenisessa, immunologisessa

tai rokotekoostumuksessa.

Alkanoliamiinin (eik4 koliinin) 14snid ollessa kasvatettujen pneumokokkien kasvualus-

ta sisdltdd PspA:ta ja se on itsessddn erittdin immunogeenista ja tdstd syystd sitd
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voidaan kéyttdd antigeenisena, immunologisena tai rokotekoostumuksena; ja sen
valmistus on suhteellisen halpaa. PspA-proteiinin yhtd mikrogrammaa kohden,
alkanoliamiinia sisédltivassd alustassa ldsnéd oleva PspA on paljon suojaavampaa kuin
muilla keinoin, esimerkiksi uutteista eristetty PspA. Vaikka ohessa ei halutakaan
vélttdmatta rajoittua mihinkddn erityiseen teoriaan, niin kuitenkin ennen eristysti
ldsnd olevilla muilla komponenteilla saattaa olla synergististd vaikutusta PspA-
proteiiniin, tai yksinkertaisesti PSpA on suojaavampaa (antigeenisempaa) ennen
eristystd ja/tai puhdistusta (mikd osoittaa, ettd aktiivisuutta menetetién eristys- ja/tai

puhdistusvaiheessa).

Keksinndn kohteena ovat edelleen PspA:n N-pditteen 115 aminohappoa, jotka ovat
kéyttokelpoisia mielenkiinnon kohteena olevan epitoopin kdsittdvid koostumuksia,
immunologisia tai rokotekoostumuksia ajatellen, sekid niitd koodaava DNA, jonka
avulla ndmi N-péitteen aminohapot voidaan valmistaa yhdistelma-DNA-tekniikkaa
kayttden, tai jota voidaan kayttdd koettimena ja/tai alukkeena hybridisaatiossa ja/tai

monistuksessa tunnistamista, ilmaisemista tai diagnoositoimenpiteitd varten.

Tama keksintd osoittaa edelleen, ettd pspA RFLP -joukkojen keskuudessa esiintyy
ryhmittymistd. Talla tavalla saadaan aikaan menetelma erilaisista PspA-proteiineista
muodostuvien joukkojen tunnistamiseksi pspA-geenien RFLP-kuvioiden perusteella
sekd keino erilaisten PspA-proteiinien saamiseksi antigeeniseen, immunologiseen tai
rokotekoostumukseen; sekd menetelmd PspA:n klonotyyppien tunnusomaisten
piirteiden selvittimiseksi PspA:n RFLP-kuvioiden perusteella. Niin ollen keksinnos-
sd saadaan aikaan oligonukleotidit, joiden avulla voidaan monistaa useimmat,
esimerkiksi suurin osa, ellei perdti kaikki S. pneumoniae -eliét, jolloin S.
pneumoniae -elididen suurimman osan, ellei peréti niiden kaikkien RFLP-analyysi

saadaan mahdolliseksi.

Keksinnossd saadaan myos aikaan PspC, jonka molekyylipaino on arviolta 105 kD,
ja jonka arvioitu pl on 6,09, ja joka kisittdd alfa-kierteisen alueen, sitd seuraavan,
runsaasti proliinia siséltdvin alueen ja toistuvan alueen. PspA:n suuri, ristisuojaava

alue kiésittdd C-péitteen puoleisen kolmanneksen alfa-kierteisestd alueesta (PspA:n
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jaannosten 192 ja 260 vilissd), joka alue saa aikaan viidesti ristisuojaavasta mono-
klonaalisesta vasta-aineesta neljin sitoutumisen, ja timin alueen késittiviat PspA-
kappaleet voivat johtaa ristisuojaavaan immuniteettiin hiirissd. PspC:n ja PspA:n
véilinen homologia alkaa PspA:n aminohapon 148 kohdalta ja siséltidd siis alueen
aminohaposta 192 aminohappoon 299 seka koko sen PspC-sekvenssin, jonka C-paite
on aminohapon 486 kohdalla. Koska PspA:n ja PspC:n sekvenssit ovat olennaisesti
homologiset mielenkiinnon kohteena olevia epitooppeja kisittdvissi alueessa, jonka
tiedetddn saavan aikaan suojan, niin PspC késittdd todennédkoisesti PspA:ssa esiintyvi-
en epitooppien kaltaisia, mielenkiinnon kohteena olevia epitooppeja. PspA:n timin
alueen, eli aminohappojen 148 ja 299 vilisen alueen suhteen spesifisten vasta-
aineiden pitiisi ristireagoida PspC:n kanssa ja néin ollen tuottaa suoja reagoimalla
PspC:n ja PspA:n kanssa. Samoin on odotettavaa, ettd immunointi PspC-proteiinilla

tuottaa PspA:ta vastaan ristisuojaavia vasta-aineita.

Mielenkiinnon kohteena oleva epitooppi on antigeeni tai immunogeeni tai sen
immunologisesti aktiivinen kappale eldin- tai ihmisldiketieteellisesti merkittavasta

patogeenista tai toksiinista.

Esilld olevassa keksinndssd on saatu aikaan immunogeeninen, immunologinen tai
rokotekoostumus, joka sisdltdd mielenkiinnon kohteena olevan pneumokokkiepitoopin
sekd farmaseuttisesti hyviksyttavaa kantajaa tai laimenninta. Mielenkiinnon kohteena
olevan pneumokokkiepitoopin sisdltdvd immunologinen koostumus tuottaa immunolo-
gisen vasteen, joka on joko paikallinen tai systeeminen. Tdmé vaste voi olla suojaa-
va, miké ei ole kuitenkaan valttimitontd. Samoin mielenkiinnon kohteena olevan
pneumokokkiepitoopin sisdltivd immunogeeninen koosturmus tuottaa paikallisen tai
systeemisen immunologisen vasteen, joka voi olla, ei kuitenkaan valttimétta,
suojaava. Rokotekoostumus tuottaa paikallisen tai systeemisen suojaavan vasteen.
Niin ollen kisitteet "immunologinen koostumus” ja "immunogeeninen koostumus"
sisdltavit kasitteen "rokotekoostumus" (silli kaksi ensin mainittua késitettd voivat

olla suojaavia koostumuksia).
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Niinpi tdssid keksinnossd on my0s saatu aikaan menetelmi immunologisen vasteen
herittimiseksi isdntdnisikkadssi siten, ettd tille isdnndlle annetaan immunogenista,
immunologista tai rokotekoostumusta, joka késittdd mielenkiinnon kohteena olevan

pneumokokkiepitoopin sekd farmaseuttisesti hyvaksyttivid kantajaa tai laimenninta.

DNA, johon mielenkiinnon kohteena oleva pneumokokkiepitooppi on koodautunut,
voi olla DNA, joka koodaa tdysipituista PspA:ta, PspC:ti tai niiden kappaleita.
PspA:n tai PspC:n kappaletta koodaavaan sekvenssiin voi olla koodautunut se
PspA:n tai PspC:n osa, joka sisiltdd mielenkiinnon kohteena olevan epitoopin kuten

suojan tuottavan epitoopin proteiinista.

S. pneumoniae Rx1 -kannasta on tunnistettu sellaisia PspA- ja PspC-alueita, jotka
eivit ainoastaan sisdlld suojan aikaansaavia epitooppeja, vaan jotka ovat myods
riittdvan ristireaktiivisia muista S. pneumoniae -kannoista perdisin olevien PspA-
proteiinien kanssa siten, ettd ne ovat sopivia ehdokkaita rokotteeseen, immunologi-
seen tai immunogeeniseen koostumukseen sisdllytettiviksi PspA-alueeeksi. PspA:n
epitooppisiin alueisiin kuuluvat jainnokset 1—115, 1—314, 192—260 ja 192—588.
PspA-kappaleita koodaava DNA voi olla sellainen DNA, johon edelld mainitut
PspA:n epitooppiset alueet ovat koodautuneet; tai kysymyksessi voi olla DNA, joka
koodaa PspA:n piaallekkdin menevid kappaleita, esimerkiksi kappale aminohaposta
192 aminohappoon 588 siséltdd kappaleen 192—260 ja kappale aminohaposta 1
aminohappoon 314 sisiltdd kappaleen 1—115 ja 192—260.

Miti tulee mielenkiinnon kohteena oleviin epitooppeihin, alan asiantuntija kykenee
madrittimiin epitoopin peptidiin tai polypeptidiin kuuluvasta, immunologisesti
hallitsevasta alueesta ja sen avulla sitd koodaavan DNA-sekvenssin timén peptidin tai
polypeptidin tunnetun aminohapposekvenssin ja vastaavaan DNA-sekvenssin sekd
nididen erityisten aminohappojen luonteen (kuten koon, varauksen) perusteella sekd

kodonikirjaston avulla ilman tarpeetonta kokeilua.

Yleisessd menetelmissd, jolla voidaan maarittia se, mitd osaa proteiinista voidaan

kayttdd immunologisessa koostumuksessa, keskitytddn mielenkiinnon kohteena olevan
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antigeenin kokoon ja sekvenssiin. "Yleisesti, koska suurissa proteiincissa on enem-
min mahdollisia determinantteja, ne ovat parempia antigeeneja kuin pienet proteiinit.
Miti vieraampi antigeeni, toisin sanoen mitd vihemmén samankaltaisuutta sietokykya
indusoiviin itsekonfiguraatiohin, sitd tehokkaampi se on ajatellen immuunivasteen

syntymistd." Ivan Roitt, Essential Immunology, 1988.

Miti tulee kokoon, alan asiantuntija kykenee maksimoimaan virusvektoriin istutetta-
vaksi tarkoitettuun DNA-sekvenssiin koodautuneen proteiinin koon (ottaen huomioon
vektoriin liittyvit pakkaamisrajoitukset). Istutetun DNA:n koon minimoimiseksi,
samalla ilmentyneen proteiinin koko maksimoiden, tisti DNA-sekvenssistd on voitu
poistaa introneita (geenialueita, jotka kopioituvat, mutta jotka leikkautuvat myohem-

min irti primaarista RNA-Kopiosta).

Pienimmillddn tdimd DNA-sekvenssi voi koodata véhintddn 8 tai 9 aminohapon
pituista peptidid. Tdmi on se vdhimmaiispituus, joka peptidilld on oltava, jotta se
kykenisi stimuloimaan CD4+ T-soluvasteen (joka tunnistaa viruksen infektoimat
solut tai sydpisolut). 13—25 aminohappoa oleva peptidin vahimmaispituus on kaytto-
kelpoinen CD8+ T-soluvasteen stimuloimiseksi (joka vaste tunnistaa erityisen
antigeenin kasittdvét solut, jotka ovat "nielaisseet" patogeenin). Katso Kendrew,
edelld. Koska ndmi ovat kuitenkin vihimmaispituuksia, niin nimi peptidit saavat
aikaan todennikoisesti immunologisen vasteen eli vasta-aine- tai T-soluvasteen; mutta
pitempi peptidi on edullinen suojaavaa vastetta ajatellen (esimerkiksi rokotekoostu-

muksesta).

Mitd tulee sekvenssiin, timd DNA-sekvenssi koodaa edullisesti vihintddn sellaisia
peptidialueita, jotka tuottavat vasta-ainevasteen tai T-soluvasteen. Erds menetelmi T-
ja B-soluepitooppien miirittdimiseksi kisittdd epitooppikartoituksen. Mielenkiinnon
kohteena oleva proteiini "pilkotaan paillekkdin meneviksi peptideiksi proteolyyttisilla
entsyymeilld. Tamdn jilkeen testataan yksittdisten peptidien kyky sitoutua luonnolli-
sessa muodossa olevan proteiinin tuottamaan vasta-aineeseen tai indusoida T-solujen
tai B-solujen aktivoitumista. Tdma ldhestymistapa on ollut erityisen kéyttokelpoinen

T-soluepitooppien kartoituksessa, koska T-solu tunnistaa MHC-molekyyleihin (MCH
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= major histocompatibility complex) kompleksoituneet lyhyet lineaariset peptidit.
Tami menetelmi ei ole yhtd tehokas B-soluepitooppien mairittimiseksi”, koska B-
soluepitoopit ovat usein muunlaisia kuin lineaarisia aminohapposekvenssejd, niiden
ollessa tuloksena poimuttuneen kolmiulotteisen proteiinin tertiddrirakenteesta. Janis

Kuby, Immunology, (1992), sivut 79—80.

Toinen menetelmé mielenkiinnon kohteena olevan epitoopin méérittdmiseksi on valita
proteiinista ne alueet, jotka ovat hydrofiilisia. Hydrofiiliset jiddnnokset ovat usein
proteiinin pinnalla ja ndin ollen ne muodostavat usein ne proteiinialueet, joihin vasta-

aineet padsevit. Janis Kuby, Immunology, (1992), sivu 81.

Viela erds muu menetelmé mielenkiinnon kohteena olevan epitoopin madrittimiseksi
on toteuttaa antigeenin (tdysipituinen) ja vasta-aineen valisestd kompleksista rongten-

kristallografinen sideanalyysi. Janis Kuby, Immunology, 81992), sivu 80.

Edelleen, erds muu menetelméd mielenkiinnon kohteena olevan epitoopin, joka voi
tuottaa T-soluvasteen, valitsemiseksi on tunnistaa proteiinisekvenssistd mahdolliset,
HLA-ankkuria sitovat yksikot, jotka ovat peptidisekvensseji, joiden tiedetddn sitou-

tuvan todennikdisesti MHC-molekyyliin.

Peptidin, jota epdillddn T-soluvasteen kehittdviksi epitoopiksi, tulisi olla esillda MHC-
kompleksissa. Téamé peptidi sisédltdd edullisesti sopivia ankkuriyksikoiti MHC-
molekyyleihin sitoutumista varten ja sen tulisi sitoutua riittivan suurella affiniteetilla
niin, ettd syntyy immuunivaste. Huomioon otettavia tekijoitd ovat: immunoitavan
potilaan (selkirankainen, eldin tai ihminen) HLA-tyyppi, proteiinin sekvenssi,
sopivien ankkuriyksikoiden ldsndolo sekd timidn peptidisekvenssin esiintyminen

muissa elintirkeissd soluissa.

Immuunivaste syntyy yleensi seuraavalla tavalla: T-solut tunnistavat proteiineja vain,
jos proteiini on pilkkoutunut pienemmiksi peptideiksi ja on esilli toisen solun
pinnalla sijaitsevassa, niinkutsutussa suuressa histokompatibiliteettikompleksissa

(major histocompatibility complex; MHC). Nama MHC-kompleksit kuuluvat kahteen
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eri luokkaan eli luokkaan I ja luokkaan II, ja kumpikin luokka koostuu monista
erilaisista alleeleista. Eri potilailla on eri tyyppisid MHC-kompleksialleeleja; heididn

sanotaan olevan "erilaista HLA-tyyppid" (HLA = human leucosyte antigen).

Luokkaan I kuuluvia MHC-komplekseja esiintyy kdytdnnollisesti katsoen jokaisessa
solussa ja ne tuovat esiin peptidejd solun sisdpuolella tuotetuista proteiineista. Niin
ollen luokkaan I kuuluvien MHC-kompleksien avulla voidaan tappaa virusten infek-
toimia soluja tai sellaisia soluja, jotka ovat muuttuneet syopésoluiksi onkogeenin
ilmentymisen seurauksena. T-solut, joiden pinnalla on CD4:ksi kutsuttua proteiinia,
sitoutuvat luokkaan I kuuluvia MHC-komplekseja kisittdviin soluihin ja erittdvét
lymfokiineja. Lymfokiinit stimuloivat vasteen; soluja saapuu paikalle ja ne tappavat

viruksen infektoiman solun.

Luokkaan IT kuuluvia MHC-komplekseja esiintyy ainoastaan antigeenin esiin tuovien
solujen pinnalla ja niitd kdytetdln kiertdvistd patogeeneista, jotka nimi antigeenin
esiin tuovat solut ovat endosytoineet, perdisin olevien peptidien esiin tuomiseen. T-
solut, joissa on CD8:ksi kutsuttua proteiinia, sitoutuvat luokkaan II kuuluvia MHC-

komplekseja késittaviin soluihin ja tuhoavat solut lyyttisten kerésten eksosytoosilla.

Niistd yleisistd tekijoistd, joiden perusteella voidaan médrittda, onko proteiini
mielenkiinnon kohteena oleva, T-soluvasteen tuottava epitooppi, voidaan mainita:
peptidin pituus - peptidin tulisi olla vihintdén 8 tai 9 aminohapon pituinen sopiakseen
luokkaan I kuuluvaan MHC-kompleksiin ja vdhintdin 13—25 aminohapon pituinen
sopiakseen Iuokkaan II kuuluvaan MHC-kompleksiin. Tdmé pituus on peptidin
vahimmaispituus MHC-kompleksiin sitoutumista ajatellen. Peptidit ovat edullisesti
mainittuja pituuksia pitempié, koska solut voivat pilkkoa ilmentyneiti peptideji.
Peptidin tulisi sisdltdd sopiva ankkuriryhmi, jonka avulla se voi sitoutua luokkaan I
tai luokkaan II kuuluviin erilaisiin molekyyleihin riittdvin suurella spesifisyydelld

immuunivasteen kehittymisti ajatellen [katso Bocchia, M. et al., Specific Binding of

Leukemia Oncogene Fusion Protein Peptides to HLA Class I Molecules, Blood 85:

2680—2684; Englehard, VH, Structure of peptides associated with class I and class

II MHC molecules, Ann. rev. Immunol. 12:181 (1994)]. Timi voidaan toteuttaa
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ilman turhaa kokeilua vertaamalla mielenkiinnon kohteena olevan proteiinin sekvens-
sia MHC-molekyyleihin liittyvien peptidien julkaistuihin rakenteisiin. T-soluresepto-
reiden tunnistamat proteiiniepitoopit ovat peptidejé, jotka ovat syntyneet proteiinimo-
lekyylin entsymaattisen hajoamisen seurauksena ja jotka ovat esilld solun pinnalla

luokkaan I tai luokkaan II kuuluviin MHC-molekyyleihin liittyneini.

Edelleen, alan asiantuntija voi varmistaa mielenkiinnon kohteena olevan epitoopin
vertaamalla proteiinisekvenssii proteiinitietokannassa lueteltuihin sekvensseihin. Ne
proteiinialueet, joilla on vain vahén tai ei lainkaan homologiaa, ovat parempi valinta
timdn proteiinin epitoopiksi, ja tdstd syystd ne ovat kidyttOkelpoisia rokote- tai
immunologisessa koostumuksessa. Niitd alueita, jotka ovat hyvin homologisia
elinvoimaisissa soluissa ldsnd olevien, yleisesti esiintyvien sekvenssien kanssa, tulisi

valttaa.

Edelleen, erdissi muussa menetelmissd yksinkertaisesti tuotetaan tai ilmaistaan
mielenkiinnon kohteena olevan proteiinin osia, tuotetaan monoklonaalisia vasta-
aineita mielenkiinnon kohteena olevan proteiinin niille osille, minki jilkeen selvite-
tadn, estivdtkd ndmé vasta-aineet patogeenin, josta proteiini oli perdisin, kasvun in
vitro. Alan asiantuntija voi kiyttdi tdssid julkaisussa sekd muita alalla esitettyji
suuntaviivoja mielenkiinnon Kohteena olevan proteiinin osien tuottamiseksi tai
ilmentimiseksi, jolloin niiden avulla voidaan miérittdd, estdvatkd niitd vastaan
vaikuttavat vasta-aineet kasvun in vitro. Esimerkiksi, alan asiantuntija voi tuottaa
mielenkiinnon kohteena olevan proteiinin osia: valitsemalla proteiinista 8—9 tai
13—25 aminohapon pituisia osia, valitsemalla hydrofiilisia alueita, valitsemalla
alueita, joiden on todettu sitoutuvan antigeenin ja (tdysipituisen) vasta-aineen
vilisestd kompleksista saatujen rontgendiffraktiotietojen perusteella, valitsemalla
alueita, jotka eroavat sekvenssinsd suhteen muista proteiineista, valitsemalla mahdol-
liset HLA-ankkurin sitoutumisyksikot, tai milld tahansa niiden menetelmien tai

muiden, alalla tunnettujen menetelmien yhdistelmélla.

Vasta-aineiden tunnistamat epitoopit ilmentyvét proteiinin pinnalla. Kaikkein

todenndkdisimmin vasta-ainevasteen tuottavien proteiinialueiden madrittdmiseksi alan
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asiantuntija voi edullisesti toteuttaa epitooppikartoituksen kdyttimalld edelld kuvattuja

yleisid menetelmid tai muita alalla tuttuja kartoitusmenetelmid.

Kuten edelli esitetyn perusteella voidaan todeta, alan asiantuntija voi varmistaa ilman
tarpeetonta kokeilua tdhén julkaisuun ja alan tietimykseen nojautuen mielenkiinnon
kohteena olevan epitoopin aminohapposekvenssin ja vastaavan DNA-sekvenssin T-so-
lu-, B-solu- ja/tai vasta-ainevasteen saamiseksi. Lisdksi viitataan julkaisuun Gefter et
al., US-patenttijulkaisu nro 5 019 384, vastaava patentti mydnnetty 28. toukokuuta
1991, sekd siind siteerattuihin asiakirjoihin, jotka sisédllytetidn oheen tilld
viittauksella (huomaa erityisesti timédn patenttijulkaisun luku "Asiaan liittyva kir-
jallisuus" sekd timin patenttijulkaisun palsta 13, jossa esitetddn, ettd "suuri joukko
epitooppeja on médritelty hyvin monien, mielenkiinnon kohteena olevien organismien
tapauksessa. Erityisen mielenkiintoisia ovat ne epitoopit, joihin neutraloivat vasta-
aineet kohdistuvat. Tillaisia epitooppeja on esitetty lukuisissa, kohdassa "Asiaan

liittyva kirjallisuus" siteeratuissa viitteissa.)

Edelleen, timi keksintd osoittaa, ettd useampia kuin yksi serologisesti tdydentiva
PspA-molekyyli voi olla ldsni antigeenisessa, immunologisessa tai rokotekoostumuk-
sessa paremman vasteen, esimerkiksi suojan tuottamiseksi esimerkiksi erilaisia
pneumokokkikantoja vastaan; ja tissd esimerkissid on saatu aikaan jirjestelmi PspA-
molekyylien valitsemiseksi moniarvoista koostumusta varten, joka jarjestelma kasittaa
ristisuojauksen arvioinnin siten, ettd saadaan aikaan mahdollisimman tehokas

koostumus.

Keksinnon mukaisissa koostumuksissa ldsnd olevan antigeenin, esimerkiksi PspA:n
tai sen katkenneen osan sekid valinnaisen apuaineen miirdn mairitys sekd ndiden
koostumusten valmistus voivat tapahtua farmaseuttisen alan tai eldinlddketieteen
asiantuntijoille hyvin tuttujen standarditekniikoiden mukaisesti. Erityisesti, antigeenin
ja apuaineen mairid keksinndn mukaisissa koostumuksissa sekd annettavat annokset
midritetddn ld4ketieteen ja eldinlddketieteen asiantuntijoille hyvin tutuilla tekniikoilla
ottaen huomioon sellaiset tekijit kuten erityinen antigeeni, apuaine (mikéli 1dsnd),

kyseessd olevan potilaan ikd, sukupuoli, paino, laji ja tila, sekd antamistapa. Alan



.
se eee

s a0 o see oo

(X}

.
o o
see oo

10

15

20

25

30

24

asiantuntija kykenee selvittimaan helposti timén julkaisun perusteella (katso esimer-
kiksi esimerkit) esimerkiksi erityisten PspA-antigeenien annokset sopiville isdnnille,
joissa immunologinen vaste on toivottava, samoin kuin niiden kanssa tyypillisesti
annettavan apuaineen méirin. Niinpi alan asiantuntija voi méérittdd helposti keksin-
non kohteena olevien menetelmien mukaisesti annettavissa koostumuksissa ldsni
olevan antigeenin ja valinnaisen apuaineen mairdn. Tyypillisti on, ettd apuainetta
kiytetddn yleensd 0,001-50 painoprosenttisena liuoksena fosfaatilla puskuroidussa
suolaliuoksessa ja ettd antigeenia on lisnd mikrogrammojen tai milligrammojen
suuruusluokkaa olevana miirand, esimerkiksi noin 0,0001—5 paino-%, edullisesti
noin 0,0001—1 paino-%, edullisimmin noin 0,0001—0,05 paino- % (katso esimerkik-

si alla tai ohessa siteeratuissa patenttihakemuksissa olevat esimerkit).

Tyypillisesti kuitenkin antigeeni on 1dsnd mikrogrammoista milligrammoihin olevissa
maérissa tai noin 0,001—20 p- %, edullisesti noin 0,01—10 p- % ja edullisimmin noin

0,05—5 p-% (katso esimerkit alla).

Luonnollisestikin minki tahansa, eldimelle tai ihmiselle annettavaksi tarkoitetun
koostumuksen, sen sisdltimit komponentit mukaan lukien, sekd minkid tahansa
erityisen antamismenetelmén tapauksessa on edullista madrittdd: myrkyllisyys
esimerkiksi maarittdiméalld tappava annos (lethal dose; LH) sekd LDy, sopivaan
eldimeen, esimerkiksi jyrsijddn kuten hiireen perustuvan eldinmallin avulla; koostu-
muksen (koostumusten) annostus, siind ldsnid olevien komponenttien pitoisuus ja
tdmin koostumuksen (koostumusten) antamisen ajoitus sopivan immunologisen
vasteen tuottamiseksi esimerkiksi titraamalla seeruminéytteet ja analysoimalla niistd
vasta-aineet tai antigeenit esimerkiksi ELISA- ja/tai RFFIT-analyysilla. Nima
mairitykset eivit edellytd alan asiantuntijan tietimykseen, tihidn julkaisuun ja ohessa
siteerattuihin asiakirjoihin perustuvaa tarpeetonta kokeilua. Samoin perikkiisten

antokertojen aika voidaan varmistaa ilman tarpeetonta kokeilua.

Esimerkkeinid keksinnén mukaisista koostumuksista voidaan mainita nestemaiiset
valmisteet aukon, esimerkiksi suun, nenin, perdaukon tai emattimen kautta tapahtu-

vaa tal suun sisdistd, mahan sisdistd, limakalvon (esim. kielen, hammaskuopan,
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ikenen, hajuaistiin liittyvien tai hengityselimiin kuuluvien limakalvojen) lépi ta-
pahtuvaa ja muulla vastaavalla tavalla tapahtuvaa antamista varten, kuten suspensiot,
siirapit tai eliksiirit; sekd valmisteet, joita voidaan antaa ruuansulatuskanavan
ulkopuolisesti, ihon alaisesti, ihon sisdisesti, lihaksen sisdisesti tai laskimon sisaisesti
(esimerkiksi antaminen injektiona), esimerkiksi steriilit suspensiot tai emulsiot.
Téllaisiin koostumuksiin on voitu sekoittaa sopivaa kantajaa, laimenninta tai tiyte-
ainetta kuten steriilid vettd, fysiologista suolaliuosta, glukoosia tai muuta vastaavaa.
Nimi koostumukset voidaan my0s lyofilisoida. Nami koostumukset voivat sisiltid
lisdaineita kuten kostuttavia tai emulgoivia aineita, pH-arvoa puskuroivia aineita,
geelid muodostavia tai viskositeettia parantavia lisdaineita, sdilontdaineita, flavoriai-
neita, viriaineita ja muita vastaavia, antamistavasta ja toivotusta valmisteesta
riippuen. Apuna voidaan kéyttdd standardijulkaisuja kuten teosta "Remington’s
Pharmaceutical Science", 17. painos, 1985, joka sisillytetddn oheen tilla viittauksel-

la, sopivien valmisteiden valmistamiseksi ilman tarpeetonta kokeilua.

Keksinndn mukaiset koostumukset ovat tarkoituksenmukaisesti nestemaisid valmistei-
ta, esimerkiksi isotonisia vesipitoisia liuoksia, suspensioita, emulsioita tai viskooseja
koostumuksia, jotka on voitu puskuroida valittuun pH-arvoon. Mikili imeytyminen
ruuansulatuskanavassa on toivottavaa, niin tialloin keksinnon mukaiset koostumukset
voivat olla "kiintedssi" muodossa pinnoitettuina tabletteina, tabletteina, kapseleina,
kapletteina ja vastaavina, mukaan lukien sellaiset "kiintedt" valmisteet, joista
vapautuminen tapahtuu véhitellen tai joissa on nestemiinen tiyte, esimerkkeini
gelatiinilla pinnoitettu neste, jolloin gelatiini liukenee mahassa suolistoon siirtymista
varten. Mikéli antaminen nenin tai hengityselinten kautta (limakalvojen ldpi) on
toivottavaa, niin tdlldin koostumukset voivat olla muodossa, jota voidaan antaa
sumutteena puristettavasta annostelijasta, pumppaavasta annostelijasta tai aerosolia
tuottavasta annostelijasta. Aerosolit on tavallisesti paineistettu hiilivedyn avulla.
Pumppaavat annostelijat voivat edullisesti annostella tietyn suuruisen annoksen tai

annoksen, jossa hiukkasilla on tietty koko.

Keksinndn mukaiset koostumukset voivat sisiltdd farmaseuttisesti hyvaksyttavia

flavoreita ja/tai viriaineita niiden saamiseksi miellyttdvimpaian muotoon, erityisesti
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jos niitd annetaan suun kautta. Viskoosit koostumukset voivat olla geelejd, vesid,
juoksevia voiteita, voiteita ja muita vastaavia, ja ne sisdltivit tyypillisesti riittdvin
madrdn paksuntavaa ainetta siten, ettd niiden viskositeetti on noin 2500-6500 cps,
vaikkakin kayttokelpoisia ovat myds koostumukset, joiden viskositeetti on suurempi,
jopa 10 000 cps. Viskoosien koostumusten viskositeetti on edullisesti alueella 2500-
500 cps, silld timén alueen yldpuolella niiden antaminen vaikeutuu. Kuitenkin timén
alueen ylipuolella koostumukset voivat olla kiinteiti tai gelatiinimaisia, jolloin niiden

antaminen suun kautta on helppoa nielaistavana pinnoitettuna tablettina.

Nestemadisten valmisteiden valmistus on tavallisesti helpompaa kuin geelien, muiden
viskoosien koostumusten ja kiinteiden koostumusten valmistus. Lisdksi nestemiisten
koostumusten antaminen esimerkiksi injektiona tai suun kautta on hieman vaivatto-
mampaa eldimille, lapsille, erityisesti pienille lapsille sekd muille sellaisille kohteille,
joille pinnoitetun tabletin, tabletin, kapselin tai muun vastaavan nielaiseminen on
vaikeata, tai useita annoksia annettaessa. Toisaalta viskoosit koostumukset voidaan
valmistaa siten, ettd niiden viskositeetti saadaan sopivalle viskositeettialueelle
valmisteen ja limakalvon, esimerkiksi mahapeitteen tai nenidn limakalvon vélisiin

pitempiin kosketusaikoihin padsemiseksi.

Ilmeistd on, ettd sopivien kantajien ja muiden lisdaineiden valinta riippuu erityisesti
antamistavasta ja kyseessi olevan annostelumuodon kuten nesteméisen annostelumuo-
don luonteesta [esimerkiksi, onko koostumuksesta tarkoitus valmistaa linos, suspen-
sio, geeli tai muu nestemdinen muoto] tai kiintedn annostelumuodon luonteesta
[esimerkiksi, onko koostumuksesta tarkoitus valmistaa pinnoitettu tabletti, tabletti,

kapseli, kapletti, vihitellen vapauttava muoto tai nesteelld tiytetty muoto].

Liuokset, suspensiot ja geelit sisdltdvit normaalisti suuren maaran vettd (edullisesti
puhdistettua vettd) antigeenin, lipoproteiinin ja valinnaisen apuaineen lisiksi. Lisna
voi olla myds pienid miairid muita aineosia kuten pH-arvon séitdjia (esimerkiksi
emdstd kuten NaOH), emulgaattoreita tai dispergoivia aineita, puskuroivia aineita,

sdilontdaineita, kostuttavia aineita, jahmettidvid aineita (esim. metyyliselluloosaa),
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viriaineita ja/tai flavoreja. Koostumukset voivat olla isotonisia, eli niilld voi olla

sama osmoottinen paine kuin verelld ja kyynelnesteelld.

Keksinn6n mukaisten koosumusten toivottuun isotonisuuteen voidaan paistid kaytta-
malld natriumkloridia tai muita farmaseuttisesti hyvksyttivid aineita kuten dekstroo-
sia, boorihappoa, natriumtartraattia, propyleeniglykolia tai muita epdorgaanisia tai
orgaanisia liuotteita. Natriumkloridi on edullista erityisesti natriumioneja sisiltdvien

puskureiden tapauksessa.

Koostumusten viskositeetti voidaan pitda toivotulla tasolla kdyttamalla farmaseuttises-
ti hyvaksyttdvdd paksuntavaa ainetta. Metyyliselluloosa on edullista, koska sitd on
saatavana vaivattomasti ja taloudellisesti ja koska sen kisittely on helppoa. Muista
sopivista paksuntavista aineista voidaan mainita esimerkiksi ksantaanikumi, karboksi-
metyyliselluloosa, hydroksipropyyliselluloosa, karbomeeri ja muut vastaavat.
Paksuntimen edullinen pitoisuus riippuu valitusta aineesta. Térkeédtd on kiyttdd
sellaista miiraa, jolla péistddn valittuun viskositeettiin. Viskoosit koostumukset

valmistetaan tvallisesti liuoksista lisddmalla téllaista paksuntavaa ainetta.

Farmaseuttisesti hyvéksyttivaa sidilontdainetta voidaan kédyttdd koostumusten varastoi-
tavuuden parantamiseksi. Bentsyylialkoholi voi olla sopiva, monien muidenkin
sdilontdaineiden kuten parabeenien, timerosaalin, klorobutanolin tai bentsalkonium-
kloridin ollessa kéyttOkelpoisia. Sdilontdaineen sopiva pitoisuus on alueella
0,02—2 % kokonaispainosta laskien, vaikka tdmai pitoisuus voikin vaihdella huomat-

tavasti valitusta aineesta riippuen.

Alan asiantuntijalle on selvii, ettid koostumusten komponentit on valittava siten, etti
ne ovat kemiallisesti inerttejd PspA-antigeeniin ja valinnaiseen apuaineeseen nihden.
Tami ei ole mikddn ongelma kemiallisia ja farmaseuttisia aineita tunteville henki-
16ille, tai ongelmat voidaan vélttda helposti viittaamalla standarditeoksiin tai toteutta-
malla yksinkertaisia kokeita (ilman tarpeetonta kokeilua) timdén julkaisun ja siind

siteerattujen asiakirjojen perusteella.
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Tamin keksinnon mukaiset, immunologisesti vaikuttavat koostumukset valmistetaan
sekoittamalla aineosat keskendédn yleisesti hyviksyttyja menettelytapoja noudattaen.
Esimerkiksi, valitut komponentit voidaan yksinkertaisesti sekoittaa sekoittimessa tai
muussa tavanomaisessa laitteessa vikevdAn seoksen saamiseksi, jonka seoksen
pitoisuus ja viskositeetti voidaan sitten sditdd lopullisiin arvoihin lisiamalla vetté tai
paksuntavaa ainetta sekd mahdollisesti puskuria pH-arvon sdatimiseksi tai muuta
livotetta tonisuuden sditdmiseksi. Yleisesti, pH voi olla noin alueella 3—7,5. Naiti
koostumuksia voidaan antaa ladketieteen ja eldinlddketieteen asiantuntijoille tunnettui-
na annoksina ja tekniikoilla ottaen huomioon sellaiset tekijit kuten kyseessi olevan
potilaan tai eldimen ikd, sukupuoli, paino sekd tila ja annettava koostumusmuoto
(esim. kiinted tai nestemdinen muoto). Alan asiantuntija voi médrittdd ihmisille ja
muille nisikkiille tarkoitetut annostukset ilman turhaa kokeilua timén julkaisun, siinid
siteerattujen asiakirjojen ja alla olevien esimerkkien (esimerkiksi hiirid kiyttden

toteutettujen esimerkkien) avulla.

Ensimmadisend annettavan annoksen ja tehosteannosten tai my6hemmin annettavien
annosten sopivat koot voivat myds vaihdella, ja sopivaa voi olla antaa ensimméiinen
annos ja sen jilkeen myOhempid annoksia; mutta alan asiantuntija kykenee kuitenkin
médrittdimdin ne timdn julkaisun, siind siteerattujen asiakirjojen ja alla olevien

esimerkkien perusteella.

PCR-tekniikat niyte-DNA:n monistamiseksi diagnostista ilmaisua tai madritys-
menetelmid varten ovat tuttuja tekniikan nykytason perusteella tai ne tunnetaan
ohessa mainittujen asiakirjojen (katso esimerkit) perusteella samoin kuin hybridisaa-
tiotekniikat tdllaisia menetelmid varten. Edelleen, alan asiantuntija voi kayttda
geenituotteita ja niistd saatuja vasta-aineita diagnostisissa, ilmaisu- ja maidritys-

menetelmissi alalla tunnetulla tavalla menettelemilld, ilman tarpeetonta kokeilua.

Seuraavat esimerkit on esitetty keksinndn havainnollistamiseksi, ei sen rajoittamisek-

si.
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ESIMERKIT

Esimerkki 1

Katkenneet Streptococcus pneumoniae:n PspA-molekyylit saavat aikaan ris-

tisuojaavan immuniteetin pneumokokkialtistusta vastaan

Sen jilkeen, kun S. preumoniae -eli6 saatiin eristetyksi ihmisen syljestd vuonna 1881
ja kun se sitten kaksi vuotta myShemmin osattiin yhdistda lohkokeuhkokuumeeseen,
ihmisessd pneumokokki-infektioista johtuvat sairaudet ovat olleet hyvin yleisid ja
niithin on liittynyt merkittivdad kuolleisuutta. Jokin aika sitten kehitysmaissa ja
kehittyneessd maailmassa tehdyssi selvityksessa kiireellisesti tarvittavista rokotteista
parannettu pneumokokkirokote sijoittui kolmen kipeimmin tarvittavan rokotteen
joukkoon teollistuneissa maissa. Télld hetkelld kdytdssd oleva rokote on pneumokok-
kimaisista kapselipolysakkarideista koostuva 23-arvoinen koostumus, joka tehoaa
vain noin 60 prosentissa ikd4ntyneistd ihmisistd, ja jota ei suositella kaytettaviksi alle
kaksivuotiaissa lapsissa sen heikosta vaikutustehosta johtuen. Edelleen eristettyjen,
monille 144keaineille vastustuskykyisten S. pneumoniae -kantojen esiintymistiheyden
suureneminen korostaa tehokkaamman rokotteen tarvetta pneumokokki-infektioiden

estamiseksi.

Proteiinit ovat immunogeenisen luonteensa ansiosta pédasiallisia kohteita uusia
rokotteita etsittdessd. Niistd pneumokokkimolekyyleistd, joita on tutkittu proteiiniro-
kotteen mahdollisina ehdokkaina, voidaan mainita pneumolysiini, neuraminiidaasi,
autolysiini ja PspA. Niamd kaikki proteiinit kykenevit tuottamaan immuniteetin
hiirissd, minkd seurauksena elinikd pitenee ja aikaan saadaan suoja kuolemalta
altistettaessa lahes LDgjp-arvoa vastaaville annoksille. Niiden makromolekyylien
joukossa PspA on ainutlaatuinen siind suhteessa, ettd se voi saada aikaan eldimissi
sellaisia vasta-aineita, jotka suojaavat LDsp-arvoon nidhden 100 kertaa suurempia

siirrosteita vastaan.
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PspA on solupinnalla esilld oleva proteiini, jonka nienndinen molekyylipaino on 67-
99 kDa, ja jota kaikki tihdn saakka tutkitut, kliinisesti merkittivit S. pneumoniae

-kannat ilmentdvat. Vaikka eri pneumokokkikannoista periisin olevat PspA-proteiinit
ovatkin serologisesti erilaisia, niin kuitenkin monilla PspA-vasta-aineilla on ristireak-
tiivisuutta vieraista kannoista perdisin olevien PspA-proteiinien kanssa. Kun hiiret
immunoidaan aktiivisesti PspA:lla, niissé kehittyy PspA-vasta-aineita, jotka suojaavat
myOhemmaltad altistumiselta erilaisille S. pneumoniae -kannoille. PspA:n immu-
nogeenisten ja suojan tuottavien ominaisuuksien perusteella voidaan paitelld, ettd se

saattaa olla hyvd ehdokasmolekyyli proteiinipohjaista pneumokokkirokotetta varten.

Nelja erillistd PspA-domeenia on tunnistettu DNA-sekvenssin perusteella. Ne ovat N-
pditteen hyvin varautunut alfa-kierteinen alue, runsaasti proliinia sisdltivd 82
aminohapon sekvenssi, C-pditteen toistolohko, joka koostuu kymmenestd 20 amino-
hapon toistuvasta sekvenssistd, sekd 17 aminohapon hintd. Joukko Rx1 PspA-
proteiinia vastaan vaikuttavia monoklonaalisia vasta-aineita (MAb) on tuotettu ja
sitoutumiskohta yhdekséssé téllaisessa MAb-vasta-aineessa on paikannettu jokin aika
sitten alfa-kierteisen alueen Rx1 pspA-sekvenssissd. Viisi ndisti Rx1 MADb-vasta-
aineesta oli suojaavia hiirissd, jotka oli infektoitu virulentilla pneumokokkikannalla
WU2. Neljé niistd viidestd suojaavasta vasta-aineesta kartoitettiin Rx1 PspA:n alfa-

kierteisen domeenin kauimmaiseen kolmannekseen (aminohapot 192—260).

Pneumokokkikannasta Rx1 perdisin olevat katkenneet PspA-molekyylit, jotka
sisdlsivdt aminohapot 192—588 tai 192—299, kloonattiin ja yhdistelma-DNA

-tekniset proteiinit ilmennettiin ja niiden kyky saada aikaan suoja mychempia S.
pneumoniae WU2 -altistusta vastaan médritettiin. Samoin kuin tdysipituinen Rx1
PspA, kumpikin katkennut, etdisen alfa-kierteisen alueen sisiltivd PspA suojasi hiiret
kohtalokkaalta WU2 pneumokokki -infektiolta. Yhdistelmd-DNA -tekninen, aminoha-
pot 192-588 kisittdva PspA-kappale oli kuitenkin immunogeenisempi kuin pienempi
kappale, todenndkdisesti sen suuremmasta koosta johtuen. Lisdksi Rx1-amino-
happokappaleen 192—588 tuottama suoja oli verrattavissa tiysipituisen Rx1 PspA-
proteiinin tuottamaan suojaan. Tdstd syystd muiden PspA-proteiinien ristisuojaavia

epitooppeja etsittiin myds molekyylin siitd osasta, joka muodosti C-pédtteen kaksi



*
e sse eoe

10

15

20

25

30

31

kolmannesta. Kuten jdljempéiné on tarkasteltu, Rx1-kannan aminohappojen 192—588
suhteen homologiset PspA-proteiinit monistettiin PCR-tekniikalla, ne kloonattiin ja
ilmennettiin E. coli:ssa. Sitten kolmen, kapselityyppid 4 ja 5 olevista kannoista
periisin olevan yhdistelmd-DNA -teknisen PspA:n kyky saada aikaan ristisuojaus eri
kapselityyppid olevilla kannoilla altistamista vastaan arvioitiin. Saadut tulokset
osoittavat, ettd kapselityyppid 4 ja 5 olevista kannoista perdisin olevat katkenneet
PspA-proteiinit suojasivat yhdessd kapselityyppid 4 ja 5 olevilla S. pneumoniae

-ldhtokannoilla sekd tyyppid 3, 6A ja 6B olevilla S. pneumoniae -kannoilla altistamis-

ta vastaan tai timin altistuksen aiheuttamalta varhaiselta kuolemalta.

Bakteerikannat ja viljelyolosuhteet

Kaikki pneumokokit olivat perdisin timin laboratorion kantakokoelmasta ja ne on jo
kuvattu (Yother, J. et al., Infect. Immun. 1982; 36: 184—188; Briles, D.E., et al.,
Infect. Immun. 1992; 60: 111—116; McDaniel, L.S., et al., Microb. Pathog. 1992;
13: 261—269; sekid McDaniel, L.S., et al., teoksessa: Ferretti, J.J. et al., toim.
Genetics of _streptococci, enterococci ja lactococci. 1995; 283—286), lukuun

ottamatta kliinisia eristeitd TJ0893, 0922134 ja BG8740. Pneumokokkikannat JO893

ja 0922134 saatiin vastaavasti erddn 43-vuotiaan miehen sekd erdidn iikkddmmin
naisen verestd. S. pneumoniae BG8743 on eristetty 8 kuukauden ikdisen vauvan
verestd. Tidssd tutkimuksessa kdytetyt kannat olivat kapselityypid 3 (A66.3,
EF10197, WU2), kapselityyppid 4 (BG9739, EF3296, EF5668, 1.81905), kapseli-
tyyppia S (DBLS), kapselityyppid 6A (DBL6A, EF6796), kapselityyppid 6B
(BG7322, BGY9163, DBL1), kapselityyppia 14 (TJO893), kapselityyppida 19
(BG8090) seka kapselityyppid 23 (0922134, BG8743). Lisaksi kantaa WG44.1, joka
ei ilmenni lainkaan havaittavaa PspA-proteiinia, kaytettiin PspA-spesifisessid vasta-
aineanalyysissa. Kaikki kemikaalit hankittiin toimittajalta Fisher Scientific, Fair

Lawn, New Jersey, mikili toisin ei ole mainittu.

S. pneumoniae -eliotd kasvatettiin Todd Hewitt-elatusalustalla (Difco, Detroit,
Michigan), jota oli tdydennetty 5 %:lla hiivauutetta (Difco). Eksponentiaalisen

kasvuvaiheen puolivilissd olevia viljelmid kaytettiin siirrosteina Lactated Ringer:in
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alustaan (Abbott laboratories, North Chicago, Illinois) altistustutkimuksia varten.
Altistustutkimuksissa kiytettyjen pneumokokkikantojen tapauksessa siirrosteiden
pitoisuudet olivat alueella 2,8—3,8 log;, CFU (pesidkettd muodostavaa yksikkod)
(varmistettu laimennusmaljaamalla veriagarille). Maljoja inkuboitiin yon yli kynttila-

maljassa (candle jar) 37 °C:ssa.

E. coli DH1- ja BL21 (DE3)-kantoja viljeltiin LB-alustassa [1 % Bacto-tryptoni
(Difco), 0,5 % Bacto Yeast (Difco), 0,5 % NaCl, 0,1 % dekstroosia]. Soluhajottei-
den valmistamiseksi yhdistelma-DNA-teknistd E. coli -bakteeria kasvatettiin vahim-
maiis-E-alustassa, jota oli tdydennetty tiamiinilla (0,05 M), glukoosilla (0,2 %),
kasaminohapoilla (0,1 %; Difco) sekd kanamysiinilli (50 mg/ml). Bakteereiden
pysyvid varastovijelmid séilytettiin -80 °C:ssa kasvualustassa, joka sisilsi 10 %

glyserolia.

Plasmidipohjaisten kantojen valmistus

Muodostetta pET-9a (Novagen, Madison, Wiskonsin) kiytettiin seuraavista 14 S.
pneumoniae -kannasta perdisin olevien katkenneiden pspA-geenien kloonaamiseksi:
DBLS5, DBL6A, WU2, BG9739, EF5668, 1.81905, 0922134, BG8090, BG8743,
BG9163, DBLI1, EF3296, EF6796 sekd EF10197 (taulukko 1). Viidestitoista
kannasta perdisin olevat pspA-geenikappaleet monistettiin PCR-menetelmalla kdyttien
kahta aluketta, jotka oli saatu laboratoriosta Connaugh Laboratories, Swiftwater,
Pennsylvania.

Aluke N192: 5° GGAAGGCCATATGCTCAAAGAGATTGATGAGTCT 3’ ja
aluke C588: 5 CCAAGGATCCTTAAACCCATTCACCATTGGC 3’ muodostettiin
sisdltimédin Ndel- ja BamHI-restriktioendonukleaasikohdan, vastaavasti. PCR-
monistetut geenituotteet pilkottiin entsyymeilld BamHI ja Ndel ja ligatoitiin lineari-
seksi tehtyyn ja samalla tvalla pilkottuun muodosteeseen pET-9a ja kisiteltiin
edelleen bakteeriperdiselld alkalisella fosfataasilla, joka oli hankittu toimittajalta
United States Biochemical Corporation, Cleveland, Ohio, milld estettiin leikatun

plasmidin sulkeutuminen uudestaan renkaaksi. Kloonit vakiinnutettiin ensin E. coli
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BL21(DE3) -eliossd, joka sisdlsi kromosomikopion T7 RNA-polymeraasigeenisté

indusoituvan lacUV5-promoottorin sditelyn alaisuudessa.

E. coli DH1 -solut transformoitiin Hanahan:in menetelmilld (Hanahan, D.J., Mol.
Biol. 1983; 166: 557—580). Pysyvit transformantit tunnistettiin seulomalla LB-
kanamysiinimaljoilla. Kustakin kannasta eristetyt plasmidimuodosteet siirrettiin
sihkoisesti (Electro Cell Manipulator 600, BTX Electroporation System, San Diego,
California) E. coli BL21(DE3) -soluihin ja kulloinkin saadusta kannasta kiytetyt
nimitykset on lueteltu taulukossa 1. Pelkkd pET-9a-vektori siirrettiin E. coli
BL21(DES) -kantaan sdhkoisesti, jolloin saatiin kanta RCT125 (taulukko 2). Kaikki
plasmidimuodosteet ja PCR-monistetut pspA-geenikappaleet arvioitiin elektroforeetti-
sesti agaroosigeelilld (1 kb:n DNA-tikkaat, Gibco BRL, Gaithersburg, Maryland).
Seuraavaksi toteutettiin Southern-analyysi kdyttden muodostetta LMpspA1l, joka on
aikaisemmin kuvattu tdysipituinen pspA-koetin (McDaniel, L.S. et al., Microb.
Pathog. 1992; 13: 261—269), ja jossa on kiytetty leimattua satunnaisaluketta
digoksigeniini-11-dUTP (Genius System, Boehringer Mannheim, Indianapolis,
Indiana). Hybridisaatio ilmaistiin kemiluminesenssiarkeilla valmistajan (Schleicher &

Schuell, Keene, New Hampshire) ohjeiden mukaisesti.

Yhdistelmid-DNA-teknisten E. coli-kantojen solufraktiointi

Lukuisten, transformoidusta E. coli -elidstd saatujen solufraktioiden kyky ilmentda
katkenneita PspA-molekyyleja arvioitiin. Yksittdiset pesikkeet siirrostettiin 3 ml:aan
kanamysiinid sisiltdvid LB-viljelmid ja kasvatettiin yon yli 37 °C:ssa. Seuraavaksi
80 ml:n suuruista LB-viljelmii, johon oli siirrostettu yon yli kasvanutta viljelmai
suhteessa 1:100 laimennettuna, kasvatettiin 37 °C:ssa eksponentiaalisen kasvuvaiheen
puoliviliin (Ag, on noin 0,5) ja 1 ml:n suuruinen néyte otettiin talteen ja suspendoi-
tiin uudestaan (indusoitumattomat solut) ennen indusointia isopropyylitiogalaktosidilla
(IPTG, lopullinen pitoisuus 0,3 mM). Sen jilkeen, kun indusoinnista oli kulunut 1,
2 ja 3 tuntia, 0,5 ml soluja sentrifugoitiin, suspendoitiin uudestaan ja leimattiin
indusoidut solut. Jdljelld oleva viljelmd jaettiin kahteen osaan, sentrifugoitiin

(4000 x g, 10 min, DuPont Sorvall RC 5B Plus) ja supernatantti hylattiin. Yksi
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kasauma suspendoitiin uudestaan 5 ml:aan liuosta, jonka koostumus oli 30 mM Tris-
HCI1, pH 7,4, 200 mM NaCl, 1 mM (etyleenidinitrilo)-tetraetikkahapon dinatrium-
suola (EDTA), ja pakastettiin -20 °C:ssa yon yli. Soluja sulatettiin 65 °C:n lampoti-
lassa 30 minuuttia, ne laitettiin jdihin ja niitd sonikoitiin viidelld 10 sekunnin
pituisella sykaykselld (suhteellinen teho 0,4, Fisher Sonic Dismembrator, Dynatech
Laboratories, Inc. Chantilly, Virginia). Seuraavaksi materiaali sentrifugoitiin
(9000 x g, 20 min.) ja supernatantista kdytettiin nimitystd raakauute-sytoplasminen
fraktio. Kasauma suspendoitiin uudestaan Tris-NaCl-EDTA -puskuriin ja liukenema-
ton soluseinimi- ja solukalvofraktio leimattiin. Toinen jaetusta ja indusoidusta
viljelmistd saatu kasauma suspendoitiin uudestaan 10 ml:aan 30 mM Tris-HCI -
puskuria, pH 8,0, joka sisdlsi 20 % sakkaroosia ja 1 mM EDTA, ja sitd inkuboitiin
huoneen limpdatilassa 10 minuuttia samalla sekoittaen. Sitten solut sentrifugoitiin,
supernatantti poistettiin ja kasauma suspendoitiin uudestaan 5 mM MgSO,-liuosta
(10 ml, 10 min., ravistelu 4 °C:n hauteessa). Timid materiaali sentrifugoitiin ja
supernatantista kaytettiin nimitysti osmoottinen shokki-periplasminen fraktio. So-

lufraktiot arvioitiin SDS-PAGE-menetelmilld ja immunotipldanalyysilla.

PspA:n MAb:t

PspA-spesifisia monoklonaalisia vasta-aineita (MAb) XiR278 ja 1A4 Kiytettiin
aikaisemmin kuvatulla tavalla (Crain, M.J. et al., 1990, Infect. Immun.; 58:
3293—-3299). MADb P50-92D9 tuotettiin immunoimaila DBLS PspA:lla. MAb P50-
92D9:n PspA-spesifisyys varmistettiin Western-analyysilla, jolla todettiin sen
reaktiivisuus S. pneumoniae -kannoista DBLS, BG9739, EF5668 ja 1L.81095 periisin
olevien luonnollisten PspA-proteiinien kanssa ja Kkyvyttdmyys tunnistaa PspA-

vertailukanta WG44.1.

SDS-PAGE- ja immunotipldanalyysi

E. coli -solufraktiot, jotka sisélsivit yhdistelmd-DNA-teknisid PspA-proteiineja ja
biotinyloituja molekyylipainojen merkkiaineita (pieni alue, BioRad, Richmond,

Kalifornia), erotettiin natriumdodekyylisulfaatti-polyakryyliamidilla (10 %; Bethesda
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Research Laboratories, Gaithersburg, Maryland) geeli-elektroforeettisesti (SDS-
PAGE) Laemmli:n menetelmélld (Laemmli, U.K. Nature 1970; 227: 680—685).
Naytteitd Keitettiin ensin 5 minuuttia ndytepuskurissa, joka sisdlsi 60 mM Tris-
puskuria pH 6,8, 1 % 2-B-merkaptoetanolia (Sigma, St. Louis, Missouri), 1 %
SDS:ia, 10 % glyserolia ja 0,01 % bromifenolisinistd. Tdmén jilkeen geelit siirret-
tiin (1 tunti, 100 volttia) nitroselluloosalle (0,45 mM huokoset, Millipore, Bedford,
Massachusetts) Towbin:in et al. menetelmdlld. Téiplat salvattiin kaseiinilla (3 %),
tuotteella Tween 20 (0,05 %) liuoksessa, joka sisdlsi 10 mM Tris, 0,1 M NaC, pH
7,4 30 minuuttia ennen inkubointia PBST-liuokseen laimennettujen PspA-spesifisten
monoklonaalisten vasta-aineiden kanssa 1 tunti 25 °C:ssa. Seuraavaksi tdpli pestiin
3 kertaan PBST:lla ennen inkubointia alkalisella fosfatasilla laimetun vuohen anti-
hiiri-immunoglobuliinin kanssa (Southern Biotechnology Associates, Inc.,
Birmingham, Alabama) 1 tunnin ajan 25 °C:ssa. Huuhtelut toteutettiin kuten
aikaisemmin ja tiplit kehitettiin kdyttden 0,5 mg/ml 5-bromi-4-kloori-3-indolyylifos-
faattia ja 0,01 % nitrosininen-tetratsoliumia (Sigma), joka oli ensin liuotettu
150 ul:aan dimetyylisulfoksidia ja laimennettu sitten 1,5 M Tris-HCL-puskuriin, pH
8,8. Pistetdpldt (dot blot) analysoitiin samalla tavalla. Hajotendytteisti (2 ul)
muodostettiin pisteitd nitroselluloosasuodattimille (Millipore), annettiin kuivua, sal-

vattiin ja ilmaistiin juuri kuvatulla tavalla.

Yhdistelmi-DNA-teknisid PspA-proteiineja siséltdvien soluhajotteiden valmistus

Transformoituja E. coli -kantoja RCT105, RCT113, RCT117 ja RCT125 (taulukko
2) Kkasvatettiin eksponentiaalisen kasvuvaiheen puoliviliin vihimmaéis-E-alustassa
ennen IPTG-indusointia (lopullinen pitoisuus 2 mM, 2 tuntia, 37 °C). Viljelmit
otettiin talteen sentrifugoimalla (10 min. nopeudella 9000 x g), ne suspendoitiin
uudestaan Tris-asetaattiin, pH 6,9 ja pakastettiin -80°C:ssa yon yli. Naytteitid
sulatettiin 65 °C:ssa 30 minuuttia, jadhdytettiin jdissd ja sonikoitiin. Sitten naytteita
kisiteltiim 0,2 mM AEBSF:lla (Calbiochem, La Jolla, Kalifornia) 37 °C:ssa
30 minuuttia ja lopuksi ne sentrifugoitiin soluseindmai- ja solukalvokomponenttien
poistamiseksi. Pistetdpldanalyysi toteutettiin kdyttien PspA-spesifisia MAb-vasta-

aineita yhdistelma-DNA-teknisten, katkenneiden PspA-molekyylien ldsniolon
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varmistamiseksi hajotteesta ennen niiden kédyttdmistd immunogeeneina hiirissa.
Kéyttimatontd hajotemateriaalia siilytettiin -20 °C:ssa my6hempid immunointeja

varten.

Hiiren immunointi ja altistaminen

Suojaustutkimuksissa kaytettiin 6—12 viikon ikdisia CBA/CAHN-XID/J-hiirid
(Jackson Laboratories, Bar Harbor, Maine). Nimi hiiret ovat X-sidonnaisesti
immuunivajaita, mika estdd niitd tuottamasta vasta-ainetta polysakkaridikomponenteil-
le, joten ne ovat ddrimmadiset herkkid pneumokokki-infektioille. Eldiimet immunoitiin
ihon alaisesti yhdistelmda-DNA -teknisten E. coli -kantojen RCT105, RCT113,
RCT117 ja RCT125 soluhajotteilla (taulukko 2) tdydellisessd Freund:in apuaineessa
ensimmaéisten imunointien tapauksessa. Toissijaiset injektiot annettiin epatidydellisessi
apuaineessa ja myohemmat tehosteet dH,O:ssa. Immunoidut ja immunoimattomat
hiiret (2—5 eldimen ryhmit) altistettiin S. pneumoniae -kannoille A66.3, BG7322,
DBL6A, WU2, DBLS, BG9739 ja 1.81905 laskimon sisdisesti (hdntdlaskimo)
pneumokokkiverenmyrkytyksen (sepsis) aiheuttamiseksi. Infektoituja eldimid seurat-
tiin 21 vuorokautta ja niitd hiirid, jotka pysyivit elossa kolmen viikon pituisen
arviointijakson ajan, pidettiin suojattuina kuolemalta ja niiden katsottiin pysyvin
elossa 22 vuorokautta tilastollista analyysia varten. Elimin pitenemiseen johtava
suoja laskettiin vertaamalla toisiinsa kuolemaan pdittyvien vuorokausien keskimai-
rdistd lukumé@irdd toisaalta imunoitujen hiirten tapauksessa ja toisaalta kaikkien
vertailuhiirten tapauksessa (immunoimattomat ja RCT125-valeimmunoidut hiiret;

yhteensd 6—7 eldintd).

Seerumin PspA-tasojen madrittiminen

Hiiristd otettiin verta silmdmunan takaa toisten tehosteiden jilkeen ja jilleen ennen
altistamista. Edustavat hiiritiitterit maéritettiin entsyymiin kytkettyyn immunosorbent-
tiin perustuvalla maédritykselli (ELISA) kiyttden pneumokokkikannoista DBLS5,
BG9739 ja L81905 eristettyjd luonnollisia 1dht6-PspA -proteiineja. PspA-proteiinit
immobilisoitiin mikrotiitterilevyille inkuboimalla liuoksessa 0,5 NaHCO5, 0,5 M
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Na,CO5, pH 9,5, 4 °C:ssa yon yli. Alkalisella fosfataasilla leimattua vuohen anti-
hiiri -immunoglobuliinia (Southern Biotechnology Associates, Inc.) kéytettiin hiiren
seerumivasta-aineiden ilmaisemiseen. Viri kehitettiin p-nitrofenyylifosfaatilla (Sigma,
1 mg/ml) 0,5 M MgCl,-liuoksessa, pH 9,8, joka sisiltid 10 % dietanoliamiinia, ja
absorbanssi luettiin aallonpituudella 405 nm 30 minuutin pituisen inkuboinnin jil-
keen. Tiittereiden kdinteisluvut laskettiin vasta-aineen sind laimennuksena, jolla
optisen tiheyden arvoksi saatiin 0,1. Erityiseen immunogeeniryhméidn kuuluvista
yksittdisistd hiiristd perdisin olevat seerumit arvioitiin erikseen ja sitten vastaavat
tiitterit neljdsté hiirestd ryhméa kohden yhdistettiin tiitterialueen saamiseksi (taulukko

3).

Tilastolliset menetelmét

Yksiosaisen Fisher:in tismétestin ja kahden niytteen jirjestystestin avulla arvioitiin

suoja kuolemaa vastaan sekd eldimén piteneminen hiirimallissa.

Katkenneiden pspA-geenien kloonaaminen

Viidestitoista erilaisesta pneumokokkikannasta, jotka edustavat kahdeksaa erilaista
kapselityyppid (taulukko 1), perdisin olevat katkenneet pspA-geenit monistettiin PCR-
menetelmilld kdyttden alukkeita N192 ja C588. Vaikka eri kannoista perdisin
olevissa pspA-geeneissi esiintyykin vaihtelua, niin tima tulos osoittaa kuitenkin, etti
eri pspA-geenit ovat riittdvin samanlaisia sekvenssin monistamiseksi kaikissa tihdn
saakka tutkituissa kannoissa. PCR-monistus voitiin toteuttaa onnistuneesti kaikissa

tutkituissa kapselityypeissi.

Neljatoista naistd monistetusta pspA-geenistd kloonattiin ja kolmea kloonia, jotka
sisdlsivit katkenneen PspA-molekyylin pneumokokkikannoista DBLS, BG9739 ja
1.81905, tutkittiin edelleen (taulukko 2). Muodosteiden varmistamiseksi yhdistelma-
DNA-teknisistd E. coli -kannoista [RCT105, RCT113, RCT117 ja RCT125) (tauluk-
ko 2)] perdisin olevat plasmidit eristettiin, pilkottiin restriktioendonukleaaseilla Ndel

ja BamHI ja kisiteltiin elektroforeettisesti 1 % agaroosilla rinnan niiden vastaavissa
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muodosteissa kiytettyjen PCR-tuotteiden kanssa (kuvio 1A). Pilkkoutumisreaktio oli
tiydellinen muodosteen pRCT105:n tapauksessa, kun taas pRCT113- ja pRCT117-
pilkkeet olivat epdtiydellisid (vastaavasti kaistat 5 ja 7). Tdmé geeli denaturoitiin ja
DNA siirrettiin nailonille Southern-analyysia varten. Kuvio 1B esittid vastaavaa
Southern-tipldd, jossa on kiytetty koettimena tdysipituista Rx1 pspA DNA:ta. Kaista
1 sisaltad muodosteen pRCT12S5, pelkin pikotun vektorin, joka ei odotetusti reagoi
pneumokokki-DNA-spesifisen koettimen kanssa. PspA-spesifinen koetin hybridisoituu
PCT-tuotteiden ja pilkottujen plasmidi-istutteiden kanssa (katso nuoli, kuvio 1B9 sekd
osittain pilkkoutumattomien muodosteiden pRCT113 ja pRCT117 kanssa (kaistat 5
ja 7), mikid vahvistaa DBLS, BG9739 ja 1.81905 pspA DNA:n onnistuneen kloonau-
tumisen. Muodosteet varmistettiin samalla tavalla 11 muun yhdistelmd-DNA-teknisen
kannan tapauksessa, jotka kannat sisilsivit erilaisia kapseli- ja PspA-tyyppeja

edustavista S. pneumoniae -kannoista perdisin olevia katkenneita pspA-geeneja.

Yhdistelmd-DNA -teknisen PspA-proteiinin ilmentdminen E. coli B121(De3)-

kannassa

Transformoituja E. coli -kantoja RCT105, RCT113, RCT117 ja RCT125 viljeltiin
eksponentiaalisen kasvuvaiheen puoliviliin ennen IPTG:n lisddmistd kloonatun,
katkenneen pspA-geenin ilmentymisen indusoimiseksi jokaisessa kannassa. Solun
fraktiointikoe toteutettiin yhdistelmd-DNA -teknisten PspA-proteiinien paikanta-
miseksi transformoiduissa E. coli -kannoissa. Niytteet, jotka edustivat indusoitumat-
tomia soluja, indusoituja soluja (1 tuntia, 2 tuntia ja 3 tuntia indusoinnista), periplas-
mista fraktiota, sytoplasmista fraktiota ja liukenematonta soluseinimé/solukalvomate-
riaalia, erotettiin SDS-PAGE -menetelmilld. Sitten proteiinit siirrettiin nitrosellu-
loosalle ja Western-analyysi toteutettiin kiyttien PspA-epitoopeille spesifisid mono-

klonaalisia vasta-aineita.

Kuvio 2 paljastaa, ettd sekd yhdistelmd-DNA -teknisestd kannasta RCT 105 perdisin
oleva sytoplasminen fraktio (kaista 8) etti liukenematonta materiaalia sisltiva fraktio
(kaista 9) siséltdvat arviolta 53,7 kDa:n suuruista proteiinia, jonka MAb XiR278

tunnistaa, ja jota ei esiinny indusoimatomassa solundytteessd (kaista 3). Tamén
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proteiinin maérd kasvaa suoraan verrannollisesti IPTG-induktion ajalliseen kestoon
(kaistat 4-6; 1 tunti, 2 tuntia ja 3 tuntia, vastaavasti). Periplasmisessa fraktiossa ei
esiintynyt lainkaan katkennutta RCT105 PspA:ta (kaista 7), miké oli odotettavaa,
koska pET-9a-vektorista puuttuu signaalisekvenssi, joka on vilttdmdton proteiinien
ohjaamiseksi periplasmaan. Havaittu molekyylipaino (noin 53,5 kDa) on suurempi
kuin 1,2 kb:n DBL5pspA-geenituotteelle ennustettu molekyylipaino (43,6 kDa; Kuvio
1A, kaista 4). Samoin kuin tdysipituisen Rx1 PspA:nkin tapauksessa, katkenneille
PspA-proteiineille havaitut ja ennustetut molekyylipainot eivit vastaa tdysin toisiaan.
Lisiksi immuunitipldanalyysi toteutettiin yhdistelmd-DNA -teknisille E. coli

-kannoille RCT113 ja RCT117 (kdyttden vastaavasti vasta-aineita MAb 1A4 ja P50-
92D) ja samankaltaisia tuloksia saatiin, kun taas MAb XiR278 ei tunnistanut lainkaan

vertailukannasta RCT125 perdisin olevia solufraktioita.

Yhdistelmid-DNA -teknisten, _katkenneiden PspA-proteiinien suojaavan Kkyvyn

arviointi

Kannoista RCT113, RCT117 ja RCT105 perdisin olevat katkenneet PspA-proteiinit
ilmennettiin ja niiden kyky saada aikaan ristisuoja seitseméa erilaista S. pneumoniae -
kantaa vastaan analysoitiin. Vertailuhiiret (joita ei oltu immunoitu tai jotka oli
valeimmunoitu RCT125:118) sekd yhdistelmid-DNA-tekniselld PspA-proteiinilla
immunoidut hiiret altistettiin hiirelle virulenteilla kannoilla A66.3, BG7322, DBL6A,
WU2, DBLS, BG9739 ja 1L.81905. Taulukossa 3 on esitetty kunkin infektoidun hiiren

kuolinpéiva.

Immunointi kannoista RCT113, RCT117 ja RCT105 periisin olevalla katkenneella
PspA-proteiinilla tuotti suojan kuolemaa vastaan niissid kaikissa hiirissd, jotka oli
altistettu kapselityyppid 3 olevilla kannoilla (A66.3 ja WU2 (taulukko 3). Nama
kolme katkennutta PspA:ta saivat samoin aikaan merkittdvin suojan kuolemaa
vastaan DBL6A- ja BG7322-pneumokokille altistettaessa (vastaavasti kapselityypit
6A ja 6B). Lisiksi immunointi yhdistelmd-DNA -tekniselld RCT113 PspA:lla lisisi
kannoille DBLS, BG9739 ja L81905 altistettujen hiirten kuolemaan johtavien

vuorokausien mairdd, kun taas RCT117 PspA pidensi hiirten, joihin oli siirrostettu
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BG9739-pneumokokkia, eliaméi (taulukko 3). Katkennut BG9739 PspA sai aikaan

suojan kaikkia tassd tutkimuksessa arvioituja altistavia kantoja vastaan (100 %), kun
taas katkenneet yhdistelma-DNA-tekniset 1.81905- ja DBL5 PspA:t tuottivat suojan
kuolemaa vastaan 71 %:ssa ja 57 %:ssa altistamiseen kéytetyistd S. pneumoniae

-kannoista, vastaavasti.

Niiden kolmen immunogeenin tuottamat anti-PspA-vasta-ainetiitterit vaihtelevat
arviolta 10-kertaisella alueella (taulukko 3). RCT105 tuotti pienimmét vasta-ainepi-
toisuudet ja tima katkennut PspA sai myds aikaan suojan altistavien kantojen pienintd
lukumiiraa vastaan. RCT13 ja RCT117 tuottivat kolme ja yhdeksédn kertaa enemmin
anti-PspA-vasta-ainetta, vastaavasti. Odotetusti, immunoimattomissa hiirissd ei
todettu lainkaan PspA:ta vastaan vaikuttavaa vasta-ainetta eiki spesifistd PspA-vasta-
ainetta voitu mitata hiiristd, jotka oli immunoitu vain vektorin késittavilld vertailu-

kannalla (RCT125).

Yhteenvetona, immunointi RCT113 ja RCT117 PspA:lla suojasi hiiret kohtalokasta,
kapselityyppid 3 ja 6A olevilla kannoilla toteutettua altistusta vastaan ja pidensi
niiden hiirten, joihin oli siirrostettu tyyppid 4, 5 ja 6B olevia pneumokokkeja, ela-
mii. RCT105 PspA -immunointi suojasi kapselityyppid 3 ja 6B olevilla kannoilla
aiheutetulta kohtalokkaalta infektiolta ja pidensi kuolemaa edeltivia aikaa tyyppid 6A
olevan S. pneumoniae:n tapauksessa, mutta se ei tuottanut suojaa tyyppid 4 ja 5
olevia kantoja vastaan. Namd tiedot osoittavat, ettd kapselityyppid 4 ja 5 olevista
pneumokokeista perdisin olevat katkenneet PspA:t suojasivat yleisesti hiirid ja siis
muita isdntid kuten ihmisid kutakin seitsemai altistavaa kantaa tai niiden aiheuttamaa
kuolemaa vastaan. Kuitenkin yleisesti suoja kapselityyppid 3, 6A ja 6B olevia kantoja
vastaan todettiin tiydellisemmaiksi tyyppid 4 ja 5 oleviin S. pneumonia -kantoihin

verrattuna.

PspA on todettu S. pneumoniae -elién suojan tuottavaksi molekyyliksi. Samoin on
todettu, ettd immunointi PspA:lla on ristisuojaava, vaikka sen tuottama suoja onkin
taydellisempi tiettyjd kantoja vastaan muihin verrattuna. Niin olien on mahdollista,

ettd laajasti suojaavan PspA-rokotteen tiytyy sisdltdd PspA-proteiineja useammasta
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kuin yhdesti pneumokokkikannasta. PspA:n alfa-kierteisen alueen etdinen kolmannes
on tunnistettu PspA:n padasialliseksi suojaavaksi alueeksi. Lisdksi tdiméd alue on esilld
hyvin antigeenisessa muodossa, kun se on ilmentynyt molekyylin ehjdssd C-péditteen
puolessa. Téssd esimerkissd osoitetaan mahdolliseksi kéyttdd katkenneita PspA-
proteiineja, jotka ovat homologisia aminohappojiddnnoksestd 192 jadnnoksen 588

kohdalla sijaitsevaan C-paitteeseen saakka ulottuvan Rx1 PspA:n alueen suhteen.

PspA:n C-pditteen kaksi kolmannesta kloonattiin neljdstitoista kannasta PCR-
monistamalla kooltaan sopiva (1,2 kb) geenikappale, joka hybridisoitui tdysipituiseen
Rx1 pspA-sekvenssiin. PCR-monistaminen toteutettiin onnistuneesti kaikissa ana-
lysoiduissa kapselityypeissd. Niin ollen PspA:n C-péditteen kaksi kolmannesta
voidaan monistaa useista, ellei periti kaikista pneumokokin kapselityypeistd Rx1
pspA-spesifisilld alukkeilla. Niinpd tdtd tekniikkaa voidaan kdyttdd monia PspA-
proteiineja tai niiden kappaleita sisiltdvien antigeenisten tai immunologisten koostu-

musten tai rokotekoostumusten kehittimiseksi.

Niisti klooneista kolme katkennutta PspA-proteiinia ilmennettiin ja arvioitiin hiiren
immunointiin perustuvissa tutkimuksissa, joilla pyrittiin selvittdmiin niiden kyky
tuottaa ristisuoja pneumokokkien erilaisilla kapselityypeilld altistamista vastaan.
Kaikki kolme yhdistelmd-DNA -teknisti PspA:ta tuottivat vasta-ainetta, joka oli
reaktiivista kulloinkin vastaavan luovuttaja-PspA:n kanssa ja kaikki kolme tuottivat
suojan pneumokokki-infektiota vastaan. Niistd kahdesta katkenneesta PspA-proteiinis-
ta, jotka tuottivat suurimmat vasta-ainevasteet, 100 % ja 71 % altistavista kannoista
oli suojattu. RCT105 PspA, joka tuotti PspA-spesifisen vasta-aineen pienimmiét
tiitterit, sai aikaan suojan arvioituja S. pneumoniae -kantoja vastaan 57 %:ssa tapauk-
sista. Kaikkien katkenneiden PspA-proteiinien tapauksessa merkittivd suojaus
todettiin neljdssd ndistd seitsemdistd altistavasta kannasta. Itse asiassa kaikissa
tapauksissa, yhtd lukuunottamatta (RCT105-immunoidut hiiret, jotka altistettiin
kannalle BG9739), suuntauksena oli immunointi katkenneella PspA:lla suojan
aikaansaamiseksi pneumokokkialtistusta vastaan. Nami tulokset osoittavat, ettd
katkennut Rx1 PspA (aminohapot 192—588) ristisuojaavat hiirid kohtalokkaalta S.

pneumoniae WU2 -altistukselta. Edelleen merkittavalld tavalla ndistd tuloksista
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nihdiin, ettd eri PspA-proteiinien homologisilla alueilla todetaan toisiinsa verrattavia

ristisuojaavia ominaisuuksia.

Suojan tuottaminen kapselityyppiéd 4 ja 5 olevia kantoja vastaan oli vaikeampaa kuin
tyyppid 3, 6A ja 6B olevia pneumokokkikantoja vastaan. PspA-proteiinien serologiset
erot saattavat vaikuttaa erdissd tapauksissa ristisuojaan. Kuitenkaan vaikeutta saada
aikaan suoja ohessa kdytettyja, tyyppid 4 ja 5 olevia kantoja vastaan ei voida selittda
tilld tavalla, silli katkenneet PspA-immunogeenit kloonattiin samoista kolmesta
altistamiseen kiytetystd, tyyppid 4 ja 5 olevasta kannasta. Kumpikin PspA tyyppid 4
olevista kannoista viivistytti yhden tai kummankin, tyyppid 4 olevan altistavan
kannan aiheuttamaa kuolemaa, mutta kumpikaan niisti ei kyennyt estimain kumman-
kaan tyyppid 4 olevan pneumokokkikannan aiheuttamaa kuolemaa. Lisdksi tyyppid
5 olevasta DBL5-kannasta perdisin oleva katkennut PspA sai aikaan suojan kuolemaa
vastaan tai viivéstytti kuolemaa kapselityyppid 3, 6A ja 6B olevien kantojen tapauk-
sessa, mutta ei kyennyt suojaamaan infektiolta luovuttajakantansa eikd kummankaan

tyyppid 4 olevan altistavan kannan tapauksessa.

Useita syitd saattaa olla sithen, miksi kapselityyppid 4 tai 5 olevista kannoista
perdisin olevat katkenneet PspA-proteiinit eivit kyenneet suojaamaan kuolemalta edes
silloin, kun kysymyksessi olivat niiden homologiset lnovuttaja-S. pneumoniae

-kannat. Erids mahdollisuus on se, ettd tutkimukseen valitut, tyyppid 4 ja 5 olevat
kannat ovat erityisen virulentteja XID-hiirimallissa. XID-hiirissd ei kehity vasta-
aineita polysakkarideille ja tistd syystd ne ovat ddrimmdisen alttiita pneumokokki-
infektiolle, vihemmin kuin 100 CFU ollessa riittivd maédrd useimpien kantojen
tapauksessa, kapselityyppid 3, 4, 5, 6A ja 6B olevat kannat mukaan lukien. Tyyppid
4 ja 5 olevien kantojen voimistunut virulenttisuus hiirissd on ilmeisti sen tosiseikan
perusteella, ettd immunologisesti normaaleissa hiirissi ndilla kannoilla on pienemmat
LDsj-arvot ja/tai ne ovat yleisemmin kohtalokkaita kuin kapselityyppié 3, 6A tai 6B

olevat kannat.

Eras muu mahdollisuus on se, ettei kapselityyppid 4 ja 5 olevia kantoja torjuvan

suojan aikaansaavalle kyvylle kriittisid epitooppeja ole ldsnid PspA:n C-péitteen kaksi
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kolmannesta muodostavassa osassa (aminohapot 192-588) eli immunointiin kiytetyis-
sd katkenneissa kappaleissa. Ndiden kantojen tapauksessa kriittiset epitoopit saattavat
sijaita niiden PspA-molekyyleissi alfa-kierteisen alueen N-péatteen kaksi kolmannesta
muodostavassa osassa. Lopuksi, mahdollista on my0s se, ettd PspA saattaa olla
huonommin paljaana toisissa S. pneumoniae -kannoissa kuin toisissa. Kannan Rx1
PspA-aminohapposekvenssi €i sisdlld Schneewind:in et al. kuvaamaa, useissa gram-
positiivisissa bakteereissa esiintyvdd soluseindméin kiinnittymisyksikkoda LPXTGX.
Sen sijaan PspA:ssa on uusi ankkuroitumismekanismi, jota vilittdvit pneumokokin
kalvosidonnaisen lipoteikoiinihapon ja molekyylin C-pditteessi sijaitsevan toistuvan
alueen viliset koliinivuorovaikutukset. Elektroniseen mikrovalokuvaukseen perustuva
tutkimus on varmistanut PspA:n sijoittumisen pneumokokin pinnalle ja PspA-
spesifisilli MAb-vasta-aineilla saadut tulokset osoittavat padsyn pinnalla paljaana
oleviin PspA-proteiineihin. Tunnettua ei ole kuitenkaan se, eroavatko S. pneumoniae
-kannat olennaisesti toisistaan sen suhteen, miten hyvin eri PspA-alueet ovat paljaana
ympdristddn nihden. Tunnettua ei ole myoskdidn se, onko bakteerisolun pinnalla

ilmentyneen PspA:n méiri hyvin erilainen kantojen vililla.
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Pneumokokin kapselityypin mukaan luokitellut yhdistelmé-

Taulukko 1
DNA-tekniset pspA-kannat
Kapselityyppi Lihtokanta

Vastaava yhdistelmid-DNA
-tekninen kanta

WU2, EF10197
BG9739, EF5668
181905, EF3296
DBL5

DBL6A, EF6796
BG9163, DBL1
TJO893™

BG8090
0922134, BG8743

RCT111, RCT137
RCT113, RCT115
RCT117, RCT133
RCT105

RCT109, RCT135
RCT129, RCT131
el yhtéiéin*
RCT121
RCT119, RCT123

* Jokin aika sitten monistettu, toistaiseksi kloonaamaton katkennut pspA

Taulukko 2 Yhdistelmid-DNA-teknisten kantojen, joiden avulla arvioitiin hiirissi

katkenneilla PspA-proteiineilla oleva, suojan aikaansaava kyky,

kuvaus

Yhdistelma-DNA Kuvaus L3ht6-PspA:n

-tekninen kanta kapselityyppi

RCT 105 BL21 (DE3) E.coli + 5
pET-9a:DBLS5

RCT 113 BL21 (DE3) E.coli + 4
pET-9a:BG9739

RCT 117 BL21 (DE3) E.coli + 4
pET-9a:L81905

RCT 125 BL21 (DE3) E.coli +

pET-9a (pelkki vektori)
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Esimerkki 2 Suojan aikaansaavien S. pneumoniae -epitooppien ja PspA:n paikan-

taminen

Tiassid esimerkissd osoitetaan kahdessa PspA-kappaleessa (aminohapot 192—588 ja
192—299) olevien PspA-epitooppien kyky tuottaa ristisuoja erilaisten pneumokokkien
joukkoa vastaan. Tissé esimerkissd tunnistetaan samoin alueet, jotka ovat homologi-
set Rx1l-aminohappoihin 192—299 nihden 15 muusta erilaisesta pneumokokki-
kannasta. Sitten niitd alueita koodaava DNA monistettiin ja kloonattiin. Ilmennetty-
jen yhdistelmd-DNA -teknisten PspA-kappaleiden kyky saada aikaan ristisuoja

erilaisia virulentteja pneumokokkeja vastaan arvioitiin.

Bakteerikannat ja elatusalustat:

S. pneumoniae -kantoja kasvatettiin Todd Hewitt-alustalla, joka sisilsi 0,5 %
hiivauutetta (THY) (molemmat saatu toimittajalta Difco Laboratories, Detroit,
Michigan) 37 °C:ssa tai veriagarmaljoilla, jotka sisélsivit 3 % lampaan verta,
37 °C:ssa ja alennetussa happipaineessa. E. coli -kantoja kasvatettiin Luria-Bertani -
alustassa tai vihimmais-E-alustassa. Bakteereita siilytettiin -80 °C:ssa elatusalustas-
sa, jota oli tdydennetty 10 %:lla glyserolia. E. coli-bakteerit transformoitiin Hana-
han:in menetelmilld (Hanahan, D.J., Mol. Biol. 1983; 166: 557). Ampisilliinia (Ap)

kéytettiin 100 ug/ml olevana pitoisuutena E. coli -bakteereiden tapauksessa.

pIN-III-ompA3- ja pMAL-pohjaisten E. coli -kantojen muodostaminen:

Yhdistelmad-DNA -tekniset plasmidit pBC100 ja pBAR416, jotka ilmentdvit ja
erittdvit E. coli:sta periisin olevia pspA-kappaleita, muodostettiin kiyttden muodos-
tetta pIN-III-ompA3, kuten aikaisemmin on kuvattu (McDaniel, L.S. et al., Microb.
Pathog. 1994; 17: 323).

pMAL-p2 -vektoria (New England Biolabs, Protein Fusion & Purification System,
luettelono. 800) kiytettiin kannasta Rx1 ja seitsemdstd muusta S. pneumoniae -

kannasta eli R36A, D39, A66, BF9739, DBLS, DBL6A ja LM100, periisin olevien
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pspA-geenikappaleiden kloonaamiseksi aminohapoiksi 192-299. Néiden pspA-geeni-
kappaleiden monistaminen toteutettiin polymeraasin ketjureaktiolla (PCR) aikaisem-
min kuvatulla tavalla (McDaniel, L.S. et al., Microb. Pathog. 1994; 17:. 323)
kayttden alukkeita

5" CCGGATCCGCTCAAAGAGATTGATGAGTCTG 3’ [LSM4] ja

5 CTGAGTCGACTGAGTTTCTGGAGCTGGAGC 3’ [LSM6], jotka oli muodos-
tettu siten, ettd niissd oli BamHI- ja Sall-restriktioendonukleaasikohta, vastaavasti.
Alukkeet perustuivat Rx1 PspA-sekvenssiin. PCR-tuotteet ja pMAL-vektori pilkottiin
entsyymeilldi BamHI ja Sall ja ligatoitiin yhteen. Kloonit transformoitiin E. coli
DHS5« -kantaan Hanahan:in menetelmilld. Pysyvit transformantit valikoitiin LB-
maljoilla, jotka sisdlsivdt 100 ug/ml Ap:ta. Nami kloonit seulottiin L.B-maljoilla,
jotka sisdlsivat 0,1 mM IPTG, 80 ug/ml X-gal ja 100 ug/ml Ap ja kopio-LB
-maljoilla, jotka sisélsivdt 100 ug/ml Ap valmistajan ohjeiden mukaisesti. Kantojen
nimitykset ndiden muodosteiden tapauksessa on lueteltu taulukossa 6. Positiivisista
klooneista arvioitiin oikea pspA-geenikappale elektroforeettisesti agaroosigeelilld
plasmidieristyksen jilkeen Birnboim:in ja Doly:n menetelmilid (Birnboim, H.C. et
al., Nucl. Acids Res. 1979, 7: 1513). Southern-analyysi toteutettiin aikaisemmin
kuvatulla tavalla kdyttden tdysipituista pspA-koetinta (McDaniel, L.S. et al., Microb.
Pathog. 1994; 17: 323), jossa on kiytetty leimattua satunnaisaluketta digoksigeniini-
11-dUTP (Genius System, Boehringer Mannheim, Indianapolis, Indiana), ja ilmais-

tiin kemiluminesenssilla.

Yhdistelmid-DNA-teknisten PspA-proteiinikappaleiden ilmentdminen

Kantojen BC100 ja BAR416 tapauksessa ilmentimisen herdttdmiseksi bakteereita
kasvatettiin niin kauan, etti optiseksi tiheydeksi aallonpituudella 660 nm saatiin
arviolta 0,6 37 °C:n ldmpdétilassa vihimmadisalustalla ja IPTG:td liséttiin 2 mM
olevaksi lopulliseksi pitoisuudeksi. Soluja inkuboitiin vield 2 tuntia 37 °C:ssa, ne
otettiin talteen ja periplasminen sisiltd vapautettiin osmoottisella shokilla. Kantojen
BAR36A, BAR39, BAR66, BARS668, BAR9739, BARLS, BAR6A ja BAR100
tapauksessa bakteereita kasvatettiin ja herittdminen toteutettiin edelld kuvatulla ta-

valla, paitsi ettd viljelyalustana kiytettiin LB-alustaa + 10 mM glukoosia. Niistd
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kannoista saadut proteiinit puhdistettiin amyloosihartsipylvdélla valmistajan ohjeiden
mukaisesti (New England Biolabs, Protein Fusion & Purification System, luettelo-
numero 800). Lyhyesti, amyloosihartsi kaadettiin 10 ml:n pylvdiseen ja pestiin
pylvispuskurilla. Laimennettua, osmoottisella shokilla saatua uutetta kaadettiin noin
1 ml/min olevalla virtausnopeudella. Sitten pylvds huuhdottiin jilleen pylvédspusku-
rilla ja fuusioproteiini eluoitiin pylvddstd pylvispuskurilla, joka sisédlsi 10 mM

maltoosia. Hajotteita varastoitiin -20 °C:ssa kdyttoon saakka.

Immunointiin kédytettyjen katkenneiden PspA-proteiinien tunnusomaiset piirteet

Katkenneet PspA-molekyylit, vertailut ja molekyylipainon merkkiaineet (BioRad,
Richmond, CA) Kasiteltiin elektroforeettisesti 10 % natriumdodekyylisulfaattia (SDS)
kasittavilld polyakryyliamidigeelilld ja tiplid muodostettiin sdhkdisesti nitrosellu-
loosalle. Kaniinin polyklonaalista anti-PspA-seerumia ja kaniinin antimaltoosi-
sitoutumisproteiinia kdytettiin primaarivasta-aineina tiplien varustamiseksi koettimel-

la.

Suoraan sitovaa ELISA-menettelyd kidytettiin immunotiplien avulla todettujen
reaktiivisuuksien varmistamiseksi. Kaikkien proteiiniuutteiden tapauksessa osmootti-
sella shokilla aikaansaadut valmisteet laimennettiin 3 pg/ml olevaksi pitoisuudeksi
fosfaatilla puskuroituun suolaliuokseen (PBS) ja 100 ul lisdttiin Immulon 4-mikrotiit-
terilevyjen (Dynatech Laboratories, Inc., Chantilly, VA) kuoppiin. Sen jilkeen, kun
salpaaminen oli toteutettu 1,5 % naudan seerumin albumiinilla PBS-liuoksessa,
yksittdisten MAb-vasta-aineiden fraktioimattomat kudosviljelmin supernatantit
titrattiin kahteen kertaan kiyttden kolminkertaista laimennussarjaa seitsemassé
kuopassa ja kehitettiin kidyttden sekundaarisena vasta-aineena alkalisella fosfataasilla
leimattua vuohen anti-hiiri immunoglobuliinia (Southern Biotech Associates,
Birmingham, AL) ja alkalisen fosfataasin substraattia (Sigma, St. Louis, MO). Levyt
luettiin aallonpituudella 405 nm Dynatech-levynlukijalla 25 minuutin kuluttua ja

30 % loppupiste laskettiin kullekin vasta-aineelle jokaisesta valmisteesta.
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Immunisointi- ja suojamééritykset

Kuuden-yhdeksin viikon ikdisia CBA/CAHN-XID/J (CBA/N) -hiiria saatiin laborato-
riosta Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine. CBA/N-hiiret kantavat X-sidonnaista
immuunivajauspiirretti, jonka seurauksena ne eivit juurikaan kykene tuottamaan
vastetta polysakkaridiantigeeneille, mutta niissi syntyy normaaleina vasta-ainepitoi-
suuksina ilmeneva vaste proteiiniantigeeneja vastaan. Ndmai hiiret ovat hyvin alttiita
pneumokokki-infektioille, koska niiden seerumista puuttuvat C-polysakkaridin
fosfokoliinideterminantin kanssa reaktiiviset vasta-aineet. BC100-kappaleella im-
munoitujen hiirten nivustaipeeseen injektoitiin CFA-apuaineeseen emulgoitua antigee-
nia siten, ettd hiirtd kohden saatiin suurin piirtein 3 pg:n suuruinen proteiiniannos.
Neljitoista vuorokautta myohemmin hiiret saivat tehosteena, vatsaontelon sisdisesti
3 ug antigeenia laimennettuna Ringer’s lactate -liuokseen ilman apuainetta. Ver-
tailuhiiret immunoitiin samalla tavalla menettelemilld, kidyttden laimenninta ja
apuainetta, ei kuitenkaan antigeenia. BAR416-kappaleella immunoituihin hiiriin
injektoitiin 0,2 ml CFA-apuaineeseen emulgoitua antigeenia kahteen kohtaan kielen
alle. Hiirille annettiin tehosteena nivustaipeeseen neljitoista vuorokautta myohemmin
IFA-apuaineeseen emulgoitua antigeenia ja niille annettiin toisena tehosteena nelja-
toista vuoro