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Keksintd koskee menetelmii immunogeenisen
kompleksin valmistamiseksi, joka kompleksi sisil—

tdd tdl18in viruksista, mykoplasmasta, bak-
teereista, parasiiteista tai eldinsoluista
saatuja tai synteettisesti tai hvbridi- DNA-
tekniikalla valmistettuja antigeenisis pro-
teiineja tai peptideji seki glykosidin. Mene-
telméssd proteiinit ja peptidit, mikro-or-
ganismit tai eldinsolut sekoitetaan liuottavan
aineen kanssa puskuroidussa, mahdollisesti suola-
pitoisessa liuoksessa, jolloin kompleksi muodos-
tuu varattujen, monomeeristen antigeenivroteiinien
tai -peptidien sekd liuottavan aineen vialille,
jonka jilkeen varatut, monomeeriset antigeeni-
proteiinit tai- peptidit erotetaan liuottavasta
aineesta glykosidi-liuoksen ldsndollessa tai

ne erotetaan liuottavasta aineesta ja viedddn
glykosidiliuokseen, joka sisiltii vhden tai
useampia glykosideja, joissa on hydrofobisia ja
hydrofiilisia alueita, vihint&in kriittisen
misellikonsentraation konsentraationa, jolloin
muodostuu proteiinikompleksi, joka eristetdin ja

puhdistetaan.



Uppfinningen avser forfarande £or framstédllning

av ett immunocent komplex innehillande antigena
proteiner eller peptider fran virus, mykcplasma,
bakterier, parasiter eller djurceller eller frams-
tillda syntetiskt eller med hybrid DNA-teknik och en
glykosid, yvarvid nroteinerna eller veptiderna,
mikroorganismerna eller djurcellerna blandas

med solubiliseringsmedel i buffrad eventuellt
salthaltig 18sning, varvid komplex bildas mellan
lagdade monomera antigena proteiner eller peptider

och solubiliseringsmedel, varefter de laddade

monomera antigena proteinerna eller peptiderna separeras

fran solubiliseringsmedel i ndrvaro av en glykosidlosning
eller separeras fran solubiliseringsmedel och di-
rekt overféres till en glykosidldsning, som inne-
haller en eller flera glykosider med hydrofoba

och hydrofila regioner i en koncentration av minst
cden kritiska micellédra koncen=rationen, varvid ett

prcteinkomplex bilGas, som isoleras och renas.
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Menetelmd immunogeenisen proteiini- tai peptidikompleksin

valmistamiseksi

Esilld oleva keksintd koskee menetelm#i immunogee-
nisen kompleksin, joka sis#lt#8 antigeenisii proteiineja
tai peptidejd, joissa on hydrofobisia alueita, jolla komp-
leksilla on avoin pallomainen rakenne, jonka muodostavat
pybredt alayksikdt tai pallomaisen rakenteen osat, ja jol-
la kompleksilla yleensd on alempi sedimentaatiovakio kuin
vastaavilla miselleilld ja suurempi sedimentaatiovakio
kuin proteiinin tai peptidin vastaavalla monomeeriselld
muodolla, valmistamiseksi amfipaattisista proteiineista
tai peptideistd tai niitd sis#ltdvistd viruksista, baktee-
reista, mykoplasmoista, parasiiteista tai el#dinsoluista.

Glukosidien sekd viruksista, mykoplasmasta, baktee-
reista, parasiiteista tai eldinsoluista per#disin olevien
proteiinien ja peptidien vilinen keksinn®n mukaisesti val-
mistettu immunogeeninen kompleksi on ns. "iskomi". Siti
voidaan kdyttdd immuunimekanismia stimuloivana aineena
sekd8 rokotteena.

On tunnettua, ettd tapetuilla viruksilla, esimer-
kiksi influenssaviruksilla on hyv#3 antigeenivaikutus. Ne
ovat kuitenkin pyrogeenej#d myds korkeatasoisen puhdistuk-
sen jdlkeen. Erist&m#dlld komponentteja, jotka ovat t#rkei-
td suojaavan immuniteetin aikaansaamisessa, on vidltetty
pyrogeenivaikutus, mutta immunogeenisuus ei useinkaan ole
riittdvén voimakas. Siksi rokotteeseen tdytyi sis&dllyttidi
immuunivasteen lisd8miseksi sopivaa adjuvanttia, joka si-
sdltad eristettyjd antigeenejd (alayksik®itd). Toisaalta
tehokas adjuvantti aiheuttaa siten k#ytettynd kuin sit4
on tdhdn mennessd kdytetty, Kkielteisid sivuvaikutuksia.
Adjuvanttipitoinen rokote ei ole siksi parempi kuin roko-
te, joka pohjautuu koko virukseen, kun on kysymys pyrogee-

nisista vaikutuksista.
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Immunogeenisuuden lisd&miseksi on valmistettu de-
tergenttipitoisia membraaniproteiineja, jotka on sijoitet-
tu liposomeihin tai kiinnitetty liposomien pintaan (EPC-
hakemus 794 008 30.0). Detergenttejd sisdltédméttdmid memb-
raaniproteiineja liposomeissa kuvataan US-patenttijulkai-
sussa 4 148 876. Adjuvantin liitt&mistd sellaisiin deter-
gentittémiin yksikerroksisiin liposomituotteisiin maini-
taan US-patenttijulkaisussa 4 196 197 (selvittdmdtta sen
vaikutusta). US-patenttijulkaisussa 4 117 113 kuvataan
negatiivisesti varattuja liposomeja sis&ltdvid virusanti-
geenejd. Adjuvantin, mykobakteerien soluseindmien liitta-
minen liposomeihin, jotka sis&dltdvdt influenssahemagglu-
tiimia ja neuramidaasia johtaa parempaan immuunivastee-
seen. Saadaan my®s parempi immuunivaste, kun adjuvantti,
kuten tapettu Mycobacterium tuberculosis tai Bortedella
pertussis ja saponiineja vied&&n sellaisiin negatiivisesti
varattuihin liposomeihin, jotka sis#dltévdt difteritoksidia
(US-patenttijulkaisu 4 053 585). Kaikki edelld mainitut
lipidipitoiset membraaniproteiinituotteet ovat kuitenkin
epdstabiileja pitempdin sdilytettdesss, jadhdytyskuivauk-
sen yhteydessd tai varomattomasti kdsiteltdessd esimerkik-
si korkeassa lampdtilassa.

Rokotteeksi on my®s valmistettu proteiinimiselleja,
jotka ovat lipidittémid ja joissa ei ole detergentteja.
On osoitettu, ettd Semliki Forest-viruksen (SFV) membraa-
niproteiinien misellit stimuloivat kiertdvien SFV:n vasta-
aineiden muodostumista sekd antavat hiirelld suojaa SFV:n
kuolettavaa infektiota vastaan. Toisaalta eivdt sellaiset
parainfluenssa-3-viruksen membraaniproteiinimisellit ol-
leet tehokkaita, kun oli kysymys vasta-aineen muodostuksen
stimuloimisesta lampaalla tai keuhkokuumeen aiheuttavan
PI-3-kannan annoksen vastaisesta suojasta, ellei 6ljyad-
juvanttia oltu sekoitettu misellien kanssa. Oljyadjuvantti
antaa useimmiten sivuvaikutuksia, jotka ilmenevdt paikal-

listen reaktioiden muodossa injektiokohdassa (EPC-hakemus
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811 022 13.6). Kyseessd olevan keksinntn tarkoituksena on
vdlttdd nditd haittoja sekd aikaansaada sdilytyksen kestd-
vd proteiini- tai peptidikompleksi, jolla on voimakas im-
munogeenisuus ilman sivuvaikutuksia. Té@m8 saavutetaan muo-
dostamalla lipiditén kompleksi viruksista, mykoplasmasta,
bakteereista, eldinsoluista tai parasiiteista perdisin
olevien proteiinien ja peptidien hydrofobisten alueiden
sekd8 hydrofobisten ryhmien vdlille, jotka sijaitsevat yh-
dessd tai useammassa glykosidissa.

Keksinndén mukaiselle menetelmdlle on tunnusomaista,
ettd sekoitetaan vdhintddn yksi edelld mainituista kom-
ponenteista vadhintdi&n yhden liuottavan aineen kanssa, jol-
loin komplekseja muodostuu amfipaattisten antigeenisten
proteiinien tai peptidien ja liuottavan aineen v&lilla,
minkd jadlkeen amfipaattiset antigeeniset proteiinit tai
peptidit erotetaan liuottavasta aineesta, liuottavan ai-
neen l&sndollessa tai erotettuna liuottavasta aineesta,
ja ne siirretdd8n suoraan liuokseen, jossa on vdhintd&n
vksi triterpeenisaponiini, jossa on hydrofobisia ja hydro-
fiilisi8 alueita pitoisuudessa, joka on v&hintd88n kriit-
tinen misellipitoisuus (CMC).

Uudella kompleksilla on toinen morfologinen rakenne
elektronimikroskoopissa kuin vastaavalla proteiinimisel-
1i118, joka valmistetaan ilman glykosidilisdystd. Misel-
leilld on tiivis keskusydin s&teittdin jdrjestynein haa-
rakkein, kun taas keksinndn mukaisesti valmistetuilla
komplekseilla on avoin pallomainen rakenne, joka koostuu
pydreistd alayksik®istd tai pallomaisen rakenteen osista.
Kompleksilla ja sen osilla on edelleen s#didnndllisesti
alempi sedimentaatiovakio (kts. kuva 2) kuin vastaavilla
miselleilld ja korkeampi sedimentaatiovakio kuin proteii-
nin tai peptidin vastaavilla monomeerimuodoilla.

Kompleksilla, joka on valmistettu glykosidilisdyk-
sen kanssa, on parempi immunogeeniaktiivisuus kuin vastaa-

villa proteiinimiselleilld, jotka on valmistettu ilman
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glykosidilisdystd, tai proteiinimolekyylin ja liuottavan
aineen v#liselld (monomeerimuotojen) kompleksilla tai 1li-
pidiin sidotuilla proteiinimolekyyleilld, esim. viroso-
meilla; ja se antaa vdhemmdn sivuvaikutuksia kuin se, ettd
proteiinimisellejd sekoitetaan glykosidien tai uuden ad-
juvantin kanssa. T&ten voidaan membraaniproteiinien annos-
ta vdhentdd noin 1/10:aan tai enemmdn.

Proteiinit tai peptidit, joissa on hydrofobisia
alueita, jotka kompleksisidotaan glykosideissa sijaiseviin
hydrofobisiin alueisiin, voivat olla:

A) amfipaattisia proteiineja tai peptidej& hydro-
fiilisin ja hydrofobisin ryhmin, jotka ovat perdisin tai
jotka valmistetaan vaipallisten virusten, mykoplasman,
bakteereiden, parasiittien tai eldinsolujen membraanipro-
teiineista tai -peptideistid tai sellaisista proteiineista
tai peptideistd;

B) hydrofiilisi& proteiineja tai peptidejd, jotka
tehddsdn amfipaattisiksi kytkemdlld niihin hydrofobisia
ryhmid. N&m3d proteiinit tai peptidit voivat olla perdisin
viruksista, mykoplasmasta, bakteereista tai parasiiteis-
ta;

C) amfipaattisia proteiineja tali peptidejd, jotka
on saatu siten, ettd hydrofiilisten proteiinien saavutta-
mattomissa olevia hydrofobisia osia on kemiallista tieta
tehty luoksep#dstdviksi. N&mi# proteiinit voivat olla pe-
rdisin edelld mainituista mikro-organismeista tai soluis-
ta.

a) Kun on kysymys kokonaisista soluista tai viruk-
sista perdisin olevista membraaniproteiineista tai -pep-
tideistd, kompleksin valmistus k&sittd8 periaatteessa seu-
raavat vaiheet: el#dinsolujen tai mikro-organismien tai
niiden fragmenttien puhdistus tai erist&minen; sekd hydro-
fobisten proteiinien liuottaminen sekd liuottajan poista-
minen, kun samanaikaisesti haluttu antigeeni saatetaan
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kompleksiin immunogeenimuodossa olevan glykosidin valityk-
selld (immunogeenikompleksi).

vVaipalla varustettu virus, mykoplasma, bakteerit,
parasiitit ja eldinsolut konsentroidaan ja puhdistetaan
tunnetulla tavalla (kts. The Tools of Biochemistry, T. G.
Cooper, John Wiley & Sons (1977) New York; joka sisdllyte-
t43n viitteensd) esimerkiksi suodatuksen, ultrasuodatuksen
tai elektroforeesin ja erilaisten kromatografisten mene-
telmien avulla, esimerkiksi geelisuodatuksen tai sokeri-
gradientin kautta suoritetun gradienttisentrifugoinnin tai
ontelokuitudialyysin avulla. Kun on Kysymys bakteereista,
voi olla tarpeellista tai edullista ensin liuottaa tai
lydd soluseindmidt rikki (kts. Cota-Robles ja Stein; CRC
Handbook of Microbiology, osa II (1973), ss. 833 - 844;
joka sisdllytetdsn viitteend tassd yhteydesss8) esimerkiksi
ultrassni- tai ranskalaista puristinkdsittelyd kayttden.

Puhdistetut el#insolut, mikro-organismit tai niiden
fragmentit sekoitetaan t&mdn ionittoman, ionisen tai zwit-
ter-ionidetergentin tai sappihappojohdannaisen detergentin
kanssa, jota kdytet&dn ylimddrin. Tyypillisi4 esimerkkeja
sopivista, ionittomista detergenteistd ovat polyglykoli-
esterit ja -eetterit, jotka on muodostettu alifaattisten
ja aralyylifaattisten happojen ja alkoholien kanssa. Ndis-
t4 ovat esimerkkeja alkyyli-, polyoksietyleenieetterit,
joiden yleinen kaava on CnHZ*l(OCHZCH)xOH, lyhennettyna
C,E, ; alkyylipolyoksietyleenieetterit, joissa on fenyyli-
rengas alkyyliryhm&n ja polyoksietyleeniketjun valilla,
lyhennettynd C, ¢ E , esim. Triton X-100 =
tert.-C, ¢ E; (polyoksietyleenioksidin oktyylifenolieet-
teri), asyylipolyoksiesterit, asyylipolyoksietyleenisor-
bitaaniesterit, lyhennettynd Cn-sorbitaani—Ex, esim. Tween
20 tai Tween 80, B-D-alkyyliglykosidit, esim. B-D-oktyyli-
glykosidi. Edelld mainittujen glykosidien rinnalla voidaan
kdyttds varsinkin saponiinia. Nama ovat kuitenkin heikkoja
detergentteji, ja niitd tulee kdyttaa yhdessd muiden de-
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tergenttien kanssa. Sopivien ionisten detergenttien tyy-
pillisi8 esimerkkej¥d ovat sappihappodetergentit, kuten
esimerkiksi deoksikolaatti ja kolaatti. Voidaan k&yttsi
myds konjugoituja detergenttejd, kuten esim. taurodeoksi-
kolaattia, glykodeoksikolaattia sek# glykokolaattia. Zwit-
ter-ionisina detergentteind voidaan mainita lysolesitiini
sekd synteettiset lysofosfidit. Voidaan kdyttdid myds edel-
14 mainittujen detergenttien seoksia.

Liuottaminen voidaan suorittaa alkoholien, orgaa-
nisten liuottimien tai pienten amfipaattisten molekyylien,
kuten heptaani-1,2,3-triolin, heksaani-1,2,3-triolin,
etikkahapon, vesiliukoisten peptidien ja proteiinien tai
niiden seosten tai detergenttien kanssa.

Liuvotinta kdytetdsn ylim#8rin suhteessa lipidin ja
hydrofobisten proteiinien m&&r&%n. Soluja tai mikro-orga-
nismeja sekd liuottavaa ainetta sekoitetaan sopivasti pai-
nosuhteessa 1:3 - 1:10.

Solut tai mikro-organismit sekd liuotin sekoitetaan
puskuroidussa, mahdollisesti suolapitoisessa liuoksessa.
Suolaliuoksen molaarisuus on v&lilli 0,02 ja 0,5 M, etu-
padssd vadlilld 0,05 - 0,25 M, edullisesti 0,1 - 0,2 M.
Detergentin tulee vaikuttaa noin 1 tunnin ajan huoneen
lamp&dtilassa.

Keittosuolaa pidetddn edullisena suolana, mutta
mySs muut suolat voivat tulla kysymykseen, etenkin alkali-
ja maa-alkali- sekd& ammoniumionien sek# voimakkaiden mine-
raalihappojen ja orgaanisten happojen, kuten etikkahapon,
trikloorietikkahapon, muurahaishapon ja oksaalihapon muo-
dostamat suolat. Puskureiksi soveltuvat kaikki aineet,
jotka puskuroituvat pH-alueella 6,5 - 9. Kolaatteja ja
deoksikolaatteja k#dytett#essd pidetddn edullisina pH-
aluetta 8 - 9 ja ionittomia detergentteji kidytettdessid pH-
arvoa 7,4. Kdytettdessd orgaanisia happoja proteiinien
livottamiseen, voidaan puskuri jatt#4 pois.
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Soluja tai mikro-organismeja liuotettaessa muodos-
tetaan seos liuottimesta ja solu- tai mikro-organismifrag-
menteista (alla mainitut fragmentit). Fragmenttien joukos-
sa on varattuja, monomeerisid antigeeniproteiineja, joissa
on hydrofobisia alueita liuottimien kanssa muodostetussa
kompleksissa. Uusi immunogeenikompleksi valmistetaan si-
ten, ettd varatut monomeeriset antigeeniproteiinit erote-
taan liuottimesta yhden tai usemman glykosidin l&sn#dolles-
sa tai liitet88n suoraan niihin, jolloin glykosideilla
tulee olla hydrofobisia ja hydrofiilisii alueita ja nii-
den tulee esiintyd konsentraationa, joka on v#hintaan
kriittinen misellien konsentraatio. Muut fragmentit pois-
tetaan ennenkuin kompleksi valmistetaan keksinndén mukai-
sesti, samalla kun se valmistetaan tai j&lkeen pdin, mie-
luummin kuitenkin ennen.

Kompleksi voidaan valmistaa joko siten, ettd liuot-
tava aine poistetaan esimerkiksi dialyysin, geelisuodatuk-
sen tai kromatografoinnin avulla seoksesta, jonka muodos-
tavat liuottava aine, varatut, monomeeriset antigeenipro-
teiinit, glykosidi sek& mahdollisesti muut fragmentit, tai
erottamalla varatut, monomeeriset antigeeniproteiinit mai-
nitusta seocksesta esimerkiksi gradienttisentrifugoinnin,
kromatografian tai elektroforeesin avulla. Olennaista kek-
sinndn mukaan on se, ettd monomeeriset antigeeniproteiinit
erotetaan ljiuottavasta aineesta, siten, ettd samanaikai-
sesti on 1l8sn& glykosidi, tai sitten ne erottamisen jal-
keen liitetd8n suoraan glykosidiin, jonka tulee olla mi-
sellimuodossa.

Kun monomeeriset antigeeniproteiinit erotetaan
liuottavasta aineesta niin, ett# ne voivat joutua suoraan
kosketukseen glykosidin kanssa, muodostuu erikoiskomplek-
si. Glykosidin misellimuodon oletetaan muodostavan komp-
leksin, ja oletetaan, ettid t#md muodostuu glykosidimisel-
lien hydrofobisten alueiden ja membraaniproteiinien hydro-
fobisten alueiden vdlisen vetovoiman avulla. Glykosidin
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misira kompleksissa vaihtelee riippuen kéytetysta glykosi-
dista ja kompleksiin sidotuista membraaniproteiineista,
ja sit4 on noin 0,5 - 50 paino-%, erityisesti 0,5 - 25
paino-%, etupadssa 0,5 - 15 paino-%, usein 0,5 - 10 pai-

no-%, erityisesti 2 - 8 paino-%. Jos varatut antigeeniset
monomeeriset proteiinit erotetaan liuottavasta aineesta
glykosidin poissaollessa, muodostuu sitd vastoin proteii-
nimisellej&, jotka ovat sen laatuisia kuin hakemuksen EPC
811 022 13.6 mukaan valmistetaan.

On sopivaa poistaa muut fragmentit gradienttisent-
rifugoinnin avulla, koska mainittujen komponenttien sedi-
mentaatiovakiot pienenevdt seuraavassa jérjestyksessé:
solufragmentti, proteiinikompleksi liuottavan aineen tai
glykosidin kanssa, monomeeriset proteiinit seka liuottava
aine. Taten voidaan muut fragmentit poistaa gradientti-
sentrifugoinnin avulla seoksesta, jossa on liuotin, mono-
meerisia proteiineja seka muita fragmentteja, ennen kuin
glykosidi lis&tasn ja liuotin poistetaan esim. dialyysin,
geelisuodatuksen tai kromatografian avulla, tai monomeeri-
set proteiinit erotetaan liuottavasta aineesta esim.
elektroforeesin, kromatografian tai gradlenttlsentrifu—
goinnin avulla. Jalkimmédisessd menetelmissd on myos mah-
dollista poistaa muut fragmentit saman gradlenttlsentrifu-

goinnin avulla, jona aikana kompleksi muodostuu. On my®s
mahdollista erottaa muut solukomponentit, sen jélkeen, kun
kompleksi muodostetaan edellid esitetylld tavalla, esim.
sentrifugoinnin, affiniteettikromatografian tai geelisuo-
datuksen avulla.

Glykosidi on triterpeenisaponiini. Saponiineja ku-
vataan R. Tschesche'n ja Wulf'in julkaisussa Chemie und
Biologie der Saponine; Fortschritte der Chemie organischer
Naturstoffe, julk. W. Herz, H. Grisebach ja G. W. Kirby,
nidos 30 (1973). Edullisesti kaytetdan voimakkaasti polaa-
risia saponiineja, etupddssa polaarisia triterpeenisapo-

niineja, esim. saponiiniuutetta, joka on saatu kurillajan
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kuorien aralosidi A:sta, Chikusetsu-saponiini IV:std, Ca-
lendula-glykosidi C:st4, Chikusetsu-saponiini V:st4,
Achyranthes-saponiini B:st4, Calendula-glykosidi A:sta,
Aralosidi B:std, Aralosidi C:std, Putranjia-saponiini
III:sta, Bersama-saponosidista, Putranjia-saponiini
IV:std, Trichosid A:sta, Trichosid B:std, Saponasid A:sta,
Trichosid C:std, Gyposidista, Nutanosidista, Dianthosid
C:std, Saponasid D:st#d, etupiissi aeskiini, joka on saatu
Aesculus hippocastanum'ista [T. Patt ja W. Winkler: Der
therapeutisch wirksamme Prinzip der Rosskastanie (Aesculus
hippocastanum), Arzneimittelforsch. 10 (4), (1969), ss.
273 - 275], tai sapoalbiini, joka on saatu Gypsophilla
struthium'ista [R. Vochten, R. Joos ja R. Ruyssen: Physi-
cochemical properties of sapoalbin and their relation to
the foam stability, J. Pharm. Belg. 42, (1968), ss. 213

- 226], etenkin saponiiniuute, joka on saatu Quillaja
saponaria Molina'sta, ensisijaisesti DQ-uute, joka valmis-
tetaan K. Dalsgaard'in mukaan [Saponin Adjuvants, Bull.
Off. Int. Epiz 77 (7 - 9), (1972), ss. 1289 - 1295], sekd
Quil A, jota valmistetaan K. Dalsgaard'in mukaan [Saponin
Adjuvants I1I, Archic fiir die Gesamte Virusforschung 44,
(1974), ss. 243 - 254]. Voidaan my8s kdyttdd glykosidien
seoksia. Kdytettyjen glykosidien m#4r&n tulee olla vdhin-
tddn 1 - 3 kertaa niiden kriittinen misellinmuodostamis-
konsentraatio (VMC), etup#d#ssd vidhintasn 5, etenkin v&hin-
tddn 7 - 12 kertaa t4mid madrs. Oletetaan, ettd glykosidi
voidaan siind tapauksessa sitoa membraaniproteiinien mono-
meerimuotoihin ja sulkea niiden sis##n. Edullisesti kdyte-
tddn Quil A:ta, jonka kriittinen misellinmuodostamiskon-
sentraatio on 0,03 paino-%. Quil A:n m#4r&n tulee olla
vdhintddn 0,02 paino-$%, varsinkin 0,05 - 0,5 paino-%, etu-
padss8 0,2 paino-%. Edelli esitettyjé glykosideja koskevat
Julkaisut sisdllytet4d4n viitteini.
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Varattujen, monomeeristen antigeeniproteiinien
erottaminen liuottavasta aineesta on suoritettu sentrifu-
goinnin, dialyysin, elektroforeesin sekd erilaisten kroma-
tografisten menetelmien avulla.

Edella esitetylld tavalla valmistetut seokset,
joissa on pirstottuja soluja vastaavia mikro-organismeja
seki liuottavaa ainetta, gradienttisentrifugoidaan ja ker-
rostetaan esimerkiksi liuottavan aineen sis&lt#dvan sokeri-
tai suolaliuoksen p&dlle, jonka alla on glykosidin sisdl-
tava gradientti, kuten sokerigradientti tai glyseroligra-
dientti tai meritseamidi tai raskassuola, esim. CsCl (ts.
suhteellisen inerttej& aineita, joilla on sopiva tiheys
ja viskositeetti vaikuttaakseen gradienttimateriaalina)
esim. jaljempana sokerigradientille annettuina konsentraa-
tioina.

Gradientti-jérjestelmaa sentrifugoidaan v&hintaan
100 000 g. Sokerina voivat olla monosakkaridit tai disak-
karidit, kuten laktoosi, maltoosi tai sakkaroosi, mutta
myds triooseja, tetrooseja seka glyseriinia kaytetaan.
Etupdissd kédytetdan sakkaroosia. Gradientin sokerikon-
sentraation sopiva alkukonsentraatio on v&hint&an 5, etu-
padssd 15 - 25 paino-% (ylinnd gradientissa) ja loppukon-
sentraatio on vdhint&én 20, etupidssi 45- 60 paino-% (gra-
dientissa alimpana). Gradientti voi koostua esimerkiksi
ylemmdstd kerroksesta, jonka sokeripitoisuus on 5 - 25
paino-% ja alemmasta kerroksesta, jonka sokeripitoisuus
on 20 - 60 paino-%. Kuitenkin gradientissa voi olla my8s
useampia kerroksia, jolloin erillisten Kkerrosten Kkon-
sentraatioerot laskevat vastaavassa asteessa. Sokerigra-
dientti sis#dltii glykosidin tai glykosidien seoksen. Gly-
kosidin m#srin tulee olla vdhintdsn 1 - 3, etupddssd va-
hint&sn 7 - 12 kertaa CMC, Quil A:lle vahinta&n 0,02,
etenkin vahintaan 0,05 - 0,5, etupdissd vahintddn 0,2 pai-
no-%. Tassa glykosidipitoisessa gradientissa erote-
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taan liuottava aine, ja kompleksi tdmdn ja proteiinin va-
11118 muuttuu proteiini-glykosidi-kompleksiksi.

Sokerigradientin yl&puolella on liuoskerros, joka
koostuu sokerista tai raskassuolasta ja sisdltdd liuotta-
vaa ainetta tai sen seosta. Lipidit jadviat tdahdn kerrok-
seen. Liuottavan aineen konsentraatio tdssd kerroksessa
on pienempi tai sama kuin p#dlle asetetussa mikro-organis-
mien tai solujen sek# liuottavan aineen seoksessa, ja se
on sopivasti v&lilla 0,12 ja 3 paino-%, etupddssd 0,75
- 1,5 paino-%, jolloin 1 paino-% pidetddn parempana. So-
keri-ja suolakonsentraatio voi olla sama tai se voi olla
pienempi kuin alemman glykosidipitoisen gradientin ylemman
kerroksen konsentraatio.

Sen jdlkeen kun on sentrifugoitu vahintdén
100 000 g v&hint#&n 16 tunnin ajan, etupdissd 20 tunnin
ajan 20°C:ssa, kootaan proteiinipitoiset jakeet ja dialy-
soidaan ne puskuria vastaan; (0,5 - 0,001 M), etupadssd
0,005 M Tris-HC1l, 0,01 M NaCl (pH 7,4) tai 0,2 M ammonium-
asetaattipuskuria (pH 7,0) vastaan, ja ne vidkevdidddn esi-
merkiksi niin kuin T. G. Cooper kuvaa teoksessa The Tools
of Biochemistry (kust. John Wiley & Sons, New York, 1974:;
liitet33n t8h3n viitteeni), esimerkiksi lyofilisoimalla,
tyhjédialyysin avulla tai ultrasuodatuksen avulla. Sentri-
fugoinnin aikana kaikki ainekset sedimentoituvat, jolloin
liuvuottava aine p#d#see irti proteiinin kanssa muodostamas-
taan kompleksista ja monomeeriset proteiinit siirretddn
glykosidille, jonka kanssa ne muodostavat kompleksin. Tata
seuraavan dialyysin avulla poistetaan sokeri. Kompleksi
voidaan mahdollisesti edelleen puhdistaa esim. vapaan gly-
kosidin suhteen gradienttisentrifugoinnin avulla, esim.
sokerigradientilla, joka sis#lt#i 25 - 60 paino-% sokeria,
etupddssd 10 - 40 paino-% sakkaroosia.
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Edelli kuvatulla tavalla suoritetun mikro-organis-
mien tai solujen puhdistamisen jdlkeen ja sen jélkeen, kun
solut on sekoitettu liuottavan aineen kanssa edelld anne-
tussa painosuhteessa, solujen ja liuottavan aineen seok-
seen edelld mainitussa puskurissa voidaan vaihtoehtoisesti
suoraan lis&td 1 - 3, etupdissd vahint8&n 7 - 12 kertaa
CMC:n suuruinen ma&rd, Quil A:n kohdalla 0,05 - 2 paino-%
glykosidia, etup&dsssd 0,2 paino-% glykosidia, ja dialysoi-
da puskuria vastaan, jona on 0,5 - 0,001 M, etupddsséd
0,005 M Tris-Hcl, 0,01 M NaCl (pH 7,4) tai etupdssd 0,2 M
ammoniumasetaattipuskuria (pH 7,0). Liuottava aine pois-
tetaan t&#l118in glykosidin l&dsndollessa. Tamdn jdlkeen val-
mistettu membraabiproteiinikompleksi eristetddn sedimen-
taatiogradienttisentrifugoinnin avulla, kuten kuvataan
sivun 10 viimeisess4d kappaleessa, kuitenkin ilman glykosi-
dilisaysta ja poistetaan muut fragmentit sekd vapaa glyko-
sidi.

Solujen tai mikro-organismien seka liuottavan ai-
neen seos puskurissa voidaan my&s gradienttisentrifugoida
ja esim. kerrostaa edelld mainittuun puskuriin valmistetun
5 - 60 paino-%:isen sokerigradientin, etupd&dsséa 10 - 20
paino-%:isen sakkaroosigradientin p#dlle, sekd sentrifu-
goida ainakin 150 000 g v&hint&&n 20 minuutin ajan, etu-
p4sdssd 30 minuutin ajan 250 000 g:11l4. T&lldin jaljelle
jasneet fragmentit eroavat liuottavan aineen ja proteiinin
muodostamasta kompleksista.

Huippufraktioksi nimitetty, pinnalla sijaitseva
proteiinipitoinen neste poistetaan ja lis&ataan glykosidia
m&4raltssn vahintd&n 1 - 3, etupiddssid vshintdén 7 - 12
kertaa CMC, Quil A:n kohdalla 0,05 - 0,5 paino-%, etupdas-
si 0,2 paino-%, ja dialysoidaan 0,5 - 0,001 M puskuria
vastaan, varsinkin 0,005 Tris-HCl, 0,01 M NaCl (pH 7,4)
tai etupdissi 0,2 M ammoniumasetaattia wvastaan. Td11l6in
liuottava aine poistetaan glykosidin l#sn#ollessa. Lisa-
puhdistus voidaan suorittaa sedimentaatiogradienttisentri-
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fugoinnin avulla (kts. sivu 10, 2. kappale). Lisdpuhdistus
voi tapahtua sentrifugoimalla sokerigradientin l&pi, Jjoka
sisdltdd 5 - 60 paino-% sokeria, etup#idsssd 19 - 40 pai-
no-% sokeria.

Vaihtoehtoisesti voidaan seos, jossa on fragmentoi-
tuja mikro-organismeja tai soluja sek#d liuottavaa ainetta
tai proteiinipitoista sentrifugaattia (muut fragmentit ja
vapaa liuottava aine ovat poissa), joka saadaan, kun tadti
seosta gradienttisentrifugoidaan puskuriin valmistetun 5
- 60 paino-%:isen, etupddssd 10 - 20 paino-%:isen sokeri-
gradientin 1ldpi, erottaa elektroforeettisesti liuottavasta
aineesta ja vied8 liuokseen, joka sis#lt&4 vahint#&n 1
- 3, etupddssd vihint#8n 7 - 12 kertaa CMC, Quil A:n koh-
dalla 0,05 - 0,5 paino-% glykosidia, edullisesti 0,2 pai-
no-% glykosidia. T&118in erotetaan varatut, monomeeriset
antigeeniproteiinit liuottavasta aineesta. Elektroforee-
sin avulla suoritettavan erottamisen vyhteydessd on sopi-
vaa, ettei liuottava aine-puskuriliuos sis#lli ylim&drdis-
td suolalisdystsd, joka vol hdiriti elektroforeesia ja
tuottaa liian korkean l&mp&tilan.

Voidaan esimerkiksi k#yttds# vybhyke-eletroforeesia
kantaja-aineen kanssa tai ilman kantaja-ainetta sek# iso-
takoforeesia kantaja-aineen kanssa tai ilman sit#. Kanta-
ja-aineina voidaan k4ytt&4 tavallisia aineita, kuten esi-
merkiksi polyakryyliamidia, agaria, piihappogeelid, tdrk-
kelystd, selluloosaa, polyvinyylikloridia, ioninvaihtajaa
tai seliittid. Kompleksin erist#minen ja konsentrointi
suoritetaan sivulla 11, riveilld 20 - 23 kuvatulla taval-
la. Katso gradienttisentrifugoinnin avulla suoritettavaa
lisdpuhdistusta sivulta 11, riveilts 28 - 32.

Jos lahtdaineessa on hydrofobisia membraaniproteii-
neja, joilla on erilaiset varaukset tai painot, niin n#mi
voidaan elektroforeesi- tai sentrifugointimenetelmin erot-
taa toisistaan ja valmistaa niiden erillisii komplekseja.
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Tamin menetelmdn avulla voidaan t#dten erottaa ja rikastaa
erilaatuisia membraaniproteiineja.

Liuotetut proteiinit voidaan mahdollisesti solu-
fragmenteista suoritetun puhdistamisen jalkeen erottaa
liuottavasta aineesta kromatografisilla menetelmilld, esi-
merkiksi geelisuodatuksella, jolloin antigeeniset raken-
teet adsorboidaan liukenemattomaan tukiaineeseen (matrii-
siin), joka voi olla esimerkiksi selluloosaa, agaroosia,
dekstraania, akryyliamidia ja lasia. Kytketaan erilaisia
ligandeja matriisirakenteeseen, joka saa t43118in erilaisia
ominaisuuksia, joita k#dytet##n eristettdessd hyvéksi. Ta-
vallisesti antigeeninen rakenne adsorboituu samanaikaises-
ti, kun kdytetty liuottava aine kulkee matriisin 18pi ad-
sorboitumatta siihen. T&m&n j#lkeen tapahtuu antigeenin
irtoaminen. Ennen irtoamisvaihetta tai sen aikana voi ta-
pahtua liuottavan aineen, suolan ja puskuroivan aineen
vaihtoa, jolloin liuottava aine voidaan korvata glykosi-
dilla ja kompleksi valmistetaan.

Ioninvaihtokromatografiassa kytketdan varattuja
ligandimolekyylejs, kuten dietyyliaminoetyylid (DEAE) mat-
riisiin ja k#ytetddn kationinvaihtajana. Karboksimetyyli
(CM)- tai fosfaattiryhmi# (P) kytket88n matriisiin ja kay-
tetdin anioninvaihtajana. Kéytt#m#lls antigeenisten raken-
teiden ja liuottavan aineen nettovarausten eroa hyvdksi,
saadaan aikaan niiden molekyylien erottuminen. Tavallises-
ti liuottava aine on varaukseton ja proteiini on varattu.
Eluointi tapahtuu suolagradientin avulla, esim. K- tai
NaCl:1la tai sopivalla puskurilla, esimerkiksi fosfaatti-
puskurilla suoritetun pH:n s&ddon avulla, liuottavan ai-
neen lisniollessa (kts. konsentraatio ja esimerkki edelld
esitetyn liuottamisen yhteydessd). Eluoinnin yhteydessd
voidaan proteiinit puhdistaa, vaihtaa liuottava aine tai
muodostaa kompleksi, jos eluointiaineeseen lis&étdan glyko-
sidi liuottavan aineen sijasta. Suolat poistetaan jdlkeen-

piin dialyysin tai geelisuodatuksen avulla.
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Geelisuodatuksessa kdytet#ddn hyvidksi sitd seikkaa,
ettd liuottava aine on kooltaan pienempi kuin antigeeni-
rakenteet ja ettd se tulee ulos mydhemmissid jakeissa,
kompleksin muodostuessa antigeenipitoisten rakenteiden
koko Kkasvaa, ja vybhykkeet, jotka sisdltdvidt liuottavaa
ainetta, kasvavat.

Vasta-aineet voidaan immunoaffiniteettikromatogra-
fian avulla sitoa irreversiibelisti edelld mainittuun mat-
riisiin, minkd j&lkeen vasta-aineiden ainutlaatuista spe-
sifisyyttd ja affiniteettia kdytetdsdn hyvdksi halutun
antigeenirakenteen puhdistamiseen. Liuottavalla aineella
ei ole affiniteettia vasta-aineisiin n&hden. Eluointi ta-
pahtuu lievdn denaturoinnin avulla, esimerkiksi laskemalla
PH noin arvoon 4, sekd liuottavan aineen tai glykosidin
ldsndollessa.

Lektiini-kromatografian yhteydessd kdytetddn hyvik-
si lektiinej&, er#&std proteiinien ryhm##, joka voi reagoi-
da reversiibelisti spesifisten sokeriryhmien kanssa, miki
tekee niille mahdolliseksi sitoa ne esimerkiksi glykopro-
teiineihin. Lektiini kytket#&n ligandina esimerkiksi
Sepharose'en (Pharmacia, Uppsala) tai ostetaan sopivaan
matriisiin valmiiksikytkettynd, kaupallisena tuotteena.
Detergenteilld (liuottavilla aineilla) ei ole affiniteet-
tia kytkettyyn lektiiniin. Adsorboidut antigeenirakenteet
irrotetaan tavallisesti 1is##m#114 metyloituja sokereja,
esimerkiksi metyylimannoksidia, metyyliglukosidia sek# N-
asetyyliglukosamidia, joka on liuotettu puskuroituun suo-
laliuokseen liuottavan aineen tai glykosidin l&sn#ollessa.

Kovalenttisessa kromatografiassa sidotaan antigee-
nirakenne tioliryhmdn avulla kovalenttisella sidoksella
matriisiin. Aktigeenissa sijatseva tioliryhmd sidotaan
selektiivisesti aktivoituun tioryhm#&n, joka on kytketty
sopivaan matriisiin tiodiosulfidi-vaihdon avulla. T&m&
sidos on reversiibeli ja sen j#lkeen kun liuottava aine
pestddn pois, voidaan tioliryhm#n sitovat antigeeniraken-
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teet eluoida pelkistdmdlls disulfidisidos merkaptoetano-
1illa tai ditiotreitolilla liuottavan aineen tai glykosi-
din ldsndollessa.

Hydrofobinen kromatografia: Td4ssd tekniikassa kdy-
tetddn hyvdksi vuorovaikutusta oktyyli- tai fenyylityyp-
pisen, liikkumattoman, hydrofobisen ligandin sek& antigee-
nisten rakenneosien hydrofobisten pintojen v&1illd. Tama
tekniikka voi vaihtoehtoisesti olla menetelmd liuottavan
aineen sitomiseksi seoksesta ligandiin samanaikaisesti
kuin adsorboitumattomat antigeeniset rakenteet voidaan
saada takaisin esimerkin 4 (dialyysimenetelmd) mukaisesti
suoritettavaan jatkoty®skentely#d varten. Muissa olosuh-
teissa voidaan antigeeninen rakenne sitoa ligandiin, jJa
liuottavalla aineella ei ole affiniteettia ligandiin, min-
k& takia jatketaan dialyysimenetelmdn mukaan. Sitominen
suoritetaan suurta ioninvahvuutta esim. ammoniumsulfaattia
kdyttden ja eluoidaan alhaisella ionivahvuudella, esim.
vedelld tai etyleeniglykolilla.

Kun kompleksi sis#lt#i bakteereiden membraaniprote-
iineja, on edullista ly®d& soluseindmdt ensin rikki ennen-
kuin solumateriaalia k#sitell##n edells esitetyn menetel-
m&n mukaisesti. Esimerkkeji bakteereista, joista voidaan
valmistaa hydrofobisia proteiineja, on esimerkiksi Esche-
richia, Staphylococci, Haemaphilus, esim. H. influenzae,
Bordetella, esim. B. pertussis, Vibrio, esim. V. cholerae,
Salmonella, esim. S. typhi ja S. paratyphi, etupddssa co-
lin, esim. pili K 88, tarttumistekij& sekd Salmonellan
huokosproteiini tai B. pertussiksen sek#d Neisseria menin-
gitidiksen ulommat membraaniproteiinit.

Esimerkkejd kayttbkelpoisista viruksista, joilla
on vaippa, ovat Orthomyxoviridae, kuten influenssa A, B
ja C, Paramyxoviridae, etup&dssd tuhkarokkovirus, sikotau-
tivirus, parainfluenssa 1, 2, 3 ja 4 virus, penikkatau-
tivirus ja karjaruttovirus, Rhabdoviridae, erityisesti
vesikauhuvirus, Retroviridae, etupdiss8 kissan leukemia-
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virus sekd h#ér8n leukemiavirus, Herpesviridae, etupédssi
Pseudorabies, Coronaviridae, Togaviridae, kuten EEE, WEE
ja VEE (Eastern, Western ja Venezuela equine encephali-
tis), keltakuumevirus, erityisesti h#r#n virusripuli-virus
sekd eurooppalainen sikaruttovirus Arenaviridae Poxviri-
dae, Bunyaviridae, Iridioviridae, erityisesti afrikkalai-
nen sikaruttovirus, sek&d luokittelemattomien virusten jou-
kosta ihmisen hepatiitti B-virus ja Marburg/Ebola-virus.

Esimerkkej& parasiiteista, joita voidaan k&ayttda
keksinndn mukaisesti, ovat Protozoa, kuten Toxoplasma,
esim. Toxoplasma gondii, Plasmodium, esim. Plasmodium vi-
vax, malariae ja falciparium, Teileria parvum ja ovale
sekd Filaroidae, etup&iss# Parafilaria ja Ochoocerca, En-
tamtba histolytica, erilaiset anaplasmat, Schistosoma,
kuten Schistosoma haematobium, mansoni ja japonicum seki
Trypanosoma, esim. Trypanosoma gambiensi, T. brumseo eli
congolesi.

b) On my®ts mahdollista l4hte#d hydrofobisista ei-
membraaniproteiineista tai ei-hydrofobisista proteiineista
tai peptideistd. Ei-hydrofobisia proteiineja tai peptideji
voidaan muuttaa hydrofobisiksi liitt#m#11& niihin hydrofo-
bisia ryhmi&. Mainitut proteiinit voivat olla perdisin
viruksista, joilla on vaippa tai jotka ovat ilman vaippaa,
bakteereista, mykoplasmasta tai parasiiteista. Esimerkkeji
viruksista, joilla el ole vaippaa eik#d hydrofobisia prote-
iineja, on Picornaviridae (jolla katsotaan olevan my®s
hydrofobisia proteiineja), esim. suu- ja sorkkatautivirus,
poliovirus, Adenoviridae, Parvoviridae, esim. kissarutto-
virus sekd sian parvovirus, Reoviridae, esim. Rota-virus.
Esimerkkej8 mykoplasmasta ovat M. Pneumoniae, Mycoides,
bovis, suis, hyorinos, orale, salivarium, hominis ja ter-
mentans.

Namd proteiinit ja peptidit puhdistetaan kuten ku-
vataan kohdassa a); puhdistus ja eristys.
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Hydrofobiset ryhmat, joita voidaan liittaa ei-hyd-
rofobisiin proteiineihin, ovat suoria, haaroittuneita,
tyydyttyneitd tai tyydyttédmdttomia alifaattisia ketjuja,
joissa on 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 tai 8 hiiliatomia, edulli-
simmin 6, 7 tai 8 hiiliatomia; pienisd peptidej&, joissa
on 1, 2, 3, 4 tai 5 aminohappoa, edullisesti 2, 3 tai 4
aminohappoa, jotka ovat Trp, Ile, Phe, Pro, Tyr, Leu ja
var, edullisesti Tyr; kolesterolijohdannainen, kuten ko-
liinihappo tai ursodesoksikoliinihappo.

Nididen hydrofobisten ryhmien tulee olla sidottuja
ryhm&én, joka voidaan kytked ei-hydrofobiseen proteiiniin,
kuten karboksyyli-, amino-, disulfidi-, hydroksyyli-, sul-
furyyli- ja karbonyyliryhmiin, kuten aldehydiryhmiin.

Hydrofobisiksi kytkentdryhmiksi valitaan etupddssa
metaanin, etaanin, propaanin, butaanin, pentaanin, heksaa-
nin, heptaanin tai oktaanin karboksyyli-, aldehydi-, ami-
no-, hydroksyyli- ja disulfidijohdannaisia sekd peptidejs,
jotka sisdltdvat Cys:n, Asp:n, Glu:n, Lys:n etupd#dssd ok-
tanaalin ja Tyr-Tyr-Tyr-Cys:n, -Asp:n tai -Glu:n. Hydrofo-
biset ryhmdt, joissa on kytkettdvissd oleva ryhméa, taytyy
liuottaa veteen esim. edelld mainittujen liuottavien ai-
neiden ja detergenttien tai suolahapon, etikkahapon, jaa-
etikkahapon, lipe&n tai ammoniakin avulla riippuen ainees-
ta, joka tulee liuottaa. T&mdn jélkeen pH s#éddetdan neut-
raalille alueelle aineen saostumatta, jolloin otetaan huo-
mioon, ettei saada pH-arvoa, joka denaturoi proteiinin,
johon hydrofobinen ryhma tulee kytkeda.

Hydrofobisia molekyyleja liitetdsdn ei-hydrofobiseen
proteiiniin moolisuhteessa 10:1 - 0,1:1, etupdsssd 1:1.

Hydrofobisia ryhmi#, joissa kytkentdryhmd on kar-
boksyyliryhms, voidaan kytke&d proteiineihin vesiliukoisten
karbodi-imidien tai kokoonpantujen anhydridien vélityksel-
14. Ensimmiisessi tapauksessa aktivoidaan karboksyyliryhmd
pH-arvossa 5 karbodi-imidill4 ja sekoitetaan proteiinin
kanssa, joka on liuotettu puskuriin, jonka pH on 8 ja jon-



10

15

20

25

30

35

19 80600

ka fosfaattipitoisuus on korkea. Viimeksi mainitussa ta-
pPauksessa pannaan karboksiyhdiste isobutyylikloroformaatin
kanssa trietyyliamiinin l&sn#ollessa dioksaaniin tai ase-
tonitriiliin ja syntyvd anhydridi lis#t#4n proteiiniin pH-
arvossa 8 - 9. On my8s mahdollista hydratsiinin avulla
muuttaa karboksyyliryhmd8 hydratsidiksi, joka aldehydien
ja ketonien kanssa, jotka sijaitsevat proteiinin perjodaa-
tilla hapetetuissa sokeriyksik®iss#, antaa hydratsonisi-
doksia.

Aminoryhm&t voidaan salpietarihappamuuden avulla
alhaisessa ldmpdtilassa muuttaa diatsoniumsuoloiksi, jotka
antavat atsosidoksia Tyr:n, His:n ja Lys:n kanssa.

Hydroksyyliryhmdt voidaan muuttaa meripihka-anhyd-
ridien avulla hemisukkinaattijohdannaisiksi, jotka voidaan
kytked karboksyyliryhmini.

Aldehydiryhm&t voidaan proteiinin aminoryhmien
avulla muuttaa Schiff'in em#kseksi.

Monia kytkent&ryhmid ja -menetelmis kuvataan Jul-
kaisuissa Journal of Immunological Methods, 59 (1983),
sivut 129 - 143 ja 289 - 299; Methods in Enzymology, oOsa
93, sivut 280 - 333, ja Analytical Biochemistry 116,
(1981), sivut 402 - 407; jotka tassi yhteydessd liitet#in
viitteina.

Nain valmistetut proteiinit ja peptidit, jotka ovat
saaneet hydrofobisia ryhmi#, sidotaan kompleksiksi glyko-
sidin kanssa, jota kuvataan kohdassa a), jolloin kuitenkin
voidaan j&tt#848 pois puhdistusvaihe, Jjossa poistetaan solu-
fragmentit.

c) Voidaan my$s l&hted hydrofiilisists proteiineis-
ta, joiden sis##n on suljettu hydrofobisia ryhmid, ja
pddstd kdsiksil viime mainittuihin denaturoimalla proteii-
nit miedosti, esimerkiksi alhaisen pH:n avulla, noin pH-
arvossa 2,5, 3-M virtsa-aineella tai korkeassa lampétilas-
sa 70°C:n yl&puolella. Sellaiset proteiinit voivat olla
immunoglobuliineja, kuten 1gG, IgM, IgA, Igb ja IgE. Im-
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munoglobuliineja voidaan kayttaa anti-idiotyyppisind vas-
ta-aineina. Proteiinit puhdistetaan edelleen kuten prote-
iinit kohdassa b) ja sidotaan sitten kompleksisiksi glyko-
sidiin kuten kuvataan kohdassa a), jolloin puhdistusvaihe
solufragmenttien poistamiseksi jatetdan pois.

Immunogeenikomplekseja voidaan k4yttas spesifiseen
immuunijérjestelman stimulointiin ihmisills ja eldimillé&.
Niitd voidaan niin muodoin kdytt&d rokotteena sairauksia
vastaan, jotka ovat bakteereiden, mykoplasman, virusten
ja parasiittien aiheuttamia, sek& kun tutkimuksen tavoit-
teena halutaan valmistaa vasta-aineita erilaisten el&in-
solujen membraaniproteiineja vastaan.

Voidaan myds kayttdsd erilaisista bakteereista tai
viruksista perdisin olevien amfipaattisten proteiinien tai
peptidien seoksia, kun halutaan valmistaa rokote useita
tauteja vastaan.

Keksinndn mukaisesti valmistettuja komplekseja voi-
daan kdyttaa ihmis- ja eldinlasketieteellisiin koostumuk-
siin, jotka sis#ltdvdt iskomia mahdollisesti yhdessd ta-
vanomaisten lisd- ja laimennusaineiden kanssa, edullisesti
iskomia puskuriliuoksen muodossa esim. sen TN-liuoksessa
(kts. esimerkki 1).

Keksint®d kuvataan l&hemmin seuraavilla suoritus-
esimerkeilld.

Koe 1

Vertailu keksinndn mukaisesti Quil A:n kanssa val-
mistetun membraaniproteiinikompleksin seka ilman glykosi-
dilisdystd valmistettujen, vastaavien membraaniproteiini-
solujen immunogeenisen vaikutuksen valilla.

25 hiirta (BALB C, Bonhollgard, Tanska; paino noin
20 g) jaettiin 5 ryhmd&n ja ryhmdt immunisoitiin 2 kertaa
kolmen viikon vélein pelkdstadn puskuriliuoksella (PBS),
0,1 pg:1lla tai 5 pg:lla kompleksia, joka oli valmistettu
kadyttamalla influenssasta saatuja membraaniproteiineja
sekd Quil A:ta, 100 pl:ssa PBS esimerkin 1 mukaisesti sekd
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kdyttim#ll4d 5 pg membraaniproteiinimiselleji, joissa ei
ole glykosidia ja jotka on valmistettu EPC-hakemuksen
811 022 13.6 mukaan.

Seerumi Kkerdttiin hiiriltd joka viikko kokeen lop-
puun saakka. Seerumin immuunivaste mitattiin ELISA-teknii-
kalla (Voller, Bidwell ja Bartlett 1980, Enzymelinkes Im-
munosorbent Assay, sivut 359 - 371; Manual of Clinical
Immunology, American Society for Microbiology, Washington,
USA).

Tulos esitet#sn kuvassa 6. Siitd ilmenee, ettd Quil
A:n kanssa valmistettu antigeenikompleksi antaa paremman
immuunivasteen kuin vastaavat proteiinimisellit ilman Quil
A:n lisdystd. 0,1 pg Quil A:n kanssa valmistettua proteii-
nimembraanikompleksia aikaansaa korkeamman immuunivasteen
kuin 5 pg proteiinimisellejd, joihin ei ole lisdtty glyko-
sidia.

Koe 2

Quil A:n kanssa keksinnén mukaisesti valmistetun
membraaniproteiinikompleksin sek# glykosidin kanssa sekoi-
tettujen vastaavien membraaniproteiinimisellien immunogee-
nisen vaikutuksen sek# sivuvaikutusten vertailu niiden
toimiessa adjuvanttiliséni.

Kokeessa k#ytet#idn 30 marsua, jotka ovat (Valtion
elidinlddketieteellisen laitoksen) SVA:n kasvattamia. Ne
on jaettu 5 ryhm#in, joissa kussakin on 6 el#dintd, ja ro-
kotettu influenssaviruksesta (kanta Solvalla) saaduilla
proteiinimiselleillsd (P) tai samasta influenssaviruksesta
perdisin olevalla membraaniproteiinikompleksilla, joka on
valmistettu glykosidi Quil A:n (GP) kanssa taulukon 1 mu-
kaisesti. Esimerkin 2 mukainen valmistus. 6 marsua oli
rokottamattomina kontrolleina. GP-kompleksi on vapautettu
vapaasta glykosidista sakkaroosigradienttisentrifugoinnin
avulla. Tulokset k#yvit ilmi taulukosta 1. P-misellit sa-
moin kuin GP-kompleksi antavat vdhimm#disreaktioita ja PG-
kompleksi antaa selvisti korkeampia vasta-ainevasteita
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kuin P-misellit. Seos, jossa on 10 pg vapaata glykosidia
sekd P-misellejsd, saa aikaan lievid reaktioita, mutta ei
mit#8n adjuvanttivaikutusta. 100 pg:n lisdys vapaata gly-
kosidia antaa voimakkaita paikallisia reaktioita punoituk-
sen ja turvotuksen muodossa sekd suuremman vasta-ainevas-

teen kuin P-misellirokote ilman vapaata Quil A:ta.

Taulukko 1
Immuunivaste influenssavirusta vastaan marsun see-
rumissa hemagglutinaatioinhibitio (HI)-testill&8 mitattuna
kahden, 4 viikon vdlein suoritetun rokotuskerran jédlkeen.
Seerumi on otettu 10 p&ivén kuluttua toisesta rokotukses-
ta.
P

1 pg proteiinimisellid, joka koostuu influenssavirus-

peplomeereistd (H ja N)

P + 10 = 1 ug proteiinimisellejd + 10 pg vapaata glykosi-
dia

P + 100 = 1 pg proteiinimisellejd + 100 pg vapaata glyko-
sidia

GP = 1 ng proteiinikompleksia, joka on valmistettu glyko-
sidin kanssa, joka sisdltd& < 0,1 pg glykosidia

- ei reaktiota

+ heikko punoitus

++ kohtalainen punoitus

+++ voimakas punoitus ja kuolioita

HI-tiitteri (%2log/1)

P P + 10 P + 100 GP
M + SD 6 eldinta 7,9+x2,3 7,5%1,5 10,3+3,1 9,7%0,6
Paikallinen reaktio - + +4++ -

[ (Rokottamattomilla marsuilla tiitterit olivat 2 (6
eldinti)]
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Koe 3

Membraaniproteiinikomplekseja, jotka oli valmistet-
tu esimerkin 1 mukaisesti ja edelleen puhdistettu sentri-
fugoimalla 10 - 40-%:isen sakkaroosigradientin kautta,
tutkittiin immunogeenisen vaikutuksen suhteen. T#ssi val-
misteessa ei ole osoitettavissa olevia m##ri& vapaata Quil
A:ta (< 0,02 paino-%) mitattuna menetelm#ll#, joka perus-
tuu Quil A:n soluja hajottavaan aktiivisuuteen. Soluja
hajottava aktiivisuus tutkittiin h8r#n punaisilla veriso-
luilla. Verisolut oli valettu agaroosigeeliin 0,05 %:n
konsentraationa. Agaroosigeeli asetettiin elektroforeet-
tiseen jdrjestelmdsdn, jossa Quil A liikkuu anodia kohti
ja liuottaa verisolut. Liuenneella vyShykkeelld on raketin
muoto ja glykosidin m#8rd on verrannollinen raketin pituu-
teen, ja se tehd&#dn ndkyviksi Coomasie Brilliant'illa suo-
ritetun proteiinivérjdyksen avulla. T&m& menetelmd voi
madrittdd 0,02 ¥ tai sitd suuremman konsentraation glyko-
sidia [Sundqvist et al., Biochemical and Biophysical re-
search communications, osa 114 (1983), siwvut 699 - 704].

Sedimentaatioanalyysissd lis#puhdistetulla materi-
aalilla on sama sedimentaatiovakio kuin puhdistamattomalla
materiaalilla. Elektronimikroskopian avulla havaitaan par-
tikkeleita, joilla on sama morfologia (kts. kuvat 2 ja 3).
Hiiren rokotuksen yhteydessd materiaali oli yht# aktiivis-
ta kuin puhdistamaton materiaali vasta-aineiden stimuloin-
nin yhteydessd. Yhdess# kokeessa 1 pg tai 0,1 pg influens-
savirusproteiinikompleksin kompleksia, joka oli valmistet-
tu Quil A-lisdyksen kanssa ja puhdistettu kahden gradient-
tisentrifugoinnin avulla edelld kuvatulla tavalla, oli
yhtd tehokasta kuin vastaava, edelleen puhdistamaton mate-
riaali. Edelld esitetty tulos osoittaa, ett#d kompleksit
ovat stabiileja ja tehokkaita immunogeeneji ilman, ettd
niissd on osoitettavia m##ri¥ vapaata Quil A:ta.
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Koe 4

3 erilaista rokotetta, joissa oli Hepatitis Bs
(HBs) antigeeni, tutkittiin kukin 4 hiirelld kayttden 5
pg:n annosta HBs-antigeenia. N&m& 3 rokotetta olivat: is-
komeja, jotka oli valmistettu esimerkin 14 mukaisesti; 22
nm:n suuruisia, eheitd partikkeleita, jotka vastaavat kau-
pallisesti saatavissa olevaa rokotetta, sekd kokeellista
rokotetta, jossa vastaavat HBs-proteiinit ovat misellin
muodossa EPC-hakemuksen 811 022 13.6 mukaan valmistettui-

na. Vasta-ainevaste on arvioitu ELISA-menetelmidlld.

Taulukko 2
Hiiren seerumin vasta-ainevaste HBs-antigeenia koh-
taan ELISA:1la mitattuna

Iskomit 22 nm:n partikkelit misellit
1,343 0,603 0,569
1,788 0,598 0,240
1,841 0,888 0,273
1,884 0,892 -

ELISA:n ekstinktioarvot on luettu 495 nm:ssé

Taulukosta 2 kdy ilmi, etta iskomeilla immunisoidut
hiiret johtivat merkittidvidsti suurempiin vasta-ainetiit-
tereihin kuin HBs-rokotteet, jotka sisidlsivit ehelits, 22
nm:n suurusia partikkeleita tai miselleja.

Koe 5

Patogeenisella vesikauhukannalla (CVS) aiheutetun
koeinfektion avulla hiirelld suoritetussa rokotuskokeessa
on tutkittu esimerkin 4 mukaan valmistetut isomeerit, jot-
ka sis#ltidvit vesikauhuvirusten vaippaproteiineja.
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Hiiret rokotettiin kerran taulukon 3 mukaisella
annoksella. Hiirille aikaansaatiin koeinfektio 14 pdaivad
myShemmin hiirelle patogeenisen CVS-kannan avulla kdyttden

annosta, jonka suuruus oli 40 kertaa LD, .
Taulukko 3

Rokotusannos (pg) Eldvien/kuolleiden eldinten

lukumddrd
4,2 18/19
0,84 15/18
0,17 10/20
- 0/20

Taulukosta kdy ilmi, ettd iskomirokote saa aikaan
suojaavan immuniteetin.

Keksinnén mukaisesti valmistettuja uusia antigeeni-
komplekseja voidaan varastoida lyofilisoituina valmisteina
tai vesisuspensioina. Annostelua varten ne ovat sopivasti
jossain liuottimessa, kuten esim. fysiologisessa keitto-
suolaliuoksessa. Etupddssd kdytetd&n 0,1 M NaCl-liuosta
(pH 7,2 - 7,6); pH-arvo s#iidetdsn 0,05 M Tris-HCl:lla.
Muita puskureita voidaan kuitenkin myds kdyttdd.

Uusilla proteiinikomplekseilla on voimakkaampi im-
munogeeninen vaikutus (noin 10-kertainen tai usein suurem-
pi) kuin proteiinimiselleillsd, joita ei ole valmistettu
glykosidin kanssa ja joita ei ole sekoitettu mink&&n ad-
juvantin kanssa. Jos vastaavien proteiinimisellien tulee
saada samat immunogeeniset vaikutukset samalla proteiini-
annoksella, ne t#ytyy sekoittaa sellaisen glykosidin tai
muun adjuvantin m#3r&n kanssa, etteivdt sivuvaikutukset
tule liian suuriksi.
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Keksinnén mukaisesti valmistettua proteiinikomplek-
sia ei tarvitse sekoittaa mink#&n adjuvantin kanssa ja
sillsd tavalla vihennet##n sivuvaikutuksia. Uudet komplek-
sit ovat edelleen stabiileja erotuksena liposomeihin si-
dottuihin antigeenisiin proteiineihin n&hden.

Koe 6

5 mg:aan Mycoplasma gallisepticum liuotettuna 5
ml:aan TN-puskuria (pH 7,4) liséttiin 10 mg MEga-10. Seos
inkuboitiin y®n yli huoneen l&mp&tilassa jatkuvasti se-
koittaen. T&mi#n jalkeen ndytteeseen lisdttiin 5 mg Quil
A:ta ja seos dialysoitiin vaihtaen nestetta useasti TN-
puskuria vastaan (huoneen limpdtilassa 12 tunnin ajan jJa
sitten +4°C:ssa). Lopetetun dialyysin j&lkeen eristet&an
iskomeja, jotka sisdltavat membraaniantigeeneja, ajamalla
pohjaan solujétteet ultrasentrifugoinnin jalkeen.

EM-tutkimus osoittaa, ett#d n#ytteessd on iskomeja.

Immuunivasteen osoittamiseksi M. gallisepticum'ia
vastaan kdytettiin 2 kananpoikaryhm&&. Kumpikin ryhmd k&a-
sitti 10 eldintd, jotka kokeen alussa olivat 5 viikon
ik&disi4 ja joiden keskipaino oli 480 g. Ensimm&inen ryhmé
inokuloitiin ihonalaisesti iskomeilla, jotka sisdlsivat
20 pg proteiinia, ja toinen ryhm& j&tettiin kidsittelemdttd
kontrolliryhméksi. 14 paiv&s mybhemmin kaikki kananpoika-
set infektoitiin M. gallisepticum'illa oikeaan ilmapussiin
0,1 ml:1lla 2 x 10’ cfu siirrostetta kohti. 6 pdivdn kulut-
tua kananpoikaset lopetettiin ja tutkittiin patologisesti
ilmapussin vaurioita etsien.

Iskomirokotteella inokuloidussa ryhm#ss#8 vauroitu-
misindeksi pieneni merkitt#vdsti kontrolliryhmén indeksiin
verrattuna.

Yhteenveto: Iskomirokote aikaansai suojaavan immu-
niteetin kokeellista infektiota vastaan, ja aikaansai mer-
kitsevis HI-tiittereitd M. gallisepticum'ia vastaan.
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Ryhmd Rokote Vaurioitu- 2xt-testi HI-tiitteri t-testiPC

misindeksi
1 iskomi 9 0,001 758 0,01
2 kontrolli 27 - 13 -

Esimerkki 1

Parainfluenssa-3-virus U 23, eristetty Uumajassa,
Ruotsissa, puhdistetaan sentrifugoimalla 30 paino-$%:isen
sakkaroosin l&vitse 100 000 g, tunnin ajan 4°C:ssa. Poh-
jaan laskeutunut erd liuotetaan noin 10 mg/ml:n konsent-
raatioon 0,05 Tris-HCl:ssa (pH 7,4) ja 0,1 M NaCl:ssa
(TN). 1 - 5 mg/ml PI-3-virusta, joka on samassa puskurissa
(TN), liuotetaan 2 paino-%:iin (loppukonsentraatio) Triton
X-100 yhdess& *H-merkatun viruksen kanssa, jota kdytetddn
noin 10° pulssia/minuutti [A. Luukkonen, C. Gamberg ja E.
Renkonen (1979), Virology 76, sivut 55 - 59; joka sisdlly-
tetddn viitteend]. Noin 200 pl:n suuruinen n#ytetilavuus
kerrostettiin 300 pl:n pd#lle 15-%:ista sakkaroosia, joka
sisdlsi 1 % Triton X-100 TN:ss#, sekd 12 ml:n p##lle 20-
50-paino-%:ista sakkaroosigradienttia TN:ssi, joka sisdlsi
0,2 paino-% Quil A:ta. Sentrifugointi suoritettiin
250 000 g:118 22 tunnin ajan 20°C:ssa. Sentrifugoinnin
jdlkeen koottiin 500 pl:n suuruiset jakeet alhaaltap#in
ja ndytteet (20 - 50 pl) mitattiin radioaktiivisuuden suh-
teen. Radioaktiiviset proteiinijakeet yhdistettiin ja dia-
lysoitiin 0,005 M Tris-HCl, 0,01 M NaCl (pH 7,4) vastaan,
annosteltiin 10 ml:n suuruisiin pulloihin ja v#kevditiin
lyofilisoimalla 18 tunnin ajan Edward'in pakastuskuivaus-

laitteessa.

Tdmdn valmisteen sedimentaatiovakio on 24 S. Komp-
leksin lisdpuhdistus suoritettiin sentrifugoimalla komp-
leksi 10 - 40 paino-%:isen sakkaroosigradientin 1l&pi.
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Esimerkki 2
Esimerkin 1 mukainen menetelm& toistettiin, mutta

kdytettiin hevosen influenssavirusta (Solvalla; eristetty
Solvallassa, Tukholma, Ruotsi). Koe toistettiin lisddmdtta
glykosidia (ts. periaatteessa EPD-hakemuksen 811 022 13.6
mukaisesti), ja n&in saadut proteiinikompleksit sekd gly-
kosidin kanssa valmistettu proteiinikompleksi kiytettiin
sedimentaatio-gradienttisentrifugointiin, joka suoritet-
tiin 10 - 40 paino-%:isen sokeriliuoksen 13pi 280 000
g:ssd 4 tunnin ajan +4°C:ssa.

Tulos kay ilmi kuvasta 1, joka esittds myds stan-
dardina toimineen tyroglobuliinin sedimentaatiovakion
(nuolella merkitty, 19 S). Kay ilmi, ettd proteiinimisel-
lien sedimentaatiovakio on 30 S ja glykosidiproteiinimi-
selleille se on 19 S. (Virusglykoproteiini leimattiin ga-
1aktosi—oksidaasi—3H—boorihydridi—menetelmalla.)

Esimerkki 3

Esimerkin 1 mukainen menetelma toistettiin kaytta-
m&llsd tuhkarokkovirusta parainfluenssa-3-viruksen tilalla.

Saadaan kompleksi, jolla elektronimikroskopian perusteella
oli luonteenomainen rakenne, kuten kdy ilmi kuvasta 2.
Esimerkki 4
Rabiesvirus, valmistettu RIV, Bilthoven'issa mene-

telm#lls, jonka ovat kuvanneet Van wezel et al.; Develop.
Biol. Standard (1978), 41, sivuilla 159 - 158; konsentroi-
tiin 2 mg/ml:ksi TN:ssd. 1 mg virusta liuotettiin 100 mM
kanssa oktyyli-p-D-glykosidia ja sit4d inkuboitiin 45 mi-
nuutin ajan 20°C:ssa. Nayte kerrostettiin 50 paino-%:isen
sokeriliuoksen paille ja sentrifugoitiin 250 000 g:114 45
minuutin ajan +4°C:ssa. Sentrifugaatti otettiin talteen
ja lis#éttiin Quil A:ta 0,2 paino-%:iin saakka.

Ndyte suljettiin selluloosaletkuun ja dialysoitiin
+20°C:ssa 0,15 M ammoniumasetaattipuskuria vastaan 1 000
ml:n tilavuudessa, puskuri vaihdettiin 3 kertaa 72 tunnin
aikana; jona aikana sekoitettiin jatkuvasti. Dialysoitu
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aine sisiltd4 rabiesvirus-kompleksia. Osa materiaalista
puhdistettiin edelleen sentrifugoimalla 10 - 40 paino-
$:isen sokeriliuocksen l1l4pi 280 000 g:11& 4 tunnin ajan
+4°C:ssa.

Elektronimikroskopiassa saadaan rakenne, joka kdy
ilmi kuvasta 3.

Esimerkki 5

Esimerkin 4 mukainen menetelmd toistettiin tuhka-
rokkoviruksen avulla. Saadulla kompleksilla oli sama ra-

kenne kuin esimerkin 3 mukaan valmistetulla kompleksilla.
Esimerkki 6
Parainfluenssa-3-virus (U 23) puhdistettiin sakka-

roosigradienttisentrifugoinnin avulla ja n&in saatu puh-
distettu virus liuotettiin 10 mg/ml:n konsentraationa
0,02 M barbitonipuskuriin (pH 8,0), jossa oli 0,24 M glu-
koosia (BG), 1 - 5 mg/ml PI-3-virusta, joka oli BG-pusku-
rissa, liuotettiin 2 %:n kanssa Triton X-100 sek3 noin 10°
*H pulssia/minuutti leimattua virusta [Luukkonen et. al.,
1977) viitteen mukaisesti] BG-puskurissa. 1 ml:n koetila-
vuus Kkerrostettiin 1-%:iselle agaroosigeelille, joka si-
sdlsi 0,02 M barbituraattipuskuria (pH 8,0), sekd 0,02
paino-% Quil A:ta. Agaroosigeeli oli suljettuna putkeen,
jonka pinta-ala oli 85 mm? ja korkeus oli 25 mm. Putken
yld- ja alaosa liitettiin kumpikin 0,02 M barbituraatti-
puskuriin (pH 8,0). Yl#astiaan kytkettiin negatiivinen
elektrodi. Elektroforeesi suoritettiin 5V/cm:114 4 tunnin
ajan. Nidytteet ker#dttiin geelin anodipuolelle ja mitattiin
radiocaktiivisuuden suhteen. Ndyte dialysoitiin 0,15 M am-
moniumasetaattia vastaan (pH 7,0) ja vidkevditiin lyofili-
soimalla.

T&mdn valmisteen sedimentaatiovakio on noin 20 S
samalla tavalla mitattuna kuin esimerkissd 2.

Kompleksin lis#puhdistus suoritettiin sentrifugoi-
malla kompleksi 10 - 40 paino-%:isen sakkaroosigradientin
ldvitse.
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Esimerkki 7

Toxoplasma gondii (saatu Tage Waller'ilta, Valtion
eldinlidketieteellinen laitos) puhdistettiin suodattamalla
pumpulin l&pi ja sentrifugoimalla 30 paino-%:isen sakka-
roosin kautta 100 000 g:114 20 minuutin ajan 4°C:ssa. Puh-
distettu valmiste liuotettiin 5 mg/ml:n konsentraatioon
0,05 M Tris-HCl:iin (pH 7,4), joka oli 0,1 M NaCl:n suh-
teen (TN).

1 mg Toxoplasma gondii'ta liuotettiin 5-%:iseen

oktyyli-p-D-glykosidiin ja 5-%:iseen saponiiniin seuraavan
julkaisun mukaisesti: "An investication of the antigenic
structure of Toxoplasma gondii", Parasite Immulogy 1981,
3, sivut 235 - 248; yhdess3 *H:1la merkatun toksoplasman
kanssa, noin 10° pulssia/minuutti (Luukkonen et al., 1977)
TN-puskurissa. Noin 200 pl:n ndytetilavuus kerrostettiin
300 pl:n pasdlle 15-%:ista sakkaroosia, joka sisélsi 1 %
Triton X-100 TN:ssd, sekd 12 ml:n pdidlle sakkaroosigra-
dienttia, jossa oli 20 - 50 paino-% sakkaroosia ja 0,2
paino-% Quil A:ta TN:ss#. Sentrifugointi suoritettiin
250 000 g:114 20°C:ssa noin 18 tunnin ajan. Sentrifugoin-
nin jidlkeen gradientti jaettiin 500 pl:n jakeisiin ja 20
- 50 pl:n suuruiset nidytteet mitattiin radioaktiivisuuden
suhteen. Voitiin havaita kaksi erilaista radioaktiivista
huippua. Eri huippujen jakeet, kunkin huipun erikseen,
yhdistettiin, dialysoitiin ja konsentroitiin pakastuskui-
vauksen avulla esimerkissd 1 kuvatulla tavalla. Quil A:n
kanssa muodostuneella kompleksilla oli alhaisempi sedimen-
taatiovakio kuin samasta parasiitista valmistetuilla pro-
teiinimiselleilla.

Esimerkki 8

E. coli-bakteereita, joissa oli plasmidi pili K88,
ravistettiin mekaanisesti ja saostettiin 3 kertaa iso-

elektrisess4 pisteessid. Sen j#lkeen materiaalia kdsitel-
tiin samalla tavalla kuin on kuvattu esimerkissd 1. Saa-
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tiin kompleksi, jolla oli luonteenomainen rakenne, kuten
esitetddn kuvissa 2 ja 3.

Esimerkki 9

Toistettiin esimerkin 8 mukainen menettely salmo-

nellalla, jossa on huokosproteiini. Saadaan kompleksi,
jolla on tunnusomainen rakenne, joka esitet&in kuvissa 2
ja 3.

Esimerkki 10

Kissan munuaisten epiteelisoluja, jotka oli infek-
toitu kissan leukemiaviruksella, k#siteltiin esimerkin 1
menetelmdn mukaisesti. Saatiin kompleksi, jolla oli tun-
nusomainen rakenne, joka kdy ilmi kuvista 2 ja 3.

Esimerkki 11

Munuaisen epiteelisoluja, joita on transformoitu
hdrén leukemiaviruksella, k#siteltiin esimerkin 1 menetel-
mdn mukaisesti. Saatiin kompleksi, jolla oli luonteenomai-

nen rakenne, joka kdy ilmi kuvista 2 ja 3.

Esimerkki 12

Parainfluenssa-3-virus U 23 puhdistettiin ja prote-
iinikompleksi valmistettiin esimerkissi 1 esitetyn mene-
telmdn mukaisesti, sill¥ erotuksella, ett# sakkaroosigra-
dientti TN:ss#d, jossa oli 20 - 50 paino-% sakkaroosia,
sisd8lt84 muun saponiinin kuin Quil A.

Tutkittiin 2 kaupallisesti saatavaa saponiinia,
nimittdin Merck "Weiss", rein 514 0023 sekd Sc. Lickardt
"S", Schuchart, Minchen. (Saponiinit ovat puhtaita. Val-
mistaja ei ilmoita tuotteen laatua. Ne eroavat ohutlevy-

kromatografiassa Quil A:sta).

Saadaan kompleksi, jonka sedimentaatiovakio on 24
S ja joka osoittaa samaa rakennetta kuin esimerkin 3 mu-
kaan valmistettu kompleksi.

Esimerkki 13a

Tuhkarokkovirus (RIV, Bilthoven) liuotettiin esi-
merkin 3 mukaisesti. Virus-liuotusaineseosta sentrifugoi-
tiin 2 tuntia 1 000 g:114. Saatu supernatantti dialysoi-
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tiin pienen suolapitoisuuden omaavaa fosfaattipuskuria
vastaan (10 mM fosfaattia, 50 mM NaCl, pH 7,2) ja siirret-
tiin DEAE-Sefaros-anioninvaihtajaan, joka oli tasapaino-
tettu 10 mM fosfaattipuskurilla (pH 7,2), jossa oli 50 mM
NaCl ja 0,05 % Triton X-100. Absorboimaton materiaali pes-
tiin pois samalla puskurilla. Pylvds tasapainotettiin sen
jélkeen 10 mM fosfaattipuskurilla, joka sisdlsi 50 mM NaCl
ja 0,1 % Quil A:ta. Absorboitu aines eluoitiin samalla
puskurilla, joka sisdlsi 300 mM NaCl.

Eluoitu aines sis#lsi kompleksin, jonka luonteen-
omainen rakenne ilmenee kuvasta 2.

Esimerkki 13

5 mg esimerkin 3 mukaista tuhkarokkovirusta pantiin

DEAE-selluloosatyyppiseen anioninvaihtajaan. Ioninvaihtaja
sdilytettiin 20 ml:n pylvadssd, ja se tasapainotettiin
0,01 m fosfaattipuskurilla (pH 7,2), jossa oli 0,5 pai-
no-% oktyyli-p-D-glykosidia. Niytemateriaali pantiin io-
ninvaihtajaan, ja adsorboitumaton materiaali pestiin pois
huuhtomalla 5 pylv&#n tilavuudella 0,01 M fosfaattipusku-
ria (pH 7,2), jossa oli 0,5 paino-% oktyyli-p-D- glykosi-
dia, jonka j&lkeen adsorboitunut materiaali eluoitiin li-
si3mdlla pylvaidseen suolagradientti, joka oli 0 - 0,5 M
NaCl liuotettuna 0,01 M fosfaattiin (pH 7,2), jossa oli
0,5 paino-% oktyyli-p-D-glykosidia. Jakeet, joista iden-
tifioitiin tuhkarokkomembraaniproteiini, koottiin yhteen
ja niihin lis#ttiin 0,1 paino-% Quil A:ta ja ne dialysoi-
tiin 0,05 M ammoniumasetaattia (pH 7,0) vastaan. Saatiin
kompleksi, jolla oli luonteenomainen rakenne, kuten kay
ilmi kuvista 2 ja 3.

Esimerkki 14

22 nm:n suuruisia Hepatiitti B-viruspartikkeleita,

jotka oli saatu London School of Tropical Medicine and
Hygien'istd (Englanti), liuotettiin uudelleen 1 mg/ml:n
konsentraationa TN:iin. 0,3 mg proteiinia, jonka partik-
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kelikoko oli 22 nm, liuotettiin 2 tilavuus-%:1la Triton X-
100, 0,5 M NaCl, ja inkuboitiin 16 tunnin ajan

+37°C:ssa. Yhd edelleen toistetaan esimerkin 1 mukaista
menetelm&d.

Saadun kompleksin sedimentaatiovakio oli 20 S.
Saadulla kompleksilla oli elektronimikroskooppisessa tut-
kimuksessa rakenne, joka k#dy ilmi kuvasta 4. T&m# rakenne
poikkeaa kuvassa 2 esitetystd rakenteesta siind suhteessa,
ettd se koostuu t&mdn rakenteen osista.

Esimerkki 15

3 mg hdrdn ripulivirusta (diarrévirus, BDV) TN:ssi
liuotettiin lis88mdll4 Triton X-100 1 tilavuus-%:iin saak-
ka. Seosta sekoitettiin 2 tunnin ajan huoneen l&mp&tilas-
sa. Ndin liuotettu virus pantiin lektiinipylv#iseen, joka
koostui lektiini Lentilist#, joka oli kytketty Sepharose
4B:hen (Pharmacia, Uppsala). Pylvds tasapainotettiin
TN:11lda ja sen j&lkeen kun virusmateriaali oli viety pyl-
vaaseen, se pestiin 5 pylvddn tilavuudella TN, joka sis#l-
tad 0,1 tilavuus-% Triton X-100, sekd sen jdlkeen 10 pyl-
vaan tilavuudella TN. Viruksen vaippaproteiinit wvapaute-
taan adsorptiosta siten, ettd kolonniin vied#&n eluointi-
puskuria, joka koostuu 0,2 M metyyli-a-D-mannosidista ja
0,5 paino-%:sta oktyyli-B-D-glykosidia TN:aan liuotettuna.
Jakeet, jotka sis#dltdvat viruksen vaippaproteiineja, koo-
taan ja niihin lisdt#8n Quil A:ta 0,1 paino-%:iin saakka.
Seosta dialysoidaan 0,05 M ammoniumasetaattia (pH 7,0)

vastaan +4°C:ssa 3 vuorokauden ajan vaihtaen 1 litran suu-
ruista puskurin m#&r33 3 kertaa.

Lopputuote lyofilisoidaan ja elektronimikroskopian
avulla n#hdd8n (kompleksi) rakenteita, joita kompleksin
osat muodostavat kuvana 4. Taémi#n valmisteen sedimentaatio-
vakio on 20 S.
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Esimerkki 16

Puhdistettu, tapettu poliovirus, valmistettu RIV,
Bilthoven'issa menetelm#lls, jonka ovat kuvanneet Van We-
zel et al. [Develop. Biol. Standard (1978), 41, sivut 159
- 168], liuotettiin sopivaan puskuriin, esim. TN, joka

sis#dlsi liuottavan aineen, esim. 2 % SDS (natriumdodekyy-
lisulfaatti), inkuboimalla 37°C:ssa 2 tunnin ajan. Virus-
kapsidiproteiinit erotettiin elektroforeettisesti prepara-
tiivisessa 10-%:isessa polyakryyliamidigeelissa, joka si-
sdlsi 0,1 % SDS. Proteiinien sijainti geelissé& selvitet-
tiin, mink# jdlkeen geelista leikattiin sopivia vydhykkei-
ta, ja proteiinit eluoitiin elektroforeettisesti. VP3,
jonka molekyylipaino on noin 26 kilodaltonia, on erds kap-
sidiproteiini. vP3-pitoiseen liuokseen lisdttiin Triton
X-100 2 %:n loppukonsentraatioksi. Seos kdytettiin prote-
iinikompleksin (iskomin) valmistamiseen esimerkin 1 mukai-
sella sentrifugointimenetelmdlla.

Elektronimikroskooppisessa tutkimuksessa ilmeni
valmisteen luonteenomainen rakenne, joka kdy ilmi kuvasta
3.

Esimerkki 17

Puhdistettu, tapettu poliovirus, valmistettiin RIV
Bilthoven'issa, liuotettiin 67 tilavuus-%:iseen etikkahap-
poon, joka sisélsi 0,1 M MgCl, . T&mén j#lkeen virusmate-
riaalia ultrasentrifugoitiin 1 tunnin ajan 100 000 g:114,
ja supernatantti, joka sisélsi yksinomaan virusproteiine-
ja otettiin talteen ja dialysoitiin siten, ettd lasnd oli
0,1 paino-% Quil A:ta, 0,01 M Tris, 0,14 M NaCl (pH 7.,4)

vastaan.

Saadulla kompleksilla oli sama rakenne kuin esimer-
kin 3 mukaan valmistetulla kompleksilla.



10

15

20

25

30

35 80600

Esimerkki 18

Neisseria meningitidiksen ulompia membraaniproteii-
neja saatiin jddhdytyskuivattuina National Institute of
Health'ista (Hollanti) ja ne liuotettiin TN:&&n, joka si-
sdlsi 2 paino-% oktyyli-p-D-glykosidia ja 0,1 paino-% Quil
A:ta, ja sitd k#siteltiin samalla tavalla kuin esimerkissd
4. Saatiin kompleksi, jonka sedimentaatiovakio oli 20 s
mitattuna samalla tavalla kuin esimerkissd 2.

Esimerkki 19

Hydrofobisia aminohappoja sisdltava peptidi.

Suu- ja sorkkatautipeptidi 144 - 159 O Kaufbenren.

Kaytettiin VP1l, joka oli syntetisoitu o, 1, 2, 3
tai vastaavasti 4 tyrosiinin avulla, yhdist&m&dlld ne toi-
sesta pd#stdsdn (kaupallisesti saatu). Peptidi liuotetaan
vihimm&ismasrsisdn 67 tilavuus-%:ista etikkahappoa, neutra-
loidaan 25-%:isella ammoniakilla ja sekoitetaan 0,5 M am-
moniumasetaattiin tislatun veden kanssa (detergenttid
2 %:n lopulliseen konsentraatioon saakka). Lis#tdin 0,1 %

glykosidia ja seosta dialysoidaan 0,05 M ammoniumasetaat-
tia (pH 7,0) vastaan (dialyysiletku Spectra Por 6 MWCO
1 000).

Hiiri4 rokotettiin kaksi kertaa 50 pg:lla 2 viikon
vdlein.

Peptidi/tyrosiinien ELISA-arvo (vasta-aineita)

lukumdara toinen ndyte
0 0,005
1 0,217
2 0,311
3 0,347
4 0,346
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Kompleksin muodostuminen voidaan osoittaa elektro-
nimikroskoopin avulla (kts. kuva 5), jossa ndhddsn pallo-
mainen, elektronitihed partikkeli, jonka pituus on 20 - 40
nm ja leveys on 10 nm. N&htdvissd on myds poikkeavia koko-
ja.

Kuvassa 5a ndkyy elektronimikroskooppikuva pepti-
distd, joka on kytketty kolmeen tyrosiiniin ja kuvassa 5b
on elektronimikroskooppikuva peptidistd, joka on kytketty
neljésn tyrosiiniin.

Esimerkki 20

Hiiren IgG, joka on puhdistettu tunnetuin menetel-

min [M. Van der Branden, J. L. de Coen, L. Kanarek ja
Ruyshaert; Molecular Immunology 18, (1981), sivut 621 -
637] tai se on rikastettu ammoniumsulfaattiliuoksen avulla
[J. E. Conradie, M. Govender ja L. Visser; Journal of Im-
munological Methods, osa 59 (1983), sivut 289 - 299; jul-
kaisut sisdllytetddn viitteind]; ja dialysoidaan Kkylm&-
huoneessa y6n yli 1 litraa wvastaan 0,15 M fosfaattisit-
raattia (PC), joka on puskuroitu pH-arvoon 2. T&mén jal-
keen lis&dt&88n 2 % detergenttid (esim. oktyyli-p-D-glykosi-
dia). Jos kdytetddn detergenttid, jolla on alhainen kriit-
tinen misellaarinen konsentraatio (CMC), taytyy detergen-
tin vaihdon tapahtua ennen kuin dialyysi alkaa. Seos dia-
lysoidaan PC:td vastaan pH-arvossa 7. Tunnin kuluttia 1li-
sdtd8n Quil A:ta, kunnes saadaan 0,05 5:n loppukonsentraa-
tio, ja dialyysi& jatketaan PC:td vastaan ja pH-arvossa 7
yhden vuorokauden ajan kylmdhuoneessa.

Kompleksin muodostuminen osoitetaan sentrifugoimal-
la 5 - 30-%:isen sakkaroosigradientin kautta 3,3 tunnin
ajan 40 000 kierroksella minuutissa Beckman SW-60 rootto-
rissa. Kompleksi havaitaan gradientilla ELISA-tekniikan
avulla.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd immunogeenisen kompleksin, joka sis#dl-
taa antigeenisid proteiineja tai peptidej&, joissa on hyd-
rofobisia alueita, jolla kompleksilla on avoin pallomainen
rakenne, jonka muodostavat pySredt alayksikét tai pallo-
maisen rakenteen osat, ja jolla kompleksilla yleensd on
alempi sedimentaatiovakio kuin vastaavilla miselleilld ja
suurempi sedimentaatiovakio kuin proteiinin tai peptidin
vastaavalla monomeeriselld muodolla, valmistamiseksi am-
fipaattisista proteiineista tai peptideistd tai niitd si-
sdltdvistd viruksista, mykoplasmoista, parasiiteista tai
eldinsoluista, tunnettu siitd, ettd sekoitetaan
vahintd8n yksi edelld mainituista komponenteista v#hint#in
yhden liuottavan aineen kanssa, jolloin komplekseja muo-
dostuu amfipaattisten antigeenisten proteiinien tai pep-
tidien ja liuottavan aineen v#1il114, mink# jdlkeen amfi-
paattiset antigeeniset proteiinit tai peptidit erotetaan
liuottavasta aineesta, liuottavan aineen l&snidollessa tai
erotettuna liuottavasta aineesta, ja ne siirret#in suoraan
liuokseen, jossa on v#dhint##n yksi triterpeenisaponiini,
jossa on hydrofobisia ja hydrofiilisi#d alueita pitoisuu-
dessa, joka on v8hint88n kriittinen misellipitoisuus
(CMC).

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm4,
tunnettu siitd, etti kidytetdsdn triterpeenisaponii-
neja, jotka on valittu ryhm#std, johon kuuluu Quillaja
saponaria Molina.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelm,
tunnettu siitd, ettd kdytetddn peptidejd, jotka
on valittu ryhmdst8, joka k#sitt#4 amfipaattiset peptidit
ja ei-hydrofobiset peptidit, jolloin ei-hydrofobiset pep-
tidit on tehty hydrofobisiksi 1liitt#m#l114 hydrofobisia
ryhmid, tai amfipaattiset peptidit, jotka sisdltidvit saa-
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vuttamattomissa olevia hydrofobisia ryhmis, jotka on tehty
tavoitettaviksi miedon denaturoinnin avulla.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kdytetaan membraaniproteiine-
ja, jotka on valittu ryhméstd, johon kuuluu Orthomyxoviri-
dae, Paramyxoviridae, Retroviridae, Rhabdoviridae, Togavi-
ridae, Herpesviridae, hepatiitti-B-virus, toksoplasman
membraaniproteiinit ja Picornaviridae.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd immuno-
geenisen kompleksin valmistamiseksi, tunnettu
siitd, ettd kaytetédn liuosta, joka sis&lté8 liuottavaa
ainetta ja sokeria, jolloin sokerin konsentraatio ei ole
suurempi Kkuin konsentraatio triterpeenisaponiinipitoisen
sokerigradientin ylemmdssd osassa, ja liuottavan aineen

konsentraatio pidet#&sn 0,25 - 3 paino-%:ina.
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Patentkrav

1. F6rfarande fOr framstdllning av ett immunogent
komplex innehdllande antigena proteiner eller peptider med
hydrofoba regioner, vilket komplex har en Oppen sfirisk
struktur bestdende av cirkuldra underenheter eller delar
av den sfdriska strukturen, och vilket komplex vanligen
har l&gre sedimentationskonstant #n motsvarande miceller
och hdgre sedimentationskonstant 4n den motsvarande mono-
mera formen av protein eller peptid, ur amfipatiska pro-
teiner eller peptider eller ur sadana innehallande virus,
bakterier, mykoplasma, parasiter eller djurceller,
kd&dnnetecknat dirav, att man blandar minst en
av ovanndmnda komponenter med minst ett solubiliserings-
medel, varvid komplex bildas mellan amfipatiska antigena
proteiner eller peptider och solubiliserinsmedlet, varef-
ter de amfipatiska antigena proteinerna eller peptiderna
separeras frédn solubiliseringsmedlet, i n#rvaro av eller
separerat fran solubiliseringsmedlet, och 8verfdres direkt
till en 16sning innehadllande minst en triterpensaponin med
hydrofoba och hydrofila regioner i en koncentration av
minst den kritiska micellkoncentrationen (CMC).

2. Fbrfarande enligt patentkravet 1, k 4 nn e -
tecknat ddrav, att man anvdnder sig av triterpen-
saponiner valda fran gruppen Quillaja saponaria Molina.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
k&d&dnnetecknat d#rav, att man anvinder sig av
peptider valda fran gruppen bestdende av amfipatiska pep-
tider och icke-hydrofoba peptider, varvid icke-hydrofoba
peptider gjorts hydrofoba genom koppling till hydrofoba
grupper, eller amfipatiska peptider innehdllande icke-
tillgéngliga hydrofoba grupper som gjorts tillg&ngliga
genom svag denaturering.



10

40 80600

4. Forfarande enligt patentkravet 1, k d nne -
tecknat dirav, att man anvdnder sig av membranpro-
teiner valda fran gruppen bestdende av Orthomyxoviridae,
Paramyxoviridae, Rhabdoviridae, Togoviridae, Herpesviri-
dae, hepatit B-virus, membranproteiner frdn toxoplasma och
Picornaviridae.

5. Forfarande fo6r framst#llning av ett immunokomp-
lex enligt patentkravet 1, kd4nnetecknat dar-
av, att man anvinder sig av l8sning innehdllande solubili-
seringsmedel och socker, varvid sockret har en koncentra-
tion icke hégre &n koncentrationen i det &vre delen av den
triterpensaponinhaltiga sockergradienten och koncentra-
tionen av solubiliseringsmedelt halles vid 0,25 - 3
vikt-%.



.....

-2

3H pulssiamin 10

80600

20 kL 19S
o198
AN
o}
15
o KUVA 1
10 13
308»\‘ o
/\
°
°
AN
® ﬂ\ // ® | eProteiinimi-
2 ® Vot selli
// N %<. o
/o 00090 0~
§<5—0—0-¢—° 1 L
S 10 15
Jakeen numero
Log2 PgIgG/ml
8 1256
o—
6 164 b - 64
.
S 132 0/ >
®
4 116
e 5 pug proteiini-misellejd
I 5 pg proteeini-glykosidi-
318 : Kompleksia
2 14 a gﬁ " "
2 rokottamattomia
Yoy sl } a 2
0 4 7
Rokotus Uudelleenrokotus

Viikkoja



3000







	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

