(19) Orszagkéd:

MAGYAR
KOZTARSASAG

ORSZAGOS
TALALMANYI
HIVATAL

SZABADALMI
LEIRAS

(21) A bejelentés szdma: 1986/85
(22) A bejelentés napja:  1985.05.24.
(30) Elsdbbségi adatok:

614 184 1984.05.25. US
(83) Letétbe helyezés:  ATCC CRL 8752-8754; ATCC CRIL
8119; ATCC CRL 8562; ATCC 33348-33364; ATCC
8047; ATCC CRL 879597

(40) A kozzététel napja: 1986.04.28.

(45) A megadis meghirdetésének datuma a Szabadalmi
Kozlonyben: 1991.04.29. SZKV 91/04

(11) Lajstromszam:

202927 B

(51) Int. C1°

C 12 P 21/08
A 61 K 39/40
C 12 N 5/10

(72) Feltaldl6k:

Lostrom, Mark E., Redmond, Washington (US)

(73) Szabadalmas:

Siadak, Anthony W., Seattle, Washington (US)

(54) Eljaras human monoklondlis antitestek el6allitasara gram-negativ
baktériumok szerotipusos lipopoliszacharid-determinansai ellen

(57) KIVONAT

Transzformalt humén limfocita sejtvonalat hoztak 1ét-
re, amely gram-negativ baktériumok lipopoliszacharid
molekulain levé szerotipusos determindnsok elleni hu-
mén monoklonélis antitesteket vilaszt ki. Ezekrél az
antitestekrdl dgy talaltdk, hogy védé hatdsiak a ho-
moldg baktériumok halalos kimenetes fertzései ellen.
A taldlmény foglalkozik az ilyen antitesteket magéban
foglalé gyGgyészati készitmények eldillitdsdval is.

A lefrds terjedelme: 20 oldal (ezen belil I dbra)

Genetic Systems Co., Seattle, Washington (US)

HU 202927 B




1 HU 202927 B 2

A talilmény térgya eljaras monoklonélis antitestek el-
Gallitdsdra gram-negativ baktériumok szerotipusos li-
popoliszacharid- determinénsai ellen. Ugyancsak a ta-
l4lmény targya eljards az antitesteket tartalmaz6 gy6-
gyészati készitmények eldéllitdsara.

A gram-negativ baktériumok 4ltal okozott betegsé-
gek és legsilyosabb szovédményeik, pl. a bakterémia
és endotoxémia, jelentds mértékben okoznak siilyos
megbetegedést és elhaldlozést emberekben.

Az irodalomban leirt szdmos eset vizsgilata azt jel-
zi, hogy a gram-negativ baktériumokkal torténg feriG-
zés bizonyos megnyilvinuldsai, elsdsorban haldlos
megnyilvénulésai bizonyos hajlamosité tényezdkre ve-
zethetSk vissza. Az ilyen fertGzések ndvekvd gyako-
riséga figyelhet6 meg idGsebb betegeknél és olyan be-
tegeknél, akik sdlyos betegek, pl.- megégés, sebészeti
trauma, lassan gy6gyulé sebek, narkotikus életvitel
vagy rosszindulatd daganatos betegségek. Ezek a fer-
tGzések lehetnek orvosi kezelésbdl eredGek (pl. kér-
hazban szerzettek) olyan betegekben, akik hosszan tar-
t6, ismételt kérhazi kezelésben részesiilnek, és fleg
azokban, akik sebészeti beavatkozdsban véredényeken
belili miszer-haszn4latban vagy beavatkoz4si miive-
letben, pl. vese-katéterezésben, citoszkOpidban, ge-
rinccsapoldsban, gégemetszésben vagy folyadék- és
gybgyszer intravénds infiizi6ban részesiilnek, vagy
olyan betegekben, akiket immunszupressziv szerekkel
kortikoszteroidokkal, antimetabolitokkal €s/vagy anti-
biotikumokkal hosszii idén 4t kezelnek. A sugérkeze-
1és emlds gazdaszervezetekben szintén hajlamosit a
gram-negativ baktériumokkal torténé fert6zésre.

A gram-negativ baktériumok 4ltal okozott betegsé-
gek terjesztésében leggyakrabbban eléfordul6 organiz-
musok kozt taldljuk az Escherichia coli-t, a Klebsiella
pneumoniae-t, az Enterobacter aerogenes-t, a Pseudo-
monas aeruginosé-t, a Serratia marcescens-t és a Pro-
teus, Bacteroides, Providencia és Citrobacter kiilonbo-
26 torzseit (Sonnenwirth: ,,The Enteric Bacilli and Si-
milar Gram- Negative Bacteria” (Enterobacillusok és
hasonlé gram-negativ baktériumok) Microbiology, 2.
kiadé4s, 753-790 oldal, szerkesztSk: Davis, B.D., Dul-
becco, R., Eisen, H.N., Ginsberg, H.S., Wood, W.B.,
és McCarty, M.; kiadé: Harper és Row (1973); McCa-
be, W.R.: ,,Gram-Negative Bacteremia” (Gram-negativ
bakterémia) Adv. Intern. Med. (1974) 19, 135-158; &s
Kreger és munkatdrsai: ,Gram-Negative Bacteremia
I11. Reassesment of Etiology, Epidemology and Eco-
logy in 612 Patients” (Gram-negativ bakterémia III.
Az etiol6gia, epidemolégia és dkologia ujabb felmé-
rése 612 betegben) Am. J. Med. (1980) 68, 332-343).
Ezenkiviil a Pseudomonas és Klebsiella mis fajai, va-
lamint az Aeromonas, Salmonella, Flavobacterium,
Frwinia, Edwardsiella, Pectobacterium, Acinetobacter,
Alcaligenes és Shigella nemzetségek tagjai szintén je-
lent8s mértékben részt vesznek a gram-negativ beteg-
ségek terjesztésében embereknél (Sonnenwirth, fen-
tebb emlitett munka, McCabe, fentebb idézett munka,
Kreger és munkatérsai, fentebb idézett munka).

Az elmilt néhiny évtizedben az antibiotikumokat
alkalmaztdk el6szeretettel a gram-negativ baktérium-
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eredet betegségek visszaszoritdsdban. A gram-negativ
baktériumok okozta betegségek folyamatos elterjedt-
sége, nagy megbetegedési és hallozési gyakorisiga
azonban az antibiotikum-kezelés korlatozott lehet6sé-
geit sugalljak az ilyen organizmusok 4ltal okozott be-
tegségek megel6zésében és kezelésében. Lésd pl. And-
riole, V.T.: Pseudomonas Bacteremia: Can Antibiotic
Therapy Improve Survival? (Pseudomonas bakteré-
mia: Képes-¢ az antibiotikum-kezelés javitani a tilé-
16st?) J. Lab. Clin. Med. (1978) 94, 196-199. Ez osz-
tondzte a kutatist més jellegd megel6zési és kezelési
moédszerek irdnyéban.

Az emberek vagy kisérleti llatok aktiv immunizé-
lasa teljes baktériumsejt vakcindkkal vagy tisztitott
bakterialis endotoxinokkal féleg a lipopoliszacharid
molekuldkon (LPS) jelen levé kémiailag eltér6 ismét-
16d6 oligoszacharid determinansok ellen irényulé faj-
lagos antitestek kifejlédéséhez vezet (Luderitz és mun-
katdrsai; Immunochemistry of O and R Antiegens of
Salmonella and Related Enterobacteriaceae (Salmo-
nella és rokon Enterobacteriaceae-beli torzsek O és R
antigénjeinek inmunokémidja) Bacteriol. Rev. (1966)
30, 192-255; &s Luderitz és munkatérsai: Isolation and
Chemical and Immunological Characterization of Bac-
terial Lipopolysaccharides (Baktérium- eredetd lipopo-
liszacharidok izol4lasa, valamint kémiai és immuno-
16giai jellemzése), Microbiol Toxins, 4. kotet, 145-233
oldal, szerkeszt6k: Weinbaum, G., Kadis, S., és Ajl,

* 8.1, kiadé: Academic Press (1977), 14sd 1. 4bra. Eb-
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ben a tekintetben fontos megjegyezni, hogy az LPS
molekula a legtdbb, ha nem az dsszes, gram-negativ
baktérium kiils§ sejtmembrénja f6 alkot6részeinek
egyike (Nikaido, H.: Biosynthesis and Assembly of Li-
popolysaccharide (Lipopoliszacharidok bioszintézise
és kapcsoldsa) Bacterial Membranes and Walls, szer-
kesztd; Leive, L., kiad6: Marcel Decker (1973), 14sd
2. dbra. A 1. 4bra a lipopoliszacharid molekulak hely-
zetét bemutaté gram-negativ sejt- kiils6 memebranjit
4brdzolja. Ez a modell mellézi az olyan szerkezeteket,
mint a tokok, burkok és nyélkarétegek.

A lipopoliszacharidok szintén szerves alkot6részei
a bakterialis endotoxinoknak, az LPS molekuldk A li-
pid részei feleldsek a mélyrehaté patofizioi6giés hatd-
sokért (pl. 14z, alacsony vémyomds, szétterjedt érrend-
szeren beliili véralvadas, sokk és esetleg hal4l) a gram-
negativ bakteridlis szeptikémia sordn felléps vagy
kisérletileg endotoxin-injekci6kkal induk4lt endotoxin
kibocsat4ssal egyiitt (Westphal és munkatérsai: Che-
mistry and Immunochemistry of Bacterial Lipopoly-
saccharides as Cell Wall Antigens and Endotoxins. (A
bakterislis lipopoliszacharidok, mint sejtfal-antigének
és az endotoxinok kémidja és immunokémidja). Prog.
Allergy (1983) 33, 3-39. A 2. dbra mutatja be a gram-
negativ lipopoliszacharidok hérom teriiletét. Az O-faj-
lagos l4nc teriilet hosszilénct poliszacharid, amely is-
métl6dé oligoszacharid egységekbdl épiil fel. Kiilon-
bdz6 baktérium-fajokban ezek az oligoszacha-
rid-egységek 1 és 6-7 kozti mennyiségd monoszacha-
rid egységet tartalmaznak. Az LPS szerotipusos deter-
minénsai (14sd sz8veg) a molekulénak ezen a terilletén
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vannak. A ,belsé” terlilet szimos monoszacharidot tar-
talmaz olyan elrendezésben, amely viszonylag vilto-
zatlan az egyik gram-negativ torzs és egy mésik gram-
negativ torzs kozott. Az A lipid teriilet tulajdonképpen
azonos az dsszes gram-negativ baktériumban, és 4lta-
l4ban a ,,belsé” teriilethez keto- dezoxioktonsav-részen
4t kapcsolédik, €s a lipopoliszacharid- molekula rog-
zitGpontjaként szolgél a kiuls6 membrénhoz.

A fajta-specifikus anti-LPS antitestek immunoters-
piés alkalmazisdnak bevezetését a legkiterjedtebben a
Pseudomonas aeruginosénak (P. aeruginosa) tulajdo-
nithat6 betegség kezelésében tanulményoztdk ennek
nagyfoki antibiotikum- reziszttencidja miatt. Az ilyen
antitestekrdl, akér aktivan létrehozottak, akir passzi-
van dtvittek, kimutattdk, hogy véds hatést fejtenek ki
a killonbdzé A4llati fert6zési modellekben. Attekints
irodalomként 14sd: Pollack, M: Antibody-Mediated
Immunity in Pseudomonas Disease and Its Clinical
Application (Antitestek 4ltal kOzvetitett immunitds
Pseudomonas- betegségekben, és ennek klinikai alkal-
mazésa). Immunoglobulins: Characteristics and Uses
of Intravenous Preparations, szerkesztbk: Alving,
B.M. és Finlayson, J. S., 73-79 oldal, kiadé: U.S. De-
partment of Health and Human Services (1979).

Talan még nagyobb fontossaggal bir, hogy ha a ferts-
z6 tdrzsek LPS molekuldinak fajta-specifikus részéhez
tartoz6 antitest akut szérum-titere magas, akkor gyako-
ribb a P. aeroginosa bakterémidban szenvedd betegek
tilélése [Pollack, M. és Younk, L.S.: Protective Activity
of Antibodies to Exotoxin A and Lipopolysaccharide at
the onset of Pseudomonas aeruginosa septicemia in
Man (Exotoxin A-hoz és lipopoliszacharidhoz tartozé6
antitestek védSaktivitdsa Pseudomonas aeruginosa
szeptikémia tdmadésa ellen emberekben), J. Clin. In-
vest, (1979) 63, 276-286. Err6l a megfigyelésrél vals-
jéban ugy taléltdk, hogy kiterjesztehet§ a kiilonbozd
gram- negativ organizmusok 4ltal okozott bakterémisk
tobbségére (Zinner, S.H. és McCabe, W.R.: Effect of
IgM and IgG Antibody in Patients with Bacteremia Due
to Gram-Negative Bacilli/ Az IgM és IgG antitestek ha-
tésai a gram-negativ bacillusoknak tulajdonithat6 bak-
terémidban szenvedd betegekben), J. Infect. Dis.
(1976), 133, 3745, és Clumeck és munkatérsai: Hu-
moral Immunity and Circulating Inmune Complexes in
Gram-Negative Bacteremia and Septic Shock/ A test-
nedvek immunitdsa és kering§ immunkomplexek
gram-negativ bakterémidban és szeptikus sokkban),
Bacterial Endotoxins and Host Response, 79-94 oldal,
szerkeszt6: Agarwal, M.K.,, kiad6: Elsevier (1980)].

Bér a pontos méd, amellyel az anti-LPS antitestek
az ilyen védelmet kifejtik, nincs teljesen korvonalazva
(f6leg a gram- negativ baktériumok kiilénbdz6 nem-
zetségeire tekintettel), 4ltalsban azt gondoljék, hogy
ezek igy mikodnek, hogy megkonnyitik az LPS mo-
lekuldk eltdvolitdsat a vérdrambol a retikuloendotelis-
lis rendszer 4ltal, vagy érzékennyé teszik az LPS-t tar-
talmaz6 baktériumokat a komlement 4ltal kdzvetitett
lizisre és/vagy fagocit6zisra (Morrison, D.C. és Ryan,
J.L. ,Bacterial Endotoxins and Host Immune Respon-
ses/Bakterialis endotoxinok és gazdaszervezet-immun-
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vélaszok), Adv. Immunol. (1979), 28, 293-450. Elkép-
zelhetS, hogy a fenti védelmi vézlatok birmelyike
vagy azok kombinéci6i is mdkodhetnek a silyos
gram- negativ baktériumos betegségekben.

1975-ben Kohler és Milstein szdmoltak be arrél a
felfedezésiikr6l, hogy bizonyos egér-sejtvonalakat fu-
ziondlni lehet egér- 1épsejtekkel, igy olyan hibridémé-
kat hozva létre, amelyek tiszta ,monoklonélis” anti-
testeket vélaszthatnak ki (Kohler, G., és Milstein, C.,
»Continuous Cultures of Fused Cells Secreting Anti-
body of Predefined Specificity” (Elére meghatarozott
fajlagossigi antitesteket kivélaszt6 fuzionalt sejtek fo-
lyamatos tenyészetei), Nature, (1975), 256, 495-497.

1982-ben egy kivonat (253. szdmd), amelyet az
Abstracts of the 1982 Interscience Conference on An-
timicrobial Agents and Chemotherapy (szerkesztette:
J. Sadoff és munkatirsai) 110. oldaldn tettek kozzé,
bemutatta hibridéma techik4val az IgM osztély egér
(rdgesilé) monoklondlis antitestjeinek elGallitasat,
amely antitestek védelmet nyujtottak az egereknek
azonos (azaz homol6g torzs-beli) P. aeruginosa bakté-
riumok 4ltal okozott silyos, haldlos kimeneteld ferts-
2ések ellen.

A talflményunk ij, emberi transzformalt limfocita-
sejtvonalat és monoklondlis antitesteket nydjt, ahol a
sejtvonalak és az antitestek fajlagosan kotSdnek a
gram-negativ baktériumok kils§ sejt-membranja(i) li-
popoliszacharidjain (LPS) levé bizonyos szerotipusos
determinénsokhoz. A monoklondlis antitesteket az em-
16s6kben haszndlhatjuk homolég gram-negativ bakté-
riumok ellen és lehetvé tehetjitkk a gram-negativ bak-
térium-eredetif betegségek patofiziolégids hatdsainak
gyégyészati vagy megel6z6 kezelését.

Az 4brék koziil az 1. dbra a gram-negativ baktéri-
umok membrénjainak és bels6 falanak rajzi megjele-
nitése, és a 2. 4bra egy lipopoliszacharid molekula
vazlatos rajzi megjelenitése.

A talilmény tehét olyan transzformalt limfocita sej-
teket nyijt, amelyek fajlagos, védéhatasi human mo-
noklondlis antitesteket termelnek hozzaférhets lipopo-
liszacharid molekulék ellen. A ,hozziférhet§” kifejezés
azt jelenti, hogy a LPS molekuldk fizikailag rendelke-
zésre 4linak a monoklonélis antitestekkel vald kozvet-
len kolcsdnhatdshoz. Eszerint a meghatérozés szerint
azok az LPS molekulék, amelyek a gram-negativ bakté-
riumokob6l kijutnak az Sket koriilvevd komyezetbe,
szabadon, kozvetlentl kdlcsnhatdsba léphetnek a faj-
lagos monoklon4lis antitestekkel és kiiiriilhetnek a reti-
kuloendoteliélis rendszer dtjan. Ebben az &sszefiiggés-
ben a monoklonlis antitestektél az vérhat6, hogy el-
6nyodsen kdzremikodnek a gram-negativ baktériumok
széles vilasztéka 4ltal okozott silyos betegségek keze-
lésében. Ezenkiviil azok az LPS molekuldk, amelyek a
gram-negativ baktériumok kulsé feliiletén taldlhatéak,
szintén hozziférhetSk a fajlagos monoklonilis moleku-
ldkkal valé kozvetlen érintkezéshez, igy 4llitva be a
baktériumok komplement 4ltal kozvetitett liziséhez
és/vagy fagocitézisihoz szolaglé 4llapotot. A baktéri-
umokat, amelyekre ez a taldlmany vonatkozik, tovabb
lehet definidlni dgy, hogy ezeket a fagocita sejtek vagy
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homol6g antitestek és szérum- komponensek, pl.
komplementekkel val6 kozvetlen kolesonhatés elpusz-
titja. Ezekrél a mechanizmusokr6l ismert, hogy kritikus
fontoss4gtiak az ilyen organizmusok kikiiszdbdlésében.
Az olyan bakterilis szerkezetek, mint pl. a tokok, bur-
kok és ny4lkarétegek, amelyek leszikitik vagy meggé-
toljak a kozvetlen ,hozzéférhetdség”-et az LPS mole-
kuldkhoz, elSre lathatéan csdkkentik ennek a talal-
ménynak a felhasznéldsi lehetSségeit azokndl a
baktériumoknél, amelyek ilyen szerkezetet tartalmaz-
nak, péld4ul a tokkal rendelkezé Klebsiella fajok és a
burokkal rendelkezd Escherichia coli.

Anélkiil, hogy a jelen taldlmény oltalmi korét kor-
l4tozni szdndékoznink, megneveziink szdmos gram-
negativ baktérium torzset és fajt, amelyek kiilondsen
érdekesek kéroktani szempontb6l siilyos emberi beteg-
ségek elSidézésében. Ezek nagyjdbol a gram-negativ
organizmusok hdrom nagy csalddjiban esnek, mégpe-
dig az Enterobacteriaceae, Bacteroidaceae €s a Pseu-
domonadaceae csalddokba. Az Enterobacteriaceae csa-
lad képvisel6i pl. az Escherichia coli, a Klebsiella-fa-
jok, mint pl. a K. pneumoniae, K. azaeanea és K.
Phinoscleromatis; az Enterobacter-fajok, mint pl. az E.
aerogenes, E. cloacea, E. hafniae és E. agglomarans;
Serratia marcescens; Proteus-fajok, mint pl. P. vulga-
ris, P. mirabilis, P. rettgeri és P. morganii; Providencia
stuartii; és Citrobacter-fajok (Sonnenwirth, fentebb
idézett munkdk, McCaba, fentebb idézett munkék, és
Kreger és munkatérsai, fentebb idézett munkék, ezek
referenciaként épiilnek be a taldlményba). A Bactero-
idaceae csalad képviseldi pl. a Bacteroides-fajok, mint
pl. a B. fragilis, és Fusobacterium-fajok (Sonnenwirth,
fentebb idézett munka, ez referenciaként épiil be a ta-
l4lményba). A Pseudomonadaceae csaldd képviseldi
pl. a P. aeruginosa, P. pseudomallei, P. mallei, P. flu-
orescens, P. putida, P. cepacia, P. strutzeri, P. maltop-
hilia (14sd Gilardi, G.L.: Pseudomonas Species in Cli-
nical Microbiology/ Pseudomonas-fajok a klinikai
mikrobiolégidban). Mt. Sinai. J. Med. (1976), 43, 710~
726, ez referenciaként épiil be a taldlményba. Més,
hasonl6 organizmusok elleni védelmet is el lehet émi
ezzel a taldlménnyal.

A fentebb felsorolt Pseudomonas fajok a jelen ta-
lalmany elényos alkalmazasi teriletét képviselik, ezen
belitl a P. aeruginosa még el6nydsebb alkalmazési te-
rilletet képvisel.

Ismeretes, hogy a gram-negativ baktériumok sz6ban
forg6 fajain beliil immunolégiailag megkiilonbdztethe-
t6 torzsek vagy tipusok sokasdga taldlhat6. Sok eset-
ben a torzsek vagy tipusok kozti kilonbségek az LPS
molekuldk antigén-szerkezetében val6é véltozdsokra
vonatkoznak, kiiléndsen az LPS molekuldk O-fajlagos
oldalldncain belilli véltozdsokra (lisd 1. 4bra). Igy
szerkezetileg kiilonbdz6 O-fajlagos oldalldncok kiilon-
boz6 antigénszerkezeteket mutatnak. Az ilyen antigén-
véltozatok immunol6giai felismerése az adott antigén-
varidnshoz fajlagos antitestek 1étrehoz4s4t eredménye-
zi. Amikor ilyen antitesteket alkalmazunk szerol6giai
(azaz pl. agglutindci6t, ELISA-t, stb. alkalmaz() meg-
kiildnboztetésre az egyik vagy mésik antigén-varidns
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kozott, az igy felismert antigén-varidnsokat nevezzik
szerotipusoknak és ezekrél mondjuk, hogy szerotipu-
sos determindnsokat mutatnak. Igy pl. a LPS moleku-
14k O-fajlagos oldallancai szerotipusos antigén deter-
mindnsokat jelentenek. Akik a szakteriileten Jjartasak,
méltanyolni tudjak, hogy mivel a jelen taldlmény hu-
mé4n monoklonalis antitesteket szolgéltat az LPS mo-
lekuldkon levé szerotipusos determinénsok ellen, ez
olyan antitesteket szolgéltat, amelyek fajtaspecifiku-
sak, ami azt jelenti, hogy egy fajtan belill egy bizonyos
tipus LPS molekula ellen fajlagosak.

A kiilénbozd szerotipusok megtérgyaldsiban rend-
szerezési sémikat lehet hasznosan alkalmazni. Az ilyen
rendszerezési sémék illusztrélisira alkalmasak a P. ae-
ruginosa rendszerezési séméi. A Fisher féle rend-
szerezési szisztéma P. aeruginoshoz j6l ismert, és rész-
letesen le van frva a kovetkezd irodalmi helyen: Fisher
és munkatérsai: New Immunotype Scheme for Pseudo-
monas aeruginosa Based on Protective Antigens (Uj, 2
védbhatisd antigéneken alapulé immun-renszerezési
séma Pseudomonas aeruginosihoz). J. Bacteriol.
(1969), 98, 835-836; ezt az irodalmi helyet referencia-
ként beépitettiik ebbe a taldlményba. Ez a rendszer az
ismert P. aeruginosa torzsek tbbségét hét csoportba
osztalyozza: Fisher-féle 1. immun-tipus; Fisher-féle 2.
immun-tipus; Fisher féle 3. immun-tipus; Fisher-féle 4.
immun-tipus; Fisher-féle 5. immun-tipus; Fisher-féle 6.
immun-tipus; Fisher-féle 7. immun- tipus. Hasonl6kép-
pen az International Antigenic Typing Scheme (Nem-
zetkdzi antigén-rendszerezési séma) (IATS) szisztéma-
ja P. aeruginoséhoz (l4sd Brokopp, C.D. és Farmer, 1.1,
IIl: Typing Methods for Pseudomonas aeruginosa/
Rendszerezési médszerek Pseudomonas aeruginosé-
hoz), Pseudomonas aeruginosa: Clinical Manifestati-
ons of Infection and Current Therapy, 89-133 oldal,
szerkeszt: Daggert, R.G., kiad6: Academic Press
(1979) 17 kiilénbozG szerotipust kiilonboztet meg,
amelyeket IATS 1. tipusnak, IATS 2. tipusnak, stb. ne-
veznek. Mind a Fisher-féle (Hanessian, S. és munkatar-
sai: Isolation and Characterization of Antigenic Com-
ponents of a New Heptavalent Pseudomonas Vaccine/
Egy tj, hét-értékd Pseudomonas vakcina antigén-kom-
ponenseinek izol4ldsa és jellemzése), Nature, (1971),
229, 209-210, mind a IATS szerinti (Brokopp és mun-
katérsai, fentebb idézett munka) rendszerezési sziszté-
mén4l mindkét szerotipusos séméra vonatkoz6 antigén-
determindnsokrél kimutattdk, hogy jelen vannak az
LPS molekuldn. A két renszerezési szisztéma Osszeha-
sonlitdst és dsszefiiggéseit az 1. tdbldzat adja meg.

1. tabl4zat
A két P. aeruginosa rendszerezési szisztéma dsszeha-
sonlitdsa,

LATS (szerotipus) Fisher (immun-tipus)
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A monoklonélis antitesteket a megfelelé gram-ne-
gativ baktérium fertdzésének jelenleg vagy valamikor
kitett humén donorokb6l nyert B limfocita-sejtek Eps-
tein-Barr virussal (EBV) torténd sejttel hajtott transz-
form4cidjaval allitjuk elS. Az igy nyert antitest-kivé-
laszt6é sejtvonalakat gy lehet jellemezni, mint folyto-
nosan ndvekv$ limfoblasztoid sejteket, amelyeknek
diploid kariotipusa van, Epstein-Barr kdzponti antigén
(EBNA) pozitivak, és IgG, IgM, IgA vagy IgD izoti-
pusok valamelyikének, beleértve az IgG1, IgG2, IgG3
és IgGd-altipusokat is, monoklonélis antitestjeit vi-
lasztjék ki. A sejttel hajtott transzformd4ciés folymat
maga M.E. Lostrom taldlménya, és részletesen a 4 464
465 lajstromsz4mi amerikai egyesiilt 4llamokbeli sza-
badalmi leirisban van lefrva, amely referenciaként van
beépitve ebbe a bejelentésbe. A monoklondlis antites-
teket hasznilhatjuk sértetlen (teljes) forméban, vagy
fragmensek forméjaban, mint pl. Fab vagy F(ab’)2, 4l-
taliban ink4bb érintetlen formaban. Bizonyos esetek-
ben kivénatos lehet az antitesteket dsszekapcsolni més
anyagokkal a megfelel6 eredmény elérése érdekében.
Igy pl. az antitesteket 6ssze lehet kapcsolni citotoxikus
szerekkel, mint pl. radionukleidekkel, antibiotikumok-
kal, stb.

Ennek a folyamatnak az alkalmazisét a jelen mo-
noklonélis antitestek elGéllitdséra az ezutin kovetkezd
példak mutatjak be. Ezek a példdk csupén a taldlmény
egyes kiviteli médjait kivanjak illusztrélni, és nem gy
vannak Osszeéllitva, hogy a taldlmény oltalmi korét
korlatozz4k.

1. példa

Az 1. példa médszereket mutat be Fisher-féle 2. im-
mun-tipusd (11. IATS tipusd) P. aeruginosa LPS mo-
lekulék elleni humén monoklonélis antitestek elGalli-
tdsdra, tovdbb4 bemutatja az emlitett antitest véd4 ak-
tivitdsat in vivo egy homolég torzs letdlis tdmadésa
ellen.

A. A megfelel§ emberi sejt kinyerése.

A megfelel6 humén B-sejtek (limfocitdk) egy meg-
halt egyén lépébo] szdrmaztak, akir6l ismert volt, hogy
epehblyag-fibrézis betegségben szenvedett és koréb-
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ban P. aeruginosa-val volt fert6zve. A 1épet, amelyet
autopszidval nyertiink ki, kb. 15 mm vastag szeletekre
végtuk. A sejteket megszabaditottuk a tokt6l és a sejt-
kozotti dlloménytdl egy nagy petri-csészében, enyhén
ititatva az egyes szeleteket kalcium- és magnézium-
mentes foszfattal pufferolt séoldattal (CMF-PBS),
amelyet egy fecskend6hoz rogzitett 18. méretd ton ke-
resztiil adtunk be. Egymagvi sejteket kiilonitettiink el
a lépsejt-készitménybdl standard centrifugélési techni-
kaval Ficoll-Paque alkalmazisdval [Bogum, A.: Isola-
tion of Mononuclear Cells and Granulocytes From Hu-
man Blood (Egymagvi sejtek és granulocitk izoldldsa
emberi vérb6l). Scand. J. Clin. Lab. Invest. (1968), 21,
97. melléklet, 77-89], és kétszer mostuk CMF-PBS-
ben.

Az egymagvu sejtek koriil T-sejteket egy médositott
E-rozettdzési eljirast a]kalmazva Roviden, a sejteket
el6szor wjra szuszpendéltuk 110 sejyml koncentra-
icéra 20% borji embri6-szérumot (FCS) tartalmazé
PBS-ben 4 °C hémérsékleten. Ennek a szuszpenziénak
1 ml<ét azutin egy 17100 mm-es kerekfenekﬁ po-
lisztirol-csébe helyeztiik, amelyhez 1010°, 2-amino-
etil-izotiouronium-bromiddal (AET) kezelt birka vo-
rosvérsejtet adtunk 10%-os (térf/térf.) RPMI 1640
tdpkozeggel képzett oldatb6l (Madsen, M. és Johnson,
H.E.: A Methodological Study of E-rosette formation
Using AET Treated Sheep Red Blood Cells/ M6dszer-
tani tanulminyok E-rozetta képzéssel kapcsolatban,
AET-vel kezelt birka vordsvértesteket alkalmazva), J.
Immun. Methods (1979) 27, 61-74. A szuszpenzi6t
enyhén kevertiik 5-10 percen &t 4 °C hémérsékleten
és az E-rozettazott sejteket azutén centrifugdldssal el-
tdvolitottuk Ficoll-Paque alkalmazisival 8 percen 4t
2500 xg-vel 4 °C hémérsékleten. Az E-rozettdzasra ne-
gativ lép-eredetd egymagvi sejteket (E "Spl), amelyek
az érintkez§ feliilethez voltak kotve, egyszer mostuk
RPMI 1640 tipkdzeggel €s ugyanebben djra szuszpen-
diltuk, de ez tartalmazott 15% (térf/térf.) FCS-t, 2
mmo6V/1 L-glutamint, 1 mméV/!1 nitrium- piruvétot, 100
nemzetkozi e§ység/ml penicillint, 1007 g/ml sztrepto-
mocint, 1¢10° m61/1 hipoxantint, 410" m6l/l aminop-
terint és 16'10' moV1 timidint is. Ezt a tipkozeget a
tovabbiakban HAT tépkozegnek nevezzik.

B. A sejtek sejttel hajtott transzformélésa.

Az E'Spl sejtek sejttel hajtott transzformalisit E’
Spl sejteknek egy transzformél6 sejtvonallal egyiitt
torténé tenyésztésével hajtottuk végre. A transzform4lé
sejtvonal egy Epstein-Barr kdzponti antigén (EBNA)
pozitiv humén limfoblasztoid sejtvonal volt, amely a
GM 1500 limfoblasztoid sejtvonal etil-metinszulfons-
tos (EMS) mutageneziséb6l, majd ezt kdvets 30 pg/ml
6-tioguanin jelenlétében tdrténd szelekci6jabol szar-
mazott, a 6-tioguanidinos szelekci6 a sejteket hipoxan-
tinguanin foszforibozil transzferdz (HGPRT) hidnyos-
sig és igy HAT-€rzékennyé tette. Ezt a sejtvonalat ne-
veztikk 1A2 sejtvonalnak és 1982. méarc. 29-én letétbe
helyeztik azt ATCC- nél, ATCC CRL 8119 szdmon.
Logaritmikus ndvekedési fazisban levé 1A2 sejteket
szuszpendéltunk HAT tdpkdzegben, majd &sszekever-
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tik az E"-Spl sejtekkel 30 1A2 sejt/E"Spl sejt ardny-
ban. A sejtkeveréket 10 laposfenekd, 96 lireges mik-
rotitral6 lemezre helyeztiik 155 000 sejt/iireg koncent-
raciéban 200 plireg térfogatban, és a tenyészetet 37
°C hémérsékleten inkubéltuk 6% COaz-t tartalmazé
nedvesitett atmoszféraban. A tenyészeteket minden
harmadik-negyedik napon téplaltuk, a feliilisz6 felét
friss HAT tapkozeggel helyettesitve. Az liregeket min-
den masodik napon megfigyeltiik forditott mikroszké-
pon a sejtek burjinzdsdnak jeleit keresve. Két héttel
azutdn, hogy a sejteket a lemezre helyeztiik, és azutén,
hogy az 1A2 sejtek a HAT szelekcié kovetkeztében
elhaltak, az iiregek téplaldsit egy Gj Osszetételd tép-
kdzeggel hajtottuk végre, amely csaknem azonos volt
a HAT tdpkozeggel, azzal a kiilonbséggel, hogy az
aminopterin komponens hidnyzott beléle. 18 nappal a
lemezre helyezés utdn megfigyeltik, hogy az liregek
mintegy 70%-a tartalmazott burjinzé sejteket és hogy
az liregek tobbségében a sejtek megfelel§ siriségliek
voltak az eltdvolitdshoz és a feliiliszé vizsgélatéhoz
anti-P. aeruginosa antitestre.

C. A fajlagos antitestet kivalaszté sejtek kimutatésa.

A feliiliszékat egy enzimmel kotdtt immunoszor-
bens mérési technikat (ELISA) alkalmazva vizsgiltuk
4t anti-P. aeruginosa antitestekre (Engvall, E.: Quanti-
tative Enzyme Immunoassay (ELISA) in Microbio-
logy/ Mennyiségi enzim-immunmeghatérozds (EL-
ISA) a mikrobiolégidban), Med. Biol. (1977), 55, 193-
200. Az antigén-lemezek 96 ireges, laposfenekd
mikrotitrdl lemezekbdl 4lltak, amelyeknek tiregei kii-
16nboz6 teljes baktériumokat tartalmaztak, amelyeket
elézdleg etanollal rogzitettiink az liregek fenekére. A
lemezeket 50 pl PBS-ben levé mosott baktérium-
szuszpenzié [OD (optikai siniség)eso=0,2] iiregekbe
beadéséval, a lemezek 20 percen 4t 500 xg-vel cent-
rifugélésdval, a PBS leszivdséval, 75 pl etanol 10 per-
cen 4t torténd hozzdadésival, az etanol eltdvolitasival
és végiil levegln széritdssal készitettiik elS. Az 4tvizs-
gélasban hasznalt kiilonbdzd antigén-lemezek a kovet-
kezdk voltak: 1. P. aeruginosa, Fisher-féle 1-3. im-
mun-tipusok (ATCC 27312, 27313, 27314) keveréke;
2. P. aeruginosa, Fisher-féle 4-7. immun-tipusok (AT-
CC 27315, 27316, 27317, 27318) keveréke; 3. Esche-
richia coli egy klinikai izoltuma; 4. Klebsiella pneu-
moniae (ATCC 8047); és 5. mikrotitrdl6 lemez bakté-
rium nélkiil.

Az ELISA eljirdshoz az antigén-lemezek Uregeit
el6szdr lezartuk 75 pl 5%-os BSA-val 1 6rén 4t, hogy
megakadélyozzuk a fehérje nem fajlagos kotését. Mi-
ut4n a nem adszorbedlt BSA-t eltivolitottuk, a te-
nyészt6 lemez iiregeibdl a feliilisz6kat pontos sorrend-
ben helyeztiik el az antigén-lemezek megfelels iirege-
ibe (50 wliireg, és a lemezeket egy nedvesitett
kamriban 37 °C hémérsékleten inkubéltuk 30 percen
4t. A feliiltiszékat ezutén eltdvolitottuk, az Uregeket hé-
romszor mostuk 1%-os BSA-PBS-sel, és 50 pl bioti-
nezett kecske anti-humin immunglobulint (Ig) Tago
2593 szdm, 1:10000 arinyban higitva 1%-os BSA-
PBS-sel) adtunk minden egyes tireghez. 30 perces in-
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kub4las utdn 37 °C hémérsékleten nedvesitett kamra-
ban, a biotinezett anti-humén Ig-t eltivolitottuk, az
iiregeket haromszor mostuk 1%-os BSA-PBS-sel, és
50 pl eldre elkészitett avidin: biotinezett torma- pero-
xiddz komplexet (Vectastain ABC Kit, Vector Labora-
tories, Inc., Burlingame, Kalifornia) adtunk minden
egyes iireghez. 30 perces, szobah6mérsékleten torténd
inkubé4lss utdn a Vectastain ABC reagens foloslegét
eltdvolitottuk, az Gregeket ismét mostuk héromszor
1%-0s BSA-PBS-sel, és 100 pl szubsztrdtumot [0,8
mg/ml ortofenilén-diamin dihidroklorid 100 mméVli-
teres citrat-pufferban, (pH 5,0), plusz 0,03% H20 ion-
mentesitett H2O-ban, egyenld térfogatban dsszekever-
ve éppen a lemezre helyezés el6tt] adtunk minden
egyes lireghez. 30 perces, sotétben végzett inkubalds
utan 50 pl 3 n H2S8O4-et adtunk minden egyes {ireghez
a reakci6 lesllitdsa érdekében. A lemez antigénjének
megfelels antitesteket tartalmazé tenyészet-feliliszé-
kat pozitiv szinkifejl6dés alapjén mutattuk ki a meg-
felel§ iiregekben és a reakcierdsséget mennyiségileg
a 490 nm-nél mért abszorpciéval, Dynatech MR 580
mikro-ELISA leolvas6n mértik.

A fenti médszerrel a tenyészet-feluliszék elemzése
hérom olyan iireg azonositdsshoz vezetett (6F11, 4G9
és 10B2), amelyek tartalmaztak anti-P. aeruginosa faj-
lagossdgot Fisher-féle 1-3. immun-tipust tartalmazé
lemezen, de nem tartalmaztdk ugyanezt Fisher-féle 4-
7. immun-tipust tartalmazé lemezen, vagy a kontroll
lemezek barmelyikén. Abbél a célb6l, hogy a felismert
fajlagos Fisher-féle immun-tipust azonositsuk, csupén
egy Fisher-féle immun-tipushoz tartozé etanollal rog-
zitett baktériumokat tartalmaz6 lemezeket készitettiink
a fent leirt médon minden egyes immun-tipushoz. Az
ELISA vizsgélat kivitelezése a fent leirt médon a
6F11, 4G9 és 10B2 iiregek tenyészet-feliliszbival az
egyes immun-tipusoknak megfelelS lemezeken jelezte,
hogy ez a harom lireg Fisher-féle 2. immuntipusra faj-
lagos antitesteket tartalmazott.

D. Fajlagos antitesteket termeld sejtek ki6nozasa

A 6F11, 4G9 és 10B2 iiregekben levé sejteket szé-
mos (két vagy hirom) kl6nozési menetnek vetettik
al4, amig a fenti ELISA eljarassal mért ¢sszes Kl6n-
feliildsz6 a Fisher-féle 2. immun- tipust tartalmaz6 an-
tigén-lemezeken pozitiv reakciét adott. A sejteket em-
ben fityma fibroblaszt félig dsszefolyd rétegén torénd
korlatozott higitdssal klénoztuk laposfenekd, 96 tireget
tartalmaz6 lemezeken. A tépkszeg RPMI 1640 alapon
15% (térf/térf.) FCS-t, 2 mmél]l L-glutamint, 1
mm6V1 nétrium- piruvétot, 100 nemzetkdzi egység/ml
penicillint, és 100 pg/ml sztreptomicint tartalmazott.
A tenyészeteket minden 3. napon tdplaltuk a feliilisz6
felének kicserélésével friss tipkozeggel. Altaldban az
iiregek a megfelel6 limfoblasztoid-sejt siriséget az
anti-Fisher-féle 2. immun-tipus fajlagossig elemzésé-
hez a lemezre helyezést6] szdmitva a 2. és 3. hét kozott
érték el.

fgy ebben a kisérletben hérom klénozott, transzfor-
mélt emberi sejtvonalat nyertiink, amelyek folyamato-
sak (nem pusztul6k) voltak, és amelyek mindegyike
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hum4n monoklonilis antitesteket vélasztott ki a Fis-
her-féle 2 immun-tipust P. aeruginosa LPS molekuldin
levé szerotipusos determinénsok ellen. Ebben és a ko-
vetkez6 példikban a sejtvonalak és az antitestek, ame-
lyeket termelnek, ugyanezeket a jeloléseket viselik.

A jelen szabadalmi bejelentés benyujtdsa el6tt a fo-
lyamatos transzformélt humén sejtvonalat, amelyeket
itt 6F11-nek jeloltiink, elhelyeztiik az Amerikai Fajta-
tenyészet Gydjteményben (ATCC), Rockville, Mary-
land, ATCC CRL 8562 szémon.

Az a tény, hogy a kl6nok mindegyikéb6l szdrmaz6
monoklonilis antitestek kizdrélag egy egyedi (jelen
esetben Fisher-féle 2.) immun-tipussal reagéltak, azt
sugallta, hogy az antitest kozvetlenill egy lipopolisza-
charid antigén ellen irdnyul. Mivel az LPS szerotipus
Osszefiiggésben van a Fisher-féle immun-tipizélési
renszerrel [Hanessian: Nature (New Biology) (1971),
229, 209-210]. Ezt tovébb vizsgiland6, kiterjesztett
ELISA vizsgalatot hajtottunk végre a 6F11, 4G9 és
10B2 feliilisz6kkal teljes, rogzitett baktériumokat tar-
talmazé lemezeken, amelyek a P. aeruginosa ATCC
33348-33364, P. aureofaciens, E. coli 0111: B4- nek
J5 muténsa és Providentia stuartiinak egy klinikai izo-
l4tuma tizenhét IATS szerotipusi torzseit tartalmaztik.
A Fisher-féle immun-tipusoknak és megfelel6 LPS-re
alapozott szerotipusainak az IATS-séméban végzett
dsszehasonlitdsdval teljes dsszhangban (14sd 1. t4blé-
zat) az anti-Fisher-féle 2. immun-tipust klén felild-
sz6k csak az IATS-féle 11. torzzsel léptek reakcidba.
Reakci6t egyaltalan nem figyeltiink meg a nem P. ae-
ruginosa baktériumok egyikével sem.

A hérom anti-Fisher-féle 2. immun-tipusi monok-
lon4lis antitest egyikét tovabb jellemeztiik. Az ELISA-
mérésekben az antitestek erdsebb reakcidkészségére és
a megfeleld sejtvonal jobb ndvekedési tulajdonségaira
alapozva a 6F11 monoklént vélasztottuk.

A 6F11 antitest 4ltal felismert molekulafajtik bio-
kémiai jellemzését immun-folt elemzéssel hajtottuk
végre. Roviden: 20 pg nyers LPS-t (Westphal, O. és
munkatérsai: Uber die Extaktion von Bakterien mit
Phenol/Wasser/ A baktériumokbdl torténd extrakcié fe-
nol/vizzel), Z. Naturforsch. (1952), 79, 148-155) a hét
Fisher-féle immun-tipus mindegyikébdl, 20 pg kroma-
togréfidval tisztitott LPS-t E. coli 0111: B4-bdl és
Klebsiella pneumoniae-b6l (mindketté a List Labora-
tories, Campbell, Kalifornia, gydrtménya), és 50 pg,
Fisher-féle 2. immun-tipusi baktériumb6] szdrmazé
kiils6 membréan-készitményt (Tamm, M. R. és munka-
tarsai: Serological Classification of Neisseria gonorr-
heae With Monoclonal Antibodies/ A Neisseria gonorr-
heae szerolégiai osztdlyozésa monoklonélis antitestek-
kel), Infect. Immun. (1982), 36, 10421053 egyenként
néatrium-dodecil-szulfit (SDS)- poliakrilamid gélelekt-
roforézisnek vetettiink al4 (Hancock, R.E.W. és Carey,
AM.: Outer Membrane of Pseudomonas aeruginosa:
Heat and 2-mercapto-ethanol-Modifiable Proteins/ A
Pseudomonas aeruginosa kiils6 membrénja: hével és
2-merkapto-etanollal médosithaté fehérjék), J. Bacte-
riol. (1977), 140, 901-910. Az elkiildnitett molekula-
fajtakat a gélr6] nitrocelluléz membrénra (NCM) vit-

10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

tiik 4t, amint ezt méisutt leirték (Towbin, H. és mun-
katirsai: Electrophoretic Transfer of Proteins From Po-
lyacrylamide Gels to Nitrocellulose Sheets: Procedure
and Some Applications/ Fehérjék elektroforetikus at-
vitele poliakrilamid gélekrél nitrocelluléz lapokra: El-
jaras és néhany alkalmazisi terilet), Proc. Natl. Acad.
Sci. USA (1979), 76, 43504354 és az NCM foltot 1
6rén 4t blokkoltuk PBS-Tweenben [Batteiger, B. és
munkatérsai: The Use of Tween 20 as a Blocking
Agent in the Immunological Detection of Proteins
Transferred to Nitrocellulose Membranes (Tween 20,
mint blokkolészer alkalmazésa a nitrocelluléz memb-
rdnokra 4tvitt fehérjék immunol6giai kimutatdséban).
J. Immunol. Meth. (1982), 55, 297-307]. A foltot az-
utén 1 6rén 4t szobahémérsékleten inkubéltuk 30 ml
PBS- Tweenben, amely 3 ml, 6F11 vonalb6l szdrmazé
hasznalt tenyészet- felilisz6t tartalmazott. Négyszer
végzett S perces Oblités utin PBS-Tween-ben a foltot
1:5000 higitasi (PBS-Tweenben) nyil-anti- humén Ig-
ben inkubiltuk 1 6rén 4t szobahSmérsékleten. A foltot
négyszer PBS-Tween-nel oblitettiik, majd 30 ml,
1:2000 higitasi (PBS-Tweenben) torma-peroxidéz A-
fehérjét tartalmazé oldatban (Zymed Laboratories Inc.,
San Francisco, Kalifornia) helyeztiik. Egy 6rés inku-
b4l4s utdn szobahémérsékleten a foltot négyszer &tob-
litettik PBS-Tweenben, majd 60 ml szubsztritumba
meritettiik, amelyet a kdvetkez6képpen készitettiink.
120 mg torma-peroxid4z szinkifejleszt6 reagenst (Bio-
Rad Laboratories, Richmond, Kalifornia) feloldottunk
40 ml hideg metanolban; 120 pl 30%-os H202-t ad-
tunk hozz4 200 ml Tris-sel pufferolt séoldatban (TBS
- 20 mmoV1 Tris, pH 7,4, 0,5 mél/1 NaCl); a két oldatot
kozvetleniil csak a folthoz adés eldtt kevertik Ossze.
Miutin a megfelel§ szin kifejlédése megtortént (4lta-
l4ban 15-45 perccel a szubsztrdtum hozz4ad4sa utén),
a reakci6t lefojtottuk, a foltot tobb alkalomrnal ion-
mentesitett vizzel itoblitve.

Az eredmények a kovetkez6k voltak. Pozitiv reak-
cidkat csak azokban a nyomokban jegyezhettiink fel,
amelyek Fisher-féle 2. immun-tipusd nyers LPS-t és
Fisher-féle 2. immun-tipust baktériumokb6l szdrmaz6
kiils6 membréin készitményt tartalmaztak. Ezeknek a
nyomoknak mindegyikében a 6F11 antitestré] kitiint,
hogy felismeri a szabélyosan elhelyezett molekuldris
tulajdonsigok egy egész sorét, egy létra-szerd mintét
alakitva ki. Ez a profil teljesen egybevag azzaksamely
az LPS poliliakrilamid-gél elektroforézis-elemzésében
l4that6 SDS jelenlétében, ahol azt mutattdk ki, hogy
a csikok 4ltal mutatott heterogén méret-profil az LPS
molekulék sokasigénak tulajdonithat6; ezek a sly-
ndvekedésben killonbdznek, amelyek viszont a mole-
kulinként jelenlévé O-antigén oligoszacharid-oldal-
linc egységek szdménak felelnek meg. [Pavla, E.T. és
Makela, P.H.: Lipopolysaccharide Heterogencity in
Salmonella typhimurium Analyzed by Sodium Do-
decyl Sulfate (Polyacrylamide Gel Electrophoresis) A
lipopoliszacharidok heterogén volta Salmonella typhi-
muriumban, nitrium-dodecil-szulfat (poliakrilamid-gél
elektroforézissel elemezve), Eur. J. Biochem., (1980),
107, 137-143; és Goldman, R.D. és Leive, L.; Hete-
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rogeneity of Antigenic-Side-Chain Lenght in Lipo-
polysaccharide from Escherichia coli 0111 and Salmo-
nella typhimurium LT2-b6l szdrmaz6 lipopoliszacha-
ridokban az antigén- oldallanc-hosszak heterogén vol-
tal, Eur. J. Biochem. (1980), 107, 145-153.
Osszeségében ezek az adatok azt jelzik, hogy a 6F11
monoklondlis antitest szerologiai fejlagossdga kozvet-
leniil a Fisher-féle 2. immun-tipusd baktériumok LPS
molekulai ellen irinyul. Ezen tdl, mivel az LPS mo-
lekulék fajlagossdga az ismétl6dS oligoszacharid egy-
ségek és/vagy glikozid-kotések szerkezetén alapul
(Westphal és munkatirsai: Prog. Allergy (1983), 33,
9-39), az adatok azt tdmasztjik ald, hogy a 6F11 mo-
noklondlis antitest az oligoszacharid egység bizonyos
részeire vagy az ilyen egységek kozti kotésekre fajla-
gos, inkébb, mint az LPS kozponti teriilete és A lipidje
altal képviselt szerol6giailag rogzitett szerkezetekre.

A 6F11 monoklonélis antitest izotipusat a kordbban
leirt fajlagossdgi vizsgilathoz hasonlé ELISA vizsgi-
lattal hatdroztuk meg azzal a kiilonbséggel, hogy a bi-
otinezett kecske anti-humén IgG-t (gamma-lincfajla-
gos, Tago-gyértmany) vagy biotinezett kecske anti-hu-
mén IgM-et (mii-linc fajlagos, Tago-gyartmany)
hasznéltuk a mésodik 1épés reagenseként a szélesebb
teriileten reaktiv biotinezett kecske anti-humén Ig he-
lyett. Mindkét reagenst 1:500 higitdsban alkalmaztuk
és az antigén-lemez etanollal rogzitett Fisher-féle 2.
immun-tipusi baktériumokat tartalmazott. A 6F11 an-
titest pozitiv reakci6jat csak anti-IgM reagenssel fi-
gyeltik meg Fisher-féle 2. immun-tipusi baktéri-
umokkal, jelezve a monoklonélis antitest IgM izotipu-
s4t. Akik a szakteriileten jartasak, méltanyolni tudjak,
hogy ha ezt a példa szerinti folyamatot tdbb izben
megismételjiik és az igy nyert LPS-fajlagos monoklo-
nélis antitestek izotipusit meghatarozzuk, kell, hogy
taldljunk IgM és IgG izotipusokat egyarant.

F. In vitro aktivitds

A 6F11 monoklon4lis antitest in vitro funkcionmélis
aktivitds4t egy opszonofagocités vizsgilatban vizsgil-
tuk meg, amely vizsgilat osszehasonlitotta a humén
neutrofil sejtek radioaktiv baktérium- felvételét komp-
lement jelenlétében, amikor a 6F11 monoklonélis an-
titest jelen volt, vagy nem volt jelen.

A radioaktivan jelzett baktériumokat gy készitet-
tilk, hogy 5 ml Pseudomonas minim4l tdpkdzeget (Au-
erard és Snell: ,Biochemical Factors in Growth”/ Bi-
okémiai tényezSk a ndvekedésben), 7. fejezet, Manual
of Methods for General Bacteriology, szerkeszts: Ger-
hardt, P. és munkatérsai, kiadé; American Society for
Microbiology, Washington D.C.,j 1981, 79-111 oldal)
inokuldltunk 100 pl (1 pCi)’H leucinnal (146,5
Ci/mmél, New England Nuclear, Boston, Massachus-
sets) és Fisher- féle 2. immun-tlpusi P. acruginosa
egy éjszakan 4t triptonos sz6ja tdpkozegen nétt tenyé-
szetének 30 pl-ével. A csévet 37 °C h6mérsék]eten ré-
z6gépen 4-6 6rén 4t inkubdltuk, ez utén a 3H leucin
foloslegét Hank-féle kiegyensilyozott séoldattal,
amely még 0,1% zselatint és 5 mmél/1 HEPES-t (pH
7,2) is tartalmazott (HBBS/Gel), torténé négyszeri mo-
séssal eltdvolitottuk. A baktériumokat 950 xg-nél 10
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percen 4t centrifugéltuk minden egyes mosasnél és Uj-
ra szuszpendaltuk HBBS/Gel-ben 6,67+10%ml végsd
koncentrici6ira. A humén neutrofil sejteket Furth és
Van Zwet szerint izoldltuk [In Vitro Determination of
Phagocytosis and Intracellular Killing by Plymorpho-
nuclear and Mononuclear Phagocytes (A polimorf-
magvi és egymagvi fagocitak 4ltal végzett fagocitézis
és sejten belili pusztitds in vitro meghatdrozisa),
Handbook of Experimental Immunology (1973); 2. ko-
tet, szerkeszts: D.M. Weir, 2. kiad4s, kiadé: Blackwell
Scientific Publications, Oxford; 36,1-36,24], néhény
modositdssal. 10 ml heparinozott vérbdl szdrmazé
»Buffy coat”-ot rétegeztiink Ficoll-Paque ald és cent-
rifugiltuk. A voros vérsejt (RBC) szemcséket egyszer
mostuk RPMI 1640 tdpkozeggel és djra szuszpendél-
tuk egyenld térfogatd, 37 °C hémérsékletd PBS- ben.
Ebbél a szuszpenzi6b6él 3 mil-t adtunk 6 ml 2%-os
(37°C hémérsékleti PBS-ben) dextrinhoz, és az igy
keletkezett keveréket gyengéden, de alaposan &ssze-
kevertiik id6ré] id6re. 20 perces, 37 °C hémérsékleten
végzett inkub4l4s utdn a vords vérsejteket hagytuk le-
iilepedni, a feliilisz6t (amely a neutrofil sejteket tar-
talmazta) eltdvolitottuk és kétszer mostuk PBS-sel 4°C
hémérsékleten. A sejteket még egyszer mostuk 4°C hé-
mérsékletdi HBSS-HEPES- sel (pH 7,2) és tjra szusz-
pendéltuk ugyanebben 5¢ 107 neutrofil sejt/ml koncent-
réciéra. 0,01 m6Vl-es EDTA- ban (pH 7,2) djra hely-
redllitott liofilezett nyilszérum, amely kétszer volt
adszorbeélva a hét Fisher-féle immun-tipust képvisel§
€16 baktériumokkal [Bjornson, A.B. és Michael, J.G.:
Factors in Human Serum Promoting Phagocytosis of
Pseudomonas aeruginosa. I. Interaction of opsonins
With the Bacterium (A Pseudomonas aeruginosa fago-
citézisat elSsegits tényez6k a humén szérumban. I. Az
opszoninok kolcsénhatdsa a baktériumokkal), J. Inf.
Dis. (1974), 130, S119-8125 kiegészitések], szolgalt
a komplement forrdsaként.

A meghatirozashoz 300 pl Fisher-féle 2. immun-ti-
pust baktérium-szuszpenzi6t adtunk 100 pl 6F11 te-
nyészet feliiliszéhoz (amely 1:1 ardnyban hével inak-
tivalt FCS-sel volt higitva) egy 1,5 ml-es Eppendorf-
csdben és razégépen inkubéltuk 37 °C hémérsékleten
30 percen 4at. Ezt kovette elébb 50 pl komplement,
majd 50 pl neutrofil-sejt szuszpenzié hozzéadésa 30
perces és 45 perces inkubici6s idStartamokkal rdz6-
gépen 37 °C hémérsékleten a megfelel§ hozzdadds
mindegyike utdn. A neutrofil sejteket ezutin kétszer
mostuk, a csdveket megtoltve hideg PBS-sel, centri-
fugélva 5 percen 4t 100 g- vel és a feliilisz6t eltdvo-
litva. 250 pl 0,1 n NaOH-t adtunk hozz4, hogy a ne-
utrofil sejtek lizisét elvégezziik, a csdvet 15 percig in-
kubaltuk, Vortex-szel felrdztuk és tovabbi 15 percig
inkubéltuk, ekkor 250 pl-t a cs6 tartalmibdl 3 ml
szcintillaciés folyadékban (Dimilume 30, United Tech-
nologies, Packard) szolubiliz&ltunk és megszédmléltuk,
Beckman LS 7000 folyadék-szcintillici6s sz4mlalét
alkalmazva. Az eredményeket a beadott radioaktivan

. jelzett baktériumok felhasznélasdnak szdzalékdban fe-

60;

jezzik ki. A bevitt radioaktivan jelzett baktériumokhoz
tarsult Cpm-et a kontroll ¢s6 tartalméb6l 250 pl meg-
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szdmldlisival mértik, amely kontroll csovet éppen
gy alévetettik a fenti eljirdsnak azzal a kivétellel,
hogy a monoklondlis antitesthez hdvel inaktivalt
(56°C, 30 perc) normél nyilszérumot adtunk, és nem
végeztiink mosést a be nem fogott baktériumok elts-
volitiséra.

Amint a 2. t4bldzatb6l l4that6, csak a Fisher-féle 2.
immun-tipuséi baktériumok fagocitézisa ment végbe
6F11 monoklonélis antitest és egy komplement aktiv
forrdsa jelenlétében. Mikor ezt a kisérletet megismé-
teltiik Fisher-féle 1. immun-tipusi baktériumokat al-
kalmazva Fisher-féle 2. immun-tipusi baktériumok
helyett, baktérium-felvétel nem volt megfigyelhets, ez
igy demonstrélta a 6F11 antitest baktériumokat opszo-
nizal6 és fagocit6zist eldsegits képességének fajlagos-
ségat. Mivel az opszoninok (fajlagos antitestek) és po-
limorf-magvi leukocitdk (neutrofil sejtek) kombin4lt
tevékenysége tinik a P. aeruginosira val6 immunitss
els6dleges mechanizmusénak (Pollack, fentebb idézett
munka), ezek az adatok azt sugaljik, hogy a 6F11 an-
titestek, megfelelS bead4si kérilmények kozott, védel-
met nydjtanak a Fisher-féle 2. immun- tipusd baktéri-
umok ellen.

2. tablazat

6F11 Antitest® Komplement® A bevitt *H-Fisher-
féle 2. immun-tipusi
baktérium szdzalékos

felhaszn4ldsa
- - 38
+ - 6,6
- + 24
+ + 61,7

(-)=tenyészté tapkdzeg
b(—)-hével inaktivélt komplement
G. In vivo aktivitis

Hogy a fenti hipotézist megvizsgaljuk, 4llatok vé-
delmével foglalkoz6 tanulmanyokat hajtottunk végre
a 6F11 antitestekkel és tobbféle Fisher-immun-tipusi
P. aeruginosdval. A 6F11 antitestet el6sz6r haszn4lt te-
nyészet feliilisz6b6l koncentraltuk telitett amménium-
szulfattal végzett kicsapdssal (50% végs6 koncentrs-
ci6) (Good, A.H. és munkatérsai: Purification of Im-
munoglobulins and Their Fragments/ Immuno-
globulinok és fragmenseik tisztitdsa), Selected Met-
hods in Cellular Immunology, szerkeszt6k: Mishell,
B.B. és Shiigi, S.M., kiad6: W.H. Freeman and Co.,
San Francisco, Xalifornia, 279-286 (1980). A kicsa-
pott anyagot steril vizben djra helyresllitottuk, erdtel-
Jjesen dializdltuk PBS-sel szemben és sterilre szifrtiik,
Negativ kontrollként az azonos folyamatnak aldvetett
friss teryészt6 tdpkozeg szolgalt. Nostény BALB/c
egereket 20 és 22 g testsiily kdz6tt két csoportra osz-
tottuk, minden csoport 10 egeret tartalmazott. Egy cso-
portot intraperitoneélisan (i.p.) inokulltunk koncent-
rélt 6F11 antitest 0,5 ml-ével (amely kb. 50 pg anti-
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testet tartalmazott radioimmunassay-val meghati- roz-
va), mig a mésik csoport i.p. 0,5 ml koncentrilt te-
nyészet-tApkozeget kapott. Hat 6rdval késébb az
sszes 4llatot i.p. 0,3 ml €16 baktérium szuszpenzi6
hatésénak tettiink ki, amely Fisher-féle 2, immun-tipu-
st P. aeruginosa baktériumokat tartalmazott. A bakté-
rium-szuszpenzi6t mér kordbban elkészitettiik olyan
médon, hogy logaritmikus fézist novekedésben levd
tApkdzeg- tenyészetbSl a bektériumokat centrifugéltuk,
kétszer mostuk PBS- ben és jra felszuszpendéltuk a
megfelel§ siniségig PBS-ben. A baktériumos fert6zés
1,210° 616 organizmust képviselt. Az Allatokat 5 na-
pos periéduson 4t figyeltiik. 18 6raval a baktériumok
bejuttatdsa utin az 6sszes 4llat, amely koncentrélt te-
nyészettépkozeget kapott, elpusztult. Ezzel ellentétben
azok az 4llatok, amelyek 6F11 monoklon4lis antitestet
kaptak, mind éltck, Az ut6ébbi csoport egészen egész-
ségesnek latszott ebben az idSpontban, a baktériumos
fert6zésnek csak aprébb tiineteivel (pl. a bunda enyhe
felborzol6d4sa). Ezek a tiinetek is eltintek 48 6rdval
a beadagolés utén, és a baktériumos betegségnek sem-
miféle bizonyitéka nem maradt a megfigyelési peri6-
dus tovabbi részében. Hasonl6 kisérleteket hajtottunk
végre més Fisher-féle immun- tipusi P. aeruginosa fer-
t6z€ssel SLDsp mennyiségben, ez nem eredményezett
védelmet 6F11 antitestekkel. Ezek az adagok vildgo-
san demonstrdljédk, hogy a passzivan 4tvitt 6F11 anti-
test teljes és fajlagos védelmet nyijt P. aeruginosa ha-
ldlos fert6zést jelentd adagja ellen.

II. példa

A1l példa médszert mutat be Fisher-féle 4. immun-
tipusii P. aeruginosa elleni hum4n monoklon4lis anti-
test el64llitdsara.

Periférids vér limfocitdkat (PBL) alkalmaztunk,
amelyeket el6z6leg P. aeruginosa-val fert6zstt ember-
b6l nyertink. Tiz lemezt oltottunk be 2000 E
PBL/iireg-gel plusz 40 000 1A2 sejt/iireg-gel Iscove-
féle médositott Dulbecco tdpkdzegben, amely ki volt
egészitve 15% (térf./térf.) FCS-sel, 2 mm6)1 L- gluta-
minnal, 1000 nemzetkdzi egység penicillinnel, 100
W/ml sztreptomicinnel és HAT-tal, ahogyan ezt az I.
példéban leirtuk. Ezt a tApkdzeg Osszesllitdst ezutén itt
Iscove- féle tipkozegnek fogjuk nevezni. Az I. példs-
ban leirt meghatérozdsi eljardst alkalmaztuk, kivéve,
hogy az E. coli és K. pneumoniae lemezeket nem alkal-
maztunk. Az iiregek egyikének, amelyet 9D10-nek ne-
veztiink, feltilisz6ja csak a Fisher-féle 4-7. immiun-ti-
pust tartalmaz6 lemezen volt pozitiv, és ezt kdveten
ezt Fisher-féle 4. immun-tipusra fajlagosnak hatiroztuk
meg, amikor az egyedi immun-tipusii antigén-lemeze-
ken mértitk. A sejtek kl6noz4sét a 9D10 iiregb6l besu-
ghrzott humén PBL-t (2,510 /iireg) alkalmazva tépl416
sejtekként 0,5 teriiletd 96 iireges laposfenekif lemeze-
ken, €s Iscove-féle tdpkdzeget alkalmazva HAT kiegé-
szités nélkiil végeztik, de az eljirds egyébként ugyanaz
volt, amelyet korébban lefrtunk. A jelen szabadalmi be-
Jjelentés benyujtésa el6tt az itt leirt 9D10 sejtvonalat el-
helyeztikk az Amerikai Fajta-tenyészet Gydjteményben
(ATCC), ahol a CRL 8752 jelzést kapta.
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A 9D10 antitestet IgM-ként jellemeztiik a kordbban
leirt izotipus meghatdrozdsban és kimutattuk, hogy
csupén az IATS-féle 1. torzzsel reagal egy IATS sze-
rotipusokra végzett fajlagosségi vizsgélatban. A koréb-
ban leirt eljarast alkalmazva az immun-folt elemzés-
hez, a sz6ban forgd antitest csak a Fisher-féle 4. im-
mun- tipusd LPS-sel reaglt, valamint a Fisher-féle 4.
immun-tipusd baktériumokbél nyert kiils6 membrin-
készitményekkel, létra-szerd profilt mutatva, amely
hasonlé ahhoz, amelyet a 6F11 antitesmél bemutat-
tunk.

A korébbi eljardsokat alkalmazva az in vitro és in
vivo aktivitdsokhoz, a kévetkez$ eredményeket nyer-
tiik:

3. tébl4zat

Opszonofagocitas vizsgalat:b
9D10 antitest® Komplement® A beadott 3H-Fisher-féle

10

15

4, immun-tipusi baktériu- 20

mok sz4zalékos

felhasznildsa
- - 8.4
+ - 49
- + 9,5
+ + 65,3

8 )=tenyészt6 tpkozeg
b(.)=hével inaktivalt komplement

Az in vivo adatokkal kapcsolatban 14sd a III. példa
végén levd tébldzatban a 9D10 antitestre vonatkoz6
adatokat.

1II. példa

A TIL példa médszert mutat be Fisher-féle 1. és 4.
immun-tipusd P. aeruginosa elleni humin monoklona-
lis antitestek el54llit4séra.

Az alkalmazott limfocita-forras epehélyag-fibrozis-
ban szenvedd betegtGl szdrmazott, akinek széruma
t5bb Fisher-féle immun-tipust LPS-re a normalisnél
nagyobb titert tartalmazott. Ebben az esetben 6t lemezt
oltottunk be 15000 PBL/iireg + 140 000 1A2 sejt/iireg
koncentraciékkal. Ugyanazt az Iscova-féle tépkozeg
készitményt alkalmaztuk, amelyet a II. példdban leir-
tunk, de kiegészitettik még 0,5 pg/ml ciklospordn A-
val abbél a céIbél, hogy funkcionlisan inaktivaljuk a
T-sejteket. Nem volt T-sejt legyengités az ebben a ki-
sérletben alkalmazott AET-SRBC- vel végzett rozetta-
képzés sordn. A ciklosporin A jelenlétét addig tartottuk
fenn a tdpkozegben, amig az alapminta tireget le nem
vizsgaltuk.

A tenyészet feliilliszok Atvizsgaldsét a II. példdban
leirt médon hajtottuk végre. A CSDS5 jelzésd iiregb6l
nyert feliiliszé csak a Fisher-féle 4-7. immun-tipusd
lemezen volt pizitiv, és ez Fisher- féle 4. immun-tipusd
baktériumokra bizonyult fajlagosnak a kordbban leirt
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C5B7 jelzési iiregbdl nyert mésik feliiliisz6 csak a Fis-
her-féle 1-3. immun-tipusi lemezen reagélt, és ez Fis-
her-féle 1. immun- tipusd baktériumokra bizonyult faj-
lagosnak a kordbban leirt egyedi immun-tipusi antigén
lemezeken vizsgélva. A jelen szabadalmi bejelentés
benyiijtssa el6tt a CSB7 és CSD5 sejtvonalakat elhe-
lyeztik az Amerikai Fajta-tenyészet Gydjteményben
(ATCC), ahol a CRL8753, illetve CRL 8754 megjeld-
1ést kapték. Mind a CSDS-r6l, mind a CSB7-rél ki-
mutattuk, hogy IgM tipusiak, amint ezt a kordbban
leirt izotipus-elemzéssel meghatéroztuk. A CSD5 csu-
pén az IATS-féle 1. torzzsel reagilt, mig a CSB7 csak
az IATS-féle 6. torzzsel reagilt, amint ez virhat6 is
volt a Fisher-féle immun-tipusok és az IATS-féle sze-
rotipusok kozti dsszefiiggésbol.

Az immun-folt elemzésben a széban forgé C5D5
antitestrd] kimutattuk, hogy csak Fisher-féle 4. im-
mun-tipusti LPS-sel és a Fisher-féle 4. immun-tipusi
baktériumokb6]l szdrmazé kilsG membrain-készitmé-
nyekkel reagélt, 1étra-szerd profilt mutatva hasonl6an
ahhoz, mint amelyet a 6F11 antitestnél leirtunk,

Egy hasonl6 immun-folt elemzésben a CSB7 anti-
test csak a Fisher- féle 1. immun-tipusd LPS-sel és a
Fisher-féle 1. immun-tipust trzsbdl szérmazé kiilsé
membréan-készitményekkel reagilt, 1étra- szend profilt
mutatva.

Az el6z6leg leirt in vitro és in vivo vizsgdlatok
eredményeit a 4. tdblazatban adjuk meg.

4, téblazat

a. Opszonofagocitas vizsgélat
C5D5 Komplement® A bevitt >H-Fisher- féle
antitest® 4. immun-tipusd

baktérium
szdzalékos felhasznéldsa

8,4
6,3
9,5
56,1

+ |+ 1

Komplementb A bevitt >H-Fisher-féle
1. immun-tipusd
baktérium
sz4zalékos felhasznéldsa

C5B7
antitest®

6,3
69
17,7
56,3

+ 1+ |
+

:(—)-wnyészet-tﬁpkézeg
' (-)=h6vel inaktivalt komplement
i b, In vivo védelmet vizsgél6 tanulményok

egyedi immun-tipus@ antigén lemezeken vizsgalva. A 60+

10
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C5D5 + 9D10 El6k szama/teljes szdm
héarom nappal a

baktériumok

beaddsa utdn
Tapkozeg 010
C5B7 (Anti-Fisher-féle 4. torzs) 10/10
C5BS (Anti-Fisher-féle 1, torzs) 1/10
9D10 (Anti-Fisher-féle 4. torzs) 8/10

3 nap utin nem volt tovébbi viltozis
A fert6zés (bead4s) adagja: SLDsp é16 Fisher-féle
4. immun- tipusd baktérium.

IV, példa

A IV. példa médszert mutat be Fisher-féle 5. és 6.
immun-tipust P. aeruginosa elleni humén monoklon4-
lis antitest elG4llitdsara, tovabbd bemutatja az emlitett
antitestek in vivo védd aktivitdsit homol6g torzsek ha-
lalos fertSzése ellen.

Egy epehélyag-fibrézisban szenvedd betegtdl, aki-
rél tudtuk, hogy krénikus P. aeruginosa fert6zésben
szenved, periférids vérmint4t nyertiink. Egymagvi sej-
teket killonitettlink el a vérb6l az I. példdban lefrtak
szerint. Az érzékeny B sejtek sejttel hajtott transzfor-
malésat a III. példandl leirtak szerint hajtottuk végre
azzal a kiilénbséggel, hogy 23 lemezt oltottunk be 20
000 egymagvi sejtiireg-gel plusz 80 000 1A2
sejt/iireg-gel kerek fenekd, 96 ireges lemezeken (Cos-
tar 3799).

A tenyészet feliilisz6 4tvizsgéldsat fajlagos antites-
tekre az I. példéban leirt ELISA vizsgélat médositott
form4jét alkalmazva végeztiik. Az antigén-lemezek 96
tireges, laposfenekd mikrotitrdlé lemezekb6l (Immu-
lon I, Dynatech) 4lltak, amelynek tregei kiilonb6z6
é16 baktériumokat tartalmaztak az iiregek fenekéhez
adszorbedlva. Hogy megkonnyitsik a baktériurnok ad-
szorpcibjat a midanyaghoz, 50 pliireg poli-L-lizint
(PLL) (1 pg/m! PBS-ben, pH 7.2) inkubéltunk 30 per-
cen 4t szobahSmérsékleten. A nem adszorbedlt PLL-t
azutdn kirdztuk, a lemezeket egyszer kimostuk PBS-
sel, 50 pl, PBS-ben lev6, mosott baktérium-szuszpen-
zi6t (ODe60=0,2) adtunk minden egyes lreghez, €s a
lemezeket inkubdltuk 1 6rén 4t 37 °C hémérsékleten.
A nem adszorbedlt baktériumokat a lemez hromszori
séoldat-Tween-es 4tmosaséval [09% NaCl, 0,05%
(térf/térf.) Tween-20] tavolitottuk el. A lemezek bak-
térium- Osszetétele ugyanaz volt, mint az I. példinal
azzal a kivétellel, hogy E. coli vagy K. pneumoniae
lemezet nem alkalmaztunk. Az ELISA eljérast Ggy in-
ditottuk el, hogy el6sz6r a lemezeket blokkoltuk 200
pliireg blokkol6 pufferal [PBS, pH 7,2, amely még 5
sily/térf, % nem zsiros tejport, 0,01% (térf/térf.) An-
tifoam A (Sigma) habgatlét és 0,01 tomeg/térf. % Ti-
merozlt is tartalmaz] 60 percen 4t szobah6mérsékle-
ten. A blokkolds utdn a lemezeket hdromszor mostuk
séoldat-Tween-nel (lsd fentebb). 50 pl PBS-t (pH
7,2), amely még 0,1% Tween 20-at és 0,2% (t6-
meg/térf.) BSA-t is tartalmazott, helyeztlink minden
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egyes liregbe. A tenyésztd lemezek liregeibSl szdrmazo6
feliiliisz6kat egy mésolat (replika) lemezre helyeztiik,
az antigén-lemezek megfelel§ iiregeibe 50 pl-t helyez-
ve, és a lemezeket 30 percen 4t inkubéltuk szobahd-
mérsékleten. A feliilisz6kat ezutin eltdvolitottuk, az
iiregeket hidromszor mostuk séoldat-Tween-nel (ldsd
fentebb), és 50 ul megfelelSen higitott torma-peroxi-
d4zt (HRP), amely kecske anti- humén IgG + IgM-hez
(Amerikan Qualex International, A 1114 szdm+A 1124
szdm) volt hozzékapcsolva, adtunk az lregekhez. Eb-
ben a példdban a HRP-kecske anti-IgG-t és HRP-kecs-
ke anti-IgM-et 1:5000, illetve 1:3000 végsd higitisban
alkalmaztuk, a higitdst PBS-ben (pH 7,2) végezve,
amely még tartalmazott 0,05% Tween 20- at és 0,1%
BSA-t, 30 perces inkub#l4st kovetden szobahdmérsék-
leten, az enzimmel konjugélt kecske antitestek folos-
legét eltdvolitottuk és az iiregeket haromszor mostuk
s6oldat-Tween-nel. Az ELISA mérés tovabbi részét,
beleértve a szubsztritum hozzdadésat és az ezt kovets
szinkifejlesztést, az 1. példaban leirtak szerint hajtottuk
végre.

A fenti médszerrel végezve a tenyészet felliliszok
elemzését, az elemz&s két olyan iireg (13Cl és 5G2)
azonositasdhoz vezetett, amelyek csak a Fisher-féle 4-
7. immun-tipusi lemezeken voltak pozitivak. ELISA-
val ezt kdvetden egyedi immun-tipusi antigén leme-
zeken meghatéroztuk, hogy a 13Cl iiregben levé anti-
test Fisher-féle 5. immun-tipusd volt, mig az 5G2
iiregben levé antitest Fisher-féle 6. immun-tipusra volt
fajlagos. Az 1. példaban leirt médon, de ELISA formét
és a jelen példéban leirt HRP-anti-humén IgG és HRP-
anti-human IgM reagenseket alkalmazva elvégzett izo-
tipus-meghatérozds IgM reagenseket alkalmazva el-
végzett izotipus-meghatdrozds IgM izotipust mutatott
ki a fenti Fisher-féle immun-tipusi fajlagos antitestek
mindegyikéhez.

A 13Cl és 5G2 iirekegb6l szdrmaz6 fajlagos antitest-
termel§ sejtek kl6nozasat ugy végeztiik, hogy a sejteket
mindkét iiregbSl egymast6l fiiggetleniil szdmtalan kor-
l4tozott higitasi kl6nozési somak vetettik ald, amig az
dsszes vizsgalt kl6nozott feliilisz6 a fenti ELISA eljé-
rdssal nem eredményezett pozitiv reakciét a megfeleld
Fisher-immun-tipussal. A klénozast 96 iireges kerekfe-
nekd lemezeken hajtottuk végre, 110 besugérzott
(2400 Rad) humén PBL-lel, mint t4pl4l6 sejttel iiregen-
ként. Hét nappal késébb tovébbi 1010° besugérozott
PBL-t adtunk minden egyes iireghez. Az igy létrejott
klénozott sejtvonalat, amely anti-Fisher-féle 6. immun-
tipusd human monoklon4lis antitestet termelt, 5G2-vel
jeloltik. A kl6nozé vonalak birmelyike 4ltal termelt
monoklonélis antitest ugyanazt a jelzés viseli, mint a
megfelel vonal, amely elG4llitotta azt.

A jelen szabadalmi bejelentés benytjtisa el6tt az itt
leirt 13C1 és 5G2 sejtvonalakat elhelyeztiik az Ameri-
kai Fajtatenyészet Gydjteményben (ATCC), ahol ezek
a CRL 8796 és CRL 8797 jelzést kaptdk.

Az immun-folt elemzést a hét Fisher-féle immun-
tipus mindegyikéb6l nyert kiils6 membrin készitmé-
nyen (OMP) hajtottuk végre 13Cl és 5G2 monoklon4-
lis antitestekxel, amint ezt az I. példdban leirtuk, de
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némi, kovetkezd moédositdsokkal. A monoklonilis an-
titestet inkubaldsa és az ezt koveté PBS-Tween- és
mosisi sorozat utdn az NCM foltok mindegyikét 1
6rén 4t 25 °C hémérsékleten inkubiltuk 1:1000 higi-
t4sban (PBS-Tween-ben) levs, kecske-anti humén IgG
+ IgA + IgM-mel (Zymed) kapcsolt alkélikus foszfa-
tizzal. A foltokat azutin Otszor Ot perces mosdsnak
vetettitk ala PBS~Tween-ben, ekkor pedig az antigén-
antitest kolcsonhatast lathatéva tettiik a foltokat 20-30
percig 25 °C hémérsékleten 30 ml nitro-kék-tetrazli-
um/5-brém-4-k16r-3-  indolil-foszfit (NBT-BCIP)
szubsztrstumban inkubélva, amint ezt Leary és mun-
Kkatarsai leirtak (Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1983) 80,
4045-4049). A szin kifejlesztésének leallitaséra a fol-
tot tobbszor ionmentes vizben ledblitettiik. A 13Cl és
5G?2 monoklonélis antitestek pozitiv reakciét csak ho-
moldg antitest: bakteridlis kiils6 membran kombin4ci6é
esetében adtak. Ez azt jelenti, hogy a 13Cl monoklo-
nalis antitest csupdn a Fisher- féle 5. immun-tipusd
baktériumok OMP-jével reagélt, mig az 5G2 monok-
lonélis antitest ¢supén a Fisher-féle 6. immun-tipusi
baktériumok OMP-jével reagilt. A reakcié mindkét
esetben szabdlyos térkozd csikok létra-szerd profiljat
eredményezte, ami arra enged kovetkeztetni, hogy az
LPS a felismert molekuléris cél. Annak al4tdmaszts-
séra, hogy az LPS a célzott antigén, meg kell tovabbé
jegyezni, hogy a ¥tra-szerd profilok véltozatlanok vol-
tak minden esetben, amikor az OMP-ket hével kezel-
tiik (100 °C, 1 6ra), majd 60 °C hémérsékleten 2 6ran
4t inkub4ltuk K proteiniz (Boehringer, Mannheim,
NSZK) jelenlétében (10-20 ug/50 pg fehérje a min-
taban) az elektroforézis el6tt. Az ut6bbi kezelésrél is-
mert, hogy elron¢solja a fehérje-antigéneket.

A 13Cl és 5G2 humén monoklonalis antitestek in vit-
ro funkcionalis aktivitdsét vizsgaltuk meg opszonofa-
gocités baktericid vizsgélatban. Triptonos-sz6jés tdpko-
zegben nétt, logaritmikus novekedési fizisban levd
baktériumokat nyertiink ki a tenyészetbdl, djra szusz-
pendaltunk Hank-féle kiegyensiilyozott séoldatban,
amely még 0,1% #selatint és 5 mm6l/1 HEPES-t is tar-
talmazott (HBSSAGEL/HEPES), ODe¢60=0,100 értékre,
majd ugyanezzel a pufferral 1:1000 ardnyban felhigi-
tottuk. Egészséges onkéntesek alvadt vérébdl szdrmazo
szérum szolgalt humin komplementer-forrdsként.
Haszn4lat el6tt kilenc rész szérumot egyesitettiink 1
rész 0,1 mél/1-es EDTA-val (pH 7,2), majd adszorbe4l-
tattuk P. aerugin®8a hét Fisher-féle immun-tipuséval,
amint ezt az I, péiddban részletesen leirtuk. Hogy meg-
akad4lyozzuk az akternativ it komplement-komponen-
seinek aktival6dfsdt, az abszorbedlt szérumot tov4bb
kezeltiik zymosaa~nal (Sigma) a properdin eltdvolitdsa
céljab6l, amint ezt Bjornson és Michael leirtik [J. Inf.
Dis. (1974), 130. Kiegészités, S 119- S 125].

A reakci6t 1,5 ml-es, polipropilénbél késziilt kidpos
csében Ugy indfwituk meg, hogy 100 pl baktérium-
szuszpenzi6t egyesitettiink 50 ul, monoklonélis antites-
tet tartalmaz6 feWbiszéval. 30 percen 4t szobah6mér-
sékleten végzett ikubdlds utdn 50 pul komplementet, 50
! neutrofil sejt smszpenzi6t és 250 pl HBSS/GEL/HE-
PES-t adtunk minden egyes cs6hdz. A csdveket tovabbi
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egy 6rin 4t inkubéltuk 37 °C hémérsékleten, riz6gé-
pen, ezutdn 10 pl-t minden cs6b6l dsszekevertink 3 ml
folyékony triptonos-sz6jas agarral (45 °C h6mérsékle-
ten) és a keveréket triptonos-sz6jis agarlemezekre 6n-
tottik. Miutdn az agart megfelel6 ideig szildrdulni
hagytuk, a lemezre tovébbi 3 ml folyékony triptonos-
sz6j4s agart rétegeztiink. A lemezeket egy éjszakén 4t
inkubéltuk 37 °C hémérsékleten, és a kdvetkezS napon
a keletkezett baktérium- telepeket megszamoltuk Que-
bec telepszamlal6val. Megfelel6 kontrollokat is vettiink
fel, hogy megvizsgéljuk az antitest fajlagossdgat, vala-
mint azt, hogy a baktericid aktivitds vajon az opszono-
fagocitézis eredménye volt vagy sem; a kontrollokat
gy készitettiik, hogy (1) nem a megfelelé monoklon4-
lis antitestet adtuk a megfelelS antitest helyett, illetve
(2) a neutrofil sejteket HBSS/GEL/HEPES-sel helyet-
tesitettiik. Amint az alabbi 5. tdbldzatbd] l4thaté, a 13Cl
és 5G2 monoklonélis antitestek baktericid hatdsdak
voltak homol6g torzseiket illetéen. Az eredmények
minden esetben azt jelzik, hogy az opszonizélt baktéri-
umok fagocita-felvétele a huméin neutrofil sejtek 4ltal
elsédlegesen felelGs a baktérium-szdm csokkenéséért.
Ezeknek a kisérleteknek a megismétlése nem homol6g
antitest-baktérium kombin4ciékkal nem eredményezett
bakterialis felvételt, igy demonstrilva a fenti antitestek,
mint opszoniz416 antitestek mindegyikének funkcion4-
lis fajlagossdgat.

5. téblazat

Opszonofagocitds baktericid vizsgdlat
13C1 antitest® Neutrofil sejtek® Baktérium-telepek

sz4ma®
- - 844
+ - 721
- + 756
+ + 11

}()=humén anti-Fisher-féle 2. immun-tipusii 6F11
monoklonélis antitest

®-)=HBSS/GEL/HEPES csupn

c=a kisérlet Fisher-féle 5. tipusi baktériummal volt
végrehajtva

5G2 antitest® Neutrofil sejtek® Baktérium-telepek

széma®
- - 451
+ - 422
- + 570
+ + 166

#(=)=humén anti-Fisher-féle 2. immun-tipusd 6F11
monoklonélis antitest

b(-)=HBSS/GEL/HEPES csupén

c=a kisérlet Fisher-féle 6. tipust baktériummal volt
végrehajtva

-12-
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Az L. példdban részletesen leirt folyamatot alkal-
mazva a monoklonélis antitestek in vivo aktivitasinak
becslésére a kovetkez6 eredményeket nyertiik (6. t4b-
lazat), amelyek vildgosan demonstraltdk, hogy a 13Cl
és 6G2 antitestek védelmet nytjtanak a homol6g torzs
halélos adagja ellen.

6. tibldzat
In vivo védelemre vonatkoz6 tanulmanyok

13C1 €16k szama/teljes szdm
3 nappal a beadés utén

13C1 (Anti-Fisher-féle 5.

immun-tipus) 10/10
CSB7 (Anti-Fisher-féle 1.
immun-tipus) 0/10

Tovabbi valtozés 3 nap utin nem tértént

Fert6zési adag: 5 LDso é16 Fisher-féle 5.
immun-tipusd baktérium
5G2 él6k szdma/teljes szdm
3 nappal a bead4s utin

5G2 (Anti-Fisher-féle 6.

immun-tipus) 10/10
C5B7 (Anti-Fisher-féle 1.
immun-tipus) /10

Tovébbi viltozés 3 nap utin nem tortént
Kihivési adag: 5 LD’ é16 Fisher-féle 6.
immun-tipusi baktérium

V. példa

Az V. példa médszert mutat be Fisher-féle 7. im-
mun-tipusd P. aeruginosa elleni humén monoklonilis
antitest el64llitdséra, tovabb4 bemutatja az emlitett an-
titest védd aktivitdsét in vivo a homol6g torzs halélos
kimeneteld fert6zése ellen.

Egy epeh6lyag-fibrézisos betegtdl, akirsl ismert
volt, hogy krénikus P. aeruginosa fertézésben szenved,
periférids vérmintét vettiink. Egymagvi sejteket kiilo-
nitettiink el a vérbél olyan médon, ahogyan ezt az I.
példaban leirtuk. Az érzékeny B sejtek sejttel hajtott
transzform4ldsét a I1. példdban leirtak szerint hajtottuk
végre azzal a kivétellel, hogy nyolc lemezet oltottunk
be 8000 E'PBL plusz 60 000 1A2 sejt/itreg-gel kerek-
fenekd, 96 iireges lemezeken.

A tenyészet feliilisz6inak 4tvizsgélasst fajlagos an-
titestekre a IV. péld4ban lefrtak szerint hajtottuk végre.
Az iregek egyikének, a 8E7 jelinek feliilisz6ja pozi-
tiv eredményt adott, de csak a Fisher-féle 4-7. immun-
tipusti lemezeken, ezt kés6bb Fisher-féle 7. tipusra faj-
lagosnak hatéroztuk meg, amikor az egyedi immun-ti-
pusi antigén-lemezeken hatiroztuk meg. Az izotipus
meghatéroz4s, amelyet a IV. példiban leirtak szerint
végeztiink, megmutatta, hogy ez IgM izotipusi, a Fis-
her-féle 7. immun-tipusra fajlagos antitest.
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A 8E7 iireg fajlagos antitest-termel§ sejtjeinek kl6-
nozését a IV. példiban leirt folyamatot kovetve hajtot-
tuk végre. Az igy létrejott kl6nozott sejtvonalat, amely
anti-Fisher-féle 7. immun- tipusi huméin monoklonélis
antitestet termelt, 8E7-nek jeloljiik. Az ez 4ltal a vonal
4ltal termelt monoklondlis antitest ugyanezt a jelzést
viseli. A jelen szabadalmi bejelentés benyiijtasa eldtt
az itt leirt 8E7 sejtvonalat elhelyeztik az Amerikai
Fajta- tenyészet Gyijteményben (ATCC) ahol ez a
CRL 8795 jelzést kapta.

A 1V. példéban leirt m6don végrehajtott immun-folt
elemzés a hét Fisher-féle immun-tipus mindegyikébdl
nyert kiilsé membran- készitményeken (OMP) 8E7
monoklondlis antitestte] csak a Fisher- féle 7. immun-
tipusd baktériumbél nyert OMP-n mutatott pozitiv re-
akcibt. A reakci6 szabélyos térkdzd csikok 1étra-szerd
profiljit eredményezte, ami arra vall, hogy az LPS a
felismert molekuléris cél. Az immun-folt profil-vélto-
zatlan maradt, amikor a Fisher- féle 7. immun-tipusi
OMP-t melegitettik és K-proteindzzal kezeltiik (l4sd
IV. példa) az elektroforézis el6tt, tovabb erdsitve azt
a feltevést, hogy az LPS a cél-antigén.

Az 1. példdban részletezett folyamatot alkalmazva
a 8E7 monoklonilis antitest in vivo aktivitdsdnak becs-
lésére kovetkez eredményeket nyertiikk (7. tabl4zat),
amelyek vildgosan demonstraltdk, hogy a 8E7 antitest
védelmet nyijt a Fisher-féle 7. immum-tipusi bakté-
riumok halélos kihivést jelent§ adagja ellen.

7. tablazat
In vivo védelemre vonatkoz6 tanulminyok

8E7 €16k széma/teljes sz4m
3 nappal a bead4s utén

8E7 (Anti-Fisher-féle

7. immun-tipus) 10/10
CSB7 (Anti-Fisher-féle
1. immun-tipus 1/10

Tov4bbi viltozds 3 nap utin nem tortént
FertGzési adag: 5 LDso €16 Fisher-féle 7.
Immun-tipusi baktérium

VI. példa

A VI. példa médszereket mutat be a P. aeruginos4tél
kiildnboz6 Pseudomonas-fajok LPS molekuldin levé
szerotipusos determinénsok elleni human monoklon4-
lis antitestek eldallitdsshoz. A példa tovabbd modsze-
reket mutat be az igy termelt humé&n monoklon4lis an-
titestekbdl olyanok kivalasztdsra, amelyek védS ha-
tdst mutatnak emldsokben homolég baktériumok
haldlos adagja ellen.

Az I-TV. példékban leirt eljardsokat lehet ismételni,
kiinduldsi anyagként olyan limfocitdkat alkalmazva,
amelyeket més Pseudomonas-fajoknak (pl. P. mallei,
P. Pseudomallei, P. fluorescens, P. putida, P. cepacia,
P. stutzeri és P. maltophilia) kitett humén donorokbél
nyertiink ki. A lehetséges donorokat gy lehet 4tvizs-
gélni, ahogyan ezt a IV. példdban bemutattuk, hogy
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meghatérozzuk azokat a személyeket, akik a kiilonbd-
z6 Pseudomonas fajok és ilyen fajokon belil kilén-
bozé altipusok hatdsdnak voltak kitéve. Az I-IV. pél-
dakban leirt folyamatokat elvégezve oOrokos humén
sejtvonalakat hozunk létre, amelyek tipus-fajlagos hu-
mén monoklonilis antitesteket valasztanak ki a Pseu-
domonas ilyen fajai egyedi tipusainak LPS molekul4i
ellen. Ezeknek a monoklonlis antitesteknek a tovébbi
elemzése az I-IV. példdkkal 6sszhangban azonosithat-
ja azokat az antitesteket, amelyek védd hatdstak a ho-
molég térzsnek tulajdonithaté fertézés haldlos kovet-
kezményei ellen.

VII. példa

A VII. példa m6dszereket mutat be a Pseudomonas
nemzetségtdl eltérd gram-negativ baktériumok torzse-
inek LPS molekuldin lev§ szerotipusos determindnsok
elleni humén monoklonélis antitestek el¢allitdsdra. A
példa tovdbb4 médszert mutat be az igy nyert humén
monoklonalis antitestekb6l olyanok kivélasztisira,
amelyek véd§ hatdst mutatnak emlSsokben homoldg
baktériumok halélos adagja ellen.

A -1IV. példdkban leirt eljirdsokat lehet ismételni,
kiinduldsi anyagként olyan limfocitdkat alkalmazva,
amelyeket gram-negativ baktériumok més tdrzseinek
{pl. E. coli, K. Pneumoniae, P. vulgaris és S. marces-
cens) kitett human donorokbél nyertiink ki. A lehetsé-
ges donorokat 4t lehet vizsgdlni, hogy azonositsuk
azokat a személyeket, akik korabban az ilyen baktéri-
umok kiilénboz6 torzseinek voltak kitéve. A kordbbi-
akban leirt folyamatokat kivitelezve folytonos huméin
sejtvonalakat hozhatunk létre, amelyek az E. coli, il-
letve P. vulgaris, illetve S. marcescens LPS molekuldin
levé szerotipusos determindnsok elleni humén monok-
londlis antitesteket vélasztanak ki. Ezeknek a humén
monoklonélis antitesteknek a kordbban leirt médon
végzett elemzése kimutatja, mely antitestek véd6 ha-
tastiak a homoldg torzsnek tulajdonithaté fertGzés ha-
lilos kovetkezményei ellen, feltéve, hogy a homolég
torzs megcélzott LPS molekuldi ,hozzaférhetdk” (l4sd
az LPS molekulédk ,, hozzéférhetdség”-€re vonatkozé
korébbi fejtegetéseket).

Farmakolégiai készitmények és alkalmazds

A jelen taldlminy szerinti antitesteket be lehet épi-
teni komponensként olyan gyégyészati készitmények-
be, amelyek terdpids vagy profilaktikus mennyiségben
tartalmazz4k a jelen talilminy szerinti monoklonélis
antitestek legalibb egyikét egy gy6gy4aszatilag hatésos
hordozéval. Egy gyégyészatihordoz6 lehet barmilyen
Osszeférhetd, nem toxikus anyag, amely alkalmas arra,
hogy a monoklonalis antitestet a beteghez tovébbitsa.
Steril viz, alkohol, zsirok, viaszok és kdzdmbos szilard
anyagok alkalmazhat6k hordozéként. Gybgyészatilag
elfogadott adjuvénsok (pufferolé szerek, diszpergilé
szerek) szintén beépithetSk a gy6gyészati készitmény-
be. Az ilyen készitmények tartalmazhatnak egyedi mo-
noklondlis antitesteket, ugy, hogy ez csak egy bizo-
nyos baktérium-torzs vagy tipus ellen fajlagos. Ez azt
az el6nyt nyijtja, hogy tokéletesen fajlagos anyag 16-
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vén nem tartalmaz tobblet-antitesteket. Az ilyen ter-
méknek viszont hétrdnya az, hogy annyira fajlagos,
hogy nem lehet széles az alkalmazési kdre. Egy mésik
médszer szerint egy, gyégyészati készitmény tartal-
mazhat ket vagy tébb monoklondlis antitestet ,kok-
té1"-t képezve. Igy pl. P. aeruginosa-nél egy koktél,
amely az immun- tipusok vagy szerotipusok mindegyi-
ke elleni humé4n monoklonlis antitesteket tartalmazza,
univerzilis termék lehet a sz6ban forgé baktérium 4l-
taldnos tipusainak nagy tobbsége elleni aktivitdssal
Mis fajok és torzsek esetében éppen (igy alkalmazha-
tok egyedi antitestek, vagy antitestek keverékei.

Kiilonds érdekességiek azok a gyogyaszati készit-
mények, amelyek legaldbb két, altaliban legaldbb ha-
rom, még altaldnosabban legaldbb négy, gyakrabban
legaldbb hét, de akér még tiz vagy tobb humén mo-
noklonalis antitestet is tartalmaznak. Kiilonos érdekes-
ségilek legalabb két humén monoklonélis antitest kom-
binici6, amelyek fajlagosan reagdlnak legaldbb két
Fisher-féle immun-tipussal, pontosabban a Fisher-féle
1., 2., 3., 4., 5., 6. és 7. immun-tipusbdl kettGvel, de
el6nydsen legaldbb néggyel. Az elényds kompoziciok
legaldbb négy Fisher-féle immun-tipussal reagélnak,
még elénydsebben ot-hat immun-tipussal és legeld-
nydsebben mind a hét immun-tipussal.

A kiilénbdz6 komponensek mélardnyai 4ltaldban
nem kiillénbdznek jobban, mint 1:10 arinyban, de leg-
inksbb 1:1-2 mélarényban taldlhaték meg a készit-
ményben bérmelyik mésik komponensre vonatkoztat-
va.

A jelen taldlmény szerinti humén monoklon4lis an-
titestek és gy6gyészati készitményeik f6leg szdjon 4t
és parenterdlisan hasznélatosak. A gyégyészati készit-
ményeket eldnydsen parenterdlisan lehet beadni pl.
szubkutén, intramuszkuléris vagy intravénds formaé-
ban. gy a jelen taldlmény parenteralis bead4shoz valé
készitményeket szolgéltat, amelyek humén monoklo-
n4lis antitesteket vagy azok ,kokté]”-jat tartalmazzik
elfogadhaté hordozéban, elénydsen vizes hordozéban
oldva, A vizes hordoz6k széles vélasztéka alkalmaz-
haté, pl. viz, pufferolt viz, 0,4%-os séoldat, 0,3%-os
glicin-oldat, stb. Ezek az oldatok sterilek és 4ltaliban
mentesek a szilard részecskéktSl, Ezeket a készitmé-
nyeket hagyoményos, j6l ismert technikékkal lehet ste-
rilezni. A készitmények tartalmazhatnak gyégyészati-
lag elfogadhat6 kiegészit§ anyagokat, amelyek a hoz-
zévetSlegesen fiziologids koriilményekhez sziksé-
gesek, mint pl. pH bedllité és pufferol6 szerek, t6nus-
be4llité szerek és hasonlék, pl. nitrium- acetit, nétri-
um-klorid, kélium-klorid, kalcium-klorid, nétrium-
lakt4t, stb. Az antitest koncentrici6ja ezekben a ké-
szitményekben széles hatdrok kozt véltozhat, pl. keve-
sebb, mint 0,5%-t6}, de inkébb 1%-t6] akér 15 vagy
20 tdmeg%-ig is és ezt els6dlegesen a folyadék-térfo-
gat, viszkozitss, stb., alapjén, de még ink4bb el6nyd-
sen a kivélasztott beaddsi méd alapjén szabjsk meg.

fgy intramuszkul4ris injekci6hoz szolgdlé tipikus
gy6gyszerkészitményt Jehet elkésziteni 50 mg monok-
lonélis antitestb6l és 1 ml steril, pufferolt vizb6l. Intra-

60 vén4s infizibhoz val6 tipikus készitmény 250 mi steril
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Ringer-oldatot és 150 mg monoklondlis antitestet tartal-
maz. Parenterdlisan beadhat6 készitmények elkészité-
séhez aktuilis médszerek ismertek vagy nyilvanvaléak
azok szémdra, akik a szakteriileten jértasak, és ilyenek
részletesen le is vannak irva pl. a Remington’s Pharma-
ceutical Science c. konyvben [15. kiad4s, kiad6: Mach
Publishing company, Easton Pennsylvania (1975)],
amelyet referenciaként épitiink be ebbe a bejelentésbe.

A jelen taldlmény szerinti antitesteket tirolds célji-
bol lehet liofilezni, és haszndlat eldtt megfeleld hor-
dozéban helyreallitani. Errél a technikdrél mér kimu-
tattdk, hogy hatésos hagyomanyos immunglobulinok-
kal, és a szakterileten ismert liofilezési és
helyreallitasi technikékat lehet alkalmazni. Azok, akik
a szakteriileten jirtasak, tudjék, hogy a liofilezés és a
helyreallitds az antitest-aktivitds valtozé mértékd vesz-
teségéhez vezethet (pl. hagyoményos immunglobuli-
noknél az IgM antitestek nagyobb aktivitis-veszteség
felé mutatnak, mint az IgG antitestek), és hogy az al-
kalmazisi szinteket ehhez kell igazitani, hogy ki-
egyenlitsiik a veszteségeket.

A jelen humén monoklonalis antitesteket vagy kok-
téljaikat tartalmazé készitményeket be lehet adni
gram-negativ baktériumok elleni profilaktikus és/vagy
terépids kezeléshez. A gybgyédszati alkalmazisban a
készitményekeket a mir gram-negativ baktériumokkal
fert6zott betegnek adjuk be olyan mennyiségben,
amely alkalmas kigy6gyitani a beteget vagy legaldbb
részben visszaszoritani a fert6zést €s kdvetkezményeit.
Azt a mennyiséget, amely képes véghezvinni ezt, mint
#terdpidsan hatdsos adag”-ot nevezziik meg. Az ehhez
az alkalmazishoz hatésos adag fiigg a fert6zés silyos-
sagatol és a beteg sajat immun- rendszerének 4ltal4nos
allapotat6l, de 4ltaldban az 1-200 mg antitest/testsily
kg tartomdnyt, 5-25 mg/kg-os adagokkal elényds al-
kalmazni. Figyelembe kell venni, hogy a jelen tal4l-
mény szerinti anyagokat 4ltaldban sdlyos betegség 4l-
lapotaban alkalmazhatjuk, azaz életet fenyegetd vagy
potenciélisan életet fenyegetd helyzetekben, killondsen
bakterémidban és endotoxémiéban. Ilyen esetekben az
extra anyagok tdvollétének és az ,idegen anyag” ki-
iirités tavollétének szempontjai a jelen taldlmény sze-
rinti humédn monoklonalis antitestekkel ki vannak elé-
gitve, ezért lehetséges és kivanatosnak is érezhetd a
kezelS orvos részér6l, hogy ezeknek az antitesteknek
jelentds foloslegét adja be.

A profilaktikus alkalmazisban a jelen antitesteket
vagy koktéljaikat tartalmaz6 készitményeket olyan p4-
cienseknek adjuk be, akik még nincsenek megfertSzve
gram-negativ baktériumokkal, hogy noveljik a paciens
ellenslloképességét egy ilyen lehetséges fertGzéssel
szemben, Egy ilyen mennyiséget ,,profilaktikusan ha-
tdsos adag”-ként hatirozunk meg. Ebben a felhaszn4-
l4sban a pontos mennyiségek ismét fiiggnek a paciens
egészségi Allapot4t6l és immunitdsdnak 4ltaldnos szint-
Jjét6l, de 4ltaldban a 0,1 mg/kg és 25 mglkg kozti tar-
tom4nyban, els@sorban a 0,5 mg/kg és 2,5 mg/kg kozti
tartoméanyban vannak.

A készitmények egyszeri vagy tobbszori bead4sat
adagolési szintekkel és mennyiségekkel lehet végre-
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hajtani, ahol a megfelelé form4t a kezel§ orvos vé-
lasztja ki. Barmilyen esetben a gyégyészati kiszerelési
formaknak olyan mennyiségd, jelen taldlminy szerinti
antitesteket (egy- vagy tobbfélét) kell szolgéltatniuk,
amely elegend6 a paciensek hatdsos kezeléséhez.

Bér az itt leirt taldlmany tobb eljérést részletesen
bemutatott illusztricié céljdb6l a megértés tisztaséga
érdekében, nyilvinval6, hogy bizonyos véltoztatisok
és modositisok gyakorlatilag is végrehajthatk az ez
utin kovetkez§ szabadalmi igénypontok 4ltal megsza-
bott oltalmi kéron belil.

SZABADALMI IGENYPONTOK

1. Eljéras folyamatosan €16 sejtvonal elGéllitasara,
mely egy gram-negativ baktérium hozzéférhetd lipo-
poliszacharid molekuldin levé szerotipusos determi-
n4nsokkal fajlagosan reagdlé human monoklonélis an-
titesteket valaszt ki, azzal jellemezve, hogy gram-ne-
gativ baktériumokkal fert6zétt humén donorokbél
sz4drmaz6 B limfocitdkat immortalizdlunk és gram-ne-
gativ baktériumok szerotipusos determindnsai elleni
humé4n monoklon4lis antitesteket termeld sejtvonalakat
szelektiljuk.

2. Az 1. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemezve,
hogy a B limfocitdkat sejttel hajtott transzforméciéval
immortaliz4ljuk.

3. Az 1. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy Pseudomonadaceae csalddba tartozé gram-nega-
tiv baktériumokhoz kot6d6 humén monoklonélis anti-
testeket termel$ sejtvonalakat szelektéljuk.

4. A 3. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy Pseudomonas szerotipusos determinénshoz kot6-
dé huméin monoklon4lis antitesteket termel§ sejtvona-
lakat szelektéljuk.

5. A 4. igénypont szerinti eljards, azzal jellemezve,
hogy a Pseudomonsa aeruginosa szerotipusos determi-
nénshoz ko6t6dé human monoklonilis antitesteket ter-
meld sejtvonalakat szelektaljuk.

6. Az 5. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy a Fisher-féle 1-7. immun-tipusi lipopoliszacha-
ridokhoz kot6dé humén monoklondlis antitesteket ter-
melG sejtvonalakat szeketdljuk.

7. Eljirds gram-negativ baktériumok hozziférhetd
lipopoliszacharid molekuldin lev§ szerotipusos deter-
minénsokhoz specifikusan ko6t6d§ humén monokloné-
lis antitestek eld4llitdsdra, azzal jellemezve, hogy
gram-negativ baktériumok szerotipusos determinénsa-
ihoz kot6d§ humé4n monoklonélis antitesteket termeld
immortaliz4lt sejtvonalakat tdpkdzegben tenyésztiink,
majd a monoklonilis antitesteket elvélasztjuk.

8. A 7. igénypont szerinti eljaras, azzal jellemezve,
hogy sejttel hajtott transzforméciéval immortalizalt
sejtvonalakat tenyésztiink.

9. A 7. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemezve,
hogy Pseudomonadaceae csalddba tartoz6 gram-nega-
tiv baktériumokhoz k6t6d6 humén monoklon4lis anti-
testeket termel@ sejtvonalakat tenyésztiink,

10. A 9. igénypont szerinti eljarés, azzal jellemezve,
hogy Pseudomonas szerotfpusos determininshoz kotd-
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dé hum4n monoklonilis antitesteket termeld sejtvona-
lakat tenyésztink.

11. A 10. igénypont szerinti eljras, azzal jellemez-
ve, hogy a Pseudomonas aeruginosa szerotipushoz ko-
t6dé human monoklon4lis antitesteket termel§ sejtvo-
nalakat tenyésztiink.

12. A 11. igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy a Fisher-féle 1-7. immun-tipusd lipopolisza-
charidokhoz k&t6d6 huméin monoklonélis antitesteket
termeld sejtvonalakat tenyésztiink.

13. A 7. igénypont szerinti eljiras, azzal jellemezve,
hogy az ATCC CRL 8562, CRL 8752, CRL 8753, CRL
8754, CRL 8795, CRL 8796 vagy CRL 8797 sejtvo-
nalakat tenyésztjiik.

14. Eljiras gy6gyaszati készitmények elGéllitdséra,
azzal jellemezve, hogy a 7. igénypont szerint el6éllitott
humén monoklonélis antitesteket gy6gyészatilag alkal-
mazhaté hordoz6anyaggal vagy -anyagokkal szokésos
dézisformdvé alakitjuk.

15. A 14. igénypont szerinti eljérés, azzal jellemez-
ve, hogy tobbféle kiilénboz6 szerotipusos determinéins-
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hoz kot6d6 humén monoklonélis antitestet alkalma-
zunk.

16. A 15. igénypont szerinti eljérds, azzal jellemez-
ve, hogy tobbféle azonos species killénbdz6 szerotipu-
séhoz kot6d6 humén monoklonélis antitestet alkalma-
zunk.

17. A 16, igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy tobbféle Pseudomonas aeruginosa kiilonbdzd
szerotipusshoz k6t6d6 human monoklonlis antitestet
alkalmazunk.

18. A 17. igénypont szerinti eljirds, azzal jellemez-
ve, hogy kiilonboz6 Pseudomonas aeruginosa Fisher-
féle 1-7. immun-tipust lipopoliszacharidokra specifi-
kus humén monoklonilis antitesteket alkalmazunk.

19. A 18, igénypont szerinti eljirés, azzal jellemez-
ve, hogy az ATCC CRL 8562, CRL 8752, CRL 8753,
CRL 8754, CRL 8795, CRL 8796 vagy CRL 8797
sejtvonalak 4ltal termelt humén monoklonélis antites-
teket alkalmazunk.
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