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Tiivistelmi - Sammandrag

Keksintd koskee Pseudomonas aeruginosa-infektioihin tehoavia
valmisteita, nimittiin rokotteita aktiiviseen immunisointiin
sekd vasta-aineita sisdltivii, passiiviseen suojaamiseen
tarkoitettuja valmisteita ja menetelmii niiden valmistami-
seksi. Rokotteet sisdltiviat suojaavia H-serotyypin a ja b
flagella(H)—antigeeneja,jotka koostuvat monomeerisisty aine-
osista, jokainen monomeerinen aineosa koostuyu midrityistd
aminohapoista, joissa on midrdtty N-terminaalinen aminohap-
posekvenssi ja midrdtty molekyylipaino. Rokotteet voidaan
valmistaa puhdistetuista flagella(H)-antigeeni-liuoksista.
Immunoglobuliini—G-pitoiset valmisteet sisiltivit protektii-
visilla flagella(H)—antigeeneilli immunoitujen verenluovut-
tajien tai vastaavasti nisikkd iden veriplasmasta saatuja
flagella(H)-vasta—aineita. Ne voidaan puhdistaa affiniteet-
tikromatografigsilla menetelmilli,
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Uppfinningen avser preparat som &r verksamma mot Pseudomonas
aeruginosa infektioner, nimligen vacciner £6r aktiv immuni-
sering samt preparat innehillande antikroppar avsedda f&r
passivt skydd, samt fdrfaranden f8r framstillning av dessa.
Vaccinerna innehdller protektiva flagella(H)~-antigener av
H-serotyp a och b, vilka bestir av monomera bestindsdelar,
varje monomer bestdndsdel 4r uppbyggd av bestimda aminosyror
med en bestdmd N-terminal aminosyrasekvens och uppvisar en
bestimd molekylvikt. Vaccinerna framstills frin renade 13s-
ningar av flagella(H)-antigener. De immunoglobulin G-haltiga
preparaten innehdller flagella(H)-antikroppar utvunna ur
blodplasmat av humandonatorer respektive diggdjur som immu-
niserats med protektiva flagella(H)-antigener. De kan renas

genom affinitetskromatografiska fdrfaranden.
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Menetelmd Pseudomonas aeruginosa -infektioihin tehoavien
koostumusten valmistamiseksi

Keksinnén liittyy Pseudomonas aeruginosa -bakteeri-infek-
tiohin tehoaviin koostumuksiin eli valmisteisiin. Etenkin
keksintd koskee patenttivaatimuksen 1 johdannon mukaista

menetelmdd tdllaisten tuotteiden valmistamiseksi.

Selityksessd on kuvattu rokotteita, jotka sisidltivit protek-
tiivista Pseudomonas aeruginosan flagella(H)-antigeenii ja
jotka on tarkoitettu kdytettdviksi aktiivisessa immunoinnis-
sa, seki immunoglobuliini-G-pitoisia bakteerin Pseudomonas
aeruginosa -infektioon tehoavia valmisteita, jotka on tarkoi-
tettu passiiviseen suojaan.

Bakteeri Pseudomonas aeruginosa on opportunistinen, patogee-
ninen taudinaiheuttaja, jota esiintyy usein sairaalainfekti-
oissa, piddasiassa potilailla, joilla on heikko vastustuskyky,
kuten palamisvaurioita saaneilla potilailla, henkildilli,
joilla on kystiinifibroosi tai orgaanisia toimintahdirisits,
ja tuumoripotilailla. Antibiootit tehoavat bakteerien resis-
tenssin vuoksi vain rajoitetusti Pseudomonas- infektioihin,
mistd syystid on yritetty kehittii immunologisia menetelmii
Pseudomonas aerigunosan aiheuttamien infektioiden torjumisek-
si.

Infektioita voivat laukaista useat kannat, jotka tuottavat
O-ryhmdantigeenejd ja H-antigeeneji. Ansorgin H-antigeenikaa-
vion mukaisesti (Zbl. Bakt. Hyg. I. Abt. Orig. A 242, 228 -
238 (1978) kidytettiessi epédsuoraa immunofluoresenssi-tek-
niikkaa erotetaan toisistaan Pseudomonas aeruginosan kohdalla
kompleksinen flagella-antigeeni a, jossa on osa-antigeenit
A, A, a;, a;, a,, ja vYhtendinen flagella-antigeeni b. Osate-
kijat a, - a, ovat riippumattomia determinantteja, niin etti
tuloksena syntyy useita H-tyyppejd sisdltivi flagellaarinen
antigeenikaavio. O-ryhmilli ja H-tyypilli on vapaita yhdis-
telmii.
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Pseudomanas aeruginosa -bakteerivalmistukseen kdytetyt kannat

ja tuotetut antigeenit on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1:

Kanta H-tyyppi
1 170001 - b
M-2 - b
2 5142 - a,
3 5940 - ay, a,
4 5939 - a,, A
5 5933 - a;, a,, a,
1210 - ag, a,, a,
16990 - ap, a;,
6 170018 - ag, a3, 4

Eristettyjen flagelliantigeenien sdikeet, jotka voidaan ottaa
talteen ravistelemalla, homogenisoimalla ja sitten sentrifu-
goimalla (R. Ansorg, W. Schmitt, Med. Microbiol. Immunlog.
(1980) 168, 217 - 226), koostuvat flagelleista ja flagellien
osista, jotka esiintyvédt yhdessa lipopolysakkarideista (LPS)
ja ravintoaineen epdpuhtauksista koostuvassa kompleksissa.
Tillaiset valmisteet ovat luonnollisesti pyrogeenisia eika
niitid voida kadyttdd ihmisessa.

PCT-julkaisussa WO 86/03947 on esitetty puhdistusmenetelmdn

jdlkeen saatujen, pyrogeenisista aineista vapaiden, polydis-

perssien natiivisten Pseudomonas-flagella(H)-antigeenien

(FAg) :n rakenne. Ne koostuvat monomeeristid osista, jolloin

jokainen monomeerinen osa sisdltaa

a) seuraavia aminohappoja: asparagiinihappoa tai vastaavasti
asparagiinid (Asp/Asn), treoniinia (THR), seriinid (Ser),
glutamiinihappoa tai vastaavasti glutamiinia (Glu/Gln),
glysiinid (Gly), alaniinia (Ala), valiinia (val), iso-
leusiinid (Ile), leusiinia (Leu), tyrosiinia (Tyr),
fenyylialaniinia (Phe), lysiinia (Lys), arginiinia (Arg)
ja mahdollisesti tryptofaania (Trp),
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b) siinid on N-terminaalinen aminohapposekvenssi Ala-Leu-Thr-
-Val-Asn-THr-Asn-Ile-Ala,

C) sen molekyylipaino on 43.500 - 53.050 ja

d) se on vapaa proliinista (Pro), metioniinisti (Met), puoli-
kystiinistji (1/2 cys) ja histidiinists (His) .

Yksittdisille flagella(H)-antigeenityypeille on edelleen
tunnusomaista se, ettd monomeeriset muodot sisdltivit amino-
hapot asparagiini/~happo, treoniini, seriini, glutamiini/hap-
Po, glysiini, treoniini, seriini, glutamiini/—happo, fenyyli-
alaniini, 1lysiini ja arginiini madridtyissid suhteissa toisiin-
sa ndhden. Taulukossa 2 on esitetty monomeeristen flagella-
(H) -antigeenien suhdeluvut ja molekyylipainot.
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PCT-patenttijulkaisun WO 86/03974 tietojen mukaisesti poly-~
disperssien natiivien Pseudomonas aeruginosa flagella(H)-an-
tigeenien tuottamiseksi kasvatetaan bakteeriviljelmii minimi-
vdliaineessa ja niiti kdsitellddn sitten detergenssilli,
minkd jidlkeen flagella(H)-antigeenit voidaan erottaa viljel-
mastd. TH118in bakteeriviljelmi voidaan joko hajottaa ennen
detergenssikésittelyé ja alistaa leikkausvoimille tai se
voidaan alistaa leikkausvoimille detergenssin lisnidollessa.
Lisdamdlls detergenssi voidaan vaikuttaa siihen, miten anti-
geeni eroaa bakteeriviljelméstd. Liuoksessa sitten olevat
antigeenit voidaan erottaa.

Tdmdn jilkeen voidaan, kuten ylld mainittiin, bakteeriviljel-
mastd erotetut antigeenit puhdistaa kromatografisesti niissi
olevista epdapuhtauksista, kuten lipopolysakkarideista, nukle-
iinihapoista, suoloista, polysakkarideista jne. Vield 1l&4sni
Ooleva detergenssi voidaan poistaa pPylvdskromatografisessa
puhdistusvaiheessa.

Tdhdn mennessi ei'ole ollut tunnettua, onko ndilléd antigee-
neilld suojavaikutusta vai ei. Nyt todettiin, ettj PCT-jul-
kaisussa WO 86/03974 esitetyills flagella(H)-antigeenityy-
peilld on suojavaikutus, jolloin monovalenttisten ja polyva-
lenttisten rokotteiden valmistus on mahdollista. Timi on
esilld olevan keksinnén ldhtoékohta.

Etenkin keksinnén tarkoituksena on mahdollistaa aktiivinen
immunoprofylaksia Pseudomonas aeruginosan aiheuttamia infek-
tioita vastaan, etenkin henkildéryhmille, joilla on suuri
riski kidrsii pPalovammoista, esim. pPalokuntaan kuuluville tai
sotilashenkiléstalle, tai potilaille, joita tulisi kdsitelli
immunosuppressiivisilla lddkeaineilla.

Erds toinen keksinnén tehtdvd on saada aikaan immunoglobulij-
ni-G-pitoisia valmisteita, jotka soveltuvat Pseodomonas
aeruginosa -infektioiden pPassiiviseen immunisointiin.
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Keksinndén mukaisille ratkaisulle on tunnusomaista se, ettad

valmistetaan koostumuksia, jotka sisdltédvdt suojaavan H-sero-

tyyppisen flagella(H) -antigeenin a tai vastaavasti b, joka

koostuu monomeerisistd osista, jolloin

a)

b)

c)
d)

jokainen monomeerinen osa sisdltdd seuraavia aminohappo-
ja: asparagiinihappoa (Asp), treoniinia (Thr), seriinid
(Ser), glutamiinihappoa (Glu), glysiinid (Gly), alaniinia
(Ala), valiinia (Val), isoleusiinid (Ile), leusiinia
(Leu), tyrosiinia (Tyr), fenyylialaniinia (Phe), lysiinid
(Lys), arginiinia (Arg) ja mahdollisesti tryptofaania
(Trp) ja metioniinid,

siind on N-terminaalinen aminohapposekvenssi Ala-Leu-Thr-
val-Asn-Thr-Asn-Ile-Ala-aminohapposekvenssi,

sen molekyylipaino on 43.500 - 53.050 ja

se on vapaa proliinista (Pro), puolisysteiinistd ja

histidiinistd ja se on vapaa pyrogeenisista aineista.

Etenkin valmistetaan kuusi spesifista H-serotyyppid, jotka on

tarkoitettu rokotteiden komponenteiksi, nimittédin

H~-serotyypin a;, a;, a, flagella(H)-antigeeni, jonka
monomeerinen muoto sisdltdd aminohappoina: asparagiinihap-
poa, treoniinia, seriinid, glutamiinihappoa, glysiinii,
alaniinia, valiinia, isoleusiinia, leusiinia, tyrosiinia,
fenyylialaniinia, lysiinid ja arginiinia suhteessa
64:33:35:42:44:68:29:29:37:3:10:19:
15 ja jonka molekyylipaino on 43.500,

H-serotyypin a,, a,-flagella(H)-antigeeni, jonka monomee-
rinen muoto sisidltdi aminohapot: asparagiinihappo, treonii-
ni, seriini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini, valiini,
isoleusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini, lysiini
ja arginiini suhteessa 69 : 35 : 38 : 44 : 47 :+ 73 : 30 :
30 : 60 : 3 : 12 : 21 : 16 ja jonka molekyylipaino on
46.700;

H-serotyypin a, flagella(H)-antigeeni, jonka monomeerinen
osa sisdltdi aminohappoina: asparagiinihappoa, treoniinia,
seriinii, glutamiinihappoa, glysiiniid, alaniinia, valiinia,

isoleusiinia, leusiinia, tyrosiinia, fenyylialaniinia,
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lysiinid ja arginiinia suhteessa 74 : 50 : 49 : 49 : 49
89 : 37 : 29 : 44 : 5 ;: 14 : 17 : 16 jonka molekyylipaino
on 52.720;

- H-serotyypin b flagella(H)-antigeeni, jonka monomeerinen
muoto sisdltii aminohappoina: asparagiinihappoa, treoniji-
nia, seriinii, glutamiinihappoa, glysiinid, alaniinia,
valiinia, isoleusiinia, leusiinia, tyrosiinia, fenyyliala-
niinia, lysiinii ja arginiinia suhteessa 74 : 48 : 48 :
49 : 51 : 91 : 38 : 30 : 43 : 4: 13 : 18 : 18 ja jonka
molekyylipaino on 53.050.

= H-serotyypin a,, a,, a, flagella(H)~-antigeeni, jonka
monomeerinen muoto sisiltii aminohappoina: asparagiinihap-
poa, treoniinia, seriinii, glutamiinihappoa, glysiinii,
alaniinia, valiinia, isoleusiinia, leusiinia, tyrosiinia,
fenyylialaniinia, lysiinid ja arginiinia suhteessa
76 : 44 : 40 : 52 : 50 81 : 32 : 32 : 41 : 4 : 12 - 20
18 ja jonka molekyylipaino on 51.250;

- H-serotyypin a,, a, flagella(H)-antigeeni, jonka monomee-
rinen muoto sisiltii aminohappoina: asparagiinihappoa,
treoniinia, seriinii, glutamiinihappoa, glysiinid, alanii-
nia, valiinia, isoleusiinia, leusiinia, tyrosiinia, fenyy-
lialaniinia, lysiinij ja arginiinia suhteessa 68 : 41
37 : 46 : 44 : 73 : 29 : 29 $ 37 : 3 : 10 : 16 : 16 : ja
jonka molekyylipaino on 45.900.

Menetelmdlle keksinn®én mukaisten rokotteiden valmistamiseksi
on patenttivaatimuksen 1 mukaan tunnusomaista se, etti
Pseudomonas aeruginosa -viljelmistd saadut puhdistetut fla-
gella(H)-antigeenit steriilisuodatetaan, mahdollisesti sekoi-
tetaan apuaineen, kuten Al (OH),:n kanssa ja haluttaessa
niihin sekoitetaan sdildntdainetta, kuten mertiolaattia.

Edelleen keksinnén kohteena on menetelmd immunoglobuliini-
G-pitoiten, Pseudomonas aeruginosa -bakteerin infektioita
vastaan tehokkaiden valmisteideen tuottamiseksi, jotka val-
misteet on tarkoitettu profylaktiseen ja terapeuttiseen
kayttssn, ja joille on ominaista se, ettd ne sisiltivit
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protektiivisilla flagella-(H)-antigeenilla immunoitujen
verenluovuttajien tai vastaavasti nisdkkdiden veriplasmasta

saatuja flagella-(H)-vasta-aineita.

N&illid flagella(H)-vasta-aineilla on motiliteettid estdva
vaikutus sekid parempi Pseudomonas aeruginosa -bakteerien

fagosytoosi ja intrasellulaarinen tuhoamiskyky.

Erdiden edullisten suoritusmuotojen mukaisesti voidaan namd
immunoglobuliini-G-pitoiset, Pseudomonas aeruginosa -baktee-
rin infektioita vastaan vaikuttavat valmisteet valmistaa
siten, ettd protektiivisilla flagella(H) -antigeeneilla im-
munoitujen verenluovuttajien tai vastaavasti nisdkkdiden
plasmaa kdsitelldadn proteiinin saostusaineilla, kuten am-
moniumsulfaatilla, saostettu immunoglobuliini-G-pitoinen
fraktio liuotetaan ja puhdistetaan, jolloin immunoglobulii-
ni-G-pitoisen fraktion puhdistus edullisesti suoritetaan
siten, ettd liuos johdetaan jonkin kantovdliaineen 1ldpi,
johon on kovalenttisesti sitoutunut monomeerisessd tai poly-
meerisessi muodossa olevaa flagella-antigeenid, eluoidaan
flagella-spesifinen vasta-aine pH:n muutoksella tai kaotroop-
pisella aineella, kuten NH,SCN:114, geelistd ja valmistetaan

galeeniseen muotoon.

Keksintdi selitetdin seuraavien esimerkkien avulla ldhemmin,
jolloin esimerkit 1 - 3 esittivit rokotteiden valmistusta ja
esimerkki 4 esittdi immunoglobuliini-g-pitoisten valmisteiden
valmistusta.

Esimerkki 1:
Rokotevalmistus Pseudomonas aeruginosa M-2-flagellarokotetta

varten

Bakteeri Pseudomonas aeruginosa M-2 valmistettu ja ylla

esitetylla tavalla detergenssikdsittelyllad, leikkausvoimia
kiyttamalld ja kromatografisesti puhdistettu flagelliliuos
asetetaan tislatulla pyrogeenivapaalla vedellda 100 pg/ml:n
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proteiinikonsentraatioon ja tehdiin isotoniseksi lisdamalli
kiintedd natriumkloridia ja mertiolaattia (loppukonsentraatio
0,9 % tai vastaavasti 0,01 %).T&min jdlkeen liuos steriili-
suodatetaan Sartorius-kertakiyttdsuodattimen (0,2 um) l&pi.

Steriilisuodatetun nidytteen proteiinimddrityksen jdlkeen
flagelli-suspension konsentraatio asetettiin steriililla
NaCL/mertiolaattiliuoksella (0,9 $/0,0 %) arvoon 25 g prote-
iinid/ml, minkd jidlkeen se laimennettiin lis&4dmdlli 1 %:sta
aluminiumhydroksidisuspensiota steriilissi NaCl/mertiolaatti-
liuoksessa 20 ug proteiinia/ml.

Valmiiksi adjuvantoitu rokote sisdltdid/ml:
20 ug flagelliproteiinia

2 mg Al(OH)3

9 mg NacCl
0,1 mg mertiolaattia stabilisaattorina

Esimerkki 2:
Rokotevalmiste Pseudomonas aeruginosa 1210-flagellirokotetta

varten

Bakteeri Pseudomonas aeruginosa 1210-viljelmédstd saatu ja
ylld esitetylld tavalla detergenssikdsittelylld, leikkaamalla
ja kromatografisesti puhdistettu flagelliliuos asetettiin
tislatulla Pyrogeenivapaalla vedelld 100 ug/ml:n proteiini-
konsentraatioon ja tehtiin isotoniseksi lisddmdlld kiinteaa
natriumkloridia ja mertiolaattia (loppukonsentraatio 0,9 %
tai vastaavasti 0,01 %). Tamin jdlkeen liuos steriilisuoda-

tettiin Sartorius-kertakdyttdsuodattimen (0,2 um) ldpi.

Steriilisuodatetun nidytteen proteiinimddrityksen jidlkeen
flagelli-suspio asetettiin steriililli NaCL/mertiolaatti-
liuoksella (0,9 %/0,0 %) 25 g proteiinid/ml ja t&mdn jidlkeen
laimennettiin lis&4midl14 1 %:sta aluminimhydroksidisuspen-
siota steriilissi NaCl/mertiolaattiliuoksessa 20 ug proteii-
nia/ml.
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Valmiiksi adjuvantoitu rokote sisdltdd/ml:
20 ug flagelliproteiinia

2 mg A1(OH)3
9 mg NacCl

0,1 mg mertiolaattia stabilisaattorina

Esimerkki 3:
Rokotevalmiste Pseudomonas aeruginosa polyvalenttista flagel-

lirokotetta varten

Bakteeri Pseudomonas aeruginosa -viljelmistd (tyypit M-2,
1210, 5142, 5939, 5940 ja 170018) talteenotetut ja ylla
esitetylld tavalla detergenssikdsittelylld, leikkaamalla ja
kromatografisesti puhdistetut flagellilioukset asetettiin
tislatulla pyrogeenivapaalla vedelld 100 ug/ml:n proteiini-
konsentraatioon, sekoitettiin yhtd suuriin osiin ja tehtiin
isotonisiksi lisddmdlld kiintedd natriumkloridia ja mertio-
laattia (loppukonsentraatio 0,9 % tai vastaavasti 0,01 %).
Tamdn jdlkeen liuos steriilisuodatettiin Sartorius-kertakidyt-
tOsuodattimen (0,2 um) lapi.

Steriilisuodatetun ndytteen proteiinimdarityksen jadlkeen
flagelli-suspension konsentraatio asetettiin steriililléd
NaCL/mertiolaattiliuoksella (0,9 %/0,0 %) arvoon 25 ug
proteiinid/ml ja tdmdn jdlkeen sitd laimennettiin lisdamalla
1 %:sta aluminimhydroksidisuspensiota steriilissd NaCl/mer-

tiolaattiliuocksessa 20 ug proteiinia/ml.

Valmiiksi adjuvantoitu rokote sisdltaa/mil:
20 ug flagelliproteiinia

2 mg Al (OH)3

9 mg NacCl

0,1 mg mertiolaattia stabilisaattorina
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Esimerkki 4:
Pyrogeenitesti

Esitetylld tavalla valmistetut rokotteet tarkastettin, oli-

vatko ne vapaita pyrogeenisistid aineosista. Koeperiaate oli

sellainen, ettd tuotteen i.v.-injektion jilkeen kolmeen tai

useampaan kaniiniin ldmpétila mitattiin 3 tunnin ajan (Eur.

Ph., 2 painos, 1980, osa 1, V.2.1.4); maks. lampétilan nousu
rekisteréitiin jokaisen kanin kohdalla ja se toimi tuotteen

pyrogeniteetin mittana.

Kokeen suorittamiseksi kdytettiin:
Termodeja (kaniineille tarkoitettuja Cu-Konstantan-
lejeerinkipohjaisia termoelementteji, Ph-Schenk),
ldmpdtilakirjoittimia (kuusivéripistekirjoittimia, tyypil-
tdan STD 62A, mittausalue 36...42°C, mittaustarkkuus +
0,08°C),

steriileji PYrogeenivapaita muovi-injektioruiskuija,
steriileji pyrogeenivapaita injektioneuloja,
teréspyrogeenitestilaatikoita, joissa kaulakiinnitys,
vaunu 6 pyrogeenitestilaatikkoa varten,

termostaatilla varustettu vesihaude,

ldmpémittarit,

vaaka: Sauter ES 120.

Koe-eldiminid kdytettiin terveitd, ainakin 1500 g painavia,
tdyskasvuisia naaras- ja koiraskaniineja, joita sydtettiin
tdysipainoisella antibioottivapaalla vakiodieetilli ja jotka
eivdt osoittaneet koetta edeltdvdlli viikolla painonpudotus-
ta.

Naytteend kidytettiin apuainevapaata M2-flagellirokotetta,
joka lammitettiin ennen injektiota n. 38°C:seen. Koe suori-
tettiin kolmen kaniinin ryhmdlla, jotka sijoitettiin vihin-
tddn 90 min. ennen kokeen alkua pyrogeenitestilaatikkoihin.
Jokaiselle kaniinille madritettiin alkuldmpétilaksi keskiarvo
kahdesta 30 min:n vilein suoritetusta ldmpétilanmittauksesta,
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joka suoritettiin noin 40 min. ennen ndyteliuoksen antamista.
Seuraavaan kokeeseen ei otettu kaniineja, joilla alkuldmpdti-
laa midritettiessi kahden mittauksen vdlilld esiintyi 0,2°C
suurempi ladmpétilapoikkeama. Kokeessa kdytettiin ainoastaan
kaniineja, joiden alkuldmp&tilat erosivat vain 0,1°C. Pdako-
keessa ei kdytetty yhtddn kania, jonka alkuldmpdtila oli
korkeampi kuin 39,8°C tai alhaisempi kuin 38°C. Jokaisen
kanin korvanreunuslaskimoon injektoitiin hitaasti 1 ml nay-
tettd/kg. Injektionkesto oli korkeintaan 4 min. Maksimilampo-
tilaksi madritettiin jokaiselle kanille korkein rekisterdity
limpétila kolmessa tunnissa injektion jdlkeen. Jokaisen Kanin
limpdtila rekisterditiin korkeintaan 30 min:n vdlein, alkaen
vihintidin 90 min. ennen koeaineen antamista ja pddttyen 3
tuntia injektion antamisen jdlkeen. Jokaisen kanin alkulampd-
tilan ja maksimilampdtilan vdlinen erotus arvioitiin tulok-

seksi. Negatiiviset erot arvioitiin nollaksi.

Tulosten tarkastelu:

Tulosten tarkastelua varten ldmpdtilaerot laskettiin yhteen.
Kolmen kanin ryhmissd nidyte vastaa vaatimuksia, kun yksit-
tiisarvojen summa oli pienempi kuin 1,15°C. Jos summa on
suurempi kuin 2,65°C, niin ndyte ei vastaa vaatimuksia.
Niiden molempien ylld mainittujen arvojen vadlilla olevien
tulosten kohdalla on testi toistettava ylld esitetylld taval-

la. Korkeintaan kolme toistoa suoritettiin.

Toistojen jdlkeiseen tarkasteluun otettiin kaikki testatut
eldimet (3, 6, 9 tai korkeintaan 12). Tarkastuskriteerit on

esitetty seuraavassa taulukossa:
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Kanien Aine vastaa koetta pyrogee- Aine ei vastaa koet-
maari nivapauden suhteen, kun yk- ta, kun yksittdisar-
sittdisarvojen summa on pie-| vojen summa on suu-

nempi kuin rempi kuin

1,15° 2,65°

2,80° 4,30°

4,45¢° 5,59¢°

12 6,60° 6,60°

Ndyte vastaa koevaatimuksia, kun kolmen Yksittdisarvon summa
on pienempi kuin 1,15°C tai tayttas toistettaessa Y1lld ole-
vVassa taulukossa esitetyt edellytykset.

Tulokset, jotka saatiin testattaessa M2-flagellirokotetta
injisoitaessa 1 ml/kg kania kohden kolmen kanin Yksittdisten

t~arvojen suhteen, olivat Seuraavat:

Rokotekonsentraatio

10 pg/mt 0,19 0,10 g 30 Z At 0,50¢
10 pg/ml 0,3° 0,49 p,z0 = At 0,90¢
20 pg/ml 0,3° 0,50 g,z0 Z At 1,00¢
20 pg/ml 0,29 0,10 g,z0 Z At 0,59¢
20 pg/mt 0,1° 0,40 g, 30 <At o,70¢

Esimerkki 5:

Passiiviseen immunisointiin kdytettidvin IgG-jakeen eristimi-
nen hiiri-hyperimmuniplasmasta

Kerdttiin suojaavalla M2-tyyppisells flagella(H)-antigeenillj
immunisoitujen hiirten plasma, sitj kuumennettiin ravistellen
30 min. 56°C:ssa fibriinin Saostamiseksi. Sentrifugoitiin 30
minuutin ajan 10.000 x g:ssd, minkd jilkeen suoritettiin
Saostus lisdamdlli kiintesy ammoniumsulfaattia aina 25§ %$:n
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(p/t) konsentraatioon asti. Suspensiota sekoitettiin 20
minuutin ajan ja sen annettiin seistd tunnin ajan huoneenlam-
potilassa. Tamdn jdlkeen suspensio sentrifugoitiin 30 min.
10.000 x g:ssd ja pestiin kerran kylldstetylla ammoniumsul-
faattiliuoksella. Sakka liuotettiin 10 mM Na-fosfaattipusku-
rilla, pH 7,5, 50 mM NaCl:11ld ja dialysoitiin t&mdn j&lkeen
yon yli t&dtd puskuria vasten.

Sentrifugoinnin jdlkeen suoritettiin joninvaihtokromatografia
(DE-52 Cellulose Whatman)). Ldpivirtaus sisdlsi immunoglobu-
1iini-G:n (IgG). Testauksen jdlkeen IgG:n suhteen liuos
konsentroitiin alkumidridin Amicon-kennolla ja dialysoitiin
yoén yli 0,9 %:sta NaCl-liuosta vasten. Timdn jdlkeen suori-
tettiin geelikromatografia Sephadex G-200:lla. IgG-positiivi-
set fraktiot konsentroitiin alkumddrd&n kdyttdmdlld Amicon--
kennoa.

Timi menetelmi on muunnelma D.M. Weirin kirjassa Handbook of
Experimental Immunology, 3 painos, 1978, luku VII, VIII

esittimidsti menetelmasta.

Valmistettaessa bakteerin Pseudomonas aeruginosa flagella-
antigeenejid vastaan monospesifisesti vaikuttavia immunoglo-
buliinejd voidaan kuitenkin k&dyttdd myds muita tunnettuja
menetelmid kuin ammoniumsulfaattisaostusta, esim. DEAE-Kroma-
tografiaa, proteiini A-affiniteettikromatografiaa tai yhdis-
tettyjd menetelmid, jotka ovat ammattimiehelle tunnettuja.
Immunoglobuliini-G-valmisteet voidaan puhdistaa edelleen
immuuniaffiniteettikromatografisesti jdlleen monospesifisiksi

immunoglobuliineiksi.

Monospesifisen immunoglobuliinin valmistamiseksi kdytetdadn
edullisesti immunosorbenssina kantoainevdliainetta - mieluum-
min Sepharose 4B:td, johon puhdistettu flagelliantigeeni
monomeerisessi tai polymeerisessd muodossaan on sitoutunut

kovalenttisesti.
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IgG-pitoinen liuos voidaan sitten pumpata affiniteettihartsin
lapi virtausnopeudella, joka edullisesti on 1 - 2 pylvdstila-
vuutta tunnissa. Hartsin pesun jédlkeen voidaan suuremman
ionivahvuuden omaavilla puskuriliuoksilla (esim. 0,5 M NacCl)
eluoida flagellispesifiset vasta-aineet pH-muutoksen taj
kaotrooppisten aineiden (esim. 3M NH4SCN) avulla geelisti.

Keksinnén mukaisten antigeenien ja vasta-aineiden tehokkuus
on esitetty seuraavassa:

Keksinnén mukaisesti rokotteina kidytettidvien antigeenien
suojaavan vaikutuksen osoitus tapahtuu osoittamalla flagella-
(H) -vasta-aineet henkildiden seerumissa, jotka ovat sairasta-~
neet Pseudomonas aeruginosan aiheuttamaa infektiota.

Antiflagelli-vasta-aineiden konsentraation madrittidmiseksi
kdytetdan immuuniabsorbenttianlyysié, nimittiin "Enzyme
Linked Immunoabsorbent Assay (ELISA) tai radioimmunoanalyysié
(RIA). Keksinndn mukaisesti aikaansaadut erittdin puhtaat
flagella(H)-antigeenit depolymeroidaan vahvalla detergenssil-
ld, t&midn j&lkeen niiden annetaan sitoutua ei-spesifisen
vuorovaikutuksen kautta muovipintaan ja saatetaan kosketuk-
siin ihmisen seerumin ndytteiden kanssa. Jos ihmisen seeru-
missa on anti-flagella(H)-vasta-aineita, niin ndmid sitoutuvat
spesifisesti kiinteissi faasissa immobilisoituun antigeeniin.
Merkitylli anti-humaaniIgG-vasta—aineella osoitetaan muovi-
pPinnalle muodostuneet flagelli(H)-antigeenivasta-ainekomplek-
sit.

Tamd menetelmi voidaan tulkita helposti kvantitatiivisesti.
Taulukko 3 osoittaa seerumindytteiden seulonnan tulokset vas-
ta-aineiden suhteen erilaisia flagelli-serotyyppejé vastaan.
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Taulukossa 3 esitetyilli tuloksilla flagelli(H)-vasta-ainei-
den 18ytymisests sattumaperiaatteella valittujen lahjoitta-
jien seerumeista osoitetaan natiivin Pseudomonas aeruginosan
flagelli(H) antigeenien immuniteetti.,

Vasta-aineet kdynnistivit kehoon tunkeutuneiden vieraiden
organismien torjunnan eri tavoin. Yhdessi humoraalisen puo-
lustus jirjestelmin (komplementtijérjestelmén) kanssa tuhotaan
vasta-aineiden tunnistamat vieraat organismit peridkkiisillji
reaktioilla lyysilli. Edelleen vieraisiin organismeihin si-
toutuneet vasta-aineet voivat yhdessi komplementtijarjestel—
mdn osien kanssa indusoida vieraan organismin kiinnityksen
(fagosytoosin) immuuni jirjestelmin torjuntasoluihin (esim.
granulosyytteihin).

Flagelleja kantavien bakteerien tapauksessa voidaan solun
liikettd vastaan kohdistuvien vastaaineiden suojavaikutuksen
myds katsoa liittyvin motiliteetin estoon ja siten infektio-
pesdkkeen leviimisen estoon,

Motiliteetin esto flagella(H)-vasta-aineilla voidaan osoit-
taa siten, etti taulukossa 1l esitettyjen serotyyppien fla-
gella(H)-antigeenejé kdytetddn hiirien immunoimiseksi ja
ndin saatua anti-flagella(H)-seerumia kdytetddn motiliteetin
estokokeissa. Antiseerumilla kostutetut suodatinpaperiren-
kaat asetetaan motiliteetti—agar—levyille ja agar ymp&tiin
ndissd renkaissa homologisen Pseudomonas-kannan suspensiolla.
Solumdidri, joka nakyy 24 tuntia kestivin inkuboinnin jilkeen
suodat inpaper irenkaan ulkopuolella, toimii mittana motili-
teetin eston arvioimiseksi. Taulukon 4 tulokset osoittavat,
etti flagella(H)—antigeeneill& valmistetut hiiren antiseeru-
mit estivit homologisen_Pseudomonas-bakteerikannan motili-
teetin,
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Taulukko 4

Motiliteetin estyminen homologisen antiflagelliseerumin eri

midrillad
Kanta Homologinen antiflagelliseerumi
(pl/seerumi/ul itibsuspensiéta*)
30/5 20/10 10/10 5/10
M-2 - - +- +-
1210 - + + +
5939 - - - -
5940 - - - -
5142 - +- +- +=
170018 - +- +- +-

*) itidsuspensio 103 itidtda/ml

- ei yhtddn solua suodat inpaper irenkaan ulkopuolella

+- soluja ainoastaan muutamissa kohdissa suodat inpaperiren-
kaan ulkopuolella

+ vihdinen solukasvu suodat inpaperirenkaan ulkopuolella

++ selvd solukasvu suodatinpaperirenkaan ulkopuolella

normaalilla hiiriseerumilla aina selvid solukasvu (++)

Estimilli infektiopesdkkeessd olevien bakteerien motiliteet-
tii estetddn niiden edelleenleviiminen potilaan kehossa ta-
pahtuneen kolonisaation jdlkeen. Pesikkeessid olevat baktee-
rit pystyvdt kuitenkin edelleen kuormittamaan potilaan orga-
nismia erittimilli esimerkiksi toksiineja, proteaaseja jne.
Aito suoja infektiota vastaan on taattu ainoastaan silloin,
kun aktiivissa immunoinnissa (rokotuksessa) muodostuneet
vasta-aineet johtavat pesiytyneiden bakteereiden nopeaan
tuhoamiseen.

Seuraavassa osoitetaan, ettd flagella(H)-vasta-aineet ai-
heuttavat homologisten pseudomonas-bakteerikantojen fagosy-

toosin ja tuhoutumisen solujen sisdlla.

Fagosytoositestissd esi-inkuboitiin taunlukossa 3 esittdmidtdn

seerumi (# 16) seki seerumit # 3 ja # 5 Pseudomonas
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aeruginosa-kannan M-2 flagellittomalla (fla”) mutantilla
(Montie, T.C., D. Doyle~Huntzinger, R.C. Craven ja I.A. Hol-
der (1982) Infect. Immun. 38, 1292 - 1298) flagellispesifis-
ten vasta-aineiden poistamiseksi seerumeista. Eristetyt hu-
maanigranulosyytit kdytettiin Pseudomonas aeruginosa M-2:n
ja isogeenisen flagellittoman mutantin intrasellulddrisen
tuhoutumisen miirittimiseksi kisittelemittomissy ja esiab-
sorboidussa Seerumissa. Taulukon 5§ tulokset osoittavat, etti
flagella(H)-vasta-aineet indusoivat fagosytoosin ja Pseudo-
monas aeruginosan flagelleja sisiltivin kannan timin jilkei-
sen intraselluliirisen tuhoamisen, ja siten keksinndn mukai-
sesti niilli on suojavaikutus tdmin itidn aiheuttamia infek-
tioita vastaan.
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Niiden antigeenien suojavaikutuksen suora osoitus, joita
tulee kidyttiid aktiiviseen immunisointiin, voidaan suorittaa
vain eldinmallissa. Potilaat Pseudomonas-tartunnalle altis-
tavien tilanteiden simuloimiseksi kdytettiin kahta kirjalli-
suudessa esitettysi eldinmallia: burned mouse-malli
(Stieritz, Dp.D. ja I.A. Holder (1975) J. Infect. Dis. 131,
688 - 691) ja Endoxan-malli (Cryz, S.J3. Jr., Flrer, E., Ger-
manier, R. (1983) Infect. Immunity 40, 659 - 664).

Molemmissa malleissa selvitettiin Pseudomonas aeruginosan
LDsp-annos ei-immunoiduissa eldimissi, jotka Endoxan-mallissa
immunsupprimoitiin; burned mouse-mallissa tuotettiin miiri-
tyn suuruinen palaminen. Flagella(H)-antigeeneillj suoritetun
immunoinnin jilkeen palovammaiset eliimet tai vastaavasti
immunosupprimoidut eldimet tartutettiin homologisella
Pseudomonas-kannalla, jonka mdird oli moninkertainen edelll
selvitettyyn LD5p-itiomidrdin ndhden. Taulukko 6 osoittaa ne
LD5g-itiémiiran kerrannaismiirdt, jotka 100 s esitetyn kon-
sentraation omaavalla antigeenilli immunisoiduista eldimisti
sietdvit Endoxan- ja burned mouse-mallissa.

Taulukko 7 osoittaa M-2-flagella-antigeenin suojavaikutuksen
riippuvuuden. Tissi tapauksessa eldimet immunoitiin M-2-
antigeenin kasvavilla mddrilld ja testattiin molemmissa
malleissa. Molemmissa tapauksissa havaitaan immunointiin
kdytetyn M-2-flagelliantigeenin suojavaikutuksen selvi
annosriippuvuus.
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Niiden vasta-aineiden suojavaikutuksen suora osoitus, joita
tulee kdyttdd passiiviseen immunisointiin (seerumihoitoon),
voidaan osoittaa ainoastaan eliinmallissa. Tilanteiden simu-
loimiseksi, jotka altistavat potilaat Pseudomonas-infekti-
oille, suoritettiin kirjallisuudesta tunnettu Endoxan-malli
(Cryz, S.J. Jr., Firer, E., Germanier, R. (1983) Passive
Protection Against Pseudomonas aeruginosa Infection in an
Exper imental Leukopenic Mouse Model. Infect. Immunity 40,
659 - 664).

Tissi testissid selvitettiin Pseudomonas aeruginosa-itididen
LD5g-annos immunsupprimoiduissa eliimissd; - tdssd esitetyn
testin kohdalla timi oli 9,5 x 102 itidti. 2 tuntia passii-
visen immunoinnin jdlkeen hiiren anti-Pseudomonas aerigunosa
M-2-hyperimmunplasmalla, jolle miiritettiin vasta-aine-
ELISASSA titteriasteeksi 1 : 1600, tartutettiin immunsuppri-
moidut eliimet homologisen Pseudomonas-kannan edelld selvi-

tetyn LDgg-itiomidrén moninkertaisella midrdalla.

Taulukko 8 osoittaa, etti passiivisesti immunisoidut eldimet
on suojattu Challenge-itidn 30-kertaiseen LDgg-annokseen

asti.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmid Pseudomonas aeruginosa -infektioihin tehoavien
koostumusten valmistamiseksi, tunnettu siitd, etta
steriilisuodatetaan Pseudomonas aeruginosa -viljemistd saa-=
dut, puhdistetut Pseudomonas-flagella(H) -antigeenit, jotka
koostuvat monomeerisistd osista, jolloin

a) jokainen monomeerinen osa sisdltidi seuraavat aminohapot:
asparagiinihappo (Asp), treoniini (Thr), seriini (Ser),
glutamiinihappo (Glu), glysiini (Gly), alaniini (Ala),
valiini (val), isoleusiini (Ile), leusiini (Leu), ty-
rosiini (Tyr), fenyylialaniini (Phe), lysiini (Lys),
arginiini (Arg) ja mahdollisesti tryptofaani (Trp) ja
metioniini (Met),

b) jokalisessa monomeerisessi osassa on N-terminaalinen
aminohapposekvenssi alaniini (Ala) - leusiini (Leu) -
treoniini (Thr) - valiini (Val) - asparagiini (Asn) -
treoniini (Thr) - asparagiini (Asn) - isoleusiini (Ile)
- alaniini (Ala),

c) jokaisen monomeerisen osan molekyylipaino on 43.500 -
53.050 ja
d) jokainen monomeerinen osa on vapaa proliinista, puoli-

kystiinistd ja histidiinistad,

jolloin etenkin steriilisuodatetaan

uusi H-serotyypin a,, a;, a, flagella(H)-antigeeni, jonka
monomeerinen muoto sisdltdd@ aminohapot asparagiinihappo,
treoniini, seriini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini,
valiini, isoleusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini,
lysiini ja arginiini suhteessa 64 : 33 : 35 : 42 : 44 : 68
29 : 29 : 37 : 3 : 10 : 19 : 15 ja jonka molekyylipaino on
43.500,

uusi H-serotyypin a,, a; flagella(H)-antigeeni, jonka monomee-
rinen muoto sisdlt#di aminohapot asparagiinihappo, treoniini,

seriini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini, valiini, iso-



27 86508

leusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini, lysiini ja
arginiini suhteessa 69 : 35 : 38 : 44 : 47 : 73 . 30 : 30
60 : 3 : 12 : 21 : 16 ja jonka molekyylipaino on 46.700,

uusi H-serotyypin a, flagella(H)-antigeeni, jonka monomeerij-
nen muoto sisdltii aminohapot asparagiinihappo, treoniini,
seriini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini, valiini, iso-
leusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini, lysiini ja
arginiini suhteessa 74 - 50 : 49 : 49 : 49 : g9 . 37 : 29
44 : 5 : 14 : 17 : 16 ja jonka molekyylipaino on 52.720,

uusi H-serotyypin b flagella(H)—antigeeni, jonka monomeerinen
muoto sisiltii aminohapot asparagiinihappo, treoniini, se-
riini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini, valiini, iso-
leusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini, lysiini ja
arginiini suhteessa 74 P48 : 48 : 49 : 51 ; 91 . 38 : 30

43 : 4: 13 : 8 : 18 ja jonka molekyylipaino on 53.050,

uusi H-serotyypin a,, a,, a, flagella(H)—antigeeni, jonka
monomeerinen muoto sisdltis aminohapot asparagiinihappo,
treoniini, seriini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini,
valiini, isoleusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini,
lysiini ja arginiini suhteessa 76 P44 : 40 : 52 : 50 : g1
32 132 : 41 : 4 : 12 - 20 : 18 ja jonka molekyylipaino on
51.250,

uusi H-serotyypin a,, a, flagella(H)—antigeeni, jonka monomee-
rinen muoto sisiltii aminohapot asparagiinihappo, treoniini,
seriini, glutamiinihappo, glysiini, alaniini, valiini, iso-
leusiini, leusiini, tyrosiini, fenyylialaniini, lysiini ja
arginiini suhteessa 6g P41 : 37 : 46 : 44 : 73 29 : 29

37 : 3 : 10 : 16 : 16 ja jonka molekyylipaino on 45.900,

mahdollisesti sekoitetaan steriilisuodatuksesta saatu tuote
apuaineen, kuten Al (OH); kanssa, ja haluttaessa siihen sekoi-
tetaan sdildntdainetta, kuten mertiolaattia ja muodostetaan
galeeniseksi valmisteeksi.
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2. Menetelmd immunoglobulin-G-pitoisten, bakteerin Pseudo-
monas aeruginosa -infektioihin vaikuttavien, profylaktiseen
ja terapeuttiseen kdyttodn tarkoitettujen valmisteiden tuot-
tamiseksi, jotka valmisteet sisdltiviat flagella(H)-vasta-
aineita, joilla on motiliteettid estdvd vaikutus ja parempi
Pseudomonas aeruginosa -bakteerien fagosytoosi ja intrasellu-
laarinen tuhoamis-kyky, tunnettu siitid, ettd suojaa-
villa flagella(H)-antigeeneilld immunoitujen verenluovuttaji-
en tai vastaavasti nisdkkdiden plasma kisitellddn proteiini-
saostusaineilla, kuten ammoniumsulfaatilla, saostettu im-

munoglobuliini-G-pitoinen fraktio liuotetaan ja puhdistetaan.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd, tunnet tu
siitd, ettd immunoglobuliini-G-pitoisen fraktion puhdistus
suoritetaan siten, ettd liuos johdetaan jonkin kantovidliai-
neen lipi, johon on sitoutunut kovalenttisesti monomeerisessa
tai polymeerisessd muodossa esiintyvd puhdistettu flagelli--
antigeeni, eluoidaan flagellispesifinen vasta-aine pH-muutok-
sella tai kaotrooppisella aineella, kuten NH,SCN:11la geelista

ja valmistetaan galeeniseen muotoon.
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Patentkrav:

l. Férfarande for framstdllning av sammansdttningar som ir

verksamma mot Pseudomonas aeruginosa -infektioner,

kdnnetecknat av att man sterilfiltrerar renade

Pseudomonas-flagella(ﬂ)-antigener erhdllna fr&n kulturer av

Pseudomonas aeruginosa, vilka antigener bestir av monomera

delar, varvid varje monomer del

a) innehdller féljande aminosyror: asparaginsyra (Asp),
treonin (Thr), serin (Ser), glutaminsyra (Glu), glycin
(Gly), alanin (Ala), valin (Val), isoleucin (Ile),
leucin (Leu), tyrosin (Tyr), fenylalanin (Phe), 1lysin
(Lys), arginin (Arg) och méjligen tryptofan (Trp) och
metionin (Met),

b) uppvisar den N-terminala aminosyrasekvensen alanin (Ala)
- leucin (Leu) - treonin (Thr) - valin (Val) - asparagin

(Asn) =~ treonin (Thr) - asparagin (Asn) - isoleucin
(Ile) - alanin (Ala),
c) uppvisar en molekylvikt p& mellan 43.500 och 53.050 och

d) dr fri fréan Prolin, halv-cystin och histidin,
varvid man i synnerhet sterilfiltrerar

den nya flagella(H)-antigenen av H-serotyp a,, a;, a,, vars
monomera form inneh&dller aminosyrorna asparaginsyra, treonin,
serin, glutaminsyra, glycin, alanin, valin, isoleucin, leu-
cin, tyrosin, fenylalanin, lysin och arginin i ett férhdllan-
de av 64 : 33 : 35 42 : 44 : 68 : 29 29 : 37 : 3 : 10

19 : 15 och uppvisande en molekylvikt pd 43.500,

den nya flagella(H)-antigenen av H-serotyp ay, a;, vars
monomera form inneh&ller aminosyrorna asparaginsyra, treonin,
serin, glutaminsyra, glycin, alanin, valin, isoleucin, leu-
cin, tyrosin, fenylalanin, lysin och arginin i ett férh&llan-
de av 69 : 35 : 38 ¢ 44 : 47 : 73 $ 30 : 30 : 60 : 3 : 12

21 : 16 och uppvisande en molekylvikt p& 46.700,
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den nya flagella(H)-antigenen av H-serotyp a,, vars monomera
form innehdller aminosyrorna asparaginsyra, treonin, serin,
glutamin-syra, glycin, alanin, valin, isoleucin, leucin, ty-
rosin, fenyl-alanin, lysin och arginin i ett forhdllande av
74 : S0 : 49 : 49 : 49 : 89 : 37 : 29 : 44 : 5 : 14 @ 17 : 16
och uppvisande en molekylvikt pd 52.720,

den nya flagella(H)-antigenen av H-serotyp b, vars monomera
form uppvisar aminosyrorna asparaginsyra, treonin, serin,
glutaminsyra, glycin, alanin, valin, isoleucin, leucin,
tyrosin, fenylalanin, lysin och arginin i ett forhdllande av
74 : 48 : 48 : 49 : 51 : 91 : 38 : 30 : 43 : 4: 13 : 18 : 18
och uppvisande en molekylvikt pa 53.050,

den nya flagella(H)-antigenen av H-serotyp a,, a,, a;, Vars
monomera form uppvisar aminosyrorna asparaginsyra, treonin,
serin, glutaminsyra, glycin, alanin, valin, isoleucin, leu-
cin, tyrosin, fenylalanin, lysin och arginin i ett forhallan-
de av 76 : 44 : 40 : 52 : 50 : 81 : 32 : 32 : 41 : 4 : 12

20 : 18 och uppvisande en molekylvikt pd 51.250,

den nya flagella(H)-antigenen av H-serotyp a,, a,, vars mono-
mera form uppvisar aminosyrorna asparaginsyra, treonin,
serin, glutaminsyra, glycin, alanin, valin, isoleucin, leu-
cin, tyrosin, fenylalanin, lysin och arginin i ett forhdllan-
de av 68 : 41 : 37 : 46 : 44 : 73 : 29 : 29 : 37 : 3 : 10

16 : 16 och uppvisande en molekylvikt pa 45.900,

produkten som erhdllits fran sterilfiltreringen blandas
mojligen med en adjuvens, sasom Al(OH); och, om sa onskas,
tillsdtts ett konserveringsmedel, sisom mertiolat, och pro-

dukten formuleras till ett galeniskt preparat.

2. Férfarande fér framstédllning av immunoglobulin-G-haltiga
preparat som dr verksamma mot Pseudomonas aeruginosa-bakteri—
e-infektioner och avsedda foér profylaktisk och terapeutisk

anvindning, vilka preparat uppvisar flagella(H)-antikroppar
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med en motilitetshimmande verkan och med formdga till férhéjad
fagocytos och £6rhéjd intracellulir avdédning av Pseudomonas
aeruginosa ~bakterier, k4 nnetec knat av att
Plasma fré&n blodgivare respektive didggdjur som immuniserats
med protektiva flagella(H)-antigener behandlas med proteinut-
fdllningsmedel, s&som ammoniumsulfat, den utfillda immunoglo-
bulin-G-haltiga fraktionen l6ses och renas.

3. Férfarande enligt patentkrav 2, Kdnnetecknat
av att reningen av den immunoglobulin-G-haltiga fraktionen
utfors pd sddant sitt, att 16sningen leds genom ett sidant
bdrarmedium, till vilket renade flagella-antigener i monomer
eller polymer form &ir kovalent bundna, de flagellspecifika
antikropparna elueras frdn gelen medelst dndring av pH-virdet
eller med hjidlp av kaotropa &mnen, s&som NH,SCN och formule-
ras till ett galeniskt preparat.
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