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Menetelmd AIDS-viruksen infektion toteamiseksi

Immuunikadoksi (AIDSiksi) kutsuttu sairaus on
havaittu vasta vdhdn aikaa sitten, mutta se on synnyt-
tdnyt hdlyttdvédn tilanteen monissa osissa maailmaa. Diag-
nosoitujen tapausten lukumddrd vuotta kohden on kasva-
nut nopeasti, ja tuloksena on ollut suuri mddrd kuoleman-~
tapauksia. Viime aikoihin asti sairautta on ilmeisesti
esiintynyt pddasiassa homoséksuaalisilla miehilld, joilla
on ollut useita seksikumppaneita, laskimonsisdisten huu-
meiden kdyttdjilld, hemofiilikoilla, verensiirron saa-
jilla ja edellisen ryhmdn j&dsenen kanssa l&heisessd he-
teroseksuaalisessa kosketuksessa olijoilla. Huolimatta
ATIDSin aiheuttamsta kasvavasta huolesta, on tdmidn sairau-
den alkuperd ja hoito edelleen ratkaisematta lddketie-
teellisessd ja tieteellisessd yhteisdssd, vaikka témidn
sairauden parissa on jo tehty suuri mddrd tutkimustydti.

Tdrkein edistysaskel ja AIDSin taustaa valaiseva
tieto on ollut uuden retrovirusryhmdn eristidminen poti-
laista, jotka sairastavat AIDSia tai ARC:td (AIDSiin
liittyvdd oireyhtymdd). T&td virusryhmdd kutsutaan vaih-
televasti LAV:ksi (lymphadenopathy virus, imusolmuketau-
tivirus) /S. wain Hobson et al., Cell 40 (1978) 9-177,
HTLV-IIT:ksi (human T lymphotropic virus III) éi. Ratner
et al., Nature 313 (1985) 277-84/ ja ARV:ksi (AIDS-asso-
ciated retrovirus, AIDSiin liittyva retrovirus) Zi. sanc-
hez Pescador et al., Science 227 (1985) 484-492/. Morfolo-
giselta ja biologiselta kannalta katsottuna tdma virus-
ryhmd on kaikkein l&dheisintd sukua lentiviruksille.

AIDS-viruksen pddkohteina ihmiselimistdssd ovat
tietyt T-solualapopulaatiot. Ndiden potilaiden vakava
immuunikato on seurausta T-solujen (T4) epdtavallisen
pienestd osuudesta heiddn lymfosyyttipopulaatiossaan.

Tdmidn seurauksena vdhenee monien T4-auttajasolutoiminto-
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jen saatavuus. Erds t&dllainen toiminto on B-solujen
vasta—ainetuotanto.

AIDS-potilaissa ilmenevd huomattava soluimmunitee-
tin heikkeneminen ja kvantitatiiviset muutokset heidin
T-lymfosyyttialapopulaatioissaan viittaavat siihen, ettd
T-solut tai jokin T-solualaryhmd saattaisivat olla ole-
tetun infektionaiheuttajan ensisijaisena kohteena. Ndmi
muutokset voivat vaihtoehtoisesti olla myShempien infek-
tioiden aiheuttamia. Alentunut soluimmuniteetti saattaa
johtaa wvakaviin opportunistisiin infektioihin AIDS-poti-
laissa, joista monille kehittyy Kaposin sarkooma. Myds
multippeleja lymfadenopatioita on kuvattu homoseksuaa-
lisilla miehilld ja lapsilla, joille saattaa kehittyd
tai olla kehittymdttd AIDS. Imusolmukesairaudet saatta-
vat vastata sairauden varhaista tai lievdhk®d muotoa.

T&1lld hetkelld kdytetddn pddasiassa kolmea testii
HTLV-III-virukselle spesifisen seerumivasta-aineen ldsna-
olon toteamiseksi. Eniten k&dytetty menettely on ELISA-
mddritys, jossa kdytetddn joko syvennyksid tai helmid,
jotka on pddllystetty HTLV~III-viruslysaatilla. Seropo-
sitiivisen ndytteen spesifinen vasta-aine sitoutuu anti-
geenilla pddllystettyyn pintaan, johon kiinnitetdin sit-
ten entsyymiin kytketty anti-ihmisvasta-aine ja asian-
mukainen kromogeeninen substraatti.

Toinen vasta-aineen osoitusmenettely, jota kidyte-
tddn useammiten ELISA-mddrityksen varmistustestind, on
Western Blot-menetelmd (enzyme-linked immunoelectro-
transfer blot). HTLV-III-virus-lysaatti jaetaan SDS-
polyakryyliamidigeelielektroforeesin (SDS-PAGEn) avulla
joukoksi vy8hykkeitd, joista kukin vastaa tiettyd virus-
genomin tuotetta. AntigeenivyShykkeet siirretdin sitten
tdpliksi nitroselluloosakalvolle kdytettdvdksi entsyymi-
kytketty immuunisorbentti-mddrityksessd, joka on saman-
kaltainen kuin edelld mainittu ELISA. Western Blot-mene-

telmdn pddetuna on virusantigeenien erottuminen erillisik-
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si vyOhykkeiksi, mikd saa aikaan paljon paremman spesi-
fisyyden. Western Blot-menetelmdssd tulee ndkyviin kak-
si vyShykettd, joista jompaa kumpaa tai meolempia pide-
tddn osoituksena HTLV-III:lle spesifisestd vasta-ainees-
ta testin ELISA-osassa detektoituina. Ensimmdinen vy&d-
hyke on 24 000 daltconin ydinproteiini. Toinen vyGhyke

on 41 000 daltonin glykoproteiini, joka muodostaa osan
viruksen vaipasta. ELISA-mdidrityksessd saadut epdselvdt
tulokset tutkitaan usein uudelleen tekemdlld Western
Blot-erotus. Myds positiiviset tulokset (erityisesti yk-
si116i11d, jotka kuuluvat alhaisen riskin ryhmddn) osoit-
tautuvat usein negatiivisiksi tutkittaessa ne uudelleen
Western Blot-~menetelmdlld.

Kolmas vasta-ainetesti on epdsuora immuunifluore-
senssimddritys, jossa kdytetddn viruksen infektoimia imu-
soluja, joiden annetaan ensin reagoida potilaan seerumin
ja sitten fluorokromiseen aineeseen kytketyn anti-ihmis-
vasta-aineen kanssa. Infektoitujen solujen fluoresenssi
merkitsee positiivista tulosta. Infektoitumattomat imu-
solut toimivat negatiivisena vertailundytteend, joka
tunnistaisi soluille, mutta ei virukselle, spesifisen
vasta-aineen.

ELISA-mddrityksen ja Western Blot-varmistustes-
tien kayttd HTLV-III-vasta-aineen toteamiseen on ollut
arvokas seulontakeino kontaminoituneiden verituotteiden
eliminoimiseksi kansallisista verivarastoista samoin kuin
infektoivien elinten~ ja spermanluovuttajien detektoimi-
seksi. HTLV-III-virukselle spesifisen seerumivasta-ai-
neen osoittaminen ei kuitenkaan merkitse AIDS-diagnoo-—
sia. Seropositiivisuus ei osoita sitd, ettd potilas on
ollut alttiina el&vdlle virukselle, ettd hidn on infek-
toiva tai kantaa aktiivisesti kasvavaa virusta, eiki
se anna viitteitd sairauden kulusta. Merkittdvdlld osal-
la seropositiivisista hemofiilikoista el ole onnistuttu

osoittamaan viruksen ldsndoloa veressd nykyisilld mene-
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telmilld. Ndmd yksildt ovat otaksuttavasti joutuneet
alttiiksi ldmpOkdsiteltyjen tekijd VIII-valmisteiden
sisdltdamdlle inaktivoituneelle virukselle., Joillakin
seropositiivisilla yksildilld korrelaatio spesifisen
vasta-aineen esiintymisen ja HTLV-III-viruksen vilje-
lyn onnistumisen v&dlilld on voimakas.

Kidytdnndlliset menettelyt, joilla voidaan detek-
toida HTLV-ITII-virusinfektioon liittyvien antigeenien
ldsndolo ihmiselimisttnesteissd, ovat olesllisia luo-
fettavan diagnostisen AIDS-testin aikaansaamiseksi sa-
moin kuin keinojen saamiseksi kokeellisten lddkkeiden,
joiden tehoa AIDSin uhrien hoidossa parhaillaan tutki-
taan, vaikutusten arviointiin.

Nykyisin tdrkeimmdssd menetelmdssd HTLV-III-vi-
ruksen osoittamiseksi verestd sekoitetaan potilaan lym-
fosyyttejd fytohemagglutiniinilla (PHA:1la) stimuloitui-
hin ddreisverilymfosyytteihin (PBL:iin) lisdten tuoreita
PHA-stimuloituja PBL:1id& joka kolmas péivé; Superna-
tanttindytteistd tutkitaan sitten kolmen pdivédn vdlein
kaddnteistransskriptaasin ldsndolo. Soluista arvioidaan
elektronimikroskopian avulla viruksen ldsndolo. Tdmid me-
netelmd rajoittuu selvdstikin korkean tason laitoksiin,
joissa on P3-varustus samoin kuin mahdollisuus tehda
pitkédlle kehitettyjd kudosviljelyjd ja analyysejd. Tulos-
ten saaminer saattaa viedd muutamia viikkoja, ja lymfo-
syyttiviljelmien virusinfektoinnin ludtettavuus on ky-
seenalaista. Nimelld H9 tunnetun solulinjan kdytdstd on
ollut jonkin verran apua, mutta useimmat edelld maini-
tuista ongelmista ovat edelleen olemassa.

Alalla tunnetaan tiettyjid diagnostisia menetelmiid
AIDSin tai AIDS-vasta-aineiden l8sndolon mddrittdmiseksi.
Erds tdllainen menetelmd on T-scluilla ja T-solualapopu-
laatioilla tehtdvd auttajavaimentajasoluanalyysi. Autta-
ja- ja vaimentajasolujen vdlisen suhteen muuttumista pi-

detddn osoituksena AlIDS-viruksen mahdollisesta lasndolos-
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ta. Tdmidn mddrityksen spesifisyys ja herkkyys on heikko.
Erdissd toisessa menetelmdssd mitataan tymosiinitaso;
tason kohoaminen on osoitus AIDSin ldsndolosta. Tdlla
menetelmdlli saadaan positiivisia tuloksia vasta sai-
rauden kehityttyd pitkdlle. Lisdksi on raportoitu, ettd
td8l114 menetelmdlld ei saada yhtdpitdvdsti positiivisia
arvoja kaikissa tapauksissa, joissa AIDSin tiedetdén
olevan ldsnd. AIDSin diagnosointia nisdkédskohteista
kdyttimd11ld immuunisytoadherentteja (rosetti-inhibitio-
menetelmi) kuvataan EP-hakemusjulkaisussa nro 0 154 499.
US-patenttijulkaisussa nro 4 520 113 kuvataan HTLV-ITII-
vasta-aineiden serologista detektointia AIDSia tai sen
esiasteita sairastavien potilaiden seerumista. Julkai-
sussa Nature 318 (1.985) 465~-467 kuvataan ihmisen T-solu-
jen auttajasoluja indusoivaan toimintaan liittyvdid myo-
hdistd erilaistumisantigeenia. AIDSin tai lymfadenopatia-
oireiston diagnosointia kéyttéméllﬁ middrdattyd T-lymfo-
trooppisen retroviruksen antigeenia k&sitelldidn EP-hake-
musjulkaisussa 0 138 667.

Tdmd keksintd koskee menetelmdd HTLV-III:lla in-
fektoituneiden solujen osoittamiseksi vdliaineesta, ku-
ten elimist®dn nesteestd tai kasvualustasta. Menetelmdssd
saatetaan vdliaine kosketukseen infektion seurauksena
syntyneen antigeenin vastaisen moncklonaalisen vasta-
aineen kanssa, Jja detektoidaan vasta-aineiden sitoutu-
minen antigeeniin. Antigeeni voi olla HTLV-III-viruksen
geenituote, tai se voi olla sidottuna tdllaiseen tuot-
teeseen. Vaihtoehtoisesti voi antigeenia syntyd infek-
tion seurauksena ja esiintyd lymfosyytilld, kuten T-aut-
tajasolulla.

Keksint® koskee lisdksi immuunimddritysmenetelmdid
AIDS-virukseen liittyvdn infektion osoittamiseksi isdn-
nidssi. Menetelmdsgd yhdistetdin isinnidstd saatu elimis-
t6n neste monoklonaaliseen vasta-aineeseen, joka sitou-

tuu antigeeniin, jota on ldsnd vain AIDS-infektion yh-
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teydessd, ja tutkitaan yhdistelmdstd antigeenista ja
monoklonaalisesta vasta-aineesta koostuvien immuunikomp-
leksien ldsndolo.

Keksintd koskee myds vasta-ainetta, jolla on kyky
sitoutua seerumiantigeeniin, jota muodostuu ihmisen HTLV-
virusinfektion seurauksena. Antigeeni voi olla HTLV-III-
viruksen geenituote tai sitoutuneena HTLV-III-viruksen
geenituotteeseen, Vaihtoehtoisesti antigeeni voi olla si-
toutuneena lymfosyyttiin HTLV-III-virusinfektion seurauk-
sena. Keksinndn piiriin kuuluvat my8s jatkuvat hybridi-
solulinjat, joille en tunnusmerkillistd se, ettd ne
tuottavat keksinndn mukaisia vasta-aineita.

Keksint6 koskee myds diagnostisia vdlineist&ji,
jotka sisgltdvit pakatussa yhdistelmiissi moncoklonaalista
vasta-~ainetta, jolla on kyky sitoutua antigeeniin, jota
muodostuu AIDS-~virus-~infektion seurauksena, tai tdllai-
sen vasta-aineen leimattua johdosta.

Keksinn&n erds puoli koskee menetelmidd HTLV-III-
virusinfektion osoittamiseksi varhaisvaiheessa soluvil-
jelmiss&. Menetelmissi yhdistetdin HTLV~III-viruksella
infektoituneiksi epdiltyjd soluja keksinn®dn mukaiseen

‘monoklonaaliseen vasta-aineeseen. Vasta-aineen ja anti-

geenin védlisen sitoutumisen toteaminen on osoitus HTLV-
III-virusinfektion l&sndolosta soluviljelmissi.

Keksinndn piiriin kuuluvat my®s ainekoostumukset,
jotka sisdltdvit yhdistelméé; joka koostuu
(a) monoklonaalisesta vasta-aineesta, joka sitoutuu HTLV-
ITI-geenituotteeseen tai sen johdokseen, ja
(b) t&llaisesta geenituotteesta tai johdoksesta.
Erds toinen t&midn keksinn®n mukainen ainekoostumus sisil-
tdd yhdistelmdd, joka koostuu
(a) monoklonaalisesta vasta-aineesta, jolla on kyky si-
toutua soluun sitoutuneeseen antigeeniin, joka on muu
kuin HTLV-IIT-geenituote ja jota syntyy HTLV-III-infek-
tion seurauksena, ja
(b) t&dllaista antigeenia.
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Ennen tdmédn keksinndn erityissuoritusmuotojen
tarkempaa kuvaamista maddritellddn joukko termeijid.

"AIDS~-virus" tarkoittaa HTLV-III:a, ARV:td,

LAV:td ja niiden sukulaisviruksia, joiden tiedet&dn
altheuttavan tai epdilld&dn aiheuttavan AIDSia, ARC:ti,
LAD:td ja niiden kaltaisia hdiriditd.

~ "ATDSiin liittyvd sairaus" tarkoittaa sairautta,
joka on AIDS, AIDSiin liittyvd oireyhtymd (ARC), lymfa-
denopatia (LAD), etenevd yleislymfadenopatia (PGL) tai
niiden sukulaissairaus, jonka tiedetddn tai epdill&dn
aiheutuvan AIDS-virusinfektiosta.

"Liukoinen AIDS-antigeeni" tarkoittaa AIDS-virus-
infektion seurauksena muodostuvaa antigeenia, joka ei
ole sitoutuneena solukalvoon ja jota esiintyy tyypilli-
sesti ihmisissd, jotka ovat AIDS-viruksen infektoimia.

"Soluun sitoutunut AIDS-~antigeeni™ tarkoittaa so-
lukalvoon sitoutunutta antigeenia, jota esiintyy tyypil-
lisesti ihmisissd, jotka ovat AIDS-viruksen infektoimia.

"Elimiston neste" tarkoittaa nestemdistd tai puo-
likiintedtd materiaalia, jota saadaan nigdkidskohteen eli-
mistdstd. Nestemdinen materiaali voi olla steriilid tai
epidsteriilid, ja se sisdltdd usein soluja. Nestemdinen
materiaali voidaan kdyttdd ilman jatkokésittelyd, tai
se voidaan kdsitelld solujen, solujdtteiden tms poistami-
seksi. Esimerkkejd elimisttn nesteistd ovat kokoveri, imu-
neste, seerumi, plasma, sylki, siemenneste ja selkdydin-
neste. Elimistdn neste voidaan poistaa kohteesta esimer-
kiksi ruiskun tai neulan avulla tai luonncollisen eritty-
misen kautta.

"Solu" tarkoittaa yksisoluista organismia, kuten
bakteeria, sekd myds elimistdn nesteestd saatuja normaa-
leja ja transformoituja soluja, tavallisesti nisikdssolu-
ja. Solut voivat olla infektoituneita tai infektoitumat-
tomia ja viljeltyjd tai viljelemdttoSmid.

"Lymfosyytti" tarkoittaa erilaisia veren valkoso-
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luja tai soluja, Jjoita syntyy imurauhasten ja imusolmuk-
keiden verkkokudoksessa. Solut ovat yksitumaisia, ja tu-
maa ympdr6i protoplasma, jota yleensd kuvataan ei-granu-
laariseksi. On olemassa pieniid lymfosyyttejd, jotka ovat
suunnilleen punasolujen kokoisia, ja suuria lymfosyyttejd,
Jotka ovat todenndkdisesti kehittyvissi vaiheessa olevia
lymfosyyttejd, kaksi tai kolme kertaa niin suuria kuin
pienet lymfosyytit ja sisdltidvdt enemmdn protoplasmaa.

"T-lymfosyytti" tarkoittaa kateenkorvasta ldht&i-
sin olevia lymfosyyttejé. T-solujen pddtehtdvdnd on sdd-
delld B-solujen immuunivastetta auttaja- ja vaimentaja-
toimintojen kautta. T-solut eivit valmista tavanomaisia
vasta-aineita ja eroavat siten vasta-aineita muodostavis-
ta soluista, joita syntyy luuytimessd ja joista kdytetddn
nimitystd B-lymfosyytit.

"T-auttajasolu" tarkoittaa T-lymfosyyttid, jonka
pddtehtdvédnd on sdddelld B-solujen immuunivastetta autta-
valla, eikd vaimentavalla, tavalla.

"Virusgeenituote" tarkoittaa tuotetta, kuten anti-
geenia, jota syntyy AIDSiin liittyvdstd viruksesta RNA:n
taili DNA:n replikaation kautta.

Tanmd keksintd koskee menetelmidd AIDSiin liittyvdn
viruksen, kuteh HTLV-III:n, infektiocimien solujen l4snd-
olon osoittamiseksi viliaineesta. Menetelmissi saatetaan
vdliaine kosketukseen infektion seurauksena syntyneen an-
tigeenin vastaisten monoklonaalisten vasta-aineiden kans-
sa, Jja detektoidaan vasta-aineiden sitoutuminen antigee-
niin. Jos tapahtuu sitoutumista antigeenin ja vasta-ai-
neiden vdlilld, on osoitettu vdliaineessa olevien solu-
jen infektoituminen AIDSiin liittyv&lld viruksella., Vi-
liaine voi olla esimerkiksi elimist®dn neste tai kasvu-

alusta. Antigeeni voi olla liukoinen antigeeni tai soluun

‘sitoutunut antigeeni. Antigeeni voi lisdksi olla virus-

geenituote tai sitoutunut virusgeenituotteeseen. Kun an-

tigeeni ei ole virusgeenituote, sitd syntyy seurauksena
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solujen infektoitumisesta AIDSiin liittyvdlld viruksella.
Antigeeni voi olla sitoutuneena lymfosyyttiin, kuten esi-
merkiksi T-auttajasoluun, tai makrofagiin. Kun antigeeni
on virusgeenituote, menetelmidssd tavallisesti detektoi-
daan vasta-aineiden sitoutuminen infektoituneisiin solui-
hin.

Keksinndén piiriin kuuluvalla vasta-aineella on
kyky sitoutua seerumiantigeeniin, jota syntyy seurauksena
HTLV~III-virusinfektiosta. Antigeeni on HTLV-III-viruksen
geenituote tai sitoutuneena HTLV-III-viruksen geenituot-
teeseen. Antigeeni wvoi vaihtoehtoisesti olla sitoutuneena
lymfosyyttiin, ja sitd syntyy HTLV-III-infektion seurauk-
sena. Kun antigeeni on liukoinen, se ei tavallisesti ole
virusgeenituote.

Tdmdn keksinndn mukaisessa menetelmdssd kayttd-
kelpoisia monoklonaalisia vasta-aineita voidaan tuottaa
Kdhlerin ja Milsteinin /Nature 265 (1975) 495-497/ tavan-
omaisen menetelmdn mukaisesti. Immunogeenina voidaan kdyt-
tdd esimerkiksi osittain puhdistettuja viruslysaatteja,
joita saadaan kasvattamalla HTLV-II1I:a ihmisen lymfooma-
solulinjassa H9. Ndytteitd HTLV-III-antigeenipreparaa~
teista injektoidaan hiireen, ja riittdvdn pitkdn ajan ku-
luttua hiiri tapetaan ja otetaan talteen pernasolut. Per-
nasolujen kromosomeista, jotka koodaavat haluttujen immu-
noglobuliinien emdssekvenssejd, tehdddn kuolemattomia
fuusioimalla pernasolut myeloomasoclulinjoihin, yleensd
ionittoman pinta-aktiivisen aineen, esimerkiksi polyety-
leeniglykolin, ldsndollessa. Tuloksena olevien solujen,
joiden joukossa on fuusioituneita hybridomia, annetaan
kasvaa selektiivisessd alustassa, kuten HAT-alustassa,
ja kasvatetaan elossa pysyvid soluja tdllaisessa alustas=-
sa kdyttamdllE rajalaimennosolosuhteita. Soluja kasvate-
taan sopivassa astiassa, esimerkiksi mikromaljan syven-
nyksissd, ja supernatantista tutkitaan monoklonaaliset

vasta-aineet, joilla on haluttu spesifisyys.
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On olemassa erilaisia menetelmid monoklonaalisten
vasta-aineiden saantojen parantamiseksi, kuten hybrido-
masolujen injektointi solut hyvﬁksYVén nisdkkdidn vatsa-
onteloon ja vesivatsanesteen talteenotto. Jos vesivatsa-
nesteeseen kertyy riittdmdtdn mddrd monoklonaalista vas-
ta-ainetta, vasta-aine otetaan talteen isdnnidn verestd.
On olemassa erilaisia tavanomaisia tapoja monoklonaalis-
ten vasta-aineiden erist@miseksi ja niiden puhdistamisek-
si muista proteiineista ja muista epdpuhtauksista (katso
Kbhler ja Milstein, supra).

Esimerkkingd erd&dstd tdmén keksinnén-mukaisessa
menetelmdssd kdyttdkelpoisesta monoklonaalisesta vasta-
aineesta on uusi vasta-aine, jota tuottaa jatkuva hybri-
disolulinja, josta kdytetddn nimitystd 3D8. Tidmid monoklo-
naalinen vasta-aine sitoutuu determihantteihin, joita on
antigeeneilld, Jjotka ovat soluun sitoutuneita HTLV-III-
geenituotteita, ATDSilla infektoituneiden solujen lysaa-
teille tehdddn yksisuuntainen natriumdodekyylisulfaatti-
polyakryyliamidigeelielek~roforeesi (SDS-PAGE). Nitrosel-
luloosaan sidottu monoklonaalinen vasta-aine kehitettiin
SPS-PAGE-geelin avulla Western Blot-menetelmdd kayttd-
mallda. Mddritettiin, ettd wvasta-aine 3D8 sitoutuu 55 ja
65 kilodaltonin k&dnteistransskriptaasiin (p55 ja pé5),
24 kilodaltonin ydinproteiiniin (p24), 41 kilodaltonin
glykoproteiinivaippa-antigeeniin (gp4l) ja yhteen mi&-
rittelemdttdmédn 39 kilodaltonin proteiiniin (p39). Anti-
geeneja, joista kdytetdidn merkintdjd p55 ja p65, ydin-
proteiiniantigeenia p24 ja glykoproteiinivaippa-antigee-
nia gp4l on kuvattu julkaisussa Science 231 (1986) 1289-
1291, Mi&rittelemdtt&mit proteiinit p28, p39, p49 ja p52
saattavat olla antigeeneja, jotka ovat sitoutuneita so-
luun mutta eivdt HTLV-IITI-geenituotteita. Nditd antigee-
neja saattaa syntyd AIDS-virusinfektion seurauksena, ja
ne saattavat osoittaa solun olevan infektoitunut. Toi-
saalta -28-, -49- ja pS52-proteiinit saattavat olla virus-
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tuotteita, jotka eividt ole immunogeehisia ihmisessd.
p4l—; p55- ja p65-antigeenit ndyttdvdt olevan liukoi-
sia antigeenejd. Western Blot-havaintojen perusteella
vasta-aine 3D8 ja j&ljempdnd kuvattavat vasta-aineet
saattavat tunnistaa eri determinantteja edellid kuva-
tuilla antigeeneilla. 3D8-vasta-aine on isotyyppid IgM.
Vasta-aine 3D8 ei sitoudu normaaleihin lymfosyytteihin
eikd solulinjojen H9 ja CEM soluihin.

Erds toinen tdmidn keksinndén mukaisessa menetel-
massd kdyttdkelpoinen monoklonaalinen vasta-aine on uusi
vasta-aine, jota tuottaa jatkuva hybridisolulinja, josta
kdytetddn merkintdd 3F7. Samanlainen mid&ritys, jossa kdy-
tettiin SDS-PAGEa ja Western Blot-menetelmdd, osoitti,
ettd vasta-aine 3F7 sitoutuu p24-antigeeniin, p49-anti-
geeniin, p55-antigeeniin ja pé65-antigeeniin. Vasta-aine
3F7 on isotyyppid IgG 'l. Vasta-aine 3F7 ei sitoudu voi-
makkaasti normaaleihin lymfosyytteihin eiki H9- eikd
CEM-soluihin., Termilld "voimakkaasti™ tarkoitetaan sitéd
ettd vdrjdytyneiden ja vdrjdytymdttdmien solujen piikit
erottuvat virtaussytometriassa.

Erds toinen t&mdn keksinnén mukaisessa menetelmds-
sd kdyttSkelpoinen monoklonaalinen vasta-aine on uusi
vasta-aine, jota tuottaa jatkuva hybridisolulinja, josta
kdytetddn merkintd&d 3Gl2. SDS-PAGEn ja Western Blot-
menetelmien yhdistelmdlld middritettiin, etti vasta-aine
3Gl2 sitoutuu p24- ja pS5-antigeeniin. Vasta-aine 3G12
on isotyyppid IgG 1. Vasta-aine 3Gl2 ei sitoudu voimak-
kaasti normaaleihin lymfosyytteihin eik3 CEM-soluihin.

Erds toinen tdmidn keksinndn mukaisessa menetel-
médssd kdyttdkelpoinen vasta-aine on uusi vasta-aine, jo-
ta tuottaa jatkuva hybridisolulinja, josta kidytetdin
merkintdd 2A11, Vasta-aine 2All sitoutuu p24-, p39- ja
p65~antigeeniin. Vasta-aine 2All on isotyyppid IgM. Vas-
ta-aine 2All ei sitoudu voimakkaasti normaaleihin lymfo-

syytteihin eikd HO9- eiki CEM-solulinjoihin.
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Erds toinen tdmdn keksinndn mukaisessa menetel-
mdssd kdyttdkelpoinen monoklonaalinen vasta-aine on uusi
vasta-aine, jota tuottaa jatkuva hybridisolulinja, josta
kdytetdsn merkintdd 4G2. SDS-PAGElla ja Western Blot-me-~
netelmdlld tehtyjen mddritysten mukaan vasta-aine 4G2
sitoutuu p24- ja pbS5-antigeeniin. Vasta-aine 4G2 ei si-
toudu voimakkaasti normaaleihin lymfosyytteihin eikd H9-
eikd CEM-soluihin.

Erds toinen tamidn keksinnén mukaisessa menetelmis-
sd kdyttbkelpoinen monoklonaalinen vasta-aine on uusi
vasta-aine, jota tuottaa jatkuva hybridisolulinja, jos-
ta kdytetddn merkintdd 1lE2, Tdmd monoklonaalinen vasta-
aine sitoutuu p55- ja p49~antigeeniin, Vasta-aine 1lEZ on
isotyyppid IgM. Vasta-aine 1E2 ei sitoudu voimakkaasti
normaaleihin lymfosyytteihin eikd CEM-soluihin.

Erds toinen td@midn keksinndén mukaisessa menetelmidsséd
kdyttdkelpoinen monoklonaalinen vasta-aine on uusi vasta-
aine, jota tuottaa jatkuva hybridisolulinija, josta kdy-
tetddn merkintdd 3G8. Vasta-aine 3G8 sitoutuu p24-, p39-
ja p4l-antigeeniin, Vasta-aine 3G8 on isotyyppid IgM.
Vasta-aine 3G8 ei sitoudu. voimakkaasti norm—aleihin lym-
fosyytteihin eikd H9- eikd CEM-soluihin,

Erds toinen tdmdn keksinnén mukaisessa menetelmis-
sd kdyttdkelpoinen monoklonaalinen vasta-aine on uusi
vasta-aine, jota tuottaa jatkuva hybridisolulinja, josta
kdytetddn merkintdd 1Cll. Vasta~aine 1C1l1 sitoutuu P55-
ja P65—antigeeniin. Vasta-aine 1Cl1l on isotyyppid IgM.
Solulinja 1Cl1l saatiin kloonaamalla uudelleen solulinja
3D8. Solulinja 3D8 on ilmejisesti kahden solulinjan, ni-
mittdin 3G8:n ja 1Gll:n, seos. Kun viljelld&n yksittdisid
3D8-1linjan soluja saadaan kaksi solulinjaa 3G8 ja 1Cl1l.
3G8:n ja 1Cll:n yhdistetyt Western Blot-mallit peittdvit
tdysin 3D8:n Western Blot-mallin.

Keksinndn ja monoklonaalisen vasta-aineen mddri-

telmdn piiriin kuuluvat myds monoklonaalisen vasta-aineen
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kdyttdkelpoiset sitoutuvat fragmentit, kuten Fab, F(ab')z,
Fv jne. Vasta-ainefragmentteja saadaan tavanomaisin me-

netelmin. KdyttSkelpoisia sitoutuvia fragmentteja voidaan

-valmistaa esimerkiksi peptidaasipilkkomalla vasta-aine

kyttamdlld papaiinia tai pepsiinii.

Vaikka edelld esitetyt erityisesimerkit keksinndn
mukaisista uusista vasta-aineista koskevat ryhmiin IgG
ja IgM kuuluvia vasta-aineita, jotka ovat perdisin hiires-—
td, ei tdtd ole tarkoitettu rajoitukseksi. Edelld maini-
tut vasta-aineet ja edelld mainittujen vasta-aineiden
kanssa funktionaalisesti ekvivalenttiset vasta-aineet,
olivatpa ne perdisin hiirestd, muusta nisdkkddstd ihminen,
rotta ja muut ldhteet mukaan luettuina tai tdllaisten 1l&h-
teiden yhdistelmistd, kuuluvat tdmdn keksinndn piiriin,
samoin kuin~muut vasta-aineryhmdt, kuten IgA, IgE tms mu-
kaan luettuina t&llaisten ryhmien sisédiset isotyypit sekd
myds ryhmiin IgG ja TgM kuuluvat muut isotyypit. Termilld
"funktionaaligesti ekviwvalenttinen" tarkoitetaan sitd,
ettd vasta-aineella on kyky sitoutua edelld kuvattuun
antigeeniin ja kilpailla keksinndn mukaisen vasta-aineen
kanssa sitoutumisesta tdllaiseen antigeeniin. T&md tar-
koittaa ;ita, ettd tdllainen vasta-aine yhdistettynd

mainitunlaista antigeenia sisdltdvddn ndytteeseen sitou-

tuu antigeeniin ja estdd keksinn®én mukaisen vasta-aineen

sitoutumisen mainittuun antigeeniin. Nisdkkdiden (esi-

merkiksi ihmisen)] monoklonaalisia vasta—aineita voidaan

valmistaa menetelmilld, joita kuvataan julkaisuissa

Olsson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77 (1980)
5249-5431; ja Engelman et al., Human Hybridomas and Mono-
clonal Antibodies, Plenum Press, N.Y., N.Y. 1985. Fuusioin-
timenetelmdt ovat samanlaisia kuin edelld hiirihybridomien
valmistuksen yhteydessd kuvatut. Seuraavat solulinjat ovat
esimerkkejd solulinjoista, joita voidaan kdyttdd jatkuvien
hybridisolulinjojen valmistuksessa: NS-1 (American Type
Culture Collection, Rockville, Maryland, ATTC), SP-2
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(ATTC) ja HL-1 (Ventrex, Portland, Maine).

Toteutettaessa tdmdn keksinndn mukaista menetel-

~mdd otetaan kohteesta elimistdnestendyte ja kdsitell&dn

se seuraavasti: Lymfosyyttien valmistamiseksi erotetaan
yksitumaiset solut muusta verestd. Bdreisveri esimerkik-
si tehdd&n hyytymdttdméksi hepariinilla, laimennetaan
yhtd suurella tilavuudella fosfaattipuskuria ja tiheys-
gradienttisentrifugoidaan, jolloin yksitumaiset solut
(pddasiassa lymfosyyttejd) erottuvat muusta verestd.
Solut pestddn sitten puskurilla ja suspendoidaan pusku-
riin yhdessd pienen mddrdn (esim. 0,01-1 %, edullisesti
noin 0,1 %) kanssa gelatiinia ja plenen mddrdn kanssa
(esim. 0,01~1 %, edullisesti noin 0,1 %) kanssa natrium-
atsidia pitoisuudeksi 5 x 10° solua/ml. Valkosolut voi-
daan vaihtoehtoisesti erottaa tekemdlld hemolyysi koko-
verelle.

Seerumin preparoimiseksi &ddreisverta laitetaan tyh-
jddn lasiputkeen, annetaan sen hyytyd ja sentrifugoidaan
sitten seerumin erottamiseksi hyytymdstd.

Ndytteen middrd riippuu kulloinkin kdytettdvin
mddritysmenetelmiin luonteesta ja kulloinkin analysoita-
wvasta elimistdn nesteestd. Seuraavat ndytemddrdt anne-~
taan esimerkinomaisesti eikd rajoittavassa mielessd;
alan ammattimiehet pystynevdt toteuttamaan tdmdn keksin-
ndn mukaista menetelmdi laajasti kdytdnndssd tdssd annet-
tavan kuvauksen perusteella. Seerumi~ tai plasmandyttei-
den ollessa kyseessd ndytemddrd on yleensd noin 0,1-5,0
ml, edullisesti 1,0-2,0 ml. Siemennestendytteiden mddri
on yleensd noin 0,05-1,0 ml, edullisesti 0,1-0,5 ml,

Ndyte saatetaan seuraavaksi kosketukseen yhden tai
useamman edelld mainitun vasta-aineen tai niiden yhdis=-
telmdn kanssa olosuhteissa, joissa vasta-aine sitoutuu
ndytteessd olevaan antigeeniin, jolloin muodostuu immuu-
ni- ts antigeeni-vasta-ainekomplekseja, Méérityksen luon-

teen mukaan vasta-aine voidaan sitoa alustaan, tai se voi
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olla vesipohjaisessa vdliaineessa. Vasta-aineen ja ndyt-
teen saattaminen kosketukseen toistensa kanssa toteute-
taan yleensd vésipohjaisessa puskuroidussa vdliaineessa.
Kayttdkelpoisiin puskureihin kuuluvat fosfaatti-, tris-,
bikarbonaatti- jne puskurit. Kdytettdvd pH-arvo riippuu
ndytteen ja vasta-aineen luonteesta ja on yleensd noin
5-8. Vesipohjainen védliaine voi lisdksi sisdltdd orgaa-
nisia polaarisia liuottimia pitoisuuksina noin 0-40 %.
Orgaaniset polaariset liuottimet ovat vesiliukoisia, ja
sisdltdvdt yleensd noin 1-10 hiiliatomia ja noin 1-4
happiatomia., Myds wvasta-ainepitoisuus riippuu mddrityk-
sen luonteesta ja tutkittavan néytteen tilavuudesta. Vas-
ta—-aineen mddrd on yleensgd alueella O,S—Z/ug/ml.

Kun ndytteen ja vasta—aineen kontaktiaika on kulu-
nut ja mddrityksen luonteesta riippuen, yhdistelmd voi-
daan kdsitelld reagoimattoman vasta-aineen poistamiseksi.
Tdmd voidaan tehdd pesemdlld vesipohjaisella, tavallises-
ti puskuroidulla, vdliaineella. Yleisesti ilmaistuna pe-
suliuocksen mddrdn tulisi olla riittdvd reagoimattoman
vasta-aineen poistamiseksi. Pesuvaiheiden lukumddrd ja
tyyppi riippuy siitd kdytetddnkd heterogeenista vai ho-
mogeenista mddritystd.

Seuraavaksi tehdd&n havaintoja vasta—-aineen sitou-
tumisesta nidytteegsd olevéan antigeeniin; sitoutuminen on
osoitus AIDSiin liittyvdn viruksen aiheuttamasta infek-
tiosta kohteessa. T&m& tarkoittaa sitd, ettd madritetdin
muodostuneiden antigeeni-vasta-ainekompleksien (immuuni-
kompleksien) mddrd. Sitoutumisen tapahtumisen mddrittdmi-
seksli mddritysjidrjestelmddn sisdllytetddn keino detektoi-
tavissa olevan signaalin, joka on suhteessa antigeenin
esiintymiseen ndytteessd, tuottamiseksi, Mddrityksessd
kdytettdva vasta—aine voidaan esimerkiksi konjugoida
merkkiaineeseén, joka on aine, jolla on kyky tuottaa de-
tektoitavissa oleva signaali, joka on suhteessa AIDSiin

liittyvédn virusinfektion l&4snd- tai poissaoloon. Merkki-
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aine voi olla esimerkiksi entsyymi, radioisotooppi,
hiukkanen, alusta, kromogeeni, kemiluminesoiva aine,
fluoresoiva aine, koents?ymi, vapaa radikaali tai bak-
teriofagi. Vasta-aineelle kdytettdvien merkkiaineiden
lukumddrédn mddrddvdt yvleensd tdmdn keksinndn mukaisen
menetelmdn asettamat vaatimukset ja kohtien, joista
merkkiaineet voidaan liittdd vasta-aineisiin, saata-
vuus. Menetelmdt merkkiaineiden kytkemiseksi vasta-ainei-
siin ovat alalla tunnettuja. Katso esimerkiksi US-patent-
tijulkaisut 4 720 450; 4 235 869; 3 935 074; ja 3 996 345.
| Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttdd leimattua vasta-
aineelle spesifistid sitoutumiskumppania, joka voi olla
esimerkiksi kdytettdvdlle vasta-aineelle spesifinen lei-
mattu vasta—aine tai leimattu antigeeni, joka sitoutuu
vasta-aineeseen, Kun monoklonaalinen vasta-aine on perdi-
sin hiirestd, voidaan kidyttdd menetelmidssd kdytettdville

vasta-aineelle spesifistd leimattua anti-hiiri-immuno-

~globuliinia., Tdllaisia immunoglobuliineja voidaan muodos-

taa tavanomaisin menetelmin injektoimalla monoklonaalis-
ta vasta-ainetta sopivaan isdntddn, odottamalla asianmu-
kainen aika ja ottamalla talteen anti~hiiri-immunoglobu-
liinit injektoidun isdnnidn veresti.

Tdmdn keksinndn mukaista menetelmdd ja vasta-ai-
neita voidaan soveltaa useimpiin mddrityksiin, joihin
liittyy antigeenin ja vasta-aineen vidlisid reaktioita.
Mddritykset voivat olla homogeenisia tai heterogeenisia.
Homogeenisen l&hestymistavan ollessa kyseessd ndyte voi-
daanvesikasitella tarpeen vaatiessa epdtoivottavien ai-
neiden poistamiseksi. Immunologisessa reaktiossa on
yleensd mukana spesifinen vasta-aine, leimattu analysoi-
tava aine ja kiinnostuksen kohteena oleva ndyte. Merkki-
aineen antama signagli muuttuu, suorasti tai epdsuoras-
ti, vasta-aineen sitoutuessa leimattuun analysoitavaan
aineeseen. Sekd immunologinen reaktio ettd sen laajuu-

den detektointi tehdd@dn homogeenisessa liuoksessa. Kiyt-
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t8kelpoisiin immuunikemiallisiin merkkiaineisiin kuulu-
vat vapaat radikaalit, fluoresoivat vdriaineet, entsyy-
mit, bekteriofagit, koentsyymit jne. Esimerkkind homo-
geenisista mddrityksistd on entsyymimoduloitu immuuni-
mddritys—-menetelmd (EMIT B'),. jota kuvataan US-patentti
julkaisussa 3 817 837,

Heterogeenisen l&hestymistavan ollessa kyseessd
reagensseina ovat tavallisesti ndyte, vasta-aine ja vdli-
ne detektoitavissa olevan signaalin tuottamiseksi. Ndyte
sijoitetaan tavallisesti alustalle, kuten maljalle tai
levylle, ja saatetaan kosketukseen vesifaasissa olevan
vasta-aineen kanssa. Alusta erotetaan sitten nestefaa-
sista, ja joko alustafaasista tai nestefaasista tutki-
taan detéktoitavissa oleva signaali kdyttdmdlld vdlinet-
td tdllaisen signaalin tuottamiseksi. Keinoihin detektoi-
tavissa olevan signaalin tuottamiseksi héterogeenisissa
mddrityksissd kuuluvat radioaktiivisten merkkiaineiden,
fluoresoivien aineiden, entsyymien jne kdyttd. Esimerk-
kejd heterogeenisista immuunim&érityksisté ovat radio-
immuunimddritys (RIA), immuunifluoresenssimenetelmdt ja
Immuunimddritykset, joissa kdytetddn kytkettyd entsyymid,
kuten entsyymikytketty immuunisorgentti-mddaritykset
(ELTISA, katso US-patenttijulkaisu 3 654 090; 3 839 153;

3 850 752; 4 016 043; ja Reissue-julkaisu 29 169).

Edelld mainittuja immuunimddritysmenetelmid kd-
sitellddn yksityiskohtaisemmin teoksessa Edward T. Maggio,
Enzyme-Immunoassay, CRC Press, Inc., Boca Raton, Florida
1980, Katso myds esimerkiksi US-patenttijulkaisut nro
3 690 834; 3 791 932;. 3 8l7 837; 3 850 578; 3 853 987;

3 867 517; 3 901 654; 3 935 074; 3 984 533; 3 996 345;
4 098 876; jota luetteloa ei ole tarkoitettu kattavaksi.

Tdmdn keksinndn mukaisen menetelmén erddssd eri-
tyissuoritusmuodossa, joka esitetdin valaisu- eikd rajoite
tamismielessd, k&ytetdén alustaa, kuten levyd tai petri--

maljan syvennystd, Menetelmissd kiinnitetddn analysoitava
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ndyte alustaan sopivalla kiinnitysaineella, kuten ase-
tonilla, ja inkuboidaan levyll&d olevaa nédytettd keksin-
noén mukaisen monoklonaalisen vasta—-aineen kanssa. Kun
levy on pesty sopivalla puskurilla, kuten esimerkiksi
fosfaattipuskuroidulla fysiologisella suolaliuoksella,
alusta saatetaan kosketukseen monoklonaaliselle vasta-
aineelle spesifisen leimatun sitoutumiskumppanin kanssa.
Kun on inkuboitu haluttu aika, levy pestddn toisen ker-
ran vesipohjaisella puskurilla, ja mddritetddn monoklo-
naalisen vasta-aineen sitoutuminen ndytteeseen. Jos
merkkiaine on fluoresoiva, levy voidaan peittdd peite-
liuskalla olevalla fluoresoivan vasta-aineen preparoin-
tiliuoksella ja tutkia sitten fluorenssimikroskoopilla
sitoutumisen voimakkuuden mddrittdmiseksi. Merkkiaine
voi toisaalta olla keksinndn mukaiseen monoklonaaliseen
vasta-aineeseen konjugoitu entsyymi, ja sitoutumisvoi-
makkuﬁs_voidaan'méérittéé tutkimalla levyltd entsyymi-
aktiivisuus, joka wvoidaan osoittaa saostuman, virin tms
muodostumisen kautta.

Tamd keksinndn erddssd toisessa erityissuoritus-
muodossa kédytetddn pintaa, johon keksinndn mukainen mo-
noklonaalinen vasta-aine kiinnitetd&n. Pinnan alla oleva
rakenne voi olla mucdoltaan ja koostumukseltaan vaihte-
leva, ja se voi olla koostumusseos, laminaatti tai nii-
den yhdistelmd. Esimerkkejd pinnoista ovat tyynyt, hel-
nmet, levyt tai liuskat, jotka voivat olla tasaisia, ku-
peria tai koveria. Paksuus ei ole ratkaiseva, ja se on
yleensd noin 0,1-~2 mm, ja lidpimitta tai muut mitat voi-
vat olla halutunlaisia. Pinta on tyypillisesti tuettuna
sauvalle, putkelle, kapillaarille, kuidulle, liuskalle,
levylle, maljalle, kyvetille tms. Pinta on tyypillises-
ti huokoinen ja polyfunktionaalinen tai teht&vissd poly-
funktionaaliseksi, niin ettd keksinndn mukaisella mono-
klonaalisells vasta-aineella samoin kuin muilla yhdis-
teilld, jotka muodostavat osan detektoitavissa olevan
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signaalin muodostamisjidrjestelmistd, on mahdollisuus
sitoutua kovalenttisesti pintaan.

Kiintedn pinnan materiaalina voidaan kdyttdd
monia erilaisia orgaanisia ja epdorgaanisia polymeerejd,
jotka voivat olla luonnon tai synteettisi¥ polymeerejid,
sekd niiden yhdistelmid. Valaisevia esimerkkejd polymee-
reistd ovat polyeteeni, polypropeeni, poly(4-metyylibu-
teeni), polystyreeni, polymetakrylaatti, poly(eteenitere-
ftalaatti), raion, nailon, poly(vinyylibutyraatti), si-
likonit, polyformaldehydi, selluloosa, selluloosa-ase-
taatti, selluloosanitraatti, lateksi jne. Muihin k3ytto~
kelpoisiin materiaaleihin kuuluvat paperi, lasit, keraa-
miset aineet, metallit, metalloidit, puolijohdemateriaa-
lit, metallikeraamiset aineet, silikaatit tms. Keksinndn
yhteydessd kdyttdkelpoisiin aineisiin kuuluvat my&s subs-
traatit, jotka muodostavat geeleji, gelatiinit, lipopoly-
sakkaridit, silikaatit, agarocosi ja polyakryyliamidit tai
polymeerit, jotka muodostavat useita vesipitoisia faase-
ja, kuten dekstraanit, polyalkyleeniglykolit (C2_3-alky—
leeni) tai pinta-aktiiviset aineet, kuten fosfolipidit.

Keksinndn mukaisen monoklonaalisen vasta-aineen
sitominen pintaan voidaan tehdd tunnetuin menetelmin, joi-
ta kuvataan paljon kirjallisuudessa. Katso esimerkiksi
Ichiro Chibata, Immobilized Enzymes, Halstad Press, New
York 1978 ja Cuatrecasas, J. Biol. Chem. 245 (1970) 3059.

Toteutettaessa keksinndn tdmdn suoritusmuodon mu-
kainen mddritysniyte sekoitetaan vesipohjaiseen viliai-
neeseen, ja vdliaine saatetaan kosketukseen keksinndn
mukaista monoklonaalista vasta-ainetta sisdltdvidn pinnan
kanssa. Signaalinmuodostusjdrjestelmdn jidsenet ja mahdol-
liset apuaineet voidaan my®Ss sisdllyttdd vesipohjaiseen
vdliaineeseen tai lis&td myShemmin pintaan liittyvin de-
tektoitavissa olevan signaalin muodostamiseksi. Keinona
detektoitavissa olevan signaalin tuottamiseksi voi olla

leimatun analysoitavan aineen sisdllyttdminen vdliainee-
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seen tai toisen monoklonaalisen vasta-aineen, johon on
kytketty merkkiaine, kdyttd. Tarvittaessa toteutetaan
erotus— ja pesuvaiheet. Detektoitu signaali on suhteessa
AIDSiin liittyvdn infektion ldsndoloon. Keksinndn piiriin
kuuluu sekd kalibrointi- ettd mittauspinnan sis&llyttd-
minen samalle alustalle.

Erilaisia yleisid menetelmid, joita kdsiteltiin
edelld pinnalla tehtédvdn mddrityksen toteuttamisen suh-
teen, kdsitellddn laajemmin esimerkiksi US-patenttijul-
kaisuissa 4 299 916; 4 391 904; 4 533 629; ja 4 540 659.

Erds esimerkki t3min keksinndn mukaisesta mene-
telmdstd ja uusista vasta-aineista on virtaukseton syto-
metriamenetelmd. Analysoitava ndyte ja tdmdn keksinndn
mukainen merkkiaineeseen kytketty monoklonaalinen vasta-
aine yhdistetddn, ja niitd inkuboidaan olosuhteissa,
joissa tapahtuu agglutinaatio, kun n&yte sisdltdd AIDS-
iin liittyvdd virusantigeenia. Edulliset inkubointiajat
ovat noin 10-600 s, edullisesti noin 10-200 s matalah-
koissa ldmpttiloissa, tavallisesti noin 10-37°%C:ssa.
Inkuboinnin jdlkeen védliaine tutkitaan mahdollisen agglu-
tinaation seurauksena tapahtuneen fluoresenssimuutoksen
mddrittdmiseksi, Tdhdn tarkoitukseen voidaan k&dyttdd
virtauksetonta sytometristid menetelmdd, jossa kdytetddn
halkaisijaltaan pientd valonsddettd, joka tuotetaan rako-
jen tai edullisesti laserin avulla, erottamaan hiukkaset
suhteellisen kokonsa mukaan. Tdssd menetelmdssd kidyte-
tddn fluoresenssipulssin korkeusanalyysid tai fluore-
senssihuojunnan korjausta Lﬁriggs et al., Homogeneous
Fluorescence Immunoassay, Science 212 (1981) 1266-1267
ja Nicoli et al., Fluorescence Immunoassay Based on
Long-time Correlations of Number Fluctuations, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 7(8) (1980) 4904-4908/.

Erddssi edullisessa menetelmdssid fluoresenssin
muuttumisen mddrittdmiseksi virtauksettomalla sytometri-
selld menetelmdlld kdytetddn kuituoptiikkasytometrid,
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jota kuvataan US-patenttijulkaisussa 4 564 598. THssé
julkaisussa esitetddn menetelmd ja laite hiukkasten
ldsndolon toteamiseksi dispersiossa, jolla menetelmédlld
voidaan todeta kiinnostuksen kohteena olevan aineen lds-—
naolo tai mddrd. Optista kuitua kdytetddn mddrddmididn
suhteellisen pieni tilavuus, josta fluoresenssisdteily
voidaan ottaa vastaan ja laskea. Tdmd tilavuus on suh-
teessa tilavuuteen, jossa esiintyy todenndkdisesti vain
yksi hiukkanen tai muutamia hiukkasia, mikd johtaa ennal-
ta mddriteltyyn huojuntaan. Kayttdm&lli erilaisia mene-
telmid, jotka mahdollistavat fluoresenssihuojunnan muut-
tumisen suhteessa analysoitavan aineen ldsndoloon ndyt-
teessd, voidaan mddrittdd analysoitavan aineen l&sndolo.
Huojuntaa tarkkaillaan tietyn aikaa staattisesti tai
tutkimalla useita tilavuuksia ndytteessd. Mddritys teh-
dddn sitten vertaamalla saatuja tuloksia tuloksiin, joi-
ta saadaan liuocksilla, jotka sgisdltévdt tunnetun midrdn
analysoitavaa ainetta.

Erddssd toisessa tdmidn keksinndén erityissuoritus-
muodossa kdytetddn keksinndn mukaisia monoklonaalisia
vasta-aineita "kokosolu~-ELISA-testissd"™ HTLV-III:n esiin-
tymisen osoittamiseen lymfosyyteilld. Lyhyesti esitet-
tynd spektrofotometrisessid menettelyssd eristetddn ddreis-

veren lymfosyytit esimerkiksi tiheysgradienttisentrifu-

~goinnilla ja suspendoidaan ne vesipohjaiseen proteiinia

sisdltdvddn vdliaineeseen (esimerkiksi vesipohjaiseen
védliaineeseen, joka sisdltdd naudan sikidseerumia, glu-
tamiinid ja RPMI-1640:4). Pieni mid3ri, esimerkiksi 50/ul,
solususpensiota voidaan lis&td 96-syvennyksisen mikro-—
maljan syvennyksiin ja inkuboida esimerkiksi noin 1 min -
5 tuntia. Kun soluilla pddllystetyt syvennykset on pesty,
lisdtddn kuhunkin syvennykseen keksinndn mukaista vas-
ta-ainetta, ja inkuboidaan 1 min -~ 3 tuntia. Pesun jdl-
keen lisdt&&n kuhunkin syvennykseen kromogeenista sub-

straattia, esimerkiksi ortofenyleenidiamiinia ja vety-
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peroksidia, ja inkuboidaan 1 min - 1 tunti. Tulokset
voidaan lukea spektrofotometrisesti. Mikroskooppimenet-
telyssd inkuboidaan puskuroitua lymfosyyttisuspensiota
vasta=-aineen kanssa 1 min - 3 tuntia ldmp&tilassa 0-37°cC.
Solut pestddn ja sekoitetaan sitten edelld mainitun vas-
ta—-aineen vastaisen entsyymileimatun vasta-aineen kanssa
1 min - 3 tuntia ldmpdtilassa 0-37°C. Pesun jdlkeen lis&-
tddn entsyymin substraattia, ja soluista tutkitaan sig-
naalin l&sn&olo.

Erddssd toisessa tdmdn keksinndn mukaisessa suori-
tusmuodossa kdytetddn Dot Blot-menetelmdd AIDS-virus-
infektioon liittyvdn antigeenin ldsndolon osoittamiseen.
Tdllaista ldhestymistapaa kdytettidessd pieni madrd, esi-
merkiksi l/ul, potilaan seerumia laitetaan nitrosellu-
logsaliuskalle normaaliseerumindytteen viereen. Liuskaa
pidetddn sitten puskuroidussa vesipohjaisessa vdliainees-
sa, esimerkiksi gelatiinipitoisessa fosfaattipuskuroidus-
sa fysiologisessa suolaliuoksessa, joka sisdltdd keksinndn
mukaista monoklonaalista vasta-ainetta, noin 1-60 min,
minkd jdlkeen lis&tHd&n monoklonaalisen vasta-aineen vas-
taista leimattua vasta-ainetta.

Erddssd toisessa tdmdn keksinndn mukaisessa suori-
tusmuodossa kdytetddn wirtaussytometriaan perustuvaa me-
netelmdd lymfosyyteilld olevan HTLV~III-viruksen osoitta-
miseen. Virtaussytometria tarkoittaa fluoresenssitoimi-
sella solulajittelijalla (FACS) tehtdvdd analyysid. Vir-
taussytometrian toimintaperiaatteesta on esitetty yksi-
tyiskohtaisia katsauksia. Katso esimerkiksi Bonner et
al. Rev., Scient. Instrum. 43 (1972) 404-409; Herzenberg
et al., Proc. Natl, Acad. Sci USA 76 (1979) 1453-1455;
Miller et al., J. Immunol. Methods 47 (1981) 13-24; Loken
et al., ibid. 50 (1982) R85~R112; ja Kruth, Anal. Biochem.
125 (1982) 225-242. Fluoresoivalla vasta-aineella leima-
tun ndytteen yksittdissolususpensio johdetaan solu ker-

rallaan ohuen lasersdteen ldpi. Emittoituva fluoresenssi
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kerdtgdn optisella jirjestelmdlld suorassa kulmassa
tulevaan sdteilyyn ndhden. Kunkin yksittdisen solun
emittoima fluoresenssi mitataan ja talletetaan, ja
kyseessd olevan antigeenin l&sndolo middritetdidn talle-
tetuista tiedoista.

Té&mén keksinndn erddn puolen mukaisesti AIDS-
virusinfektio detektoidaan tekemdlld kliinisten nidyt-
teiden lyhyt virusviljely. Niytettd viljelldidn H9- tai
CEM-solujen kanssa, minkd jidlkeen tehdiddn detektointi
virtaussytometria-, levytesti- tms. periaatteella. "H9"
on erds T—solu—lymfoomasolulinja, "CEM" on erds toinen
T-solu-lymfoomasolulinja. "Lyhyelld" tarkoitetaan 2-48
tuntia, edullisesti 10-14 tuntia; nykyinen menetelmd
vaatii 20-30 vrk.

Tdmdn keksinndn piiriin kuuluu myds keksinndn mu-
kaisten menetelmien ja uusien monoklonaalisten vasta-ai=-
neiden k&yttd seulontatestissd AIDSiin liittyvien virus-
antigeenien vasta-aineiden osoittamiseksi seerumista.
Potilasndytteet voidaan tutkia esimerkiksi kdyttdmdlli
jotakin tunnettua vasta-aineiden osoitusmenetelmdd. Siten
voidaan 10ytdd potilaat, joissa esiintyy tdllaisia vasta-
Aineita. Tdllaiset potilaista otetut ndytteet voidaan
sitten analysoida t8mdn keksinnén mukaisesti sen mddrit-
tamiseksi, onko tdllaisella potilaalla AIDS-virusinfek-
tio.

Keksintd koskee myts diagnostisia vdlineist&$iji
edelld esitetyn menetelmdn toteuttamiseksi. Reagenssit
voivat olla vdlineistSssd pakattuna yhdistelmdnd samois-
sa tal eri sdilibissd, niin ettd reagenssien suhteilla
saadaan suurin piirtein aikaan paras mahdollinen sig-
naalin reagointi analysoitavan aineen pitoisuusvaihtelui-
hin. Erddssd suoritusmuodossa diagnostinen vdlineistd voi
sisdltas '

(a) edelld tarkemmin mi&#riteltyd monoklonaalista vasta-

ainetta tai tdllaisten vasta-aineiden yhdistelm#i ja
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(b) edelld mainitun monoklonaalisen vasta-aineen spesi-
fisen sitoutumiskumppanin ja detektoitavissa olevan
signaalin tuottamaan.kykenevan merkkiaineen konjugaat-
tia. Reagensseihin voi kuulua myds apuaineita, kuten
puskureita ja proteiinia stabiloivia aineita, esimer-
kiksi polysakkarideja tms. Diagnostinen vilineistd voi
sisdltdd tarvittaessa ligdksi signaalinmuodostusjdrjes-
telmén, jonka jd4senend merkkiaine on, muita jédsenid, ai-
nejita taustah8irididen vdhentdmiseksi testin vhteydessd,
vertailureagensseja, laitteiston testin suorittamisek-
si tms.

Erddssd toisessa suoritusmuodossa diagnostinen
vdlineistd voi sisdltdd keksinndén mukaisen monoklonaali-
sen vasta-aineen ja detektoitavissa olevan signaalin tuot-
tamaan kykenevdn merkkiaineen konjugaattia. Lasnd voi ol-
la myds edelld mainittuja apuaineita.

Keksintdd valaistaan edelleen seuraavin esimer-
kein' .

" Esimerkki 1 -
HTLV-ITII-antigeenien vastaisten monoklonaalis-

ten vasta—aineiden tuottaminen

Kolmen kuukaudenikdiset BALB/c- ja RBF/DN-naaras-
hiiret immunisoitiin HTLV-IIT-antigeenivalmisteilla. An-
tigeenivalmiste oli osittain puhdistettu viruslysaatti,
joka oli perdisin HTLV-III:n kasvatuksesta ihmisen lym-~
foomasolulinjassa H9, joka saatiin the National Cancer
Institutesta (NCI). Hiiret immunisoitiin yksitellen po-
lystyreenilateksihiukkasilla olevalla antigeenilla (5-20
/ug) ja annettiin tehosteeksi viikon vdlein lO/ug liu-
koista antigeenia laskimonsisdisesti (iv) ja vatsaontelon-
sisdisesti (ip). Hiiristd kerittiin seerumia viikon vili-
ajoin, ja tehtiin sille Western Blot-analyysi HTLV-III-
virusantigeenien vastaisen vasta-aineen toteamiseksi.
Western Blot-analyysi osoitti, ettd HTLV-III-antigeenin

vastaisia vasta-aineita kehittyi progressiivisesti 5 vii-
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kon immunisointijakson aikana. Hiiret, jotka reagoi-

vat HTLV-III-virusantigeeneihin, valikoitiin fuusioin-
tia varten 3, 4 ja 5 viikon immunisoinnin jdlkeen. Sple-
nosyytit fuusioitiin myeloomasolulinjaan SP-2 tai HL-1
kdyttdmdlld julkaistuja menettelyjd /HL-1: Taggart et.
al., Science 219 (1983) 1228; SpP-2: Schulman et al.,
Nature 276 (1978) 269/. Valittiin sellaiset tutkimusme-
nettelyt, joilla wvoitiin detektoida pitoisuutena 1-10
/ug/ml esiintyvd vasta-aine. Ensimmdisend mddrityksend
oli ELISA-menettely, jolla detektoitiin immunoglobuliini-
tuotanto, ja jota seurasi ELISA-menettely HTLV-IIT-anti-
geenien toteamiseksi (taulukko 1), joka osoittaa, ettd
monoklonaaliset vasta-aineet ovat spesifisid HTLV-III-
antigeenille, Positiivisten syvennysten viljelmid 1li-
sdttiin, ja ne testattiin Western Blot-analyysilli.
Western Blot-~analyysin mukaan positiiviset viljelmdt
kloonattiin ja karakterisoitiin. T&lld tavalla tuotet-
tiin jatkuvat hybridisolulinjat 3D8, 3F7, 3Gl2, 2Aal1l,

'4G2 ja 1E2.

Muutamat edelld mainittujen solulinjojen tuotta-
mat monoklonaaliset vasta-aineet tunnistavat useita vy&-
hykkeitd. Tdmd voisi olla osoituksena yhteisten epitoop-
pien ésiintymiseSta eril proteiineilla, molekyylikooltaan
erilaisten esiastemolekyylien tunnistamisesta tai eri
proteiineilla olevan yhteisen hiilihydraattiepitoopin
tunnistamisesta. Western Blot-liuoskojen kédsittely nat-
riumperjodaatilla ennen reaktiota monoklonaalisten vas-
ta-aineiden kanssa ei muuttanut merkittdvdsti vdrjdyty-
mismallia. Tdmd havainto vihentidi todénnékéisyytta, et-
td monoklonaaliset vasta-aineet detektoisivat hiilihyd-
raattiepitooppeja. Mik&&n monoklonaalisista anti-HTLV-
ITI~vasta-aineista ei reagoi normaalien lymfosyyttien tai
kantalymfosyyttisolulinjojen kanssa. Kolme niistd (1lE2,
3F7 ja 3Gl2) reagoi kuitenkin H9-solujen kanssa. Tdmid
viittaa siihen, ettd HTLV-TII-antigeenivalmiste on si-
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sdltdnyt jonkin verran H9-antigeeneja ja on syntynyt
H9—proteiinien vastaisia monoklonaalisia vasta-aineita.
" Egimerkki 2 -
HTLV-III-antigeenin detektointi virtaussyto-

metrisesti

Jotta saataisiin arvioiduksi joidenkin keksinnén
mukaisten monoklonéalisten vasta—-aineiden kdyttsd lymfo-
syyteilld esiintyvien HTLV-TII-antigeenien detektointiin,
paallystettiin lateksihelmet (2,7/um) HTLV-III-antigeeni- -
lysaateilla ja detektoitiin antigeeni virtaussytometri=-
sesti. Muutamat vasta-aineista tunnistivat HTLV-III-anti-
geenin, kuten osoittaa fluoresenssi-~intensiteetin muuttu-
minen kdytettdessd toisena vasta-ainereagenssina vuohen
anti-hiiri-Ig:t8 (TAGO, Burlingame, Kalifornia) (taulukko
2) ., Namd kokeet osoittivat, ettd kdyttdm#lld virtaussyto-
metriaa voitiin suurilta hiukkasilta detektoida HTLV-III-
antigeeni kdyttdmidlld t&mdn keksinndn mukaisia monoklo-
naalisia vasta-aineita.

'Eéimérkki'3 _

Jatkokokeissa sidottiin HTLV-III-antigeeni latek-
sihelmille kdytt&mdlld jotakin edelld mainituista mono-
klonaalisista vasta-aineista. Tdt4 varten absorboitiin
vasta-ainetta 1E2 tai 3D8 lateksihelmille, ja pestiin
helmet. Pestyt helmet saatettiin sitten kosketukseen

HTLV-III-viruslysaatin kanssa, pestiin toisen kerran ja
sekoitettiin sitten detektointivasta-aineen kanssa. De-
tektointiin kdytettiin 3Gl2 (IgGl—isotyyppi&). Pesun jdl-
keen saatettiin reagoimaan fluoresoiva toinen vasta-aine
vuohen gammaketjuspesifinen antihiiri-IgG ja preparaatti
tutkittiin virtaussytometrilld. Kuten taulukosta 3 on
ndhtédvissd, timd sitomis- ja detektointijdrjestelmi,
jossa kdytet8&n nditd kahta monoklonaalista vasta-ainet-
ta, on tehokas keino HTLV-III-antigeenin identifioimi-
seksi. Monoklonaalisia vasta-aineita kdytettiin myds

toisin pdin, niin ettd 3G1l2 kdytettiin antigeenin sitomi-
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seen ja 3D8:aa sidottujen determinanttien identifioi-

miseen.

" Esimerkki 4

HTLV-III-antigeenin osoittaminen AIDS-potilai-

den verestd

Esimerkissd 3 kuvattua sitomismenetelmdd, jossa
kdytetddn kahta vasta—ainetta, kdytettiin sitten HTLV-
III-antigeenin sitomiseen AIDS-potilaiden ja vertailu-~
potilaiden verindytteistd. Vertailukokeessa, jossa kdy-
tettiin 20 varmistetusti HTLV-vasta-ainepositiivista
nidytettd, virus osoitettiin 12 ndytteestd. Ndytteet oli-
vat positiivisia Western Blot-analyysissd, mutta vahvis-
tusta suoran virusviljelyn avulla ei tehty.

'Lisﬁkokeissa detektoitiin HTLV-ITII-antigeeni suo-
raan kliinisistd ndytteistld siirtdmdlld ndyte nitrosellu-
loosalle ja detektoimalla antigeeni muunnetulla ELISA-
menetelmdlld. Tdllaista ldhestymistapaa kéytettdessid
l/ql potilaan seerumia laitetaan nitroselluloosaliuskal-
le normaaliseerumindytteen (1/u11‘viereen. Liuskaa pide-
tddn sitten PBS-gelatiiniseoksessa 10 min ja sen jdlkeen
1 tunti huoneen ldmpotilassa seoksessa, joka sisdltdid
alkaliseen fosfataasiin konjugoituja vuohen antihiiri-
vasta-aineita PBS—gelatiiniseoksessa. Kun liuska on pes-
ty kolmesti, sille levitetddn substraattia, joka koostuu
bromikloori-indolifosfaatista (BCIP) ja nitrosinitetrat-
soliumista (NBT). Virusantigeenipositiiviset seerumindyt-
teet muodostavat tummanpunaisen t&pl&dn 10 min:ssa. Nor-
maalia seerumia sisdltdvissd tdplissid ei esiinny vdrinke-
hitystd. Ndiden kokeiden tulokset esitetddn taulukossa
4. Kloonit 3D8 ja 3G8 tunnistivat HTLV-III-antigeenin
suurimmasta osasta AIDS~potilaiden ndytteitd ja AIDS-
positiivisia vertailuseerumeja, jotka saatiin the Natio-
nal Cancer Institutesta (NCI). Suoraa vertailua virusvil-

jelmd&n kanssa el tehty.



10

15

20

25

30

35

28

" Esimerkki 5 -
HTLV~III:n detektointi kdytté&mdlld kokosolu-

menetelmda

Kayttamdlld muunnettua kokosolu-ELISA-menetelmdd
detektoitiin HTLV-III-antigeenin ilmentyminen lymfosyy-
teilld, jotka olivat perdisin potilaista, jotka oli vah-
vistettu positiivisiksi Western Blot-analyysill&. Tédssd
testissd solut detektoitiin mikroskooppisesti. Detektoin—
ti voidaan tehdd myds spektrofotometrisesti. Spektrofoto-
metrisessd menettelyssd eristettiin ddreisveren lymfo-
syytit tiheysgradienttisentrifugoinnilla ja suspendoitiin
RPMI 1l640-alustaan (tavanomainen kudosviljelyalusta), jo-
ka sisdlsi 2 mmol/l L-glutamiinia ja 20 % naudan siki&-
seerumia, pitoisuudeksi 2 x 106 solua/ml. 50/ul tdtd so-
lususpensiota lisdttiin 96-syvennyksisen mikromaljan ta-
sapohjaiseen syvennykseen, ja inkuboitiin noin 3 tuntia.
Kun soluilla pddllystetyt syvennykset oli pesty, niihin
lisdttiin monoklonaalista anti~HTLV-III-vasta-ainetta
3D8, ja inkuboitiin 3 tuntia. Pesun jilkeen lisdttiin
kuhunkin syvennykseen sitraattipuskuroitua ortofenylee-
nidiamiini (OD)/vetyperoksidi-substraattia, ja inku- |
boitiin 30 min. Positiiviset vdrireaktiot luettiin spek-
trofotometrillid. Mikroskooppimenetelmidssd lymfosyytit
suspendoitiin fosfaattipuskuroituun fysiologiseen suola-
liuvokseen, joka sisdlsi 0,1 % gelatiinia, ja inkuboitiin
monoklonaalisen vasta-aineen 3D8 kanssa 1 tunti lampd-
tilassa 4°c. Solut pestiin sitten kahdesti ja sekoitettiin
niitd sitten alkaliseen fosfataasiin konjugoidun antihii-
ri-IgG/IgM:n vuchen kanssa 1 tunti l&mp&tilassa 4OC. Kun
solut oli pesty, ne sekoitettiin substraatin BCIP kanssa.
HTLV-IIT-positiiviset solut olivat vdrjidytyneet vaalean-
tummansinisiksi mikroskoopilla tarkasteltuna. Tulokset
esitetddn taulukossa 5.

" Esimerkki 6

HTLV-ITI-esiintymisen detektointi lymfosyyteiltd

virtaussytometrisesti
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HTLV-III hyokkdd T4-lymfosyytteihin ja lisHdn-
tyy niissd. Tehtiin T4-soluilla esiintyvdn HTLV-III-
antigeenin detektointi virtaussytometrisesti kdyttdmdl-
1d klooneja 3D8 ja 3Gl2. Tdssi kokeessa kdytetyt ndyt-
teet toimitti Oregon AIDS Task Force ilmoittamatta niis-
td saatuja tuloksia. Tehtyjd kokeita olivat solulinjojen
Tl’ TH' TS' B ja NK tutkiminen monoklonaalisilla vasta-
aineilla; Western Blot-analyysi; TH/TS-suhteen mddrittd-
minen; edelld mainittujen kolmen monoklonaalisen vasta-
aineen suhteen positiivisten Tpan_ ja T4—ryhmien solujen
prosenttiosuuden méddrittédminen, Potilasryhmiin kuului oi-
reellisia AIDS—-, ARC- ja PGL-potilaita ja Western Blot-
positiivisia, mutta oireettomia yksilBitd. Vertailundyt-
teet koostuivat suuririskisistd ryhmistd ja pieniriski-
sistd sukupuolen ja i#in suhteen yhteensopivista yksildis-
td. Tutkittuja potilaita oli 82. Tulokset esitetdidn tau-
lukossa 6. 46 niytettd oli perdisin potilaista, joiden
Western Blot-analyysi oli positiivinen HTLV-III-vasta-
aineen suhteen.

Monoklonaaliset vasta~aineet 3D8 ja 3612 tunnisti-
vat HTLV-III-antigeenin gSiintymisen sekd Tpan- ettd Ty=
lymfosyyteilld, Sairauden vakawvuuden ja positiivisten so-
lujen lukumddrdn v&lilld vallitsi yleinen korrelaatio.
Potilasryhmien alhaisimmat arvot mitattiin yksildisti,
jotka olivat vield oireettomia. Reagointi vaihteli siten,
ettd 5-55 % T,-soluista oli positiivisia 3D8:n tai 3Gl2:n
suhteen. Vertailun vuoksi mainittakoon, ettd suuririski-
sessd vertailuryhmdssd td&md arvo oli 0-5 %. Yhdestd ver-
tailuyksildstd mitattiin arvo 7,5 %. Mielenkiintoista oli
se, ettd tdmdn potilaan TH/TS—suhde oli k&&ntynyt, vaik-
ka hdn tdssd vaiheessa oli Western Blot-negatiivinen.
3Gl2:aa kdytettdessd taustataso oli korkeampi, mutta myds
solujen, joilla esiintyi HTLV-III-antigeenia, prosentti-
osuudet olivat suurempia (katso taulukko 6).

Ndamd tulokset osoittavat, ettd HTLV-III-antigeenin

esiintyminen voidaan tehokkaasti osoittaa Western Blot-
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positiivisten potilaiden T-soluilta jopa joissakin sel-
laisissa tapauksissa, ettd potilaat ovat vield oireet-
tomia. Tdmd saattaa olla mySs keino viruksen esiintymi-
sen osoittamiseksi ennen vasta-aineiden muodostumista
suuririskisissd ryhmissd. Ndissd tutkimuksissa kdytet-
tiin lisdvertailuryhmind herpes 1- ja 2-, CMV- ja hepa-
tiittipotilaita. Ndiden virusvertailuryhmien potilailla
ei esiintynyt edelld mainittujen monoklonaalisten vasta-
aineiden tunnistamia antigeeneja.

" Esimerkki 7

HTLV-III-antigeenin esiintymisen detektointi

H9-soluilta kdyttdmdlld virtaussytometriaa

H9-solulinjaa k8ytetddn yleisesti HTLV-III-anti-
geenin detektointiin tekemdlld viljely ja arvioimalla
kddnteistransskriptaasin tuotanto soluissa. Sen toteami-
seksi, ettd monoklonaaliset vasta-aineet 3D8, 1lE2 ja
3Gl2 todella tunnistivat potilaiden T,~soluilla olevan
HTLV-III-antigeenin, tehtiin seuraava vertailukoe, jos-
sa kdytettiin H9-soluja. H9-soluja kasvatettiin kahden
viruspitoisen preparaatin kanssa, joko soluttoman HTLV-
ITII-suspension tai T4—lymfosyyttien, joilla esiintyi
HTLV-ITII-antigeenia, kanssa. H9-solut tutkittiin 48 tun-
nin viljelyn jdlkeen kdyttdmidlld keksinndn mukaisia vas-
ta-aineita ja vertailuvasta-aineita. Kuten taulukosta 7
on ndhtdvissd kloonit 3D8, 1E2 ja 3Gl2 tunnistivat HTLV-
III-antigeenin H9-soluilta vain silloin, kun H9-solut oli-
vat infektioituja. Infektointi soluttomalla HTLV-III-
viruksella ja HTLV-III-positiivisilla T,-soluilla oli

yhtd tehokas; monoklonaalisella isotyyppivertailuvasta-

-aineella ei ollut vaikutusta.
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HTLV-ITII-antigeenin detektointi kaupalligissa

mddritysvdlineistdisséa

Kaupallinen mddritysvilineistd

vasta~aine suhde Litton industries ENI

3F7 10-2 2,0% 2,0
10-3 1,102 1,430
10-4 0,43 0,620

308 10-2 2,0 2,0
10-3 1,712 1,430
10- 1,252 0,821

3G12 10-2 1,862 2,0
10-3 0,721 0,928
104 0,210 0,286

2A11 1072 0,641 0,589
1073 0,112 0,126
10-4 0,05 0,06

1E2 1072 0,761 0,682
1073 0,112 0,153
10-4 0,05 0,05

x =

ELISA-absorbanssi (absorbanssiyksikdind)
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Taulukko 2
HTLV~III:1lla pddllystettyjen helmien mittaus

virtaussytometrilld kdytt&dm&lld monoklonaa-

lisia anti-HTLV=-III-vasta-aineita

Monoklonaalinen Vdrjdytyneiden helmien
. vasta-aine o ... prosenttiosuus

3G8 60
4G2 18
3D8 82
2A11 77
3Gl2 73
3F7 75
1E2 80
Anti-g-hCG @ 0,8
RPMI 1640 D 0,8

a) Thmisen /3-koriogonadotropiinin vasta-aine

b) Tavanomainen kudosviljelyvdliaine
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Taulukko 3

HTLV-III-antigeenin detektointi seerumista

monoklonaalinen IgM-vasta-aine-sieppauksella -

monoklonaalisen IgG-vasta-aineen detektointi

kdyttdmdlla lateksihelmia

Helmelld oleva Detektori- Tutkittava Vdrjdytyneitéd
sieppausvasta- vasta-aine nédyte helmid (%)
. aine
1E2 3G1l2 Normaali 0,3
ihmisseerumi
(NHS)
1E2 3G1l2 HTLV-III~virus—- 66,4
lysaatti a)
3D8 3G1l2 NHS 0,6
3D8 3G12 HTLV-lysaatti 43,4
3D8 3Gl2 AIDS-seerumi b) 4,9

a) Viruksella infektoiduista soluviljemdsoluista tehty

preparaatti; solut otetaan talteen, sentrifugoidaan ja

hajotetaan detergentilli.

b) Potilailta,

joilla on kliininen AIDS, saatu seerumi
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Taulukko 4

HTLV-III:n detektointi monoklonaalisella
vasta—-aineella 3D8 kdyttdmdlld tdpldsiirto-
menetelmid

Tutkittujen ndytteiden
kokonaismddrd 14

Ndytteen luokitus - Positiivisten tdplien mddrd
Kliininen AIDS 2/4
Western Blot-positiivinen 3/5
Western Blot-negatiivinen 0/5
Taulukko 5 -

HTLV-III:n detektointi mikroskooppi-kokosolu-
ELISA-menetelmdlld kdyttdmdlld monoklonaalista
vasta-ainetta 3D8

Ndytteen luokitus vadrjdytyneiden lymfosyyttlen
S . prosenttiosuus _
AIDS 19,0
AIDS 10,5
Western Blot-positiivinen 4,4
Western Blot-positiivinen 2,3
Western Blot-positiivinen 6,8
Western Blot-positiivinen 0,4

Western Blot-positiivinen 0,6
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Taulukko 6
HTLV-III:n esiintymisen T4—lymfosyyteillé

osoittaminen virtaussytometrisesti

e
.

T
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ese  wn

.
e .
.
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LY

c)

Asym =

Ryhmd Vertailu Western Blot- ) o)
positiivinen ) AIDS ARC/PGL ASYM
Western
Blot (+/-) - + + + +
308/T4
X £SE. 1,420,3%  9,0%4,2 25¢7 7,3t1,4 5,8t1,1
suliCes 1 26 5 10 11
#pos/#neg 35 2 1 5 14
Tilsstomate-  ha 0,0001 0,000l 0,000l 0,0001
maattiset b
: p D¢ 0,05 0,05
tiedot p < 0 ’ 05
3G12/T4
X+ SE 8,4¢2,8 28+6,1 44£10,1  29%4,2 24+ 4,8
suhde: 1 32 5 12 16
#fpos/#neg 35 4 1 3 10
‘rilastamate-  pb< 0,0001 0,0001 0,000 0,0001
maattiset p-< Ng g,06
tiedot p< NS
a) = Mann-Whitney:n U-testi b) = Fisher's Exact

oireettomia potilaita, ts potilaita, jotka

olivat sero-positiivisia AIDS-vasta-aineiden suhteen,

mutta joilla ei ole havaittavia oireita, kuten ARC- tai

PGL~potilailla esiintyvid suurentuneita imusolmukkeita

tai AIDS-potilailla esiintyvid infektiosairauksia

® = Virtaussytometrisesti detektoitujen positiivisten

solujen lukumddrd monoklonaalisia vasta-aineita 3D8 ija

3Gl2 sitovien T,-lymfosyyttien prosenttiosuutena
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Taulukko 7
HTLV-III:n esiintymisen H2-soluilla osoittaminen

Monoklonaali- Ei mitd&n HY9-solulinjan kdsittely

oen vastas Infektointi Infektointi HILV-
soluvapaalla IIT:11a + T4-
viruksella soluilla
TOine.I.l Va.ﬁta—aine; 6 y 2% 6 ' 4 3’ 1
vertailundyte
7,5 18,5 29,7
14,9 40,8 41,9
32,2 82,8 94,0
Vertailu~ 3,4 5.6 4,6
ndyte

® = Positiivisten solujen prosenttiosuus virtaussytomet-

risesti mitattuna

Jatkuvat hybridisolulinjat 1E2, 3D8 ja 3Gl2 on
talletettu the American Type Culture Collectioniin
(ATCC), 12301 Parklawn Drive, Rockville, MD 20852
Budapestin sopimuksen mukaisesti 19. toukokuuta 1986,
ja niille on annettu ATCC-numerot HB9100, HB9101l ja
vastaavasti HB9102. Jatkuvat hybridisolulinjat 3G8 ja
1C1l on talletettu ATCC:hen Budapestin sopimuksen mukai-
sesti 28. toukokuuta 1986, ja niille on annettu ATCC-
numerot HB9114 ja vastaavasti HB9115.

Keksint8d on kuvattu yvksityiskohtaisesti erityi-
sesti edelld esitettyjen suoritusmuotojen kautta. Ym-
mdrrettdneen kuitenkin, ettd voidaan tehdi variaatioita
ja modifikaatioita poikkeamatta keksinndn hengestid ja

piiristi.
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Patenttivaatimukset:

1. Menetelmdi HTLV~-III:n infektoimien solujen
osoittamiseksi vdliaineesta, t un ne t t u siitd,

. 5 ettd saatetaan mainittu vdliaine kosketukseen maini-
tun infektion tuloksena muodostuneen antigeenin vas-
taisten monoklonaalisten vasta-aineiden kanssa ja de-
tektoidaan mainittujen vasta-aineiden sitoutuminen mai-
nittuun antigeeniin silld ehdolla, ettd kun mainittu

10 antigeeni on virusgeenituote, mainitussa mehetelmassa
detektoidaan mainittujen vasta-aineiden sitoutuminen
mainittuihin infektoituihin soluihin.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainittu vdliaine on ihmi-

15 sen elimistdn neste, edullisesti kokoveri, imuneste,
seerumi, plasma, siemenneste, sylki tai selkdydinneste,
tai siitd, ettd mainittu vdliaine on kasvualusta.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,

s tunnettu siitd, ettd mainittu antigeeni on vi-
:::: 20 rusgeenituote tai sitoutunut virusgeenituotteeseen.
Ei: 4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
ﬂ:f tunnettu siitd, ettd mainittua antigeenia muo-
R dostuu mainitun infektion seurauksena eikd se ole virus-
geenituote.
25 5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi,

tunnettu siitd, ettd mainittu antigeeni on si-
toutuneena lymfosyyttiin, edullisesti T-auttajasoluun,
tai makrofagiin.

. 6. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,

i;: 30 tunnettu siitd, ettd mainittu antigeeni on anti-
"?n geeni, jolle on tunnusmerkillistd se, ettid se on mole-
P kyyli, jonka koko on noin 24, 28, 39, 41, 55, 65, 49 tai
ﬂ:: 52 kilodaltonia.

. 7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,

N 35 tunnettu siitd, ettd mainittu vasta-aine on
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perdisin jatkuvasta hybridisolulinjasta, jolla on jat-
kuvan hybridisolulinjan 3D8, 3F7, 3Gl2, 2All, 4G2, 1lEzZ,
3G8 tai 1C1l1 tunnuspiirteet.

8. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainittu vasta-aine on
kytketty merkkiaineeseen.

9, TImmuunimddritysmenetelmd AIDS-virukseen liitty-
vidn infektion osoittamiseksi isdnndssd, t unn.e t t u
siitd, ettd yhdistetddn isdnndstd perdisin olevaa eli-
mistdn nestettd monoklonaaliseen vasta-aineeseen, joka
sitoutuu antigeeniin, jota on ldsnd vain mainitun infek-
tion l&snd ollessa, ja tutkitaan yhdistelmdstd immuuni-
kompleksien ldsndolo, jotka koostuvat mainitusta anti-
geenista ja mainitusta vasta-aineesta, silld ehdolla,
ettd kun mainittu antigeeni on virusgeenituote, mainittu
immuunikompleksi koostuu mainituista monoklonaalisista
vasta-aineista ja infektoiduilla soluilla olevasta mai-
nitusta antigeenista.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainittu monoklonaalinen
vasta—aine sitoutuu liukoiseen antigeeniin.

11. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd mainittu AIDS-virukseen
liittyvd infektio on AIDS, ARC, PGL tai LAD.

12. vasta-aine, jolla on kyky sitoutua ihmisen
HTLV-III-infektion seurauksena muodostuvaan antigeeniin,
tunnettu siitd, ettd mainittu antigeeni on liu-
koinen seerumiantigeeni tai lymfosyyttiin sitoutunut an-
tigeeni silld ehdolla, ettd kun mainittu antigeeni on
liukoinen, se ei ole virusgeenituote.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen vasta-aine,
tunnettu siitd, ettd se on monoklonaalinen vasta-
aine, joka on edullisesti perdisin jatkuvasta hybridi-
solulinjasta, jolla on solulinjan 3D8, 1E2 tai 3Gl2 tun-
nuspiirteet.
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14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen monoklonaa-
linvasta-aine, t unne t tu siitd, ettd se on kyt-
ketty merkkiaineeseen, joka on edullisesti entsyymi,
radioisotooppi, hiukkanen, alusta, kromogeeni, kemi-
luminesoiva aine, fluoresoiva aine, koentsyymi, vapaa
radikaali tai bakteriofagi.

- 15, Patenttivaatimuksen 13 mukainen monoklonaali-
nen vasta-aine, t unne t tau siitd, ettd mainittu
vasta-aine on HTLV-III-virusgeenituote tai sitoutunut
sellaiseen.

16. Diagnostinen vdlineigtd, t unne t tu
siitd, ettd se sisdltdd pakatussa yhdistelmdssd mono-
klonaalista vasta-ainetta, jolla on kyky sitoutua AIDS-
ia aiheuttavan virusinfektion seurauksena muodostuvaan
antigeeniin, tai mainitun vasta-aineen leimattua johdos-
ta, jolloin mainittu antigeeni on sitoutuneena virus-
geenituotteeseen tai lymfosyyttiin mainitun infektion
seurauksena.

17. Ainekoostumus, t unne t £t u siitd, ettd
se sisdltdd
(a) HTLV-III-geenituotteen johdokseen sitoutuvan mono-—
klonaalisen vasta-aineen ja
(b) mainitun geenituotteen johdannaisen yhdistelm&d.

18. Ainekoostumus, t unn e t t u siitd, ettd
se sisdltdd
(a) monoklonaalisen vasta-aineen, jolla on kyky sitoutua
soluun sitoutuneeseen antigeeniin, joka on muu kuin‘HTLV—
ITII-geenituote ja jota syntyy HTLV-III-infektion seurauk-
sena, ja
(b) mainitun antigeenin yhdistelmdi.

19. Moncklonaalinen vasta-aine, t unne t tu
siitd, ettd silld on monoklonaalisen vasta-aineen omi-
naispiirteet, jota vasta-ainétta saadaan jatkuvasta hyb-
ridisolulinjasta jolla on solulinjan 3D8, 3F7, 3Gl2,
2al11, 4G2, 1E2, 3G8 tai 1Cll tunnuspiirteet.
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