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L1
Escherichia colin synteettinen, ldmp&stabiili enterotoksii-

l nipolypeptidi ja sen multimeerit

Témd keksintd® kohdistuu synteettiseen polypeptidiin, joka vas-
taa Escherichia coli:n lidmpdstabiilia enterotoksiinia, ja
erityisesti synteettisiin polypeptideihin ja sen multimee-
reihin, jotka sisdltdvdt ne pddasialliset mddrddvit alueet,
jotka saavat Escherichia colin ldmpGstabiilin enterotoksiinin

antigeenisyyden aikaan.

Escherichia coli:n (E.coli tai ETEC) enterotoksigeenisten
kantojen ohutsuolessa tapahtuvasta pesdkkeenmuodostuksesta
Eiheutﬁﬂm.akuutti ripulisairaus on maailmanlaajuisesti ajatel-
len huomattava terveydellinen vaikeus sekd ihmisissd, etta
eldintaloudessakin. Rotavirusten kanssa yhdessd nadmd organis-
mit ovat pddasiallinen syy usein tappavaan ripuliin, joka on
tavallista alikehittyneissd maissa eldvien pikkulasten keskuu-
dessa sekd vastasyntyneissd eldimissd, erityisesti karitsoissa
ja porsaissa. ETEC-kannat ovat myds tavallinen akuutin ripu-
lin syy lauhkeiden vybhykkeiden ihmisissd, jotka matkustavat
tropiikkiin, ja ne saattavat olla syynd satunnaiseen tai epi-
demiankaltaiseen ripuliin joko lauhkeilla tai trooppisilla

alueilla asuvien lasten tal aikuisten keskuudessa.

ETEC:n aiheuttama sairaus valittyy kahden enterotoksiinin vapau-
tumisella, niiden vapautuessa joko erikseen tai yhdessd. Mole-
kyylipainoltaan suuri, antigeeninen, lampdstabiili toksiini

(LT) on puhdistettu homogeeniseksi, ja sen alayksik&n raken-
netta luonnehditaan viideksi B-alayksik&ksi, jotka kiinnitti-
vat holotoksi;nin mukosaalipinnan spesifisiin GMl—gangliosidi—
reseptoreihin, ja yhdeksi A-alayksikdksi, joka stimuloi solun-
sisdistd adenylaattisyklaasin aktiivisuutta, jolloin nesteen

ja elektrolyytin erittyminen elpyy.



Ihmisestd tali siasta perdisin olevien ETEC-kantojen tuottama,
molekyylipainoltaan alhainen, lampdstabiili toksiini (ST) on
my6s puhdistettu dskettdin. ST—preparaattien.puo;i—kystiinin
pitoisuus on suhteellisen suuri, ne aiheuttavat erittymistd
stimuloimalla guanylaattisyklaasia ja ne ovat hapteenisia,
minkd osoittaa se, ettd ne kykenevat kohottamaan antitoksiinin
responssia sellaisissa eldimissd, jotka on tehty immuuneiksi
molekyylipainoltaan korkeaan kantajaan yhdistetylld toksiinil-
la.

Kadyttdkelpoisin menetelmd ETEC:n aiheuttaman ripulin estami-
seksi olisi sellainen immunisointiohjelma, Jjoka takaisi suojan
sellaisia heterologisia ETEC-serotyyppejd vastaan, jotka tyypit
tuottavat joko yhtd tai molempia LT- ja ST-enterotoksiineja.
Immuuniksi tekeminen jommalla kummalla biologisella LT- tai
biologisella ST-toksiinilla saa koe-eldimissd aikaan anti-
toksiiniresponssin, joka suojaa ‘immuuniksi tekemisessd kay-
tettyd, spesifistd toksiinia tuottavia, kantojen homologisia
ja heterologisia serotyyppej& vastaan. Immuuniksi tekeminen
koko LT-toksiinilla tai sen B-alayksik®6lld aikaansaa suojan
niitad eldvid heterologisia kantoja vastaan, jotka kannat tuot-
tavat pelkistiin titi toksiinia (LT /ST ) tai tuottavat titd
toksiinia yhdessd ST:n kanssa (LT+/ST+), mutta ei sellaisia

kantoja vastaan, jotka tuottavat pelkidstdin ST:tid (LT-/ST+).

Immunointi molekyylipainoltaan korkeaan kantajaan yhdistetylli
biologisella ST:113 aiheuttaa seerumin vasta-aineita, jotka
neutraloivat passiivisesti erittymisvaikutusta heterologisten
kantojen tuottamassa ST:n imevdn hiiren mallissa. T&ten immu-
noinnilla saadaan aikaan suoja eldvien heterologisten LT—/ST+:n
suoraa uhkaa vastaan, mutta ei LT:t& tupttavia kantoja vastaan.
Kumpikaan n&disti toksiineista ei ole sopiva immunointiin yksin
annettuna, kuitenkin ottaen huomioon niiden toksisuuden, nii-
den kykenemdttbmyyden aikaansaada suojaa toista toksiinimuotoa
tuottavia kantoja vastaan, ja sen tosiseikan, ettd ne molekyyli-
painoltaan suuret kantajat, joita on k&ytetty tekemdin haptee-
nisesta biologisesta ST-molekyylistd antigeenisen, ovat sopi-

mattomia kdytettdviksi ihmisille.



Julkaisussa Klipstein et al., Infect. Immun., 37:550-557

(1982) on esitetty sellaisen rokotteen kehittdminen, joka roko-
te on valmistettu konjugoimalla biologinen ST-toksiini LT-
toksiiniin karbodi-imidireaktiolla. T&m&n reaktion tuloksena
biologinen ST muuttuu antigeeniseksi, kun se yhdistet&ddn mole-
kyylipainoltaan suureen LT-kantajaan, koska molemmat ristisi-
doksiset toksiinit sdilyttdviat suurimman osan antigeenisuudes-
taan, mutta menettdvit suurimman osan toksisista ominaisuuk-
sistaan. N&din tuotetulla rokotteella immuuniksi tehdyt rotat
olivat erittdin suojattuja joko LT:n tai biologisen ST:n uhkaa
vastaan, sekd n&ditd toksiineja tuottavien ETEC-kantojen uhkaa

vastaan.

Biologisen ST:n puolittain puhdasta valmistetta kdytettiin
tdhdn rokotteeseen, johtuen puhtaan biologisen ST:n suhteelli-
sen alhaisesta saannosta nykyisid puhdistusmenetelmid kdytet-
tidessd, joihin menetelmiin kuuluu lukuisia kromatografisia ero-
tusvaiheita. Heterogeenisen materiaalin sisdltyminen rokot-
teeseen saattaa kuitenkin estdd sen kdyton ihmisen immuuniksi

tekemisessa.

T&11l3 keksinn®lld, joka kohdistuu synteettisesti tuotettuun
ST:hen, on voitettu luonnon l&dhteistd perdisin olevan ST:n
kdytén vaikeudet siten, ettd synteettistd ST:td voidaan valmis-
taa suuria mdiArid puhtaana, Jja tdlld ST:114 on samankaltaiset
ominaisuudet, kuin mitd ihmisen ETEC-kannan bakteeriviljelmil-
13 saadulle puhtaalle ST:1lle on esitetty. Lgtaples et al.,

J. Biol. Chem., 255:4716-4721 (1980); ja Chan et al., J. Biol.
Chem., 256:7744-7746 (1981)/.

vihintdidn kaksi ST-tyyppid on tunnistettu fysikaalisten ominai-
suuksiensa perusteella. Ensimmdinen ST I:nd tunnettu tyyppi
(jota merkitddn myds STa:lla) on liukoinen metanoliin, ja se

on aktiivista imevdn hiiren mallissa. Toinen tyyppi, ST II
(jota merkitddn my6s STb:11d), on liukenematonta metanoliin,
eikd se ole aktiivista imev&n hiiren mallissa, mutta se on

aktiivista sian ligatoiduissa ileaalisilmukoissa.



ST I-polypeptidien joukosta on tunnistettu vihintdin kolme
samankaltaista polypeptidii tai niiden polypeptidien mddrdavat
alueet, ja niiden aminohappojdrjestys on middritetty. N&itd
kolme ST I-tyyppid merkitddn tdssid (i) ST Ia:1la, joka alun-
perin l&ydettiin hdrdn E.coli-kannasta, ja jonka osa on myds
koodautuneena porsaan kantoihin, (ii) ST Ib:113 merkitty on
perdisin ihmisestd eristetystd E.coli:sta ja (iii) ST Ic on

samoin eristetty ihmistd infektoivasta E.coli:sta.

ST Ia-polypeptidin koodaava nukleotidijdrjestys on mididritetty.
Nukleotidijdrjestyksen translaatio polypeptidin aminohapposek-
venssiksi johtaa polypeptidiin, joka k&sittdd 72 aminohappoa,
joka karboksipddssd pddttyy tyrosiiniryhmdin Lgo et al., Proc.
Natl.Acad.Sci. USA, 77:4011-4015 (l980l7. ST Ic-polypeptidin
arvellaan samoin kdsittdvdn 72 aminohappoa sekd ST Ia-poly-
peptidin kanssa lukuisia homologisia alueita. ST Ib-polypepti-
din on esitetty sisdltdvéd@n ainoastaan 18 aminohappoa than et al.,
J.Biol. Chem., 256:7744-7746 (1981)/.

ST Ib:n 18 aminohappoa (l18-meeri) osoittavat huomattavaa homo-
logisuutta ST Ta-polypeptidin aminohappojen 55-72 kanssa.
Homologinen, ldhes identtinen alue on esitetty seuraavassa,
alkaen aminohaposta numero 55, vasemmalta oikealle kulkien ja

ST Ia-polypeptidin suunnassa aminopdd-karboksipii:

ST Ta: AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCys
ST Ib: AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCys

AsnProAlaCysAlaGlyCysTyr
TyrProAlaCysAlaGlyCysAsn

Tuoreimmissa julkaisuissa, Takeda et al., Abstracts, 19th Joint
Conference US-Japan Cooperative Medical Science Program,
Cholera Panel (**where & when $ other info**), 87-88 (1983)

ja Ikemura et al., Chem. Letters, (Chem.Soc.Japan), 101-104
(1983), tdlle 18-meerille polypeptidille on esitetty lisi-
polypeptidijdrjestysten ladsndolo. N&md tutkijat merkitsivit

ihmisen ja porsaan ETEC-kannoista saatua ST-molekyylii



h
jddnndsten jdrjestykset, vasemmalta oikealle ja suunnassa

ST, :11a ja STp:llé. Ndiden tutkijoiden esittdmdt aminohappo-

aminopddstd karboksip&ddhdn, ovat: S

S
STh AsnSerSerAsnTerngysGluLeuCysCys
STp —~-AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCys

AsnProAlaCysThrGlyCysTyr

AsnProAlaCysAlaGlyCysTyr

Kuten molempia edelld esitettyjd jdrjestyksia, eli ST Ia, ST Ib,
STh ja STp verrattaessa voidaan n&hdid, suuri osa hqmologisuudes-
ta on jakaantuneena kunkin neljdn esitetyn jadrjestyksen kar-
boksipddn neljddntoista jddnndkseen.

N&md tutkijat julkaisivat myds ST. :n synteesin. Suojattua

polypeptidid valmistettaessa kéytgttiin synteesin liuosmene-
telmid. Suojausryhmdt poistettiin vetyfluoridilla, ja Cys-
merkaptoryhmdt (tiolit) hapetettiin ilmalla. Ilmahapettaminen
suoritettiin polypeptidin pitoisuuden ollessa lO-S-molaarista
tislatussa vedessd, jonka pH oli asetettu arvoon 8,0 ammonia-
kin vesiliuoksella. Hapettamista jatkettiin, kunnes vapaat

tioliryhmdt katosivat.

Synteettisen STh:n biologisen aktiivisuuden imevdn hiiren mal-
lissa esitettiin olevan sama kuin luonnollisen toksiininkin.
Synteettisen materiaalin toksisuus ilmoitettiin neutraloituvan

luonnollista toksiinia vastaan vaikuttavalla antiseerumilla.

Edelld olevaa 18 aminohapon polypeptidijdrjestystid tarkastel-
taessa paljastuu samoin, ettd l&snd on myds kuusi puolikystiini-
(Cys)-jdannodstd. N&diden puolikystiinijddnndsten hapettumisen
luonnollisesti esiintyvdn enterotoksiinin molekyylin sis3disii
disulfidisidoksia sisdltdviksi kystiinijddnndksiksi arvellaan

aikaansaavan materiaalin havaitun l&mp&stabiilisuuden.

Lisdksi on kuitenkin huomautettu, ettd vaikkakin kystiini-

disulfidisidosten tiedetddn olevan ldsnd biologisessa ST:ssi,



niin kuitenkaan ei tiedetd, mitkd puolikystiinijddnndksien
parit yhdistyvdt, kun luonnollisessa ST-molekyylissd ldsnd-
olevat kolme disulfidisidosta muodostuvat. Némé\kqime disulfidi-
sidosta voivat teoreettisesti muodostua ldsndolevan kuuden

Cys—-jdadnndksen viidestdtoista erilaisesta yhdistelmdsti.

Staples et al., supra, ovat osoittaneet, ettd biclogisen ST:n
disulfidilijtoksia tarvitaan toksiinin biologisessa aktiivi-
suudessa. T&ten puolikystiineijd tuottavan kemiallisen pelkis-
t&misen tai kysteiinihappoa tuottavan, permuurahaishapolla
suoritetun hapettamisen osoitettiin tuhoavan toksiinin biolo-
gisen aktiivisuuden. Lisdksi Chan et al., supra, ovat esittd-
neet, ettd ST Ib:n yll8 olevan sekvenssin 18 homologisen amino-
el tarvita biologiseen aktiivisuuteen. T&dten biologinen aktii-
visuus saavutettiin aminohapot k&sittdvdstd polypeptidistd,
joka sisdlsi karboksipdidn 14 aminohappoa ja niiden disulfidi-

sidokset.

Julkaisussa Aimoto et al, Biochem. Biophys. Res. Chem., 112:320-

326 (April 15, 1983) on esitetty edelli mainitun ST, :n 14 amino-

h
happojddnndstad karboksipddn synteesissd. Tdm3n synteettisen
molekyylin biologisen aktiivisuuden esitettiin olevan 2-5
kertainen natiiviin STh:hon verrattuna, molaarisesti mddari-

tettynd, imevdn hiiren mallia k&yttden.

Suullisessa esityksessddn elokuun 29 pdividnd 1984, Duflot et al.,
Proceedings European Peptide Symposium: 683-686, joka on jul-
kaistu Berliinissd kesdkuussa 1983, ndmd tutkijat esittivit
porsaan ja ihmisen ST 1l8-meeristen polypeptidien synteesin,
joissa polypeptideissd niiden Cys-merkaptoryhmidt oli suojattu
(S-suojaus) asetamidometyyliryhmilld. N&md aminohappojid&nnds-
ten jarjestykset olivat tarkoituksellisesti identtiset So:n

et al., supra, ST Ia:lle esittidmidn jirjestyksen kanssa ja
Chan:in et al., supra, ST Ib:1lle esittidmin jdrjestyksen kanssa.

Kuitenkin Duflot:in et al. esittidmien jdrjestysten seitsemis



aminohappojddannds oli glysiinijddnnds (Gly) aminopddstd las-
kien, kun taas tdmd jad&nnds edelld kuvatuissa jirjestyksissd
on glutamiinihappojddnnds (Glu). T
Duflot et al. esittivdt, ettd hiirien tai jdnisten immunointi
heiddn S-suojatulla porsaan ST-toksiinillaan, tetanus-~
toksoidiin tai ovalbumiiniin liitettyn&d, tuotti vasta-aineita,
jotka tunnistivat luonnollisen Jja synteettisen toksiinin
samalla tavalla. Oleellista biologista aktiivisuutta imevin
hiiren kokeessa ei havaittu S-suojatulla, porsaan synteetti-
selld polypeptiditoksiinilla. N&m& tutkijat esittivit biolo-
gisen aktiivisuuden puuttumisen johtuvan molekyylin sisdisten
difulsidisidosten puuttumisesta S-suojatussa molekyylissi,
mikd pitdd yhtd aikaisemman Staples:in et al., supra, julkai-

sun kanssa.

T&dssd keksinndssd tarkastellaan synteettistd polypeptidiid, jolla
on antigeenisyyttd vapaana monomeerina tai multimeerina, eli
vdhintddn 10 % E.coli:n biologisen, ldmpdstabiilin enterotok-
siinin (ST) antigeenisyydestd. Synteettinen polypeptidi
kdsittdd aminohappojddnnésten jdrjestyksen, vasemmalta oikealle
tarkasteltuna, ja suunnassa aminopdistd karboksip&&dhin, jota
jérjeitysté esittdd kaava
2

Ra Rb

Ri3—Cys(R;)Cys(R8)GluLeuCys(Rz)CyS(Rio)TYr(ASH)

4
R3

h

R5
e

ProAlaCys(R]];l)Ala(Thr)GlyCysR12

1 Asn (Tyr)

jossa suluissa olevat kolme spesifistd aminohappojidinndsti
ovat vaihtoehtoisia kulloinkin v&dlittom&dsti edeltdvdlle jir-
jestyksen aminohappojdidnndkselle;

a-f ja g-1 ovat kokonaislukuja, joiden kunkin arvo on nolla
tai yksi, mikd tarkoittaa, ettd mikdli jonkin a-f:n tai g-1l:n

arvo on nolla, niin vastaava Ri:g— tai R;:iz—ryhmé puuttuu,



ja kun Ri:g‘thmé puuttuu, niin Cys-j3dinndksen, jossa on puuttu-
va Ri:g—ryhmé, rikkiatomi muodostaa kystiinin disulfidisidoksen,

1-6

kun taas a-f:n tai g-l:n arvo on vksi, niin vastaava Ra—f— tai

R;:iz—thmé onl%ésna;
vksildityind Ra_f—ryhmét ovat samoja tai eri osia, jotka ovat
sitoutuneet Cys-jddnndksien rikkiatomiin, ja ne kuuluvat jouk-
koon, joka kdsittdad Vedyn,noinAl—4 hiiliatomisen alkyyliryhmé&n,
noin 2-20 hiiliatomisen substituoidun alkyyliryhmén, noin 1-8
hiiliatomisen asyyliryhm&n ja noin 2-10 hiiliatomisen substi-

tuoidun asyyliryhmdn;
R7—12

g-1
happojddnndksid kulloinkin valittOmdsti edeltdvdlle Cys-jddn-

-ryhmdt ovat samoja tai erilaisia, vaihtoehtoisia amino-

ndkselle;

vahintdaan kaksi a-f:std@ ja kaksi g-l:std ovat nollia ja kaksi
Cys—jddnndstd on ldsnd edellyttden, ettd synteettinen polypep-
tidi k&sittdd vdhintddn yhden molekyylinsisidisen kystiinin di-
sulfidisidoksen, joka on muodostunut vdhintd&n kahdesta ldsna-
olevasta Cys-jddnndksestd; ja

"m" on kokonaisluku, jonka arvo on nolla tai yksi, mikd tarkoit-
taa, ettd mikdli "m" on nolla, niin R;3 puuttuu, ja mik&dli

"m" on yksi, niin Ri3 valitaan ryhmdstd, Jjoka kdsittdd noin
1-54 aminohappojddnndstd kdsittdvdn ketjun, sitojaryhmidn ja
noin 1-20 hijiliatomisen karboksyylihapon asyyliosan, joka happo

muodostaa amidisidoksen aminopddn jddnndksen amiinin kanssa.

Mik&d1li monomeerimuodossaan, niin edelld mainituista vdhintdin
vhdestd disulfidisidoksesta on kystiinin molekyylinsisiinen
disulfidi, joka on muodostunut vdhint&d&n niiden kahden Cys-
jddnnodksen vdliin, jotka jdanndkset ovat ldsnd antigeenisessa
polypeptidissd. Kun antigeeninen polypeptidi on multimeeri-
sessd muodossaan, Jjoka kdsittdd lukuisia polypeptideistd muodos-
tuneita toistuvia yvksikditd, niin edelld mainittu vdhintdin

yksi disulfidisidos voi olla kystiinin molekyylinsisdinen di-
sulfidi, joka on muodostunut niiden vahint&&n kahden Cys-
jadnnoksen vdliin, jotka jddnndkset ovat ldsni kussakin tois-

tuvassa yksik®Ossd, tai tdmd disulfidisidos voi olla kystiinin



molekyylinsisdinen disulfidi, joka on muodostunut vhden v&-
hintddn niistd kahdesta Cys-jdanndksestd, jotka ovat l&snd
ensimmdisessd toistuvassa yksikOssd ja toisen wdhintddn niisté
kahdesta Cys-jdanndksestd, jotka ovat ldsnd toisessa toistu-

vassa yksikOssd, vadliin.

Tdten olipa kyseessd monomeerinen tai multimeerinen muoto,

niin kystiinin disulfidisidos on molekyylin sisdinen. Kuiten-
kin monomeerisessa ST:ssa disulfidisidos on polvpeptidin sisdi-
nen sidos, kun taas multimeerisissa ST:n toteutusmuodoissa
disulfidisidos saattaa olla polypeptidin sisdinen tai poly-

peptidien vadlinen sidos.

Edelld esitettyd antigeenista polypeptidid& voidaan kayttad
pelkidstddn monomeerisessa muodossaan, kuten sellaisessa diagnos-
tiikassa kdytettynd, Jjossa toteutetaan kilpailevia sitoutumis-
mddrityksid, tai mieluummin rokotteen monomeerisena immunogee-
nina, kun polypeptidi on yhdistettynd kantajamolekyyliin,

kuten porsaan immunoglobuliini G:hen. Edelleen suositeltavam-
massa toteutusmuodossa antigeenista polypeptidid kdytetdan
multimeerisessa muodossa.

Multimeerisend muotona kdytettdessd polypeptidi on monomeerien
lukuisista toistuvista yksik&istd muodostuva kokonaisuus.
Erddssd toteutusmuodossa multimeeri k&sittii vihintididn kaksi
antigeenista ST-polypeptidid, jotka ovat sitoutuneina toisiin-~-
sa alku- ja loppupddn avulla amidisidoksella, joka on muodos-—
tunut yhden polypeptidin aminop&&n amiiniryhmdn ja toisen poly-
peptidin karboksipddn karboksyyliryhmdn vdliin. Toisessa
multimeerisessa toteutusmuodossaan antigeeninen polypeptidi on
polymeerin lukuisista toistuvista yksikdistid muodostuva koko-
naisuus, jonka polymeerin polypeptidideisti muodostuvat tois-
tuvat yksikdt ovat sitoutuneina toisiinsa polypeptidien v&li-
sind, kystiinin disulfidisidoksilla, jotka ovét muodostuneet

toistuvien polypeptidiyksikdiden Cys-j&dinnSsten vdliin.
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Synteettisen ST:n monomeerisen ja multimeerisen muodon suosi-
tummassa kdytdnndn toteutusmuodossa, antigeenisen synteetti-
sen polypeptidin edelld esitettyyn kaavaan viitaten:

a-f ovat kokonaislukuja, joilla on arvo nolla tai yksi, edel-
lyttden, etté&:

"

e" on nolla, kun "a" on nolla,

"d" on nolla, kun "b" on nolla, ja

"f" on nolla, kun "c¢" on nolla;

lisdedellytyksend on, ettd vdhintddn yksi "a":sta, "b":std tai
"c":std on oltava nolla, joten vastaava R;:g puuttuu, kuten
ryhmi Ré:g:kin, jonka alaindeksi on nolla, kun mainituista

"a", "b" tai "c" jokin on nolla, ja molekyylin sisdinen kystii-
nin disulfidisidos on l&snd vastaavien Cys-jddanndsten vidlissd,
joille j&dnndksille alaindeksin arvon oleminen nolla vaatii
sen, ettd toisenkin alaindeksin arvo on nolla; ja

kun jokin a-f on arvoltaan yksi, niin mainitut Ri:g—ryhmét,
erillisind tarkasteltuina, ovat samoja tai erilaisia osia,
jotka ovat sitoutuneet Cys-j&@dnndksen rikkiatomiin, ja ne on
valittu ryhmdst&d, johon kuuluu vety, noin 1-4 hiiliatomin alkyy-
liryhmd, ja noin 2-20 hiiliatomin substituoitu alkyyliryhm&;
jossa g-1 ovat kokonaislukuja, joiden arvo on nolla tai yksi,
kuten edelld on esitetty, edellyttden, ettéd:

sekd "g" ettd "k" ovat nollia, kun "a" on nolla,

sekd "h" ettd "j" ovat nollia, kun "b" on nolla, ja

sekd "i" ettd "1" ovat nollia, kun "c" on nolla, ja

kun lukujen g-1 arvo on yksi, niin R;:iz—ryhmét ovat samoja

tai erilaisia vaihtoehtoisia aminohappojdd@nndksid kulloinkin

valittOmdsti edeltdvdlle Cys-jddnnokselle.

Monomeerisen tai multimeerisen antigeenisen synteettisen poly-
peptidin voidaan t&ten katsoa kdsittdvan vdhintddn yhden mole-
kyylinsisdisen disulfidin, joka on kystiinijddnndksen polypep-
tidin sisdinen tai polypeptidien vdlinen disulfidisidos, joka
on muodostunut kahden Cys-jddnnéksen valiin. Suositeltavimmissa
toteutusmuodoissa polypeptidin sisdinen kystiinin disulfidi-

5 2 4 3

. . 1. . . , .
sidos on muodostunut ryhmien Ra Ja Re’ tai Rb Ja Rd’ tai Rc Ja
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g Cys—-jdanndsten parien vdliin. Edelleen suositeltavammissa

R
toteutusmuodoissa monomeerinen synteettinen polypeptidi k&a-
sittdd vdhintd&n kaksi kystiinijddnndstd ja niiden disulfidi-
sidokset ovat muodostuneet edelld mainittujen Cys-jdidnndsten
parien v&dliin, ja suositeltavimmissa toteutusmuodoissa synteet-
tinen polypeptidi kdsittdd kolme kystiinijéénnasta edelld

mainittujen Cys-jddnndsten vdlissi.

Biologinen, luonnollinen (natiivi) ST ki3sittdi kolme disulfidi-
sidosta, jotka ovat muodostuneet kuuden Cys-jadiénnéksen jouk-
koon. Tdmédn keksinndn suositeltavimmalla monomeerisella syn-
teettiselld ST:114 on biologiseen, natiiviin ST:hen verrattuna
identtinen, 18 aminohappojddnndksen jdrjestys, ja se sisdltiad
samoin kolme molekyylinsisdistd, polypeptidin sisdistid disul-
fidisidosta, jotka ovat muodostuneet sen kuuden Cys-jddnndksen
joukkoon. Kuitenkin ohutkerroskromatografinen ja elektroforeet-
tinen liikkuminen kirjallisuuden arvoihin verrattuna, Jja biolo-
gisten sekd synteettisten monomeeristen ST-molekyylien immunolo-
giset ominaisuudet ovat erilaiset, vaikkakin ndiden kahden
molekyylin primddrinen rakenne on sama, ja kukin kdsittdid kolme

molekyylin sis&distd, polypeptidin sisdistd disulfidisidosta.

Tamdn keksinndn mukaista monomeerista tai multimeerista synteet-
tistd ST:td, jolla on vdhintddn 10 % biologisen ST:n antigeeni-
syydestd, voidaan valmistaa syntetoimalla ei-hapettavissa

olosuhteissa ensimmdinen hapettamaton polypeptidi, kuten edelli
1-6
a-f
ryhm8& vdhint&ddn kahdella lukujen a-f arvolla, jotka ovat yksi.

kuvatun kaltainen polypeptidi, jossa vety tarkoittaa R

Suositeltavampaa, monomeeriselle synteettiselle ST:lle ja
multimeeriselle synteettisen ST:n muodolle on, ettid ensimmiinen
hapettamaton polypeptidi kdsittdd sen aminohappojiddnndsten
jdrjestyksen, vasemmalta oikealle, ja suunnassa aminopdidstd

karboksipddhdn kulkien, jota esittdd kaava:

7 8 9 10
Cys(Rg)Cys(Rh)GluLeuCys(Ri)Cys(Rj )

Tyr(Asn)ProAlaCys(Ril)Ala(Thr)GlyCysRizAsn(Tyr)
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missd ylld oleva suositeltavampi aminohappojéddnnéksen jarjes-— -
tys ilman kolmea spesifistd, suluissa olevaa aminohappojdan-
ndstd ja R;:iz—ryhmié vastaa ST Ib-polypeptidin aminohappojdan-
ndksid, jotka on numeroitu 5:st&8 18:aan tdmdn ST Ib-polypepti-
din aminopddstd laskettuna;

kolme spesifistd suluissa olevaa aminochappojddnndstd ovat kul-
loinkin vaihtoehtoisia v&littOSmédsti edeltdvdlle aminohappojddn-
nokselle;

7 8 9 10 11 . 12
g’ Rh, Ri' Rj ’ Rk Jja Rl

ovat samoja tai erilaisia vaihtoehtoisia aminohappojddnndksid

R

edeltdvdlle Cys-jddnndkselle; g-1 ovat kokonaislukuja, joilla

kullakin on arvo nolla tai yksi edellyttden, ettd mik&dli jolla-

kin luvuista g-1 on arvo nolla, niin vastaava yksitt&dinen R;:iz—
ryhmd puuttuu,ja vdhintddn kahden luvuista g-1 arvo on nolla

7-12_
g-1
ryhmid edelt&dvistd Cys-jddnndksistd perdisin olevia ei-vierekkdi-

edellyttden lisdksi, ettd vdhintddn yksi pari yksittdisid R

sid Cys-jda@nndksid on 1ldsnd, jolloin Cys-jddnndsten ei-vierekkdi-
set parit on valittu ryhmdstd, joka kdsittdd ne Cys-jdidnndkset,
jotka vastaavat ST Ib-polypeptidin aminohappojddnndsten paikkoja,
jotka on numeroitu 5:113 tai 6:1la ja 9:113 tai 10:11%,

5:114 tai 6:11la ja 14:113F, ja 9:113 tai 10:114 ja 17:113 ST Ib-

polypeptidin aminopddstd laskien.

Sen jdlkeen kun ensimmdinen polypeptidi on syntetoitu, sitid voi-
daan kayttdid, ja se liuotetaan tai suspendoidaan vettid sisidlti-
vdidn valmisteeseen pitoisuutena, joka on vdhemmin kuin noin 5
milligrammaa millilitrassa, ja mieluummin vihemm3n kuin noin

2 milligrammaa millilitrassa, ja mieluiten pitoisuutena, joka

on noin 1 milligramma millilitrassa, pitoisuuteen noin 0,1
milligrammaa millilitrassa. Vettd sisdltdva valmiste on mielui-

ten alkalista, ja sen pH-arvo on pienempi kuin noin 10,5.

Timdn jdlkeen saatu, polypeptidid sisdltdvd valmiste saatetaan
kosketuksiin hapettajana toimivan molekulaarisen hapen kanssa.
Valmisteen ja molekulaarisen hapen védlistd kosketusta pidetdin

y1lld noin 1l:std noin 24:8&n tuntia kestdvdn ajanjakson ajan,
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vdhintd4n yhden polypeptidin sisdisen tai yhden polypeptidien
vdlisen vdhintddn kahden l&sndolevan Cys-jddnndksen vdliin synty-

vin kystiinin disulfidisidoksen muodostumiseksi.

Monomeerisen molekyylin suositeltavimmassa toteutusmuodossa di-
sulfidisidos muodostuu niiden Cys-jddnndsten parien vidliin,

jotka jdd&nndkset vastaavat ST Ib-polypeptidin aminohappojdinnds-—
ten asemia, jotka on numeroitu 5:11& ja 14:114, 6:1la ja 10:114,
ja 9:114 ja 17:118 ST Ib-polypeptidin aminopddstd laskettuna.
Tdmdn molekyylin edelleen suositeltavimmassa toteutusmuodossa
molekulaarisen hapen ja ensimmdistd polypeptidid sisdltdvin
liuvuoksen vdlistd kosketusta pidet&ddn ylld sellaisen ajanjakson
ajan, joka jakso on riittdvid kahden disulfidisidoksen muodostu-
miseen edelld mainittujen Cys-jddnndsten parien vdliin, ja edel-
leen suositeltavammin riitt&dvd kolmen molekyylin sisdisen kystii-
nin disulfidisidoksen muodostumiseen ndiden Cys-jddnndsten parien

vdliin.

Td1lld keksinndlld on useita hydtyjd ja etuja. Erds tdllainen
hydty on, ettd se tuottaa immunologisesti aktiivisen ST:n
l&hteen, jolloin ST:td voidaan valmistaa suuria middriid ja jok-
seenkin puhtaana. Erds tdmdn keksinndn eduista on se, ettd
synteettistd ST:t& voidaan kdyttdd ihmisid ja muita eldimid roko- -
tettaessa ST:td tuottavia E.coli-kantoja vastaan. Toinen tHmidn
keksinndn etu on se, ettd synteettistd ST:td voidaan kdyttidi
diagnostisessa reagenssissa tal reagenssijdrjestelmdssd kokeil-

taessa ST:td8 tuottavan E.coli:n aiheuttaman infektion lisn3doloa.

Té&mdn keksinndn lisdetu on edelleen siinid, ettd sellaisia ST-
molekyylejd, joiden antigeenisyys on natiivin toksiinin antigee-
nisyyden moninkerta, voidaan valmistaa. Edelleen keksinnon

etuna on se, ettd sellaisia synteettisid ST-polypeptidejid, joilla
natiiviin toksiiniin verrattuna on huomattavasti vdhemmdn biolo-
gista aktiivisuutta, voidaan valmistaa. Té&mdn keksinndn muut
edut ja hyddyt ilmenevdt alan asiantuntijoille seuraavista yksi-

tyiskohtaisista malliesimerkeistd ja patenttivaatimuksista.
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Piirustuksissa, jotka muodostavat td@mdn julkaisun osan:

Kuva 1 esittdd synteettisen ja biologisen ST:n potentiaalia
indusoida nesteen erittymistd imevadn hiiren kokeessa. Yksi hii-
riyksikkd (MU) on mddritelty siksi toksiinimd&driksi, jolla saa-
vutetaan suhteen sisdlmysten (suoliston) paino : ruumiin paino
arvoksi vdhint&ddn 0,083. Esitetyt MU-arvot ovat vksikdissi
mikrogrammaa toksiinia kohden. Abskissa esittdd toksiinin

annostuksen nanogrammoina (ng).

Kuva 2 esittdid nesteen erittymistd sen jdlkeen kun toksiinia on
tiputettu 18 tunnin ajan ruuatta olleiden rottien ligatoitui-
hin suolisilmukoihin. ©Oordinaatan arvot ovat mikrolitraa nes-
tettd senttimetrid suolenpituutta kohden. Abskissan arvot ovat
toksiiniannostuksen nanogrammoja. EDSO tarkoittaa sitd@ annos-
tusta nanogrammoina, jolla saadaan aikaan puolet suurimmasta

mahdollisesta erittymisresponssista.

Kuva 3 esittdd synteettisen ja biologisen ST:n antigeenisyytts,
joka on midritetty kaksoiskerros-ELISA-menetelmdid kdyttden,
kdyttden biclogisen ST:n hyperimmuunia antiseerumia. N&iden
kahden ST~tcksiinin antigeenisyys oli jokseenkin sama, kun niitd
kokeiltiin synteettisen ST:n hyperimmuunia antiseerumia vastaan.
Oordinaatan yksikét ovat optisen tiheyden yksik6issd, kun taas

abskissa on antigeenina toimivan ST:n nanogrammoja.

Kuva 4 esittdd hyperimmuunin antiseerumin neutraloivaa vaiku-
tusta toksiinien erittymistehoon synteettiselld tai biologisella

ST:114, imevan hiiren kokeessa.

Kuva 5 esittdd niiden konjugaattien koostumusta ja ominaisuuk-
sia, jotka konjugaatit on saatu konjugoimalla synteettistd ST:td
LT-holotoksiiniin alkuperdisen moolisuhteen ollessa 100:1 vaihte-
levien karbodi-imidireagenssin l-etyyli-3-(3-dimetyyliamino-
propyyli)-karbodi-imidi (EDAC) pitoisuuksien ldsndollessa. Lopul-
lisissa konjugaateissa olevan ST:n prosenttiset osuudet (oordi-

naatta) perustuvat Lowry-proteiinin painoon Libwry et al.,
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J. Biol. Chem., 193:265-275 (l951l7. Toinen, sisempi abskissa
esittdd konjugaatissa jdljelld olevan LT-holotoksiinin toksisuut-

ta prosentteina konjugoimattoman LT-holotoksiinin toksisuudesta.

Kuva 6 esittdd synteettisen ST:n ja LT:n B-alayksik&iden vilisen
alkuperdisen moolisuhteen vaikutusta lopulliseen konjugaattiin
sisdltyneen ST:n madrddn mddritettynd radioaktiivisella jodilla
merkityn ST:n merkkiannosta kdyttden. EDAC:n suhde konjugaat-

tiin oli 2:1.

Kuva 7 esittdd EDAC:n ja konjugaatin vdlisen suhteen muuntelun
vaikutusta niiden konjugaattien koostumukseen ja antigeenisyy-
teen, jotka konjugaatit oli saatu synteettisen ST:n ja B-alayksi-
kon alkuperdisen moolisuhteen ollessa 50:1. Tiedot ST:sti on
esitetty vasemmassa palstassa, kun taas tiedot B-alayksikOstd

on esitetty oikeassa palstassa. Antigeenivksik®dt, ilmoitettuna
100 mikrogrammaa konjugaattia kohden, o0li saatu kertomalla kes-
kenddn ldsndolevan toksiinin prosenttinen mdidrd (painona) ja
antigeenisyyden prosenttinen osuus. Ympyrdidyt numerot osoit-

tavat EDAC:n ja kunkin spesifisen toksiinin suhteen.

Kuva 8 esittdd synteettisen ST:n ja B-alayksik®dn vidlisen alku-
perdisen moolisuhteen muuttamisen vaikutusta konjugaattien koos-
tumukseen ja antigeenisyyteen. Tiedot on esitetty kuten kuvassa
7. Ympyrdidyt numerot osoittavat_EDAC:n suhteen kuhunkin spe-
sifiseen toksiiniin. EDAC:n ja konjugaatin vdlinen suhde oli
1,5:1.

Kuva 9 esittdd sitd suojaa, joka saavutettiin rotissa, jotka

oli tehty immuuneiksi porsaan immunoglobuliini G:hen (PIG) kyt-
ketylld, joko B-alayksikkdd tai synteettistd ST:t3d kdsittivilli
asteittaisella antigeenin yksikk®dannostuksella. Rotat, joille
annettiin ruuansulatuskanavan sisdistd (i.p.) primdiristi immu-
nointia varten vaihtelevia annoksia (vasen palsta), saivat kaikki
yvhteensd suun kautta (p.o.) 2000 antigeeniyksik®n jarruttavan

annoksen; niille, joille annettiin vaihtelevia jarruttavia
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annoksia p.o. (oikea palsta), annettiin primddri immunointi
i.p. 200 antigeeniyksik6lld. Kussakin palstassa olevat
mukosaaliset IgA—-antitoksiinin (mukosaali-AT) arvot esittaviat
immunoiduissa rotissa olevan tiitterin geometrisen keskiarvon
kddnteisluvun kasvua immunoimattomien vertailurottien vastaa-
viin arvoihin verrattuna. Nelidissd olevat numerot esittdvat
ST-mukosaalin AT-arvoja, kun taas ympyrdissd olevat numerot

ilmoittavat mukosaalisen AT-arvon LT B-alayksikoille.

Kuva 10 esittdd sitd suojaa, joka saavutettiin ihmisen LT+/ST+
E.coli-kannan (O----0) uhkaa vastaan, verrattuna siihen suojaan,
joka saavutettiin ihmisen ainoastaan LT- tai ST-E.coli-kannan

(® —— ®) uhkaa vastaan rotissa, jotka oli tehty immuuneiksi
PIG:hin liitetylld, joko B-alayksikdn tai synteettisen ST:n
asteittaisilla p.o. antigeenin yksikkOannostuksilla. Kaikille
rotille annettiin i.p. primddrinen immunointi 200 antigeeniyksi-
k6114.

Kuva 11 esitt8d ST:n (6 ——®) ja B-alayksikdédn (0----0) vdlisen
alkuperdisen moolisuhteen muuttamisen vaikutusta ristisidoksel-
lisessa rokotteessa olevien toksiiniyhdisteiden antigeenisyy-
teen. Karbodi-imidin suhde konjugaattiproteiiniin oli jatkuvas-

ti 1,5:1, painoina.

Kuva 12 esittdd ST:n immunogeenisyyttd, kun ST:t& annetaan

PIG:hin yhdistettynd tai ristisidoksellisen rokotteen komponent-
tina. Kaikille rotille annettiin (i.p.) primddri immunointi

200 ST-antigeenivksik6lld, mitd seurasivat asteittaiset, suun
kautta annetut (p.0.) sT-annokset, kuten abskissalla on esitetty,
jonka jdlkeen ne altistettiin ihmisen LT—/ST+ E.coli-kannan
uhalle. Mukosaaliset AT-arvot on esitetty ympyrdissid tai nelidis-

sd olevilla numeroilla, ja ne ovat kuten kuvassa 9 on esitetty.

Kuva 13 esittdd kytkem&dttOmdn, synteettisen ST:n toksisuutta
(vasen palsta) ja rokotteena toimivan, PIG:hin yhdistetyn ST:n

toksisuutta (oikea palsta) imevdn hiiren kokeessa. Arvot ovat
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kulloisenakin pdivdnd kolmen hiiren keskiarvoja + keskiarvon
standardipoikkeama. MED, pienin tehokas annos, on se annos
(tdssd nanogrammaa mikrogrammassa), jolla saavutetaan suoliston:
ruumiinpainojen suhde, Jjoka on vdhintddn 0,083, positiivi-
nen responssi. Abskissat esittdvdt niitd annostuksia, jotka

on annettu nanogrammoina (vasen palsta) tai mikrogrammoina

(oikea palsta).

.Kuva 14 esittd3d kytkemdttdmin synteettisen ST:n toksisuutta

(vasen palsta) ja PIG:hin kytketyn ST:n toksisuutta (oikea

palsta) rokotteena rotan ligatoiduissa suoliston silmukoissa.
Arvot ovat kunkin pdivdn kolmen rotan keskiarvoja + keskiarvon
standardipoikkeama. ED50 on se annostus nanogrammoina tai mikro-
grammoina, Jjolla saavutetaan puolet maksimaalisesta erittymis-
responssista. "Kuumennettu" tarkoittaa sitd, ettd rokotetta
pidettiin 65°C:ssa tunnin ajan ennen kokeen suorittamista.
Abskissalla on esitetty ne annostukset, jotka on annettu nanogram-

moina (vasen palsta) tai mikrogrammoina (oikea palsta).

Kuva 15 esittdd sitd suojaa, joka saavutettiin immunociduissa
rotissa. Vaakasuora viiva tarkoittaa 50 ¢ immunoimattomien

eldinten maksimaalisesta erityksestd ja ED tarkoittaa sitd

annostusta nanogrammoina, joka tuotti taméioarvon tdssd rotta-
ryhmédssd. PI tarkoittaa suojaindeksid, ja IP/PO (vatsakalvon
sisdinen/suun kautta tapahtuva) tarkoittaa immunointitapahtuman
reittid. VYlemmdssd palstassa esitetdin tulokset, jotka on saatu
LT:n uvhasta, kun taas alemmassa palstassa esitetdidn ne tulok-
set, jotka on saatu monomeerisen ST:n uhasta. Kummankin panee-
lin abskissat esittdvdt uhkaavan toksiinin annostusta nanogram-
moina. Oordinaatta esittaa erittymistilavuudén millilitroina/

suolisilmukan senttimetrid kohden.

Kuva 16 esittdd sitd suojaa, joka on saavutettu immunoiduissa
jdniksissd. Merkitykset ovat samat, kuin kuvassa 15, paitsi
ettd uhkaavat annokset ja EDso—arvot ovat mikrogrammoina, ja
IM/PO tarkoittaa immunointireittid lihaksen sisiisesti/suun

kautta tapahtuvasti.
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Kuva 17 on kdyrd, joka esittdd polymeerisen ST (P-ST)-valmis-
teen erottamista Sephadex G-50-kolonnikromatografiaa kdyttden.
Abskissan numerot viittaavat kolonnin eluaattia kerdivien
putkien numeroihin, kunkin putken kerdtessd 4,5 millilitraa
eluaattia, kun taas oordinaatan numerot viittaavat kerdilyput-
kien sisdlldn optiseen tiheyteen, joka on mitattu arvolla 278
nanometrid. Numeroilla 5-9 varustettujen kerdilyputkien sisdl-
t6 yhdistettiin, pddasiassa P-ST:td sisdltdvdn liuoksen saami-
seksi, kun taas numeroilla 10-18 varustettujen kerdilyputkien
sisdl16t yhdistettiin p&dasiassa synteettistd monomeerista ST:td

(M-ST) sisdltdvidn liuocksen saamiseksi.

Kuva 18 esittdd annos—erittymisen responssiarvojen graafista

kuvausta immunoiduissa (&) ja immunoimattomissa (O) rotissa,

joita uhattiin. E.coli-ST:n ( ) tai Klebsiella pneumoniae
ST:n (----) asteittaisia annoksia tiputtamalla ligatoituihin
suolisilmukoihin 18 tunnin ajan. Rotat oli immunoitu rokotteel-
la, joka sisdlsi immunogeenina synteettistd monomeerista ST:td,
joka oli kytketty luonnolliseen LT B-alayksikkddn. Abskissa esit-—
tdd uhkaavan toksiinim&&rd&n nanogrammoina, kun taas oordinaatta
esittdd niiden suolisilmukoiden erittymisresponssia mikrolitroi-
na silmukan senttimetrid@ kohden. ED50 tarkoittaa sitd annosta,
joka tuottaa 50 % maksimaalisesta erityksestid immunoimattomissa
rotissa. PI on suojaindeksi, joka on saatu jakamalla immunoiduis-
sa eldimissd oleva toksiiniannos, jolla saavutettiin sama eritty-

minen kuin 50 % tehokkaalla annoksella (ED immunoimattomissa

50)
eldimissd, immunoimattomien eldinten arvolla.

Kuva 19 on kdyrd, joka esittdd synteettisen monomeerisen ST:n

(M-ST; ®----0), synteettisen multimeerisen p&&-loppupda-ST-
dimeerin (ST/ST; O----0) ja polymeerisen synteettisen ST-valmisteen
(P~ST; A— - — A) suhteellisia antigeenisyyksid, middritettynd kaksoiskerros-

ELISA-menetelmdd kdyttden M-ST-konjugaattiin liitetyn hyperimmuu-
nisen antiseerumin kanssa. Prosenttinen antigeenisyys perustuu
siihen ST:n mikrogrammamddrddn, joka tarvitaan tuottamaan

0,600:n optinen tiheys 410 nanometrilld. Abskissa esittdd ST:n

mddrdn mikrotiitterilevyn koloa kohden mikrogrammoina.
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Kuva 20 esittdd kolmen sellaisen ST-valmisteen ominaisuuksien
graafisia kuvioita, jotka ST:t on konjugoitu LT B-alayksikkddn
glutaraldehydid@ kytkevdnd aineena k&dyttden, glutaraldehydin

Ja B-alayksik®6n moolisuhteen ollessa 700:1. Palstassa A esi-
tetddn ne konjugaatit, jotka on valmistettu kdyttden synteet-—
tistd monomeeristd ST:td (M-ST), palstassa B esitetdin ne kon-
Jugaatit, jotka on valmistettu synteettistd multimeerista pdi-
loppupd&d-ST-dimeerid (ST/ST) kdyttden, ja palstassa C esitetidin
ne konjugaatit, jotka on valmistettu polymeeristid synteettistd
ST:td (P-ST) kdyttden. Kunkin palstan abskissan numerot esit-
tavdt kyseessd olevan ST-valmisteen ja B-alayksikon vidlistd |
molaarista suhdetta alkuperdisessd konjugointireaktion seokses-
sa. Kunkin palstan vasemmanpuoleinen oordinaatta tarkoittaa

reaktiosecksessa olevan toksiinimddrdn painoprosenttia, ja yh-

tendisen viivan ) yhdistd@m&dt mittapisteet esittidvdt kahden
reaktioseoksessa olevan toksiinin moolisuhdetta. Kunkin
palstan oikeanpuoleinen oordinaatta esittdd antigeeniyksik&iden
mddrdttyd lukumddrdd valmistetun rokotteen milligrammaa koh-
den, ja pilkkuviivalla (----) yhdistetyt mittapisteet esittdvit
kunkin konjugaatin antigeenisyyttd. ST-toksiiniin viittaavat
kdyrédt on piirretty tdytetyilld ympyr6illd (®), kun taas B-
alayksikk6-toksiiniin viittaavat kdyrdt on piirretty avoimilla
ympyrdilld (O). Vastaavasti B-alayksikkddn ja synteettiseen
ST:hen liittyvddn tietoon viittaavat kirjaimet "B" ja "sT"

on samcin merkitty kunkin viivan viereen selvyyden vuoksi.
Konjugaattien antigeenivksikdt midritettiin kaksoiskerros-
~ELISA-menetelmdlld M-ST:n antiseerumilla; kaikkien konjugaat-

tien ST-arvot on ilmoitettu M-ST-antigeenivksikdiden suhteen.

Kuva 21 esittdd sellaisten rokotteiden immunogeenisyyttd, jotka
rokotteet sisdltdvidt synteettisen monomeerisen ST:n (M-ST) tai
polymeerisen synteettisen ST:n (P-ST) konjugaatteja LT B-ala-
vksikdn kanssa, rokotteiden aiheuttaessa pienentynyttd eritysti
(molempien palstojen oordinaatta) ja immunoinnin j&ilkeen lis&dn-
tynyttd mukosaalisia IgA-antitoksiinitiittereitd. Kaikille
rotille annettiin prim8&rinen ruuansulatuskanavan sisiinen

immunointi, joka sisdlsi 200 antigeeniyksikk&d jompaa kumpaa
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konjugaattia, mitd seurasi suun kautta annetut (p.o.) saman
rokotteen eri mdarid olevat lisdannokset. Rotat altistettiin
eldvdn, ihmisestd perdisin olevan LT_/ST+—kannan vhalle tiput-
tamalla tdtd kantaa eldaimiin. Mukosaalisen IgA-antitoksiinin
(AT) arvot on ympyrdity ja ne on esitetty immunoitujen rottien
tiittereiden pddasiallisena kasvuna immunoimattomien vertailu-
rottien vastaaviin arvoihin verrattuna; P-ST-konjugaattia sisdl-
tdvdlld rokotteella immunoitujen rottien AT mitattiin ja se on
ilmoitettu M-ST-tiittereind. Palstan A tiedot on esitetty suun
kautta annettuina (p.o.) kokonaisannoksina M-ST-antigeenin
vksikoissd, kun taas palstan B tiedot on esitetty suun kautta
annettuina (p.o.) kokonaisannoksina, mikrogrammoina ST:t§d,

M-ST:nd, Jjoka ST sisdltyi annettuihin annoksiin.

Kuva 22 k&8sittdd kaksi kdyrdpalstaa, Jjotka esittdvdt toksiinin
painoprosenttia ja antigeeniyksik&iden lukumddrdd milligrammas-
sa konjugaatteja, jotka on valmistettu polymeerisestd ST:std
(P-ST) ja LT B-alayksikdstd konjugaattien P-ST:n ja B-alayksikdn
vdlisen moolisuhteen funktiona. Niiden konjugaattien ominaisuudet,
jotka valmistettiin dimetyyli-suberimidaattia kdyttden (DMS),
on esitetty palstassa A, kun taas niiden konjugaattien, jotka
valmistettiin EDAC:ia /I-etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)-
karbodi-imidi/ k&yttden, ominaisuudet on esitetty palstassa B.
Kummankin palstan LT B-alayksik®&ihin viittaavat tiedot on esi-
tetty kolmioina, kun taas P-ST:hen viittaavat tiedot on esitet-
ty ympyrdind. Tdytetyt kolmiot ja ympyrdt (4, @), ja yhte-
ndiset viivat viittaavat toksiinin prosenttisuustietoihin,

kun taas avoimet kolmiot ja ympyrdt (A, 0), sekd pilkkuviivat
viittaavat antigeeniyksikdiden tietoihin. Yhdistdvdn aineen

ja B-alayksikdn painosuhteet olivat 1:1 DMS:1lle ja 1,5:1
EDAC:1lle.

I. Synteettinen ST

Tdssd keksinndssd kdsitellddn synteettisesti tuotettuja poly-
peptidejd, joiden aminohappojidrjestys on vidhintdin sama, kuin
Escherichia coli:n (E.coli) tuottaman limp&stabiilin entero-

toksiinin (ST) karboksip&dn neljitoista aminohappojdidnndsti.
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Tdmdn keksinndn synteettiset polypeptidit monomeerisessd ja
multimeerisessd muodossaan ovat kayttokelpoisia rokotteiden
immunogeeneina tai niiden osina, joita rokotteita voidaan kdyt-—
td4d suojaamaan tdmdnkaltaisia toksiineja tuottavan E.coli:n
aiheuttamia ripuli-infektioita vastaan, kuten my&s muiden bak-
teereiden, kuten Klebsiella pneumoniae:n, jotka tuottavat sa-
mankaltaisia toksiineja, aiheuttamia infektioita vastaan. Mono-
meeriset ja multimeeriset synteettiset ST-polypeptidit ja niitd
vastaan tuotetut vasta-aineet ovat my&s kdvttdkelpoisia diagnos-
tiikassa, jossa pyritddn saamaan selville ST:td tuottavien

organismien, kuten E.colji:n, l&sndolo.

Immunointiin tarkoitettuina rokotteina kdytettdessid synteetti-
sid ST-polypeptidejd voidaan k&yttdd yvksin, kuten polymeerisen
ST- (P-ST) multimeerin tapauksessa tai niitd voidaan kdyttda
kantajaan yhdistettyind konjugaatteina, kuten monomeerisen
ST:n (M-8T) ja ST-multimeerien tapauksissa. Tamdnkaltaisessa
rokotteessa synteettistd ST-immunogeenia on ldsnd tehokas
mddrd, ja se dispergoidaan tai liuotetaan fysiologisesti sie-

dettdvididn laimentimeen.

Erityisen kdyttokelpoisiin konjugaattien kantajiin kuuluvat
E.coli:n l&mpdstabiili enterotoksiini (LT) sekd pienempi,
tdmdn toksiinin B-alayksikk& (LT B). Edelleen kdyttdkelpoi-
siin kantajiin kuuluvat porsaan immunoglobuliini G (PIG),
tarttuva avainreikd-hemosyaniini (KLH), tetanustoksoidi, poly-
L-(Lys:Glu), maap&dhkinidn agglutiniini, ovalbumiini, soijapavun

agglutiniini, h&r&n veren albumiini Jja muut senkaltaiset aineet.

Fysiologisesti siedettyihin (hyviksyttyihin) laimentimiin kuu-
luvat mm. vesi, suolaliuos, fosfaattipuskuroitu suolaliucs

(PBS) ja muut vastaavat, ja tyypillisesti ne edelleen sisdltivit
apuainetta. Tdydellinen Freund:in apuaine (CFA), epdtdydelli-
nen Freund:in apuaine (IFA) ja aluma ovat tavallisesti k&ytetty-
jd4 apuaineita, jotka tunnetaan hyvin alalla, ja niitd on kau-

pallisesti saatavana useista ldhteistd.
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Rokotteeseen sisdltyvdd ST-immunogeenia on ldsnd "tehokas
miidrd", joka mddrd riippuu lukuisista tekijdistd, mikd hyvin
tunnetaan immunologian alalla. N&diden tekijéiden joukkoon
kuuluvat immunoitavan eldimen ruumiin paino ja laji, kantaja
mikdli sitd kdytetddn, ja ST:n kytkemisessd kantajaan kdytetty
aine, apuaine mikdli sitd kdytetddn, toivottavan suojauksen

kesto, ja kdytettdvd immunointitapa.

Esimerkiksi erdissd uhkatutkimuksissa rotille annettiin noin
1500:sta noin 2500:aan antigeeniyksikkod (mddritetty jadljem-
pdnd olevassa osassa III B), kun ne immunoitiin ST-konjugaatil-
la siten, ettd ruuansulatuskanavan sisdisid injektointeja
seurasi kaksi suun kautta annettua lisdannosta. Toisessa uhka-
tutkimuksessa Jjdniksille annettiin noin 2500:sta noin 3000:een
ST:td sisdltdvan konjugaatin antigeeniyksikkod ja ne tulivat

suojatuiksi.

Tam&nkaltaisissa rokotteissa olevan synteettisen ST:n paino
riippuu kdytettyjen ST-valmisteiden antigeenisyyksistd ja ST:td
sisdltdvdan konjugaatin antigeenisyydestd. T&ten sitd tietoa
kdyttden, ettd rotat tulivat uhkaa vastaan suojatuiksi, kun ne
immunoitiin yhteensd noin 1500:sta noin 2500:aan ST:td sisdl-
tdvan rokotteen antigeeniyksikdlld, jolloin M-ST--LT B-konju-
gaattia annettiin noin 1500:sta noin 2500:aan mikrogrammaa
rottaa kohden, kun taas samanlaisen tuloksen saamiseksi noin
100:sta noin 300:aan mikrogrammaa P-ST--LT B-konjugaattia annet-
tiin rottaa kohden. Yhteensd noin 600 mikrogrammaa kytkemd-
téntd (konjugoimatonta) P-ST:td kdytettiin jdniksissd takaa-
maan sellainen antiseerumitiitteri, joka oli riittdva osoit-

tamaan suojan uhkaa vastaan.

Tdten ndhddan, ettd se ST:n middrd, joka tarvitaan takaamaan
"tehokkaan m&ir&n", saattaa vaihdella huomattavasti. Kuitenkin
alan asiantuntija saa tehokkaan m&ddrdn selville rutiininomaisia
laboratoriomenetelmid kdyttiden seuraavien tarkastelujen ja
lauvsuntojen avulla.
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Tamin keksinndn toteutusmuotona oleva synteettinen ST osoittaa
antigeenisyyttd sekd yksin olevana monomeerind ettd proteiini-
kantajaan konjugaatiksi sitoutuneena tai yksin olevana multi-
meerind tai konjugaatiksi kantajaan liittyneend, eli joka an-
tigeenisyys on vahintddn noin 10 % E.coli:sta saatavan biolo-
gisen, natiivin ST:n osoittamasta antigeenisyydestd, joka
E.coli infektoi ihmisid ja muita eld8imid. Tunnettua on, ettd
monomeerinen, luonnollisesti esiintyvd, biologinen ST kdsittdd
kuusi Cys-j&dnndéstd, Jjotka muodostavat kolme molekyylin si-
sdistd, polypeptidin sisdistd kystiinijd&nndsten disulfidisi-
dosta. Toiset tutkijat, Chan et al., supra, ovat osoittaneet
kystiinin disulfidisidosten ldsndolon olevan vadltt&mdtdntd luon-

nollisesti esiintyvdn ST:n toiminnalle.

Kaksi kuudesta ST:n Cys-jddnndksestd voil teoreettisesti yhdis-
tyd 15 erilaisella tavalla yvhden kystiinijddnndksen disulfidi-
sidosta muodostaessaan. Toisen disulfidisidoksen muodostumi-
seen jd&d kuusi mahdollista pariutuneiden Cys-jddanndsten yhdis-
telm&&d, ja Jjonka Jjdlkeen ainoastaan yksi yhdistelm&d on jal- -
jellda kolmatta disulfidisidosta varten. Tadten kuusi Cys-jaan-
nostd ja kaksi tai kolme disulfidisidosta kdsittdvdn ST:n kunkin
primddrisen aminohappojddnnésten jarjestykselle on olemassa
yhdeksankymmentd (l5x6x1) teoreettisesti mahdollista sekundda-

ristd rakenneisomeerii.

Kuitenkin johtuen siitd kdytdnndn vaikeudesta, jota esiintyy
kystiinin disulfidisidoksen muodostuessa vierekkdin olevien
Cys-jddnndsten parien vidliin, joita jd&nndksid ST-molekyylissi
on kaksi paria ja lukuisina mahdollisina rakenteina, niin
olemassa on huomattavasti vdhemm&dn kuin yhdeksdnkymmentd sekun-
dddristd, kaksi tai kolme disulfidisidosta k&dsittdvidd rakenne-
isomeerid. Niitd Cys-jddnndsten spesifisii pareja, jotka
muodostavat luonnollisesti esiintyvédn, biologisen ST:n disulfi-

disidokset, ei tunneta.

On todettu, ettd immunologisesti aktiivista, synteettistd ST:tid

voidaan valmistaa, jonka ST:n primdidrinen aminohappojdidnndsten
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jidrjestys on jokseenkin sama kuin luonnossa esiintyvdn, bio-
logisen ST:n, mutta jonka sekundddrinen rakenne, jonka disul-
fidisidosten muodostuminen m&drdd, eroaa luonngssé.esiintyvén
ST:n rakenteesta. Antigeenista aktiivisuutta ldydetdd&n sel-
laisista monomeerisistd synteettisistd ST-molekyyleistd,

jotka kdsittdvdt ainoastaan yhden polypeptidin sisdisen kys-
tiinin disulfidisidoksen l&dsndolevien Cys-jdanndsten parien
joukossa. Synteettiseen monomeeriseen ST:hen saadaan parantu-
nutta antigeenisyyttd, kun Cys—-jddnndsten polypeptidin sisdisen
kahden parin vdliin muodostuu kaksi disulfidisidosta, kun taas
maksimaalinen antigeeninen aktiivisuus saavutetaan, kun Cys-
jadnndsten kolmen parin vdlille muodostuu kolme polypeptidin
sisdistd disulfidisidosta. Synteettisen ST:n multimeerisissa
muodoissa on ldsnd vdhintddn yksi molekyylinsisdinen, polypep-
tidin sisdinen kystiinin disulfidisidos, tai yksi molekyylin
sisdinen, polypeptidien v&dlinen kystiinin disulfidisidos, kuten

jdljempdnd esitetdé&n.

Tdssa kadytettdvan synteettisen ST:n kuvataan olevan monomeeri-
sessd ja multimeerisessd muodossa. Monomeerinen, synteettinen
ST kdsittdd vdhintd3n ne neljidtoista aminohappojddnntstd (l4-
meeri), jotka jdljempdnd on esitetty kaavassa I, johon kuulu-

vat myods lukuisat esitetyt R-ryhmét.

Multimeerinen synteettinen ST kdsittdd lukuisia, vdhintddn 14-
meerisestd synteettisestd ST:std muodostuneita toistuvia yksi-
koitd. Erddssd toteutusmuodossa multimeerin synteettisen ST:n
muodostamat toistuvat yksikét ovat sitoutuneet toinen toisiinsa
pdid-loppupdd-tavalla, eli yhden toistuvan yksikdn aminopddn
amiini on sitoutunut amidisidoksella toisen, synteettisen ST:n
muodostaman toistuvan yksikon karboksipddn karboksyyliin,
jolloin syntyy multimeeri, joka k&sittdid vihintdin kaksi tois-
tuvaa ST-yksikkoad.

Tavalla pd&d-loppupdd toisiinsa yhdistyneitd, ST:stid muodostu-

neita toistuvia yksikditd sisdltdvid ST-multimeereiji kutsutaan
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joskus seuraavassa dimeereiksi, trimeereiksi, tetrameereiksi,
ja muiksi vastaaviksi ST-multimeereiksi osoittamaan multimee-
rin sisdltdvien ST:std muodostuneiden toistuvien yksikdiden
lukumddrdd. Dimeerinen ST-multimeeri esitetddn siis joskus
lyhyessd muodossa ST/ST, trimeeri ST-multimeeri lyhyessi
muodossa ST/ST/ST ja niin edelleen, jolloin kukin "ST" tarkoit-
taa vdhintddn l4-meeristd polypeptidiid, jonka jarjestys on

esitetty kaavassa I.

Toinen tdmdn keksinndn toteutusmuoto on ST-multimeeri, Jjohon
seuraavassa viitataan "polymeeriselld synteettiselld ST:113",
"synteettiselld ST-polymeerilli" tai "P-ST:113". Tdssd toteu-
tusmuodossa erilliset ST-polypeptidin toistuvat yksikdt ovat
sitoutuneet toisiinsa polypeptidien v&dlisilld kystiinin disulfi-
disidoksilla, jotka ovat muodostuneet ST:n muodostaman toistu-
van yksikdn Cys-jddnndsten vdliin ja joukkoon. Polymeerisen
synteettisen ST:n kukin ST:n muodostama toistuva yksikkd
sisdltdd siis vdhintddn ne neljitoista aminohappojidinndstd,

jotka on esitetty kaavassa I.

Tdmdn keksinndn mukaisia ST:n multimeerisiid muotoja voidaan
my®s kuvata polymeerikemiassa tavallisesti kdytetyilld ter-
meilld. T&td terminologiaa kdyttden, pdi-loppupdd-tyyppistd
multimeeristd ST:td, jonka toistuvat vksikot, joilla on ST:n
aminohappojddnndsten jidrjestys, ovat sitoutuneet toisiinsa yh-
den toistuvan yksikdn karboksipddn karboksyyliryhmidn ja toisen
toistuvan yksikén aminopddn amiiniryhmidn vidliselld amidisidok-
sella, voidaan myds kutsua suoraketjuiseksi ST-oligopolymee-
riksi (oligomeeriksi), tai palaoligomeeriksi, jonka toistuvilla
paloilla on ST-polypeptidin aminohappojiidnndsten jdrjestys.

" Luullaan, etti edell: esitettyd polymeerista ST:td, jonka tois-
tuvat yksikdt, joilla on ST:n aminohappojidnndsten jdrjestys,
ovat sitoutuneet toisiinsa polypeptidien vdlisillid kystiinin
disulfidisidoksilla, voidaan kuvata ristisidoksisena tai
verkkomaisena polymeerind, jonka lukuisilla toistuvilla yksikdil-

18 on ST-polypeptidin aminohappojddnndsten jdrjestys ja jonka
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ristisidokset ovat muodostuneet polypeptidien vdlisistd kys-

tiinin disulfidisidoksista.

T oee—

Y113 esitetty terminologia s#dilyttden, edelld esitettyja
toistuvia yksikditd sisdltdvid multimeerejd, joilla yksikoilli
on pddasiassa ainoastaan yksi ST:n aminohappojddnndsten jarjes-—
tys, voidaan nimittdd suoraketjuisiksi ST-homo-oligopolymee-
reiksi tai ristisidoksellisiksi (verkkomaisiksi) homopolymee-
reiksi, vastaavasti. Multimeerit voivat myds sisdltdi sellai-
sia toistuvia yksikditd, joilla on erilainen tai eripituinen
aminohappojddnndsten j&rjestys, missd tapauksessa niditd multi-
meerejd voidaan kutsua suoraketjuisiksi ST-ko-oligopolymeereik-

si tai ristisidoksellisiksi (verkkomaisiksi) kopolymeereiksi.

On ymmdrrettdvd, ettd edelld esitetyt synteettisen ST:n multi-
meeriset muodot edustavat vain kahta useasta mahdollisesta
ST-multimeeristd. Esimerkiksi kun sellaista multimeerid, johon
viitataan pdd-loppupdd-tyyppisend multimeerind tai suoraketjui-
sena homo-oligopolymeerind, jolla on kaksi toistuvaa yksikkdd,
valmistetaan hapettamalla sellaista 36-jddnndksistid ensimmdistd
polypeptidid, jolla on kahden ST-polypeptidin aminohappojdidnnds-—
ten Jjdrjestystd vastaava jdrjestys, niin my®s sellaista poly-
meeristd ST:td, jossa on polypeptidin vdlisid kystiinin disul-
fidisidoksia (verkkomainen homopolymeeri), muodostuu. T&min
verkkomaisen homopolymeerin toistuvat yksikot kdsittdviat kaksi
ST:n l8-meeristd aminohappojddnndsten jirjestystid toistuvassa
vksikOssd. Kopolymeeri voidaan valmistaa hapettamalla 18-meeri-
set ST:n ensimmdiset polypeptidit edelld mainittujen 36-meeris-
ten multimeeristen ST:n ensimmdisten polypeptidien kanssa,
jolloin saadaan verkkomaista tai ristisidoksellista materiaalia,
jonka toistuvissa yksikOissd on ST-polypeptidin aminohappo-

jainndsten jirjestys.

Tdssd sanaa "synteettinen" kdytetdidn tarkoittamaan sitd, etti
ST-polypeptidin molekyyli tai polypeptidin toistuva yksikkd

on muodostettu kemiallisin keinoin (syntetoitu kemiallisesti),
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eikd niinkd&n biologisin keinoin (syntetoitu biologisesti),
kuten asianlaita on luonnossa esiintyvdn, ST:td tuottavan
E.coli:n tapauksessa, tai yhdistelmdgeeni-tekndiikalla. Syn-
teettisessd polypeptidissd ei tdstd syystd ole luonnossa esiin-
tyvid proteiineja tai sen osia. Hyvin tunnettu kiintedn faasin
kemiallinen synteesi, jossa suojattuja aminochappojddnnéksid
lisdtddn perdkkdisesti tuottamaan polypeptidi, on suositelta-

vin synteesimenetelmd, ja se esitetddn jdljempédnd.

Tdmdn keksinndn mukainen synteettinen polypeptidi kdsittda
sen aminohappojdrjestyksen monomeerina, yksin, tai multimee-
rissa toistuvana yvksikkdénd, vasemmalta oikealle, ja suunnassa

aminop&ddstd karboksipddhdn edeten, joka on esitetty kaavan I

jarjestyksend:
1 2 4
R Rb Rd

T
7 8 9 l 10
Cys(Rg)Cys(Rh)GluLeuCys(Ri)Cys(Rj ) Tyr (Asn)

| r
R3
C
5 6
Re Rf

ProAlaCys(Ril)Ala(Thr)G]yCysRizAsn(Tyr)

missd suluissa olevat kolme spesifistd aminohappojddnndstd ovat
kulloinkin vaihtoehtoisia vAlittSmidsti edeltdvidlle aminohappo-~
jdannokselle jdrjestyksessi;

a, b, ¢, d, e ja £ (a-f) ja g, h, i, j, k ja 1 (g-1) ovat kukin
kokonaislukuja, joilla kullakin on arvo nolla tai yksi edel-
lyttden, ettd mik&li mink3d tahansa luvun a-f tai g-1 arvo on

nolla, niin vastaava Rl, R2 R3 R4 R5 tai Rg (Rizg-)-ryhma

b’ “c!_Ta’
- 8 9 1 . - .
tai Rg' Ry» Ry Rjo, Ri tai R%z (R;_lz—)~ryhmé puuttuu, ja

kun Ré:g—ryhmé puuttuu, niin sen Cys-jddnndksen, jossa puuttu-
va Ri:g—ryhmé on, rikkiatomi muodostaa kystiinin disulfidisi-
doksen, kun taas mik&li minkd tahansa luvun a-f tai g-1 arvo

on yvksi, niin vastaava Ri:g— tai R;:iz—ryhmé on ldsnd:
erillisesti otettuina Ré:g—ryhmét ovat samoja tai eri kokonai-

suuksia, jotka ovat sitoutuneet Cys-jdinndksen rikkiatomiin,
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ja ne on valittu ryhmdstd, johon kuuluu vety, l:std noin
4:34n hiiliatomin alkyyliryhmd, 2:sta noin 20:een hiiliatomin
substituoitu alkyyliryhm&, 1:std noin 8:aan hidliatomin asyyli-

ryhmd ja 2:sta noin 1O:een hiiliatomin substituoitu asyyliryhmé&;
R7—12
g-1
happojdédnndksid kulloinkin v&littomdsti edeltdvidlle Cys-jdanndk-

-ryhmidt ovat samoja tai erilaisia vaihtoehtoisia amino-

selle; ja

luvuista a-f vdhintdan kaksi, ja luvuista g-1 kaksi on nollia
ja kaksi Cys-jddnnéstd on ldsnd edellyttden, ettd synteettinen
polypeptidi kdsittdd vdhintddn yhden molekyylin sisdisen kys-
tiinin disulfidisidoksen, joka on muodostunut vihintdin kahdes-

ta ldsndolevasta Cys—jddnndksestd.

Monomeerisen muodon ollessa kyseessd ylldoleva, vahintddn vksi
disulfidisidos on molekyylin sisdinen, polypeptidin sisdinen
kystiinin disulfidisidos, joka on muodostunut vdhintdin kahden
antigeenisessa polypeptidissa l&sndolevan Cys-jddnndksen vdliin.
Kun antigeeninen polypeptidi on multimeerisessd muodossa,

joka kdsittad lukuisia polypeptidin muodostavia toistuvia yksi-
kditd, niin edelld mainittu disulfidisidos voi olla molekyylin
sisdinen, polypeptidin sisdinen kystiinin disulfidisidos,

joka on muodostunut vdhintddn kahden kussakin polypeptidin
muodostamassa toistuvassa yvksikOGssd ldsndolevan Cys-jddannoksen
vdliin, tai t&8md disulfidisidos voi olla molekyylin sisdinen,
polypeptidien vdlinen kystiinin disulfidisidos, joka on muodos-
tunut yhden ensimmdisessi toistuvassa yksikOssd lisniolevan vi-
hintddn kahden Cys-jddnn&ksen ja toisen jidlkimmiisessd tois-
tuvassa yksikOssd ldsndolevan vdhintddn kahden Cys-jddnndksen
vadliin. T&std&8 johtuen voidaan n&hdd, ettd molekyylin sisdinen
kystiinin disulfidisidos on 1l&snd sekd ST:n monomeerisessa

ettd multimeerisessa muodossa. Monomeerisessa ST:ssi tami
kystiinin disulfidisidos on polypeptidin sisdinen sidos, kun
taas multimeerisessa ST:ssd disulfidisidos voi olla polypepti-

dien vdlinen tai polypeptidin sisdinen sidos.
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Synteettisen ST:n monomeerisen ja multimeerisen muodon suosi-
teltavammassa toteutusmuodossa, edelld esitettyyn, kaavan I

mukaiseen antigeeniseen synteettiseen polypeptidiin viitaten:

"e" on nolla kun "a" on nolla,

"d" on nolla kun "b" on nolla, ja

"f" on nolla kun "c¢" on nolla, ja

kumpikin luvuista g" ja "k" ovat nollia, kun "a" on nolla,

J
kumpikin luvuista "i" ja "1" ovat nollia, kun "c" on nolla.

kumpikin luvuista "h" ja ovat nollia, kun "b" on nolla, ja

Kaavassa I esitetty jdrjestys, ilman kolmea spesifistd@ vaihto-
ehtoista aminohappoa ja substituenttina toimivia, vaihtoehtoi-
sia R-ryhmid, vastaa ST Ib:n karboksipddn neljdntoista amino-
happojddnndksen jdrjestystd, ja se on homologinen ST Ia:n
niiden aminohappojddnn&sten kanssa, jotka jdadnntkset on nume-
roitu 59-72 aminopddstd lukien. ST Ia:n aminohapot 59-72
kdsittdvdt neljdtoista aminohappojddnndstd eroavat edelld ole-
vassa kaavassa I esitetystd jdrjestyksestd, ilman sen vaihtoeh-
toisia aminohappoja ja R-ryhmid, aseman 65 suhteen, jossa
asparagiini- (Asn) jadannos korvaa tyrosiini- (Tyr) jdadnnoksen
numerolla 11 varustetussa asemassa ST Ib:n aminopddstd laskien
(jddnndsasema 8 karboksipddstd laskien), ja aseman 71 suhteen
(karboksipdd), jossa tyrosiinijddnnds korvaa esitetyn asparagii-
nijddnndksen.

Taten vdlittOmdsti aminop&ddstd laskettuna neljdnnen Cys-jddn-
ndksen oikealla puolella oleva Tyr-jddnnds (Tyr-65) voidaan kor-
vata Asn-jddnndkselld, joka edelld olevassa kaavassa on lai-
tettu sulkuihin. Samanlainen Tyr—jééﬁnéksen korvautuminen
Asn-jddnndkselld voi myds esiintyd karboksipddssd, kuten lopus-

sa olevan Tyr-jddnndksen laittaminen sulkuihin esittii.

ST Ic:std perdisin oleva analoginen neljéntoista aminohappojiin-
ndksen jdrjestys on sama kuin ST Ib:n jirjestys, ST Ic:n asemaa

69 lukuunottamatta, jossa asemassa treoniini- (Thr) j&innds



30

korvaa ST Ib:n alaniini- (Ala) jd&nndksen. .Témékin korvautu-
minen on esitetty edelld olevassa kaavassa laittamalla Thr-
jdannods sulkuihin. e
Erityisen suositeltavaa on, ettd vdhintdin yksi niisti neljistd
aminopddn aminohappojddnndksestd, jotka ovat ldsnd 18 jadinndstid
kdsittdvdn ST Ib-molekyylin jdrjestyksessd, olisi myds l&sni
luonnollisessa asemallisessa jidrjestyksessddn synteettisessi
ST:ssd. Edz=lleen suositeltavampaa on, ettd noista lisdamino-
hapoista kaikki neljd olisivat ldsnd synteettisessid ST:ssi
siind samassa luonnollisessa, asemallisessa jdrjestvksessd,

Jjossa ne esiintyvdt ST Ib:ssi.

Synteettisen ST-molekyylin aminopd&dssd olevat neljid suositel-
tavaa lisdaminohappoa vastaavat ST Ia:n aminohappoja, joilla on
numerot 55:std 58:aan ja ne ovat identtisid noiden neljin

ST Ib:ssd olevien aminohappojen kanssa. Kolme neljdstd ST Ic:n
aminohaposta eroavat joko ST Ia:n tai ST Ib:n niistd aminoha-
poista, jotka ST Ia:ssa ovat asemissa 55-58. Ti&ten kdyttden
edelld mainittua suluissa esitettyd vaihtoehtoista nimedmisjir-
jestelmdd kaavan I mukaisen synteettisen ST:n aminopdissd ole-
valla 4:n aminohapon polypeptidilld (4-meerilli), suositelta-
vimmassa toteutusmuodossaan, on se jirjestys, vasemmalta oikeal-
le, ja suunnassa aminopddstd karboksipdihin edeten, joka on

esitettynd alla olevassa kaavassa ITI
Asn (Ser)Thr (Ser)Phe (Asn) Tyr II

jossa suluissa esitetyt aminohapot voivat korvata vilittOmisti

edeltdvidn aminohappojidnndksen.

Monomeerinen synteettinen polypeptidi k&sittdi vihintdin yhden
molekyylin sisdisen, polypeptidin sisdisen disulfidisidoksen,
mieluiten kaksi molekyylin sisdistd, polypeptidin sisidistid di-
sulfidisidosta, ja mieluiten kolme molekyylin sisdistd, poly-
peptidin sisdistd disulfidisidosta. Disulfidisidosten uskotaan
~muodostuneen Cys-jddnndsten parien Ri ja RZ, ja Rg ja Rg vdliin,
sekd Cys-jddnndsten Rg ja Rg valiin, kun luvuilla'a—f on arvo

nolla.
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Kuitenkin Cys-jdannokset R; ja Ré sekd jadnndkset Rg ja Rg

ovat vierekkdisid naapuripareja. N&in ollen yhden disulfidi-
sidoksen sisdltdvilld synteettisilléa ST—polypeptiﬂéillé voi
olla jokseenkin samanlainen sekundddrinen rakenne.ja antigeeni-
syys riippumatta siitd, onko t&md ainut disulfidisidos muodos-
tunut Cys-jddnndsten Ri Ja RZ vai Ré ja RZ vdliin. Samanlaiset
tulokset pitdvdt paikkansa niihin sekundddrisiin rakenteisiin
néhden, joita rakenteita Cys-jddnndsten Ri ja Ré,
kuin Rﬁ ja Rg, ja muiden vastaavien jdanndsten viliin synty-

pikemminkin
vien disulfidisidosten muodostuminen aiheuttaa.

Ensimmdinen polypeptidi, joka syntetisoidaan ennen molekyylin
sisdisen, polypeptidin sisdisen disulfidisidoksen hapettavaa
muodostamista, sisdltdd vdhintddn kaksi Cys—-jddnndstd, Jjoten

vahintddn kahden luvuista g-1 arvo on nolla ja vastaavat ryhmdt
R7—12
g-1
syntyvéat molekyylin sisdisen, polypeptidin sisdisen kystiinin

puuttuvat. Niiden sekundddristen rakenteiden, Jjotka

disulfidisidoksen muodostumisella toisen kahdesta vierekkdi-
sestd Cys-jddnndksestd ja toisen Cys-jdidnndksen viliin, saman-
laisuuteen n&hden, monomeeriselle ja multimeeriselle synteetti-

selle ST:1le lis&dtddn edellytys, ettd vihintidin vksi pari niistd

ei-vierekkiisistd Cys-jdinndksistd, jotka edeltivat R;:iz—ryh_

mid, on l&snd. T&dmd pari valitaan siitd ryhmidstd, joka kisittidi

ne Cys-jddnndkset, jotka edeltdvidt jdinnoksii R7, R8 ?, R%O,
7 8. 11 . 9 _1o . _12 A

Rg’ Rh Ja Rk ; Ja Ri’ Rj Ja Rl . ST Ib:n aminohappojidnndsten

asemien suhteen monomeerisen synteettisen ST:n ei-vierekkdiset

ja R

Cys-jadanndsten parit valitaan ryhmdstd, johon kuuluvat ne,
jotka on numeroitu 5:113 tai 6:11la ja 9:113 tai 10:11&4, 5:114
tai 6:1la ja 14:11&, ja 9:11& tai 10:114 ja 17:1148 ST Ib:n

l8-meerisen polypeptidin aminopiddstd laskien.

Multimeeriset synteettiset ST-molekyylit, jotka ovat sitoutu-
neet toisiinsa p&d&-loppupdi-tavalla, k&sittdvdt mieluiten vihin-
td8n yhden molekyylin sisiisen, polypeptidin sis&disen kystii-
nin disulfidisidoksen toistuvaa yksikk®&d kohden. T&llaisien

multimeerien kussakin toistuvassa yksik8ssd l&sndolevat poly-
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peptidin sisdiset kystiinin disulfidisillat ovat mieluiten
niiden samojen Cys-jddnndsten vdlissd kuin ne sidokset, jotka
ovat ldsnd monomeerisessd molekyylissd. Edelleen suositelta-
vampaa on kahden polypeptidin sisdisen, Cys-j&d&nndksen vilisen
sidoksen lasndolo kussakin toistuvassa vksikGssd, kun taas
kaikkein suositeltavinta on kolmen polypeptidin sisdisen kystii-

nin disulfidisidoksen ldsndolo kutakin toistuvaa yvksikkdid kohden.

Tarkasteltaessa polymeerisid synteettisid ST-molekyylejd,
joissa ST-polypeptidiset toistuvat yksikdt ovat sitoutuneina.
toisiinsa molekyylin sisdisilld, polypeptidien vdlisilla
kystiinin disulfidisidoksilla, ei vadlttdmdttd uskota, ettd
ldsndolevat kaksi Cys-jddnnOstd ovat ei-vierekkdisid. Kuiten-
kin parempana pidet&&n sitd, ettd nuo Cys-jddnndkset olisivat

ei-vierekkdisid, kuten edelld on esitetty.

Primddrisen aminohappojddnndsten jdrjestyksensd lisidksi mono-
meerisen synteettisen ST-molekyylin, joka k&sittdd yhden poly-
peptidin sisdisen kystiinin disulfidisidoksen kuuden Cys-
jddnndksensd joukossa, asianmukaisena tunnusomaisena piirteeni
on my0s sen antigeeninen aktiivisuus, Jjoka on vdhintdin noin

10 % kolme disulfidisidosta k&dsittdvidn biologisen ST:n antigee-
nisesta aktiivisuudesta. Ohutkerroskromatografisen ja elektro-
foreettisen liikkuvuuden erot kolme molekyylin sisiistd, poly-
peptidin sisdistd disulfidisidosta kidsittdvien monomeeristen
synteettisten ST-molekyylien, ja kirjallisuudessa esiintyvien
biologisen ST:n arvojen v&dlilld saattavat my®skin olla hyddyl-
lisid luonnehdittaessa synteettisid ST-molekyyleji, jotka
kdsittdvdt yhden molekyylin sisdisen, polypeptidin sisdisen
disulfidisidoksen, kun tdllainen synteettinen ST voi muodostaa
kolme molekyylin sisdistd, polypeptidin sisdistd kystiinin
disulfidia.

Koska samanlaisia Cys-j&danndsten pariutumisia, jotka ovat muita
kuin niitd, jotka ovat erityisen suositeltavia, voi myds esiin-
tyd kaksi molekyylin sisdistd, polypeptidin sisdistid disulfi-

disidosta kdsittdvissd, monomeerisissa synteettisissi ST-
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ﬁolekyyleissé, niin tdllaisia ST-molekyylej&d voidaan sopivasti
luonnehtia my8s siten, ettd niilld on antigeenista aktiivisuut-
ta, joka on vdhintdan noin 10 % kolme disulfidisidosta kidsit-
tdvan bioclogisen ST:n antigeenisesta aktiivisuudesta. Ohut-
kerroskromatografiset ja elektroforeettiset liikkuvuudet ovat
jdlleen kdyttdkelpoisia luonnehtimaan kaksi molekyylin sisdis-—
td, polypeptidin sisdistd disulfidisidosta kdsittdvid, mono-
meerisia synteettisid ST-molekyylejd, kun myés'kolmas disulfidi

voi muodostua.

Synteettisen ST:n antigeenisyytti prosentteina biologisen ST:n
antigeenisyydestd tarkastellaan yksityiskohtaisesti jdljem-

pand osassa II. Karkeasti ottaen synteettisen ST:n prosentti-
nen antigeenisyys on kuitenkin suhteellinen mitta antibiologi-
sen ST-vasta—-aineen mddrdlle, joka vasta-aine tunnistaa synteet-
tisen ST:n, biologiseen ST:hen verrattuna, jonka biologisen ST:n
samat antibiologiset ST-vasta-aineet tunnistavat. Antigeeni-
syystarkastelut perustuvat kdytetyn ST-antigeenin painoon,

ja ne ovat riippumattomia siitd, onko kokeessa kidytetty antigee-

ni monomeerista vai multimeerista.

Sopivaa antigeenisyyttd on my®s havaittu olevan sellaisissa
synteettisissd ST-molekyyleissd, joissa Cys-jdidnndsten rikki-
atomit kdsjittdvdt muitakin sidososia kuin kystiinin disulfidi-
sidoksia. T&std tosiasiasta johtuen synteettisen ST:n edelli
esitetyn kaavan I jdrjestyksen Cys-jddnndkset on esitetty sitou-
tuneiksi Ri:g—ryhmiin, joiden identtisyyttd tarkastellaan j&l-
jempdand.

Kuitenkin huomautettakoon, etti koska vdhint&ddn yksi molekyylin
sisdinen, polypeptidin sisdinen kystiinin disulfidisidos vaa-
ditaan monomeerisen synteettisen ST:n antigeeniseen aktiivi-
suuteen, sekd tarvittaessa biologiseen aktiivisuuteen, niin
kaikki Ri:g-ryhmét eivdt voi olla ldsnd yhdessi synteettisessi
molekyylissd. Pikemminkin ainocastaan nelj3 noista ryhmisti

voi olla 1l&snd missd tahansa yhdessd molekyylissid. T&ten esi-
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merkiksi, Cys—j&&nndsten R; ja RZ ollessa liittyneind muodos-—
tamaan molekyylin sisdisen, polypeptidin sisdisen kystiinin
disulfidisidoksen, niin lukujen "a" ja "e" arvet ovat nollia
(§llai, Ri— ga Rg—ryhmét puuttuvat, ja ainoastaan ryhmidt Ri,

RCI Rdl

ST-molekyylissa.

ja Re voivat olla ldsnd monomeerisessd synteettisessd

Jotta yhden, kahden tai kolmen molekyylin sisdisen, kystiini-
jddnndsten disulfidisidoksen, jotka ovat muodostuneet kuuden
Cys-jddnndksen joukkoon, olemassaolo voitaisiin selittdd, niin
kukin R-ryhmdsti 1-6 on my&s varustettu alaindeksilld, Jjoka
on kirjain a-f. Kukin alaindeksin kirjaimista vastaa koko-
naislukua, jonka arvo on nolla tai yksi. Suositeltavimmissa
toteutusmuodoissa on lisdedellytys, ettd "e" on nolla, kun "a"

on nolla, "d" on nolla, kun "b" on nolla, ja "f" on nolla, kun

c" on nolla, ja edelleen lisdedellytyksend on, ettd vdhintdédn
jonkin luvuista "a", "b" tai "c" on oltava nolla, ja edelleen
lisdedellytyksend on, ettd disulfidisidos on ldsnd Cys-jddnnds-
ten vastaavien parien v&lissd, jolle parille yhden alaindeksin
arvon oleminen nolla vaatii myOs toisen alaindeksin arvon ole-
misen nolla.

Kukin synteettisessd ST:ssd ldsnd olevista Ra:g—ryhmisté voi
olla vety. Tdssd tapauksessa se Cys-—-jddnnds, johon Ri:g—ryhmé
on sitoutunut, on substituoimaton, mik&dli vety on tavallinen
ryvhmd, joka on sitoutunut Cys-jddnndksen rikkiatomiin. Kystii-
nin rikkiatomiin sitoutuneen typen l&dsndolo merkitdidn ohessa
merkinn®6illd Cys tai CysH.

Ri:g—ryhmét voivat olla myds alkyyliryhmid, jotka kdsittdvit
l:std noin 4:84n hiiliatomia. Esimerkkeind ndistd Ri:g—ryhmis—
td mainittakoon metyyli, etyyli, propyyli, i-propyyli, n-butyy-

1i, i-butyyli, ja muut vastaavat.

Edelleen Ri:g—ryhmét voivat olla substituoituja alkyyliryhmii,
jotka kdsittdvdt 2:sta noin 20:een hiiliatomia, joissa ryhmissi

substituentti voi olla aryyli, substituoitu aryyli, hydroksi,
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amino, karboksi, karboksiamido, halo, substituoitu vinyyli,
substituoidut tioryhm&t, ja muut vastaavat. Esimerkkeiji
tamankaltaisista substituoiduista alkyyliryhmistd ovat bentsyy-
1li, alfa-tolyyli, 2-hydroksietyyli, 2-hydroksipropyyli, 2-amino-
etyyli, karboksimetyyli—(-CHZCOZH), karboksiamidometyyli-
(—CHZCONHZ), p-klorobentsyyli, etyleeni-bis-akrylyyli, 2-
tioetaanikarboksi-(—SCH2CH2C02H), ja muut vastaavat.

Niihin substituoituihin alkyyliryhmiin, joista Ri:g—ryhmét
voidaan valita, kuuluu sitojaryhmd, joka on kdyttdkelpoinen
synteettisen ST:n sitomisessa toiseen molekyyliin, kuten anti-
geenikantajaan, kuten E.coli:n ldmpdstabiilin (LT) toksiinin
B-alayksikk&dn. Esimerkkind tdllaisesta sitovasta ryhmdstd
ovat diakrylaatit, kuten etyleeni-bis-akrylaatti, joka kykenee
reagoimaan yhden kaksoissidoksen verran Cys-ryhmdn rikkiatomin
kanssa Michael-additioreaktiolla, jolloin toinen kaksoissidos
jda vapaaksi, ja se voli sitoutua kantajaan; tiocetikkahappo,
tiopropionihappo, kysteiini ja N-2-hydroksietyyli-2-tiosukkin-
imidi, jotka voivat muodostaa sekoittuneita disulfidisidoksia
Cys—-jadnndksen rikkiatomin kanssa, ja jotka voivat reagoida
toisen molekyylin, kuten kantajan, kanssa karboksyyliryhmdl-
188n, kysteiinin aminoryhm&dll&ddn tai hydroksietyyliryhm&lldén,
vastaavasti.

Ri:g-ryhma, vdhemmdn suositeltavassa toteutusmuodossa, voi
olla 1l:std noin 8:aan hiiliatomia k&sittdvi asyyliryhmi, tai
2:sta noin 1lO:een hiiliatomia kdsittdvad substituoitu asyyliryh-
md. Esimerkkeind l:std noin 8:aan hiiliatomia kdsittdvistd
asyyliryhmistd mainittakoon formyyli, asetyyli, propionyyli,
heksanoyyli, bentsoyyli ja muut vastaavat. Esimerkkeini 2:sta
noin lO:een hiiliatomia k&dsittdvistd substituoiduista asyyli-
ryhmistélmainittakoon 2-metoksiasetyyli, 3-etoksipropionyyli,
4-klorobentsoyyli, 3-karboksipropionyyli (maleiinianhydridin
sukulainen), ja muut vastaavat. Asyyli- ja suBstituoidut asyyli-
ryhmédt eivdt ole kovin suosittuja, koska niiden tiocesterisi-
dokset eivdt ole erityisen stabiileja vettd sisdltdvissi alus-—

toissa.
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Ri:g—ryhmét voivat olla l&snd synteettisessd ST—molekizéissé
erikseen tai yvhdessd ST-molekyylissd voi olla 1l&sné Ra_f—ryhmien
seoksia. Kun kaikkien monomeerisen synteettisen ST-molekyylin
alaindeksikirjaimien arvo on nolla, niin Ri:g—ryhmét puuttu-
vat, Jja kolme molekyylin sisdistd, polypeptidin sisdistd kystii-

nin disulfidisidosta on ldsna.

Kaikilla alaindeksikirjaimilla a-f voi myds olla arvo nolla,

ja Ri:g-ryhmét puuttuvat polymeroidusta synteettisestd ST-
molekyylistd (P-ST), jossa synteettisen ST-polypeptidin toistu-
vien yksik®iden vdalissd olevat, molekyylin sisdiset, polypepti-
dien vdliset kystiinin disulfidisidokset ovat l&snd. Synteetti-
sen ST:n toistuvissa yksik&issd olevat molekyylin sisdiset,
polypeptidin sisdiset disulfidisidokset voivat myds olla ldsnid
P-ST:ssd. Tdmdnkaltaisen polymeerin toistuvat yksikét kdsitta-
vat keskimddrin vdhintd&n noin kaksi tdllaista polypeptidien
valistd kystiinisidosta toistuvaa yksikkdd kohden. Ndin ollen
suositussa toteutusmuodossa timinkaltaisen polypeptidin tois-
tuvien yksik&iden v&dhint&d&dn kahdella luvuista a-f ja kahdella

luvuista g-1 on arvo nolla, ja vihintdin kaksi Ri:g—ryhméé ja

kaksi vastaavaa R;:iz—ryhmaé puuttuu, vdhintd3n kahden polypep-
tidien v&dlisen kystiinin disulfidisidoksen muodostumisesta

johtuen.

Antigeenisyys ja biologinen aktiivisuus voidaan my®s saavuttaa
kdyttamdlld sellaisia synteettisid ST-molekyylejid, jotka k-
sittdvdt vdhintddn yhden molekyylin sisdisen, polypeptidin sis&i-
sen Kystiinin disulfidisidoksen, esimerkiksi niiden Cys-jidinnds-
ten parien vdlissd, jotka jddnndkset on esitetty kaavassa I
sitoutuneina jd3nndksiin Ri ja Rg, Rﬁ ja Ré, tai Rg ja Rg,

jotka vastaavat numeroilla 5 ja 10, 6 ja 14, ja 9 ja 17 wvarus-
tettuja asemia ST Ib-molekyylin aminopddstd lukien, vastaavas-
ti, Jjolloin disulfidisidoksiin sisdltymdttdmidt Cys-jiidnndkset
ovat korvautuneet samoilla tai erilaisilla vaihtoehtoisilla
aminohappojdidnntksilld. Kaavan I Cys-jdanndsten suositeltavim-

mat vaihtoehtoiset aminohappojddnnékset eividt saa aikaan ioni-
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varausta synteettiseen polypeptidiin, kun synteettinen poly-
peptidi on liuotettuna sellaiseen vesiliuokseen, jonka pH:1lla

on fysiologinen arvo; eli suosituimmilla vaihtoehtoisilla amino-
happojddnndksilld ei ole ionivarausta, kun ne ovat osa polypep-

tidii ja vesiliuoksessa.

Disulfidisidoksiin osallistumattomien Cys-ryhmien vaihtoehtoi-
set aminohappojddnntkset on esitetty edelld olevassa kaavassa
I suluissa olevilla ryhmilla R;; Rg, Rg, R%O, Ril ja Riz ’
joista kukin voi korvata edeltdvdn Cys-jddnndksen, ja joissa
alaindeksit ovat kokonaislukuja, joiden arvo on nolla tai yksi.
Suositeltavissa synteettisissd ST-polypeptideissd, mikdli "a"
on nolla, niin kumpikin luvuista "g" ja "k" ovat nollia; mikali
"b" on nolla, niin kumpikin luvuista "h" ja "j" ovat nollia;

ja mikdli "c¢" on nolla, niin kumpikin luvuista "i" ja "1"

ovat nollia.

Aminohappojddnndkset alaniini (Ala) ja seriini (Ser) ovat esi-
merkkejd niistd suositeltavista vaihtoehtoisista aminohapoista,
jotka ovat kdyttdkelpoisia korvaamaan Cys-jddnndkset. Sellais-
ten synteettisten ST-molekyylien, joissa Cys-jddnndkset ovat
korvautuneet Ser-jdanndksilld, biologista ja antigeenista aktii-

visuutta tarkastellaan jdljempdnd.

Edelld esitetty julkaisu ryhmien Ri—Rg sekd R;—Riz suhteen on

yhtd hyvin sovellettavissa niihin synteettisiin ST-polypepti-
deihin, jotka ké&sittdvdt kaavassa I esitetyt neljdtoista amino-
happojddnndstd, sekd suositeltavampaan synteettiseen ST-poly-
peptidiin, joka k&sittdd ne 18 aminohappojddnndstd, Jjoiden
jdrjestys, vasemmalta oikealle, ja suunnassa aminopddstd
karboksipddhdn edeten, on esitetty seuraavassa kaavassa III:
BT
Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Terys(Rg)Cys(Rh)Glu

RS R

| e
LeuCys(Ri)Cys(R%O)Tyr(Asn)ProAlaéys(Ril)Ala(Thr)Gly
l3
p c
Rf IIT
l 12
Cys(Rl )Asn (Tyr)
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jossa suluissa olevat aminohappojddnndkset sekd ryhmidt R;—R
. R7_R12
Jja g 1

6

£

on madritelty kuten edelld on esitetty.

Sekd kaavan I mukainen suositeltava syntéettinen polypeptidi
ettd kaavan IIT mukainen suositeltavampi synteettinen polypep-
tidi voi my6s kdsittdd lisdryhmin R$3, joka on sitoutunut poly-
peptidin aminopddn jddnntksen amiiniin, jossa ryhmdssd "m" on
kokonaisluku, jolla on arvo nolla tai yksi, ja edellyttden,
ettd mikdli luvun "m" arvo on nolla, niin Ri3 puuttuu ja amino-
pddn amiini on substituoimaton. Mikdli luvulla "m" on arvo
yvksi, niin Ri3 saattaa olla peptidi, joka kdsittdd l:std noin
58:aan aminochappojddnndstd, sitovan ryhmdn ja sen karboksyyli-
hapon, joka kdsittdd l:std noin 20:een hiiliatomia, ja joka

muodostaa aminopddn jddnndksen amiinin kanssa amidisidoksen.

Kun R;3 kdsittdd lisdaminohappojddnndksid, jotka ovat sitoutu-
neet kaavan I neljidntoista jddnndksen polypeptidin mukaisen,
synteettisen polypeptidin aminopddhdn, niin erd&dssd suositel-
tavassa toteutusmuodossa ndilld lisdaminohappojdanncksilld on
jérjestys, aminopddstd karboksipdidhdn, joka edelld on esitetty
kaavassa II. Kaavan II mukaisen aminochappojddnn&sten jarjestyk-
sen lisddminen suositeltavaan, neljdntoista aminohappojddn-—
ntksen jdrjestykseen tuottaa suositeltavamman, kaavan III
mukaisen polypeptidin 18 aminohappojddnndksen jédrjestyksen,
joka puolestaan vastaa ST Ia:n ja ST Ic:n karboksipdidn amino-
happojd&nndsten jédrjestystd ja koko ST Ib-jdrjestystd, yhdeksi
jdrjestykseksi yhteen kirjoitettuna.

Suositeltavassa neljéntoista jddnnodksen polypeptidin toteutus-
muodossa luvun "m" arvo on yksi ja R;3 on ketju, joka k&sittidis
kaavan II mukaisen, neljdn aminohappojddnndksen jdrjestyksen.
Edelleen suositeltavammassa toteutusmuodossa kaavan II vaihto-
ehtoiset, suluissa olevat aminohappojddnndkset puuttuvat ja
R;3 on peptidiketju, joka k&sittdd ST Ib:n aminop#ddn neljin
jddnndksen aminchappojiddnndsten jdrjestyksen; eli AsnThrPheTyr,
vasemmalta oikealle ja suunnassa aminopddstd karboksipdihin
edeten.
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Sitomalla 58 tai 54 aminohappojddnndstd neljidntoista tai kah-
deksantoista jddnndksen synteettiseen ST-polypeptidiin, vas-
taavasti, voidaan saada aikaan sellainen synteettinen polypep-
tidijdrjestys, Jjoka vastaa natiivin ST Ia:n tai ST Ic:n j&r-
jestystéd. Koska kuitenkin, vastaavasti kaavan I ja III mukai-
sien, suositeltavan neljadntoista, ja suositeltavamman kahdek-
santoista aminohappojddnndksen jdrjestyksen antigeeninen ja
biologinen aktiivisuus voi olla jokseenkin yhtd hyvd tai parem-
pi kuin vastaavat natiivin ST:n aktiivisuudet, niin sellaiset
synteettiset polypeptidit, joiden ké&dsittdmien aminohappojirjes-
tysten pituus on suurempi kuin noin kaavan III kahdeksantoista
aminohappojddnndstd, jolloin ne ovat ST Ia:n ja ST Ic:n koko
jdrjestyksen mukaiset, eividt ole vialttidmdttdmid, eividtkd ne ole
toivottuja. Kuitenkin kaavojen I ja III mukaisten polypepti-
dien aminopddhdn voi hytdylliselld tavalla olla sitoutuneina

v1lim84r&isid aminohappojddnndksii.

Tdten ylimddrdisten Cys-jddnndsten sisdllyttdminen polypeptidin
aminopddhdn saattaa olla toivottavaa, jolloin nditd jddnndksii
voidaan k&yttdd synteettisen polypeptidin kiinnittimiseen toi-
seen molekyyliin, kuten kantajaan tai sitovaan ryhmdin. T&dl-
laisissa olosuhteissa kdytettynd on sopivaa kidyttdi sellaista
rikkiatomin muodostamaa suojaavaa ryhmdi, joka ei ole tavan-
omainen kiintedn faasin suojaava ryhmd, ellei lisidtty amino-
pdan Cys muodosta kystiinin disulfidisidosta jirjestyksen sisdi-
sen Cys-jddnndksen kanssa. Erds tapa Cys:n rikkiatomin suojaa-
miseen synteesin aikana, Jja suojauksen selektiiviseen poistami-
seen, on Cys:in isotiourea-analogin kdyttd, mistd analogista

pilkkoamisen tuloksena muodostuu Cys-jiinnds.

Toisessa suositeltavassa toteutusmuodossa lukuisia l4-meerisiid
tai 18-meerisid synteettisid ST-polypeptidejd voidaan sitoa
yvhteen péa—loppupééFtavalla, jolloin syntyy tdmdn keksinndn
mukainen multimeerinen ST:n toteutusmuoto. T&mid multimeeri k&-
sittdd vdhintddn kaksi antigeenista ST-polypeptidid ja mieluum-
min kaksi tai kolme tdmédnkaltaista toistuvaa yksikkdid, jotka

ovat sitoutuneet toisiinsa amidisidoksella, joka on muodostunut
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toisen polypeptidin aminopddn aminoryhmdn ja toisen polypepti-~
din karboksipddn karboksyyliryhmdn vdliin. Esimerkkind
mainittu sellainen pdd-loppupdd-tyylinen multimeerinen ST,
joka kdsittdd 36 aminohappojddnndstd, ja jonka toistuvina yk-
sikkdind on kahden ST Ib-polypeptidin aminohappojdé@nndsten

jidrjestys, esitetddn jadljempdnd yksityiskohtaisesti.

ST:n kunkin ylimd&drdisen toistuvan yksikdn jdrjestys voi olla
edelld esitetyn kaavan I mukainen. Multimeeriset synteettiset
ST-molekyylit, jotka kdsittdvdt lukuisia synteettisen ST:n
muodostamia, pdd-loppupdd-sitoutuneita toistuvia yksikdoitd,
voidaan valmistaa kiinted&n faasin synteesimenetelmdlld, joka
on jdljempédnd esitetty osassa II. Johtuen suurten polypepti-
dimolekyylien syntetisointiin liittyvistd vaikeuksista on suo-
siteltavaa, ettd tdllaiset pdd-loppupdid-tyyppiset multimeerit

kdsittdavdt noin 2:sta noin 3:een toistuvaa ST-yksikksGéE.

Toisessa edelleen suositeltavammassa toteutusmuodossa Ri3—ryhmé
voi olla synteettinen polypeptidi, jonka aminohappojddnndsten
jdrjestys vastaa proteiinia tai polypeptidid, joka on muu kuin
ST. Esimerkiksi jonkin toksiinin m&&r&ddvdid aminohappojddnnds-
ten jdrjestystd, kuten E.coli:n LT B-alayksik&n midriavdd jar-
jestystd voidaan kdyttd3d tuottamaan yhdistetty immunogeeni tai
antigeeni kumpaakin toksiinia vastaan. K&dyttdkelpoisten amino-
happojdédnnésten jdrjestysten, jotka vastaavat LT B-alayksikdn
mddrddvdd osaa, on todettu esiintyvdn asemissa 37-62 LiT B-
(37,62)/ ja asemissa 27-36 /LT B-(27-36)/ LT B:n aminop#istd
laskien, jonka LT B:n tdydellinen aminohappojdédnndsten jirjes-
tys on esitetty julkaisussa Dallas et al., Nature, 288:499-501
(1982). Ndmd aminohappojddnndsten jdrjestykset on esitetty
seuraavassa, vasemmalta oikealle ja suunnassa aminopddstid kar-
boksipddhdn edeten:

LT B-(36-62) MetValIluIluThrPheMetSerGly
GluThrPheGlnValGluvValProGlySerGlnHisIluAspSerGlnLys, Jja

LT B-(27-36) TyrThrGluSerMetAlaGlyLysArgGlu
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Kummankin edelld esitetyn polypeptidin karboksipdidn jadanndk-
sen karboksiryhmd voi olla sitoutuneena ST:n aminopddn jadn-
noksen amiiniin niiden v#liselld amidisidoksella. Taminkal-
tainen sitoutuminen on toinen esimerkki pd&-loppupdd-sitoutumi-
sesta, joka on kdyttdkelpoinen joissakin ST:n multimeerisissa
toteutusmuodoissa, kuten edelld on esitetty. Polypeptidit

LT B-(27-36) ja LT B-(37-62) voivat myds olla sitoutuneina
toisiinsa pdd-loppupédd-tavalla, jolloin ST:n aminopadhdn
saadaan Ri3, jolla on koko LT B-alayksik®én jdrjestys asemasta

27 asemaan 62 saakka.

Erityisen sopivaa on hapettamattoman ensimmiisen ST-polypepti-
din syntetoiminen, jossa ST-polypeptidissd on edelld esitetty

LT B-polypeptidi, joka on sitoutunut aminopiddn ST-jddnndkseen,
edelld esitettyd kiintedn faasin tekniikkaa kdyttden. T&dmén
jalkeen ensimmdinen polypeptidi hapetetaan, jolloin saadaan
aminopddistddn R J-ryhmilli substituoitu ST. Tamankaltaisiin
ST-molekyyleihin viitataan tdm&n j&dlkeen symbolilla LT B-(27-36)-
-ST tai LT B-(37-62)--ST osoittamaan jomman kumman LT B-ala-

vksikdn kaltaisen polypeptidin l&dsndoloa, ST:hen sitoutuneena.

Kumpikin edelld mainituista polypeptideistd LT B-(27-36)--ST

ja LT B-(37-62)--ST oli erikseen liittyneind, glutaraldehydii
kdyttden, samansuuruiseen tetanustoksoidin mddr&ddn, jdljempdnd
osassa VIA esitetyn tavan kaltaisesti. 400 mikrogrammasta
puhdistettua konjugaattia valmistetut, tdydellisessd Freund:in
apuaineessa olevat rokotteet injektoitiin erillisiin jdniksiin,
mitd 14 vuorokautta mydhemmin seurasivat saman immunogeeni-
mddrdn muodostamat lisdannokset epdtdydellisessa Freund:in
apuaineessa, Jja seitsemdn vuorokautta t&mdn jdlkeen seurasivat
alumassa olevan immunogeenin saman suuruisten annosten muodos-
tamat lisdannokset. Seitsemidn vuorokautta tdmi#n jilkeen

(28. pdivdnd) jdnisten veri otettiin talteen ja ST:n sekd B-
alayksikdn vasta-aineet otettiin talteen. N&#iden vasta-aineiden
tiitterit natiivia B-alayksikk®d ja synteettistd ST:td vastaan

tuottivat arvot 10 ja 160-320, vastaavasti, polypeptidin
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LT B-(27-36)--ST immunogeenille, ja arvot 160 ja 1280, vastaa-
vasti, polypeptidin LT B-(37-62)--ST immunogeenille. T&dten
kummankin kytketyn polypeptidin konjugaatit ovat immunogeeni-

sia sekd antigeenisia (taulukko 2).

Lisdtyn Cys-ja4nnSksen lisdksi Rl °-ryhmikin voi olla yhdistdvi
ryhmd. T&llaisten sitovien ryhmien joukkoon kuuluvat synteet-
tisen polypeptidin ja seuraavien yhdisteiden reaktiotuotteet:
(1) omega—-amino-monokarboksyylihapot, jotka kdsittdvdt noin
3:sta noin 6:een hiiliatomia, joista hapoista mainittakoon
beeta-alaniini ja 6-aminoheksaanihappo, (ii) noin 3:sta noin
8:aan hiiliatomia k&sittdvdt dikarboksyylihappo tai happoklori-
di tai happoanhydridi, kuten maleiinihappo, fumaarihappo,
sukkiinihapon anhydridi, ftaalianhydridi, ja muut vastaavat,
(1iii) suojattu, merkaptaania sisdltidvi karboksyylihappo,

jonka happoketju k&dsittd3 2:sta noin 4:34n hiiliatomia, joista
hapoista mainittakoon isotiourea, tioglykoli- tai tiopropioni-
hapcn johdannainen, (iv) noin 2:sta noin 8:aan hiiliatomia k&-
sittdvd dialdehydi, kuten glutaraldehydi tai p-ftaldehydi,

ja muut vastaavat.

Tdten vapaita amino-, karboksyyli-, merkapto- ja aldehydoryh-
mid kdsittdvii sitovia ryhmid voidaan saada aikaan kdytetta-
viksi synteettisen polypeptidin sitomiseen toiseen molekyyliin,
kuten kantajaan.

1 . . . s .
R 3 saattaa myOs olla sen l:std noin 20:een hiiliatomia kisit-

tgvén monokarboksyylihapon asyyliosa, joka happo muodostaa
amidisidoksen synteettisen polypeptidin aminopdidn jdinndksen
amiinin kanssa. Esimerkkeind t&dllaisista monokarboksyylihappo-
jen ryhmist& mainittakoon etikka-, propioni-, heksaani-, laurii-
ni-, myristiini-, steariini-, oleiinihappo, ja muut vastaavat.
Pitkdketjuisen rasvahapon, kuten stearoyylihapon muodostama
Ri3—ryhmé voidaan kdyttdkelpoisesti sitoa synteettiseen ST:hen
passiivisia hemagglutinaatiokokeita ajatellen, kun taas lyhyt-

o 13 " . .
ketjuiset R -ryhmédt, kuten asetyyli, ST:hen sidottuna, tuottavat
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antigeenistd aktiivisuutta, Jjoka on hieman pienentynyt deri-

voimattomaan, 18 jddnndksen polypeptidiin verrattuna.

Titen kaavojen I ja III mukaiset, Ri3—thm§n kdsittaviat syn-
teettiset ST-polypeptidit voidaan esitt&@8 alla olevien kaavo-
jen I-A ja III-A aminohappojddnndsten jdrjestyksilld, vasem-
malta oikealle, Jja suunnassa aminopddstd karboksyylipddhdn

edeten:
1 2 4
o §
13 |

7 8 : 9 10
Rm —Cys(Rg)Cys(Rh)GluLeu|Cys(Ri)Cys(Rj ) Tyr (Asn)
R3 I-A
c
5 6
Re Ff
11 12
ProAlaCys(Rk )Ala(Thr)GlyCysRl Asn (Tyr)
1 2
Fa ?b
7 8 III-A
Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Terys(Rg)Cys(Rh)Glu
R3 Rg RS
1€ ol 10 SR 1
LeuCys(Ri)Cys(Rj )Tyr(Asn)ProAlaCys(Rk YAla (Thr)Gly
6
Re

Cys(R}z)Asn(Tyr)

missd kukin suluissa esitetty spesifinen aminohappojddnnds on
vaihtoehtoinen v&littdmdsti edeltdvdlle aminohappojdidnndkselle,

1-6 7-12_ . 13

amf Rg—l ja Rm -ryhmdat ovat kuten edelld on esitetty.

ja R
Tdmdn keksinndn toteutusmuoto, joka kdsittdd 18:n jiEinndksen
synteettisen ST:n aminopddn jdd&nnokseen sitoutuneen Ri3—ryhman,
joka ST kdsittdd myds kaksi molekyylin sisdistd, polypeptidin
sisdistd kystiinin disulfidisidosta, on esitetty, vasemmalta

oikealle, ja suunnassa aminopddstd karboksipddhidn edeten,

kaavassa:
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Rl
_ |a
13 7
Rm —Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Terys(Rg)

I }
CysGluLeuCysCysTyr(Asn)ProAlaCys(Ril)Ala(Thr)

— e
GlyCysAsn (Tyr)
missd Cys-jddnndsten vdliset viivat esittdvdt molekyylin sisdi-
si&, polypeptidin sisdisid kystiinin disulfidisidoksia, ja
kukin suluissa oleva kuudesta spesifisestd aminohappojdanndk-—-
sestd on vaihtoehtoinen valittOmdsti edeltdvdlle aminohappo-

jadnndkselle, ja ryhmat Rl R5, R7, Ril, ja Ri3 ovat kuten

a’ e g
edelld on esitetty.

Suositeltavin, 18:n jddnndksen muodostama (l8-meeri) synteetti-
nen ST, jossa on kolme molekyylin sisdistd, polypeptidin si-
sdistd kystiinin disulfidisidosta, esitetddn seuraavan kaavan
IV aminohappojddnndsten jédrjestyksend, vasemmalta oikealle,

ja suunnassa aminopddstd karboksipdidhin edeten:

Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Terys

—

CysGluLeuCysCysTyr (Asn) ProAlaCysAla (Thr) v
]

GlyCysAsn (Tyr)

missd Cys-jddnndsten vilissid olevat viivat tarkoittavat mole-
kyylin sisdistd, polypeptidin sisdistd kystiinin disulfidi-
sidosta, ja kukin kuudesta spesifisestid suluissa olevasta
aminohappojddnndksestd on vaihtoehtoinen vilitt&misti edelti-
vdlle aminohappojdinndkselle.

Edelld mainittu, kaavan IV mukainen synteettinen polypeptidi
esitetddn seuraavassa myds siten, ettd se kidsittdid aminopiin
jddnnokseen sitoutuneen Ri3—ryhmén, vasemmalta oikealle, ja

suunnassa aminopddstd karboksipidihdn edeten:
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I i
R;3Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)TerysCysGluLeuCysCys

Tyr (Asn)ProAla (Thr)CysAlaGlyCysAsn (Tyr)

ITI. Synteettisen ST:n valmistaminen

18:n jddnndksen muodostama, ihmistd vaivaava ST-polypeptidi

(ST Ib) hapettamattomassa muodossaan syntetisoitiin hyvin tun-
netulla kiintedn faasin menetelmdlld, kdyttden laitetta

Beckman Model 990B Peptide Synthesizer, Beckman Instruments Co.,
Berkeley, CA. Ratso Houghten et al., Int. J. Pept.Prot.Res.,
16:311-320 (1980) ja Merrifield, J.Am.Chem.Soc., 85:2149-2154
(1963), jotka julkaisut on tdten yvhdistetty viittauksella

oheiseen tekstiin.

Lyhyesti esitettynd kutakin synteesid varten kaytettiin 1,00 g
(0,2-0,6 milliekvivalenttia/gramma) bentshydryyliamiini-
hartsia, jolloin alkuperdinen suojattu aminohappojddnnds oli
alfa-O-bentsyyli-N-Boc-asparatiinihappo. Tavanomaisia sivu-
ketjuja suojaavia ryhmid kdytettiin lopuille aminohappojdan-
ndksille, kuten seuraavassa on esitetty: O-(p-bromibentsy-
oksikarbonyyli):d tyrosiinille, O-bentsyylid treoniinille,
seriinille ja glutaamihapolle, ja S-metoksibentsyylid kysteii-
nille. Suojatut aminohapot kiteytettiin uudestaan sopivasta
livottimesta siten, ettd ohutkerroskromatografiassa saatiin
ainoastaan yksi tdpld. Tyypillisesti kytkemiset suoritettiin
siten, ettd sekd@ suojattua aminohappoa ettd disykloheksyyli-
karbodi —imidid kdytettiin kymmenkertaista molaarista ylimda-
rdd alkuperdisen aminohapon milliekvivalenttien lukumidiriin
verrattuna. Kummankin reagenssin kahden moolin ylimd&drdd
voidaan myds kdyttdd. Asparagiinin ollessa kyseessid N-hydroksi-
bentsotriatsolin samanlainen moolinen md&dri lisittiin suojat-
tuun aminohappoon, ja dimetyyliformamidia k#ytettiin liuotti-
mena. Kaikki kytkeytymisreaktiot olivat yli 99 %:sen tdydelli-
sid, pikriinihapolla kokeiltuna, katso julkaisua Gisin,
Anal.Chem.Act., 58:248-249 (1972).
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Osa tuloksena olevasta suojatusta polypeptidi-polymeeristd

(1 g) kdsiteltiin 2 millilitralla anisolia, ja 20 millilit-

raa vedetontd vetyfluoridia tiivistettiin reaktioastiaan
hiilihappojddn ld&mpotilassa. Tuloksena olevaa seosta sekoitet-
tiin 4OC:ssa 1,0 tunnin ajan suojaavien ryhmien irrottamiseksi
ja polypeptidin irrottamiseksi hartsista. Sen jdlkeen kun
vetyfluoridi oli haihdutettu 4°c:n l&mpédtilassa N2—virtauksel—
la, niin jddnnds uutettiin vedett&mdllid dietyylieetterilld
kolmasti anisolin poistamiseksi, ja jddnnds kuivattiin vakuu-

missa.

Vakuumissa kuivattu materiaali uutettiin ensin 5 %:1la etikka-
hapon vesiliucksella (3 kertaa, kulloinkin 50 millilitralla),
mitd seurasivat uutot 50 % etikkahapon vesiliuosta kdyttden

(4 kertaa 50 millilitraa). Ensimmdinen uutto poisti molekyyli-
painoltaan alhaiset polypeptidit ja tyrosiinin, jota oli kdy-
tetty joissakin valmisteissa suojaamaan Cys:n merkaptoryhmid.
Toinen uutto erotti vapaat polypeptidit hartsista. Sen jdl-
keen kun materiaali oli laimennettu vedelld etikkahapon pi-
toisuuteen 10-20 %, niin tuloksena oleva liuos 1lyofilisoitiin,
jolloin monomeerinen, hapettamaton, ensimmdinen polypeptidi

oli saatu aikaan.

Tyypillinen 14:n jddnndksen ensimmdinen monomeerinen polypep-
tidi, joka n&din on tuotettu, voidaan esittdd aminohappojdin-
ndsten jdrjestyksenid, vasemmalta oikealle ja suunnassa amino-
pddastd karboksipddhin edeten, mikd esitetddn seuraavassa

kaavassa V:
Cys(R7)Cys(R8)GluLeuCys(R?)Cys(R;O)
g h 1 J
11 12 ;
Tyr(Asn)ProAlaCys(Rk )Ala(Thr)GlyCys_(Rl YAsn (Tyr)
missd kukin suluissa olevista kolmesta spesifisestd aminohappo-

jddnndksestd on vaihtoehtoinen vadlittdmdsti edeltdvidlle amino-

happojddnnokselle, ja R;:iz on kuten edelli on mairitelty.
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Tyypillinen 18 aminohappojddnntstd kdsittdvd synteettinen en-—
simmiinen monomeerinen polypeptidi, joka ndin on tuotettu,
voidaan esittaé.aminohappojéénnésten jdrjestyksend, vasemmal-
ta oikealle ja suunnassa aminopddstd karboksipddhdn edeten,

mik3 esitetddn seuraavassa kaavassa VI:

Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Terys(R;)Cys(Ri)Glu

9 10 11 vi
LeuCys(Ri)Cys(Rj )Tyr(Asn)ProAlaCys(Rk YAla (Tyx)

GlyCys(Riz)Asn(Tyr)

missd kukin kuusi suluissa olevaa spesifistd aminohappojdédn-
ndstd on vaihtoehtoinen vdlittOmdsti edeltdvdlle aminohappo-

jddanndkselle, ja R;:iz ovat kuten edelld on mddritelty.

Ensimmdinen, monomeerinen polypeptidi, jonka aminohappojarjestys
vastaa kaavassa I tai IITI esitettyd jarjestvstd, voidaan myds
valmistaa, joissa vdhintddn kaksi luvuista a-f ja g-1 on nollia,
joten vdhintddn kaksi Cys (CysH)-jd&nndstd on ldsni, kuten
aikaisemmin on esitetty. T&llaiset polypeptidit voivat myds

sisdltdd alkaisemmin esitetyn Ri3—ryhmén.

Ensimmdistd monomeerista polypeptidid voidaan kdyttdd hapetus-
vaiheessa sellaisena puhtausasteena, joka saatiin edelld ole-
van lyofilisoinnin jdlkeen tai sen puhtautta voidaan lisiti
ajamalla se kromatografiakolonnien ldpi, jotka kolonnit sisdl-
tdavdt Sephadex G-10 tai G-50~hartseja (Pharmacia, Piscataway,
N.J.) ja/tai DEAE-Sephacel:ia (Pharmacia), Staples:in et al.,
supra, menetelmdd seuraten. Kummassakin tapauksessa on tirkei-
td, ettd ndin valmistettu ensimmdinen monomeerinen polypepti-
di suojataan ennenaikaiselta hapettumiselta. N&in ollen sen
jdlkeen kun ensimmidinen monomeerinen polypeptidi on irrotettu
hartsikantajastaan ja kun suojaavat ryhmdt on poistettu funk-=
tionaalisia ryhmi& kdsittdvistd aminohappojdidnndksistd, niin
polypeptidin manipuloiminen suoritetaan olosuhteissa, jotka
eivdt ole hapettavat.
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Sen jdlkeen kun Cys-sulfhydryyliryhmd&t on hapetettu muodosta-
maan molekyylin sisdisid kystiinin disulfidisidoksia, mika
jdljempdnd esitetddn, niin vapaita sulfhydryyliryhmid ei j&a&-
nyt jdljelle. Vapaiden sulfhydryyliryhmien, Cys-merkaptoryh-
mien, puuttuminen tai l&sndolo mddritettiin menetelm&lls,
joka on esitetty julkaisussa Ellman, Arch.Biochem.Biophys.,
82:70-77 (1959).

Raaka, hapetettu monomeerinen polypeptidituote puhdistettiin
geelisuodatuksella hartsia Sephadex G-10 (Pharmacia) k&yttden,
jota seurasi ioninvaihtokromatografia hartsilla DEAE-Sephacel
(Pharmacia). Aminohappoanalyysi, geeli- ja paperielektroforee-
si sekd muut kromatografiaan perustuvat tiedot osoittivat homo-
geenisen tuotteen olemassaolon. Koko saanto oli noin 25 %
teoreettisesta. 5:een erilliseen otteeseen valmistettujen
synteettisten ST-valmisteiden biologinen potentiaali ja antigee-
nisyys tutkittiin. ZXaikki tuottivat jokseenkin saman reaktion,

kuten edelld on esitetty, esitetyilld valmisteilla testattaessa.

Polymeeriset ST-multimeerit, joiden lukuisat toistuvat ST-yksi-
két ovat sitoutuneet toisiinsa molekyylin sisdisilld, polypep-
tidien vdlisilld kystiinin disulfidisidoksilla, valmistettiin
moncomeerisista polypeptidituotteista, jotka edelld valmistet-

tiin, mitd seurasi jdljempdnd esitettdvd hapettamistapahtuma.

Ensimmdinen ST:n multimeerinen dimeeri (ST/ST), joka on sitou-
tunut yvhteen pdd-loppupdd-tavalla, valmistettiin edelli esi-
tetylld kiintedn faasin menetelmdlld. T&11l8in ensimmiinen
ST/ST-multimeeri, Jjonka kullakin toistuvalla yksik&6lld oli

ST Ib:n l8-meerinen jdrjestys, valmistettiin kolmenkymmenen-
kuuden asianmukaisesti suojatun aminohappojddnndksen sarja-
maisella lisdykselld, edelld 18-meeriselle ST-polypeptidille
esitetyn menetelmdn mukaisesti, jonka jdlkeen samaa jirjestystd
toistettiin seuraaville 18:11le jddnndkselle, kunnes 36-meerinen

ensimmdinen polypeptidi oli valmistettu.
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Monomeerisen ST:n hapetustoimenpide

Ensimmdinen polypeptidi, jolla oli ST Ib:n 18:n j&&nndksen
jdrjestys, valmistettiin edelld esitetyn mukaisesti, ja silléd
0li aminohappojddnndsten jdrjestys, vasemmalta oikealle ja
suunnassa aminopddstd karboksipdihdn edeten, joka on esitetty

seuraavassa kaavassa VII:

AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCysTyrProAlacCys

VII
AlaGlyCysAsn

Titd ensimmdistd polypeptidid (50 milligrammaa) lisdttiin varo-
vasti sekoittaen 0,1l molaariseen ammoniumkarbonaatin vesiliuok-
seen (pH-arvo 7,8-8,3), jolloin lopulliseksi pitoisuudeksi
saatiin 1 milligramma suojaamatonta ensimmdistd polypeptidid
millilitrassa liuosta. 5-15 minuuttia kestdvdn, huoneen lampd-
tilassa tapahtuvan helldvaraisen jatkuvan sekoittamisen jdlkeen

saatiin ensimmdisen polypeptidin kirkas liuos.

Huoneen ldmp&tilassa suoritettua varovaista sekoittamista
jatkettiin yhteensd 8 tunnin ajan, jonka kuluessa ilman moleku-
laarinen happi (0;) joutui kosketuksiin liuoksen kanssa, ja toi-
mi hapettavana aineena, sekd hapetti kuusi Cys-jdadnndstd, jolloin
muodostui kolme molekyylin sisdistd, polypeptidin sisdistéd
kystiinin disulfidisidosta. Vapaiden sulfhydryyliryhmien pois-
taminen suoritettiin Ellman-reagenssilla lﬁllman, Arch.Biochem.
Biophys., 82:70-77 (1959)/, ja sen todettiin olevan 15, 40, 60

ja 90 prosenttisesti tédydellinen 0,5:n, 1,5:n, 2,5:n ja

8,0:n tunnin kuluttua, vastaavasti.

Tuloksena oleva hapettunut polypeptidi otettiin talteen lyofili-
soimalla. Sitd voitiin kdyttidid raa'assa muodossa, mutta se

puhdistettiin kolonnikromatografisesti.

Raaka materiaali ajettiin ensin Sephadex G-50 (Pharmacia) kolon-
nin (1,5 x 80 senttimetrid) 1l&dpi, joka kolonni o0li tasapainoi-
tettu 0,1 molaarisella ammoniumasetaatilla. 3,5 millilitran/

20 minuuttia fraktioita kerdttiin, jolloin materiaalin todettiin
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olevan fraktioissa 12-15 ja 22-28. Ndiden fraktioiden sisdltd
otettiin talteen lyofilisoimalla ja niistd saatiin 10 ja 36
milligrammaa, vastaavasti. Fraktioissa 22-28 ollut materiaali
0li monomeerista synteettistd ST:td, minkd osoitti sen eluoi-
tuminen, Jjoka tapahtui identtisessd vaiheessa, kuin mitid bio-
logisen ST:n kromatografiassa o0li todettu. T&dlld erottamisella
saatiin myOs polymeeristd synteettistd ST:td, jonka valmista-

minen esitetddn jdljempdnd tarkemmin.

Seuraavassa tarkastelussa kdsitellddn monomeerista ST:td, ja
sitd seuraavassa tarkastelussa k&sitellddn multimeeristen
synteettisten ST-molekyylien valmistusta, alaotsikolla "Multi-

meerisen ST:n valmistaminen".

Osittain puhdistettua monomeerista synteettistd ST:td voitai-
siin jdlleen kdyttdd sellaisenaan, mutta se puhdistettiin
edelleen kromatografisesti kolonnia DEAE-Bio Gel A (Bio Rad,
San Raphael, CA), (1,0 x 25 senttimetrid) kdyttden. Eluutio
suoritettiin portaittaista gradienttia kdyttden, jolloin
materiaalin pddasiallinen mddrd eluoitui 50 ja 100 millimolaa-
risen natriumkloridin vdlissd. T&amd materiaali otettiin tal-

teen lyofilisoimalla.

Lyofilisoitu materiaali liuotettiin uudestaan veteen ja siitd
poistettiin sucla kolonnia Sephadex G-25 (Pharmacia) kdyttéden.
Tuloksena oleva materiaali otettiin talteen lyofilisoimalla,

ja saantona oli 28 milligrammaa puhdasta, synteettistd ST:ti,
mikd edustaa 56 prosentin saantoa raa'an, ensimmdisen poly-
peptidin painoon perustuen. N&din valmistetun synteettisen

ST:n aminohappoanalyysi antoi seuraavat arvot, 1l8-jddnndksiseen

polypeptidiin perustuen (teoreettinen arvo on suluissa):

asparatiinihappo 1,93 (2,0)
treoniini 1,98 (2,0)
glutamiinihappo 0,97 (1,0)
proliini 1,05 {1,0)
glysiini ’ 1,00 (1,0)

alaniini 2,00 (2,0)
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leusiini 1,05 (1,0)
tyrosiini ‘ 1,89 (2,0)
fenyylialaniini 0,96 (1,0)
kysteiini (kysteiinihappona) 5,80 (6,0)

Tdmdn synteettisen ST:n biologinen aktiivisuus m&&ritettiin
imevidn hiiren kokeella, joka on esitetty julkaisussa Giannella,
Infect. Immunity, 14:95-99 (1976), ja sen todettiin olevan
jokseenkin sama kuin biologisella ST:11&, kuten kuvassa 1

on esitetty. Synteettisen ja biologisen ST-molekyylin v&linen,
ligatoidussa suolisilmukassa tapahtuvan erittymisresponssin

huomattava samankaltaisuus on esitetty kuvassa 2.

Synteettisen ST:n huomattavasti t&rkedmpidid antigeenisyytta
verrattiin biologisen ST:n antigeenisyyteen biologisen ST:n
vasta-aineisiin kohdistuvan reaktiivisuuden avuila, ELISA-
tekniikalla , joka on esitetty julkaisussa Klipstein et al.,
Infect. Immunol., 37:550-557 (1982). Tulokset on esitetty ku-
vassa 3, Jjoka osoittaa, ettd tdmdn valmisteen synteettisen ST:n
antigeenisyys o0li noin 70 % biologisen ST:n antigeenisyydes-
ta. Kuitenkin kuvassa 4 esitetddn, ettd erittymisvaikutusten

seroneutraloituminen hyperimmuunilla seerumilla oli jokseenkin

identtistd.

Molekyylin sisidisten disulfidisidosten sijoittuminen mono-

meerisessa ST:ssi

Kolmen molekyylin sisdisen, polypeptidin sis#disen disulfidi-
sidoksen todettiin muodostuvan erilaisilla nopeuksilla. T&m3n
18yddn avulla niiden Cys-jddnndsten parien sijainti voitiin

tunnistaa, jotka parit muodostavat disulfidisidoksen.

Tdten edelld mainitun ensimmdisen polypeptidin lisdvalmisteet
hapetettiin samankaltaisissa olosuhteissa, ja vapaat sulfhydryy-
liryhmat alkyloitiin jodoetikkahapolla tai jodoasetamidilla
lukuisaan otteeseen hapetusreaktion aikana. Tuloksena olevien

osittain hapettuneiden - osittain alkyloitujen polypeptidien
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jarjestys médritettiin laitteella Beckman Model 890 Sequencer
(Beckman Instruments Co.) sen seikan mddrittamiseksi, ettd
mitkd Cys—-jddnndkset alkyloituivat missdkin vaiheessa hapetus-
reaktion aikana. Tietyissd asemissa olevien alkyloituneiden
Cys-jddnndsten suhde osittain alkyloidussa - osittain hapettu-
neessa ST:ssid kokonaan alkyloituneeseen - hapettumattomaan
ST:hen verrattuna heijastaa disulfidisidosten sijaintia ja

muodostumisnopeutta.

Alkyloivia aineita kdytettiin kymmenkertainen molaarinen yli-
mddrd Cys—-jddnndksen mooleihin verrattuna. Hapetus-alkylointi-
reaktion seosta sekoitettiin kymmenen minuutin jakson ajan alky-
loivan aineen lisdyksen jdlkeen, mitd seurasi ditiotreitolin
kymmenkertaisen ylimd88r&dn lisdaminen alkyloivaan aineeseen
verrattuna, sekd edelleen yhden tunnin pituinen sekoitusvaihe

alkyloivan aineen kulumiseksi.

Monomeerisessa synteettisessd ST:ssi olevien molekyylin sisdis-
ten, polypeptidin sisdisten kystiinin disulfidisidosten todet-
tiin muodostuvan ensimmidisen ja viidennen, toisen ja neljannen,
sekd kolmannen ja kuudennen Cys-jddnndksen vdliin, aminopddstd
lukien; n&md Cys-jddnndkset vastaavat niitd ST Ib:n jddnndksid,
jotka on numercitu 5:118 ja 10:114, 6:11la ja 14:113, sekid

9:118 ja 17:113, vastaavasti, aminop&&dstd lukien. N&md Cys-
jddnndkset vastaavat mySs niitd Cys-jddnndksid, jotka ovat
sitoutuneet jddnndksiin Ri ja Rg, Rg ja Rg, Jja Ri ja Rg , vas-
taavasti, joiden asemat ohessa valmistetun 18-jd&dnndksisen poly-
peptidin karboksipddstd lukien ovat analogisia kaavassa I

esitetyn l4-jd8nnbksisen polypeptidin karboksipddn asemille.

Muodostumisnopeuden havaittiin olevan seuraavan Cys-jddnndsten
jadrjestyksen mukainen: Rﬁ ja Pg, mitd seurasivat Cys-jddnndkset
Rg Jja Rg, jonka jdlkeen seurasivat Cys-jddnndkset Ri ja RZ._
Kdyttden ST Ib:n aminopddstd ldhtevdd numerointia, disulfidi-
sidosten muodostumisjidrjestys oli numeroilla 6 ja 14 varus-
tettujen Cys-jddnndsten vdlissd, sitten 9 ja 17, mitd seurasi-

vat numeroilla 5 ja 10 varustetut Cys-jdianndkset.
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Ndin valmistetun monomeerisen, synteettisen ST:n prim&drinen
ja sekundddrinen rakenne oli siis, aminop&d&std karboksyyli-

pddhdn edeten:

] 1
AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCys
| |
TyrProAlaCysAlaGlyCysAsn
missd Cys—jddnndksiid yhdistdvdt viivat esittidvdt molekyylin
sisdisid, polypeptidin sisdisid kystiinin disulfidisidoksia,

jotka ovat muodostuneet noiden j&dnndsten vadliin.

Molekyylin sisdisen, polypeptidin sisdisen kystiinin disulfidi-
sidoksen muodostumisnopeus pH—-arvon funktiona on esitetty
seuraavassa, edelld mainittua ihmisen ST:n ensimmdistd poly-
peptidid kdyttden, ja se hapettaen molekylddriselld hapella,
joka saatettiin kosketuksiin, varovaisesti sekoittaen, sellai-
sen liuoksen kanssa, joka liuos sisdlsi 1 milligramman ensim-

méistd polypeptidid millilitraassa:

pH-arvo Moolia muodostuneita sidoksia
-3-S-/tunti
5,0 0,30
6,0 0,45
7,0 0,90
8,0 1,50
9,0 1,20
10,0 0,75

Sekoitusnopeus ja lampdtila vaikuttavat myds hapettumisnopeu-
teen. Jommankumman tai molempien kohottaminen saa nopeamman

hapettumisnopeuden ja disulfidisidosten muodostumisnopeuden

aikaan.

Samoin suoritettiin tutkimus sen pH-arvon vaikutuksen mddrittid-
miseksi, Jjossa arvossa ensimmdisen polypeptidin hapettaminen
toteutettiin. T&ssd kdytettiin jdlleen edelld olevaa 18-
meeristd ensimmdistd polypeptidid, ja se hapetettiin huoneen

lémpdtilassa, pitoisuudessa 1,0 milligrammaa millilitrassa,
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ja niin kauan, ettd vapaita sulfhydryyliryhmi&d ei endd Ellman-
reagenssilla voitu osoittaa, kuten edelld on esitetty. Ensim-
miiset polypeptidit liuotettiin vesiliuokseen, joka sisdlsi O,1
moolista ammoniakkia. Liukenemisen jdlkeen liuosten pH-arvot
alennettiin etikkahapon 50 % vesiliuosta kdyttd3en. Lyofilisoin-
nin jdlkeen, mutta puhdistamatta, antigeenisyydet ma@8&dritettiin
biologisen ST:n antigeenisyyteen verrattuina, edelld esitettyd

ELISA~tekniikkaa kayttden. Tulokset on esitetty seuraavassa:

pH-arvo Antigeenisyys (% biologisen ST:n
antigeenisyydestd)
8,5 75  (39)
8,0 60 (32)
7,8 ' 300 (159)
7.7 250 (132)
150 (79)
7,4 23 (12)
7,2 46 (24)

Monomeerisen synteettisen ja biologisen ST:n fysikaalisten

ominaisuuksien vertailu

Ohutkerroskromatografia selluloosalla peitettyjd muovilevyjéd
(Eastman Kodak, Inc., Nutley, NJ) kdyttden, ja liuottimen ol-
lessa butanoli:etikkahappo:vesiseos (tilavuussuhteessa
200:30:75, vastaavasti) tuotti edelld valmistetulle synteetti-
selle ST:1le, jolla on kolme polypeptidin sisdistd disulfidi-
sidosta, RF—arvoksi 0,307. Staples et al. ovat esittineet
RF—arvon 0,8-0,9 samaa liuotinjdrjestelmdid ja selluloosalla

peitettyjd lasilevyjd kdyttden (Eastman).

Paperielektroforeesilla, pH:ssa 2,1, 500 voltilla 90 minuutin
aikana, RF—arvoksi edelld mainitulle synteettiselle ST:1lle
saatiin 0,80 lysiiniin verrattuna. Staples et al., selluloo-
salla suoritettua ohutkerroselektroforeesia kdyttden, pH:ssa
1,9, esittivat biologisen ST:n liikkuvuuden olevan lihes sama
glutaamihapon liikkuvuuteen verrattuna. Staples et al.:in olo-
suhteissa saadun glutaamihapon liikkuvuuden muuntaminen synteet-

tiselle ST:1lle kdytetyissd olosuhteissa lysiinille saaduksi
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liikkuvuudeksi tuottaa biologiselle ST:1lle suhteelliseksi
RF-arvoksi 0,50.

Optisen pydrivadn dispersion mddrityksistd, edellid mainittua
synteettistd ST:td Ja sen biologista vastinetta k&yttden,
saatavat alustavat tulokset osoittivat, ettd nuo kaksi molekyy-

1id ovat erilaiset.

Kaksi disulfidisidosta sisdltdvdt monomeeriset, synteettiset
ST-molekyylit

Ihmisen ST Ib-molekyylien kanssa analogisia, synteettisiad 18-
jddnndksisid polypeptidejd valmistettiin jokseenkin samalla
tavalla, kuin mitd edelld on esitetty, paitsi ettd Cys-ja&n-
nosten parit olivat korvautuneet ensimmdisessd polypeptidissd
ja tuloksena olevissa hapitigneissa monomeerisissd ST-molekyy-

leissd@ vaihtoehtoisilla Rg—l

ionivarausta synteettiseen ST-polypeptidiin, kun tdmd poly-

-ryhmilld, jotka eivdt saa aikaan

peptidi on liuotettuna vesiliuokseen fysiologisissa pH-arvoissa.
Ndin valmistettujen synteettisten ST-molekyylien antigeeninen

ja biologinen aktiivisuus testattiin tdmdn jdlkeen. N&issd mdd-
rityksissd kdytetyt R;:iz—ryhmét olivat aminohappoa seriini
(Ser) .

Ensimmdisen polypeptidin, josta ndmd synteettiset ST Ib-analo-
git valmistettiin, aminohappojidrjestys, vasemmalta oikealle,
ja suunnassa aminopddstd karboksipididhdn edeten, on esitetty

seuraavassa kaavassa VIII:

AsnThrPheTerys(R;)Cys(Rg)GluLeuCys(R?)Cys(R%O)
VIIT
TerroAlaCys(Ril)AlaGlyCys(Riz)Asn

missd kukin ryhmistd R;:iz oli vaihtoehtoinen Ser-3j&&nnds vi-

littSmdsti edeltdvdlle Cys—-jddnnodkselle.

Tadmdn immunologisten kokeiden ryhmdd varten, kuten myds kaikkia
muita tdmdnkaltaisia kokeita varten, hapteeniset synteettiset

ST Ib- ja biologiset ST Ib-molekyylit kytkettiin ensin kantajana
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toimivaan porsaan immunoglobuliini-G:hen (PIG), Jjokseenkin
samoina mddrind, ja Jjokseenkin samoissa olosuhteissa, kuten
jdljempdnd osassa IV on esitetty. N&in tuoctettuja immunogee-
neja vastaan muodostui tdmidn jdlkeen antiseerumeita. Niiden
kahden antiseerumin kyky turmmistaa kumpikin ST-molekyyli mitat-
tiin Jja niitd vertailtiin edelld esitetylld Klipstein:in et al.
ELISA-tekniikalla,Klipstein et al., Infect. Immun., 37:550-557
(1982). Puhdistetun synteettisen ST:n ja biologisen ST:n
tunnistaminen niiden omilla antiseerumeilla asetettiin 100 %:ksi,
ja kummankin muun ST-molekyylin tunnistamisen mddrd laskettiin
tdmdn jdlkeen edelld olevan tunnistamisen mukaisesti. Imevan
hiiren koetta kdytettiin biologisen aktiivisuuden madrittdmi-

seen.

Tdten ndihin vertaileviin mddrityksiin kdytettiin sellaisia
R7—l2
g-1
luvuista g-1 arvon ollessa yksi. Kéytetyt vaihtoehtoisten
R7—12
g-1
nosten parit on esitetty l4-jdanndksisen polypeptidin kaavassa
I sitoutuviksi ryhmiin Ri ja RZ, Rg ja Rg, ja Rﬁ ja Ré. N&ma

ryhmédt vastaavat niitd Cys-jddnnoksid, jotka on numeroitu lu-

-pareja, joissa neljdn luvuista g-1 arvo oli nolla, kahden

-ryhmien parit olivat niitd, joiden edeltdvdt Cys-jddn-

vuilla 5 ja 10, 6 ja 14, ja 9 sekd 17, vastaavasti, ST Ib:n
aminohappojidrjestyksen aminopididstd lukien. N&in ollen ne

7_lz—ryhm'ait, joissa luvut g-1 olivat ykk&sid, olivat R; ja Ril,

R? Ja Riz, ja Rg ja R%O, vastaavasti, kaavan VIII aminohappo-
jadrjestyksessd. WNididen vertailujen tulokset on esitetty seu-
raavassa taulukossa 1, biologisen ST Ib-, edelld valmistetun

synteettisen ST Ib- ja porsaan ST Ia-standardin kanssa.
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Taulukko I
Antigeeniset ja biologiset suhteelliset aktiivisuudet
Koe
ST Anti- 1 Anti- 2 Imeva
Testattu Syn.- 8T Biol.-8T hiiri
(prosenttia) (prosenttia) {prosenttia)

R/ +r1T 45 62 66 (8,2 ng°)
g 'k

Ser ’
R§+R}2 21 43 46 (12,0 ng)
Ser

R§+R§O 41 74 92 (6,0 ng>)
Ser
Biologinen Ib .35 100 100 (5,7 ng>)
Synteettinen Ib 100 263 120 (5,3 ng3)
Porsaan Ia 3 450° 10 (55 ng>)

Synteettistd ST:td vastaan muodostuneen antiseerumin testatun

ST:n prosenttinen tunnistaminen.

Biologista ST:td vastaan muodostuneen antiseerumin testatun

ST:n prosenttinen tunnistaminen.

38e nanogrammamdidrd, joka tarvittiin tuottamaan suolisto:koko-
ruumissuhteeksi 0,083.

4 .. . N . . .
Tdamd arvo vaikuttaa olevan epdnormaalin suuri, 1,5:std noin

2:een kertaa tavallisesta.

Edelld olevan taulukon tulokset kuvaavat tdmdn keksinndn useita
piirteitd. Ensinndkin huomattavaa immunologista aktiivisuutta,
eli antigeenisyyttd voidaan saada aikaan ilman kolmen disulfidi-
sidoksen ldsndoloa ST-molekyylissd. Toinen, edelliseen liit-
tyvd piirre on, ettd kaikkia Cys-ja&nnodksia ei tarvita, ja
jotkut voidaan korvata muilla aminohappojddnndksilld. Kolman-
neksi, rokotetuissa eldimissd ripuliin johtavaa biologista
aktiivisuutta voidaan vahentdd, huomattavan antigeenisen aktii-

‘visuuden pysyessd ennallaan.
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Neljds edelld olevien tulosten kuvaava t&mé&n keksinnén piirre
on, ettd bicloginen ST Ib-molekyyli ja kolme disulfidisidosta
kdsittdvd synteettinen ST Ib-molekyyli ovat immunologisesti
erilaisia kokonaisuuksia, mikd alleviivaa edelld mainittuja,
ndiden kahden molekyylin kromatografisten, elektroforeettisten
ja optisen pydrivan dispersion tunnusomaisten piirteiden eroja.
Tdten biologista ST:t3d vastaan vaikuttavat vasta-aineet tunnis-
tivat synteettisen ST:n 263 % paremmin kuin biologisen ST:n,
jota vastaan ne olivat muodostuneet. Samoin synteettistid ST:td
vastaan muodostuneet vasta-aineet tunnistivat biologisen ST:n
ainoastaan 35 % niin hyvin verrattuna siihen, miten ne tunnis-

tivat synteettisen ST:n.

Synteettisen ja luonnollisen ST-molekyylin vdlinen ero alle-
viivautuu edelleen ST Ia:lla (porsaan), jonka synteettistd
ST:t& vastaan toimivat vasta-aineet tuskin tunnistivat, mutta
jonka biologista ST:td vastaan muodostuneet vasta-aineet tun-
nistivat noin 10:std noin 100:aan kertaa paremmin biologiseen
ST:hen itseensd verrattuna, ottaen sen tosiseikan huomioon,
ettd arvo 450 % saattaa olla epdnormaalin suuri. Vaikka arvo
450 % olisikin esimerkiksi 5 kertaa liian suuri, niin kuiten-
kin biologista ST Ib:td vastaan muodostuneet vasta-aineet tun-
nistivat porsaan ST Ia:n vidhintddn noin 20 kertaa paremmin,
kuin mitd synteettistd ST Ib:t3d vastaan muodostuneet vasta-
aineet. Jos biologinen ja synteettinen ST Ib-molekyyli olisi
sama, niin kumpaakin vastaan toimivien vasta-aineiden voisi
odottaa tunnistavan porsaan ST Ia:n suurin piirtein samanlai-
sella tehokkuudella. Koska asianlaita ei missddn tapauksessa
ollut n&din, niin biologisen ST Ib- ja synteettisen ST Ib-~
molekyylin on oltava erilaiset, vaikkakin molemmat kisittiviat
identtiset primddriset aminohappojen jirjestykset, ja molemmat

sisdltédvidt kolme molekyylin sisdistd disulfidisidosta.

Monomeerisen ST:n muut valmisteet

Ensimmdiset lisdpolypeptidit ja ST-molekyylit on valmistettu

(i) erilaisia hapettavia reittejd kdyttden, (ii) siten, ettd
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niiden aminohappojdrjestykset erosivat ST Ib:n jdrjestykses-
td, (iii) eri R; 12—ryhmié korvaamalla, (iv) alkyloituja
Cys—R;_g—ryhmla kdyttdmdlld sekd (v) sitomalla R.>-ryhmis
18-jddnndksisen ST Ib-molekyylin N-pddn aminohappojddnndkseen.
Useiden ndiden materiaalien antigeeninen ja/tai biologinen
aktiivisuus on testattu edelld mainituilla ELISA- ja imevédn
hiiren tekniikalla, vastaavasti alla olevassa kohdassa (3)
valmistettuja, synteettistd ST:td vastaan vaikuttavia antisee-
rumeita kdyttden. Useiden ndiden valmisteiden tulokset ja

testit on lueteltu seuraavassa taulukossa 2.

Taulukko 2
Muut valmisteet

. 1 2 3

Hapettamiset ELISA Imeva
(prosenttia) hiiri
(prosenttia)

(1) Huoneen ldmpdtila; 1,0 mg/ml; 95 120 (5,3 ng)
0,1 M NH HCO3, pH 8,0; 6 tuntia
(2) 4°c; 1,0 mg/ml; 87 80 (6,9 ng)
0,1 M NH HCO3, pH 8,0; 6 tuntia
(3) Huoneen ldmp6tila; 1,0 mg/ml; 27 85 (6,5 ng)
0,1 M NH pPH 10,3; 1,0 tuntia;
lyof111501tu, 40C 1,0 mg/ml;
puskuroitu suolaliuos; pH 7,2;
8 tuntia
(4) Huoneen ldmpdtila, 1,0 mg/ml; - vihemmin N.D.4
0,1 M NH,; pH 10,3; asetettu etik- kuin 2
kahapoll&a pH-arvoon 8,0 5 minuutin
kuluttua; ekv1valentt1 K3Fe(CN)6,
3 tuntia
(5) Huoneen lamp&tila; 2,0 mg/ml; 13 55 (10 ng)
0,1 M NH pPH 10,3; 1 tunti;
lyoflllsglt 4°C; 2,0 mg/ml;
puskuroitu suolaliuos; 8 tuntia
(6) Huoneen ldmpdtila; 1,0 mg/ml; paljon vdhem- N.D.
1,0 mg/ml; permuurahaishappo mdn kuin 1
(7) Huoneen lampdtila; 1,0 mg/ml; 53 N.D.

0,1 M NH PH 10,3; asetettu valit-
témisti etlkkahappoa sisdltavdlla
liuoksella pH-arvoon 8,0; 22 tuntia
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(8) Huoneen ldmpdtila; 1,0 mg/ml;
0,1 M NH3; pH 10,3; 22 tuntia

(9) Huoneen lampétila; 1,0 mg/ml;
Oo,1 M NH HCO pH 8,0; 8 tuntia;
Sephadex G- 18 ja DEAE-Bio Geeli A;
lyofilisoitu

(10) Huoneen ldmpdtila; 1 mg/ml;
8 M urea; pH 8,0; 8 tuntia

Alkylointi ‘
(11) Hapetus kuten kohdassa (1);

alkylointi keskimddrin 4 moolilla
jodoetikkahappoa, sen jdlkeen kun
keskimddrin yksi disulfidisidos

on muodostunut.

(12) Hapetus kuten kohdassa (1);
alkylointi keskimddrin 2 moolilla
jodoetikkahappoa, sen jdlkeen kun
keskimddrin kaksi disulfidisidosta

on muodostunut.

Asyyli-sT (Ri3)

(13) Ensimmdisen polypeptidin 18
aminohappojddnndksen aminopddhdn
lisdttiin N-asetyyliryhmd ennen
peptidid suojaavien ryhmien poista-
mista, mitd seurasi suojauksen pois-
taminen ja hapettaminen, kuten
kohdassa (7).

(14) LT B-(37-62)~--ST; hapetettu
kuten kohdassa (1).

(15) LT B-(27-36)—--ST; huoneen
ldmpstila; 0,1 mg/ml; 0,5 M
NH,HCO3; pH 8,0; yli yoén.

(l6) LT B-(27-36)--ST; huoneen
ldmpétila; 1,0 mg/ml; O,5 M
NH4HCO3; pH 8,0; yli yon.

(17) LT B-(27-36)--ST; huoneen
l&mpoStila; 5,0 mg/ml; 0,5 M
NH4HC03; pH 8,0; yli yon.

26

100

12

14

53

147

24

121

92
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Vaihtoehtoiset jdrjestykset

(18) ST Ib:n karboksipddn 14 amino- 6 N.D.
happoa, hapetettu kuten kohdassa (9).

(19) ST Ib:n karboksipddn 15 amino- 55 N.D.
happoa, hapetettu kuten kohdassa (9).

(20) Kaavassa VIII ryhmid Rg ja Rg 71 N.D.

edeltdvdt Cys-jdanndkset on korvattu
Ser:1113d, hapetettu kuten kohdas-
sa (9).
e 29 L 11
(21) Kaavassa VIII ryhmid Ri Ja Rk 152 N.D.
edeltavdt Cys-—-jddanndkset on korvattu
Ser:ill1a, hapetettu kuten kohdas-
sa (9).

{(22) Kaavassa VIIT ryhmia R%O ja Ril

edeltdvidt Cys-jddnndkset on korvattu
Ser:1114, hapetettu kuten kohdassa
{¢).

27 N.D.

lKaavan VIII jdrjestystd vastaavaa, ensimmdistd polypeptidii,
missd luvut g-1 olivat nollia, kdytettiin kuhunkiin kohtaan
(1)-(17). ST Ib:n karboksipddn 14 amihohappoa ja 15 amino-
happoa vastaavia ensimmdisid polypeptidejd kdytettiin kohtiin
(18) ja (19), vastaavasti. Niitd ensimmiisid polypeptideid,
jotka vastasivat kaavan VIII jdrjestykseen tehtyji substituoin-
teja, kdytettiin kohdissa (20)-(22), jonka jdlkeen ne hapetet-
tiin. Reaktio—-olosuhteet on ilmoitettu jadrjestyksessid lampd-
tila; ensimmdisen polypeptidin pitoisuus milligrammoina/milli-
litra; lisidttyjen aineiden molaarinen pitoisuus; se pH-arvo,
jossa hapettaminen aloitettiin; sekid hapetustoimenpiteen kesto.
Kutakin liuosta sekoitettiin varovaisesti, jotta liuos saatiin
kosketuksiin hapettavana aineena toimivan, ilmakeh3n moleku-
laarisen hapen kanssa, ellei toisin ole ilmoitettu. Valmis-
teet testattiin ilman lisdpuhdistusta.

2ELISA toteutettiin kuten taulukossa 1 on esitetty niilld anti-
seerumeilla, jotka kohdassa (3) valmistettua ST:td vastaan
olivat muodostuneet, miki toimi vertailuperusteena. Tdmd
ST-valmiste puhdistettiin ennen kytkemistid, kun taas valmiste

(3) esittdd puhdistamattoman tuotteen tuloksia.
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3Imevéin hiiren koe toteutettiin, kuten taulukossa 1, prosent-
tisuuksien perustuessa biologisen ST:n arvolle, suluissa ole-
vien arvojen ollessa niitd ST:n mddrid nanogrammoina, jotka
tuottivat suolisto:kokc ruumissuhteeksi 0,083.

4N.D. = Ei mddritetty.

5Oletetaan, ettd saatu antigeenisyysarvo on luonnottoman

alhainen.

Edelld olevat tulokset kuvaavat sitd, ettd korkein antigeeni-
nen aktiivisuus (ELISA) saavutetaan sellaisissa hapettamisen
olosuhteissa, joissa ensimmdinen synteettinen polypeptidi on
18sn& liuoksessa pitoisuutena, joka on pienempi kuin noin 2
milligrammaa millilitrassa, hapettavana aineena on ilman happi,
pH-arvo on alle noin 10, ja erityisesti pH-arvo on noin 7,5:std
noin 8,0:aan, reaktion lampdtila on noin nollasta noin 25°C:een

ja hapettumisreaktion kesto on vdhemm&n kuin noin 24 tuntia.

Multimeerisen ST:n valmistaminen

A. Multimeerinen synteettinen ST-dimeeri (ST/ST)

Ensimmdinen polypeptidi, jolla oli kahden ST Ib-molekyylin

36 jdanndksen jarjestys, jotka kaksi molekyylid olivat liitty-
neet toisiinsa pdd-loppupdd-tavalla amidisidoksella, valmistet-
tiin vaiheittaisella, kiintedn faasin synteesilli, joka on
esitetty edelld. T&mdn materiaalin aminohappojddnndsten jédrjes-
tys, vasemmalta oikealle, ja suunnassa aminopddstd karboksi-

pddhdn edeten, on esitettynd seuraavassa kaavassa IX:

AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCysTyrProAlaCys

AlaGlyCysAsnAsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCysTyr IX

ProAlaCysAlaCysAsn

Tamédn jdlkeen tdmd molekyyli liuotettiin, pitoisuuden ollessa
1 milligramma millilitrassa, 0,05 molaariseen ammoniumbikar-

bonaattipuskuriin, jonka pH-arvo oli 8,0. Tuloksena olevaa
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liuosta sekoitettiin varovasti hapettavana aineena toimivan
ilmakehdn molekulaarisen hapen ldsndollessa, kunnes vapaita
sulfhydryyliryhmid ei endd voitu todeta Ellman-reagenssilla,
supra, eli y®n yli. N&in valmistetut ST/ST-molekyylit erotet-
tiin reaktioseoksen muusta materiaalista kolonnikromatografi-
sesti, ne pakastekuivattiin, ja kdytettiin ilman lisdpuhdis-
tusta. 36-meerisen ensimmdisen polypeptidin aminohappoanalyy-

si oli yhtdpitdvd kaavassa IX esitetyn jdrjestyksen kanssa.

Ilman lisdpuhdistusta tuloksena olevan ST/ST:n antigeenisyys
luonnollista monomeerista ST:td vastaan muodostuneita vasta-
aineita kohtaan oli 233 prosenttia, luonnollisen ST Ib:n
antigeenisyyteen verrattuna samoja vasta-aineita vastaan.

Tdmdn ST/ST:n biologinen aktiivisuus oli vdhemmdn kuin yksi
prosentti luonnollisen ST Ib:n samasta aktiivisuudesta imevan
hiiren kokeessa, supra, aina kokeen rajoille saakka, mikd t&dssd

oli 640 nanogrammaa.

Samalla tavalla voidaan valmistaa synteettinen trimeeri
(ST/ST/ST), tetrameeri (ST/ST/ST/ST), ja pitemmdt pdd-loppupdi-
multimeerit. Synteettiset dimeeri- ja trimeeri- ST-molekyylit
ovat erityisen suositeltavia niistd vaikeuksista johtuen, jotka
liittyvdt sellaisen synteettisen polypeptidin tuottamiseen,
joka polypeptidi kdsittdd enemmdn kuin yhteensd noin 60 amino-

happojddnndsti.

Tulokset synteettistd dimeerid (ST/ST) rokotevalmisteessa kidyt-

tden on jdljempdnd esitetty yksityiskohtaisemmin osassa V.

B. Multimeerinen synteettinen ST-polymeeri

Edelld esitetyn kaltaisesti valmistettua 18-meeristd ensimmiis-
td synteettistd ST Ib-polypeptidid kdytettiin havainnollisuu-
den vuoksi niiden synteettisten ST-polymeerien valmistukseen,
joiden polymeerien lukuisat synteettisen ST:n muodostamat
toistuvat yksikdt ovat sitoutuneet toisiinsa molekyylin sisdi-

silld, polypeptidien v&dlisilld kystiinin disulfidisidoksilla.
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Havainnollisessa valmisteessa polymeerinen synteettinen ST
(johon j&aljempdnd joskus viitataan nimelld P-ST) valmistettiin
liuvottamalla edelld valmistettua, ensimmdistd synteettistid ST-
polypeptidid (l8-meerid) O,]1 molaariseen ammoniumbikarbonaat-
tipuskuriin, jonka pH-arvo oli 8,0, sellaisen liuoksen aikaan-
saamiseksi, jonka liuoksen pitoisuus on noin 1 milligramma
ensimmdistd synteettistd ST-polypeptidid millilitrassa. T&al-
laisen liuoksen 10:std 100:aan millilitran tilavuuksia on k&dy-
tetty. N&in valmistettua liuosta sekoitettiin varoen huoneen
lampotilassa avoimessa astiassa, Cys—-merkaptaanien hapettumisen
aikaansaamiseksi. Reaktioalustan analysoiminen noin 16-24
tuntia kestd@neen hapettumisijakson jdlkeen Ellman-reagenssia
kdyttden, supra, osoitti, ettd vapaita sulfhydryyliryhmid ei ol-
lut 1l&sna.

Hapettunut reaktioalusta lyofilisoitiin, ja tuloksena oleva,
kuiva materiaali suspendoitiin uudestaan 0,1 molaariseen

| ammoniumbikarbonaattipuskuriiny(pH 8,0-8,5), ja se ajettiin
Sephadex G-50-kromatografiakolonnin l&pi, joka kolonni oli
tasapainotettu erotusta varten samalla puskurilla. Polymeeri-
sen synteettisen ST:n (P-ST) tyypillinen erottuminen monomeeri-
sesta synteettisestd ST:std (M-ST) on esitetty kuvan 17 kdyrds-

sd, mainitunlaista kolonnia kdyttden.

Kayrdn oordinaatta on optisen tiheyden yksik&issd, jotka on
luvettu 278 nanometrissd. Abskissalla esitetddn eluaatin kul-
loinkin 4,5 millilitran numeroidut fraktiot, jotka on kerdtty
kolonnista. Numeroilla 5-9 varustettujen fraktioiden eluaatti
otettiin talteen P-ST:n sisdltdvidnd, kun taas numeroilla 10-17
varustetut fraktiot otettiin talteen, koska ndmd fraktiot sisil-

sivdt synteettisen monomeerisen ST:n (M-ST).

N&din saadun P-ST:n fraktionointi sellaista kolonnia kdyttden,
jonka kolonnin erottava hartsi oli tyyppid Bio Rad P-30 (Bio Rad,
San Raphael, CA) osoitti, etti suurimman osan, Sephadex G-50-

kolonnilla eristettyjen P-ST:n keskimddrdinen molekyylipaino
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oli vihintdin noin 40 OO0 daltonia (40 kd P-ST). 40 kd P-ST:n
lisifraktionointi Bio Gel A-1,5 m-hartsia (Bio Rad) kdyttden
osoitti, ettd tdmdn materiaalin suurimman osan keskim&drdinen
molekyylipaino oli noin 400 OO0 daltonia, jonkin osan mate-
riaalista molekyylipainon ollessa suurempi kuin noin 1 500 000
daltonia (1500 kd P-ST). Edelleen suoritetut molekyylipainon
lisdfraktionoinnit Bio Gel A-5 m-hartsia (Bio Rad) sisdltavaa
kolonnia kdyttden hajottivat 1500 kd P-ST:n fraktioon, joka
kdsitti sellaista P-ST:td, jonka molekyylipaino oli suurempi
kuin noin 15 OO0 OO0 daltonia (15 000 kd P-ST) sekd toiseen
fraktioon, jonka keskimddrdinen molekyylipaino oli noin

4 O00 000 daltonia (4000 kd P-ST).

Edelld esitetyt molekyylipainot ovat arviointeja, jotka perus-
tuvat P-ST:n oletettuun pydreddn muotoon sekd tietoon kolonnin
tyhjdstd tilavuudesta ja ekskluusion rajoista, mutta sellaisia
sisdisid standardeja kayttamdttd, joilla standardeilla on
tunnettu molekyylipaino. Kukin edelld saaduista fraktioista

lyofilisoitiin sen jdlkeen, kun ne olivat eluoituneet kolon-
nista.

Jdljempdnd esitetyt tulokset (osat V ja VI) P-ST:ti kdyttden
ovat lyofilisoiduille, Sephadex G-50-puhdistetuille valmisteil-
le, jotka k&sittdvdt pddasiassa polymeerid, jonka keskimddrii-
nen molekyylipaino on v&dhint&3n noin 40 000 daltonia; eli 40

kd P-ST:n. Tutkimustyo6td tehdddn parhaillaan sellaisten P-ST:n
fraktioiden antigeenisyyden, immunogeenisyyden ja biologisen

aktiivisuuden selvittédmiseksi, joiden fraktioiden molekyyli-

painot vaihtelevat.

Tyypillisten 40 kd P-ST-valmisteiden antigeenisyys luonnollis-
ta ST Ib:td vastaan toimivia vasta-aineita kohtaan on 900 ja
1500 prosentin vdlilld luonnollisen materiaalin (ST Ib) anti-
geenisyydestd, ja niiden biologinen aktiivisuus imevdn hiiren
kokeessa, supra, on noin 20 prosenttia tai véheﬁmén luonnol-
lisen ST Ib:n aktiivisuudesta.
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Yleinen synteettinen menetelmd

Yleiset synteettiset toimenpiteet monomeerisen tai multimeeri-
sen synteettisen ST-molekyylin valmistamiseksi, jolla molekyy-
11113 on vidhintdidn noin 10 prosenttia biologisen ST:n antigeeni-
syvydestd, edelld oleviin ja lukuisiin muihin m8&rityksiin perus-

tuen, ovat seuraavat:

(1) Monomeerinen, ensimmdinen synteettinen polypeptidi valmis-
tetaan olosuhteissa, joissa hapettaja puuttuu jokseenkin
tdysin. Ensimmdinen synteettinen polypeptidi kdsittd&d kaa-
van I, kaavan III, kaavan V, kaavan VI tai kaavan IX amino-
happojdanndsten jdrjestyksen, vdhintddn kaksi Cys-jddnndstd,
joiden Ri:g—ryhmét ovat vetyd; eli kaksi CysH-jdanndstd, ja

se on vapaa molekyylin sisdisistd kystiinin disulfidisidoksis-
ta, ja se saattaa sisdltdd Ri3—ryhmén, jossa "m":113 on arvo

vksi.

(2) Ndin valmistettu ensimmdinen polypeptidi on kdytettdvissd,
ja se liuotetaan tai dispergoidaan vesiseokseen pitoisuutena,
joka on alhaisempi kuin noin 5 milligrammaa millilitrassa,
mieluummin pitoisuutena, joka on alhaisempi kuin noin 2 milli-
grammaa millilitrassa, ja mieluiten pitoisuutena, Jjoka on

noin 1 milligrammasta millilitrassa pitoisuuteen 0,1 milligram-
maa millilitrassa. Sen seoksen, johon ensimmdinen polvpeptidi
liuotetaan tai dispergoidaan, pH-arvo on mieluummin alkalinen,
ja pienempi kuin noin 10,5, ja mieluiten pH-arvo on noin 7,5:sti

noin 10, 5:een.

(3) Tdmédn jdlkeen ensimmdistd polypeptidii sisdltdvi seos
saatetaan kosketuksiin hapettajana toimivan ilman molekulaari-
sen hapen kanssa. Hapettamisen aikana liuoksen pH on mieluum-
min noin 7,0:sta noin 9,5:een, ja mieluiten noin 7,5:stid noin
9:84n, ja kaikkein mieluiten noin 7,5:stid noin 8,0:aan. Liuos
saatetaan mieluummin kosketuksiin hapettajan kanssa varovai-

sella sekoittamisella ilmalle avoimessa astiassa.
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(4) Seoksen ja ilman v&dlistd kosketusta ylldpidetdin noin
l1:std noin 24:34n tuntia kestdvan jakson ajan, ja mieluummin
noin 2:sta noin 8:aan tuntia, vdhintddn yhden molekyylin
sisdisen, polypeptidin sisdisen tai polypeptidien vilisen
kystiinin disulfidisidoksen v&hintddn kahdesta ldsniolevasta
Cys (CysH)-jaanndksestd. Monomeerisissa synteettisissid ST:ssid
ja pdd-loppupdd-tyyppisissd multimeereissa t&md vdhintddn yksi
kystiinin disulfidisidos on molekyylin sisdinen, polypeptidin
sisdinen sidos, kun taas polymeerisessa synteettisessd ST:ssd
(P-ST) t&m& vdhintddn yksi kystiinin disulfidisidos on mole-
kyylin sisdinen, polypeptidien v&8linen sidos. On suositelta-
vaa, ettd kukin P-ST:n toistuvista ST-yksikdistd muodostaa
keskimddrin noin kaksi polypeptidien v&listd kystiinin disulfi-
disidosta siten, ettd useampia kuin kaksi toistuvaa ST-yksikkod

kdsittdvid P-8T-molekyylejd muodostuu.

Suositeltavassa monomeerisen synteettisen ST:n toteutusmuodos-
sa disulfidisidokset muodostuvat niiden Cys-jddnndsten vidliin,
jotka jddnnokset edeltdvidt kaavojen I, III, V tai VI pareja

R; ja Ril, RE ja R%O, ja Ri ja R}z, jotka vastaavat niitéd
jddnndsten asemia, jotka on varustettu numeroilla 5 ja 10,

6 ja 14 sekd 9 ja 17, ST Ib-molekyylin aminop&istd lukien,
vastaavasti. Suositeltavammassa toteutusmuodossa molekulaa-
risen hapen ja liuoksen vdlistd kosketusta pidetdidn ylli ajan-
jakson ajan, joka on riittivi kahden disulfidisidoksen muodos-
tumiseksi, mieluummin edelli mainittujen Cys-j&d&nndsten parien
vdliin, ja mieluiten ajanjakson ajan, joka on riitt#vd kolmen
disulfidisidoksen muodostumiseksi, edelleen mieluummin mainit-

tujen Cys-jd&nndsten parien vadliin.

Hapettaminen suoritetaan mieluummin l3mp&tilassa, joka on

noin OOC:sta noin 250C:hen.

(5) Sen jdlkeen kun hapetusreaktio on kulunut loppuun, niin
tavallisesti synteettinen ST otetaan talteen lyofilisoimalla,

ja se puhdistetaan kolonnikromatografisesti.
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IIT. Monomeerisen svnteettisen ST:n kdyttdtavat

Edelld esitetyn kaltaisesti valmistettu monomeerinen synteetti-
nen ST sidottiin kantajamolekyyliin tai sitd kdytettiin yksi-
nddn ELISA-mittauksissa, tutkimuksissa, joita suoritettiin

Dr. Frederick A. Klipstein:in johdolla, laitoksesta University
of Rochester Medical Center, Rochester, New York. Kokeellisten
mddritysten tulokset, sekd toimenpiteet ndiden mddrityksien
suorittamiseksi on esitetty seuraavassa, ja jdljempidni osassa
IV. Mikdli toisin ei mainita, niin osissa III ja IV esitetyt
tutkimukset toteutettiin td&mdn keksinndn mukaisella monomeeri-

sella synteettiselld ST:113 (M-ST).

A. Ominaisuudet

Ihmisen E.coli-LT /ST -kannasta 18D (042:H47) homogeeniseksi
puhdistetun ST Ib:n arvioitu molekyylipaino on 1972, ja se
kdsittdd kymmenen erilaista aminohappoa, jotka ovat jidrjestdy-
tyneet 18 aminohapon jadrjestykseksi (Staples et al., supra),
jonka primddrin rakenteen Chan et al., supra, osoittivat olevan
AsnThrPheTyrCysCysGluLeuCysCysTyvrProAlaCysAlaGlyCysAsn.
Sellainen synteettinen molekyyli, jolla oli t&md primd&drinen
rakenne, valmistettiin (osa II), ja tdmdn polypeptidin biologi-
Sia ominaisuuksia verrattiin sen puhtaan ST:n ominaisuuksiin,

joka ST oli saatu kannan 18 D bakteerikasvatuksesta (biologi-
nen ST).

Kyky indusoida nesteen erittymistd

Synteettisen ja biologisen ST:n kyky indusoida nesteen eritty-
mistd imev&n hiiren kokeessa (kuva 1) ja rotan ligatoiduissa
suolisilmukoissa (kuva 2) oli jokseenkin yhti voimakas. Kahden
toksiinin pienimmissd vaikuttavissa annostuksissa havaitut
pienet erot syntyivdt kokeellisesta vaihtelusta, ja itse
asiassa useat perdkkdin valmistetut synteettisen ST-valmisteet
saivat aikaan identtisen reaktion natiiviin tai biologiseen
ST:hen verrattuna imevdn hiiren kokeessa. 30 minuuttia kestdvi
altistaminen 100°C:1lle ei vaikuttanut kummankaan toksiinin voi-

makkuuteen kummassakaan eldinkoejirjestelmissi.
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Aikaisemmat havainnot ovat osoittaneet, ettd biologisen ST:n
disulfidisiltojen hajottaminen pelkistdvien reagenssien,
kuten 2-merkaptoetanolin tai ditiotreitolin, k&sittelyilld
tuhosi sen biologisen aktiivisuuden, Staples et al., supra.
Synteettisen ST:n 60 minuuttia kestdvd altistaminen 5 x 10_4—
molaariselle ditiotreitolille tuhosi my&s sen erittadmisaktii-

visuuden imevin hiiren kokeessa.

Immunologinen suhde

Synteettisen ja biologisen ST:n antigeenisyydet olivat saman-
laiset, kun kummatkin testattiin entsyymisidotulla immunosorben-
tin kokeella (ELISA), biologista ST:td vastaan toimivia hyper-
immumneja antiseerumeita kdyttden. Niitd pitoisuuksia, joilla
optiseksi tiheydeksi saatiin 0,600 aallonpituudella 410 nano-
metrid, verrattaessa synteettisen ST:n antigeenisyyden havait-
tiin olevan 70 % biologisen ST:n antigeenisyydestd (kuva 3),
mutta toksiinien antigeenisyydet olivat identtiset, kun molem-
mat testattiin synteettistd ST:td vastaan toimivia hyperimmuu-
neja ja antiseerumeita kdyttden. N3mi tulockset parantuivat
oleellisesti myShempien valmisteiden kohdalla, kuten edelld
olevassa taulukossa 1 on esitetty, synteettisen ST:n ollessa
noin 3-kertaa paremman kuin biologisen ST Ib:n tdssd samassa
ELISA-kokeessa.

Joko synteettistd tai biologista ST:td vastaan vaikuttavien,
hyperimmuunien antiseerumeiden toksiinien erittymistehoon koh-
distuvan neutraloivan vaikutuksen arvioimiseksi imevdn hiiren
kokeessa, kulloisenakin pdivdn&d kolmelle hiirelle annettiin

100 mikrolitraa suoliston sisdisesti, joka annos sisilsi 2 hii-
riyksikk&éd (MU), eli kaksi kertaa pienin vaikuttava annos
(katso Materiaalit ja menetelmdt, osa IVA) kutakin toksiinia,
joita oli inkuboitu toivotussa antiseerumin laimennoksessa 3
tunnin ajan 37°C:ssa (kuva 4). 1 millilitran antiseerumia neut-
raloimien hiiriyksikdiden lukumdiri saatiin kertomalla se
tulokseksi toivottu antiseerumin laimennos, joka vaadittiin

neutraloimaan (eli tuottamaan suolisto:ruumis-suhteeksi
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vdhintddn 0,083) erittymisteho, lO-kertainen laimennostekiiji,
ja tekija 2 keskenddn, jolla viimeksi mainitulla tekij&lli

hiiriyksikot sovitettiin kaytettyyn kahteen yksikkéon.

Kumpaakin toksiinivalmistetta vastaan vaikuttavat hyperimmuunit
antiseerumit seroneutraloivat erittymisvaikutuksen synteetti-
sen ja biologisen ST:n imevdn hiiren kokeessa arviolta samalla
tavalla: yksi millilitra biologista ST:td vastaan vaikuttavaa,
hyperimmuunia j&niksen antiseerumia neutraloi 160 MU synteet-—
tistd ja 190 MU biologista ST:td, kun taas yksi millilitra
synteettistd ST:td vastaan vaikuttavaa, vuohen hyperimmuunia
antiseerumia neutraloi 220 MU synteettistd ja 240 MU biologista
ST:t&.

Rottien immunointi

Synteettistd ST:td kdyttden suoritettu immunointi tuotti see-
rumin antitoksiinitiittereiden suhteeksi 1:32 (nelji kertaa
vertailua suurempi) ja mukosaalisten IgA-tiittereiden suhteeksi
1:64 (viisi kertaa vertailua suurempi). Nesteen erittyminen
pieneni huomattavasti, mikd oli verrattavissa siihen md3dridin,
joka aikaisemmin oli todettu puolipuhtaalla biologisella

ST:118 immunoiduissa rotissa 1flipstein, et al., Infect. Immun.,
34:637-639 (1981L7 sekd rotissa, Jjoita uhattiin joko synteet-
tiselld tai biologisella ST:114, sekd eldvdlli ST:td tuottavalla

kannalla, (taulukko 3), seuraavassa.

Taulukko 3
Uhan tulokset immunoiduissa rotissa

Uhka®
ST-immunogeeni ST(B)-toksiini ST (S)-toksiini LT_/ST+
Svnteettinen (S) 54 + 2 66 + 2 55 + 1
Biologinen (B)P 83 + 9 NDC 69 + 2

a . . L. .

Keskiarvo * keskiarvon standardipoikkeama, prosenttia alentu-
neesta erityksestd immunoiduissa rotissa verrattuna samalla
tavalla uhattuihin immunoimattomiin rottiin.

bTiedot otettu julkaisusta Klipstein et al., Infect.Immun.,

34:637-639 (1981).

c
Ei m8dritetty.



71

Edelld esitetyt tulokset osoittavat, ettd synteettisesti tuote-
~tulla ST-toksiinilla, jonka rakenne perustuu ihmisen ST:n
rakenteeseen, suoritetulla immunoinnilla saadaan aikaan suoja
ihmisestd perdisin olevien, ST:td tuottavien, enterotoksigee-

nisten E.coli-kantojen aiheuttamaa uhkaa vastaan.

Tissi osassa (III A) esitettyjen tutkimusten lisdyksityiskoh-
tia on ldydettdvissd julkaisusta Klipstein et al., Infect.
Immun., 39:117-121 (1983), joka tdten on liitetty oheiseen

hakemukseen viittauksella.

B. ST-LT-konjugaatit

THissd kappaleessa esitetyt tulokset kdsittelevdt niiden konju-
gaattien koostumusta ja ominaisuuksia, jotka konjugaatit on
saatu muodostamalla ristisidoksia useissa olosuhteissa synteet-
tisen ST:n (osa II) ja joko LT-holotoksiinin tai sen ei-toksi-
sen komponentin B-alayksikon vélille, jotka molemmat toimivat
kantajana, joka huolehtii toksiinin sitomisesta mukosaalisilla
pinnoilla oleviin spesifisiin reseptoreihin. B-alayksikkdodn
ristisidottua synteettistd ST:td sisdltdvidn rokotteen teho
saamaan spesifiset, seerumin ja mukosaalisen antitoksiinin kuta-
kin komponenttina olevaa toksiinia vastaan kohdistuvat reaktiot
aikaan on myds osoitettu, miki tdten immunoiduissa rotissa
tuottaa vahvan suojan kumman tahansa toksiinimuodon uhkaa vas-

taan, tai joko ST:td& tai LT:td tuottavan heterologisen, eldvin
ETEC:n uhkaa vastaan.

ST:n konjugoiminen LT:hen

Synteettinen ST konjugoitiin LT-holotoksiiniin, ST:n ja LT:n
valisen alkuperdisen moolisuhteen ollessa 100:1, sellaisia
l-etyyli-3-(3~dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidin (EDAC) ija
koko konjugaattiproteiinin vdlisid suhteita k&yttden, jotka
suhteet vaihtelivat arvojen O,5:1 Jja 40:1 vidlilld (kuva 5).
ST:n suurimman mddrdn liittdminen LT:hen tapahtui EDAC:in

ja konjugaatin vdlisen suhteen ollessa 1:1; kuitenkin t#ssi

suhteessa jdljelle jdi sen verran LT:n jddnndstoksisuutta,
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joka el ollut hyvaksyttdvissd. EDAC:in ja konjugaattiproteii-
nin vidlisen suhteen kohottaminen johti LT:n jddnn&stoksisuu-
den asteittaiseen pienenemiseen, mutta tdhdn liittyi vastaa-
vaa molempien konjugaatissa olevien toksiinien antigeenisyyden

pienenemistd.

EDAC:in ja konjugaatin vdlinen suhde 20:1 johti konjugaattiin,
jossa LT:n toksisuus oli pienentynyt hyvaksyttdvaddn asteeseen
(0,3 %), mutta molempien komponentteina olevien toksiinien
anticeenisyys pieneni vdhemmidksi kuin 25 %:ksi tdssid suhteessa,
mikd osoitti sen, ettd tdmd konjugaatti olisi tehoton antigeeni.
Ndmd havainnot johtivat LT:n korvaamiseen ei-toksisella B-ala-
vksik61l1ld, jolloin LT:n jddnndstoksisuuden aiheuttamat ongelmat

voitiin kiertdi.

ST:n konjugoiminen B-alayksikkddn

Synteettinen ST konjugoitiin B-alayksikk&6n ST:n ja B-alayksi-
kon vdlisen alkuperdisen moolisuhteen ollessa 100:1, sellaisia
EDAC:in ja konjugaattiproteiinin v&lisid suhteita kdyttden,
jotka vaihtelivat arvojen 0,5:1 ja 40:1 vdlissd. ST:n liitty-
misen ja antigeenisyyden muuttumisen ilmeneminen oli saman-
kaltaista, kuin mitd havaittiin ST:td LT:hen kytkettiessd,
paitsi ettd ST:n suurin mddrd sitoutui EDAC:in ja konjugaatin
vdlisen suhteen ollessa 2:1. T&dssid suhteessa saadun konjugaa-
tin toksisuus todettiin samaksi kuin l3dsndolevan ST:n toksi-
suus; se pieneni 0,3 %:a vaimentamattoman toksiinin toksisuu-

desta.

Tdstd syystd EDAC:in ja konjugaatin v&dlistd suhdetta 2:1 kdy-
tettiin tutkimuksissa, joissa kdytettiin radioaktiivisella
aineella merkittyd ST:td ST:n ja B-alayksik®én vdlisen alku~
perdisen moolisuhteen vaikutuksen konjugaattiin liittyvdn ST:n
mddrddn mddrittdmiseksi. Kymmenen nanomoolia ST:td (5 nanomoo-
lia kylm&d, merkitsemdtdntd ST:td plus 5 nanomoolia radio-
aktiivisella aineella merkittyid ST:t&d) sekoitettiin 2:sta

0O,l:een nanomoolin B-alayksikkdi kanssa, jolloin ST:n ja
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B-alayksikdn alkuperdiseksi moolisuhteeksi saatiin arvosta 5:1
arvoon 100:1 (kuva 6). ST:n ja B—-alayksikdn vdlisen alkuperdi-
sen suhteen kasvattaminen johti asteittain suureneviin, B-
alayksikkddn liittyneisiin ST:n m&&riin. Vaikka ST:n ja B-
alayksikon alkuperdinen suhde 25:1 tuotti sellaisen lopullisen
konjugaatin, Jjoka sis&dlsi enemmdn kuin 90 %.ST:té molaarisuu-
teen perustuen, niin ST:n osuus painoon perustuen oli ainoas-
taan 25 %; jdlkimmdinen arvo kasvoi, kun suurempia alkuperdisia

moolisuhteita kdytettiin.

Konjugaattien antigeenisyys

EDAC:in pitoisuuden vaikutus lopullisessa konjugaatissa olevien
yksittdisten toksiinien koostumukseen ja antigeenisyyteen saa-
tiin selville konjugoimalla ST:n ja B—alayksik&n moolisuhteen
ollessa 50:1, niitd EDAC:in ja konjugaatin vdlisid suhteita
kdyttden, jotka suhteet vaihtelivat arvojen 1l:1 ja 2:1 v&dlilla
(kuva 7). ST:n suurin konjugoituminen tapahtui EDAC:in ja konju-
gaatin vdlisen suhteen ollessa 2:1, kuitenkin arvoa 1,5:1
suuremmat suhteet johtivat ST:n antigeenisyyden huomattavaan
putoamiseen, ja B-alayksikon antigeenisyyden kohtuulliseen
alenemiseen. ST-antigeeniyksikdiden suurin lukumdidrd (saatu
kertomalla l&dsndolevan toksiinin prosenttinen mididri toksiinin
antigeenisyyden prosenttisen osuuden kanssa) saavutettiin

EDAC:in ja konjugaatin vdlisen suhteen ollessa 1,5:1.

Tdstd syystd EDAC:in ja konjugaatin vdlistd suhdetta 1,5:1
kdytettiin tutkimuksissa, joissa selvitettiin ST:n ja B-ala-
yksikon vdlisen alkuperdisen moolisuhteen vaikutusta lopullisen
konjugaatin koostumukseen ja ominaisuuksiin. 8ST:n ja B-ala-
vksikon valisen alkuperdisen moolisuhteen nostaminen arvosta
50:1 arvoon 100:1 johti asteittain suurenevaan ST:n osuuteen

lopullisessa konjugaatissa (kuva 8).

Koska alkuper&disen moolisuhteen muutokset saavutettiin pitid-
mdlld ST:n md&drdd vakiona (300 nanomoolia) ja vihentdmilli

lisdtyn B-alayksikén mddrdd (6:sta 3:een nanomoolia), niin
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EDAC:in ja ST:n védlinen suhde pieneni, kun taas EDAC:in ja
B-alayksikdén vdlinen suhde kasvoi, alkuperdisten moolisuhtei-
den kasvaessa. Tamd muutos oli selityksend sille tosiseikalle,
ettd ST-antigeenisyys kasvoi hieman, kun taas B-alayksikon
antigeenisyys putosi kohtuullisesti. N&diden kahden tekijin
(koostumus ja antigeenisyys) lopullinen vaikutus oli, ettéd
alkuperdisen moolisuhteen kasvattaminen johti asteittain suure-
neviin ST-antigeenivyvksikdiden mddriin, B-alayksikoiden anti-
geeniyksikdiden vastaavasti pienentyessi lopullisessa konju-

gaatissa.

Immunoinnissa kdytettdvidn rokotteen ominaisuudet

Aikaisemmin on osoitettu, ettd B-alayksikkd on heikompi anti-
geeni, kuin LT-holotoksiini, molaarisuuksiin perustuen
/Klipstein et al., Infect. Immun., 31:144-150 (1981)7, ja
alustavat tutkimukset osoittavat, ettd se on heikompi antigee-
ni antigeeniyksik&idenkin suhteen, kuin sekd3 LT-holotoksiini
ettd synteettinen ST. T&md johti sellaisen rokotteen valikoi-
miseen, joka rokote sisdltdd enemmdn B-alavksik®n kuin ST:n

antigeenisyyttd.

Antigeeni tuotettiin konjugoimalla ST:t3d ja B-alayksikkdi,

niiden vdlisen alkuperdisen moolisuhteen ollessa 50:1, ja

EDAC:in ja konjugaatin v&listd suhdetta 1,5:1 kdyttiden. Konju-
gaatti sisdlsi 36 & (painosta) ST:td, johon bli jdanyt 85 %
antigeenisyydestd, ja 0,13 % pysyvidstd toksisuudesta, ja 64 %
(painosta) B-alayksikkOd, johon oli j&d&nyt 89 % sen antigeenisyy-
destd. Suoraan testattuna (eli ndytteind, joita ei oltu sovi-
tettu sisdltdmddn 100 %:a kutakin toksiinia) rokote sisdlsi

37 8T:n ja 59 B-alayksikdn antigeeniyksikkod 100 mikrogram-—

massa, Jja sen jdadnndstoksisuus oli 0,06 %:

Immunoinnin tulokset

Edelld mainitulla rokotteella immunoiduille rotille annettiin
1000 mikrogramman primddrinen immunointi ruuansulatuskanavan

sisdistd (i,p.) reittid, jota seurasi kaksi 3000 mikrogramman
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suun kautta (p.o.) annettua lisdannosta. Aikaisemmat tutki-
mukset ovat osoittaneet, ettd t&d118 tavalla LT:113d immunoiduis-
sa rotissa antitoksiinin responssin sekd@ suojauksen aste korre-
loivat koko p.o.-annoksen kanssa Lﬁlipstein et al., Infect.
Immunol., 31:144-150 (1981l); Klipstein et al., Infect. Immunol.,
37:1086-1092 (1982); Klipstein et al,, Infect. Immunol., 31:252-
260 (1981)/. T&md immunointitapa johti 2200 ST:n ja 3450 B-

alayksikon antigeeniyksikk&on.

ST:td vastaan muodostuneet seerumin IgA-antitoksiinitiitterit
kasvoivat nelinkertaisiksi, ja vastaavat B-alayksikkdd@ vastaan
muodostuneet tiitterit kasvoivat viisinkertaisiksi immunoimatto-
mien kontrollirottien arvoihin verrattuna. Sekd ST:td ettd
B-alayksikkdd vastaan muodostuneet mukosaaliset, erittymisen
IgA-antitoksiinitiitterit olivat 7 kertaa suuremmat immunoi-
duissa rotissa kuin vertailurotissa. Immunoidut rotat olivat
merkittdvdlld tavalla suojatut LT:n tai joko synteettisen tai
biologisen ST:n uhkaa vastaan, sekid niiden heterologisten elar
vien organismien uhkaa vastaan, jotka organismit tuottavat
nditd toksiineja joko erikseen tai yhdessi, kuten seuraavassa

taulukossa 4 on esitetty.

Taulukko 4

Uhan tulokset rotissa, jotka on immunoitu ristisidoksisella

ST-B-alayksik&n rokotteella

Erityksen aleneminen prosentteina, kun uhkana oli:2®

LT-toksiini LT /ST 1T /STt ST(B) ST (S) LT /STt
toksiini toksiini

94+3 61+2 68+2 97+3 78+1 76+2

0,5 ngc 5 ngC 5 ng'C 108’d 108'd 108’d

Garvot ovat keskiarvoja + keskiarvon standardipoikkeamia.

Enemmdn kuin 50 % alentunut eritys edustaa merkittivii

(P pienempi kuin 0,00l1) eroa immunoitujen ja immunoimattomien
rottien valilld.

b . . . .
ST(B) tarkoittaa biologista ST:t3d ja ST(S) tarkoittaa synteet-

tistd ST:t4.
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CUhkaavan toksiinin m&iri nanogrammoina (ng).

dUhkaavien organismien lukumd&r&.

Ne edelld esitetyt havainnot, ettd synteettisesti tuotettua,
puhdistettua ST:td voidaan k8yttdd aikaansaamaan tehokas,
ei-toksinen antigeeni, kun se kiinnitetddn ristisidoksin LT-
toksiinin B-alayksikkddn, poistavat turvallisen, kayttokelpoi-
sen rokotteen kehittimisen pddasialliset esteet, joka rokote
aikaansaa suojan niitd ETEC-kantoja vastaan, jotka tuottavat -
joko S8T- tai LT-muotoista toksiinia. Aikaisemmat tulokset osoit-
tivat, ettd puolipuhtaan biologisen ST-valmisteen kiinnittd-
minen ristisidoksin LT:hen tuotti antigeenin, jossa ST saavutti
antigeenisyyttd molekyylipainoltaan suureen LT-molekyyliin tapah-
tuvan kytkemisen funktiona, ja jossa, konjugointiolosuhteiden
ollessa sopivat, suurin osa komponentteina olevien toksiinien
antigeenisyydestd sdilytettiin, kun taas niiden toksiset omi-
naisuudet pienenivdt huomattavasti Lflipstein et al., Infect.
Immunol., 37:550-557 (1981)7/.

Vaikka biologista ST:td sisdltdvd rokote tuottikin huomattavan
suojan immunoiduissa eldimissd niiden ETEC-kantojen uhkaa
vastaan, jotka kannat tuottivat kumpaa toksiinimuotoa tahansa,
niin puolipuhtaan ST-toksiinikomponentin heterogeeninen koostu-
mus esti selvdsti sen ihmisiin kohdistuvat sovellutukset. Ne
monimutkaiset ja aikaa vievdt vaiheet, jotka liittyvdt biologi-
sen ST:n jatkokdsittelyyn tdysin puhtaan tuotteen saamiseksi,
tekevdt td&md&n materiaalin suurimittakaavaisen, kuitenkin teol-
lista mittakaavaa huomattavasti pienemm&n tuotannon vaikeaksi.
Edelld esitetyt havainnot osoittavat, ettid synteettisesti tuote-
tulla ST:114, jota voidaan helposti tuottaa suuria m3irii,

saadaan yhtd tehokas rokote aikaan.

Synteettisestd ST:std perdisin olevien konjugaattien ne reak-
tio-olosuhteet, jotka tuottavat ST:n suurimman mahdollisen
liittymisen kantajaan, sekd jidnnSsantigeenisyyden etti toksi-

suuden suhteen optimaaliset ominaisuudet, ercavat niisti olo-
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suhteista, jotka aikaisemmin on todettu konjugoitaessa puoli-
puhdasta biologista ST:td LT:hen. Molemmissa olosuhteissa (1)
konjugoivana reagenssina toimivan karbodi-imidin kriittinen
midrd oli tarpeen ST:n suurimman mahdollisen md3drdn liittdmiseksi
kantajaan, (2) lopullisessa konjugaatissa ldsndolevan ST:n
osuus riippui siitd alkuperdisestd moolisuhteesta, jossa ST:téa
sekoitettiin LT:hen, ja (3) karbodi-imidin ja kumman tahansa
konjugaatissa olevan toksiinin v&dlisen suhteen kohottaminen
johti sekd ristisidotun toksiinin antigeenisyyden ettd toksi-
suuden portaittaiseen alenemiseen. Puolipuhtaan biologisen
ST:n tapauksessa ne konjugointiolosuhteet identifioitiin, Jjotka
olosuhteet tuottivat suurimman mahdollisen ST:n mddrdn liitty-
misen LT:hen, ja jotka samalla sdilyttivdt suurimman osan mo-
lempien ristisidottujen toksiinien antigeenisyydestd, mutta

alensivat huomattavasti ndiden toksiinien toksisuutta.

Ndin ei kuitenkaan tapahtunut, kun synteettistd ST:td konjugoi-
tiin LT:hen. Synteettisen ST:n suurin mahdollinen kytkeytyminen
LT:hen tapahtui huomattavasti alhaisemmalla karbodi-imidin ja
konjugaatin vdliselld suhteella, joissa olosuhteissa tdm&n kon-
jugaatin LT-jddnndstoksisuus oli niin korkea, ettei sitd voida
sallia. LT:n toksisuuden alentaminen hyvdksyttédville tasoille
saavutettiin ainoastaan sellaisilla karbodi-imidin ja toksiinin
vdlisilld suhteilla, joissa kummankin ristisidotun toksiinin
antigeenisyydestd menetettiin suuri osa. N&amd havainnot johtivat
tdmdn vaikeuden kiertdmiseen korvaamalla kantajana toimiva LT-

holotoksiini ei-toksisella B-alayksikoll&.

Lopullisessa konjugaatissa, jotka on saatu kiinnittdm&dlld syn-
teettistd ST:td B-alayksikk®on, ldsndolevien kummankin kompo-
nenttitoksiinin antigeenisyyden osaa (antigeeniyksikOissd il-
moitettuna) voidaan vaihdella muuntamalla konjugointireaktioiden
olosuhteita. Tdten karbodi-imidin asianmukaisen pitoisuuden
ldsndollessa ST:n ja B-alayksikdn vdlinen, alhainen alkuperdinen
moolisuhde tuotti konjugaatin, jolla oli piidasiallisesti ST-
antigeenisyyttd, kun taas korkea alkuperdinen moolisuhde tuotti

konjugaatin, jossa B-alayksik®én antigeenisyys on suurin.
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Alustavat havainnot antoivat olettaa, ettd synteettinen ST on
tehokkaampl antigeeni kuin B-alayksikk&. Tamd johti ristisi-
doksisen, karkeasti ottaen yhden kolmasosan S8T:n ja kaksi kol-
masosaa B-alayksikdn antigeenista aktiivisuutta kdsittidvin anti-
geenin valintaan rottien immunoinnilla suoritettavaa arviointia
varten. Suurina p.o.-annoksina annettuna t&md rokote tuotti
vahintdan nelinkertaisen seerumin ja mukosaalisen antitoksiinin
responssin molempia komponentteina olevia toksiineja vastaan,
joten se takasi merkittdvdn suojan joko ST- tai LT-toksiinin
aiheuttamaa uhkaa, sekd niitd heterologisia elivid bakteereita

vastaan, jotka tuottavat jompaa kumpaa toksiinimuotoa.

Koska kaikki ETEC-kannat aiheuttavat ripulia LT- tai ST-toksii-
nin vaikutuksen seurauksena, Jjoko yksinddn tai yhdessid, niin
riittdvdn vahvan antitoksiiniresponssin syntyminen n#itd kumpaa-
kin toksiinia vastaan saa yhtd tehokkaan suojan aikaan kaikkia
ETEC-kantoja vastaan, somaattisesta serotyypistd, spesifisesti
fimbriaalisesta antigeenista tai tuotetusta toksiinityypista
riippumatta. Edelld olevassa tutkimuksessa asianlaidan osoi-
tettiin olevan t&m& niiden rottien joukossa, jotka oli immunoitu

ristisidotulla ST-B-alayksikk&rokotteella.

Yksinomaan ruuansulatuskanavan ulkopuolisesti annetulla LT:113
suoritettu immunointi tuotti ainoastaan seerumin IgG-antitoksii-
niresponssin, joka sai aikaan ainoastaan vidliaikaisen suojan
rotissa, kun taas p.o. lisdannoksilla suoritettu immunointi
tuotti laajan suojan, mukosaalisen, erittymiseen liittyvin Ig-
antitoksiinin muodostumisesta johtuen. Lflipstein et al.,
Infect. Immun., 37:1086-1092 (1982) ja Klipstein et al.,

Infect. Immun., 27:81-86 (1982)7/.

Mukosaaliseen erittymiseen liittyvien IgA-antitoksiinitiitterei-
den arvot sekd ST:n ettd B-alayksikdn vaikutusta vastaan rotissa,
jotka o0li immunoitu suun kautta ristisidoksisella rokotteella
edelld olevassa tutkimuksessa, ylittiv3t ne aikaisemmin todetut

arvot, jotka ovat vdlttdmdttSmdt kattavan suojan tuottamiseksi
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ainocastaan LT:113 immunoiduissa rotissa. Tamd osoittaa sen,

ettd ristisidoksisia rokotteita tulisi antaa ainoastaan p.o.-
reittii. Edelld esitetyt tiedot ovat riittimittdmii sen sei-

kan toteamiseksi, onko ruuansulatuskanavan kautta tapahtuva
primddrinen immunointi edellytys mydhemmin suoritettavalle
tehokkaalle p.o.-immunoinnille, koska asianlaidan on todettu
olevan ndin rotissa, jotka oli immunoitu LT:113 lflipstein et al.,
Infect. Immun., 31:144-150 (1981); Klipstein et al., Infect.
Immun., 37:1086-1092 (1982); ja Klipstein et al., Infect. Immun.,
27:81-86 (1980)/, sekd rotissa ja koirissa, jotka oli immunoitu
koleratoksoidilla /Pierce et al., Infect. Immun., 21:185-193
(1978); Pierce et al., J. Infect. Dis., 135:888-896 (l977l7.

Lisdyksityiskohtia tdssd osassa (III B) esitetystd tutkimuksesta
on ldydettdvissid julkaisusta Klipstein et al., J. Infect. Dis.,
147:318-326 (l983l7, jonka sis&dlt8 td@ten yhdistetddn tdhé&n

julkaisuun viittauksella.

C. Synteettiselld ST:118 suoritettavat immunoinnit rotissa;

ST:n ja B-alayksik®én immunogeenisyys

Rotat immunoitiin asteittaisilla antigeenin yksikkdannoksilla,
joko porsaan immunoglobuliiniin G (PIG; Materiaalit ja menetel-
m&t, osa C) kytkettyd B-alayksikkdd@ tal synteettistd ST:td kadyt-
tden, kuten kuvassa 9 on esitetty. Ne rotat, joille annettiin
vaihtelevia annoksia i.p. prim3d&rid immunointia, saivat my0s
kaikki 1000 antigeeniyksikdn muodostamat kaksi p.o. lisdimmunoin-
tia, Ja ne rotat, jotka saivat p.o. vaihtelevia lisdannoksia,
saivat kaikki 200 antigeeniyksikén muodostamat primddrit immunoin-
nit i.p. ST:113 immunoidut rotat altistettiin ihmisestd per&disin
olevan LT-/ST+—kannan Tx 452 uhalle, ja ne rotat, jotka oli
immunoitu B—alaykéikéllé, altistettiin ihmisestd perdisin olevan
LT+/ST——kannan PB 258 uhalle.

Kumman tahansa antigeenin joko i.p. prim#irisen immunoinnin tai
p.o. lisdannosten antigeeniyksikdiden kasvattaminen sai aikaan
antitoksiinitiittereiden samanlaiset lis#intymiset, seki saman-

kaltaisen lisddntymisen sen suojan laajuudessa, joka suoja
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saavutettiin vastaavien organismien aiheuttamaa uhkaa vastaan.
Seerumin IgA-antitoksiinitiittereiden arvot kasvoivat suhteel-
lisesti, mutta olivat jarjestelmdllisesti yhden tai kaksi kertaa

pienemmdt, kuin mukosaalisen IgA-antitoksiinitiittereiden arvot.

Kumpaakin antigeenia vaadittiin annoksina 100 antigeeniyksikké&a
i.p.primddriseen immunointiin ja yhteensd 2000 antigeeniyksikkda
p.o. lisdannoksiin (eli kumpaakin kaksi 100 antigeeniyksikdn
lisdannosta) mukosaalisten IgA-antitoksiinitiittereiden vidhin-
tddn 4-kertaisen lisddntymisen saavuttamiseksi ja merkitt&dvén
suojan saavuttamiseksi (eli enemmdn kuin 50 % pienentynyt erit-
tyminen) vastaavien, LT:td tai ST:td tuottavien kantojen uhkaa

vastaan.

Suoja LT+/ST+—kantaa vastaan

ST:n tal B-alayksikOn sen pienimmdn antigeeniyksikkdjen annoksen
mddrittamiseksi, joka annos vaaditaan vahvan suojan saavutta-
miseksi sekd LT:td ettd ST:td tuottavaa kantaa vastaan, rotat
immunoitiin erikseen kummallakin toksiinilla, kdyttden 200
antigeeniyksik®n muodostamaa i.p. primddristi immunointia, mitid
seurasi vaihtelevien antigeenivksikk&jen annosten muodostamat
lisdannokset p.o., Jja molemmat altistettiin vastaavien, LT:t3d tai
ST:td tuottavien kantojen uhalle, sekd ihmisestd perdisin olevan
LT’ /ST -kannan H 10407 uhalle (kuva 10).

Vahva suoija LT+/ST+—kantaa vastaan saavutettiin ainoastaan yhteen-
sd 2000 antigeeniyksikdn muodostamilla p.o. lisdannoksilla.
Kummassakin tapauksessa suojan suuruus LT+/ST+—kantaa vastaan

oli vdhemmdn kuin sellaista kantaa vastaan, joka kanta tuotti

pelkdstddn yhtd homologista toksiinia.

Rokotteen konjugointiolosuhteet

Edelld esitetyt havainnot osoittavat, ettd optimaalisen rokot-
teen tulisi sis&dltidd kummankin toksiinikomponentin yht&suuret
antigeeniset osuudet.A Edellsd olevassa osassa B osoitettiin,

ettd pidettdessd karbodi-imidin ja koko konjugaatin vilinen
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painosuhde vakioarvossa 1,5:1, niin B-alayksikk&6n sekoitettavan
ST:n ja B-alayksik®n vidlisen alkuperdisen moolisuhteen kohot-
taminen johtaa lopulliseen konjugaattiin, jossa on asteittain

enemmdn ST:n ja vdhemmdn B-alayksikon antigeenisyytté.

Kun ST:n ja B-alayksikdn vdlistd alkuperdistd moolisuhdetta
vaihdeltiin arvojen noin 60:1 ja noin 75:1 v&1illd, niin todet-
tiin, ettd suhde noin 70:1 johti sellaisen konjugaatin muodostu-
miseen, joka kdsitti 50 paino-% kumpaakin toksiinikomponenttia
ja sisdlsi 460 ST:n ja 440 B-alayksikOn antigeeniyksikkdd milli-
grammassa (kuva 11l). Kaikki t&dssd kappaleessa tarkasteltavat
seuraavat konjugaatit valmistettiin t&113 tavalla. Viidessi
perdttdisessd erdssd keskimddrdinen antigeeniyksik&iden midri
milligrammaa kohden oli 474 ST:1lle ja 460 B-alayksikdlle, ylli
olevia suhteita kdyttden.

Rokotteen ominaisuudet

(i) Immunogeenisyys

Sen seikan varmistamiseksi, ettd rokotemuotcocon ristisidottujen
toksiinikomponenttien immunogeenisyys on sama kuin yksitt&disten
komponenttienkin, rotat immunoitiin i.p. 200 ST-antigeeniyksikdn
primd&drilld immunoinnilla, mitd seurasi ST:n asteittaiset p.o.
lisdannokset, jotka annettiin joko rokotteen muodossa tai kytket~
tynd immunologisesti epdspesifiseen kantajaan PIG. Tulokset

on esitetty kuvassa 12. Kuten kuvasta 12 voidaan nihdi, anti-
toksiiniresponssi ja suojan suuruus ihmisesti perdisin olevaa
LT—/ST+-kantaa vastaan olivat jokseenkin identtiset rotissa,

jotka oli immunoitu kummalla tahansa ST-konjugaatin muodolla.

(ii) Toksisuus

Imevissd hiirissd suoritetut kokeet, joissa kdytettiin asteit-
taisia mddrid (prosenttinen pitoisuus) joko pelkkdd ST:td tai
rokotetta, osoittivat, ettd rokote sisdlsi 0,14 hiiriyksikksi
ST-aktiivisuutta mikrogrammaa kohden, joka edusti 0,08 % pelkin
ST:n muodostaman 175 hiiriyksikén arvosta mikrogrammaa kohden
(kuva 13). Kun joko pelkdn ST:n tai rokotteen asteittaisia

mddrid testattiin rotan ligatoidussa suolisilmukassa, niin
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rokotteen ED5 -arvo, 2,6 mikrogrammaa, oli 0,08 % pelkidn ST:n

0
vastaavasta arvosta 2,0 nanogrammaa (kuva 14). Pelkdn B-ala-
vksikdn ED5O

koissa, joka on 0,2 % LT-holotoksiinin vastaavasta arvosta 0,19

-—arvo oli 95 nanogrammaa ligatoiduissa suolisilmu-

nanogrammaa. Se, johtuiko td&md erittdmisaktiivisuus B-alayksi-
kdstd itsestddn, vai LT:n aiheuttaman, vidhdisen mutta huomaa-

mattoman kontaminoinnin ilmenemisestd, on epdselvdd.

Sen seikan selvittdmiseksi, my6tdvaikuttiko B-alayksikkdkompo-
nentti rokotteen aiheuttamaan erittd@misen jddnndsaktiivisuuteen
rotan ligatoidun suolisilmukan kokeessa, rokotteen asteittaiset
annokset testattiin B-alayksik&n (tai LT-kontaminantin) l1dmms$l13d
alkaansaadun inaktivoinnin jdlkeen, joka inaktivointi suoritet-
tiin 65°C:ssa 1 tunnin pituisen ajan. Erittdmisresponssi l&mmi-
tettyyn ja lammittdmdttbmidn rokotteeseen oli sama, eli B-ala-
vksik6lld ei ole merkitystd tdssd responssissa. Nimid havainnot
osoittavat, ettd kutakin komponenttitoksiinia 1000 antigeeniyksik-
kod sisdltdvd rokoteannos kdsittdisi vaimentamattoman ST:n

1,7 mikrogramman ekvivalenttimdirin.

(iii) Suoja ihmisestd ja porsaasta perdisin olevia kantoja

vastaan

Rotat immunoitiin primd&rilld i.p. immunoinnilla, kumpaakin kom-
ponenttitoksiinia 200 antigeeniyksikkOd sisidltidvilli rokotteella,
ja kahdella p.o. lisdannoksella, joissa kummassakin oli 1000
antigeeniyksikk&d kumpaakin toksiinikomponenttia. Tamid kohotti
molempien toksiinikomponenttien aiheuttamien seerumin IgA-
antitoksiinitiittereiden muodostumisen 3-kertaiseksi ja ST:n
aiheuttamien mukosaalisten IgA—antitoksiinitiitteréiden muodos-—-
tumisen 5-kertaiseksi ja B-alayksikdn aiheuttamien vastaavien
tiittereiden muodostumisen 6-kertaiseksi. Immunoidut rotat oli-
vat merkittdvdsti suojatut (P pienempi kuin 0,001) niitid eldvii,
ihmisestd tai porsaasta perdisin olevia kantoja vastaan, jotka
kannat tuottavat LT- tai ST-toksiinia, erikseen tai yhdessi

kuten seuraavassa taulukossa 5 esitetdin.
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Taulukko 5

Uhan tulokset rotissa, jotka oli immunoitu ristisidoksisella
rokotteella

Lahde Toksisuus Kanta Serotyyppi % alentunut

eritys

Ihminen LTt /ST PB 257 015:H” 74 + 1
Porsas LT’ /st P 263 08:H19 72 + 3
Ihminen Lrt/st’ H 10407  078:H11 61 + 1
Porsas Lt /st P 1362 0149 :H2P 73 + 2
Ihminen LT /ST TX 452 078:H12 79 * 2
Porsas LT /sTt P 987 09:H~ 81 + 2

@KReskiarvo + keskiarvon standardipoikkeama, alentunut eritys
prosentteina immunoiduissa rotissa, verrattuna vastaaville
uhille alttiiksi saatettuihin immunoimattomiin eldimiin.

50 % suuremmat arvot edustavat merkittdvdd (P pienempi kuin

0,001) eroa ryhmien v&lilla.
Tamén serotyypin tdydellinen identifiointi on epdvarmaa.

Rottien lisdryhm&lle annettiin ruuansulatuskanavan ulkopuoli-
sestil primddrinen immunointi ihonalaisesti (s.c.), kdyttden
alumaa apuaineena, tavalla joka on esitetty edelld LT-immunoin-
nille /Klipstein et al., Infect. Immun., 37:1086-1092 (1982)/.
Koska t&mdn tavan on todettu vaativan kaksinkertaisesn annoksen
i.p.-reittiin verrattuna tehokkaan primddrisen LT-immunoinnin
aikaansaamiseksi, niin s.c. annetun rokotteen annostus koho-
tettiin kaksinkertaiseksi 400 antigeeniyksikk&0n; p.o.-annostus
oli muuttumaton, eli 1000 antigeeniyksikkdd. T&m&d sai molempien
toksiinikomponenttien aiheuttamien mukosaalisten IghA-antitoksiini-
tiittereiden vdhintddn 5-kertaisen muodostumisen aikaan, sekd
tuotti merkittdvdn suojan uhkaa vastaan, erittymisen ollessa

pienentynyt 77 + 3 %:a ihmisestd perdisin olevaa LT+/ST——kantaa
vastaan, ja 71 + 2

o

i " s s - +
:a ihmisestd perdisin olevaa LT /ST -kantaa
vastaan.
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Edellid olevat tulokset osoittavat, ettd tdlld tavalla arvioitaes-
sa, Klipstein et al., Infect. Immun., 31:144-150 (1981) synteet-
tisesti tuotetun ST:n antigeenisyys on jokseenkin sama kuin B-
alayksikon. Olennaista tdssd vertailussa oli konjugoidun toksii-
nin annostuksen ilmoittaminen antigeeniyksik$illd, pikemminkin

kuin painoon perustuen.

Timd tieto johti niiden konjugointiolosuhteiden muuntamiseen,
joita olosuhteita aiemmin oli kadytetty yhdistettdessad synteet-
tistd ST:td B-alayksikkddn ristisidoksin, edelld oleva kappale

B, sellaisen rokotteen tuottamiseksi, joka sisdltda ST:td ja B-
alayksikk®d samanlaisissa antigeenisissa suhteissa. Rokotemuo-
dossa olevan synteettisen ST-komponentin antigeenisyyden osoi-
tettiin olevan identtinen tdmdn toksiinin antigeenisyyden kanssa,
kun toksiinia annettiin kytkettynd epédspesifiseen immunoglobulii-
nikantajaan. Rottien immunointi rokotteella, jota annettiin
sellaisina antigeenin yksikkdannoksina, jotka oli todettu tehok-
kaiksi kummallekin erikseen annettavalle komponenttitoksiinille,
sal aikaan voimakkaan antitoksiiniresponssin kummallekin kompo-
nenttitoksiinille, sekd tuotti merkittdvdn suojan LT:t3d tai

ST:t8 vhdessd tai erikseen tuottavia, eldvid ETEC-kantoja
vastaan. Ne havainnot, jotka on saatu immunoitaessa kummallakin
erikseen annetuilla toksiinikomponentilla, osoittivat, ettd ro-
kotteella saatava suoja LT+/ST+—kantaa vastaan aiheutui molemmis-

ta toksiinikomponenteista.

Frantz ja Robertson ovat esittdneet, ettd porsaan ST:n antiseeru-
mit reagoivat sellaisen ST:n kanssa, joka on perdisin porsaan,
hdrédn ja ihmisen ETEC-kannoista /Infect. Immun., 33:193-198 (1981)7
Edelld esitetyt tulokset osoittavat, ettd kattava suoja saavu-
tetaan immunoitaessa kummalla tahansa toksiinilla sen alku-

perdstd huolimatta. T&dten immunointi sellaisella ristisidotulla
rokotteella, joka sisdltdd porsaan LT:std perdisin olevaa B-
alayksikkdd sekd ihmisen ST:n rakenteeseen perustuvaa synteettis-
td ST:td, tuotti yhtd voimakkaan suojan ihmisen ja porsaan LT:td

ja ST:td tuottavia kantoja vastaan.
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Edelld olevassa tutkimuksessa immunointi annettiin ruuansula-
tuskanavan ulkopuolisena primddrinid immunointina, mit3i seura-
sivat p.o. lisdannokset, koska aikaisemmin rottaeldinmallissa
todettiin ettd (1) ruuansulatuskanavan ulkopuolisesti tapahtuva
esikdsittely on edellytyksend erittdin tehokkaalle p.o. lisid-
annosimmunoinnille, (2) ainoastaan p.o.-immunointi sai aikaan
mukosaalisia IgA-antitoksiinitiittereitd, ja (3) laajaa suojaa
saadaan aikaan ainocastaan annettaessa riittdvii p.o.-annostuksia
kohottamaan mukosaalisten IgA-tiittereiden muodostumisen vihin-
tdd8n 4-kertaiseksi. Immunointi ristisidoksisella repkotteella
tdtd tapaa kdyttden aiheutti ndiden molempien komponenttitoksii-
nien mukosaalisten IgA-antitoksiinitiittereiden suuruusluokan
kasvamisen. Ihonalainen reitti (s.c.) Jja aluma-apuaine osoittau-

tuivat olevan yhtd tehokkaita immunoinnissa.

Tdssd kappaleessa (III C) esitettyjen tutkimusten lisidyksityis-—
kohtia on 1ldydettdvissd julkaisusta Klipstein et al., Infect.
Immun,, 40:924-929 (1983), Jjonka sisdltd tdten liitetiin ohei-

seen hakemukseen viitteellsi.

D. Synteettiselld ST:114 suoritettu immunointi rotissa ja

janiksissi

Edelld esitetyt tulokset (osa III C) saatiin rotissa i.p. immu-
nointeja kdyttden, mitd seurasivat p.o. lisdannokset. Seuraa-
vassa esitetyt tulokset saatiin sekd rotissa, ettd jidniksissi
kdytettdessd suun kautta tapahtuvaa antamista sekd primddriin etti

lisdannoksella suoritettuihin immunointeihin.

Jdljempédnd esitetyt tulokset osoittavat, ettd suun kautta tapah-
tuva immunointi on yhtd tehokasta, kuin i.p. reittii tapahtuva-
kin. Lisdksi havaitaan, ettd rokote ei aiheuttanut ripulia

missddn eldimessd p.o. reittid annettaessa, eikid se aiheuttanut

nesteen erittymistid tiputettuna jdniksen ligatoituihin suolisil-
mukoihin.
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Rottakokeet

(i) i.p./p.o0. immunointi

Rotat saivat primddrin immunoinnin 200 AU:1lla (antigeeniyksikdl-
13, katso Materiaalit ja menetelmdt, osa IV D) rokotteessa,
joka annettiin i.p. Freund:in tdydellisen apuaineen (FCA)
kanssa, mitd seurasi kulloinkin kaksi 1000 AU:n lisdannosta.
Tdmd annostus valittiin, koska sen on osoitettu (osa C; edelld)
olevan pienin mahdollinen md&drd, joka on valttdmdtdn merkitti-
vidn suojan (P pienempi kuin 0,00l1l) aikaansaamiseksi niiti elid-
vien kantojen uhkia vastaan, jotka kannat tuottavat jompaa
kumpaa toksiinimuotoa. T&md immunointi sai aikaan 4-kertaisen
kasvun seerumissa, ja vdhintddn 6-kertaisen kasvun rokotteen
kummankin toksiinikomponentin mukosaalisten antitoksiinitiitte-
reiden muodostumisessa (taulukko 6, jdljempdnd), ja se tuotti
suojakertoimen (PI) arvoksi 3,4 LT:n aiheuttamaa uhkaa vastaan,

ja 4,0 ST:n aiheuttamaa uhkaa vastaan (kuva 15).

Taulukko 6
Antitoksiiniresponssi ja suojauksen aste immunoiduissa rotissa
Tmmunointi- 8%:n antitoksiini ST:n antitoksiini PI
reitti Seerumi Mukosaali Seerumi  Mukosaali vs LT vs ST
i.p./p.o. 4 6 4 7 3,4 4,0

@arvot ovat tiitterin geometristen keskiarvojen kddnteislukujen

kasvuja, immunoituja eldimiid kontrollielidimiin verrattaessa.

bPI = suojaindeksi.

(ii) Muita immunointiyrityksii

Muiden ruuansulatuskanavan ulkopuolisten reittien, apuaineiden

ja p.o. jakamisjdrjestelmien tehokkuuden selvittdmiseksi, kul-
loinkin neljdn rotan muodostamille lisdryhmille annettiin primdi-
ri immunointi rokotteen 400 AU:1la ihonalaisesti (s.c.), alumaa
apuaineena kdyttden, Jja joka oli valmistettu tavalla, joka on
aikaisemmin esitetty julkaisussa Lflipstein et al., Infect.
Immun., 37:1086-1092 (198217; tdtd seurasivat kaksi p.o. lis&-

annosta, joista kumpikin oli 1000 AU:n suuruinen, ja jotka annet-
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tiin joko 2 tuntia p.o. simetidiinin j&dlkeen tai pH-riippuvaisten
mikropisaroiden muodossa, ilman simetidiini-esikdsittelyd.

Kun uhkaaminen suoritettiin LT /ST -kannalla Tx 452, niin
kummallakin n&distd vaihtoehtoisista immunointitavoista saatiin
sama merkittdvidsti (P pienempi kuin O0,001) pienentynyt eritty-
misaste, kuin mikd saatiin k&yttd&mdlld FCA:ta i.p. reittii,

mitd seurasivat simetidiinin j&lkeen annetut p.o. lisdannokset.

Na&md tulokset on esitetty taulukossa 7, seuraavassa.

Taulukko 7

Rokotteen vaihtoehtoisten reittien, apuaineiden ja jakamisjir-

jestelmien tehokkuus rotissa

Primddrinen Lisdannos Suoja
Reitti/Apuaine Reitti/Sucja vs LT—/ST+a
i.p./FCA p.o./simetidiini 79 + 2
s.c./aluma p.o./simetidiini 71 + 2
s.c./aluma p.o./mikropisarat 67 + 2

aKeskiarvo + keskiarvon standardipoikkeama, alentunut eritys
prosentteina immunciduissa eldimissid, verrattuna vastaavan uhan
alaisiin immunoimattomiin vertailueldimiin. 50 % suuremmat
arvot edustavat merkitt&vad (P pienempi kuin 0,001l) eroa

kahden ryhmdn v&dlillsi.

Jadniskokeet

(i) i.m./p.o. immunointi

Nelj&dlle jédnikselle annettiin primdidri immunointi 500 AU:1la
rokotteessa, joka annettiin lihakseen (i.m., FCA:n kanssa,
mitd seurasi kaksi kulloinkin 1000 AU:n suuruista p.o. lisdan-
nosta. Té&md sai aikaan 5-kertaisen lisdidntymisen rokotteen
kummankin komponentin aiheuttaman seerumin, ja 4-kertaisen 1li-
sddntymisen mukosaalisten antitoksiinitiittereiden muodostumi-
sessa. PI-arvot olivat suurempia kuin 9 sekid LT:n ettd

ST:n uhkaa vastaan. N&md tiedot on esitetty kuvassa 16, seki

seuraavassa taulukossa 8.
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Taulukko 8
Antitoksiiniresponssi ja suojausaste immunoiduissa rotissa
Immunoinnin B®:n antitoksiini ST:n antitoksiini PI
reitti Seerumi Mukosaali Seerumi Mukosaali vs LT vs ST
i.m.%/p.o. 5 4 6 4 9,3 10,0
p.o./p.o. 3 5 ' 2 4 8,6 8,1

@arvot ovat tiitterin geometristen keskiarvojen kddnteislukujen

kasvuja, immunoituja eldimid kontrollieldimiin verrattaessa.
b . . .
PI = suojausindeksi.

i.m. = lihaksen sisdinen.

(ii) p.o./p.o. immunointi

Neljdlle janikselle annettiin immunointi 1000 AU:1lla rokottees-
sa, jota annettiin p.o. kolmeen otteeseen. Tamid sai aikaan 4-
kertaisen kasvun mukosaalisten, mutta ei seerumin, antitoksii-
nitiittereiden muodostumisessa, Jja aiheutti vahvan suojan, PI-
arvojen ollessa yli 8, kummankin toksiinimuodon aiheuttamaa

uhkaa vastaan. N&md tulokset on myds esitetty edelld olevassa

taulukossa 8.

Rokotteen toksisuus

Aikaisemmat tulokset (osa III C) ovat osoittaneet, ettd rokot-
teessa olevan ST-komponentin toksisuus on pienentynyt 0,15

%:iin vaimentamattoman toksiinin toksisuudesta. 1000 AU:n roko-
teannos sisdltdisi tdten vaimentamattoman ST:n 1,7 mikrogrammaa
vastaavan ekvivalenttimddrdn (0,15 % kertaa 50 % ST~komponentin
2,2 milligrammasta). Tdmdn rokoteannoksen toksisuus, sekd suu-
rempien vaimentamattomien ST-mddrien toksisuus arvioitiin immu-
noimattomissa eldimissd. (i) Kahdeksalle jdnikselle ja 20
rotalle p.o. annetut 1000 AU:n rokoteannokset eivdt tuottaneet
mitddn negatiivisia vaikutuksia, kuten ripulia, ja tdmdn rokote-
annoksen tiputtaminen kahden jdniksen neljddn ligatoituun suoli-
silmukkaan ei tuottanut minkdidnlaista nestereaktiota. (ii) vai-

mentamattoman ST:n 250 mikrogramman p.o. antaminen kahdelle
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jdnikselle ja rotalle ei aiheuttanut ripulia. Vaimentamattoman
ST:n 25 mikrogramman tiputtaminen ei aiheuttanut mink&&nlais-

ta nesteen erittymistd nelijdn jd@niksen ligatoiduissa suolisilmu-
koissa; 50 mikrogramman annos vaadittiin tuottamaan positiivi-
seksi neste:pituussuhteeksi 1,1 + 0,3 (keskiarvo + standardi-

poikkeama}) .

Edelld olevan tutkimuksen tulokset osoittivat tdmdn keksinndn
mukaisesta synteettisestd ST:std valmistetulla rokotteella
suoritettujen immunointien tehokkuuden kokeellisessa eldin-
mallissa, eli jdniksissd, seka lisdksi rotissa. Molemmissa
eldinmalleissa saavutettu suoja osoitettiin ligatoitua suoli-
silmukkatekniikkaa kdyttden. Tdmdn tekniikan soveltuvuus sel-
laisissa olosuhteissa suoritettuun suocjaamiseen, joissa oloissa
koko ehyen suoliston pintaan E.coli:n enterotoksiiniset kannat
ovat akuutisti muodostaneet pesdkkeitd, on osoitettu LT:114d
immunoiduilla rotilla /Klipstein et al., Infect. Immun.,
28:163-170 (1980)/.

Primddrisen, ruuansulatuskanavan ulkopuolisen immunoinnin jal-
keen annettu sama rokoteannos (1000 AU) p.o. johti huomatta-
vasti voimakkaampaan suojauksen asteeseen, kuin mitd PI-arvot
osoittivat, sekd jdniksissd ettd rotissa. T&amd ero voi osittain
johtua jédniksiin annettujen immunointien pitemmistid vdleisti

(14 vuorokautta, vastaava aika rotilla oli 4 vuorokautta),

sekd toksiiniuhan herkkyyden eroista. Se osoittaa myds toden-
ndkdisesti sen, ettd janikset reagoivat helpommin rokotteella
suoritettuun immunointiin kuin rotat. T&md annos oli se pienim-
mdksi todettu annos, joka vaadittiin merkittdvdn suojan aikaan-
saamiseksi rotissa eldvid enterotoksigeenisia kantoja vastaan

{(osa C, supra).

Se seikka, ettd tdmd annostus oli my®&s tehokas voimakkaan suojan
aikaansaamisessa suuremmissakin koe-eldimissd, osoittaa rokot-
teen hyddyllisyyttd eldintaloudessa sekd ihmisissd. T&mi on

ndhtdvissd myds Svennerholmin et al. havainnoista, joissa
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todettiin, ettd koleratoksiinin B-alayksikdn 500 mikrogramman
immunointiannostus p.o. on riittdvad aiheuttamaan merkittivii
suoliston IgA-antitoksiinin responssia vapaaehtoisissa ihmi-
sissid kokeiltuna /Lancet, 1:305-308 (1982)/.

Edelli esitetyn tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd pelkidstdin
synteettiselld ST-B-rokotteella jd&niksissd p.o. suoritettu im-

munointi johti samaan voimakkaaseen suojan asteeseen, kuin mik&
saavutettiin p.o. lisdannosimmunoinneilla, joita seurasi ruuan-

sulatuskanavan ulkopuolinen primddrinen immunointi.

Tadssd kappaleessa (III D) esitettyjen tutkimusten lisdyksityis-
kohtia on ldydettdvissd julkaisusta Klipstein et al., Infect.
Immun., 40:888-893 (1983), jonka sisdltd liitetdidn oheiseen

tekstiin viittauksella.

E. Yleisreaktiivisuus Klebsiella - ST-enterotoksiinilla

Lastentarhalapsien joukossa, esiintyvdn ripuliepidemian aiheutta-
jaksi on todettu Klebsiella pneumoniae. Useiden Klebsiella-
kantojen enterotoksigeenisyys on todettu soluttomilla viljely-—
suodoksilla suoritetuilla kokeilla jidniksen suolisilmukassa,
Yl-lisdmunuaissolussa tai kiinanhamsterin munarauhaskudoksen
viljelykokeilla l&mp&labiilia toksiinia (LT) kdytettdessd, sekd
imevdn hiiren kokeessa, edelld, li&mpOstabiilia toksiinia (ST)
kdytettdessd. Ndissd kokeissa tunnistettuja Klebsiellan LT-

ja ST-enterotoksiineja ei ole puhdistettu, ja niiden sekd E.coli:n

tuottamien samankaltaisten toksiinien vdlisiid eroja ei tunneta.

Julkaisussa Klipstein et al., J. Infect.Dis., 42:838-841 (1983)
viitataan Klebsiella-ST-toksiinia puhdistettaessa sen ilmeiseen
homogeenisyyteen, ja immunologisen samankaltaisuutensa puolesta
E.coli:n ST:hen. Tadmidn julkaisun sisdltd liitetdidn oheiseen
hakemukseen viittauksella.

Luonnolliset enterotoksiinit saatiin Klebsiella-kannoista TS 9

(serotyyppi 19), ne eristettiin puertoricolaisen trooppista
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rasvaripulia sairastavan potilaan ohutsuolesta, jonka viljely-
suodoksien o0li jo aikaisemmin osoitettu tuottavan positiivisen
responssin imevdn hiiren kokeessa, Jja niitd saatiin myds E.coli:n
kannasta 18 D (042:H47), joka on ainoastaan ST:td tuottava

kanta, joka eristettiin akuuttia ripulia sairastavan lapsen
ulosteesta. Toksiinit puhdistettiin menetelmdlld, joka on
esitetty julkaisussa Staples et al., J. Biol. Chem., 255:4716-
4721 (1980), ihmisestd perdisin olevan E.coli-kannan 18 D ST:n

puhdistamiseksi.

Puhdistukseen kdytettyjen kolmen kromatografisen perdkkdisen
erotustoimenpiteen jdlkeen tuloksena oleva toksiini oli puhdis-
tunut l48-kertaiseksi alunperin saatuun materiaaliin verrattuna,
ja puhdistetulla materiaalilla suoritettu ohutkerroskromatografia
antoi ainoastaan yhden vyOhykkeen. Puhdistettu Klebsiella-ST
oli E.coli-ST:n kanssa yhtd tehokasta imevdn hiiren kokeessa,
tdssd@ kokeessa esiintyvien kokeellisten vaihtelujen puitteissa.
Lisdksi Klebsiella-ST:n kdsittely 5 x lO_4 molaarisella ditio-
treitolilla 60 minuutin ajan tuhosi sen eritysaktiivisuuden
imevdn hiiren kokeessa, mikd tapahtui my&s E.coli-ST:11d. Edel-
18 olevassa kappaleessa III A, jadljempdnd olevassa kappaleessa
IV A ja julkaisussa Klipstein et al., Infect. Immun. 39:117-121
(1983) esitettyd kaksoiskerros-ELISA-tekniikkaa kayttden
Klebsiella~ST:n antigeenisyys todettiin olevan 69 %. E.coli-

ST:n antigeenisyydestéi.

E.coli-ST:n ja Klebsiella-ST:n vdlisistd funktionaalisista yhti-
ldisyyksistd johtuen oli mielenkiintoista todeta, tarjoaisiko
E.coli-ST:t& vastaan tehokas rokote myds suojan Klebsiella-ST:tid
vastaan. Ndissd immunoinneissa kdytettiin edelld kappaleessa
IIT D kuvattua rokotetta, joka sisidlsi E.coli-LT:n B-alayksikon
ja synteettisen ST:n vdlistd konjugaattia.

150-175 gramman painoisille Sprague-Dawley-rotille annettiin
primddri immunointi rokotteella, joka sisdlsi 200 antigeeniyksik-

k6d sekd ST:td ettd LT:n B-alayksikkdd vatsaontelon sisdisesti,
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Frend:in tdydellisen apuaineen kanssa. T&atd seurasivat neljdn
vuorokauden vdlein kaksi suun kautta annettua lisdannosimmu-
nointia kulloinkin 1000 antigeeniyksiko6lld, jotka ang?ttiin
kaksi tuntia suun kautta annetun simedeiinin (TAGAMEfBﬂ saatava-
na lihteestd Smith Kline and French Laboratories, Carolina,
Puerto Rico) jdlkeen, jonka simedeiinin annostus oli 50 milli-
grammaa ruumiin painokiloa kohden vatsanesteiden erittymisen

poistamiseksi.

Neljdstd kuuteen vuorokautta lopullisten lisdannoksilla suori-
tettujen immunointien Jjdlkeen immunoimattomat ja immunoidut
rotat altistettiin ST-toksiinin uhalle tiputtamalla t&dtéa
toksiinia 18 tunnin ajan ligatoituihin suolisilmukoihin, kuten
edelld olevassa kappaleessa III D, kappaleessa IV D sekd jul-
kaisussa Klipstein et al., Infect. Immun., 40:888-893 (1983) on
esitetty. Kunkin pdivan neste-erityksen arvo (esitetty keski-
arvona + keskiarvon standardipoikkeama) saatiin neljdn tai
viiden immunoidun rotan ja viiden vertailurotan uhan avulla.
Suojaindeksi (PI) mddritettiin jakamalla se immunoiduissa eldi-
missd oleva toksiiniannostus, joka tuotti saman erittymisen kuin
50 %:sesti tehokas annos (EDSO) immunoimattomissa rotissa, immu-

noimattomien eldinten arvolla.

Tdmdn mddrityksen tulokset on esitetty graafisesti kuvassa 18,
jossa immunoiduissa rotissa E.coli:n ST:113 aikaansaadun uhan
tiedot ovat samat kuin ne, jotka on esitetty kuvassa 15 olevien
kdyrien alaosassa, kun taas Klebsiella-ST:11% aikaansaatuun

uhkaan viittaavat tiedot ovat tdssid tutkimuksessa tuotettuja.
Kuten voidaan n&hdd, suojaindeksi PI E.coli:n ST:n aiheuttamaa
uhkaa vastaan oli 4,0, kun taas PI Klebsiella-ST:n aiheuttamaa
uhkaa vastaan oli 2,6. Kuvan 18 k#yrissi esitetyt tulokset osoit-
tavat, ettd tdmdn keksinndn mukaista konjugoitua synteettisti
ST:td sisdltédvd rokote aikaansaa my&s jonkinlaista suojaa

Klebsiella pneumoniae-bakteerin tuottamaa ST-enterotoksiinia
vastaan.
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IV. Materiaalit ja menetelmdt monomeeriselle ST:lle
Osa A

Enterotoksiinin tuotanto

Tissd sekd kussakin seuraavassa kirjaimella varustetussa kappa-
leessa kdytetyn synteettisen ST:n tdydellinen synteesimenetelmid

ja puhdistaminen on esitetty yksityiskohtaisesti osassa II.

Biologinen ST puhdistettiin homogeeniseksi kannan 18D viljely-—
suodoksesta Staples:in et al., supra, esittidmien menetelmien
muunnoksella /Klipstein et al., Infect. Immun., 37:550-557 (1982)/.
Toksiinim&drat perustuivat niiden proteiinipitoisuuteen, joka
mddritettiin menetelmidllsd, joka on esitetty julkaisuséa Lowry

et al., J.Biol.Chem., 193:265-275 (1951).

Erittdmistehon koe

Asteittaisten toksiiniannostusten kyky aiheuttaa eritystd tes-—
tattiin imevdn hiiren kokeella ja rotan ligatoidun suolisilmukan
kokeella, julkaistua menetelmdid kdyttden L@iannella, Infect.
Immun., 14:95-99 (1976) ja Klipstein et al., Infecf. Immun.,
34:637-639 (198ll7. Imevdn hiiren kokeessa yksi hiiriyksikkd
(MU) m8&dritellddn sind toksiinimddr&dnd, joka tuottaa suolisto:

ruumiin painosuhteeksi vdhintdan O,083.

Hyperimmuunin antiseerumin tuotanto

Hyperimmuunia antiseerumia muodostui vuohiin ja j&niksiin biolo-
gisen ST:n aiheuttamana, kuten aiemmin on esitetty Lﬁlipstein

et al., Infect.Immun., 37:550-557 (1982)/. Synteettistd ST:td
kytkettiin porsaan immunoglobuliiniin G (PIG) sekoittamalla
ST:td PIG:iin moolisuhteessa 100:1, k&dyttden l-etyyli-3-(3-
dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidin ja koko konjugaattiproteii-
nin viliseni painosuhteena arvoa 2:1, O,l-molaarisessa fosfaat-
tipuskurissa, pH 7,0, 18 tunnin ajan, 4°C:ssa. Tami konjugaatti
sisdlsi 47 paino-% ST:td ja 73 mooli-% ST:td. Konjugoitu ST
sdilytti 73 % antigeenisyydestddn, mikd mddritettiin entsyymiin
sidotun immunosorbentin kokeella (ELISA), biologista ST:ta
vastaan muodostunutta vuohen ja jdniksen hyperimmuunia antisee-

rumia kdyttden, aikaisemmin esitetylld kaksoiskerrostekniikalla
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/Klipstein et al., Infect.Immun., 37:550-557(1982)/. Konjugaat-
ti sisdlsi tdten 343 antigeeniyksikkséd (laskettu kertomalla
lisndolevan ST:n painoprosenttiosuus antigeenisyytensi prosent-
tisuudella) proteiinimilligrammaa kohden. Eldimet immunoitiin
lihaksen sisdisesti Freund:in tdydelliselld apuaineella (FCA)
primddrissd immunoinnissa, ja lisdannoksilla suoritetussa immu-
noinnissa Freund:in epdtdydelliselld apuaineella, jota annettiin
kuukausi myShemmin. Vuohet saivat 1100, sitten 2300 ST-antigee-
niyksikksd, ja jdnikset saivat 300, sitten 500 ST-antigeeni-

vksikkod.

Rottien immunointi ja uhalle alistaminen

Emostaan vieroitetut Sprague-Dawley-rotat immunoitiin synteetti-
selld ST-PIG-konjugaatilla, vatsakalvon sisdiselld primddrillid
immunoinnilla, 350 ST-antigeeniyksikk®&d kdyttden, jotka annettiin
vhdessd Freund:in tdydellisen apuaineen kanssa, mitd seurasivat
neljdn vuorokauden vdlein kaksi suun kautta annettua lisdannos-
ten immunointia, Jjotka kummatkin lisdannokset sisdlsivat 700
ST-antigeenivksikkdd, jotka annettiin kaksi tuntia suun kautta
annetun simetidiiniannoksen jdlkeen, mitd simetidiinid&@ annettiin
vatsan happoisuuden poistamiseksi. Viisi vuorokautta viimeis-—
ten lisdannosten j&dlkeen ne alistettiin uhalle tiputtamalla 18
tunnin ajan ainoaan ligatoituun suolisilmukkaan pitoisuuksia,
jotka immunoimattomissa rotissa saavat aikaan suurimman mahdol-
lisen erityksen: 5 nanogrammaa joko synteettistd tai biologista
ST:td, sekd 0,1 millilitraa kasvatusviljelmdd, joka sisdlsi 109
eldvdd, ST:td tuottavan, ihmisestd perdisin olevan E.coli:n
kannan Tx 453 (078:H12) organismia millilitrassa. Viisi immu-
noimatonta ja kolme immunoitua rottaa uvhattiin kullakin koe-
materiaalilla. Arvot on ilmoitettu keskiarvoina + keskiarvon
standardipoikkeama, erityksen alenemisprosentteina immunoiduissa
rotissa, verrattuna vastaaviin immunoimattomien kontrollirottien
arvoihin; kussakin tapauksessa enemmdn kuin 50 % alentunut eri-
tys tarkoittaa merkittdvdd eroa (P pienempi kuin 0,001) noiden
kahden ryhmah vdlilld, mikd mddritettiin Student:in t-testill&

kahdelle riippumattomalle keskiarvolle.
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Antitoksiiniresponssi immunoinnille

Uhan hetkelld seerumi- ja mukosaalinesteet kdsiteltiin, kuten
aikaisemmin on esitetty /Klipstein et al., Infect. Immun., 37:
1086-1092 (1982)/, ja ne testattiin kaksoiskerros-ELISA-teknii-
kalla, jossa synteettisen ST:n aiheuttamaa vuohen hyperimmuunia
antiseerumia kdytettiin kiintednd faasina, ja synteettistid ST:td
kaytettiin antigeenina. Klipstein et al., Infect. Immun.,
37:1086-1092 (1982) on todennut, ettd samalla tavalla immunoi-
duissa rotissa voidaan havaita ainoastaan immunoglobuliinin G
(IgG) seerumin antitoksiinia sekd@ immunoglobuliinin A (Iga)-
luokan mukosaalista antitoksiinia; t&ten synteettisen ST:n
antitoksiini arvioitiin vain ndille kahdelle immunoglobuliiniluo-
kalle, jdniksen anti-rotta-IgG:t3d kdyttden yhdeésa vuohen anti-
jdnis-antiseerumin kanssa, jotka oli konjugoitu alkaliseen fos-
fataasiin seerumindytteitd varten, sekd vuohen anti-rotta-eritys-
IgA:ta yhdessd jidniksen anti-vuohi-anti-seerumin kanssa, Jjotka
oli konjugoitu alkaliseen fosfataasiin (Miles Research Laborato-
ries, Elkhart, Indiana) mukosaalisia ndytteitd varten. Esitetyt
arvot on saatu geometrisen keskiarvon tiitterillid 9 immunoidussa

ja 5 immunoimattomassa vertailurotassa.

Osa B

Enterotoksiinivalmisteet

Puhdistettua holotoksiinia valmistettiin menetelmillid, joka on
esitetty julkaisussa Clements and Finkelstein, Infect. Immun.,
24:760-769 (1979), E.coli:n kannasta 711 (FlLT), joka on trans-
formoitu K-12-johdannainen, joka kantaa porsaan kannasta P307
perdisin olevan Ent-plasmidin LT-geenid (-geenejid). B-alayksikkd
erotettiin LT-holotoksiinista kromatografisilla menetelmillsd,
jotka on esitetty julkaisussa Clements et al., Infect. Immun.,
29:91-97 (1980). LT-toksiinin ja sen B-alayksik®dn homogeenisyys
todettiin polyakryyliamidilla suoritetulla geelielektroforee-
silla, kuten on esitetty edelld mainitussa Clements:in ja

Finkelstein:in julkaisussa.
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Ihmisen E.coli-kantaa 18D (042:H47) kasvattamalla saatua biolo-
gista ST:td puhdistettiin menetelmilld, jotka on esitetty edel-
13 mainitussa Staples:in et al. julkaisussa, kuitenkin sellais-
ta muunnelmaa kdyttden, ettd lopullinen homogeeniseksi puhdis-
taminen saavutettiin eluoimalla ohutkerroskromatografisesti,
kuten on esitetty julkaisussa Klipstein et al., Infect. Immun.,
37:550-557 (1982). Synteettistd ST:td, Jjoka koostuu siitid
samasta 18 aminohapon jdrjestyksestd, minkd Chan et al., supra,
esittivdt puhtaalle, kantaa 18D kasvattamalla saadulle ST:lle,
valmistettiin Beckman:in peptidisyntetisaattorin mallia 990 B
(Beckman Instruments Co., Irvine, CA) kdyttden menetelmilld,
jotka on esitetty osassa II. Synteettisen toksiinin osoitettiin
olevan jokseenkin identtistd viljelymenetelmdlli saadun (biolo-
gisen) toksiinin kanssa, erittdmistehokkuuden suhteen imevin
hiiren kokeessa, sekd antigeenisyyden suhteen, mik3 middritet-
tiin entsyymisidotun immunoadsorbentin kokeella (ELISA) sekd
eritysaktiivisuuden seroneutraloitumisella imevdn hiiren kokees-
sa, kdyttden joko synteettisen tai biologisen toksiinin aiheut-
tamaa hyperimmuunia antiseerumia, kuten edelld olevassa osassa
III on esitetty.

Kdytetyn toksiinin painona ilmoitettu m&ddrd perustui proteiini-
pitoisuuksiin, jotka mddritettiin Lowry:n et al., supra, mene-
telmdlld. Mooliekvivalentit laskettiin LT:1le julkaistusta
molekyylipainon arvcista 91 450 daltonia Clements et al., Infect.
Immun., 29:91-97 (1980), polymeeriselle 5 B-alayksikdlle jul-
kaistusta arvosta 57 400 Gill et al., Infect. Immun., 33:677-

682 (1981), sekd ST:1lle Staples:in et al., supra, julkaisemasta

arvosta 1972 daltonia.

ST:n merkitseminen radioaktiivisella jodilla

Synteettinen ST merkittiin radioaktiivisella jodilla kloramiini- -
T-menetelm&dlld, joka on esitetty julkaisussa Hunter, Proc. oc.
Exp. Biol. Med., 133:989-992 (1970) kdyttden toimenpiteitd,

jotka aikaisemmin on esitetty puhtaalle biologiselle ST:lle

julkaisussa Klipstein et al., Infect.Immun., 37:550-557 (1982).
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Radiomerkitty toksiini sisdlsi 3 x lO5 tuiketta minuutissa
sekd 71 hiiriyksikk®d mikrogrammassa (verrattuna merkitsemdttd-—
mdn toksiinin 175 hiiriyksikkddn mikrogrammassa), mikd midri-
tettiin imevdn hiiren kokeella, jossa yksi hiirivksikkd on
madritelty siksi m3drdksi, joka tuottaa suoliston paino:ruumiin

paino-suhteeksi vdhintddn arvon 0,083.

Konjugointi

ST konjugoitiin joko LT:hen tai B-alayksikk®ddn lisddmills 1-
etyyli-3-(3-dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidid (EDAC) (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO) toksiinien seokseen, jotka olivat
0,1 molaarisessa fosfaattipuskurissa, pH 7,0, 18 tunnin ajan
4°C:ssa. Tamén jdlkeen konjugaatti dialysoitiin huolellisesti
vettd vastaan 48 tunnin ajan 4OC:ssa, kdyttden molekyylipainon
cut-off-arvoltaan 12 000 olevia dialyysipusseja, jotka piddtti-
vat kaiken LT:n (tai B-alayksik®on) sekd konjugoidun ST:n mutta
eividt konjugoimatonta ST:td tai EDAC:ia. Toistetut mddritykset
osoittivat, ettd joko pelkdn LT:n tai B-alayksikon dialyysit
vettd vastaan johtivat 10 % tappioon saostumisesta johtuen.
Tdten konjugoidun ST:n mddrd perustui siihen dialyysiaineessa
ldsndolevan Lowry-proteiinin vdh8iseen kasvuun, mikd ylitti

90 % alunperin lisdtyn joko LT:n tai B-alayksikdn miiristd.
Konjugoidun, radioaktiivisella jodilla merkityn ST:n midri var-
mistettiin vertaamalla lopullisten konjugaattien radioaktiivi-
suutta alunperin lis&dtyn ST:n radiocaktiivisuuteen, mitk&d m&&ri-
tettiin automaattisella gammalaskurilla, jota myyddin tavara-

merkkind PRIA§§>PGD Packard Instrument Co., Downers Grove, IL.

Konjugaatin ominaisuudet

Mikdli toisin ei mainita, niin kunkin konjugaatin pitoisuus
asetettiin vastaamaan 100 %:a kutakin toksiinia, jotka oli
testattu sellaisilla kokeilla, joissa konjugoitujen toksiinien
ominaisuuksia verrattiin vaimentamattomien toksiinien ominai-
suuksiin. LT-toksisuutta verrattiin kokeiltaessa pelkdn LT:n
sekd konjugoidussa muodossa olevan LT:n peridttiisid 2-kertaisia
laimennoksia Yl-lisdmunuaissolun kokeessa Sack et al., Infect.

Immun., 11:334-336 (1975). ST:n toksisuutta verrattiin
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mddrittdmdlld pelkdn synteettisen ST:n tai konjugoidussa
muodossa olevan ST:n perdkkdisten laimennosten pienin tehokas
midrd imevdn hiiren kokeessa Klipstein et al., Infect. Immun.,
37:550-557 (1982).

Antigeenisyys mddritettiin ELISA:n avulla. Tdssd kdytettiin
joko kolera-LT:n tai sen B-alayksik®dn monospesifistd vuohen
hyperimmuunia antiseerumia LElements et al., Infect. Immun.,
29:91-97 (1980l7 jadniksen anti-vuohi-antiseerumin kanssa, jotka
oli konjugoitu alkaliseen fosfataasiin (Miles Research Laborato-
ries, Elkhart, Ind.). Kuten aikaisemmin on esitetty lglipstein
et al., Infect. Immun., 37:550-557 (1982L7, vuohissa ja janik-
sissd puhdasta biologista ST:td vastaan muodostunutta hyper-
immuunia antiseerumia k&8ytettiin ST:1le kaksoiskerrosmenetelmids-
sd, jdniksen anti-vuohi-antiseerumin kanssa, joka oli konjugoitu
alkaliseen fosfataasiin; konjugaattien arvoja verrattiin syn-
teettisen ST:n arvoihin t&dssd kokeessa. Lihtdarvona kdytettiin
10 milligrammaa, Jja konjugaateista sekd vastaavasta toksiinista
tehtiin perdttdiset 2-kertaiset laimennokset. Sitid pitoisuutta,
jossa n&diden valmisteiden absorbanssi aallonpituudella 410
nanometrid oli 0,600, kdytettiin verrattaessa konjugoidun ja

vaimentamattoman toksiinimuodon antigeenisyyksii.

Immunointitoimenpiteet

Rotille annettiin primd8ri immunointi vatsakalvon sisdisesti

(i.p.), Freund:in tdydellistd apuainetta kidyttden, mitd seurasi
kaksi suun kautta annettua (p.o.) lisdannosta 4 vuorokauden v&li-
ajoin. Suun kautta annettavat immunoinnnit tehtiin vatsaan

johtavan putken avulla, kaksi tuntia simetidiinin p.o. antami-
sen jdlkeen (simetidiinid myyd&dn tavaramerkkinid TAGAMET-,
Smith Kline and French Laboratories, Carolina, Puerto Rico), ja
sen annostus oli 50 milligrammaa/ruumiin painokiloa kohti,

jotta vatsan eritystoiminta saatiin poistetuksi.

Uhkatoimenpiteet

Rotat altistettiin uhalle 1 viikon kuluttua viimeisten lisid-

annosten jdlkeen tiputtamalla testattavaa materiaalia vhteen
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10 senttimetrin mittaiseen ligatoituun etdissuolisilmukkaan

18 tunnin ajan, kuten aikaisemmin on esitetty Lflipstein et al.,
Infect. Immun., 31:144-140 (1981l) ja 32:1100-1104 (l981l7.
Aikaisemmissa tutkimuksissa on saatu selvitettyid tidssi koe-
jarjestelmdssd saatavan merkittdvdn suojan ja sen merkittdvin
suojan, joka on saatu, kun suolistokontaminaatio uhkaa immu-—
noitujen rottien vaurioitumatonta suolistoa, vdlinen korrelaa-
tio /Klipstein et al., Infect. Immun., 28:163-170 (1980)7/.
Uhkaavina annoksina kdytettiin niitd, jotka saivat aikaan suu-
rimman mahdollisen erityksen immunoimattomissa eldimiss&:

0,5 nanogrammaa LT:t&d, 5 nanogrammaa joko synteettistd tai bio-
logista ST:td ja O,1 millilitraa bakteerikasvatuksen alustaa,

9 11'/ST -kannan PB-258 (015:H7), LT /ST'-kannan
H-10407 (078:H1l1), ja LT_/ST+—kannan Tx 452 (078:H12) elavia

organismia millilitraa kohden.

joka sisdlsi 10

Kunakin pdivand saatu arvo mddritettiin 3-5 immunoidusta rotas-
ta, Jja esitetyt arvot ovat immunoitujen rottien erityksen alene-
misasteen keskiarvoja + keskiarvon standardipoikkeama (SEM),
verrattuna 5:n vastaavasti uhatun immunoimattoman rotan arvoi-
hin. 50 % pienentynyt eritys oli merkitt#vi kullekin uhkaavalle
materiaalille, P-arvon ollessa vihemmin kuin 0,001, mik3d midri-
tettiin Student:in t-testilld kahdelle riippumattomalle keski-
arvolle.

Antitoksiiniresponssi

Rokotteessa olevan synteettisen ST:ﬁ sekd B-alayksik&n muodosta-
mien komponenttien seerumin ja mukosaalisen antitoksiinitiitte-
rin arvot middritettiin immunoitujen rottien seerumi- ja muko-
saalihuuhteluista ELISA:1la, kidyvttden tekniikkaa, joka on esi-
tetty aikaisemmissa tutkimuksissa, jotka osoittivat, ettd rot-
tien , jotka oli immunoitu LT:11& ruuansulatuskanavan ulkopuoli-
sesti/suun kautta tapahtuvalla immunoinnilla, antitoksiini-
responssi rajoittuu siihen responssiin, joka liittyy seerumin
IgG:hen ja mukosaaliseen IgA:han Lflipstein et al., Infect.
Immun., 37:1086-1092 (198217. Tdstd syystd ainoastaan nédiden
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immunoglobuliiniluokkien antitoksiinit testattiin tdssd tutki-
muksessa. B-alayksik®n antitoksiinille B-alayksikk$d kdytet-
tiin kiinte&dnd faasina; synteettisen ST:n alayksikdlle vuohessa
kehittynyttd, synteettisen ST:n herdttdmidid hyperimmuunia anti-
seerumia kdytettiin kiintednd faasina ja synteettistd ST:téa
kdytettiin antigeenina kaksoiskerrostekniikassa. Seerumindyt-
teisiin lisdttiin jdniksen anti-rotta-IgG:td ja vuohen anti-
jdnis-~antiseerumia, jotka oli konjugoitu alkaliseen fosfataa-
siin; mukosaalisissa huuhteluissa kdytettiin wvuohen anti-rotta-
eritys-IgA:ta ja jdniksen anti-vuohi-antiseerumia, konjugoitui-
na alkaliseen fosfataasiin (Miles Research Laboratories, Elkhart,
Ind.). Esitetyt arvot ovat viiden immunoidun rotan ndytteistd
saadun deometrisen keskiarvotiitterin kddnteislukujen kasvuja
verrattuna viiden immunoimattoman vertailurotan vastaaviin
arvoihin. Antitoksiinitiittereiden arvot vertailueldimissi
olivat 1:2 joko ST:t& tai B-alayksikk®dd vastaan kaikissa ndyt-

teissd, paitsi ettd seerumitiitteri ST:td vastaan oli 1:4.

Osa C

Rokotteen valmistaminen

Puhdistettua LT-holotoksiinia valmistettiin E.coli:n kannasta
711 (FILT), joka on transformoitu K-12-johdannainen, ja joka kan-
taa porsaan kannasta P307 perdisin olevan Ent-plasmidin LT-
geenid (-geenejdj, ja se erotettiin alayksik®ikseen kromatogra-
fisilla menetelmilld, kuten edellid kappaleessa B on esitetty.
LT-holotoksiinin ja sen B-alayvksikdn homogeenisyys varmistettiin
polyakryyliamidilla suoritetulla geelielektroforeesilla, kuten
kappaleessa B on esitetty. Synteettistid ST:td, joka kidsittii
sen saman 18 aminohapon rakenteen, jonka Chan et al., supra,
edelld ovat esittdneet puhtaalle ST:1le, jota oli saatu puh-
distamalla kannan 18D viljelmistd, valmistettiin, kuten edelli

olevassa osassa II on esitetty.

Kaytettyjen toksiinien m&&drdt perustuivat niiden proteiinipi-
toisuuksiin, jotka mddritettiin edelld mainitulla Lowry:n et al.

menetelmdlld; niiden mooliekvivalentit laskettiin julkaisuista
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molekyylipainojen arvoista, joka viiden B-alayksikdn polymeeri-
selle muodolle oli 57 400 daltonia ja 1972 daltonia ST:lle,

kuten edelld olevassa osassa B on esitetty.

ST konjugoitiin B-alayksikkddn lisddmdlls l-etyyli-3-(3-dimetyy-
liaminopropyyli)karbodi-imidid& (Sigma Chemical Co., St. Louis,
MO), karbodi-imidin ja koko proteiinin painosuhteen ollessa
1,5:1, toksiinien vaihtelevien moolisuhteiden seokseen, joka oli
0,1 M fosfaattipuskurissa, pH 7,0, 18 tunnin ajan 4OC:ssa;

tdmdn jdlkeen konjugaatti dialysoitiin tdydellisesti vettd vas-
taan, Jjonka jdlkeen sitd kdsiteltiin, kuten aikaisemmin edelld

olevassa kappaleessa B on esitetty.

Rokotteen ominaisuudet

Rokotteen komponenttitoksiinien antigeenisyys madritettiin
entsyymisidotun immunosorbentin kokeella (ELISA), kuten edelld
osassa B on esitetty. B-alayksik&lle kdytettiin ihmisen LT:n
B-alayksikdn monospesifistd vuohen hyperimmuunia antiseerumia,
jdniksen anti-vuohi-antiseerumin kanssa, kytkettynd alkaliseen
fosfataasiin (Miles Research Laboratories, Elkhart. Ind.).
ST:1lle kdytettiin vuohissa ja jdniksissd synteettisen ST:n herdt-
tamdd hyperimmuunia antiseerumia (osa IV, A, edelli) kaksois-
kerrosmenetelmédssd, jadniksen anti-vuohi-antiseerumin kanssa,
konjugoituna alkaliseen fosfataasiin. Konjugaateista ja vastaa-
vista toksiineista valmistettiin per&dkkiiset 2-kertaiset laimen-
nokset, lihtdmiirin ollessa 10 mikrogrammaa. Niitd pitoisuuk-
sia, joissa konjugaatin ja toksiinin absorbanssi aallonpituu-
della 410 nanometrid oli 0,600, verrattiin, ja konjugaatin arvo
ilmoitettiin prosentteina vaimentamattoman toksiinin arvosta.
Prosentteina ilmoitettu antigeenisyys 1000:1la kerrottuna antoi

rokotteessa olevien antigeeniyksikdiden mddrdn milligrammaa
kohden.

Rokotteen jddnndstoksisuus mddritettiin vertaamalla ST:n arvoija
rokotteen (i) siihen pienimp&in tehokkaaseen annostukseen imevin

hiiren kokeessa, jossa yksi hiiriyksikk® on md&ritelty siksi
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madrdksi, joka tuottaa suoliston paino:ruumiin painosuhteeksi

vdhintddn arvon 0,083, ja (ii) ED_..~arvoon (annostus, joka

50
saa aikaan puolet suurimmasta mahdollisesta erityksestd)

immunoimattomien rottien ligatoiduissa suolisilmukoissa.

ST:n konjugointi

Niissd tapauksissa, joissa rotat immunoitiin pelkdstddn synteet-
tiselld ST:11&, toksiini oli kytketty porsaan immunoglobulii-
niin G (PIG), toksiinin ja PIG:in moolisuhteen ollessa 100:1,

ja karbodi-imidin sekd koko konjugaattiproteiinin painosuhteen
ollessa 1l:1. T&md konjugaatti sisdlsi 46 paino-% ST:t3d ja siinid

oli 470 ST-antigeeniyksikkdd milligrammassa.

Immunointitoimenpiteet

Mikdli toisin ei mainita, rotille annettiin primddri immunointi
vatsakalvon sisdisesti (i.p.), Freund:in tdydellistid apuainetta
kdyttden, mitd seurasivat kaksi suun kautta annettua (p.o.)
lisdannosta 4 vuorokauden vdlein. Suun kautta annettu immunointi
suoritettiin vatsaan johtavan letkun avulla, kaksi tuntia sime-
tidiinin (myyd&d&n tavaramerkkinid TAGAMET, Smith Kline and

French Laboratories, Carolina, Puerto Rico) p.o. antamisen
jdlkeen, Jjonka annostus oli 50 milligrammaa ruumiin painokiloa

kohden, vatsaerityksen poistamiseksi.

Uhkaamistoimenpiteet

Rotat alistettiin uhalle 4-6 vuorokautta viimeisten lisdannos-
ten jdlkeen, tiputtamalla yhteen, 10 senttimetrin mittaiseen,
etdissuolen ligatoituun silmukkaan 18 tunnin ajan 0,1 millilit-
raa sellaista kasvatusalustaa, joka sisdlsi lO9 eldvdd organis-
mia millilitrassa. Kunkin pdivdn arvo saatiin 3-5 immunoidusta
rotasta, ja esitetyt arvot ovat erittymisen alenemisprosenttien
keskiarvoja + keskiarvon standardipoikkeama immunoiduissa ro-
tissa, verrattuna viiden, samalla organismilla uhatun immunoi-
mattoman rotan vastaaviin arvoihin. Y1i 50 % alentunut eritys
tarkoittaa voimakasta suojausta, koska se kussakin tapauksessa

oli merkittdvd, P-arvon ollessa alle 0,001, miki miidritettiin
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Student:in t-testill& kahdelle riippumattomalle keskiarvolle.

Antitoksiiniresponssi

Seerumin ja mukosaalisen antitoksiinin tiittereiden arvot md&-
ritettiin ELISA-~tekniikalla, kuten edelld osassa B on esitetty.
B-alayksikdn antitoksiinille B-alayksikkodd kdytettiin kiintednd
faasina; ST:n antitoksiinille kdytettiin kiintednd faasina
synteettisen ST:n aikaansaamaa vuohen hyperimmuunia antiseerumia,
ja synteettistd ST:td kdytettiin antigeenina kaksoiskerrosteknii-
kassa. Koska aikaisemmat tutkimukset ovat osoittaneet, etta
i.p./p.o.—-tavalla suoritettu immunointi LT:118 tai aikaan
ainoastaan seerumin IgG:n ja mukosaalisen IgA:n antitoksiini-
tiitterit Lflipstein et al., Infect. Immun., 37:1086-1092
(1982l7, niin vain ndiden immunoglobuliiniluokkien antitoksii-
nit arvioitiin. Seerumindytteisiin lis&ttiin jdniksen anti-
rotta-IgG:td ja wvuohen anti-jdnis-antiseerumia, konjugoituina
alkaliseen fosfataasiin; mukosaalisissa huuhteluissa kdytettiin
vuohen anti-rotta-eritys-IgA:ta ja jdniksen anti-vuohi-antisee-
rumia, konjugoituina alkaliseen fosfataasiin (Miles Research
Laboratories, Elkhart, Ind.). Esitetyt arvot ovat 5 immunoidus-
ta rotasta saadun geometrisen keskiarvotiitterin kd&nteisluvun

kasvuja viiden immunoimattoman vertailurotan vastaaviin arvoihin

verrattuna.

Osa D

Rokotteen valmistaminen

Puhdistettua LT-holotoksiinia valmistettiin E.coli:n kannasta
711 (FILT), joka on transformoitu K-12-johdannainen, joka kantaa
porsaan kannasta P307 perédisin olevan Ent-plasmidin LT-geenid
(-geenejd), ja se erotettiin alayksikéikseen kromatografisilla
menetelmillsd, kuten edelld olevassa osassa B on esitetty. LT-
holotoksiinin sekd sen B-alayksikdén homogeenisyys varmennettiin
samoin polyakryyliamidilla suoritetulla geelielektroforeesilla,
kuten osassa B on esitetty. Synteettinen ST kdsitti sen saman
18 aminohapon primdirisen rakenteen, kuin Chan:in et al., supra,

kuvaama polypeptidikin, ja se sisdlsi kolme molekyylin sisiistd



104

kystiinin disulfidisidosta. T&md synteettinen ST oli siti ma-
teriaalia, jonka spesifinen valmistaminen on esitetty edelld
kappaleessa II. Kaytetty konjugointimenetelm&d oli sama, kuin
edelld olevassa osassa III C esitettykin, paitsi ettd synteetti-

sen ST:n ja B-alayksik®n moolisuhde oli 70:1.

Rokotteen ominaisuudet

Rokotteen ominaisuudet mddritettiin kuten osassa III C on esi-
tetty. Niitd pitoisuuksia, joissa rokotteen ja vaimentamattomien
ST:n sekd B-alayksikdn absorbanssiksi aallonpituudella 410 nano-
metrid saatiin 0,600, verrattiin ja rokotteen kummankin kompo-
nentin arvo ilmoitettiin prosentteina siitd arvosta, Jjoka

saatiin saman toksiinin vaimentamattomalla muodolla. Prosent-
tinen antigeenisyys 1000:11la kerrottuna antoi antigeeniyksikoi- -
den arvon (AU) rokotemilligrammaa kohden. Kaytetty rokote sisdl-
si 450 AU:ta kumpaakin toksiinikomponenttia proteiinimilligram-
maa kohden, ja ne immunointiannostukset, joita kuvattiin 1000
AU:1la, sisdlsivdt kummankin toksiinikomponentin t&mdn antigeeni-

syysmadran 2,2 milligrammassa rokotetta.

Immunointitoimenpiteet

Mikdli toisin ei mainita, rotille annettiin primddri immunointi
vatsakalvon sisdisesti (i.p.), Freund:in tdydellistd apuainetta
(FCA) kdyttden, mitd neljd vuorokautta mydhemmin seurasi kaksi
p.o. lisdannosta, jotka annettiin neljdn vuorokauden vilein.
Suun kautta tapahtuva immunointi annettiin vatsaan viedyn let-
kun avulla, kaksi tuntia simetidiinin (myydddn tavaramerkkind
TAGAMEfBﬂ Smith Kline and French Laboratories, Carolina, Puerto
Rico) p.o. antamisen jdlkeen, sen annoksen ollessa 50 mg ruumiin
painokiloa kohden, vatsan erityksen poistamiseksi. Mikro-
pisaramuodossa p.o. annettuna 1000 AU:ta rokotetta oli kapseloitu
tunnettua tekniikkaa kdyttden, hydroksipropyyli-metyyliselluloo-
saftalaatin (Compound HP-50, Sinetsu Chemical, Tokyo, Japan)

toimiessa pH-herkkdnd peitteend.

Jdniksille annettiin primd&ri immunointi joko lihaksen sisdi-

sesti (i.m.) FCA:ta kdyttden, tai p.o.-reittid vatsaan johdetun
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letkun avulla; kahden viikon kuluttua t&dtd seurasi kaksi
p.o. lisdannosta, jotka annettiin kahden viikon vidlein. Kaik-
kia p.o.-reittid suoritettuja immunointeja edelsi 2 tuntia ai-

kaisemmin simetidiinin 30 mg:n i.m. injektoinnit.

Antitoksiiniresponssi

Uhan aikana uhattujen silmukoiden seerumi- ja mukosaalihuuhtelut
jatkok&dsiteltiin /Klipstein et al., Infect. Immun., 37:1086-
1092 (1982)/, ja antitoksiinitiitterit m#&ritettiin ELISA:lla,
kdyttden edelld osassa B esitettyjd tunnettuja menetelmii.
B-alayksikdn antitoksiinin kiintednd faasina kdytettiin B-ala-
yksikkdd; ST:n antitoksiinille kiintednid faasina kdytettiin syn-
teettisen ST:n herdtt&mdd vuohen hyperimmuunia antiseerumia, ja
synteettistd ST:td kdytettiin antigeenina kaksoiskerrosteknii-
kassa. Koska aikaisemmat tutkimukset, Jjoissa kdytettiin LT:td
antigeenina, ovat osoittaneet, ettd immunointi i.p./p.o.-tavalla
tuottaa vain seerumin immunoglobuliini G:n (IgG) ja mukosaalisen
IgA:n antitoksiinitiittereitd /Klipstein et al., Infect. Immun.,
37:1086-1092 (1982l7, niin ainoastaan ndiden immunoglobuliini-
luokkien antitoksiinit arvioitiin. Esitetyt arvot ovat viidesti
tai useammasta hiirestd saadun geometrisen keskiarvotiitterin
kdanteisluvun kasvuja viidestid immunoimattomasta vertailuhiires-
td saatuun arvoon verrattuna, lukuunottamatta jinisseerumeita,
joissa samasta eldimestd saatuja, immunointia edeltdviid ja

immunoinnin jdlkeisid ndytteitd verrattiin.

Uhkaamistoimenpiteet

Immunoidut eldimet altistettiin uhalle neljistid seitsemdin wvuo-
rokautta viimeisen lisdannoksella suoritetun immunoinnin j&1-
keen, tiputtamalla joko ST:n tai LT:n asteittaisia annoksia
ligatoituun suolisilmukkaan 18 tunnin ajan, kuten aikaisemmin
on esitetty Klipstein et al., Infect. Immun., 31:144-150 (1981);
Sack, Infect.Immun., 8:641-648 (1973L7. Toksiini tiputettiin
0,5 millilitrassa tavallista suolaliuosta kunkin rotan yhteen
silmukkaan, sekd 1,0 millilitrassa Tryptikaasi-soija-kasvatus-
alustaa (BBL Microbiology Systems, Cockeysville, MD) jopa 1O

silmukkaan kussakin j&niksessd. Neste-eritykselle kunakin
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pdivini esitetyt arvot ovat keskiarvoja + keskiarvon standardi-
poikkeama (SEM), Jjotka on saatu kolmesta viiteen vertailurotas-
ta ja immunoidusta rotasta, sekd kuuden vertailujdniksen sil-
mukoista ja neljidstd kussakin immunointiryhmdssd olevasta jénik-
sestd. Suojaindeksi PI mddritettiin jakamalla se immunoiduissa
eldimissd oleva toksiinimddrd, joka sal aikaan saman erityksen
kuin 50 % tehokas annos (EDSO) immunoimattomissa el&dimissa,

immunoimattomien eldimien vastaavalla arvolla.

Rotat altistettiin myd6s sille uhalle, jonka sai aikaan O,1
9 LT_/ST+—kannan
Tx 451 (078:H12) eldvdd organismia millilitraa kohden. Tulokset

millilitra kasvatusliuosta, joka sisdlsi 10O

on esitetty erityksen pienenemisprosentin keskiarvona + SEM
immunoiduissa rotissa verrattuna viiden samalla tavalla uhatun,
immunoimattoman vertailueldimen vastaaviin arvoihin. Immunoidun
ja vertailuryhmdn erityksen tilastollinen eroavuus mddritettiin

Student:in t-testilld kahdelle riippumattomalle keskiarvolle.

V. Multimeerisen ST:n kayttd

Edelld esitetylld tavalla valmistetut multimeeriset ST-molekyylit
liitettiin kantajamolekyyliin md&rityksissd, Jjotka my®ds suori-
tettiin em. Frederick A. Klipstein:in johdolla. N&iden m&dri-

tysten tulokset on esitetty edelli.

A. Rokotteet, jotka sisdltdvdt monomeerisia ja multimeerisia

ST-molekyylejd

Kolme rokotetta valmistettiin. Ensimmdinen sisdlsi monomee-
rista synteettistd ST:td (johon joskus seuraavassa viitataan
M-ST:114), toinen sisdlsi pdd-loppupdd-tyylistd multimeerista
dimeeri-ST:td, johon joskus viitataan ST/ST:1134, kun taas kolmas
rokote sisdlsi polymeerista ST:td, Jjonka toistuvat yksik&t

on sidottu toisiinsa molekyylin sisdisilld, polypeptidien vdli-
51118 kystiinin disulfidisidoksilla, ja johon joskus viitataan
P-8T:11d8. Kunkin edelld mainitun materiaalin synteesi on esi-
tetty edelli olevassa osassa II. Kukin ST-molekyyleistd oli
sidottu E.coli:n l&mpdlabiilin toksiinin (LT) B-alayksikkdén,

kuten j&dljempdnid kappaleessa VI A esitetidin.
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Synteettisten ST-valmisteiden ominaisuudet

Testattaessa edelld esitettyd ELISA-tekniikkaa kdyttden, ja
kdyttden M-ST-konjugaatin hyperimmuunia antiseerumia, niin
konjugoimattoman ST/ST:n antigeenisyys oli 3,5-kertaa suurempi
ja konjugoimattoman P-ST:n antigeenisyys oli 1l5-kertaa suurem-
pi kuin konjugoimattoman M-ST:n antigeenisyys. N&issd mddri-
tyksissd saatujen antigeenisyyksien tulokset on esitetty kuvan

19 k&yrissa.

Kun kunkin ST-valmisteen asteittaisia mdirid testattiin imevin
hiiren kokeessa, supra, niin yhden hiiriyksikon arvo M-ST:lle
oli 5,7 nanogrammaa, 45 nanogrammaa ST/ST:1lle ja 18,2 nanogram-

maa P-ST:1lle. T&ten vapaalla ST/ST:114 oli 1,3 % M-ST:n eritys-

X

tehosta, kun taas P-ST:118 oli 31 % M-ST:n eritystehosta.

Konjugointi B-alayksikodn kanssa

Kukin kolmesta synteettisestd ST-valmisteesta liitettiin risti-
sidoksin LT-B-alayksikk&on kdyttden vaihtelevia ST:n ja B-ala-
vksikdén valisid alkuperdisid moolisuhteita. N&din valmistettu-
jen konjugaattien antigeenisyydet on esitetty kuvan 20 kolmessa
kdyrdssd, toksiinin painoprosenttisuuden funktiona, sekd kon-
jugaatissa olevien kahden toksiinin alkuperdisen moolisuhteen
funktiona. On ymmdrrettidvid, ettid toksiinin "ristisitominen"
kantajaan on eri asia kuin polypeptidin "ristisitoutuminen"

polypeptidien v&dlisilld kystiinin disulfidisidoksilla.

ST:n ja B-alayksikodn yhtd suuret paino-osuudet sisdltdvid konju-—
gaatteja saatiin reaktioista, joissa ST:n ja B-alayksikdn viali-

nen alkuperdinen moolisuhde M-ST:1lle oli 45:1 ja ST/ST:1lle 40:1.
Riittdvdn suuria P-ST:n ja B-alayksik®n v&lisid suhteita ei

kdytetty tdllaisen konjugaatin saamiseksi.

Ristisitomisreaktio ei vaikuttanut toksiinien antigeenisyy-
teen, Jjoten M-ST--B-alayksikk®-konjugaatissa, joka sisidlsi
kummankin toksiinikomponentin yhtd suuret paino-osuudet, oli
kumpaakin komponenttia 500 antigeeniyksikk&id. Toisin kuin

hyperantigeenisten ST-valmisteiden (ST/ST ja P-ST) konjugaatit,
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joissa oli suurinpiirtein yhtdsuuret osuudet kunkin toksiini-
komponentin antigeeniyksikditd, jotka konjugaatit sisdlsivit

ainoastaan 25 paino-% ST/ST:td ja 9 paino-% P-ST:t&.

Koska B-alayksik®n paino-osuus muuttui kddntden suuremmaksi
kuin vdhentyneen ST:n paino, niin B-antigeeniyksikdiden m3irid
oli suurimmillaan niissd konjugaateissa, jotka sisilsivit
pienimmdn ST-mddrdn. Niistd konjugaateista, jotka sisidlsivit
yhtdsuuret osuudet kunkin toksiinikomponentin antigeeniyksi-
koitda, M-ST-rokotteessa o0li 500 antigeeniyksikk6d milligrammas-
sa, ST/ST-rokote kdsitti 725 antigeemiyksikkdid milligrammassa,
ja P-ST-rokotteessa oli 900 antigeeniyksikk&d milligrammassa

kutakin toksiinikomponenttia.

Kahdesta multimeerisestd ST-operaatiosta valmistettujen rokot-
teiden jd&nndstoksisuus oli lO-kertaa vihemmin kuin M-ST:114
valmistetun rokotteen toksisuus. T&amd johtui pdidasiassa siiti,

ettd ndmd rokotteet sisdlsivdt pienempiid ST-miirii.

Vaikka multimeeriset ST-valmisteet alunperin olivatkin v&hemmin
toksisia kuin M-ST, niin niiden toksisuudet vaimenivat my&s
vdhemmdn voimakkaasti ristisitovan konjugointireaktion vaiku-
tuksesta. T&dten kunkin ST-valmisteen toksisuutta verrattiin
sen alkuperdiseen arvoon; ristisitova reaktio pienensi M-ST:n
toksisuutta 727-kertaa pienemmdksi, P-ST:113 pieneneminen oli
256-kertainen ja ST/ST:n toksisuus pieneni vain 44-kertaiseksi.
Ndiden rokotteiden lukuisia ominaisuuksia on esitetty seuraa-
vassa taulukossa 9.
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Taulukko 9

B-alayksikk®d ja erilaisia synteettisid ST-valmisteita

kdyttdamdlld saadun ristisidoksellisten rokotteiden ominai-

suuksia
Konjugointi- Rokote 1000 AU:ta rokotetta

reaktio paino-2¢  AU/mgd Mirs Toksd
ST Molaari- ST B ST B vace st ST

nenP
ST:B

M-ST 45:1 (0,5) 52 48 510 500 2,00 1040 900
ST/ST 20:1 (0,7) 25 75 849 737 1,38 345 97
P-sT 10:1 (0,9) 9 91 1300 917 1,11 100 108

aKonjugaatissa olevat ST-valmisteet. M-ST = monomeerinen syn-
teettinen ST; ST/ST = pdd-loppupdid-tyylinen dimeerinen synteet-
tinen ST-multimeeri; ja P-8T = polymeerinen ST, Jjoka kdsittdd

polypeptidien vdlisid kystiinin disulfidisidoksia.

bST—valmisteen ja B-alayksikO6n vdlinen alkuperdinen moolisuhde.

Suluissa olevat numerot osoittavat glutaraldehydin ja koko

proteiinin vdlisen painosuhteen reaktiossa.

“Kunkin toksiinin suhteelliset paino-osuudet kussakin konjugaa-

tissa.

d . Ca . . 1 ees sese s e 174
Kunkin toksiinin antigeeniyksik®&iden m#&dri milligrammassa

rokotekonjugaattia.

e . . vereore . . .
Se rokotekonjugaatin mddri milligrammoina, josta saadaan 1000

AU:ta kutakin toksiinikomponenttia.

f v . . < s
Se ST-mddrd mikrogrammoina, joka sisdltyy 1000 AU:ta kutakin

toksiinia saatavaan rokotekonjugaattiin.

dVaimentamattoman ST:n eritystehon ekvivalenttimddrd nanogram-
moina, md&ritettynd imevdn hiiren kokeessa rokotekonjugaatilla,

joka sisdltd3d 1000 AU:ta kutakin toksiinia.
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Rottien immunointi ST--B-alavksikkO-rokotteilla

Rottaryhmdt immunoitiin kahdella rokotteella: (i) M-ST risti-
sidottiin B-alayksikk&dn, niiden alkuperdisen moolisuhteen olles-
sa 70:1, karbodi-imidireaktiolla, kuten edelld on esitetty,

sek3d kuten osassa IV B on esitetty, sellaisen konjugaatin tuot-
tamiseksi, Jjoka sisdlsi 5lpaino-% M-ST:td ja 49 paino-% B-
alavyksikksd, ja jossa kumpaakin toksiinikomponenttia oli 450
antigeeniyksikkod milligrammassa; ja (ii) P-ST ristisidottiin
B-alayksikkddn, niiden védlisen alkuperdisen moolisuhteen ollessa
10:1, glutaraldehydireaktiolla (esitetty osassa VI A), sellai-
sen konjugaatin tuottamiseksi, joka sisdlsi 9 paino-% P-ST:té&

ja 91 paino-% B-alayksikkdd, ja joka sisdlsi 1300 M-ST:n seki
917 B-alayksikdn antigeeniyksikkdd milligrammassa. Kdytetyt
annostukset perustuivat M-ST:n antigeenivksik&iden mddr&dn
milligrammassa kutakin rokotetta. Kaikille rotille annettiin
ruuansulatuskanavan ulkopuolinen primddrinen immunointi 200 MST-
antigeeniyksikdlld sekd vaihtelevia annostuksia suun kautta
tapahtuvia (p.o.) lisdannosimmunointeja siten, ettd p.o. koko-

naisannostukset vaihtelivat 500 ja 3000 M-ST-antigeeniyksikdn
vdlilla.

M-ST- ja P-ST-konjugaatteja sisdltdvien rokotteiden aiheuttamat
responssit olivat identtiset, kun koko p.o. immunoinnin koko-
naismddri ilmoitettiin M-ST:n antigeeniyksikkdéind, kuten kuvaa
21 A tarkastelemalla voidaan todeta. Kokonais-p.o.-immunointei-
na ilmaistuna, kukin rokote sai aikaan samankaltaisen, annokses-
ta riippuvan kasvun mukosaalisessa IgA M-ST:n antitoksiinin
responssissa, sekd samanlainen suojan aste eldvii E.coli:n

LT-/ST+—kantoja vastaan todettiin.

Kuitenkin ero oli huomattava, kun p.o. annetut annostukset ilmoi-
tettiin annetun ST:n painomddrddn perustuen. Tidten kuvan 21 B
tarkastelu osoittaa, ettd P-ST oli selvdsti tehokkaampaa; eli

se konjugoidun P-ST:n p.o.-annostus, joka tarvittiin tuottamaan
50 % pienentynyt eritys uhan alaisissa rotissa, oli 70 mikro-

grammaa, joka on 15 kertaa vihemmdn kuin se konjugoidun M-ST:n
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1050 mikrogramman m&drd, joka vaaditaan saman tuloksen aikaan-

saamiseen.

Edelld esitetyt mainitut taulukossa 9 ja kuvassa 21 esitetyt
tulokset havainnollistavat lukuisia t&mé&n keksinndn piirteitd.
Ensinndkin kummankin multimeerisen ST-valmisteen painoa kohden
mi3dritetty antigeenisyys o0li parempi kuin monomeerisen ST:n.
Lisidksi molemmat valmisteet ilmensivdt alentunutta toksisuutta
imevidn hiiren kokeessa vapaina molekyyleind ollessaan, sekd
LT:n B-alayksikdn kanssa muodostuneina konjugaatteina. Erittdin
antigeenisesta P-ST-valmisteesta saatiin rokote, jonka antigee-
ninen teho oli suurempi, mutta jonka toksisuus oli jokseenkin
identtinen ST/ST:std valmistettuun rokotteeseen verrattuna.
P-ST--B-alayksikdn muodostaman rokotteen molempien toksiini-
komponenttien (ST ja B-alayvksikkd®) antigeeninen teho oli l&hes
kaksinkertainen, mutta sen ST:n jdd@nndstoksisuus oli vain noin
vksi kymmenesosa M-ST--B-alayksikon muodostaman rokotteen
vastaaviin arvoihin verrattuna. Edelleen se P-ST:n mddrd (380
mikrogrammaa), joka tarvittiin tuottamaan kumpaakin toksiini-
komponenttia 1000 antigeeniyksikk6d sisdltdvd rokote, oli noin
neljdsosa siitd M-ST:n mddrdstd (1490 mikrogrammaa), joka tar-

vittiin vastaavan rokotteen valmistamiseen.

On my&ds tdrkedtd huomauttaa, ettd multimeeristen ST-valmisteiden
ELISA-tekniikalla mddritetty antigeenisyys korreloi immunogeeni-
syytensd kanssa, mikd@ immunogeenisyys mddritettiin niiden kyvylld
tuottaa antitoksiiniresponssi, sekd aikaansaada suoja uhkaa
vastaan immunoiduissa koe-eld@imissd. Koska konjugaateissa olevan
ST:n antigeenisyys on seki mainitussa konjugaatissa olevan ST:n
osuuden, ettd sen asteen funktio, jossa asteessa sen antigeeni-
syvttd uvhrattiin ristisitovassa konjugointireaktiossa, niin kon-
jugaattiannoksen ilmoittamisella painoon perustuen ei saada
merkityksellistd tietoa, mik&li antigeenisyyttd ei olla suoraan
mitattu. Kun ST:n antigeenisyys on mddritetty konjugaatin suo-
ralla kokeella ELISA-tekniikka kdyttden, ja ilmoitettu antigeeni-

yksik&issd, niin t&11l6in joko B-alayksikkddn tai immunologisesti
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epdspesifiseen proteiinikantajaan konjugoidulla M-ST:118 suori-
tettu immunointi tuottaa mukosaalisten antitoksiinitasojen
annoksesta riippuvan responssin, sekd annoksesta riippuvaisen
suojan asteen eldvien, toksiinia tuottavien kantojen uhkaa

vastaan Klipstein et al., Infect. Immun., 40:924-929 (1983).

Edelleen edelld olevat havainnot osoittavat, ettd joko M-8T-

tai P-ST-rokotteella suoritettu immunointi sai aikaan identtisen
responssin, kun annostukset oli ilmoitettu M-ST:n antigeeni-
vksikOissd. N&m& havainnot vahvistivat my&s antigeenisyyden

ja immunogeenisyyden vdlisen korrelaation siten, ettd P-ST oli

15 kertaa antigeenisempi kuin M-ST, ELISA:1la mddritettynid,

sekd painoon ndhden 15 kertaa immunogeenisempi kuin M-ST immunoi-

duissa rotissa.

Edelld esitettyihin tutkimuksiin liittyi my6s kaksi sellaista
modifikaatiota, joita aikaisemmin julkaistuissa raporteissa ei

ole esitetty. Ensimmdinen on se, ettd B-alayksikk® saatiin
suoraan E.coli:n kannasta K-12, jota oli muokattu yhdistelm&d-
geenitekniikalla tuottamaan ainocastaan ihmisen B-alayksikkdd,

eli tdtd alayksikkdd ei saatu porsaan LT-holotoksiinista hajot-
tamistoimenpiteilld, kuten aikaisemmin on tehty. Toinen modifi-
kaatio oli se, ettd ristisitovana reagenssina toimiva glutaralde-

hydi korvasi karbodi-imidin.

Glutaraldehydilld suoritetulla kytkemisellid on lukuisia etuja
karbodi-imidikytkentdihin verrattuna. Ensinndkin se saa aikaan
ST:n tehokkaan ristisitoutumisen B-alayksikkddn vaikuttamatta
kummankaan toksiinin antigeenisyyteen. Toiseksi se tuottaa

ST:n tehokkaamman kytkeytymisen B-alayksikk®dn, joten ST:n ja
B-alayksikdn yht&dsuuret antigeeniset osuudet sisidltdvii rokot-—
teita voidaan saada aikaan kdyttdm&dlld ST:n ja B-alayksikdn vi-
lisid pienempid alkuperdisid moolisuhteita, jolloin rokotteen
valmistamiseen tarvittavan ST:n md3drd alenece merkittivisti.
Kolmanneksi p#in vastoin kuin karbodi-imidien kohdalla, olemassa

on huomattavaa kokemusta, joka osoittaa glutaraldehydikonjugaat-
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tien antamisen ihmisille turvalliseksi. /Katso, Cockroft et
al., J. Allerg. Clin. Immunol., 60:56-62 (1977); Levine et al.,
Infect. Immun., 21:158-162 (1978); ja Relyveld, Prog. Clin. Biol.

Res., 47:51-76 (1980).7

B. Muita rokotteita, jotka sisdltdvat monomgerisia ja poly-

meerisia ST-molekyyleijd

Muita konjugaatteija, joita kaksi M-ST ja P-ST vedelld mainituis-
ta, kolmesta synteettisestd ST-valmisteesta muodostavat, valmis-—
tettiin LT:n B-alayksikdn kanssa. ST:n ja B-alayksik®én vdlisten
erilaisten alkuperdisten, monomeerisen synteettisen ST:n (M-ST)
molekyylipainoon perustuvien moolisuhteiden vaikutusta tutkit-
tiin, kuten my&6s erilaisia kytkemisreagensseja. Tdssid tutkimuk-
sessa kdytetyt kytkemisreagenssit olivat l-etyyli-3-(3-dimetyyli-
aminopropyyli)-karbodi-imidi (EDAC), dimetyyli-suberimidaatti
(DMS) ja glutaraldehydi (GA).

Joidenkin ndiden tutkimusten tuloksia on esitetty kuvan 22
kdyrissd, joko DMS:11d tai EDAC:1la kytketylle P-ST:1le. Tulok-
set, jotka on saatu GA:ta kdyttden, on esitetty kuvan 20 oikeassa
palstassa (palsta C). Kuten voidaan n&dhd&d, sekd DMS:114 ettd
GA:lla saadaan suurempia ST:n antigeenisyyksiid (antigeeniyksi-
k6itd milligrammassa), P-ST:n ja B-alayksikdn alhaisemmilla
alkuperdisilld moolisuhteilla, kuin mitd EDAC:t3d k&yttdmilli

saavutetaan. Tiettyjen konjugaattien tiedot on esitetty seuraa-

vassa taulukossa 10.
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Taulukko 10

B-alayksikdstd ja eri ST-valmisteista, erilaisilla kytkemis-

reagensseilla valmistettujen rokotteiden ominaisuuksia

Konjugointi- Rokote . 1000 AU:n rokote .
reaktio Molaarinen~ Paino-%" AU/mg-  MHHrs Tox -
ST®  Kytkija> ST:B ST B st B vact s¥  sr
M-ST EDAC(1,5) 70:1 51 49 492 467 2,20 1122 1276
P-ST EDAC(1,5) 30:1 36 64 651 687 1,51 540 332
M-ST DMS(1,0) 50:1 46 54 455 508 2,20 1012 770
P-ST - DMS (1,0) 10:1 12 88 1620 780 1,33 160 172
M-ST GA(O,5) 45:1 52 48 510 500 2,00 1040 900
P-ST GA(O,6) 30:1 30 70 4130 679 0,25 75 92

%onjugaateissa kdyvtetyt ST-valmisteet. M-ST = monOmeerinen syn-
teettinen ST; ja P-ST = polymeerinen ST, joka kdsittdd polypepti-
dien vdlisid kystiinin disulfidisidoksia.

Konjugaattien valmistuksessa kdytetyt kytkemisreagenssit.
EDAC = l—etyyli—3—(3—dimetyyliaminopropjyli)—karbodi—imidi;

DMS = dimetyyli-suberimidaatti; ja GA = glutaraldehydi. Suluissa
olevat arvot ilmoittavat kytkemisreaktion alustassa ldsndolevan

kytkemisreagenssin ja alkuperdisen kokonaisproteiinin v&dlisen
painosuhteen,

CsT-valmisteen ja B-alayksikdn vdlinen alkuperiinen moolisuhde.

Kussakin konjugaatissa olevan kunkin toksiinin suhteellinen
paino.

®Kunkin toksiinin antigeeniyksikdt (AU) rokotekonjugaatin milli-
grammaa kohden.

f . . e s iaq s . . .
Se rokotekonjugaatin mddrd milligrammoina, joka tarvitaan
tuottamaan 1000 AU:ta kutakin toksiinikomponenttia.

91000 AU:ta toksiinia tuottavaan rokotekonjugaattiin sisdltyva
ST:n painom&drd milligrammoina.
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hVaimentamattoman ST:n eritystehon ekvivalenttimddrd nanogram-—
moina sellaisessa rokotekonjugaatissa, joka sisdltdd 1000

AU:ta ST-toksiinia, imevdn hiiren kokeessa madritettynd.

Edelld esitetyt tiedot osoittavat polymeerisen synteettisen

ST:n (P-ST) ylivoimaisuuden monomeeriseen synteettiseen ST:hen
(M—-ST) verrattuna, painoon perustuen. T&mad ylivoimaisuus ei
vaikuta riippuvan kdytetystd kytkemisreagenssista, wvaikkakin

eri kytkemisreagensseilla tuntuu olevan jotakin vaikutusta.

Tdten vaikuttaa siltd, ettd glutaraldehydilld (GA) ja dimetyyli-
suberimidaatilla (DMS) saadaan aikaan parempia, sekd P-ST:n

ettd M-ST:n ja B—alayksikoén vadlisid konjugaatteja karbodi-imidiin
(EDAC) verrattuna.

Edelld oleviin tutkimuksiin liittyvid kokeellisia yksityiskohtia
on loydettdvissd j&dljempdnd kappaleessa VI B, jo edelli esi-

tettyjen tietojen lisdksi.

C. Konjugoimattoman polymeerisen ST:n immunogeenisyys

Kunkin edelld kuvatun ST-valmisteen on osoitettu olevan antigee-
ninen, ja kukin on madritelty siten, ettd niill3i on vihintdin

10 % natiivin, biologisen ST:n antigeenisyydestd painoon perus-
tuen. N&amd antigeenisyydet on havainnollistettu ELISA-mi&dri-
tyksin. Lisdksi edelld mainittujen ST-valmisteiden on osoitettu
olevan immunogeenisia sekd rotissa ettd janiksiss&d, kun valmis-
teet ovat olleet kytkettyind proteiinikantajaan, kuten LT:n
B-alayksikkddn tai porsaan immunoglobuliiniin G. Kuitenkin
sikdli kuin asiaa tunnetaan, monomeeriset ST (M~-ST)-valmisteet
ovat hapteenisia, eivadtkd ne ole immunogeenisia yksin ilman

kytkettyd kantajaa kdytettMessi.

Immunointi konjugaatin muotoisella ST:114, jossa konjugaatissa
kantajaproteiini ei ole aktiivista immunogeenia, on voimavarojen
tuhlausta, koska osa konjugaatista ei ole immunologisesti aktii-
vista. ST--B-alayksikdn muodostamien konjugaattien B-alayksikkd-—
osa on luonnollisestikin osittain immunogeeninen, ja se saa

vasta-aineiden tuotannon aikaan. Kuitenkaan holotoksiinin
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tai B-yksikOn riitt&vid mddrid ei ole helposti saatavilla
taloudellisesti kannattavan rokotteen aikaansaamiseksi, ja yh-
distelmdgeenitekniikan avulla tuotettaessa tamdnkaltaiset
kantajaproteiinin valmisteet saattavat my®s sis&dltdd epdtoivot-

tuja proteiiniepdpuhtauksia.

Tdstd syystd olisi erittdin edullista, mikdli tadysin synteetti-
nen immunogeeni voitaisiin valmistaa sellaista rokotetta varten,
jossa rokotteessa Jjokseenkin koko konjugaatti olisi immunologi-
sesti aktiivista. Johtuen korkeasta keskimd&dr&disestd molekyyli-
painostaan, liukoisuudestaan, antigeenisyydestddn sekd menes-
tyksellisestd kaytdstddn konjugaatin kytkettynd immunogeenina,
polymeerinen ST-valmiste P-ST, vaikuttaisi olevan tdllainen
immunologisesti aktiivinen kantaja sille synteettiselle poly-
peptidille, jonka aminohappojddnndsten jdrjestys vastaa LT:n
B-alayksikdn immunogeenistd sekd antigeenistd mddrdavidsd aluetta,
kuten sit#& edelld olevassa taulukossa 2 esitettyd jadrjestysta.
Tdstd johtuen suoritettujen immunogeenisyystutkimusten ensimmii-
sessd vaiheessa kdytettiin konjugoimatonta P-ST-valmistetta,
mitd seurasi tdllaisen P-ST--LT-B:n muodostaman polypeptidi-

konjugaatin tuottaminen.

Jdnikset immunoitiin konjugoimattomalla P-ST:114, mitd seurasi

kaksi P-ST:n lisdannosta. ELISA-mddritykset paljastivat, etti

ndist8d immunoinneista saatujen seerumeiden antigeenina toimivaa
synteettistd monomeerista ST:td (M-ST) vastaan vaikuttavien

tiittereiden arvot olivat korkeat.

Seerumin tiitteriarvo 1:2500 tuotti todellakin puolet M-ST-
antigeenin suurimmasta mahdollisesta kylldisyysasteesta. Saadut
tiitteriarvot ovat riittdvid osoittamaan, ettd kantajaa ei
tarvita immunoitaessa ja suojatessa konjugoimattoman P-ST:n
aiheuttamaa uhkaa vastaan. N&m& tiitteriarvot ovat myds riitti-
vid antamaan aihetta epdilld, ettd P-ST:td itsedidn voidaan
kdyttdd kantajana immunogeenisen, synteettisen LT:n B-alayksikkd-

polypeptidin konjugointiin tdysin synteettisen immunogeenin
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tuottamiseksi, joka immunogeeni on jokseenkin kokonaan immuno-
geenisesti aktiivista, ja Jjoka tuottaa suojan sekd ST:td ettd
LT:td tuottavia patogeeneja vastaan. Uskotaan, ettei M-ST, sa-
malla tavalla kuin ndissd tutkimuksissa annettuna, eli kanta-
jaan konjugoimatta, saa aikaan jokseenkaan minkddnlaisia anti-

ST:n vasta-aineita.

Ne menetelmdt, joilla ndm& tulokset on saatu, on esitetty

jdljempdnd kappaleessa VI C.

VI. Multimeerisen ST:n materiaalit ja menetelmit

A. Rokotteet, jotka sisdltdvdat M-ST-, ST/ST- ja P-ST-entero-

toksiinivalmisteita

Kolmea synteettisesti valmistettua ST-valmistetta kdytettiin.
Ndissd valmisteissa k&8ytetty monomeerinen synteettinen ST (M-ST)
on sitd materiaalia, Jjoka kdsittdd sen saman 18 aminohappojdidn-
n&sen jdrjestyksen, joka on kuvattu luonnolliselle, ihmisen

ST Ib:lle julkaisussa Chan et al., J. Biol. Chem., 256:7744-7746
(1981), jonka biologiset ja antigeeniset ominaisuudet ovat Jjok-
seenkin samat kuin natiivin ST:nkin. M-ST:n valmistaminen

ja ominaisuudet on esitetty edelld osissa II ja III. Kdadytetty
ST/ST-valmiste on 36 aminohappoa sisdltdvad polypeptidi, joka on
ihmisen ST Ib:n 18 aminohappojddnntksen pd&-loppupdd-tyyppinen
dimeeri, jonka valmistaminen esitettiin edelld osassa II. Poly-
meerinen ST (P-ST) on materiaalia, jonka lukuisat toistuvat ST-
yksikdt ovat sitoutuneet toisiinsa molekyylin sisdisin, poly-
peptidien v&lisin kystiinin disulfidisidoksin. Myds P-ST:n
valmistaminen on esitetty edelld olevassa kappaleessa II.
ST/ST- ja P-ST-valmisteet puhdistettiin ajamalla ne Sephadex
G-50-geelid sisdltdvan kromatografiakolonnin 1l&pi, lyofilisoi-

tiin, ja k&ytettiin ilman lisdpuhdistamista.

B-alayksikkd saatiin E.coli:n kannan pDF 87 viljelmistd, joka
kanta on transformoitu K-l12-johdannainen, joka kantaa ihmisen
E.coli:n kannan H 10407 B-alayksikdn plasmidia Lflement et al.,
Infect. Immun., 40:653-658 (1983L7, ja se puhdistettiin kroma-
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tografisin menetelmin, Jjotka on esitetty julkaisussa Clements
et al., Infect. Immun., 29:91-97 (1980). Kiytettyjen toksii-
nien mddrd perustui niiden proteiinipitoisuuteen, joka oli maa-
ritetty menetelmdllsd, joka on esitetty julkaisussa Lowry et al.,
J. Biol. Chem. 193:265-275 (1951); molaariset ekvivalentit
laskettiin natiivin B-alayksikon julkaistuista arvoista (57 400
daltonia viidelle polymeeriselle alayksikdlle) sekd natiivin
ST:n julkaistuista arvoista (1972 daltonia), kuten edelld sekd
seuraavissa julkaisuissa Gill et al., Infect. Immun. 33:677-682
(1981) ja Staples et al., J.Biol.Chem., 255:4716-4721 (1980)

on esitetty, vastaavasti.

Konjugointiolosuhteet

Kolme erilaista synteettistd ST-valmistetta ristisidottiin LT:n
B-alayksikkddn sekoittamalla nditd toksiineja vaihtelevissa alku-
perdisissd moolisuhteissa, I-luokan Sigma-glutaraldehydin (GA)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) l&dsndollessa. Toksiiniseok-
sen GA:n ja kokonaisproteiinin vdlistd suhdetta vaihdeltiin
‘kussakin reaktiossa siten, ettd GA:n ja B-alavksikdn vilistid
suhdetta pidettiin vakiona, moolisuhteena 700:1. Tamdn GA:n
pitoisuuden on todettu saavan aikaan tehokkaan ristisitoutumisen
B-alayksik®dn antigeenisyyden vaimentumatta. Kaksi tuntia kestd-
neen, huoneen limpdtilassa tapahtuneen reaktion jdlkeen konjugaa-
tit dialysoitiin tdvdellisesti TEAN-puskuria (Tris, EDTA, natrium-
atsidi, natriumkloridi) wvastaan 4OC:ssa, minkd jdlkeen ne k&a-
siteltiin kuten edelld sekd seuraavassa julkaisussa Klipstein

et at., J. Infect. Dis., 147:318-326 (1983) on esitetty.

Konjugaattien ominaisuudet

Synteettisten ST-valmisteiden, jotka olivat joko yksin tai kon-
jugoidussa muodossa, antigeenisyydet madritettiin kaksoiskerros-,
entsyymiin sidotun immunosorbentin kokeella (ELISA), kdyttden
vuohen ja jdniksen synteettisen M-ST:n hyperimmuuneja antisee-
rumeita, kuten on esitetty julkaisuissa Klipstein et al., J.
Infect. Dis., 147:318-326 (1983) ja Klipstein et al., Infect.
Immun., 39:117-121 (1983). Konjugaateissa olevan B-alavksikon

antigeenisyys mi&dritettiin ELISA-tekniikalla, ihmisen B-ala-
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yksikdiden herdttdmdd, vuohen hyperimmuunia antiseerumia kdyt-
tden. Konjugaatin kunkin toksiinikomponentin antigeenisyys on
ilmoitettu prosenttisuutena vastaavalla tavalla mddritetyn vai-
mentamattoman toksiinin antigeenisyydestd; kunkin toksiini-
komponentin prosenttinen antigeenisyys 1000:1la kerrottuna tuot-
ti antigeeniyksik&ittensd lukumd&rdn rokotemilligrammaa kohden.
Konjugaateissa olevien multimeeristen ST-valmisteiden antigeeni-

syys on ilmoitettu M-ST:n antigeeniyksik&iden avulla.

Rokotteiden ja&dnndstoksisuus mddritettiin menetelmdlld, joka

on aikaisemmin esitétty julkaisussa Klipstein et al., Infect.
Immun., 37:550-557 (1983), vaimentamattoman ST:n arvoihin
verraten. Kunkin rokotteen pienin mahdollinen vaikuttava annos-
tus mddritettiin imevdn hiiren kokeella, jossa vksi hiiriyksik-
k6 on mddritelty siksi m&drdksi, joka tuottaa suoliston painon

ja ruumiin painon v&liseksi suhteeksi v&hintadn arvon O,083.

Immunointitoimenpiteet

150-175 gramman Sprague-Dawley-rotille annettiin primddri immu-
nointi vatsakalvon sisdisesti (i.p.), Freund:in tdydellistd
apuainetta kdyttden, mitd seurasivat kaksi suun kautta annettua
(p.o.) lisdannosta neljdn vuorokauden vilein. p.o.-immunointi
suoritettiin vatsaan johtavan letkun avulla, kaksi tuntia simeti-
diini (TAGAMEégi saatavana toimittajalta Smith Kline & French
Laboratories, Carolina, Puerto Rico) p.o.-antamisen jdlkeen, sen
annostuksen ollessa 50 milligrammaa ruumiin painokiloa kohden,

vatsaerityksen poistamiseksi.

Uhkaamistoimenpiteet

Rotat alistettiin uhalle neljidstd kuuteen vuorokautta lopullis-
ten lisdannosten antamisen jdlkeen, tiputtamalla 0,1 millilitraa
sellaista kasvatusliuosta, Jjoka sisdlsi 109 E.coli:n LT ST -
kannan Tx 452 (078:H12) el&dvdd organismia millilitrassa, yhteen
10 senttimetrin mittaiseen ligatoituun etdissuolen silmukkaan

18 tunnin aikana, kuten edellid sekd julkaisussa Klipstein et
al., Infect, Immun., 34:637-639 (1981) ja julkaisussa Klipbstein
et al., Infect. Immun., 40:924-929 (1983) on esitetty.
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Kunkin pdivin mittatulos md&dritettiin neljadstd kuuteen immu-
noidusta rotasta, Jja esitetyt tulokset ovat erityksen alenemis-
prosentin keskiarvoja (plus tai miinus keskiarvon standardipoik-
keama) immunoiduissa rotissa, verrattuna samalla tavalla uhattu-
jen viiden immunoimattoman vertailurotan vastaaviin arvoihin.
Enemmin kuin 50 % alentunut eritys tarkoittaa merkitt&vidd eroa
(P pienempi kuin O0,001) immunoitujen ja vertailueldinten arvojen
vdlilld, mikd mddritettiin Student:in t-testilld kahdelle riip-

pumattomalle keskiarvolle.

Antitoksiiniresponssi

M-ST:n ja B-alayksik®dn herdttdmdt mukosaaliset, IgA-antitoksii-
nin (mukosaalinen AT) tiitterit mddritettiin ELISA-tekniikalla,
kuten edelld seuraavissa julkaisuissa Klipstein et al., Infect.
Immun., 37:550-557 (1983) ja julkaisussa Klipstein et al.,
Infect. Immun., 40:924-929 (1983) on esitetty. P-ST-rokotteella
immunoitujen eldinten tiitteriarvot mddritettiin kaksoiskerros-
tekniikalla, jossa vuohen M-ST:n aiheuttamaa hyperimmuunia anti-
seerumia kdytettiin kiinte&nd faasina ja M-ST toimi antigeenina.
N&m&d tulokset on ilmoitettu M-ST-arvoina. Esitetyt arvot ovat
immunoitujen rottien tiitteriarvojen kasvun keskiarvoja, seuraa-
vaan kokonaislukuun pydristettynd, immunoimattomiin vertailu-
rottiin verrattuna. Vertailurotissa kumpaakin toksiinikompo-
nenttia vastaan vaikuttavien tiittereiden arvot oli 2:1, joten

tiitteriarvo 1:64 immunoiduissa eldimissid tarkoitti 6-kertaista
kasvua.

B. Muita monomeerisid ja polymeerisiid ST-molekyylejd sisdl-

tdvid rokotekonjugaatteja

Ndissd konjugaateissa kdytetyt monomeeriset synteettiset ST-
(M-ST) sekd polymeeriset synteettiset ST- (P-ST)-valmisteet
olivat niitd samoja, joiden valmistaminen ja k#yttd on esitetty
edelld kappaleissa II, III ja VI A. LT:n B-alayksikkd oli osas-
sa VI A esitettyd materiaalia.

M-ST:n ja P-ST:n liitt&minen B-alayksikkddn l-etyyli-3-(3-
dimetyyliaminopropyyli)karbodi-imidid k&yttden (EDAC) suoritettiin
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kuten edelld osassa IV on M-ST:lle esitetty. Sekd kdytetyn
M-ST:n ettd P-ST:n mddrd perustui molempien materiaalien mono-

meerisiin muotoihin.

Glutaraldehydilla (GA) suoritetut kytkemiset toteutettiin osassa
VI A esitetylld tavalla, paitsi ettd k&dytetyn GA:n m8&r3d on
ilmoitettu GA:n Jja konjugaatissa olevan kokonaisproteiinin va-
lisend painosuhteena, suuruudeltaan 0,5:1 tai 0,6:1,eikd GA:n

ja B-alayksik®én vdlisend moolisuhteena, suuruudeltaan 700:1,

kuten osassa VI A tehtiin.

Dimetyyli—subefimidaatilla (DMS) suoritetuissa kytkemisissid
kdytettiin DMS:n Jja kokonaisproteiinin v&listd painosuhdetta
1:1. Esimerkkejd t&@mé&nkaltaisesta kytkemisestd on léydettd-
vissd julkaisuista Carpenter et al., J. Biol.Chem., 247:5580-5586

(1972) ja julkaisussa Hillel et al., Biochemistryv, 16:3334-3342
(1977).

Konjugaattien antigeenisyydet, antigeeniyksik®&iden lukumiidri
(AU) milligrammassa konjugaattia, se konjugaattia sisilt&dvéin
rokotteen mddrd, jota oli kdytettdvéd toksiinien 1000 AU:n saa-
miseksi, sekd tdllaisen rokotteen ST-valmisteen m&drid mddritet-
tiin, kuten osassa VI A on esitetty. Konjugaattien eritysteho

mddritettiin edelld esitettyd imevan hiiren koetta kdayttéden.

C. Konjugoimattoman, polymeerisen ST:n immunogeenisyys

Ndissd mddrityksissd kdytetty polymeerinen synteettinen ST
(P-ST) o0li materiaalia, jonka puhdistaminen on esitetty aikaisem-

min osissa II ja VI A. Immunoinnit ja kdytetvt ELISA-kokeet
suoritettiin seuraavasti.

O-vuorokautena rottiin injektoitiin lihaksen sisdisesti (i.m.)
rokotetta, joka sisdlsi 200 mikrogrammaa P-ST:td, joka oli
dispergoitu 1,5 millilitraan tdydellistd Freund:in apuainetta,
sekd 1,0 millilitraa fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (FBS),

jonka pH-arvo oli 7,2. Lisdannoksina rotat saivat vatsakalvon
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sisdisesti rokoteinjektointeja, Jjotka sisdlsivit saman P-ST-
madrdn 1,0 millilitrassa ep&dtdydellista Freund:in apuainetta,
sekd 14. vuorokautena 1,0 millilitraa PBS:34, mitd seurasi kaksi
rokotteen lisdannoksen injektointia, jotka sisdlsivat saman
P-ST-mddrdn alumaan sorboituneena, sekd 27. pdivdnd 1,5 millilit-
raa PBS:ia. Immunoitujen rottien seerumindytteet saatiin korvan

suonesta 34 p&ivadn kuluttua immunoinnista.

Sitd 1l8-meeristd monomeerista synteettistd ST:td (M-ST), jonka
synteesi Jja ominaisuudet on esitetty osissa II, III ja IV, ja
jolla oli ST Ib:n aminohappojddnndsten jdrjestys, supra, kdy-
tettiin antigeenina antiseerumin tiittereiden ELISA-kokeessa.
Antigeeni liuotettiin PBS:ddn pH:ssa 7,2, jolloin saatiin 1 mil-
ligramman millilitrassa sisdltdvd varastoliuos. T&mdn jidlkeen
tdtd varastoliuosta laimennettiin O,1 molaarisella natriumase-
taattipuskurilla, jonka pH-arvo oli 9,6, toisen varastoliuoksen
saamiseksi, joka sisdlsi M-ST:td pitoisuutena 0,5 mikrogrammaa

millilitrassa.

Tatd toista varastoliuosta laitettiin 50 mikrolitraa mikrotiitte-
rilevyn koloihin siten, ett&d kuhunkin koloon joutui 25 nanogram-
maa antigeenia. Tdmdn jdlkeen levyd inkuboitiin kosteassa kam-

miossa 2 tunnin ajan, ldmp&tilan ollessa 37%%.

Kolot pestiin t&mdn jdlkeen kolmasti PBS-liuoksella, joka

sisdlsi 0,07 % polysorbaatti 20:td (TWEE 20; ICI United

States, Inc., Wilmington, DE), mitd seurasi kaksi pesua tislatul-
la vedelld. Tdmdn jdlkeen kuhunkin koloon lisdttiin 100 mikro-
litraa PBS:ssd olevaa 1 %:sta hiridn seerumin albumiinia (BSA)
epdspesifisten sitoutumiskohtien suojaamiseksi, ja BSA:ta si-

1yt sse 4 . . C e . . . o
saltdvid liuoksia inkuboitiin koloissa 1 tunnin ajan 37 C:ssa.

Sitoutumatonta BSA:ta sisdltdvidt liuokset ravistettiin levylti.
Levyd ensin kuivaamatta kuhunkin kolorivist&n yl&rivin koloon
lisdttiin 90 mikrolitraa PBS:44, kun taas levyn muihin koloihin
lisdttiin 50 mikrolitraa PBS:44. T&mdn jdlkeen kuhunkin yl&-

rivin koloon lisdttiin 10 mikrolitraa antiseerumia, ja né&in
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valmistettua seosta sekoitettiin. Tamdn jdlkeen kustakin kolos-
ta siirrettiin 50 mikrolitraa antiseerumia sisdlt&dvdi liuosta
nididen kolojen alapuolella olevien kolojen 50 mikrolitraan
PBS:33, ja sekoitettiin, jolloin saatiin edelleen kaksinkertai-
nen laimennos. Samanlaiset kaksinkertaiset laimennossarjat teh-
tiin levyn j&ljelld oleviin koloihin. Sen jdlkeen kun kaikki
laimennokset oli tehty, niin laimennettuja, antiseerumia sisdl-

tdvid koloja inkuboitiin 1 tunnin pituinen ajanjakso 37°C:ssa.

Peroksidaasilla merkittyd vuohen anti-jdnis-seerumia laimennet-
tiin 1:3000 tilavuuden suhteen PBS:114, joka mySs sisdlsi 1 %
BSA:ta, ja 50 mikrolitraa tuloksena olevaa liuosta lis3dttiin
kuhunkin koloon, paitsi levyn ylimpddn riviin, Jjota ei analysoi-
tu. Ndin valmistettuja koloja inkuboitiin tunnin ajan 37OC:ssa,

jonka jdlkeen ne huuhdottiin edelld esitetyllid tavalla.

Orto-fenyleenidiamiini (OPD)-liuvosta valmistettiin liuottamalla
yksi OPD-substraattitabletti (Pittman-Moore, Inc., Washington
Crossing,NJ) 6 millilitraan tislattua vettd, Jjohon oli myds
lisdtty vksi tippa 3 %:sta vetyperoksidia. 80 mikrolitraa
tuloksena olevaa liuosta lisidttiin kuhunkin mikrotiitterilevyn
koloon. V&rin muodostuminen koloissa pysdytettiin 20 minuutin
kuluttua lisddmdlld kuhunkin koloon 50 mikrolitraa 4-normaalista
rikkihappoa. Té&mdn jdlkeen kussakin kolossa oleva vdrin m3iri

madritettiin mittaamalla optinen tiheys aallonpituudella 492
nanometris.

Se jdniksen seerumissa oleva vasta-—-aineen middrid, joka vaadittiin
kylldstdmddn puolet levylld olevasta M-ST-antigeenista lasket-
tiin tdmdn jdlkeen standardimenetelmid k&yttden. N&diden las-
kelmien tuloksena todettiin , ettd immunoitujen jinisten seeru-
missa oli 1l&snd riittdvdsti M-ST:n vasta-ainetta kylldstidmdin
puolet kdytetystd M-ST-antigeernista, kun t&mid seerumi oli lai-
mennettu suurinpiirtein suhteessa 1:2500. T&ten t&113 kaksois-
kerros-ELISA-mdiritykselld saatiin arvoltaan 1:2500 oleva

antiseerumitiitteeri.
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VII. Diagnostiikka

Edellsd esitetyt tulokset osoittavat selvésti, ettd t&mdn keksin-
nén mukaiset svnteettiset ST-valmisteet ovat antigeenisia. Esi-
merkiksi monomeerisen synteettisen ST:n antigeenisyyden on osoi-
tettu olevan noin 40:std noin 260:een prosenttia biologisen ST:n
antigeenisyydestd, kun testaaminen suoritettiin k&yttdmalla
biologisen ST:n vasta-aineita, ja antigeenisyvyden on osojitettu
olevan noin 10:std noin 100:aan prosenttia vastaavasta antigee-
nisyydestd, kun mittauksessa kdytettiin tiettyjen synteettisten
ST-valmisteiden herdttamid vasta-aineita; eli taulukon 2 puh-
distettua tuotetta (3). Samoin multimeerisen ST/ST-dimeerin
antigeenisyyden on osoitettu olevan noin 300-350 prosenttia mono-
meerisen ST:n (M-ST) antigeenisyydestd, kun taas polymeerisen
ST:n-antigeenisyyden on osoitettu olevan 900-1500 prosenttia

M-ST:n antigeenisyvdesta.

Tastd syystd t@man keksinndn mukaiset synteettiset ST-molekyylit,
ja erityisesti multimeeriset ST-muodot voivat olla kdyttdkel-
poisia diagnostisina reagensseina tai diagnostisten jarjestel-
mien osina, identifioitaessa sellaisten ST-toksiineja tuotta-—
vien bakteereiden, kuten E.coli:n tai Klebsiella pneumonie :in
infektoimia eldimid, ihmiset mukaanlukien. Tidmdn keksinnodn
mukaisten ST-molekyylien herattdmdt vasta-aineet saattavat my&s-

kin olla k&8yttdSkelpoisia tdllaisessa diagnostiikassa.

Immunologiset kokeet ovat erityisen suositeltavia menetelmid
ST-molekyylien kdyttdmiseksi. Esimerkkind t&dllaisista immunolo-
gisista kokeista on edelld esitetyt ELISA-mdiritvkset. Lisdksi
kdyttdkelpoisiin immunologisiin kokeisiin kuuluvat radioimmuuni-
testit sekd fluoresenssin avulla suoritettavat immuunikokeet,

ja muut vastaavat.

Tdmdn keksinndn mukaisen diagnostisen jdrjestelmdn erds toteu-
tusmuoto on erityisen kdyttdkelpoinen kilpailevissa kokeissa,
ja se koostuu ensimmdisestd ja toisesta reagenssista, jotka

ovat erillisissd astioissa. Ensimmdinen reagenssi muodostuu



125

timin keksinndn mukaisesta synteettisestd antigeenisesta ST- -
polypeptidistd, kuten M—ST:sté tai P-ST:std, joka toimii anti-
geenina. Toinen reagenssi kdsittdd reseptoreita, esimerkiksi
sellaisia vasta-aineita, jotka immunoreagoivat M-ST:n tai P-ST:n
kanssa, Jja jotka immunoreagoivat myds biologisen ST:n kanssa,
kuten edelli esitettyjen ST-molekyylien kanssa. Antigeenin ja
reseptoreiden vdlisen immuunireaktion l&dsndolo voidaan osoittaa
joillakin toisilla, antireseptorin kaltaisilla reseptoreilla,
jotka on liitetty merkkiaineeseen, kuten radiocaktiiviseen alku-
aineeseen, esimerkiksi 125I:hin, fluoresoivaan vdriin kuten
fluoreseiiniin tai entsyymiin, kuten peroksidaasiin. T&dmid
osoituskeino on joko erillisessd sdilidssddn, fosfataasiin si-
dottuina vuohi-antijdnis-vasta—-aineina, jolloin toisessa eril-
lisessd astiassa on substraatti, tai se on vasta-aineiden jou-
kossa, kun radioaktiiviset alkuaineet sidotaan vasta-aineisiin.

Osoittava keino voidaan my®s hankkia erikseen.

Edeltd k&sin m&&ar&dtyt, ensimmdisen ja toisen reagenssin mddrien
seokset, edeltd kdsin mi&drdtyn testattavan nidytteen mddrdn ldsni-
ollessa, joka ndyte voi olla ulostendyte tai ulostendytteesti
saatava bakteeriviljelmd, saavat aikaan sellaisen immunoreaktion
madrdn, jonka osoittava keino ilmoittaa. Immunoreaktion m3idri
ercaa tunnetusta immunoreaktion mAidridstid, kun testattavassa

naytteessd on ldsnd ST:t4.

Tavallisesti k&ytdnnOssd bakteeriviljelmdd on inkuboitu ensin
vasta-aineen kanssa, jonka j&dlkeen tdtd seosta inkuboidaan

sen P-ST:n kanssa, Jjoka on tarttunut ELISA:ssa kdytetyn tiitte-
rilevyn kolojen seindmiin. Kolon huuhtominen vasta-aineelle
luonnollisen biologisen ST-kompleksin (immunoreacoiva aine)
poistamiseksi jdttdd jdljelle P-ST:n ja vasta-aineen muodostaman
immuunikompleksin, jonka ldsndolo ja md&rd voidaan ilmoittaa
osoittavalla keinolla.

Kokonaisten, vahingoittumattomien, biologisesti aktiivisten
vasta—-aineiden kdyttédminen ei ole vidlttdmdtdntid useissa diag-

nostisisissa jdrjestelmissd, kuten juuri edelli esitetyssi
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kilpailevassa kokeessa. Pikemminkin vain tdmdn vasta-ainemole- -
kyylin biologisesti aktiivista, idiotyypin sisdltdvdad amidi-
osaa, Jjoka sitoutuu antigeeniseen ST:hen, saatetaan tarvita.
Esimerkkejd tdllaisista idiotyypin sisdltdvistd polyamidiosista
ovat Fab- ja F(ab')z—vasta—aineosina tunnetut polyamidit, joita
valmistetaan hyvin tunnetuilla, tyypillisesti koko vasta-ainee-

seen kohdistuvilla entsyymireaktioilla.

Kokonaisia, vahingoittumattomia vasta-aineita, Fab-, F(ab')z—
osia, ja vastaavia, jotka sisdltdvdat vasta-aineiden idiotyypilli-
set alueet, kutsutaan ohessa reseptoreiksi. Edelld ja liittee-
nd olevissa patenttivaatimuksissa "reseptorilla" tarkoitetaan
sellaisten molekyylien ryhmdd, joka muodostuu diagnostisissa
tuotteissa tai menetelmissd kdyttdkelpoisista molekyyleistd.
Kuitenkin koska Fab- tai F(ab')z—vasta—aineosaa voidaan kayttdd
diagnostisen menetelmdn tai tuotteen reseptorina, niin tavalli-
sesti kokonaisen, vahingoittumattoman vasta-aineen kdyttd on
suositeltavaa, jo siitdkin syystd, ettd vasta-aineen Fab-

tai F(ab')z—osan valmistaminen edellyttdd lisdreaktioita ja
seerumeiden puhdistamista.

Edelli esitetty on tarkoitettu havainnollistamaan

tatd keksintod, mutta sen tarkoituksena ei ole olla kek-
sintd& rajoittava. Lukuisia muunnelmia ja modifikaatioita voi-
daan toteuttaa poikkeamatta keksinndn todellisesta hengesti

tai uudistavien kdyttStapojen piiristi.
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1. Menetelmd synteettisen, antigeenigsesti aktiivisen pepti-
din valmistamiseksi, jolla peptidilld on vahintaan noin 10 %
Escherichia colin lampdstabiilin enterotoksiinin antigeeni-
gesta aktiivisuudesta, tunnettu siita, etta menetelma ka-
sittaa vaiheet:

(a) otetaan liukenematon hartsi, joka sisgaltaia useita bents—
hydryyliamiiniryhmia;

(b) annetaan alfa-0O-bentsyyli-N-Boc-aspartiinihapon reagoida
mainitun hartsin amiiniryhmien kanssa;

(¢) poistetaan Boc-ryhma vapaan amiiniryhmén tuottamiseksi
mainittuun Asp-jaanndkseen;

(d) annetaan vapaan amiinin reagoida ylimaardan kanssa toista
aminohappoa (i) jolla on vapaa karboksyyliryhma, (ii) jonka
amiini on sitoutunut Boc-ryhmaan ja (iii) jonka reaktiivinen
ryhmd on sitoutunut suojaavaan ryhmaan, amidisidoksen muodos-
tamiseksi;

(e) poistetaan ylimdaara mainittua toista aminohappoa;

(f) poistetaan viimeksi mainittu Boc-ryhma vapaan amiiniryh-
man muodostamiseksi;

(g) toistetaan wvaiheet (d), (e) ja (f) kunnes on syntetisoitu
suojattu polypeptidi, joka sisdaltaa 14 - noin 44 aminohappo-
jaannosta, poisluettuna ensin mainittu Asp-jaannds, kasittava
sekvenssi;

(h) poistetaan syntetisoitu, suojattu polypeptidi mainitusta
hartsista ja poistetaan suojaryhmdt ensimmdisen polypeptidin
mudbdostamiseksi;

(i) liuotetaan tai dispergoidaan mainittu ensimm&inen poly-
peptidi vetta sisaltavaan seokseen pH-arvossa noin 7,5 -

nein 10,5 ja pitoisuudeksi, joka on pienempi kuin noin

2 mg/ml kohden;

(j) saatetaan mainittu seos kosketuksiin hapettavana aineena
toimivan molekulaarisen hapen kanssa, liuoksen pH-arvon ol-
lessa noin 7,5 - noin 8,0 kosketuksiin saattamisen aikana;
(k) vllapidetiaan mainittua kosketusta noin 1 noin 24 tuntiin
kestavan ajanjakson ajan hapettuneen polypeptidin muodostami-

seksi, Joka sisaltaa vahintidaan yhden molekyylin sisdisen di-
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sulfidisillan kahden ei-perakkidisen Cys—jéénnéksgnlgélillé,

jotka edeltdvit mainitussa kaavassa esitettyja R ~ryhmia

-1
ja on valittu ryhmasta kasittaen Cys—jéénnbkset,gjotka vaa-
taavat mainitun ST Ib -polypeptidin aminohappopaikkoja
5 tai 6 ja 8 tai 16, 5 tai 6 ja 14, ja 9 tai 10 ja 17 poly-
peptidin aminopdasta; mainitun hapettuneen polypeptidin si-
gdltdessda aminohappojdaannds jarjestykaen, vasemmalta oikealle,

ja suunnassa aminopaasta karboksipdahan edeten, ja jolla on

kaava
1 2 4
Ra Rb Rd
I 7 l 8 S | 10
Cys(Rg)Cys(Rh)GluLeuCys(Ri)Cys(Rj >Tyr(Asn)
5
Re
5 6
Re Rf
11 12

ProAlaCys(Ry )Ala(Thr)GlyCys(Rl JAsn(Tyr>

missd kolme spesifistd aminohappojaanndstada (ovat jokainen

vaihtoehtona valittomdasti edeltdavalle aminohappojdaannokselle

sekvenssissa;

a-f ja g-1 ovat kokonaislukuja, joilla kullakin on arvo 0 tai

1 edellyttaen, etta-mikali fokin luvuista a-f tai g-1 on 0,
1-6 7-12 1-6

niin vastaava Ra_f— tai Rg—l -ryhma puuttuu, ja kun Ra_f—ryh—

ma on poi?sg pysyva jaanncksen rikkiatomi, josta jaannoksesta

puuttuu Ra_f—ryhmé, muodostaa kystiinidisulfidisillan, kun

taas mikali mainittu;e?zlukujen a-f tai g-1 arvo on 1, niin

vastaava R _¢- tai Rg—l -ryhma on l?ggé;

vksilollisesti otettuina mainitut Ra_f—ryhmét ovat samanlai-
gia taili erilaisia kokonaisuuksia, jotka ovat sitoutuneet Cys-
jdannosten rikkiatomiin, ja ne valitaan ryhmdsta, johon kuu-

luu vety, 1 noin 4 hiiliatomia k&sittdva alkyyliryhma, 2 noin
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20 hiiliatomia kdsittava substituoitu alkyvliryhma, 1 noin 8
hiiliatomia kdsittavada asyyliryhma, ja 2 noin 10 hiiliatomia
kasittava substituoitu asyyliryhmd;

7 8 9 10 11 12

g’ Rh, Ri' Rj » Ry ja Rl ovat samanlaisia tai erilaisia

vaihtoehtoisia Ser-jaannoksia edeltdavalle Cys-jainnokselle,

R

g-1 ovat kokonaislukuja, joiden arvo on nolla tai vksi edel-
lyttaen, etta mikéli7j?gkin Juvuista g-1 arvo on neolla, niin

vagtaava erillinen R ~ryhma puuttuu, ja lisadksi edellytta-

g-1
en, ettd vdhintaan kahden luvuista g-1 arvo on nolla, ja

edelleen edellyttaen, ettd vahintdan yksi niistdad ei-vierek-
kaisten Cys-jaannosten muodostamista pareista on ldsnia, jotka
jadannokset kuuluvat n%i?gn Cys—jaannosten joukkoon, jotka

edeltavat erillisia R -ryhmia mainittujen ei-vierekkaisten

g-1
ei-vierekkdaisten Cys-jaannosten ollessa valittu ryhmasta, jo-

ka k&dgittaa ne Cys-jaannokset, jotka vastaavat niita ST Ib
-polypeptidissd olevia aminohappojaanndsten asemia, jotka on
numeroitu luvuilla 5 tai 6 ja 9 tai 10, 5 tai 6 ja 14, ja 9

tai 10 ja 17, mainitun ST Ib -polypeptidin aminopaasta lukien;

m" on kokonaisluku, jolla on ar¥g nolla tai yksi edellyttaen,

m" I
3

etta mikéli1 on nolla, niin R puuttuu, ja mikdli "m" on

vksi niin Rm on valittu ryhmasta, joka kasittaia 1 noin 26
aminohappojdannostda sisaltavan ketjun, sitovan ryhman, ja sen
karboksyylihapon asyyliosan, joka happo kasittiaa 1 noin 20
hiiliatomia, Jja Jjoka muodoestaa aminopddn jaddnnoksen amiinin

kanssa amidisidoksen.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, tunnettu

gsiita, etta

iy " " "

e” on nolla, mikali "a" on nolla,

*d" on nolla, mikali "b" on nolla, Jja

"f" on nolla, mikali c” on nolla;

o " " "

kumpikin luku "g Ja "k" ovat nollia, mikali a on nolla,

kumpikin luku "h" ja "3j" ovat nollia, mikdli "b"” on nolla, ja

kumpikin luku "i" ja "1" ovat nollia, mikadali "c" on nolla; ja

polypeptidin sisdinen kystiinin disulfidisidos on l&asnd mai-
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nitussa kaavass% esite%yissé4Cys—jé§nn6kséssé, sitoutuneena

ryhmiin R, Jja Rg tai Ry Ja Ry tai R, ja Rg¢

3. Patenttivaatimukeen 2 mukainen menetelma&, tunnettu
giita, ettad "a", "b" ja "c" owvat nollia ja kolme polypeptidin
sisdistd kystiinin disulfidisidosta ovat lasna mainitussa
kaavas?a esigettyisgé Cys;jéénnégsisséé gitoutuneina ryh-

miin Ra ja Rg tai Rb ja Rd tai Rc Jja Rf

4. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
giita, ettd mainittu molekyylin sisainen kystiinin disulfidi-
gsidos on polypeptidien valinen sidos ja mainittu polypeptidi

on ykei lukuisista multimeerin toistuvista yksikoista.

5. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm%é tunnettu

gsiita, ettd "m":11a on arvo yksi, ja mainittu Rm on ket ju,
joka kdsittad nelja aminohappojaannodsta, joilla on jarjestys,
vasemmalta oikealle, ja suunnassa aminopasastd karboksipaa-

hian edeten, joka on esitettyna kaavassa
Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Tyr, Jjossa suluissa olevat aminohap-
pojdannodkset ovat kulloinkin vaihtoehtoisia valittomasti edel-

taville aminohappojaannoksille.

6. Paten%tivaa%%muksen 5 mukainen menetelma, tunnettu
giita, etta Rg Ja Ry ovat Ser.
7. Patengtivaaf%muksen 5 mukainen menetelmd, tunnettu

siita, etta R; Ja R; ovat Ser.

8, Patengtivaagémuksen 5 mukainen menetelmd, tunnettu
siita, etta Rh Ja Rj ovat Ser.
9. Patengtivaagimuksen 5 mukainen menetelmid, tunnettu

siita, etta R; ja Ry ovat Ser.
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10, Paten%givaat%Tuksen 5 mukainen menetelmia, tunnettu

g8iita, etta Rj ja Rk ovat Ser.

11, Paten%%ivaatimuksen 1 mukainen menetelmid, tunnettu
siita, etta R, on ket ju, Jjoka kasittaa aminohappojdaanndkset,
joilla on jarjestys, vasemmalta oikealle, ja suunnassa amino-
piidstd karbokeipddahdn edeten, jota esittaa kaava, joka on va-
littu ryhmasta kadsittaden seuraavat kaavat;
MetValllelleThrPheMetSerGlyGluThr
PheGanalGluValProGlySerGlnHisIleAspSérGlnLys
Aan(Ser)Thr{(Ser)Phe(Asn)Tyr;
TyrThrGluSerMetAlaGlyLysArgGluAsn(Ser)Thr(Ser)

Phe(Asn)Tyr;

AcetylAsn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Tyr; ja
AsnThrPheCyasCysGluLeuCyeCysTyrProAla
CysAlaGlyCysAgnAsnThrPheTyrCysCyeGluLeuCysCys
TyrProAlaCysAlaCysAsn.

12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnettu
siita, etta aminohappojarjestys, vasemmalta oikealle, suun-
nassa aminopaasta karboksipaahan edeten, on esitettynia kaa-

vassa:

Asn(Ser)Thr(Ser)Phe(Asn)Ty{E}BC&SGluLeuCYSCys

Tyr(Asn)ProAla(Thr)C;aAlaGlyCJEAsn(Tyr)

jossa kahta Cys-jaannostd yhdietdvat viivat tarkoittavat kys-
tiinijadannésten molekyylin sisdaisid disulfidigidoksia; ja
suluissa olevat kuusi spesifista aminohappojainndsta ovat

kulloinkin vaihtoehtoisia vdlittomasti edeltdvidlle aminohap-

- pojidnnokselle.
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Figure 22
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