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A B S T R A C T .

T h i s  t h e s i s  d e s c r i b e s  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I g A  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  u s i n g  m u c o s a l  i m m u n i z a t i o n  a n d  

t h e i r  f u n c t i o n a l  a s s e s s m e n t  w i t h  i n v i t r o  a s s a y  s y s t e m s .

R a t  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  I g A ,  I g M  a n d  I g G l  

i s o t y p e ,  d i r e c t e d  a g a i n s t  a n  a u x o t r o p h i c  m u t a n t  s t r a i n  o f  

S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  w e r e  

p r o d u c e d  b y  P e y e r ' s  p a t c h  i m m u n i z a t i o n  a n d  t h e  u s e  o f  

e i t h e r  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  o r  e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  

l y m p h  a s  a  s o u r c e  o f  p r i m e d  l y m p h o c y t e s .

T h i r t y - t w o  h y b r i d o m a  c e l l - l i n e s  s e c r e t i n g  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  w e r e  c l o n e d .  T h e s e  M a b s  w e r e  c h a r a c t e r i z e d  

f o r  s p e c i f i c i t y  a n d  a  p a n e l  o f  1 8  s p e c i f i c  f o r  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( 1 3  I g A ,  4  I g M  a n d  1  I g G l )  w e r e  

a s s e s s e d  f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  p r e v e n t  a d h e r e n c e  o f  t h e  

i m m u n i z i n g  s t r a i n  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  

c e l l  m o n o l a y e r s .  A l l  o f  t h e  M a b s  w e r e  c a p a b l e  o f  

i n h i b i t i n g  a d h e r e n c e  e x c e p t  f o r  t h e  I g G l  a n t i b o d y .

S t u d i e s  o n  t h e  p h y s i c o c h e m i c a l  n a t u r e  o f  t r e a t e d  a n d  

u n t r e a t e d  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  

w e r e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  O c t a n - l - o l  p a r t i t i o n i n g ,  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  a n d  p a r t i t i o n i n g  

i n  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m s .

N o  c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  b e t w e e n  t h e  e f f e c t s  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t m e n t  o n  b a c t e r i a l  c e l l - s u r f a c e  

h y d r o p h o b i c i t y  a n d  a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s .  H o w e v e r ,  t r e a t m e n t  w i t h  b o t h  I g A
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a n d  I g M  M a b s  i n c r e a s e d  t h e  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

t h e  b a c t e r i a  a n d  t h i s  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  

i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s .

M u l t i p l e  m o l e c u l a r  f o r m s  w e r e  s e e n  w i t h  9  o f  t h e  1 3  

I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c l o n e d .  T h e s e  m o l e c u l a r  f o r m s  

w e r e  i s o l a t e d  f o r  2  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

c o n c e r n e d  a n d  t h e i r  e f f e c t s  o n  a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  

c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s  a n d  t h e

p h y s i c o c h e m i c a l  n a t u r e  o f  S a l m o n e l l a ___ t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  w e r e  i n v e s t i g a t e d .

A l l  m o l e c u l a r  f o r m s  i n h i b i t e d  a d h e r e n c e  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s  a n d  p r o d u c e d  

t h e  s a m e  d e g r e e  o f  d e c r e a s e  i n  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  s u r f a c e  

h y d r o p h o b i c i t y . H o w e v e r ,  t h e  f o r m s  v a r i e d  i n  t h e i r  

e f f e c t s  o n  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  s u r f a c e  c h a r g e .

M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  I g A ,  I g M  a n d  I g G l  i s o t y p e s ,  

p r e v i o u s l y  p r e p a r e d  b y  o t h e r  w o r k e r s ,  w e r e  a l s o  u s e d  t o  

a s s e s s  t h e  u s e  o f  a  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y  f o r  t h e  

c o m p a r i s o n  o f  t h e  o p s o n i c  c a p a b i l i t i e s  o f  t h e  i s o t y p e .

T h e  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y  p a r a m e t e r s  w e r e  f o u n d  t o  

b e  s u b - o p t i m a l  f o r  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c o m p a r e d  

w i t h  I g G l .

T h e  d a t a  p r e s e n t e d  s h o w s  t h a t  m u c o s a l  i m m u n i z a t i o n  

a n d  u s e  o f  m u c o s a l  t i s s u e  f o r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

p r o d u c t i o n  i s  a n  e f f e c t i v e  m e t h o d  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

l a r g e  n u m b e r s  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .
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T h e  p h y s i c o c h e m i c a l  e f f e c t s  o f  t r e a t m e n t  w i t h  t h e s e  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  i s  o f  i m p o r t a n c e  i n  t h e  p r e v e n t i o n  

o f  a d h e r e n c e  i n v i t r o .

C o m p a r i s o n  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w i t h  o t h e r  

i s o t y p e s  i n  c o n v e n t i o n a l  a s s a y s  d e s i g n e d  f o r  s y s t e m i c  

i m m u n e  c o m p o n e n t s  c a n  r e s u l t  i n  i n a c c u r a t e  a s s e s s m e n t s  i f  

t h e  p a r a m e t e r s  a r e  n o t  o p t i m i z e d  f o r  I g A .
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D E D I  CA.T I  0 1ST .

F o r  m y  w i f e ,  A b i g a i l  a n d  o u r  d a u g h t e r ,  H a n n a h .

" S u g a r  a n d  s p i c e  

A n d  a l l  t h i n g s  n i c e ,

T h a t ' s  w h a t  l i t t l e  g i r l s  a r e  m a d e  o f . "

O x f o r d  D i c t i o n a r y  o f  N u r s e r y  R h y m e s .

A n d  m y  p a r e n t s ,  A n n  a n d  C h r i s t o p h e r  J o s e p h  J o y c e .  

" P a t i e n c e  i s  a  v i r t u e  h a v e  i f  y o u  c a n ,  

s e l d o m  i n  a  w o m a n  a n d  n e v e r  i n  a  m a n . "
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A C K N O W L E D G E M E N T S .

" W h a t  i s  n o w  p r o v e d  w a s  o n c e  o n l y  i m a g i n ' d "

W i l l i a m  B l a k e ,  t h e  M a r r i a g e  o f  H e a v e n  a n d  H e l l

I  w o u l d  l i k e  t o  s i n c e r e l y  t h a n k  m y  s u p e r v i s o r s ,  

P r o f e s s o r  C h a r l e s  E a s m o n ,  D r .  B r y o n  W i l s o n  o f  S t  M a r y ' s  

H o s p i t a l  M e d i c a l  S c h o o l  a n d  D r .  N i c k  R a p s o n  o f  W e l l c o m e  

B i o t e c h  f o r  t h e i r  h e l p ,  g u i d a n c e  a n d  s u g g e s t i o n s .

I  a m  a l s o  i n d e b t e d  t o  D r .  J o e  H a l l ,  D r .  C h r i s t o p h e r  

D e a n ,  M r  L a z i o  G y u r e ,  M i s s  J e n n y  S t y l e s  a n d  M r s  J a c k i e  

C o r d e l l  o f  t h e  I n s t i t u t e  o f  C a n c e r  R e s e a r c h ,  S u t t o n ,  

E n g l a n d ,  f o r  t h e i r  i n v a l u a b l e  h e l p  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  

t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s

I  w o u l d  a l s o  l i k e  t o  t h a n k  D r  G o r d o n  D o u g a n  o f  

W e l l c o m e  B i o t e c h  f o r  t h e  u s e  o f  t h e  a v i r u l e n t  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  i m m u n i z i n g  s t r a i n  a n d  M r  M i k e  

K e e n  o f  W e l l c o m e  B i o t e c h  f o r  h i s  m u c h  a p p r e c i a t e d  

t e c h n i c a l  a s s i s t a n c e .

F i n a l l y  m y  t h a n k s  t o  a l l  t h e  m e m b e r s  o f  t h e  M e d i c a l  

M i c r o b i o l o g y  d e p a r t m e n t  f o r  t h e i r  h e l p ,  e n c o u r a g e m e n t  a n d  

k i n d l i n e s s  d u r i n g  m y  t i m e  a t  S t  M a r y ' s  H o s p i t a l  M e d i c a l  

S c h o o l ,  e s p e c i a l l y  P a t ,  C a t h y ,  J o y c e ,  S h i r l e y ,  M a r k ,  

M a r t i n ,  T o b i n ,  I v o r  a n d ,  o f  c o u r s e ,  T o n y .
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l e u c o c y t e s .  1 0 6

2 . 9 . 3 .  M i c r o s c o p i c a l  p h a g o c y t o s i s  a s s a y .  1 0 7

2 . 9 . 4 .  C h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y .  1 0 7

2 . 1 0  S o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  p o l y a c r y l a m i d e  g e l

e l e c t r o p h o r e s i s  ( S D S - P A G E ) .  1 0 8

2 . 1 0 . 1 .  C o o m a s s i e  b l u e  s t a i n i n g  o f  S D S - P A G E

g e l s . 1 1 0

2 . 1 0 . 2 .  S i l v e r  s t a i n i n g  o f  S D S - P A G E  g e l s .  1 1 0

3 .  R e s u l t s . I l l

3 . 1  S t a n d a r d i z a t i o n  o f  r a d i o i m m u n o a s s a y s  ( R I A ' s )  w i t h  

v a r i o u s  a n t i g e n s  f o r  s e l e c t i o n  a n d

1  O



c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  

s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s . I l l

3 . 1 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g

c o n d i t i o n s  f o r  S _ a J . m o ^ e  1  j L a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  i n  a  s o l i d  p h a s e  

R I A .  1 1 2

3 . 1 . 2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  b l o c k i n g

c o n d i t i o n s  u s i n g  F o e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S )  

i n  a  s o l i d  p h a s e  R I A .  1 1 4

3 . 1 . 3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g

c o n d i t i o n s  f o r  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  

f r a c t i o n s  o f  S _ a j y m g ^  1 1  a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  i n  a  s o l i d  p h a s e  

R I A .  1 1 6

3 . 1 . 4 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g

c o n d i t i o n s  f o r  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

( w i l d  t y p e )  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  i n  

s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A ) . 1 2 0

3 . 1 . 5 .  D e t e c t i o n  o f  E s c h e r i c h i a c o l i  h e a t - l a b i l e

e n t e r o t o x i n ,  B  s u b - u n i t  ( L T - B )  i n  h e a t -  

k i l l e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R ) ,  a n d  S L / B R  c y t o p l a s m i c  a n d  

m e m b r a n e  f r a c t i o n s  u s i n g  s o l i d  p h a s e  

r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A ) . 1 2 2

3 . 2  C h a r a c t e r i z a t i o n  a n d  c a t e g o r i z a t i o n  o f  i s o t y p e  

a n d  s p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

( M a b s ) .  1 2 5

3 . 2 . 1 .  C o m p a r i s o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( M a b s )

b y  s p e c i f i c i t y  a n d  i s o t y p e  1 2 5

1 1



1283 . 2 . 2 .  C a t e g o r i z a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s

3 . 2 . 3 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  a n d  S L 3 2 6 1  ( S L ) .  1 2 9

3 . 2 . 4 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r

S_......t y p h i m u r i u m  S L 3  2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )

c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s .  1 3 3

3 . 2 . 5 .  A g g l u t i n a t i o n  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f

§ . . ^ . 1 . E 9 . D . . § . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  a n d  S L 3 2 6 1  ( S L ) .  1 3 7

3 . 2 . 6 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r

typhimuriurn (Wild type) 
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) :

G r o u p s  1  t o  4 .  1 4 1

3 . 2 . 7 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  f r o m  S a l m o n e l l a  

m i n n e s o t a  ( W i l d  t y p e )  a n d  S a l m o n e l l a  

v i r c h o w  ( W T )  G r o u p s  1  t o  4 .  1 4 4

3 . 2 . 8 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  f r o m  S a l m o n e l l a  

m i n n e s o t a  R 6 0  ( R a ) ,  R 5  ( R c )  a n d  R 5 9 5  ( R e )  

m u t a n t s :  G r o u p s  1  t o  4 .  1 4 4

3 . 3  A n a l y s i s  o f  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  s e l e c t e d  I g A

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( M a b s ) .  1 4 6

3 . 3 . 1 .  S e p a r a t i o n  o f  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  s e l e c t e d  

I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  P I P 2  a n d  

P I P 1 8 . 1 4 8

1 2



3 . 4  S t a n d a r d i z a t i o n  o f  i n v i t r o  a d h e r e n c e  a s s a y  w i t h
M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e  

f o r  a s s e s s m e n t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

3 . 4 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  g r o w t h  c o n d i t i o n s  f o r

S a l m o n e l l a  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6

( S L / B R )  i n  E a g l e s  m i n i m a l  e s s e n t i a l  

m e d i u m  ( E M E M ) .

3 . 4 . 2 .  T h e  e f f e c t  o f  i n o c u l u m  s i z e  o n  t h e

a d h e r e n c e  o f  S  a l m o n e l l ^ a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  

c e l l - l i n e .

3 . 4 . 3 .  C o r r e l a t i o n  o f  E L I S A  a n d  c o l o n y  f o r m i n g

u n i t s  ( C F U ' s )  f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  

a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  

c e l l - l i n e .

3 . 5  F u n c t i o n a l  a s s e s s m e n t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

t h e  p r e v e n t i o n  o f  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

3 . 5 . 1 .  T h e  e f f e c t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  

t r e a t m e n t  a n d  t h e  t r e a t m e n t  w i t h  

m o l e c u l a r  f o r m s  o f  I g A  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y s  ( M a b )  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  

S a l m o n e l l a  t y p b . i m u . r  i u m  S L 3 2 5 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l - l i n e .

151

1 5 1

1 5 3

1 5 7

i n

1 5 9

160

1_ 3



3 . 5 . 2 .  A s s e s s m e n t  o f  p r e - i n c u b a t i o n  o n  t h e  e f f e c t

o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t m e n t  

a n d  t h e  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l ­

l i n e  .

3 . 5 . 3 .  T h e  e f f e c t  o f  t h e  t i m e  o f  a d d i t i o n  o f

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  o n  t h e  

a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  

c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

3 . 5 . 4 .  T h e  e f f e c t  o f  a d d i t i o n  o f  m o n o c l o n a l

a n t i b o d y  ( M a b )  o n  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a d h e r e n t  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

3 . 5 . 5 .  T h e  e f f e c t  o f  c o m p e t i t i o n  o f  m o n o c l o n a l

a n t i b o d y  ( M a b )  o f  d i f f e r i n g  i s o t y p e s  o n  

S a l m o n e l l a  t , y p > h , i m u .r i  u r n  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  

k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e

3 . 6  T h e  e f f e c t  o f  n o n - s p e c i f i c  f a c t o r s  o n  t h e

a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l - l i n e .

3 . 6 . 1 .  E f f e c t  o f  f r e e  S a l m o n e l l a .... t y p h i m u r i u m  ( W T )

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  o n  t h e  a d h e r e n c e  

o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l - l i n e .

162

1 6 4

1 6 6

1 6 8

1 7 3

174
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3 . 6 . 2 .  E f f e c t  o f  A m i l o r i d e  on t h e  a d h e r e n c e  o f
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  

S a l m o n , e  1 1  a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l - l i n e .  1 7 5

3 . 7  P h y s i c o - c h e m i c a l  a n a l y s i s  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( M a b )  t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R ) .  1 7 8

3 . 7 . 1 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e

h y d r o p h o b i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( M a b ) t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  u s i n g  O c t a n - l - o l  

p h a s e  s e p a r a t i o n .  1 7 9

3 . 7 . 2 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e

h y d r o p h o b i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( M a b ) t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  u s i n g  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) . 1 8 1

3 . 7 . 3 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e

h y d r o p h o b i c i t y  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t r e a t e d  w i t h  

m o l e c u l a r  f o r m s  o f  I g A  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  ( M a b )  u s i n g  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) : ( P I P 2  

a n d  P I P 1 8 )  . 1 8 3

3 . 7 . 4 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e

o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  

t y p h i m u r i u m  S L 3  2 6 1  B R D 0 2 6
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( S L / B R )  u s i n g  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  

s y s t e m s .  1 8 3

3 . 7 . 5 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e

° f  S a l m o n e l l a  t y p <hi m u . r _ i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  t r e a t e d  w i t h  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  

I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  u s i n g  

a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m s  ( P I P 2  

a n d  P I P 1 8 ) .  1 8 6

3 . 7 . 6 .  A s s e s s m e n t  o f  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t

b a s e d  o n  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d

S . a l p p n e l l a  S L 3  2  6 1  B R D 0 2 6

( S L / B R )  u s i n g  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  

s y s t e m s .  1 8 7

3 . 7 . 7 .  C o r r e l a t i o n  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e

h y d r o p h o b i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( M a b ) t r e a t e d  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  

o f  a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K ) c e l l - l i n e .  1 8 8

3 . 7 . 8 .  C o r r e l a t i o n  o f  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e

c h a r g e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  

t r e a t e d  ^ j j n o t y p h i m u r i u m  S L 3  2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K )  c e l l - l i n e .  1 8 9

3 . 8  A s s e s s m e n t  o f  p a r a m e t e r s  i n  c h e m i l u m i n e s c e n c e  

a s s a y  f o r  t h e  c o m p a r i s o n  o f  t h e  o p s o n i c
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4  .

p r o p e r t i e s  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w i t h  

o t h e r  i s o t y p e s .

3 . 8 . 1 .  C o m p a r i s o n  o f  o p s o n i c  c a p a b i l i t i e s  o f  I g A ,

I g M  a n d  I g G l  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  i n  a  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y .

3 . 8 . 2 .  C o m p u t e r  m o d e l  o f  c h e m i l u m i n e s c e n c e

p r o d u c t i o n  b y  o p s o n i z e d  b a c t e r i a .

3 . 8 . 3 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  r a t i o  o f

P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  t o  b a c t e r i a  

o n  c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o d u c t i o n  u s i n g  

I g G l ,  I g A  a n d  I g M  a s  o p s o n i n s .

D i s c u s s i o n .

4 . 1  P r o d u c t i o n  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

4 . 2  A s s o c i a t i o n  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  w i t h  M a d i n  D a r b y  C a n i n e  K i d n e y  

( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s .

4 . 3  I n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m

192

1 9 2

1 9 6

1 9 7

200
200

2 0 7

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n  D a r b y  C a n i n e

K i d n e y  ( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s  b y  t r e a t m e n t  

w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  2 1 3

4 . 4  P h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  a s  r e l a t e d  t o

b a c t e r i a l  i n t e r a c t i o n  w i t h  a n i m a l  c e l l s .  2 1 9

4 . 5  T h e  e f f e c t  o f  t r e a t m e n t  w i t h  m o l e c u l a r  f o r m s  o f

I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o n  t h e  s u r f a c e  

p r o p e r t i e s  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  
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k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  m o n o l a y e r s  -  G r o u p s  1  t o  4 .  1 9 0

F i g u r e  2 5 .  C o r r e l a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  e f f e c t ,  

e x p r e s s e d  a s  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t ,  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t m e n t  o n  S ._ t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  w i t h  i n h i b i t i o n  o f  

a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  

( M D C K )  m o n o l a y e r s  -  G r o u p s  1  t o  4 .  1 9 1

F i g u r e  2 6 .  T y p i c a l  c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o f i l e s  f o r  

d i f f e r e n t  i s o t y p e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

s p e c i f i c  f o r  N e i s e r r i a m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  

c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  ( I g G l ,  I g A  a n d  I g M . )  1 9 4

F i g u r e  2 7 .  C o m p a r i s o n  o f  c h e m i l u m i n e s c e n t  r e s p o n s e s

w i t h i n  a  c o m p u t e r  m o d e l  w i t h  v a r y i n g  r e l a t i v e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  

c o m p a r e d  w i t h  o p s o n i z e d  b a c t e r i a .  1 9 5
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F i g u r e  2 8 .  C o m p a r i s o n  o f  maximum c h e m i l u m i n e s c e n t
r e s p o n s e s  o f  h u m a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  

t o  N e i s e r r i a m e n i n g i t i d i s  o p s o n i z e d  b y  I g G l , I g A  

a n d  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  

c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  w i t h  d i f f e r i n g  r a t i o s  o f  

p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s . 198
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A b b r e v i a t i o n s .

C h e m i l u m i n e s c e n c e  C L

C o l o n y  f o r m i n g  u n i t  C F U

F o e t a l  c a l f  s e r u m  F C S

G a s t r o - i n t e s t i n a l  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  G A L T  

I m m u n e  R a b b i t  s e r u m  I R S

I n t r a - e p i t h e l i a l  l y m p h o c y t e s  I E L

L i p o p o l y s a c c h a r i d e  L P S

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l s  M D C K

M a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  M GM

M e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  M L N

M o n o c l o n a l  a n t i b o d y  M A b

M u c o s a  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  M A L T

P e y e r ' s  p a t c h  P P

P h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  P B S

P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  P M N

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  S L

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  S L / B R

S e c r e t o r y  c o m p o n e n t  S C

S e c r e t o r y  I g A  S I g A

S e c r e t o r y  I g M  S I g M



1  . INTRODUCTION.

1 . 1  M U C O S A L  I M M U N I T Y .

T h e  t o t a l  a r e a  o f  m u c o s a l  s u r f a c e s  i n  h u m a n s  h a s  

b e e n  e s t i m a t e d  a t  i n  e x c e s s  o f  4 0 0  m 2  a n d  s o  p r e s e n t s  a n  

e n o r m o u s  a r e a  o v e r  w h i c h  a n t i g e n s ,  b o t h  e n v i r o n m e n t a l  a n d  

m i c r o b i a l ,  a r e  f i r s t  s e e n  b y  t h e  i m m u n e  s y s t e m  ( K i l i a n  e t  

a l . , 1 9 8 8 ) .  T h e s e  a n t i g e n s  . c a n  i n c l u d e  m a n y  i n f e c t i o u s

a g e n t s ,  b o t h  b a c t e r i a l ,  r i c k e t t s i a l  a n d  v i r a l .  S o m e  

i n f e c t i o u s  a g e n t s  i n i t i a l l y  g a i n  e n t r y  v i a  m u c o s a l  

s u r f a c e s  w i t h o u t  c a u s i n g  a n y  m u c o s a l  p a t h o l o g y  a n d  c a n  

s u b s e q u e n t l y  g i v e  r i s e  t o  s y s t e m i c  d i s e a s e  ( D a v i s  e t  a l . ,  

1 9 8 0 ;  M a n d e l l  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e r e  a r e  o t h e r s  t h a t  e i t h e r  

c a u s e  p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  s u c h  a s  

c h o l e r a  o r  t h a t  c a u s e  b o t h  m u c o s a l  a n d  s y s t e m i c  d i s e a s e  

s u c h  a s  s a l m o n e l l o s i s  ( W e l l s  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  I t  i s  

a p p a r e n t  t h a t  t h e  i m m u n e  m e c h a n i s m s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  

m u c o s a l  s u r f a c e s  a r e  o f  p r i m a r y  i m p o r t a n c e  i n  t h e  

p r e v e n t i o n  o f  m a n y  s e r i o u s  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s .  A l l e r g e n s  

b o t h  f r o m  f o o d  a n d  t h e  e n v i r o n m e n t  i n c r e a s e  t h e  a n t i g e n i c  

l o a d  f o u n d  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e .  L o c a l  i m m u n e  r e s p o n s e s  

w h i c h  r e d u c e  t h e  l e v e l  o f  a b s o r p t i o n  o f  t h e s e  a n t i g e n s  

a n d  a i d  i n  p r o d u c i n g  s y s t e m i c  i m m u n e  h y p o r e s p o n s i v e n e s s  

a r e  i m p o r t a n t  i f  a l l e r g i c  r e a c t i o n s  a r e  t o  b e  a v o i d e d  

( C h a l l a c o m b e  a n d  T o m a s i ,  1 9 8 0 ) .  A g a i n  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  

t h e  r o l e  o f  t h e  i m m u n e  m e c h a n i s m s  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  

i n  p r o d u c i n g  t h e s e  r e s p o n s e s  w o u l d  b e  o f  g r e a t  i n t e r e s t
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i n  t h e  u n d e r s t a n d i n g  o f  m a n y  h a r m f u l  a l l e r g e n i c  

c o n d i t i o n s .

T h e  i d e a  o f  l o c a l  i m m u n i t y  a t  m u c o s a l  s u r f a c e s ,  

i n d e p e n d e n t  o f  s y s t e m i c  i m m u n i t y ,  w a s  f i r s t  p o s t u l a t e d  b y  

B e s r e d k a  ( 1 9 1 9 )  b a s e d  o n  t h e  r e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t a l  

s t u d i e s  o f  o r a l  i n f e c t i o n s  w i t h  t o x i n - p r o d u c i n g  

e n t e r o b a c t e r i a  a n d  s k i n  i n f e c t i o n s  w i t h  B a c i l l u s  

a n t h r a c i s . T h e s e  s t u d i e s  w e r e  f o l l o w e d  i n  1 9 2 7  b y  a  

c l a s s i c  p a p e r ,  " L o c a l  I m m u n i z a t i o n " ,  ( B e s r e d k a ,  1 9 2 7 )  i n  

w h i c h  h e  s u m m a r i z e d  t h e  e v i d e n c e  a v a i l a b l e  a t  t h a t  t i m e  

t o  s u g g e s t  t h a t  a  r e g i o n a l  i m m u n e  s t a t e  c o u l d  e x i s t  

w i t h o u t  s i g n i f i c a n t  p a r t i c i p a t i o n  f r o m  s e r u m  a n t i b o d y .

T h e  c o n c e p t  w a s  e x t e n d e d  b y  l a t e r  w o r k e r s ,

p a r t i c u l a r l y  B u r r o w s  a n d  F a z e k a s  d e  G r o t h  w h o  w o r k e d ,  

r e s p e c t i v e l y ,  o n  e x p e r i m e n t a l  c h o l e r a  i n  g u i n e a  p i g s  a n d  

i n f l u e n z a  v i r u s  i n f e c t i o n  i n  m i c e .

B u r r o w s  a n d  H a v e n s  ( 1 9 4 8 )  s h o w e d  t h a t  r e s i s t a n c e  t o  

c h o l e r a  i n  t h e  g u i n e a  p i g  m o d e l  w a s  d e p e n d a n t  o n  t h e  

t i t r e s  o f  " c o p r o a n t i b o d y "  a s  h e  t e r m e d  t h e  a n t i b o d i e s  

p r e s e n t  i n  g a s t r o i n t e s t i n a l  s e c r e t i o n s .  T h e  p a t h o l o g y  

c a u s e d  b y  c h o l e r a  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  o c c u r r e d  w i t h o u t  

i n v a s i o n  o f  t h e  h o s t  a n d  s o  i t  w a s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  

t h a t  t h e  e f f e c t i v e  i m m u n i t y  w a s  d e r i v e d  f r o m  a n t i b o d y  a t  

t h e  m u c o s a l  s u r f a c e .  S e r u m  a n t i b o d y  t i t r e s  w e r e  f o u n d  t o  

d e v e l o p  a f t e r  i m m u n i t y  w a s  e s t a b l i s h e d  a n d  a s  s u c h  w e r e  

r u l e d  o u t  a s  t h e  o r i g i n  o f  t h e  c o p r o a n t i b o d y  a t  l e a s t  b y  

s i m p l e  t r a n s u d a t i o n .

F a z e k a s  d e  G r o t h  a n d  D o n e l l y  ( 1 9 5 0 )  s h o w e d  t h a t  

r e s i s t a n c e  t o  i n f l u e n z a  v i r u s  i n  t h e  r e s p i r a t o r y  t r a c t  o f
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m i c e  s e e m e d  t o  b e  d i r e c t l y  r e l a t e d  t o  t h e  l e v e l  o f  

s p e c i f i c  a n t i b o d y  i n  t h e  f l u i d s  b a t h i n g  t h e  m u c o u s  

m e m b r a n e s .  A n t i b o d y  o f  s i g n i f i c a n t  t i t r e  p r e v e n t e d  t h e  

i m p l a n t a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  a n d  s o  l e d  t o  i m m u n i t y .

I n  s p i t e  o f  t h i s  e a r l y  w o r k  t h e  c o n c e p t  o f  l o c a l  

m u c o s a l  i m m u n i t y  w a s  n o t  f u l l y  a p p r e c i a t e d  u n t i l  t h e  

e a r l y  1 9 6 0 '  s  a n d  t h e  d e s c r i p t i o n  o f  I g A  s e c r e t o r y  

a n t i b o d i e s  i n  1 9 6 1  b y  H a n s o n  ( H a n s o n ,  1 9 6 1 ) .  T h i s  f i n a l l y  

l e d  t o  t h e  i d e a  t h a t  t h e r e  e x i s t e d  a  " s e c r e t o r y  i m m u n e  

s y s t e m "  w i t h  u n i q u e  p r o p e r t i e s  w h i c h  w a s  l o c a t e d  a t  t h e  

m u c o s a l  s u r f a c e  a n d  w h i c h  u n d e r  n o r m a l  c i r c u m s t a n c e s  

c o u l d  f u n c t i o n  q u i t e  i n d e p e n d e n t l y  o f  t h e  " s y s t e m i c  

i m m u n e  s y s t e m "  w h i c h  w a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  

o f  c i r c u l a t i n g  a n t i b o d y  ( T o m a s i  e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .

1 . 1 . 1 .  T h e  c o m m o n  m u c o s a l  i m m u n e  s y s t e m .

S p e c i f i c  m u c o s a l  i m m u n i t y  i s  n o w  r e c o g n i z e d  a s  b e i n g  

p r o v i d e d  b y  m u c o s a  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  ( M A L T ) ,  a  

c o l l e c t i o n  o f  l y m p h o i d  t i s s u e s  f o u n d  i n  t h e  

g a s t r o i n t e s t i n a l ,  b r o n c h i a l  a n d  g e n i t o - u r i n a r y  t r a c t s  a n d  

g l a n d u l a r  t i s s u e  t h r o u g h o u t  t h e  b o d y .  M A L T  i s  a l s o  

b e l i e v e d  t o  f o r m  a  c o m m o n  m u c o s a l  i m m u n e  s y s t e m  w h e r e  

a n t i g e n i c  s t i m u l a t i o n  a t  o n e  m u c o s a l  s u r f a c e  l e a d s  t o  a  

s u b s e q u e n t  d i s s e m i n a t i o n  o f  c e l l s  w h i c h  h o m e  t o  d i s t a n t  

m u c o s a l  s i t e s  t r a n s f e r r i n g  s p e c i f i c  i m m u n i t y  t h r o u g h o u t  

t h e  m u c o s a l  t i s s u e s  o f  t h e  b o d y .  T h e  c o n c e p t  o f  a  c o m m o n  

m u c o s a l  i m m u n e  s y s t e m  l i n k e d  b y  a n t i g e n - s p e c i f i c  

e m i g r a t i n g  I g A  p r e c u r s o r  c e l l s  h a s  b e e n  s u p p o r t e d  b y  

a n t i b o d y  i n d u c t i o n  s t u d i e s  ( G o l d b l u m  e t  a l . , 1 9 7 5  ) ,  c e l l
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m i g r a t i o n  e x p e r i m e n t s  a n d  m o r p h o l o g i c  s t u d i e s  

( B i e n e n s t o c k  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .

E a r l y  c e l l u l a r  a n a l y s i s  o f  P e y e r ' s  p a t c h e s  

( g a s t r o i n t e s t i n a l  l y m p h o i d  o r g a n s  f o r m i n g  p a r t  o f  M A L T )  

s h o w e d  t h e m  a s  e n r i c h e d  s o u r c e s  o f  I g A  p r e c u r s o r  c e l l s  

( C r a i g  a n d  C e b r a ,  1 9 7 1 )  w h i c h  o n  a n t i g e n  s t i m u l a t i o n  

m i g r a t e d  t o  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s . T h e r e  t h e y  

m a t u r e d  i n t o  a n t i b o d y - s e c r e t i n g  p l a s m a  c e l l s  a n d  t h e n  

s e e d e d  t h e m s e l v e s  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  a n d  b r o n c h i a l  

a s s o c i a t e d  m u c o s a l  t i s s u e  ( R u d z i k  e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  F u r t h e r  

s t u d i e s  r e v e a l e d  t h a t  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  b l a s t  c e l l s  

c a p a b l e  o f  s e c r e t i n g  I g A  a l s o  h o m e  t o  m a m m a r y  g l a n d s  

( R o u x  e t  a l . , 1 9 7 7 ) ,  g e n i t a l  m u c o s a  ( B i e n e n s t o c k  a n d  

B e f u s ,  1 9 8 0 ) ,  s a l i v a r y  g l a n d s  ( J a c k s o n  e t  a l ,  1 9 8 1 )  a n d  

o c u l a r  t i s s u e  ( M e s t e c k y  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  R e c e n t  w o r k  h a s  

a l s o  i d e n t i f i e d  t h e  m i g r a t i o n  o f  T - c e l l s  ( B i e n e n s t o c k  e t  

a l . ,  1 9 8 3 ) ,  t h e  r o l e  o f  a n t i g e n - s p e c i f i c  m e m o r y  c e l l s  

( P i e r c e  a n d  C r a y ,  1 9 8 2 )  a n d  t h e  p o s s i b l e  i n d u c t i o n  o f  I g G  

a n t i b o d i e s  ( M c D e r m o t t  a n d  B i e n e n s t o c k ,  1 9 7 9 )  a s  a s p e c t s  

o f  t h e  c o m m o n  m u c o s a l  i m m u n e  s y s t e m .

T h e  m e c h a n i s m s  c o n t r o l l i n g  h o m i n g  o f  I g A  p r e c u r s o r  

c e l l s  t o  d i s t a n t  m u c o s a l  s i t e s  a r e  a s  y e t  u n c l e a r  ( W e i s z -  

C a r r i n g t o n  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .  T h e  h o m i n g  p h e n o m e n o n  h a s  b e e n  

s h o w n  t o  o c c u r  e v e n  w i t h o u t  a n t i g e n  s t i m u l a t i o n  ( R o u x  e t  

a l . , 1 9 7 7 )  b u t  r e q u i r e s  t h e  p r e s e n c e  o f  T  h e l p e r  c e l l s  

s p e c i f i c  f o r  I g A  ( B i e n e n s t o c k  e t  a l . , 1 9 8 3 ) .  T h e r e  i s  

a l s o  s o m e  e v i d e n c e  w h i c h  s u p p o r t s  a  r o l e  i n  h o m i n g  f o r  

m e m b r a n e  g l y c o p r o t e i n s  a n d / o r  g l y c o l i p i d s  o n  m i g r a t i n g  

l y m p h o c y t e s  b y  i n t e r a c t i o n  w i t h  e n d o t h e l i a l  c e l l s  ( H o o g h e
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a n d  P i n k ,  1 9 8 5 )  b u t  f u r t h e r  w o r k  w i l l  n e e d  t o  b e  c a r r i e d  

b e f o r e  t h e  s y s t e m  i s  f u l l y  u n d e r s t o o d .

1 . 1 . 2 .  M u c o s a  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e .

T h e  m u c o s a  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e s  ( M A L T )  d e a l  

w i t h  a  l a r g e  a n t i g e n i c  l o a d  c o m p r i s i n g  p r i n c i p a l l y  o f  

i n h a l e d  a n d  i n g e s t e d  a n t i g e n  f r o m  t h e  r e s p i r a t o r y  a n d  

g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t s .

T h e  m o s t  h i g h l y  o r g a n i z e d  M A L T  o c c u r s  i n  t h e  

g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t ,  r e f e r r e d  t o  a s  G A L T  

( g a s t r o i n t e s t i n a l  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e ) ,  a n d  h a s  

b e e n  e s t i m a t e d  t o  c o n t a i n  t h e  l a r g e s t  a c c u m u l a t i o n  o f  

l y m p h o i d  t i s s u e s  i n  t h e  h u m a n  b o d y  ( B r a n d t z a e g  1 9 8 5 ) .  

G A L T  i s  o f  i m p o r t a n c e  a s  i t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  

p r o c e s s i n g  o f  a  l a r g e  n u m b e r  o f  f o o d  a n t i g e n s  a n d  f o r  t h e  

i m m u n e  r e s p o n s e  t o  a  v a r i e t y  o f  p a t h o g e n i c  a n d  c o m m e n s a l  

o r g a n i s m s .  T h e  f u n c t i o n s  o f  G A L T  a r e  d i v e r s e  a s ,  o n  t h e  

o n e  h a n d  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  m u c o s a  m u s t  b e  m a i n t a i n e d  

a g a i n s t  p o s s i b l y  p a t h o g e n i c  m i c r o - o r g a n i s m s ,  w h i l s t  o n  

t h e  o t h e r ,  f o o d  a n t i g e n s  m u s t  b e  r e c o g n i z e d  a n d  h a n d l e d  

w i t h o u t  i n d u c i n g  h a r m f u l  h y p e r s e n s i t i v e  r e a c t i o n s  ( K i l i a n  

e t  a l . , 1 9 8 8 )  .

T h e  c o m p o n e n t s  o f  G A L T  m a y  b e  d i v i d e d  i n t o  t w o  m a j o r  

p a r t s . F i r s t  a r e  t h e  o r g a n i z e d  t i s s u e s  w h i c h  c o m p r i s e  t h e  

P e y e r ' s  p a t c h e s  ( P P ) ,  i s o l a t e d  l y m p h o i d  f o l l i c l e s  a n d  t h e  

m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  ( M L N )  ( F i g  1 ) .  S e c o n d  t h e  l y m p h o i d
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F i g u r e gastrointesinal1 .  S c h e m a t i c  d i a g r a m  o f  t h e  

a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e .
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c e l l s  w h i c h  e x i s t  i n  t h e  w a l l s  o f  t h e  i n t e s t i n e  b o t h  i n  

t h e  l a m i n a  p r o p r i a  ( L P )  a n d  t h e  e p i t h e l i a l  l a y e r  a n d  a r e  

t e r m e d  i n t r a - e p i t h e l i a l  l y m p h o c y t e s  ( I E L ) .  T h e s e  t w o  

g r o u p s  a r e  i n t e r - r e l a t e d  t o  f o r m  a  s y s t e m .

1 . 1 . 3 .  P e y e r ' s  P a t c h e s .

P e y e r ' s  p a t c h e s  a r e  c o l l e c t i o n s  o f  l y m p h o i d  

f o l l i c l e s  d i s t r i b u t e d  t h r o u g h o u t  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  f r o m  

t h e  p y l o r u s  t o  t h e  i l e o c a e c a l  v a l v e  i n  a  w i d e  v a r i e t y  o f  

a n i m a l s  i n c l u d i n g  b i r d s ,  r o d e n t s  a n d  m a n  ( K a g n o f f ,  1 9 8 1 ;  

O w e n  a n d  B h a l l a ,  1 9 8 3 ) .

T h e i r  s t r u c t u r e  w a s  f i r s t  d e s c r i b e d  b y  J o h a n n  P e y e r  

i n  1 6 7 7 .  T h e r e  a r e  u s u a l l y  2 0 - 3 0  P P  i n  t h e  h u m a n  

i n t e s t i n e  a n d  1 2 - 1 4  i n  t h e  r a t  i n t e s t i n e .  T h e y  a r e  o v a l ,  

d o m e - l i k e  s t r u c t u r e s  i n  s h a p e ,  1 - 4  c m  l o n g  i n  h u m a n s  a n d

0 . 5 - 1  c m  i n  r a t s .  P P  a r e  l o c a t e d  i n  t h e  m u c o s a  a n d  

s u b m u c o s a  w i t h  e a c h  p a t c h  h a v i n g  a n  e x t e n s i v e  b l o o d  

s u p p l y  ( B h a l l a  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  P P  h a v e  a  c e l l u l a r  

s t r u c t u r e  c o m p a r a b l e  t o  t h a t  o f  l y m p h  n o d e s ,  c o n t a i n i n g  

p a r a f o l l i c u l a r  a n d  f o l l i c u l a r  a r e a s  s u r r o u n d i n g  g e r m i n a l  

c e n t r e s  ( P a r r o t t ,  1 9 7 6 ) .  W i t h i n  t h e  P P  a p p r o x i m a t e l y  6 0 -  

7 0 %  o f  c e l l s  a r e  p r e - B  c e l l s  a n d  B  c e l l s .  T h e s e  a r e  

s i t u a t e d  i n  t h e  f o l l i c l e s  w i t h  r e l a t i v e l y  f e w  m a t u r e  

p l a s m a  c e l l s  ( L y s c o m  a n d  B r u e t o n ,  1 9 8 2 ;  M c W i l l i a m s  e t  

a l . ,  1 9 7 4 ) .  G e r m i n a l  c e n t r e s  w i t h i n  P P  a r e  s i t e s  o f  

a n t i g e n - i n d u c e d ,  T  c e l l  d e p e n d e n t  p r o l i f e r a t i o n .  T h e y  a r e  

a l s o  t h e  a r e a s  i n  w h i c h  p r e - B  a n d  B  c e l l s  d i f f e r e n t i a t e  

i n t o  p l a s m a  c e l l  p r e c u r s o r s  ( C a r l s o n  a n d  O w e n ,  1 9 8 7 ) .  I n  

P P  g e r m i n a l  c e n t r e s  t h e  m a j o r i t y  o f  B - c e l l s  a r e  s u r f a c e
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I g A  p o s i t i v e  w i t h  f e w  c a r r y i n g  I g G  o r  I g M .  S u r f a c e  I g A  i s  

n o t  c h a r a c t e r i s t i c  o f  g e r m i n a l  c e n t r e s  o f  a l l  l y m p h o i d  

t i s s u e  b u t  i s  l i m i t e d  t o  t h e  s e c r e t o r y  i m m u n e  s y s t e m  a n d  

M A L T  ( K r a a l  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

T  c e l l s ,  p r e d o m i n a n t l y  o f  t h e  T - h e l p e r  s u b s e t ,  

p o p u l a t e  t h e  p a r a f o l l i c u l a r  a r e a s  a n d  c o n s t i t u t e  t h e  

r e m a i n i n g  2 5 - 3 5 %  o f  c e l l s  i n  P P . V a r i o u s  a c c e s s o r y  c e l l s  

i n v o l v e d  i n  a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n  ( e g  d e n d r i t i c  c e l l s )  a r e  

a l s o  f o u n d  i n  s m a l l  n u m b e r s  ( L a u s e  a n d  B o c k m a n ,  1 9 8 1 ) .

P P  a r e  i n v o l v e d  i n  t h e  p r i m a r y  s t a g e s  o f  a  l o c a l  

i m m u n e  r e s p o n s e  a s  t h e  s i t e  a t  w h i c h  l u m i n a l  a n t i g e n s  a r e  

s a m p l e d  a n d  w h e r e  n a i v e  i m m a t u r e  a n t i g e n - s p e c i f i c  

l y m p h o c y t e s  f i r s t  b e c o m e  a c t i v a t e d .  M a c r o m o l e c u l a r  a n d  

e v e n  p a r t i c u l a t e  u p t a k e  a c r o s s  t h e  i n t e s t i n e  i s  t h e  f i r s t  

s t a g e  i n  a  m u c o s a l  r e s p o n s e  ( V o l k h e i m e r  a n d  S c h u l z ,  1 9 6 8 ;  

S c h r e i b e r ,  1 9 7 4 ;  C o o k  a n d  O l s o a ,  1 9 7 9 ) .

P P  a r e  c o v e r e d  o n  t h e i r  l u m i n a l  s u r f a c e  b y  

s p e c i a l i z e d  e p i t h e l i a l  c e l l s  t e r m e d  M c e l l s  w h i c h  a r e  

i n v o l v e d  i n  t h e  u p t a k e  o f  l u m i n a l  a n t i g e n s  b y  a  p r o c e s s  

o f  e n d o c y t o s i s  ( B o c k m a n  a n d  C o o p e r ,  1 9 7 3 ) .  M c e l l s  l a c k  

f u l l y  d e v e l o p e d  m i c r o v i l l i ,  h a v i n g  s u r f a c e s  t h a t  c o n s i s t  

o f  m i c r o f o l d s  i n  h u m a n s ,  a n d  p o s s e s s  a  t h i n  a p i c a l  

c y t o p l a s m  ( O w e n  a n d  J o n e s ,  1 9 7 4 ) .  N u m e r o u s  v e s i c l e s  

b e n e a t h  t h e  a p i c a l  m e m b r a n e  a r e  f o r m e d  b y  e n d o c y t o s i s ,  

a n d  t r a n s p o r t  m a c r o m o l e c u l e s  a n d  m i c r o o r g a n i s m s  t h r o u g h  

t h e  M c e l l  a n d  i n t o  t h e  P P  ( O w e n ,  1 9 7 7 ;  W o l f  e t  a l . ,  

1 9 8 1 ) .  I n  o n e  s e t  o f  e x p e r i m e n t s  m i c e  w e r e  g i v e n  d r i n k i n g  

w a t e r  c o n t a i n i n g  l a t e x  p a r t i c l e s  w i t h  a  m e a n  d i a m e t e r  o f  

2  u r n .  L a t e x  p a r t i c l e s  w e r e  f i r s t  r e c o v e r e d  f r o m  t h e  P P
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t h e n  s u b s e q u e n t l y  t h e  v i l l i  a n d  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  

( L e F e v r e  e t  a l . , 1 9 7 9 ) .  F u r t h e r ,  i n  m i c e  g i v e n  o r a l

i n f e c t i o n s  w i t h  S j a l ^ n ^ l _ l a  t y p h i  t h e  P P  w e r e  t h e  f i r s t  

s i t e s  o f  a p p e a r a n c e  o f  t h e  o r g a n i s m  ( C a r t e r  a n d  C o l l i n s ,

1 9 7 4 )  . A l t h o u g h  t h e  m a i n  r o l e  i s  t r a n s p o r t  o f  l u m i n a l  

a n t i g e n s  i t  i s  s t i l l  u n c l e a r  i f  M c e l l s  p l a y  a n y  p a r t  i n  

a n t i g e n  p r e s e n t a t i o n .

1 . 1 . 4 .  M e s e n t e r i c  L y m p h  N o d e s .

O n c e  a c t i v a t e d  b y  l u m i n a l  a n t i g e n s  i n  t h e  P P  

l y m p h o c y t e s  m i g r a t e  t o  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  ( M L N )  

( R e y n o l d s  a n d  P a b s t ,  1 9 8 4 ) .  M L N  d r a i n  t h e  m e s e n t e r i c

l y m p h a t i c s  w h i c h  o r i g i n a t e  i n  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o s a  a n d  

P P .  T h e i r  s t r u c t u r e  i s  i d e n t i c a l  t o  p e r i p h e r a l  l y m p h  

n o d e s  w i t h  w e l l - d e v e l o p e d  T  c e l l  d e p e n d e n t  a r e a s  ( T D A ) ,  

p r i m a r y  f o l l i c l e s  a n d  g e r m i n a l  c e n t r e s . E f f e r e n t  l y m p h  

f r o m  t h e  M L N  d r a i n s  i n t o  t h e  t h o r a c i c  d u c t ,  v i a  t h e

c y s t e r n a  c h y l i  i n  t h e  r a t ,  a n d  i s  t h e  m a j o r  c o n s t i t u e n t  

o f  t h e  l y m p h  r e t u r n i n g  t o  t h e  b l o o d s t r e a m  v i a  t h i s  r o u t e  

( M o w a t ,  1 9 8 7 ) .

M L N  c o n t a i n  p r e d o m i n a n t l y  T  c e l l s  b u t  s h o w  a

m a j o r i t y  o f  t h e  h e l p e r  s u b s e t  u n l i k e  o t h e r  s y s t e m i c

p e r i p h e r a l  l y m p h  n o d e s  ( D u r k i n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T  c e l l s  

w i t h  r e c e p t o r s  f o r  I g A  ( K i y o n o  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  a r e  

r e l a t i v e l y  c o m m o n  a n d  m a n y  M L N  B  c e l l s  c a r r y  s u r f a c e  I g A  

( S t e v e n s  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  M L N  c o n t a i n  m a n y  m u c o s a - h o m i n g

l y m p h o b l a s t s  a n d  l y m p h o c y t e s  o r i g i n a l l y  p r i m e d  i n  t h e  P P  

( P u g h  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  T h e s e  r e m a i n  i n  t h e  M L N  f o r  a  p e r i o d  

b e f o r e  c o n t i n u i n g  o n  t o  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o s a  o r  o t h e r
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m u c o s a l  s i t e s .  M L N  a r e  a l s o  t h e  s o u r c e  o f  I g A - p r o d u c i n g  B  

c e l l s  b o u n d  f o r  t h e  g u t  m u c o s a ,  w i t h  a l m o s t  a l l  

i m m u n o g l o b u l i n - p r o d u c i n g  c e l l s  w i t h i n  M L N  o f  t h e  I g A  

i s o t y p e  ( C e b r a  e t  a l . ,  1 9 7 7 ) .

M L N  c o n t a i n  T  h e l p e r  c e l l s  c a p a b l e  o f  i n d u c i n g  

t e r m i n a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  I g A - c o m m i t t e d  B  c e l l s  

( K a w a n i s h i  e t  a l . , 1 9 8 3  ) .  P r i o r  c o m m i t m e n t  t o  I g A  

s y n t h e s i s  i n  B  c e l l s  i s  c a u s e d  b y  i s o t y p e  s p e c i f i c  T  

c e l l s  i n  P P .

T o  s u m m a r i z e ,  a  l o c a l  i m m u n e  r e s p o n s e  i s  i n s t i g a t e d  

b y  l u m i n a l  a n t i g e n  b e i n g  t a k e n  u p  b y  t h e  M - c e l l s  o f  t h e  

P P . T h e  a n t i g e n  s t i m u l a t e s  T  a n d  B  c e l l s  w i t h i n  t h e  P P . 

T h e s e  c e l l s  o n c e  a c t i v a t e d  b y  a n t i g e n  m i g r a t e  t o  t h e  M L N  

w h e r e  m a t u r a t i o n  o c c u r s  p r o d u c i n g  a n t i b o d y - s e c r e t i n g  

p l a s m a  c e l l s  a n d  T  c e l l  p r o l i f e r a t i o n .  F r o m  t h e  M L N  c e l l s  

m i g r a t e  b a c k  t o  t h e  m u c o s a l  l a m i n a  p r o p r i a  o r  p e r h a p s  t o  

d i s t a n t  m u c o s a l  s i t e s  p r o v i d i n g  a  s p e c i f i c  i m m u n i t y  

c o m m o n  t o  a l l  m u c o s a l  s u r f a c e s .  S u c h  d i s t a n t  e x p r e s s i o n  

o f  i m m u n i t y  f o l l o w i n g  i m m u n i z a t i o n  a t  a  d i f f e r e n t  s i t e  i s  

t h e  b a s i s  o f  t h e  c o n c e p t  o f  a  c o m m o n  m u c o s a l  i m m u n e  

s y s t e m  ( S e e  S e c t i o n  1 . 2 ) .

1 . 2  I M M U N O G L O B U L I N S  I N  M U C O S A L  S E C R E T I O N S .

I g A  i s  t h e  m a j o r  i m m u n o g l o b u l i n  i s o t y p e  i n  e x t e r n a l  

s e c r e t i o n s  ( L a m ,  1 9 7 6 ;  T o m a s i  a n d  G r e y ,  1 9 7 2 ) .  T h e  

m a j o r i t y  o f  I g A  i n  s e c r e t i o n s  i s  p r o d u c e d  l o c a l l y  b y  

p l a s m a  c e l l s  i n  t h e  m u c o s a  a n d  s u b - m u c o s a  ( K a g n o f f  e t  

a l . ,  1 9 7 2  , 1 9 7 3  ) .  I n  G A L T  t h e  p l a s m a  c e l l s  f o r  l o c a l
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i m m u n o g l o b u l i n  p r o d u c t i o n  r e s i d e  i n  t h e  l a m i n a  p r o p r i a  

a n d  c o n s i s t  o f  B - c e l l s  p r e v i o u s l y  p r i m e d  b y  g u t  a n t i g e n s  

i n  P P  ( K a g n o f f ,  1 9 7 7 ) .  A l t h o u g h  I g A  i s  t h e  p r e d o m i n a n t  

m u c o s a l  i m m u n o g l o b u l i n  a n t i b o d y ,  r e s p o n s e s  a t  m u c o s a l  

s u r f a c e s  a r e  n o t  r e s t r i c t e d  t o  I g A .  I n  G A L T  b o t h  I g G  a n d  

I g E  a r e  i m p o r t a n t  d u r i n g  c e r t a i n  p a r a s i t i c  i n f e s t a t i o n s  

( p a r t i c u l a r l y  I g E )  a n d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  i n t e s t i n a l  

d i s e a s e  s t a t e s  ( e g  I g G  i n  i n f l a m m a t o r y  b o w e l  d i s e a s e  a n d  

c o e l i a c  d i s e a s e ) .

L a c k  o f  I g A  i n  s e r u m  a n d  s e c r e t i o n s  i s  o n e  o f  t h e  

m o s t  c o m m o n  i m m u n o l o g i c a l  d e f i c i e n c i e s  ( F r o m m e l  e t  a l . ,  

1 9 7 3 ;  K o l s t i n e n ,  1 9 7 5 )  b u t  u n e x p e c t e d l y  g a s t r o - i n t e s t i n a l  

i n f e c t i o n s  a r e  n o t  a  f e a t u r e  o f  I g A - d e f i c i e n t  i n d i v i d u a l s  

( M c G h e e  a n d  M i c h a l e k ,  1 9 8 1 ) .  P o s s i b l e  e x p l a n a t i o n s  a r e  

t h e  q u a n t i t a t i v e  r e p l a c e m e n t  o f  I g A - c e l l s  i n  t h e  

i n t e s t i n a l  m u c o s a  b y  I g M - c e l l s . T r a n s p o r t  o f  p o l y m e r i c  

I g A  i n t o  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  a l s o  a l l o w s  f o r  t h e  

t r a n s p o r t  o f  p o l y m e r i c  I g M  ( S e e  S e c t i o n  1 . 2 . 4 ) .  I n  n o r m a l  

i n d i v i d u a l s  t r a n s p o r t  o f  I g M  i n t o  s e c r e t i o n s  i s  

n e g l i g i b l e  c o m p a r e d  w i t h  I g A  b u t  s o m e  i n  I g A - d e f i c i e n t  

i n d i v i d u a l s  I g M  a p p e a r s  t o  b e  a c t i n g  a s  t h e  s u r r o g a t e  

c h o i c e  f o r  s e c r e t o r y  I g A .  R e s u l t s  f r o m  m e a s u r e m e n t s  o f  

I g M  i n  t h e  s e c r e t i o n s  o f  t h e s e  i n d i v i d u a l s  s h o w  

a p p r e c i a b l e  a m o u n t s  o f  I g M  f a r  g r e a t e r  t h a n  w o u l d  

n o r m a l l y  b e  f o u n d .  T h e  I g M  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  s e c r e t o r y  

c o m p o n e n t  j u s t  a s  I g A  w o u l d  b e  i n  n o r m a l  i n d i v i d u a l s  

( M c G h e e  a n d  M i c h a l e k ,  1 9 8 1 ) .

S e l e c t i v e  I g A  d e f i c i e n c y  h a s  b e e n  a s s o c i a t e d  w i t h  

i n t e s t i n a l  d i s e a s e s  s u c h  a s  c o e l i a c  d i s e a s e .  F u r t h e r m o r e
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t h e s e  i n d i v i d u a l s  h a v e a n  i n c r e a s e d  i n c i d e n c e  o f

a u t o i m m u n e  a n d  c o n n e c t i v e  t i s s u e  d i s e a s e s ,  a u t o a n t i b o d i e s  

i n  t h e  a b s e n c e  o f  o v e r t  d i s e a s e ,  a l l e r g i c  d i s o r d e r s ,  a n d  

m a l i g n a n c y  ( A m m a n n  a n d  H o n g ,  1 9 8 0 ) .  T h e y  a l s o  h a v e  

i n c r e a s e d  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  t o  f o o d  a n t i g e n s  a n d  

c i r c u l a t i n g  i m m u n e  c o m p l e x e s  ( C u n n i n g h a m - R u n d l e s  e t  a l . ,

1 9 7 8 )  .

I n  n o r m a l  h u m a n  i n t e s t i n a l  l a m i n a  p r o p r i a  t h e r e  a r e  

r e l a t i v e l y  f e w  I g G  p r o d u c i n g  c e l l s  a n d  I g G  i n  s e c r e t i o n s  

i s  d e r i v e d  m a i n l y  f r o m  s e r u m  b y  t r a n s u d a t i o n  w i t h  l i t t l e  

l o c a l  p r o d u c t i o n  ( K a g n o f f ,  1 9 8 7 ) .  I n  s o m e  d i s e a s e  s t a t e s  

s u c h  a s  c o e l i a c  d i s e a s e  I g G  i s  f o u n d  i n  i n c r e a s e d  a m o u n t s  

i n  s e c r e t i o n s  a n d  t h e  n u m b e r  o f  I g G - p r o d u c i n g  c e l l s  i s  

i n c r e a s e d  ( K a g n o f f ,  1 9 8 7 ) .  I t  i s  w o r t h  n o t i n g  t h a t  I g G  i s  

c a p a b l e  o f  f i x i n g  c o m p l e m e n t  b y  t h e  c l a s s i c a l  p a t h w a y  a n d  

c a n  p a r t i c i p a t e  i n  t a r g e t  c e l l  d a m a g e  b y  d i r e c t i n g  t h e  

s p e c i f i c i t y  o f  a n t i b o d y - d e p e n d e n t  c o m p l e m e n t - m e d i a t e d  

c y t o t o x i c  r e a c t i o n s  ( K a g n o f f ,  1 9 8 7 ) ,  u n l i k e  I g A  w h i c h  h a s  

b e e n  s h o w n  t o  b e  i n e f f e c t i v e  i n  f i x i n g  c o m p l e m e n t  

( R u s s e l - J o n e s , 1 9 8 0 )  . I n  t h i s  w a y  i t  m a y  b e  r e s p o n s i b l e  

f o r  s o m e  t i s s u e  d a m a g e .

1 . 2 . 1 .  S t r u c t u r e  o f  I g A .

B e t a  m y e l o m a  p r o t e i n s  w e r e  s h o w n  b y  S l a t e r  e t  a l .  

( 1 9 5 5 )  t o  b e  a n t i g e n i c a l l y  d i s t i n c t  f r o m  n o r m a l  " g a m m a ­

g l o b u l i n "  a n d  h e  p o s t u l a t e d  t h e  e x i s t e n c e  o f  a n  u n k n o w n  

b e t a - g l o b u l i n  i n  h u m a n  s e r u m .  H e r e m a n s  e t  a l .  ( 1 9 5 9 )  

f o u n d  t h a t  t h e  p r e c i p i t a t e  f r o m  a  c o n v e n t i o n a l  z i n c  

s u l p h a t e  t e s t  ( K u n k e l , 1 9 4 7 )  o n  n o r m a l  s e r u m  c o n t a i n e d
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p a r t  o f  t h e  " g a m m a - g l o b u l i n "  b u t  n o n e  o f  t h e  " b e t a 2 -  

g l o b u l i n "  a s  s e e n  u n d e r  i m m u n o e l e c t r o p h o r e s i s . T h i s  

o b s e r v a t i o n  l e d  t h e m  t o  d e v e l o p  a  f r a c t i o n a t i o n  p r o c e d u r e  

t o  p u r i f y  t h e  " b e t a 2 - g l o b u l i n "  w h i c h  l e d  t o  t h e  f i r s t  

i s o l a t i o n  o f  I g A  f r o m  s e r u m .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  i n  1 9 6 1  b y  

T o m a s i  w h o  d i s c o v e r e d  e v i d e n c e  o f  t h i s  p r o t e i n  i n  

e x t e r n a l  s e c r e t i o n s .  T h e  p r e p a r a t i o n ,  t e r m e d  " b e t a 2 a -  

g l o b u l i n " ,  w a s  s h o w n  t o  p o s s e s s  a n t i b o d y  a c t i v i t y

( H e r e m a n s  e t  a l . ,  1 9 6 3 )  a n d  t h e  s a m e  f o u r  c h a i n  s t r u c t u r e

a s  " g a m m a - g l o b u l i n " . T h e  p r o t e i n  w a s  f i n a l l y  r e n a m e d  I g A  

b y  i n t e r n a t i o n a l  a g r e e m e n t  ( C e p p e l l i n i  e t  a l . ,  1 9 6 4 ) .

O n c e  i s o l a t e d ,  H a n s o n  ( 1 9 6 1 )  d i s c o v e r e d  t h a t  I g A  

p r e d o m i n a t e d  i n  m i l k .  I t  s h o w e d  d i s t i n c t i v e  a n d  u n i q u e  

c h a r a c t e r i s t i c s  w h i c h  w e r e  d e m o n s t r a t e d  t o  b e  d u e  t o  a n  

a d d i t i o n a l  p o l y p e p t i d e ,  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t ,  b y  T o m a s i  e t  

a l . ( 1 9 6 5 ) .  S - I g A  w a s  f o u n d  t o  b e  s e c r e t e d  b y  l o c a l

p l a s m a  c e l l s  i n  t h e  m u c o s a  a n d  s u b - m u c o s a  ( T o m a s i  a n d  

B i e n e n s t o c k ,  1 9 6 8 )  a s  a  d i m e r  c o n t a i n i n g  a n  a d d i t i o n a l  

p o l y p e p t i d e ,  J - c h a i n  ( K o s h l a n d ,  1 9 7 5 )  ( F u r t h e r  d i s c u s s i o n  

o f  J - c h a i n  a n d  S C  c a n  b e  f o u n d  i n  S e c t i o n s  1 . 2 . 2  a n d

1 . 2 . 3  r e s p e c t i v e l y ) .

I n  h u m a n s  s e r u m  I g A  w a s  f o u n d  t o  b e  m o n o m e r i c  i n  

f o r m  ( T o m a s i  a n d  B i e n e n s t o c k ,  1 9 6 8 ) .  C u r i o u s l y  t h o u g h  

w h e n  o t h e r  s p e c i e s  w e r e  e x a m i n e d  i t  w a s  f o u n d  t h a t  t h e  

m a j o r i t y  n o r m a l l y  h a d  d i m e r i c  s e r u m  I g A  ( V a e r m a n ,  1 9 7 3 ) .

B o t h  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  I g A  w e r e  b a s e d  o n  t h e  

m o n o m e r  w i t h  t h e  t y p i c a l  f o u r  c h a i n  i m m u n o g l o b u l i n  

s t r u c t u r e  c o n s i s t i n g  o f  t w o  a l p h a  h e a v y  c h a i n s  a n d  t w o  

l i g h t  ( L )  c h a i n s  ( M e s t e c k y ,  1 9 7 6 ) .  I g A  s h a r e d  t h e  a b i l i t y
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t o  f o r m  p o l y m e r i c  f o r m s  w i t h  I g M ,  b o t h  I g A  a n d  I g M  h e a v y  

c h a i n s  p o s s e s s i n g  a  s p e c i a l  C - t e r m i n a l  e x t e n s i o n  w h i c h  

c o n t a i n e d  a n  e x t r a  c y s t e i n e  n o t  f o u n d  i n  o t h e r  

i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n s  ( U n d e r d o w n  a n d  S c h i f f ,  1 9 8 6 ) .  

T h i s  e x t e n s i o n  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p a r t i c i p a t e  i n  c r o s s -  

l i n k i n g  m o n o m e r  s u b - u n i t s  t o g e t h e r  w i t h  i n t e r - c h a i n  

d i s u l p h i d e  b r i d g e s  ( P r a h l  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  D i s u l p h i d e -  

b r i d g e s  w e r e  f o r m e d  b e t w e e n  b o t h  m o n o m e r s  a n d  J - c h a i n  

w h i c h  f o r m e d  a n  i n d i r e c t  l i n k  b e t w e e n  t h e  t w o  m o n o m e r s  

( G a r c i a - P a r d o e  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  S C  h a s  a l s o  b e e n  i d e n t i f i e d  

a s  b e i n g  c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  t h e  I g A  m o n o m e r s  i n  S - I g A  

b u t  t h e  s i t e  o f  a t t a c h m e n t  i s  a s  y e t  u n d e f i n e d  ( U n d e r d o w n  

e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  U n d e r d o w n  a n d  S w i t z e r ,  i n  p r e s s ) .

1 . 2 . 2 .  J - c h a i n  -  S t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n .

J - c h a i n  w a s  f i r s t  i d e n t i f i e d  i n  1 9 6 6  b y  t w o  g r o u p s  

( R e j n e k  e t  a l . ,  1 9 6 6 ;  C e d e r b l a d  e t  a l . ,  1 9 6 6 ) .  J - c h a i n  

w a s  s e e n  a s  a n  e l e c t r o p h o r e t i c a l l y  f a s t - m i g r a t i n g  

p o l y p e p t i d e  u n d e r  e l e c t r o p h o r e s i s  i n  a l k a l i n e  u r e a -  

c o n t a i n i n g  s i e v i n g  g e l s  w i t h  L - c h a i n  p r e p a r a t i o n s  f r o m  

S - s u l p h o n a t e d  o r  r e d u c e d - a l k y l a t e d  h u m a n  c o l o s t r a l  I g A .

A t  f i r s t  t h e r e  w a s  s o m e  c o n f u s i o n  a s  t o  w h e t h e r  t h i s  

p o l y p e p t i d e  w a s  i n  f a c t  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t  ( S C )  ( H a n s o n  

a n d  J o h a n s s o n ,  1 9 6 7 ) ,  b u t  H a l p e r n  a n d  K o s h l a n d  ( 1 9 7 0 )  

i d e n t i f i e d  t h e m  a s  d i s t i n c t  p r o t e i n s .  T h e y  f o u n d  J - c h a i n  

i n  b o t h  h u m a n  a n d  r a b b i t  s e c r e t o r y  I g A  a n d  p r o p o s e d  t h e  

n a m e  " J - c h a i n "  b e c a u s e  o f  i t s  p o s s i b l e  r o l e  i n  t h e  

f o r m a t i o n  o f  I g A  p o l y m e r s .  A  s i m i l a r  p o l y p e p t i d e  w a s  

f o u n d  i n  m a c r o g l o b u l i n a e m i a  I g M  p r o t e i n s  ( K o w n a t z k i ,
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1 9 7 1 )  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  i n d i s t i n g u i s h a b l e  f r o m  t h e  J -  

c h a i n  o f  H a l p e r n  a n d  K o s h l a n d .

J - c h a i n  w a s  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  s m a l l  g l u c o s a m i n e -  

c o n t a i n i n g  g l y c o p r o t e i n  w h i c h  i s  e x t r e m e l y  a c i d i c  i n  

c h a r a c t e r  d u e  t o  a  h i g h  g l u t a m i c  a n d  a s p a r t i c  a c i d  

c o n t e n t  ( M e s t e c k y  e t  a l . , 1 9 7 2 ) .  H a l p e r n  a n d  K o s h l a n d

( 1 9 7 0 )  s u g g e s t e d  a  r o l e  f o r  J - c h a i n  ( J o i n i n g  c h a i n )  i n  

t h e  p o l y m e r i z a t i o n  o f  I g A .  T h e  d i s c o v e r y  o f  J - c h a i n  i n  

a n o t h e r  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n  ( I g M )  s t r e n g t h e n e d  t h i s  

a r g u m e n t ,  a s  d i d  t h e  l a c k  o f  J - c h a i n  i n  o t h e r  m o n o m e r i c  

i m m u n o g l o b u l i n  i s o t y p e s  ( I g G ,  I g D  a n d  I g E )  ( K o s h l a n d ,

1 9 7 5 ) .  T h e  r e a s o n  f o r  t h i s  d i f f e r e n c e  b e t w e e n  i s o t y p e s  

w a s  m a d e  c l e a r  b y  P r a h l  e t  a l . ( 1 9 7 1 )  w h o  s h o w e d  t h a t  J -

c h a i n  w a s  l i n k e d  b y  d i s u l p h i d e  b r i d g e s  t o  c y s t e i n e  

r e s i d u e s  i n  t h e  C - t e r m i n i  o f  I g A  a n d  I g M  i m m u n o g l o b u l i n  

h e a v y  c h a i n s .  T h i s  s i t e  w a s  n o t  p r e s e n t  i n  I g G ,  I g E  o r  

I g D  i m m u n o g l o b u l i n  h e a v y  c h a i n s  ( G a r c i a - P a r d o e  e t  a l . , 

1 9 8 1 )  .

J - c h a i n  i s  o n l y  n o r m a l l y  f o u n d  i n  t h e  e x t r a c e l l u l a r  

e n v i r o n m e n t  a s s o c i a t e d  w i t h  p o l y m e r i c  I g A  a n d  I g M  

( K o s h l a n d ,  1 9 8 4 ) .  E x t r a c e l l u l a r  f r e e  J - c h a i n  i s  u n c o m m o n  

d u e  t o  i t s  s u s c e p t i b i l i t y  t o  d i g e s t i o n  b y  p r o t e o l y t i c  

e n z y m e s .  H o w e v e r  i m m u n o f l u o r e s c e n c e  s t u d i e s  h a v e  s h o w n  J -  

c h a i n  i n t r a c e l l u l a r l y  w i t h i n  p l a s m a  c e l l s  e x p r e s s i n g  

i s o t y p e s  o t h e r  t h a n  I g M  o r  I g A .  W h a t  r o l e  i f  a n y  J - c h a i n  

i s  p e r f o r m i n g  w i t h i n  t h e s e  c e l l s  i s  s t i l l  t o  b e  

d e t e r m i n e d .

S t u d i e s  o f  h u m a n  a n d  m o u s e  J - c h a i n s  h a v e  s h o w n  

c o n s i d e r a b l e  h o m o l o g y  ( 7 7 % )  i n  t h e i r  p r i m a r y  s t r u c t u r e
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t o g e t h e r  w i t h  s i m i l a r  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  a m i n o - a c i d  

c o m p o s i t i o n  ( M o l e  e t  a l . ,  1 9 7 7  ; C a n n  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  M a x  

a n d  K o r s m e y e r ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  J - c h a i n  i s  

a  h i g h l y  c o n s e r v e d  m o l e c u l e .

S e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  J - c h a i n  a n d  i m m u n o g l o b u l i n  

c h a i n s  i s  p o o r  b u t  r e c e n t  c o m p u t e r  a s s i s t e d  s e q u e n c e  

a n a l y s i s  d a t a  a n d  c i r c u l a r  d i c h r o m i s m  m e a s u r e m e n t s  o f  

d e n a t u r e d  a n d  r e n a t u r e d  h u m a n  J - c h a i n  s u g g e s t  s t r u c t u r a l  

s i m i l a r i t i e s  t o  i m m u n o g l o b u l i n  d o m a i n s  ( Z i k a n  e t  a l . ,

1 9 8 5 ) .  T h e s e  d a t a  s u g g e s t  t h a t  J - c h a i n  d i s p l a y s  b e t a -  

s h e e t  f o l d i n g  a s  o c c u r s  i n  i m m u n o g l o b u l i n  c h a i n s . I t  i s  

t h e r e f o r e  p o s s i b l e  t h a t  J - c h a i n  m a y  p o s s e s s  a n  

i m m u n o g l o b u l i n - l i k e  f o l d  w h i c h  c o u l d  i n t e r a c t  w i t h  t h e  C 4  

o r  C 3  r e g i o n s  o f  I g A  o r  I g M  f o r m i n g  d o m a i n  a s s o c i a t i o n s  

w h i c h  c o u l d  a i d  i n  s t a b i l i z i n g  t h e  p o l y m e r i c  s t r u c t u r e  

( M e s t e c k y  a n d  M c G h e e ,  1 9 8 8 ) .

T h e  n u m b e r  o f  J - c h a i n s  p e r  p o l y m e r i c  I g A  m o l e c u l e  

r e m a i n s  u n r e s o l v e d .  A l t h o u g h  J - c h a i n  w a s  f i r s t  a s s u m e d  t o  

b e  f o u n d  a t  a  v a l e n c y  o f  o n e  c h a i n  p e r  p o l y m e r i c  I g A  

m o l e c u l e  t h e r e  h a v e  b e e n  s e v e r a l  p o l y m e r i c  I g A  m y e l o m a  

p r o t e i n s  i s o l a t e d  w h i c h  a p p e a r  t o  h a v e  l e s s  t h a n  o n e  J -  

c h a i n  p e r  p o l y m e r  o r  n o  J - c h a i n  a t  a l l  ( B r a n d t z a e g ,  1 9 7 6 ;  

T o m a s i  a n d  C z e r w i n s k i ,  1 9 7 6 ) .  S o m e  m y e l o m a  p r o t e i n s  

i s o l a t e d  p o s s e s s  m o r e  t h a n  o n e  J - c h a i n  p e r  d i m e r i c  I g A  

m o l e c u l e  ( R i c a r d o  a n d  I n m a n ,  1 9 7 4 ;  G r u b b ,  1 9 7 8 ) .  H o w e v e r  

a c c u r a t e  d e t e r m i n a t i o n  o f  J - c h a i n  c o n t e n t  w i t h i n  

p o l y m e r i c  I g A  i s  c o m p l i c a t e d  b y  t h e  s u s c e p t i b i l i t y  o f  J -  

c h a i n  t o  d i g e s t i o n  b y  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  ( K o s h l a n d ,  

1 9 8 5 )  .
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T h e  q u e s t i o n  a s  t o  w h e t h e r  J - c h a i n  i s  r e q u i r e d  f o r  

t h e  p o l y m e r i z a t i o n  o f  t w o  I g A  m o n o m e r s  o r  w h e t h e r  i t  i s  

m e r e l y  a s s o c i a t e d  w i t h  o n e  o f  t h e  s u b u n i t s  i s  s t i l l  

u n c e r t a i n .  C e l l u l a r  a n a l y s i s  o f  I g A  p r o d u c t i o n  u s i n g  

p u l s e - c h a s e  e x p e r i m e n t s  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  a d d i t i o n  o f  J -  

c h a i n  i s  a t  a  v e r y  l a t e  s t a g e  a n d  w o u l d  a p p e a r  t o  o c c u r  

a f t e r  p o l y m e r i z a t i o n  ( K o s h l a n d ,  1 9 8 5 ) .  I t  m a y  b e  t h a t  J -  

c h a i n  i s  n o t  d i r e c t l y  r e s p o n s i b l e  f o r  I g A  p o l y m e r i z a t i o n  

b u t  r a t h e r  a c t s  t o  s t a b i l i z e  t h e  s t r u c t u r e  o n c e  f o r m e d .  

I f  t h i s  i s  s o  t h e n  f u r t h e r  w o r k  w i l l  n e e d  t o  b e  d o n e  t o  

i d e n t i f y  m o r e  p r e c i s e l y  t h e  m a j o r  r o l e  i f  a n y  o f  J - c h a i n .

1 . 2 . 3 .  S e c r e t o r y  c o m p o n e n t  -  L o c a l i z a t i o n  a n d  s t r u c t u r e .

S e c r e t o r y  I g A  w a s  i s o l a t e d  i n  1 9 6 1  b y  H a n s o n  a n d  

s h o w n  t o  h a v e  a  g r e a t e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  t h a n  s e r u m  

p o l y m e r i c  I g A .  T h e s e  r e s u l t s  l e d  r e s e a r c h e r s  t o  s p e c u l a t e  

t h a t  S - I g A  c o n t a i n e d  a d d i t i o n a l  p r o t e i n s .  T o  d e t e r m i n e  i f  

o t h e r  p r o t e i n s  w e r e  i n v o l v e d  H a n s o n  ( 1 9 6 1 )  p r o d u c e d  

a n t i s e r u m  t o  S - I g A  i s o l a t e d  f r o m  h u m a n  m i l k .  A b s o r p t i o n  

o f  t h i s  a n t i s e r u m  t o  S - I g A  w i t h  h u m a n  s e r u m  I g A  w a s  

u n a b l e  t o  e l i m i n a t e  t h e  s p e c i f i c i t y  f o r  S - I g A .  T o m a s i  e t  

a l .  ( 1 9 6 5 )  u s e d  f u r t h e r  c o n t r o l s  i n  w h i c h  a n t i s e r a  t o  

s e r u m  I g A  w e r e  a b s o r b e d  w i t h  S - I g A .  T h i s  r e s u l t e d  i n  a l l  

d e t e c t a b l e  r e a c t i v i t y  f o r  s e r u m  I g A  b e i n g  r e m o v e d .  T h e s e  

r e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  a n t i g e n i c  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  s e r u m  

a n d  s e c r e t o r y  I g A  a n d  l e d  t o  t h e  s u b s e q u e n t  i s o l a t i o n  o f  

S C  u s i n g  d i s s o c i a t i o n  e x p e r i m e n t s  a n d  i m m u n o p r e c i p i t a t i o n  

t e c h n i q u e s  ( H a n s o n  a n d  J o h a n s s o n ,  1 9 6 7 ;  B u l l  a n d  T o m a s i ,  

1 9 6 8 )  .
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T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  S C  h a s  b e e n  d e t e r m i n e d  a s  

a p p r o x i m a t e l y  5 0  k D  -  9 0  k D  d e p e n d i n g  o n  t h e  m e t h o d s  u s e d  

f o r  p r e p a r a t i o n  ( K o b a y a s h i ,  1 9 7 1 ;  H e r e m a n s ,  1 9 7 4 ;  

B r a n d t z a e g ,  1 9 8 5 ) .  E i f f e r t  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  h a v e  c o n d u c t e d  

a n  a n a l y s i s  o f  h u m a n  f r e e  S C  i s o l a t e d  f r o m  i n t e s t i n a l  

s e c r e t i o n s  a n d  h a v e  s h o w n  t h a t  i t  c o n s i s t s  o f  a  s i n g l e  

p o l y p e p t i d e  c h a i n  w i t h  5 5 3  a m i n o  a c i d s .  T h e  m o l e c u l e  

c o n t a i n s  2 0 %  c a r b o h y d r a t e  a t t a c h e d  b y  N - g l y c o s i d i c  b o n d s  

t o  a s p a r g i n e  r e s i d u e s  a s  5 - 7  o l i g o s a c c h a r i d e  s i d e  c h a i n s .  

S i m i l a r  s t u d i e s  u s i n g  r a b b i t  p o l y i m m u n o g l o b u l i n  r e c e p t o r  

( c o r r e s p o n d i n g  t o  t h e  h u m a n  m e m b r a n e  f o r m  o f  S C )  ( M o s t o v  

e t  a l . ,  1 9 8 4 )  h a v e  d e m o n s t r a t e d  r e m a r k a b l e  s i m i l a r i t i e s  

i n  t h e i r  g e n e r a l  s t r u c t u r e  w i t h  a  s e q u e n c e  h o m o l o g y  o f  

6 0 % .

S C  h a s  b e e n  f o u n d  i n  t h r e e  s e p a r a t e  s i t u a t i o n s ;

1 )  E p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  h e p a t o c y t e s  e x p r e s s  S C  a s  a  

s u r f a c e  m e m b r a n e  p r o t e i n  w h e r e  i t  i s  i n v o l v e d  i n  I g A  

t r a n s p o r t ,  f u n c t i o n i n g  a s  a  r e c e p t o r  f o r  p o l y m e r i c  

i m m u n o g l o b u l i n s  ( M o s t o v  e t  a l . , 1 9 8 2 ) .  I n  t h i s  s i t u a t i o n  

S C  h a s  a n  a d d i t i o n a l  t r a n s m e m b r a n e  t a i l  r e g i o n  o f  

a p p r o x i m a t e l y  6 0 - 7 0  a m i n o  a c i d s  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  f r e e  

S C  o b t a i n e d  f r o m  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s .  T h e  t a i l  r e g i o n  i s  

l o s t  o n c e  S C  i s  r e l e a s e d  f r o m  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  t h e  

c e l l  w h e t h e r  c o m p l e x e d  w i t h  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n  o r  

n o t .

2 )  S u b s e q u e n t l y  i t  i s  a l s o  f o u n d  a s  a  c o m p o n e n t  

c h a i n  o f  S - I g A  a n d  S - I g M  a n d  a s  a  f r e e  g l y c o p r o t e i n  i n  

e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  ( W e i k e r  e t  a l . ,  1 9 7 5 ;  A l t a m i r a n o  e t  

a l . ,  1 9 8 0 ) .
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3 )  T h e  p r e s e n c e  o f  f r e e  S C  i n  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  

h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  f o r  a l l  

s p e c i e s  s t u d i e d .  T h i s  i s  o f  i m p o r t a n c e  a s  i t  i m p l i e s  t h a t  

p r o d u c t i o n  o f  S C  b y  e p i t h e l i a l  c e l l s  i s  a  c o n s t i t u t i v e  

f u n c t i o n  w h i c h  i s  n o n - i n d u c i b l e .  T h i s  r e s u l t s  i n  a  

c o n s t a n t  p r o d u c t i o n  o f  S C  b y  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n d e p e n d e n t  

o f  t h e  l e v e l s  o f  I g A  i n  t h e  i n t e r s t i t i u m  o f  t h e  m u c o s a .  

S C  p r o d u c e d  i n  e x c e s s  i s  t r a n s p o r t e d  a n d  r e l e a s e d  a s  f r e e  

S C  i n t o  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s .  S C  h a s  b e e n  f o u n d  u s i n g  

i m m u n o f l u o r e s c e n c e  b o t h  f r e e  a n d  a s s o c i a t e d  w i t h  I g A  i n  

t h e  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  o f  a l l  n o r m a l  i n d i v i d u a l s  a n d  i n  

s o m e  I g A - d e f i c i e n t  p a t i e n t s  w h e r e  i t  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  

I g M  ( T h o m p s o n ,  1 9 7 0 ;  A r n o l d  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .

T h e  d i s c o v e r y  o f  S C  a s s o c i a t e d  w i t h  S - I g A  l e d  t o  t h e  

s e a r c h  f o r  t h e  c e l l u l a r  s i t e s  o f  S C  s y n t h e s i s .  

I m m u n o f l u o r e s c e n c e  s t u d i e s  o f  m u c o s a l  t i s s u e  s e c t i o n s  

r e v e a l e d  n o  s t a i n i n g  f o r  S C  w i t h i n  p l a s m a  c e l l s  p r o d u c i n g  

I g A  ( T o m a s i  e t  a l . , 1 9 6 5 ) .  S C  a p p e a r e d  t o  b e  l o c a l i z e d  i n  

e p i t h e l i a l  c e l l s  w i t h  l a t e r  w o r k  s h o w i n g  t h a t  S C  i s  

p r o d u c e d  b y  e p i t h e l i a l  c e l l s  o f  b o t h  s e c r e t o r y  g l a n d u l a r  

a n d  m u c o s a l  s u r f a c e s  ( H e r e m a n s ,  1 9 7 4 ;  T o u r v i l l e  e t  a l . ,  

1 9 6 9 ) .  T h e  r e s u l t s  l e d  t o  t h e  p r o p o s a l  o f  a  m o d e l  f o r  t h e  

i n d i v i d u a l  p r o d u c t i o n  o f  I g A  a n d  S C  b y  p l a s m a  a n d  

e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  a  p o s s i b l e  m e c h a n i s m  b y  w h i c h  t h e s e  

c o m p o n e n t s  w o u l d  c o m b i n e  t o  p r o d u c e  t h e  S - I g A  m o l e c u l e .  

T h i s  m o d e l  i n c l u d e d  t h e  t r a n s p o r t  o f  I g A  i n t o  e x t e r n a l  

s e c r e t i o n s  a n d  w i l l  b e  d e a l t  w i t h  i n  t h e  n e x t  s e c t i o n .

E x p e r i m e n t s  w i t h  f r e e  S C  i n v i t r o  h a v e  s h o w n  t h a t  i t  

b i n d s  s p e c i f i c a l l y  p o l y m e r i c  I g A  a n d  I g M  ( M a c h ,  1 9 7 0 ;
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W e i k e r  a n d  U n d e r d o w n ,  1 9 7 5 ;  K u h n  a n d  K r a e h e n b u h l ,  1 9 7 9 ) .  

S C - b i n d i n g  s t a b i l i z e s  t h e  q u a t e r n a r y  s t r u c t u r e s  o f  b o t h  

I g A  a n d  I g M  a s  s h o w n  b y  t h e  r e d u c t i o n  i n  t h e i r  

d i s s o c i a t i o n  u n d e r  a  r a n g e  o f  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s  

( B r a n d t z a e g ,  1 9 7 7 ,  1 9 8 5 ) .  T h i s  s t a b i l i z a t i o n  w o u l d  a i d  i n  

p r e v e n t i n g  t h e  b r e a k d o w n  o f  t h e  i m m u n o g l o b u l i n s  i n  t h e  

g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  u n d e r  s t r o n g  r e d u c i n g  c o n d i t i o n s .

S C  h a s  a  h i g h  c a r b o h y d r a t e  c o n t e n t  w h i c h  i s  t h o u g h t  

t o  b e  r e s p o n s i b l e  i n  . p a r t  f o r  i n c r e a s i n g  t h e  

h y d r o p h i l i c i t y  o f  S - I g A  a n d  I g M  ( M e s t e c k y  e t  a l . ,  1 9 7 4 ;  

T o m a n o  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  A g a i n  t h i s  w o u l d  b e  o f  v a l u e  a t  t h e  

m u c o s a l  s u r f a c e  i n c r e a s i n g  t h e  h y d r o p h i l i c i t y  o f  

a n t i b o d y - b o u n d  m i c r o - o r g a n i s m s  s o  r e d u c i n g  t h e i r  a b i l i t y  

t o  a d h e r e  t o  t h e  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s .

T h e r e  i s  a l s o  e v i d e n c e  t h a t  S C - b i n d i n g  i n c r e a s e s  

r e s i s t a n c e  t o  a  v a r i e t y  o f  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  c o m m o n l y  

f o u n d  i n  t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  ( L i n d h ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  

w o u l d  i n c r e a s e  t h e  h a l f - l i f e  o f  S - I g A  i n  t h e  l u m e n  a n d  s o  

e x t e n d  t h e  d e g r e e  o f  h u m o r a l  i m m u n i t y  a t  t h e  m u c o s a l  

s u r f a c e .

1 . 2 . 4 .  T r a n s p o r t  o f  I g A  t o  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e .

T r a n s p o r t  o f  I g A  t o  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  i s  e s s e n t i a l  

i n  o r d e r  f o r  i t  t o  p e r f o r m  t h e  p r i m a r y  f u n c t i o n  o f  

a n t i g e n  e x c l u s i o n  ( F o r  a  f u r t h e r  d i s c u s s i o n  o f  I g A  

e f f e c t o r  f u n c t i o n s  s e e  S e c t i o n  1 . 2 . 5 ) .  I n  s e v e r a l  e a r l y  

s t u d i e s  i t  w a s  s p e c u l a t e d  t h a t  S C  m i g h t  f a c i l i t a t e  t h e  

e n t r y  o f  e x t r a c e l l u l a r  I g A  i n t o  s e c r e t o r y  e p i t h e l i a l  

c e l l s  w h i c h  w o u l d  t h e n  r e l e a s e  i t  i n t o  t h e  l u m e n .  T h i s
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s u g g e s t i o n  w a s  p r o m p t e d  b y  t h e  d e m o n s t r a t i o n  t h a t  

s e c r e t o r y  I g A  b o r e  S C  a s  a  r e g u l a r  s u b u n i t  b u t  t h e r e  w a s  

n o  o b v i o u s  e x p l a n a t i o n  f o r  i t s  p o s t u l a t e d  t r a n s p o r t  

f u n c t i o n .  S C  h a d  b e e n  s h o w n  a s  a  m e m b r a n e  b o u n d  p r o t e i n  

o f  e p i t h e l i a l  c e l l s  o n  m u c o s a l  s u r f a c e s  ( H e r e m a n s ,  1 9 7 4 ;  

B r a n d t z a e g ,  1 9 8 5 )  a n d  w a s  i d e n t i f i e d  a s  a  r e c e p t o r  f o r  

p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n  u s i n g  i n v i t r o  a s s a y s  a n d  

i m m u n o f l u o r e s c e n c e  t e c h n i q u e s  w h e r e  a n t i - S C  s e r a  b l o c k e d  

I g A  b i n d i n g  ( C r a g o  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  F u r t h e r  w o r k  

d e m o n s t r a t e d  t h a t  d i g e s t i o n  o f  s u r f a c e  p r o t e i n s  f r o m  

l i v i n g  e p i t h e l i a l  c e l l s  i n h i b i t e d  p o l y m e r i c  I g A  b i n d i n g .  

S u b s e q u e n t  r e e x p r e s s i o n  o f  S C  o n  t h e  m e m b r a n e s  r e s t o r e d  

t h e i r  a b i l i t y  t o  b i n d  p o l y m e r i c  I g A  ( N a g u r a  e t  a l . ,

1 9 7 9 ) .  S - I g A ,  a l r e a d y  a s s o c i a t e d  w i t h  S C ,  w a s  i n c a p a b l e  

o f  b i n d i n g  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  o r  o f  b e i n g  t r a n s p o r t e d  

f r o m  t h e  i n t e r s t i t i u m .

S e v e r a l  m o d e l s  w e r e  p r o p o s e d  f o r  t h e  a c t u a l  

m e c h a n i s m  i n v o l v e d  a n d  i n  1 9 7 3  a  c o m m o n  g l a n d u l a r  

t r a n s p o r t  m o d e l  w a s  p r o p o s e d  f o r  d i m e r i c  I g A  a n d  

p e n t a m e r i c  I g M  w h i c h  i s  s t i l l  a c c e p t e d .  I n  t h i s  m o d e l  i t  

w a s  s u g g e s t e d  t h a t  p l a s m a  m e m b r a n e  i n c o r p o r a t e d  S C  

i n i t i a l l y  b o u n d  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n  b y  n o n c o v a l e n t  

i n t e r a c t i o n  s u b s e q u e n t l y  f o r m i n g  d i s u l p h i d e  b o n d s  ( W e i k e r  

e t  a l . ,  1 9 7 5 ) .  T h e  c o m p l e x  w o u l d  t h e n  u n d e r g o  e n d o c y t o s i s  

( J o n e s  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  w i t h  S C  c a r r y i n g  I g A  a c r o s s  t h e  c e l l  

w i t h i n  m e m b r a n e  b o u n d  v e s i c l e s  t o  t h e  l u m i n a l  f a c e  w h e r e  

i t  w o u l d  b e  r e l e a s e d  a s  a  s i n g l e  u n i t  ( S - I g A )  b y  

p r o t e o l y t i c  c l e a v a g e  o f  t h e  m e m b r a n e  p o r t i o n  o f  t h e  S C  

( R e n s t o n  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .  B i n d i n g  o f  p o l y m e r i c
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i m m u n o g l o b u l i n s  b y  S C  h a d  b e e n  s h o w n  a n d  f u r t h e r  i n v i t r o  

s t u d i e s  e s t i m a t e d  t h e  a f f i n i t y  o f  S C  f o r  a l l  p o l y m e r i c  

i m m u n o g l o b u l i n s  a t  g r e a t e r  t h a n  1 0  1 0  M - 1 , s u f f i c i e n t  t o  

b e  c o n s i d e r e d  i r r e v e r s i b l e  ( S c h i f f  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .

E v i d e n c e  f o r  t h e  c e l l u l a r  t r a n s p o r t  b y  S C  w a s  

e s t a b l i s h e d  i n v i v o  b y  i m m u n o f l u o r e s c e n t  l a b e l l i n g  o f  

t i s s u e  s e c t i o n s  f o r  I g A  a n d  S C  ( P o g e r  a n d  L a m m  , 1 9 7 4 ;  

B r a n d t z a e g ,  1 9 7 4 ) .  A l s o  v a r i o u s  i n v i t r o  m o d e l s  u s i n g  

c o l o n i c  c a r c i n o m a  c e l l  l i n e s  ( N a g u r a  e t  a l . ,  1 9 7 9 )  a n d  

n o r m a l  d i s s o c i a t e d  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  c e l l s  

( B r a n d t z a e g ,  1 9 7 8 )  w e r e  u s e d  t o  f o l l o w  t r a n s p o r t  b y  

i m m u n o l a b e l l i n g  o f  I g A  a n d  S C  a n d  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .

I n  s u m m a r y  ( s e e  F i g  2 )  I g A  t r a n s p o r t  i s  n o w  k n o w n  t o  

b e  m e d i a t e d  b y  S C  a c t i n g  a s  a  " s h u t t l e "  ( 1 )  b i n d i n g  

p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n  a t  t h e  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  o f  

e p i t h e l i a l  c e l l s  t h e n  ( 2 ) t r a n s p o r t i n g  i t  i n t r a c e l l u l a r l y  

( 3 )  t o  t h e  l u m i n a l  s u r f a c e  w h e r e  i t  i s  ( 4 )  r e l e a s e d  i n t o  

t h e  l u m e n .

T h e  l o s s  a f t e r  t r a n s p o r t  o f  S C  w i t h  I g A  i s  u n i q u e  i n  

i n t r a c e l l u l a r  t r a n s p o r t  s y s t e m s  a n d  w a s  a t  f i r s t  u s e d  a s  

a n  a r g u m e n t  a g a i n s t  t h e  r o l e  o f  S C  a s  a  t r a n s p o r t  

m o l e c u l e .  H o w e v e r  t h e  v e r y  h i g h  b i n d i n g  a f f i n i t y  f o r  

p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n s  m e a n s  t h a t  l o s s  o f  S C  i s  

p e r h a p s  i n e v i t a b l e  e v e n  t h o u g h  i t  r e s u l t s  i n  a  s y s t e m  

w h i c h  r e q u i r e s  t h e  c o n t i n u a l  r e n e w a l  o f  t h e  t r a n s p o r t  

m o l e c u l e  i t s e l f .  F u r t h e r  s t u d i e s  n e e d  t o  b e  c a r r i e d  o u t  

t o  a s c e r t a i n  t h e  f a t e  o f  t h e  m e m b r a n e  b o u n d  r e g i o n  o f  S C  

a f t e r  c l e a v a g e  a t  t h e  l u m i n a l
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F i g u r e  2 .  S e c r e t o r y  c o m p o n e n t  ( S C )  m e d i a t e d  p o l y m e r i c

i m m u n o g l o b u l i n  t r a n s p o r t .
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f a c e  o f  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l  a n d  t o  i d e n t i f y  t h e  p r o t e a s e  

r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c l e a v a g e  o f  t h e  p l a s m a  m e m b r a n e  

i n c o r p o r a t e d  r e g i o n  o f  t h e  S C - I g A  c o m p l e x  w h i c h  i s  a s  y e t  

u n k n o w n .  I t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  p r o t e a s e  m a y  b e  

n o n -  s p e c i f i c  a s  m a n y  o f  t h e  e n z y m e s  o f  t h e  g a s t r o ­

i n t e s t i n a l  t r a c t  a r e  c a p a b l e  o f  c l e a v a g e  o f  S C - I g A  

c o m p l e x e s  f r o m  e p i t h e l i a l  c e l l  m e m b r a n e s  u n d e r  i n v i t r o  

c o n d i t i o n s  ( U n d e r d o w n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .

T h e  p r e f e r e n t i a l  t r a n s p o r t  o f  p o l y m e r i c  I g A  b y  S C  a s  

c o m p a r e d  w i t h  m o n o m e r i c  I g A  h a s  l e d  t o  t h e  s u g g e s t i o n  

t h a t  J - c h a i n  i s  i n v o l v e d  i n  t h e  b i n d i n g  o f  S C  a n d  

p o l y m e r i c  I g A  a s  i t  i s  t h e  o n l y  p e p t i d e  b o t h  c o m m o n  a n d  

e x c l u s i v e  t o  p o l y m e r i c  I g A  a n d  I g M  ( B r a n d t z a e g ,  1 9 8 5 ) .  

R e s u l t s  o f  e x p e r i m e n t s  u s i n g  I g A  p o l y m e r s  i s o l a t e d  f r o m  

p a t i e n t s  w i t h  I g A  g a m m o p a t h i e s  w h i c h  v a r y  i n  t h e i r  h e a v y  

c h a i n  c o m p o s i t i o n  b u t  h a v e  t h e i r  f u l l  c o m p l e m e n t  o f  J -  

c h a i n  r e v e a l  t h a t  m a n y  i s o l a t e s  v a r y  i n  t h e i r  a b i l i t y  t o  

b i n d  S C  ( S c h i f f  e t  a l . ,  1 9 8 5 ) .  T h e s e  r e s u l t s  w o u l d  i m p l y  

t h a t  t h e  h e a v y  c h a i n  o f  I g A  i s  t h e  i m p o r t a n t  f a c t o r  i n  

t h e  b i n d i n g  o f  S C .  F u r t h e r  e v i d e n c e  c o m e s  f r o m  

e x p e r i m e n t s  w h e r e  t h e  e x p o s e d  r e g i o n s  o f  J - c h a i n  w i t h i n  

I g M  w e r e  d i g e s t e d  b y  s u b s t i l i n  w i t h o u t  d e s t r o y i n g  S C  

b i n d i n g  a b i l i t y  ( U n d e r d o w n  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .

T h e  b i n d i n g  o f  p o l y m e r i c  I g A  b y  S C  h a s  a l s o  b e e n  

s h o w n  t o  b e  i n f l u e n c e d  b y  m o l e c u l a r  w e i g h t ,  s u c h  t h a t  

p o l y m e r i c  I g A - a n t i g e n  c o m p l e x e s  a r e  t r a n s p o r t e d  l e s s  

r a p i d l y  t h a n  p o l y m e r i c  I g A  a l o n e  ( S c h i f f  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

S e c r e t o r y  c o m p o n e n t  ( S C ) - m e d i a t e d  t r a n s p o r t  o f  

p o l y m e r i c  I g A  h a s  n o w  b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  i n  m o s t  m a m m a l s
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i n c l u d i n g  m a n  ( B r a n d t z a e g ,  1 9 8 1 ,  1 9 8 5 ) .  V a r i o u s  m u c o s a l  

s i t e s  a r o u n d  t h e  b o d y  s u c h  a s  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  

t r a c t ,  r e s p i r a t o r y  t r a c t ,  o c u l a r  t i s s u e ,  s a l i v a r y  g l a n d s ,  

u r i n a r y  t r a c t ,  u t e r u s  a n d  s k i n  h a v e  a l l  s h o w n  S C - m e d i a t e d  

I g A  t r a n s p o r t  ( J o n a r d  e t  a l . ,  1 9 8 4 ; S u l l i v a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ;  

S o u t h  e t  a l . , 1 9 6 6 ;  W i r a  e t  a l . , 1 9 8 5 ;  U n d e r d o w n  e t  a l . ,

1 9 8 6 )  .

H e p a t o c y t e s  o f  c e r t a i n  m a m m a l i a n  s p e c i e s ,  e s p e c i a l l y  

t h e  r a t ,  a l s o  p r o d u c e  S C  ( V a e r m a n  e t  a l . , 1 9 8 2 )  a n d  i n  

t h e s e  s p e c i e s  b l o o d  t o  b i l e  t r a n s p o r t  o f  I g A  b y  S C -  

b e a r i n g  h e p a t o c y t e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  a s  a n  

a l t e r n a t i v e  r o u t e  w h e r e b y  s y s t e m i c  p o l y m e r i c  I g A  m a y  

r e a c h  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  ( J a c k s o n  e t  a l . , 1 9 7 8 ;  

O r l a n s  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e  i m p o r t a n c e  o f  t h i s  r o u t e  i n  

t h e s e  a n i m a l s  i s  u n c l e a r  b u t  i t  h a s  b e e n  s u g g e s t e d  t h a t  

t h e r e  m a y  b e  a  l a c k  o f  e f f i c i e n t  l o c a l  t r a n s p o r t  a t  t h e  

m u c o s a l  s u r f a c e  l e a d i n g  t o  a  t r a n s u d a t i o n  o f  p o l y m e r i c  

I g A  i n  t o  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n .  T h e  h e p a t o b i l i a r y  

t r a n s p o r t  w o u l d  a c t  a s  a  " s c a v e n g i n g "  s y s t e m  r e d i r e c t i n g  

t h e  p o l y m e r i c  I g A  i n t o  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t .

I n i t i a l  w o r k  w h i c h  i n d i c a t e d  r a i s e d  l e v e l s  o f  I g A  i n  

p a t i e n t s  s u f f e r i n g  l i v e r  d y s f u n c t i o n  s u g g e s t e d  t h a t  t h e  

h e p a t o b i l i a r y  r o u t e  m i g h t  a l s o  b e  o f  r e l e v a n c e  i n  m a n  

( K u t t e h  e t  a l . , 1 9 8 2 ;  N e w k i r k  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  H o w e v e r  

r e c e n t  w o r k  s u g g e s t s  t h a t  t h e r e  i s  l i t t l e  o r  n o  t r a n s p o r t  

o f  I g A  b y  t h e  h e p a t o b i l i a r y  s h u n t  i n  m a n  w i t h  t h e  r a i s e d  

l e v e l s  o f  p o l y m e r i c  I g A  i n  l i v e r  d i s e a s e  b e i n g  d u e  t o  a  

l a c k  o f  b r e a k d o w n  o f  I g A  ( S c h i f f  e t  a l . ,  1 9 8 5 ;  D e l a c r o i x  

e t  a l . , 1 9 8 2 ) .

5  1



A n o t h e r  s u g g e s t e d  r o l e  f o r  t h e  h e p a t o b i l i a r y  r o u t e  

i s  t h e  i m m u n e  e l i m i n a t i o n  o f  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t

a n t i g e n s  i n  t h e  f o r m  o f  i m m u n e  c o m p l e x e s  w i t h  p o l y m e r i c  

I g A  ( R u s s e l  e t  a l . ,  1 9 8 3  ) .  T h i s  h a s  n o w  b e e n  l a r g e l y  

d i s c o u n t e d  d u e  t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  s i e v i n g  e f f e c t  

w h i c h  r e d u c e s  t h e  s i z e  o f  a n t i g e n s  c a p a b l e  o f  c l e a r a n c e  

b y  t h i s  r o u t e  ( S o c k e n  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  T h e  s u c c e s s f u l

i m m u n e  c l e a r a n c e  o f a n t i g e n s o f a l l s i z e s  i s  o f

i m p o r t a n c e  f o r  a l l s p e c i e s a n d y e t h e p a t o b i l i a r y

t r a n s p o r t  a p p e a r s  e f f i c i e n t  i n  o n l y  s o m e  ( i e  r a t ,  c h i c k e n  

a n d  r a b b i t ) . T h e  c l e a r a n c e  o f  s m a l l  m o l e c u l a r  w e i g h t  

a n t i g e n s  i s  n o w  v i e w e d  a s  a  f o r t u n a t e  b y  p r o d u c t .

1 . 2 . 5 .  E f f e c t o r  r o l e s  o f  I g A .

E f f e c t o r  r o l e s  f o r  I g A  i n  s e c r e t i o n s  h a v e  b e e n  

l o o k e d  a t  i n  g r e a t e r  d e t a i l  t h a n  t h o s e  i n  s e r u m  

( U n d e r d o w n  a n d  S c h i f f ,  1 9 8 6 ) .  T h e  s e r u m  l e v e l s  o f  I g A  

m a t u r e  s l o w l y  o v e r  a p p r o x i m a t e l y  1 5  y e a r s  i n  h u m a n s ,  

w h i l s t  s e c r e t o r y  I g A  i n  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  i s  c a p a b l e  o f  

r e a c h i n g  a d u l t  l e v e l s  i n  a s  l i t t l e  a s  4  t o  6  w e e k s  f r o m  

b i r t h  ( G l e e s o n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  R e s u l t s  o f  t h i s  n a t u r e  h a v e  

l e n t  w e i g h t  t o  t h e  v i e w  t h a t  I g A  i s  o n l y  o f  i m p o r t a n c e  i n  

t h e  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  a n d  t o  m i n i m i z e  t h e  p o s s i b l e  r o l e  

w h i c h  i t  m i g h t  p l a y  i n  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n .

A l t h o u g h  I g A  i s  p r e s e n t  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  2 - 4  

m g / m l  i n  h u m a n  s e r u m ,  c o m p a r e d  w i t h  I g G  a t  8 - 1 6  m g / m l ,  

( M c c o n n e l  e t  a l ,  1 9 8 2 )  i t ' s  f u n c t i o n  i s  s t i l l  a s  y e t  

p o o r l y  u n d e r s t o o d .  S e r u m  I g A  i s  p r o d u c e d  m a i n l y  b y  t h e  

b o n e  m a r r o w  a n d  i s  e x c l u s i v e l y  m o n o m e r i c  i n  f o r m
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( D e l a c r o i x ,  1 9 8 5 ) .  T h e  l e v e l  o f  p r o d u c t i o n  i s  c o m p a r a b l e  

w i t h  t h a t  o f  I g G  i n  h u m a n s  a n d  l o w e r  s e r u m  l e v e l s  a r e  d u e  

t o  a  s h o r t e r  h a l f - l i f e .  S e r u m  I g A  i s  c a t a b o l i s e d  b y  t h e  

l i v e r  a t  a  h i g h e r  r a t e  t h a n  I g G  ( H e r e m a n s ,  1 9 7 4 ) .

S e r u m  I g A  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  a s  a  p o o r  o p s o n i n  i n  

c o n v e n t i o n a l  a s s a y  s y s t e m s  u s i n g  p e r i p h e r a l  b l o o d  a s  a  

s o u r c e  o f  p h a g o c y t i c  c e l l s  ( W i l s o n ,  1 9 7 2 ;  W i l t o n ,  1 9 7 8 ) .  

I g A  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  a c t i v a t e  c o m p l e m e n t  v i a  t h e  

c l a s s i c a l  p a t h w a y  ( H e r e m a n s ,  1 9 7 4 ) .  A c t i v a t i o n  v i a  t h e

a l t e r n a t i v e  p a t h w a y  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  i n ____v i t r o

( P f a f f e n b a c h  e t  a l . ,  1 9 8 2 )  b u t  w i t h  f a r  l e s s  e f f i c i e n c y  

t h a n  b o t h  I g G  a n d  I g M  ( R i t s  e t  a l . , 1 9 8 7 ) .  A c t i v a t i o n  i n  

v i v o  i s  g e n e r a l l y  t h o u g h t  t o  b e  r e l a t i v e l y  i n e f f e c t i v e  

( G r i f f i s s  , 1 9 8 3  ) .

F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  h a s  b e e n  d i f f i c u l t  t o  r e s o l v e  

a n  e f f e c t o r  r o l e  f o r  s e r u m  I g A .  H o w e v e r  a  h y p o t h e s i s  h a s  

b e e n  a d v a n c e d  f o r  a  r o l e  b a s e d  o n  i t s  l a c k  o f  e f f e c t o r  

f u n c t i o n s  i n  s e r u m  b y  G r i f f i s s .  H e  p r o p o s e d  t h a t  s e r u m  

I g A  c o m p e t e s  f o r  a n t i g e n  w i t h  o t h e r  i s o t y p e s  a n d  s o  a c t s  

a s  a  " b l o c k i n g "  a n t i b o d y  ( G r i f f i s s  e t  a l ,  1 9 8 2 ) .  B y  

" b l o c k i n g "  t h e  b i n d i n g  o f  I g G  a n d  I g M  a n d  i n t e r f e r i n g  

w i t h  c o m p l e m e n t  f i x a t i o n  b y  t h e s e  i s o t y p e s  s e r u m  I g A  

w o u l d  p r o t e c t  t h e  a n t i g e n  o r  p a t h o g e n  f r o m  p h a g o c y t o s i s  

a n d  t h e  w h o l e  r a n g e  o f  c o m p l e m e n t  m e d i a t e d  a n t i b o d y  

d e p e n d a n t  h o s t  d e f e n s e  m e c h a n i s m s  ( G r i f f i s s  a n d  G o r o f f ,  

1 9 8 3  ; R u s s e l - J o n e s  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .  U n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  

s e r u m  I g A  w o u l d  a c t  a s  a  " r e g u l a t i n g "  i s o t y p e  k e e p i n g  a n  

e q u i l i b r i u m  b e t w e e n  h y p o  a n d  h y p e r  s y s t e m i c  i m m u n e  

r e s p o n s e s  ( G r i f f i s s ,  1 9 8 2 b ) .
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G r i f f i s s  p r o p o s e d  a  s p e c i f i c  d i s e a s e  m o d e l  o f  t h i s  

s e r u m  I g A  r e g u l a t i o n  a n d  i t s  p o s s i b l e  d e l e t e r i o u s  

c o n s e q u e n c e s  i n  m e n i n g i t i s  w h e r e  o v e r p r o d u c t i o n  o f  I g A  

a g a i n s t  N e i s e r r i a m e n i n g i t i d i s  c o u l d  r e s u l t  i n  t h e  

c l e a r a n c e  o f  b a c t e r i a  b y  I g G  a n d  I g M  v i a  c o m p l e m e n t  

m e d i a t e d  m e c h a n i s m s  b e i n g  " b l o c k e d "  s o  l e a d i n g  t o  a  

s y s t e m i c  b a c t e r a e m i a  ( G r i f f i s s ,  1 9 8 2 a ;  G r i f f i s s ,  1 9 8 3 ) .  

C l i n i c a l  f i n d i n g s  o f  r a i s e d  l e v e l s  o f  s e r u m  I g A  s p e c i f i c  

f o r  N_. m e n i n g i t i d i s  i n  g r o u p s  o f  p a t i e n t s  s u f f e r i n g  

m e n i n g i t i s  d u r i n g  e p i d e m i c s  h a v e  b e e n  q u o t e d  a s  e v i d e n c e  

s u p p o r t i n g  t h i s  h y p o t h e s i s  ( G r i f f i s s ,  1 9 7 5 ) .

T h e  r o l e  o f  s e r u m  I g A  i s  a s  y e t  s t i l l  u n c l e a r  b u t

t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f t h e  r o l e o f s e c r e t o r y I g A  h a s

y i e l d e d  m o r e  p o s i t i v e r e s u l t s  . I t i s  a t  t h e m u c o s a l

s u r f a c e  t h a t  I g A  h a s  t h e  g r e a t e s t  e f f e c t s  o n  i m m u n e  

r e s p o n s e s  a n d  t h e  t h r e e  a r e a s  o f  i t s  a c t i o n  ( i m m u n e  

e x c l u s i o n ,  e l i m i n a t i o n  a n d  m o d u l a t i o n )  w i l l  b e  c o v e r e d  

b e l o w  i n  m o r e  d e t a i l .  I n  t h e  f i n a l  s e c t i o n  t h e  c o m p a r i s o n  

o f  s e r u m  I g A  w i t h  o t h e r  s e r u m  i s o t y p e s  i s  e x a m i n e d  a s  

r e l a t e d  t o  o p s o n i c  c a p a b i l i t y ,  a n  i m p o r t a n t  r e q u i r e m e n t  

i n  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  i n v a s i v e  p a t h o g e n s .  T h e  a s s e s s m e n t  

o f  t h e  o p s o n i c  p o t e n t i a l  o f  a n t i b o d y  b y  a  l u m i n o l -  

d e p e n d a n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y  s y s t e m  i s  e x a m i n e d  a s  a  

m e t h o d  o f  c o m p a r i s o n  u s e d  i n  t h e  p r e s e n t  s t u d y .

1 . 2 . 6 .  I m m u n e  E x c l u s i o n .

S e c r e t o r y  I g A  i s  t h o u g h t  t o  a c t  a t  t h e  m u c o s a l  

s u r f a c e  p r i n c i p a l l y  b y  a g g l u t i n a t i o n .  T h e  a b i l i t y  o f  

p o l y m e r i c  I g A  t o  c r o s s - l i n k  a n t i g e n s  i s  i n  i t s e l f
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b e n e f i c i a l  a s  a g g r e g a t i o n  o f  m i c r o o r g a n i s m s  i n  t h e  

m u c o s a l  l u m e n  w o u l d  r e t a r d  t h e i r  m o v e m e n t  t o  t h e  m u c o s a l  

s u r f a c e  a n d  i m p a i r  i n v a s i o n  o f  t h e  h o s t  e p i t h e l i a l  c e l l s .  

T h e  p o l y m e r i c  n a t u r e  o f  I g A  w o u l d  a l s o  m e a n  i n c r e a s e d  

a v i d i t y  f o r  a n t i g e n .

S e c r e t o r y  I g A  h a s  a l s o  b e e n  s h o w n  t o  p r e v e n t  

a d h e r e n c e  o f  p a t h o g e n s  a n d  t o x i n s  b y  a l t e r i n g  t h e i r  

p h y s i c o - c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  s o  l e a d i n g  t o  c l e a r a n c e  b y  

m u c u s  a n d  p e r i s t a l s i s .  I n h i b i t i o n  o f  t h e  a d h e r e n c e  o f  

m i c r o o r g a n i s m s  t o  h o s t  e p i t h e l i a l  c e l l s  b y  S - I g A  h a s  b e e n  

s h o w n  b y  m a n y  i n v e s t i g a t o r s  ( A b r a h a m  a n d  B e a c h e y ,  1 9 8 5  ; 

L i l j e m a r k  e t  a l . , 1 9 7 9 ;  R e i n h o l d t  a n d  K i l i a n ,  1 9 8 7 ) .  

A d h e r e n c e  o f  m i c r o o r g a n i s m s  t o  h o s t  c e l l s  m a y  i n v o l v e  

b o t h  n o n - s p e c i f i c  a n d  s p e c i f i c  f a c t o r s  s u c h  a s  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  w i t h  t h e  h o s t  c e l l  s u r f a c e  a n d  

t h e  u s e  o f  a d h e s i n s  t o  h o s t  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r s  

( A b r a h a m  a n d  B e a c h e y ,  1 9 8 5 ) .  T h e  . b i n d i n g  o f  a n t i g e n -  

s p e c i f i c  S - I g A  a n t i b o d i e s  t o  n a t u r a l l y  h y d r o p h o b i c  

E s c h e r i c h i a  c o l i  a n d  S a J U n o ^ e j J L a  t y p h i m u r i u m  a n d  " " r e d u c e s  

t h e i r  h y d r o p h o b i c i t y  ( M a g n u s s o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h i s

e f f e c t  i s  n o t  s h a r e d  b y  I g G  o r  s e r u m  I g A  ( E d e b o  e t  a l . , 

1 9 8 5  ) .

A t t a c h m e n t  o f  v i r u s e s  a n d  b a c t e r i a  a t  t h e  m u c o s a l  

s u r f a c e  i s  o f t e n  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  

m i c r o b i a l  a d h e s i n s  a n d  o f  s p e c i f i c  r e c e p t o r s  o n  t a r g e t  

c e l l s .  I g A ,  b y  b i n d i n g  t o  t h e  o r g a n i s m  o r  t o x i n  c o u l d  

i n t e r f e r e  w i t h  t h i s  a t t a c h m e n t  e i t h e r  b y  d i r e c t  b l o c k i n g ,  

s t e a r i c  h i n d r a n c e  o r  a  c o n f o r m a t i o n a l  c h a n g e  i n  t h e  

r e c e p t o r  b i n d i n g  m o l e c u l e  o n  t h e  o r g a n i s m .  P u r i f i e d
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s e c r e t o r y  I g A  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  s p e c i f i c  

s t r u c t u r e s  s u c h  a s  f i m b r a e  o n  g o n o c o c c i  a n d  

e n t e r o b a c t e r i a  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  p r e v e n t  a t t a c h m e n t  o f  

b a c t e r i a  t o  m u c o s a l  s u r f a c e s  ( S v a n b o r g - E d e n  e t  a l . ,  1 9 8 3 ;  

T r a m o n t  e t  a l . , 1 9 8 0 ) .

S e c r e t o r y  I g A  b i n d i n g  c o u l d  r e n d e r  a  p a t h o g e n  

s u s c e p t i b l e  t o  o t h e r  n o n - s p e c i f i c  a n t i - m i c r o b i a l  f a c t o r s  

s u c h  a s  m u c i n s ,  l y s o z y m e  a n d  p e r o x i d a s e  b y  r e d u c i n g  i t s  

m o b i l i t y  a n d  p r e v e n t i n g  a d h e r e n c e .  T h e r e  i s  a l s o  e v i d e n c e  

t h a t  S - I g A  c a n  p o t e n t i a t e  t h e  e f f e c t s  o f  s o m e  n o n ­

s p e c i f i c  a n t i - b a c t e r i a l  f a c t o r s  . A r n o l d  e t  a l . ( 1 9 8 4 )

s h o w e d  t h a t  I g A  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  i r o n - b i n d i n g  

p r o t e i n s  o n  b a c t e r i a l  s u r f a c e s  e x e r t e d  a  p o w e r f u l  

b a c t e r i o s t a t i c  e f f e c t  w h i c h  s y n e r g i z e d  w i t h  i r o n -

u n s a t u r a t e d  l a c t o f e r r i n .  T h i s  e f f e c t  w a s  s e e n  w i t h  m a n y  

e n t e r i c  b a c t e r i a  i n c l u d i n g  E . c o l i  a n d

P s e u d o m o n a s  a e r u g i n o s a  „ . T h e  m e c h a n i s m

i n v o l v e d  i s  u n c l e a r  b u t  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  f i n d i n g s  

t h a t  s o m e  o f  t h e  l a c t o f e r r i n  i n  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  i s  

c o v a l e n t l y  b o u n d  t o  S - I g A  ( W a t a n a b e  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .

E v e n  i f  t h e  p a t h o g e n  s u c c e e d s  i n  b i n d i n g  t o  i t s  

t a r g e t  c e l l ,  b i n d i n g  b y  S - I g A  c o u l d  s t i l l  h a v e  a

b e n e f i c i a l  e f f e c t .  T a y l o r  e t  a l . ( 1 9 8 5  ) h a v e  s h o w n  t h a t

i n f l u e n z a  v i r u s  c o a t e d  w i t h  n e u t r a l i z i n g  I g G  i s  s t i l l

c a p a b l e  o f  i n v a d i n g  i t s  t a r g e t  c e l l  i n  a n  i n ....v i t r o  c e l l

a s s a y .  U s i n g  s p e c i f i c  s e c r e t o r y  I g A  t h e  v i r u s  w a s  s h o w n  

t o  s t i l l  a t t a c h  b u t  c o u l d  n o  l o n g e r  b e  i n t e r n a l i z e d  . 

F u r t h e r  w o r k  w i l l  b e  n e e d e d  t o  e l u c i d a t e  t h e  m e c h a n i s m s  

i n v o l v e d .
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I g A  a l s o  p o s s e s s e s  a  r o l e  a s  a n t i - t o x i n  i n  m a n y  

e n t e r o - t o x i g e n i c  i n f e c t i o n s  i n c l u d i n g  c h o l e r a .  T o x i n  

n e u t r a l i z a t i o n  b y  S - I g A  h a s  b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  b y  

s t e a r i c a l l y  b l o c k i n g  t h e i r  b i n d i n g  t o  t a r g e t  c e l l s  o r  

s u b s t r a t e s  m u c h  t h e  s a m e  a s  w i t h  o t h e r  s y s t e m i c  i s o t y p e s . 

H o w e v e r  t o x i n  n e u t r a l i z a t i o n  w i t h i n  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  

t r a c t  i s  p a r t i c u l a r l y  r e l e v a n t  d u e  t o  t h e  l a r g e  n u m b e r  o f  

d i s e a s e s  o f  t h e  g u t  c a u s e d  b y  e n t e r o - t o x i n  p r o d u c i n g  

b a c t e r i a  ( H o l m g r e n  e t  a l . ,  1 9 7 2 ;  B r o w n ,  1 9 8 6 ) .

1 . 2 . 7 .  I m m u n e  E l i m i n a t i o n .

I m m u n e  c l e a r a n c e  f r o m  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  o f  

p o l y m e r i c  I g A - a n t i g e n  c o m p l e x e s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  o c c u r  

v i a  S C - m e d i a t e d  t r a n s p o r t  p r o v i d e d  t h e  a n t i g e n  i s  o f  a  

l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t .  I g A  t r a n s p o r t  f r o m  m u c o s a l  s i t e s  

w h i l s t  c o m p l e x e d  w i t h  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n t i g e n s  h a s  

b e e n  p r o p o s e d  a s  a  m e t h o d  f o r  t h e  r e m o v a l  o f  l o w  l e v e l s  

o f  d i e t a r y  a n t i g e n s  w h i c h  c r o s s  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  

e p i t h e l i u m .  W i t h o u t  c l e a r a n c e  s y s t e m i c  r e s p o n s e s  c o u l d  

r e s u l t  i n  a l l e r g i c  r e a c t i o n s .

E l i m i n a t i o n  o f  a n t i g e n  f r o m  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  b y  

s y s t e m i c  a n t i b o d y  p r i m a r i l y  o c c u r s  b y  o p s o n i z a t i o n  a n d  

p h a g o c y t o s i s  . I n i t i a l  s t u d i e s  o f  t h e  o p s o n i c  a b i l i t i e s  

o f  I g A  p r o d u c e d  p o o r  r e s u l t s  ( W i l s o n ,  1 9 7 2 ;  W i l t o n ,

1 9 7 8 ) .  H o w e v e r  t h e s e  e a r l y  e x p e r i m e n t s  u s e d  p h a g o c y t e s  

o b t a i n e d  f r o m  p e r i p h e r a l  b l o o d .  S t u d i e s  s i n c e  h a v e  s h o w n  

a  m a r k e d  b i a s  i n  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g G  a s  o p p o s e d  t o  I g A  

i n  m a c r o p h a g e s  a n d  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  f r o m  

p e r i p h e r a l  b l o o d  ( 8 0 %  a n d  2 0 %  r e s p e c t i v e l y )  ( F a n g e r  e t
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a l . ,  1 9 8 0 ) .  P h a g o c y t e s  f r o m  m u c o s a l  s i t e s  s u c h  a s  a v e o l a r  

m a c r o p h a g e s  s h o w  i n c r e a s e d  o p s o n i z a t i o n  w h e n  u s i n g  I g A  a s  

a n  o p s o n i n  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  u s i n g  I g A  a s  a n  o p s o n i n  

w i t h  p e r i p h e r a l  b l o o d  m a c r o p h a g e  c o n t r o l s  ( R i c h a r d s  a n d  

G a u l d i e ,  1 9 8 7 ) .  T h i s  i s  r e f l e c t e d  b y  t h e  g r e a t e r  n u m b e r  

o f  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g A  o n  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  b o t h  i n  

n u m b e r  o f  c e l l s  a n d  n u m b e r  p e r  c e l l  ( F a n g e r  e t  a l . , 

1 9 8 3 a ) . F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  I g A  c a n  

a i d  a n t i g e n  e l i m i n a t i o n  v i a  o p s o n i c  p h a g o c y t o s i s  b y  c e l l s  

a t  m u c o s a l  s i t e s .  T h e  l o c a l i z a t i o n  o f  F c - r e c e p t o r s  t o  

c e l l s  f r o m  m u c o s a l  s i t e s  i s  a l s o  e x p l a i n e d  b y  t h e  

f i n d i n g s  o f  F a n g e r  e t  a l  ( 1 9 8 3 b )  w h o  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

i n c u b a t i o n  o f  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s  w i t h  I g A  f o r  2 4  h o u r s  

p r i o r  t o  a s s a y  l e d  t o  a  g r e a t l y  i n c r e a s e d  n u m b e r  o f  c e l l s  

b e a r i n g  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g A ,  s u g g e s t i n g  i n d u c t i o n  o f  

r e c e p t o r s  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  I g A .

1 . 2 . 8 .  I m m u n e  m o d u l a t i o n .

I m m u n e  m o d u l a t i o n  e n a b l e s  t h e  i m m u n e  s y s t e m  t o  

r e g u l a t e  r e s p o n s e s  w h i c h  m i g h t  b e  d e s t r u c t i v e  i f  

e x p r e s s e d  s y s t e m i c a l l y . I g A  h a s  b e e n  p r o p o s e d  t o  p e r f o r m  

i m m u n e  m o d u l a t i o n  b y  a  d a m p i n g  d o w n  o f  s y s t e m i c  r e s p o n s e s  

b y  c o m p e t i n g  w i t h  I g M  a n d  I g G  f o r  a n t i g e n  a t  m u c o s a l  

s i t e s  a s  d i s c u s s e d  a b o v e  ( G r i f f i s s ,  1 9 8 3 ) .

S e c r e t o r y  I g A  a l s o  a p p e a r s  t o  r e g u l a t e  i m m u n e  

r e s p o n s e s  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e .  E x p e r i m e n t s  h a v e  s h o w n  

t h a t  a n t i g e n  c o m p l e x e d  w i t h  I g G  o r  I g E  r e s u l t  i n  a n  

i n c r e a s e d  a b s o r p t i o n  o f  v a r i o u s  b y s t a n d e r  a n t i g e n s  

t h r o u g h  b o t h  o r a l  a n d  g a s t r o i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  ( B l o c h
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a n d  W a l k e r ,  1 9 8 1 ;  L i m  a n d  R o w l e y ,  1 9 8 2 ) .  S p e c i f i c  S - I g A  

a n t i b o d i e s  w o u l d  r e d u c e  t h e  u p t a k e  o f  t h e s e  b y s t a n d e r  

a n t i g e n s  s o  p r e v e n t i n g  a  p o s s i b l e  s y s t e m i c  r e s p o n s e  t o  a n  

i n c r e a s e d  a n t i g e n i c  l o a d  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e .  

I m p o r t a n t  a n t i g e n s  i n c l u d e  b o t h  f o o d  a n d  e n v i r o n m e n t a l  

a n t i g e n s  w h i c h  i f  n o t  p r e v e n t e d  f r o m  e n t e r i n g  t h e  

s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  b y  u p t a k e  f r o m  b r o n c h i a l  o r  

g a s t r o i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  c o u l d  r e s u l t  i n  s y s t e m i c  

r e s p o n s e s  p r o d u c i n g  a l l e r g i c  r e a c t i o n s .

A n o t h e r  f o r m  o f  m o d u l a t i o n  i s  p r o d u c e d  b y  t h e  

m e c h a n i s m  o f  o r a l  t o l e r a n c e  ( K a g n o f f ,  1 9 8 2 ) .  O r a l  

t o l e r a n c e  r e s u l t s  f r o m  i n g e s t i o n  o f  l a r g e  d o s e s  o f  

p r o t e i n  o r  r e p e a t e d  i n g e s t i o n  o f  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  a n d  

e v e n t u a l l y  l e a d s  t o  s y s t e m i c  h y p o r e s p o n s i v e n e s s  w h e n  

c h a l l e n g e d  s y s t e m i c a l l y . T h e  p h e n o m e n a  w a s  f i r s t  n o t e d  b y  

D a k i n  o v e r  o n e  h u n d r e d  a n d  f i f t y  y e a r s  a g o  ( R i c h m a n ,

1 9 7 9 )  t h a t  N o r t h  A m e r i c a n  I n d i a n s  i n g e s t e d  p o i s o n  i v y  

l e a v e s  t o  p r e v e n t  d e r m a t i t i s  u p o n  s u b s e q u e n t  c o n t a c t  w i t h  

t h a t  p l a n t .  T h i s  w a s  s u b s e q u e n t l y  t e r m e d  t h e  S u l z b e r g e r -  

C h a s e  r e a c t i o n  a n d  h a s  n o w  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  a  v a r i e t y  

o f  s u b s t a n c e s  ( o x a z o l o n e  -  G l a i s t e r ,  1 9 7 3 ;  o v a l b u m i n  -  

H a n s o n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ;  b o v i n e  s e r u m  a l b u m i n  -  T h o m a s  a n d  

P a r r o t t ,  1 9 7 4 )  .

T h e  r o l e  w h i c h  I g A  m a y  p l a y  i n  t h e  i n d u c t i o n  o f  o r a l  

t o l e r a n c e  i s  a s  y e t  u n c l e a r  a s  t h e  p r e c i s e  m e c h a n i s m s  

i n v o l v e d  a r e  n o t  y e t  k n o w n .  T h r e e  m a j o r  m e c h a n i s m s  h a v e  

b e e n  p r o p o s e d  t w o  o f  w h i c h  s u g g e s t  a  r o l e  f o r  I g A .

T h e  f i r s t  s u g g e s t s  o r a l  i m m u n i z a t i o n  l e a d s  t o  

c i r c u l a t i n g  i m m u n e  c o m p l e x e s  f o r m i n g  o n  s u b s e q u e n t
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p a r e n t e r a l  c h a l l e n g e  s o  p r o d u c i n g  s y s t e m i c  

u n r e s p o n s i v e n e s s .  A n d r e  e t  a l .  ( 1 9 7 5 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  

f o l l o w i n g  i n t r a g a s t r i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  s h e e p  r e d  b l o o d  

c e l l s  t h e  s e r u m  o f  t r e a t e d  a n i m a l s  c o n t a i n e d  a n  a n t i g e n -  

s p e c i f i c  f a c t o r  w h i c h  s u p p r e s s e d  t h e  s y s t e m i c  h u m o r a l  

r e s p o n s e  a n d  w h i c h  w a s  t h o u g h t  t o  b e  a n  I g A  a n t i g e n -  

a n t i b o d y  i m m u n e  c o m p l e x .  S i m i l a r  r e s u l t s  w e r e  o b t a i n e d  b y  

K a g n o f f  ( 1 9 7 8 ) .

T h e  s e c o n d  i d e a  w a s  d e v i s e d  b y  K a g n o f f  f o l l o w i n g  h i s  

e a r l i e r  w o r k  a n d  p r o p o s e s  a  r o l e  f o r  a n t i - i d i o t y p i c  I g A  

p r o d u c e d  b y  o r a l  i m m u n i z a t i o n  w h i c h  w o u l d  i n v o k e  s y s t e m i c  

u n r e s p o n s i v e n e s s  o n c e  t h e  a n t i g e n  w a s  a d m i n i s t e r e d  

s y s t e m i c a l l y  ( K a g n o f f ,  1 9 8 0 ) .  K a g n o f f ' s  w o r k  w a s  b a s e d  o n  

t h e  f i n d i n g s  t h a t  c o n t i n u e d  f e e d i n g  o f  s h e e p  r e d  b l o o d  

c e l l s  ( S R B C )  t o  m i c e  r e s u l t e d  i n  o r a l  t o l e r a n c e .  I t  w a s  

p o s s i b l e  t o  t r a n s f e r  t h i s  s u p p r e s s i o n  o f  s y s t e m i c  

r e s p o n s e s  t o  n a i v e  a n i m a l s  b y  s e r u m  b u t  n o t  b y  c e l l s ,  

i m p l y i n g  a  s e r u m  f a c t o r  a s  t h e  s u p p r e s s i v e  a g e n t  

( K a g n o f f ,  1 9 7 8 ) .  I n v i t r o  s t u d i e s  o f  c e l l u l a r  r e s p o n s e s  

t o  S R B C  w e r e  a l s o  f o u n d  t o  b e  s u p p r e s s e d  b y  t h e  s e r u m  

f r o m  m i c e  w i t h  o r a l  t o l e r a n c e .  T h e  f a c t o r s  a p p e a r e d  t o  b e  

i m m u n o g l o b u l i n  i n  n a t u r e  a s  t h e  a c t i v i t y  c o u l d  b e  r e m o v e d  

b y  a b s o r p t i o n  o f  t h e  s e r u m  o n  a n  a n t i - m o u s e  

i m m u n o g l o b u l i n  c o l u m n  ( K a g n o f f ,  1 9 8 0 ) .

K a g n o f f  i n i t i a l l y  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  f a c t o r  c o u l d  

b e  a n t i g e n - a n t i b o d y  i m m u n e  c o m p l e x e s  a s  a b s o r p t i o n  w i t h  

a n t i g e n  d i d  n o t  a p p e a r  t o  r e m o v e  t h e  s u p p r e s s i v e  f a c t o r  

a l t h o u g h  i t  d i d  r e d u c e  t h e  e f f e c t  ( K a g n o f f ,  1 9 7 8 ) .  

H o w e v e r  i t  w a s  f i n a l l y  p r o p o s e d  t h a t  t h e  s u p p r e s s i v e
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e f f e c t  w a s c a u s e d b y  t h e  p r e s e n c e o f a n t i - i d i o t y p i c

a n t i b o d i e s . I t  w a s s u g g e s t e d  t h a t t h e o r a l  f e e d i n g

i n d u c e d  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n  I g A  m u c o s a l  r e s p o n s e  w h i c h  

l e d  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  a n t i - i d i o t y p i c  I g A  a n t i b o d i e s  . 

T h e s e  i n  t u r n  w o u l d  e n t e r  t h e  s y s t e m i c  c i r c u l a t i o n  a n d  

i n d u c e  t h e  s y s t e m i c  h y p o r e s p o n s i v e n e s s  d e m o n s t r a t e d  i n  

t o l e r a n t  m i c e .

M o s t  c u r r e n t  e v i d e n c e  a b o u t  o r a l  t o l e r a n c e  s u g g e s t s  

t h a t  t h e  r o l e  o f  I g A  m a y  n o t  b e  a s  i m p o r t a n t  a s  

o r i g i n a l l y  t h o u g h t ,  w i t h  a  l a r g e  n u m b e r  o f  r e s e a r c h e r s  

s u g g e s t i n g  r a t h e r  t h a t  t h e  i n d u c t i o n  o f  T  s u p p r e s s o r  

c e l l s  i n  t h e  G A L T  i s  t h e  k e y  e f f e c t .  F u r t h e r  w o r k  w i l l  

n e e d  t o  b e  d o n e  t o  e l a b o r a t e  t h e  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d .

1 . 2 . 9 .  C o m p a r i s o n  o f  o p s o n i c  c a p a b i l i t y  o f  s e r u m  I g A  w i t h  

o t h e r  s e r u m  i s o t y p e s .

O p s o n i c  c a p a b i l i t y  a g a i n s t  i n v a s i v e  p a t h o g e n s  i s  

i m p o r t a n t  f o r  a  p r o t e c t i v e  a n t i b o d y  ( H o r w i t z ,  1 9 8 2 ) .  

O p s o n i z a t i o n  i n v o l v e s  t h e  b i n d i n g  o f  a n t i b o d y  t o  a n t i g e n  

w h i c h  e n a b l e s  s u b s e q u e n t  b i n d i n g  o f  t h e  a n t i g e n - a n t i b o d y  

c o m p l e x  t o  p h a g o c y t e s  e i t h e r  v i a  a n t i b o d y  s p e c i f i c  

r e c e p t o r s  o r  b y  a l t e r a t i o n  o f  t h e  p h y s i c o - c h e m i c a l  n a t u r e  

o f  t h e  a n t i g e n  ( H o r w i t z ,  1 9 8 2 ) .

P a r t i c l e s  o r  m i c r o o r g a n i s m s  w i t h  s u r f a c e s  m o r e  

h y d r o p h i l i c  t h a n  t h o s e  o f  p h a g o c y t e s  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  

b e  r e s i s t a n t  t o  p h a g o c y t o s i s  d u e  i n  p a r t  t o  p h y s i c o ­

c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n  w h i c h  p r e v e n t  t h e m  f r o m  a p p r o a c h i n g  

t h e  p h a g o c y t i c  c e l l  s u r f a c e  ( v a n  O s s  a n d  G i l l m a n .  1 9 7 2 ;  

v a n  O s s  e t  a l . ,  1 9 7 5  ) .  P h a g o c y t o s i s  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e
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a  s u r f a c e  p h e n o m e n o n  ( v a n  O s s ,  1 9 7 8 ) .  A t t a c h m e n t  o f  

s p e c i f i c  a n t i b o d y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  a l t e r  t h e  s u r f a c e  

h y d r o p h o b i c i t y  o f  a n t i g e n s  s u c h  t h a t  t h e y  b e c o m e  l e s s  

r e s i s t a n t  t o  p h a g o c y t o s i s  ( S t e w a r d ,  1 9 7 4 ) .

R e c e p t o r s  o n  t h e  p h a g o c y t i c  c e l l  s u r f a c e  s p e c i f i c  

f o r  d i f f e r i n g  i s o t y p e s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  p r o v i d e  a  

f u r t h e r  m e t h o d  o f  b i n d i n g  t h e  a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x  t o  

p h a g o c y t e s  ( H o r w i t z ,  1 9 8 2 ) .

T h i s  b i n d i n g  c a n  f a c i l i t a t e  p h a g o c y t o s i s  r e s u l t i n g  

i n  t h e  u p t a k e  o f  t h e  a n t i g e n  i n t o  t h e  p h a g o c y t e  w i t h i n  a  

p h a g o s o m e .  T h i s  a l l o w s  t h e  k i l l i n g  o f  v i a b l e  p a t h o g e n s  

w i t h  t h e  m i n i m a l  o f  t i s s u e  d a m a g e  a s  t h e  b a c t e r i c i d a l  

m e t a b o l i t e s  ( e g  h y d r o g e n  p e r o x i d e )  a r e  r e l e a s e d  

i n t r a c e l l u l a r l y  i n t o  t h e  p h a g o s o m e  ( E l s b a c k  a n d  W e i s s ,

1 9 8 3 ) .

T h e  o p s o n i z i n g  a c t i v i t y  o f  a n t i b o d y  h a s  b e e n  s h o w n  

t o  b e  m a i n l y  a  f u n c t i o n  o f  t h e  I g G  i s o t y p e ,  i n  h u m a n s  

s p e c i f i c a l l y  t h e  I g G l  a n d  I g G 3  s u b c l a s s e s  ( S t e w a r d ,  

1 9 7 4 ) .  T h e  o p s o n i c  e f f e c t  o f  t h e  I g G  m o l e c u l e  a p p e a r s  t o  

b e  s p e c i f i c  t o  t h e  F c  p o r t i o n .  T h e  F c  p o r t i o n  w o u l d  b e  

r e s p o n s i b l e  n o t  o n l y  f o r  i s o t y p e  s p e c i f i c  i n t e r a c t i o n  

w i t h  F c  r e c e p t o r s  o n  p h a g o c y t e s  b u t  i s  a l s o  h i g h l y  

h y d r o p h o b i c  s o  i n c r e a s i n g  t h e  i n t e r a c t i o n  w i t h  p h a g o c y t i c  

c e l l  s u r f a c e s  ( S t e w a r d ,  1 9 7 4 ;  v a n  O s s ,  1 9 7 8 ) .

I g M  i n  t h e  a b s e n c e  o f  c o m p l e m e n t  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  

a c t  a s  a n  e f f e c t i v e  o p s o n i n .  P h a g o c y t e s  d o  n o t  a p p e a r  t o  

c a r r y  I g M  s p e c i f i c  r e c e p t o r s  a n d  t h i s  m a y  i n  p a r t  e x p l a i n  

t h e  l a c k  o f  o p s o n i z a t i o n .  H y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  m a y
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a l s o  p l a y  a  p a r t  a s  I g M  i s  l e s s  h y d r o p h o b i c  t h a n  I g G  ( v a n  

O s s  a n d  S t i n s o n ,  1 9 7 0 ) .

I g A  i s  t h e  l e a s t  h y d r o p h o b i c  i s o t y p e  a n d  s h o w s  o n l y  

p o o r  o p s o n i c  a c t i v i t y  i n  c o n v e n t i o n a l  a s s a y s  ( v a n  O s s  a n d  

G i l l m a n ,  1 9 7 2 ;  K i l i a n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  T h e  l o w  n u m b e r  o f

p h a g o c y t i c  c e l l s  i n  s e r u m  b e a r i n g  F c  r e c e p t o r s  f o r  I g A  

m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  l o w  l e v e l  o f  o p s o n i c  a c t i v i t y  w i t h  

t h i s  i s o t y p e  ( F a n g e r ,  1 9 8 0 ) .

M u c h  o f  t h i s  w o r k  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  w i t h  

p r e p a r a t i o n s  o f  i m m u n o g l o b u l i n s  f r o m  s e r u m .  A  s t u d y  o f  

t h e  p r o p e r t i e s  o f  t h e s e  i s o t y p e s  o c c u r r i n g  i n  l o w  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  t h e  s e r u m  i s  d i f f i c u l t .  M y e l o m a  

p r o t e i n s  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  t h i s  p u r p o s e  b u t  t h e s e  b e a r  a  

k n o w n  a n t i b o d y  s p e c i f i c i t y  o n l y  e x c e p t i o n a l l y .  M o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  m a k e  i t  p o s s i b l e  t o  o b t a i n  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  

a n t i b o d y  h a v i n g  b o t h  t h e  s p e c i f i c i t y  a n d  i s o t y p e  r e q u i r e d  

f o r  c o m p a r a t i v e  w o r k .

T h e  c o m p a r i s o n  o f  o p s o n i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e  v a r i o u s  

i s o t y p e s  c o u l d  b e  a s s e s s e d  u s i n g  a n  a s s a y  s e n s i t i v e  t o  

b o t h  t h e  s u r f a c e  i n t e r a c t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  o x i d a t i v e  

b u r s t  a s s o c i a t e d  w i t h  i n t r a c e l l u l a r  k i l l i n g .  T h e  l u m i n o l -  

d e p e n d e n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  

s e n s i t i v e  t o  b o t h  p h e n o m e n a  a n d  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a n  

a c c u r a t e  m e a s u r e  o f  o p s o n i c  a c t i v i t y .  I n v e s t i g a t i o n  o f  

t h e  o p s o n i c  a c t i v i t i e s  o f  t h e s e  i s o t y p e s  w o u l d  a i d  i n  t h e  

u n d e r s t a n d i n g  o f  t h e  r o l e  o f  I g A  i n  s e r u m  w h i c h  i s  a s  y e t  

u n c l e a r .

C h e m i l u m i n e s c e n c e  ( C L )  o c c u r s  w h e n  p h a g o c y t i c  c e l l s  

c o m e  i n t o  c o n t a c t  w i t h  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  o r
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m i c r o o r g a n i s m s  ( A l l e n  e t  a l . , 1 9 7 2  ) .  P h a g o c y t i c  c e l l s  a r e  

c a p a b l e  o f  r e l e a s i n g  b a c t e r i c i d a l  o x y g e n  s p e c i e s  

i n c l u d i n g  s u p e r o x i d e ,  h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  h y d r o x y l  

r a d i c a l s  a n d  s i n g l e t  o x y g e n .  T h e s e  o x y g e n  s p e c i e s  p r o d u c e  

C L  b y  t h e i r  t r a n s i t i o n  o f  h i g h  e n e r g y  e l e c t r o n s  t o  l o w e r  

e n e r g y  s t a t e s ,  t h e  e n e r g y  l o s t  b e i n g  e m i t t e d  a s  l i g h t .  

T h e  l e v e l  o f  C L  c a n  b e  a m p l i f i e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

L u m i n o l  ( 5 - a m i n o - 2 , 3 - d i h y d r o - l , 4 - p h t h a l a z i n e - d i o n e  a  

c y c l i c  h y d r a z i d e ) .  L u m i n o l - d e p e n d a n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e

h a s  b e e n u s e d  t o  i n v e s t i g a t e t h e f u n c t i o n i n g o f

p h a g o c y t i c c e l l s  a n d  t h e  u s e o f a n t i b o d i e s f o r

o p s o n i z a t i o n  i n  p h a g o c y t i c  a s s a y s  ( H e m m i n g s  e t  a l . ,  1 9 7 6  ; 

E a s m o n  e t  a l . ,  1 9 8 0 ;  S t e v e n s  a n d  Y o u n g ,  1 9 7 7 ) .

D u e  t o  t h e  d e p e n d e n c e  o n  c e l l  p a r t i c l e  c o n t a c t  a n d  

c e l l u l a r  o x i d a t i v e  m e t a b o l i s m ,  p h a g o c y t i c

c h e m i l u m i n e s c e n c e  c a n  b e  u s e d  a s  a  s e n s i t i v e  m e a s u r e  o f  

o p s o n i c  a c t i v i t y  ( S t j e r n h o l m  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  C o r r e l a t i o n  

w i t h  o t h e r  a s s a y s  i n  c l i n i c a l  u s e  s u c h  a s  t h e  n i t r o b l u e  

t e t r a z o l i u m  ( N B T ) r e d u c t i o n  t e s t  a n d  t h e  i n t r a l e u c o c y t i c  

k i l l i n g  t e s t  h a v e  s h o w n  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s  a n  a c c u r a t e  

m e a s u r e  o f  o p s o n i c  a c t i v i t y  ( T h o m a s  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .

1 . 3  I G A  M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S  A N D  T H E I R  P R O D U C T I O N .

T h e  f u n c t i o n s  o f  I g A  c a n  b e  s u b d i v i d e d  i n t o  t h r e e  

g r o u p s ,  t h o s e  p e r f o r m e d  b y  s e c r e t o r y  I g A  ( S - I g A ) ,  t h o s e  

p e r f o r m e d  b y  p o l y m e r i c  I g A  ( p l g A ) , u n a s s o c i a t e d  w i t h  S C ,  

a n d  f i n a l l y  t h o s e  p e r f o r m e d  b y  m o n o m e r i c  I g A  ( m l g A ) . T o  

u n d e r s t a n d  h o w  e a c h  f u n c t i o n  r e l a t e s  t o  t h e  r e l e v a n t
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m o l e c u l a r  f o r m  i t  w o u l d  b e  u s e f u l  t o  p r o d u c e  a n  I g A  

a n t i b o d y  s o u r c e  o f  d e f i n e d  s p e c i f i c i t y  c a p a b l e  o f  b e i n g  

e x p r e s s e d  i n  a l l  t h r e e  f o r m s .

I n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  r o l e  o f  I g A  h a s  p r e v i o u s l y  

r e l i e d  o n  a n t i b o d y  p u r i f i e d  f r o m  s e r u m  o r  m u c o s a l  

s e c r e t i o n s . V a r i o u s  p r o t o c o l s  h a v e  b e e n  s u b s e q u e n t l y  u s e d  

t o  p r e p a r e  t h e  v a r i o u s  m o l e c u l a r  f o r m s .

S e r u m  i s  a  p o o r  s o u r c e  o f  l a r g e  q u a n t i t i e s  o f  I g A  i n  

m a n .  I g A  l e v e l s  r e p r e s e n t  l e s s  t h a n  3 - 4 %  o f  t o t a l  p r o t e i n  

c o n t e n t  i n  n o r m a l  h u m a n  s e r u m  ( H e r e m a n s ,  1 9 7 4 ) .  

P u r i f i c a t i o n  i s  d i f f i c u l t  a s  m o n o m e r i c  s e r u m  I g A  c l o s e l y  

r e s e m b l e s  I g G  a n d  I g E  b o t h  i n  m o l e c u l a r  s i z e  a n d  

e l e c t r o p h o r e t i c  m o b i l i t y .

I s o l a t i o n  i n v o l v i n g  i m m u n o a b s o r p t i o n  o n  a  c o l u m n  b y  

a  l e c t i n  ( j a c a l i n )  h a s  b e e n  d e s c r i b e d  f o r  I g A  b u t  t h e  

l e c t i n  i s  s p e c i e s  s p e c i f i c  f o r  h u m a n  I g A  a n d  a p p e a r s  t o  

v a r y  i n  i t s  r e a c t i v i t y  b e t w e e n  t h e  t w o  s u b - c l a s s e s  o f  

h u m a n  I g A .

I m m u n o c h e m i c a l  m e t h o d s  f o r  I g A  r e l y  o n  a n t i - I g A  

s e r a .  U s e  o f  t h e s e  m e t h o d s  n e c e s s i t a t e  t h a t  t h e  a n t i - s e r a  

i s  m o n o s p e c i f i c  b u t  t o  i s o l a t e  S - I g A  i n  t h i s  m a n n e r  i s  

i m p o s s i b l e  a s  t h e  i s o t y p e  s p e c i f i c  F c  f r a g m e n t  i s  c o v e r e d  

b y  t h e  a s s o c i a t e d  S C .

M u c o s a l  s e c r e t i o n s  p r o v i d e  a  s o u r c e  o f  l a r g e  

q u a n t i t i e s  o f  p o l y m e r i c  I g A  b u t  a r e  c o m p l i c a t e d  b y  t h e  

a b i l i t y  o f  S - I g A  t o  b e c o m e  s t r o n g l y  b o u n d  t o  n o n ­

s p e c i f i c  p r o t e i n s  ( T o m a s i  a n d  B i e n e n s t o c k ,  1 9 6 8 ) .  

E x t e r n a l  s e c r e t i o n s  a l s o  c o n t a i n  p r o t e o l y t i c  e n z y m e s  a n d  

a l t h o u g h  n o t  v u l n e r a b l e  t o  a t t a c k  ( L i n d h ,  1 9 7 5 )  S - I g A
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P o l y m e r i c  I g A  i s o l a t e d  f r o m  S - I g A  n e c e s s i t a t e s  t h e  

r e d u c t i o n  o f  t h e  d i s u l p h i d e  b o n d s  w h i c h  j o i n  I g A  a n d  S C .  

T h e  r e d u c t i o n  c a n  c a u s e  d e n a t u r i n g  o f  t h e  p r e p a r a t i o n .

P u r i f i c a t i o n  f r o m  b o t h  s e r u m  a n d  s e c r e t i o n s  p r o v i d e  

p o l y c l o n a l  a n t i b o d y  p r e p a r a t i o n s  w h i c h  p r e s e n t  p r o b l e m s  

a s  t h e  a n t i b o d y  c a n  b e  o f  u n k n o w n  s p e c i f i c i t y  a n d  

h e t e r o g e n e i t y  i n  i t s  b i n d i n g  c h a r a c t e r i s t i c s .

T h e s e  p r o b l e m s  h a v e  b e e n  o v e r c o m e  i n  t h e  p a s t  b y  t h e  

u s e  o f  p o l y m e r i c  I g A  f r o m  s u b j e c t s  w i t h  I g A  m y e l o m a s  

( P a r k h o u s e  e t  a l . , 1 9 7 1 ) .  T h i s  s o u r c e  p r o d u c e s  l a r g e  

q u a n t i t i e s  b u t  n o  c h o i c e  i n  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  

m y e l o m a .  M y e l o m a  I g A  p r o d u c e s  a  w i d e  v a r i e t y  o f  m o l e c u l a r  

f o r m s  f r o m  m o n o m e r i c  t o  p e n t a m e r i c ,  w i t h  i n c r e a s e d  l e v e l s  

o f  p o l y m e r i c  f o r m s  c o m p a r e d  w i t h  n o r m a l  s e r u m  ( H e r e m a n s ,  

1 9 7 4 ) .  T h e s e  p o l y m e r i c  f o r m s  a r e  u n u s u a l  i n  m o l e c u l a r  

c o m p o s i t i o n  w i t h  J - c h a i n ,  s o m e  s h o w i n g  g r e a t e r  t h a n  o n e  

J - c h a i n  p e r  p o l y m e r i c  I g A  a n d  s o m e  s h o w i n g  n o  J - c h a i n  a t  

a l l  ( K o s h l a n d ,  1 9 8 5 ) .

I t  i s  c l e a r  f r o m  t h e s e  r e s u l t s  t h a t  m y e l o m a  p r o t e i n s  

a r e  n o t  r e p r e s e n t a t i v e  o f  n o r m a l l y  p r o d u c e d  s e r u m  

p o l y m e r i c  I g A  a n d  a s  s u c h  m a y  b e  c a p a b l e  o f  g i v i n g  

a r t i f a c t u a l  r e s u l t s .  M y e l o m a  I g A  i s  a l s o  u n r e p r e s e n t a t i v e  

o f  m u c o s a l l y  d e r i v e d  I g A  w h e r e  t h e  m a j o r i t y  o f  m o l e c u l a r  

f o r m s  a r e  d i m e r i c .

M o s t  o f  t h e s e  p r o b l e m s  c o u l d  b e  o v e r c o m e  b y  t h e  

p r o d u c t i o n  o f  m u c o s a l l y - d e r i v e d  I g A  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s .  T h e s e  w o u l d  r e p r e s e n t  a  r e p r o d u c i b l e

s t i l l  s u f f e r s  d e g r a d a t i o n  on s t o r a g e  w i t h  e n z y m i c
c o n t a m i n a t i o n  ( K o b a y a s h i  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .
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p o l y m e r i c  I g A  a n t i b o d y  s o u r c e ,  o f  d e f i n e d  s p e c i f i c i t y ,  

w i t h o u t  t h e  p r o b l e m s  a s s o c i a t e d  w i t h  b o u n d - S C  i n  

p r e p a r a t i o n s  f r o m  s e c r e t i o n s .  T h i s  w o u l d  g i v e  t h e  

o p p o r t u n i t y  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  p o l y m e r i c  

I g A  a s  d i s t i n c t  f r o m  t h o s e  w h e n  l i n k e d  w i t h  S C  a f t e r  

t r a n s p o r t  i n t o  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s .

T h e  u s e  o f  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  f o r  M A b  

p r o d u c t i o n  h a v e  r e s u l t e d  i n  a  p o o r  y i e l d  o f  I g A  M A b s . 

E x p l a n a t i o n s  o f  t h e s e  r e s u l t s  h a v e  f o c u s e d  o n  t w o  m a i n  

a r e a s . I m m u n i z a t i o n  p r o t o c o l s  f o r  M A b  p r o d u c t i o n  n o r m a l l y  

u s e  s y s t e m i c  r o u t e s  ( T i f f i n ,  1 9 8 7 ) .  T h i s  i m m u n i z a t i o n  i s  

b i a s e d  i n  f a v o u r  o f  p r o d u c i n g  a  s y s t e m i c  h u m o r a l  r e s p o n s e  

p r i m a r i l y  w i t h  I g M  o r  I g G .  I g A  r e s p o n s e s  t o  s y s t e m i c  

i m m u n i z a t i o n  a r e  v e r y  p o o r  w i t h  a l m o s t  n o  s t i m u l a t i o n  o f  

s e c r e t o r y  a n t i b o d y  ( M e s t e c k y  a n d  M c G h e e ,  1 9 8 8 ) .  T h e  

s e c o n d  p r o b l e m  i n v o l v e s  t h e  u s e  o f  t h e  s p l e e n  a s  a  s o u r c e  

o f  l y m p h o c y t e s  f o r  M A b  p r o d u c t i o n  . ( T i f f i n ,  1 9 8 7 ) .  T h e  

s p l e e n  c o n t a i n s  v e r y  l o w  l e v e l s  o f  s u r f a c e  I g A  p o s i t i v e  

l y m p h o c y t e s  a n d  a s  s u c h  t h e  c h a n c e s  o f  s e l e c t i n g  f o r  a n  

I g A  h y b r i d o m a  a r e  s m a l l  ( K o m i s a r  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .

W i t h i n  r e c e n t  y e a r s  t h e s e  p r o b l e m s  h a v e  b e e n  

o v e r c o m e  b y  m o r e  c o m p l e x  p r o t o c o l s  d i r e c t e d  t o w a r d  

p r o d u c i n g  I g A  m o n o c l o n a l s  d e r i v e d  f r o m  s t i m u l a t e d  m u c o s a l  

t i s s u e .  T h e r e  h a v e  b e e n  t h r e e  m a i n  a p p r o a c h e s  w h i c h  h a v e  

i n v o l v e d  t h e  u s e  o f  i m m u n i z a t i o n  v i a  m u c o s a l  r o u t e s ,  t h e  

u s e  o f  m u c o s a l l y  d e r i v e d  l y m p h o i d  t i s s u e  o r  a  c o m b i n a t i o n  

o f  b o t h  f o r  h y b r i d o m a  p r o d u c t i o n .

M e t h o d s  i n i t i a l l y  r e l i e d  o n  t h e  u s e  o f  m u c o s a l  

r o u t e s  o f  i m m u n i z a t i o n  t o  p r o d u c e  a n  I g A  r e s p o n s e .  T h i s
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a p p r o a c h  w a s  d e m o n s t r a t e d  b y  C o l w e l l  e t  a l  ( 1 9 8 2 ) .  T h e y  

u s e d  g a s t r i c  i n t u b a t i o n  o f  B a l b / C  m i c e  t o  p r o d u c e  

i m m u n i z a t i o n  o f  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  l y m p h o i d  t i s s u e ,  

f o l l o w e d  b y  t h e  u s e  o f  s p l e e n s  f r o m  i m m u n i z e d  a n i m a l s  t o  

p r o d u c e  M A b s . T h i s  m e t h o d  w a s  p a r t i a l l y  s u c c e s s f u l  

p r o d u c i n g  a  g r e a t e r  n u m b e r  o f  I g A  M A b s  t h a n  b e f o r e  

a l t h o u g h  t h e s e  w e r e  s t i l l  i n  t h e  m i n o r i t y .  K o m i s a r  e t  a l .

( 1 9 8 2 )  u s e d  a  d i f f e r e n t  a p p r o a c h  u s i n g  c o n v e n t i o n a l  

i m m u n i z a t i o n  t e c h n i q u e s . B a l b / C  m i c e  w e r e  i m m u n i z e d  

i n t r a v e n o u s l y  f o l l o w e d  b y  r e p e a t e d  i n t r a p e r i t o n e a l  

c h a l l e n g e .  A n i m a l s  w e r e  s a c r i f i c e d  a n d  p o o l e d  P e y e r ' s  

p a t c h e s  a n d  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  

u s e d  a s  a  s o u r c e  o f  l y m p h o c y t e s  f o r  f u s i o n .  T h e  y i e l d  o f  

I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w a s  b e t t e r  t h a n  t h a t  f o u n d  b y  

C o l w e l l  e t  a l .  ( 1 9 8 2 )  b u t  t h e  n u m b e r s  w e r e  s t i l l  l o w .  A  

c o m b i n a t i o n  o f  m u c o s a l  i m m u n i z a t i o n  a n d  t h e  u s e  o f  

m u c o s a l  t i s s u e  f o r  a  s o u r c e  o f  l y m p h o c y t e s  h a s  p r o v e d  t o  

b e  t h e  m o s t  s u c c e s s f u l  m e t h o d .

D e a n  e t  a l  ( 1 9 8 2 )  u s e d  a  m o r e  c o m p l e x  p r o t o c o l  i n  

r a t s ,  a n d  u s i n g  s u r g e r y ,  w h i c h  a l l o w e d  s e l e c t i v e  

i m m u n i z a t i o n  a n d  u s e  o f  g a s t r o - i n t e s t i n a l  a s s o c i a t e d  

l y m p h o i d  t i s s u e  a s  a  s o u r c e  o f  B  c e l l s  f o r  h y b r i d o m a  

p r o d u c t i o n .  T h i s  y i e l d e d  I g A  M A b s  a l m o s t  e x c l u s i v e l y .  

T h e s e  M A b s  a r e  a l s o  u s e f u l  a s  t h e y  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  

t r a n s p o r t e d  i n t o  t h e  b i l e  i n  r a t s  w h e n  i n j e c t e d  

i n t r a v e n o u s l y ,  e f f i c i e n t l y  p r o v i d i n g  a  r o u t e  f o r  m u c o s a l  

t a r g e t i n g  o f  a n t i b o d y  ( D e a n  e t  a l . , 1 9 8 3  ) .

T h e  i m m u n i z a t i o n  p r o c e d u r e  i n v o l v e s  s u r g e r y .  T h e  

i n t e s t i n e  i s  e x p o s e d  a n d  s m a l l  q u a n t i t i e s  ( 1 0 - 1 5  u l )  o f
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a n t i g e n  s o l u t i o n  a r e  i n j e c t e d  i n t o  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  

( P P )  . T h e s e  o r g a n s  a r e  t h e  a r e a s  o f  i n i t i a l  a n t i g e n i c  

s t i m u l a t i o n  i n  a  m u c o s a l  i m m u n e  r e s p o n s e  ( S e e  S e c t i o n  

1 . 1 . 3 ) .  S u b s e q u e n t  i m m u n i z a t i o n s  a r e  e i t h e r  v i a  P P  o r  

i n t r a p e r i t o n e a l l y .

F u s i o n  i n v o l v e s  t h e  u s e  o f  e i t h e r  o f  t w o  s o u r c e s  o f  

p r i m e d  l y m p h o c y t e s .  F i r s t ,  o n c e  p r i m e d  w i t h  b o o s t e r  

i m m u n i z a t i o n s  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  a r e  r e m o v e d  3 - 4  d a y s  

a f t e r  t h e  l a s t  i m m u n i z a t i o n  a n d  u s e d  f o r  f u s i o n .  A  s e c o n d  

s o u r c e  o f  p r i m e d  l y m p h o c y t e s  n e c e s s i t a t e s  t h e  s u r g i c a l  

r e m o v a l  o f  M L N  f r o m  t h e  r a t  p r i o r  t o  t h e  i m m u n i z a t i o n  

p r o c e d u r e .  T h e s e  r a t s  a r e  t h e n  l e f t  t o  r e c o v e r  f o r  

a p p r o x i m a t e l y  6  w e e k s  a n d  r e c o n s t r u c t  a  m e s e n t e r i c  

l y m p h a t i c  s y s t e m  w i t h o u t  M L N ' s .  F o l l o w i n g  t h e  

i m m u n i z a t i o n  p r o c e d u r e  a  c a n u l a  i s  p a s s e d  i n t o  t h e  

c y s t e r n a  c h y l i ,  t h e  m a j o r  l y m p h a t i c  v e s s e l  d r a i n i n g  t h e  

m e s e n t e r i c  l y m p h a t i c  s y s t e m  i n t o  t h e  t h o r a c i c  d u c t . 

F o l l o w i n g  c a n u l a t i o n  t h e  r a t  i s  h e l d  i n  a  r e s t r a i n i n g  

B o l l m a n  c a g e  w h i c h  p r e v e n t s  m o v e m e n t  a n d  t h e  d i s p l a c e m e n t  

o f  t h e  c a n u l a .  T h e  e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  l y m p h  f l o w i n g  f r o m  

t h e  G A L T  t o  t h e  t h o r a c i c  d u c t ,  r i c h  i n  I g A - s e c r e t i n g  

p l a s m a  c e l l s ,  m i g r a t i n g  f r o m  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  i s  

c o l l e c t e d  v i a  t h e  c a n u l a  a n d  u s e d  a s  a  s o u r c e  o f  

l y m p h o c y t e s  f o r  f u s i o n .

T h i s  m e t h o d  y i e l d s  a  m a j o r i t y  o f  I g A  s e c r e t i n g  

h y b r i d o m a s  w h i c h  p r o d u c e  p r e d o m i n a n t l y  d i m e r i c  I g A .
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1 . 4  S A L M O N E L L A T Y P H I M U R X U M  a s  a n  i m m u n i z i n g  a n t i g e n .

I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  r o l e  o f  I g A  i n  m u c o s a l  

i m m u n i t y  u s i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( M a b s )  i t  w a s  

n e c e s s a r y  t o  c h o o s e  a n  a p p r o p r i a t e  a n t i g e n  a s  a  t a r g e t  

f o r  i m m u n i z a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  s t u d i e s  w i t h i n  t h i s  

p r o j e c t .

T h e  a n t i g e n  w o u l d  h a v e  t o  b e  c a p a b l e  o f  e l i c i t i n g  a  

m u c o s a l  r e s p o n s e  a n d  b e  o f  r e l e v a n c e  i n  m u c o s a l  d i s e a s e  

s o  t h a t  a n y  M a b s  p r o d u c e d  c o u l d  b e  u s e d  l a t e r  i n  p o s s i b l e  

d i s e a s e  m o d e l s  e i t h e r  i n v i v o  o r  u s i n g  c e l l - c u l t u r e  i n  

v i t r o  a s s a y s .  F u r t h e r  t h e  a n t i g e n  s h o u l d  h a v e  d e f i n e d  

a n t i g e n i c  d e t e r m i n a n t s  w h i c h  c o u l d  b e  s c r e e n e d  f o r .  

I d e a l l y  a n y  c h o i c e  s h o u l d  p o s s e s s  m u l t i p l e  a n t i g e n s  i n  

o r d e r  t o  g i v e  t h e  g r e a t e s t  c h a n c e  o f  s e l e c t i n g  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  ( M a b s ) .

S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  w a s  c h o s e n  a s  a  s u i t a b l e  

a n t i g e n  a g a i n s t  w h i c h  t o  p r o d u c e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

S . t y p h i m u r i u m  i s  a n  i m p o r t a n t  m u c o s a l  p a t h o g e n  w i t h  m a n y  

w e l l  d e f i n e d  a n t i g e n i c  s t r u c t u r e s .  I t  i s  c a p a b l e  o f  

p r o d u c i n g  s y s t e m i c  i n f e c t i o n  i n  m i c e  a n d  i s  t y p i c a l  o f  

S a l m o n e l l a  a s  a  g e n u s  f u l f i l l i n g  a l l  t h e  r e q u i r e m e n t s  f o r  

p r o d u c t i o n  o f  d i s e a s e  a s  s h o w n  b y  a  n u m b e r  o f  p a t h o g e n i c  

o r g a n i s m s .  T h e s e  r e q u i r e m e n t s  i n c l u d e ;

1 .  G a i n i n g  e n t r y  t o  t h e  h o s t  b y  s u r v i v a l  a n d  

m u l t i p l i c a t i o n  o n  h o s t  m e m b r a n e s  ( T a k e u c h i ,  1 9 6 7 ) .

2 .  A d h e r i n g  a n d  p e n e t r a t i n g  h o s t  c e l l s  ( G i a n e l l a  e t  

a l . ,  1 9 7 3 ) .
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3 .  M u l t i p l y i n g  a n d  s u r v i v i n g  i n v i v o  ( H a l e  a n d  

F o r m a l , 1 9 8 1 ) .

4 .  R e s i s t i n g  h o s t  i m m u n e  r e s p o n s e s  b o t h  c e l l -

m e d i a t e d  a n d  h u m o r a l  ( F i e l d s  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .

5 .  C a u s i n g  t i s s u e  d a m a g e  ( R o u t  e t  a l . ,  1 9 7 4 ) .

S a l m o n e l l a e  a r e  w e l l  s u i t e d  f o r  s t u d i e s  o f  b a c t e r i a l

d i s e a s e  m e c h a n i s m s  a n d  v i r u l e n c e . S e v e r a l  u s e f u l  a n i m a l  

m o d e l s  h a v e  b e e n  d e s c r i b e d  u s i n g  S . t y p h i m u r i u m  w h i c h  

c l o s e l y  r e s e m b l e  h u m a n  d i s e a s e .  E x a m p l e s  i n c l u d e  t h e

t y p h o i d  m o d e l  i n  m i c e  ( C o l l i n s ,  1 9 6 9 ) ,  e n t e r o - c o l i t i s

m o d e l  i n  r a t s  ( F a h e y  a n d  C o o p e r ,  1 9 7 0 )  a n d  t h e  s t a r v e d ,  

o p i a t e d  g u i n e a  p i g  m o d e l  o f  i n v a s i v e  s a l m o n e l l o s i s  

( L a B r e c  e t  a l . ,  1 9 6 4 ) .  T h e  g e n e t i c  b a c k g r o u n d  o f

S a l m o n e l l a  h a s  b e e n  e x t e n s i v e l y  r e s e a r c h e d  p r o v i d i n g  

i n f o r m a t i o n  o n  g e n o t y p e  a s  r e l a t e d  t o  v i r u l e n c e  ( D a v i s  e t  

a l . ,  1 9 8 0 ) .

S . t y p h i m u r i u m  i n f e c t i o n  i n  m a n  i s  u s u a l l y  l o c a l i z e d  

t o  t h e  g a s t r o - i n t e s t i n a l  t r a c t  r a r e l y  c a u s i n g  s y s t e m i c  

i l l n e s s .  I t  i s  a n  i m p o r t a n t  c a u s e  o f  f o o d - p o i s o n i n g  

( L e v i n e  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .  M i c e  d e v e l o p  a  t y p h o i d - l i k e  

s y s t e m i c  d i s e a s e  w h e n  i n f e c t e d  w i t h  S . t y p h i m u r i u m  a n d  

a r e  u s e d  a s  a  d i s e a s e  m o d e l  f o r  t y p h o i d  i n  h u m a n s  ( A k e d a  

e t  a l . ,  1 9 8 1 ) .  M u c h  w o r k  h a s  b e e n  c a r r i e d  o u t  o n  t h e  

d e v e l o p m e n t  o f  b a c t e r i a l  v a c c i n e s  f o r  o r a l  a d m i n i s t r a t i o n  

u s i n g  S_. t y p h i m u r i u m  i n  m i c e  ( H o i s e t h  a n d  S t o c k e r ,  1 9 8 1 ) .

I t  i s  h o p e d  t h a t  u s i n g  t h i s  i n f o r m a t i o n  a n  o r a l  S . ..... t y p h i

v a c c i n e  m a y  b e  d e v e l o p e d  f o r  c l i n i c a l  u s e  i n  m a n  ( L e v i n e  

e t  a l . , 1 9 8 3 ) .
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I n  1 9 5 1  B a c o n  a n d  c o l l e a g u e s  i d e n t i f i e d  a t t e n u a t e d  

a u x o t r o p h i c  m u t a n t  s t r a i n s  o f  S . t y p h i  w h i c h  r e q u i r e d  p -

a m i n o b e n z o a t e . B a s e d o n  t h e s e f i n d i n g s  H o i s e t h a n d

S t o c k e r  ( 1 9 8 1 ) u s e d t r a n s p o s o n ( T n l O )  m u t a g e n e s i s t o

p r o d u c e  s i m i l a r  a u x o t r o p h i c  m u t a n t s  o f  S .  t y p h i m u r i u m

f r o m  v i r u l e n t  p r o t o t r o p h i c  s t r a i n s .  T h e  m u t a n t  s t r a i n s  

i n c l u d e d  t h o s e  w h i c h  r e q u i r e d  a r o m a t i c  c o m p o u n d s  s u c h  a s  

p - a m i n o b e n z o a t e  a n d  v a r i o u s  a r o m a t i c  a m i n o  a c i d s  s u c h  a s  

t y r o s i n e  a n d  t r y p t o p h a n  ( a r o -  s t r a i n s ) .  A r o m a t i c  

c o m p o u n d s  r e q u i r e d  b y  t h e s e  m u t a n t s  a r e  u n a v a i l a b l e  i n  

m a m m a l i a n  t i s s u e s  a s  m a m m a l s  d o  n o t  p o s s e s s  t h e  a b i l i t y  

t o  s y n t h e s i z e  t h e m .  D u e  t o  t h i s  a r o -  s t r a i n s  a r e

p r e v e n t e d  f r o m  s u r v i v i n g  i n v i v o . S u c h  a  s t r a i n

S . t y p h i m u r i u m  ( S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6 ) ,  a n  a r o -  A  m u t a n t ,  w a s  

c h o s e n  a s  t h e  i m m u n i z i n g  s t r a i n  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I g A  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  T h e  s t r a i n  w a s  a  c o n s t r u c t  o f  a n  

a r o -  A  a t t e n u a t e d  s t r a i n  w h i c h  c a r r i e d  a  p l a s m i d  c o d i n g  

f o r  t h e  B  s u b - u n i t  o f  t h e  h e a t - l a b i l e  ( L T )  e n t e r o t o x i n  o f  

E s c h e r i c h i a  c o l i  ( M a s k e l l  e t  a  1 .  ,  1 9  8  7  ) . T h e  L T - B  i t s e l f  

c a u s e s  n o  p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s .  P r e v i o u s  w o r k  s h o w e d  a  

g o o d  m u c o s a l  r e s p o n s e  t o  t h e  L T - B  a n t i g e n  w h i c h  

p a r a l l e l e d  t h a t  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  S a l m o n e l l a  a n t i g e n s ,  

w i t h  t h e  L T - B  b e i n g  f u l l y  e x p r e s s e d  ( M a s k e l l  e t  a l . , 

1 9 8 6 ) .  L T - B  i s  a  h i g h l y  d e f i n e d  a n t i g e n  s p e c i f i c  f o r  a  

m u c o s a l  e n v i r o n m e n t  ( D a l l a s  a n d  F a l k o w ,  1 9 8 0 )  a n d  i t  w a s  

h o p e d  t h a t  s o m e  o f  t h e  s e l e c t e d  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

d u r i n g  t h e  s t u d y  m i g h t  b e  s p e c i f i c  f o r  L T - B .
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1 . 4 . 1 .  S a l m o n e l l a  t Y p h i m i i r ^ m  l i p o p o l y s a c c h a r i d e .

T h e  o t h e r  m a i n  a n t i g e n  i m p o r t a n t  i n  t h e  s c r e e n i n g  o f  

I g A  m o n o c l o n a l s  w o u l d  b e  t h e  e n d o t o x i n  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  

( L P S ) .  L P S  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  e f f e c t s  o f  s e p t i c  s h o c k  

i n  g r a m  n e g a t i v e  b a c t e r a e m i a  a n d  h a s  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  a  

v i r u l e n c e  f a c t o r  f o r  S a l m o n e l l a  s p e c i e s  ( R o a n t r e e , 1 9 7 1 ) .

L P S  i s  a  s t r u c t u r a l  c o m p o n e n t  o f  t h e  o u t e r  m e m b r a n e  

o f  g r a m - n e g a t i v e  e n t e r o b a c t e r i a .  T h e  p o l y s a c c h a r i d e  

p o r t i o n  i s  e s s e n t i a l  f o r  t h e  b a c t e r i a  i n  r e s i s t i n g  t h e  

h o s t  i m m u n e  d e f e n s e s  a n d  t h e  l i p i d  p o r t i o n ,  o r  l i p i d  A ,  

i s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  t o x i c  a c t i v i t y  p r o d u c i n g  t i s s u e  

d a m a g e  ( M o r r i s o n ,  1 9 8 3 ) .  T h e  o v e r a l l  s t r u c t u r e  o f  L P S  

f r o m  S .  t y p h i m u r i u m  i s  g i v e n  i n  F i g  3 .  E x p o s e d  o n  t h e  

s u r f a c e  o f  t h e  b a c t e r i u m  i s  t h e  0  p o l y s a c c h a r i d e  c h a i n ,  

i n  w h i c h  t h e  0  a n t i g e n i c  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  b a c t e r i u m  

r e s i d e s  ( O r s k o v  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  T h e  0  a n t i g e n  i s  t h e  

i m m u n o d o m i n a n t  m o l e c u l e  o f  t h e  L P S  a n d  h a s  a l s o  b e e n  

s h o w n  t o  b e  t h e  s e r o l o g i c a l l y  d o m i n a n t  a n t i g e n  d u r i n g  

i n f e c t i o n  ( L u d e r i t z  e t  a l . ,  1 9 7 1 ) .  T h e  0  c h a i n  h a s  b e e n  

s h o w n  t o  b e  c o m p o s e d  o f  p o l y m e r i z e d  o l i g o s a c c h a r i d e  

r e p e a t i n g  u n i t s  ( R o b b i n s  a n d  U c h i d a ,  1 9 6 2 ) .  T h e  s t r u c t u r e  

o f  t h e  r e p e a t i n g  o l i g o s a c c h a r i d e  v a r i e s  b e t w e e n  s t r a i n s  

b e l o n g i n g  t o  d i f f e r e n t  s e r o g r o u p s . T h i s  r e s u l t s  i n  m a n y

O - a n t i g e n s  w h i c h  d i f f e r  w i d e l y  b e t w e e n  s p e c i e s  a n d  w i t h i n  

s p e c i e s  b e t w e e n  d i f f e r e n t  s t r a i n s  ( O r s k o v  e t  a l . , 1 9 7 7 ) .  

S a l m o n e l l a  s e r o l o g y  i s  m a i n l y  b a s e d  o n  t h e  v a r i o u s  0 -  

a n t i g e n s  w h i c h  v a r y  e n o r m o u s l y  w i t h  o v e r  2 0 0 0  s e r o t y p e s  

i d e n t i f i e d  ( W H O ,  1 9 8 0 ) .  T h e  0  c h a i n  i s  c o v a l e n t l y  l i n k e d  

t o  a n  o l i g o s a c c h a r i d e  c h a i n ,  t h e  c o r e ,  w h i c h  a p p e a r s  t o
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F ig u r e 3 S t r u c t u r e o f S a lm o n e l la im u riu m
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) .
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b e  c o m m o n  t o  m o s t  , o r  a l l ,  S a l m o n e l  b a c t e r i a  ( G a l a n o s  

e t  a l . , 1 9 7 7  ; L u d e r i t z  e t  a l . ,  1 9 8 2 ) .  T h e  c o r e  i n  t u r n  i s  

c o v a l e n t l y  l i n k e d  t o  t h e  l i p i d  A  m o i e t y  ( R i e t s c h e l  e t  

a l . , 1 9 8 3 ) .

B a c t e r i a  w h i c h  l a c k  t h e  0  p o l y s a c c h a r i d e  c h a i n ,  e . g .  

r o u g h  m u t a n t s ,  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  b e  n o r m a l l y  a v i r u l e n t  

( R o a n t r e e ,  1 9 7 1 )  a l t h o u g h  s o m e  e x c e p t i o n s  h a v e  b e e n  

i s o l a t e d  ( F i e l d s  e t  a l . ,  1 9 8 6 ) .

C o m p a r e d  t o  t h e  s m o o t h  p a r e n t  s t r a i n  t h e  r e d u c t i o n  

i n  m o u s e  v i r u l e n c e  c a n  b e  u p  t o  a  m i l l i o n f o l d  i n  i n i t i a l  

i n o c u l a .  T h e  r o u g h  m u t a n t s  c a n  c o l o n i z e  t h e  i n t e s t i n e ,  

a r e  a b l e  t o  a d h e r e  t o  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  a n d  c a n  

p e n e t r a t e  i n t r a c e l l u l a r l y  ( T a n n o c k  e t  a l . , 1 9 7 5  ) .  T h i s  

d o e s  n o t  i m p l y  t h a t  t h e  0  a n t i g e n  i s  n o t  o f  i m p o r t a n c e  i n  

v i r u l e n c e .  S t u d i e s  o f  t h e  a d h e r e n c e  o f  r o u g h  m u t a n t s  w i t h  

s u b s e q u e n t  s u r v i v a l  w i t h i n  m a c r o p h a g e s  h a s  r e v e a l e d  a  

r e d u c e d  v i a b i l i t y  c o m p a r e d  t o  s m o o t h  s t r a i n s  w h i c h  

p o s s e s s  t h e  O - a n t i g e n  ( S t e n d a h l  a n d  E d e b o ,  1 9 7 2 ) .  S t r a i n s  

o f  S ._ t y p h i m u r i u m  i s o g e n i c  e x c e p t  f o r  t h e i r  0  a n t i g e n s  

h a v e  b e e n  c o n s t r u c t e d  a n d  s h o w n  t o  v a r y  i n  t h e i r  

v i r u l e n c e  d e p e n d a n t  o n  t h e  0  a n t i g e n  e x p r e s s e d  ( L y m a n  e t  

a l . ,  1 9 7 7 ;  V a l t o n e n ,  1 9 7 7 ) .  R e c e n t  e x p e r i m e n t s  ( M i n t z  a n d  

D e i b e l ,  1 9 8 3 )  h a v e  a l s o  s h o w n  t h a t  s m o o t h  L P S  m a y  b e  

r e q u i r e d  f o r  S a l m o n e l l a  i n v a s i o n  o f  m u c o s a l  e p i t h e l i a l  

c e l l s .  L P S  h a s  a l s o  b e e n  i m p l i c a t e d  a s  a  v i r u l e n c e  f a c t o r  

r e l a t e d  t o  h o s t  i m m u n e  r e s i s t a n c e .  S e v e r a l  s t u d i e s  h a v e  

i m p l i c a t e d  L P S  ( G l y n n  a n d  W a r d ,  1 9 7 0 ;  M u n n  e t  a l . ,  1 9 8 2 ;  

N e l s o n  a n d  R o a n t r e e ,  1 9 6 7 )  i n  r e s i s t a n c e  o f  b a c t e r i a l

V  5



s t r a i n s  t o  t h e  b a c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  seru m  in  b o th
immune and  n on -im m u ne i n d i v i d u a l s .

1 . 5  I N ...V I T R O I N V A S I O N  M O D E L  F O R  S A L M O N E L L A .

A n  i n  v i t r o  i n v a s i o n  m o d e l  f o r  S . ___c h o l e r a e s u i s  h a s

b e e n  d e s c r i b e d  u s i n g  a n  e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e  g r o w n  o n  a  

p e r m e a b l e  s u p p o r t  ( F i n l a y  e t  a l ,  1 9 8 8 ) .  T h e  c e l l  l i n e  

u s e d  w e r e  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l s  w h i c h  a r e  

e x t e n s i v e l y  u s e d  i n  e x p e r i m e n t a l  w o r k  i n v o l v i n g  

t r a n s c y t o s i s  o f  m o l e c u l e s  a c r o s s  e p i t h e l i a l  m o n o l a y e r s  

( S i m m o n s  a n d  F u l l e r ,  1 9 8 5 ) .

1 . 5 . 1 .  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l - l i n e .

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l s  w e r e  f i r s t  i s o l a t e d  

i n  1 9 5 8  b y  M a d i n  a n d  D a r b y  ( A T C C ,  1 9 8 1 ) .  T h e y  c o n s t i t u t e  

a  p o l a r i z e d  e p i t h e l i a l  c e l l - l i n e  w h i c h  w h e n  g r o w n  o n  a  

p e r m e a b l e  s u p p o r t  f o r m  a  p o l a r i z e d  e p i t h e l i a l  m o n o l a y e r  

w h i c h  i s  i m p e r m e a b l e  t o  i o n s ,  h a s  a  m e a s u r a b l e

t r a n s e p i t h e l i a l  e l e c t r i c a l  r e s i s t a n c e  a n d  h a s  s e v e r a l  

d e f i n e d  a p i c a l  a n d  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  m a r k e r s  ( r e v i e w e d  

b y  S i m m o n s  a n d  F u l l e r ,  1 9 8 5 ) .

M D C K  c e l l s  w h e n  s e e d e d  i n  t i s s u e  c u l t u r e  o n  a  

p e r m e a b l e  s u p p o r t  a t t a c h  t o  t h e  s u p p o r t  i n  a  d e f i n e d  

m a n n e r  w i t h  t h e  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e s  o r i e n t e d  t o  t h e  

s u p p o r t  s u r f a c e  ( M i s f e l d t  e t  a l . ,  1 9 7 6 ) .  G r a v i t y  h a s  n o  

e f f e c t  t h e  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  a l w a y s  b e i n g  t h a t  s i d e  

w h i c h  a t t a c h e s  t o  t h e  s u p p o r t .  T h e  m o n o l a y e r  a c t s  a s  a
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p h y s i c a l  b a r r i e r  b e t w e e n  t h e  b a s o l a t e r a l  a n d  a p i c a l  

m e d i u m  p r e v e n t i n g  p a s s a g e  o f  m a c r o m o l e c u l e s  e x c e p t  b y  

t r a n s c y t o s i s  t h r o u g h  t h e  c e l l s  o f  t h e  m o n o l a y e r .  T h e  

c e l l s  o f  t h e  m o n o l a y e r  f o r m  " t i g h t  j u n c t i o n s "  b e t w e e n  

e a c h  o t h e r  w h i c h  e f f e c t i v e l y  s e a l  t h e  m o n o l a y e r  ( C e r i j i d o  

e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e s e  " t i g h t  j u n c t i o n s "  a r e  c o m p a r a b l e  t o  

t h o s e  f o u n d  b e t w e e n  e n t e r o c y t e s  i n  n o r m a l  g u t  e p i t h e l i u m .

T h e  m o n o l a y e r  a s s u m e s  a  h i g h l y  p o l a r i z e d  c h a r a c t e r  

w i t h  a  e l e c t r i c  p o t e n t i a l  b e i n g  g e n e r a t e d  b e t w e e n  a p i c a l  

a n d  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e s  b y  t h e  s e l e c t i v e  t r a n s p o r t  o f  

s o d i u m  i o n s  b y  a p i c a l  a n d  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e s  ( C e r i j i d o  

e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e r e  i s  a l s o  a  p o l a r i z e d  u p t a k e  o f  

m e t h i o n i n e ,  t o g e t h e r  w i t h  o t h e r  m o l e c u l a r  d i f f e r e n c e s  

b e t w e e n  a p i c a l  a n d  b a s o l a t e r a l  m e m b r a n e s  i n c l u d i n g  v i r a l  

r e c e p t o r s  ( S i m m o n s  a n d  F u l l e r ,  1 9 8 5 ) .

M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  u s e d  a s  

a n  i n v i t r o  m o d e l  o f  n o r m a l  e p i t h e l i u m  t o  s t u d y  t h e  

p o l a r i t y  o f  v i r u s  i n f e c t i o n  a n d  m a t u r a t i o n  ( R o d r i g u e z -  

B o u l a n  a n d  S a b a t i n i ,  1 9 7 8 ;  F u l l e r  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  B u t  t h e  

c e l l  l i n e  w a s  o n l y  f i r s t  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  b a c t e r i a l  

i n v a s i o n  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s  b y  F i n l a y  e t  a l  ( 1 9 8 8 ) .

1 . 5 . 2 .  I n v a s i o n  o f  M D C K  c e l l s  b y  S a l m o n e l l a ....c h o l e r a e s u i s .

S .  c h o l e r a e s u i s  i s  a  c o m m o n  p a t h o g e n  o f  p i g s  a n d  i s  

a l s o  a  h i g h l y  i n v a s i v e  a n d  s e r i o u s  p a t h o g e n  i n  h u m a n s .  

U n l i k e  m o s t  o t h e r  n o n - t y p h o i d  S a l m o n e l l a  , S . .

c h o l e r a e s u i s  u s u a l l y  c a u s e s  i n v a s i v e  d i s e a s e ,  o f t e n  

w i t h o u t  a n y  g a s t r o - i n t e s t i n a l  s y m p t o m s .  T h i s  o r g a n i s m  i s
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c o n s i d e r e d  t h e  p r o t o t y p e  o f  i n v a s i v e  S a l m o n e l l a  ( R u b i n  

a n d  W e i n s t e i n ,  1 9 7 7 ) .

R e c e n t  w o r k  w i t h  S . c h o l e r a e s u i s  h a s  s h o w n  t h a t  t h e  

b a c t e r i a  c a n  a d h e r e  t o  a n  M D C K  m o n o l a y e r  i n  a  s p e c i f i c  

m a n n e r ,  a t t a c h i n g  p r e f e r e n t i a l l y  t o  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  

( F i n l a y  e t  a l . ,  1 9 8 8 ) .  F o l l o w i n g  a d h e r e n c e  t o  t h e  a p i c a l  

s u r f a c e  t h e  S a l m o n e l l a  i n v a d e s  t h e  c e l l s  w i t h o u t  a p p a r e n t  

c y t o p a t h i c  e f f e c t s  i n  a  m a n n e r  t e r m e d  a s  e n d o c y t o s i s . 

T h i s  e n d o c y t o s i s  i s  a p p a r e n t l y  m e d i a t e d  b y  b o t h  t h e  

b a c t e r i a  a n d  t h e  M D C K  c e l l s .  I n h i b i t i o n  o f  b a c t e r i a l  o r  

M D C K  c e l l  m e t a b o l i s m  c a n  p r e v e n t  b a c t e r i a l  u p t a k e  b y  t h e  

M D C K  c e l l s .  S a l m o n e l l a  w i t h i n  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  a p p e a r  

t o  c r o s s  t o  t h e  b a s o - l a t e r a l  s u r f a c e  a n d  e x i t  t h e  c e l l s  

b y  e x o c y t o s i s ,  w h e r e  t h e y  c a n  b e  c o l l e c t e d  f r o m  t h e  b a s o -  

l a t e r a l  m e d i u m .  T h i s  i n v a s i o n  a n d  s u b s e q u e n t  r e l e a s e  f r o m

t h e  b a s o - l a t e r a l s u r f a c e o f t h e c e l l s  h a s  b e e n t e r m e d

t r a n s c y t o s i s  a n d a p p e a r s t o h a v e l i t t l e  a f f e c t o n  t h e

v i a b i l i t y  o f  t h e  M D C K  c e l l s  o r  t h e  b a c t e r i a .  T h e  p r o c e s s  

i s  a l s o  s u r f a c e  d e p e n d a n t  w i t h  t r a n s c y t o s i s  o f  b a c t e r i a  

f r o m  t h e  b a s o l a t e r a l  t o  a p i c a l  s u r f a c e  b e i n g  m i n i m a l .

T h e  c o u r s e  o f  t h e  t r a n s c y t o s i s  o f  S .  c h o l e r a e s u i s  

w a s  f o l l o w e d  b y  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  s t u d i e s  w h i c h  s h o w  a  

r e m a r k a b l e  s i m i l a r i t y  t o  t h e  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  o f  S . 

t y p h i m u r i u m  i n v a s i o n  o f  r a b b i t  i l e a l  l o o p s  c a r r i e d  o u t  b y  

T a k e u c h i  ( 1 9 6 7 ) .  T h e  u s e  o f  S . t y p h i m u r i u m  w i t h i n  t h i s  

s y s t e m  p r o d u c e s  t h e  s a m e  r e s u l t s  a s  S . _ c h o l e r a e s u i s  

( F i n l a y ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) . T h e r e f o r e  i t  w a s  h o p e d  

t h a t  t h i s  i n v i t r o  m o d e l  c o u l d  b e  u s e d  t o  i n v e s t i g a t e  a n y

7 B



m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  p r o d u c e d  a g a i n s t  S . .........t y p h i m u r i u m

d u r i n g  t h e  s t u d y .
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2  . METHODS A  1ST ID MATERIALS .

2 . 1  M A T E R I A L S .

2 . 1 . 1 .  O r g a n i s m s .

S a l m o n e l l a _ t y p h i m u r i u m  ( S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6 )  a n d  S .

t y p h i m u r i u m  ( S 1 3 2 6 1 )  w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r  G .  D o u g a n  

( W e l l c o m e  B i o t e c h ,  B e c k e n h a m ,  K e n t ) .  N e i s e r r i a  

m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  C N 6 4 3 2  a n d  S a l m o n e l l a  m i n n e s o t a  

( w i l d  t y p e  s t r a i n )  C N 1 0 9 1  w e r e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  W e l l c o m e  

C u l t u r e  C o l l e c t i o n  ( W e l l c o m e  B i o t e c h ,  B e c k e n h a m ,  K e n t ) .

2 . 1 . 2 .  C e l l - l i n e s .

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l s  ( M D C K )  w e r e  o b t a i n e d  

f r o m  t h e  D e p a r t m e n t  o f  V i r o l o g y ,  W e l l c o m e  B i o t e c h ,  

B e c k e n h a m ,  K e n t .  M y e l o m a  Y 3  A g l . 2 . 3 .  w a s  a c q u i r e d  f r o m  D r  

C .  D e a n  ( I n s t i t u t e  o f  C a n c e r  R e s e a r c h ,  R o y a l  M a r s d e n  

H o s p i t a l ,  S u t t o n ) .

2 . 1 . 3 .  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  W M Y 5 9  ( I g G l ) ,  W M Y 6 3  ( I g M )  a n d  

W M Y 6 7  ( I g A )  s p e c i f i c  f o r  N e i s e r r i a  m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  

c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  w e r e  k i n d l y  s u p p l i e d  b y  D r  R .  

L i f e l y  ( W e l l c o m e  B i o t e c h ,  B e c k e n h a m ,  K e n t ) .

2 . 1 . 4 .  L i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  p r e p a r a t i o n s .

P u r i f i e d  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  p r e p a r a t i o n s  o f  S .

m i n n e s o t a  ( w i l d  t y p e  s t r a i n ) ,  S .  v  i r e h o w  ( w i l d  t y p e

s t r a i n ) ,  S .  m i n n e s o t a  R 6 0  ( R a ) ,  R 5  ( R c )  a n d  R 5 9 5  ( R e )
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w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r  N .  M e h t a  ( S t .  M a r y ' s  H o s p i t a l  

M e d i c a l  S c h o o l ,  P a d d i n g t o n ,  L o n d o n ) .

2 . 2  B A C T E R I A L  C U L T U R E  C O N D I T I O N S .

2 . 2 . 1 .  S o l i d  m e d i u m .

N e i s e r r i a  m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  w a s  s e r i a l l y  

c u l t u r e d  o n  G C - a g a r  a t  3 7  ° C  i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  7% C 0 2 . 

E a c h  c u l t u r e  w a s  g r o w n  u p  f o r  2 4  h o u r s  a n d  h a r v e s t e d  b y  

w a s h i n g  t h e  p l a t e s  i n  c o l d  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  

( P B S )  p H  7 . 2 .  T h e  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  w a s  w a s h e d  t w i c e  

i n  P B S  p H  7 . 2 .  T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e s u l t i n g  b a c t e r i a l  

s u s p e n s i o n  w a s  m e a s u r e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  5 4 0  n m .

S a l m o n e l l a  t y p h i m u .r i u r n  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  S  . 

t y p h i m u r i u m  S 1 3 2 6 1  ( S L )  w e r e  s e r i a l l y  c u l t u r e d  o n  

n u t r i e n t - a g a r  a t  3 7  ° C  i n  a n  a t m o s p h e r e  o f  7% C O 2 . 

C u l t u r e  w e r e  h a r v e s t e d  a f t e r  2 4  h o u r s ,  b y  w a s h i n g  t h e  

p l a t e s  i n  c o l d  p h o s p h a t e  b u f f e r e d  s a l i n e  ( P B S )  p H  7 . 2 .  

T h e  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  w a s  w a s h e d  t w i c e  i n  P B S  p H  7 . 2 .  

T h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  r e s u l t i n g  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  w a s  

m e a s u r e d  s p e c t r o p h o t o m e t r i c a l l y  a t  5 4 0  n m .

A  v i a b i l i t y  c o u n t  w a s  c o n d u c t e d  t o  d e t e r m i n e  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  ( C P U )  w i t h i n  t h e  

b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n .  T h e  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  w i t h  a  

k n o w n  a b s o r b a n c e  a t  5 4 0  m n  w a s  d i l u t e d  i n  s t e r i l e  P B S  p H

7 . 2  i n  a  s e r i e s  o f  1 0 - f o l d  d i l u t i o n s .  I n  t r i p l i c a t e ,  0 . 0 5  

m i s  o f  e a c h  d i l u t i o n  w a s  s p r e a d  o n  G C - a g a r  a n d  i n c u b a t e d  

a s  a b o v e .  T h e  n u m b e r  o f  C F U  f o r  e a c h  d i l u t i o n  w a s  

d e t e r m i n e d  f r o m  t h e  m e a n  o f  t h r e e  p l a t e s .  P l a t e s  w i t h

8  1



g r e a t e r  t h a n  3 0 0  c o l o n i e s  o r  l e s s  t h a n  5 0  c o l o n i e s  w e r e  

n o t  u s e d .  S e v e r a l  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n s  o f  d i f f e r i n g  

a b s o r b a n c e  ( 5 4 0  n m )  v a l u e s  w e r e  u s e d .

S u b s e q u e n t  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  w e r e  r o u t i n e l y  

a d j u s t e d  t o  a n  a b s o r b a n c e  ( 5 4 0  n m )  o f  0 . 5 .  a s  t h i s  w a s  

s h o w n  t o  b e  e q u i v a l e n t  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  x  1 0 9 C F U  

m l - 1  s u i t a b l e  f o r  u s e  i n  t h e  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y s .

2 . 2 . 2 .  L i q u i d  m e d i u m .

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  S . 

t y p h i m u r i u m  S 1 3 2 6 1  ( S L )  w e r e  g r o w n  i n  N u t r i e n t  B r o t h  ( N B )  

u s i n g  o n e  l i t r e  b a f f l e d  E r l e n h e y e r  f l a s k s  i n c u b a t e d  a t  3 7  

C o n  a n  o r b i t a l  s h a k e r  ( L a b - l i n e  I n s t r u m e n t s  I n c . ,  

I l l i n o i s ,  U S A )  a t  2 5 0  R P M .  E a c h  c u l t u r e  w a s  i n o c u l a t e d  

w i t h  5  m i s  f r o m  a  s t a t i c  f l a s k  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7  

C c o n t a i n i n g  e i t h e r  S L / B R  o r  S L . T h e  g r o w t h  c u r v e  o f  

S L / B R  a n d  S L  f o r  t h e  s h a k e r  f l a s k  c u l t u r e s  s h o w e d  t h a t  

a f t e r  4  h o u r s  e a c h  s t r a i n  h a d  r e a c h e d  t h e  l o g - p h a s e  o f  

g r o w t h .

T h e  c u l t u r e s  w e r e  h a r v e s t e d  i n  l o g  p h a s e  a n d  w a s h e d  

t h r e e  t i m e s  i n  P B S  p H  7 . 2 .  T h e  a b s o r b a n c e  ( 5 4 0  n m )  o f  t h e  

b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  w a s  m e a s u r e d  a s  a b o v e  a n d  w a s  t h e n  

a d j u s t e d  t o  t h e  a p p r o p r i a t e  a b s o r b a n c e  v a l u e  o r  C F U  

c o n c e n t r a t i o n  d e p e n d a n t  o n  w h e t h e r  i t  w a s  t o  b e  u s e d  f o r  

i n v i t r o  a d h e r e n c e  a s s a y ,  p h y s i c o - c h e m i c a l  a n a l y s i s  o r  a s  

a n t i g e n  f o r  r a d i o i m m u n o a s s a y .

V i a b i l i t y  c o u n t s  w e r e  p e r f o r m e d  a s  a b o v e  t o  

d e t e r m i n e  t h e  C F U  c o n c e n t r a t i o n  a s  r e l a t e d  t o  a b s o r b a n c e  

( 5 4 0  n m ) .
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2 . 2 . 3 .  S t o r a g e .

B a c t e r i a  w e r e  h a r v e s t e d  f r o m  p l a t e s  o f  o v e r n i g h t  

g r o w t h  a t  3 7  ° C  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  1 0 %  g l y c e r o l  g l u c o s e  

b r o t h .  A l i q u o t s  o f  1 . 0  m l  w e r e  d i s p e n s e d  i n t o  c r y o v i a l s  

a n d  s t o r e d  e i t h e r  i n  l i q u i d  p h a s e  o r  g a s  p h a s e  a t  - 1 2 0  ° C  

u s i n g  l i q u i d  n i t r o g e n .

2 . 3  P R O D U C T I O N  O F  R A T  M A B S .

2 . 3 . 1 .  I m m u n i z a t i o n  s c h e d u l e  f o r  r a t s . ^

T w o  g r o u p s  o f  t w o  6  w e e k  o l d ,  m a l e  H o o d e d  r a t s  

w e i g h i n g  2 0 0 - 2 5 0  w e r e  i m m u n i z e d  a n d  r e s u l t e d  i n  4  

s u c c e s s f u l  f u s i o n s  u s i n g  t h e  f o l l o w i n g  s c h e d u l e s ;

G r o u p  1  w e r e  s u b j e c t e d  t o  m e s e n t e r i c  l y m p h a d e n e c t o m y  

p r i o r  t o  t h e  i m m u n i z a t i o n  s c h e d u l e .  T h e s e  r a t s  w e r e  

d e s t i n e d  f o r  c a n u l a t i o n  i n  o r d e r  t o  c o l l e c t  e f f e r e n t  

m e s e n t e r i c  l y m p h  a s  a  s o u r c e  o f  p r i m e d  l y m p h o c y t e s  f o r  

f u s i o n .

O n c e  t h e  M L N  h a s  b e e n  r e m o v e d ,  e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  

l y m p h  ( E M L )  c o n t a i n s  p r i m a r i l y  l y m p h o c y t e s  p r e d o m i n a n t l y  

o f  t h e  I g A  i s o t y p e  m i g r a t i n g  f r o m  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s .  

C o l l e c t i o n  o f  E M L  f r o m  r a t s  w i t h  M L N  g i v e s  f a r  l o w e r  

l e v e l s  o f  s u r f a c e  I g A  p o s i t i v e  l y m p h o c y t e s  a s  t h e  M L N  

a p p e a r s  t o  a c t  a s  a  r e g u l a t o r y  o r g a n  w h e r e  t h e  i m m u n e  

r e s p o n s e  i s  s w i t c h e d  t o  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I g G  a n d  I g M  

l y m p h o b l a s t s .  I g A  p l a s m a  c e l l s  f r o m  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  

m i g r a t e  t o  t h e  M L N  w h e r e  t h e y  u n d e r g o  t e r m i n a l  

d i f f e r e n t i a t i o n  b e f o r e  t h e  r e t u r n i n g  t o  t h e  m u c o s a l  

l a m i n a  p r o p r i a .

[* F o r  d e t a i l e d  p h o t o g r a p h s  s e e  S e c t i o n  6 . A p p e n d i x ]
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T h e  r a t  w a s  a n a e s t h e t i z e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r  a n d  t h e  

l o w e r  a b d o m e n  w a s  o p e n e d  b y  m a k i n g  a  2  c m  i n c i s i o n  a l o n g  

t h e  c e n t r a l  l i n e  b e l o w  t h e  d i a p h r a g m .  T h e  s m a l l  i n t e s t i n e  

a n d  c a e c u m  w e r e  c a r e f u l l y  e x t r a c t e d  a n d  l a i d  o n t o  a  

s u r g i c a l  s w a b  s o a k e d  i n  s t e r i l e  s a l i n e .  T h e  l y m p h  n o d e s  

o n  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  m e s e n t e r i c  b e d  w e r e  r e m o v e d  b y  

b l u n t  d i s s e c t i o n  w i t h  a  p a i r  o f  c u r v e d  f o r c e p s .  B l e e d i n g  

w a s  c o n t r o l l e d  b y  l i g h t l y  p r e s s i n g  t h e  s u r r o u n d i n g  f a t t y  

t i s s u e  o n t o  t h e  c o n n e c t i n g  v e s s e l s .  T h e  i n t e s t i n e  w a s  

t h e n  r e p l a c e d  a n d  a p p r o x i m a t e l y  2  m l  s t e r i l e  0 . 9 %  s a l i n e  

( w i t h  a n t i b i o t i c s  i f  n e c e s s a r y )  w a s  a d d e d  t o  p r e v e n t  

a d h e s i o n s .  T h e  a b d o m e n  w a s  c l o s e d  w i t h  s u t u r e s  a n d  t h e  

a n i m a l  w a s  l e f t  f o r  5 - 6  w e e k s  t o  a l l o w  t h e  m e s e n t e r i c  

l y m p h a t i c  v e s s e l s  t o  r e g e n e r a t e  b e f o r e  i m m u n i z a t i o n  

c o m m e n c e d .

6 - 8  w e e k s  l a t e r  t h e i r  a b d o m e n s  w e r e  r e - o p e n e d  a n d  

t h e  s m a l l  i n t e s t i n e  a g a i n  e x t r a c t e d  a s  a b o v e  a n d  e a c h  o f  

t h e  1 2 - 1 6  P e y e r ' s  p a t c h e s  w e r e  l o c a t e d .  B e t w e e n  1 0 - 1 5  u l  

o f  a  s u s p e n s i o n  o f  S . t y p h i m u r i u m  ( S L 3 2 6 1  B R D 0 6 2 )  

c o n t a i n i n g  1 . 2 5  x l O 7 C F U  w e r e  i n j e c t e d  i n t o  e a c h  P e y e r ' s  

p a t c h  u s i n g  a  2 7  g a u g e  n e e d l e  g i v i n g  a  t o t a l  d o s e  o f  

a p p r o x i m a t e l y  1 . 2 5  x  1 0 a i n  0 . 1  m l  p e r  r a t .  I n j e c t i o n  w a s  

a i d e d  b y  s q u e e z i n g  t h e  r e g i o n  o f  t h e  g u t  w i t h  t h e  P e y e r ' s  

p a t c h  s o  t h a t  t h e  n e e d l e  c o u l d  b e  i n s e r t e d  j u s t  b e n e a t h  

t h e  c a p s u l a r  m e m b r a n e .  I n j e c t i o n  i n t o  t h e  P e y e r ' s  p a t c h  

c o u l d  b e  v e r i f i e d  b y  t h e  s w e l l i n g  o f  t h e  p a t c h .  N o n ­

s w e l l i n g  w a s  i n d i c a t i v e  o f  t h e  n e e d l e  p i e r c i n g  t h e  g u t  

w a l l  a n d  t h e  c o n t e n t s  b e i n g  i n j e c t e d  i n t o  t h e  s m a l l  

i n t e s t i n e .
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G r o u p  2  c o n s i s t e d  o f  r a t s  w h i c h  h a d  n o t  u n d e r g o n e  

l y m p h a d e n e c t o m y . T h e s e  r a t s  w e r e  i m m u n i z e d  v i a  P e y e r ' s  

p a t c h e s  a s  i n  g r o u p  1  a b o v e .

B o t h  g r o u p s  r e c e i v e d  s e c o n d a r y  i m m u n i z a t i o n  3 - 4  

w e e k s  a f t e r  p r i m a r y  i m m u n i z a t i o n .  S e c o n d a r y  i m m u n i z a t i o n  

w a s  c a r r i e d  o u t  i n t r a - p e r i t o n e a l l y  w i t h  a  t o t a l  d o s e  o f  

1 . 2 5  x  1 0 s  C F U  o f  S . t y p h i m u r i u m  ( S L 3 2 6 1  B R D 0 6 2 ) .

2 . 3 . 2 .  P r e p a r a t i o n  o f  r a t  Y 3  m y e l o m a  c e l l s .

T h e  f u s i o n  m y e l o m a  c e l l - l i n e ,  Y 3  A g l . 2 . 3 ,  n e e d s  t o  

b e  g r o w n  i n  s p i n n e r  c u l t u r e  i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  c e l l s  

c o m p e t e n t  f o r  f u s i o n .  S t a r t i n g  a  f r e s h  s p i n n e r  c u l t u r e  

i n v o l v e d  t h e  u n f r e e z i n g  o f  a n  a l i q u o t  o f  Y 3  A g l . 2 . 3  

p r e v i o u s l y  f r o z e n  d o w n  i n  l i q u i d  n i t r o g e n  a t  4  X  1 0 6 

c e l l s  i n  9 5 %  F C S  /  5% d i m e t h y l  s u l p h o x i d e  ( D M S O )  . T h e  

c e l l s  w e r e  w a s h e d  t w i c e  i n  1 0  m i s  D u l b e c c o ' s  m o d i f i e d  

E a g l e ' s  m e d i u m  ( D M E M )  w i t h  1 0 %  F C S  t h e n  t r a n s f e r r e d  t o  

1 0 0  m i s  D M E M  i n  a 2 0  m i s  * B e l l c o  s p i n n e r  f l a s k .  T h e  f l a s k  

w a s  p l a c e d  o n  a  * B e l l c o  m a g n e t i c  s t i r r e r  a t  3 7  ° C  i n  a n  

i n c u b a t o r  a n d  a l l o w e d  t o  s t a n d  f o r  2  d a y s . T h e  c u l t u r e  

w a s  t h e n  s t i r r e d  a t  1 6 0  r p m .  T h e  c e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  a t  

a  m a x i m u m  o f  d e n s i t y  o f  b e t w e e n  5  x  1 0 5 t o  1 0 6 c e l l s / m l  

b y  d a i l y  4 - f o l d  d i l u t i o n  w i t h  f r e s h  m e d i u m .  T w o  d a y s  

a f t e r  c o m m e n c e m e n t  o f  s t i r r i n g  t h e  c e l l s  w e r e  r e a d y  f o r  

f u s i o n .

2 . 3 . 3 .  R e m o v a l  a n d  p r e p a r a t i o n  o f  M L N  f o r  f u s i o n .

T h e  r a t  w a s  s a c r i f i c e d  a n d  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  

n o d e s  ( M L N )  r e m o v e d  b y  b l u n t  d i s s e c t i o n  w i t h  a  p a i r  o f  

c u r v e d  f o r c e p s .  T h e  M L N  w e r e  t h e n  d i s a g g r e g a t e d  b y  b e i n g
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f o r c e d  t h r o u g h  a  f i n e  s t a i n l e s s - s t e e l  s i e v e  u s i n g  a  

s p o o n - h e a d e d  s p a t u l a  a n d  c o l l e c t e d  i n t o  s e r u m - f r e e  D M E M .  

T h e  c e l l s  w e r e  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  g  f o r  2  m i n u t e s  a n d  

w a s h e d  t w i c e  i n  s e r u m - f r e e  D M E M .  A  t o t a l  l e u c o c y t e  c o u n t  

w a s  c a r r i e d  o u t  a n d  t h e  c e l l s  r e s u s p e n d e d  t o  a  

c o n c e n t r a t i o n  o f  3 - 5  x  1 0 7 c e l l s / m l .

2 . 3 . 4 .  C o l l e c t i o n  a n d  p r e p a r a t i o n  o f  E M L  f o r  f u s i o n .

E f f e r e n t  m e s e n t e r i c  l y m p h  ( E M L )  w a s  c o l l e c t e d  b y  

c a n u l a t i o n  o f  t h e  c y s t e r n a  c h y l i ,  t h e  p r i n c i p a l  l y m p h a t i c  

v e s s e l  d r a i n i n g  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h a t i c  s y s t e m  i n t o  t h e  

t h o r a c i c  d u c t .  A n  i m m u n i z e d  r a t  w h i c h  h a d  p r e v i o u s l y  

u n d e r g o n e  m e s e n t e r i c  l y m p h a d e n e c t o m y  w a s  a n a e s t h e t i z e d  

w i t h  S a g a t a l  ( l O m g / m l ) .  T h e  r a t  r e c e i v e d  a p p r o x i m a t e l y

0 . 9  m l  i n t r a - p e r i t o n e a l l y  w h i c h  k e p t  t h e  r a t  u n c o n s c i o u s  

f o r  a b o u t  4 5  m i n u t e s .  D u r i n g  t h e  o p e r a t i o n  a n a e s t h e s i a  

w a s  c o n t i n u e d  w i t h  d i e t h y l  e t h e r .  T h e  u p p e r  a b d o m e n  

o p e n e d  b y  a  t r a n s v e r s e  i n c i s i o n .  T h e  c y s t e r n a  c h y l i  w a s  

l o c a t e d  o n  t h e  l e f t  s i d e  o f  t h e  a b d o m e n  a n d  f a t  d e p o s i t s  

w h i c h  s u r r o u n d e d  i t  w e r e  r e m o v e d  u s i n g  a  b l u n t  p r o b e  a n d  

c o t t o n  w o o l .  V i s u a l i z a t i o n  c a n  b e  a i d e d  b y  t h e  i n j e c t i o n  

o f  a  s m a l l  a m o u n t  o f  G u e r b e r t ' s  p a t e n t  b l u e  V ,  a  

l y m p h o g r a p h y  d y e ,  i n t o  a  P e y e r ' s  p a t c h .  T h e  v e s s e l  w a s  

d e t a c h e d  f r o m  t h e  s u r r o u n d i n g  t i s s u e  s u c h  t h a t  s u t u r e s  

c o u l d  b e  p a s s e d  a r o u n d  i t .  T h e  v e s s e l  w a s  l i g a t e d  1 - 2  c m  

a b o v e  w h e r e  t h e  l a s t  m e s e n t e r i c  l y m p h a t i c  v e s s e l  j o i n e d .  

A  s m a l l  p o l y e t h y l e n e  c a n u l a  ( o u t e r  d i a m e t e r  1  m m )  w i t h  a  

c u r v e d  e n d  w a s  f l u s h e d  w i t h  D M E M  c o n t a i n i n g  1 0 %  P C S  a n d  

1 0  I U  h e p a r i n / m l  t o  p r e v e n t  c l o t t i n g .  T h e  c u r v e d  e n d  o f
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t h e  c a n u l a  w a s  t h e n  p a s s e d  i n t o  t h e  v e s s e l  j u s t  b e l o w  t h e  

l i g a t u r e  s o  t h a t  l y m p h  f l o w i n g  f r o m  t h e  m e s e n t e r i c  

l y m p h a t i c  s y s t e m  w o u l d  e n t e r  t h e  c a n u l a .  T h e  c a n u l a  w a s  

t h e n  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  a n d  s e c u r e d  w i t h  a  

m e t a l  c l i p .  T h e  e n d  o f  t h e  c a n u l a  w a s  e x a m i n e d  f o r  a  f e w  

m i n u t e s  t o  e n s u r e  t h a t  l y m p h  i s  f l o w i n g  f r o m  i t  a n d  t h e n  

w a s  p l a c e d  i n t o  a  s t e r i l e  f o i l  c a p p e d  1 5 0  m l  b o t t l e  

c o n t a i n i n g  5 0  m l  D M E M  w i t h  1 0 %  P C S  a n d  1 0  I U  h e p a r i n / m l . 

A p p r o x i m a t e l y  5  m l  o f  s t e r i l e  0 . 9 %  s a l i n e  w a s  p l a c e d  i n  

t h e  p e r i t o n e a l  c a v i t y  t o  p r e v e n t  a d h e s i o n  a n d  t h e  

a b d o m i n a l  w a l l  w a s  c l o s e d  w i t h  s u t u r e s .  T h e  r a t  w a s  t h e n  

p l a c e d  i n  a  B o l l m a n  r e s t r a i n i n g  c a g e  a n d  f e d  a d  l i b i t u m  

w i t h  w a t e r  c o n t a i n i n g  0 . 6 %  N a C l ,  0 . 5 %  K C l  a n d  2 . 5 %  

g l u c o s e  a n d  f o o d  p e l l e t s .

2 . 3 . 5 .  P r e p a r a t i o n  o f  f e e d e r  c e l l s  f o r  f u s i o n  c u l t u r e s .

F u s i o n  c u l t u r e s  w e r e  p l a t e d  o u t  o n  i r r a d i a t e d  

c o n f l u e n t  m o n o l a y e r s  o f  r a t  f i b r o b l a s t s  o b t a i n e d  f r o m  r a t  

x i p h o i d  c a r t i l a g e .  T h e  f e e d e r  c e l l - l i n e  w a s  p r e p a r e d  f r o m  

x i p h o i d  c a r t i l a g e s  r e m o v e d  f r o m  6  t o  8  a d u l t  r a t s  a n d  

c h o p p e d  i n t o  s m a l l  s e c t i o n s  w i t h  a  s c a l p e l .  T h e s e  w e r e  

t h e n  s t i r r e d  f o r  7 5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  i n  1 5  m i s  

D M E M  c o n t a i n i n g  0 . 5 %  t r y p s i n  a n d  1% c o l l a g e n a s e .  T h e  

s o l u t i o n  w a s  f i l t e r e d  t h r o u g h  s t e r i l e  g a u z e  a n  t h e n  s p u n  

a t  4 0 0  g  f o r  5  m i n u t e s . T h e  p e l l e t e d  c e l l s  a r e  

r e s u s p e n d e d  i n  D M E M  w i t h  1 0 %  F C S  a n d  p l a t e d  o u t  i n  

s t e r i l e  N u n c  8 0  c m 2  f l a t - b o t t o m e d  f l a s k s .  T h e  c e l l s  w e r e  

c a p a b l e  o f  b e i n g  p a s s a g e d  u p  t o  2 0  p a s s a g e s  b e f o r e  t h e y  

l o s t  f i b r o b l a s t  m o r p h o l o g y .
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S t o c k s  o f  e a c h  p a s s a g e  w e r e  f r o z e n  d o w n  i n  l i q u i d  

n i t r o g e n  i n  a l i q u o t s  o f  2 - 4  x  1 0 6 c e l l s  u s i n g  9 5 %  F C S / 5 %  

D M S O .

T w e n t y - f o u r  h o u r s  b e f o r e  a  f u s i o n  f e e d e r  c e l l  

a d h e r e n t  m o n o l a y e r s  w e r e  t r e a t e d  w i t h  1 0  m l  P B S  p H  7 . 4

c o n t a i n i n g  0 . 0 4 %  d i s o d i u m  E D T A  a n d  0 . 0 2 5 %  t r y p s i n  f o r  5  

m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  c e l l s  w e r e  d e c a n t e d  f r o m  

t h e  f l a s k  a n d  w a s h e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  2  m i n u t e s  a t  

4 0 0  g .  T h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  1 0  m l  D M E M  w i t h  1 0 %  

P C S  i n  a  s t e r i l e  2 5  m l  p l a s t i c  u n i v e r s a l  a n d  i r r a d i a t e d  

w i t h  3 0 0 0  r a d s .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  p l a t e d  o u t  a t  1  m l  

p e r  w e l l  c o n t a i n i n g  2  x  1 0 4  c e l l s  i n  2 4 - w e l l  C o s t a r

p l a t e s  a n d  i n c u b a t e d  o v e r n i g h t  a t  3 7  ° C  i n  5% c a r b o n  

d i o x i d e .  T h e  w e l l s  w e r e  a s p i r a t e d  b e f o r e  t h e  f u s i o n

c u l t u r e s  w e r e  p l a t e d  o u t .

2 . 3 . 6 .  F u s i o n  p r o t o c o l .

Y 3  A g l . 2 . 3  m y e l o m a  c e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  i n  

e x p o n e n t i a l  g r o w i n g  p h a s e  a n d  c e n t r i f u g e d  i n  5 0  m l

a l i q u o t s  a t  4 0 0  g  f o r  5  m i n u t e s .  T h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  

t w i c e  i n  s e r u m - f r e e  D M E M  a n d  t h e n  r e s u s p e n d e d  a t  1 - 2  x  

1 0 7 c e l l s / m l .

A p p r o x i m a t e l y  1 0 s  l y m p h o c y t e s  w e r e  m i x e d  w i t h  5  x  

1 0 7 Y 3  A g l . 2 . 3  m y e l o m a  c e l l s  i n  a  1 0  m l  s t e r i l e  c a p p e d  

F a l c o n  t u b e  a n d  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  4 0 0  g  f o r  5  

m i n u t e s .  T h e  s u p e r n a t a n t  m e d i u m  w a s  p o u r e d  o f f  a n d  e x c e s s  

l i q u i d  o n  t h e  w a l l s  o f  t h e  t u b e  w e r e  r e m o v e d  w i t h  a  

P a s t e u r  p i p e t t e .  T h e  b a s e  o f  t h e  t u b e  w a s  g e n t l y  t a p p e d  

t o  d i s r u p t  t h e  c e l l s  a n d  1  m l  o f  5 0 %  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l
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( P E G )  w a s  s t i r r e d  i n t o  t h e  c e l l s  o v e r  a  p e r i o d  o f  1  

m i n u t e .  M i x i n g  w a s  c o n t i n u e d  f o r  a  f u r t h e r  m i n u t e  b y  

g e n t l y  r o l l i n g  t h e  t u b e  a t  a n  a n g l e .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  

d i l u t e d  w i t h  g r o w t h  m e d i u m ,  f i r s t  2  m i s  o v e r  a  p e r i o d  o f  

2  m i n u t e s  t h e n  5  m i s  o v e r  a  p e r i o d  o f  1  m i n u t e .  T h e  c e l l s  

w e r e  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  4 0 0  g  f o r  5  m i n u t e s  a n d  

r e s u s p e n d e d  i n  2 0 0  m i s  o f  H A T  h y b r i d o m a  s e l e c t i o n  m e d i u m  

p l u s  2 0 %  F C S  ( H A T  m e d i u m  c o n s i s t e d  o f  D M E M  w i t h  1 3 . 6  

u g / m l  h y p o x a n t h i n e , 0 . 1 9  u g / m l  a m i n o p t e r i n  a n d  3 . 8  u g / m l

t h y m i d i n e ) .  T h e  c e l l s  w e r e  p l a t e d  o u t  a t  2  m i s  p e r  w e l l  

i n t o  2 4 - w e l l  p l a t e s  c o n t a i n i n g  s e e d e d  i r r a d i a t e d  f e e d e r  

c e l l s .  C e l l s  w e r e  l e f t  f o r  7 - 1 0  d a y s  b e f o r e  b e i n g  t e s t e d  

o r  f e d  f r e s h  m e d i u m .

2 . 3 . 7 .  S c r e e n i n g  o f  c u l t u r e  s u p e r n a t a n t s .

F u s i o n  c u l t u r e s  w e r e  n o t  f e d  u n t i l  t e s t i n g  f o r  

s p e c i f i c  a n t i b o d y  c o m m e n c e s .  A f t e r  7 - 1 0  d a y s  t h e  f u s i o n  

c u l t u r e s  w e r e  e x a m i n e d  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  h y b r i d o m a  

c o l o n i e s  a n d  w e r e  t h e n  t e s t e d  f o r  s p e c i f i c  a n t i b o d y  b y  

r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A )  a s  o u t l i n e d  b e l o w .  T h e  h y b r i d o m a s  

v a r i e d  i n  t h e i r  g r o w t h  r a t e s  a n d  i t  w a s  n e c e s s a r y  t o  t e s t  

s u p e r n a t a n t s  f o r  s p e c i f i c  a n t i b o d y  a t  d i f f e r e n t  t i m e s .

2 . 3 . 8 .  S e l e c t i o n  a n d  m a i n t e n a n c e  o f  a n t i b o d y  s e c r e t i n g  

c e l l s .

W e l l s  c o n t a i n i n g  s p e c i f i c  a n t i b o d y  w e r e  f e d  a f t e r  

i n i t i a l  s c r e e n i n g  a n d  e x a m i n e d  u n d e r  a n  i n v e r t e d  p l a t e  

m i c r o s c o p e .  I f  m o r e  t h a n  o n e  h y b r i d o m a  c o l o n y  i s  p r e s e n t  

t h e n  i n d i v i d u a l  c o l o n i e s  a r e  a s p i r a t e d  o f  t h e  w e l l  b o t t o m  

a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  s e p a r a t e  w e l l  o n  f r e s h  p l a t e s .
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C e l l s  w e r e  m a i n t a i n e d  o n  R P M I  1 6 4 0  m e d i u m  w i t h  1 0 %  

( v / v )  F C S ,  2  mM L - g l u t a m i n e ,  1 0 0  U / m l  p e n i c i l l i n  a n d  1 0 0  

u g / m l  s t r e p t o m y c i n .

2 . 3 . 9 .  P r e s e r v a t i o n  o f  c e l l s  f o r  s t o r a g e  i n  l i q u i d  

n i t r o g e n .

V i a b l e  c e l l s  i n  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  ( 1  x  1 0 6 

c e l l s / m l )  w e r e  h a r v e s t e d  f r o m  w e l l s  a n d  c e n t r i f u g e d  a t  

4 0 0  g  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  4  ° C .  S u p e r n a t a n t  w a s  d i s c a r d e d  

a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  F C S  c o n t a i n i n g  7 . 5 %  ( v / v )

D M S O . T h e  c e l l s  w e r e  i m m e d i a t e l y  t r a n s f e r r e d  t o  s t e r i l e  

f r e e z i n g  a m p o u l e s  a n d  p l a c e d  a t  - 8 0  ° C .  T h e  a m p o u l e s  w e r e  

l e f t  f o r  6  h o u r s  b e f o r e  t r a n s f e r r i n g  t o  t h e  v a p o u r  p h a s e  

o f  l i q u i d  n i t r o g e n  i n  a  d e w a r .

R e c o n s t i t u t i o n  c o n s i s t e d  o f  r a p i d l y  t h a w i n g  t h e  v i a l  

t h e n  s l o w l y  a d d i n g  1 0  m l  o f  s e r u m - f r e e  R P M I  1 6 4 0  m e d i u m  

i n  o r d e r  t o  a v o i d  o s m o t i c  s h o c k .  T h e  c e l l s  w e r e  w a s h e d  

t w i c e  t o  r e m o v e  t h e  D M S O  a n d  t h e n  t r a n s f e r r e d  i n t o  n o r m a l  

g r o w t h  m e d i u m .

2 . 3 . 1 0 .  C l o n i n g  o f  h y b r i d o m a  c e l l s  b y  l i m i t i n g  d i l u t i o n .

C l o n i n g  c o n s i s t e d  o f  a  s e r i e s  o f  l i m i t i n g  d i l u t i o n s

i n  o r d e r  t o  p r o d u c e  a  c e l l - l i n e  d e r i v e d  f r o m  a  s i n g l e  

h y b r i d o m a  c e l l .  C e l l s  w e r e  h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  

4 0 0  g  f o r  5  m i n u t e s . T h e  c e l l s  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  5  m i s  

o f  f r e s h  m e d i u m  a n d  a  s a m p l e  w a s  c o u n t e d  u n d e r  l o w - p o w e r  

u s i n g  a  F u c h s - R o s e n t h a l  c o u n t i n g  c h a m b e r  s l i d e .  T r y p a n  

b l u e  w a s  a d d e d  a s  a  v i t a l  s t a i n .  O n l y  l i v e  c e l l s  w e r e

S e c o n d a r y  c u l t u r e s  u n d e r g o  f u r t h e r  t e s t i n g  and  t h o s e
p r o d u c in g  s p e c i f i c  a n t ib o d y  a r e  c lo n e d  a s  b e lo w .
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c o u n t e d .  F o l l o w i n g  t h e  e s t i m a t i o n  o f  c e l l  n u m b e r  2  m l  o f  

f r e s h  m e d i u m  w a s  d i s p e n s e d  i n t o  6  t u b e s ,  l a b e l l e d  1  t o  6 . 

T u b e  1  h a s  a  f u r t h e r  1  m l  o f  f r e s h  m e d i u m  a d d e d .  T h e  c e l l  

s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  d i l u t e d  s o  t h a t  1 0 0  u l  ( c o n t a i n i n g

7 . 5  x  1 0 3 c e l l s )  c o u l d  b e  t r a n s f e r r e d  t o  t u b e  1 .  T u b e  1  

w a s  m i x e d  t h o r o u g h l y  a n d  a  f r e s h  p i p e t t e  w a s  u s e d  t o  

t r a n s f e r  1  m l  f r o m  t u b e  1  t o  t u b e  2 .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  

w i t h  a l l  t u b e s  t o  p r o d u c e  a  s e r i a l  d i l u t i o n  o f  1  i n  3 .  

E i g h t  m l  o f  f r e s h  m e d i u m  w a s  t h e n  a d d e d  t o  p r o d u c e  a  

f i n a l  v o l u m e  o f  1 0  m l  i n  e a c h  t u b e .

S t a r t i n g  w i t h  t u b e  6  t h e  c e l l  s u s p e n s i o n s  w e r e  

p o u r e d  i n t o  a  s t e r i l e  t r o u g h  a n d  t r a n s f e r r e d  i n t o  4 8 -  

w e l l s  o f  a  9 6 - w e l l  p l a t e  w i t h  2 0 0  u l  i n  e a c h  w e l l .  ( E a c h  

9 6 - w e l l  p l a t e  h a d  b e e n  p r e - i n c u b a t e d  w i t h  i r r a d i a t e d  r a t  

x i p h o i d  c a r t i l a g e  f e e d e r  c e l l s ) .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  f o r  

e a c h  t u b e .

T h e  r e s u l t  w a s  3  c l o n i n g  p l a t e s  w i t h  1 0 0 , 3 3 , 1 1 , 3 , 1  

a n d  0 . 3  c e l l s  p e r  w e l l .  T h e s e  w e r e  t h e n  l e f t  t o  g r o w  u p  

a n d  w e r e  t e s t e d  f o r  s p e c i f i c  a n t i b o d y .

W e l l s  c o n t a i n i n g  s p e c i f i c  a n t i b o d y  a t  t h e  l o w e s t  

c o n c e n t r a t i o n  w e r e  g r o w n  u p  a n d  t r a n s f e r r e d  f o r  f u r t h e r  

g r o w t h  i n  2 4 - w e l l  p l a t e s  a n d  s u b s e q u e n t  r e - c l o n i n g .  

S e l e c t i o n  o f  c o l o n i e s  f r o m  w e l l s  w i t h  1  c e l l  p e r  w e l l  

i n i t i a l  c o n c e n t r a t i o n  w e r e  s a i d  t o  b e  c l o n e d  a t  1 0 0 % a s  

s t a t i s t i c a l l y  t h e s e  c o l o n i e s  w e r e  d e r i v e d  f r o m  o n e  c e l l .

E a c h  c e l l  l i n e  w a s  c l o n e d  t w i c e  b y  l i m i t i n g  d i l u t i o n  

a t  1 0 0 % e a c h  t i m e .
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M a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  f r o m  s t a b l e  c e l l  l i n e s  w e r e  

t e s t e d  f o r  i s o t y p e  s p e c i f i c i t y  b y  r a d i a l  i m m u n o d i f f f u s i o n  

u s i n g  a n t i s e r a  s p e c i f i c  f o r  r a t  I g A

2 . 4  S O L I D  P H A S E  R I A .

R I A  w a s  c a r r i e d  o u t  b a s e d  o n  t h e  m e t h o d  o f  P i e r c e  

a n d  K l i n m a n  ( 1 9 7 6 ) .  R I A  w a s  u s e d  f o r  t h e  i n i t i a l  

s c r e e n i n g  o f  h y b r i d o m a  s u p e r n a t a n t s  f o r  a n t i b o d y  

p r o d u c t i o n  a n d  s p e c i f i c i t y .  R I A  w a s  a l s o  u s e d  f o r  

c h a r a c t e r i z a t i o n  o f  c l o n e d  c e l l - l i n e s  t o g e t h e r  w i t h  E L I S A  

d e s c r i b e d  b e l o w .  A n t i g e n s  u s e d  i n  R I A  i n c l u d e d  b o t h  t h e  

i m m u n i z i n g  s t r a i n  S L / B R  a n d  i t ' s  p a r e n t  s t r a i n  S L ,  

t o g e t h e r  w i t h  o t h e r  s t r a i n s . O t h e r  a n t i g e n s  u s e d  i n c l u d e  

L T - B ,  p u r i f i e d  L P S  p r e p a r a t i o n s  a n d  c e l l u l a r  p r e p a r a t i o n s  

o f  t h e  i m m u n i z i n g  s t r a i n .

2 . 4 . 1 .  A d s o r p t i o n  o f  a n t i g e n  t o  t h e  s o l i d  p h a s e .

F l e x i b l e  p o l y v i n y l  c h l o r i d e  ( P V C )  9 6 - w e l l  " U " -  

b o t t o m e d  m i c r o t i t r e  p l a t e s  ( D y n a t e c h ,  B i l l i n g h u r s t , 

B r i t a i n )  w e r e  c o a t e d  w i t h  5 0  u l  o f  a n t i g e n  p r e p a r a t i o n  i n  

P B S  ( p H  7 . 2 )  a n d  i n c u b a t e d  f o r  4  h o u r s  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e  f o l l o w e d  b y  a n  o v e r n i g h t  i n c u b a t i o n  a t  4  ° C .  

T h e  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n c e n t r a t i o n s  f o r  e a c h  a n t i g e n  w e r e  

d e t e r m i n e d  b y  t i t r a t i o n  w i t h  i m m u n e  s e r u m  a t  v a r y i n g  

d i l u t i o n s  i n  p l a t e s  c o n t a i n i n g  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  a n t i g e n  s o l u t i o n .  T h e  l o w e s t  c o n c e n t r a t i o n  o f  a n t i g e n  

w h i c h  g a v e  m a x i m a l  b i n d i n g  o f  t h e  a n t i - s e r a  w a s  c h o s e n  

f o r  s u b s e q u e n t  s c r e e n i n g .

2 . 3 . 1 1 .  I s o t y p e  d e t e r m i n a t i o n .
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2 . 4 . 2 .  P r e p a r a t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  

° f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u r n  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6 .

S t r a i n  S L / B R  w a s  g r o w n  u p  a s  a b o v e  t o  l o g - p h a s e  o f  

g r o w t h  a n d  t h e n  h a r v e s t e d  i n  T r i s - H C L  ( p H  6 . 8 ) .  T h e  c e l l s  

w e r e  p e l l e t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  1 5 0 0  r p m  f o r  1 5  

m i n u t e s  a n d  r e s u s p e n d e d  i n  T r i s - H C L  ( p H  6 . 8 ) .  T h i s  w a s  

r e p e a t e d  t w i c e .  T h e  c e l l s  w e r e  t h e n  s o n i c a t e d  a t  m a x i m u m  

a m p l i t u d e  o n  i c e  f o r  1 5  m i n u t e s . T o  p r e v e n t  h e a t i n g  

s o n i c a t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  p e r i o d s  o f  3 0  s e c o n d s  

f o l l o w e d  b y  3 0  s e c o n d s  r e s t .

T h e  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  3 0 , 0 0 0  r p m  

f o r  3 0  m i n u t e s  u s i n g  a  S o r v a l l  u l t r a c e n t r i f u g e .  T h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  c o l l e c t e d  a n d  f o r m e d  t h e  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n .  T h e  p e l l e t  w a s  r e s u s p e n d e d  v i g o r o u s l y  i n  T r i s -  

H C L  ( p H  6 . 8 )  a n d  r e c e n t r i f u g e d  a t  1 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  

t o  r e m o v e  a n y  c e l l u l a r  d e b r i s . T h e  s u p e r n a t a n t  w a s  

c o l l e c t e d  a n d  f o r m e d  t h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n .

2 . 4 . 3 .  B l o c k i n g  o f  u n b o u n d  s i t e s .

S i t e s  c a p a b l e  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o n  a n t i g e n  

c o a t e d  p l a t e s  a n d  c o n t r o l  p l a t e s  w i t h o u t  a n t i g e n  w e r e  

b l o c k e d  b y  i n c u b a t i n g  w i t h  1 0 %  F C S  i n  P B S  ( p H  7 . 2 )  f o r  2  

h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o r  o v e r n i g h t  a t  4  ° C .  T h e  l e v e l  

o f  F C S  i n  t h e  b l o c k i n g  s o l u t i o n  w a s  d e t e r m i n e d  u s i n g  

p l a t e s  c o a t e d  w i t h  v a r i o u s  F C S  s o l u t i o n s  o f  d i f f e r i n g  

c o n c e n t r a t i o n .
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2 . 4 . 4 .  A d d i t i o n  o f  a n t i b o d y .

D i l u t i o n  s e r i e s  o f  M a b  o r  p o l y c l o n a l  a n t i s e r a  f o r  

s c r e e n i n g  w e r e  p r e p a r e d  i n  1 0 %  F C S / P B S  ( p H  7 . 2 )  a n d  a d d e d  

t o  w e l l s  a t  a  v o l u m e  o f  5 0  u l  f o r  e a c h  d i l u t i o n .  S a m p l e s  

w e r e  a d d e d  t o  a n t i g e n  a n d  c o n t r o l  ( n o  a n t i g e n )  p l a t e s  i n  

r e p l i c a  w i t h  m u l t i p l e  r e p l i c a t e s  w i t h i n  e a c h  p l a t e .  

P l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  2  h o u r s  o r  

o v e r n i g h t  a t  4 ° C .

2 . 4 . 5 .  I o d i n a t i o n  o f  a n t i b o d y .

G o a t  a n t i - r a t  i m m u n o g l o b u l i n  a n d  p r o t e i n  A  w e r e  

r a d i o i o d i n a t e d  w i t h  I o d i n e  1 2 5  b y  t h e  i o d o g e n  t u b e  m e t h o d  

o f  F r a k e r  a n d  S p e c k  ( 1 9 7 8 ) .  I o d o g e n  ( 1 , 3 , 4 , 6 - t e t r a c h l o r o -  

3 ,  6  d i p h e n y l g l u c o u r i l ; P i e r c e  a n d  W a r r i n e r  L t d . ,

B r i t a i n )  w a s  d i s s o l v e d  i n  d i c h l o r o m e t h a n e  ( B D H )  t o  g i v e  a  

c o n c e n t r a t i o n  o f  1  m g / m l .  2 5  u l  w e r e  t h e n  p i p p e t t e d  i n t o  

a  2 . 0 m l  p o l y p r o p y l e n e  E p p e n d o r f  t u b e  a n d  t h e  s o l v e n t  

e v a p o r a t e d  o v e r n i g h t .  5 0  u l  o f  a  s o l u t i o n  o f  l m g / m l  

p r o t e i n  i n  P B S  ( p H  7 . 2 )  w e r e  a d d e d  t o  t h e  i o d o g e n - c o a t e d  

t u b e  a n d  m i x e d  b y  i n v e r s i o n .  1 0  u l  ( 1  m C i )  o f  c a r r i e r -  

f r e e  s o d i u m  i o d i d e  1 2 5  ( R a d i o - c h e m i c a l  C e n t r e ,  A m e r s h a m ,  

B r i t a i n )  w a s  t h e n  a d d e d  t o  t h e  t u b e  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 0  

m i n u t e s  w i t h  m i x i n g  e v e r y  6 0  s e c o n d s .  T h e  v o l u m e  w a s  t h e n  

i n c r e a s e d  t o  0 . 5  m l  w i t h  0 . 1 %  ( w / v )  B S A / P B S  ( p H  7 . 2 )  a n d  

t h e n  a p p l i e d  t o  a  S e p h a d e x  G 2 5  c o l u m n  ( M e d i u m  g r a d e ;  

P h a r m a c i a  L t d . ,  B u c k s . ,  B r i t a i n )  f o r  d e s a l t i n g .  T h e  

c o l u m n  h a d  p r e v i o u s l y  b e e n  w a s h e d  w i t h  2 5  m l  0 . 1 %  B S A / P B S  

( p H  7 . 2 ) .  E l u t i o n  w a s  c a r r i e d  o u t  w i t h  0 . 5  m l  o f  0 . 1 %  

B S A / P B S  ( p H  7 . 2 )  a n d  0 . 5  m l  f r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d .  T h e
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f i r s t  f r a c t i o n s  c o n t a i n i n g  t h e  p e a k  o f  r a d i o a c t i v i t y  a s  

a s s e s s e d  b y  a  g a m m a  c o u n t e r  w e r e  p o o l e d  a n d  s t o r e d  w i t h

0 . 0 2 %  s o d i u m  a z i d e .  T o  d e t e r m i n e  t h e  s p e c i f i c  b o u n d  

a c t i v i t y  1 0  u l  o f  t h e  r a d i o l a b e l l e d  a n t i s e r a  s o l u t i o n  w a s  

a d d e d  t o  0 . 5  m l  o f  0 . 1 %  B S A / P B S . 0 . 5  m l  o f  1 0 %  T C A  w e r e  

t h e n  a d d e d  t o  p r e c i p i t a t e  t h e  p r o t e i n .  T h e  s o l u t i o n  w a s  

t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  r p m  f o r  1 0  m i n u t e s  a n d  t h e  

r a d i o a c t i v i t y  a s s e s s e d  i n  a  G a m m a - c o u n t e r .  T h e  

s u p e r n a t a n t  w a s  t h e n  d i s p o s e d  o f  a n d  t h e  p e l l e t  w a s  

a s s e s s e d  f o r  r a d i o a c t i v i t y .  T h e  s p e c i f i c  b o u n d  a c t i v i t y  

w a s  g i v e n  b y  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  p e l l e t  d i v i d e d  b y  t h e  

a c t i v i t y  o f  t h e  p e l l e t  p l u s  t h e  a c t i v i t y  o f  t h e  

s u p e r n a t a n t .  T h i s  w a s  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e .

2 . 4 . 6 .  A d d i t i o n  o f  I o d i n e  1 2 5 - l a b e l l e d  a n t i b o d y .

R a d i o l a b e l l e d  a n t i s e r a  w e r e  d i l u t e d  w i t h  1 0 %  F C S / P B S  

( p H  7 . 2 )  t o  g i v e  2  x  1 0 6 C P M / m l . 5 0  u l  o f  t h i s  d i l u t i o n  

w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  2  

h o u r s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  o r  o v e r n i g h t  a t  4  ° C  a n d  t h e n  

w a s h e d  t h r e e  t i m e s  w i t h  1 0 %  F C S / P B S  ( p H  7 . 2 ) .  T h e  p l a t e s  

w e r e  c u t  u p  a n d  e a c h  w e l l  w a s  i n d i v i d u a l l y  c o u n t e d  i n  a  

G a m m a  c o u n t e r  ( L K B  1 6 0 0  m u l t i g a m m a ;  L K B  I n s t r u m e n t s  I n c . ,  

T u r k u ,  F i n l a n d )  f o r  1  m i n u t e .



T h e  a n t i b o d y  t i t r e  w a s  d e t e r m i n e d  b y  s e r i a l  d i l u t i o n  

o f  t h e  M a b  m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  o n  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  

S L / B R  a s  a b o v e .  S a m p l e s  w e r e  a s s a y e d  i n  d u p l i c a t e  o n e  

e a c h  p l a t e  a n d  e a c h  p l a t e  w a s  d u p l i c a t e d ,  g i v i n g  4  s e t s  

o f  d a t a  f o r  e a c h  M a b .

T h e  t i t r e  w a s  d e s c r i b e d  a s  t h e  5 0 %  a n t i b o d y  b i n d i n g  

t i t r e  ( A B T 5 0 ) .  T h i s  r e p r e s e n t e d  t h e  t i t r e  a t  w h i c h  e a c h  

M a b  g a v e  5 0 %  b i n d i n g  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h a t  o f  u n d i l u t e d  

m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m .

2 . 5  I S O L A T I O N  O F  M O L E C U L A R  F O R M S  O F  I G A  M O N O C L O N A L  

A N T I B O D I E S .

A  n u m b e r  o f  s e l e c t e d  I g A - s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s  w e r e  

s h o w n  t o  p r o d u c e  a  r a n g e  o f  m o l e c u l a r  f o r m s  a s  s e e n  o n  

n o n - r e d u c e d  S D S - P A G E . M a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  o f  t w o  o f  

t h e s e  h y b r i d o m a s  w a s  s u b j e c t e d  t o  a n  i s o l a t i o n  p r o c e d u r e  

b a s e d  o n  M e s t e c k y  ( 1 9 7 1 )  t o  p u r i f y  t h e s e  f o r m s  f o r  

f u r t h e r  s t u d y .

E a c h  p o o l e d  m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  w a s  p r e c i p i t a t e d  

w i t h  t w o  v o l u m e s  o f  2 7 %  ( w / v )  a n h y d r o u s  s o d i u m  s u l p h a t e

i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t h e n  i n c u b a t e d  a t  

3 7 ° C  f o r  2  h o u r s .  T h e  p r e c i p i t a t e d  g l o b u l i n  w a s  t h e n  

h a r v e s t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  2 0 0 0  g ,  

r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  g l o b u l i n  w a s  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  

P B S  a n d  r e - p r e c i p i t a t e d  a s  a b o v e .  T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  

e x t e n s i v e  d i a l y s i s  f o r  4 8  h o u r s  a g a i n s t  P B S .  I g A  f r o m  t h e  

g l o b u l i n  f r a c t i o n  w a s  t h e n  i m m u n o p r e c i p i t a t e d  b y  a  F ( a b ) 2

2 . 4 . 7 .  D e t e r m in a t io n  o f  a n t i b o d y  t i t r e .
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p r e p a r a t i o n  o f  g o a t  a n t i - r a t  I g A  a n t i s e r a  ( N o r d i c  

I m m u n o c h e m i c a l s ,  B r i t a i n ) .  T h e  i m m u n o p r e c i p i t a t e  w a s  

c o l l e c t e d  b y  c e n t r i f u g a t i o n  a t  2 0 0 0  g  f o r  1 0  m i n u t e s ,  

r o o m  t e m p e r a t u r e ,  a n d  r e d i s s o l v e d  i n  a  g l y c i n e  b u f f e r  ( p H  

2 . 7 5 ) .  T h e  I g A  f r a c t i o n  w a s  t h e n  s e p a r a t e d  i n t o  i t ' s  

c o n s t i t u e n t  m o l e c u l a r  f o r m s  b y  m o l e c u l a r  w e i g h t  o n  a  

S e p h a c r y l  ( S - 2 0 0 )  c o l u m n .  F r a c t i o n s  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  

t h e i r  a b s o r b a n c e  ( 2 8 0  n m )  w a s  m e a s u r e d .  T h e  a b s o r b a n c e  

p r o f i l e  f o r  e a c h  M a b  s e p a r a t i o n  s h o w e d  t h r e e  p e a k s  

( A , B , C ) b e t w e e n  t h e  v o i d  v o l u m e  a n d  t h e  p e a k  o f  t h e  

F ( a b ) 2  p r e p a r a t i o n  w i t h  v a r i o u s  l o w  m o l e c u l a r  w e i g h t  

d i g e s t e d  p r o t e i n s .  T h e  f r a c t i o n s  o f  e a c h  p e a k  ( i e  A ,  B  

a n d  C )  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l y s e d  e x t e n s i v e l y  a g a i n s t  P B S  

t o  r e s t o r e  t h e  p H  t o  7 . 2 .  E a c h  p o o l e d  p r e p a r a t i o n  w a s  

t h e n  r u n  o n  a  n o n - r e d u c e d  S D S - p o l y a c r y l a m i d e  g e l  t o  

c o n f i r m  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  p u r i t y  o f  e a c h  m o l e c u l a r  

f o r m .

2 . 6  I N V I T R O  A D H E R E N C E  A S S A Y  U S I N G  M A D I N  D A R B Y  C A N I N E  

K I D N E Y  C E L L S  A N D  S . T Y P H I M U R I U M  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6 .

F i n l a y  e t  a l .  ( 1 9 8 8 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  S . 

c h o l e r a e s u i s  a d h e r e d  t o  a n d  i n v a d e d  M a d i n  D a r b y  c a n i n e  

k i d n e y  ( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s  i n v i t r o . A  s i m i l a r  i n  

v i t r o  a s s a y  w a s  d e v i s e d  i n  t h i s  p r o j e c t  f o r  t h e  

i m m u n i z i n g  s t r a i n  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  a n d  M D C K  

c e l l  m o n o l a y e r s  i n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  a b i l i t y  o f  t h e  r a t  

M a b s  t o  i n h i b i t  a d h e r e n c e ,  i f  a n y .
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M D C K  c e l l s  a r e  a  p o l a r i z e d  e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e  

d e r i v e d  f r o m  t h e  k i d n e y  o f  a  c o c k e r  s p a n i e l  ( A T C C ,  1 9 8 1 ) .  

C e l l s  w e r e  u s e d  b e t w e e n  p a s s a g e  9 7  a n d  1 2 1 .

M D C K  c e l l s  w e r e  g r o w n  i n  2 2 5  c m 2  f l a t - b o t t o m e d  

f l a s k s  i n  E a g l e ' s  m i n i m a l  e s s e n t i a l  m e d i u m  ( E M E M )  w i t h  5% 

F C S  a n d  1 0 0  U / m l  p e n i c i l l i n  a n d  1 0 0  u g / m l  s t r e p t o m y c i n  a t  

3 7  °  C i n  5% c a r b o n  d i o x i d e .  C e l l s  w e r e  p a s s a g e  t w i c e  

w e e k l y  w i t h  a  s p l i t  r a t i o  o f  1 : 4  w i t h  c e l l s  b e i n g  f r o z e n  

d o w n  a t  e a c h  p a s s a g e .  M o n o l a y e r s  t o o k  3 - 4  d a y s  t o  a c h i e v e

2 . 6 . 1 .  G row th  and  p r e p a r a t i o n  o f  MDCK c e l l s .

c o n f l u e n c y  i n e a c h f l a s k a n d w e r e  r e m o v e d b y

t r y p s i n i z a t i o n u s i n g 0 . 0 2 5 % ( w / v ) t r y p s i n  i n  a 2 %

s o l u t i o n  o f  V e r s e n e .

T r y p s i n i z a t i o n  i n v o l v e d  t h e  d i s c a r d i n g  o f  g r o w t h  

m e d i u m  f o l l o w e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  5  m i s  o f  t h e  

t r y p s i n i z i n g  s o l u t i o n .  T h i s  w a s  d i s p e r s e d  a r o u n d  t h e  

f l a s k  b o t t o m  b y  g e n t l e  r o c k i n g  f o r  3 0  s e c o n d s  t h e n  

d i s c a r d e d .  A  f u r t h e r  5  m i s  w e r e  a d d e d  a n d  t h e  f l a s k  w a s  

s e a l e d  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  3 7  ° C ,  5% c a r b o n  

d i o x i d e .  T h e  f l a s k  w a s  t h e n  t a p p e d  t o  s u s p e n d  t h e  c e l l s  

i n  t h e  t r y s i n - v e r s e n e  s o l u t i o n  a n d  i m m e d i a t e l y  d i l u t e d  

w i t h  1 0  m i s  o f  f r e s h  E M E M .  T h e  c e l l s  w e r e  d e c a n t e d  i n t o  q  

5 0  m l  c e n t r i f u g e  t u b e  a n d  f u r t h e r  d i l u t e d  w i t h  4 0  m i s  o f  

f r e s h  E M E M .  T h e  c e l l s  w e r e  s p u n  a t  4 0 0  g  f o r  1 0  m i n u t e s  

a n d  t h e n  r e s u s p e n d e d  i n  f r e s h  E M E M  a n d  t r a n s f e r r e d  t o  a  

f r e s h  f l a s k  o r  p l a t e d  o u t  i n  n i n e  9 6 - w e l l  f l a t - b o t t o m e d  

p o l y s t y r e n e  p l a t e s  f o r  e a c h  f l a s k .
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M D C K  c e l l s  w h i c h  h a d  b e e n  p r e v i o u s l y  p l a t e d  o u t  i n  

9 6 - w e l l  f l a t - b o t t o m e d  p o l y s t y r e n e  p l a t e s  w e r e  e x a m i n e d  

f o r  c o n f l u e n c y  p r i o r  t o  u s e  i n  t h e  a s s a y .  O n l y  p l a t e s

w i t h  c o n f l u e n t  g r o w t h  w e r e  u s e d .

T h e  m e d i u m  w a s  a s p i r a t e d  f r o m  t h e  w e l l s  a n d  r e p l a c e d  

w i t h  E M E M  p l u s  5% ( v / v )  P C S  w i t h o u t  a n t i b i o t i c s .  T h i s  w a s  

r e p e a t e d  t w i c e  a n d  t h e  w e l l s  l e f t  e m p t y .

S .  t y p h i m u r i u m  S L / B R  w a s  g r o w n  u p  a s  i n  S e c t i o n

2 . 2 . 2  t o  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  o v e r  4  h o u r s  f r o m  s t a t i c

o v e r n i g h t  c u l t u r e s ,  h a r v e s t e d  i n t o  P B S  ( p H  7 . 2 )  a n d  

a d j u s t e d  t o  t h e  r e q u i r e d  c o n c e n t r a t i o n .

S L / B R  w a s  a d d e d  t o  t h e  w e l l s  o f  t h e  p l a t e s  a t  1 0 4

c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  ( C F U ' s )  p e r  w e l l  i n  a  t o t a l  v o l u m e

o f  5 0  u l .

E a c h  M a b  w a s  a d d e d  i n  d u p l i c a t e  o n  e a c h  p l a t e  i n  a  

s e r i e s  o f  d i l u t i o n s  ( n e a t ,  1 / 4 ,  1 / 1 6 ,  1 / 3 2 ,  1 / 6 4 ,  1 / 2 5 6

a n d  1 / 1 0 2 4 )  i n  a  t o t a l  v o l u m e  o f  5 0  u l  E M E M  p l u s  5% ( v / v )  

P C S  w i t h o u t  a n t i b i o t i c s .

T h e  w e l l s  w e r e  a d j u s t e d  w i t h  E M E M  p l u s  5% ( v / v )  F C S  

w i t h o u t  a n t i b i o t i c s  t o  a  v o l u m e  o f  2 0 0  u l  a n d  i n c u b a t e d  

a t  3 7 ° C a n d  5% c a r b o n  d i o x i d e  f o r  3  h o u r s .

T h e  a s s a y  w a s  s t o p p e d  b y  w a s h i n g  o u t  t h e  w e l l s  t h r e e  

t i m e s  w i t h  i c e  c o l d  P B S  ( p H  7 . 2 ) .

2 . 6 . 2 .  A s s a y in g  a d h e r e n c e  o f  S . ty p h im u r i um SL/BR t o  MDCK
m o n o la y e r s .
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2 . 6 . 3 .  M e a s u r e m e n t  o f  a d h e r e n c e  o f  S . t y j g h J - m u r  S L / B R  

t o  M D C K  m o n o l a y e r s  b y  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s .

O n c e  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  w a s  s t o p p e d ,  5 0  u l  o f

0 . 0 2 5 %  ( w / v )  t r y p s i n  i n  a  2% s o l u t i o n  o f  V e r s e n e  w a s

a d d e d  t o  e a c h  w e l l .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  i n c u b a t e d  f o r  5  

m i n u t e s  a t  3 7 ° C  , 5% c a r b o n  d i o x i d e .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n

t a p p e d  t o  r e l e a s e  t h e  M D C K  c e l l s  a n d  e a c h  w e l l  w a s  

d i l u t e d  w i t h  1 5 0  u l  o f  P B S  ( p H  7 . 2 ) .  E a c h  w e l l  w a s  t h e n  

p l a t e d  o u t  a t  v a r i o u s  d i l u t i o n s  o n  n u t r i e n t  a g a r  p l a t e s  

a n d  l e f t  f o r  2 4  h o u r s ,  a f t e r  w h i c h  t h e  n u m b e r s  o f  

c o l o n i e s  w e r e  c o u n t e d .

2 . 6 . 4 .  M e a s u r e m e n t  o f  a d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  

t o  M D C K  m o n o l a y e r s  b y  E L I S A .

A f t e r  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  w a s  s t o p p e d ,  1 0 0  u l  o f  a  

s o l u t i o n  o f  3 : 1  m e t h a n o l / a c e t i c  a c i d  w a s  a d d e d  t o  e a c h  

w e l l  a n d  l e f t  f o r  3 0  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  p l a t e s  w e r e  

w a s h e d  w i t h  P B S  ( p H  7 . 2 ) .  5 0  u l  o f  S A M 1 / 4 0 B  ( m a x i m a l

g r o w t h  m e d i u m )  w a s  a d d e d  t o  e a c h  w e l l  a n d  i n c u b a t e d  f o r  1  

h o u r  f o l l o w e d  b y  w a s h i n g  w i t h  1 0 %  F C S  ( v / v )  i n  P B S  ( p H

7 . 2 )  .

T h i s  w a s  f o l l o w e d  b y  1  h o u r  o f  b l o c k i n g  w i t h  1 0 %  F C S  

( v / v )  i n  P B S  ( p H  7 . 2 )  a f t e r  w h i c h  t h e y  w e r e  w a s h e d  a n d  5 0  

u l  o f  g o a t  a n t i - r a t  I g A  c o n j u g a t e d  w i t h  a l k a l i n e  

p h o s p h a t a s e  a t  a  d i l u t i o n  o f  1 / 1 0 0 0  w a s  a d d e d  t o  e a c h  

w e l l .  T h e  p l a t e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  1 0 0  u l  o f  p -  

n i t r o p h e n y l  p h o s p h a t e  ( P N P )  i n  d i e t h a n o l a m i n e  b u f f e r  f o r  

4 5  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  r e a c t i o n  w a s  s t o p p e d  b y  t h e  

a d d i t i o n  o f  1 0 0  u l  o f  0 . 1  M s o d i u m  h y d r o x i d e  ( N a O H ) .
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2 . 7  B A C T E R I A L  C E L L  S U R F A C E  H Y D R O P H O B I C I T Y  D E T E R M I N A T I O N .

T w o  m e t h o d s  w e r e  e m p l o y e d  t o  e s t i m a t e  b a c t e r i a l  

s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  a s  t h e  i n i t i a l  m e t h o d  u s i n g  o c t a n -

l - o l : w a t e r  p a r t i t i o n i n g  g a v e  h i g h  d e g r e e  o f  v a r i a t i o n  

b e t w e e n  s a m p l e s . H y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  

g a v e  m o r e  r e p r o d u c i b l e  r e s u l t s  w i t h  l e s s  v a r i a t i o n  

b e t w e e n  s a m p l e s .

2.7.1. Octan-l-ol method of determination.
O n e  m l  o f  a  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  c o n t a i n i n g  1 0 9 

C F U / m l  w a s  a d d e d  t o  1  m l  o f  o c t a n - l - o l  ( S i g m a ,  B r i t a i n )  

i n  a  p o l y p r o p y l e n e  t u b e  a n d  m i x e d  f o r  2  m i n u t e s .  T h e  

p h a s e s  w e r e  a l l o w e d  t o  s e p a r a t e  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  

4 5  m i n u t e s  a f t e r  w h i c h  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  b a c t e r i a l  

a q u e o u s  p h a s e  w a s  m e a s u r e d  a t  5 4 0  n m .  C o n t r o l  t u b e s  

c o n t a i n i n g  1  m l  o f  P B S  w e r e  u s e d  i n s t e a d  o f  o c t a n - l - o l  t o  

m e a s u r e  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  i n i t i a l  b a c t e r i a l  

s u s p e n s i o n .

T h e  r e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  % h y d r o p h o b i c i t y  a n d  

w e r e  c a l c u l a t e d  a s  t h e  a b s o r b a n c e  o f  t h e  i n i t i a l  

b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  m i n u s  t h e  a b s o r b a n c e  a f t e r  p h a s e  

s e p a r a t i o n ,  d i v i d e d  b y  t h e  i n i t i a l  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  

a b s o r b a n c e .  T h e  r e s u l t i n g  f r a c t i o n  w a s  c o n v e r t e d  t o  a  

p e r c e n t a g e .

The p l a t e s  w er e  r e a d  i n  a T i t e r t e k  M u l t i s c a n  a t  4 90
nm and t h e  r e s u l t s  e x p r e s s e d  a s  ELISA u n i t s .
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I n  o r d e r  t o  a s s e s s  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  M a b  t r e a t e d  

a n d  u n t r e a t e d  b a c t e r i a  w a s  i n v e s t i g a t e d  b y  a b s o r p t i o n  a n d  

e l u t i o n  f r o m  o c t y l  s e p h a r o s e  ( P h a r m a c i a ,  B r i t a i n ) .

P a s t e u r  p i p e t t e s  w i t h  s i l i c o n i z e d  g l a s s  w o o l  i n  t h e  

f u n n e l  e n d  a n d  c o n t a i n i n g  o c t y l  s e p h a r o s e  w e r e  u s e d  a s  

s m a l l  s e p a r a t i o n  c o l u m n s .  E q u a l  v o l u m e s  o f  o c t y l  

s e p h a r o s e  a n d  0 . 0 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r  p H  6 . 8  c o n t a i n i n g  

0 . 1  % ( v / v )  T r i t o n  X - 1 0 0  w e r e  m i x e d  a n d  2  m l  w e r e  

t r a n s f e r r e d  i n t o  t h e  P a s t e u r  p i p e t t e .  T h e  c o l u m n  w a s  

e q u i l i b r i a t e d  w i t h  t h e  s a m e  b u f f e r  a s  w e r e  t h e  b a c t e r i a l  

s u s p e n s i o n s .  N o  a g g r e g a t i o n  o f  b a c t e r i a  w a s  s e e n  b e f o r e  

a d d i t i o n  t o  t h e  c o l u m n .

O n e .  m l  o f  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  c o n t a i n i n g  2  x  1 0 s  

C F U  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  c o l u m n  a n d  e l u t i o n  c o n t i n u e d  w i t h  

6 m i s  o f  e q u i l i b r i a t i o n  b u f f e r .  T h e  f r a c t i o n  o f  b a c t e r i a  

e l u t e d  w a s  d e f i n e d  a s  h y d r o p h i l i c  a n d  m e a s u r e d  b y  

a b s o r b a n c e  a t  5 4 0  n m .  T h e  p e r c e n t a g e  o f  t h e  i n i t i a l  

s a m p l e  s t i l l  a b s o r b e d  t o  t h e  c o l u m n  w a s  e s t i m a t e d  a n d  t h e  

r e s u l t  e x p r e s s e d  a s  t h e  p e r c e n t a g e  h y d r o p h o b i c i t y  f o r  t h e  

b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n .

2 . 8  B A C T E R I A L  C E L L  S U R F A C E  C H A R G E  D E T E R M I N A T I O N .

N e t  c e l l  s u r f a c e  c h a r g e  o f  b a c t e r i a  a n d  M a b - t r e a t e d  

b a c t e r i a  w a s  m e a s u r e d  b y  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p a r t i t i o n i n g .  

I n  t h i s  s y s t e m  t w o  p o l y m e r s  i n  a q u e o u s  s o l u t i o n  f o r m  

s e p a r a t e  p h a s e s  r i c h  i n  e a c h  p o l y m e r  d u e  t o  t h e  m o l e c u l a r  

i n t e r a c t i o n  b e t w e e n  m o l e c u l e s  o f  t h e  s a m e  p o l y m e r .  I n

2 . 7 . 2 .  H y d r o p h o b ic  i n t e r a c t i o n  c h r o m a to g r a p h y  ( HI C) .
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t h i s  s t u d y  a n  a q u e o u s  m i x t u r e  o f  l o w  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  ( P E G )  a n d  d e x t r a n  r e s u l t s  i n  a  t w o -  

p h a s e  p a r t i t i o n  w i t h  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  P E G  i n  t h e  t o p  

p h a s e  a n d  d e x t r a n  i n  t h e  b o t t o m .  B a c t e r i a  a d d e d  t o  t h e s e  

s y s t e m s  p a r t i t i o n  i n  a  d e f i n e d  w a y  d e p e n d a n t  o n  t h e i r  

a t t r a c t i o n  f o r  e i t h e r  P E G  o r  d e x t r a n .

A d d i t i o n  o f  i n o r g a n i c  s a l t s  t o  t h e s e  s y s t e m s  c a n  

a l s o  l e a d  t o  n o n - e q u a l  p a r t i t i o n i n g  o f  t h e  o n e  o f  t h e  

s a l t  i o n s . U n e q u a l  p a r t i t i o n i n g  o f  a n  i o n  p r e f e r e n t i a l l y  

i n t o  o n e  p h a s e  w i t h  e q u a l  d i s t r i b u t i o n  o f  t h e  o t h e r  i o n  

b e t w e e n  t h e  p h a s e s  r e s u l t s  i n  a n  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  

b e t w e e n  t h e  t w o  p h a s e s .  B a c t e r i a  a d d e d  t o  s u c h  a  s y s t e m ,  

i f  c h a r g e d ,  w i l l  p a r t i t i o n  a c c o r d i n g  n o t  o n l y  t o  t h e i r  

p r e f e r e n c e  f o r  p o l y m e r  b u t  a l s o  a c c o r d i n g  t o  t h e  

a t t r a c t i o n  o f  c h a r g e  f o r  e a c h  p h a s e .

I n  t h i s  s t u d y  t w o  s y s t e m s  c o n t a i n i n g  d i f f e r i n g  

b u f f e r s  w e r e  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  n e t  b a c t e r i a l  c e l l  

s u r f a c e  c h a r g e .  S o d i u m  c h l o r i d e ,  a n  i n o r g a n i c  s a l t  w h i c h  

p a r t i t i o n s  e q u a l l y  b e t w e e n  P E G  a n d  d e x t r a n  p h a s e s ,  w a s  

a d d e d  a s  a  b u f f e r  t o  o n e  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  

s y s t e m .  S o d i u m  s u l p h a t e  w a s  a d d e d  t o  a  s e c o n d  a q u e o u s  

t w o - p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m .  T h e  s u l p h a t e  i o n s  i n t e r a c t  w i t h  

t h e  d e x t r a n  p o l y m e r s  r e s u l t i n g  i n  u n e q u a l  p a r t i t i o n i n g  

w i t h  t h e  b o t t o m ,  d e x t r a n  r i c h ,  p h a s e  b e c o m i n g  n e g a t i v e l y  

c h a r g e d  c o m p a r e d  w i t h  t h e  u p p e r  P E G  p h a s e .  T h e  s o d i u m  

c h l o r i d e  b u f f e r  s y s t e m  p r o v i d e s  a n  n o n - c h a r g e d  s y s t e m  i n  

w h i c h  t h e r e  i s  n o  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  b e t w e e n  t h e  t w o  

p h a s e s . T h e  s o d i u m  s u l p h a t e  s y s t e m  r e s u l t s  i n  a n  

e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  b e t w e e n  t h e  p h a s e s  p r o v i d i n g  a
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c h a r g e d  s y s t e m .  B y  c o m p a r i n g  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  

o f  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  b a c t e r i a  i n  t h e  t w o  s y s t e m s  t h e  

r e l a t i v e  n e t  b a c t e r i a l  s u r f a c e  c h a r g e  c a n  b e  e s t i m a t e d  

( S e e  S e c t i o n  3 . 7 . 4 ) .

2 . 8 . 1 .  P r e p a r a t i o n  o f  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p a r t i t i o n i n g  

s y s t e m s .

A b a s i c  t w o  p h a s e  p a r t i t i o n  s y s t e m  c o n t a i n i n g  4 . 4 %  

( w / w )  p o l y e t h y l e n e  g l y c o l  ( P E G )  6 0 0 0  ( m o l e c u l a r  w e i g h t  

? ? )  a n d  6 . 2 %  ( w / w )  d e x t r a n  T 5 0 0  i n  0 . 0 3 %  M T r i s - H C l  p H

7 . 0  w a s  p r e p a r e d  f r o m  s t o c k  s o l u t i o n s  o f  20% ( w / w )  P E G  

6 0 0 0  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  20% ( w / w )  d e x t r a n  T 5 0 0  i n

d i s t i l l e d  w a t e r .  T h e  s y s t e m  w a s  m a d e  u p  t o  a  v o l u m e  o f  

2 0 0  m i s  a n d  l e f t  t o  s e p a r a t e  o v e r n i g h t  a t  4  ° C  i n  a  

s e p a r a t i n g  f u n n e l .  T h e  b o t t o m  p h a s e ,  r i c h  i n  d e x t r a n ,  a n d  

t h e  t o p  p h a s e ,  r i c h  i n  P E G ,  w e r e  c o l l e c t e d  a n d  s t o r e d  

s e p a r a t e l y  a t  4  ° C .

I n  t h e  u n c h a r g e d  s y s t e m  t h e  i n i t i a l  p a r t i t i o n  s y s t e m  

a l s o  c o n t a i n e d  s o d i u m  c h l o r i d e  ( N a C l )  t o  a  f i n a l  

c o n c e n t r a t i o n  o f  0 . 1  M. I n  t h e  c h a r g e d  s y s t e m ,  s o d i u m  

s u l p h a t e  ( N a S 0 4 )  w a s  a d d e d  t o  a  f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  

0 . 0 5 M  i n  t h e  i n i t i a l  p a r t i t i o n  s y s t e m  b e f o r e  s e p a r a t i o n .

2 . 8 . 2 .  A q u e o u s  t w o - p h a s e  p a r t i t i o n i n g .

T o  p r e p a r e  p h a s e  s y s t e m s  f o r  t h e  p a r t i t i o n i n g  a s s a y s  

1  m l  o f  t h e  b o t t o m  p h a s e  a n d  1  m l  o f  t h e  t o p  p h a s e  w e r e  

p i p e t t e d  i n t o  a  t e s t - t u b e .  0 . 1  m l  o f  a  b a c t e r i a l  

s u s p e n s i o n  c o n t a i n i n g  1  x  1 0 9 C F U / m l  w a s  t h e n  a d d e d  a n d  

t h e  t e s t - t u b e  w a s  v o r t e x e d  f o r  1  m i n u t e .  T h e  t e s t - t u b e  

w a s  t h e n  l e f t  f o r  4 5  m i n u t e s  t o  s e p a r a t e  a f t e r  w h i c h  0 . 5
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m l  a l i q u o t s  w e r e  w i t h d r a w n  f r o m  t h e  t o p  a n d  b o t t o m  p h a s e  

a n d  t h e  a b s o r b a n c e  m e a s u r e d  a t  5 4 0  n m .  R e s u l t s  w e r e  

e x p r e s s e d  a s  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  r e p r e s e n t i n g  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  i n  t h e  t o p  p h a s e  d i v i d e d  b y  

t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  t h e  b a c t e r i a  i n  t h e  b o t t o m  p h a s e .

B o t h  u n c h a r g e d  a n d  c h a r g e d  s y s t e m s  w e r e  c a r r i e d  o u t  

f o r  e a c h  s a m p l e .

2 . 9  P H A G O C Y T I C  L U M I N O L - D E P E N D E N T  C H E M I L U M I N E S C E N C E .

C h e m i l u m i n e s c e n c e  ( C L )  o c c u r s  w h e n  p h a g o c y t i c  c e l l s  

c o m e  i n t o  c o n t a c t  w i t h  p a r t i c u l a t e  m a t t e r  o r

m i c r o o r g a n i s m s .  P h a g o c y t i c  c e l l s  a r e  c a p a b l e  o f  r e l e a s i n g  

b a c t e r i c i d a l  o x y g e n  s p e c i e s  i n c l u d i n g  s u p e r o x i d e ,  

h y d r o g e n  p e r o x i d e ,  h y d r o x y l  r a d i c a l s  a n d  s i n g l e t  o x y g e n .  

T h e s e  o x y g e n  s p e c i e s  p r o d u c e  CL b y  t h e i r  t r a n s i t i o n  o f  

h i g h  e n e r g y  e l e c t r o n s  t o  l o w e r  e n e r g y  s t a t e s ,  t h e  e n e r g y  

l o s t  b e i n g  e m i t t e d  a s  l i g h t .  T h e  l e v e l  o f  CL c a n  b e  

a m p l i f i e d  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  L u m i n o l  ( 5 - a m i n o - 2 , 3 -  

d i h y d r o - 1 , 4 - p h t h a l a z i n e - d i o n e , a  c y c l i c  h y d r a z i d e ) .

L u m i n o l - d e p e n d a n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e  h a s  b e e n  u s e d  t o  

i n v e s t i g a t e  t h e  f u n c t i o n i n g  o f  p h a g o c y t i c  c e l l s  a n d  t h e  

u s e  o f  a n t i b o d i e s  f o r  o p s o n i z a t i o n  i n  p h a g o c y t i c  a s s a y s .

2 . 9 . 1 .  G r o w t h  a n d  o p s o n i z a t i o n  o f  b a c t e r i a .

N . m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  w a s  g r o w n  u p  o v e r n i g h t  i n  a  

5% C 0 2 a t m o s p h e r e  a t  3 7  ° C  o n  G C - a g a r .  T h e  p l a t e s  w e r e  

h a r v e s t e d  i n  s t e r i l e  s a l i n e  a n d  w a s h e d  t w i c e

( c e n t r i f u g a t i o n  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  2 0 0 0  G ,  r o o m

t e m p e r a t u r e ) .  T h e  b a c t e r i a  w e r e  r e s u s p e n d e d  i n  H a n k ' s
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b a l a n c e d  s a l t  s o l u t i o n  ( H B S S ,  p H  7 . 3 )  b u f f e r e d  w i t h  2 5  mM 

H E P E S  ( N ' - 2 - h y d r o x y e t h y l - p i p e r a z i n e  N ' - e t h a n e s u l p h o n i c  

a c i d )  w i t h o u t  p h e n o l  r e d ,  a t  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  1  x  1 0 9 

C F U / m l  a n d  l e f t  o n  i c e .  5 0 0  u l  o f  b a c t e r i a l  s u s p e n s i o n  ( 1  

x  1 0 9 C F U / m l )  w e r e  a d d e d  t o  l O O u l  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m ) . T h e  t o t a l  v o l u m e  w a s  a d j u s t e d  t o  

1  m l  u s i n g  H E P E S - b u f f e r e d  H B S S  a n d  r o t a t e d  f o r  3 0  m i n u t e s  

a t  3 7  ° C .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  a t  2 0 0 0  G 

f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  w a s h e d  t w i c e  w i t h  H B S S .  T h e  o p s o n i z e d  

b a c t e r i a  w e r e  f i n a l l y  r e s u s p e n d e d  i n  0 . 5  m l  o f  H E P E S -  

b u f  f  e r e d  H B S S  a n d  l e f t  o n  i c e .

2 . 9 . 2 .  P r e p a r a t i o n  o f  h u m a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s .

F r e s h  b l o o d  w a s  t a k e n  b y  v e n e p u n c t u r e  f r o m  h e a l t h y  

a d u l t  v o l u n t e e r s  i n t o  1 0  u n i t s / m l  o f  p r e s e r v a t i v e - f r e e  

h e p a r i n  a n d  m i x e d  f o r  1 0  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  t o  

p r e v e n t  c o a g g l u t i n a t i o n .  T h e  b l o o d  w a s  m i x e d  w i t h  6% 

( w / v )  d e x t r a n  (MW 1 1 0 , 0 0 0 )  i n  0 . 9 %  ( w / v )  s t e r i l e  s a l i n e  

( D e x t r a v e n  1 1 0  i n j e c t i o n  B . P . ,  F i s o n s  P L C ,  L o u g h b o r o u g h ,  

B r i t a i n )  2 p a r t s  t o  1  r e s p e c t i v e l y ,  i n  a  5 0  m l  s y r i n g e .  

T h e  r e d  c e l l s  w e r e  a l l o w e d  t o  s e d i m e n t  u n d e r  g r a v i t y  f o r  

4 5  m i n u t e s  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  T h e  u p p e r  l a y e r  o f  

l e u c o c y t e - r i c h  p l a s m a  w a s  t h e n  d e c a n t e d  o f f  t h r o u g h  a  

b e n t  2 3  g a u g e  n e e d l e .  T h e  f r a c t i o n  w a s  t h e n  c e n t r i f u g e d  

a t  1 6 0  G f o r  1 5  m i n u t e s  a n d  t h e  p e l l e t  r e s u s p e n d e d  i n  1 0  

m l  0 . 8 3 %  ( w / v )  T r i s - b u f f e r e d  a m m o n i u m  c h l o r i d e  ( p H  7 . 2 )  

( B o y l e ' s  s o l u t i o n ) .  T h e  s u s p e n s i o n  w a s  m i x e d  f o r  1 0  

m i n u t e s  a t  3 7  ° C  t o  l y s e  a n y  r e s i d u a l  c e l l s .  T h e  c e l l s  

w e r e  t h e n  w a s h e d  t w i c e  i n  H E P E S - b u f f e r e d  H B S S  c o n t a i n i n g
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0 . 1 %  F C S . T h e  c e l l s  w e r e  l e f t  a t  3 7  ° C  o n  a  r o l l e r  f o r  3 0

m i n s .

2 . 9 . 3 .  M i c r o s c o p i c a l  p h a g o c y t o s i s  a s s a y .

O p s o n i z e d  b a c t e r i a  w e r e  d i l u t e d  1 i n  1 0 0  i n  H E P E S -  

b u f f e r e d  H B S S  t o  g i v e  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  5 x  1 0 6 C F U / m l .  

2 0 0  u l  o f  t h e  s u s p e n s i o n  w a s  i n c u b a t e d  w i t h  a n  e q u a l  

v o l u m e  o f  PMN ( 2  x  1 0 6 c e l l s / m l )  f o r  1 5  m i n u t e s  a t  3 7  ° C  

o n  a  r o l l e r .  A 1 0 0  u l  a l i q u o t  o f  t h i s  m i x t u r e  w a s  a p p l i e d  

t o  a  g l a s s  s l i d e  a n d  c y t o c e n t r i f u g e d  ( S h a n d o n  S o u t h e r n  

P r o d u c t s  L t d ,  C h e s h i r e ,  B r i t a i n )  a t  5 5  G f o r  5 m i n u t e s .  

T h e  s l i d e  w a s  a i r - d r i e d ,  f i x e d  i n  m e t h a n o l  a n d  s t a i n e d  

w i t h  a c r i d i n e - o r a n g e  ( 0 . 3  m g / m l ) .  T h e  n u m b e r  o f  

n e u t r o p h i l s  w i t h  i n g e s t e d  b a c t e r i a  w e r e  c o u n t e d  u s i n g  a  

f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  a n d  e x p r e s s e d  a s  a  p e r c e n t a g e .

2 . 9 . 4 .  C h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y .

L u m i n o l - d e p e n d a n t  CL w a s  m e a s u r e d  u s i n g  a  p h o t o m e t e r  

( L u m i n o m e t e r  1 2 5 0 ,  LKB W a l l a c ,  S w e d e n )  a t  3 7  ° C .  A l l

r e a c t i o n  m i x t u r e s  w e r e  k e p t  a t  3 7  ° C  i n  a  D r i - b l o c k  0 8 - 3  

( T e c h n e  C a m b r i d g e  L t d ,  C a m b r i d g e ,  B r i t a i n )  d u r i n g  t h e  

a s s a y .  A s t o c k  s o l u t i o n  o f  L u m i n o l  w a s  d i s s o l v e d  i n  

d i m e t h y l  s u l p h o x i d e  ( D M S O )  a n d  d i l u t e d  i n  H B S S  t o  g i v e  a

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  2  x  1 0 - 5 m o l / 1 . 9 0 0 u l  o f  t h e

L u m i n o l s o l u t i o n  w e r e  a d d e d  t o a 3 m l p o l y s t y r e n e

r e a c t i o n v i a l  c o n t a i n i n g  5 0 0  u l o f t h e PMN s u s p e n s i o n

p r e p a r e d  a b o v e .  T h e  m i x t u r e  w a s  t r a n s f e r r e d  t o  t h e  l i g h t  

p r o o f  c h a m b e r  o f  t h e  L u m i n o m e t e r ,  a  b a c k g r o u n d  

s u b t r a c t i o n  c o n t r o l  w a s  u s e d  t o  z e r o  t h e  i n s t r u m e n t  p r i o r  

t o  t h e  a d d i t i o n  o f  t h e  o p s o n i z e d  b a c t e r i a .  2 0 0  u l  o f  t h e
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o p s o n i z e d  b a c t e r i a  s u s p e n s i o n  p r e p a r e d  a b o v e  w a s  a d d e d  t o  

t h e  r e a c t i o n  m i x t u r e  a n d  t h e  m a x i m u m  CL g e n e r a t e d  ( i n  mV )  

w a s  r e c o r d e d  a f t e r  1 5  s e c o n d s  u s i n g  t h e  i n t e g r a l  p r i n t e r  

o f  t h e  L u m i n o m e t e r .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  f o r  e a c h  r e a c t i o n  

m i x t u r e  e v e r y  2 m i n u t e s  f o r  a  t o t a l  o f  9 0  m i n u t e s .  E a c h  

r e a c t i o n  v i a l  w a s  k e p t  c o v e r e d  f r o m  l i g h t  a t  3 7  ° C  i n  a  

D r i - b l o c k .

2 . 1 0  S O D I U M  DODECY L S U L P H A T E  P O L Y A C R Y L A M ID E  GEL  

E L E C T R O P H O R E S I S  ( S D S - P A G E ) .

G e l s  w e r e  r u n  b a s e d  o n  t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  b y  

L a e m e l l i  ( 1 9 7 0 ) .  A l l  g e l s  w e r e  r u n  a t  10% a c r y l a m i d e  

c o n c e n t r a t i o n  w i t h  a  w i d t h  o f  0 . 7 5  mm.

T h e  r u n n i n g  b u f f e r  w a s  p r e p a r e d  w i t h  6 g  T r i s - H C l ,  

2 8 . 8  g  o f  g l y c i n e  a n d  2  g  o f  s o d i u m  d o d e c y l  s u l p h a t e  

( S D S ) .  T h e s e  w e r e  a d d e d  t o  2  1 o f  d e - i o n i s e d  d i s t i l l e d  

w a t e r .  T h e  s a m p l e  b u f f e r  w a s  s t o r e d  a s  a  d o u b l e  s t r e n g t h  

s o l u t i o n  w i t h  0 . 0 0 5 %  B r o m o p h e n o l  b l u e  ( B D H ) ,  2 . 0 %  S D S ,  

20% S u c r o s e  ( B D H )  i n  0 . 0 8 M  T r i s - H C l  p H  6 . 8 .  S a m p l e s  t o  b e  

r u n  o n  g e l s  w e r e  m i x e d  w i t h  e q u a l  v o l u m e s  o f  t h e  s a m p l e  

b u f f e r  p r i o r  t o  l o a d i n g .

F o r  n o n - r e d u c e d  g e l s  w h e r e  d i s s o c i a t i o n  o f  i n t e r ­

c h a i n  b o n d s  w a s  n o t  w a n t e d  t h e  s a m p l e  w a s  t h e n  l o a d e d .  

F o r  r e d u c e d  g e l s  M e r c a p t o e t h a n o l  t o  a  c o n c e n t r a t i o n  o f  

10% ( v / v )  w a s  a d d e d  t o  t h e  s a m p l e  f o l l o w i n g  a d d i t i o n  o f  

t h e  s a m p l e  b u f f e r .  T h e  s a m p l e  w a s  t h e n  b o i l e d  f o r  3 

m i n u t e s  a t  1 0 0  ° C .  O n c e  c o o l  t h e  s a m p l e  w a s  t h e n  l o a d e d  

o n  t h e  g e l .
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G l o v e s  w e r e  w o r n  a t  a l l  t i m e s  w h i l s t  c a s t i n g ,  

l o a d i n g  a n d  h a n d l i n g  g e l s  t o  p r e v e n t  c o n t a m i n a t i o n  a n d  

f o r  p r o t e c t i o n  a g a i n s t  t h e  t o x i c  e f f e c t s  o f  a c r y l a m i d e  

a n d  N , N ' - m e t h y l e n e  b i s a c r y l a m i d e .

G l a s s  p l a t e s  ( 2 0  c m  x  2 0  c m )  w e r e  w a s h e d  t h o r o u g h l y  

i n  w a t e r  t h e n  d r i e d  a n d  s p r a y e d  l i b e r a l l y  w i t h  70% 

m e t h a n o l .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  d r i e d  o n c e  m o r e .  P e r s p e x  

s p a c e r s  ( 0 . 7 5  mm w i d t h )  w e r e  p l a c e d  b e t w e e n  t h e  p l a t e s  

w h i c h  w e r e  t h e n  c l a m p e d  t o g e t h e r .  T h e  p l a t e s  w e r e  p l a c e d  

i n  t h e  c a s t i n g  s t a n d  a n d  s e a l e d  T h e  s e p a r a t i n g  g e l  

s o l u t i o n  w a s  p o u r e d  i n t o  t h e  m o u l d  l e a v i n g  a  4 - 5  c m  s p a c e  

a t  t h e  t o p .  D i s t i l l e d  w a t e r  w a s  l a y e r e d  o n  t o p  o f  t h e  g e l  

t o  g i v e  a  s h a r p  i n t e r f a c e  a n d  t h e  g e l  l e f t  t o  p o l y m e r i z e  

f o r  3 0  m i n u t e s .

O n c e  p o l y m e r i z e d  t h e  w a t e r  w a s  p o u r e d  o f f  a n d  a  

p e r s p e x  c o m b  ( 0 . 7 5  mm) w a s  i n s e r t e d  b e t w e e n  t h e  g l a s s  

p l a t e s  t o  f o r m  w e l l s  f o r  l o a d i n g  s a m p l e s .  T h e  s t a c k i n g  

g e l  s o l u t i o n  w a s  t h e n  p o u r e d  o n  t o p  o f  t h e  s e p a r a t i n g  g e l  

a n d  a l l o w e d  t o  p o l y m e r i z e  f o r  a  f u r t h e r  3 0  m i n u t e s .

T h e  c o m b  w a s  g e n t l y  r e m o v e d  a n d  t h e  w e l l s  d r i e d  w i t h  

t h i n  s e c t i o n s  o f  f i l t e r  p a p e r .  U s i n g  a  P 2 0  G i l s o n  p i p e t t e  

e a c h  s a m p l e  o f  2 0  u l  w a s  l o a d e d  i n t o  a  w e l l .  O n c e  a l l  t h e  

s a m p l e s  w e r e  l o a d e d  t h e  u p p e r  r e s e r v o i r  w a s  a s s e m b l e d  a n d  

t h e  g e l  a p p a r a t u s  w a s  c o n n e c t e d  t o  a  LKB p o w e r  p a c k .  T h e  

g e l  w a s  r u n  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e  f o r  4  h o u r s  a t  2 5  m A .  T h e  

g e l  w a s  s t o p p e d  w h e n  t h e  b r o m o p h e n o l  d y e  f r o n t  r e a c h e d  

t h e  b o t t o m  o f  t h e  g e l .
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2 . 1 0 . 1 .  C o o m a s s i e  b l u e  s t a i n i n g  o f  S D S - P A G E  g e l s .

T h e  c o o m a s s i e  b l u e  s t a i n  c o n t a i n e d  4 0 5  m l  m e t h a n o l ,  

5 2 0  m l  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  0 . 1 2 5  g  C o o m a s s i e  b l u e  d y e .  

W h e n  s t a i n i n g  g l a c i a l  a c e t i c  a c i d  w a s  a d d e d  t o  t h e  s t a i n  

a t  7% ( v / v )  . G e l s  w e r e  l e f t  i n  1 0 0  m l  o f  s t a i n  r o c k i n g

o v e r n i g h t  a t  r o o m  t e m p e r a t u r e .  D e s t a i n i n g  s o l u t i o n  

c o n s i s t e d  o f  t h e  s a m e  c o n s t i t u e n t s  a s  t h e  c o o m a s s i e  b l u e  

s t a i n  a b o v e  b u t  w i t h o u t  t h e  d y e .  G e l s  w e r e  d e s t a i n e d  w i t h  

f o u r  1 0 0  m l  c h a n g e s  o f  d e s t a i n  o v e r  2 h o u r s  a t  r o o m  

t e m p e r a t u r e .

2 . 1 0 . 2 .  S i l v e r  s t a i n i n g  o f  S D S - P A G E  g e l s .

T h e  g e l  w a s  p l a c e d  i n  a  f i x i n g  s o l u t i o n  o f  50%  

m e t h a n o l  a n d  10% a c e t i c  a c i d  f o r  2 h o u r s .  T h e  g e l  w a s  

t h e n  t w i c e  w a s h e d  w i t h  15% m e t h a n o l  f o r  1 0  m i n u t e s .  T h e  

g e l  w a s  t h e n  p l a c e d  i n  a  s o l u t i o n  o f  5% g l u t a r a l d e h y d e  

f o r  3 0  m i n u t e s  t o  c r o s s - l i n k  p r o t e i n s .  T h e  g e l  w a s  

s u b s e q u e n t l y  w a s h e d  w i t h  15% m e t h a n o l  a s  a b o v e .  T h e  g e l  

w a s  a l l o w e d  t o  e q u i l i b r i a t e  f o r  2 h o u r s  i n  a  s o l u t i o n  o f  

s i l v e r  n i t r a t e  ( 1 . 9  g  1 " 1 ) i n  d i s t i l l e d  w a t e r  a n d  t h e n  

r i n s e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r  f o r  3 0  s e c o n d s .  T h e  s i l v e r  

n i t r a t e  w a s  r e d u c e d  b y  a  s o l u t i o n  o f  s o d i u m  b o r o h y d r i d e  

( N a B H 4 ,  8 7 . 5  m g  1 “ 1 ) a n d  a c e t a l d e h y d e  ( H C H O ,  7 . 5  m l  1 " 1 ) 

i n  0 . 7 5  M s o d i u m  h y d r o x i d e  ( N a O H )  f o r  1 0  m i n u t e s ,  o r  

u n t i l  s p o t s  b e g a n  t o  a p p e a r .  T h e  g e l s  w e r e  d r i e d  o r  

s t o r e d  i n  d i s t i l l e d  w a t e r .

H O



3  . R E S U L T S  -

3 . 1  S T A N D A R D I Z A T I O N  OF  R A D I O I M M U N O A S S A Y S  ( R I A ' S )  W I T H  

V A R I O U S  A N T I G E N S  FOR S E L E C T I O N  AND C H A R A C T E R I Z A T I O N  OF  

MONOCLONAL A N T I B O D Y  (M A B )  S E C R E T I N G  H Y B R I D O M A S .

T h e  i n i t i a l  s t a g e  i n  p r o d u c i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

c o n s i s t s  o f  s t a n d a r d i z i n g  a  s c r e e n i n g  a s s a y  f o r  t h e  

s e l e c t i o n  o f  p o s i t i v e  c l o n e s .  T h e  a s s a y  m u s t  b e  s e n s i t i v e  

e n o u g h  t o  d e t e c t  l o w  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  c o m p a r e d  w i t h  

a n t i - s e r a  c o n t r o l s  b u t  n o t  s o  s e n s i t i v e  a s  t o  d e t e c t  n o n ­

s p e c i f i c  b i n d i n g .

T h e  c o n c e n t r a t i o n  a n d  c h o i c e  o f  b l o c k i n g  a g e n t s  m u s t  

a l s o  e n s u r e  l o w  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  a s  t h i s  w i l l  

r e p r e s e n t  t h e  n e g a t i v e  c o n t r o l .

I n i t i a l  o p t i m i z a t i o n  o f  t h e  r a d i o i m m u n o a s s a y ’ s  u s e d  

f o r  c h a r a c t e r i z a t i o n  u s e d  i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  ( I R S )  

r a i s e d  a g a i n s t  h e a t - k i l l e d  S L / B R  t o  o p t i m i z e  t h e  c o a t i n g  

c o n d i t i o n s  f o r  t h e  v a r i o u s  a n t i g e n s .

I n  e a c h  o p t i m i z a t i o n  e x p e r i m e n t  t h e  I R S  w a s  t i t r a t e d  

a t  t h r e e  d i l u t i o n s  ( 1 0 - 3 / 1 0 - 4  a n d  1 0 ~ 5 ) i n  a n  a t t e m p t  t o  

s i m u l a t e  t h e  l e v e l s  o f  a n t i b o d y  n o r m a l l y  p r e s e n t  i n  t h e  

p r i m a r y  w e l l s  o f  a  f u s i o n .

m



3 . 1 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  f o r  

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  i n  a  s o l i d  

p h a s e  R I A .

I n  o r d e r  t o  s e l e c t  p r i m a r y  w e l l s  s e c r e t i n g  s p e c i f i c  

a n t i b o d y  t o  t h e  i m m u n i z i n g  s t r a i n  a  s o l i d  p h a s e

r a d i o i m m u n o a s s a y  w a s  d e v e l o p e d .

T h e  i n i t i a l  s c r e e n i n g  o f  M a b  s u p e r n a t a n t s  w a s

c a r r i e d  o u t  w i t h  h e a t - k i l l e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R ) ,  t h e  i m m u n i z i n g  s t r a i n ,  a s  t h e  

a n t i g e n  a n d  t h e  u s e  o f  I R S  t o  o p t i m i z e  t h e  c o a t i n g  

c o n d i t i o n s  ( s e e  a b o v e ,  S e c t i o n  3 . 1 ) .

P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  a  n u m b e r  o f  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  h e a t - k i l l e d  S L / B R  a s  d e t e r m i n e d  b y  o p t i c a l  d e n s i t y  a t  

5 4 0  n m .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  t i t r a t e d  w i t h  s p e c i f i c  I R S .  

N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s  w e r e  b l o c k e d  u s i n g  10% ( v / v )

F o e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S )  i n  P B S .  W e l l s  b l o c k e d  w i t h  10% 

( v / v )  F C S / P B S  a n d  n o t  c o a t e d  w i t h  S L / B R  s e r v e d  a s  

n e g a t i v e  c o n t r o l s  p r o v i d i n g  a  r e c o r d  o f  n o n - s p e c i f i c  

b a c k g r o u n d  c o u n t s .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s h o w n  i n  F i g  4 .  

F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w a s  s e e n  t h a t  c o a t i n g  t h e  p l a t e s  

w i t h  a  s o l u t i o n  o f  S L / B R  o f  o p t i c a l  d e n s i t y  ( O . D . )  o f  

0 . 0 2  ( 5 4 0  n m )  s t i l l  e n a b l e d  d e t e c t i o n  u s i n g  a l l  t h r e e

d i l u t i o n s  o f  I R S .  T o  e n s u r e  t h a t  t h e  m a x i m u m  c o a t i n g  

c o n d i t i o n s  w e r e  a c h i e v e d ,  e n a b l i n g  t h e  h i g h e s t  l e v e l s  o f  

d e t e c t i o n  b y  I R S  o r  M a b  s u p e r n a t a n t  a  c o a t i n g  s o l u t i o n  o f  

O . D .  0 . 1  ( 5 4 0  n m )  w a s  u s e d  i n  a l l  s u b s e q u e n t  a s s a y s .

1 1 2



F i g u r e

s
Cl.
6

r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  a t  3  

s e p e r a t e  d i l u t i o n s .

4 .  D e t e c t i o n  o f  S . t y p h i m u r i u m  (SL/BR )  a t  v a r i o u s
c o n c e n t r a t i o n s  i n  a s o l i d  p h a s e

1 0 . -3  1 0 . - 4  - k r -  1 0 . -5
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SL/BR solution (O.D. 540nm)
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C o a t i n g  s o l u t i o n s  o f  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  g a v e  n o  

i n c r e a s e  i n  s e n s i t i v i t y  o f  d e t e c t i o n  w i t h  a n y  o f  t h e  

t h r e e  d i l u t i o n s .

3 . 1 . 2 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  b l o c k i n g  c o n d i t i o n s  u s i n g  

F o e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S )  i n  a  s o l i d  p h a s e  R I A .

F o e t a l  c a l f  s e r u m  ( F C S )  w a s  u s e d  a s  a  b l o c k i n g  a g e n t  

t o  r e d u c e  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  M a b  a b s o r b i n g  t o  t h e  

PVC m i c r o t i t r e  w e l l s  o f  a  p l a t e  i n  s o l i d  p h a s e  R I A .  

I n i t i a l l y ,  f o r  s t a n d a r d i z a t i o n  p u r p o s e s ,  20% ( v / v )  

F C S / P B S  w a s  u s e d  a s  a  b l o c k i n g  s o l u t i o n .  F o r  f u r t h e r  

a s s a y s  t h e  c o n c e n t r a t i o n  o f  F C S  w a s  o p t i m i z e d .

P l a t e s  w e r e  b l o c k e d  w i t h  d i f f e r i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

F C S / P B S  a n d  t h e n  t i t r a t e d  w i t h  I R S  s p e c i f i c  f o r  S L / B R .  

C o n t r o l  p l a t e s  b l o c k e d  w i t h  P B S  w e r e  u s e d  t o  m e a s u r e  

a b s o r p t i o n  o f  I R S  t o  PVC m i c r o t i t r e  w e l l s  o f  t h e  p l a t e s .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s h o w n  i n  F i g  5 .  

I t  w a s  s e e n  t h a t  b l o c k i n g  t h e  p l a t e s  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  

F C S / P B S  o f  2% ( v / v )  s t i l l  g a v e  s i g n i f i c a n t  r e d u c t i o n s  i n  

n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  u s i n g  a l l  t h r e e  d i l u t i o n s  o f  I R S .  I n  

o r d e r  t h a t  t h e  m a x i m u m  b l o c k i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  a c h i e v e d  

t o  r e d u c e  t h e  l e v e l s  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  b y  I R S  o r  

M a b  s u p e r n a t a n t  a  b l o c k i n g  s o l u t i o n  o f  10% ( v / v )  F C S / P B S  

w a s  u s e d  i n  a l l  s u b s e q u e n t  a s s a y s  b o t h  f o r  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e , b a c t e r i a  a n d  b a c t e r i a l  f r a c t i o n s .  

B l o c k i n g  s o l u t i o n s  o f  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  g a v e  n o  

i n c r e a s e  i n  r e d u c t i o n  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  w i t h  a n y  o f  

t h e  t h r e e  d i l u t i o n s .
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5 .  B l o c k i n g  o f  n o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  b y  i m m u n e  

r a b b i t  s e r u m  a t  3 s e p e r a t e  d i l u t i o n s  u s i n g  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  o f  f o e t a l  c a l f  s e r u m .
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3 . 1 . 3 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  f o r  

c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  o f  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  i n  a  s o l i d  p h a s e  R I A .

S u b s e q u e n t  s c r e e n i n g  o f  M a b  s u p e r n a t a n t s  w a s  c a r r i e d  

o u t  w i t h  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  o f  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R ) ,  t h e  i m m u n i z i n g  s t r a i n ,  

a s  a n t i g e n s  i n  a  s o l i d  p h a s e  R I A  a n d  t h e  u s e  o f  i m m u n e  

r a b b i t  s e r u m  ( I R S )  r a i s e d  a g a i n s t  h e a t - k i l l e d  S L / B R  t o  

o p t i m i z e  t h e  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  ( F i g s  6 a n d  7 ) .

P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  a  n u m b e r  o f  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  o f  S L / B R  a s  

d e t e r m i n e d  b y  t h e  p r o t e i n  c o n t e n t  ( e g  2 u g  p r o t e i n / m l  o f  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n )  t o  e n a b l e  c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  

f r a c t i o n s .  T h e  p l a t e s  w e r e  t h e n  t i t r a t e d  w i t h  s p e c i f i c  

I R S .  N o n - s p e c i f i c  b i n d i n g  s i t e s  w e r e  b l o c k e d  u s i n g  20% 

( v / v )  F C S / P B S . W e l l s  b l o c k e d  w i t h  10% ( v / v )  F C S / P B S  a n d

n o t  c o a t e d  w i t h  S L / B R  s e r v e d  a s  n e g a t i v e  c o n t r o l s  a s  i n  

p r e v i o u s  a s s a y s .

l i e



T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s h o w n  i n  F i g s  6  

a n d  7 .  C o a t i n g  t h e  p l a t e s  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  t h e  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o f  S L / B R  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  2 

u g / m l  r e s u l t e d  i n  d e t e c t i o n  u s i n g  a l l  t h r e e  d i l u t i o n s  o f  

I R S .  A s o l u t i o n  o f  m e m b r a n e  f r a c t i o n  o f  S L / B R  o f  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  o f  2 u g / m l  f o r  c o a t i n g  w e l l s  a l s o  r e s u l t e d  

i n  d e t e c t i o n  b y  a l l  t h r e e  d i l u t i o n s  o f  I R S .

M a x i m u m  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  e n a b l i n g  t h e  h i g h e s t  

l e v e l s  o f  d e t e c t i o n  b y  I R S  o r  M a b  s u p e r n a t a n t  w e r e  f o u n d  

w i t h  a  c o a t i n g  s o l u t i o n  o f  p r o t e i n  c o n c e n t r a t i o n  1 0  u g / m l  

f o r  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  a n d  a  s o l u t i o n  o f  p r o t e i n  

c o n c e n t r a t i o n  1 0  u g / m l  f o r  t h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n  i n  t h e  

a s s a y s  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  M a b s . 

C o a t i n g  s o l u t i o n s  o f  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  f o r  e i t h e r  

f r a c t i o n  g a v e  n o  i n c r e a s e  i n  c o u n t s  b o u n d  w i t h  a n y  o f  t h e  

t h r e e  d i l u t i o n s  a n d  s o  w o u l d  g i v e  n o  i n c r e a s e  i n  t h e  

a s s a y ' s  s e n s i t i v i t y .
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t y p h i m u r i u m  ( S L / B R )  a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  

i n  a  s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  i m m u n e  

r a b b i t  s e r u m  a t  3 s e p e r a t e  d i l u t i o n s .

F i g u r e  6 .  D e t e c t i o n  o f  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  o f  S.
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t y p h i m u r i u m  ( S L / B R )  a t  v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  

i n  a  s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  i m m u n e  

r a b b i t  s e r u m  a t  3 s e p e r a t e  d i l u t i o n s .

F i g u r e  7 .  D e t e c t i o n  o f  membrane f r a c t i o n  o f  S .

—  1 0 . -3  - - t -  1 0 . - 4  -A - 1 0 . -5

20

0 $ _ *____________________ :___________ :_______________________ i

0 10 20 30 40 50

ug protein/ml membrane fraction

119



3 . 1 . 4 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  o p t i m a l  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  f o r  

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  ( w i l d  t y p e )  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  

( L P S )  i n  s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y  ( R I A ) .

S p e c i f i c i t y  o f  M a b  s u p e r n a t a n t s  f o r  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i um ( w i l d  t y p e )  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  w a s  

d e t e r m i n e d  b y  u s i n g  S . t y p h i m u r i um (WT)  L P S  a s  a n t i g e n  i n  

a  s o l i d  p h a s e  R I A .  I m m u n e  r a b b i t  s e r u m  ( I R S )  r a i s e d  

a g a i n s t  h e a t - k i l l e d  S L / B R  w a s  u s e d  t o  o p t i m i z e  t h e  

c o a t i n g  c o n d i t i o n s  ( F i g  8 ) .

P l a t e s  w e r e  c o a t e d  w i t h  a  n u m b e r  o f  c o n c e n t r a t i o n s

o f  S .___t y p h i m u r i u m  (W T )  L P S  i n  P B S  a n d  w e r e  t h e n  t i t r a t e d

w i t h  I R S  s p e c i f i c  f o r  h e a t - k i l l e d  S L / B R .  N o n - s p e c i f i c  

b i n d i n g  s i t e s  w e r e  b l o c k e d  u s i n g  10% ( v / v )  F C S / P B S .  W e l l s  

b l o c k e d  w i t h  10% ( v / v )  F C S / P B S  a n d  n o t  c o a t e d  w i t h  S . 

t y p h i m u r i u m (WT )  L P S  s e r v e d  a s  n e g a t i v e  c o n t r o l s  a s  i n  

p r e v i o u s  a s s a y s .

T h e  r e s u l t s  o f  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a r e  s h o w n  i n  F i g  8 .  

A l l  t h r e e  d i l u t i o n s  o f  I R S  w e r e  c a p a b l e  o f  d e t e c t i n g  S . 
t y p h i m u r i u m  (WT)  L P S  o n  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  a  s o l u t i o n  o f  

1 0  u g / m l  L P S / P B S . I n  o r d e r  t o  m a x i m i z e  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  

f o r  d e t e c t i o n  b y  I R S  o r  M a b  s u p e r n a t a n t  a  c o a t i n g  

s o l u t i o n  o f  1 0  u g / m l  S .  t y p h i m u r i u m  (W T )  L P S / P B S  w a s  u s e d
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F i g u r e D e t e c t i o n o f t y p h i m u r iu m (WT)8 . S .
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  a t  v a r i o u s  

c o n c e n t r a t i o n s  i n  a  s o l i d  p h a s e  

r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  a t  3 

s e p e r a t e  d i l u t i o n s .
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i n  t h e  r e s u l t i n g  a s s a y s  t o  c h a r a c t e r i z e  t h e  s p e c i f i c i t y  

o f  t h e  M a b s . C o a t i n g  s o l u t i o n s  o f  g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  

g a v e  n o  i n c r e a s e  i n  t h e  a s s a y ' s  s e n s i t i v i t y .  F u r t h e r  R I A  

u s i n g  a  r a n g e  o f  L P S  d e r i v e d  f r o m  o t h e r  S a l m o n e l l a  

s p e c i e s  u s e d  t h e  s a m e  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  t o  a l l o w  

c o m p a r i s o n  b e t w e e n  t h e  c o u n t s  b o u n d  f o r  e a c h  p r e p a r a t i o n .

3 . 1 . 5 .  D e t e c t i o n  o f  E s c h e r i c h i a c o l i  h e a t - l a b i l e  

e n t e r o t o x i n ,  B s u b - u n i t  ( L T - B )  i n  h e a t - k i l l e d  S .  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R ) ,  a n d  S L / B R  c y t o p l a s m i c  

a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  u s i n g  s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y  

( R I A ) .

I t  w a s  i n i t i a l l y  h o p e d  t h a t  M a b  s u p e r n a t a n t s  

s p e c i f i c  f o r  E s c h e r i c h i a c o l i  h e a t - l a b i l e  e n t e r o t o x i n , B 

s u b - u n i t  ( L T - B )  c o u l d  b e  c h o s e n  b y  t h e i r  d i f f e r e n t i a t i o n  

b e t w e e n  S L / B R ,  w h i c h  p r o d u c e s  L T - B ,  a n d  S L ,  w h i c h  d o e s  

n o t . S L / B R  h a d  b e e n  s h o w n  t o  p r o d u c e  L T - B  w h i c h  w a s  

i n c o r p o r a t e d  i n t o  i t ' s  o u t e r - m e m b r a n e  ( G .  D o u g a n ,  

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n ) . N o  q u a l i t a t i v e  d i f f e r e n t i a t i o n  

b e t w e e n  S L / B R  a n d  S L  w a s  f o u n d  b y  i n i t i a l  s c r e e n i n g  o f  

M a b  s u p e r n a t a n t s  ( S e e  S e c t i o n  3 . 2 . 3 ) .  I n  o r d e r  t o  a s s e s s  

t h e  d e g r e e  o f  e x p r e s s i o n  o f  L T - B  i n  h e a t - k i l l e d  S L / B R  a n d  

i n  i t ' s  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  p l a t e s  c o a t e d  

a s  i n  t h e  s c r e e n i n g  a s s a y s  w e r e  p r o b e d  w i t h  a n  i m m u n e  

r a b b i t  s e r u m  ( I R S )  s p e c i f i c  f o r  L T - B  ( T a b l e  1 ) .
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B R D 0 2 6  ( S L / B R ) ,  S . ___t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  ( S L )  a n d
i n  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  o f  S L / B R

T a b l e  1 .  D e t e c t i o n  o f  LT-B i n  S .___t y p h i m u r i u m  SL3261

i n  r a d i o i m m u n o a s s a y  u s i n g  i m m u n e  r a b b i t  s e r u m .  

A n t i g e n  p r e p a r a t i o n  C . P . M
( S d )

L T - B 2 7 8 3 . 6 2 4 8 . 3

M e m b r a n e 1 0 2 6 . 3 1 9 2 . 4

C y t o p l a s m i c 8 6 4 . 4 2 0 3 . 6

S L 2 8 . 4 2 4 . 5

S L / B R 3 2 . 4 1 8 . 3
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H e a t - k i l l e d  S L ,  w h i c h  d i d  n o t  e x p r e s s  L T - B ,  w a s  u s e d  

a s  a  n e g a t i v e  c o n t r o l  w h i l s t  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  GM1 

g a n g l i o s i d e  c o m p l e x e d  w i t h  L T - B  w e r e  u s e d  a s  p o s i t i v e  

c o n t r o l s .  A s  t h e  r e s u l t s  s h o w ,  L T - B  s p e c i f i c  I R S  w a s  

u n a b l e  t o  d e t e c t  L T - B  i n  t h e  h e a t - k i l l e d  S L / B R  a n t i g e n  

p r e p a r a t i o n  b u t  d i d  i n  b o t h  t h e  S L / B R  c y t o p l a s m i c  a n d  

m e m b r a n e  f r a c t i o n s .  T h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  a  d i f f e r e n c e ,  

a l t h o u g h  n o t  s i g n i f i c a n t ,  i n  t h e  l e v e l s  o f  L T - B  i n  t h e  

t w o  f r a c t i o n s  w i t h  h i g h e r  c o u n t s  f o u n d  i n  t h e  m e m b r a n e  

f r a c t i o n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n .  T h i s  m a y  

i n d i c a t e  t h a t  t h e  L T - B  i s  p r e f e r e n t i a l l y  i n c o r p o r a t e d  

i n t o  t h e  c e l l  m e m b r a n e  a s  r e p o r t e d .  H e a t - k i l l e d  S L / B R  

d o e s  n o t  a p p e a r  t o  c o n t a i n  a n t i g e n i c a l l y  i n t a c t  L T - B .  T h e  

h e a t i n g  i n v o l v e d  i n  t h e  k i l l i n g  o f  S L / B R  i s  e q u i v a l e n t  t o  

t h a t  e m p l o y e d  i n  d e s t r o y i n g  t h e  t o x i c i t y  o f  t h e  i n t a c t  

L T . T h i s  m a y  i m p l y  t h a t  t h e  d e t o x i f i c a t i o n  o f  t h e  LT b y  

h e a t i n g  r e s u l t s  i n  t h e  d e n a t u r i n g  o f  t h e  L T - B  o r  L T - A  

s u b - u n i t .  T h e  i n a b i l i t y  t o  d e t e c t  L T - B  i n  t h e  h e a t - k i l l e d  

S L / B R  b u t  i t ' s  d e t e c t i o n  i n  t h e  s o n i c a t e d  f r a c t i o n s  o f  

S L / B R  m a y  b e  d u e  t o  d e n a t u r i n g  o f  t h e  L T - B  s u b - u n i t .

A s  t h e  i n i t i a l  s c r e e n i n g  a n t i g e n  ( h e a t - k i l l e d  S L / B R )  

d i d  n o t  c o n t a i n  a n t i g e n i c a l l y  i n t a c t  L T - B  t h i s  w o u l d  

e x p l a i n  t h e  l a c k  o f  L T - B  s p e c i f i c  M a b s  s e l e c t e d .
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3 . 2  C H A R A C T E R I Z A T I O N  AND C A T E G O R I Z A T I O N  OF I S O T Y P E  AND  

S P E C I F I C I T Y  OF MONOCLONAL A N T I B O D I E S  ( M A B S ) .

T w o  s o u r c e s  o f  f u s i o n  t i s s u e  w e r e  u s e d  f o r  f o u r  

f u s i o n s  w h i c h  r e s u l t e d  i n  3 2  c l o n e d  c e l l - l i n e s  s e c r e t i n g  

M a b  s p e c i f i c  f o r  S . t y p h i m u r i u m S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R ) .

T h e  i s o t y p e  o f  t h e  M a b s  w a s  d e t e r m i n e d  b y  r a d i a l  

i m m u n o d i f f u s i o n  u s i n g  i s o t y p e  s p e c i f i c  a n t i s e r a .  T w e n t y  

o f  t h e  M a b s  s e l e c t e d  w e r e  o f  t h e  I g A  i s o t y p e ,  1 1  w e r e  o f  

t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  o n l y  1  M a b  w a s  o f  t h e  I g G l  i s o t y p e .

3 . 2 . 1 .  C o m p a r i s o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( M a b s )  b y  

s p e c i f i c i t y  a n d  i s o t y p e .

F i g  9 p r e s e n t s  t h e  c o m p a r i s o n  o f  i s o t y p e s  p r o d u c e d  

b y  u s i n g  e i t h e r  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  (M L N )  o r  e f f e r e n t  

m e s e n t e r i c  l y m p h  ( E M L )  a s  a  s o u r c e  o f  l y m p h o c y t e s  f o r  

f u s i o n .  A l t h o u g h  t h e  n u m b e r s  a r e  s m a l l  t h e r e  a p p e a r s  t o  

b e  l i t t l e  d i s t i n c t i o n  b e t w e e n  MLN a n d  EML w i t h  r e g a r d s  t o  

t h e  i s o t y p e  d i s t r i b u t i o n  o f  M a b s  p r o d u c e d  f r o m  e a c h  

s o u r c e .  A p p r o x i m a t e l y  e q u a l  n u m b e r s  o f  I g A  a n d  I g M  w e r e  

p r o d u c e d  b y  e a c h  s o u r c e  w i t h  t h e  s i n g l e  I g G l  a n t i b o d y  

b e i n g  p r o d u c e d  b y  t h e  EML .
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F i g u r e  9 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  i s o t y p e s  o f  t h e  s e l e c t e d  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d e r i v e d  f r o m  m e s e n t e r i c  

l y m p h  n o d e  ( M L N )  t i s s u e  a n d  e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  

l y m p h  ( E M L )

MLN j EML

Isotypes



F i g u r e  1 0 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  i s o t y p e s  o f  t h e  s e l e c t e d

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  S . 

t y p h i m u r i u m  (W T )  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  a n d  

o t h e r  a n t i g e n s .
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W h e n  c h a r a c t e r i z e d  f o r  s p e c i f i c i t y ,  t h e  M a b s  

p r o d u c e d  f e l l  i n t o  t w o  g e n e r a l  g r o u p s  b a s e d  o n  t h e i r  

r e a c t i v i t y  w i t h  S . t ^ g h i m u r g ^ u i i i  (WT)  L P S .  F i g  1 0  

i l l u s t r a t e s  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  i s o t y p e s  o f  M a b s  s p e c i f i c  

f o r  S . t y p h i m u r i u m (W T )  L P S .  T h e  n u m b e r s  i n v o l v e d  a r e
a g a i n  s m a l l  b u t  i t  c a n  b e  s e e n  t h a t  t h e r e  i s  a  d i s t i n c t  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  i s o t v p e  d i s t r i b u t i o n  f o r  M a b s  

w h i c h  a r e  L P S - s p e c i f i c  a n d  t h o s e  w h i c h  a r e  n o t  L P S -  

s p e c i f i c .  M a b s  w h i c h  a r e  n o t  s p e c i f i c  f o r  L P S  a p p e a r  t o  

b e  e v e n l y  s h a r e d  b y  I g A  a n d  I g M  i s o t y p e s  b u t  M a b s  

s p e c i f i c  f o r  L P S  s h o w  a  b i a s  t o w a r d s  t h e  I g A  i s o t y p e .

A p p r o x i m a t e l y  t w i c e  a s  m a n y  M a b s  s p e c i f i c  f o r  L P S  w e r e  o f  

t h e  I g A  i s o t y p e  a s  c o m p a r e d  t o  t h o s e  o f  I g M  o r  I g G l

i s o t y p e .

3 . 2 . 2 .  C a t e g o r i z a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

T h e  r e s u l t s  o f  s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y s  ( R I A s )  

u s i n g  v a r i o u s  a n t i g e n s  t o  s c r e e n  t h e  3 2  c e l l - l i n e s  

s e c r e t i n g  S L / B R  s p e c i f i c  M a b  a r e  p r e s e n t e d  i n  s e c t i o n s

3 . 2 . 3  t o  3 . 2 . 4  a n d  s e c t i o n s  3 . 2 . 6  t o  3 . 2 . 8 .  O n c e

c o m p l e t e d  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  s c r e e n i n g  R I A s  f o r m e d  t h e  

b a s i s  o f  a  s y s t e m  o f  c a t e g o r i z a t i o n  b a s e d  o n  i s o t y p e  a n d  

r e a c t i v i t y  f o r  S .  . t y g h i m u r j l i m  (WT)  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  

( L P S )  a n d  S .  m i n n e s o t a  (W T )  L P S .  W i t h  t h i s  s y s t e m  t h e  

c e l l - l i n e s  w e r e  d i v i d e d  i n t o  6 g r o u p s  w i t h  t h e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o u t l i n e d  i n  T a b l e  2 .
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3 . 2 . 3 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r  S . 
t y p h i m u r i u m S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  S L 3 2 6 1  ( S L ) .

A l l  M a b s  w e r e  s e l e c t e d  b y  t h e i r  s p e c i f i c i t y  f o r  

S L / B R .  I t  w a s  h o p e d  t h a t  M a b  s u p e r n a t a n t s  s p e c i f i c  f o r  

E s c h e r i c h i a c p l i  h e a t - l a b i l e  e n t e r o t o x i n ,  B s u b - u n i t  ( L T -  

B )  c o u l d  b e  c h o s e n  b y  t h e i r  d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  

S L / B R ,  w h i c h  p r o d u c e s  L T - B ,  a n d  S L ,  w h i c h  d o e s  n o t .  N o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n t i a t i o n  b e t w e e n  S L / B R  a n d  S L  w a s  

f o u n d  b y  i n i t i a l  s c r e e n i n g  o f  M a b  s u p e r n a t a n t s  ( S e e  

S e c t i o n  3 . 1 . 5  a b o v e  f o r  f u r t h e r  d e t a i l s ) .

G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  4  M a b s  a l l  w i t h  s i m i l a r  r e a c t i v i t y  f o r  S L / B R  

( T a b l e  3 ) .  T h i s  s i m i l a r i t y  i s  a l s o  f o u n d  i n  t h e  

r e a c t i v i t y  w i t h  S L ,  h o w e v e r  t h e  M a b s  a p p e a r  t o  r e a c t  l e s s  

w e l l  w i t h  S L  t h a n  S L / B R .

S L / B R  a n d  S L  a r e  i s o g e n i c  w i t h  t h e  e x c e p t i o n  t h a t  

S L / B R  c a r r i e s  t h e  B R D 0 2 5  p l a s m i d  c o d i n g  f o r  t h e  L T - B  s u b ­

u n i t .  A s  L T - B  c o u l d  n o t  b e  d e t e c t e d  i n  t h e  a n t i g e n  

p r e p a r a t i o n  o f  S L / B R  i t  i s  u n l i k e l y  t h a t  t h e  p r e s e n c e  o f  

L T - B  i n  S L / B R  c o u l d  a c c o u n t  f o r  t h e  d i f f e r e n c e  i n  

r e a c t i v i t y  f o r  t h e  G r o u p  1  M a b s .

A d i f f e r e n c e  i n  o p t i m u m  c o a t i n g  c o n d i t i o n s  f o r  t h e  

t w o  s t r a i n s  w o u l d  e x p l a i n  t h e  d i s p a r i t y  h o w e v e r  o p t i m u m
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T a b l e  2 .  Group c h a r a c t e r i s t i c s  f o r  t h e  c a t e g o r i z a t i o n  o f
s e l e c t e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

I g A  i s o t y p e ,  s p e c i f i c  f o r  S . ____ t y p h i m u r i u m

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  c r o s s - r e a c t i v e  w i t h  

S . m i n n e s o t a  L P S . ( n  = 4 )

I g M  i s o t y p e ,  s p e c i f i c  f o r  S . t y p h i m u r i u m
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  c r o s s - r e a c t i v e  w i t h  

S .  m i n n e s o t a  L P S .  ( n  = 1 )
G r o u p  3 .

I g A  i s o t y p e ,  s p e c i f i c  f o r  S . _____t y p h i m u r i u m

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  n o n  c r o s s - r e a c t i v e  

w i t h  S _ . M i n n e s o t a  L P S . ( n  = 9 )

G r o u p  4 .

N o n  I g A  i s o t y p e ,  s p e c i f i c  f o r  S_.___t y p h i m u r i u m

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) ,  n o n  c r o s s - r e a c t i v e  

w i t h  S .  m i n n e s o t a  L P S .  ( n  = 4 )

G r o u p 5 .
I g A  i s o t y p e ,  n o t  s p e c i f i c  f o r  S_.___t y p h i m u r i u m

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) .  ( n  = 7 )

G r o u p 6 .

I g M  i s o t y p e ,  n o t  s p e c i f i c  f o r  S . t y p h i m u r i u m  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S ) .  ( n  = 7 )

( n  = n u m b e r  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w i t h i n  

e a c h  g r o u p )
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T a b l e  3 . R a d i o i m m u n o a s s a y  d a t a  f o r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

o f  G r o u p s  1  t o  6 w i t h  S . t y p h i m u r i um S L 3 2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  S . t y p h i m u r i u m S L 3 2 6 1  ( S L )  

a s  a n t i g e n .
A N T I B O D Y B i n d i n g  ( c p m  + )  t o  p l a t e s  

S . t y p h i m u r i u m  
S L / B R ..................................... ...S L

c o a t e d  w i t h  
P C S

( C o n t r o l )
( S d ) ( S d ) ( S d )

G r o u p  1  
6 / 8 / 5 D 6 2 2 9 . 6 2 6 0 . 6 2 3 7 3 . 6 2 1 1 . 8 3 8 . 4 2 1 . 6
6 / 8 / 1 3 E 6 1 7 5 . 9 2 4 6 . 7 5 6 8 2 . 2 3 4 9 . 5 7 2 . 6 2 3 . 1
6 / 8 / 8 1 C 6 6 7 2 . 6 1 8 5 . 6 2 6 6 3 . 8 3 6 4 . 1 6 0 . 9 1 7 . 8
6 / 8 / 1 3 B 1 1 4 2 . 8 1 8 5 . 8 9 4 1 . 5 5 5 . 3 1 6 3 . 8 4 1 . 7
G r o u p  2  
7 / 8 / 3 9 C 4 5 2 . 3 5 6 . 7 5 6 8 . 3 3 5 . 4 5 0 . 7 1 4 . 5
G r o u p  3 
P I P  1 8 1 0 1 5 4 . 5 4 7 5 . 6 2 5 2 8 . 6 1 2 1 . 5 5 9 . 8 2 0 . 1
6 / 8 / 5 4 A 3 7 3 . 3 8 3 . 9 5 6 2 . 3 5 3 . 8 1 5 2 . 7 4 3 . 6
P I P  2 6 5 5 9 . 2 2 3 8 . 1 5 6 6 7 . 8 2 2 0 . 1 5 4 . 7 2 4 . 2
7 / 8 / 5 2 C 3 6 2 . 8 9 2 . 9 3 5 2 . 3 8 9 . 3 1 8 . 2 1 6 . 7
6 / 8 / 1 6 7 2 3 7 . 1 3 4 1 . 8 7 8 2 1 . 3 2 5 6 . 3 9 4 . 6 1 3 . 9
6 / 8 / 3  3C 4 9 8 9 . 3 2 3 1 . 9 4 5 6 1 . 3 1 8 5 . 3 4 1 . 7 1 7 . 5
6 / 8 / 4 2 A 3 2 4 9 . 3 1 7 8 . 2 3 9 6 4 . 2 2 9 6 . 3 9 8 . 5 2 2 . 2
6 / 8 / 8 1 B 4 2 3 1 . 8 1 8 8 . 9 4 5 2 3 . 9 1 3 3 . 9 4 2 . 5 1 2 . 7
6 / 8 / 2 5 3 3 0 . 9 6 7 . 8 3 2 5 . 6 8 8 . 8 5 7 . 5 1 9 . 4
G r o u p  4  
P I P  1 3 4 2 2 5 . 5 2 5 1 . 3 4 0 0 1 . 7 2 1 1 . 3 6 3 . 8 2 3 . 4
7 / 8 / 1 8 5 6 7 4 . 9 1 5 6 . 3 5 5 0 2 . 5 2 3 8 . 3 4 4 . 5 2 1 . 9
6 / 8 / 5 3 B 5 2 1 1 . 9 1 8 9 . 1 5 1 1 5 . 6 1 5 1 . 7 1 0 4 . 1 1 8 . 9
7 / 8 / 6 4 6 7 8 . 9 1 3 4 . 9 7 2 8 . 9 1 4 3 . 2 2 1 5 . 8 3 5 . 1
G r o u p  5 
S A M 1 / 4 0 B 3 7 3 . 4 4 3 . 9 2 9 6 . 4 2 9 . 3 5 4 . 3 2 0 . 6
P I P  1 0 2 7 8 . 3 2 6 . 9 2 5 6 . 3 2 7 . 7 4 8 . 5 1 7 . 2
7 / 8 / 7 2 A 5 4 3 . 2 4 7 . 9 4 5 2 . 3 4 5 . 3 3 9 . 1 1 3 . 5
7 / 8 / 7 2 B 2 3 1 . 2 5 9 . 3 2 5 6 . 3 3 1 . 4 5 2 . 6 2 1 . 1
6 / 8 / 2 6 C 3 4 9 . 5 2 6 . 3 3 4 2 . 6 2 8 . 1 1 5 6 . 9 3 8 . 2
6 / 8 / 3 3 B 5 7 2 . 3 4 9 . 1 5 8 9 . 4 5 2 . 1 1 3 9 . 3 3 5 . 9
6 / 8 / 3 3 A 3 3 0 . 9 2 1 . 9 3 2 5 . 6 2 5 . 2 5 7 . 5 2 4 . 1
G r o u p  6  
6 / 8 / 5 4 D 3 0 8 3 . 8 3 4 9 . 2 1 9 6 6 . 2 2 9 8 . 4 3 4 . 7 1 5 . 2
6 / 8 / 1 3 C 2 0 2 . 6 5 4 . 8 3 2 4 . 7 4 5 . 7 3 9 . 6 1 0 . 8
6 / 8 / 1 3 A 2 5 6 . 3 3 4 . 9 2 3 4 . 8 3 6 . 7 2 5 . 8 1 2 . 5
6 / 8 / 8 1 D 8 2 4 . 7 7 2 . 1 1 3 3 9 . 2 5 6 . 8 1 3 0 . 4 2 4 . 2
P I P  2 6 2 8 9 . 1 2 7 . 9 3 0 1 . 4 3 7 . 2 9 0 . 7 2 2 . 1
7 / 8 / 2 1 2 3 7 . 8 3 0 . 1 3 5 6 . 7 2 8 . 1 2 2 . 4 1 1 . 8
7 / 8 / 5 8 B 3 6 2 . 7 3 4 . 2 4 0 2 . 5 2 9 . 9 1 0 6 . 2 2 8 . 3

1 3  1



c o a t i n g  c o n d i t i o n s  w e r e  t h e  s a m e  f o r  b o t h  s t r a i n s .  A  

p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  m a y  b e  t h e  p r e s e n c e  o f  a m p i c i l l i n -  

r e s i s t a n c e  g e n e s  c a r r i e d  o n  t h e  B R D 0 2 6  p l a s m i d  w h i c h  

a l l o w  f o r  i t ' s  s e l e c t i o n .  A l t h o u g h  t h i s  i s  t h e  o n l y  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  t w o  s t r a i n s  i t  i s  u n c l e a r  h o w  t h i s  

c o u l d  e f f e c t  t h e  b i n d i n g  o f  t h e  M a b s  w h i c h  h a v e  b e e n  

s h o w n  t o  b e  L P S - s p e c i f i c .

G r o u p  2 ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  d o e s  n o t  a p p e a r  t o  h a v e  a n y  

d i s t i n c t i o n  i n  i t ' s  r e a c t i v i t y  w i t h  e i t h e r  s t r a i n  ( T a b l e  

3) •

G r o u p  3 ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  9  M a b s .  E i g h t  o f  t h e  M a b s  e a c h  e x h i b i t  

s i m i l a r  r e a c t i v i t i e s  w i t h  S L / B R  a n d  S L  ( T a b l e  3 )  b u t  o n e  

( P I P 1 8 )  s h o w s  f a r  g r e a t e r  r e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  t h a n  S L . 

T h e  o t h e r  M a b s  a l s o  s h o w  i n c r e a s e d  r e a c t i v i t y  t o  S L / B R  

c o m p a r e d  w i t h  S L  a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e s  a r e  n o t  

s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3 o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l  

( T a b l e  3 ) .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i s  s e e n  i n  t h e i r  

r e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  a n d  S L .

M a b s  f r o m  g r o u p s  1 t o  4  a r e  a l l  s p e c i f i c  f o r  L P S .  

G r o u p  5 ( I g A  i s o t y p e ,  n o n  L P S  s p e c i f i c )  M a b s  g i v e  m u c h  

l o w e r  r e a c t i v i t i e s  b o t h  w i t h  S L / B R  a n d  S L  t h a n  t h e  v a s t  

m a j o r i t y  o f  M a b s  w i t h i n  g r o u p s  1  t o  4  ( T a b l e  3 ) .  T h i s  m a y  

w e l l  r e f l e c t  t h e  f a c t  t h a t  L P S  i s  t h e  i m m u n o d o m i n a n t  

a n t i g e n  o f  S a l m o n e l l a  s p e c i e s .  S e l e c t e d  m a b s  w h i c h  a r e  

n o t  L P S  s p e c i f i c  m a y  b e  s p e c i f i c  f o r  a n t i g e n s  p r e s e n t  i n

1 3  2



l o w  d e n s i t y  w i t h i n  S L / B R  o r  w h i c h  a r e  o n l y  w e a k l y  

a n t i g e n i c .  T h i s  w o u l d  r e s u l t  i n  l o w e r  r e a c t i v i t i e s  d u e  t o  

a  l a c k  o f  a n t i g e n  i n  t h e  a s s a y .  R e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  i s  

h i g h e r  f o r  t h e  g r o u p  t h a n  w i t h  S L .

G r o u p  6 a l s o  s h o w s  t h e  s a m e  l o w  r e a c t i v i t y  a s  g r o u p  

5 ( T a b l e  3 ) .  H o w e v e r  o n e  M a b  ( 6 / 8 / 5 4 D )  s h o w s  

s i g n i f i c a n t l y  h i g h e r  r e a c t i v i t i e s  w i t h  b o t h  S L / B R  a n d  S L .

3 . 2 . 4 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r  S . 
t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  c y t o p l a s m i c  a n d  

m e m b r a n e  f r a c t i o n s .

F r a c t i o n a t i o n  o f  S L / B R  i n t o  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  

p r e p a r a t i o n s  w a s  i n t e n d e d  t o  a i d  i n  d i s t i n g u i s h i n g  t h o s e  

M a b s  w h i c h  w e r e  s p e c i f i c  f o r  s u r f a c e  s t r u c t u r e s  o n  S L / B R .  

D i f f e r e n t i a t i o n  w a s  o n l y  s e e n  i n  a  q u a n t i t a t i v e  r a t h e r  

t h a n  a  q u a l i t a t i v e  m a n n e r .  T h i s  o v e r l a p  i n  r e a c t i v i t y  

w i t h  t h e  t w o  p r e p a r a t i o n s  w a s  s u b s e q u e n t l y  e x p l a i n e d  b y  

S D S - P A G E .  I n s p e c t i o n  o f  s a m p l e s  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s  o n  

g e l s  s t a i n e d  w i t h  s i l v e r  a n d  w i t h  c o o m a s s i e  b l u e  r e v e a l e d  

a  h i g h  l e v e l  o f  c r o s s - c o n t a m i n a t i o n  b e t w e e n  t h e  

c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  ( F i g  1 1 ) .

G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

a l l  s h o w  s i m i l a r  r e a c t i v i t y  f o r  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  

( T a b l e  4 ) .  T h i s  s i m i l a r i t y  i s  a l s o  f o u n d  i n  t h e  

r e a c t i v i t y  t o  m e m b r a n e  f r a c t i o n .  T h e  M a b s  a p p e a r  t o  r e a c t  

l e s s  w e l l  w i t h  m e m b r a n e  f r a c t i o n  t h a n  c y t o p l a s m i c  

f r a c t i o n .
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F i g u r e  1 1 .  SDS-PAGE o f  S .  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  BRD026 
( S L / B R )  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  
d e v e l o p e d  w i t h  C o o m a s s i e  b l u e  a n d  S i l v e r  s t a i n .
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T a b l e  4 .  R a d i o i m m u n o a s s a y  d a t a  f o r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

o f  G r o u p s  1  t o  6  w i t h  S  . _ t y p h i m u r i u m  S L 3  2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  

f r a c t i o n s  a s  a n t i g e n .

A N T I B O D Y B i n d i n g  ( c p m  + )  t o  p l a t e s  c o a t e d  w i t h  
S . t y p h i m u r i u m  ( S L / B R )  f r a c t i o n  F C S

C y t o p l a s m i c  M e m b r a n e  ( C o n t r o l )
( S d ) ( S d ) ( S d )

G r o u p  1  
6 / 8 / 5 D 5 3 7 5 . 2 1 5 6 . 2 4 6 7 7 . 1 5 6 3 . 5 3 8 . 4 2 1 . 6
6 / 8 / 1 3 E 5 7 5 2 . 8 7 8 . 9 4 7 7 4 . 1 9 8 4 . 7 7 2 . 6 2 3 . 1
6 / 8 / 8 1 C 6 0 0 3 . 3 9 8 . 4 3 2 8 3 . 9 2 8 5 . 2 6 0 . 9 1 7 . 8
6 / 8 / 1 3 B 2 4 6 5 . 3 1 2 1 . 2 1 8 2 0 . 2 3 0 1 . 3 1 6 3 . 8 4 1 . 7
G r o u p  2  
7 / 8 / 3 9 C 4 1 2 . 9 4 8 . 6 5 1 6 . 7 3 6 . 2 5 0 . 7 1 4 . 5
G r o u p  3  
P I P  1 8 6 4 8 7 . 1 2 0 1 . 8 4 7 6 5 . 2 1 8 9 . 6 5 9 . 8 2 0 . 1
6 / 8 / 5 4 A 1 7 5 4 . 6 1 0 4 . 5 1 0 7 5 . 2 8 7 . 6 1 5 2 . 7 4 3 . 6
P I P  2 5 7 6 7 . 7 2 3 5 . 6 5 0 3 4 . 5 1 7 8 . 1 5 4 . 7 2 4 . 2
7 / 8 / 5 2 C 3 1 7 . 7 3 5 . 6 4 8 5 . 1 2 5 . 6 1 8 . 2 6 . 7
6 / 8 / 1 6 6 2 9 2 . 4 1 5 7 . 9 6 5 0 3 . 8 1 5 6 . 3 9 4 . 6 1 3 . 9
6 / 8 / 3 3 C 5 3 8 0 . 8 2 3 1 . 4 5 5 0 4 . 5 1 1 9 . 2 4 1 . 7 1 7 . 5
6 / 8 / 4 2 A 3 4 7 2 . 3 1 8 8 . 8 3 6 7 8 . 2 1 3 6 . 3 9 8 . 5 2 2 . 2
6 / 8 / 8 1 B 3 4 8 9 . 2 2 6 7 . 8 3 5 6 7 . 4 1 7 8 . 6 4 2 . 5 1 2 . 7
6 / 8 / 2 5 5 3 6 . 9 5 3 . 1 4 2 8 . 7 5 6 . 7 5 7 . 5 1 9 . 4
G r o u p  4  
P I P  1 3 1 9 2 2 . 3 2 0 1 . 9 2 0 3 4 . 2 2 0 4 . 2 6 3 . 8 2 3 . 4
7 / 8 / 1 8 6 6 0 7 . 9 3 2 1 . 9 6 1 2 5 . 7 1 7 2 . 3 4 4 . 5 2 1 . 9
6 / 8 / 5 3 B 6 2 6 9 . 5 1 9 8 . 3 6 0 0 3 . 9 2 3 1 . 5 1 0 4 . 1 1 8 . 9
7 / 8 / 6 4 1 0 8 0 . 9 1 5 6 . 3 9 8 3 . 2 1 3 6 2 1 5 . 8 3 5 . 1
G r o u p  5  
S A M 1 / 4 0 B 1 2 0 7 . 9 1 3 6 . 2 8 2 9 . 8 1 0 4 . 2 5 4 . 3 2 0 . 6
P I P  1 0 5 6 0 . 3 7 8 . 4 4 6 7 . 9 6 7 . 3 4 8 . 5 1 7 . 2
7 / 8 / 7 2 A 1 6 8 5 . 5 1 2 9 . 1 1 1 3 7 . 2 1 9 2 . 3 3 9 . 1 1 3 . 5
7 / 8 / 7 2 B 4 7 8 . 1 5 2 . 9 3 6 2 . 4 1 1 2 . 9 5 2 . 6 2 1 . 1
6 / 8 / 2 6 C 1 5 0 5 . 5 1 9 9 . 1 1 1 0 1 . 1 1 3 4 . 7 1 5 6 . 9 3 8 . 2
6 / 8 / 3 3 B 4 2 7 0 . 7 2 3 1 . 9 3 7 8 2 . 9 1 4 5 . 7 1 3 9 . 3 3 5 . 9
6 / 8 / 3 3 A 5 3 6 . 9 8 9 . 9 4 2 8 . 7 9 2 . 3 5 7 . 5 2 4 . 1
b r o u p  b  
6 / 8 / 5 4 D 2 9 6 9 . 5 1 8 5 . 6 2 6 4 . 8 6 3 . 8 3 4 . 7 1 5 . 2
6 / 8 / 1 3 C 6 8 3 . 9 6 9 . 5 2 3 7 . 6 2 8 . 4 3 9 . 6 1 0 . 8
6 / 8 / 1 3 A 8 4 4 . 5 7 0 . 9 3 0 1 . 6 3 1 . 8 2 5 . 8 1 2 . 5
6 / 8 / 8 1 D 2 7 5 0 . 3 2 8 2 . 3 8 7 6 . 9 8 5 . 4 1 3 0 . 4 2 4 . 2
P I P  2 6 1 0 1 0 . 7 1 1 3 . 5 5 8 9 . 9 5 9 . 2 9 0 . 7 2 2 . 1
7 / 8 / 2 1 4 8 2 . 9 5 9 . 5 3 4 5 . 2 4 5 . 7 2 2 . 4 1 1 . 8
7 / 8 / 5 8 B 4 0 2 . 4 2 6 . 9 3 7 8 . 9 3 4 . 8 1 0 6 . 2 2 8 . 3
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G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  d i d  n o t  a p p e a r  t o  d i s t i n g u i s h  

i n  i t ' s  r e a c t i v i t y  b e t w e e n  e i t h e r  f r a c t i o n  ( T a b l e  4 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  9  M a b s , a l l  o f  w h i c h  e x h i b i t e d  s i m i l a r  

r e a c t i v i t i e s  w i t h  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n s  

( T a b l e  4 ) .  T h e  M a b s  s h o w e d  i n c r e a s e d  r e a c t i v i t y  t o  

c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  c o m p a r e d  w i t h  m e m b r a n e  f r a c t i o n  

a l t h o u g h  t h e  d i f f e r e n c e s  w e r e  n o t  s t a t i s t i c a l l y  

s i g n i f i c a n t .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  

N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i s  s e e n  i n  t h e i r  r e a c t i v i t y  

w i t h  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n  ( T a b l e

4 )  •

G r o u p  5  ( I g A  i s o t y p e ,  n o n  L P S  s p e c i f i c )  M a b s  g a v e  

m u c h  h i g h e r  r e a c t i v i t i e s  b o t h  w i t h  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  

a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n  t h a n  w i t h  S L / B R  o r  S L  ( T a b l e  4 ) .

T h e s e  s e l e c t e d  M a b s  m a y  b e  s p e c i f i c  f o r  a n t i g e n s  

p r e s e n t  w i t h i n  t h e  c y t o p l a s m  o r  w h i c h  a r e  o n l y  w e a k l y  

a n t i g e n i c  o n  t h e  s u r f a c e  m e m b r a n e s  d u e  t o  b e i n g  c o v e r e d  

b y  L P S .  T h e  s o n i c a t i o n  i n v o l v e d  i n  t h e  a n t i g e n  

p r e p a r a t i o n  o f  t h e  c y t o p l a s m i c  a n d  m e m b r a n e  f r a c t i o n  

c o u l d  r e s u l t  i n  t h e  r e l e a s e  o f  t h e s e  a n t i g e n s  a l l o w i n g  

g r e a t e r  a c c e s s  f o r  s p e c i f i c  M a b s .  L o w e r  r e a c t i v i t i e s  m a y  

a l s o  b e  d u e  i n  p a r t  t o  a  l o w e r  l e v e l  o f  s p e c i f i c  a n t i g e n  

i n  t h e  a s s a y  c o m p a r e d  w i t h  o t h e r  a n t i g e n s  s u c h  a s  L P S .

F u r t h e r  e x p l a n a t i o n s  c o u l d  b e  f o u n d  i n  t h e  m e t h o d  o f  

p r e p a r a t i o n  o f  t h e  a n t i g e n s  w h i c h  d i d  n o t  i n c l u d e  t h e

n_3 e>



d e n a t u r i n g  s t e p  i n v o l v e d  i n  t h e  h e a t - k i l l i n g  o f  t h e  S L / B R  

a n d  S L .  R e a c t i v i t y  w i t h  b o t h  t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  a n d  

t h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n  i s  t h e  s a m e  w i t h i n  t h i s  g r o u p .

G r o u p  6  h o w e v e r  s h o w e d  a  m u c h  h i g h e r  r e a c t i v i t y  f o r  

t h e  c y t o p l a s m i c  f r a c t i o n  t h a n  f o r  t h e  m e m b r a n e  f r a c t i o n  

( T a b l e  4 ) .  T h e  g r o u p  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  u n i q u e  f r o m  t h e  

o t h e r  g r o u p s  b e i n g  t h e  o n l y  o n e  t o  s h o w  a  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  i n  r e a c t i v i t y  b e t w e e n  t h e  t w o  a n t i g e n  

p r e p a r a t i o n s .

3 . 2 . 5 .  A g g l u t i n a t i o n  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  S . 

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  S L 3 2 6 1  ( S L ) .

A l l  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  i n  G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  

L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  d e m o n s t r a t e  c o m p a r a b l e  

a g g l u t i n a t i o n  o f  S L / B R  ( m o d a l  t i t r e :  1 0 2 4 )  ( T a b l e  5 )  a n d  

S L  ( m o d a l  t i t r e :  2 5 6 )  ( T a b l e  6 ) .  A s  a  g r o u p  t h e  M a b s  

a p p e a r  t o  a g g l u t i n a t e  S L / B R  m o r e  e f f i c i e n t l y  t h a n  S L .

G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  d i d  n o t  a p p e a r  t o  d i s t i n g u i s h  

i n  i t ' s  a g g l u t i n a t i o n  b e t w e e n  e i t h e r  g i v i n g  o n l y  a  v e r y  

l o w  t i t r e  o f  a g g l u t i n a t i o n  ( t i t r e :  1 6 )  ( T a b l e  5  a n d  6 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  9  M a b s ,  a l l  o f  w h i c h  e x h i b i t e d  s i m i l a r  

a g g l u t i n a t i o n  t i t r e s  w i t h  S L / B R  a n d  S L .  T h e  M a b s  a s  a  

g r o u p  s h o w e d  i n c r e a s e d  a g g l u t i n a t i o n  t o  S L / B R  ( m o d a l  

t i t r e :  1 0 2 4 )  ( T a b l e  5 )  c o m p a r e d  w i t h  S L  ( m o d a l  t i t r e :  

2 5 6 )  ( T a b l e  6 ) b u t  n o t  t o  a  s i g n i f i c a n t  d e g r e e .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .

13 7



T a b l e  5 .  A g g l u t i n a t i o n  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  G r o u p s  1  t o  

6 .

A g g l u t i n a t i o n  t i t r e

G r o u p  1
1 4 1 6 6 4 2 5 6 1 0 2 4 2 0 4 8

6 / 8 / 5 D +  +  + + + + + + + + + + + + -
6 / 8 / 1 3 E +  +  + + + + + + +  + + + + -
6 / 8 / 8 1 C +  +  + + + + + + + + + + + + -
6 / 8 / 1 3 B  
G r o u p  2

+  +  + +  +  + + - f +  + 4-4- + _

7 / 8 / 3 9 C  
G r o u p  3

+  + + + +

P I P  1 8 +  +  + + + + + + + . + + + +  +  + + + -
6 / 8 / 5 4 A +  +  + + + + + + + - - -
P I P  2 +  +  + + + + + + + + + + +  +  + +  + -
7 / 8 / 5 2 C +  +  + + + + - - - -
6 / 8 / 1 6 +  +  + + + + + + + + + +  + -
6 / 8 / 3 3 C +  +  + + + + + + + + + +  + + -
6 / 8 / 4 2 A +  +  + + + + + + + + + +  + + -
6 / 8 / 8 1 B +  +  + + + + + + + + + + +  +  + + + -
6 / 8 / 2 5 +  +  + + + + + + + + + +  + - -
Vj .L U U .JJ
P I P  1 3 +  +  + + + + + + + + + + +  + -f —
7 / 8 / 1 8 +  +  + + + + + + + + + + +  + -
6 / 8 / 5 3 B +  +  + + + + + + + + + + +  +  + + + -
7 / 8 / 6 4  
G r o u p  5

— — — —

S A M 1 / 4 0 B + - - - - - -
P I P  1 0 + - - - - - -
7 / 8 / 7 2 A + + - - - - -
7 / 8 / 7 2 B + + - - - - -
6 / 8 / 2 6 C + + - - - - -
6 / 8 / 3 3 B + + - - - - -
6 / 8 / 3 3 A  
G r o u p  6

+ — — —

6 / 8 / 5 4 D + + - - - - -
6 / 8 / 1 3 C + - - - - -
6 / 8 / 1 3 A + + - - - - -
6 / 8 / 8 1 D + + - - - - -
P I P  2 6 + - - - - - -
7 / 8 / 2 1 + - - - - - -

7 / 8 / 5 8 B + - - - - - -
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T a b l e  6 . A g g l u t i n a t i o n  o f  S .  t y p h i m u r i u m  S L 3  2 6 1  ( S L )  b y  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  G r o u p s  1  t o  6 . 

A g g l u t i n a t i o n  t i t r e

G r o u p  1
1 4 1 6 6 4 2 5 6 1 0 2 4 2 0 4 8

6 / 8 / 5 D + + + + + + +  +  + +  + + - —

6 / 8 / 1 3 E + + + + + + +  + + + + - -

6 / 8 / 8 1 C + + + + + + + + + + + + - -

6 / 8 / 1 3 B  
G r o u p  2

+ + + + + + + + + + +
'

7 / 8 / 3 9 C  
G r o u p  3

+  + 1-L 4-

P I P  1 8 + + + + + + +  +  + + + + + + + + + -
6 / 8 / 5 4 A + + + + + + +  + + - - -
P I P  2 + + + + + + +  +  + + +  + + + - -

7 / 8 / 5 2 C + + + + + + - - - -

6 / 8 / 1 6 + + + + + + +  +  + + + - - -

6 / 8 / 3 3 C + + + + + + +  +  + + + + - -

6 / 8 / 4 2 A - f + + + + + +  +  + +  + - -

6 / 8 / 8 1 B + + + + + + +  +  + + + + + - -

6 / 8 / 2 5  
G r o u p  4

+ + + + +  + +  +  + + + + +

P I P  1 3 + + + + + + +  +  + + + + + + + —
7 / 8 / 1 8 + + + + + + +  +  + + + + +  + + -

6 / 8 / 5 3 B + + + + + + +  +  + + + + + + + + + -
7 / 8 / 6 4  
G r o u p  5

— — — — —

S A M 1 / 4 0 B + - - - - - -
P I P  1 0 + - - - - - -

7 / 8 / 7 2 A 4- + - - - - -

7 / 8 / 7 2 B + + - - - - -

6 / 8 / 2 6 C + + - - - - -

6 / 8 / 3 3 B + + - - - - -

6 / 8 / 3 3 A  
G r o u p  6

+ — — —

6 / 8 / 5 4 D + - - - - -

6 / 8 / 1 3 C + + - - - - -

6 / 8 / 1 3 A + + - - - - -

6 / 8 / 8 1 D + + - - - - -

P I P  2 6 + - - - - - -

7 / 8 / 2 1 + - - - - - -

7 / 8 / 5 8 B - - - - - -
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O n l y  t h e  3  I g M  M a b s  w e r e  c a p a b l e  o f  a g g l u t i n a t i n g  b o t h  

S L / B R  a n d  S L  w i t h  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  s e e n  i n  t h e i r  

a g g l u t i n a t i o n  o f  S L / B R  ( m o d a l  t i t r e :  1 0 2 4 )  ( T a b l e  5 )  o r  

S L  ( m o d a l  t i t r e :  1 0 2 4 )  ( T a b l e  6 ) .  T h e  I g G l  M a b  s h o w e d  n o  

a g g l u t i n a t i o n  o f  e i t h e r  S L / B R  o r  S L .

G r o u p  5  ( I g A  i s o t y p e ,  n o n  L P S  s p e c i f i c )  M a b s  g a v e  

m u c h  l o w e r  a g g l u t i n a t i o n  t i t r e s  w i t h  S L / B R  ( m o d a l  t i t r e :  

4 )  ( T a b l e  5 )  a n d  S L  ( m o d a l  t i t r e :  4 )  ( T a b l e  6 ) t h a n  a n y  

o f  t h e  L P S - s p e c i f i c  M a b s  w i t h  m u c h  g r e a t e r  v a r i a t i o n  

w i t h i n  t h e  g r o u p  t h a n  i n  t h e  p r e v i o u s  R I A  d a t a .  

A g g l u t i n a t i o n  o f  b o t h  S L / B R  a n d  S L  w a s  t h e  s a m e  f o r  e a c h  

M a b .

G r o u p  6  a l s o  s h o w e d  a  m u c h  l o w e r  a g g l u t i n a t i o n  o f  

S L / B R  a n d  S L  ( S L / B R  m o d a l  t i t r e :  4 ,  S L  m o d a l  t i t r e :  4 )  

( T a b l e  5  a n d  6 ) t h a n  t h e  L P S - s p e c i f i c  M a b s  o f  G r o u p s  1  t o

4 .  A s  w i t h  G r o u p  5  t h e r e  w a s  a l s o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  

i n  a g g l u t i n a t i o n  w i t h i n  t h e  g r o u p  b u t  l i t t l e  v a r i a t i o n  

b e t w e e n  S L / B R  a n d  S L  f o r  e a c h  M a b .

A s  a l r e a d y  s u g g e s t e d  i n  S e c t i o n  3 . 2 . 4  a b o v e  t h e  M a b s  

o f  G r o u p s  5  a n d  6  m a y  b e  s p e c i f i c  f o r  i n t r a c e l l u l a r  

a n t i g e n s  n o t  p r e s e n t  o n  t h e  s u r f a c e  o r  f o r  s t r u c t u r e s  

w h i c h  a r e  o n  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  b a c t e r i a  b u t  o n l y  w e a k l y  

a n t i g e n i c .  A g g l u t i n a t i o n  w o u l d  r e q u i r e  a n  a n t i b o d y  

d i r e c t e d  a g a i n s t  a  s u r f a c e  a n t i g e n .  T h e  c o m p a r a t i v e l y  

p o o r  a g g l u t i n a t i o n  o f  b o t h  S L / B R  a n d  S L  b y  t h e  M a b s  o f  

G r o u p  5  a n d  6  w o u l d  s u g g e s t  t h a t  t h e y  m a y  n o t  b e  d i r e c t e d  

a g a i n s t  s u r f a c e  s t r u c t u r e s .  T h e  l o w  l e v e l s  o f  

a g g l u t i n a t i o n  m a y  b e  d u e  t o  n o n - s p e c i f i c  a g g r e g a t i o n .
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3 . 2 . 6 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r  S . 

t y p h i m u r i u m  ( W i l d  t y p e )  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  : G r o u p s  

1  t o  4 .

T h e  s e l e c t e d  M a b s  w e r e  f o u n d  t o  f a l l  i n t o  t w o  

g e n e r a l  g r o u p s  b a s e d  o n  t h e i r  r e a c t i v i t y  w i t h  S .

t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S .  G r o u p  c a t e g o r i z a t i o n  o f  t h e  M a b s  

w a s  c a r r i e d  o u t  u s i n g  L P S - s p e c i f i c i t y  a s  a  c r i t e r i o n .  

G r o u p s  1  t o  4  w e r e  a l l  L P S  s p e c i f i c  w h i l s t  g r o u p s  5  a n d  6  

w e r e  n o t .

A l l  g r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s -  

r e a c t i v e )  M a b s  d i s p l a y e d  s i m i l a r  r e a c t i v i t y  f o r  S_._ 

t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S  ( T a b l e  7 ) .  G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  

s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  

a l t h o u g h  L P S - s p e c i f i c  g a v e  f a r  l o w e r  c o u n t s  t h a n  g r o u p  1  

M a b s  ( T a b l e  7 ) .  G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  

c r o s s - r e a c t i v e )  M a b s  s h o w e d  a  r a n g e  o f  r e a c t i v i t i e s  f r o m  

c o u n t s  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o f  t h e  g r o u p  1  M a b s  t o  t h o s e  

c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o f  t h e  g r o u p  2  M a b s  ( T a b l e  7 ) .  G r o u p  

4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s - r e a c t i v e )  h a d  

f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  T h e i r  

r e a c t i v i t y  w a s  c o m p a r a b l e  t o  t h o s e  o f  g r o u p  1  w i t h  t h e  

e x c e p t i o n  o f  t h e  I g G l  M a b  ( 7 / 8 / 6 4 )  w h i c h  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  l o w e r  ( T a b l e  7 ) .

S p e c i f i c i t y  f o r  S . t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S  b a s e d  o n  t h e  

r e s u l t s  o f  t h e  R I A  w a s  c o n f i r m e d  b y  a u t o r a d i o g r a p h y  o f  

W e s t e r n  b l o t s  f r o m  S D S - P A G E  w i t h  S . t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S  

p r o b e d  b y  e a c h  M a b  ( s e e  F i g  1 2 ) .



Figure of S typhimurium (WT)1 2 .  A u t o r a d i o g r a p h  
l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  o n  SDS- PAGE p r o b e d  
w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( G r o u p  1 t o  4 )  a n d  
d e v e l o p e d  w i t h  g o a t  a n t i - r a t  i m m u n o g l o b u l i n  
c o n j u g a t e d  w i t h  I o d i n e 1 2 5 .
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T a b l e  7 .  R a d i o i m m u n o a s s a y  d a t a  f o r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

o f  G r o u p s  1  t o  4  w i t h  S . t y p h i m u r i u m  ( W T )

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  a n d  S ......m i n n e s o t a  ( W T )

L P S  a s  a n t i g e n .

A N T I B O D Y  B i n d i n g  ( c p m  + )  t o  p l a t e s  c o a t e d  w i t h
L i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  P C S

G r o u p  1

S . t y p h i m u r i u m  S . 
( S d )

m i n n e s o t a
( S d )

( C o n t r o l ) 
( S d )

6 / 8 / 5 D 3 6 8 0 . 3 3 2 6 . 1 2 3 8 6 . 3 2 7 6 . 8 3 8 . 4 2 1 . 6
6 / 8 / 1 3 E 4 0 4 5 2 6 7 . 4 8 4 7 . 3 1 2 6 . 1 7 2 . 6 2 3 . 1
6 / 8 / 8 1 C 3 9 7 8 . 3 2 2 3 . 9 1 5 7 5 . 6 2 8 7 . 3 6 0 . 9 1 7 . 8
6 / 8 / 1 3 B  
G r o u p  2

3 4 5 9 . 9 3 4 2 . 1 6 5 1 . 6 9 8 . 7 1 6 3 . 8 4 1 . 7

7 / 8 / 3 9 C  
G r o u p  3

3 2 8 . 9 2 6 . 4 2 6 5 . 3 5 6 . 3 5 0 . 7 3 6 . 2

P I P  1 8 3 6 8 0 . 9 1 3 2 . 9 1 1 7 . 2 2 7 . 9 5 9 . 8 2 0 . 1
6 / 8 / 5 4 A 7 2 3 . 4 3 5 . 7 7 8 . 6 1 3 . 8 1 5 2 . 7 4 3 . 6
P I P  2 2 9 2 8 . 5 2 2 1 . 9 9 1 . 7 3 4 . 6 5 4 . 7 2 4 . 2
7 / 8 / 5 2 C 2 1 6 . 4 2 6 . 1 2 7 . 6 1 2 . 7 1 8 . 2 6 . 7
6 / 8 / 1 6 4 3 0 9 . 4 2 0 1 . 8 1 0 0 . 1 2 3 . 7 9 4 . 6 1 3 . 9
6 / 8 / 3 3 C 3 9 0 1 . 9 1 2 3 . 6 6 3 . 8 2 7 . 4 4 1 . 7 1 7 . 5
6 / 8 / 4 2 A 2 5 5 3 . 7 1 5 3 . 9 9 4 . 2 3 2 . 3 9 8 . 5 2 2 . 2
6 / 8 / 8 1 B 2 4 1 3 . 2 1 3 3 . 9 3 7 . 2 1 7 . 3 4 2 . 5 1 2 . 7
6 / 8 / 2 5  
G r o u p  4

3 2 0 4 1 7 8 . 8 1 5 7 . 2 7 9 . 4 5 7 . 5 1 9 . 4

P I P  1 3 1 4 4 4 . 7 1 1 8 . 4 1 0 0 . 2 2 3 . 4 6 3 . 8 2 3 . 4
7 / 8 / 1 8 3 9 1 4 . 5 2 3 4 . 1 5 7 . 8 2 1 . 9 4 4 . 5 2 1 . 9
6 / 8 / 5 3 B 4 7 3 8 . 1 1 5 6 . 3 8 2 . 6 1 8 . 9 1 0 4 . 1 1 8 . 9
7 / 8 / 6 4  
G r o u p  5

8 7 5 . 6 7 8 . 3 2 8 . 4 3 5 . 1 2 1 5 . 8 3 5 . 1

S A M 1 / 4 0 B 7 6 . 5 2 6 . 3 - - 5 4 . 3 2 0 . 6
P I P  1 0 4 8 . 9 1 8 . 4 - - 4 8 . 5 1 7 . 2
7 / 8 / 7 2 A 9 2 . 8 2 3 . 8 - - 3 9 . 1 1 3 . 5
7 / 8 / 7 2 B 4 7 . 1 1 7 . 4 - - 5 2 . 6 2 1 . 1
6 / 8 / 2 6 C 1 1 8 . 1 4 8 . 3 - - 1 5 6 . 9 3 8 . 2
6 / 8 / 3 3 B 8 7 . 8 2 7 . 1 - - 1 3 9 . 3 3 5 . 9
6 / 8 / 3 3 A  
G r o u p  6

4 6 . 8 2 4 . 2
"

5 7 . 5 2 4 . 1

6 / 8 / 5 4 D 8 2 . 6 2 2 . 7 - - 3 4 . 7 1 5 . 2
6 / 8 / 1 3 C 6 7 . 5 3 5 . 5 - - 3 9 . 6 1 0 . 8
6 / 8 / 1 3 A 6 0 . 9 3 1 . 1 - - 2 5 . 8 1 2 . 5
6 / 8 / 8 1 D 7 2 . 8 2 3 . 8 - - 1 3 0 . 4 2 4 . 2
P I P  2 6 6 1 . 5 2 1 . 7 - - 9 0 . 7 2 2 . 1
7 / 8 / 2 1 2 9 . 5 1 2 . 3 - - 2 2 . 4 1 1 . 8
7 / 8 / 5 8 B 2 1 2 . 9 6 8 . 9 - - 1 0 6 . 2 2 8 . 3
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3 . 2 . 7 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  f r o m  S . m i n n e s o t a  ( W i l d  t y p e )  

a n d  S . y i r c h o w  ( W T )  : G r o u p s  1  t o  4 .

T h e  L P S - s p e c i f i c  M a b s  w e r e  a l s o  a s s a y e d  w i t h  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  p r e p a r a t i o n s  f r o m  S . m i n n e s o t a  

( W i l d  t y p e )  a n d  S . v i r c h o w  ( W T )  w i t h  t h e  o b j e c t  o f  

d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  a n y  w e r e  c r o s s - r e a c t i v e  w i t h  o t h e r  

t h e  L P S  o f  o t h e r  S a l m o n e l l a  s p e c i e s .

G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

M a b s  d i s p l a y e d  c r o s s - r e a c t i v i t y  f o r  S m i n n e s o t a  ( W T )  L P S  

( T a b l e  7 ) .  T h e  o n e  M a b  i n  g r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  

s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  a s  i n  p r e v i o u s  a s s a y s  g a v e  f a r  

l o w e r  c o u n t s  t h a n  g r o u p  1  M a b s  b u t  d i d  c r o s s  r e a c t  w i t h

S .  m i n n e s o t a  ( W T )  L P S  ( T a b l e  7 ) .  G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  

L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s - r e a c t i v e )  M a b s  a l t h o u g h  s p e c i f i c  

f o r  S . t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S  s h o w e d  n o  c r o s s - r e a c t i o n  w i t h

S .........m i n n e s o t a  ( W T )  L P S  ( T a b l e  7 ) .  G r o u p  4  ( n o n  I g A

i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s - r e a c t i v e )  a s  w i t h  g r o u p  

3  d i s p l a y e d  n o  c r o s s  r e a c t i v i t y  w i t h  S . m i n n e s o t a  ( W T )  

L P S  ( T a b l e  7 ) .

N o n e  o f  t h e  M a b s  f r o m  t h e  f o u r  g r o u p s  s h o w e d  a n y  

c r o s s - r e a c t i v i t y  w i t h  L P S  f r o m  S . v i r c h o w  ( W T ) .

3 . 2 . 8 .  S p e c i f i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  f o r  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  f r o m  S .  m i n n e s o t a  R 6 0  ( R a ) ,  R 5  

( R c )  a n d  R 5 9 5  ( R e )  m u t a n t s  : G r o u p s  1  t o  4 .

A l l  L P S - s p e c i f i c  M a b s  w e r e  a s s a y e d  f o r  r e a c t i v i t y  

w i t h  t h e  c o r e  r e g i o n  o f  L P S  w h i c h  i s  h i g h l y  c o n s e r v e d  

b e t w e e n  S a l m o n e l l a  s p e c i e s .  M u t a n t  s t r a i n s  o f  S . _
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m i n n e s o t a  w h i c h  p r o d u c e  r o u g h  L P S  d e v o i d  o f  t h e  0  a n t i g e n  

s i d e  c h a i n s  h a v e  b e e n  i d e n t i f i e d .  T h e  a c t u a l  l e n g t h  o f  

t h e  c o r e  s t r u c t u r e  i n  t h e s e  s t r a i n s  d i f f e r s  w i t h  s o m e  

c o n t a i n i n g  t h e  c o m p l e t e  r e g i o n  ( d e s i g n a t e d  R a - c h e m o t y p e ) .  

T h o s e  w i t h  t h e  s h o r t e s t  c o r e  a r e  t e r m e d  R e - c h e m o t y p e  a n d  

i n t e r m e d i a t e  i n  l e n g t h  b e t w e e n  R a  a n d  R e  a r e  o t h e r  

c h e m o t y p e s  i n c l u d i n g  t h e  R c  c h e m o t y p e  w h i c h  c o n t a i n s  

a p p r o x i m a t e l y  h a l f  t h e  c o r e  r e g i o n .

T h e  p r e v i o u s  r e s u l t s  w h i c h  i n d i c a t e d  c r o s s ­

r e a c t i v i t y  w i t h  S .  m i n n e s o t a  ( W T )  L P S  f o r  G r o u p  1  a n d  

G r o u p  2  M a b s  s u g g e s t e d  t h a t  t h o s e  w h i c h  c r o s s - r e a c t e d  

m i g h t  b e  s p e c i f i c  f o r  t h e  L P S  c o r e  r e g i o n .  T o  d e t e r m i n e  

i f  a n y  o f  t h e  L P S - s p e c i f i c  M a b s  w e r e  L P S  c o r e  s p e c i f i c  

t h e y  w e r e  a s s a y e d  f o r  r e a c t i v i t y  w i t h  L P S  c o r e  

p r e p a r a t i o n s  o f  R a ,  R c  a n d  R e  c h e m o t y p e s .

T h e  r e s u l t s  ( n o t  s h o w n )  i n d i c a t e d  n o  s p e c i f i c i t y  b y  

a n y  o f  t h e  M a b s  f o r  a n y  o f  t h e  p r e p a r a t i o n s .  C o n t r o l s  

u s i n g  i m m u n e  r a b b i t  s e r u m  d i r e c t e d  a g a i n s t  t h e  R e -  

c h e m o t y p e  r e a c t e d  w i t h  a l l  p r e p a r a t i o n s .  A n y  c r o s s ­

r e a c t i v i t y  b y  M a b s  b e t w e e n  S  . ___t y p h i m u r i u m  L P S  a n d  S .

m i n n e s o t a  L P S  w o u l d  n o t  a p p e a r  t o  b e  d u e  t o  a  s p e c i f i c i t y  

f o r  t h e  c o r e  r e g i o n  o f  L P S .
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3 . 3  A N A L Y S I S  O F  M O L E C U L A R  F O R M S  O F  S E L E C T E D  I G A  

M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S  ( M A B S ) .

I n  o r d e r  t o  a n a l y z e  t h e i r  m o l e c u l a r  f o r m s  s a m p l e s  o f  

e a c h  o f  t h e  s e l e c t e d  I g A  M a b s  w e r e  r u n  o n  n o n - r e d u c e d  

S D S - P A G E  g e l s  a n d  p r o b e d  w i t h  r a d i o l a b e l l e d  a n t i s e r a  

s p e c i f i c  f o r  r a t  I g A .  T h e  r e s u l t a n t  a u t o r a d i o g r a p h  ( s e e  

F i g  1 3 )  s h o w s  t h a t  m a n y  o f  t h e  I g A  M a b s  p r o d u c e d  u p  t o  

t h r e e  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  3 6 0  k D ,  3 2 0  k D  a n d  1 6 0  k D  

m o l e c u l a r  w e i g h t .  T h e  o t h e r s  o n l y  a p p e a r e d  t o  p r o d u c e  o n e  

m o l e c u l a r  f o r m  o f  3 6 0  k D  m o l e c u l a r  w e i g h t .

T h e  1 6 0  k D  f o r m  w o u l d  r e p r e s e n t  t h e  m o n o m e r i c  f o r m  

o f  I g A  w h e r e a s  t h e  3 6 0  k D  a n d  3 2 0  k D  f o r m s  a r e  b o t h  c l o s e  

t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  d i m e r i c  f o r m  o f  I g A .  T h e  

p r e s e n c e  o f  a  d i m e r  a t  t h e  a p p r o x i m a t e  d i m e r i c  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  I g A  c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e  

o f  J - c h a i n ,  a  p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  3 0  

k D  w h i c h  i s  n o r m a l l y  f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  d i m e r i c  I g A .  

T h e  3 6 0  k D  f o r m  w o u l d  r e p r e s e n t  t h e  d i m e r i c  I g A  w i t h  J -  

c h a i n .  T h e  3 2 0  k D  f o r m  c o u l d  r e s u l t  f r o m  t h e  l o s s  o f  J -  

c h a i n  f r o m  t h e  3 6 0  k D  f o r m  b y  p r o t e o l y t i c  d i g e s t i o n  o r  

p o s s i b l y  b y  t h e  l a c k  o f  a d d i t i o n  t h r o u g h  s o m e  e r r o r  i n  

t h e  p r o c e s s i n g  o f  t h e  d i m e r i c  I g A  b y  t h e  h y b r i d o m a s  

i n v o l v e d .
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F i g u r e  1 3 .  A u t o r a d i o g r a p h  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  
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3 . 3 . 1 .  S e p a r a t i o n  o f  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  s e l e c t e d  I g A  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  P I P 2  a n d  P I P 1 8 .

P I P 1 8  a n d  P I P 2  w e r e  c h o s e n  a s  e x a m p l e s  o f  I g A  M a b s  w h i c h  

p r o d u c e d  m u l t i p l e  m o l e c u l a r  f o r m s .  E a c h  M a b  w a s  s u b j e c t e d  

t o  t h e  s a m e  p r o c e s s  o f  s e p a r a t i o n  t o  p r o d u c e  p r e p a r a t i o n s  

o f  a l l  t h r e e  m o l e c u l a r  f o r m s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  

F o l l o w i n g  a m m o n i u m  s u l p h a t e  p r e c i p i t a t i o n  o f  p r o t e i n  f r o m  

m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  t h e  r e s u s p e n d e d  I g A  w a s  

i m m u n o p r e c i p i t a t e d ,  r e d i s s o l v e d  i n  a  g l y c i n e  b u f f e r  a n d  

s e p a r a t e d  o n  a  S e p h a c r y l  c o l u m n .  T h e  a b s o r b a n c e  p r o f i l e  

f o r  e a c h  M a b  s e p a r a t i o n  i s  s h o w n  i n  F i g s  1 4  a n d  1 5 .
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Figure 14. Absorbance profile for the fractions collected
b y  s e p a r a t i o n  o f  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  P I P  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  o n  a  S e p h a c r y l  S -  
c o l u m n .
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Figure 15. Absorbance profile for the fractions collected
b y  s e p a r a t i o n  o f  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  P I P  
m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  o n  a  S e p h a c r y l  S 
c o l u m n .
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T h e  p e a k s  A , B  a n d  C  c o r r e s p o n d  t o  t h e  3 6 0  k D ,  3 2 0  k D  

a n d  1 6 0  k D  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  e a c h  M a b .  T h e  D  p e a k  

r e p r e s e n t s  t h e  F ( a b ) 2  p r e p a r a t i o n  a n d  v a r i o u s  l o w  

m o l e c u l a r  w e i g h t  d i g e s t e d  p r o t e i n s .  T h e  f r a c t i o n s  o f  e a c h  

p e a k  ( i e  A ,  B  a n d  C )  w e r e  p o o l e d  a n d  d i a l y s e d  t o  r e s t o r e  

t h e  p H  t o  7 . 2 .  E a c h  p e a k  w a s  t h e n  r u n  o n  a  n o n - r e d u c e d  

S D S - P A G E  g e l  t o  c o n f i r m  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  p u r i t y  

o f  e a c h  m o l e c u l a r  f o r m  ( s e e  F i g  1 6 ) .

3 . 4  S T A N D A R D I Z A T I O N  O F  I N V I T R O  A D H E R E N C E  A S S A Y  W I T H  

M A D I N - D A R B Y  C A N I N E  K I D N E Y  ( M D C K )  C E L L - L I N E  F O R  A S S E S S M E N T  

O F  M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S .

A n  i n v i t r o  a d h e r e n c e  a n d  i n v a s i o n  a s s a y  w a s  

d e s c r i b e d  b y  F i n l a y  e t  a l .  ( 1 9 8 8 )  f o r  S .  c h o l e r a e s u i s  a n d  

M a d i n  D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l  m o n o l a y e r s .  T h i s

s y s t e m  w a s  a l s o  u s e d  w i t h  S .  t y p h i m u r i u m  ( F i n l a y ,

p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n )  h o w e v e r  o n l y  i n i t i a l  e x p e r i m e n t s  

w e r e  p e r f o r m e d  a n d  t h e  r e s u l t s  w e r e  u n p u b l i s h e d .  T h i s  i n  

v i t r o  a s s a y  w a s  a d o p t e d  f o r  t h i s  w o r k  t o  a s s e s s  t h e  

e f f e c t  o f  s e l e c t e d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o n  t h e  a d h e r e n c e  

o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  t o  c e l l s  i n v i t r o .

3 . 4 . 1 .  D e t e r m i n a t i o n  o f  g r o w t h  c o n d i t i o n s  f o r  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  i n  E a g l e s  m i n i m a l  

e s s e n t i a l  m e d i u m  ( E M E M ) .

D u r i n g  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  t h e  l i v e  S L / B R  w o u l d  b e  

c a p a b l e  o f  r e p l i c a t i o n .  I t  w a s  t h e r e f o r e  n e c e s s a r y  t h a t  

t h e  l e v e l  o f  S L / B R  r e p l i c a t i o n  w i t h i n  i n  E M E M  s h o u l d  b e

15 1
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m e a s u r e d  s o  t h a t  t h e  l e v e l  o f  a d h e r e n c e  a f t e r  t h e

i n c u b a t i o n  p e r i o d  c o u l d  b e  c a l c u l a t e d  r e l a t i v e  t o  t h e  

f i n a l  c o n c e n t r a t i o n  o f  S L / B R .

T w e n t y - f o u r  w e l l  p l a t e s  c o n t a i n i n g  2 m l s  o f  E M E M  p e r  

w e l l  w e r e  i n o c u l a t e d  w i t h  5 0  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  o f  

S L / B R  f r o m  a  N u t r i e n t  b r o t h  c u l t u r e  i n  l o g  p h a s e .  T h e  

g r o w t h  c u r v e  f o r  t h i s  i n o c u l a  ( s e e  F i g  1 7 )  s h o w s  a n  

i n i t i a l  l a g  p h a s e  f o r  t h e  f i r s t  3  h o u r s  a f t e r  w h i c h  t h e  

l e v e l  o f  r e p l i c a t i o n  i n c r e a s e s  s o  t h a t  a f t e r  5  h o u r s  t h e  

c u l t u r e  i s  i n  l o g  p h a s e .  L o g  p h a s e  c o n t i n u e s  u n t i l  7  

h o u r s  a f t e r  w h i c h  t h e  c u l t u r e s  w e r e  t e r m i n a t e d .

F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  w a s  d e c i d e d  t h a t  t h e  

s u b s e q u e n t  a d h e r e n c e  a s s a y s  t o  a s s e s s  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  

M a b s  w o u l d  b e  c a r r i e d  o u t  o v e r  3  h o u r s  d u r i n g  w h i c h  t i m e  

t h e  i n c r e a s e  i n  b a c t e r i a  w i t h i n  t h e  s y s t e m  w o u l d  b e  

n e g l i g i b l e .

3 . 4 . 2 .  T h e  e f f e c t  o f  i n o c u l u m  s i z e  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  

S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

T h e  e f f e c t  o f  i n i t i a l  i n o c u l u m  s i z e  o n  t h e  t i m e  

c o u r s e  o f  a d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  t o  t h e  M D C K  

c e l l  m o n o l a y e r s  w a s  i n v e s t i g a t e d  u s i n g  i n o c u l a  r a n g i n g  

f r o m  1 0 6 t o  1 0 1 c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  p e r  w e l l  w i t h  

a d h e r e n c e  b e i n g  m e a s u r e d  b y  b o t h  E L I S A  a n d  c o l o n y  f o r m i n g  

u n i t s  r e c o v e r e d  a t  h o u r l y  i n t e r v a l s  o v e r  7  h o u r s .

T h e  r e s u l t s  ( F i g  1 8  a n d  1 9 )  s h o w  a  d o s e - d e p e n d a n t  

r e s p o n s e  w i t h  a l l  i n o c u l a  f o l l o w i n g  t h e  s a m e  t i m e  c o u r s e  

f o r  a d h e r e n c e .  A l l  i n o c u l a  s h o w  a  l a g  p h a s e  f r o m  0  t o  3
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Figure 17. Growth curve of S. typhimurium SL3261 BRD026
( S L / B R )  i n  E a g l e ' s  m o d i f i e d  e s s e n t i a l  
(EMEM) a t  3 7 ° C ,  5% c a r b o n  d i o x i d e .
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Figure 18. Adherence of S. typhimurium SL3261 BRD026
( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  
( MDCK) m o n o l a y e r s  w i t h  t i m e  a s  
E L I S A  u s i n g  v a r y i n g  i n i t i a l  i n o c u l a
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F i g u r e  1 9 .  A d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  BRD026 
( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  
( MDCK) m o n o l a y e r s  w i t h  t i m e  a s  m e a s u r e d  b y  
c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  ( C F U ' s )  u s i n g  v a r y i n g  
i n i t i a l  i n o c u l a .
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h o u r s  a f t e r  w h i c h  t h e  r a t e  o f  i n c r e a s e  i n  a d h e r e n c e  

b e c o m e s  e x p o n e n t i a l .  H i g h e r  i n o c u l a  d o e s  n o t  o v e r c o m e  t h e  

i n i t i a l  l a g  p h a s e .

F i g s  1 8  a n d  1 9  s h o w  t h e  s a m e  r e s u l t s  m e a s u r e d  b y  

E L I S A  a n d  C F U ' s  r e s p e c t i v e l y .

3 . 4 . 3 .  C o r r e l a t i o n  o f  E L I S A  a n d  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  

( C F U ' s ) f o r  t h e  a s s e s s m e n t  o f  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  

k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

T h e  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  b o t h  t h e  C F U  a n d  E L I S A  

m e a s u r e m e n t s  o f  a d h e r e n c e  o f  S .  t y p h i m u r i u m  S L / B R  w a s  

a s s e s s e d  f o r  e a c h  o f  t h e  i n i t i a l  i n o c u l a  s i z e s  a n d  t h e  

r e s u l t s  a r e  s h o w n  i n  T a b l e  8 .

A l l  i n o c u l a  s i z e s  g a v e  g o o d  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  b o t h  

E L I S A  a n d  C F U  m e a s u r e s  o f  a d h e r e n t  b a c t e r i a .  T h e  b e s t  

c o r r e l a t i o n  w a s  f o u n d  w i t h  t h e  1 0 4  i n o c u l a .  T o  a l l o w  f o r  

e f f i c i e n t  p r o c e s s i n g  o f  a s s a y s  a l l  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s  

w e r e  c o n d u c t e d  w i t h  o n l y  E L I S A  m e a s u r e s  o f  a d h e r e n t  

b a c t e r i a .  T h e  i n o c u l u m  s i z e  o f  1 0 4  w a s  c h o s e n  f o r  f u r t h e r  

w o r k  s o  t h a t  s u b s e q u e n t  c o n v e r s i o n  o f  E L I S A  u n i t s  t o  

a c t u a l  n u m b e r s  o f  v i a b l e  b a c t e r i a  ( C F U ' s )  c o u l d  b e  

u n d e r t a k e n  w i t h  t h e  g r e a t e s t  d e g r e e  o f  a c c u r a c y .
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T a b l e  8 .  C o r r e l a t i o n  o f  m e a s u r e m e n t  o f  a d h e r e n c e  o f  S .
t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  BRD026  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  
D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  (MDCK) m o n o l a y e r s  
u s i n g  E L I S A  a n d  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  ( C F U ' s )  
f o r  v a r i o u s  i n i t i a l  i n o c u l a .
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3 . 5  FUNCTIONAL ASSESSMENT OF MONOCLONAL ANTIBODIES IN THE
P R E V E N T I O N  O F  A D H E R E N C E  O F  SALMONELLAT Y P H I M U R I U M  S L 3 2 6 1  

B R D 0 2 6  ( S L / B R )  T O  M A D I N - D A R B Y  C A N I N E  K I D N E Y  ( M D C K )  C E L L ­

L I N E .

A s  n o t e d  a b o v e  ( S e c t i o n  3 . 2 . 1 )  i t  c o u l d  b e  s e e n  

t h a t ,  a l t h o u g h  t h e  a c t u a l  n u m b e r s  w e r e  s m a l l ,  t h e r e  w a s  a  

d i f f e r e n c e  b e t w e e n  t h e  i s o t y p e  d i s t r i b u t i o n  b e t w e e n  t h o s e  

M a b s  w h i c h  w e r e  L P S - s p e c i f i c  a n d  t h o s e  w h i c h  w e r e  n o t .  

A l m o s t  t h r e e  t i m e s  a s  m a n y  M a b s  s p e c i f i c  f o r  L P S  w e r e  o f  

t h e  I g A  i s o t y p e  a s  c o m p a r e d  w i t h  e i t h e r  t h e  I g M  o r  I g G l  

i s o t y p e  M a b s .  A  p r i n c i p a l  a i m  o f  t h e  p r o j e c t  w a s  t o  

i n v e s t i g a t e  t h e  p r o p e r t i e s  o f  m u c o s a l l y - d e r i v e d  I g A  M a b s  

a s  r e l a t e d  t o  m u c o s a l  i m m u n i t y .  T h e  p r i m a r y  f u n c t i o n  o f  

I g A  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  i s  i m m u n e  e x c l u s i o n  b y  

i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  o f  a n t i g e n .  T h e  L P S - s p e c i f i c  M a b s  

w h i c h  c o n t a i n e d  a  h i g h  n u m b e r  o f  I g A  i s o t y p e s  w e r e  u s e d  

i n  f u r t h e r  f u n c t i o n a l  i n v i t r o  a d h e r e n c e  a s s a y s  t o  a s s e s s  

t h e i r  r o l e  a n d  m o d e  o f  a c t i o n  i n  i n h i b i t i n g  a d h e r e n c e .

T h e  f o l l o w i n g  r e s u l t s  i n c l u d e  c o n t r o l s  o f  u n t r e a t e d  

b a c t e r i a  f o r  e a c h  a s s a y .  F u r t h e r  c o n t r o l s  o f  b a c t e r i a  

t r e a t e d  w i t h  n o n - s p e c i f i c  r a t  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( s p e c i f i c  f o r  h o r s e  r a d i s h  p e r o x i d a s e ) ,  n o n - s p e c i f i c  

m o u s e  I g M  ( s p e c i f i c  f o r  N e i s e r r i a m e n i n g i t i d i s  t y p e  Y  

c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e )  a n d  n o n - s p e c i f i c  m o u s e  I g G l  

( s p e c i f i c  f o r  N e i s e r r i a m e n i n g i t i d i s  t y p e  Y  c a p s u l a r  

p o l y s a c c h a r i d e )  w e r e  i n c l u d e d  i n  e a c h  a s s a y  a s  w e l l .  

T h e s e  c o n t r o l s  d i d  n o t  d i f f e r  s i g n i f i c a n t l y  f r o m  t h e  

u n t r e a t e d  c o n t r o l s  a n d  a s  s u c h  a r e  n o t  q u o t e d .
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3 . 5 . 1 .  T h e  e f f e c t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t m e n t  

a n d  t h e  t r e a t m e n t  w i t h  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  I g A  M a b s  ( P I P 2  

a n d  P I P 1 8 )  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  

c e l l - l i n e .

A n  i n i t i a l  a s s e s s m e n t  w a s  c a r r i e d  o u t  i n  w h i c h  b o t h  

b a c t e r i a  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w e r e  a d d e d  t o  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s . A f t e r  3  h o u r s  t h e  a d h e r e n t  S L / B R  w e r e  

m e a s u r e d  b y  E L I S A .

G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  4  M a b s  a l l  w i t h  s i m i l a r  r e a c t i v i t y  f o r  S L / B R  i n  

R I A .  T h i s  w a s  r e p e a t e d  w i t h  t h e i r  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  

w i t h  a n  g r o u p  m e a n  o f  2 7 %  i n h i b i t i o n  c o m p a r e d  w i t h  

c o n t r o l s  ( T a b l e  9 ) .

G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  a p p e a r s  t o  h a v e  o n l y  l o w  

r e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  a s  c o m p a r e d  w i t h  G r o u p  1  M a b s  b u t  

a l s o  i n h i b i t e d  a d h e r e n c e  a t  t h e  l e v e l  o f  3 6 %  c o m p a r e d  t o  

c o n t r o l s  ( T a b l e  9 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n e d  9  M a b s  w h i c h  g a v e  a  m e a n  i n h i b i t i o n  

o f  a d h e r e n c e  o f  2 7 %  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s  ( T a b l e  9 ) .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  

T h e  3  I g M  M a b s  s h o w e d  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  ( 2 8 %  

c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s ) .  T h e  I g G l  a n t i b o d y  w a s  t h e  o n l y

A l l  a s s a y s  w er e  c a r r i e d  o u t  u s i n g  m a x im a l g r o w th
m edium  o f  e a c h  m o n o c lo n a l  a n t i b o d y .
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S L 3  2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  m o n o l a y e r s

T a b le  9 . A d h e r e n c e  o f  m o n o c lo n a l  a n t ib o d y  t r e a t e d  S .

m e a s u r e d  b y b o t h  E L I S A  a n d c o l o n  y f o r m i n g

u n i t s ( C P U ’ s ) -  G r o u p s  1 t o 4  a n d  m o l e c u l a r

f o r m s

G r o u p  1  
6 / 8 / 5 D

o f  P I P  ; 

C o l o n y  

4 0

2 a n d  P I P  1 8 .

I n i t i a l  
f o r m i n g  u n i t s  

( S d )

9 . 5

a d h e r e n c e
E L I S A

( S d )

0 . 1 3 6  0 . 0 0 8
6 / 8 / 1 3 E 3 0 9 . 9 0 . 0 9 6 0 . 0 0 9
6 / 8 / 8 1 C 3 5 7 . 2 0 . 1 2 0 . 0 0 9
6 / 8 / 1 3 B 3 9 9 . 4 0 . 1 3 1 0 . 0 1 0
G r o u p  2  
7 / 8 / 3 9 C 4 7 8 . 8 0 . 1 3 5 0 . 0 0 8
G r o u p  3  
P I P 1 8 4 1 8 . 7 0  . I l l 0 . 0 0 9
6 / 8 / 5 4 A 5 3 9 . 4 0 . 1 3 4 0 . 0 1 0
P I P  2 3 7 9 . 5 0 . 1 2 9 0 . 0 0 8
6 / 8 / 5 2 C 4 6 9 . 7 0 . 1 0 3 0 . 0 0 8
6 / 8 / 1 6 3 2 7 . 4 0 . 1 2 8 0 . 0 0 8
6 / 8 / 3 3 C 3 3 9 . 1 0 . 1 2 9 0 . 0 0 7
6 / 8 / 4 2 A 2 7 9 . 9 0 . 1 1 1 0 . 0 0 9
6 / 8 / 8 1 B 2 8 7 . 2 0 . 1 0 8 0 . 0 0 9
6 / 8 / 2 5 4 7 6 . 9 0 . 1 3 5 0 . 0 0 9
G r o u p  4  
P I P 1 3 3 4 8 . 1 0 . 1 0 9 0 . 0 1 0
7 / 8 / 1 8 4 2 7 . 1 0 . 1 3 2 0 . 0 0 6
6 / 8 / 5 3 B 3 4 8 . 8 0 . 1 2 8 0 . 0 0 8
7 / 8 / 6 4 1 2 2 7 . 1 0 . 2 2 7 0 . 0 0 6

P I P 2  ( 1 6 0 k D ) — — 0 . 1 1 3 0 . 0 1 0
P I P 2  ( 3 2 0 k D ) - - 0 . 1 0 5 0 . 0 0 8
P I P 2  ( 3 6 0 k D ) - - 0 . 1 0 9 0 . 0 1 1
P I P 1 8  ( 1 6 0 k D ) - - 0 . 1 1 2 0 . 0 0 9
P I P 1 8  ( 3 2 0 k D ) - - 0 . 1 1 4 0 . 0 0 6
P I P 1 8  ( 3 6 0 k D ) - - 0 . 1 0 1 0 . 0 0 8

C O N T R O L 1 3 3 8 . 5 0 . 2 2 1 0 . 0 0 9
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M a b  t e s t e d  w h i c h  g a v e  n o  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  ( 9 7 %  

c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s )  ( T a b l e  9 ) .

T w o  I g A  M a b s  w h i c h  p r o d u c e d  m u l t i p l e  m o l e c u l a r  f o r m s  

( P I P 1 8  a n d  P I P 2 )  w e r e  p u r i f i e d  a n d  t h e  i n d i v i d u a l  

m o l e c u l a r  f o r m s  i s o l a t e d .

S o l u t i o n s  o f  1 0  u g  o f  p r o t e i n  m l - 1  w e r e  a d j u s t e d  f o r  

e a c h  m o l e c u l a r  f o r m  a n d  t h e n  u s e d  i n  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  

( T a b l e  9 ) .

A l l  f o r m s  o f  b o t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  g a v e  r i s e  t o  

i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o f  t h e  

u n p u r i f i e d  m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  u s e d  f o r  t h e  i n i t i a l  

a s s a y s  d e s c r i b e d  a b o v e .

A  s i m i l a r  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  w a s  s h o w n  w i t h  e a c h  

m o l e c u l a r  f o r m  o f  e a c h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .  N o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  s e e n  b e t w e e n  t h e  m o l e c u l a r  

f o r m s  o f  t h e  s a m e  a n t i b o d y .

3 . 5 . 2 .  T h e  e f f e c t  o f  p r e - i n c u b a t i o n  o n  t h e  e f f e c t  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t m e n t  a n d  t h e  a d h e r e n c e  o f  

S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

I n i t i a l  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  w i t h  b o t h  b a c t e r i a  

a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  b e i n g  a d d e d  t o g e t h e r  t o  t h e  M D C K  

m o n o l a y e r .  T o  a s s e s s  w h e t h e r  p r e - i n c u b a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  a n d  b a c t e r i a  c o u l d  f u r t h e r  e f f e c t  a d h e r e n c e  a  

s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  c o n d u c t e d  i n  w h i c h  b a c t e r i a  

w e r e  p r e - i n c u b a t e d  f o r  v a r y i n g  t i m e s  f r o m  0  t o  6 0  m i n u t e s  

( T a b l e  1 0 ) .

P r e - i n c u b a t i o n  f r o m  0  t o  6 0  m i n u t e s  h a d  n o  e f f e c t  o n

16 2



T a b l e  1 0 .  E f f e c t s  o f  p r e - i n c u b a t i o n  o n  t h e  i n i t i a l  

a d h e r e n c e  a t  0  h o u r s  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

t r e a t e d  S . t y p h i m u r i  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o

M a d i n - D a r b y  c a n i n e k i d n e y c e l l ( M D C K )

m o n o l a y e r s m e a s u r e d  b y b o t h  E L I S A  a n d c o l o n y

f o r m i n g  u n i t s  ( C F U 11 s  ) -  'G r o u p s  1 t o  4 .

P r e - i n c u b a t i o n p e r i o d ( m i n u t e s )
0 1 0 2 0 3 0 4 5 6 0

( E L I S A  u n i t s )
G r o u p  1
6 / 8 / 5 D 0 . 1 1 8 0 . 1 0 5 0 . 0 9 4 0 . 0 7 7 0 . 0 7 5 0 . 0 5 9
6 / 8 / 1 3 E 0 . 1 0 1 0 . 0 9 7 0 . 0 8 6 0 . 0 6 5 0 . 0 7 1 0 . 0 6 8
6 / 8 / 8 1 C 0 . 1 0 1 0 . 0 9 0 0 . 0 9 6 0 . 0 8 2 0 . 0 7 5 0 . 0 7 1
6 / 8 / 1 3 B 0 . 1 0 5 0 . 0 9 6 0 . 0 9 3 0 . 0 7 8 0 . 0 7 9 0 . 0 6 1
G r o u p  2
7 / 8 / 3 9 C 0 . 0 9 8 0 . 0 9 6 0 . 0 8 8 0 . 0 8 5 0 . 0 9 5 0 . 0 8 9
G r o u p  3
P I P 1 8 0 . 1 1 2 0 . 1 0 0 0 . 0 9 2 0 . 0 7 8 0 . 0 7 4 0 . 0 6 9
6 / 8 / 5 4 A 0 . 1 4 4 0 . 1 3 3 0 . 1 3 3 0 . 1 3 5 0 . 1 3 6 0 . 1 2 5
P I P  2 0 . 1 1 3 0 . 1 0 4 0 . 0 9 4 0 . 0 7 5 0 . 0 8 2 0 . 0 6 7
7 / 8 / 5 2 C 0 . 0 9 0 0 . 0 8 7 0 . 0 9 2 0 . 0 9 8 0 . 1 0 3 0 . 0 8 6
6 / 8 / 1 6 0 . 1 0 2 0 . 0 9 6 0 . 0 8 3 0 . 0 7 8 0 . 0 6 8 0 . 0 6 6
6 / 8 / 3 3 C 0 . 1 1 3 0 . 1 1 2 0 . 1 1 6 0 . 0 9 9 0 . 1 0 8 0 . 1 0 4
6 / 8 / 4 2 A 0 . 0 9 9 0 . 0 8 4 0 . 0 8 3 0 . 0 6 4 0 . 0 7 7 0 . 0 6 1
6 / 8 / 8 1 B 0 . 0 9 8 0 . 0 9 2 0 . 0 7 1 0 . 0 6 9 0 . 0 7 4 0 . 0 5 9
6 / 8 / 2 5 0 . 1 3 9 0 . 1 2 9 0 . 1 1 8 0 . 1 3 3 0 . 1 3 3 0 . 1 2 0
G r o u p  4
P I P  1 3 0 . 1 0 1 0 . 0 9 1 0 . 0 9 6 0 . 0 8 8 0 . 0 9 4 0 . 0 8 6
7 / 8 / 1 8 0 . 1 1 7 0 . 1 1 0 0 . 1 1 2 0 . 1 1 2 0 . 1 0 8 0 . 1 1 0
7 / 8 / 6 4 0 . 1 0 8 0 . 1 1 1 0 . 1 0 2 0 . 1 0 8 0 . 0 9 9 0 . 0 9 2
6 / 8 / 5 3 B 0 . 1 0 8 0 . 1 1 0 0 . 0 9 9 0 . 0 9 7 0 . 1 1 5 0 . 0 9 5

C o n t r o l 0 . 1 1 7 0 . 1 1 8 0 . 1 1 7 0 . 1 2 0 0 . 1 1 9 0 . 1 1 8

n_ e  3



A l l  a n t i b o d i e s  s h o w e d  a n  i n c r e a s e  i n  i n i t i a l  

i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  a t  t i m e  0  h o u r s  w h e n  p r e ­

i n c u b a t e d  f o r  6 0  m i n u t e s .

W i t h i n  g r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s -  

r e a c t i v e )  t h e r e  w a s  a  m e a n  i n c r e a s e  o f  i n h i b i t i o n  o f  

3 8 . 8 5 %  ( T a b l e  1 0 ) ,  w h e r e a s  i n  g r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  

s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  t h e  i n c r e a s e  w a s  o n l y  9 . 2 0 %  

( T a b l e  1 0 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  a l s o  g a v e  a  l a r g e  m e a n  i n c r e a s e  i n  i n i t i a l  

i n h i b i t i o n  ( 2 5 . 7 7 % )  ( T a b l e  1 0 ) .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  g a v e  a  m u c h  l o w e r  m e a n  i n c r e a s e  o f  o n l y  9 . 9 5 %  

( T a b l e  1 0 ) .

3 . 5 . 3 .  T h e  e f f e c t  o f  t h e  t i m e  o f  a d d i t i o n  o f  m o n o c l o n a l

a n t i b o d y  ( M a b )  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a ... t y p h i m u r i u m

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  

c e l l - l i n e .

T h e  a d h e r e n c e  a s s a y s  w e r e  c a r r i e d  o u t  o v e r  a  p e r i o d  

o f  3  h o u r s  d u r i n g  w h i c h  t h e  S L / B R  a d h e r e d  t o  t h e  M D C K  

m o n o l a y e r .  I n  a n  a t t e m p t  t o  d i s c o v e r  w h e t h e r  i t  w a s  

n e c e s s a r y  f o r  t h e  a n t i b o d y  t o  b e  p r e s e n t  f r o m  t h e  s t a r t  

o f  t h e  a s s a y  a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  p e r f o r m e d  t o  

a s s e s s  t h e  e f f e c t  o f  a d d i n g  t h e  b a c t e r i a  a t  0  h o u r s  a n d  

t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a t  t i m e s  b e t w e e n  0  a n d  3  h o u r s .

t h e  a d h e r e n c e  o f  a n t i b o d y  t r e a t e d  b a c t e r i a  a s  m e a s u r e d
a f t e r  3 h o u r s .
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T a b le  1 1 .

G r o u p  1  '6787 5dT 
6 / 8 / 1 3 E  
6 / 8 / 8 1 C  
6 / 8 / 1 3 B  
G r o u p  2
778739C
G r o u p  3
P I P I 8"..
6 / 8 / 5 4 A  
P I P  2  
7 / 8 / 5 2 C  
6 / 8 / 1 6  
6 / 8 / 3 3 C  
6 / 8 / 4 2 A  
6 / 8 / 8 1 B  
6 / 8 / 2 5  
G r o u p  4
P I P ” 1 3 ...
7 / 8 / 1 8
7 / 8 / 6 4
6 / 8 / 5 3 B

C o n t r o l

E f f e c t s  o f  p o s t - i n c u b a t i o n  o n  t h e  a d h e r e n c e  

a f t e r  3  h o u r s  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t e d  S . 

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  m o n o l a y e r s

m e a s u r e d  b y  b o t h  E L I S A  a n d  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  

( C F U ' s )  -  G r o u p s  1  t o  4 .

T i m e  o f  a d d i t i o n  o f  M a b  ( H o u r s )
0 ( S d )

0 ,. 1 2 9 0 . 0 1 6
0 , . 1 1 8 0 . 0 1 7
0 , . 1 2 5 0 . 0 1 9
0 ,. 1 2 9 0 . 0 1 8
0 ,. 1 3 5 0 . 0 1 9

0 ,. 1 3 6 0 . 0 1 6
0 . . 1 3 3 0 . 0 1 7
0 ,. 1 3 2 0 . 0 1 6
0 ,. 1 1 0 0 . 0 1 7
0 . . 1 3 0 0 . 0 1 6
0 . . 1 2 4 0 . 0 1 4
0 ., 1 1 2 0 . 0 1 6
0 .. 1 0 7 0 . 0 1 9
0 ,. 1 2 8 0 . 0 1 8

0 ., 1 2 0 0 . 0 1 7
0 ., 1 2 2 0 . 0 1 7
0 ., 2 2 8 0 . 0 1 7
0 ., 1 3 5 0 . 0 1 7

0 . 2 3 2 0 . 0 1 7

1 ( S d )
( E L I S A

0 . 1 3 9 0 . 0 1 9
0 . 1 2 7 0 . 0 1 8
0 . 1 2 5 0 . 0 1 9
0  .. 1 4 0 0 . 0 1 7

0  .. 1 3 7 0 . 0 1 5

0  ,. 1 4 6 0 . 0 1 8
0 ,. 1 4 8 0 . 0 1 8
0  ,. 1 3 1 0 . 0 1 6
0  ,. 1 0 5 0 . 0 1 7
0  ,. 1 3 2 0 . 0 1 7
0 ,, 1 2 8 0 . 0 1 7
0 ., 1 2 3 0 . 0 1 4
0 .. 1 0 8 0 . 0 1 7
0  ,. 1 4 4 0 . 0 1 4

0 ., 1 4 5 0 . 0 1 9
0 ., 1 4 2 0 . 0 1 7
0  ., 2 2 6 0 . 0 1 8
0  .. 1 4 5 0 . 0 1 9

0 .. 2 2 9 0 . 0 1 8

2 (Sd)  
u n i t s )

0 . 1 5 2  0 . 0 1 6  
0 . 1 6 4  0 . 0 1 8  
0 . 1 5 3  0 . 0 2 0  
0 . 1 6 6  0 . 0 1 5

0 . 1 6 5  0 . 0 1 8

0 . 1 7 3  0 . 0 1 7  
0 . 1 7 3  0 . 0 1 8  
0 . 1 4 9  0 . 0 1 4  
0 . 1 5 9  0 . 0 1 7  
0 . 1 5 9  0 . 0 1 7  
0 . 1 5 2  0 . 0 1 8  
0 . 1 6 1  0 . 0 1 8  
0 . 1 5 1  0 . 0 1 7  
0 . 1 5 8  0 . 0 1 8

0 . 1 6 6  0 . 0 1 9  
0 . 1 6 5  0 . 0 1 7  
0 . 2 1 4  0 . 0 1 6  
0 . 1 6 0  0 . 0 1 9

0 . 2 3 4  0 . 0 2 0

3 ( S d )

0 . 1 8 3 0 . 0 1 7
0 . 1 8 4 0 . 0 1 8
0 . 2 1 1 0 . 0 1 7
0 ,. 2 1 0 0 . 0 1 6

0 ,. 1 9 3 0 . 0 1 6

0 . 1 9 6 0 . 0 1 7
0 ,. 2 1 9 0 . 0 1 4
0 ,. 1 8 9 0 . 0 1 9
0 ,. 2 0 2 0 . 0 1 5
0 ,. 2 0 4 0 . 0 1 7
0 ,, 1 9 3 0 . 0 1 4
0 ., 2 2  lo . i 0 1 7
0 ., 1 8 7 0 . 0 1 3
0 ., 1 9 5 0 . 0 1 7

0 .. 1 8 8 0 . 0 1 5
0 . 1 9 6 0 . 0 2 0
0 . 2 2 1 0 . 0 1 8
0 . 1 8 6 0 . 0 1 3

0 ., 2 3 0 0 . 0 1 6

3 _ e  s



The r e s u l t s  a r e  sh ow n  in  T a b le  1 1 .  F o r  a l l
a n t i b o d i e s  a d d i t i o n  a f t e r  2  h o u r s  g a v e  o n l y  s l i g h t  

r e d u c t i o n s  i n  a d h e r e n c e  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s .  I t  w a s  

n e c e s s a r y  t o  a d d  t h e  a n t i b o d y  b e t w e e n  0  a n d  1  h o u r s  t o  

p r o d u c e  a n y  i n h i b i t i o n  w i t h  g r e a t e s t  i n h i b i t i o n  o c c u r r i n g  

w i t h  a d d i t i o n  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  a s s a y  ( 0  h o u r s ) .

3 . 5 . 4 .  T h e  e f f e c t  o f  a d d i t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( M a b )  o n  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  

a d h e r e n t  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

T o  d i s c o v e r  w h e t h e r  a n t i b o d i e s  h a d  a n y  e f f e c t  o n  

b a c t e r i a  w h i c h  h a d  a l r e a d y  a d h e r e d  t o  t h e  M D C K  m o n o l a y e r  

a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  w h i c h  

m o n o l a y e r s  w e r e  i n c u b a t e d  f o r  3  h o u r s  w i t h  S L / B R  a f t e r  

w h i c h  t h e y  w e r e  w a s h e d  a n d  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  

t h e n  a d d e d .  T h e  m o n o l a y e r s  w e r e  t h e n  r e - i n c u b a t e d  f o r  a  

f u r t h e r  3  h o u r s  a n d  t h e  l e v e l  o f  a d h e r e n c e  m e a s u r e d  a n d  

c o m p a r e d  t o  c o n t r o l s  t o  w h i c h  n o  a n t i b o d y  w a s  a d d e d .

A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  r e s u l t s  ( T a b l e  1 2 )  t h e  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  b a c t e r i a  

a l r e a d y  a d h e r e n t  t o  t h e  M D C K  m o n o l a y e r .  T h e  a n t i b o d i e s  

d i d  n o t  r e d u c e  t h e  l e v e l  o f  a d h e r e n c e  a f t e r  a d d i t i o n  a n d  

t h e  l e v e l  o f  a d h e r e n c e  i n c r e a s e d  o v e r  t h e  3  h o u r s  i n  

p a r a l l e l  w i t h  t h e  c o n t r o l s .  H o w e v e r  a  r e d u c t i o n  o c c u r r e d  

o v e r  t h e  3  h o u r s  w i t h  a d d e d  a n t i b o d y  s u c h  t h a t  a t  6  h o u r s  

t h e r e  w a s  a  r e d u c t i o n  i n  a d h e r e n c e  c o m p a r e d  w i t h  

c o n t r o l s .

l e  6



T a b l e  1 2 .

G r o u p  1
6787 5rf"
6 / 8 / 1 3 E  
6 / 8 / 8 1 C  
6 / 8 / 1 3 B  
G r o u p  2  
7  /  8 ?  3 9 C  
G r o u p  3
P I P ...1 8 ....
6 / 8 / 5 4 A
P I P  2
7 / 8 / 5 2 C
6 / 8 / 1 6
6 / 8 / 3 3 C
6 / 8 / 4 2 A
6 / 8 / 8 1 B
6 / 8 / 2 5
G r o u p  4
P I P ... 13"""
7 / 8 / 1 8
7 / 8 / 6 4
6 / 8 / 5 3 B

C O N T R O L

E f f e c t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a d d i t i o n  o n  S .  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a d h e r e n t  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  

m o n o l a y e r s  m e a s u r e d  b y  b o t h  E L I S A  a n d  c o l o n y  

f o r m i n g  u n i t s  ( C F U ’ s )  -  G r o u p s  1  t o  4 .

T i m e  ( H o u r s )
0 ( S d ) 1 ( S d ) 2 ( S d ) 3 ( S d )

( E L I S A u n i t s )

0  .. 2 0 1 0 ,. 0 1 7 0  ,. 2 5 3 0 ,. 0 1 9 0 ,. 2 8 8 0  ,. 0 1 8 0  ,. 3 1 8 0 ,. 0 1 9
0  ., 2 2 7 0 .. 0 1 8 0 ., 2 5 4 0 .. 0 1 3 0 ., 2 9 8 0 .. 0 1 8 0 .. 3 2 7 0  ,. 0 1 6
0  ., 2 1 7 0  ,. 0 1 7 0  .. 2 4 5 0  .. 0 1 7 0 ., 2 8 7 0  ,. 0 1 6 0 .. 3 1 3 0  .. 0 1 4
0  ., 2 2 4 0  ,. 0 1 7 0  ., 2 5 2 0 .. 0 1 9 0 .. 2 8 7 0  ,. 0 1 6 0  ., 3 1 1 0 .. 0 1 5

0  ,, 2 3 2 0 .. 0 1 4 0  ,. 2 7 6 0 ,. 0 1 6 0 ., 3 3 3 0  ,. 0 1 7 0  .. 3 8 1 0  ,. 0 1 4

0  ., 2 2 3 0  ,. 0 1 8 0 .. 2 4 7 0 .. 0 2 1 0 .. 2 8 7 0 .. 0 1 7 0 .. 3 1 4 0 ,. 0 1 7
0 ., 2 2 4 0  ,. 0 1 9 0 ,. 2 7 6 0  ,. 0 1 7 0 .. 3 2 5 0 ,. 0 2 1 0  ,. 3 7 5 0 ,. 0 1 9
0 ., 1 9 8 0  ,. 0 1 4 0  .. 2 4 8 0 .. 0 1 8 0 .. 2 7 8 0  ,. 0 1 6 0 ,. 3 0 5 0  ,. 0 1 7
0  ,, 2 1 6 0  ,. 0 1 4 0  .. 2 7 8 0 .. 0 1 5 0 ., 3 3 7 0  ,. 0 1 9 0 ,. 3 7 1 0 ,. 0 1 4
0 ., 2 1 1 0  ,. 0 1 6 0 .. 2 5 5 0 ., 0 1 7 0 .. 3 0 1 0 ,. 0 1 7 0 ,. 3 2 0 0  ,. 0 1 4
0  ,. 2 1 6 0  ,. 0 1 9 0 ,. 2 5 7 0 .. 0 1 6 0 .. 3 0 9 0  ,. 0 1 9 0  ,. 3 5 0 0 ,. 0 1 5
0  ., 2 2 7 0  ,. 0 2 0 0 .. 2 4 9 0 .. 0 1 6 0 .. 3 0 4 0 .. 0 1 6 0 .. 3 3 4 0 ,. 0 1 7
0 ,, 2 1 2 0  ,. 0 1 9 0 .. 2 5 3 0 .. 0 1 7 0 ., 2 8 3 0 .. 0 2 0 0 .. 3 1 2 0  ,. 0 1 7
0 ., 2 1 8 0  ,. 0 1 7 0 .. 2 5 0 0  .. 0 1 6 0 ., 2 9 4 0 ., 0 1 7 0  .. 3 5 4 0 .. 0 1 5

0  .. 2 1 3 0  ,. 0 1 5 0 .. 2 5 6 0 ., 0 1 5 0 ., 2 8 9 0 ., 0 1 6 0 ., 3 1 1 0 ., 0 1 8
0 ,. 2 2 1 0  ,. 0 1 4 0 .. 2 4 7 0 .. 0 1 6 o; ! 2 7 8 0  .. 0 1 8 0  ., 3 1 0 0 ., 0 1 8
0 ,, 2 2 5 0  ,. 0 2 2 0 .. 2 7 9 0  .. 0 1 6 0 ., 3 2 7 0 ., 0 1 9 0 ., 3 7 9 0 ., 0 1 7
0 ., 2 1 4 0  ,. 0 1 5 0  .. 2 4 7 0 .. 0 1 4 0 ., 2 8 7 0 ., 0 1 6 0 ., 3 1 3 0 ., 0 1 9

0  ,. 2 2 1 0  ,. 0 1 6 0  ,. 2 8 1 0  ,. 0 1 5 0 .. 3 4 1 0 ., 0 1 8 0  ., 4 0 3 0 ., 0 1 6

3_6 V



3 . 5 . 5 .  T h e  e f f e c t  o f  c o m p e t i t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y

( M a b )  o f  d i f f e r i n g  i s o t y p e s  o n  S a l m o n e l l a ... t y p h i m u r i u m

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  

k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

T h e  I g G l  a n t i b o d y  ( 7 / 8 / 6 4 )  a p p e a r e d  t o  b e  t h e  o n l y  

a n t i b o d y  w h i c h  d i d  n o t  i n h i b i t  a d h e r e n c e  o f  S L / B R  t o  M D C K  

c e l l  m o n o l a y e r s .  R a d i o i m m u n o a s s a y  d a t a  s h o w e d  t h a t  7 / 8 / 6 4  

s i g n i f i c a n t l y  b o u n d  S L / B R .  A s  i t  s e e m e d  r e a s o n a b l e  t h a t  

7 / 8 / 6 4  w a s  b i n d i n g  S L / B R  i n  t h e  M D C K  c e l l  a d h e r e n c e  a s s a y  

a  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  i n v e s t i g a t e  

w h e t h e r  i t  w o u l d  a c t i v e l y  c o m p e t e  w i t h  t h e  o t h e r  

a n t i b o d i e s  a n d  r e d u c e  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t .

T w o  I g A  a n t i b o d i e s  ( 6 / 8 / 5 D  a n d  P I P 2 )  f r o m  g r o u p  1

a n d  t w o  I g M  a n t i b o d i e s  ( 7 / 8 / 3 9 C  a n d  P I P 1 3 )  f r o m  g r o u p  2

a n d  4  w e r e  t i t r a t e d  i n d i v i d u a l l y  i n  c o m p e t i t i o n  w i t h

7 / 8 / 6 4 .  E q u a l  v o l u m e s  o f  t h e  t w o  a n t i b o d i e s  w e r e  a d d e d  i n  

e a c h  a s s a y .  T h e  l e v e l  o f  I g G l  a n t i b o d y  w a s  h e l d  a t  t h e  

A B T 5 0 %  v a l u e  w h i l s t  t h e  o t h e r  a n t i b o d y  w a s  t i t r a t e d  o v e r  

a  n u m b e r  o f  w e l l s  f r o m  4 x  T I 5 0 %  t o  0 . 1 2 5 x  T I 5 0 % . T h e  

a r r a n g e m e n t s  w e r e  t h e n  r e v e r s e d  a n d  t h e  i n h i b i t o r y  

a n t i b o d i e s  w e r e  a d d e d  a t  t h e  T I 5 0 %  c o n c e n t r a t i o n  w i t h  t h e  

I g G l  a n t i b o d y  t i t r a t e d  f r o m  4 x  A B T 5 0 %  t o  0 . 1 2 5 x  A B T 5 0 % .

T i t r a t i o n  o f  t h e  I g G l  a n t i b o d y  a g a i n s t  b o t h  I g A  a n d  

I g M  a n t i b o d i e s  w e r e  s i m i l a r  ( F i g s  2 0  t o  2 3 ) .  A  r e d u c t i o n  

w a s  s e e n  i n  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  I g A  a n d  I g M

a n t i b o d i e s  w h e n  t i t r a t e d  w i t h  I g G l  a t  a  f i x e d  

c o n c e n t r a t i o n .  C o n v e r s e l y  w h e n  t i t r a t i n g  I g G l  w i t h  t h e  

I g A  a n d  I g M  a n t i b o d i e s  t h e r e
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F i g u r e  2 0 .  I n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

t r e a t e d  S .  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  

m o n o l a y e r s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  -  C o m p e t i t i o n  

a s s a y  b e t w e e n  6 / 8 / 5 D  ( I g A ,  G r o u p l )  a n d  7 / 8 / 6 4  

( I g G l , G r o u p  4 ) .

—  IgA titrated IgG titrated

IgG constant IgA constant

0.25 ;-----------------------------------------------------------------

0.13 h

0. 10 — -------------------- !----------------- :----------------- !----------------- ‘----------------- —
4 2 1 0.5 0.25 0.125

Inhibition titre 50% (TI50%)



F i g u r e  2 1 .  I n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

t r e a t e d  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  

m o n o l a y e r s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  -  C o m p e t i t i o n  

a s s a y  b e t w e e n  7 / 8 / 3 9 C ( I g M ,  G r o u p 2 )  a n d  7 / 8 / 6 4  

( I g G l , G r o u p  4 ) .

0.25

0.22

IgM titrated 

IgG constant

IgG titrated 

IgM constant

0.19

0.16

0.13 j-

0.10
1 0.5 0.25 0.125

Inhibition titre 50% (TI50%)
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F i g u r e  2 2 .  I n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

t r e a t e d  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  

m o n o l a y e r s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  -  C o m p e t i t i o n  

a s s a y  b e t w e e n  P I P  2  ( I g A ,  G r o u p 3 )  a n d  7 / 8 / 6 4  

( I g G l , G r o u p  4 ) .

----- IgA titrated IgG titrated

IgG constant IgA constant

0 .2 5 -----------------------------------------------------------------

0.22 -

0.13

0.10 ------------------ --------------------------------------------------- -----------------------------------------------------1--------------------------—

4 2 1 0.5 0.25 0.125

Inhibition titre 50% (TI50%)

1  V  1



F i g u r e  2 3 .  I n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

t r e a t e d  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  

m o n o l a y e r s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  -  C o m p e t i t i o n  

a s s a y  b e t w e e n  P I P  1 3  ( I g M ,  G r o u p 4 )  a n d  7 / 8 / 6 4  

( I g G l , G r o u p  4 ) .

----- IgM titrated
IgG constant

IgG titrated 
IgM constant

«s
ca
<
(A
I]UJ

Inhibition titre 50% (TI50%)
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w a s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  a s  t h e

I g G l  c o n c e n t r a t i o n  d e c l i n e d .

T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e  t h a t  t h e  I g G l  a n t i b o d y  h a s  a n  

a c t i v e  e f f e c t  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S L / B R  t o  M D C K  c e l l s  

s u c h  t h a t  a t  h i g h  c o n c e n t r a t i o n s  i t  w i l l  r e d u c e  t h e  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  s e e n  w i t h  t h e  I g A  a n d  i g M  a n t i b o d i e s  

t e s t e d .

A l s o ,  p l o t t i n g  t h e  t i t r a t i o n  c u r v e s  o f  a d h e r e n c e  

v e r s u s  i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n  o f  e a c h  p a i r  ( F i g s  2 0  t o  

2 3 )  r e v e a l e d  t h a t  f o r  t h e  I g A  a n t i b o d i e s  t h e  c r o s s - o v e r  

p o i n t  o f  t h e  c u r v e s  o c c u r r e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  0 . 5 x  T I 5 0 % , 

w h i l s t  t h e  I g M  a n t i b o d i e s  h a d  a  c r o s s - o v e r  p o i n t  o f  

a p p r o x i m a t e l y  1 . O x  T I 5 0 % .

3 . 6  T H E  E F F E C T  O F  N O N - S P E C I F I C  F A C T O R S  O N  T H E  A D H E R E N C E

O F  S A L M O N E L L A ...T Y P H I MU R I U M  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  T O  M A D I N -

D A R B Y  C A N I N E  K I D N E Y  ( M D C K )  C E L L - L I N E .

T h e  i n i t i a l  a d h e r e n c e  o f  S . ____t y p h i m u r i u m  t o  M D C K

c e l l s  o c c u r r e d  p r i m a r i l y  d u r i n g  t h e  f i r s t  3  h o u r s .  

P r e l i m i n a r y  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  a s s e s s  

w h e t h e r  t h i s  a d h e r e n c e  w a s  a n  i n t r i n s i c a l l y  s p e c i f i c  o r  

n o n - s p e c i f i c  f u n c t i o n .

T h e  p r e s e n c e  o f  a  s p e c i f i c  r e c e p t o r - a d h e s i n  s y s t e m  

u t i l i z i n g  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  w a s  i n v e s t i g a t e d .  I f  

p r e s e n t  t h e  a c t i o n  o f  t h e  s e l e c t e d  L P S - s p e c i f i c  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c o u l d  t h e n  b e  f u r t h e r  a s s e s s e d  b y  

c o m p a r i s o n  w i t h  t h e  n o n - L P S  s p e c i f i c  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s .
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M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  p r o d u c e  a  h i g h  n e g a t i v e  c h a r g e  

o n  t h e i r  a p i c a l  s u r f a c e .  F i n l a y  e t  a l . ( 1 9 8 8 )  f o u n d  t h a t

S . ... c h o l e r a e s u i s  w o u l d  o n l y  a d h e r e  t o  t h e  a p i c a l  s u r f a c e

i n  s i g n i f i c a n t  n u m b e r s .  R e d u c i n g  t h e  a p i c a l  n e g a t i v e  

s u r f a c e  c h a r g e  o f  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  b y  t h e  a d d i t i o n  o f  

A m i l o r i d e  ( a  d r u g  w h i c h  a c t s  b y  i n h i b i t i n g  s o d i u m  

t r a n s p o r t  b u t  h a s  n o  e f f e c t  o n  t h e  v i a b i l i t y  o f  M D C K  

c e l l s )  w a s  i n v e s t i g a t e d  t o  a s s e s s  w h e t h e r  t h e  a d h e r e n c e  

w a s  i n f l u e n c e d  b y  n o n - s p e c i f i c  f a c t o r s .

3 . 6 . 1 .  E f f e c t  o f  f r e e  S . t y p h i m u r i u m  ( W T )  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  

k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

L i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  

a s s o c i a t e d  w i t h  a d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  t o  c e l l s  b o t h  

i n v i t r o  a n d  i n v i v o  ( K i h l s t r o m ,  1 9 7 7 ,  P e r e r s ,  1 9 7 7 ) .  

D i r e c t  e v i d e n c e  o f  L P S  a c t i n g  a s  a n  a d h e s i n  s p e c i f i c  f o r  

a n  e p i t h e l i a l  c e l l  s u r f a c e  r e c e p t o r  m o l e c u l e  h a s  n o t  b e e n  

f o u n d .  S t u d i e s  u s i n g  r e c e p t o r  a n a l o g u e s  o r  i s o l a t e d  

a d h e s i n s  h a v e  b e e n  c a r r i e d  o u t  f o r  a  v a r i e t y  o f  a d h e r e n t  

e n t e r o b a c t e r i a c e a e  ( S m y t h  e t  a l . , 1 9 7 8 ,  W a t t  a n d  W a r d ,

1 9 8 0 ) ) .  F r e e  L P S  w a s  a d d e d  t o  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  a t  

v a r i o u s  c o n c e n t r a t i o n s  t o  a s s e s s  w h e t h e r  i t  w o u l d  a c t  a s  

a  p u t a t a t i v e  i s o l a t e d  a d h e s i n  b y  i n h i b i t i n g  a d h e r e n c e  i n  

a  d o s e - d e p e n d a n t  f a s h i o n .

N o  s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  w a s  s e e n  w i t h  

a n y  c o n c e n t r a t i o n  o f  L P S  i n d i c a t i n g  t h a t  i t  d i d  n o t  

c o m p e t e  w i t h  t h e  a d h e r e n c e  o f  S_. t y p h i m u r i u m  S L / B R  ( T a b l e
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1 3 ) .  T h e r e  d i d  a p p e a r  t o  b e  a n  i n c r e a s e  i n  a d h e r e n c e  

c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s  w i t h  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

L P S ,  a l t h o u g h  t h i s  w a s  n o t  s t a t i s t i c a l l y  s i g n i f i c a n t .

3 . 6 . 2 .  E f f e c t  o f  A m i l o r i d e  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  

c e l l - l i n e .

B e n t l e y  ( 1 9 6 8 )  d e s c r i b e d  t h e  e f f e c t  o f  A m i l o r i d e  a  

p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  s o d i u m  t r a n s p o r t  o n  i n t a c t  e p i t h e l i a

i n  v i t r o . A m i l o r i d e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  r e d u c e  t h e

e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  p r o d u c e d  b y  i n t a c t  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s  w i t h o u t  a f f e c t i n g  c e l l  v i a b i l i t y  ( C e r e i j i d o  e t  

a l . ,  1 9 7 8 ) .

E x p e r i m e n t s  w i t h  v a r y i n g  c o n c e n t r a t i o n s  o f  A m i l o r i d e  

w e r e  c a r r i e d  o u t  t o  a s s e s s  w h e t h e r  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  

n e g a t i v e  c h a r g e  o n  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s  w o u l d  r e s u l t  i n  a n  i n c r e a s e  o r  d e c r e a s e  i n  

a d h e r e n c e  o f  S .  t y p h i m u r i u m  ( S L / B R )  i n  t h e  p r e s e n c e  o r  

a b s e n c e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .

T h e  c o n c e n t r a t i o n s  u s e d  r a n g e d  f r o m  t h a t  w h i c h  h a d  

b e e n  s h o w n  t o  h a v e  n o  e f f e c t  o n  t h e  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  

o f  t h e  M D C K  m o n o l a y e r s  ( 1 0 - 8  M )  t o  t h a t  w h i c h  h a d  b e e n  

s h o w n  t o  d e s t r o y  t h e  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  e n t i r e l y  ( 1 0 ~ 5 

M )  ( C e r e i j i d o  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .  T h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  

c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  r e d u c t i o n  o f  t h e  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  

a n d  s o  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  o n  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  t h e  

m o n o l a y e r s .

A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  r e s u l t s  ( T a b l e  1 4 )  t h e
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l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S . 

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n ­

c e l l  ( M D C K ) m o n o l a y e r s

T a b l e  1 3 .  E f f e c t  o f  f r e e  S . ........t y p h i m u r i u m  (WT)

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

m e a s u r e d  b y  E L I S A .

S .  t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S  
( u g  m l *  1 )

0  ( C o n t r o l )

1 

2 

5

10
1 5

20

A d h e r e n c e  ( E L I S A  u n i t s )
( S d )

0 . 2 3 4 0 . 0 1 8

0 . 2 3 5 0 . 0 2 0

0 . 2 3 3 0 . 0 1 5

0 . 2 4 1 0 . 0 1 4

0 . 2 3 8 0 . 0 1 7

0 . 2 4 3 0 . 0 1 6

0 . 2 4 8 0 . 0 1 7
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T a b l e  1 4 .  E f f e c t  o f  A m i l o r i d e  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  S . 

t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K ) m o n o l a y e r s  

a f t e r  3  h o u r s  a s  m e a s u r e d  b y  E L I S A  -  G r o u p s  1  

t o  4 .

A m i l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  ( M )
i—1 o 1 -f* 1 0 - 5 1 0 ~ 6 h-1 O l 1 0 - 8 N o n e

( E L I S A u n i t s )
G r o u p  1  
6 / 8 / 5 D 0 . 1 5 5 0 . 1 5 5 0 . 1 5 1 0 . 1 3 9 0 . 1 3 6 0 . 1 3 1
6 / 8 / 1 3 E 0 . 1 6 1 0 . 1 5 6 0 . 1 4 9 0 . 1 3 6 0 . 1 1 6 0 . 1 2 2
6 / 8 / 8 1 C 0 . 1 4 6 0 . 1 4 5 0 . 1 3 3 0 . 1 2 3 0 . 1 2 1 0 . 1 2 2
6 / 8 / 1 3 B 0 . 1 5 9 0 . 1 5 8 0 . 1 4 5 0 . 1 3 9 0 . 1 2 9 0 . 1 2 7

G r o u p  2  
7 / 8 / 3 9 C 0 . 1 7 5 0 . 1 6 1 0 . 1 5 4 0 . 1 4 2 0 . 1 3 7 0 . 1 2 7

G r o u p  3  
P I P  1 8 0 . 1 6 2 0 . 1 5 7 0 . 1 4 3 0 . 1 3 0 . 1 3 1 0 . 1 3 5
6 / 5 4 A 0 . 1 7 1 0 . 1 6 8 0 . 1 5 0 . 1 4 7 0 . 1 3 7 0 . 1 3 6
P I P  2 0 . 1 6 3 0 . 1 5 9 0 . 1 4 5 0 . 1 3 3 0 . 1 3 0 0 . 1 2 1
7 / 5 2 C 0 . 1 6 3 0 . 1 6 7 0 . 1 4 8 0 . 1 3 2 0 . 1 0 5 0 . 1 0 9
6 / 8 / 1 6 0 . 1 5 1 0 . 1 5 0 0 . 1 4 9 0 . 1 4 1 0 . 1 2 9 0 . 1 2 4
6 / 3 3 C 0 . 1 5 5 0 . 1 4 7 0 . 1 4 2 0 . 1 3 5 0 . 1 3 1 0 . 1 3 1
6 / 4 2 A 0 . 1 6 9 0 . 1 4 8 0 . 1 4 3 0 . 1 2 9 0 . 1 1 6 0 . 1 0 8
6 / 8 1 B 0 . 1 6 3 0 . 1 6 3 0 . 1 5 0 0 . 1 3 5 0 . 1 0 8 0 . 1 0 9
6 / 8 / 2 5 0 . 1 5 9 0 . 1 5 2 0 . 1 4 6 0 . 1 4 1 0 . 1 4 0 0 . 1 3 1

G r o u p  4  
P I P  1 3 0 . 1 5 6 0 . 1 4 9 0 . 1 4 4 0 . 1 2 7 0 . 1 1 4 0 . 1 1 7
7 / 8 / 1 8 0 . 1 5 7 0 . 1 5 1 0 . 1 4 0 0 . 1 3 2 0 . 1 3 4 0 . 1 2 5
7 / 8 / 6 4 0 . 2 0 3 0 . 2 0 2 0 . 2 0 8 0 . 2 1 7 0 . 2 3 1 0 . 2 2 9
6 / 8 / 5 3 B 0 . 1 5 3 0 . 1 4 5 0 . 1 4 1 0 . 1 3 3 0 . 1 2 5 0 . 1 3 2

C o n t r o l 0 . 1 9 1 0 . 2 0 5 0 . 2 0 6 0 . 2 0 6 0 . 2 1 7 0 . 2 2 9
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m o n o l a y e r s  w a s  n o t  i n h i b i t e d  b y  i n c r e a s i n g  c o n c e n t r a t i o n s  

o f  A m i l o r i d e .
"inhibit

B u t  A m i l o r i d e  w a s  s e e n  t o  ^  t h e  a d h e r e n c e  o f

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t e d  S L / B R .  T h e  r e s u l t s  ( T a b l e  1 4 )  

s h o w  t h a t  w i t h  i n c r e a s i n g  A m i l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  t h e  

i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  I g A  a n d  I g M  a n t i b o d i e s  o f  G r o u p s  

1  t o  4  a r e  r e d u c e d  i n  a  d o s e  d e p e n d a n t  f a s h i o n .  H o w e v e r  

t h e  I g G l  a n t i b o d y  ( 7 / 8 / 6 4 )  t r e a t e d  S L / B R  a p p e a r s  t o  a c t  

i n  t h e  s a m e  w a y  a s  t h e  u n t r e a t e d  b a c t e r i a  g i v i n g  a  

r e d u c t i o n  i n  a d h e r e n c e  w i t h  i n c r e a s i n g  A m i l o r i d e  

c o n c e n t r a t i o n  ( T a b l e  1 4 ) .

3 . 7  P H Y S I C O - C H E M I C A L  A N A L Y S I S  O F  M O N O C L O N A L  A N T I B O D Y  

( M A B )  T R E A T E D  S A L M O N E L L A  T Y P H I MU R I U M  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R ) .

T h e  a d h e r e n c e  o f  b a c t e r i a  t o  m a m m a l i a n  c e l l s  h a s  

b e e n  s h o w n  t o  b e  i n f l u e n c e d  n o t  o n l y  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  

s p e c i f i c  r e c e p t o r  m e c h a n i s m s  b u t  a l s o  b y  n o n - s p e c i f i c  

p h y s i c o - c h e m i c a l  i n t e r a c t i o n s . H y d r o p h o b i c i t y  a n d  c h a r g e  

o n  t h e  s u r f a c e  o f  b a c t e r i a  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  e f f e c t

t h e i r  a d h e r e n c e  t o  m a m m a l i a n  c e l l s  i n  v a r i o u s  i n ..... v i t r o

a s s a y s .

T h e  p h y s i c o c h e m i c a l  s t a t e  o f  S L / B R  t r e a t e d  w i t h  t h e  

M a b s , u s e d  i n  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  d e s c r i b e d  a b o v e ,  w a s  

i n v e s t i g a t e d  i n  a n  a t t e m p t  t o  c o r r e l a t e  t h e  e f f e c t  o n  

a d h e r e n c e  t o  e i t h e r  a  c h a n g e  i n  h y d r o p h o b i c i t y  o r  s u r f a c e  

c h a r g e .

a d h e r e n c e  o f  S .  t y p h i m u r i um (SL/BR) t o  MDCK c e l l
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3 . 7 . 1 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  u s i n g  O c t a n - l - o l  p h a s e  s e p a r a t i o n .

A s s e s s m e n t  o f  h y d r o p h o b i c i t y  b y  p a r t i t i o n  b e t w e e n  a n  

a q u e o u s  p h a s e  a n d  a n  o c t a n - l - o l  p h a s e  w a s  u s e d  t o  

d e t e r m i n e  i f  t r e a t m e n t  o f  S L / B R  w i t h  M a b s  ( G r o u p  1  t o  4 )  

h a d  a n y  e f f e c t .  U n t r e a t e d  S L / B R  w a s  u s e d  a s  a  c o n t r o l  i n  

a l l  a s s a y s  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e  h y d r o p h i l i c  w i t h  a  

h y d r o p h o b i c i t y  p e r c e n t a g e  o f  3 6 %  ( s d :  3 . 4 % ) .

G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n e d  4  M a b s  a l l  w i t h  s i m i l a r  r e a c t i v i t y  f o r  S L / B R .  

E a c h  o f  t h e  M a b s  r e d u c e d  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  S L / B R  

( m e a n :  2 5 % ,  s d :  7 . 4 % )  ( T a b l e  1 5 ) .

G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  a p p e a r s  t o  h a v e  o n l y  l o w  

r e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  a s  c o m p a r e d  w i t h  G r o u p  1  M a b s .  

T r e a t m e n t  w i t h  t h e  M a b  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  

h y d r o p h o b i c i t y  o f  S L / B R  ( 3 3 % ,  s d :  5 . 5 % )  ( T a b l e  1 5 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  9  M a b s  w h i c h  e x h i b i t e d  a  r a n g e  o f  

r e a c t i v i t i e s  w i t h  S L / B R .  A s  w i t h  G r o u p  1  a l l  M a b s  w i t h i n  

t h i s  g r o u p  p r o d u c e d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

t r e a t e d  S L / B R  ( m e a n :  2 2 % ,  s d :  5 . 0 % )  ( T a b l e  1 5 ) .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  

N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i s  s e e n  i n  t h e i r  r e a c t i v i t y  

w i t h  S L / B R .  W i t h i n  t h i s  g r o u p  t h e r e  w a s  a  d i s t i n c t  

d i f f e r e n c e  i n
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T a b l e  1 5 .  H y d r o p h o b i c i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t e d  

S . t y p h i m u r i u m  S L 3  2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K ) m o n o l a y e r s  a s  

m e a s u r e d  b y  O c t a n - l - o l  p a r t i t i o n i n g  a n d  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C )  -  

G r o u p s  1  t o  4  a n d  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  P I P  2  a n d  

P I P  1 8 .

H y d r o p h o b i c i t y  ( % )  
O c t a n - l - o l  p a r t i t i o n i n g  H I C

( S d )  ( S d )
G r o u p  1  
6 / 8 / 5 D 1 7 9 . 8 1 8 1 . 9
6 / 8 / 1 3 E 2 4 8 . 9 2 1 3 . 2
6 / 8 / 8 1 C 2 4 2 . 4 2 2 1 . 7
6 / 8 / 1 3 B 3 5 6 . 1 2 6 2 . 4
G r o u p  2  
7 / 8 7 3 9 C 3 3 2 . 1 3 3 1 . 4
vj JL O U  O
P I P  1 8 2 0 9 . 2 1 8 2 . 8
6 / 8 / 5 4 A 2 5 5 . 6 2 5 1 . 2
P I P  2 2 0 6 . 4 2 1 1 . 7
7 / 8 / 5 2 C 2 9 4 . 8 2 9 3 . 1
6 / 8 / 1 6 1 9 5 . 7 1 5 2 . 5
6 / 8 / 3 3 C 1 8 7 . 5 1 7 2 . 1
6 / 8 / 4 2 A 1 8 2 . 6 1 7 1 . 6
6 / 8 / 8 1 B 1 8 7 . 6 1 8 1 . 9
6 / 8 / 2 5 3 1 5 . 3 2 4 2 . 4
G r o u p  4  
P I P  1 3 3 9 8 . 3 3 6 3 . 4
7 / 8 / 1 8 3 8 5 . 2 3 4 1 . 9
6 / 8 / 5 3 B 4 9 5 . 7 4 2 3 . 1
7 / 8 / 6 4 6 4 6 . 5 6 6 1 . 8

P I P 2  ( 1 6 0 k D ) — — 2 1 1 . 7
P I P 2  ( 3 2 0 k D ) - - 1 9 2 . 1
P I P 2  ( 3 6 0 k D ) - - 1 8 1 . 8
P I P 1 8  ( 1 6 0 k D ) - - 1 9 3 . 1
P I P 1 8  ( 3 2 0 k D ) - - 2 1 2 . 6
P I P 1 8  ( 3 6 0 k D ) - - 1 6 2 . 5

C O N T R O L 3 6 3 . 4 3 5 2 . 1
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t h e  e f f e c t  o n  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t r e a t e d  S L / B R .  T h e  t h r e e  

I g M  M a b s  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  

t r e a t e d  S L / B R  ( m e a n :  4 2 % ,  s d :  6 . 1 % )  w h i l s t  t h e  I g G l

a n t i b o d y  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  ( 6 4 % ,  

s d :  6 . 5 % )  ( T a b l e  1 5 ) .

T h e s e  r e s u l t s  w e r e  s u b j e c t  t o  l a r g e  v a r i a t i o n  

b e t w e e n  a s s a y s  a s  s e e n  b y  t h e  s t a n d a r d  d e v i a t i o n  o f  t h e  

r e s u l t s  o f  i n d i v i d u a l  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s . I n  o r d e r  t o  

c o n f i r m  t h e i r  i n i t i a l  a s s e s s m e n t  o f  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  a  

f u r t h e r  a s s a y  s y s t e m  w a s  e m p l o y e d  u s i n g  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) .

3 . 7 . 2 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  u s i n g  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  

c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) .

H y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) ,  a s  a  

m e t h o d  o f  a s s e s s i n g  h y d r o p h o b i c i t y ,  w a s  u s e d  t o  c o n f i r m  

t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  o c t a n - l - o l : a q u e o u s  

p a r t i t i o n i n g .  T h e  r e s u l t s  w e r e  e x p r e s s e d  a s  t h e  

p e r c e n t a g e  o f  b a c t e r i a  a d h e r e n t  t o  a  c o l u m n  o f  o c t y l  

s e p h a r o s e  a f t e r  e l u t i o n  w i t h  a  0 . 0 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r  p H

6 . 8  c o n t a i n i n g  0 . 1  % ( v / v )  T r i t o n  X - 1 0 0  b u f f e r .  I t  w a s  

h o p e d  t h a t  H I C  w o u l d  p r o v i d e  g r e a t e r  a c c u r a c y  i n  

d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  t r e a t m e n t  o f  S L / B R  w i t h  M a b s  ( G r o u p  1  

t o  4 )  h a d  a n  e f f e c t  o n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  a n t i b o d y  

b o u n d  b a c t e r i a  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s . U n t r e a t e d  S L / B R  

w a s  u s e d  a s  a  c o n t r o l  i n  a l l  a s s a y s  a n d  w a s  f o u n d  t o  b e
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G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n e d  4  M a b s  a l l  w i t h  s i m i l a r  r e a c t i v i t y  f o r  S L / B R .  

E a c h  o f  t h e  M a b s  r e d u c e d  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  S L / B R  

( m e a n :  2 2 % ,  s d : 3 . 3 )  ( T a b l e  1 5 ) .

G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e ) 

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  a p p e a r s  t o  h a v e  o n l y  l o w  

r e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  a s  c o m p a r e d  w i t h  G r o u p  1  M a b s .  

T r e a t m e n t  w i t h  t h i s  M a b  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  

h y d r o p h o b i c i t y  o f  S L / B R  a s  m e a s u r e d  b y  t h i s  a s s a y  ( 3 3 % ,  

s d :  3 . 5 % )  ( T a b l e  1 5 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  9  M a b s  w h i c h  e x h i b i t  a  r a n g e  o f  

r e a c t i v i t i e s  w i t h  S L / B R .  A s  w i t h  G r o u p  1  a l l  M a b s  w i t h i n  

t h i s  g r o u p  p r o d u c e d  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

t r e a t e d  S L / B R  ( m e a n :  2 0 % ,  s d :  4 . 6 % )  ( T a b l e  1 5 ) .  G r o u p  4  

( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s - r e a c t i v e )  h a s  

f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  N o  

s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  s e e n  i n  t h e i r  r e a c t i v i t y  w i t h  

S L / B R .  W i t h i n  t h i s  g r o u p  t h e r e  w a s  a  d i s t i n c t  d i f f e r e n c e  

i n  t h e  e f f e c t  o n  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t r e a t e d  S L / B R .  T h e  

t h r e e  I g M  M a b s  h a d  n o  e f f e c t  o n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  

t r e a t e d  S L / B R  ( m e a n :  3 7 % ,  s d :  4 . 1 % )  w h i l s t  t h e  I g G l  

a n t i b o d y  s i g n i f i c a n t l y  i n c r e a s e d  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  ( 6 6 %,  

s d :  1 . 8 % )  ( T a b l e  1 5 ) .

T h e s e  r e s u l t s  s h o w e d  l i t t l e  v a r i a t i o n  a s  s e e n  b y  t h e  

s t a n d a r d  d e v i a t i o n  f o r  e a c h  i n d i v i d u a l  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y .  T h e y  c o n f i r m e d  t h e  i n i t i a l  a s s e s s m e n t  b y  o c t a n -

h y d r o p h i l i c  w i t h  a h y d r o p h o b i c i t y  i n d e x  o f  35% ( s d :
2 . 1 % ) .

18 2



l - o l : a q u e o u s  p a r t i t i o n i n g  o f  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

t r e a t e d  S L / B R ,  w i t h  s i g n i f i c a n t  c o r r e l a t i o n  b e t w e e n  

r e s u l t s  p r o d u c e d  b y  t h e  t w o  m e t h o d s .

3 . 7 . 3 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t r e a t e d  w i t h  

m o l e c u l a r  f o r m s  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  u s i n g  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) : ( P I P 2  a n d  

P I P 1 8 ) .

T h e  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  t w o  I g A  M a b s  ( P I P 1 8  a n d  P I P 2 )  

w e r e  a s s e s s e d  f o r  t h e i r  e f f e c t s  o n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

t r e a t e d  S L / B R .

T h e  h y d r o p h o b i c i t y  w a s  m e a s u r e d  o n l y  b y  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) .

A l l  f o r m s  o f  b o t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c a u s e d  a  

d e c r e a s e  i n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  S L / B R  c o m p a r a b l e  w i t h  

t h a t  o f  t h e  u n p u r i f i e d  m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  u s e d  f o r  t h e  

i n i t i a l  a s s a y s  d e s c r i b e d  a b o v e  ( T a b l e  1 5 ) .

A  s i m i l a r  d e g r e e  o f  d e c r e a s e  i n  h y d r o p h o b i c i t y  w a s  

s h o w n  w i t h  e a c h  m o l e c u l a r  f o r m  o f  e a c h  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d y .  N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  s e e n  b e t w e e n  t h e  

d e c r e a s e  i n  h y d r o p h o b i c i t y  c a u s e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  f o r m s  

o f  t h e  s a m e  a n t i b o d y .

3 . 7 . 4 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  o f

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  S a l m o n e l l a ... t y p h i m u r i u m

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  u s i n g  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  

s y s t e m s .

B a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

( M a b )  t r e a t e d  S L / B R  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p a r t i t i o n i n g  i n  t w o
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a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m s . T h e  t w o  s y s t e m s  

c o m p r i s e d  a  n o n - c h a r g e d  s y s t e m  w i t h  s o d i u m  c h l o r i d e  a s  a n  

e q u a l l y  p a r t i t i o n i n g  i n o r g a n i c  s a l t  a n d  a  c h a r g e d  s y s t e m  

w i t h  u n e q u a l  p a r t i t i o n i n g  o f  s o d i u m  s u l p h a t e  c r e a t i n g  a  

n e g a t i v e l y  c h a r g e d  b o t t o m - p h a s e .  B y  c o m p a r i n g  t h e  

p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  b a c t e r i a  

i n  t h e  t w o  s y s t e m s  t h e  r e l a t i v e  n e t  b a c t e r i a l  s u r f a c e  

c h a r g e  c a n  b e  e s t i m a t e d .

R e l a t i v e  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  w a s  c a l c u l a t e d  f r o m  t h e  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t s  o f  t h e  t w o  

s y s t e m s  u s i n g  t h e  e q u a t i o n :

I n  K p  =  I n  K ° p  +  F Z  ( U 2 - U 1 )

R T

w h e r e  K p  i s  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  i n  a  c h a r g e d  

s y s t e m ,  K O p  i s  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  i n  a  n o n - c h a r g e d  

s y s t e m  a n d  Z i s  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  o n  t h e  b a c t e r i a .  R ,  T ,  

F  a n d  ( U 2 - U 1 )  a r e  a l l  c o n s t a n t s .

F r o m  t h i s  e q u a t i o n  i t  c a n  b e  d e d u c e d  t h a t  t h e  

r e l a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o n  t h e  b a c t e r i a  e q u a l s :

C Z =  I n  K p  -  I n  K ° p

w h e r e  C i s  a  c o m p o s i t e  c o n s t a n t  a s s u m e d  t o  b e  1 .

U s i n g  t h i s  m e t h o d  g r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  

s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a r e  s h o w n  

t o  h a v e  a  m e a n  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  0 . 4 9  ( s d :  0 . 1 2 )

( T a b l e  1 6 )  .
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T a b l e  1 6 .  S u r f a c e  c h a r g e  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  m o n o c l o n a l

a n t i b o d y  t r e a t e d  a n d  u n t r e a t e d  S . ___ t Y p h i m u ^

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  

k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  m o n o l a y e r s  a s  m e a s u r e d  b y  

a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  p a r t i t i o n i n g  w i t h  

v a r y i n g  b u f f e r  s y s t e m s  a n d  u n d e r  v a r y i n g  p H  -  

G r o u p s  i  t o  4  a n d  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  P I P  2  a n d  

P I P  1 8 .

S u r f a c e
R e l a t i v e  n e g a t i v e  

s u r f a c e  c h a r g e

c h a r g e
P s e u d o - i s o e l e c t r i c  

p o i n t
G r o u p  1  
6 / 8 / 5 D 0 . 6 3 6 . 2
6 / 8 / 1 3 E 0 . 3 9 5 . 5
6 / 8 / 8 1 C 0 . 5 4 6 . 0
6 / 8 / 1 3 B 0 . 3 9 6 . 3
G r o u p  2  
7 / 8 / 3 9 C 0 . 6 5 6 . 5
G r o u p  3  
P I P  1 8 0 . 4 5 5 . 7
6 / 8 / 5 4 A 1 . 0 3 5 . 8
P I P  2 0 . 5 4 6 . 2
6 / 8 / 5 2 C 0 . 1 6 5 . 8
6 / 8 / 1 6 0 . 7 4 5 . 9
6 / 8 / 3 3 C 0 . 8 9 5 . 8
6 / 8 / 4 2 A 1 . 1 3 5  . 2
6 / 8 / 8 1 B 0 . 6 3 5 . 5
6 / 8 / 2 5 0 . 2 1 6 . 4
G r o u p  4  
P I P  1 3 0 . 3 1 6 . 1
7 / 8 / 1 8 0 . 3 4 6 . 7
6 / 8 / 5 3 B 0 . 6 4 6 . 6
7 / 8 / 6 4 0 . 0 0 7 . 3

P I P 2  ( 1 6 0 k D ) 0 . 0 0 -

P I P 2  ( 3 2 0 k D ) 0 . 2 1 -
P I P 2  ( 3 6 0 k D ) 0 . 6 0 -
P I P 1 8  ( 1 6 0 k D ) 0 . 0 0 -
P I P 1 8  ( 3 2 0 k D ) 0 . 3 2 -
P I P 1 8  ( 3 6 0 k D ) 0 . 5 0 —

C O N T R O L 0 . 0 4 6 . 9
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G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  g i v e s  a  m e a n  n e g a t i v e  s u r f a c e  

c h a r g e  o f  0 . 6 5  ( T a b l e  1 6 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  9  M a b s  a l l  o f  w h i c h  i n c r e a s e  t h e  n e t  

n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  t r e a t e d  S L / B R  ( m e a n :  0 . 6 4 ,  s d :  

0 . 3 4 ) .  G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  

N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  i s  s e e n  i n  t h e  n e g a t i v e  s u r f a c e  

c h a r g e  c a u s e d  b y  t h e  3  I g M  a n t i b o d i e s  ( m e a n :  0 . 4 3 ,  s d :

0 . 1 8 ) .  H o w e v e r  t h e  I g G l  a n t i b o d y  d o e s  n o t  e f f e c t  t h e  

s u r f a c e  c h a r g e  o f  t h e  b a c t e r i a  ( 0 . 0 )  ( T a b l e  1 6 ) .

3 . 7 . 5 .  A s s e s s m e n t  o f  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

. S a J L m o n ^ l l a  t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  t r e a t e d  w i t h  

m o l e c u l a r  f o r m s  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  u s i n g  

a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m s  ( P I P 2  a n d  P I P 1 8 ) .

T h e  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  t w o  I g A  M a b s  ( P I P 1 8  a n d  P I P 2 )  

w e r e  a s s e s s e d  f o r  t h e i r  e f f e c t s  o n  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

t r e a t e d  S L / B R .

T h e  r e l a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  w a s  m e a s u r e d  u s i n g  

a q u e o u s  t w o  p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m  p a r t i t i o n i n g  a n d

c a l c u l a t e d  a s  a b o v e .

B o t h  3 6 0  k D  f o r m s  o f  t h e  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

c a u s e d  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

S L / B R  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o f  t h e  u n p u r i f i e d  m a x i m a l  

g r o w t h  m e d i u m  u s e d  f o r  t h e  i n i t i a l  a s s a y s  d e s c r i b e d  

a b o v e .  T h e  3 3 0  k D  f o r m s  o f  t h e  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s
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a l s o  i n c r e a s e d  t h e  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  b u t  t o  a  

l e s s e r  e x t e n t  ( T a b l e  1 6 ) .

A  s i m i l a r  d e g r e e  o f  i n c r e a s e  i n  t h e  n e t  n e g a t i v e  

s u r f a c e  c h a r g e  w a s  n o t  s e e n  w i t h  e i t h e r  1 6 0  k D  m o l e c u l a r  

f o r m  o f  t h e  t w o  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s .  N o  s i g n i f i c a n t  

i n c r e a s e  w a s  s e e n  i n  t h e  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  S L / B R  

t r e a t e d  w i t h  e i t h e r  o f  t h e  1 6 0  k D  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  

e i t h e r  a n t i b o d y .

3 . 7 . 6 .  A s s e s s m e n t  o f  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  b a s e d  o n  

b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  

t r e a t e d  S a ] . m q n e l l a  t y p h i ^ u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  

u s i n g  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p o l y m e r  s y s t e m s .

T h e  i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  a  p r o t e i n  i s  t h a t  p H  a t  

w h i c h  t h e  t o t a l  c h a r g e  o n  t h e  p r o t e i n  i s  z e r o .  A  p s e u d o -  

i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  

S L / B R  w a s  d e t e r m i n e d  b y  p a r t i t i o n i n g  i n  a q u e o u s  t w o - p h a s e  

p o l y m e r  s y s t e m s  u n d e r  a  v a r i e t y  o f  p H  c o n d i t i o n s  

( A l b e r t s s o n ,  1 9 8 7 ) .  T h e  t w o  s y s t e m s ,  c h a r g e d  a n d  n o n -  

c h a r g e d  a s  a b o v e ,  w e r e  u s e d  t o  a s s e s s  t h e  p a r t i t i o n  

c o e f f i c i e n t s  o f  M a b  t r e a t e d  b a c t e r i a  a t  v a r y i n g  p H .  

P l o t t i n g  t h e  p a r t i t i o n  c o e f f i c i e n t  a g a i n s t  p H  f o r  t h e  t w o  

s y s t e m s  r e s u l t e d  i n  t w o  c u r v e s  t h e  i n t e r s e c t i o n  o f  w h i c h  

r e p r e s e n t e d  t h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  f o r  e a c h  M a b  

t r e a t e d  b a c t e r i a .  T h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  w a s  u s e d  

a s  a  m e a s u r e  o f  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  t h e  M a b  t r e a t e d  

b a c t e r i a .

G r o u p  1  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  4  M a b s . T h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  t r e a t e d
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S L / B R  w a s  r e d u c e d  b y  a l l  o f  t h e  a n t i b o d i e s  ( m e a n :  p H  6 . 0 ,  

s d : 0 . 3  6 ) ( T a b l e  1 6 )  .

G r o u p  2  ( I g M  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  c r o s s - r e a c t i v e )  

c o n t a i n s  o n l y  o n e  M a b  w h i c h  a l t h o u g h  i t  h a d  o n l y  l o w  

r e a c t i v i t y  w i t h  S L / B R  c o m p a r e d  w i t h  g r o u p  1  M a b s  g a v e  a  

r e d u c t i o n  o f  t h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  t r e a t e d  

S L / B R  o f  p H  6 . 5  ( T a b l e  1 6 ) .

G r o u p  3  ( I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  c o n t a i n s  n i n e  M a b s  w h i c h  e x h i b i t  a  r a n g e  o f  

r e a c t i v i t i e s  w i t h  S L / B R .  A l l  t h e  a n t i b o d i e s  i n  t h i s  g r o u p  

r e d u c e  t h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  ( m e a n :  p H  5 . 8 ,  s d :

0 . 3 5 )  ( T a b l e  1 6 ) .

G r o u p  4  ( n o n  I g A  i s o t y p e ,  L P S  s p e c i f i c ,  n o n  c r o s s -  

r e a c t i v e )  h a s  f o u r  M a b s ,  3  o f  t h e  I g M  i s o t y p e  a n d  1  I g G l .  

T h e  I g G l  a n t i b o d y  ( 7 / 8 / 6 4 )  e l e v a t e d  t h e  p s e u d o -  

i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  t r e a t e d  S L / B R  i n c r e a s i n g  i t  t o  p H

7 . 3  c o m p a r e d  w i t h  p H  6 . 9  f o r  c o n t r o l s .  A l t h o u g h  t h e  I g M  

a n t i b o d i e s  l o w e r e d  t h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  o f  

t r e a t e d  S L / B R  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  s e e n  b e t w e e n  

t h e  i n d i v i d u a l  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( m e a n :  6 . 5 ,  s d :

0 . 3 2 )  ( T a b l e  1 6 ) .

3 . 7 . 7 .  C o r r e l a t i o n  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

T h e  r e s u l t s  o f  c o r r e l a t i n g  t h e  l e v e l  o f  i n h i b i t i o n  

o f  a d h e r e n c e  b y  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  g r o u p  1  t o  4

188



A s  c a n  b e  s e e n  f r o m  t h e  g r a p h  t h e  v a r i o u s  i s o t y p e s  

a p p e a r  t o  c l u s t e r  i n  3  d i s t i n c t  g r o u p s .  W h e n  a  b e s t - f i t  

s t r a i g h t  l i n e  w a s  a p p l i e d  t o  t h e  d a t a  a  c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t  o f  0 . 7 4  w a s  p r o d u c e d  b u t  o n  f u r t h e r  a n a l y s i s  

i t  w a s  f o u n d  t h a t  b y  r e m o v i n g  t h e  I g G l  a n t i b o d y  d a t a  

p o i n t  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  w a s  r e d u c e d  t o  0 . 1 2 . 

C o r r e l a t i n g  t h e  I g A  a n d  I g M  a n t i b o d i e s  a s  d i s c r e t e  g r o u p s  

a l s o  r e v e a l  p o o r  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( 0 . 0 3  a n d  0 . 1 5 ,  

r e s p e c t i v e l y ) .

3 . 7 . 8 .  C o r r e l a t i o n  o f  b a c t e r i a l  n e t  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  ( M a b )  t r e a t e d  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  a n d  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t o  

M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K )  c e l l - l i n e .

T h e  r e s u l t s  o f  c o r r e l a t i n g  t h e  l e v e l  o f  i n h i b i t i o n  

o f  a d h e r e n c e  b y  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  g r o u p  1  t o  4  

w i t h  t h e i r  e f f e c t s  o n  t h e  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

t r e a t e d  S L / B R  a s  a s s e s s e d  b y  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  a r e  

s h o w n  i n  F i g  2 5 .

C u r v e  f i t t i n g  t o  p r o d u c e  t h e  b e s t  s t r a i g h t  l i n e  f o r  

a l l  t h e  d a t a  g i v e s  a  g o o d  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  

0 . 7 8 .  I n  c o n t r a s t  t o  t h e  c o r r e l a t i o n  o f  h y d r o p h o b i c i t y  

w i t h  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  

f o r  I g A  a n d  n o n - I g A  g r o u p s  a r e  a l s o  v e r y  g o o d  ( 0 . 7 2  a n d  

0 . 9 3 ,  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e r e  w a s  a l s o  a  l e s s  d i s t i n c t  

c l u s t e r i n g  o f  i s o t y p e s  t h a n  w i t h  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  

c o r r e l a t i o n  d a t a .

w i t h  t h e i r  e f f e c t s  on t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t r e a t e d  SL/BR
a r e  shown i n  F i g  2 4 .
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F i g u r e  2 4 .  C o r r e l a t i o n  o f  t h e  h y d r o p h o b i c  e f f e c t ,  a s  

m e a s u r e d  b y  h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n

c h r o m a t o g r a p h y , o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  

t r e a t m e n t  o n  S . t y p h i m u r i u m  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  w i t h  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t o  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  c e l l  ( M D C K )  m o n o l a y e r s  

G r o u p s  1  t o  4 .

+ IgA • IgGI A IgM
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i g u r e  2 5  . C o r r e l a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  e f f e c t ,

e x p r e s s e d  a s  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t ,  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t m e n t  o n  S . t y p h i m u  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  w i t h  i n h i b i t i o n  

a d h e r e n c e  t o  M a d i n - D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K ) m o n o l a y e r s  -  G r o u p s  1  t o  4 .

+ IgA A |gG1 • IgM
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3 . 8  A S S E S S M E N T  O F  P A R A M E T E R S  I N  C H E M I L U M I N E S C E N C E  A S S A Y  

F O R  T H E  C O M P A R I S O N  O F  T H E  O P S O N I C  P R O P E R T I E S  O F  I G A  

M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S  W I T H  O T H E R  I S O T Y P E S .

M o u s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  i s o t y p e  I g G l ,  I g M  a n d  

I g A  s p e c i f i c  f o r  t h e  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  o f  N e i s e r r i a  

( t y p e  Y )  w e r e  k i n d l y  d o n a t e d  b y  D r .  R  

L i f e l y ,  W e l l c o m e  B i o t e c h .

T h e s e  M a b s  w e r e  u s e d  t o  c o m p a r e  t h e  o p s o n i c  

c a p a b i l i t i e s  o f  t h e  d i f f e r i n g  i s o t y p e s  i n  a  l u m i n o l -  

d e p e n d a n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e  ( C L )  a s s a y  ( E a s m o n  e t  a l . ,

1 9 8 0 )  .

3 . 8 . 1 .  C o m p a r i s o n  o f  o p s o n i c  c a p a b i l i t i e s  o f  I g A ,  I g M  a n d  

I g G l  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  i n  a  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y .

O p s o n i z a t i o n  o f  N . m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  o r g a n i s m s  

u s i n g  h u m a n  p e r i p h e r a l  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  

( P M N L ) w a s  m e a s u r e d  f o r  e a c h  M a b .  A  t i m e  p o i n t  f o r  

m e a s u r i n g  m a x i m u m  c h e m i l u m i n e s c e n c e  w a s  t o  b e  c h o s e n  f r o m  

t h e s e  e x p e r i m e n t s  w h i c h  w o u l d  b e  r e p r e s e n t a t i v e  f o r  a l l  

i s o t y p e s .
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T h e  t i m e  c o u r s e s  o f  m a x i m u m  c h e m i l u m i n e s c e n c e  

r e c o r d e d  f o r  e a c h  o f  t h e  i s o t y p e s  w e r e  h o w e v e r  d i f f e r e n t  

i n  c h a r a c t e r ,  w i t h  a  g r a d u a t i o n  i n  m a x i m u m  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  a f t e r  a  s h o r t  p e r i o d  g r e a t e s t  f o r  I g G l  

t h e n  I g M  a n d  t h e  l e a s t  f o r  I g A  ( S e e  F i g  2 6 ) .

A l l  i s o t y p e s  g a v e  a n  i n i t i a l  r i s e  i n  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  a f t e r  t h e  f i r s t  f e w  m i n u t e s .  I g G l  

c o n t i n u e d  t o  c l i m b  s t e e p l y  r e a c h i n g  a  p e a k  g r e a t e r  t h a n  

I g M  o r  I g A .  I t  t h e n  d e c l i n e d  r a p i d l y  w i t h  a l m o s t  n o  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  a f t e r  1 0  m i n u t e s .  I g M  g a v e  a  s l o w e r  

r i s e  t o  a n  i n t e r m e d i a t e  p e a k  l e s s  t h a n  I g G l  b u t  g r e a t e r  

t h a n  I g A .  T h i s  s l o w e r  r i s e  w a s  f o l l o w e d  b y  a  s l o w e r  

d e c l i n e  i n  c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s  w e l l .  I g A  r o s e  t o  a  p e a k  

C L  m u c h  l o w e r  t h a n  I g G l  o r  I g M  b u t  s u s t a i n e d  t h i s  l e v e l  

o f  c h e m i l u m i n e s c e n c e  w i t h  o n l y  a  s l o w  d e c l i n e  o v e r  a  v e r y  

l o n g  t i m e  p e r i o d .
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g u r e  2 6 .  T y p i c a l  c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o f i l e s  f o r  

d i f f e r e n t  i s o t y p e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

s p e c i f i c  f o r  N e i s e r r i a  m e n i n g i t i d i s  ( t y p e  Y )  

c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e :  I g G l ,  I g A  a n d  I g M .

igGl ign -o- IgA

Time (nninutes)
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F i g u r e  2 7 .  C o m p a r i s o n  o f  c h e m i l u m i n e s c e n t  r e s p o n s e s  

w i t h i n  a  c o m p u t e r  m o d e l  w i t h  v a r y i n g  r e l a t i v e  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  

c o m p a r e d  w i t h  o p s o n i z e d  b a c t e r i a .

0 5 10 15 20 25

Time (minutes!

[PMNiBACT] a  [PMN:BACT] ~ o ~  [PMNiBACT] 
=0.1 =0.3 =1.0
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3 . 8 . 2 .  C o m p u t e r  m o d e l  o f  c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o d u c t i o n  b y -  

o p s o n i z e d  b a c t e r i a .

I n  o r d e r  t o  b e t t e r  u n d e r s t a n d  t h e  c a u s e  o f  t h i s  

v a r i a t i o n  i n  t h e  c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o f i l e s  o f  t h e  

v a r i o u s  i s o t y p e s  a  c o m p u t e r  m o d e l  w a s  d e v e l o p e d  w i t h  

w h i c h  t o  s i m u l a t e  t h e s e  p r o f i l e s .  I t  a l l o w e d  a n

a s s e s s m e n t  o f  t h e  r e l a t i v e  c o n t r i b u t i o n  o f  e a c h  o f  t h e

c o m p o n e n t s  o f  t h e  a s s a y  i n  a  s i m p l i s t i c  m a n n e r  s o  t h a t  

p r e d i c t i o n s  c o u l d  b e  m a d e  a n d  f u r t h e r  e x p e r i m e n t s

s u g g e s t e d .

F r o m  t h e  m o d e l  r e s u l t s  i t  c o u l d  b e  s h o w n  t h a t  b y  

i n c r e a s i n g  o r  d e c r e a s i n g  t h e  n u m b e r  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  

l e u c o c y t e s  ( P M N )  w i t h i n  t h e  s y s t e m  c h e m i l u m i n e s c e n c e  

p r o f i l e s  s i m i l a r  t o  t h o s e  p r o d u c e d  b y e a c h  o f  t h e  i s o t y p e s  

c o u l d  s i m u l a t e d  ( F i g  2 7 ) .  T h e  m o d e l  p r e d i c t e d  t h a t  t h e  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o f i l e  f o r  I g G l  v a r i e d  f r o m  t h a t  o f  

I g A  i n  t h a t  t h e  l e v e l  o f  a v a i l a b l e  P M N  c a p a b l e  o f

c h e m i l u m i n e s c e n c e  w a s  h i g h e r  f o r  I g G l  t h a n  f o r  I g A .  T h i s  

c o u l d  r e l a t e  t o  p r e v i o u s  w o r k  c a r r i e d  o u t  b y  F a n g e r  e t  

a l .  ( 1 9 8 0 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  m o r e  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  

P M N  p o s s e s s  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g G  t h a n  f o r  I g A ,  8 0 %  

c a r r y i n g  I g G  r e c e p t o r s  a n d  3 0 %  c a r r y i n g  I g A  r e c e p t o r s .
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3 . 8 . 3 .  C o m p a r i s o n  o f  t h e  e f f e c t  o f  t h e  r a t i o  o f  

P o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  t o  b a c t e r i a  o n  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o d u c t i o n  u s i n g  I g G l ,  I g A  a n d  I g M  a s  

o p s o n i n s .

A  f u r t h e r  s e r i e s  o f  e x p e r i m e n t s  w e r e  c a r r i e d  o u t  i n  

w h i c h  t h e  c o n c e n t r a t i o n s  o f  P M N  w i t h i n  t h e  a s s a y  s y s t e m  

w a s  a l t e r e d  t o  g i v e  t w o  d i f f e r e n t  r a t i o s  o f  P M N : o p s o n i z e d

b a c t e r i a . T h e c o m p u t e r  m o d e l p r e d i c t e d  t h a t t h e r i s e  i n

t h e r a t i o o f P M N : o p s o n i z e d b a c t e r i a  w o u l d r e s u l t  i n  a

r i s e i n t h e p e a k  v a l u e  o f c h e m i l u m i n e s c e n c e f o r  I g A

o p s o n i z e d b a c t e r i a  b e t w e e n t h e  t w o  s y s t e m s . A  l e s s

s i g n i f i c a n t  r i s e  w o u l d  b e  s e e n  w i t h  t h e  I g G l  o p s o n i z e d  

b a c t e r i a .

T h e  r a t i o s  w e r e  1 : 4 0 0  ( a s  i n  t h e  o r i g i n a l  

e x p e r i m e n t s )  a n d  1 : 2 8 6 ,  P M N : o p s o n i z e d  b a c t e r i a  

r e s p e c t i v e l y .

T h e  e x p e r i m e n t  u s e d  b l o o d  f r o m  8  d o n o r s  w i t h  

o n e  d o n o r  v o l u n t e e r i n g  t w i c e .  T h e  r e s u l t s  a r e  s h o w n  

i n  F i g  2 8  a n d  s h o w  t h a t  t h e  a l t h o u g h  t h e r e  w a s  a  s m a l l  

r e l a t i v e  i n c r e a s e  f o r  I g G l  i t  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  

I g M  s h o w e d  a  g r e a t e r  i n c r e a s e  t h a n  w i t h  I g G l  b u t  

t h i s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  I g A  s h o w e d  a n  i n c r e a s e

f o r  e a c h  d o n o r  a n d  o v e r a l l  g a v e  a  s i g n i f i c a n t

1 _ Q  T



F i g u r e  2 8 .  C o m p a r i s o n  o f  m a x i m u m  c h e m i l u m i n e s c e n t  

r e s p o n s e s  o f  h u m a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  

t o  N e i s e r r i a  m e n i n g i t i d i s  o p s o n i z e d  b y  I g G l ,  

I g A  a n d  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  

a g a i n s t  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e  w i t h  d i f f e r i n g  

r a t i o s  o f  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  t o  

o p s o n i z e d  b a c t e r i a .

1:400 1:286 1:400 1:286 1:400 1:286

IgM IgA IgG
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i n c r e a s e  ( p  < 0 . 0 1 ) w h e n  u s i n g  a  p a i r e d  t - t e s t  t o  a n a l y z e  

t h e  d a t a .

n. 9 9



4  . DISCUSSI 03>T .

4 . 1  P R O D U C T I O N  O F  I G A  M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S .

T h e  u s e  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  h a s  g r e a t l y

f a c i l i t a t e d  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  h u m o r a l  s y s t e m i c  

i m m u n i t y ,  b u t  c o n v e n t i o n a l  t e c h n i q u e s  h a v e  b e e n  u n a b l e  t o  

p r o d u c e  I g A  s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s  i n  a n y  g r e a t  n u m b e r s  

( D e a n  e t  a l . , 1 9 8 6  ) .  S t u d i e s  o f  t h e  b i o l o g i c a l  r o l e  o f

I g A  a n t i b o d i e s  i n  h u m o r a l  m u c o s a l  i m m u n i t y  h a v e  b e e n  

h a m p e r e d  b y  t h e  l a c k  o f  a  d e f i n e d  p o p u l a t i o n  o f  t h e s e  

m o l e c u l e s  w i t h  t h e  c a p a c i t y  t o  b i n d  a  s p e c i f i c  a n t i g e n .  

M o s t  h y b r i d o m a s  d e r i v e d  f r o m  s p l e e n  c e l l s  b y  t h e  

s t a n d a r d  f u s i o n  p r o t o c o l s  o f  K o h l e r  a n d  M i l s t e i n  ( 1 9 7 5 ;

1 9 7 6 )  s e c r e t e  a n t i b o d i e s  o f  e i t h e r  t h e  I g M  o r  I g G

c l a s s e s .

R e c e n t  d e v e l o p m e n t s  h a v e  m e a n t  t h a t  t h e r e  a r e  n o w

t e c h n i q u e s  a v a i l a b l e  f o r  t h e  p r o d u c t i o n  o f  p r i m a r i l y  I g A  

s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s  w i t h  l y m p h o c y t e s  i s o l a t e d  f r o m  

m u c o s a l  t i s s u e  f o l l o w i n g  m u c o s a l  i m m u n i z a t i o n .  W o r k e r s  

h a v e  s h o w n  t h a t  a f t e r  a l l o g e n e i c  c e l l s  ( H a l l  e t  a l . , 

1 9 7 9 )  o r  s y n g e n e i c  s a r c o m a  c e l l s  ( G y u r e  e t  a l ,  1 9 8 0 )  a r e  

i n j e c t e d  i n t o  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  o f  r a t s ,  s p e c i f i c  

a n t i b o d i e s  o f  t h e  I g A  c l a s s  a r e  f o r m e d  i n  t h e  m e s e n t e r i c  

n o d e s  a n d  a p p e a r  i n  t h e  b i l e .  B y  t a k i n g  c e l l s  f r o m  t h e  

m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  o f  r a t s  i m m u n i z e d  i n  t h i s  w a y  a n d  

f u s i n g  t h e m  w i t h  c e l l s  o f  t h e  Y 3 . A g .  1 . 2 . 3  r a t  m y e l o m a  

( G a l f r e  e t  a l .  1 9 7 9 )  t h e y  o b t a i n e d  a n d  c l o n e d  r a t

2 0 0



h y b r i d o m a s  w h i c h  s e c r e t e d  a n t i b o d i e s  o f  t h e  I g A  c l a s s  

( D e a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 a ) .

T h e s e  t e c h n i q u e s  w e r e  u s e d  t o  p r e p a r e  3 2  h y b r i d o m a s  

s e c r e t i n g  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i r e c t e d  a g a i n s t  S .

i . Y P . h i . m u r i u m , a n  i m p o r t a n t  e n t e r i c  p a t h o g e n .  O f  t h e s e  

h y b r i d o m a s ,  2 0  s e c r e t e d  I g A ,  1 1  s e c r e t e d  I g M  a n d  1  

s e c r e t e d  I g G l .  T h e s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  a s s e s s e d  

f o r  t h e i r  a b i l i t y  t o  p r e v e n t  i n i t i a l  i n f e c t i o n  u s i n g  a n  

i n _ v i t r o  a d h e r e n c e  m o d e l  w i t h  M a d i n  D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  

( M D C K ) e p i t h e l i a l  c e l l  m o n o l a y e r s .

T h e  3 2  h y b r i d o m a s  w e r e  i s o l a t e d  f o l l o w i n g  4  f u s i o n s ,  

2  o f  w h i c h  u s e d  p r i m e d  l y m p h o c y t e s  f r o m  m e s e n t e r i c  l y m p h  

n o d e s  ( M L N )  a n d  2  o f  w h i c h  u s e d  p r i m e d  l y m p h o c y t e s  f r o m  

e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  l y m p h  ( E M L ) . N o  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e  w a s  s e e n  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  I g A  s e c r e t i n g  

h y b r i d o m a s  i s o l a t e d  w h e n  u s i n g  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s  a n d  

e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  l y m p h  a s  a  s o u r c e  o f  p r i m e d  

l y m p h o c y t e s  f o r  f u s i o n .  E M L  p r o d u c e d  2 6  s e l e c t e d  

h y b r i d o m a s  o f  w h i c h  6 5 %  w e r e  I g A  s e c r e t i n g .  M L N  p r o d u c e d  

o n l y  6  s e l e c t e d  h y b r i d o m a s  o f  w h i c h  6 7 %  w e r e  I g A  

s e c r e t i n g .

T h e s e  r e s u l t s  a r e  a t  o d d s  w i t h  t h e  f i n d i n g  o f  D e a n  

e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  a n d  S t y l e s  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  w h o  r e p o r t e d  t h a t  

E M L  w a s  s u p e r i o r  t o  M L N  i n  t h e  p r o d u c t i o n  o f  I g A  

s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s .  D e a n  e t  a l . ( 1 9 8 4 )  f o u n d  t h a t  t h e  

m e s e n t e r i c  n o d e s  o f  r a t s  s t i m u l a t e d  b y  i n j e c t i n g  a n t i g e n  

i n t o  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s ,  w e r e  a n  e x c e l l e n t  s o u r c e  o f  

a n t i b o d y  p r o d u c i n g  c e l l s  s u i t a b l e  f o r  u s e  i n  h y b r i d o m a  

p r o d u c t i o n .  H y b r i d o m a s  s e c r e t i n g  a n t i b o d i e s  o f  m o s t

2 0 1



i s o t y p e s  c o u l d  b e  o b t a i n e d  f r o m  t h i s  s o u r c e  a n d  w o u l d  b e  

o f  v a l u e  w h e r e  s t u d i e s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  c l a s s  f u n c t i o n  

w e r e  b e i n g  u n d e r t a k e n .  H o w e v e r ,  a l t h o u g h  I g A  s e c r e t i n g  

h y b r i d o m a s  w e r e  o b t a i n e d  w i t h  t h i s  p r o t o c o l  t h e i r  

f r e q u e n c y  o f  p r o d u c t i o n  w a s  s u b s t a n t i a l l y  l o w e r  t h a t  o f  

o t h e r  i s o t y p e s  ( D e a n  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .

I t  i s  c l e a r  t h a t  m e s e n t e r i c  n o d e s  c o n t a i n  I g A  

p r o d u c i n g  c e l l s  ( A n d r e w  & H a l l ,  1 9 8 2 )  b u t  D e a n  a n d  j i s  

c o l l e a g u e s  s p e c u l a t e d  t h a t  t h e  m a j o r i t y  w e r e  t o o  f a r  

a l o n g  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  p a t h w a y  t o  p l a s m a  c e l l s  t o  b e  

a b l e  t o  u n d e r g o  s u c c e s s f u l  f u s i o n  w i t h  t h e  Y 3  m y e l o m a .  

C e r t a i n l y ,  t h e  r e s u l t s  w e r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i n d i n g s  

o f  o t h e r s  ( K a w a n i s h i  e t  a l . , 1 9 8 3 a ,  1 9 8 3 b )  t h a t  f o l l o w i n g  

t h e  s w i t c h  f r o m  s l g M  t o  s l g A  p r o d u c t i o n  i n  t h e  P e y e r ' s  

p a t c h e s  t h e  I g A  c o m m i t t e d  B  c e l l s  m i g r a t e  t o  t h e  

m e s e n t e r i c  n o d e s  w h e r e  t h e y  d i f f e r e n t i a t e  f u r t h e r .  

I n d e e d ,  s p e c i f i c  I g A  p l a q u e  f o r m i n g  c e l l s  c a n  b e  f o u n d  i n  

t h e  m e s e n t e r i c  n o d e s  f o l l o w i n g  i n j e c t i o n  o f  a n t i g e n  i n t o  

P e y e r ' s  p a t c h e s  ( A n d r e w  & H a l l ,  1 9 8 2 ) .

T h e i r  r e s u l t s  s u p p o r t e d  t h e  v i e w  t h a t  t h e  m e s e n t e r i c  

n o d e s  w e r e  n o t  s t r i c t l y  p a r t  o f  t h e  G A L T  b u t  l i k e  o t h e r  

r e g i o n a l  l y m p h  n o d e s  w e r e  l a r g e l y  c o n c e r n e d  w i t h  t h e  

g e n e r a t i o n  o f  c e l l s  t h a t  f o r m  I g M  o r  I g G  a n d  t h e  s m a l l  

n u m b e r  o f  I g A  p r o d u c i n g  c e l l s  w e r e  a  c o n s e q u e n c e  o f  

i m m i g r a t i o n  f r o m  t h e  w a l l  o f  t h e  g u t .

S t y l e s  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  u s e d  t h e  e f f e r e n t  m e s e n t e r i c  

l y m p h ,  c o l l e c t e d  b y  c a n u l a t i o n  o f  t h e  c y s t e r n a  c h y l i  

f o l l o w i n g  p r e v i o u s  r e m o v a l  o f  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e  

a s  a  m e t h o d  w h e r e b y  t h e  i n t e s t i n a l  p e r i p h e r a l  l y m p h ,  t h a t
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w o u l d  n o r m a l l y  d r a i n  i n t o  t h e  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e s ,

c o u l d  b e  u s e d  a s  a  s o u r c e  o f  p r i m e d  l y m p h o c y t e s  f o r  

f u s i o n  ( S t y l e s  e t  a l . ,  1 9 8 4 ) .  T h i s  w a s  f o u n d  t o  b e  a  

b e t t e r  s o u r c e  o f  I g A  p r o d u c i n g  c e l l s  s u i t a b l e  f o r  f u s i o n  

( S t y l e s  e t  a l . , 1 9 8 4  ) .  M o s t  o f  t h e  p l a s m a  c e l l s  i n  t h e

l a m i n a  p r o p r i a  o f  t h e  r a t  i n t e s t i n e  m a k e  I g A  ( H u s b a n d ,  

M o n i e  & G o w a n s , 1 9 7 7  ) s o  i t  i s  n o t  u n e x p e c t e d  t o  f i n d  

t h a t  l a r g e  n u m b e r s  o f  c e l l s  s u i t a b l e  f o r  t h e  p r e p a r a t i o n  

o f  h y b r i d o m a s  s e c r e t i n g  I g A  a r e  p r e s e n t  i n  p e r i p h e r a l  

i n t e s t i n a l  l y m p h .  E M L  w a s  a l s o  u s e d  i n  t h i s  p r o j e c t  f o r  

f u s i o n  a n d  p r o v i d e d  a  l a r g e  n u m b e r  o f  h y b r i d o m a s  ( 2 6 )  

w i t h  a  m a j o r i t y  o f  I g A  s e c r e t e r s  ( 6 7 % )  c o n s i s t e n t  w i t h

t h e  r e s u l t s  o f  S t y l e s  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )

T h e  d i f f e r e n c e  i n  t h e  f i n d i n g s  o f  D e a n  e t  a l .  ( 1 9 8 4 )  

a n d  t h i s  p r o j e c t  m a y  b e  r e l a t e d  t o  t h e  c e l l s  u s e d  f o r

i m m u n i z a t i o n .  T h e y  u s e d  a  s y n g e n e i c  t u m o u r  c e l l  l i n e  

w h o s e  i m m u n o d o m i n a n t  a n t i g e n  w o u l d  b e  o n l y  p o o r l y

i m m u n o g e n i c  a n d  n o v e l  b e i n g  p r e v i o u s l y  u n s e e n  b y  t h e

l y m p h o c y t e  p o o l  o f  t h e  P e y e r ' s  p a t c h e s  ( N o r t h  e t  a l . ,

1 9 8 2  ) .  T h e  i m m u n o d o m i n a n t  a n t i g e n  o f  S . __ t y p h i m u r i u m  S L / B R

w a s  t h e  O - a n t i g e n  o f  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  a  n a t u r a l l y  

o c c u r r i n g  a n t i g e n  In t h e  g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t  

( L i n d b e r g ,  1 9 8 0 ) .  N a t u r a l l y  o c c u r r i n g  e n t e r i c  a n t i g e n s  

h a v e  b e e n  s h o w n  t o  i n d u c e  a n  I g A - c l a s s  r e s t r i c t e d  

r e s p o n s e ,  w h i l s t  v i r g i n  n o v e l  a n t i g e n s  p r o d u c e  e q u a l  

n u m b e r s  o f  i g G ,  I g M  a n d  I g A  s e c r e t i n g  B - c e l l  c l o n e s  

( G e a r h a r t  a n d  C e b r a ,  1 9 7 9 ;  C e b r a  e t  a l . ,  1 9 7 6 ,  1 9 8 3 ) .

T h i s  m a y  a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e d  I g A  r e s p o n s e  s e e n  w i t h
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T h e  n u m b e r  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  I g A  i s o t y p e  

s p e c i f i c  f o r  L P S  w a s  a p p r o x i m a t e l y  2 . 5  f o l d  g r e a t e r  t h e n  

t h o s e  o f  n o n - I g A  i s o t y p e .  I n  c o m p a r i s o n ,  e q u a l  n u m b e r s  o f  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  b o t h  I g A  a n d  n o n - I g A  i s o t y p e  

w e r e  d i r e c t e d  a g a i n s t  o t h e r  b a c t e r i a l  a n t i g e n s .  I t  w o u l d  

a p p e a r  f r o m  t h i s  t h a t  i n  t h e  s e l e c t e d  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  t h e r e  w a s  a  b i a s  i n  t h e  i s o t y p e  e x p r e s s i o n  o f  

a n t i - L P S  a n t i b o d i e s .  T h e  r o l e  o f  L P S  i n  t h e  s t i m u l a t i o n  

o f  m u c o s a l  i m m u n e  r e s p o n s e s  h a s  b e e n  i n v e s t i g a t e d  b y  a  

n u m b e r  o f  w o r k e r s .  L P S  c a n  s t i m u l a t e  t h e  n o n - s p e c i f i c  

a c t i v a t i o n  a n d  p r o l i f e r a t i o n  o f  i m m a t u r e  B - c e l l s  ( M c G h e e  

e t  a l . , 1 9 8 4 ) .

I n  t h e  e n t e r i c  e n v i r o n m e n t  w h e r e  t h e  l e v e l s  o f  L P S  

a r e  r o u t i n e l y  h i g h  t h e r e  m a y  b e  a  p r e d i s p o s i t i o n  f o r  B -  

c e l l s  c o m m i t t e d  t o  I g A  s e c r e t i o n  t o  b e  i n d u c e d  b y  L P S ,  

p e r h a p s  a s  a  m e a n s  o f  p r o d u c i n g  l o c a l  t o l e r a n c e .  P P  

c o n t a i n  h i g h e r  f r e q u e n c i e s  o f  B  c e l l s  c o m m i t t e d  t o  

d i f f e r e n t i a t i o n  i n t o  I g A  p l a s m a  c e l l s  t h a n  a n y  o t h e r

l y m p h o i d  t i s s u e  ( C r a i g  a n d  C e b r a ,  1 9 7 1 ,  1 9 7 5 ) .

E x p e r i m e n t s  u s i n g  c l o n a l  a n a l y s i s  o f  P P  B  c e l l s  h a v e  

s h o w n  t h a t  4 0 % - 6 0 %  o f  c l o n e s  w i t h  s p e c i f i c i t y  f o r  

n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  e n t e r i c  h a p t e n s  s u c h  a s  

p h o s p h o c h o l i n e , i n u l i n  a n d  b e t a - g a l a c t o s e  e x c l u s i v e l y  

e x p r e s s  I g A ,  w h i l e  B  c e l l s  o f  v i r g i n  a n t i g e n

s p e c i f i c i t i e s  s u c h  a s  a n t i - d i n i t r o p h e n y l , y i e l d e d  e q u a l  

m i x t u r e s  o f  I g M ,  I g G  a n d  I g A .  T h e s e  l a t t e r  c l o n e s  w e r e  

s i m i l a r  t o  t h o s e  o b t a i n e d  f r o m  t h e  s p l e e n s  o f  t h e  s a m e

MLN compared with the results of Dean et al. (1984 ) and
is further discussed in the next section.
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a n i m a l s  ( G e a r h a r t  a n d  C e b r a ,  1 9 7 9 ;  C e b r a  e t  a x  

1 9 8 3  ) .

T h i s  a n a l y s i s  s t r o n g l y  s u g g e s t s  t h a t  a  s e l e c t s  

p r i m i n g  o f  P P  B  c e l l s  o c c u r s  b y  n a t u r a l l y  e n c o u n t e r e d  

a n t i g e n s  a n d  r e s u l t s  i n  s u b s e q u e n t  r e s t r i c t i o n  o f  t h e  

i s o t y p e  p o t e n t i a l  o f  B  c e l l s  t o  I g A  e x p r e s s i o n  ( C e b r a  e t  

a l . ,  1 9 8 4 ) .  T h e  r e s u l t s  o f  t h i s  p r o j e c t  w o u l d  s u p p o r t  t h e  

i d e a  t h a t  t h e r e  i s  a  c l a s s  r e s t r i c t i o n  i n  t h e  r e s p o n s e  t o  

L P S , a  n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  e n t e r i c  a n t i g e n .

N i n e  o f  t h e  1 3  s e l e c t e d  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

s p e c i f i c  f o r  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  a p p e a r e d  t o  p r o d u c e  a  

v a r i e t y  o f  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r m s  a s  a s s e s s e d  b y  n o n ­

r e d u c i n g  S D S - P A G E .  T h e s e  I g A  M a b s  p r o d u c e d  t h r e e  f o r m s  o f  

m o l e c u l a r  w e i g h t  3 6 0  k D ,  3 2 0  k D  a n d  1 6 0  k D . T h e  o t h e r  4  

o n l y  p r o d u c e d  o n e  m o l e c u l a r  f o r m  w i t h  a  m o l e c u l a r  w e i g h t  

o f  3 6 0  k D .

T w o  I g A  M a b s  ( P I P 1 8  a n d  P I P 2 )  w h i c h  p r o d u c e d

m u l t i p l e  m o l e c u l a r  f o r m s  u n d e r w e n t  a  p r o c e s s  o f

s e p a r a t i o n  t o  p r o d u c e  p r e p a r a t i o n s  o f  a l l  t h r e e  o f  t h e  

m o l e c u l a r  f o r m s .  E a c h  M a b  p r o d u c e d  3  p r e p a r a t i o n s  w h i c h  

c o r r e s p o n d e d  t o  t h e  3 6 0  k D ,  3 2 0  k D  a n d  1 6 0  k D  m o l e c u l a r  

f o r m s  a s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  a n d  p u r i t y  

o f  e a c h  m o l e c u l a r  f o r m  w a s  c o n f i r m e d  b y  n o n - r e d u c e d  S D S -  

P A G E .

T h e  1 6 0  k D  f o r m  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  a  m o n o m e r i c  f o r m  

o f  I g A  w h e r e a s  t h e  3 6 0  k D  a n d  3 2 0  k D  f o r m s  a r e  b o t h  c l o s e  

t o  t h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  t h e  d i m e r i c  f o r m  o f  I g A .  T h e  

p r e s e n c e  o f  a  d i m e r  a t  t h e  a p p r o x i m a t e  d i m e r i c  m o l e c u l a r  

w e i g h t  o f  I g A  c o u l d  b e  r e l a t e d  t o  t h e  p r e s e n c e  o r  a b s e n c e
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o f  J - c h a i n ,  a  p r o t e i n  o f  a p p r o x i m a t e  m o l e c u l a r  w e i g h t  2 0 -  

3 0  k D  w h i c h  i s  n o r m a l l y  f o u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  d i m e r i c  

I g A .  T h e  3 6 0  k D  f o r m  m a y  r e p r e s e n t  t h e  d i m e r i c  I g A  w i t h  

J - c h a i n ,  w h i l s t  t h e  3 2 0  k D  f o r m  c o u l d  b e  t h e  r e s u l t  o f  

t h e  l o s s  o f  J - c h a i n  f r o m  t h e  3 6 0  k D  f o r m  e i t h e r  b y  

p r o t e o l y t i c  d i g e s t i o n  o r  p o s s i b l y  t h r o u g h  s o m e  e r r o r  i n  

t h e  p r o c e s s i n g  o f  t h e  d i m e r i c  I g A  b y  t h e  h y b r i d o m a s  

i n v o l v e d .

O f  1 8  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  S a l m o n e l l a  

t Y P h i J l u p i u m  l i p o p o l y s a c c h a r i d e , 5  w e r e  f o u n d  t o  b e  c r o s s -  

r e a c t i v e  w i t h  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  f r o m  S j O L m o ^ J J - a  

m i n n e s o t a . T h e  c r o s s - r e a c t i v i t y  a s  a s s e s s e d  b y  R I A  w a s  

f a r  l e s s  t h a n  t h e  i n i t i a l  r e a c t i v i t y  f o r  S_. t y p h i m u r i u m  

L P S  .

C r o s s  r e a c t i v i t y  d u e  t o  L P S  c o r e  a n t i g e n s  w a s  r u l e d  

o u t  a s  n o n e  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  r e a c t i v e  

w i t h  L P S  p r e p a r a t i o n s  f r o m  m u t a n t  s t r a i n s  o f  S .  m i n n e s o t a  

w h i c h  p r o d u c e  r o u g h  L P S  d e v o i d  o f  t h e  0  a n t i g e n  s i d e  

c h a i n s . T h e  a c t u a l  l e n g t h  o f  t h e  c o r e  s t r u c t u r e  i n  t h e s e  

s t r a i n s  d i f f e r e d  w i t h  t h e  p r e p a r a t i o n .  T h r e e  c h e m o t y p e  

r o u g h  L P S  p r e p a r a t i o n s  w e r e  u s e d .  T h e  R a - c h e m o t y p e  

c o n t a i n i n g  t h e  c o m p l e t e  r e g i o n .  T h e  R c  c h e m o t y p e  w h i c h  i s  

i n t e r m e d i a t e  i n  l e n g t h ,  c o n t a i n i n g  a p p r o x i m a t e l y  h a l f  t h e  

c o r e  r e g i o n  a n d  t h a t  w i t h  t h e  s h o r t e s t  c o r e  r e g i o n ,  

t e r m e d  t h e  R e - c h e m o t y p e . T h e  c a u s e  o f  t h e  c r o s s ­

r e a c t i v i t y  i s  u n c l e a r  a s  t h e  t w o  s t r a i n s  a p p e a r  t o  

p o s s e s s  d i f f e r e n t  O - a n t i g e n s .

A s  t h e r e  a r e  n o  s i m i l a r i t i e s  i n  t h e  p r i m a r y  s e q u e n c e  

o f  t h e  s a c c h a r i d e  u n i t s  o f  t h e  t w o  s t r a i n s  ( H e l l e r q v i s t
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e t  a l . ,  1 9 6 9 ;  L u d e r i t z  e t  a l . , 1 9 6 6 ) ,  o n e  p o s s i b l e

e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  c r o s s - r e a c t i v i t y  m a y  b e  t h a t  t h e r e  

a r e  a n t i g e n i c  s i m i l a r i t i e s  b e t w e e n  t h e  O - a n t i g e n s  o f  t h e  

t w o  s t r a i n s  w h i c h  a r e  c o n f o r m a t i o n a l  i n  c h a r a c t e r .  T h e  

c h e m i c a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  i m m u n o l o g i c a l  d e t e r m i n a n t s  o f  

S . t y p h i m u r i u m  L P S  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  c h a r a c t e r i z e d .  

T h e  s t r u c t u r e s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  O - a n t i g e n i c  

d e t e r m i n a n t  o f  S . m i n n e s o t a  a r e  s t i l l  u n c l e a r ,  a s  

q u a n t i t a t i v e  i m m u n o c h e m i c a l  s t u d i e s  h a v e  n o t  b e e n  d o n e  

( L i n d b e r g  a n d  L e  M i n o r ,  1 9 8 4 ) ,  s o  p r e v e n t i n g  c o m p a r i s o n  

w i t h  S  . _ t y p h i m u r i u m  L P S  .

4 . 2  A S S O C I A T I O N  O F  S A L M O N E L L A T Y P H I M U R I U M S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  

( S L / B R )  W I T H  M A D I N  D A R B Y  C A N I N E  K I D N E Y  ( M D C K ) C E L L  

M O N O L A Y E R S .

T h e  u n d e r l y i n g  m e c h a n i s m s  u s e d  b y  S a l m o n e l l a  t o  

a t t a c h  t o  a n d  p e n e t r a t e  h o s t  e p i t h e l i a  a r e  n o t  w e l l  

u n d e r s t o o d  ( M o u l d e r ,  1 9 8 5 ) .  P a r t  o f  t h e  d i f f i c u l t y  h a s  

b e e n  t h e  l a c k  o f  s u i t a b l e  i n  y i _ t r o  m e t h o d s  t o  s t u d y  

e p i t h e l i a l  c e l l  i n v a s i o n .  M o s t  c u r r e n t  k n o w l e d g e  h a s  

a c c u m u l a t e d  f r o m  a n i m a l  s t u d i e s .

I n v i v o , t h e  f i r s t  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  s u r f a c e  

e n c o u n t e r e d  b y  i n g e s t e d  S a l m p n e j J ^ a  i s  t h e  a p i c a l  s u r f a c e .  

O n l y  l a t e r  i n  i n f e c t i o n s  a r e  S a l ^ m o n ^ l l a  o b s e r v e d  n e a r  t h e  

b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  o f  e p i t h e l i a l  c e l l s ,  o f t e n  i n  t h e  

u n d e r l y i n g  l a m i n a  p r o p r i a  ( T a k e u c h i ,  1 9 6 7 ) .  P e r h a p s  

i n t e r a c t  p r e d o m i n a n t l y  w i t h  a p i c a l  s u r f a c e s  o r
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a  r e c e p t o r  l o c a t e d  p r i m a r i l y  o n  t h e  a p i c a l  s u r f a c e ,  

p r o d u c i n g  a  d i r e c t i o n a l i t y  d u r i n g  i n f e c t i o n  i n  v i v o .

T a k e u c h i  ( 1 9 6 7 )  p r o d u c e d  a  c o m p r e h e n s i v e  d e s c r i p t i v e  

s t u d y  o f  S a i m o n e l  t i s s u e  p e n e t r a t i o n  u s i n g  t r a n s m i s s i o n  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  t o  e x a m i n e  t h e  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i u m  

o f  g u i n e a  p i g s  o r a l l y  i n f e c t e d  w i t h  S a l m o n e l l a

• O n c e  t h e  b a c t e r i a  c a m e  i n t o  c l o s e  p r o x i m i t y  

t o  t h e  b r u s h  b o r d e r ,  t h e  e p i t h e l i a l  m i c r o v i l l i  b e g a n  t o  

d e g e n e r a t e .  M o s t  o f  t h e  b a c t e r i a  e n t e r e d  d i r e c t l y  i n t o  

t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  r e s i d e d  w i t h i n  m e m b r a n e  b o u n d  

c a v i t i e s .  A  f e w  b a c t e r i a  a p p e a r e d  t o  e n t e r  a t

i n t r a c e l l u l a r  j u n c t i o n s  a n d  r e m a i n e d  s u r r o u n d e d  b y  a  

v a c u o l e  c o m p o s e d  o f  n e i g h b o u r i n g  e p i t h e l i a l  c e l l s . 

N e i t h e r  b a c t e r i a l  e x i t  f r o m  t h e  e p i t h e l i a l  c e l l s  n o r  

e n t r y  i n t o  t h e  u n d e r l y i n g  l a m i n a  p r o p r i a  w a s  o b s e r v e d .

I n  v i t r o  t i s s u e  c u l t u r e  m o d e l s  h a v e  a l s o  b e e n  u s e d  

t o  e x a m i n e  i n i t i a l  i n t e r a c t i o n s  a n d  i n t e r n a l i z a t i o n  o f  S . 

t y p h i m u r i u m  a n d  S . t y p h i  i n t o  H e L a  a n d  H E p - 2  c e l l s  

( C i a n n e l l a  e t  a l ,  1 9 7 8 ;  K i h l s t r o m  a n d  N i l s s o n ,  1 9 7 7 ;  

Y a b u u c h i  e t  a l . ,  1 9 8 6 ;  Y o k o y a m a  e t  a l . ,  1 9 8 7 ) .

I n t e r n a l i z a t i o n  o f  s a l m o n e l l a e  i n t o  t h e s e  c e l l s  a p p e a r e d  

t o  p r o c e e d  b y  a  s i m i l a r  m e c h a n i s m  t o  t h a t  o b s e r v e d  w i t h  

t h e  g u i n e a  p i g  m o d e l .

F i n l a y  a n d  F a l k o w  ( 1 9 8 8 )  i n v e s t i g a t e d  t h e  e v e n t s  

t h a t  l e a d  t o  s a l m o n e l l a  i n v a s i o n  b y  e x a m i n i n g  t h e  

i n t e r a c t i o n  o f  S a l m o n e l l a  c h o l e r a _ e s _ u ^ s ,  a  c o m m o n  s w i n e  

p a t h o g e n  w h i c h  i s  a l s o  a  h i g h l y  i n v a s i v e  a n d  s e r i o u s  

h u m a n  p a t h o g e n  ( R u b i n  a n d  W e i n s t e i n ,  1 9 7 7 ) ,  w i t h  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K ) c e l l s .  T h i s  i s  a  p o l a r i z e d
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e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e  i s o l a t e d  f r o m  t h e  k i d n e y  o f  a  c o c k e r  

s p a n i e l  ( A T C C ,  1 9 8 1 ) .

T h e s e  c e l l s  f o r m  a  p o l a r i z e d  e p i t h e l i a l  m o n o l a y e r  

w h e n  g r o w n  o n  a  p e r m e a b l e  s u p p o r t  w h i c h  i s  i m p e r m e a b l e  t o  

i o n s ,  h a s  a  m e a s u r a b l e  t r a n s e p i t h e l i a l  e l e c t r i c a l  

r e s i s t a n c e  a n d  h a s  s e v e r a l  d e f i n e d  a p i c a l  a n d  b a s o l a t e r a l  

s u r f a c e  m a r k e r s  ( r e v i e w e d  b y  S i m o n s  a n d  F u l l e r ,  1 9 8 8 ) .  

P h y s i o l o g i s t s  h a v e  l o n g  u s e d  t h i s  s y s t e m  f o r  s t u d y i n g  

e p i t h e l i a l  t r a n s p o r t .

T h i s  i n v i t r o  s y s t e m  w a s  s i m i l a r  i n  m a n y  r e s p e c t s  t o  

a n i m a l  i n f e c t i o n  m o d e l s .

L o s s  o f  i n t e s t i n a l  e p i t h e l i a l  m i c r o v i l l i  a f t e r  

s a l m o n e l l a  i n f e c t i o n  o c c u r s  i n  m i c e  i l e a l  l o o p s  ( S _ .  

t y p h i ; K o h b a t a  e t  a l . ,  1 9 8 6 )  a n d  i n  t h e  g u i n e a  p i g  i l e u m

( S     t Y p h . i m u r i u . m ; T a k e u c h i ,  1 9 6 7 ) .  T a k e u c h i  r e p o r t e d

u n i f o r m  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  g u i n e a  p i g  i n t e s t i n a l  

e p i t h e l i u m  b y  S . t y p h l ^ u r i u m .  T h e s e  b a c t e r i a  w e r e  

i n t e r n a l i z e d  w i t h i n  m e m b r a n e  b o u n d  i n c l u s i o n s  a n d  

r e m a i n e d  w i t h i n  t h e s e  v a c u o l e s .  A f t e r  2 4  h o u r s  b a c t e r i a  

w e r e  o b s e r v e d  w i t h i n  p h a g o c y t e s  i n  t h e  u n d e r l y i n g  l a m i n a  

p r o p r i a  i n d i c a t i n g  e p i t h e l i a l  p e n e t r a t i o n .

A p i c a l  S .  c h o l e r a e s u i s  i n f e c t i o n  o f  p o l a r i z e d  M D C K  

m o n o l a y e r s  d e m o n s t r a t e d  a l l  o f  t h e s e  q u a l i t i e s ,  m a k i n g  

M D C K  c e l l s  a  v e r y  a t t r a c t i v e  i n v i t r o  m o d e l  t o  s t u d y  t h e  

p r e c i s e  m e c h a n i s m s  o f  s a l m o n e l l a  i n v a s i o n  o f  e p i t h e l i a l  

c e l l s .

F i n l a y  a n d  c o l l e a g u e s ,  a l s o  f o u n d  t h a t  1 0 - f o l d  m o r e  

S .  c h o l e _ ^ ^ s u i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  t h a n  

t h e  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  a f t e r  4  h o u r s  o f  i n f e c t i o n  a n d
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t h a t  t h i s  i n c r e a s e d  t o  2 3 - f o l d  a f t e r  6  h o u r s .  B a c t t  

p e n e t r a t i o n  w a s  a l s o  1 0 0 - f o l d  g r e a t e r  u s i n g  a p i c a l . .

i n f e c t e d  c e l l s .  I t  a p p e a r e d  t h a t  S_.____  c h o l e r a e s u i s

i n t e r a c t s  p r e d o m i n a n t l y  w i t h  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  t h e  

M D C K  c e l l ,  a n o t h e r  f e a t u r e  c o m m o n  i n  n a t u r a l  e p i t h e l i a .

F u r t h e r ,  t h e  a s s o c i a t i o n  b e t w e e n  S . c h o l e r a e s u i s  a n d  

M D C K  m o n o l a y e r s  w a s  n o t  a  s i m p l e  " r e c e p t o r - l i g a n d ” 

a s s o c i a t i o n  b u t  w a s a n  a c t i v e  p r o c e s s .  U s e  o f  i n h i b i t o r s  

o f  b a c t e r i a l  p r o t e i n  s y n t h e s i s  e v e n  w h e n  t h e  d r u g  w a s  

o n l y  b a c t e r i o s t a t i c  l e d  t o  p r e v e n t i o n  o f  i n v a s i o n  b y  S ._ 

? . h p . l e  r a e  s  u . i s  .

D u r i n g  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y ,  v i a b l e  S .  t y p h i m u r i u m  

S L / B R  w e r e  c a p a b l e  o f  r e p l i c a t i o n .  T h e  l e v e l  o f

S L / B R  r e p l i c a t i o n  w i t h i n  E M E M  w a s  s u c h  t h a t  

w i t h  a n  i n i t i a l  i n o c u l u m  o f  5 0  c o l o n y  f o r m i n g  u n i t s  o f  S_._ 

S L / B R  i n  e x p o n e n t i a l  g r o w t h  t h e r e  w a s  a n  

i n i t i a l  l a g  p h a s e  f o r  t h e  f i r s t  3  h o u r s .  A f t e r  5 h o u r s  

t h e  c u l t u r e  w a s  o n c e  a g a i n  i n  e x p o n e n t i a l  g r o w t h ,  w h i c h  

c o n t i n u e d  u n t i l  t h e  c u l t u r e s  w e r e  t e r m i n a t e d  a f t e r  7  

h o u r s .

T h e s e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  t h e  i n c r e a s e  i n  

b a c t e r i a  w i t h i n  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  s y s t e m  o v e r  t h e  f i r s t  

3 h o u r s  w o u l d  b e  n e g l i g i b l e .  D u r i n g  t h i s  t i m e  t h e s e  

b a c t e r i a  w o u l d  b e  r e a d j u s t i n g  t o  t h e  s t a t i c ,  

m i c r o a e r o p h i l i c  c o n d i t i o n s  o f  t h e  a s s a y  s y s t e m  w h i c h  

w o u l d  m o r e  c l o s e l y  r e s e m b l e  t h e  c o n d i t i o n s  i n ... v i v o .

V a r y i n g  t h e  i n i t i a l  i n o c u l u m  s i z e  o f  S .  t y p h i m u r i u m  

S L / B R  h a d  l i t t l e  o r  n o  e f f e c t  o n  t h e  t i m e  c o u r s e  o f  

a d h e r e n c e  t o  t h e  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s . A l l  i n o c u l a
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f o l l o w e d  t h e  s a m e  t i m e  c o u r s e  f o r  a d h e r e n c e  i n  a  d o s e -  

d e p e n d a n t  f a s h i o n  w i t h  a  l a g  p h a s e  b e t w e e n  0  a n d  3  h o u r s  

a f t e r  w h i c h  t h e  r a t e  o f  a d h e r e n c e  b e c a m e  e x p o n e n t i a l .  T h e  

i n i t i a l  l a g  p h a s e  c o u l d  n o t  b e  o v e r c o m e  b y  u s i n g  

p r o g r e s s i v e l y  h i g h e r  i n o c u l u m  s i z e s  i m p l y i n g  t h a t  t h e  

l e v e l s  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  b o u n d  t o  t h e  M D C K  

m o n o l a y e r  w a s  o n l y  d e p e n d a n t  o n  t h e  p e r i o d  o f  i n c u b a t i o n .

T h e  r a t i o  o f  b o u n d  t o  u n b o u n d  b a c t e r i a  w a s  

r e l a t i v e l y  c o n s t a n t  f o r  a l l  i n o c u l u m  s i z e s  s u g g e s t i n g  

t h a t  a d h e r e n c e  w a s  d e p e n d a n t  o n  t h e  b a c t e r i a  r a t h e r  t h a n  

o n  t h e  p r e s e n c e  o f  a  n u m b e r  o f  d i s c r e t e  s i t e s  f o r  

a d h e r e n c e  o n  t h e  M D C K  m o n o l a y e r .  I f  t h e r e  w e r e  o n l y  a  

d i s c r e t e  n u m b e r  o f  s i t e s  o n  t h e  m o n o l a y e r  t o  w h i c h  S . 

t y p h i m u r i u m  S L / B R  c o u l d  a d h e r e ,  t h e n  u s e  o f  p r o g r e s s i v e l y  

h i g h e r  i n o c u l a  w o u l d  l e a d  t o  a  s a t u r a t i o n  e f f e c t  s u c h  

t h a t  o n c e  a l l  t h e  s i t e s  w e r e  o c c u p i e d  a n y  i n c r e a s e  i n  t h e  

i n o c u l u m  s i z e  w o u l d  r e s u l t  i n  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  r a t i o  o f  

b o u n d  t o  u n b o u n d  b a c t e r i a .  T h i s  w a s  n o t  s e e n .

I t  w o u l d  a p p e a r  f r o m  t h i s  t h a t  s p e c i f i c  r e c e p t o r -  

a d h e s i n  i n t e r a c t i o n s  w e r e  n o t  t a k i n g  p l a c e  a n d  t h a t  t h e

a t t a c h m e n t  o f  S . ..... t y p h i m u r i u m  S L / B R  b a c t e r i a  t o  M D C K  c e l l

m o n o l a y e r s  w a s  m o r e  t h a n  a  s i m p l e  " r e c e p t o r - l i g a n d "  

a s s o c i a t i o n .

L i p o p o l y s a c c h a r i d e  ( L P S )  i s  e x p o s e d  o n  t h e  s u r f a c e  

o f  S . t y p h i m u r i u m  b a c t e r i a  a n d  i s  t h e r e f o r e  a  p o s s i b l e  

c a n d i d a t e  f o r  i n v o l v e m e n t  i n  b a c t e r i a l  a d h e r e n c e  t o  

a n i m a l  c e l l s  ( L i n d b e r g ,  1 9 8 0 ) .  L P S  e x t r a c t e d  f r o m  g r a m ­

n e g a t i v e  b a c t e r i a  h a s  b y  i t s e l f  a n  a f f i n i t y  f o r  a n i m a l  

c e l l s  ( K a b i r  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .
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E x t r a c t e d  L P S  e x i s t s  a s  a  b i l a y e r  w i t h  t h e  

h y d r o p h o b i c  l i p i d  m o i e t i e s  b u r i e d  i n  t h e  c e n t r e  a n d  t h e  

h y d r o p h i l i c  p o l y s a c c h a r i d e s  e x p o s e d  o n  t h e  s u r f a c e  

( S h a n d s ,  1 9 7 1 ) .  L P S  a s s o c i a t e s  w i t h  a n i m a l  c e l l  m e m b r a n e s  

t h r o u g h  h y d r o p h o b i c  a n d  c h a r g e  i n t e r a c t i o n s  ( B e n e d e t t o  e t  

a l . ,  1 9 7 3 )  r a t h e r  t h a n  t h r o u g h  a  s p e c i f i c  r e c e p t o r .

I n  t h e s e  e x p e r i m e n t s  a n  S . ____t y p h i m u r i u m  ( W T )  L P S

p r e p a r a t i o n  w a s  f o u n d  t o  h a v e  n o  e f f e c t  a s  a n  i n h i b i t o r  

o f  t h e  a d h e r e n c e  o f  S .  t y p h i m u r i u m  S L / B R  t o  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s .

T h e  f a c t  t h a t  t h e  L P S  p r e p a r a t i o n  c o u l d  n o t  

a n t a g o n i z e  b a c t e r i a l  a d h e r e n c e  i n d i c a t e s  t h a t  t h e r e  a r e  

n o  d i s c r e t e  b a c t e r i a l  a d h e r e n c e - a r e a s  w i t h  a f f i n i t y  f o r  

L P S  o n  t h e  M D C K  c e l l  s u r f a c e .

I n t e r e s t i n g l y ,  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  a n  i n c r e a s e  i n  

t h e  a d h e r e n c e  o f  S .  t y p h i m u r i u m  S L / B R  w i t h  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  L P S  a s  c o m p a r e d  w i t h  c o n t r o l s  t o  w h i c h  

o n l y  P B S  w a s  a d d e d .  T h e  i n c r e a s e  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t  b u t  

t h e  r e s u l t s  s h o w  a  c l e a r  t r e n d .  T h e  a s s o c i a t i o n  o f  L P S  

w i t h  a n i m a l  c e l l s  m a y  m e a n  t h a t  L P S  i s  b i n d i n g  t o  t h e  

M D C K  c e l l  s u r f a c e  r e s u l t i n g  i n  c h a n g e s  i n  i t ' s  p h y s i c o ­

c h e m i c a l  c h a r a c t e r i s t i c s  o r  p e r h a p s  t h e  i n d u c t i o n  o f  

c h a n g e s  i n  t h e  M D C K  c e l l  m e t a b o l i s m  w h i c h  r e s u l t  i n  

b a c t e r i a l  a t t a c h m e n t  a n d  p e n e t r a t i o n .

S i n c e  L P S  i s  r e l e a s e d  f r o m  v i a b l e  a n d  d i s i n t e g r a t i n g  

s a l m o n e l l a  a n d  h a s  a f f i n i t y  f o r  a n i m a l  c e l l  s u r f a c e s  i t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  L P S  m a y  p r o m o t e  b a c t e r i a l  a d h e r e n c e  a t  

m u c o s a l  s u r f a c e s .
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4 . 3  I N H I B I T I O N  O F  A D H E R E N C E  O F  S A L M O N E L L A  T Y P H I M U R I U M  

S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  T O  M A D I N  D A R B Y  C A N I N E  K I D N E Y  ( M D C K )  

C E L L  M O N O L A Y E R S  B Y  T R E A T M E N T  W I T H  M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S .

A l l  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  s p e c i f i c  f o r  L P S  w e r e

c a p a b l e  o f  i n h i b i t i n g  t h e  a d h e r e n c e  o f  S . ___ t y p h i m u r i u m

S L / B R  t o  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  e x c e p t  f o r  t h e  s i n g l e  I g G l  

a n t i b o d y .

P r e - i n c u b a t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  a n d  b a c t e r i a  

f o r  u p  t o  6 0  m i n u t e s  h a d  n o '  e f f e c t  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  

a n t i b o d y  t r e a t e d  b a c t e r i a  a s  m e a s u r e d  a f t e r  3  h o u r s . A l l  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  i n c l u d i n g  t h e  I g G l  a n t i b o d y ,  

s h o w e d  a  s l i g h t  i n c r e a s e  i n  i n i t i a l  i n h i b i t i o n  o f  

a d h e r e n c e  a t  t i m e  0  h o u r s  w h e n  p r e - i n c u b a t e d  f o r  6 0  

m i n u t e s .  T h i s  i n c r e a s e  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t .  M o n o c l o n a l  

a n t i b o d y  b i n d i n g  t o  S .  t y p h i m u r i u m  S L / B R  i n  t h e  l i q u i d  

p h a s e  o f  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  w o u l d  a p p e a r  t o  b e  r a p i d  a n d  

e f f e c t i v e .

P o s t - a d d i t i o n  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a f t e r  t h e  

s t a r t  o f  t h e  a s s a y  w a s  f o u n d  t o  b e  i n e f f e c t i v e  a f t e r  2  

h o u r s  g i v i n g  o n l y  s l i g h t  r e d u c t i o n s  i n  a d h e r e n c e  c o m p a r e d  

w i t h  c o n t r o l s .  A d d i t i o n  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w a s  

n e c e s s a r y  b e t w e e n  0  a n d  1  h o u r s  t o  p r o d u c e  a n y

s i g n i f i c a n t  i n h i b i t i o n  w i t h  t h e  h i g h e s t  l e v e l s  a t t a i n e d  

w i t h  a d d i t i o n  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e  a s s a y  ( 0  h o u r s ) ,  a s  i n  

t h e  i n i t i a l  a s s e s s m e n t  e x p e r i m e n t s .  T h i s  l a c k  o f  e f f e c t

a s  t i m e  p r o g r e s s e s  w o u l d  a r g u e  t h a t  S . __ t y p h i m u r i u m  S L / B R

m a y  b i n d  r e v e r s i b l y  a t  f i r s t ,  s o  b e i n g  s u s c e p t i b l e  t o  

i n h i b i t i o n  b y  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a t  t h e  s t a r t  o f  t h e

2 13



a s s a y .  H o w e v e r  a s  t h e  r e s u l t s  d e m o n s t r a t e ,  t h e  b i n d i n g  

q u i c k l y  b e c o m e s  i r r e v e r s i b l e  a f t e r  2 - 3  h o u r s .

F u r t h e r  e x p e r i m e n t s  s h o w e d  t h a t  t h e  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  h a d  n o  e f f e c t  o n  b a c t e r i a  a l r e a d y  a d h e r e n t  t o  

t h e  M D C K  m o n o l a y e r .  A d d i t i o n  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o

m o n o l a y e r s  p r e v i o u s l y  i n c u b a t e d  w i t h  S _ . ... t y p h i m u r i u m  S L / B R

f o r  3  h o u r s  p r o d u c e d  n o  i m m e d i a t e  e f f e c t .  S u b s e q u e n t l y  

t h e  l e v e l s  o f  a d h e r e n c e  i n c r e a s e d  o v e r  a  f u r t h e r  3  h o u r s  

i n  p a r a l l e l  w i t h  c o n t r o l s .  A f t e r  t h e  6  h o u r s  n o  r e d u c t i o n  

i n  t h e  l e v e l s  o f  t h e  i n i t i a l  b o u n d  b a c t e r i a  h a d  b e e n  s e e n  

b u t  t h e r e  w a s  a  r e l a t i v e  r e d u c t i o n  i n  a d h e r e n c e  c o m p a r e d  

w i t h  c o n t r o l s .

T h e s e  r e s u l t s  a l l  c o m b i n e  t o  d e m o n s t r a t e  t h a t  S . 

t y p h i m u r i u m  S L / B R  a p p e a r s  t o  u n d e r g o  a  p r o g r e s s i v e  c h a n g e  

f r o m  a  r e v e r s i b l e  t o  a n  i r r e v e r s i b l e  b i n d i n g  t o  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s  o v e r  t h e  p e r i o d  o f  3  h o u r s .  T h e  s u c c e s s  o f  t h e  

I g A  a n d  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  i n  p r e v e n t i n g  a d h e r e n c e  

w o u l d  a p p e a r  t o  o c c u r  a t  t h e  e a r l y  r e v e r s i b l e  b i n d i n g  

s t a g e  w i t h  l i t t l e  e f f e c t  b e i n g  s e e n  o n c e  t h e  b a c t e r i a  

w e r e  a d h e r e n t  o n  t h e  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r .

T h e  I g G l  a n t i b o d y  ( 7 / 8 / 6 4 )  w a s  t h e  o n l y  a n t i b o d y

w h i c h  d i d  n o t  i n h i b i t  a d h e r e n c e  o f  S_.___t y p h i m u r i u m  S L / B R

t o  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s . I n  o r d e r  t o  i n v e s t i g a t e  w h e t h e r  

i t  w o u l d  a c t i v e l y  c o m p e t e  w i t h  t h e  o t h e r  i s o t y p e s  t o  

r e d u c e  t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  t w o  I g A  a n t i b o d i e s  f r o m  

g r o u p  1  a n d  3 ,  a n d  t w o  I g M  a n t i b o d i e s  f r o m  g r o u p  2  a n d  4  

w e r e  t i t r a t e d  i n d i v i d u a l l y  i n  c o m p e t i t i o n  w i t h  7 / 8 / 6 4 .

T h e  l e v e l  o f  I g G l  a n t i b o d y  w a s  h e l d  a t  t h e  A B T 5 0 *  

c o n c e n t r a t i o n ,  t h e  d i l u t i o n  a t  w h i c h  t h e  a n t i b o d y  g a v e
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5 0 %  b i n d i n g  i n  s o l i d  p h a s e  r a d i o i m m u n o a s s a y .  T h e  o t h e r  

a n t i b o d y  w a s  t i t r a t e d  f r o m  4  T I 5 0 % t o  0 . 1 2 5  T I 5 0 % , w h e r e  

T i 5 °% i s  e q u a l  t o  t h e  d i l u t i o n  a t  w h i c h  t h e  a n t i b o d y

p r o d u c e d  5  0% i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  o f  S_.___t y p h i m u r i u m

S L / B R  t o  M D C K  m o n o l a y e r s . T h e  a r r a n g e m e n t s  w e r e  t h e n  

r e v e r s e d  a n d  t h e  i n h i b i t o r y  a n t i b o d y  w a s  a d d e d  a t  T I 5 0 %  

c o n c e n t r a t i o n  w i t h  t h e  I g G l  a n t i b o d y  t i t r a t e d  f r o m  4  

A B T 5 0 * t o  0 . 1 2 5  A B T 5 0  % .

T i t r a t i o n  o f  t h e  I g G l  a n t i b o d y  a g a i n s t  b o t h  I g A  a n d  

I g M  a n t i b o d i e s  p r o d u c e d  s i m i l a r  r e s u l t s  w i t h  a  r e d u c t i o n  

i n  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  I g A  a n d  I g M  a n t i b o d i e s  

w h e n  t i t r a t e d  w i t h  I g G l  a t  a  f i x e d  c o n c e n t r a t i o n .  

C o n v e r s e l y  w h e n  t i t r a t i n g  I g G l  w i t h  t h e  I g A  a n d  I g M  

a n t i b o d i e s  t h e r e  w a s  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  

a d h e r e n c e  a s  t h e  I g G l  c o n c e n t r a t i o n  d e c l i n e d .

I t  a p p e a r s  t h a t  t h e  I g G l  a n t i b o d y  h a d  a  c o m p e t i t i v e  

e f f e c t  o n  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t o  M D C K  c e l l

m o n o l a y e r s  s e e n  w i t h  I g A  a n d  I g M  t r e a t e d  S_.___t y p h i m u r i u m

S L / B R .  A t  h i g h  r e l a t i v e  c o n c e n t r a t i o n s  t h e  I g G l  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  w i l l  r e d u c e  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  

s e e n  w i t h  t h e  I g A  a n d  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  t h o u g h  

t h e  l e v e l  o f  t h i s  r e d u c t i o n  a p p e a r s  t o  d i f f e r  f o r  I g A  a n d  

I g M .  T h e  p o i n t  a t  w h i c h  t h e  a d h e r e n c e  w a s  t h e  s a m e  f o r  

b o t h  t i t r a t i o n s  ( d e s c r i b e d  a s  t h e  ’’ e q u i v a l e n c e  p o i n t " )  

w a s  d i f f e r e n t  f o r  I g A  a n d  I g M .

F o r  t h e  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t h e  e q u i v a l e n c e  

p o i n t  o f  t h e  t i t r a t i o n  c u r v e s  o c c u r r e d  a t  a p p r o x i m a t e l y  

0 . 5  T I 5 0 % , w h i l s t  t h e  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  d i s p l a y e d  

a  c r o s s - o v e r  p o i n t  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 . 0  T I 5 0 % .
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I t  i s  a s s u m e d  t h a t  t h e s e  " e q u i v a l e n c e  p o i n t s "  

r e p r e s e n t  a  s i t u a t i o n  a t  w h i c h  t h e r e  a r e  e q u a l  q u a n t i t i e s  

o f  I g G l  a n d  e i t h e r  I g A  o r  I g M  b o u n d  t o  t h e  a v a i l a b l e  S . 

t y p h i m u r i u m  S L / B R .

W i t h  t h e  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t h e  e q u i v a l e n c e  

p o i n t  c o r r e s p o n d e d  t o  t h a t  p o i n t  a t  w h i c h  t h e r e  w e r e  

e q u a l  q u a n t i t i e s  o f  b o t h  I g A  a n d  I g G l .  B u t  w i t h  t h e  I g M  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t h e  e q u i v a l e n c e  p o i n t  c o r r e s p o n d s  

t o  t h e  p o i n t  a t  w h i c h  t h e r e  i s  a p p r o x i m a t e l y  a  2 - f o l d  

g r e a t e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  I g M  c o m p a r e d  w i t h  I g G l .  I f  t h i s  

i s  s o  t h e n  a  l o w e r  c o n c e n t r a t i o n  o f  I g A  i s  r e q u i r e d  t o  

p r o d u c e  e q u a l  b i n d i n g  w i t h  I g G l  t h a n  w i t h  I g M .

I n  o r d e r  t o  r e c o n c i l e  t h i s  d i f f e r e n c e  a  m o d e l  m a y  b e  

p r o p o s e d  i n  w h i c h  b o t h  I g G l  a n d  I g A  h a v e  t h e  s a m e  b i n d i n g  

a b i l i t y  i n  t e r m s  o f  a v i d i t y  a n d  b i n d i n g  c o n s t a n t s .  T h e  

T I 5 0 % f o r  I g G l  w a s  b a s e d  o n  i t s  A B T 5 0 %  a s  i t  d i d  n o t  

i n h i b i t  a d h e r e n c e .  I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  i n  l i q u i d  p h a s e ,  

t h e  A B T 5 0 %  f o r  I g G l  m a y  b e  l o w e r  a n d  a  c o m p a r a b l e  T I 5 0 %  

c a n  b e  a s s u m e d  t o  b e  t h a t  d i l u t i o n  a t  w h i c h  t h e  

e q u i v a l e n c e  p o i n t  o c c u r s  w i t h  t h e  I g A  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s .

I f  t h e s e  a s s u m p t i o n s  a r e  m a d e  t h e n  t h e  h i g h e r  

e q u i v a l e n c e  p o i n t  f o r  t h e  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  c o u l d  

b e  e x p l a i n e d  b y  p r o p o s i n g  a  l o w e r  b i n d i n g  a b i l i t y  w h e n  

c o m p a r e d  w i t h  I g G l .  I n  t h i s  s i t u a t i o n  a n  e q u i v a l e n c e  

p o i n t  w o u l d  o n l y  b e  r e a c h e d  w h e r e  I g M  w a s  a t  a  g r e a t e r  

c o n c e n t r a t i o n  t h a n  I g G l .

A  s i m i l a r  s i t u a t i o n  w a s  r e p o r t e d  b y  G r i f f i s s  a n d  

G o r o f f  ( 1 9 8 3 )  w i t h  I g A  b l o c k a d e  o f  I g M - i n i t i a t e d  i m m u n e
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l y s i s  o f  N e i s e r r i a m e n i n g i t i d i s . W h e r e a s  I g A  b l o c k a d e  o f  

I g G - i n i t i a t e d  i m m u n e  l y s i s  w a s  a  c o m p e t i t i v e  f u n c t i o n  o f  

t h e  r a t i o  o f  I g A  t o  I g G ,  t h e  b l o c k i n g  o f  I g M - i n i t i a t e d  

i m m u n e  l y s i s  w a s  a  n o n - c o m p e t i t i v e  f u n c t i o n  o f  t h e  r a t i o  

o f  I g A  t o  b a c t e r i a l  c e l l s ,  i n d e p e n d e n t  o f  t h e  

c o n c e n t r a t i o n  o f  I g M .

I n  t h e  p r e s e n c e  o f  s u f f i c i e n t  I g A  t o  s a t u r a t e  

a v a i l a b l e  b i n d i n g  s i t e s  I g M  w a s  a n  i m p o t e n t  b y s t a n d e r  

u n a b l e  t o  c o m p e t e  f o r  s i t e s  a n d  i n i t i a t e  l y s i s .  T h i s  n o n ­

c o m p e t i t i v e  e x c l u s i o n  o f  I g M  f r o m  t h e  s u r f a c e  o f  

b a c t e r i a l  c e l l s  m a y  o c c u r  w i t h  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  a n d  

s o  r e s u l t  i n  t h e  d i f f e r e n c e  s e e n  i n  e q u i v a l e n c e  p o i n t s  

d e s c r i b e d  a b o v e .

A m i l o r i d e  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b e  a  p o t e n t  i n h i b i t o r  o f  

s o d i u m  t r a n s p o r t  b y  i n t a c t  e p i t h e l i a  i n  v i t r o  ( B e n t l e y ,  

1 9 6 8 ) .  B e n t l e y  f i r s t  d e s c r i b e d  t h e  e f f e c t  o f  a m i l o r i d e  o n  

t o a d  b l a d d e r  e p i t h e l i a .  C e r e i j i d o  e t  a l .  ( 1 9 7 8 )  

d e m o n s t r a t e d  t h a t ,  w h e n  u s e d  a t  c o n c e n t r a t i o n s  c a p a b l e  o f  

i n h i b i t i n g  s o d i u m  t r a n s p o r t  i n  n a t u r a l  e p i t h e l i a ,  

a m i l o r i d e  c o u l d  r e d u c e  t h e  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  p r o d u c e d  

b y  i n t a c t  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  w i t h o u t  a f f e c t i n g  c e l l  

v i a b i l i t y .

M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  p o s s e s s  a  h i g h  e l e c t r i c a l  

p o t e n t i a l  b a s e d  o n  s e l e c t i v e  s o d i u m  t r a n s p o r t  w h i c h  

r e s u l t s  i n  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  c a r r y i n g  a  l a r g e  n e g a t i v e  

s u r f a c e  c h a r g e  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  b a s o l a t e r a l  

s u r f a c e .  A l t h o u g h  t h e  e f f e c t  o f  a d d i t i o n  t o  n a t u r a l  

e p i t h e l i a  w a s  t e m p o r a r y  a n d  r e v e r s i b l e ,  o n c e  t r e a t e d  M D C K  

c e l l  m o n o l a y e r s  u n d e r w e n t  a  c o n s t a n t  r e d u c t i o n  o f  t h e i r
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e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  w h i c h  w a s  u n a f f e c t e d  b y  t i m e  o r  

s u b s e q u e n t  w a s h i n g .

T h e  e x p e r i m e n t s  p e r f o r m e d  h e r e  u s e d  c o n c e n t r a t i o n s

o f  a m i l o r i d e  r a n g i n g  f r o m  t h a t  w h i c h  h a d  b e e n  s h o w n  t o  

h a v e  n o  e f f e c t  o n  t h e  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  o f  t h e  M D C K  

m o n o l a y e r s  ( 1 0 - 8  M )  t o  t h a t  w h i c h  h a d  b e e n  s h o w n  t o

d e s t r o y  t h e  e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  e n t i r e l y  ( 1 0 - 5  M )  

( C e r e i j i d o  e t  a l . ,  1 9 7 8 ) .

T h e  a d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  ( S L / B R )  t o  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s  w a s  n o t  s i g n i f i c a n t l y  i n h i b i t e d  b y  i n c r e a s i n g  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  a m i l o r i d e  a l t h o u g h  t h e r e  w a s  a  t r e n d  

f o r  a  s m a l l  r e d u c t i o n  i n  a d h e r e n c e  w i t h  i n c r e a s i n g  

a m i l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n .  T h i s  r e d u c t i o n  w a s  n o t

s i g n i f i c a n t .  I n  c o n t r a s t  i n c r e a s i n g  a m i l o r i d e  

c o n c e n t r a t i o n s  w e r e  s e e n  t o  h a v e  a n  e f f e c t  o n  t h e

a d h e r e n c e  o f  t h e  m a j o r i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t r e a t e d  

S .__ t y p h i m u r i u m  S L / B R .

I n c r e a s i n g  a m i l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n s  r e s u l t e d  i n  a  

r e d u c t i o n  o f  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o f  t h e  I g A  a n d  I g M  

a n t i b o d i e s  o f  G r o u p s  1  t o  4  i n  a  d o s e  d e p e n d a n t  f a s h i o n .

S . __ t y p h i m u r i u m  S L / B R  t r e a t e d  w i t h  t h e  I g G l  a n t i b o d y

( 7 / 8 / 6 4 ) ,  w h i c h  h a d  n o  i n h i b i t o r y  e f f e c t ,  a c t e d  i n  t h e  

s a m e  f a s h i o n  a s  t h e  u n t r e a t e d  b a c t e r i a  g i v i n g  a  s l i g h t  

r e d u c t i o n  i n  a d h e r e n c e  w i t h  i n c r e a s i n g  A m i l o r i d e

c o n c e n t r a t i o n .

T h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  c o r r e l a t e d  w i t h  t h e  

i n c r e a s e  i n  a m i l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n .  T h e  i n c r e a s i n g  

a m i l o r i d e  c o n c e n t r a t i o n  w o u l d  c a u s e  a  r e d u c t i o n  o f  t h e  

e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  o f  t h e  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r  a n d  s o

2 18



r e d u c e  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  o n  t h e  a p i c a l  s u r f a c e  o f  t h e  

m o n o l a y e r s .  I f  t h e  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  o f  S . 

t y p h i m u r i u m  ( S L / B R )  t r e a t e d  w i t h  I g A  o r  I g M  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  w e r e  c a u s e d  b y  i n c r e a s e d  c h a r g e  r e p u l s i o n ,  i t  

i s  p o s s i b l e  t h a t  b y  r e d u c i n g  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e  o n  t h e  

a p i c a l  s u r f a c e  o f  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  t h e  i n h i b i t o r y  

e f f e c t s  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w o u l d  b e  d e c r e a s e d .

T h e s e  r e s u l t s  s u g g e s t e d  t h a t  t h i s  m i g h t  b e  t h e  c a s e  

a n d  l a t e r  e x p e r i m e n t s  c o n f i r m e d  t h i s  i d e a .

4 . 4  P H Y S I C O C H E M I C A L  P R O P E R T I E S  A S  R E L A T E D  T O  B A C T E R I A L  

I N T E R A C T I O N  W I T H  A N I M A L  C E L L S .

T h e  p r o p e r t i e s  o f  a  b a c t e r i a l  c e l l  s u r f a c e  w h i c h  

d e t e r m i n e  t h e  t e n d e n c y  t o  i n t e r a c t  w i t h  a n  a n i m a l  c e l l  

s u r f a c e  a r e  o n l y  p o o r l y  u n d e r s t o o d .  H o w e v e r ,  c h a r g e  a n d  

h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  s u r f a c e  h a s  b e e n  

s h o w n  t o  h a v e  a  p r o f o u n d  e f f e c t  o n  t h e i r  a b i l i t y  t o  

a d h e r e  t o  a n i m a l  c e l l s  ( A l b e r t s s o n ,  1 9 8 7 ) .

A n i m a l  c e l l s  a r e  b y  n a t u r e  h y d r o p h o b i c  a n d  c a r r y  a  

n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e .  I n  a d d i t i o n  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s ,  i n  c o m m o n  w i t h  o t h e r  n a t u r a l  e p i t h e l i a  ( e g  

g a s t r o i n t e s t i n a l  t r a c t )  a r e  c a p a b l e  o f  p r o d u c i n g  a n  

e l e c t r i c a l  p o t e n t i a l  w i t h  a n  i n c r e a s e d  n e g a t i v e  c h a r g e  o n  

t h e  a p i c a l  s u r f a c e  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t h e  b a s o l a t e r a l  

s u r f a c e .

H y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n ,  o r  t h e  h y d r o p h o b i c  e f f e c t ,  

i s  a  c h e m i c a l  r e a c t i o n  b e t w e e n  t w o  o r  m o r e  s u b s t a n c e s  o r  

p a r t i c l e s  i n  a q u e o u s  p h a s e  w i t h  t h e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e
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w a t e r  a s s o c i a t e d  w i t h  e a c h  p a r t i c l e .  S i n c e  t h e  s t a t e  o f  

s e p a r a t e  p a r t i c l e s  s u r r o u n d e d  b y  w a t e r  i s  m o r e  e n e r g y  

r e q u i r i n g  t h a n  t h e  b o u n d  s t a t e ,  a  g a i n  i n  f r e e  e n e r g y  

r e s u l t s .

T h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  b a c t e r i a l  c e l l  s u r f a c e  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  b y  p a r t i t i o n  i n  a q u e o u s  p o l y m e r  

b i p h a s i c  s y s t e m s  ( S t e n d a h l  e t  a l . , 1 9 7 3  ; C o l l e e n  e t  a l . , 

1 9 7 9 ;  G e r s o n  a n d  A k i t ,  1 9 8 0 ;  R o s e n b e r g  e t  a l . ,  1 9 8 1 ) ,  b y  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( S m y t h  e t  a l . ,  

1 9 7 8 ;  P e r e r s  e t  a l , ,  1 9 7 7 ;  K i h l s t r o m  a n d  E d e b o ,  1 9 7 6 ;  

T y l e w s k a  e t  a l . , 1 9 7 9  1 9 8 0 )  o r  b y  a d h e s i o n  o f  b a c t e r i a  t o  

h y d r o p h o b i c  p l a s t i c  s u r f a c e s  ( G e r s o n  a n d  S c h e e r ,  1 9 8 0 ) .

I n  g e n e r a l ,  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  o f  

b a c t e r i a  s e e m  t o  p r o m o t e  t h e i r  a s s o c i a t i o n  w i t h  d i f f e r e n t  

a n i m a l  c e l l s .  A s  b a c t e r i a  a p p r o a c h  h o s t  c e l l  s u r f a c e s ,  

h y d r o p h o b i c  m o l e c u l e s  p r e s e n t  o n  t h e  t w o  c e l l  s u r f a c e s  

c a n  o v e r c o m e  a n y  i n c r e a s i n g  r e p u l s i v e  f o r c e s  c r e a t e d  b y  

t h e i r  i n d i v i d u a l  n e g a t i v e  c h a r g e s .

T h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  t r e a t e d  

w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w a s  a s s e s s e d  b y  p a r t i t i o n  

b e t w e e n  a n  a q u e o u s  p h a s e  a n d  a n  o c t a n - l - o l  p h a s e  t o  

a n a l y z e  a n y  d i f f e r e n c e  i n  t h e  s u r f a c e  p r o p e r t i e s .  T h i s  

m e t h o d  w a s  s u b j e c t  t o  l a r g e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  a s s a y s  a n d  

s o  a n o t h e r  m e t h o d  w a s  e m p l o y e d  u s i n g  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C ) .

H I C  c o n f i r m e d  t h e  r e s u l t s  o b t a i n e d  w i t h  o c t a n - l -  

o l :  a q u e o u s  p a r t i t i o n i n g  a n d  g a v e  l e s s  v a r i a t i o n  b e t w e e n  

a s s a y s  a l l o w i n g  f o r  g r e a t e r  r e p r o d u c i b i l i t y .  B o t h  m e t h o d s  

f o u n d  S .  t y p _ M B M £ . i . y B  S L / B R  i t s e l f  t o  b e  r e l a t i v e l y
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h y d r o p h i l i c  w i t h  a  h y d r o p h o b i c i t y  p e r c e n t a g e  o f  3 6 %  ( s d :  

3 . 4 % )  w i t h  o c t a n - l - o l  p a r t i t i o n i n g  a n d  a  h y d r o p h o b i c i t y  

i n d e x  o f  3 5 %  ( s d :  2 . 1 % )  u s i n g  H I C .

T h e  e f f e c t  o n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  S . _ __ t y p h i m u r i u m

S L / B R  w h e n  t r e a t e d  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w a s  v e r y  

m u c h  i s o t y p e  d e p e n d a n t .  T r e a t m e n t  w i t h  I g A  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  g a v e  a  u n i v e r s a l  d e c r e a s e  i n  t h e

h y d r o p h o b i c i t y  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R ,  w h i l s t  I g M  h a d  n o  

s i g n i f i c a n t  e f f e c t .  T h e  o n e  I g G l  a n t i b o d y  g a v e  a  v e r y  

l a r g e  s i g n i f i c a n t  i n c r e a s e  i n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  S . 

t y p h i m u r i u m  S L / B R .

T h e  d i f f e r e n c e  i n  h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h e  m o n o c l o n a l

t r e a t e d  S . .........t y p h i m u r i u m  S L / B R  c o u l d  b e  a  f a c t o r  i n

e x p l a i n i n g  t h e  v a r i a t i o n  i n  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  t h e  

d i f f e r e n t  i s o t y p e s ,  s p e c i f i c a l l y  I g A  a n d  I g M  a s  c o m p a r e d  

w i t h  t h e  o n e  I g G l  a n t i b o d y .  D e c r e a s e s  i n  b a c t e r i a l  

s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  h a v e  b e e n  s h o w n  t o  r e d u c e  t h e i r  

a b i l i t y  t o  a d h e r e  t o  a n i m a l  c e l l s .

P e r e r s  e t  a l .  ( 1 9 7 7  ) d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  m o r e

h y d r o p h o b i c  s t r a i n s  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  a n d  E_.___c o l i

a d h e r e d  s i g n i f i c a n t l y  b e t t e r  t o  m o u s e  i n t e s t i n a l  m u c o s a  

i n  v i v o  t h a n  r e l a t i v e l y  h y d r o p h i l i c  s t r a i n s  o f  t h e  s a m e  

o r g a n i s m s .

S m y t h  e t  a l  ( 1 9 7 8 )  a l s o  s h o w e d  t h a t  K 8 8 - a n t i g e n  

p o s i t i v e  s t r a i n s  o f  E .  c o l i  t h a t  a d h e r e d  w e l l  t o  h o s t  

c e l l s  b o u n d  s t r o n g l y  t o  h y d r o p h o b i c  l i g a n d s  o n  a g a r o s e  

g e l s .  T h i s  c o n t r a s t e d  w i t h  t h e  w e a k  h y d r o p h o b i c  b i n d i n g  

o f  t h e  i s o g e n i c  K 8 8 - n e g a t i v e  m u t a n t ,  w h i c h  f a i l e d  t o  

a d h e r e  t o  h o s t  c e l l s .
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M i o r n e r  e t  a l . ( 1 9 8 0 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  s u r f a c e

h y d r o p h o b i c i t y  o f  s e v e r a l  g r a m - p o s i t i v e  b a c t e r i a  w a s  

s i g n i f i c a n t l y  a l t e r e d  b y  t h e  a d s o r p t i o n  t o  t h e  o r g a n i s m s  

o f  v a r i o u s  s e r u m  p r o t e i n s . T h e  a d s o r p t i o n  o f  s e r u m  

a l b u m i n  t o  g r o u p  A  s t r e p t o c o c c i  h a s  b e e n  s h o w n  t o  b l o c k  

t h e i r  a t t a c h m e n t  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  ( B e a c h e y  e t  a l . ,

1 9 8 1 ) .

I g G l  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s  a  h y d r o p h o b i c  

c h a r a c t e r  a s  a s s e s s e d  b y  c o n t a c t  a n g l e  m e a s u r e m e n t s  s u c h  

t h a t  w h e n  b o u n d  t o  c e l l s  o r  p a r t i c l e s  i t  c a n  i n c r e a s e  

t h e i r  h y d r o p h o b i c i t y  a n d  e n c o u r a g e  t h e i r  a t t a c h m e n t  a n d  

e n g u l f m e n t  b y  p h a g o c y t i c  c e l l s  i n  t h e  s y s t e m i c

c i r c u l a t i o n .

C o n v e r s e l y ,  I g A  h a s  b e e n  s h o w n  t o  p o s s e s s  a  

h y d r o p h i l i c  c h a r a c t e r  a s  a s s e s s e d  b y  c o n t a c t  a n g l e  

m e a s u r e m e n t s  a n d  c a n  r e s u l t  i n  a  d e c r e a s e  i n  t h e  

h y d r o p h o b i c i t y  o f  t h o s e  a n t i g e n s  t o  w h i c h  i t  b i n d s .  T h i s  

d e c r e a s e  c a n  r e s u l t  i n  a  r e d u c t i o n  i n  t h e  b i n d i n g  o f  

a n t i g e n - a n t i b o d y  c o m p l e x e s  t o  p h a g o c y t i c  c e l l s  a n d  h a s  

b e e n  q u o t e d  a s  a  m e t h o d  w h e r e b y  I g A  c a n  i n h i b i t  

p h a g o c y t o s i s .

I g M  h a s  a n  i n t e r m e d i a t e  h y d r o p h o b i c  c h a r a c t e r  w h i c h  

i s  v e r y  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  p h a g o c y t i c  c e l l s  

t h e m s e l v e s  a n d  s o  w o u l d  n e i t h e r  e n c o u r a g e  o r  d i s c o u r a g e  

a t t a c h m e n t  w h e n  b o u n d  t o  a n t i g e n .  A d h e r e n c e  t o  p h a g o c y t i c  

c e l l s  a s  a  p r e l u d e  t o  p h a g o c y t o s i s  i s  c o m p a r a b l e  t o  t h e  

i n i t i a l  a t t a c h m e n t  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  t o  M D C K  c e l l  

m o n o l a y e r s .
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T h e  c h a n g e  i n  h y d r o p h o b i c i t y  c a u s e d  b y  t h e  t r e a t m e n t  

w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  p r e s e n t s  t h e  p o s s i b i l i t y  t h a t  

t h i s  i s  t h e  m o s t  i m p o r t a n t  f e a t u r e  o f  t h e  e f f e c t s  o f  t h e  

i n d i v i d u a l  i s o t y p e s  i n  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y .  I n d e e d  w h e n  

c o r r e l a t i n g  t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t  w i t h  t h e  c h a n g e  i n  

h y d r o p h o b i c i t y  t h e  d a t a  g a v e  a  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  

0 . 7 4 .  B u t  o n  f u r t h e r  a n a l y s i s  i t  w a s  f o u n d  t h a t  b y  

r e m o v i n g  t h e  I g G l  a n t i b o d y  d a t a  p o i n t  t h e  c o r r e l a t i o n  

c o e f f i c i e n t  w a s  r e d u c e d  t o  0 . . 1 2 ,  a n d  c o r r e l a t i n g  t h e  I g A  

a n d  i g M  a n t i b o d i e s  a s  d i s c r e t e  g r o u p s  a l s o  r e v e a l  p o o r  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  ( 0 . 0 3  a n d  0 . 1 5 ,  r e s p e c t i v e l y ) .

B o t h  I g A  a n d  I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  p r o d u c e  

s i m i l a r  i n h i b i t i o n  b u t  I g A  d e c r e a s e s  h y d r o p h o b i c i t y  

w h i l s t  I g M  a p p e a r s  t o  h a v e  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t .  I t  

w o u l d  s e e m  t h a t  a l t h o u g h  h y d r o p h o b i c i t y  m a y  h a v e  a n  

e f f e c t  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  t o  M D C K  

c e l l s  t h e r e  m u s t  b e  s o m e  o t h e r  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  

i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  b o t h  I g A  a n d  I g M .

C h a r g e s  o n  t h e  s u r f a c e s  o f  m o s t  b a c t e r i a  a n d  o f  t h e  

h o s t  c e l l s  t o  w h i c h  t h e y  b e c o m e  a t t a c h e d  a r e  b o t h ,  i n  

s u m ,  n e g a t i v e ,  t h e r e b y  c r e a t i n g  r e p u l s i v e  f o r c e s  b e t w e e n  

t h e  c e l l s .  T h e s e  r e p u l s i v e  f o r c e s  m a y  b e  o v e r c o m e  b y  b o t h  

l o n g - r a n g e  a n d  s h o r t - r a n g e  a t t r a c t i v e  f o r c e s  ( C u r t i s  

1 9 7 3  ) .

P h y s i c a l  s t u d i e s  o f  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  c o l l o i d a l  

p a r t i c l e s  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  t h e  e n e r g y  o f  i n t e r a c t i o n  

b e t w e e n  t w o  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  p a r t i c l e s  i s  t h e  s u m  o f  

t h e  e l e c t r o s t a t i c  e n e r g y  o f  a t t r a c t i o n  a n d  t h e  e n e r g y  o f  

r e p u l s i o n  t h r o u g h  L o n d o n - v a n  d e r  W a a l s  f o r c e s .
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A c c o r d i n g  t o  t h i s  c o n c e p t ,  c a l l e d  t h e  D L V O  t h e o r y  

( W a t t  a n d  W a r d ,  1 9 8 0 ) ,  t w o  s u r f a c e s ,  a l t h o u g h  n e g a t i v e l y  

c h a r g e d ,  m a y  a t t r a c t  e a c h  o t h e r  t h r o u g h  L o n d o n  f o r c e s  

c r e a t e d  b y  f l u c t u a t i n g  d i p o l e s  o f  s i m i l a r  f r e q u e n c y  

c a u s e d  b y  a t o m i c  a n d  m o l e c u l a r  v i b r a t i o n s  o n  e a c h  

s u r f a c e .  S i m p l y  s t a t e d ,  t h e  r e p u l s i v e  f o r c e s  d e c r e a s e  

m o r e  r a p i d l y  t h a n  d o  t h e  a t t r a c t i v e  f o r c e s  a s  t h e  

d i s t a n c e  b e t w e e n  t h e  c h a r g e d  s u r f a c e s  i n c r e a s e s ;  

t h e r e f o r e ,  t h e  l o n g - r a n g e  f o r c e s  a d d  u p  t o  w e a k  

a t t r a c t i o n  ( C u r t i s ,  1 9 7 3 ) .

T h e  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  w a s  u s e d  a s  a  m e a s u r e  

o f  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  t h e  M a b  t r e a t e d  b a c t e r i a  i n  

o r d e r  t o  d e t e r m i n e  i f  c h a r g e  v a r i a t i o n  w o u l d  a c c o u n t  f o r  

t h e  i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  t h e  I g A  a n d  I g M  M o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s .

A l l  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n a l y z e d  i n c r e a s e d

t h e  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  S . __ t y p h i m u r i u m  S L / B R

e x c e p t  f o r  t h e  I g G l  a n t i b o d y  w h i c h  w a s  t h e  o n l y  o n e  w h i c h  

d i d  n o t  i n h i b i t  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  a d h e r e n c e  t o  t h e  

M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s .

T h e r e  i s  e v i d e n c e  t h a t  c h a n g e s  i n  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  b a c t e r i a  c a n  e i t h e r  e n h a n c e  o r  r e d u c e  

t h e i r  a b i l i t y  t o  a d h e r e  t o  a n i m a l  c e l l s .

H e c k e l s  e t  a l .  ( 1 9 7 6 )  d e m o n s t r a t e d  t h a t  a  

m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  b a c t e r i a  c o u l d  

c h a n g e  t h e i r  a d h e r e n c e  c a p a c i t y ;  b l o c k i n g  o f  t h e  

n e g a t i v e l y  c h a r g e d  f r e e  c a r b o x y l  g r o u p s  o n  t h e  s u r f a c e s  

o f  n o n f i m b r i a t e  g o n o c o c c i  i n c r e a s e d  t h e i r  a d h e r e n c e  

a b i l i t y  t o  t h e  l e v e l  o f  f i m b r i a t e  o r g a n i s m s .  O n  t h e  o t h e r
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h a n d ,  w h e n  t h e  n e g a t i v e  c h a r g e s  w e r e  r e m o v e d  f r o m  t h e  

t a r g e t  e r y t h r o c y t e s ,  f i m b r i a t e  g o n o c o c c i  e n j o y e d  n o  

a d v a n t a g e  o v e r  n o n f i m b r i a t e d  o r g a n i s m s  i n  c a u s i n g  

h e a m a g g l u t i n a t i o n  ( W a t t  a n d  W a r d ,  1 9 8 0 ) .  O n e  o f  t h e  

f u n c t i o n s  o f  t h e  f i m b r i a e  a p p e a r e d  t o  b e  t o  b r i d g e  t h e  

e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i v e  b a r r i e r  b e t w e e n  t h e  b a c t e r i a  a n d  

h o s t  c e l l  s u r f a c e s  ( W a t t  a n d  W a r d ,  1 9 8 0 ) .

C o r r e l a t i n g  t h e  l e v e l  o f  i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  b y  

t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w i t h  t h e i r  e f f e c t s  o n  t h e

n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  t r e a t e d  S . __ t y p h i m u r i u m  S L / B R

a s  a s s e s s e d  b y  p s e u d o - i s o e l e c t r i c  p o i n t  r e s u l t e d  i n  

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  0 . 7 8  f o r  a l l  t h e  d a t a .  I n  

c o n t r a s t  t o  t h e  c o r r e l a t i o n  o f  h y d r o p h o b i c i t y  w i t h  

i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  t h e  c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t s  f o r  

I g A  a n d  n o n - I g A  g r o u p s  w e r e  a l s o  v e r y  g o o d  ( 0 . 7 2  a n d  

0 . 9 3 ,  r e s p e c t i v e l y ) .  T h e r e  w a s  a l s o  a  l e s s  d i s t i n c t  

c l u s t e r i n g  o f  i s o t y p e s  t h a n  w i t h  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  

c o r r e l a t i o n  d a t a .

I t  w o u l d  a p p e a r  t h a t  I g M  a n d  I g A  b o t h  p o s s e s s  t h e

a b i l i t y  t o i n c r e a s e t h e n e g a t i v e s u r f a c e c h a r g e  o f  S_._

t y p h i m u r i u m S L / B R . T h e o b v i o u s r o l e f o r  t h i s  i n

p r e v e n t i n g  a d h e r e n c e  t o  M D C K  c e l l  m o n o l a y e r s  w o u l d  b e  o n e  

o f  e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i o n .  B o t h  I g A  a n d  I g M  a r e  m o r e  

n e g a t i v e l y  c h a r g e d  t h a n  I g G  b u t  t h e y  a l s o  b o t h  o c c u r  i n  

p o l y m e r i c  f o r m  w i t h  t h e  a d d i t i o n  o f  J - c h a i n .  J - c h a i n  i s  

o n l y  a  s m a l l  g l u c o s a m i n e - c o n t a i n i n g  g l y c o p r o t e i n  b u t  i t  

i s  e x t r e m e l y  a c i d i c  i n  c h a r a c t e r  d u e  t o  a n  u n u s u a l l y  h i g h  

g l u t a m i c  a n d  a s p a r t i c  a c i d  c o n t e n t  ( K o s h l a n d ,  1 9 8 5 ) .  J -  

c h a i n  m a y  a i d  b o t h  I g A  a n d  I g M  i n  t h e  p r e v e n t i o n  o f
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a d h e r e n c e  b y  i t s  h i g h l y  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  n a t u r e  w h i c h  

w o u l d  e n h a n c e  t h e  e f f e c t  o f  e l e c t r o s t a t i c  r e p u l s i o n .

4 . 5  T H E  E F F E C T  O F  T R E A T M E N T  W I T H  M O L E C U L A R  F O R M S  O F  I G A  

M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S  O N  T H E  S U R F A C E  P R O P E R T I E S  O F  

S A L M O N E L L A  T Y P H I M U R I U M  S L 3 2 6 1  B R D 0 2 6  ( S L / B R )  A N D  T H E  

R E L A T I O N  T O  A D H E R E N C E  O N  M A D I N  D A R B Y  C A N I N E  K I D N E Y  ( M D C K )  

C E L L  M O N O L A Y E R S .

T h e  m u l t i p l e  m o l e c u l a r  f o r m s  o f  t h e  t w o  I g A

M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( P I P 1 8  a n d  P I P 2 )  a l l  g a v e  r i s e  t o  

i n h i b i t i o n  o f  a d h e r e n c e  c o m p a r a b l e  w i t h  t h a t  o f  t h e  

o r i g i n a l  u n p u r i f i e d  m a x i m a l  g r o w t h  m e d i u m  o f  t h e i r  

r e s p e c t i v e  h y b r i d o m a s . N o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e  w a s  s e e n  

i n  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  p r o d u c e d  b y  t h e  m o l e c u l a r  

f o r m s  o f  t h e  s a m e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d y .

B o t h  t h e  h y d r o p h o b i c i t y ,  a s  d e t e r m i n e d  b y  

h y d r o p h o b i c  i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y  ( H I C )  a n d  t h e  

r e l a t i v e  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  S . t y p h i m u r i u m  

S L / B R  t r e a t e d  w i t h  t h e s e  p r e p a r a t i o n s  w a s  a s s e s s e d .  T h e  

r e s u l t s  o f  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  e f f e c t s  w e r e  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h o s e  a c h i e v e d  u s i n g  t h e i r  o r i g i n a l  m a x i m a l  g r o w t h  

m e d i u m s  f o r  b o t h  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( P I P 1 8  a n d  

P I P 2 )  w i t h  a  d e c r e a s e  i n  t h e  h y d r o p h o b i c i t y  o f  S . _  

t y p h i m u r i u m  S L / B R .  T h e  l e v e l  o f  d e c r e a s e  w a s  s i m i l a r  f o r  

a l l  t h r e e  p r e p a r a t i o n s  f o r  b o t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  

r e v e a l e d  n o  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s .

I n  c o n t r a s t  t h e  m o l e c u l a r  f o r m s  r e v e a l e d  s i g n i f i c a n t  

d i f f e r e n c e s  w h e n  a s s e s s e d  f o r  t h e i r  e f f e c t s  o n  t h e
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s u r f a c e  c h a r g e  o f  S . ..... t y p h i m u r i u m  S L / B R .  T h e  3 6 0  k D  f o r m s

b o t h  g a v e  a n  i n c r e a s e  i n  t h e  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  

c o m p a r a b l e  t o  t h a t  s e e n  w i t h  t h e  o r i g i n a l  m a x i m a l  g r o w t h

m e d i u m s .  T h i s i n c r e a s e  w a s a l s o  s e e n  w i t h t h e 3 2 0 k D

f o r m s  b u t  w a s s i g n i f i c a n t l y l o w e r  ( p < 0 . 0 5 ) . T h e 1 6 0 k D

f o r m s  h a d  n o  s i g n i f i c a n t  e f f e c t  o n  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  o f  

S . ....t y p h i m u r i u m  S L / B R  a t  a l l .

O n e  p o s s i b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h e  v a r i a t i o n  b e t w e e n  

t h e  e f f e c t s  o f  t h e  m o l e c u l a r  f o r m s  o n  s u r f a c e  c h a r g e  m a y  

l i e  i n  t h e  p h y s i c o c h e m i c a l  n a t u r e  o f  J - c h a i n ,  a  p r o t e i n  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  d i m e r i c  f o r m  o f  I g A .  J - c h a i n  i s  a  

h i g h l y  n e g a t i v e l y  c h a r g e d  m o l e c u l e  ( K o s h l a n d ,  1 9 8 5 )  a n d  

t h e  p o s s e s s i o n  o r  l a c k  o f  t h i s  m o l e c u l e  i n  t h e  t h r e e  

m o l e c u l a r  f o r m s  m a y  e x p l a i n  t h e  c h a n g e s  i n  t h e  s u r f a c e

c h a r g e  o f  S . .......t y p h i m u r i u m  S L / B R  w h e n  t r e a t e d  w i t h  e a c h

f o r m .

A s  a l r e a d y  d i s c u s s e d ,  t h e  d i f f e r e n c e  i n  m o l e c u l a r  

w e i g h t  b e t w e e n  t h e  3 6 0  a n d  3 2 0  k D  f o r m s  i s  p r o b a b l y  

c a u s e d  b y  t h e  l a c k  o r  p a r t i a l  d i g e s t i o n  o f  J - c h a i n  f r o m  

t h e  h i g h e r  m o l e c u l a r  w e i g h t  f o r m .  I f  t h e  h i g h  n e g a t i v e  

c h a r g e  o f  J - c h a i n  i s  a  p r i m a r y  c a u s e  o f  t h e  i n c r e a s e  i n

n e g a t i v e  c h a r g e  o f  S . ...... t y p h i m u r i u m  S L / B R  t r e a t e d  w i t h  t h e

3 6 0  k D  f o r m  t h e n  t h e  l a c k  o f  J - c h a i n  i n  t h e  3 2 0  k D  f o r m  

w o u l d  e x p l a i n  t h e  c o m p a r a t i v e  l e s s e r  i n c r e a s e  i n  n e g a t i v e  

c h a r g e  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  w h e n  t r e a t e d  w i t h  t h i s  

f o r m .  T h e  1 6 0  k D  p r e p a r a t i o n ,  m o n o m e r i c  i n  f o r m ,  w o u l d  

n o t  n o r m a l l y  p o s s e s s  J - c h a i n  w h i c h  i s  o n l y  f o u n d  

a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p o l y m e r i c  f o r m s  o f  I g A .  L a c k  o f  J -  

c h a i n  w o u l d  a g a i n  e x p l a i n  t h e  r e d u c e d  i n c r e a s e  i n
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n e g a t i v e  c h a r g e  w h e n  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  i s  t r e a t e d  w i t h  

t h i s  f o r m  w h e n  c o m p a r e d  w i t h  t r e a t m e n t  w i t h  t h e  3 6 0  k D  

f o r m .

W h e t h e r  J - c h a i n  i s  t h e  s o u r c e  o f  t h e s e  d i f f e r e n c e s  

t h e  i n h i b i t i o n  o f  t h e s e  m o l e c u l a r  f o r m s  c a n  o n l y  b e  

a t t r i b u t e d  t o  t h e i r  e f f e c t s  o n  t h e  s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y

o f  S . ... t y p h i m u r i u m  S L / B R  a n d  n o t  s u r f a c e  c h a r g e  a s  a l l

g i v e  c o m p a r a b l e  i n h i b i t i o n  b u t  v a r y  g r e a t l y  i n  t h e i r  

e f f e c t s  o n  s u r f a c e  c h a r g e .

4 . 6  A S S E S S M E N T  O F  O P T I M I Z A T I O N  O F  C H E M I L U M I N E S C E N C E  A S S A Y  

P A R A M E T E R S  F O R  T H E  C O M P A R I S O N  O F  I G A  W I T H  I G M  A N D  I G G 1  

M O N O C L O N A L  A N T I B O D I E S .

O p s o n i z a t i o n  o f  N e i s e r r i a  m e n i n g i t i d i s  o r g a n i s m s  

u s i n g  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  

( P M N ) w a s  m e a s u r e d  b y  l u m i n o l - d e p e n d a n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e  

( C L )  f o r  3  m o u s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  ( I g G l ,  I g A  a n d  

I g M )  s p e c i f i c  f o r  t y p e  Y  c a p s u l a r  p o l y s a c c h a r i d e .  T h e  C L  

p r o f i l e s  f o r  e a c h  o f  t h e s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  

f o l l o w e d  i n  o r d e r  t o  c o m p a r e  t h e i r  a b i l i t i e s  a s  o p s o n i c  

a n t i b o d i e s  w i t h  r e l a t i o n  t o  c l a s s .

C h e m i l u m i n e s c e n c e  p r o f i l e s  f o r  e a c h  o f  t h e  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  r e c o r d e d  i n  o r d e r  t o  c h o o s e  a  

t i m e  p o i n t  a t  w h i c h  a  c o m p a r i s o n  c o u l d  b e  m a d e  b e t w e e n  

t h e  c l a s s e s .  T h e  p r o f i l e s  o f  t h e  3  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  

d i f f e r e d  i n  s u c h  a  f a s h i o n  t h a t  t o  c h o o s e  a n y  o n e  t i m e  

p o i n t  f o r  c o m p a r i s o n  w o u l d  c l e a r l y  b e  o f  l i t t l e  u s e .
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I n  o r d e r  t o  f u r t h e r  u n d e r s t a n d  t h e  r e a s o n  f o r  t h e

v a r i a t i o n  i n  t h e i r  C L  p r o f i l e s  a  c o m p u t e r  m o d e l  w a s  

d e v e l o p e d  f o r  t h e  C L  a s s a y  s y s t e m .  T h e  c o m p u t e r  m o d e l  

a p p l i e d  s i m p l e  M i c h a e l i s - M e n t o n  k i n e t i c s  t o  e x p r e s s  t h e  

o p s o n i z a t i o n  a n d  s u b s e q u e n t  C L  a n d  p r o v i d e d  p u r e l y  

n u m e r i c a l  s o l u t i o n s  t o  t h e  d i f f e r e n c e  i n  p r o f i l e s  b y

a s s u m i n g  t h a t  t h o s e  d i f f e r e n c e s  w e r e  c a u s e d  b y

i n e q u a l i t i e s  i n  t h e  n u m b e r s  o f  P M N  a v a i l a b l e  w i t h  c l a s s  

s p e c i f i c  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g A ,  I g G l  a n d  I g M .

T h e  n u m b e r  o f  I g G l  a n t i b o d y - b o u n d  b a c t e r i a  w a s  

a s s u m e d  t o  b e  a c t i n g  a s  t h e  l i m i t i n g  f a c t o r  i n  t h e  C L

a s s a y  w i t h  t h e  n u m b e r  o f  P M N  e x p r e s s i n g  F C - r e c e p t o r s  f o r

I g G  b e i n g  i n  e x c e s s .  W i t h  t h e  I g A  a n t i b o d y ,  t h e  n u m b e r  o f  

P M N  e x p r e s s i n g  F C - r e c e p t o r s  f o r  I g A  w a s  a s s u m e d  t o  b e  

a c t i n g  a s  t h e  l i m i t i n g  f a c t o r  i n  t h e  C L  a s s a y  w i t h  t h e  

n u m b e r  o f  I g A  a n t i b o d y - b o u n d  b a c t e r i a  b e i n g  i n  e x c e s s . 

T h e  s y s t e m  w i t h  I g M  r e p r e s e n t e d  a n  i n t e r m e d i a t e  s t a g e  

b e t w e e n  I g G  a n d  I g A .

T h i s  m o d e l  w a s  t e s t e d  b y  a l t e r i n g  t h e  b a c t e r i a : P M N  

r a t i o s  f o r  e a c h  o f  t h e  M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  t r y  t o  

r e d r e s s  t h e  i n e q u a l i t i e s  b y  i n c r e a s i n g  t h e  n u m b e r  o f  P M N  

a v a i l a b l e . T h e  r e s u l t s  i n d i c a t e d  t h a t  w i t h  I g A  t h e  l e v e l s  

o f  P M N  a v a i l a b l e  f o r  C L  w e r e  n o t  i n  e x c e s s ,  w h i l s t  f o r  

I g G l  t h e  P M N  w e r e  i n  e x c e s s .

T h e  e v i d e n c e  f o r  a n  i n e q u a l i t y  o f  P M N  w i t h i n  

p e r i p h e r a l  b l o o d  w h i c h  e x p r e s s  F c  r e c e p t o r s  f o r  I g G  

c o m p a r e d  w i t h  t h o s e  f o r  I g A  i s  d o c u m e n t e d  b y  v a r i o u s  

a u t h o r s  ( K i l i a n  e t  a l . ,  1 9 8 8 ;  F a n g e r  e t  a l . ,  1 9 8 3 a ,  

1 9 8 3 b )  . T h e r e  i s  a l s o  e v i d e n c e  t h a t  t h i s  i n e q u a l i t y  i s
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r e v e r s e d  i n  a r e a s  c l o s e  t o  m u c o s a l  s u r f a c e s  ( e g  b r o n c h i a l  

a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e ) .

F a n g e r  e t  a l . ( 1 9 8 3 b )  d e s c r i b e  t h e  i n c r e a s e  i n  t h e

n u m b e r  o f  m a c r o p h a g e s  e x p r e s s i n g  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g A  i n  

a l v e o l a r  l a v a g e  c o l l e c t i o n s  c o m p a r e d  w i t h  p e r i p h e r a l  

b l o o d .  T h e y  a l s o  f o u n d  t h a t  i n c u b a t i o n  o f  p e r i p h e r a l  

b l o o d  n e u t r o p h i l s  w i t h  I g A  f o r  2 4  h o u r s  r e s u l t s  i n  a n  

i n c r e a s e  i n  t h e  n u m b e r s  e x p r e s s i n g  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g A  

a n d  t h e  n u m b e r  o f  F c - r e c e p t o r s  f o r  I g A  p e r  c e l l .

T h e  u s e  o f  t r a d i t i o n a l  C L  a s s a y s  t o  c o m p a r e  I g G  a n d  

I g A  a s  o p s o n i c  a n t i b o d i e s  m a y  g i v e  a  m i s l e a d i n g  p i c t u r e  

o f  I g A  a s  a  p o o r  o p s o n i n  d u e  t o  a  d i f f e r e n c e  i n  t h e  

n u m b e r  o f  c e l l s  a v a i l a b l e  t o  e a c h  c l a s s  f o r  F c - r e c e p t o r  

m e d i a t e d  C L .

4 . 7  C O N C L U D I N G  R E M A R K S .

T h e  i m p o r t a n c e  o f  m u c o s a l  i m m u n i t y  f o r  t h e

p r e v e n t i o n  o f  m a n y  s e r i o u s  d i s e a s e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a t e d  

b y  m a n y  w o r k e r s  ( B e s r e d k a ,  1 9 2 7 ;  B u r r o w s  a n d  H a v e n ,  1 9 4 8 ;  

A r n o l d  e t  a l . , 1 9 7 8 ) .  T h e  m o r b i d i t y  a n d  m o r t a l i t y

a s s o c i a t e d  w i t h  e n t e r i c  d i s e a s e s  i n  t h e  t h i r d  w o r l d  

i d e n t i f y  t h i s  a s  a n  a r e a  i n  w h i c h  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

e f f e c t i v e  v a c c i n e s  i s  a  n e c e s s i t y  ( L e v i n e  e t  a l . ,  1 9 8 3 ) .

C u r r e n t  s y s t e m i c a l l y  a d m i n i s t e r e d  v a c c i n e s  a r e  o f  l i m i t e d  

e f f i c a c y  a n d  n e w  v a c c i n e s ,  d e v e l o p e d  f o r  o r a l

a d m i n i s t r a t i o n , d i s p l a y  t h e  i m p o r t a n c e  o f  i n d u c i n g  m u c o s a l  

r e s p o n s e s  i n  o r d e r  t o  p r e v e n t  i n f e c t i o n  ( L e v i n e  e t  a l . ,  

1 9 8 3  ) .
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A  p r i m a r y  a i m  o f  t h e  p r o j e c t  w a s  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  

I g A  s e c r e t i n g  h y b r i d o m a s  b y  i m m u n i z a t i o n  o f  r a t s  v i a  

P e y e r ' s  p a t c h e s  w i t h  s u b s e q u e n t  u s e  o f  m u c o s a l l y  d e r i v e d  

l y m p h o c y t e s  f o r  f u s i o n .

T h e  w o r k  a d m i r a b l y  d e m o n s t r a t e s  t h a t  t h i s  p r o t o c o l  

i s  a n  e x t r e m e l y  e f f i c i e n t  a n d  s u c c e s s f u l  m e t h o d  f o r  

g e n e r a t i n g  I g A  h y b r i d o m a s  o f  v a r i o u s  m o n o m e r i c  a n d  

p o l y m e r i c  f o r m s .

T h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  g e n e r a t e d  w e r e  d i r e c t e d

a g a i n s t  a  n u m b e r  o f  a n t i g e n s  o f  S . __ t y p h i m u r i u m , w i t h  t h e

m a j o r i t y  s p e c i f i c  f o r  t h e  i m m u n o d o m i n a n t  O - a n t i g e n  o f  

L P S .

T h e s e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w e r e  t o  b e  u s e d  f o r  i n  

v i t r o  a n a l y s i s  o f  I g A  f u n c t i o n  i n  p r e v e n t i n g  a d h e r e n c e  o f

S . .......t y p h i m u r i u m  t o  e p i t h e l i a l  c e l l s  a n d  a  c o m p a r i s o n  o f

t h i s  e f f e c t  w i t h  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  o t h e r  i s o t y p e s  

p r e p a r e d  i n  p a r a l l e l  u s i n g  t h e  s a m e  p r o t o c o l .

I n  o r d e r  t o  d o  s o ,  a  n o v e l  i n  v i t r o  a s s a y  s y s t e m  f o r  

t h e  m e a s u r e m e n t  o f  a d h e r e n c e  o f  S . _  t y p h i m u r i u m  t o  M a d i n  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  ( M D C K ) e p i t h e l i a l  c e l l  m o n o l a y e r s  w a s  

d e v i s e d  a n d  s t a n d a r d i z e d  w i t h  w h i c h  t o  s t u d y  s e l e c t e d  

a n t i - L P S  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  I g A ,  i n  c o m p a r i s o n  t o  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  o f  I g M  a n d  I g G l  i s o t y p e .

T h e  s u c c e s s  o f  t h i s  a s s a y  s y s t e m  i n  d e m o n s t r a t i n g  

b o t h  t h e  a d h e r e n c e  o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R  t o  M D C K  c e l l s  

a n d  t h e  a b i l i t y  o f  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  i n h i b i t  t h i s  

a d h e r e n c e  s h o u l d  a l l o w  f u r t h e r  w o r k  t o  t a k e  p l a c e  u s i n g  

t h i s  s y s t e m  i n  t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  o t h e r  

i m m u n e  m o l e c u l e s  ( e g  l a c t o f e r r i n )  o n  t h e  a d h e r e n c e  o f  S .
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t y p h i m u r i u m  i n v i v o . T h e  s y s t e m  a l s o  a l l o w s  f o r  f u r t h e r  

i n v e s t i g a t i o n  o f  i n t r a c e l l u a l r  t r a n s p o r t  ( t r a n s c y t o s i s )

o f  S ....t y p h i m u r i u m  w i t h  t h e  f u l l y  p o l a r i z e d  g r o w t h  o f  M D C K

m o n o l a y e r s  o n  p e r m e a b l e  s u p p o r t s .

T h e  c o m p a r i s o n  o f  i s o t y p e s  i n  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  

w a s  c o m p l i c a t e d  b y  t h e  p r e s e n c e  o f  o n l y  o n e  I g G  

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y ,  b u t  a s  w a s  s e e n  c o m p a r i s o n  o f  t h e  

o p s o n i c  c a p a b i l i t i e s  o f  i s o t y p e s  a l s o  s u f f e r e d  p r o b l e m s .

T h e  a s s e s s m e n t  o f  t h e  o p s o n i c  e f f e c t s  o f  v a r y i n g  

i s o t y p e s  u s i n g  a  c o n v e n t i o n a l  l u m i n o l - d e p e n d a n t  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  a s s a y  u n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  g a v e  

m i s l e a d i n g  r e s u l t s .  T h e  u s e  o f  h u m a n  p e r i p h e r a l  b l o o d  

p o l y m o r p h o n u c l e a r  l e u c o c y t e s  ( P M N )  g a v e  r i s e  t o  a  b i a s  

a g a i n s t  I g A  d u e  t o  a n  i n e q u a l i t y  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  P M N  

w i t h  F c - a l p h a  a s  c o m p a r e d  t o  F c - g a m m a  r e c e p t o r s . S u c h  

r e s u l t s  s h o u l d  i l l u s t r a t e  t h e  p r o b l e m s  i n v o l v e d  i n  

c o m p a r i n g  I g A  t o  o t h e r  i s o t y p e s  i n  c o n v e n t i o n a l  s y s t e m s  

d e r i v e d  f r o m  s y s t e m i c  r a t h e r  t h a n  m u c o s a l  s t u d i e s .

I n  c o n t r a s t ,  t h e  a d h e r e n c e  a s s a y  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  

a l l o w e d  t h e  c o m p a r i s o n  o f  I g A  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  w i t h  

o t h e r  i s o t y p e s  f r o m  a  " m u c o s a l "  s t a n d p o i n t .

T h e  m o s t  s t r i k i n g  r e s u l t s  w e r e  s e e n  w h e n  c o m p a r i n g  

t h e  v a r i e d  p h y s i c o - c h e m i c a l  e f f e c t s  o f  m o n o c l o n a l  

a n t i b o d i e s  o f  d i f f e r i n g  i s o t y p e  o n  t h e  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  

o f  S . t y p h i m u r i u m  S L / B R .  T h e  e f f e c t  o n  s u r f a c e  p r o p e r t i e s  

a p p e a r e d  t o  b e  r e l a t e d  t o  i s o t y p e  r a t h e r  t h a n

s p e c i f i c i t y ,  w i t h  e a c h  i s o t y p e  g i v i n g  c h a r a c t e r i s t i c  

c h a n g e s .
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I n  g e n e r a l ,  c h a n g e s  i n  t h e  s u r f a c e  h y d r o p h o b i c i t y  o f

. S . ______t y p h i m u r i u m  S L / B R  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e

i n h i b i t o r y  e f f e c t s  o f  t h e  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s ,  w h e r e a s  

i n c r e a s e s  i n  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e  d i d .  B o t h  I g A  a n d  

I g M  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  g a v e  i n c r e a s e s  i n  s u r f a c e  

c h a r g e  w h i l s t  i n h i b i t i n g  a d h e r e n c e .  T h e  I g G l  a n t i b o d y  

w h i c h  g a v e  n o  i n c r e a s e  i n  s u r f a c e  c h a r g e  w a s  t h e  o n l y

m o n o c l o n a l  a n t i b o d y  t e s t e d  w h i c h  d i d  n o t  i n h i b i t  

a d h e r e n c e .

F r o m  t h e s e  r e s u l t s  i t  a p p e a r s  t h a t  t h e  e f f e c t s  o f

I g A  a n d  I g M  i n  p r e v e n t i n g  a d h e r e n c e  a t  t h e  m u c o s a l  

s u r f a c e  m a y  r e l y  a s  m u c h  o n  t h e  n o n - s p e c i f i c  p h y s i c o ­

c h e m i c a l  e f f e c t s  r e l a t e d  t o  i s o t y p e  a s  t o  s p e c i f i c i t y  

f o r ,  a n d  b l o c k i n g  o f ,  s p e c i f i c  a d h e s i n s .  T h e  i m p o r t a n c e  

o f  t h e s e  n o n - s p e c i f i c  p h y s i c o c h e m i c a l  e f f e c t s  o f  I g A  a n d  

I g M  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e  m a y  i n c r e a s e  w h e n  c o m p a r e d  

w i t h  t h e  r e s u l t s  o f  t h e  o n e  I g G l  a n t i b o d y .  W i t h  o n l y  o n e  

a n t i b o d y  n o  f i r m  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  r e a c h e d ,  h o w e v e r  i t ' s  

p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  i t ' s  i n a b i l i t y  t o  p r e v e n t

a d h e r e n c e  m a y  p a r a l l e l  s i t u a t i o n s  i n _____v i v o  w h e r e

p a t h o l o g i c a l  e f f e c t s  o n  m u c o s a l  s u r f a c e s  a r e  s e e n  i n  

c o n j u n c t i o n  w i t h  a  s w i t c h  i n  i s o t y p e  f r o m  I g A  t o  I g G .  

W h i l s t  s p e c i f i c  a n t i b o d y  c o n t i n u e s  t o  b e  p r o d u c e d  t h e  

n o n - s p e c i f i c  p h y s i c o c h e m i c a l  e f f e c t s  r e l a t e d  t o  i s o t y p e  

m a y  i m p a i r  c l e a r a n c e  o f  m i c r o o r g a n i s m s  a n d  l e a d  t o  

r e s u l t a n t  p a t h o l o g i c a l  c o n s e q u e n c e s .

A l t h o u g h  t h i s  i s  o n l y  s p e c u l a t i o n ,  t h e  r e s u l t s  o f  

t h i s  p r o j e c t  w o u l d  i n d i c a t e  t h a t  t h e  p h y s i c o c h e m i c a l
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n a t u r e  o f  i s o t y p e s  a t  t h e  m u c o s a l  s u r f a c e ,  p a r t i c u l a r l y  

I g A ,  a r e  o f  s o m e  i m p o r t a n c e  a n d  w a r r a n t  f u r t h e r  s t u d y .

4 . 8  C O N C L U S I O N .

I n  c o n c l u s i o n ,  I g A  a n d  I g M  M a b s  d i r e c t e d  a g a i n s t  L P S  w e r e  

f o u n d  t o  i n h i b i t  a d h e r e n c e  o f  S .  t y p h i m u r i u m  t o  M D C K  c e l l

m o n o l a y e r s  w h e r e a s  t h e  o n e  I g G l  a n t i - L P S  a n t i b o d y  d i d  n o t .  

T r e a t m e n t  o f  t h e  b a c t e r i a  w i t h  t h e s e  M a b s  h a d  v a r i a b l e  e f f e c t s  

o n  b a c t e r i a l  h y d r o p h o b i c i t y  b u t  t h i s  d i d  n o t  c o r r e l a t e  w i t h  t h e i r  

a b i l i t y  t o  i n h i b i t  a d h e r e n c e .  I n  c o n t r a s t  a l l  i n h i b i t i n g  M a b s  

i n c r e a s e d  b a c t e r i a l  n e t  n e g a t i v e  s u r f a c e  c h a r g e ,  w i t h  t h e  l e v e l  o f  

i n c r e a s e  c o r r e l a t i n g  w e l l  w i t h  t h e  d e g r e e  o f  i n h i b i t i o n  o f

a d h e r e n c e .  T h i s  w o u l d  a p p e a r  t o  s h o w  t h e  i m p o r t a n c e  o f  t h e  

e f f e c t  o f  s u r f a c e  c h a r g e  o n  b a c t e r i a l  a d h e r e n c e  a n d  t o  p o s i t  a  

m e c h a n i s m  f o r  a n t i b o d y  i n t e r f e r e n c e  b a s e d  o n  p h y s i c o c h e m i c a l  

a l t e r a t i o n  o f  b a c t e r i a l  s u r f a c e  c h a r g e .  A l t h o u g h  t h e  r e s u l t s  o f  

t h e  c h a r g e  e f f e c t s  o f  I g A  m o l e c u l a r  f o r m s  d i d  n o t  s e e m  t o  

s u p p o r t  t h i s  i d e a  i t  i s  l i k e l y  t h a t  t h e  e f f e c t  o f  I g A  o n  r e d u c i n g  

b a c t e r i a l  h y d r o p h o b i c i t y  c o u l d  b e  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  i n h i b i t i o n  

s e e n  w i t h  t h e  m o n o m e r i c  f o r m s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  a n y  e f f e c t  o n  

b a c t e r i a l  s u r f a c e  c h a r g e .  I n  f a c t  t h i s  l a c k  o f  e f f e c t  o n  s u r f a c e  

c h a r g e  m a y  s u p p o r t  a  p o s s i b l e  r o l e  f o r  J - c h a i n ,  a  h i g h l y  

n e g a t i v e  c h a r g e d  m o l e c u l e  a s s o c i a t e d  w i t h  b o t h  p o l y m e r i c  I g A  a n d  

I g M ,  a s  r e s p o n s i b l e  f o r  t h e  c h a r g e  e f f e c t s  s e e n  w i t h  b o t h  I g A  

a n d  I g M  b u t  n o t  I g G l .  T h o u g h  s u r f a c e  c h a r g e  e f f e c t s  m a y  n o t

f u l l y  e x p l a i n  a l l  b a c t e r i a l - c e l l  i n t e r a c t i o n s  t h i s  w o r k  p r e s e n t s  

s t r o n g  e v i d e n c e  f o r  a  m a j o r  r o l e  f o r  t h e  s u r f a c e  c h a r g e  r e l a t e d  

e f f e c t s  o f  s e c r e t o r y  a n t i b o d i e s  ( I g A  a n d  I g M )  o n  b a c t e r i a  a n d

t h e i r  i n h i b i t o r y  e f f e c t  o n  b a c t e r i a l  a d h e r e n c e .
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t o l e r a n c e  a n d  s e c r e t o r y  i m m u n i t y  a f t e r  o r a l  

i m m u n i s a t i o n " .  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 5 2 : 1 4 5 9 -  

1 4 7 2

C o l l e e n ,  S . ,  H o v e l i u s ,  B . ,  W i e s l a n d e r ,  A .  & M a r d h ,  

P .  ( 1 9 7 9 ) .  " S u r f a c e  p r o p e r t i e s  o f  S t a p h y l o c o c c u s  

. s a p . P P P . h y t i c u s  a n d  S t a p h y l o c o c c u s  e p i d e r m i s  a s  s t u d i e d  b y  

a d h e r e n c e  t e s t s  a n d  t w o - p o l y m e r  a q u e o u s  p h a s e  s y s t e m s " .  

A c t a  P a t h o l o g i c a  M i c r o b i o l o g i c a  S c a n d a n a v i a  B  8 7 : 3 2 1 - 3 2 8

C o l l i n s ,  F .  M .  ( 1 9 6 9 ) .  " E f f e c t  o f  s p e c i f i c  i m m u n e  

m o u s e  s e r u m  o n  t h e  g r o w t h  o f  S a l m o n e l l a  e n t e r i t i d i s  i n  

n o n - v a c c i n a t e d  m i c e  c h a l l e n g e d  b y  v a r i o u s  r o u t e s " .  

J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  9 7 : 6 6 7 - 6 7 5

C o l w e l l ,  D .  E . ,  G o l l a h o n ,  K .  A . ,  M c G h e e ,  J .  R .  & 

M i c h a l e k ,  S .  M .  ( 1 9 8 2 ) .  " I g A  h y b r i d o m a s : A  m e t h o d  f o r  

g e n e r a t i o n  i n  h i g h  n u m b e r s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g i c a l  

M e t h o d s  5 4 : 2 5 9 - 2 6 6

C o o k ,  P .  M .  & O l s o n ,  G .  F .  ( 1 9 7 9 ) .  " I n g e s t e d  m i n e r a l  

f i b r e s :  e l i m i n a t i o n  i n  h u m a n  u r i n e " .  S c i e n c e  2 0 4 : 1 9 5 - 1 9 6

C o o p e r ,  G .  N .  & F a h e y ,  K .  J .  ( 1 9 7 0 ) .  " O r a l  

i m m u n i s a t i o n  i n  e x p e r i m e n t a l  S a l m o n e l l o s i s :  I I I .  

B e h a v i o u r  o f  v i r u l e n t  a n d  t e m p e r a t u r e - s e n s i t i v e  m u t a n t  

s t r a i n s  i n  t h e  i n t e s t i n a l  t i s s u e s  o f  r a t s " . I n f e c t i o n  a n d  

i m m u n i t y  2 : 1 9 2 - 2 0 0
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C r a g o ,  S .  S . ,  K u l h a v y ,  R . ,  P r i n c e ,  S .  J .  & M e s t e c k y ,  

J .  ( 1 9 7 8 ) .  " S e c r e t o r y  c o m p o n e n t  o n  e p i t h e l i a l  c e l l s  i s  a  

s u r f a c e  r e c e p t o r  f o r  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n s " .  J o u r n a l  

o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 4 7 : 1 8 3 - 1 8 7

C r a i g , S . W . & C e b r a ,  J . J .  ( 1 9 7 1 ) .  " P

p a t c h e s : a n e n r i c h e d s o u r c e  o f p r e c u r s o r s  f o r

p r o d u c i n g  i m m u n o c y t e s  i n  t h e  r a b b i t " . J o u r n a l  o f  

E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 4 : 1 8 8 - 2 0 0

C u n n i n g h a m - R u n d l e s ,  C . ,  B r a n d e i s ,  W .  E . ,  G o o d ,  R .  A .  

& D a y ,  N .  K .  ( 1 9 7 8 ) .  " M i l k  p r e c i p i t i n s ,  c i r c u l a t i n g  

i m m u n e  c o m p l e x e s  a n d  I g A  d e f i c i e n c y " .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  

N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  7 5 : 3 3 8 7 - 3 3 8 9

C u r t i s ,  A .  S .  G .  ( 1 9 7 3 ) .  " C e l l  a d h e s i o n " .  P r o g r e s s  

i n  B i o p h y s i c s  a n d  M o l e c u l a r  B i o l o g y  2 7 : 3 1 7 - 3 8 6

D a l l a s ,  W .  S .  & F a l k o w ,  S .  ( 1 9 8 0 ) .  " A m i n o - a c i d  

s e q u e n c e  h o m o l o g y  b e t w e e n  c h o l e r a  t o x i n  a n d  E s c h e r i c h i a  

c o l i  h e a t - l a b i l e  t o x i n " .  N a t u r e  2 8 8 : 4 9 9 - 5 0 1

D a v i e s ,  M .  D .  J .  & P a r r o t t ,  D .  M .  V .  ( 1 9 8 0 ) .  " T h e  

e a r l y  a p p e a r a n c e  o f  s p e c i f i c  c y t o t o x i c  T  c e l l s  i n  m u r i n e  

g u t  m u c o s a " .  C l i n i c a l  a n d  E x p e r i m e n t a l  I m m u n o l o g y  4 2 : 2 7 3 -  

2 7 9
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D a v i s ,  D .  B . ,  D u l b e c c o ,  R . ,  E i s e n ,  H .  N .  & G i n s b e r g ,

H .  S . ,  E d s .  ( 1 9 8 0 ) .  " M i c r o b i o l o g y .  3 r d  e d i t i o n " .  N e w  

Y o r k ,  H a r p e r  a n d  R o w

D a v i s ,  R .  W .  , B o t s t e i n ,  D .  & R o t h ,  J .  R . ,  E d s .

( 1 9 8 0 ) .  " A d v a n c e d  b a c t e r i a l  g e n e t i c s .  A  m a n u a l  f o r  

g e n e t i c  e n g i n e e r i n g " .  N e w  Y o r k ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o u r  P r e s s

D e a n ,  C .  J .  , G y u r e ,  L .  A . ,  H a l l ,  J .  & S t y l e s ,  J .  M .

( 1 9 8 6 ) .  " P r o d u c t i o n  o f  I g A - s e c r e t i n g  r a t X r a t  h y b r i d o m a s " .  

M e t h o d s  i n  E n z y m o l o g y  1 2 1 : 5 2 - 5 9

D e a n ,  C .  J . ,  S t y l e s ,  J .  M .  , G y u r e ,  L .  A . ,  P e p p a r d ,  

J . ,  H o b b s ,  S .  M . ,  J a c k s o n ,  E .  & H a l l ,  J .  G .  ( 1 9 8 4 ) .  " T h e  

p r o d u c t i o n  o f  h y b r i d o m a s  f r o m  t h e  g u t  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  

t i s s u e  o f  t u m o u r  b e a r i n g  r a t s . I . M e s e n t e r i c  n o d e s  a s  a  

s o u r c e  o f  I g G  p r o d u c i n g  c e l l s " .  C l i n i c a l  a n d  e x p e r i m e n t a l  

i m m u n o l o g y  5 7 : 3 5 8 - 3 6 4

D e l a c r o i x ,  D .  L . ,  H o d g s o n ,  J .  H .  F . ,  M c P h e r s o n ,  A . ,  

D i v e ,  C .  & V a e r m a n ,  J .  P .  ( 1 9 8 2 ) .  " S e l e c t i v e  t r a n s p o r t  o f  

p o l y m e r i c  I g A  i n  b i l e .  Q u a n t i t i a t i v e  r e l a t i o n s h i p s  o f  

m o n o m e r i c  a n d  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n  A ,  i m m u n o g l o b u l i n  

M a n d  o t h e r  p r o t e i n s  i n  s e r u m ,  b i l e  a n d  s a l i v a " .  J o u r n a l  

o f  C l i n i c a l  I n v e s t i g a t i o n  8 : 2 3 0 - 2 4 1
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D e l a c r o i x ,  D .  L . ,  M a l b u r n y ,  G .  N .  & V a e r m a n ,  J .  P .  

( 1 9 8 5 ) .  " H e p a t o b i l i a r y  t r a n s p o r t  o f  p l a s m a  I g A  i n  t h e  

m o u s e :  C o n t r i b u t i o n  t o  t h e  c l e a r a n c e  o f  i n t r a v a s c u l a r  

I g A " .  E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 5 : 8 9 3 - 8 9 8

D u r k i n ,  H .  G . ,  B a z i n ,  H .  & W a k s m a n ,  B .  H .  ( 1 9 8 1 ) .  

" O r i g i n  a n d  f a t e  o f  I g E - b e a r i n g  l y m p h o c y t e s  I .  P e y e r " s  

p a t c h e s  a s  d i f f e r e n t i a t i o n  s i t e  o f  c e l l s  s i m u l t a n e o u s l y  

b e a r i n g  I g A  a n d  I g E " . J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  

1 5 4 : 6 4 0 - 6 4 8

E a s m o n ,  C .  S .  F .  , C o l e ,  P .  J .  , W i l l i a m s ,  A .  J .  & 

H a s t i n g ,  M .  ( 1 9 8 0 ) .  " T h e  m e a s u r e m e n t  o f  o p s o n i c  a n d  

p h a g o c y t i c  f u n c t i o n  b y  l u m i n o l - d e p e n d a n t  

c h e m i l u m i n e s c e n c e " .  I m m u n o l o g y  4 1 : 6 7 - 7 4

E d e b o ,  L . ,  R i c h a r d s o n ,  N .  & F e i n s t e i n ,  A .  ( 1 9 8 5 ) .  

" T h e  e f f e c t  o f  b i n d i n g  m o u s e  I g A  t o  d i n i t r o p h e n y l a t e d  

S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  o n  p h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  a n d  

i n t e r a c t i o n  w i t h  p h a g o c y t i c  c e l l s " .  I n t e r n a t i o n a l  

A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  I m m u n o l o g y  7 8 : 3 5 3 - 3 5 7

E i f f e r t ,  H . , Q u e n t i n ,  E . ,  D e c k e r ,  J . ,  H i l l e m e i r ,  S . ,  

H u f s c h i m d t ,  M .  , K l i n g m u e l l e r , D . ,  W e b e r ,  M .  H .  & 

H i s c h m a n n ,  N .  ( 1 9 8 4 ) .  " D i e  P r i m a r s t r u c k t u r  d e r  

m e n s h e n l i c h e n  f r e i e n  S e k r e t k o m p o n e n t e  u n d  d i e  A n o r d n u n g  

d e r  D i s u l f i d b r u c k e n " . H o p p e  S e y l e r " s  Z o o l o g i c a  

P h y s i o l o g i c a  C h e m i c a  3 6 5 : 1 4 8 9 - 1 4 9 4
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E l s b a c h ,  P .  & W e i s s ,  J .  ( 1 9 8 3 ) .  " A  r e e v a l u a t i o n  o f  

t h e  r o l e s  o f  t h e  0 2 _ d e p e n d a n t  a n d  0 2 -  i n d e p e n d a n t  

m i c r o b i c i d a l  s y s t e m s  o f  p h a g o c y t e s " . R e v i e w  o f  I n f e c t i o u s  

D i s e a s e s  5 : 8 4 3 - 8 5 3

F a h e y ,  K .  J .  & C o o p e r ,  G .  N .  ( 1 9 7 0 ) .  " O r a l  

i m m u n i s a t i o n  i n  e x p e r i m e n t a l  S a l m o n e l l o s i s .  I I .  

C h a r a c t e r i s t i c s  o f  t h e  i m m u n e  r e s p o n s e  t o  t e m p e r a t u r e -  

s e n s i t i v e  m i u t a n t s  g i v e n  b y  o r a l  a n d  p a r e n t e r a l  r o u t e s " .  

I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  2 : 1 8 3 - 1 9 1

F a n g e r ,  M .  W .  , G o l d s t e i n ,  S .  N .  & S h e n ,  L .  ( 1 9 8 3 a ) .  

" S u b p o p u l a t i o n s  o f  h u m a n  p e r i p h e r a l  g r a n u l o c y t e s  a n d  

m o n o c y t e s  e x p r e s s  r e c e p t o r s  f o r  I g A " . A n n a l s  o f  t h e  N e w  

Y o r k  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  4 0 9 : 5 5 2 - 5 5 5

F a n g e r ,  M .  W .  , G o l d s t e i n ,  S .  N .  & S h e n ,  L .  ( 1 9 8 3 b ) .  

" C y t o f l u o r o g r a p h i c  a n a l y s i s  o f  r e c e p t o r s  f o r  I g A  o n  h u m a n  

p o l y m o r p h o n u c l e a r  c e l l s  a n d  m o n o c y t e s  a n d  t h e  c o r r e l a t i o n  

o f  e x p r e s s i o n  w i t h  p h a g o c y t o s i s " .  M o l e c u l a r  I m m u n o l o g y  

2 0 : 1 0 1 9 - 1 0 2 3

F a n g e r ,  M .  W .  , S h e n ,  L . ,  P u g h ,  J .  & B e r n i e r ,  G .  M .  

( 1 9 8 0 ) .  " S u b - p o p u l a t i o n s  o f  h u m a n  p e r i p h e r a l  g r a n u l o c y t e s  

a n d  m o n o c y t e s  e x p r e s s  r e c e p t o r s  f o r  I g A " .  P r o c e e d i n g s  o f  

N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  7 7 : 3 6 4 0 - 3 6 4 4
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F a z e k a s  d e  S t  G r o t h ,  S .  & D o n n e l l y ,  M .  ( 1 9 5 0 ) .

" S t u d i e s  i n  t h e  e x p e r i m e n t a l  i m m u n o l o g y  o f  i n f l u e n z a .

I I I .  A n t i b o d y  R e s p o n s e " .  A u s t r a l i a n  J o u r n a l  o f  

E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  a n d  M e d i c a l  S c i e n c e  2 8 : 4 5 - 5 2

F i e l d s ,  P .  I . ,  S w a n s o n ,  R .  V . ,  H a i d a r i s ,  G .  G .  &

H e f f r o n ,  F .  ( 1 9 8 6 ) .  " M u t a n t s  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m

t h a t  c a n n o t  s u r v i v e  w i t h i n  t h e  m a c r o p h a g e  a r e  a v i r u l e n t " . 

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  ( U S A )

8 3 : 5 1 8 9 - 5 1 9 3

F i n l a y ,  B .  B . ,  G u m b i n e r ,  B .  & F a l k o w ,  S .  ( 1 9 8 8 ) .  

" P e n e t r a t i o n  o f  S a l m o n e l l a  t h r o u g h  a  p o l a r i z e d  M a d i n -  

D a r b y  c a n i n e  k i d n e y  e p i t h e l i a l  c e l l  m o n o l a y e r " . J o u r n a l  

o f  C e l l  B i o l o g y  1 0 7 : 2 2 1 - 2 3 0

F o r m a l ,  S .  B . ,  H a l e ,  T .  L .  & S a n s o n e t t i ,  P .  J .

( 1 9 8 3 ) .  " I n v a s i v e  e n t e r i c  p a t h o g e n s " .  R e v i e w s  o f  

I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  5 : S 7 0 2 - S 7 0 7

F r a k e r ,  P . J .  & S p e c k , J .  C . ( 1 9 7 8 ) .  " P r o t e i n  a n d

c e l l  m e m b r a n e i o d i n a t i o n s w i t h a  s p a r i n g l y s o l u b l e

c h l o r a m i d e " . B i o c h e m i c a l a n d B i o p h y s i c a l R e s e a r c h

C o m m u n i c a t i o n  8 0 : 8 4 9 - 8 5 7

F r o m m e l ,  D . ,  M o u l l e c ,  J . ,  L a m b i n ,  P .  & F i n e ,  J .  M .  

( 1 9 7 3 ) .  " S e l e c t i v e  s e r u m  I g A  d e f i c i e n c y " .  V o x  S a n g u i s  

2 5 : 5 1 3 - 5 2 2
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F u l l e r ,  S .  D . ,  v o n  B o n s d o r f f ,  C .  H .  & S i m o n s ,  K .

( 1 9 8 4 ) .  " V e s i c u l a r  s t o m a t i s  v i r u s  i n f e c t s  a n d  m a t u r e s  

o n l y  t h r o u g h  t h e  b a s o l a t e r a l  s u r f a c e  o f  t h e  p o l a r i z e d  

e p i t h e l i a l  c e l l  l i n e ,  M D C K " . C e l l  3 8 : 6 5 - 7 7

G a l a n o s ,  c . ,  L u d e r i t z ,  0 . ,  R i e t s c h e l ,  E .  T .  & 

W e s t p h a l ,  0 .  ( 1 9 7 7 ) .  " N e w e r  a s p e c t s  o f  t h e  c h e m i s t r y  a n d  

b i o l o g y  o f  b a c t e r i a l  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s ,  w i t h  s p e c i a l  

r e f e r e n c e  t o  t h e i r  l i p i d  A  c o m p o n e n t " . B i o c h e m i s t r y  o f  

L i p i d s  I I  1 4 : 2 3 9 - 2 5 2

G a l f r e ,  G . , M i l s t e i n ,  C .  & W r i g h t ,  B .  ( 1 9 7 9 ) .  " R a t  X  

r a t  h y b r i d  m y e l o m a s  a n d  a  m o n o c l o n a l  a n t i - F d  p o r t i o n  o f  

m o u s e  I g G "  . N a t u r e  2 7 7 : 1 3 1 - 1 3 3

G a r c i a - P a r d o e , A . ,  L a m m ,  M .  E . ,  P l a u t ,  A .  G .  & 

F r a n g i o n e ,  B .  ( 1 9 8 1 ) .  " J - c h a i n  i s  c o v a l e n t l y  b o u n d  t o  

b o t h  m o n o m e r  s u b u n i t s  i n  h u m a n  s e c r e t o r y  I g A " . J o u r n a l  o f  

B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  2 5 6 : 1 1 7 3 4 - 1 1 7 3 6

G e a r h a r t ,  P .  J .  & C e b r a ,  J .  J .  ( 1 9 7 9 ) .  

" D i f f e r e n t i a t e d  B  l y m p h o c y t e s : P o t e n t i a l  t o  e x p r e s s  

p a r t i c u l a r  a n t i b o d y  v a r i a b l e  a n d  c o n s t a n t  r e g i o n s  d e p e n d s  

o n  t h e  s i t e  o f  l y m p h o i d  t i s s u e  a n d  a n t i g e n  l o a d " .  J o u r n a l  

o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 4 9 : 2 1 6 - 2 1 9

2 48



G e r s o n ,  D .  F .  & A k i t ,  J .  ( 1 9 8 0 ) .  " C e l l  s u r f a c e  

e n e r g y ,  c o n t a c t  a n g l e s  a n d  p h a s e  p a r t i t i o n .  I I .  B a c t e r i a l  

c e l l s  i n  b i p h a s i c  a q u e o u s  m i x t u r e s "  . B i o c h i m i c a  

B i o p h y s i c a  A c t a  6 0 2 : 2 8 1 - 2 8 4

G e r s o n ,  D .  F .  & S c h e e r ,  D .  ( 1 9 8 0 ) .  " C e l l  s u r f a c e  

e n e r g y ,  c o n t a c t  a n g l e s  a n d  p h a s e  p a r t i t i o n .  I I I .  A d h e s i o n  

o f  b a c t e r i a l  c e l l s  t o  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e s " .  B i o c h i m i c a  

B i o p h y s i c a  A c t a  6 0 2 : 5 0 6 - 5 1 0

G i a n n e l l a ,  R .  A . ,  W a s h i n g t o n ,  0 . ,  G e m s k i ,  P .  &

F o r m a l ,  S . B .  ( 1 9 7 3 ) . " I n v a s i o n o f H e L a c e l l s b y

S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m : a  m o d e l f o r t h e s t u d y o f

i n v a s i v e n e s s  i n  S a l m o n e l l a " . J o u r n a l  o f  I n f e c t i o u s  

D i s e a s e s  1 2 8 : 6 9 - 7 5

G i b b o n s ,  R .  J .  & V a n  H o u t e ,  J . .  ( 1 9 7 1 ) .  " S e l e c t i v e  

b a c t e r i a l  a d h e r e n c e  t o  o r a l  e p i t h e l i a l  s u r f a c e s  a n d  i t " s  

r o l e  a s  a n  e c o l o g i c a l  d e t e r m i n a n t " . I n f e c t i o n  a n d  

i m m u n i t y  3 : 5 6 7 - 5 7 3

G l a i s t e r ,  J .  R .  ( 1 9 7 3 ) .  " S o m e  e f f e c t s  o f  o r a l  

a d m i n i s t r a t i o n  o f  o x a z o l o n e  t o  m i c e " . I n t e r n a t i o n a l  

A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  4 5 : 8 2 8 - 8 3 4

G l e e s o n ,  M .  , C r i p p s ,  A .  W .  , C l a n c y ,  R .  L . ,  H u s b a n d ,  

A .  J .  , H a n s l e y ,  M .  J .  & L e a d e r ,  S .  R .  ( 1 9 8 2 ) .  " O n t o g e n y  

o f  t h e  s e c r e t o r y  i m m u n e  s y s t e m  i n  m a n " . A u s t r a l i a n  a n d  

N e w  Z e a l a n d  J o u r n a l  o f  M e d i c i n e  1 2 : 2 5 5 - 2 5 9
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G l y n n ,  A .  A .  & W a r d ,  M .  E .  ( 1 9 7 0 ) .  " N a t u r e  a n d  

h e t e r o g e n e i t y  o f  t h e  a n t i g e n s  o f  N e i s e r r i a  g o n o r r h o e a e  

i n v o l v e d  i n  t h e  s e r u m  b a c t e r i c i d a l  r e a c t i o n s " .  I n f e c t i o n  

a n d  I m m u n i t y  2 : 1 6 2 - 1 6 8

G o l d b l u m ,  R .  M . , A h l s t e d t ,  S . ,  C a r l s s o n ,  B . ,  K a n s o n ,

L .  A . ,  J o d a l ,  U . ,  L i d i n - J a n s o n , G .  & S o d e r - A c k e r l u n d ,  A .  

( 1 9 7 5 ) .  " A n t i b o d y - f o r m i n g  c e l l s  i n  h u m a n  c o l o s t r u m  a f t e r  

o r a l  i m m u n i s a t i o n " .  N a t u r e  2 5 7 : 7 9 7 - 7 9 9

G r i f f i s ,  J .  M .  & G o r o f f ,  D .  K .  ( 1 9 8 3  ) .  " I g A  b l o c k s  

I g M  a n d  I g G - i n i t i a t e d  i m m u n e  l y s i s  b y  s e p a r a t e  m o l e c u l a r  

m e c h a n i s m s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 3 0 : 2 8 8 2 - 2 8 8 6

G r i f f i s s ,  J .  M .  ( 1 9 7 5 ) .  " B a c t e r i c i d a l  a c t i v i t y  o f  

m e n i n g o c o c c a l  a n t i s e r a .  B l o c k i n g  b y  I g A  o f  l y t i c  a n t i b o d y  

i n  h u m a n  c o n v a l e s c e n t  s e r a " . J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  

1 1 4 : 1 7 7 9 - 1 7 8 3

G r i f f i s s ,  J .  M .  ( 1 9 8 2 a ) .  

d i s e a s e :  S y n t h e s i s  o f  

i m m u n o e p i d e m i o l o g i c a l  m o d e l " .

D i s e a s e s  4 : 1 5 9 - 1 7 2

G r i f f i s s ,  J .  M .  ( 1 9 8 2 b ) .  " S e r u m  I g A  m o d u l a t i o n  o f  

c o m p l e m e n t  a c t i v a t i o n  a n d  i n d u c t i o n  o f  s u s c e p t i b i l i t y  t o  

b a c t e r i a l  d i s s e m i n a t i o n " .  I n f e c t i o n  1 0 : 2 4 6 - 2 5 1

" E p i d e m i c  m e n i n g o c o c c a l  

a  h y p o t h e t i c a l

R e v i e w  o f  I n f e c t i o u s

2 5 0



G r i f f i s s ,  J .  M .  ( 1 9 8 3 ) .  " B i o l o g i c a l  f u n c t i o n  o f  

s e r u m  I g A  s y s t e m .  M o d u l a t i o n  o f  c o m p l e m e n t  m e d i a t e d  

e f f e c t o r  m e c h a n i s m s  a n d  c o n s e r v a t i o n  o f  a n t i g e n i c  m a s s " . 

A n n a l s  o f  t h e  N e w  Y o r k  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  4 0 9 : 6 9 7 - 7 0 1

G r i f f i s s ,  J .  M .  ( 1 9 8 5 ) .  " P r o t e c t i v e  a n d  p e r m i s s i v e  

a n t i b o d i e s  i n  b a c t e r i a l  s e p s i s " ,  i n :  S e p t i c  s h o c k ,  R o o t ,  

R .  K .  & S a n d e ,  M .  A . ,  E d s . ,  N e w  Y o r k ,  C h u r c h i l l  

L i v i n g s t o n e ,  1 3 5 - 1 4 6

G r u b b ,  A .  0 .  ( 1 9 7 8 ) .  " Q u a n t i t a t i o n  o f  J  c h a i n  i n  

h u m a n  b i o l o g i c a l  f l u i d s  b y  a  s i m p l e  i m m u n o c h e m i c a l  

p r o c e d u r e " .  A c t a  M e d i c a  S c a n d i n a v i a  2 0 4 : 4 5 3 - 4 5 8

G y u r e ,  L .  A . ,  D e a n ,  C .  J . ,  H a l l ,  J .  G .  & S t y l e s ,  J .

M .  ( 1 9 8 0 ) .  " T u m o u r  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  o f  t h e  I g A  c l a s s  

i n  r a t s  a f t e r  t h e  i m p l a n t a t i o n  o f  a  s y n g e n e i c  t u m o u r  i n  

t h e  g u t " .  B r i t i s h  J o u r n a l  o f  C a n c e r  4 1 : 6 4 0 - 6 4 5

H a l e ,  T .  L .  & F o r m a l ,  S .  B .  ( 1 9 8 1 ) .  " P r o t e i n  

s y n t h e s i s  i n  H e L a  o r  H e n l e  4 0 7  c e l l s  i n f e c t e d  w i t h  

S h i g e l l a  d y s e n t e r i a e  1 ,  S M ^ J L l a  f l e x n e r i  2 a ,  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  w l l 8 " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  3 2 : 1 3 7 - 1 4 4

H a l l ,  J .  G . ,  O r l a n s ,  E . ,  R e y n o l d s ,  J .  ,  D e a n ,  C .  J .  , 

P e p p a r d ,  J .  , G y u r e ,  L .  A .  & H o b b s ,  S .  M .  ( 1 9 7 9 ) .  

" O c c u r r e n c e  o f  s p e c i f i c  a n t i b o d i e s  o f  t h e  I g A  c l a s s  i n  

t h e  b i l e  o f  r a t s " . I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  a n d  

A p p l i e d  I m m u n o l o g y  5 9 : 7 5 - 8 2

2 5 1



H a l p e r n ,  M .  S .  & K o s h l a n d ,  M .  E .  ( 1 9 7 0 ) .  " N o v e l  

s u b u n i t  i n  s e c r e t o r y  I g A " .  N a t u r e  2 2 8 : 1 2 7 6 - 1 2 7 7

H a n s o n ,  D .  G . ,  V a z ,  N .  M .  , R a w l i n g s ,  L .  A .  & L y n c h ,  

J .  M .  ( 1 9 7 9 ) .  " I n h i b i t i o n  o f  s p e c i f i c  i m m u n e  r e s p o n s e s  b y  

f e e d i n g  p r o t e i n  a n t i g e n s .  I I .  E f f e c t s  o f  p r i o r  p a s s i v e  

a n d  a c t i v e  i m m u n i s a t i o n " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 2 2 : 2 2 6 1 -  

2 2 6 5

H a n s o n ,  L .  A .  ( 1 9 6 1 ) .  " C o m p a r a t i v e  i m m u n o l o g i c a l  

s t u d i e s  o f  t h e  i m m u n e  g l o b u l i n s  o f  h u m a n  m i l k  a n d  o f  

b l o o d  s e r u m " . I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  a n d  

A p p l i e d  I m m u n o l o g y  1 8 : 2 4 1 - 2 5 4

H a n s o n ,  L .  A .  ( 1 9 6 7 ) .  " G a m m a  g l o b u l i n s " .  P r o c e e d i n g s  

o f  t h e  N o b e l  s y m p o s i u m .

H e c k e l s ,  J .  E . ,  B l a c k e t t ,  B . ,  E v e r s o n ,  J .  S .  & W a r d ,

M .  E .  ( 1 9 7 6 ) .  " T h e  i n f l u e n c e  o f  s u r f a c e  c h a r g e  o n  t h e  

a t t a c h m e n t  o f  N e i s e r r i a  g o n o r r h o e a e  t o  h u m a n  c e l l s " . 

J o u r n a l  o f  G e n e r a l  M i c r o b i o l o g y  9 6 : 3 5 9 - 3 6 4

H e l l e r q v i s t ,  C .  G . ,  L i n d b e r g ,  0 . ,  S v e n s s o n ,  S . ,  

H o l m e ,  T .  & L i n d b e r g ,  A .  A .  ( 1 9 6 9 ) .  " S t r u c t u r a l  s t u d i e s  

o n  0 - s p e c i f i c  s i d e  c h a i n s  o f  c e l l  w a l l  l i p o p o l y s a c c h a r i d e  

f r o m  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m " . C a r b o h y d r a t e  R e s e a r c h  

9 : 2 3 7 - 2 4 3
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H e m m i n g s ,  V .  G . ,  H a l l ,  R .  T . ,  R h o d e s , G .  &P .
S h i g e o k a ,  A .  0 .  ( 1 9 7 6 ) .  " A s s e s s m e n t  o f  g r o u p  B

s t r e p t o c o c c a l  o p s o n i n s  i n  r a b b i t  a n d  h u m a n  s e r u m  b y  

n e u t r o p h i l  c h e m i l u m i n e s c e n c e " . J o u r n a l  o f  C l i n i c a l

I n v e s t i g a t i o n  5 8 : 1 3 7 9 - 1 3 8 7

H e r e m a n s ,  J .  F .  ( 1 9 7 4 ) .  " I m m u n o g l o b u l i n  A " .  A n t i g e n s  

2 : 3 6 5 - 3 7

H e r e m a n s ,  J .  F . ,  V a e r m a n ,  J .  P .  & V a e r m a n ,  C .  

( 1 9 6 3 ) .  " S t u d i e s  o n  t h e  i m m u n e  g l o b u l i n s  o f  h u m a n  s e r u m .  

I I .  A  s t u d y  o f  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  a n t i - b r u c e l l a  a n d  

a n t i - d i p t h e r i a  a n t i b o d y  a c t i v i t i e s  a m o n g  g a m m a  s s - ,  g a m m a  

1 M -  a n d  g a m m a  l A - g l o b u l i n  f r a c t i o n s " .  J o u r n a l  o f  

I m m u n o l o g y  9 1 : 1 1 - 2 2

H o i s e t h ,  S .  K .  & S t o c k e r ,  B .  A .  D .  ( 1 9 8 1 ) .

" A r o m a t i c - d e p e n d a n t  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  a r e  n o n -

v i r u l e n t  a n d  e f f e c t i v e  a s  l i v e  v a c c i n e s " .  N a t u r e  2 9 1 : 2 3 8 -  

2 3 9

H o l m g r e n ,  J .  , A n d e r s o n ,  A . ,  W a l l e n s t r o m ,  G .  & 

O u c h t e r l o n y ,  0 .  ( 1 9 7 2 ) .  " E x p e r i m e n t a l  s t u d i e s  o n  c h o l e r a  

i m m u n i s a t i o n .  I I .  E v i d e n c e  f o r  p r o t e c t i v e  a n t i t o x i c  

i m m u n i t y  m e d i a t e d  b y  s e r u m  a n t i b o d i e s  a s  w e l l  a s  l o c a l  

a n t i b o d i e s " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  5 : 6 6 2 - 6 6 7

2 5 3



H o o g h e ,  R .  J .  & P i n k ,  J .  R .  L .  ( 1 9 8 5  ) .  " T h e  r o l e  o f  

c a r b o h y d r a t e  i n  l y m p h o i d  c e l l  t r a f f i c " . I m m u n o l o g y  T o d a y  

6 : 1 8 0 - 1 8 1

H o r w i t z ,  M .  A .  ( 1 9 8 2 ) .  " R o l e s  o f  a n t i b o d y  a n d  

c o m p l e m e n t  i n  p h a g o c y t o s i s  a n d  k i l l i n g  o f  e x t r a c e l l u l a r  

a n d  i n t r a c e l l u l a r  b a c t e r i a  b y  h u m a n  p h a g o c y t e s " .  E u r o p e a n  

S u r g i c a l  R e s e a r c h  1 4 : 4 5 6 - 4 5 7

H u s b a n d ,  A .  J . ,  M o n i e ,  H .  J .  & G o w a n s , J .  L .  ( 1 9 7 7 ) .  

" T h e  n a t u r a l  h i s t o r y  o f  t h e  c e l l s  p r o d u c i n g  I g A  i n  t h e  

g u t " .  C i b a  F o u n d a t i o n  S y m p o s i u m  4 6 : 2 9 - 4 2

J a c k s o n ,  G .  D .  F . ,  L e m a i t r e - C o e l h o ,  I . ,  V a e r m a n ,  J .  

P . ,  B a z i n ,  H .  & B e c k e r s ,  A .  ( 1 9 7 8 ) .  " R a p i d  d i s a p p e a r a n c e  

f r o m  s e r u m  o f  i n t r a v e n o u s l y  i n j e c t e d  r a t  m y e l o m a  I g A  a n d  

i t s  s e c r e t i o n  i n t o  b i l e " . E u r o p e a n  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  

8 : 1 2 3 - 1 2 7

J a c k s o n ,  S .  & M e s t e c k y ,  J .  ( 1 9 8 1 ) .  " M i g r a t i o n  o f  I g A  

b e a r i n g  l y m p h o c y t e s  i n t o  s a l i v a r y  g l a n d s " .  C e l l u l a r  

I m m u n o l o g y  6 0 : 4 9 8 - 5 0 2

J o h a n s s o n ,  G .  ( 1 9 7 4 ) .  " E f f e c t s  o f  s a l t s  o n  t h e  

p a r t i t i o n  o f  p r o t e i n s  i n  a q u e o u s  p o l y m e r i c  b i p h a s i c  

s y s t e m s " .  A c t a  c h e m i c a  s c a n d i n a v i c a  b  2 8 : 8 7 3 - 8 8 2

2 5 4



J o n a r d ,  P .  P . ,  R a m b a u d ,  J .  C . ,  D i v e ,  C . ,  V a e r m a n ,  J .  

P . ,  G a l i a n ,  J .  P .  & D e l a c r o i x ,  D .  L .  ( 1 9 8 4 ) .  " S e c r e t i o n  

o f  i m m u n o g l o b u l i n s  a n d  p l a s m a  p r o t e i n s  f r o m  t h e  j e j u n a l  

m u c o s a .  T r a n s p o r t  r a t e  a n d  o r i g i n  o f  p o l y m e r i c  I g A " .  

A m e r i c a n  J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  I n v e s t i g a t i o n  7 4 : 5 2 5 - 5 2 9

J o n e s , A . L . ,  H u l m g ,  S . ,  H r a d e k , G .  T . ,  G a i n e s ,  H .

S . ,  C h r i s t i a n s e n ,  W .  D .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .  ( 1 9 8 2 ) .  

" U p t a k e  a n d  i n t r a c e l l u l a r  d i s t r i b u t i o n  o f  I g A  b y  r a t  

h e p a t o c y t e s  i n  m o n o l a y e r  c u l t u r e " .  H e p a t o l o g y  2 : 7 6 9 - 7 7 3

K a b i r ,  S . ,  R o s e n s t r e i c h ,  D .  L .  & M e r g e n h a g e n ,  S .  E .

( 1 9 7 8 ) .  " B a c t e r i a l  e n d o t o x i n s  a n d  c e l l  m e m b r a n e s " ,  i n :  

B a c t e r i a l  t o x i n s  a n d  c e l l  m e m b r a n e s ,  J e l j a s z e w i c z , J .  & 

W a d s t r o m ,  T . ,  E d s . ,  L o n d o n ,  A c a d e m i c  P r e s s ,  5 9 - 6 8

K a g n o f f ,  M .  F .  ( 1 9 7 8 ) .  " E f f e c t s  o f  a n t i g e n  f e e d i n g  

o n  t h e  i n t e s t i n a l  a n d  s y s t e m i c  i m m u n e  r e s p o n s e s .  I I I .  

A n t i g e n - s p e c i f i c  s e r u m  m e d i a t e d  s u p p r e s s i o n  o f  h u m o u r a l  

a n t i b o d y  r e s p o n s e s  a f t e r  f e e d i n g " . C e l l u l a r  I m m u n o l o g y  

4 0 : 1 8 6 - 1 8 9

K a g n o f f ,  M .  F .  ( 1 9 8 0 ) .  " E f f e c t s  o f  a n t i g e n  f e e d i n g  

o n  i n t e s t i n a l  a n d  s y s t e m i c  i m m u n e  r e s p o n s e s .  I V .  

S i m i l a r i t y  b e t w e e n  t h e  s u p p r e s s o r  f a c t o r  i n  m i c e  a f t e r  

e r y t h r o c y t e - l y s a t e  i n j e c t i o n  a n d  e r y t h r o c y t e  f e e d i n g " .  

G a s t r o e n t e r o l o g y  7 9 : 5 4 - 6 2

2  5  5



K a g n o f f ,  M .  F .  ( 1 9 8 1 ) .  " I m m u n o l o g y  o f  t h e  d i g e s t i v e  

s y s t e m " ,  i n :  P h y s i o l o g y  o f  t h e  G a s t r o i n t e s t i n a l  T r a c t ,

J o h n s o n ,  L .  R . ,  E d . ,  N e w  Y o r k ,  R a v e n  P r e s s ,  1 3 3 7 - 1 3 5 9

K a g n o f f ,  M .  F .  ( 1 9 8 2 ) .  " O r a l  t o l e r a n c e " .  A n n a l s  o f  

t h e  N e w  Y o r k  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  3 9 2 : 2 4 8 - 2 6 5

K a g n o f f ,  M .  F .  ( 1 9 8 7 ) .  " A n t i g e n  h a n d l i n g  b y  

i n t e s t i n a l  m u c o s a :  H u m o r a l  a n d  c e l l - m e d i a t e d  i m m u n i t y ,

t o l e r a n c e  a n d  g e n e t i c  c o n t r o l  o f  l o c a l  i m m u n e  r e s p o n s e s " . 

i n :  I m m u n o p a t h o l o g y  o f  t h e  s m a l l  i n t e s t i n e ,  M a r s h ,  M .  N . , 

E d . , L o n d o n ,  J o h n  W i l e y  a n d  S o n s  L t d ,  7 3 - 1 0 2

K a g n o f f ,  M .  F . ,  D o n a l d s o n ,  R .  M .  & T r i e r ,  J .  S .

( 1 9 7 2 )  . " O r g a n  c u l t u r e  o f  r a b b i t  s m a l l  i n t e s t i n e :  

p r o l o n g e d  i n v i t r o  s t e a d y - s t a t e  p r o t e i n  s y n t h e s i s  o f  

s e c r e t o r y  I g A " .  G a s t r o e n t e r o l o g y  6 3 : 5 4 1 - 5 5 1

K a g n o f f ,  M .  F . ,  S e r f i l i p p i ,  D .  & D o n a l d s o n ,  R .  M .

( 1 9 7 3 )  . " I n v i t r o  k i n e t i c s  o f  i n t e s t i n a l  s e c r e t o r y  I g A  

s e c r e t i o n " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 0 0 : 2 9 7 - 3 0 0

K a n t e l e ,  A .  M .  , T a k a n e n ,  R .  & A r v i l o m m i ,  H .  ( 1 9 8 8 ) .  

" I m m u n e  r e s p o n s e  t o  a c u t e  d i a r r h e a  s e e n  a s  c i r c u l a t i n g  

a n t i b o d y - s e c r e t i n g  c e l l s " .  J o u r n a l  o f  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  

1 5 8 : 1 0 1 1 - 1 0 1 6
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K a w a n a s h i ,  H .  , S a l t z m a n ,  L .  E .  & S t r o b e r ,  W .  ( 1 9 8 3  ) .  

" M e c h a n i s m s  r e g u l a t i n g  I g A  c l a s s - s p e c i f i c  i m m u n o g l o b u l i n  

p r o d u c t i o n  i n  m u r i n e  g u t - a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e s .  I .  

T - c e l l s  d e r i v e d  f r o m  P e y e r " s  p a t c h e s  t h a t  s w i t c h  s l g M  B  

c e l l s  t o  s l g A  B  c e l l s  i n  v ^ ^ t r o "  . J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  

1 5 8 : 6 4 9 - 6 5 4

K a y h t y ,  H .  ( 1 9 8 5 ) .  " A n t i b o d y  r e s p o n s e  t o  b a c t e r i a l  

s u r f a c e  c o m p o n e n t s " .  i n :  E n t e r o b a c t e r i a l  s u r f a c e

a n t i g e n s :  m e t h o d s  f o r  m o l e c u l a r  c h a r a c t e r i s a t i o n ,

K o r h o n e n ,  T .  K . ,  D a w e s ,  E .  A .  & M a k e l a ,  P .  H .  ,  E d s . ,  ,  

E l s e v i e r  s c i e n c e  p u b l i c a t i o n s ,  9 3 - 1 0 8

K i h l s t r o m ,  E .  ( 1 9 7 7 ) .  " I n f e c t i o n  o f  H e L a  c e l l s  w i t h

S a l m o n e l l a .........t y p h i m u r i u m  3 9 5  M S  a n d  M R 1 0  b a c t e r i a "  .

I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  1 7 : 2 9 0 - 2 9 5

K i h l s t r o m ,  E .  & E d e b o ,  L .  ( 1 9 7 6 ) .  " A s s o c i a t i o n  o f  

v i a b l e  a n d  i n a c t i v a t e d  S a ! b n o n e l l a  t y p h i m u r i u m  3 9 5  M S  a n d  

MR 1 0  w i t h  H e L a  c e l l s " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  1 4 : 8 5 1 - 8 5 7

K i l i a n ,  M .  , M e s t e c k y ,  J .  & R u s s e l ,  M .  W .  ( 1 9 8 8 ) .  

" D e f e n s e  m e c h a n i s m s  i n v o l v i n g  F c - d e p e n d a n t  f u n c t i o n s  o f  

i m m u n o g l o b u l i n  A  a n d  t h e i r  s u b v e r s i o n  b y  b a c t e r i a l  

i m m u n o g l o b u l i n  A  p r o t e a s e s "  . M i c r o b i o l o g i c a l  r e v i e w s  

5 2  : 2 9 6 - 3 0 3
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K i y o n o ,  H . , M i c h a l e k ,  S .  M . , M o s t e l l e r ,  L .  M .  , 

T o r i i ,  M . , H a m a d a ,  S .  & M c g h e e , J .  R .  ( 1 9 8 2 ) .  

" E n h a n c e m e n t  o f  m u r i n e  i m m u n e  r e s p o n s e s  t o  o r a l l y  

a d m i n i s t e r e d  h a p t e n a t e d  S t r e p t o c o c c u s  m u t a n s " . 

S c a n d i n a v i a n  j o u r n a l  o f  i m m u n o l o g y  1 6 : 4 5 5 - 4 6 3

K o b a y a s h i ,  K .  ( 1 9 7 1 ) .  " S t u d i e s  o n  h u m a n  s e c r e t o r y  

I g A .  C o m p a r a t i v e  s t u d y  o f  I g A  b o u n d  s e c r e t o r y  p i e c e  a n d  

f r e e  s e c r e t o r y  p i e c e  p r o t e i n " .  I m m u n o c h e m i s t r y  8 : 7 8 5 - 7 8 9

K o h b a t a ,  S . ,  Y o k o y a m a ,  H .  & Y a b u u c h i ,  E .  ( 1 9 8 6 ) .  

" C y t o p a t h o g e n i c  e f f e c t  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i  G I F U  1 0 0 0 7  o n  

M c e l l s  o f  m u r i n e  i l e a l  P e y e r " s  p a t c h e s  i n  l i g a t e d  l o o p s :  

a n  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d y " . M i c r o b i o l o g i c a l  I m m u n o l o g y  

3 0 : 1 2 2 5 - 1 2 3 7 1

K o h l e r ,  G .  & M i l s t e i n ,  C .  ( 1 9 7 5 ) .  " C o n t i n u o u s  

c u l t u r e s  o f  f u s e d  c e l l s  s e c r e t i n g  a n t i b o d y  o f  d e f i n e d  

s p e c i f i c i t y " .  N a t u r e  2 5 6 : 4 9 5 - 4 9 6

K o l s t i n e n ,  J .  ( 1 9 7 5 ) .  " S e l e c t i v e  I g A  d e f i c i e n c y  i n  

b l o o d  d o n o r s " .  V o x  S a n g u i s  2 9 : 1 9 2 - 1 9 7

K o m i s a r ,  J .  L . F u h r m a n ,  J .  A .  & C e b r a ,  J .  J .  

( 1 9 8 2 ) .  " I g A - p r o d u c i n g  h y b r i d o m a s  a r e  r e a d i l y  d e r i v e d  

f r o m  g u t - a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e " . J o u r n a l  o f  

I m m u n o l o g y  1 2 8 : 2 3 7 6 - 2 3 7 8
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K o m i y a m a ,  K . ,  C r a g o ,  S .  S . ,  I t o h ,  K . ,  M o r o ,  I .  & 

M e s t e c k y ,  J .  ( 1 9 8 6 ) .  " I n h i b i t i o n  o f  n a t u r a l  k i l l e r  c e l l  

a c t i v i t y  b y  I g A " .  C e l l u l a r  i m m u n o l o g y  1 0 1 : 1 4 3 - 1 5 5

K o s h l a n d ,  M .  E .  ( 1 9 7 5 ) .  " S t r u c t u r e  a n d  f u n c t i o n  o f  

J - c h a i n " . A d v a n c e s  i n  I m m u n o l o g y  2 0 : 4 1 - 5 7

K o s h l a n d ,  M .  E .  ( 1 9 8 4 ) .  " M o l e c u l a r  a s p e c t s  o f  B - c e l l  

d i f f e r e n t i a t i o n " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 3 1 : R 1 - R 9

K o s h l a n d ,  M .  E .  ( 1 9 8 5  ) .  " T h e  c o m i n g  o f  a g e  o f  J  

c h a i n " .  A n n u a l  R e v i e w  o f  I m m u n o l o g y  3 : 4 2 5 - 4 4 3

K o w n a t z k i ,  E .  ( 1 9 7 3 ) .  " R e a s s o c i a t i o n  o f  I g M  s u b u n i t s  

i n  t h e  p r e s e n c e  a n d  a b s e n c e  o f  J - c h a i n " . I m m u n o l o g i c a l  

C o m m u n i c a t i o n s  2 : 1 0 5 - 1 0 7

K r a a l ,  G . ,  W e i s s m a n ,  I .  L .  & B u t c h e r ,  E .  C .  ( 1 9 8 2 ) .

" G e r m i n a l c e n t r e  B  c e l l s :  A n t i g e n s p e c i f i c i t y  a n d  c h a n g e s

i n  h e a v y  c h a i n  c l a s s e x p r e s s i o n " . N a t u r e  2 9 8 : 3 7 7 - 3 7 9

K u h n , L .  & K r a e h e n b u h l ,  J . P .  ( 1 9 7 9 ) . " R o l e  o f

s e c r e t o r y c o m p o n e n t , a  s e c r e t e d g l y c o p r o t e i n , i n  t h e

s p e c i f i c u p t a k e  o f I g A  d i m e r b y  e p i t h e l i a l c e l l s " .

J o u r n a l  o f B i o l o g i c a l C h e m i s t r y  2 5 6 : 1 1 0 6 6 - 1 1 0 7 0

2 5 9



K u n k e l ,  H .  G .  ( 1 9 4 7 ) .  " E s t i m a t i o n  o f  a l t e r a t i o n  o f  

s e r u m  g a m m a  g l o b u l i n  b y  a  t u r b i d o m e t r i c  t e c h n i q u e " . 

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  S o c i e t y  o f  E x p e r i m e n t a l  B i o l o g y  a n d  

M e d i c i n e  6 6 : 2 1 7 - 2 2 0

K u t t e h ,  W .  H . ,  P r i n c e ,  S .  J .  & M e s t e c k y ,  J .  ( 1 9 8 2 ) .  

" T i s s u e  o r i g i n s  o f  h u m a n  p o l y m e r i c  a n d  m o n o m e r i c  I g A "  . 

J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 2 8 : 9 9 0 - 9 9 5

L a B r e c ,  E .  H . , S c h n e i d e r ,  H . , M a g n a n i ,  T .  J .  & 

F o r m a l ,  S .  B .  ( 1 9 6 4 ) .  " E p i t h e l i a l  c e l l  p e n e t r a t i o n  a s  a n  

e s s e n t i a l  s t e p  i n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  b a c i l l a r y  

d y s e n t e r y " .  J o u r n a l  o f  B a c t e r i o l o g y  8 8 : 1 5 0 3 - 1 5 1 8

L a e m m l i ,  U .  K .  ( 1 9 7 0 ) .  " C l e a v a g e  o f  s t r u c t u r a l  

p r o t e i n s  d u r i n g  t h e  a s s e m b l y  o f  t h e  h e a d  o f  b a c t e r i o p h a g e  

T 4 " . N a t u r e  2 2 7 : 6 8 0 - 6 8 5

L a m m ,  M .  E .  ( 1 9 7 6 ) .  " C e l l u l a r  a s p e c t s  o f  

i m m u n o g l o b u l i n  A " .  A d v a n c e s  i n  I m m u n o l o g y  2 2 : 2 2 3 - 2 2 9

L a u s e ,  D .  B .  & B o c k m a n ,  D .  E .  ( 1 9 8 1 ) .  

" H e t e r o g e n e i t y ,  p o s i t i o n  a n d  f u n c t i o n a l  c a p a b i l i t y  o f  t h e  

m a c r o p h a g e s  i n  P e y e r " s  p a t c h e s " .  C e l l  T i s s u e  R e s e a r c h  

2 1 8 : 5 5 7 - 5 6 6

L e F e v r e ,  M .  E . ,  H a m m e r ,  D .  & J o e l ,  D .  D .  ( 1 9 7 9 ) .  

" M a c r o p h a g e s  o f  t h e  m a m m a l i a n  s m a l l  i n t e s t i n e :  A  R e v i e w " .  

J o u r n a l  o f  t h e  R e t i c u l o e n d o t h e l i a l  S o c i e t y  2 6 : 5 5 3 - 5 7 3
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B l a c k ,  R. E. &
C l e m e n t s ,  M .  L .  ( 1 9 8 3 ) .  " N e w  k n o w l e d g e  o n  p a t h o g e n e s i s  o f  

b a c t e r i a l  e n t e r i c  i n f e c t i o n s  a s  a p p l i e d  t o  v a c c i n e  

d e v e l o p m e n t " .  M i c r o b i o l o g i c a l  R e v i e w  4 7 : 5 1 0 - 5 5 0

L i l j e m a r k ,  W .  F . ,  B l o o m q u i s t ,  C .  G .  & O f s t e h a g e ,  J .

( 1 9 7 9 ) .  " A g g r e g a t i o n  a n d  a d h e r e n c e  o f  S t r e p t o c o c c u s  

s a n g u i s : r o l e  o f  h u m a n  s a l i v a r y  i m m u n o g l o b u l i n  A "  . 

I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  2 6 : 1 1 0 4 - 1 1 1 0

L i m ,  P .  L .  Sc R o w l e y ,  D .  ( 1 9 8 2 ) .  " T h e  e f f e c t  o f  

a n t i b o d y  o n  t h e  i n t e s t i n a l  a b s o r p t i o n  o f  m a c r o m o l e c u l e s  

a n d  o n  i n t e s t i n a l  p e r m e a b i l i t y  i n  a d u l t  m i c e " . 

I n t e r n a t i o n a l  A r c h i v e s  o f  A l l e r g y  a n d  A p p l i e d  I m m u n o l o g y  

6 8 : 4 1 - 4 6

L i n d b e r g ,  A .  A .  ( 1 9 8 0 ) .  " B a c t e r i a l  V i r u l e n c e  F a c t o r s  

-  w i t h  P a r t i c u l a r  R e f e r e n c e  t o  S a l m o n e l l a  B a c t e r i a " . 

S c a n d a n a v i a n  J o u r n a l  o f  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  S u p p l  2 4 : 8 6 -  

9 2

L e v i n e ,  M. M. , K a p e r ,  J .  B . ,

L i n d b e r g ,  A .  A .  Sc L e M i n o r ,  L .  ( 1 9 8 4 ) .  " S e r o l o g y  o f  

S a l m o n e l l a " .  M e t h o d s  i n  M i c r o b i o l o g y  1 5 : 1 - 1 4 3

L i n d h ,  E .  ( 1 9 7 5 ) .  " I n c r e a s e d  r e s i s t a n c e  o f  

i m m u n o g l o b u l i n  A  t o  d i m e r s  t o  p r o t e o l y t i c  d e g r a d a t i o n  

a f t e r  b i n d i n g  t o  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t " . J o u r n a l  o f  

I m m u n o l o g y  1 1 4 : 2 8 4 - 2 8 8
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L i n d q u i s t ,  B .  L . ,  L e b e n t h a l ,  E . ,  L e e ,  P . ,  S t i n s o n ,  

M .  W .  & M e r r i c k ,  J .  M .  ( 1 9 8 7 ) .  " A d h e r e n c e  o f  S a l m o n e l l a  

^ Y P h i m u r i u m  t o  S m a l l - I n t e s t i n a l  E n t e r o c y t e s  o f  t h e  R a t " . 

I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  5 5 : 3 0 4 4 - 3 0 5 0

L u d e n t z , 0 .  , F r e u d e n b u r g ,  M .  A .  , G a l a n o s ,  C .  , 

L e h m a n n ,  V .  , R i e t s c h e l ,  E .  T .  & S h a w ,  D .  H .  ( 1 9 8 2 ) .  

" L i p o p o l y s a c c h a r i d e  o f  g r a m - n e g a t i v e  b a c t e r i a " .  i n :  

C u r r e n t  t o p i c s  i n  M e m b r a n e  a n d  T r a n s p o r t  -  M e m b r a n e  

l i p i d s  o f  p r o k a r y o t e s ,  R a z i n ,  S .  & R o t t e m ,  S . ,  E d s . ,  N e w  

Y o r k ,  A c a d e m i c  P r e s s ,  7 9 - 1 5 1

L u d e r i t z , 0 . ,  G a l a n o s ,  C . ,  R i s s e ,  H .  J .  , R u s c h m a n n ,

E . ,  S c h l e c h t ,  S . ,  S c h m i d t ,  G . ,  S c h u l z e - h o l t h a u s e n , H .  ,  

W h e a t ,  R . ,  W e t s t p h a l ,  0 .  & S c h l o s s h a r d t ,  J .  ( 1 9 6 6 ) .  

" S t r u c t u r a l  r e l a t i o n s h i p s  o f  S a l m o n e l l a  0  a n d  R  

a n t i g e n s " .  A n n a l s  o f  t h e  N e w  Y o r k  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  

1 3 3 : 3 4 9 - 3 7 4

L u d e r i t z ,  0 . ,  W e s t p h a l ,  0 . ,  S t a u b ,  A .  M .  & N i k a i d o ,

H .  ( 1 9 7 1 ) .  " I s o l a t i o n ,  c h e m i c a l  a n d  i m m u n o l o g i c a l  

c h a r a c t e r i s a t i o n  o f  b a c t e r i a l  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s " . i n :  

M i c r o b i a l  t o x i n s  -  V o l u m e  I V ,  W e i n b a u m ,  G . ,  K a d i s ,  S .  & 

A n g l ,  S . ,  E d s . ,  N e w  Y o r k ,  A c a d e m i c  P r e s s ,  1 4 5 - 2 3 3
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4 , 5 , 1 2  S a . 1 m o ; n . e 1 l a  _ t . y p b . i m u . r  i  ur n  h i s + t r a n s d u c t a n t s  f o r  

m i c e " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  1 5 : 4 9 1 - 4 9 9

L y s c o m ,  N .  & B r u e t o n ,  M .  J .  ( 1 9 8 2 ) .  

" I n t r a e p i t h e l i a l ,  l a m i n a  p r o p r i a  a n d  P e y e r " s  p a t c h  

l y m p h o c y t e s  o f  t h e  r a t  s m a l l  i n t e s t i n e :  i s o l a t i o n  a n d

c h a r a c t e r i s a t i o n  i n  t e r m s  o f  i m m u n o g l o b u l i n  m a r k e r s  a n d  

r e c e p t o r s  f o r  m o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s " .  I m m u n o l o g y  4 5 : 7 7 5 -  

7 8 3

Lyman, M. B . ,  S t o c k e r ,  B.  A.  D. & R o a n t r e e ,  R. J .
( 1 9 7 7  ) .  " C o m p a r i s o n  o f  t h e  v i r u l e n c e  o f  0 :  9 , 1 2  and  0 :

M a c h ,  J .  P .  ( 1 9 7 0  ) .  " I n  v i t r o  c o m b i n a t i o n  o f  h u m a n  

a n d  b o v i n e  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t  w i t h  I g A  o f  v a r i o u s  

s p e c i e s " .  N a t u r e  2 2 8 : 1 2 7 8 - 1 2 8 0

M a e n z a ,  R .  M . , P o w e l l ,  D .  W . , P l o t k i n ,  G .  R . ,  

F o r m a l ,  S .  B . ,  J e r v i s ,  H .  R .  & S p r i n z , H .  ( 1 9 7 0 ) .  

" E x p e r i m e n t a l  d i a r r h e a :  S a l m o n e l l a  e n t e r o c o l i t i s  i n  t h e

r a t " .  J o u r n a l  o f  i n f e c t i o u s  d i s e a s e s  1 2 1 : 4 7 5 - 4 8 5

M a g n u s s o n ,  K .  E . ,  S t e n d a h l ,  0 . ,  S t j e r n s t r o m ,  I .  & 

E d e b o ,  L .  ( 1 9 7 9 ) .  " R e d u c t i o n  o f  p h a g o c y t o s i s ,  s u r f a c e  

h y d r o p h o b i c i t y  a n d  c h a r g e  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  3 9 5  

M R 1 0  b y  r e a c t i o n  w i t h  s e c r e t o r y  I g A  ( S I g A ) " .  I m m u n o l o g y  

3 6 : 4 3 9 - 4 4 7
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M a g n u s s o n ,  K .  E . ,  S t e n d a h l ,  0 . ,  T a g e s s o n ,  C . ,  E d e b o ,  

L .  & J o h a n s s o n ,  G .  ( 1 9 7 7 ) .  " T h e  t e n d e n c y  o f  s m o o t h  a n d  

r o u g h  S a l j m j o n e l ^ a  t y p h i m u r i u m  b a c t e r i a  a n d

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  t o  h y d r o p h o b i c  a n d  i o n i c  i n t e r a c t i o n  

a s  s t u d i e d  i n  a q u e o u s  p o l y m e r  t w o - p h a s e  s y s t e m s " .  A c t a  

P a t h a l o g i c a  M i c r o b i o l o g i c a  S c a n d a n a v i a  B  8 5 : 2 1 2 - 2 1 8

M a n d e l l ,  G .  L . ,  D o u g l a s ,  R .  G .  & B e n n e t t ,  J .  E . ,  

E d s .  ( 1 9 8 5 ) .  " P r i n c i p l e s  a n d  p r a c t i c e  o f  i n f e c t i o u s  

d i s e a s e s .  2 n d  e d i t i o n " .  N e w  Y o r k ,  J o h n  W i l e y

M a s k e l l ,  D .  J . ,  L i e w ,  F .  Y . ,  S w e e n e y ,  K .  J . ,  D o u g a n ,  

G .  & H o r m a e c h e ,  C .  E .  ( 1 9 8 7 ) .  " A t t e n u a t e d  S a l m o n e l l a  

a s  l i v e  o r a l  v a c c i n e s  a n d  c a r r i e r s  f o r  

d e l i v e r i n g  a n t i g e n s  t o  t h e  s e c r e t o r y  i m m u n e  s y s t e m " ,  i n :  

V a c c i n e s  8 6 ,  B r o w n ,  F . ,  C h a n o c k ,  R .  M .  & L e r n e r ,  R .  A . ,  

E d s . ,  N e w  Y o r k ,  C o l d  S p r i n g  H a r b o u r  L a b o r a t o r y  P r e s s ,  

2 1 3 - 2 1 7

M a s k e l l ,  D .  J .  , S w e e n e y ,  K .  J .  , 0 " C a l l a g h a n ,  D . ,  

H o r m a e c h e ,  C .  E . ,  L i e w ,  F .  Y .  & D o u g a n ,  G .  ( 1 9 8 7 ) .  

" S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  a r o A  m u t a n t s  a s  c a r r i e r s  o f  t h e  

E s c h e r i c h i a c o l i  h e a t - l a b i l e  e n t e r o t o x i n  B  s u b u n i t  t o  t h e  

m u r i n e  s e c r e t o r y  a n d  s y s t e m i c  i m m u n e  s y s t e m s " .  M i c r o b i a l  

P a t h o g e n e s i s  2 : 2 1 1 - 2 2 1

M a x ,  E .  E .  & K o r s m e y e r ,  S .  J .  ( 1 9 8 5 ) .  " H u m a n  J - c h a i n  

g e n e .  S t r u c t u r e  a n d  e x p r e s s i o n  i n  B  l y m p h o i d  c e l l s " .  

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 6 1 : 8 3 2 - 8 3 9

2 64



M c C o n n e l l ,  I . ,  M u n r o ,  A .  & W a l d m a n n ,  H .  ( 1 9 8 1 ) .  " T h e  

i m m u n e  s y s t e m .  A  c o u r s e  o n  t h e  m o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  

b a s i s  o f  i m m u n i t y " .  L o n d o n ,  B l a c k w e l l  S c i e n t i f i c  

P u b l i c a t i o n s ,  8 - 9

M c D e r m o t t ,  M .  R .  & B i e n e n s t o c k ,  J .  ( 1 9 7 9 ) .  " E v i d e n c e  

f o r  a  c o m m o n  m u c o s a l  i m m u n o l o g i c  s y s t e m .  I .  M i g r a t i o n  o f  

B  i m m u n o b l a s t s  i n t o  i n t e s t i n a l ,  r e s p i r a t o r y  a n d  g e n i t a l  

t i s s u e s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 2 2 : 1 8 9 2 - 1 8 9 8

M c G h e e ,  J .  & M i c h a l e k ,  S .  M .  ( 1 9 8 1 ) .  " I m m u n o b i o l o g y  

o f  d e n t a l  c a r i e s . M i c r o b i o l o g i c a l  a s p e c t s  a n d  l o c a l  

i m m u n i t y " .  A n n u a l  R e v i e w  o f  M i c r o b i o l o g y  3 5 : 5 9 5 - 6 1 9

M c W i l l i a m s ,  M . ,  L a m m ,  M .  E .  & P h i l l i p s - Q u a g l i a t a , J .  

M .  ( 1 9 7 4 ) .  " S u r f a c e  a n d  i n t r a c e l l u l a r  m a r k e r s  o f  m o u s e  

m e s e n t e r i c  a n d  p e r i p h e r a l  l y m p h  n o d e  a n d  P e y e r ' s  p a t c h  

c e l l s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 1 3 : 1 3 2 6 - 1 3 3 3

M e s t e c k y ,  J .  ( 1 9 7 6 ) .  " S t r u c t u r a l  a s p e c t s  o f  h u m a n  

p o l y m e r i c  I g A " .  R i c e r a  C l i n i c a l  L a b o r a t o r y  6 : 8 7 - 9 9

M e s t e c k y ,  J . ,  K u l h a v y ,  R .  & K r a u s ,  F .  W .  ( 1 9 7 1 ) .  

" M e t h o d  o f  s e r u m  I g A  i s o l a t i o n " . J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  

1 0 7  : 6 0 5 - 6 0 7
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M e s t e c k y ,  J . ,  K u l h a v y ,  R .  & K r a u s ,  F .  W .  ( 1 9 7 2 ) .  

" S t u d i e s  o n  h u m a n  s e c r e t o r y  i m m u n o g l o b u l i n  A .  I I .  S u b u n i t  

s t r u c t u r e " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l g y  1 0 8 : 7 3 8 - 7 4 3

M e s t e c k y ,  J .  & M c G h e e ,  J .  R .  ( 1 9 8 8 ) .  " I m m u n o g l o b u l i n  

A  ( I g A ) :  M o l e c u l a r  a n d  c e l l u l a r  i n t e r a c t i o n s  i n v o l v e d  i n  

I g A  b i o s y n t h e s i s  a n d  i m m u n e  r e s p o n s e " . A d v a n c e s  i n  

I m m u n o l o g y  4 0 : 1 5 3 - 2 4 5

M e s t e c k y ,  J . ,  M c G h e e ,  J .  R . ,  A r n o l d ,  R .  R . ,  

M i c h a l e k , S .  M . ,  P r i n c e ,  S .  J .  & B a b b ,  J .  L .  ( 1 9 7 8 ) .  

" S e l e c t i v e  i n d u c t i o n  o f  a n  i m m u n e  r e s p o n s e  i n  h u m a n  

e x t e r n a l  s e c r e t i o n s  b y  i n g e s t i o n  o f  b a c t e r i a l  a n t i g e n " . 

J o u r n a l  o f  C l i n i c a l  I n v e s t i g a t i o n  6 1 : 7 3 1 - 7 3 7

M e s t e c k y ,  J . ,  S c h r o h e n l o h e r , R .  E . ,  K u l h a v y ,  R . ,  

W r i g h t ,  G .  P .  & T o m a n o ,  M .  ( 1 9 7 4 ) .  " A s s o c i a t i o n  o f  S - I g A  

s u b - u n i t s "  . A d v a n c e s  i n  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  a n d  

B i o l o l g y  4 5 : 9 9 - 1 1 2

M i n t z ,  C .  S .  & D e i b e l , R .  H .  ( 1 9 8 3  ) .  " E f f e c t  o f  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  m u t a t i o n s  o n  t h e  p a t h o g e n e s i s  o f  

e x p e r i m e n t a l  S a l m o n e l j L a  g a s t r o e n t e r i t i s " .  I n f e c t i o n  a n d  

I m m u n i t y  4 0 : 2 3 6 - 2 4 4

2 6 6



M i o r n e r ,  H .  , M y h r e , E . ,  B j o r c k ,  L .  & K r o n v a l l ,  G .

( 1 9 8 0 ) .  " E f f e c t  o f  s p e c i f i c  b i n d i n g  o f  h u m a n  a l b u m i n ,  

f i b r i n o g e n ,  a n d  i m m u n o g l o b u l i n  G o n  s u r f a c e  

c h a r a c t e r i s t i c s  o f  b a c t e r i a l  s t r a i n s  a s  r e v e a l e d  b y  

p a r t i t i o n  e x p e r i m e n t s  i n  p o l y m e r  p h a s e  s y s t e m s " .  

I n f e c t i o n  a n d  i m m u n i t y  2 9 : 8 7 9 - 8 8 5

M i s f e l d t ,  D .  S . ,  H a m a m o t o ,  S .  T .  & P i t e l k a ,  D .  R .

( 1 9 7 6 ) .  " T r a n s e p i t h e l i a l  t r a n s p o r t  i n  c e l l  c u l t u r e " .  

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  ( U S A )  

7 3 : 1 2 1 2 - 1 2 1 6

M o l d o v e a n u ,  Z . ,  E g a n ,  M .  L .  & M e s t e c k y ,  J .  ( 1 9 8 4 ) .  

" C e l l u l a r  o r i g i n s  o f  h u m a n  p o l y m e r i c  a n d  m o n o m e r i c  I g A :  

I n t r a c e l l u l a r  a n d  s e c r e t e d  f o r m s  o f  I g A " . J o u r n a l  o f  

i m m u n o l o g y  1 3 3 : 3 1 5 6 - 3 1 6 2

M o l e ,  J .  E . ,  B h o w n ,  A .  S .  & B e n n e t t ,  J .  C .  ( 1 9 7 7 ) .  

" P r i m a r y  s t r u c t u r e  o f  h u m a n  J - c h a i n .  A l i g n m e n t  o f  

p e p t i d e s  f r o m  c h e m i c a l  a n d  e n z y m a t i c  h y d r o l y s e s " . 

B i o c h e m i s t r y  1 6 : 3 5 0 7 - 3 5 1 2

M o r r i s o n ,  D .  C .  ( 1 9 8 3 ) .  " B a c t e r i a l  e n d o t o x i n s  a n d  

p a t h o g e n e s i s " .  R e v i e w s  o f  I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  5 : S 7 3 3 - S 7 4 7

M o s t o v ,  K .  E .  & B l o b e l ,  G .  ( 1 9 8 2 ) .  " A  t r a n s m e m b r a n e  

p r e c u r s o r  o f  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t .  T h e  r e c e p t o r  f o r  

t r a n s c e l l u l a r  t r a n s p o r t  o f  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n s " . 

J o u r n a l  o f  B i o l o g i c a l  C h e m i s t r y  1 5 7 : 1 1 8 1 6 - 1 1 8 2 3
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M o s t o v ,  K .  E . ,  F r i e d l a n d e r ,  M .  & B l o b e l ,  G .  ( 1 9 8 4 ) .  

" T h e  r e c e p t o r  f o r  t r a n s e p i t h e l i a l  t r a n s p o r t  o f  I g A  a n d  

I g M  c o n t a i n s  m u l t i p l e  i m m u n o g l o b u l i n - l i k e  d o m a i n s " . 

N a t u r e  3 0 8 : 3 7 - 3 9

M o u l d e r ,  J .  W .  ( 1 9 8 5 ) .  " C o m p a r a t i v e  b i o l o g y  o f  

i n t r a c e l l u l a r  p a r a s i t i s m " . M i c r o b i o l o g i c a l  R e v i e w s  

4 9 : 2 9 8 - 3 3 7

M o w a t ,  A .  M .  ( 1 9 8 7 ) .  " T h e  c e l l u l a r  b a s i s  o f  

g a s t r o i n t e s t i n a l  i m m u n i t y " ,  i n :  I m m u n o p a t h o l o g y  o f  t h e  

s m a l l  i n t e s t i n e ,  M a r s h ,  M .  N . ,  E d . ,  L o n d o n ,  J o h n  W i l e y  

a n d  S o n s  L t d ,  7 3 - 1 0 2

M r o c z e n s k i - W i l d e y , M .  J . ,  D i  F a b i o ,  J .  L .  & C a b e l l o ,

F .  C .  ( 1 9 8 9 ) .  " I n v a s i o n  a n d  l y s i s  o f  H e L a  c e l l  m o n o l a y e r s  

b y  S a l m o n e l l a t y p h i : t h e  r o l e  o f  l i p o p o l y s a c c h a r i d e " . 

M i c r o b i a l  p a t h o g e n e s i s  6 : 1 4 3 - 1 5 2

M u n n ,  C .  B . ,  I s h i g u r o ,  E .  E . ,  J a y ,  W .  W .  & T r u s t ,  T .  

J .  ( 1 9 8 2 ) .  " R o l e  o f  s u r f a c e  c o m p o n e n t s  i n  s e r u m  

r e s i s t a n c e  o f  v i r u l e n t  A e r o m o n a s s a l m o n i c i d a " . I n f e c t i o n  

a n d  I m m u n i t y  3 6 : 1 0 6 9 - 1 0 7 5

N a g u r a ,  H .  , N a k a n e ,  P .  K .  & B r o w n ,  W .  R .  ( 1 9 7 9 ) .  

" T r a n s l o c a t i o n  o f  d i m e r i c  I g A  t h r o u g h  n e o p l a s t i c  c o l o n  

c e l l s  i n  v i t r o ' ' .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 2 3 : 2 3 5 9 - 2 3 6 4

2  6  8



N e l s o n ,  B .  W .  & R o a n t r e e ,  R .  J .  ( 1 9 6 7 ) .  " A n a l y s e s  o f  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e s  e x t r a c t e d  f r o m  p e n i c i l l i n - r e s i s t a n t ,  

s e r u m  s e n s i t i v e  S a l m o n e l l a  m u t a n t s " . J o u r n a l  o f  G e n e r a l  

M i c r o b i o l o g y  4 8 : 1 7 9 - 1 8 8

N e w k i r k ,  M .  M .  , K l e i n ,  M .  H .  , K a t z ,  A . ,  F i s h e r ,  M .  

M .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .  ( 1 9 8 3 ) .  " E s t i m a t i o n  o f  p o l y m e r i c  

I g A  i n  h u m a n  s e r u m :  a n  a s s a y  b a s e d  o n  b i n d i n g  o f  

r a d i o l a b e l l e d  h u m a n  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t  w i t h  a p p l i c a t i o n s  

i n  t h e  s t u d y  o f  I g A  n e p h r o p a t h y ,  I g A  m o n o c l o n a l  

g a m m o p a t h y  a n d  l i v e r  d i s e a s e " . J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  

1 3 0 : 1 1 7 6 - 1 1 7 9

N o r t h ,  S .  M . ,  S t y l e s ,  J .  M .  , H o b b s ,  S .  M .  & D e a n ,  C .  

J .  ( 1 9 8 2 ) .  " M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  t o  r a t  s a r c o m a t a .  I .  

I m m u n i s a t i o n  p r o c e d u r e s  a n d  s o u r c e  o f  l y m p h o i d  c e l l s  f o r  

h y b r i d o m a  p r o d u c t i o n " .  I m m u n o l o g y  4 7 : 3 9 7 - 4 0 5

O r l a n s ,  E . ,  P e p p a r d ,  J .  , R e y n o l d s ,  J .  & H a l l ,  J .  G .  

( 1 9 7 8 ) .  " R a p i d  a c t i v e  t r a n s p o r t  o f  i m m u n o g l o b u l i n  A  f r o m  

b l o o d  t o  b i l e " .  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 4 7 : 5 8 8 -  

5 9 2

O r s k o v ,  I . ,  O r s k o v ,  F .  , J a n n ,  B .  & J a n n ,  K .  ( 1 9 7 7  ) .  

" S e r o l o g y ,  g e n e t i c s  a n d  c h e m i s t r y  o f  0  a n d  K a n t i g e n s  o f

l . s c ^ r i L c i y . a  c o l _ i "  . B a c t e r i o l o g i c a l  R e v i e w s  4 1 : 6 6 7 - 7 1 0

2  6  9



O w e n ,  R .  L .  ( 1 9 7 7 ) .  " S e q u e n t i a l  u p t a k e  o f  

h o r s e r a d i s h  p e r o x i d a s e  b y  l y m p h o i d  f o l l i c l e  e p i t h e l i u m  o f  

P e y e r " s  p a t c h e s  i n  n o r m a l  u n o b s t r u c t e d  m o u s e  i n t e s t i n e :  

A n  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d y " .  G a s t r o e n t e r o l o g y  7 2 : 4 4 0 - 4 5 1

O w e n ,  R .  L .  & B h a l l a ,  D .  K .  ( 1 9 8 3 ) .  " L y m p h o -  

e p i t h e l i a l  o r g a n s  a n d  l y m p h  n o d e s " .  i n :  B i o m e d i c a l  

R e s e a r c h  A p p l i c a t i o n s  o f  S c a n n i n g  E l e c t r o n  M i c r o s c o p y ,  

V o l u m e  3 ,  H o d g e s ,  G .  M .  & C a r r ,  K .  E . ,  E d s . ,  L o n d o n ,  

A c a d e m i c  P r e s s ,  7 9 - 1 6 9

O w e n ,  R .  L .  & J o n e s ,  A .  L .  ( 1 9 7 4 ) .  " E p i t h e l i a l  c e l l  

s p e c i a l i z a t i o n  w i t h i n  h u m a n  P e y e r " s  p a t c h e s :  A n  

u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d y  o f  i n t e s t i n a l  l y m p h o i d  f o l l i c l e s " . 

G a s t r o e n t e r o l o g y  6 6 : 1 8 9 - 2 0 3

P a r k h o u s e ,  R .  M .  E .  ( 1 9 7 1 ) .  " I m m u n o g l o b u l i n  A  

b i o s y n t h e s i s .  I n t r a c e l l u l a r  a c c u m u l a t i o n  o f  7 S  s u b u n i t s " .  

F E B S  L e t t e r s  1 6 : 7 1 - 7 3

P a r r o t t ,  D .  M .  V .  ( 1 9 7 6 ) .  " T h e  g u t  a s  a  l y m p h o i d  

o r g a n " .  C l i n i c a l  G a s t r o e n t e r o l o g y  5 : 2 1 1 - 2 2 8

P e r e r s ,  L . ,  A n d a k e r ,  L . ,  E d e b o ,  L . ,  S t e n d a h l ,  0 .  & 

T a g e s s o n ,  C .  ( 1 9 7 7 ) .  " A s s o c i a t i o n  o f  s o m e  e n t e r o b a c t e r i a  

w i t h  t h e  i n t e s t i n a l  m u c o s a  o f  m o u s e  i n  r e l a t i o n  t o  t h e i r  

p a r t i t i o n  i n  a q u e o u s  p o l y m e r  t w o - p h a s e  s y s t e m s " .  A c t a  

P a t h a l o g i c a  M i c r o b i o l o g i c a  S c a n d i n a v i a  8 5 : 3 0 8 - 3 1 6

2 7 0



P f a f f e n b a c h ,  G . ,  L a m m ,  M .  E .  & G i g l i ,  I .  ( 1 9 8 2 ) .  

" A c t i v a t i o n  o f  t h e  g u i n e a  p i g  a l t e r n a t i v e  c o m p l e m e n t  

p a t h w a y  b y  m o u s e  I g A  i m m u n e  c o m p l e x e s " . J o u r n a l  o f  

E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 5 5 : 2 3 1 - 2 4 7

P i e r c e ,  A .  E .  ( 1 9 5 9 ) .  " S p e c i f i c  a n t i b o d i e s  a t  m u c o u s  

s u r f a c e s " .  V e t  R e v  A n n o t  5 : 1 7 - 2 5

P i e r c e ,  N .  F .  & C r a y ,  W#. C .  ( 1 9 8 2 ) .  " D e t e r m i n a n t s  o f  

t h e  l o c a l i s a t i o n ,  m a g n i t u d e  a n d  d u r a t i o n  o f  a  s p e c i f i c  

m u c o s a l  I g A  p l a s m a  c e l l  r e s p o n s e  i n  e n t e r i c a l l y  i m m u n i s e d  

r a t s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 2 8 : 1 3 1 1 - 1 3 1 5

P i e r c e ,  S .  K .  & K l i n m a n ,  N .  R .  ( 1 9 7 6 ) .  " A l l o g e n e i c  

c a r r i e r - s p e c i f i c  e n h a n c e m e n t  o f  h a p t e n - s p e c i f i c  s e c o n d a r y  

B - c e l l  r e s p o n s e s " . J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  

1 4 4 : 1 2 5 4 - 1 2 6 2

P o g e r ,  M .  E .  & L a m m ,  M .  E .  ( 1 9 7 4 ) .  " L o c a l i s a t i o n  o f  

f r e e  a n d  b o u n d  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t  i n  h u m a n  e p i t h e l i a l  

c e l l s .  A  m o d e l  f o r  t h e  a s s e m b l y  o f  s e c r e t o r y  I g A " .  

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 3 9 : 6 2 9 - 6 3 4

P r a h l ,  J .  W .  , A b e l ,  C .  A .  & G r e y ,  H .  M .  ( 1 9 7 1 ) .  

" C a r b o x y - t e r m i n a l  s t r u c t u r e  o f  t h e  a l p h a  c h a i n  o f  h u m a n  

I g A  m y e l o m a  p r o t e i n s " .  B i o c h e m i s t r y  1 0 : 1 8 0 8 - 1 8 1 1

2  7  1



M a c P h e r s o n ,P u g h , C . W . ,

( 1 9 8 3 ) .  " C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  

f r o m  r a t  p e r i p h e r a l  l y m p h "  

M e d i c i n e  1 5 7 : 1 7 5 8 - 1 7 7 9

G .  G .  & S t e e r ,  H .  W .  

n o n - l y m p h o i d  c e l l s  d e r i v e d  

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l

R e i n h o l d t ,  J .  & K i l i a n ,  M .  ( 1 9 8 7 ) .  " I n t e r f e r e n c e  o f  

I g A  p r o t e a s e  w i t h  t h e  e f f e c t  o f  s e c r e t o r y  I g A  o n  

a d h e r e n c e  o f  o r a l  s t r e p t o c o c c i  t o  s a l i v a - c o a t e d  

h y d r o x y a p a t i t e " .  J o u r n a l  o f  D e n t a l  R e s e a r c h  6 6 : 4 9 2 - 4 9 7

R e i t s c h e l ,  E .  T . ,  W o l l e n w e r b e r , H .  W .  , Z a h r i n g e r ,  U .  

& L u d e r i t z ,  0 .  ( 1 9 8 3 ) .  " L i p i d  A ,  t h e  l i p i d  c o m p o n e n t  o f  

b a c t e r i a l  l i p o p o l y s a c c h a r i d e s : t h e  r e l a t i o n  o f  c h e m i c a l  

s t r u c t u r e  t o  b i o l o g i c a l  a c t i v i t y " . K l i n i s c h e  

W o c h e n s c h r i f t  6 0 : 7 0 5 - 7 0 9

R e j n e k ,  J . ,  K o s t a ,  J .  & K o t y n e k ,  0 .  ( 1 9 6 6 ) .  

" E l e c t r o p h o r e t i c  b e h a v i o u r  o f  H  a n d  L  c h a i n s  o f  h u m a n  

s e r u m  a n d  c o l o s t r u m  g a m m a - g l o b u l i n s " .  N a t u r e  2 0 9 : 9 2 6 - 9 2 8

R e n s t o n ,  R .  H .  , J o n e s ,  A .  L . ,  C h r i s t i a n s e n ,  W .  D . ,  

H r a d e k ,  G .  T .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .  ( 1 9 8 0 ) .  " E v i d e n c e  f o r  a  

v e s i c u l a r  t r a n s p o r t  m e c h a n i s m  i n  h e p a t o c y t e s  f o r  b i l i a r y  

s e c r e t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  A " .  S c i e n c e  2 0 8 : 1 2 7 6 - 1 2 8 2

R e y n o l d s ,  J .  D .  & P a b s t ,  R .  ( 1 9 8 4 ) .  " T h e  e m i g r a t i o n  

o f  l y m p h o c y t e s  f r o m  P e y e r " s  p a t c h e s  i n  s h e e p " . E u r o p e a n  

J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 4 : 7 - 1 3
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R i c a r d o , M .  J .  & I n m a n ,  F .  P .  ( 1 9 7 4 ) .  

" I n v e s t i g a t i o n s  o f  s t r u c t u r a l  f u n c t i o n  o f  J - c h a i n  i n  

h u m a n  i m m u n o g l o b u l i n  M " .  B i o c h e m i s t r y  J o u r n a l  1 3 7 : 7 9 - 8 3

R i c h a r d s ,  C .  D .  & G a u l d i e ,  J .  ( 1 9 8 7 ) .  " I g A - m e d i a t e d  

p h a g o c y t o s i s  b y  m o u s e  a l v e o l a r  m a c r o p h a g e s " .  A n n u a l  

R e v i e w  o f  R e s p i r a t o r y  D i s e a s e s  1 3 2 : 8 2 - 8 5

R i c h m a n ,  L .  K .  ( 1 9 7 9 ) .  " I m m u n o l o g i c a l  

u n r e s p o n s i v e n e s s  a f t e r  e n t e r i c  a d m i n i s t r a t i o n  o f  p r o t e i n  

a n t i g e n s " ,  i n :  I m m u n o l o g y  o f  b r e a s t  m i l k ,  O g r a ,  p .  P .  L .  

& D a y t o n ,  D .  H . , E d s . ,  N e w  Y o r k ,  R a v e n  P r e s s ,  4 9 - 6 2

R i c h m a n ,  L .  K . ,  G r a e f f ,  A .  S . ,  Y a r c h o a n ,  R .  & 

S t r o b e r ,  W .  ( 1 9 8 1 ) .  " S i m u l t a n e o u s  i n d u c t i o n  o f  a n t i g e n -  

s p e c i f i c  I g A  h e l p e r  T  c e l l s  a n d  I g G  s u p p r e s s o r  T  c e l l s  i n  

t h e  m u r i n e  P e y e r " s  p a t c h  a f t e r  p r o t e i n  f e e d i n g " .  J o u r n a l  

o f  i m m u n o l o g y  1 2 6 : 2 0 7 9 - 2 0 8 3

R i t s ,  M .  ,  K i n t s ,  P .  J . ,  B a z i n ,  H .  & V a e r m a n ,  J .  P .

( 1 9 8 7 ) .  " R a t  C 3  c o n v e r s i o n  b y  r a t  a n t i - 2 , 4  d i n i t r o p h e n y l  

( D N P )  h a p t e n  I g A  i m m u n e  p r e c i p i t a t e s " .  S c a n d a n a v i a n  

J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  2 5 : 3 5 9 - 3 6 6

R o a n t r e e ,  R .  J .  ( 1 9 7 1 ) .  " T h e  r e l a t i o n s h i p  o f  

l i p o p o l y s a c c h a r i d e  s t r u c t u r e  t o  b a c t e r i a l  v i r u l e n c e " ,  i n :  

M i c r o b i a l  t o x i n s  V : l ,  K a d i s ,  S . ,  W e i n b a u m ,  G .  & A j l ,  S .  

J . , E d s . ,  N e w  Y o r k  a n d  L o n d o n ,  A c a d e m i c  P r e s s
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R o b i n s o n ,  P . ,  W a k e f i e l d ,  D . ,  B r e i t ,  S .  N . ,  E a s t e r ,  

J .  F .  & P e n n y ,  R .  ( 1 9 8 4 ) .  " C h e m i l u m i n e s c e n t  r e s p o n s e  t o  

p a t h o g e n i c  o r g a n i s m s :  N o r m a l  h u m a n  p o l y m o r p h o n u c l e a r  

l e u k o c y t e s " .  I n f e c t i o n  a n d  i m m u n i t y  4 3 : 7 4 4 - 7 5 2

R o d r i g u e z - B o l a n ,  E .  & S a b a t i n i ,  D .  D .  ( 1 9 7 8 ) .  

" A s y m m e t r i c  b u d d i n g  o f  v i r u s e s  i n  e p i t h e l i a l  m o n o l a y e r s :  

a  m o d e l  s y s t e m  f o r  t h e  s t u d y  o f  e p i t h e l i a l  p o l a r i t y " . 

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  N a t i o n a l  A c a d e m y  o f  S c i e n c e  ( U S A )  

7 6 : 6 4 3 0 - 6 4 3 4

R o s e n b e r g ,  M .  ( 1 9 8 1 ) .  " B a c t e r i a l  a d h e r e n c e  t o  

p o l y s t y r e n e :  a  r e p l i c a  m e t h o d  o f  s c r e e n i n g  f o r  b a c t e r i a l  

h y d r o p h o b i c i t y " . A p p l i e d  a n d  e n v i r o m e n t a l  m i c r o b i o l o g y  

4 2  : 3 7 5 - 3 7 7

R o u t ,  W .  R . ,  F o r m a l ,  S .  B . ,  D a m m i n ,

G i a n n e l l a ,  R .  A .  ( 1 9 7 4 ) .  " P a t h o p h y s i o l o g y  o f  

d i a r r h e a  i n  t h e  r h e s u s  m o n k e y :  i n t e s t i n a l

m o r p h o l o g i c a l  a n d  b a c t e r i o l o g i c a l

G a s t r o e n t e r o l o g y  6 7 : 5 9 - 7 0

R o u x ,  M .  E . ,  M c W i l l i a m s ,  M .  , P h i l l i p s - Q u a g l i a t a ,  J .  

M .  & W e i s z - C a r r i n g t o n ,  P .  ( 1 9 7 7  ) .  " O r i g i n  o f  I g A -  

s e c r e t i n g  p l a s m a  c e l l s  i n  t h e  m a m m a r y  g l a n d " . J o u r n a l  o f  

E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 4 6 : 1 3 1 1 - 1 3 2 2

G .  J .  & 

s a l m o n e l l a  

t r a n s p o r t , 

s t u d i e s " .
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R u b i n ,  R .  H .  & W e i n s t e i n ,  L .  ( 1 9 7 7 ) .  " S a l m o n e l l o s i s :  

M i c r o b i o l o g i c , p a t h o l o g e n i c  a n d  c l i n i c a l  f e a t u r e s " .  N e w  

Y o r k ,  S t r a t t o n  I n t e r n a t i o n a l  M e d i c a l  B o o k  C o r p o r a t i o n ,  1 -  

3 3

R u d z i k ,  R . ,  C l a n c y ,  R .  L . , P e r e y ,  D .  Y .  E . ,  D a y ,  R .  

P .  & B i e n e n s t o c k ,  J .  ( 1 9 7 5 ) .  " R e p o p u l a t i o n  w i t h  I g A -  

c o n t a i n i n g  c e l l s  o f  b r o n c h i a l  a n d  i n t e s t i n a l  l a m i n a  

p r o p r i a  a f t e r  t r a n s f e r  o f  h o m o l o g o u s  P e y e r " s  p a t c h  a n d  

b r o n c h i a l  l y m p h o c y t e s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o n l o g y  1 1 4 : 1 5 9 9 -  

1 6 0 4

R u s s e l l - J o n e s ,  G .  T . ,  E y ,  P .  L .  & R e y n o l d s ,  B .  L .

( 1 9 8 1 ) .  " T h e  a b i l i t y  o f  I g A  t o  i n h i b i t  t h e  c o m p l e m e n t  

m e d i a t e d  l y s i s  o f  t a r g e t  r e d  b l o o d  c e l l s  s e n s i t i z e d  w i t h  

I g G  a n t i b o d y " .  M o l e c u l a r  I m m u n o l o g y  1 7 : 1 1 7 3 - 1 1 8 4

R u s s e l ,  M .  W . , B r o w n ,  T .  A . ,  C l a f l i n ,  J .  L . ,  

S c h r o e r ,  K .  & M e s t e c k y ,  J .  ( 1 9 8 3 ) .  " I m m u n o g l o b u l i n  A -  

m e d i a t e d  h e p a t o b i l i r y  t r a n s p o r t  c o n s t i t u t e s  a  n a t u r a l  

p a t h w a y  f o r  d i s p o s i n g  o f  b a c t e r i a l  a n t i g e n s " .  I n f e c t i o n  

a n d  I m m u n i t y  4 2 : 1 0 4 1 - 1 0 4 7

S c h i f f ,  J .  M . ,  D o r r i n g t o n ,  K .  J .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .

( 1 9 7 9 ) .  " C o r r e c t i o n  o f  t h e  a f f i n i t y  o f  s e c r e t o r y  

c o m p o n e n t  f o r  p o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n s  : I n h e r e n t  

a r t i f a c t  i n  S c a t c h a r d  a n a l y s i s " .  P r o c e e d i n g s  o f  t h e  

I n t e r n a t i o n a l  C o n g r e s s  o f  B i o c h e m i s t r y  ( T o r o n t o ) .
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S c h i f f ,  J .  M .  ,  E n d o ,  Y . ,  K e l l s ,  D .  I .  C . ,  F i s c h e r ,  

M .  M .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .  ( 1 9 8 3 ) .  " K i n e t i c  d i f f e r e n c e s  i n  

h e p a t i c  t r a n s p o r t  o f  I g A  p o l y m e r s  r e f l e c t  m o l e c u l a r  

s i z e " .  F e d e r a t i o n  P r o c e e d i n g s  4 2 : 1 3 4 1 - 1 3 4 5

S c h i f f ,  J .  M .  , F i s c h e r ,  M .  M .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .

( 1 9 8 4 )  . " R e c e p t o r - m e d i a t e d  b i l i a r y '  t r a n s p o r t  o f  

i m m u n o g l o b u l i n  A  a n d  a s i a l o g l y c o p r o t e i n :  S o r t i n g  a n d  

m i s s o r t i n g  o f  l i g a n d s  r e v e a l e d  b y  t w o  r a d i o l a b e l l i n g  

m e t h o d s " .  J o u r n a l  o f  C e l l  B i o l o g y  9 8 : 7 9 - 8 5

S c h i f f ,  J .  M . ,  F i s c h e r ,  M .  M .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .

( 1 9 8 5 )  . " S e c r e t o r y  c o m p o n e n t  a s  t h e  m u c o s a l  t r a n s p o r t  

r e c e p t o r :  S e p a r a t i o n  o f  p h y s i c o c h e m i c a l  a n a l o g o u s  h u m a n  

I g A  f r a c t i o n s  w i t h  d i f f e r e n t  r e c e p t o r  b i n d i n g  

c a p a c i t i e s " .  M o l e c u l a r  I m m u n o l o g y  8 : 2 1 8 - 2 1 9

S c h r e i b e r ,  G .  ( 1 9 7 4 ) .  " I n g e s t e d  d y e d  c e l l u l o s e  i n  

t h e  b l o o d  a n d  u r i n e  o f  m a n " . A r c h i v e s  o f  E n v i r o n m e n t a l  

H e a l t h  2 9 : 3 9 - 4 3

S h a n d s ,  J .  W .  ( 1 9 7 1 ) .  " E v i d e n c e  f o r  a  b i l a y e r  

s t r u c t u r e  i n  g r a m - n e g a t i v e  l i p o p o l y s a c c h a r i d e : 

R e l a t i o n s h i p  t o  t o x i c i t y " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  4 : 1 6 7 -  

1 7 4

S i m o n s ,  K .  & F u l l e r ,  S .  D .  ( 1 9 8 5 ) .  " C e l l  s u r f a c e  

p o l a r i t y  i n  e p i t h e l i a " . A n n u a l  R e v i e w  o f  C e l l u l a r  B i o l o g y  

1 : 2 4 3 - 2 8 8
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S l a t e r ,  R .  J . ,  W a r d ,  S .  M .  & K u n k e l ,  H .  G .  ( 1 9 5 5  ) .  

" I m m u n o l o g i c  r e l a t i o n s h i p s  a m o n g  t h e  m y e l o m a  p r o t e i n s " . 

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 0 1 : 8 5 - 9 7

S m y t h ,  C . J .  , J o n s s o n , P  . , O l s s o n , E  . , S o d e r l i n d ,

R o s e n g r e n , J  . , H j e r t e n , S .  & W a d s t r o m , T .  ( 1 9 7 8 ) .

" D i f f e r e n c e s  i n  t h e  h y d r o p h o b i c  s u r f a c e  c h a r a c t e r i s t i c s  

o f  p o r c i n e  e n t e r o p a t h o g e n i c  E s c h e r i c h i a c o l i  w i t h  o r  

w i t h o u t  K 8 8  a n t i g e n  a s  r e v e a l e d  b y  h y d r o p h o b i c  

i n t e r a c t i o n  c h r o m a t o g r a p h y " . I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  

2 2  : 4 6 2 - 4 7 2

S o c k e n ,  D .  J . ,  S i m m s ,  E .  S . ,  N a g y ,  B .  R . ,  F i s c h e r ,  

M .  M .  & U n d e r d o w n ,  B .  J .  ( 1 9 8 1 ) .  " S e c r e t o r y  c o m p o n e n t -  

d e p e n d a n t  h e p a t i c  t r a n s p o r t  o f  I g A  a n t i b o d y - a n t i g e n  

c o m p l e x e s " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  1 2 7 : 3 1 6 - 3 2 4

S o u t h ,  M .  A . ,  C o o p e r ,  M .  D . ,  W o l l h e i m ,  F .  A . ,  H o n g ,  

R .  & G o o d ,  R .  A .  ( 1 9 6 5  ) .  " T h e  I g A  s y s t e m .  I .  S t u d i e s  o n  

t h e  t r a n s p o r t  a n d  i m m u n o c h e m i s t r y  o f  I g A  i n  t h e  s a l i v a " . 

J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 2 3 : 6 1 5 - 6 1 9

S t e n d a h l ,  0 .  & E d e b o ,  L .  ( 1 9 7 2 ) .  " P h a g o c y t o s i s  o f  

m u t a n t s  o f  S j a ^ _ o n e l _ l a  t y p h i m u r i u m  b y  r a b b i t  

p o l y m o r p h o n u c l e a r  c e l l s " .  A c t a  P a t h a l o g i c a  M i c r o b i o l o g i c a  

S c a n d i n a v i a  8 0 : 4 8 1 - 4 9 3
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S t e n d a h l ,  0 . ,  E d e b o ,  L . ,  M a g n u s s o n ,  K .  E . ,  T a g e s s o n ,  

C .  & H j e r t e n ,  S .  ( 1 9 7 7 ) .  " S u r f a c e - c h a r g e  c h a r a c t e r s i t i c s  

o f  s m o o t h  a n d  r o u g h  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  b a c t e r i a  

d e t e r m i n e d  b y  a q u e o u s  t w o - p h a s e  p a r t i t i o n i n g  a n d  f r e e  

z o n e  e l e c t r o p h o r e s i s " . A c t a  P a t h a l o g i c a  M i c r o b i o l o g i c a  

S c a n d a n a v i a  B  8 5 : 3 3 4 - 3 4 0

S t e n d a h l ,  0 . ,  M a g n u s s o n ,  K .  E . ,  T a g e s s o n ,  C . ,  

C u n n i n g h a m ,  R .  & E d e b o ,  L .  ( 1 9 7 3 ) .  " C h a r a c t e r i s a t i o n  o f  

m u t a n t s  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  b y  c o u n t e r - c u r r e n t  

d i s t r i b u t i o n  i n  a n  a q u e o u s  t w o - p o l y m e r  p h a s e  s y s t e m " . 

I n f e c t i o n  a n d  i m m u n i t y  7 : 5 7 3 - 5 7 7

S t e n d a h l ,  0 . ,  T a g e s s o n ,  C .  & E d e b o ,  M .  ( 1 9 7 3 ) .  

" P a r t i t i o n  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  i n  a  t w o - p o l y m e r  

a q u e o u s  p h a s e  s y s t e m  i n  r e l a t i o n  t o  l i a b i l i t y  t o  

p h a g o c y t o s i s " .  I n f e c t i o n  a n d  i m m u n i t y  8 : 3 6 - 4 1

S t e v e n s ,  P .  & Y o u n g ,  L .  S .  ( 1 9 7 7 ) .  " Q u a n t i t a t i v e  

g r a n u l o c y t e  c h e m i l u m i n e s c e n c e  i n  t h e  r a p i d  d e t e c t i o n  o f  

i m p a i r e d  o p s o n i s a t i o n  o f  E s c h e r i c h i a c o l i " . I n f e c t i o n  a n d  

I m m u n i t y  1 6 : 7 9 6 - 8 0 4

S t e v e n s ,  S .  K .  , W e i s m a n ,  I .  L .  & B u t c h e r ,  E .  C .

( 1 9 8 2 ) .  " D i f f e r e n c e s  i n  t h e  m i g r a t i o n  o f  B  a n d  T  

l y m p h o c y t e s :  o r g a n  s e l e c t i v e  l o c a l i s a t i o n  i n v i v o  a n d  t h e  

r o l e  o f  l y m p h o c y t e - e n d o t h e l i a l  c e l l  r e c o g n i t i o n " . J o u r n a l  

o f  I m m u n o l o g y  1 2 8 : 8 4 4 - 8 5 1
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S t j e r n s t r o m ,  R .  L . , A l l e n ,  R .  C . ,  S t e e l e ,  R .  H .  , 

W a r i n g ,  W .  W .  & H a r r i s ,  J .  A .  ( 1 9 7 3 ) .  " I m p a i r e d  

c h e m i l u m i n e s c e n c e  d u r i n g  p h a g o c y t o s i s  o f  o p s o n i z e d  

b a c t e r i a " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y  7 : 3 1 3 - 3 1 4

S t y l e s ,  J .  M . ,  D e a n ,  C .  J .  , G y u r e ,  L .  A . ,  H o b b s ,  S .  

M .  & H a l l ,  J .  G .  ( 1 9 8 4 ) .  " T h e  p r o d u c t i o n  o f  h y b r i d o m a s  

f r o m  t h e  g u t  a s s o c i a t e d  l y m p h o i d  t i s s u e  o f  t u m o u r  b e a r i n g  

r a t s .  I I .  P e r i p h e r a l  i n t e s t i n a l  l y m p h  a s  a  s o u r c e  o f  I g A  

p r o d u c i n g  c e l l s "  . C l i n i c a l  a n d  e x p e r i m e n t a l  i m m u n o l o g y  

5 7 : 3 6 5 - 3 7 0

S u l l i v a n ,  D .  A . ,  R i c h a r d s o n ,  G .  S . ,  M a c L a u g h l i n ,  D .

T .  & W i r a ,  C .  R .  ( 1 9 8 4 ) .  " V a r i a t i o n s  i n  t h e  l e v e l s  o f  

s e c r e t o r y  c o m p o n e n t  i n  h u m a n  u t e r i n e  f l u i d  d u r i n g  t h e  

m e n s t r u a l  c y c l e " .  J o u r n a l  o f  S t e r o i d  B i o c h e m i s t r y  2 0 : 5 0 9 -  

5 1 4

S v a n b o r g - E d e n ,  C . ,  A n d e r s s o n ,  B . ,  H a g b e r g ,  L . , 

H a n s o n ,  L .  A . ,  L e f f l e r ,  H .  , M a g n u s s o n ,  G .  ,  N o o r i ,  G .  , 

D a h m e n ,  J .  & S o d e r s t r o m ,  T .  ( 1 9 8 3 ) .  " R e c e p t o r  a n a l o g u e s  

a n d  a n t i - p i l i  a n t i b o d i e s  a s  i n h i b i t o r s  o f  b a c t e r i a l  

a t t a c h m e n t  i n  v i v o  a n d  i n  v i t r o " . A n n a l s  o f  t h e  N e w  Y o r k  

A c a d e m y  o f  S c i e n c e  4 0 9 : 5 8 0 - 5 9 2
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T a k e u c h i ,  A .  ( 1 9 7 5 ) .  " E l e c t r o n  m i c r o s c o p e  

o b s e r v a t i o n s  o n  p e n e t r a t i o n  o f  t h e  g u t  e p i t h e l i a l  b a r r i e r  

b y  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r ^ i  . i n :  M i c r o b i o l o g y  -  1 9 7  5  ,  

S c h l e s s i n g e r , D . ,  E d . ,  W a s h i n g t o n  D . C . ,  A m e r i c a n  S o c i e t y  

f o r  M i c r o b i o l o g y ,  1 3 4 - 1 5 7

T o m a n a ,  M .  , N i e d e r m e i e r ,  W .  & S p i v e y ,  C .  ( 1 9 7 8 ) .  

" M i c r o d e t e r m i n a t i o n  o f  m o n o s a c c h a r i d e s  i n  g l y c o p r o t e i n s  

b y  g a s - l i q u i d  c h r o m a t o g r a p h y " . A n n a l s  o f  B i o c h e m i s t r y  

8 9 : 1 1 0 - 1 1 7

T a n n o c k ,  G .  W .  , B l u m e n s h i n e ,  R .  V .  H .  & S a v a g e ,  D .  

C .  ( 1 9 7 5 ) .  " A s s o c i a t i o n  o f  S a l m o n e l l a  t y p h i m u r i u m  w i t h ,  

a n d  i t s  i n v a s i o n  o f ,  t h e ' ;  i l e a l  m u c o s a  i n  m i c e " .  I n f e c t i o n  

a n d  I m m u n i t y  1 1 : 3 6 5 - 3 7 3

T a y l o r ,  H .  P .  & D i m m o c k ,  N .  J .  ( 1 9 8 5 ) .  " M e c h a n i s m  o f  

n e u t r a l i s a t i o n  o f  i n f l u e n z a  v i r u s  b y  s e c r e t o r y  I g A  i s  

d i f f e r e n t  f r o m  t h a t  o f  m o n o m e r i c  I g A  a n d  I g G " . J o u r n a l  o f  

E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 6 1 : 1 9 8 - 2 0 9

T h o m a s ,  H .  C .  & P a r r o t t ,  D .  M .  V .  ( 1 9 7 4 ) .  " T h e  

i n d u c t i o n  o f  t o l e r a n c e  t o  a  s o l u b l e  p r o t e i n  a n t i g e n  b y  

o r a l  a d m i n i s t r a t i o n " .  I m m u n o l o g y  2 7 : 6 3 1 - 6 3 9

T h o m a s ,  V .  L . ,  S a n f o r d ,  B .  A . ,  D r i s c o l l ,  M .  S . ,  

C a s t o ,  D .  T .  & R a m a m u r t h y ,  R .  S .  ( 1 9 8 8 ) .  " L u m i n o l -  

d e p e n d a n t  c h e m i l u m i n e s c e n c e  m i c r o a s s a y  f o r  p h a g o c y t i c  

f u n c t i o n " .  J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g i c a l  M e t h o d s  1 1 1 : 2 2 7 - 2 3 2
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T h o m p s o n ,  R .  A .  ( 1 9 7 0 ) .  " S e c r e t o r y  p i e c e  l i n k e d  t o  

I g M  i n  i n d i v i d u a l s  d e f i c i e n t  i n  I g A " .  N a t u r e  2 6 6 : 9 4 6 - 9 4 7

T i f f i n ,  A .  I .  ( 1 9 8 7 ) .  " M o n o c l o n a l  a n t i b o d i e s  a n d  

t h e i r  u s e  i n  m i c r o b i o l o g y " . J o u r n a l  o f  A p p l i e d

B a c t e r i o l o g y  S y m p o s i u m  S u p p l e m e n t  S u p p l e m e n t : 1 2 7 S - 1 3 9 S

T o m a s i ,  T .  B .  ( 1 9 8 3 ) .  " M e c h a n i s m s  o f  i m m u n e

r e g u l a t i o n  a t  m u c o s a l  s u r f a c e s "  . R e v i e w s  o f  I n f e c t i o u s  

D i s e a s e s  3  S u p p l e m e n t  4 : S 7 8 4 - S 7 9 2

T o m a s i ,  T .  B .  & B i e n e n s t o c k ,  J .  ( 1 9 6 8 ) .  " S e c r e t o r y  

i m m u n o g l o b u l i n s " .  A d v a n c e s  i n  I m m u n o l o g y  9 : 2 - 2 1

T o m a s i ,  T .  B .  & C z e r w i n s k i ,  D .  S .  ( 1 9 7 6 ) .  " N a t u r a l l y  

o c c u r i n g  p o l y m e r s  o f  I g A  l a c k i n g  J - c h a i n " . S c a n d a n a v i a n  

J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  5 : 6 4 7 - 6 5 6

T o m a s i ,  T .  B .  & G r e y ,  H .  M .  ( 1 9 7 2 ) .  " S t r u c t u r e  a n d  

f u n c t i o n  o f  i m m u n o g l o b u l i n  A " . P r o g r e s s e s  i n  A l l e r g y  

1 6 : 8 1 - 2 1 3

T o m a s i ,  T .  B . ,  T a n ,  E .  M .  , S o l o m o n ,  A .  & 

P r e n d e r g a s t ,  R .  A .  ( 1 9 6 5 ) .  " C h a r a c t e r i s t i c s  o f  a n  i m m u n e  

s y s t e m  c o m m o n  t o  c e r t a i n  e x t e r n a l  s e c r e t i o n s " . J o u r n a l  o f  

E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 2 1 : 1 0 1 - 1 1 9

28 1



T o m a s ,  J .  M .  ,  C i u r a n a ,  B . ,  B e n e d i ,  V .  J .  & J u a r e z ,  

A .  ( 1 9 8 8 ) .  " R o l e  o f  L i p o p o l y s a c c h a r i d e  a n d  C o m p l e m e n t  i n  

S u s c e p t i b i l i t y  o f  E s c h e r i c h i a c o l i  a n d  S a l m o n e l l a  

t y p h i m u r i u m  t o  N o n - i m m u n e  S e r u m " . J o u r n a l  o f  G e n e r a l  

M i c r o b i o l o g y  1 3 4 : 1 0 0 9 - 1 0 1 6

T o u r v i l l e ,  D .  R . ,  A d l e r ,  R .  H .  , B i e n e n s t o c k ,  J .  & 

T o m a s i ,  T .  B .  ( 1 9 6 9 ) .  " T h e  h u m a n  s e c r e t o r y  

i m m u n o g l o b u l i n s y s t e m : I m m u n o h i s t o l o g i c a l  l o c a l i s a t i o n  o f  

g a m m a - A ,  s e c r e t o r y  " p i e c e "  a n d  l a c t o f e r r i n  i n  n o r m a l  

h u m a n  t i s s u e s " .  J o u r n a l  o f  E x p e r i m e n t a l  M e d i c i n e  1 2 9 : 4 1 1 -  

4 1 7

T r a m o n t ,  E .  C . ,  C i a k ,  J . ,  B o s i e g o ,  J . ,  M c C h e s n e y ,  D .  

G . ,  B r i n g t o n ,  C .  C .  & Z o l l i n g e r ,  W .  ( 1 9 8 0 ) .  " A n t i g e n i c  

s p e c i f i c i t y  o f  a n t i b o d i e s  i n  v a g i n a l  s e c r e t i o n s  d u r i n g  

i n f e c t i o n  w i t h  N e i s e r r i a q o n o r r h o e a e " . J o u r n a l  o f  

I n f e c t i o u s  D i s e a s e s  1 4 2 : 2 3 - 3 1

T y l e w s k a ,  S .  A . ,  H j e r t e n ,  S .  & W a d s t r o m ,  T .  ( 1 9 7 9 ) .  

" C o n t r i b u t i o n  o f  M p r o t e i n  t o  t h e  h y d r o p h o b i c  p r o p e r t i e s  

o f  S t r e p t o c o c c u s  p y o g e n e s " .  F E M S  M i c r o b i o l o g i c a l  L e t t e r s  

6 : 2 4 9 - 2 5 4

T y l e w s k a ,  S .  A . ,  W a d s t r o m ,  T .  & H j e r t e n ,  S .  ( 1 9 8 0 ) .  

" T h e  e f f e c t  o f  s u b - i n h i b i t o r y  c o n c e n t r a t i o n s  o f  

p e n i c i l l i n  a n d  r i f a m p i c i n  o n  b a c t e r i a l  c e l l  s u r f a c e  

h y d r o p h o b i c i t y  a n d  o n  b i n d i n g  t o  p h a r y n g e a l  e p i t h e l i a l  

c e l l s " .  J o u r n a l  o f  A n t i m i c r o b i a l  C h e m o t h e r a p y  1 7 : 2 9 2 - 2 9 4
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U n d e r d o w n ,  B .  J . ,  D e  R o s e ,  J .  & P l a u t ,  A .  G .  ( 1 9 7 7 ) .  

" D i s u l p h i d e  b o n d i n g  o f  s e c r e t o r y  c o m p o n e n t  t o  a  s i n g l e  

m o n o m e r  s u b - u n i t  i n  h u m a n  I g A " . J o u r n a l  o f  I m m u n o l o g y  

1 1 8 : 1 8 1 6 - 1 8 2 0

U n d e r d o w n ,  B .  J .  & S c h i f f ,  J .  M .  ( 1 9 8 6 ) .  

" I m m u n o g l o b u l i n  A :  A  s t r a t e g i c  d e f e n s e  i n i t i a t i v e  a t  t h e  

m u c o s a l  s u r f a c e " .  A n n u a l  R e v i e w  o f  I m m u n o l o g y  4 : 3 8 9 - 4 1 2

U n d e r d o w n ,  B .  J .  & S w i t z e r ,  I .  ( 1 9 8 9 ) .  " T h e  n a t u r e  

o f  t h e  S C - b i n d i n g  s i t e  o n  P o l y m e r i c  i m m u n o g l o b u l i n s " . 

P r o c e e d i n g s  o f  t h e  I n t e r n a t i o n a l  C o n g r e s s  o f  M u c o s a l  

I m u n o l o g y ,  L o n d o n  ( I n  p r e s s ) .

V a e r m a n ,  J .  P .  ( 1 9 7 3 ) .  " P h y s i c o c h e m i c a l  p r o p e r t i e s  

o f  h u m a n  I g A  i m m u n o g l o b u l i n s " .  R e s e a r c h  i n  

I m m u n o c h e m i s t r y  a n d  I m m u n o b i o l o g y  3 : 9 1 - 1 2 3

V a e r m a n ,  J .  P . ,  L e m a i t r e - C o e l h o ,  I .  M . , L i m e t ,  J .  N .  

& D e l a c r o i x ,  D .  L .  ( 1 9 8 2 ) .  " H e p a t i c  t r a n s f e r  o f  p o l y m e r i c  

I g A  f r o m  p l a s m a  t o  b i l e  i n  r a t s  a n d  o t h e r  m a m m a l s :  A  

s u r v e y " .  i n :  R e c e n t  a d v a n c e s  i n  m u c o s a l  i m m u n i t y ,  

S t r o b e r ,  W . , H a n s o n ,  L .  A .  & S e l l ,  K .  W .  , E d s . ,  N e w  Y o r k ,  

R a v e n  p r e s s ,  2 3 3 - 2 5 0
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V a l t o n e n ,  M .  V .  ( 1 9 7 7 ) .  " R o l e  o f  p h a g o c y t o s i s  i n  

m o u s e  v i r u l e n c e  o f  S a l m o n e l l a t y p h i m u r i u m  r e c o m b i n a n t s  

w i t h  0  a n t i g e n  6 ,  1 o r  4 ,  1 2 " .  I n f e c t i o n  a n d  I m m u n i t y

1 8 : 5 7 4 - 5 7 9

v a n  O s s ,  C .  J . ,  E d .  ( 1 9 7 8 ) .  " P r i n c i p l e s  o f

I m m u n o l o g y " .  N e w  Y o r k ,  M a c m i l l a n

v a n  O s s ,  C .  J .  & G i l l m a n ,  C .  F .  ( 1 9 7 2 ) .

" P h a g o c y t o s i s  a s  a  s u r f a c e  p h e n o m e n o n .  2 .  C o n t a c t  a n g l e s  

a n d  p h a g o c y t o s i s  o f  e n c a p s u l a t e d  b a c t e r i a  b e f o r e  a n d

a f t e r  o p s o n i s a t i o n  b y  s p e c i f i c  a n t i s e r u m  a n d  c o m p l e m e n t " .  

J o u r n a l  o f  t h e  R e t i c u l o e n d o t h e l i a l  S o c i e t y  1 2 : 4 9 7 - 5 0 2

v a n  O s s ,  C .  J . ,  G i l l m a n ,  C .  F .  & N e u m a n n ,  A .  W .

( 1 9 7 5 ) .  " P h a g o c y t i c  e n g u l f m e n t  a n d  c e l l  a d h e s i v e n e s s " .  

N e w  Y o r k ,  M a r c e l  D e c k e r

v a n  O s s ,  C .  J .  & S t i n s o n ,  M .  W .  ( 1 9 7 0 ) .

" I m m u n o g l o b u l i n s  a s  a s p e c i f i c  o p s o n i n s . 1 .  I n f l u e n c e  o f

p o l y c l o n a l  a n d  m o n o c l o n a l  i m m u n o g l o b u l i n s  o n  i n ___ v i t r o

p h a g o c y t o s i s  o f  l a t e x  p a r t i c l e s  a n d  S t a p h y l o c o c c i  b y

h u m a n  n e u t r o p h i l s " . J o u r n a l  o f  t h e  R e t i c u l o e n d o t h e l i a l  

S o c i e t y  8 : 3 9 7 - 4 0 6

V o l k h e i m e r ,  G .  & S c h u l z ,  F .  H .  ( 1 9 6 8 ) .  " T h e

p h e n o m e n o n  o f  p e r s o r p t i o n " . D i g e s t i o n  1 : 2 1 3 - 2 1 9
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W a c h s m a n n ,  D . ,  K l e i n ,  P . ,  S c h o l l e r ,  M .  & F r a n k ,  R .  

M .  ( 1 9 8 5 ) .  " L o c a l  a n d  s y s t e m i c  r e s p o n s e  t o  o r a l l y  

a d m i n i s t e r e d  l i p o s o m e - a s s o c i a t e d  s o l u b l e  S .  m u t a n s  c e l l  

w a l l  a n t i g e n s " .  I m m u n o l o g y  5 4 : 1 8 9 - 1 9 3

W a d s t r o m ,  T . ,  S c h i m i d t ,  K . ,  K u h n e m u n d ,  0 . ,  H a v l i c e k ,  

J .  & K o h l e r ,  W .  ( 1 9 8 4 ) .  " C o m p a r a t i v e  s t u d i e s  o n  s u r f a c e  

h y d r o p h o b i c i t y  o f  S t r e p t o c o c c a l  s t r a i n s  o f  g r o u p s  A , B , C , D  

a n d  G " . J o u r n a l  o f  G e n e r a l  M i c r o b i o l o g y  1 3 0 : 6 5 7 - 6 6 4

W a t a n a b e ,  T . ,  N a g u r a ,  H .  ,  W a t a n a b e ,  K .  & B r o w n ,  W .  

R .  ( 1 9 8 4 ) .  " T h e  b i n d i n g  o f  h u m a n  m i l k  l a c t o f e r r i n  t o  

i m m u n o g l o b u l i n  A " .  F E B S  L e t t e r s  1 6 8 : 2 0 3 - 2 0 7

W a t t ,  P .  J .  & W a r d ,  M .  E .  ( 1 9 8 0 ) .  " A d h e r e n c e  t o  

N e i s e r r i a g o n o r r h o e a e  a n d  o t h e r  N e i s e r r i a  s p e c i e s  t o  

m a m m a l i a n  c e l l s " ,  i n :  B a c t e r i a l  a d h e r e n c e  ( R e c e p t o r s  a n d  
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Figure 29. Photograph of rat mesenteric lymphatic system.
s h o w i n g  m e s e n t e r i c  l y m p h  n o d e ,  m e s e n t e r i c  l y m p h a t i c  

v e s s e l s  a n d  P e y e r ' s  p a t c h e s .
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N o t e :  T h e  v i s u a l i s a t i o n  o f  t h e  l y m p h a t i c  v e s e e l s  a n d  o r g a n s  h a s  

b e e n  a i d e d  b y  t h e  i n j e c t i o n  o f  a  s m a l l  a m m o u n t  o f  l y m p h o g r a p h y  

d y e  ( G u e r b e r t ' s  P a t e n t  B l u e )  i n t o  a  n u m b e r  o f  P e y e r ' s  p a t c h e s .  

U n d e r  n o r m a l  c o n d i t i o n s  t h e  v e s s e l s  a r e  c l e a r  a n d  t r a n s l u c e n t .  

P e y e r ' s  p a t c h e s  m a y  b e  m o r e  e a s i l y  s e e n  b y  g e n t l y  s q u e e z i n g  t h e  

p a t c h  b e t w e e n  t h e  f i n g e r s .
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Figure 30. Close-up photograph of rat abdomen showing the
c a n u l a t i o n  o f  t h e  c y s t e r n a  c h y l i .
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N o t e :  A  l y m p h o g r a p h y  d y e  w a s  u s e d  a s  i n  F i g u r e  2 9  t o  a i d

v i s u a l i s a t i o n .  T h e  c a n u l a  c a n  b e  c l e a r l y  s e e n  a n d  t h e  p l a c e m e n t  o f  

t h e  s u t u r e s  a m o n g s t  t h e  s u r r o u n d i n g  m u s c u l a t u r e  i s  s u c h  t h a t  

o n c e  t h e  a b d o m e n  i s  c l o s e d  t h e  c a n u l a  i s  h e l d  s e c u r e l y .
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Figure 31. Photograph of rat showing canulation of cysterna chyli
w i t h  c a n u l a  p a s s i n g  t h r o u g h  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  i n t o  a  

s t e r i l e  u n i v e r s a l .
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N o t e :  T h e  c a n u l a  i s  p a s s e d  t h r o u g h  t h e  a b d o m i n a l  w a l l  c l o s e  t o  

t h e  h i n d  l e g  o f  t h e  r a t  i n  s u c h  a  w a y  t h a t  i t  c a n  b e  s e c u r e d  

b y  a  s u r g i c a l  c l i p .
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