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Spesifisen immunoglobuliinin md&ritys moninkertaisia anti-

geeneja kayttden - Bestamning av en specifik immunglobulin

under anvandning av multipla antigener

Kuvaus
Keksintd koskee menetelmdd spesifisen immunoglobuliinin
maddrittdmiseksi kayttden antigeenejd, jotka kasittavat

useampia epitooppialueita.

Immunoglobuliinien osoitusta kehonesteistd, erityisesti
ihmisseerumeista, ké&ytetddn mikro-organismeilla, erityisesti
viruksilla, kuten mahdollisesti HIV:114&, hepatiittiviruksil-
la ja vastaavilla tapahtuneiden infektioiden diagnostiik-
kaan. Spesifisten immunoglobuliinien esiintyminen tutkitta-
vassa naytteessa osoitetaan tavallisesti reaktiolla yhdella
tai usealla antigeenilld, jotka reagoivat spesifisten im-
munoglobuliinien kanssa. Menetelmien spesifisten immunoglo-
buliinien maddritykseen naytenesteessd on oltava herkkia,

luotettavia, yksinkertaisia ja nopeita.

Viime vuosina on kasvavassa maddrin kehitetty ei-radioaktii-
visiin merkkiryhmiin perustuvia osoitusjarjestelmid, joissa
on voitu osoittaa analyytin, esimerkiksi spesifisen vasta-
aineen lasndolo tutkitussa naytteessd optisten (esimerkiksi
luminenssi- tai fluoresenssi-), NMR-aktiivisten tai metallia
saostavien detektiojdrjestelmien avulla.

Julkaisussa EP-A-0 307 149 paljastetaan vasta-aineelle tar-
koitettu immuunitesti, jossa kdytetddn kahta yhdistelm&-DNA-
polypeptidid antigeeneind, joista toinen on immobilisocitu
kiintedlle faasille, ja toisessa on merkkiryhmd, jolloin
molemmat yhdistelmd-DNA-antigeenit ekspressoidaan eri or-

ganismeissa osoituksen spesifisyyden kohottamiseksi.

Julkaisussa EP-A-0 366 673 paljastetaan menetelmd vasta-ai-

neiden osoittamiseksi ndytteestd, jossa vasta-aine osoite-
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taan reaktiolla puhdistetun, merkityn antigeenin ja saman,
kiintofaasiin sidotussa muodossa olevan puhdistetun antigee-

nin kanssa. Antigeenind paljastetaan esimerkiksi ihmis-IgG.

Julkaisussa EP-A-0 386 713 paljastetaan menetelma HIV:n
vastaisten vasta-aineiden osoittamiseksi kayttdmdlld kahta
kiintedd kantajaa, jolloin molemmille kiinteille kantajille
immobilisocidaan eri HIV-antigeeneja, jotka saatetaan kul-
loinkin kontaktiin erdn kanssa ndytettd ja merkittyd HIV-
antigeenid, jolloin vasta-aineiden lasndolo osoitetaan posi-
tiivisella reaktiolla ainakin toisessa testeistd. HIV-anti-
geeneind paljastetaan yhdistelmd-DNA-tekniikalla valmistet-
tuja polypeptideja.

Julkaisussa EP-A-0 507 586 kuvataan menetelmd@ immunologisen
testin suorittamiseksi spesifiselle immunoglobuliinille,
jossa ndyte saatetaan kontaktiin kahden antigeenin kanssa,
jotka pystyvat sitomaan immunoglobuliinin, jolloin ensimmdi-
sessd antigeenissd on kiintedlle kantajalle kiinnitt&miseen
sopiva ryhmé, ja toisessa antigeenissd on merkkiryhmd. Merk-
kiryhmd voi olla suora merkkiryhmd, esimerkiksi entsyymi,
kromogeeni, metallihiukkanen, tai mydés epdsuora merkkiryhm&,
ts. antigeeniin kiinnitetty merkkiryhmd voi reagoida merkki-
ryhmdn reseptorin kanssa, jossa puolestaan on signaalin muo-
dostava ryhmd. Esimerkkind sellaisesta epdsuorasta merkki-
ryhméstd mainitaan fluoreseiinijohdannainen, jonka reseptori
on vasta-aine, joka puolestaan on kytketty entsyymin kanssa.
Antigeeneind paljastetaan polypeptidit, kuten mahdollisesti
hepatiitti B-pinta-antigeeni. Tahé&n antigeeniin lisdataan

derivatisoimalla SH-ryhmid, joilla fluoreseiini kytketdén.

Julkaisussa EP-A-0 507 587 paljastetaan spesifisesti IgM-
vasta-aineiden osoittamiseen sopiva menetelmd, jossa naytet-
ta inkuboidaan merkityn antigeenin kanssa, joka on suunnattu
osoitettavaa vasta-ainetta vastaan, ja toisen vasta-aineen
kanssa, joka samoin on suunnattu osoitettavaa vasta-ainetta

vastaan ja pystyy kiinnittymdan kiintedlle faasille.
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Tekniikan tasolla tunnetuilla siltatestikonseptin mukaisilla
immunologisilla osoitusmenetelmilla, joissa kaytetdan mer-
kittyd antigeenid ja kiintofaasille sitoutumaan pystyvaa
antigeenia, on kuitenkin huomattavia heikkouksia. Erityises-
ti havaitaan vahdinen herkkyys, kun madritettavdn vasta-ai-
neen ja antigeenin valilld on suhteellisen vdhdinen affini-
teetti. TAmA on tapaus erityisesti infektoivan mikro-orga-
nismin vasta hiljattain onnistuneen serokonversion ja/tai
uusien alatyyppien ilmaantuessa. Edelleen erds tahén asti
tunnettujen siltatestikonseptien haitta on korkeatiitteris-
ten naytteiden vdaran negatiivisen arvioinnin vaara Hook-

efektin wvuoksi.

Taten keksinndén perustana oleva ongelma oli aikaansaada
menetelmd spesifisten vasta-aineiden osoitukseen, jolla
menetelmdlld voitetaan tekniikan tason haitat ainakin osak-
si, ja jolla on erityisesti vasta &dskettdin tapahtuneiden
serokonversioiden ja uusien mikro-organismialatyyppien koh-
dalla riittéava herkkyys. Lisdksi keksinndén mukaisella mene-

telmdlla on saavutettava Hook-efektin pieneminen.

Tama ongelma ratkaistaan menetelmdlld spesifisen vasta-ai-
neen immunologiseen maaritykseen naytenesteessd, jolloin
naytenestetta inkuboidaan kiintofaasin lasnd ollessa kahden,
madritettdvdd vasta-ainetta vastaan suunnatun vasta-aineen
kanssa, jolloin ensimmlisessd antigeenissd on vahintdan yksi
merkitsemisryhmd ja toinen antigeeni (a) on sidottu kiinto-
faasille tai (b) on kiintofaasille sitoutumaan pystyvassa
muodossa, ja osoitetaan madritettdvad vasta-aine mddrittdmdl-
14 merkkiryhmén kiintofaasissa tai/ja nestefaasissa, jolle
menetelmdlle on tunnusomaista, ettad vdhintddn toinen molem-
mista antigeeneistad kdsittdd useampia epitooppialueita,

jotka reagoivat mddritettdvan vasta-aineen kanssa.

Yllattavallad tavalla keksittiin, ettd siltatesti-immunomda-
rityksissd kdyttdmdlld vadhintddn yhtd multimeeristd anti-

geenid, ts. antigeenid, jossa on moninkertaiset epitooppi-
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alueet, testin herkkyys paranee erityisesti seerumeja koh-
taan, joissa on vasta-aineita, joilla on kaytettyad anti-
geenid kohtaan vahdinen affiniteetti. Edelleen keksinnén
mukainen menetelmd johtaa korkeatiitteristen ndytteiden
Hook-efektistd johtuvien vaarien negatiivisten arviointien
vaaran selvdin vahenemisen. Antigeenintarjonnan optimointi
epitooppitiheyden kohotuksen kautta johtaa yleensd siltates-
tikonseptissa reaktiivisuuden paranemiseen spesifisten im-
munoglobuliinien kanssa polyklonaalisissa seerumeissa, kuten
naytenesteessd, kuten esimerkiksi seerumissa. Keksinndn
mukaisen menetelman edelleen erds etu on, ettd moninkertai-
silla antigeeneilld on monomeerisiin antigeeneihin verrattu-

na selvéasti parantunut stabiilisuus.

Keksinndén mukaisessa menetelmdssd spesifisen vasta-aineen
immunologiseen madritykseen siltatestikonseptin mukaan kay-
tetdan kahta antigeeniad. Keksinndén mukaisen menetelmin
erdidssd ensimmdisessd edullisessa suoritusmuodossa kaytetdan
merkittynd antigeenind moninkertaista antigeenid ja kiinto-
faasinpuoleisena antigeenind monomeeristd antigeenid. Kek-
sinndén mukaisen menetelmdn erddssa toisessa suoritusmuodossa
voidaan kiintofaasinpuoleisena antigeenind kayttada moninker-
taista antigeenid ja merkittynd antigeenind monomeeristd
antigeenid. Eradssa kolmannessa edullisessa suoritusmuodossa
voidaan merkittynd antigeenind ja kiintofaasinpuoleisena

antigeenina kulloinkin k3yttd4 moninkertaisia antigeeneja.

Moninkertaiset antigeenit sis&ltdvat moninkertaisia epitoop-
pialueita, ts. maaritettdvdn vasta-aineen kanssa immunologi-
sesti reagoivia rakenteita, erikoisesti peptidi- tai poly-
peptidisekvensseja. Epitooppialueet on kytketty keskenddn
erikoisesti immunologisesti ei-reaktiivisten alueiden kaut-
ta, esimerkiksi valikealueiden kautta. Erikoisesti kaytetdan
moninkertaisia antigeeneja, jotka kdsittdvat useita samoja

epitooppialueita.
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Keksinn®én mukaiset moninkertaiset antigeenit sisdltéavéat eri-
koisesti yli 1 - 80 immunologisesti reaktiivista epitooppi-
aluetta, erityisen edullisestd yli 1 - 40 epitooppialuetta.
Epitooppialueet voi olla kytketty suurimolekyyliseen kanta-
jaan tai kytketty keskendan suoraan tai valikealueiden kaut-
ta.

Epitooppialueet ovat erikoisesti immunologisesti reaktiivi-
sia synteettisid peptidisekvenssejd, joiden pituus on 6 - 50
aminohappoa, tai yhdistelm&-DNA-polypeptidisekvenssejd, joi-
den pituus on erikoisesti enintdan 1 000 aminohappoa. Syn-

teettiset peptidiepitoopit sisdltdvat varsinaisen epitooppi-
alueen ohella erikoisesti vield yhden valikealueen, joka voi
toimia esimerkiksi toisten epitooppien tai kantajan kanssa

kytkemiseen tai/ja merkki- tai kiintofaasinsidosryhmien kyt-

kemiseen.

Valikealue on erikoisesti immunologisesti inaktiivinen pep-
tidisekvenssi, jonka pituus on 1 - 10 aminohappoa. Valike-
alueen aminohapot ovat erikoisesti glysiinia, f-alaniinia,
v-aminovoihappoa, e€-aminokapronihappoa, lysiinid ja rakenne-
kaavan NH, [(CH,),0],-CH,-CH,-COOH mukaisia yhdisteita, jossa
non 2 tai 3 ja xon 1 - 10.

Valikealue on erikoisesti jatkuva jarjestys aminochappoja
epitooppialueen aminoterminaalisessa - tai/ja karboksiter-

minaalisessa paassa.

Siltatestikonseptin mukaisessa immunomddrityksessd kaytetdan
ensimmdistd merkittyad antigeenia. Keksinndén mukaiseen mene-
telmdan voidaan kéayttéda kaikkia tunnettuja merkkiryhmia,
esimerkiksi radiocaktiivisia ja ei-radioaktiivisia merkkiryh-
mid. Edulliset ei-radioaktiiviset merkkiryhmdt voivat olla
suoraan tai/ja epadsuorasti osoitettavia. Suoraan osoitetta-
vassa merkissd on osoitettavan mittasignaalin tuottava ryhma
paikallistunut suoraan antigeeniin. Esimerkkejd sellaisista
suoraan signaalin tuottavista ryhmistd ovat kromogeenit

(fluoresoivat tai luminoivat ryhmdt, védriaineet), entsyymit,
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NMR-aktiiviset ryhmdt tai metallipartikkelit, jotka on kyt-
ketty die tunnetulla tavalla peptidi- tai polypeptidianti-
geeniin. Suoraan osoitettava merkkiryhmé& on erikoisesti
fluoresenssilld tai elektrokemoluminenssilla osoitettava
metallikelaatti, erityisen edullisesti rutenium-, renium-,
iridium- tai osmiumkelaatti, erityisesti ruteniumkelaatti,
esimerkiksi rutenium- (bis-pyridyyli),?*'-kelaatti. Muita sopi-
via metallikelaatti-merkkiryhmi& kuvataan esimerkiksi jul-
kaisuissa EP-A-0 580 979, WO 90/05301, WO 90/11511 ja WO
92/14138. Nama julkaisut liitetdadn tdten tdhadn viitteeksi.

Erds toinen merkkityyppi, joka soveltuu keksinndn mukaisille
antigeeneille, on epdsuorasti osoitettava merkki. Té&ssa
merkkityypissd antigeeni on kytketty epdsuorasti osoitetta-
van ryhmdn, esimerkiksi biotiini- tai hapteeniryhmdn kanssa,
joka puolestaan on osoitettavissa reaktiolla sopivan sidos-
partnerin (streptavidiinin, avidiinin tai anti-hapteeni-
vasta-aineen) kanssa, jossa vuorostaan on signaalin muodos-
tava ryhmé&. Erikoisesti kdytetddn epasuorana merkkiryhmiana
hapteenina orgaanista molekyylid, jonka molekyylimassa on
100 - 2 000, erikoisesti 150 - 1 000.

Hapteenit ovat kulloisellekin hapteenille spesifisen resep-
torin kanssa sitoutumiskykyisid. Esimerkkejad reseptoreista
ovat vasta-aineet, vasta-ainefragmentit, jotka on suunnattu
hapteenia vastaan, tai toinen spesifinen sidospartneri hap-
teenia varten, esimerkiksi streptavidiini tai avidiini, kun
hapteeni on biotiinia. Erikoisesti hapteeni on steroleja,
sappihappoja, sukupuolihormoneja, kortikoideja, kardenolide-
ja, kardenolidiglykosideja, bufadienolideja, steroidisapo-
geniinejd tai steroidialkaloideja. Erityisen edullisesti
hapteeni on kardenolideja ja kardenolidiglykosideja. N&iden
aineluokkien edustajia ovat digoksigeniini, digitoksigenii-
ni, gitoksigeniini, strofantidiini, digoksiini, digitoksii-
ni, ditoksiini ja strofantiini, jolloin digoksigeniini ja

digoksiini ovat erityisen edullisia. Eras toinen sopiva
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hapteeni on esimerkiksi fluoreseiinia tai sopivaa fluore-

seiinijohdannaista.

Hapteenin reseptori on kytketty signaalin muodostavan ryh-
mdn, erikoisesti entsyymin, kuten mahdollisesti peroksidaa-
sin, alkalisen fosfataasin, f-galaktosidaasin, ureaasi tai
Q-R-replikaasin kanssa. Signaalin muodostava ryhmd@ voi kui-
tenkin olla myds kromogeeninen, radioaktiivinen tail NMR-ak-
tiivinen ryhmd tai metallipartikkeli (esimerkiksi kultaa) .
Hapteenin kutkent&d antigeenin kanssa voi tapahtua esimerkik-
si siten, ettd hapteeni kytketddn aktiiviesterijohdannaisen
muodossa peptidi- tai polypeptidiantigeenin aminoterminaali-

seen pddhén tai/ja vapaisiin aminosivuryhmiin.

Kasite "aktiiviesteri" taman keksinnén mielessd késittaa
aktivoidut esteriryhmat, jotka voivat reagoida peptidien
vapaiden aminoryhmien kanssa sellaisissa olosuhteissa, ettei
peptidin muilla reaktiivisilla ryhmilld voi tapahtua mitdan
hdiritsevid sivureaktioita. Erikoisesti aktiiviesterijohdan-
naisena kaytetddn N-hydroksisukkinimidiesterid. Esimerkkeja
sopivista hapteeni-aktiiviesterijohdannaisista ovat digok-
siini-4’'’-hemiglutaraatti-N-hydroksisukkinimidiesteri, di-
goksigeniini-3-karboksimetyylieetteri-N-hydroksisukkinimi-
diesteri, digoksigeniini-3-O-methylkarbonyyli-e-aminokapro-
nihappo-N-hydroksisukkinimidiesteri, digoksigeniini-3-hemi-
sukkinaatti-N-hydroksisukkinimidiesteri, digitoksiini-4’’’-
hemiglutaraatti-N-hydroksisukkinimidiesteri ja digitoksige-
niini-3-hemisukkinaatti-N-hydroksisukkinimidiesteri. Naita
hapteenijohdannaisia on saatavissa kaupallisesti yhtidsta
Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, SLT). N-hydroksisukkin-
imidiesterien ohella voidaan kayttdd myds analogisia p-nit-
rofenyyli-, pentafluorifenyyli-, imidatsolyyli- tai N-hyd-
roksibentsotriatsolyyliestereita.

Ensimmdisen merkityn antigeenin ohella keksinndn mukaisessa
menetelmédssa kiytetddn myds toista antigeenid, joka on kiin-

nitetty kiintofaasille tai on kiintofaasille sitoutumaan ky-
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kenevassd muodossa, ja voi samoin olla multimeexrinen anti-
geeni. Kiintofaasinpuoleisen antigeenin ja kiintofaasin véa-
linen sidos voi olla kovalenttinen tai adsorptiivinen ja
tapahtua suoraan, kemiallisten linkkeriryhmien kautta tai
spesifisen vuorovaikutuksen kautta, esimerkiksi biotiini-
streptavidiini/avidiini, antigeeni-vasta-aine, hiilihydraat-
ti-lektiini. Kiintofaasinpuoleinen antigeeni on erikoisesti
biotinyloitu antigeeni ja kiintofaasi vastaavasti streptavi-
diinilla tai avidiinilla pé&ddllystetty. Biotiiniryhmien kyt-
kentd antigeenin kanssa voi tapahtua tunnetulla tavalla,
esimerkiksi tuomalla biotiini-aktiiviesterijohdannaisia.

Sellaiset menetelmat ovat ammattimiehen tuntemia.

Merkki- tai kiintofaasinsidosryhmien lukumddrd multimeeri-
sessd antigeenissd vaihtelee, ts. lasnad voi olla yksi tai
useita ryhmia. Keksinndén mukaisen menetelmdn monissa suori-
tusmuodoissa on edullista, jos léhinnd on vahintadn 3, ja
erityisen edullisesti 3 - 20 merkki- tai kiintofaasinsidos-
ryhmda. Talla tavalla voidaan saavuttaa yllédttavan korkea
herkkyyden paraneminen ja Hook-efektin (vahvasti positiivis-
ten naytteiden vaaran negatiivisen arvioinnin) merkittava

pieneneminen.

Keksintd perustuu myds tietoon, ettd immunologinen testi
spesifisen vasta-aineen mdaritykseen ndytenesteessd on edul-
linen, kun vadhintddn toinen tdhan testiin kaytettdvista
molemmista antigeeneistd on multimeerinen antigeeni, ts.
kdsittdd useampia epitooppialueita, erikoisesti useampia
samoja epitooppialueita. Kasite "epitooppialue" tamén kek-
sinndén mielessd tarkoittaa rakennetta, erikoisesti peptidi-
tai polypeptidisekvenssid, jolla on spesifinen reaktio maa-
ritettdvan vasta-aineen kanssa. Useampien epitooppialueiden
jérjestdmiseksi moninkertaiselle antigeenille on periaat-

teessa olemassa useampia mahdollisuuksia.

Erddssd ensimmdisessd suoritusmuodossa kaytetddn multimee-

risend antigeenind madritettdvan vasta-aineen kanssa reagoi-
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matonta kantajaa, jolle epitooppialueet on liitetty kova-
lenttisesti. Esimerkkejd sopivista kantajista ovat peptidit,
polypeptidit tai synteettiset kantajat, esimerkiksi dekst-
raanit, kultapartikkelit, dendriitit ja vastaavat. Esimerk-
keja sopivista polypeptideistd ovat albumiinit, esimerkiksi
naudanseerumialbumiini, epdspesifiset immunoglobuliinit,
immunoglobuliinifragmentit, f3-galaktosidaasi, polylysiini ja
muut proteiinit, joilla on symmetrinen rakenne. Kantajaa
kdytettidessd on otettava huomioon, ettei sill&d ole lainkaan
ristireaktiivisuutta ndytenesteessd olevien vasta-aineiden

kanssa.

Epitooppialueet on liitetty erikoisesti bifunktionaalisen
linkkerin kautta kantajan reaktiivisiin ryhmiin, esimerkiksi
NH,-ryhmiin tai SH-ryhmiin. Erikoisesti liitos tapahtuu kan-

tajan NH,-ryhmien kautta.

Keksinndén tassd suoritusmuodossa kaytetddn erikoisesti ylei-

sen kaavan Ia tai Ib mukaista antigeenia
(P-), T(-L), (Ia) tai T(-P-L,), (Ib)

jolloin T on kantaja, P on peptidi- tai polypeptidisekvens-
seja, jotka sis&@ltavat samoja tai erilaisia, immunologisesti
reaktiivisia epitooppialueita ja on liitetty kantajalle ko-
valenttisesti, ja L on merkkiryhmd tai kiintofaasille kiin-
nittymdan kykenevia ryhmia, jotka on liitetty kovalenttises-
ti kantajalle tai peptidi- tai polypeptidisekvensseihin, n
on luku yli 1 - 40, ja m on luku 1 - 10. Symbolien n ja m ei
tarvitse olla kokonaislukuja, koska Belegung kantajan paal-
lystys epitooppiryhmilld tai mexrkki- tai kiintofaasinsidos-
ryhmilld reaktioerdssd voi tapahtua tilastollisesti. Erikoi-
sesti n on 2 tai suurempi.

Kantajalle kytketyt peptidi- tai polypeptidisekvenssit kéa-
sittdvadt erikoisesti synteettisid peptidisekvensseja, joiden

pituus on 6 - 50 aminohappoa, tai yhdistelma-DNA-polypepti-
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disekvensseja, joiden pituus on erikoisesti enintddn 1 000

aminohappoa.

Varsinaisen epitooppialueen ohella synteettiset peptidisek-
venssit voivat mahdollisesti sisdltdd viela edelld médritel-
lyn laisen valikealueen, joka voi olla jarjestetty esimer-

kiksi epitoopin ja kantajan tai/ja epitoopin ja merkki- tai

kiintofaasinsidosryhmén valille.

Peptidi- tai polypeptidiepitoopit voi olla liitetty kanta-
jaan N-terminaalinen paéan, C-terminaalisen pdan, tai sivu-
ketjussa olevien reaktiivisten ryhmien kautta. Erds mahdol-
lisuus liitokseen on aktivoida kantajamolekyylit reaktiolla
tunnettujen linkkeriaineiden (esimerkiksi maleinimidohek-
saanihapon, maleinimidopropionihapon, maleinimidobentsoeha-
pon) kanssa NH,-ryhmdssad, ja liittda SH-aktivoitu peptidi-
johdannainen kovalenttisesti kantajalle. Merkki- tai kiinto-
faasinsidosryhmédt liitetd&n tavallisesti aktiiviesterien
muodossa kantajamolekyyliin tai/ja epitooppialueisiin. Mutta
myds muut liitosmahdollisuudet ovat ajateltavissa, esimer-

kiksi bifunktionaalisen fotolinkkerin kautta.

Multimeeristen antigeenien syntetisoimiseksi, jotka sisdlté-
vat epitoopit inertille kantajalle liitettyind, valmistetaan
vastaavia peptideja, joissa on erikoisesti reaktiivinen
merkaptofunktio, esimerkiksi lisd&mdlld lisdkysteiinitdh-
teen. Peptidi voi tdlldin olla joko N-terminaalisesti, C-
terminaalisesti tai myds mielivaltaisesti sekvenssiin link-
kerilld modifioitu. Multimeeriseksi antigeeniksi reagoimaan
saattamiseksi voidaan esimerkiksi kantajaa, joka sisdltéa
primddrisid aminoryhmid, ladata ensin merkkiryhmén vastaa-
valla aktiiviesterijohdannaisella ja seuraavaksi maleinimi-
doalkyyliryhmilla. Tamén kautta merkitddn osalta kantajassa
olevien lysiinitdhteiden e-aminosivuketjun aminoryhmét merk-
kiryhmdlléd (esimerkiksi digoksigeniinilld tai bipyridyyliru-
teniumilla) tai kiintofaasinsidosryhmdllad (esimerkiksi bio-

tiinilla) ja muutetaan toiselta osalta maleinimidiryhmiksi.
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Edelleen erdassd vailheessa liitetddn sitten toivotut epi-
tooppialueet sisdltavd peptidi tai peptidiseos reaktiivisen
merkaptofunktion kautta maleinimidimodifisoidulle kantajal-
le. Kun merkkiryhmd sijaitsee suoraan peptidilléd, tapahtuu
multimeerisen antigeenin synteesi analogisesti, nyt saate-
taan vain vastaavasti merkitty, SH-aktivoitu peptidi reagoi-

maan kantajan kanssa.

Keksinndén edelleen erddssd suoritusmuodossa voidaan kayttaa
multimeeristd antigeenid, joka kasittdd useita suoraan tai
valikealueiden kautta keskenddn kovalenttisesti liitettyja
epitooppialueita. Erikoisesti epitooppien liitt&minen tapah-
tuu ainakin osittain trifunktionaalisten linkkerimolekyylien
kautta, niin ettd antigeeni kasittdd vahint&a&n yhden haa-

roittumiskohdan ja erikoisesti 1 - 7 haaroituskohtaa.

Tdssad suoritusmuodossa kaytetdan erikoisesti yleisen kaavan

IT mukaista antigeenia:
P{P>[P*(P*) ]}, II

jolloin P, P?, P?® ja P* ovat peptidisekvensseji, joiden pi-
tuus on enintddn 50 aminohappoa, jolloin vdhintdan 2 pepti-
disekvenssid sisdltdd samoja tai erilaisia immunologisesti
reaktiivisia epitooppialueita, r on 1 tai 2, s on kokonais-
luku 0 - 4, ja t on kokonaisluku 0 - 8, jolloin antigeeni

sisdltéda vahintdadn yhden haaroittumiskohdan ja vahint&éan

yhden merkkiryhmdn tai kiintofaasille sitoutumaan kykenevan

ryhman.

Kaavan II mukainen antigeeni muodostaa puumaisen rakenteen,
jossa on enint&dn 7 haaroittumiskohtaa, kun P!, P?, P?® ja P*
ovat lineaarisia peptidisekvensseja, ja sis&dltda erikoisesti
2 - 8 samaa tai erilaista, immunologisesti reaktiivista epi-
tooppialuetta. Erikoisesti epitooppialueita ei ole liitetty
keskenddn suoraan yhteen, vaan valikealueiden kautta. VAali-

kealueet ovat erikoisesti immunologisesti inaktiivisia pep-
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tidisekvenssejé, joiden pituus on 1 - 10 aminohappoa, kuten
edelld médriteltiin. Kaikkien peptidisekvenssien P*, Pp?, P?
ja P! ei tarvitse sisdltii epitooppialueita, vaan mahdolli-
sia ovat mydés rakenteet, joissa ndmd sekvenssit koostuvat
vain valikealueista. Rakenteeseen voidaan muodostaa haaroit-
tumia kdyttam&lla trifunktionaalista aminohappoa, esimerkik-
si lysiinia tail ornitiinia.

Edelleen yleisen kaavan II mukainen antigeeni sisdlt&a va-
hintddn yhden merkki- tai kiintofaasinsidosryhm&n, joka maé&-
ritellddn edelld. Namd ryhmat voidaan liitta&d esimerkiksi
selektiivisesti peptidisekvenssien paihin tai/ja reaktiivi-
siin sivuketjuihin.

Multimeeristen antigeenien vield erds muu suoritusmuoto ovat
nk. mosaiikkiproteiinit, ts. yhdistelm&-DNA-fuusiopolypepti-
dit, joiden aminohapposekvenssi sisdltdd useita immunologi-
sesti reaktiivisia epitooppialueita, jotka on liitetty vh-
teen mahdollisesti immunologisesti inaktiivisten valikealu-
eiden kautta. Yhdistelmd-DNA-mosaiikkiproteiineja voidaan
saada siten, ettd valmistetaan toivottua proteiinia koodit-
tava DNA-sekvenssi, ja saatetaan ekspressoitumaan yhdistel-
ma-DNA-isdntasolussa. Sellaiset menetelmdt ovat moleyylibio-
logian alan ammattimiehelle tuttuja, ja kuvataan standardi-
oppikirjoissa (esimerkiksi kasikirjassa Sambrook et al.,
Molecular Cloning. A Laboratory Manual, 2. painos (1989),
Cold Spring Harbor Laboratory Press). Merkki- tai kiintofaa-
sinsidosryhmien lisd&minen yhdistelm&-DNA-proteiiniin voi

samoin tapahtua tunnetuilla menetelmilli.

Keksinndén erddssd edullisessa suoritusmuodossa epitooppialu-
eet ovat synteettisid peptidisekvensseja, joiden pituus on 6
- enintddn 50, erityisen edullisesti enintddn 30 aminohap-
poa. Sellaisiin epitooppialueisiin voidaan lisidtd merkkiryh-
mid tai kiintofaasinsidosryhmid selektiivisesti sek& niiden
sijainnin ettd myds niiden lukumddrdn suhteen. Synteettises-

sd valmistuksessa on nimittdin mahdollisuus mddrattyj& suo-
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jaryhmid reaktiivisissa sivuryhmissa kayttamalla, esimerkik-
si kaytettyjen aminohappojohdannaisten primddrisissd amino-
ryhmissd, valita suunnatusti ne peptidin asemat, jotksa ovat
selektiivisen suojaryhmdnlohkaisun jadlkeen kdytettdvisséa
reaktioon liitetyn merkkiryhmidn kanssa.

Tatd varten halutun aminohapposekvenssin omaava peptidi val-
mistetaan kiintofaasilla, erikoisesti kaupallisella peptidi-
synteesilaitteella (esimerkiksi laitteella A 431 tai A 433
yhtidéstd Applied Biosystems) hergestellt. Synteesi tapahtuu
tunnetuilla menetelmilld, erikoisesti lahtien peptidin kar-
boksiterminaalisesta pddstd kayttden aminohappojohdannaisia.
Erikoisesti kdytetddn aminochappojohdannaisia, joiden liitok-
sen tarvittava aminopddteryhmd on derivatisoitu fluorenyyli-
metyylioksikarbonyyli (Fmoc) -tahteelld. Kaytettyjen amino-
happojen reaktiiviset sivuryhmdt sisdltavat suojaryhmia,
jotka ovat peptidisynteesin padttymisen jalkeen muitta mut-
kitta lohkaistavissa. Edullisia esimerkkejd ndistd ovat
suojaryhmat, kuten mahdollisesti trifenyylimetyyli (Trt), t-
butyylieetteri (tBu), t-butyyliesteri (OtBu), tert-butoksi-
karbonyyli (Boc) tai 2,2,5,7,8-pentametyylikromaani-6-sul-
fonyyli (Pmc).

Lysiinitdhteiden tai muiden primddrisid aminosivuketjuja
sisdltdvien aminohappojohdannaisten aminosivuketjut, jotka
sijaitsevat peptidin asemissa, jotka on mydhemmin maara
derivatisoida hapteenilla, esimerkiksi digoksiinilla tai
digoksigeniinilléd, on varustettu ensimmdiselld aminosuoja-
ryhmalla, joka valitaan niin, ettd se lohkeaa kvantitatiivi-
sestl mddrdtyissd reaktio-oloissa, esimerkiksi hapon l&sna
ollessa. Erds esimerkki sopivasta happolabiilista suojaryh-
mastd on Boc. Lysiinitdhteiden tai muiden prim&drisid amino-
sivuryhmid sisdltavien aminohappotdhteiden sivuryhmét, jois-
sa el toivota lainkaan hapteenin liittymistd&, on varustettu
toisella aminosuojaryhmé&ll&d, joka valitaan niin, ettei se
itse lohkea olosuhteissa, joissa ensimmdinen suojaryhmd on

lohkaistavissa. Toinen suojaryhmd on stabiili erikoisesti
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myds niissd olosuhteissa, joissa peptidin lohkaisu kiinto-
faasilta ja kaikkien sen suojaryhmien lohkaisu tapahtuu.
Esimerkkej& sellaisista toisista suojaryhmistd ovat happo-
stabiilit suojaryhmé&t, kuten mahdollisesti fenyyliasetyyli.
20:n luonnollisen aminohapon ohella peptidi voi sisaltaa
myds keinotekoisia aminohappoja, kuten mahdollisesti f3-ala-
niinia, y-aminovoihappoa, e€-aminokapronihappoa tai norleu-
siinia. Naita& keinotekoisia aminohappoja kadytet&&n syntee-
siin luonnollisille aminohapoille analogisesti suojatussa
muodossa.

Synteesin paatyttya tapahtuu mahdollisesti peptidin kiinto-
faasilta vapautuksen jalkeen suojaryhmien lohkaisu, mukaan
lukien ensimmaisten aminosuojaryhmien, jotka ovat asemissa,
joissa on madara tapahtua hapteenin liittdminen. Sitten talla
tavalla saatu tuote puhdistetaan, erikoisesti HPLC:114&.
Seuraavaksi tapahtuu hapteenimerkin lisdaminen saattamalla
peptidin reagoimaan kulloinkin toivotun hapteeniaktiivieste-
rijohdannaisen kanssa, joka reagoi vapaiden primddristen
aminoryhmien kanssa, ts. peptidin aminop&dteryhmdn tai/ja
aminosivuryhmien kanssa. Vapaata primddristd aminoryhmaa
kohden kaytetddn erikoisesti 1,5 - 2,5 ekvivalenttia aktii-
viesterid. Seuraavaksi reaktiotuote puhdistetaan, erikoises-
ti HPLC:11a&.

Jos peptidi sisdltdld vield aminoryhmid, jotka on derivati-
soitu toisella suojaryhm&lld, kuten mahdollisesti fenyyli-
asetyylilld, niin ndmd suojaryhmdt poistetaan viimeisessa
vailheessa. Fenyyliasetyylisuojaryhmien poisto voi tapahtua
esimerkiksi entsymaattisesti immobilisoidulla tai liukoisel-
la penisilliini-G-amidaasilla huoneenlampdtilassa vesiliuok-

sessa, jossa on orgaanisen liuottimen osuus.

Jos keksinndén mukaisella menetelmdlld valmistetut peptidit
sis&dltavat molekyylinsisdisen disulfidisillan, niin pepti-
disekvenssin voidaan synteesin pddtyttyd, mutta ennen vii-

meisen aminohapon N-terminaalisen Fmoc-suojaryhmdn lohkaisua
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hapettaa esimerkiksi jodilla heksafluori-isopropanoli/di-
kloorimetaanissa (Cober et al., The Peptide Academic Press,
New York, 1981, s. 145 - 147) kiintofaasilla, ja lohkaista
seuraavaksgi N-terminaalisen Fmoc-suojaryhmin.

Reaktiivisen SH-ryhman lisdaminen voi tapahtua esimerkiksi
liittadmdlla peptidin aminoterminaaliseen pdadhdn kysteiini-
tdhteen.

Metallikelaattimerkkiryhmien lisdd&minen synteettisiin pepti-
deihin tapahtuu (a) toivotun peptidisekvenssin synteesin
jdlkeen ja erikoisesti ennen peptidin lohkaisua kiintofaa-
silta ja ennen peptidisynteesiin kdytettyjen aminohappojoh-
dannaisten reaktiivisissa sivuryhmissad olevien suojaryhmien
lohkaisua liittadmdlla peptidin N-terminaaliseen primddriseen
aminoryhmddn aktivoidun luminoivan metallikelaatin, esimer-
kiksi aktiiviesterijohdannaisen, tai/ja (b) peptidin syntee-
sin aikana lisddm&lld aminohappojohdannaisia, jotka on 1lii-
tetty kovalenttisesti luminoivan metallikelaattimerkkiryhmén

kanssa, esimerkiksi e-derivatisoidun lysiinin kautta.

Haaroittuneiden multimeeristen antigeenien synteesi voi ta-

pahtua siten, ettd kaytetdan kahdella Fmoc-ryhmalla suojat-

tua diaminokarboksyylihappoa, kuten mahdollisesti lysiinid.

Peptidien biotinylointi voi tapahtua esimerkiksi lisdamalla

biotiinijohdannaisen N-terminaaliseen p&&dhdn peptidin olles-
sa vield kiintofaasille liitettyna.

Keksinndén mukaiseen menetelmddn kadytetddn erikoisesti pepti-
di- tai polypeptidiepitooppeja patogeenisistd organismeista,
esimerkiksi bakteereista, viruksista ja alkueldimista tai
autoimmuuniantigeeneistd. Immunologisesti reaktiivinen epi-
tooppialue on perdisin erikoisesti virusantigeeneista, esi-
merkiksi HIV I:n, HIV II:n, HIV-alatyyppi O:n tai hepatiitti
C-viruksen (HCV) aminohapposekvensseistd.
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Erikoisesti valitaan HIV I-, HIV II- tai HIV-alatyyppi O-
epitooppeja alueilta gp32, gp4l, gpl20 ja gp24. HCV-epitoop-
peja valitaan erikoisesti ydin/kuori-alueelta tai ei-raken-

neproteiinialueilta NS3, NS4 tai NS5.

Erityisen edullisesti epitooppialue on HIV I-, HIV II- tai

HIV-alatyypin O-aminohapposekvenssejéd, joilla on aminohap-

posekvenssit:

NNTRKSISIG PGRAFYT (1)
NTTRSISIGP GRAFYT (I1)
IDIQEERRMR IGPGMAWYS (I1I1)
QARILAVERY LKDQQLLGIW GASG (IV)
LGIWGCSGKL ICTTAVPWNA SWS (V)
KDQQLLGIWG SSGKL (VI)
ALETLLONQQ LLSLW (VII)
LSILWGCKGKL VCYTS (VIII)
WGIRQLRARL LALETLLQN (IX) Jja
QAQLNSWGCA FRQVCHTTVP WPNDSLT (X)

tai niiden osasekvenssejé,

erikoisesti vahintdadn 8 aminohappoa.

joiden pituus on vahintdan 6 ja

Aminohappoasekvenssit I - III ovat perdisin HIV I:n gpl20-

alueelta, aminohapposekvenssit IV - IX ovat perdisin HIV I:n

gp4l-alueelta,

ja aminohapposekvenssi X on perdisin HIV II:n

gp32-alueelta. Aminohapposekvenssit I - X esitetdan edelleen
sekvenssiluettelossa SEKVENSSINTUNNISTUSNUMEROILLA 1 - 10.
Sekvenssit V, VIII ja X sisdltavat kulloinkin 2 kysteiini-

tahdettd, jotka ovat erikoisesti disulfidisillan muodossa.

HCV-aminohapposekvenssien epitooppialueella on erikoisesti

aminohapposekvensseja:

SRRFAQALPV WARPD (XI)
PQDVKFPGGG QIVGGV (XII)
EEASQHLPYI EQ (XIII)
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QKALGLLQT (XIV)
SRGNHVSPTH YVPESDAA (XV)
PQRKNKRNTN RRPQDVKFPG

GGQIVGVV (XVI) Jja
AWYELTPAE TTVRLRAYMNT PGLPV (XVII)

tai niiden osasekvensseja, joiden pituus on vadhintdan 6 ja
erikoisesti vahintd&dn 8 aminohappoa. Sekvenssi XI on perai-
sin HCV:n NS5-alueelta, sekvenssit XII ja XVI ydinalueelta,
sekvenssit XIII, XIV ja XV NS4-alueelta, ja sekvenssi XVII
NS3-alueelta. Aminohapposekvenssit XI - XVII esitetddn edel-

leen sekvenssiluettelossa SEKVENSSINTUNNISTUSNUMEROILLA 11 -
17.

Keksinnén edelleen erddnd kohteena on reagenssi spesifisen
vasta-aineen immunologiseen maaritykseen ndytenesteessd, jo-
ka reagenssi kasittdd reaktiivista kiintofaasia, kahta, maa-
ritettdvadd vasta-ainetta vastaan suunnattua antigeenia, jol-
loin ensimmdisessd antigeenissa on merkkiryhmd, ja toinen
antigeeni (a) on sidottu kiintofaasille tai (b) on kiinto-
faasille sitoutumaan pystyvédssd muodossa, jolle reagenssille
on tunnusomaista, ettd vadhintddn toinen molemmista antigee-
neistd késittdd useampia epitooppialueita, jotka reagoivat

madritettdvdn vasta-aineen kanssa.

Keksinndn eradssad suoritusmuodossa reagenssi sisdltdd ensim-
maistad merkittyd antigeenid, jossa on useampia epitooppialu-
eita, ja joka sisdaltad vahintd&n yhden hapteenimerkkiryhmén,
ja hapteenia varten reseptorin, joka puolestaan sisaltaa
signaalia muodostavan ryhman. Edelleen edullinen reagenssi,
joka kasittdd toista kiintofaasinpuoleista antigeenid, jossa
on useampia epitooppialueita, ja joka sisaltaa vahintéan
yvhden biotiiniryhmdn, ja streptavidiinilla tai avidiinilla
pddllystettyd reaktiivista kiintofaasia.

Keksinndn edelleen erddnd kohteena on multimeeristen anti-

geenien kayttd, jotka kasittdvat useampia immunologisesti
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reaktiivisia epitooppialueita, immunologisessa testaus-
menetelmidssd spesifisten vasta-aineiden mddritykseen niy-
tenesteessa.

Erikoisesti mddritetddn sellaisia vasta-aineita, jotka viit-
taavat infektioon mikro-organismeilla, kuten mahdollisesti
bakteereilla, viruksilla tai alkuel&dimill&. Erityisen edul-
lisesti maddritetdan viruksia vastaan suunnattuja vasta-ai-
neita, esimerkiksi HIV- tai hepatiitti-viruksia vastaan
suunnattuja vasta-aineita. Nayteneste on erikoisesti seeru-
mia tai plasmaa, erityisen edullisesti ihmis-seerumia tai
-plasmaa. Edelleen on edullista, ettd keksinndén mukaisia
multimeerisid antigeenejd kaytetddn immunologisessa menetel-

mdssd siltatestiformaatissa.

Testin suoritus merkitsee erikoisesti ndytenesteen sekoitta-
mista ensimmdisen antigeenin ja kiintofaasinpuoleisen toisen
antigeenin kanssa, jotta saataisiin merkitty, immobilisoitu
kompleksi ensimmdisestd antigeenistad, vasta-aineista ja
kiintofaasiin sidotusta toisesta antigeenistad. Verrattuna
muihin testiformaatteihin vasta-aineiden osoittamiseksi
johtaa siltatestiformaatti sekd@ herkkyyden paranemiseen, ts.
tunnistetaan kaikki immunoglobuliiniluokat, kuten mahdolli-
sesti IgG, IgM, IgA ja IgE, ettd spesifisyyden paranemiseen,
ts. epaspesifinen reaktiivisuus vahenee. Keksinndén mukaisel-
la menetelmdlld onnistuu siten spesifisten immunoglobulii-
nien luokista riippumaton osoitus parannetulla herkkyydella.
Herkkyyden paraneminen koskee erityisesti vadhaaffiniteet-
tisten immunoglobuliinien lisdtunnistusta, esimerkiksi IgM:n
multimeerisilld antigeeneilld, kun sitd vastoin monomeeri-
silld antigeenilla tunnistetaan hyvin vain suuriaffiniteet-
tisia vasta-aineita. Kaksoisantigeenisiltatestin spesifi-
syyttd ja herkkyyttd voidaan parantaa edelleen, jos suorite-
taan kaksivaiheinen testin suoritus, jossa ensimmaisesséa
vaiheessa ndytenestettd sekoitetaan ensimmdaisen ja toisen
antigeenin kanssa, ja seuraavaksi, erikoisesti 1 - 4 tunnin

kuluttua, erityisen edullisesti 1,5 - 2,5 tunnin kuluttua,
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lisadtdadn reseptori ensimmdisen antigeenin hapteenimerkitse-
mistd varten, joka ensimmdinen antigeeni sisdltdd signaalin

muodostavan ryhmdan.

Keksint® koskee lopulta myds edelld mddriteltylad kaavojem

Ia, Ib ja II mukaisia uusia antigeeneja.

Keksint®d kuvatan edelleen seuraavilla esimerkeilla, sek-

venssiluettelolla ja kuvioilla.

Sekvenssiluettelossa merkitsee

SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 1: HIV I:n gpl20-alueelta olevan
erdan epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 2: HIV I:n gpl20-alueelta olevat
edelleen erddn eitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 3: HIV I:n alatyypin O gpl20-alu-
eelta olevan edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 4: HIV I:n gp4l-alueelta olevan
epitoopin aminohapposekvenssi;

SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 5: HIV I:n gp4l-alueelta olevan
edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 6: HIV I:n gp4l-alueelta olevan
yhd edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 7: HIV I:n alatyypin O gp4l-alu-
eelta olevan erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 8: HIV I:n, alatyypin O gp4l-alu-
eelta olevan edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 9: HIV I:n alatyypin O gp4l-alu-
eelta olevan yh&d edelleen erdédn epitoopin aminohapposekvens-
si;

SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 10: HIV II:n gp32-alueelta olevan
erdan epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 11: HCV:n NS5-alueelta olevan
erdan epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 12: HCV:n ydinalueelta olevan

erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
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SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 13: HCV:n NS4-alueelta olevan
erisn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 14: HCV:n NS4-alueelta olevan
edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 15: HCV:n NS4-alueelta olevan
edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 16: HCV:n ydinalueelta olevan
edelleen erddn epitoopin aminohapposekvenssi;
SEKVENSSINTUNNISTUSNUMERO 17: olevan erddn epitoopin amino-
happosekvenssi NS3-alueelta HCV;

Kuviossa 1 esitetddn: yhdistelm&-DNA-HIV-p24-antigeenin
aminohapposekvenssi,

Kuviossa 2 esitetddn: mittaussignaalien vertailu kaksoisan-
tigeeni-siltatestissd kayttden monomeeristd ja multimeerista
rutenyloitua HIV-gpl20-antigeenid, ja

Kuviossa 3 esitetddn: mittaussignaalien vertailu kaksoisan-
tigeenisiltatestissa kaytettdssd monomeeristd ja multimee-

ristd biotinyloitua HIV-gp4l-antigeenia.

Esimerkki 1

Peptidiepitooppialueiden valmistus

Peptidi-epitooppialueet valmistettiin fluorenyylimetyyliok-
sikarbonyyli- (Fmoc) -kiintofaasipeptidisynteesilld erdpepti-
disyntetisoijalla, esimerkiksi yhtidén Applied Biosystems
laitteella A431 tai A433. Tahé&n kaytettiin kulloinkin 4,0

ekvivalenttia taulukossa esitettyjd aminohappojohdannaisia:

Taulukko 1:

A Fmoc-Ala-OH

c Fmoc-Cys (Trt) -OH

D Fmoc-Asp (OtBu) -OH
E Fmoc-Glu (OtBu) -OH
F Fmoc-Phe-OH

G Fmoc-Gly-CH

H Fmoc-His (Trt) -OH

I Fmoc-Ile-OH
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K1l Fmoc-Lys (fenyyliasetyyli) -OH
K2 Fmoc-Lys (Boc) -OH
K3 Boc-Lys (Fmoc) -OH
K4 Fmoc-Lys (BPRu) -OH
Fmoc-Leu-0OH
Fmoc-Met-OH
Fmoc-Asn (Trt) -OH
Fmoc-Pro-0OH
Fmoc-Gln (Trt) -OH
Fmoc-Arg (Pmc) -OH
Fmoc-Ser (tBu) -OH
Fmoc-Thr (tBu) ~OH
Fmoc-f-alaniini-OH
Fmoc-Val-OH
Fmoc-~Trp-OH
Fmoc-Tyr (tBu) -OH

Fmoc-e€-aminokapronihappo-OH

N K S < adHa® PO "2 R

Nle Fmoc-norleusiini-OH

Abu Fmoc-vy-aminovoihappo-0OH

Kysteiinitdhteiden l&snd ollessa peptidisekvenssissd tapah-
tuli valittdémasti synteesin padtyttyd hapetus kiintofaasilla

jodilla heksafluori-isopropanoli/dikloorimetaanissa.

Aminohapot tai aminohappojohdannaiset liuotettiin N-metyyli-
pyrrolidoniin. Peptidi muodostettiin 400 - 500 mg:1lla 4-
(2,4’ -dimetoksifenyyli-Fmoc-aminometyyli) -fenoksihartsia
(Tetrahedron Letters 28 (1987), 2107) panostuksella 0,4 -
0,7 mmol/g (JACS 95 (1973), 1328). Liitosreaktiot suoritet-
tiin Fmoc-aminochappojohdannaisen suhteen 4 ekvivalentilla
disykloheksyylikarbodi-imidid ja 4 ekvivalentilla N-hydrok-
sibentsotriatsolia dimetyyliformamidia reaktiovaliaineena 20
min aikana. Jokaisen synteesivaiheen jdlkeen Fmoc-ryhma
lohkaistiin 20-prosenttisella piperidiinilld dimetyyliforma-

midissa 20 min aikana.
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Peptidin vapautus synteesihartsilta ja happolabiilien suoja-
ryhmien lohkaisu fenyyliasetyylisuojaryhmdd lukuun ottamatta
tapahtui 20 ml:1lla trifluorietikkahappoa, 0,5 ml:1la etaani-
ditiolia, 1 ml:1lla tioanisolia, 1,5 g:1lla fenolia ja 1
ml:lla vettd 40 min aikana huoneenlampdtilassa. Seuraavaksi
reaktioliuos sekoitettiin 300 ml:n kanssa jadhdytettya di-
isopropyylieetterid, ja pidettiin peptidin t&dydellisesti
saostamiseksi 40 min ajan 0 °C:ssa. Sakka suodatettiin pois,
jadlkipestiin di-isopropyylieetterilld, liuotettiin pienelld
médralld S50-prosenttista etikkahappoa, ja lyofilisoitiin.
Saatu raakamateriaali puhdistettiin preparatiivisella
HPLC:114 Delta-PAK RP Cl8-materiaalilla (kolonni 50 x 300
mm, 100 A, 15-um) vastaavilla gradienteilla (Eluentti A:
vesi, 0,1 % trifluorietikkahappoa, eluentti B: asetonitrii-
li, 0,1 % trifluorietikkahappoa) noin 120 min aikana. Eluoi-
dun materiaalin identiteetti testattiin ionisuihkumassas-

pektrometrialla.

Hapteeni-, esimerkiksi digoksigeniini- tai digoksiinimerkin
lisd&minen tapahtui kytkemdlld peptidin vapaisiin aminoryh-
miin vastaavia aktiiviesterijohdannaisia, esimerkiksi digok-
sigeniini-3-karboksimetyylieetteri-N-hydroksisukkinimidies-
teria (Boehringer Mannheim GmbH, Mannheim, SLT) liuoksessa.
Derivatisoitava peptidi liuotettiin seokseen, jossa oli
DMSO:ta ja 0,1 M kaliumfosfaattipuskuria, pH 8,5. Seuraavak-
si lisdattiin tipoittain 2 ekvivalenttia aktiiviesterid va-
paata primddristd aminofunktiota kohden pieneen DMSO-mdardan
liuotettuna, ja sekoitettiin huoneenlémpétilassa. Reaktiota
seurattiin analyyttiselld HPLC:11&. Tuote puhdistettiin
preparatiivisella HPLC:114.

Lysiinijohdannaista K1 kAytettiin asemiin, joissa ei pitéanyt
tapahtua lainkaan hapteenimerkint&&. Lysiinijohdannaista K2
kdytettiin asemiin, joihin piti tapahtua hapteenimerkinta.
Lysiinijohdannaista K3 kaytettiin e-aminoryhmdn kytkemiseen

peptidiin vadlikealueella.
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Jos peptidi sisddlsi vield fenyyliasetyylilléd suojattuja
lysiineja, niin ndmd suojaryhmdt lohkaistiin viimeisessa
vaiheessa entsymaattisesti penisilliini-G-amidaasilla huo-
neenldmpdtila vesipohjaisessa ymparistdssa, jossa oli or-
gaanisen liuottimen osuus. Entsyymi suodatettiin pois, ja
peptidi puhdistettiin preparatiivisella HPLC:114. Eluoidun

materiaalin identiteetti testattiin ionisuihkumassaspektro-
metrialla.

Ruteniummerkkiryhmdn lisddminen tapahtui joko N-terminaali-
sesti rutenium(bispyridyyli),-karboksyylihappojohdannaisen
(BPRu-COOH) , esimerkiksi Ru- (bispyridyyli),**-N-hydroksisuk-
kinimidiesterin tai sekvenssissad e-derivatisoidun ly-
siinitdhteen K4 (Fmoc-Lys (BPRu)OH) kautta.

Biotiinimerkin lis&aminen tapahtui joko N-terminaalisesti
derivatisoimalla hartsilla (biotiiniaktiiviesteri) tai sek-
venssin sisdpuolella analogisesti ruteniummerkin lisddmisen

kautta vastaavasti biotiinilla e-derivatisoidulla lysiinil-
1a.

Haaroittuneiden multimeeristen peptidien synteesi tapahtui
lineaaristen peptidien synteesille analogisesti. Kiintofaa-
siksi valittiin t&ssd alhaisen varausasteen omaava hartsi,
jolla oli esimerkiksi varaus 0,2 mmol/g. Haaroittamiseen
kdytettiin bis-Fmoc-suojattua diaminokarboksyylihappoa,
kuten mahdollisesti Fmoc-Lys(Fmoc)-OH:ta.

Taulukoissa 2 ja 3 esitetddn luettelo valmistetuista pepti-
deista.

HIV I:n tai HIV II:n alueista gpl20, gp4l ja gp32 valmistet-
tiin taulukossa 2a-2d esitetyt peptidiyhdisteet.
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Taulukko 2a: SH-aktivoidut lineaariset peptidit

gp4l/1 CUZU-WGIRQLRARLLALETLLQN
gp4l/2 CUZU-LSLWGCKGKLVCYTS
gp4l/4 CUZU-ALETLLONQLLSLW
5 gpl20 CUZU—IDIQEMRIGPMAWYS
Taulukko 2b: Digoksigeniinimerkityt lineaariset peptidit
gpl20 digoksigeniini-3-cme-UZU-NNTRKSISIGPGRAFYT
digoksigeniini-3-cme-UZ-NTTRSISIGPGRAFY
digoksigeniini-3-cme-UZU-IDIQEERRMRIGPGMAWYS
llgp41/1 digoksigeniini-3-cme-UZU-AVERYLKDQQLLGIW
digoksigeniini-3-cme-ZUZU-AVERYLKDQQLLGIW
digoksigeniini-3-cme-UZ-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG
digoksigeniini-3-cme-ZGGGG-QARILAVERYLKDQQLLGIW-
GASG
digoksigeniini-3-cme-UZU-WGIRQLRARLLALETLLQN
10 gp41/2 | digoksigeniini-3-cme-UZU-LGIWGCSGKLICTTAV
LGIWGCSGK- (cme-3-digoksigeniini) -LICTTAV
digoksigeniini-3-cme-UZU-LGIWGCSGK- (cme-3-
svel digoksigeniini) -LICTTAV
e digoksigeniini-3-cme-ZU-GCSGKLICTTAVPWNASWS
s, GCSGK- (cme-3-digoksigeniini) -LICTTAVPWNASWS
GCSGKLICTTAVPWNASWSK (cme-3-digoksigeniini)G
e digoksigeniini-3-cme-UZU-LSLWGCKGKLVCYTS
PR gp41l/3 | digoksigeniini-3-cme-UZU-KDQQLLGIWGSSGKL
gp4l/4 | digoksigeniini-3-cme-UZU-ALETLLONQLLSLW
* e gp32 digoksigeniini-3-cme-Z-NSWGCAFRQVCHTT

15
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Taulukko 2c¢: Rutenyloidut lineaariset peptidit

gpl20 BPRu-UZU-NNTRKSISIGPGRAFYT
BPRu-UZ-NTTRSISIGPGRAFY
BPRu(etyleeniglykoli) -UZ-NTTRSISIGPGRAFY
NNTRKSISIGPGRAFYT-K (BPRu)
BPRu-UZU-IDIQEERRMRIGPGMAWYS

gp4l/1 BPRu-UZU-AVERYLKDQQLLGIW
BPRu-UGGG-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG
BPRu-GGGG-QARILAVERYLKDQQLLGIWGASG
BPRu-UZU-WGIRQLRARLLALETLLQN

5 |l gpa1/2 BPRU-UZU-LGIWGCSGKLICTTAV
BPRu-UGGG-GCSGKLICTTAVPWNASWS
(GCSGKLICTTAVPWNASWS) K- (BPRu)

gp4l/3 BPRu-UZU-KDQQLLGIWGSSGKL
gp4l/4 BPRu-~UZU-ALETLLONQLLSLW
gp32 BPRu-~UZU-NSWGCAFRQVCHTT

BPRu-GGG-QAQLNSWGCAFRQVCHTTVPWPNDSLT

10 Taulukko 2d: Haaroittuneet peptidit

-, gp120 (NTTRSISIGPGRAFY-AbuZ AbuZ),-K-Z-AbuZ-K- (Bi)
s, ( (NTTRSISIGPGRAFY-ZU) ,-K-UU-K- (Bi)

Ny ( (NNTRKSISIGPGRAFYT-UZU-K),-UZU-

o NNTRKSISIGPGRAFYT-UZU-K),-UZU-Bi

3t gp120 (NTTRSISIGPGRAFY-ZU),-K-UU-K- (BPRu)

e HCV:n NSS5-alueelta, NS4-alueelta, ydinalueelta ja NS3-

. 15 alueelta syntetisoitiin seuraavat taulukoissa 3a-d esitetyt
peptidit.

..t : 20
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Taulukko 3a: SH-aktivoidut lineaariset peptidit

C-UZ-SRGNHVSPTHYVPESDAA "

Taulukko 3b: Hapteenimerkityt lineaariset peptidit

NS5/1 digoksigeniini-3-cme-UZU-SRRFAQALPVWARPD

Core2m digoksigeniini-3-cme-U-PQDVKFPGGGQIVGGV

NS4/1 digoksigeniini-3-cme-UU-Nle-EEASQHLPYIEQ

NS4/2 digoksigeniini-3-cme-UU-QKALGLLQT

NS4/3 digoksigeniini-3-cme-UZU-SRGNHVSPTHYVPESDAA

Corel digoksigeniini-3-cme-UZU-KNKRNTNRR

Corel+2 digoksigeniini-3-cme-U-PQRKNKRNTNRRPQDVKFPGG-
GQIVGW

NS 3/1 digoksigeniini-3-cme-UZ-AWYELTPAETTVRL-
RAYMNTPGLPV

Taulukko 3c¢: Rutenyloidut lineaariset peptidi

Corel
Corel+2
NS4/1+2
NS4/3m
NS5/1
Corel+2+3
Corelm
Core3m
Core2m
NS4/3m-1
NS4/1

BPRu-GGGG-KNKRNTNRR
BPRu-UZU-KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGV
BPRu-UZ-SQHLPYIEQG-NleNle-LAEQFKQQALGLLQT
BPRu-UZ-SRGNHVSPTHYVPESDAA
BPRu-UZ-SRRFAQALPVWARPD
BPRu-UZ-KNKRNTNRRPQDVKFPGGGQIVGGVLLPRR
BPRu-~UZ~-NPKPQKKNKRNTNRR
BPRu-UZ-GQIVGGVYLLPRRGPRLG
BPRu-UZ-PQDVKFPGGGQIVGGV
BPRu-UZU-SRGNHVSPTHYVPESDAA
BPRu-UZU-SQHLPYIEQ
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Taulukko 3d: Haaroittuneet peptidit

NS4/3m (SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), KUUK (BPRu)
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), K,KUUK (BPRu)
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU) ; K,U,K,KUUK (BPRu)
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), KUUK (Z-B1i)
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), K,KUUK (Z-Bi)
(SRGNHVSPTHYVPESDAA-UU), K,U,K, KUUK (Z-Bi)

Esimerkki 2

Kantajaan sidottujen, peptidiepitooppeja sisdltavien multi-
meeristen antigeenien (polyhapteenien) valmistus

Vastaavat peptidit valmistettiin reaktiivisella merkapto-
funktiolla, esimerkiksi lisadmalld lisdkysteiinin (katso
taulukoita 2a ja 2b). Peptidi voi talldéin olla modifioitu
joko N- tai C-terminaalisesti tai myds mielivaltaisesti
sekvenssiin nk. linkkerilld. Vastaavien peptidien synteesi
tapahtui esimerkissa 1 kuvatulla tavalla.

Polyhapteeniksi reagoimaan saattamista varten NH,-ryhmdpi-
toinen kantaja ladattiin ensin merkkiryhmdn vastaavalla
aktiiviesterilld ja seuraavaksi maleinimidoalkyyliryhmilla,
kdsittelemdlld erikoisesti maleinimidoheksyyli- (MHS) tai
maleinimidopropyyli-N-hydroksisukkinimidiesterilld (MPS).
Taman kautta primddriset aminoryhmdt kantajassa (esimerkiksi
lysiinitdhteiden e-aminosivuketju) merkittiin osaksi, ja

osaksi muutettiin maleinimidiryhmiksi.

Kantajan reaktio aktiiviesterien kanssa tapahtui erikoisesti
0,1 mol/l kaliumfosfaattipuskurissa, pH 7,0 - 8,5 ja kon-
sentraatiossa 5 - 20 mg/ml 2 - 4 tunnin sisdlla huoneenlém—
pdtilassa. Pienimolekyyliset ainesosat erotettiin joko dia-
lyysilla tai geelikromatografialla (AcA 202-Gel, eluentti
0,1 mol/l kaliumfosfaattipuskuri, pH 7 - 8,5).

Edelleen erdidssd vaiheessa peptidi tai peptidiseos, jossa
0li reaktiivinen merkaptofunktio, liitettiin sitten MHS-

modifioituun, varautuneeseen kantajaan 0,1 mol/l kaliumfos-
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faattipuskurissa, pH 8,5, 6 tunnin sisdlld huoneenlampdti-
lassa. Reagoimaton peptidi erotettiin joko dialyysilla tai
geelikromatografialla.

Jos merkin on oltava suoraan peptidisséd, polyhapteeni synte-

tisoitiin analogisesti, ja kaytettiin vastaavasti merkittysd,
SH-aktivoitua peptidia.

Kantajina kaytettiin kani-IgG:t&, naudanseerumialbumiinia,
3-galaktosidaasia, aminodekstraania ja nauta-Fab-vasta-aine-
fragmentteja. Kantajan panostus peptidisekvensseilld oli 1:2

- 1:20 moolipohjalta. Kantajan panostus merkkiryhm&lla oli
1:1 - 1:20 moolipohjalta.

Esimerkki 3

Kanjatalle sidottujen multimeeristen antigeenien (polyhap-
teenien) valmistus, joissa oli polypeptidiepitooppeja esi-
merkissa poly-p24-RSA-BPRu:sta

1. Periaate

Naudanseerumialbumiinia (RSA) saatettiin reagoimaan rute-
nium- (bis-pyridyyli),*-N-hydroksisukkinimidiesterin (BPRU)
ja maleinimidoheksanoyyli-N-hydroksi-sukkinimidiesterin
(MHS) kanssa ilmoitetussa jarjestyksessd, ja dialysoitiin

kulloinkin vapaiden, liittymdttdmien derivatisointireagens-
sien poistamiseksi.

E. colista saatua yhdistelm&-DNA-p24-antigeenia (Ghrayeb ja
Chang, DNA 5 (1986), 93-99), jolla oli kuviossa 1 esitetty
aminohapposekvenssi, saatettiin reagoimaan N-sukkinimidyyli-
S-asetyylitiopropionaatin (SATP) kanssa tiolit&hteiden 1i-
sddamiseksi aminoryhmien kautta, ja dialysoitiin vapaan,

liittymdttdmdn SATP:n poistamiseksi.

Aktivoidussa p24-antigeenissd olevien SH-ryhmien vapautuksen
jalkeen liitettiin RSA-BPRU:n maleinimidofunktiot. Ykim&a-
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rdiset funktionaaliset liitosryhmiat salvattiin kysteiinilli

ja N-metyylimaleinimidilld, ja téten reaktio pysdytettiin.

Sitten tuote eristettiin reaktioseoksesta Sephacryl S
200:11a kromatografoimalla.

2.1 RSA (MH)-BPRU:n valmistus
250 mg:aan RSA:ta lisdttiin proteiinikonsentraatiossa 20
mg/ml PBS-puskurissa, pH 8,0, 5-kertainen molaarinen ylimda-

ra BPRU-reagenssia (0,4 ml BPRU-kantaliuosta, jossa oli 47
mg/ml DMSO:ssa) .

Lisayksen jalkeen sekoitettiin edelleen 75 min ajan 25
°C:ssa. Sitten reaktio pysdytettiin lisdamdlld lysiinid

loppukonsentraatioon 10 mmol/l, ja sekoitettiin edelleen 30
min ajan 25 °C:ssa.

Lasnd olevat RSA:n SH-ryhmdt derivatisoitiin lisd&mélla
jodiasetamidia loppukonsentraatioon 10 mmol/1. T&t& varten
erdd sekoitettiin edelleen 45 min ajan 25 °C:ssa ja pH-ar-
vossa 8,0.

Vapaat, liittymdttdmat derivatisointireagenssit erotettiin
tdydellisesti dialysoimalla (20 tuntia, 4 °C) >500-kertaista

PBS-puskurin, pH 7,5 (50 mmol/l Na-fosfaattia, 150 mmol/l
NaCl, pH 7,5), tilavuutta vastaan.

BPRU:n muodostuminen oli 4,7 mol/mol RSA. Saanto oli 220 mg
RSA-BPRU:ta (89 %).

220 mg:aan RSA-BPRU:ta lisdttiin sitten proteiinikonsentraa-
tiossa 20 mg/ml PBS-puskurissa, pH 7,1, 25-kertainen molaa-
rinen ylimddara MHS-reagenssia (0,5 ml MHS-kantaliuosta, 50

mg/ml DMSO), ja sekoitettiin edelleen 60 min ajan 25 °C:ssa.
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Reaktio pysaytettiin lisd&mdlld lysiinid loppukonsentraati-
oon 10 mmol/l, ja sekoitettiin edelleen 30 min ajan 25
°C:ssa.

Vapaa, liittymatdén MHS-reagenssi erotettiin tdydellisesti
dialysoimalla (20 tuntia, 4 °C) >500-kertaista PBS-putkurin,
pH 7,5, tilavuutta vastaan. Saanto: 210 mg RSA(MH)-BPRU:ta
(84 %) .

2.2 p24-antigeenin (SATP) valmistus

100 mg:aan p24-antigeenid lisdttiin proteiinikonsentraatios-
sa 10 mg/ml 0,1 M Na-fosfaattia, 0,1 % (paino/tilavuus)
SDS:44, pH 7,1, 3-kertainen molaarinen ylimddrd SATP-rea-
genssia (0,06 ml SATP-kantaliuos, jossa oli 35 mg/ml DMSO:-
ssa), ja sekoitettiin edelleen 60 min 25 °C:ssa.

Sitten reaktio pysdytettiin lisdadmalla lysiinid loppukon-
sentraatioon 10 mmol/l, ja sekoitettiin edelleen 30 min ajan
25 °C:ssa.

Vapaa, liittynatdn SATP-reagenssi poistettiin seuraavaksi
taydellisesti dialysoimalla (20 tuntia, huoneenlémpdtila)
>500-kertaista tilavuutta vastaan liuosta, jossa oli 0,1
mol/l Na-fosfaattia, 0,1 % (paino/tilavuus) SDS, pH 6,5.
Saanto: 95 mg p24-antigeenid (SATP) (95 %).

2.3 Poly-p24-antigeeni-RSA-BPRU:n valmistus

95 mg:aan p24-antigeenid (SATP) lisdttiin proteiinikonsent-
raatiossa 10 mg/ml liuoksessa, jossa oli 0,1 mol/l Na-fos-
faattia, 0,1 % (paino/tilavuus) SDS:84, pH 7,5 hydroksyy-
liamiinia (1 mol/l; Merck) loppukonsentraatioon 30 mmol/1,

ja erdd sekoitettiin edelleen 60 min ajan 25 °C:ssa.

Lisattiin 18 mg RSA(MH) -BPRU:ta, ja erdd sekoitettiin edel-
leen 60 min ajan proteiinikonsentraatiossa 9 mg/ml (pH 7,1;
25 °C). Pysayttamiseksi lisdttiin kysteiinid loppukonsent-

raatioon 2 mmol/l, ja sekoitettiin edelleen 30 min ajan pH-
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arvossa 7,1. Seuraavaksi lisdttiin N-metyylimaleimidi& (Sig-
loppukonsentraatioon 5 mmol/l, ja sekoitettiin edelleen

30 min ajan pH-arvossa 7,1 ja 25 °C:ssa.

ma)

Tédten pysdytettyd erdd dialysoitiin 18 tunnin ajan huoneen-

lédmpdtilassa (RT)

>500-kertaista tilavuutta wvastaan liuosta,

jossa oli 0,1 mol/l Na-fosfaattia, 0,1 % (paino/tilavuus)
SDS:44, pH 6,5, ja puhdistettiin Sephacryl S 200-kolonnilla
(Pharmacia) . Kolonniajon tdrkeimmdt reunaehdot: kolonnitila-

vuus 340 ml, lisdystilavuus 12 ml, virtausnopeus 13,0

cm/tunti, ajopuskuri 0,1 mol/l Na-fosfaattia, 0,1 % (pai-

no/tilavuus) SDS:84, pH 6,5, kidyttdlampdtila huoneenlampdti-
la.

Kolonniajoa seurattiin l&pivirtausfotometrilld aallonpituu-
della 280 nm,

0,5 %

ja kerattiin fraktioissa (fraktion koko noin

kolonnin tilavuudesta) .

Suurimolekylddrisen eluointiprofiilin fraktiot kerdttiin UV-
investoinnin jélkeen pooliksi, tuote konsentroitiin Amicon-
sekoitussolussa YM30-membraanilla

raatioon 10 mg/ml,

(Amicon) proteiinikonsent-
ja jaahdytettiin -80 °C:ssa.

Rakenne: 5 mol p24-antigeenid/mol p24-antigeeni-RSA-BPRU:ta.

Saanto: 19 mg.

Esimerkki 4

Siltatestiformaatin herkkyyden paraneminen multimeerisia
antigeenejd kaytettlessi

a) Kantaajalle sidotut multimeeriset antigeenit (polyhap-

teenit)

Kaytettiin erilaisia biotinyloitujen polyhapteenien muunnel-
mia kaksoisantigeeni-immunomadrityksessd yhdistelmana mono-
meerisen digoksigenyloidun hapteenin kanssa, ja bio-
tinyloidun tai digoksigenyloidun hapteenin samalla mooliméa-

rdlla. Epitooppina kdytettiin aminohapposekvenssid NNTRKSI-
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SIGPGRAFYT HIV:n gpl20-alueelta. Hapteenien valmistus tapah-
tuli esimerkeissd 1 ja 2 kuvatulla tavalla. Natiivi-anti-HIV-
seerumien suhteellinen reaktiivisuus eri biotinyloitujen
polyhapteenien kanssa normitettiin seerumien reaktiivisuu-
teen vastaavan biotinyloidun monomeerisen hapteenin kanssa

(= 100-% reaktiivisuus).

Tamé&n kokeen tulokset esitetddn taulukossa 4.

Kantajamolekyyli tehokas lataus/- Reaktiivisuus: vertailu mo-
kantajamolekyyli nomeerisen antigeenin kanssa
, . (= 100-%)
biotiini peptidi
RSA (MW: 69000) 1 4,2 noin 173,0 %
(n. 627 aminohappoa) 1 5,1 noin 185,0 %
B-Gal (MW:465000) 1 2,2 noin 123,5 %
(n. 4227 aminochappoa) 1 3,6 noin 151,8 %
9,4 noin 125,0 %
Nauta-Fab (MW: 75000) 1 5,9 noin 146,0 %
(n. 682 aminohappoa)

b) Multimeeriset haaroittuneet antigeenit

Suoritettiin biotinyloitujen ja rutenyloitujen antigeenien
vertailu monomeerisilld tai multimeerisilld haaroittuneilla
epitoopeilla kaksoisantigeeniimmunomddrityksessa siltatesti-
formaatissa.

Yhden epitoopin kohdalla HCV:n NS4-alueelta (sekvenssi
SRGNHVSPTHYVPESDAA) verrattiin monomeerisen biotinyloidun
antigeenin ja monomeerisen rutenyloidun antigeenin yhdistel-
mad multimeerisen haaroittuneen biotinyloidun antigeenin
(katso taulukkoa 3d, rivi 2) ja monomeerisen rutenyloidun
antigeenin yhdistelmdd siltatestissa. Madritettiin signaa-
lierottaminen, ts. positiivisten ja negatiivisten ndytteiden
mittasignaalin ero. Suurempi signaalierottaminen merkitsee
parempaa herkkyyttd. Multimeeristd biotinyloitua antigeenia

kdytettidessd saatiin signaalierottaminen 386 verrattuna
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signaalierottamiseen vain 208 molempien monomeeristen anti-
geenien yhdistelmallsa.

Vastaavasti suoritettiin kaksoisantigeenisiltatesti anti-
geenisekvenssilld HIV:n gpl20-alueelta. Kaytetyn epitoopin
aminohapposekvenssi oli NTTRSISIGPGRAFY. Verrattiin monomee-
risen biotinyloidun ja monomeerisen rutenyloidun antigeenin
yhdistelmdd multimeerisen haaroittuneen biotinyloidun anti-
geenin (katso taulukkoa 2d, rivi 2) ja multimeerisen rute-
nyloidun antigeenin (katso taulukkoa 2d, rivi 4) yhdistel-
maan. Testissd molempien multimeeristen antigeenien yhdis-
telmdlld saatiin positiivisen ja negatiivisen ndytteen va-
1illd signaalierottaminen 12. Molempien monomeeristen anti-

geenien yhdistelm&lld sitd vastoin ndhtiin signaalierottami-
nen vain 10.

Esimerkki 5

Siltatestiformaatin herkkyyden parantaminen multimeerisié
kantajalle sidottuja antigeeneja kayttamalla

Tutkittiin monomeerisen biotinyloidun ja monomeerisen ru-
tenyloidun antigeenin yhdistelmdd@ monomeerisen biotinyloidun
antigeenin ja kantajalle sidotun multimeerisen rutenyloidun
antigeenin (kantajamolekyyli: naudanseerumialbumiini; epi-
tooppi: HIV-p24-antigeeni; valmistus esimerkin 3 mukaan)
yhdistelmdn ja kantajalle sidotun multimeerisen biotinyloi-
dun antigeenin ja monomeerisen rutenyloidun antigeenin yh-
distelmd@n kanssa siltatestissd. Kahdessa eri positiivisessa
ndytteessa (HIV-seerumeita) havaittiin kummankin monomeerien
antigeenin yhdistelm&lld kulloinkin positiivinen/negatiivi-
nen-signaalierottaminen 2, kun taasi monomeerisen biotiny-
loidun antigeenin ja multimeerisen rutenyloidun antigeenin
vhdistelmdlld saatiin tulokseksi erottaminen 19 tai 7, ja
multimeerisen biotinyloidun antigeenin ja monomeerisen ru-

tenyloidun antigeenin yhdistelmdlle erottaminen 4 tai 3.

Mybs kaytettdessd monomeerisen biotinyloidun antigeenin ja

toisen multimeerisen rutenyloidun antigeenin (kantajamole-
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kyyli: kani-immunoglobuliini) yhdistelmda, saatuun kolmella
eri positiivisella ndytteelld oleellisesti suurempi positii-
vinen/negatiivinen-signaalierottaminen 3,22 tai 10 verrattu-
na signaalierottamiseen 2,9 tai 8 monomeeristen antigeenien
yhdistelmalla.

Myds kaytettdessd toista epitooppia (proteiini HIV-gp41l-
alueelta) voitiin osoittaa multimeeristen antigeenien yli-
voimaisuus monomeerisiin antigeeneihin verrattuna. Kun mono-
meeristen biotinyloiutujen ja digoksigenyloitujen antigee-
nien yhdistelmdlld ei siltatestissd havaittu kaytadnndllises-
ti lainkaan erottamista negatiivisen ja positiivisen valil-
14, ndhtiin multimeeristen polyhapteenien yhdistelmalla
erittdin hyvad erottaminen.

Esimerkki 6

Siltatestiformaatin herkkyyden paraneminen multimeerisia
antigeeneja kaytettdessa

Erityisesti seindnpuoleisen monomeerisen antigeenin ja mer-
kityn multimeerisen antigeenin yhdistelmd on optimaalisen
herkkyyden saavuttamiseksi levedlld konsentraatiocalueella
spesifiselld immunoglobuliinilla edullinen. Edullisia kayt-
tOdmdarid ovat 1 ekvivalentti seindnpuoleista epitooppia 0,2
- 10 ja erityisesti 0,2 - 8 ekvivalenttiin merkittyd epi-
tooppia.

Kuviossa 2 esitetddn vertailu monomeerisen biotinyloidun
antigeenin ja monomeerisen rutenyloidun antigeenin yhdistel-
mastd epitooppisuhteessa 1:1 (kdyra 1) ja monomeerisen bio-
tinyloidun antigeenin ja multimeerisen rutenyloidun kanta-
jalle sidotun antigeenin yhdistelméstad epitooppisuhteella
1:2 (kayra 2) tai 1:4 (kayra 3).

Epitooppina kdytettiin esimerkiss@ 4a esitettya sekvenssia
HIV:n gpl20-alueelta. Multimeerisen antigeenin kantajamole-
kyyli oli RSA. Kantajan lataus oli epitooppiryhmilléd 5:1 ja
BPRu-ryhmilld 3:1 kulloinkin moolipohjalta.
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Kuviosta 2 ilmenee, ettd multimeeristen antigeenien kayttd
johtaa Hook-efektin vdhenemiseen ja yleiseen herkkyyden

kohocamiseen.

Esimerkki 7
Siltatestiformaatin herkkyyden paraneminen multimeerisia
antigeeneja kaytettdessa merkkiryhmien lukumddraad kohotta-

malla

Edelleen laajempi testiherkkyyden paraneminen saavutetaan
siten, ett& merkki- tai kiintofaasinsidosryhmien lukumdaran
kohottaminen on mahdollista suuremmassa laajuudessa epitoop-
pialueita naamioimatta tai hydrofobisuutta kohottamalla

epédspesifisid tausta-arvoja kohottamatta.

Verrattiin digoksigenyloituja multimeerisid antigeeneja,
jotka sis&lsivat epitooppeja HIV:n gpl20-alueelta (katso
esimerkkiad 4b) liitettyind nauta-Fab-vasta-ainefragmentti-
kantajalle. Kantajana lataus peptidiepitoopilla oli kulloin-
kin alueella 1:6 - 1:7 molaariselta pohjalta. Kantajan la-

taus digoksigeniiniryhmilla oli 1:2 tai 1:4.

Tédman kokeen tulokset esitetddn taulukossa 5. On havaitta-
vissa, ettd merkkiryhmien lukumddrdd kophottamalla saavutet-
tiin ei-lineaarinen herkkyyden paraneminen ja Hook-efektin

huomattava v&heneminen.

Taulukko 5

Nayte Stdkiometria Stdkiometria
Kantaja: Dig. Kantaja: Dig.
1:4 1:2

Mittausalueen dynamiikka mE mE

Laimennosasteet

1/16384 36 148

1/8192 48 159

1/4096 49 151
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1/2048 82 158
1/1024 132 159
1/512 302 157
1/256 675 164

5 1/128 1503 190
1/64 3483 259
1/32 7436 480
1/16 9306 1066
1/8 9449 3036

10 1/4 94459 3378
1/2 9449 2694
laimentamaton 9474 2266

Esimerkki 8

15 Stabiilisuuden paraneminen multimeerisid antigeeneja kdytta-
malla
Testattiin monomeeristen ja multimeeristen antigeenien sta-
biilisuus. T&td varten madritettiin signaalitoisto 3-paivai-
sen 35 °C:ssa inkuboinnin jalkeen alkuperdiseen signaali-

20 intensiteettiin verrattuna.

Monomeeriselle rutenyloidulle antigeenille HIV:n gpl20-alu-

eelta (sekvenssi katso esimerkkid 4) mitattiin yhdistelmana

tuoreen biotinyloidun monomeerisen antigeenin kanssa signaa-
25 litoisto 3,0 tai 4,0 % kahdella ndytteelld. Kaytettdessa

[ 14
.
.
.
.o

e

kantajalle sidottua multimeeristd rutenyloitua antigeenid

Y [T X 14
.
.e

e
- .

(kantaja: kani-IgG, 4 merkkiryhmda ja 3 epitooppia/kantaja-

e s
.
3

molekyyli) saatiin samoissa testiolosuhteissa signaalitoisto

08 ©
*

.

.

R 73,1 tai 73,6 %.

30
. Vastaavalla tavalla biotinyloitua monomeerist& antigeenid,
E.T jolla oli sama epitooppisekvenssi, tutkittiin kantajalle

sidotun, biotinyloidun multimeerisen antigeenin kanssa (kan-
: taja: kani-IgG, 18 biotiiniryhmda ja 3 epitooppia/kantaja)
35 vyhdistelm&dnd monomeerisen rutenyloidun antigeenin kanssa.

Monomeeriselle biotinyloidulle antigeenille saatiin tulok-
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seksi signaalitoistot 25,0 tai 37,0 %, ja multimeeriselle

antigeenille signaalitoistot 120,3 tai 79,9 %.

Esimerkki 9

Herkkyyden paraneminen alhaisemman affiniteetin omaavien
antigeenien kanssa reaktiivisuuden suhteen

Multimeerisid antigeenejd kaytetddn edullisesti alhaisemman
affiniteetin omaavan spesifisen immunoglobuliinin tunnistuk-
seen, esimerkiksi &askettdin tapahtuneen serokonversion ja

uusien virusalatyyppien kohdalla.

a) Rutenyloidut multimeeriset antigeenit

Tutkittiin positiivinen/negatiivinen-signaalierottamista
kadyttden antigeenejd, joissa oli epitooppsekvenssi HCV:n
NS4/3-alueelta. Monomeerisen rutenyloidun ja monomeerisen
biotinyloidun antigeenin yhdistelmd antoi tulokseksi kahdel-
la eri positiivisella serokonversiondytteelld positiivi-
nen/negatiivinen-signaalierottamisen 3 tai 1, ts. posi-
tiinista n&ytettd ei tunnistettu sellaiseksi. Multimeerisia
IgG-kantajalle sidottuja biotinyloituja ja rutenyloituja
antigeeneja kaytettdessd saatiin kulloinkin tulokseksi sig-
naalierottaminen 21. Vasta multimeerisid antigeeneja kaytta-

mdlld positiiviset néytteet voidaan luokitella oikein.

b) Biotinyloidut ja digoksigenyloidut multimeeriset anti-
geenit

Verrattiin kulloinkin samaa peptidiepitooppi HIV:n gp4l-
alueelta (gp41/3) kantajalle sidottuna multimeerisend anti-
geenind ja monomeerisend antigeenind. Kaytettiin kulloinkin
50 ng/ml biotinyloitua ja digoksigenyloitua monomeeristéa
peptidid. Multimeerisills antigeeneilld k&ytettiin 50 ng/ml
"peptidiekvivalenttia", jolloin peptidimddrd laskettiin
polyhapteenin latausasteen kautta. Testi suoritettiin ES700-
analyysiautomaatilla.

Testit suoritettiin eri serokonversiopaneleja ndytteina

kdyttden. Kuviossa 3 osoitetaan, ettd panelit luokiteltiin
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testeissd digoksigenyloitua polyhapteenia kdyttden oikein
positiivisiksi, kun taas monomeeristd antigeenid kaytetties-
sd saatiin vaara negatiivinen tulos.

"cut-off"-indeksi on kokeen negatiivisen ja positiivisen

arvioinnin raja. Se mddritellddn 2x negatiivisen kontrollin
arvoksi.
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SEKVENSSILUETTELO

(1) YLEISET TIEDOT:
(i) HAKIJA:

(A) NIMI: Boehringer Mannheim GmbH
(B) KATU: Sandhofer Str. 116
(C) KAUPUNKI: Mannheim
(E) MAA: Saksa
(F) POSTINUMERO: 63305

(ii) KEKSINNON NIMITYS: Spesifisen immunoglobuliinin

madriys moninkertaisia

antigeenejd kayttden

15

20

25

30

35

(ii

i)

(iv) KONEKOODIMUOTO:

(2)

(A) VALINETYYPPI:

(B) TIETOKONE: IBM PC-yhteensopiva
(C) KAYTTOJTARJESTELMA: PC-DOS/MS-DOS
(D

SEKVENSSIEN LUKUMAARA: 17

disketti

) OHJELMISTO: PatentIn Release #1.0,

Version #1.25 (EPA)

SEKVENSSIN ID NO:1 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 17 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

(viii) ASEMA PERIMASSA:

(x1)

Asn Asn Thr Arg Lys Ser Ile Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr

1

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gpl20

SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:

5

10

1:

15
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(2} SEKVENSSIN ID NO:2 TIEDOT:
(1) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

5 (A) PITUUS: 16 aminohappoa

10

15

20

25

30

(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1
(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gpl20

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:2:

Asn Thr Thr Arg Ser Ile Ser Ile Gly Pro Gly Arg Ala Phe Tyr Thr
1 5 10 15

(2) SEKVENSSIN ID NO:3 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 19 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

(B) KANTA: alatyyppi O
(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gpl20
(x1) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:3:

Ile Asp Ile Gln Glu Glu Arg Arg Met Arg Ile Gly Pro Gly Met Ala
1 5 10 15

Trp Tyr Ser
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(2) SEKVENSSIN ID NO:4

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 24 aminohappoa

41

TIEDOT:

(B) TYYPPI: aminohappo

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI:

peptidi

(iii) HYPOTEETTINEN: EI

(vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gp4l

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:4:

Gln Ala Arg Ile Leu Ala Val Glu Arg Tyr Leu Lys Asp Gln Gln Leu

1 5

10

Leu Gly Ile Trp Gly Ala Ser Gly

20

(2) SEKVENSSIN ID NO:5

(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 23 aminohappoa

(B) TYYPPI: ami

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI:
(1ii) HYPOTEETTINEN: E
(vi) ALKUPERA:
(A) ORGANISMI:
(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI :gp41l

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:5:

Leu Gly Ile Trp Gly Cys Ser Gly Lys Leu Ile Cys Thr Thr Ala Val

1 5

Pro Trp Asn Ala Ser Trp Ser
20

TIEDOT:

nohappo

peptidi
I

ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

10

15

15
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(2) SEKVENSSIN ID NO:6 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(p) PITUUS: 15 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
5 (D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:
(A) ORGANISMI:

ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1
10 (viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gp41l

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:6:

15 Lys Asp Gln Gln Leu Leu Gly Ile Trp Gly Ser Ser Gly Lys Leu

1 5 10 15

(2) SEKVENSSIN ID NO:7 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
20 (A) PITUUS: 15 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
vael (iii) HYPOTEETTINEN: EI
- 25 (vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI:

ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

o' Sose P°

(B) KANTA: alatyyppil O
et (viii) ASEMA PERIMASSA:
P (A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gp4l
1 30

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:7:

'E: Ala Leu Glu Thr Leu Leu Gln Asn Gln Gln Leu Leu Ser Leu Trp
‘. 1 5 10 15
et 35
O (2) SEKVENSSIN ID NO:8 TIEDOT:

.. (i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

. (A) PITUUS: 15 aminohappoa
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(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
5 (vi) ALKUPERA:
(A) ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1
(B) KANTA: alatyyppi O
(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gp4l
10

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:8:

Leu Ser Leu Trp Gly Cys Lys Gly Lys Leu Val Cys Tyr Thr Ser
1 5

o Cove b Do
.
.

sss

15

20

25
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(2)

(

10

SEKVENSSIN ID NO:9 TIEDOT:

(1)

iii)

(vi)

(viii)

(x1i)

Trp Gly Ile Arg Gln Leu Arg Ala Arg Leu Leu Ala Leu Glu Thr Leu

1

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 19 aminohappoa
(B)
(D)

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

HYPOTEETTINEN: EI

ALKUPERA :

(n)
(B)

TYYPPI: aminohappo
TOPOLOGIA: lineaarinen

ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

KANTA: alatyyppi O

ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gp4l

SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:9:

Leu Gln Asn

(2)

5

10

SEKVENSSIN ID NO:10 TIEDOT:
SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

(i)

(A)

PITUUS: 27 aminohappoa

15

15
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(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen

(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:

(a)
(B) KANTA: alatyyppi O

(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: gp32

SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:10:

5 10

Thr Thr Val Pro Trp Pro Asn Asp Ser Leu Thr

20 25

(2) SEKVENSSIN ID NO:11 TIEDOT:

(i)

(ii)
(iii)

(vi)

(viii)

1

(2)

(x1i)

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

(A) PITUUS: 15 aminohappoa

(B) TYYPPI: aminohappo

(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
HYPOTEETTINEN: EI
ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus

ASEMA GENOMISSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: NS5

SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:11:

5 10

SEKVENSSIN ID NO:12 TIEDOT:

(1)

SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 16 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo

15

ORGANISMI: ihmisen immuunikatovirus tyyppi 1

Gln Ala Gln Leu Asn Ser Trp Gly Cys Ala Phe Arg Gln Val Cys His

15

Ser Arg Arg Phe Ala Gln Ala Leu Pro Val Trp Ala Arg Pro Asp
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(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:
5 (A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus
(viii) ASEMA PERIMASSA:
(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: ydin

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:12:
10

Pro Gln Asp Val Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly Gly Val
1 ) 10 15

(2) SEKVENSSIN ID NO:13 TIEDOT:
15 (i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 12 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
20 (iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:
(A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus
(viii) ASEMA PERIMASSA:
(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: NS4

25
h (xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:13:
::} Glu Glu Ala Ser Gln His Leu Pro Tyr Ile Glu Gln
‘. 1 5 10

- 30

a (2) SEKVENSSIN ID NO:14 TIEDOT:

. (i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:

;T (A) PITUUS: 9 aminohappoa
f: (B) TYYPPI: aminohappo

oK 35 (D) TOPOLOGIA: lineaarinen
o (ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi

- (iii) HYPOTEETTINEN: EI

(vi) ALKUPERA:
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(A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus
(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: NS4
5 (xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:14:

Gln Lys Ala Leu Gly Leu Leu Gln Thr
1 5

10 (2) SEKVENSSIN ID NO:15 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 18 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
15 (ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus
(viii) ASEMA PERIMASSA:

20 (A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: NS4

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:15:

Ser Arg Gly Asn His Val Ser Pro Thr His Tyr Val Pro Glu Ser Asp
25 1 5 10 15

Ala Ala

(2) SEKVENSSIN ID NO:16 TIEDOT:
30 (i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 28 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
35 (iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:
(A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus
(viii) ASEMA PERIMASSA:
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(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: ydin

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:16:

Pro Gln Arg Lys Asn Lys Arg Asn Thr Asn Arg Arg Pro Gln Asp Val

1 5 10

Lys Phe Pro Gly Gly Gly Gln Ile Val Gly Vval Vval
20 25

(2) SEKVENSSIN ID NO:17 TIEDOT:
(i) SEKVENSSIN OMINAISPIIRTEET:
(A) PITUUS: 25 aminohappoa
(B) TYYPPI: aminohappo
(D) TOPOLOGIA: lineaarinen
(ii) MOLEKYYLITYYPPI: peptidi
(iii) HYPOTEETTINEN: EI
(vi) ALKUPERA:

(A) ORGANISMI: hepatiitti C-virus
(viii) ASEMA PERIMASSA:

(A) KROMOSOMI/SEGMENTTI: NS3

(xi) SEKVENSSIN KUVAUS: SEQ ID NO:17:

15

Ala Trp Tyr Glu Leu Thr Pro Ala Glu Thr Thr vVal Arg Leu Arg Ala

1 5 10

Tyr Met Asn Thr Pro Gly Leu Pro Val

20 25

15
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. . Lo
Patenttivaatimukset

1. Menetelmd spesifisen vasta-aineen immunologiseen midri-
tykseen ndytenesteessd, jolloin ndytenestettd inkuboidaan
kiintofaasin 1l4snd ollessa kahden, mddritettdvdd vasta-ai-
netta vastaan suunnatun antigeenin kanssa, jolloin ensimm&i-
sessd antigeenissd on vdhintddn yksi merkitsemisryhmd ja
toinen antigeeni (a) on sidottu kiintofaasille tai (b) on
kiintofaasille sitoutumaan pystyvdssd muodossa, ja osoite-
taan mddritettdvd vasta-aine mddrittdmdlld merkkiryhmin
kiintofaasissa tai/ja nestefaasissa, tunnettu sii-
td, ettd vdhintddn toinen molemmista antigeeneisti kidsittdi
useampia epitooppialueita, jotka reagoivat mddritettdvin
vasta-aineen kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd, tunnet -
t u siitd, ettd vdhintdidn toinen molemmista antigeeneisti
kdsittdd useampia samoja epitooppialueita.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t u n -
nettu siitd, ettd ensimmdinen merkitty antigeeni kdsit-
tdd useampia epitooppialueita.

4. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd toinen kiintofaasinpuoleinen antigee-
ni kdsittdd useampia epitooppialueita.

5. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelmd, t un -
nettu siitd, ettd ensimmdinen merkitty antigeeni ja
toinen kiintofaasinpuoleinen antigeeni k&sittdvit useampia
epitooppialueita.

6. Yhden patenttivaatimuksista 1 - 5 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd kdytetddn antigeenid, joka
kdsittdd mddritettdvidn vasta-aineen kanssa reagoimatonta
kantajaa, jolle on liitetty kovalenttisesti useampia epi-
tooppialueita.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd kiytetddn yleisen kaavan (Ia) tai (Ib) mu-

kaista antigeenia:
(P-) T(-L), (Ia) tai T(-P-L), (Ib)

jolloin T on kantaja, P on peptidi- tai polypeptidisekvens-
seja, jotka sisdltavat samoja tai erilaisia, immunologisesti
reaktiivisia epitooppialueita ja ovat liittyneet kovalentti-
sesti kantajalle, ja L on merkkiryhmid tai kiintofaasille
kiinnittymaédn kykenevid ryhmid, jotka on liitetty kovalent-
tisesti kantajalle tai peptidi- tai polypeptidisekvensseil-
le, n on luku yli 1 - 40, ja m on luku 1 - 10.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t unne¢t -
t u siitd, ettd P on synteettisid peptidisekvensseja, joi-
den pituus on 6 - 50 aminohappoa, ja jotka kasittavat epi-
tooppialueiden ohella vield& mahdollisesti immunologisesti

inaktiivisia vadlikealueita.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd, t unnet -
t u siitd, ettd P on yhdistelmd-DNA-polypeptidisekvensseja,

joiden pituus on enintddn 1 000 aminohappoa.

10. Yhden patenttivaatimuksista 1 - 5 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd kaytetddn antigeenia, joka
kdsittdd useampia suoraan tai valikealueiden kautta keske-

nadan kovalenttisesti liitettyjé& epitooppialueita.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen menetelmd&, t un -
nettu siitd, ettd kaytetddn yleisen kaavan (II) mukais-
ta antigeenid:

P {P2 [P (P*) ..}, (11)

jolloin P!, P?, P? ja P* ovat peptidisekvenssejd, joiden pi-

tuus on enint&an 50 aminohappoa, jolloin v&hintdan 2 pepti-
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disekvenssit sisdltda samoja tai erilaisia, immunologisesti
reaktiivisia epitooppialueita, r on 1 tai 2, s on kokonais-
luku 0 - 4, ja t on kokonaisluku 0 - 8, jolloin antigeeni
sis&ltda vahintaédn yhden haaroittumiskohdan ja vdhintdan
yhden merkkiryhmdn tai kiintofaasille sitoutumaan kykenevin

ryhman.

12. Yhden patenttivaatimuksista 1 - 5 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd antigeenind, joka kasittéaa
useampia epitooppialueita, kaytetddn yhdistelmd-DNA-fuu-
siopolypeptidid, jonka aminohapposekvenssi sis&dltdd useampia
immunologisesti reaktiivisia epitooppialueita, jotka voi
olla liitetty yhteen immunologisesti inaktiivisten valike-

alueiden kautta.

13. Reagenssi spesifisen vasta-aineen immunologiseen maari-
tykseen ndytenesteessd, kasittden reaktiivista kiintofaasia,
kaksi, maddritettdvad vasta-ainetta vastaan suunnattua anti-
geenid, jolloin ensimmdisessad antigeenissd on merkkiryhmd ja
toinen antigeeni (a) on sidottu kiintofaasille tai (b) on
kiintofaasille sitoutumaan pystyvassa muodossa, t u n -
nettu siitd, ettd vahintddn toinen molemmista antigee-
neistd kasittdd useampia epitooppialueita, jotka reagoivat

mé&&ritettavadn vasta-aineen kanssa.

14. Multimeeristen antigeenien kayttd osoitusreagensseina
immunologisessa testausmenetelmidssd spesifisen vasta-aineen
mddrittamiseksi, t unnet tu siitd, ettd antigeenit
sisdltavat useampia samoja, maddritettdvan vasta-aineen kans-
sa immunologisesti reaktiivisia epitooppialueita ja véhin-
tddn yhden merkkiryhmaén tai kiintcfaasille sitoutumaan ky-

kenevidn ryhman.

15. Yleisen kaavan (Ia) tai (Ib) mukainen antigeeni

(P-),T(-L), (Ia) tai T(-P-Lm) . (Ib)
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jolloin T on kantaja, P on peptidi- tai polypeptidisekvens-
seja, jotka sisdltavidt samoja tai erilaisia, immunologisesti
reaktiiviset epitooppialueita ja on liitetty kovalenttisesti
kantajalle, ja L on merkkiryhmia& tai kiintofaasille kiinnit-
tymdan kykenevid ryhmid, jotka on liitetty kovalenttisesti
kantajalle tai peptidi- tai polypeptidisekvensseille, n on
luku y1i 1 - 40, ja m on luku 1 - 10.

16. Yleisen kaavan (II) mukainen antigeeni
PH{P2[P3(P*) ]}, (I1)

jolloin P*, P?, P?® ja P* ovat peptidisekvensseji, joiden pi-
tuus on enintdan 50 aminohappoa, jolloin vdhintddn 2 pepti-
disekvenssid sisdltdd samoja tai erilaisia, immunologisesti
reaktiivisia epitooppialueita, r on 1 tai 2, s on kokonais-
luku 0 - 4, ja t on kokonaisluku 0 - 8, jolloin antigeeni

sisdltdd vahintdan yhden haaroittumiskohdan ja vahintdan

yhden merkkiryhmén tai kiintofaasille sitoutumaan kykenevén

ryhman.
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