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Keksintd koskee monoklonaalista vasta-
ainetta intaktin prokollageenipeptidin
(tyyppi III) ja prokollageenin (tyyppi
III) selektiiviseksi
mdarittédmiseksi ruumiinnesteisti. Mono-

immunologiseksi
klonaalisen vasta-aineen avulla, joka
on suuntautunut spesifisesti aminoter-
minaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi
I11)
fragmentissa Col 1, ja toisen monoklo-

epitooppia vastaan, jota ei ole
naalisen tai polyklonaalisen vasta-ai-
neen avulla aminoterminaalisen prokol-
lageenipeptidin (tyyppi II1I1) epitooppia
vastaan voidaan mainittu peptidi masrit-
td8 hyvin tarkasti.

ECACC

88030202 ECACC

(C 07K 16/18)

av intakt prokollagenpeptid (typ

Uppfinningen avser monoklonala antikrop-
par f&r selektiv immunologisk bestdmning
av intakt prokollagen peptid (typ III)
och av prokollagen (typ III) i kropps-
vitskor. Med hjilp av en monoklonal
antikropp, vilken 4r speciellt avsedd
f6r en epitop av den aminoterminala
(typ III),
inte férekommer i fragmentet Col 1, och

prokollagenpeptiden vilken
med hjdlp av en annan monoklonal eller
polyklonal antikropp avsedd f6r en epi-
ton av aminoterminal prokollagenpeptid
(typ II1I) kan n#mnda peptid bestdmmas
mycket noggrant.
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Monoklonaalinen vasta-aine intaktin prokollageenipeptidin
(tyyppi III) ja prokollageenin (tyyppi III) selektiivisek-
si immunologiseksi madrittamiseksi ruumiinnesteists

Prokollageenipeptidi (tyyppi III) (PIIIP) on kolla-
geenin (tyyppi III) aminoterminaalinen propeptidi, joka
prokollageenimolekyylin (tyyppi III) erittymisen jdlkeen
hajoaa ekstrasellulaarisesti. Prokollageenipeptidi (tyyppi
ITI) puolestaan on mahdollista hajottaa kollagenaasilla
edelleen osiksi Col 1, Col 2 ja Col 3, jotka voidaan eris-
tdd sindns& tunnettujen proteiinikemiallisten menetelmien
avulla (Nowack, H. et al., Eur. J. Biochenm. 70, 205-216
(1976), Bruckner, P. et al., Eur. J. Biochenm. 90, 595-603
(1978)) .

Taman prokollageenipeptidin pitoisuus voidaan mai-
rittda ruumiinnesteists radioimmunologisella madritysmene-
telmdlla, joka on kuvattu EP-patenttijulkaisussa no. 4940.
Peptidin seerumikonsentraation tunteminen mahdollistaa
ennusteet fibroottisten sairauksien, kuten esim. maksasai-
rauksien, aktiivisuudesta (Rohde, H. et al., Eur. J. Clin.
Invest. 9, 451-459 (1979)).

Prokollageenipeptidin (tyyppi III) ja prokollagee-
nin (tyyppi III) tarkka, selektiivinen mdiritys seerumista
ja muista ruumiinnesteisti on esitetty EP-patenttihakemuk-
sessa 289 930. T&4llséin ovat kuitenkin valttamattomida monet
sentrifugointivaiheet, Jjotka vaikeuttavat taman testin
kayttoa rutiinilaboratoriossa. Yksinkertaisemman suorituk-
sen mahdollistaa Immunoradiometric Assay-testimenetelmi
(IRMA) . Tassi menetelmiassi kaytetdaan kahta vasta-ainetta,
joista toinen on sidottu kiinteiin kantajaan, minki joh-
dosta saostusvaihe ja siten sentrifugointivaihe ja muuta-
mia pipetointivaiheita jdd pois. Yll&attaviasti léydettiin
nyt monoklonaalinen vasta-aine, joka reagoi prokolla-
geenifragmentin (tyyppi III) kanssa, joka tihian saakka ei
ole ollut geelisuodatuskromatografiassa erotettavissa oma-
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na piikkinaan. Yhdistelmdnad muiden monoklonaalisten tai
polyklonaalisten vasta-aineiden kanssa, jotka ovat spesi-
fisia prokollageenipeptidille (tyyppi III) ja/tai prokol-
lageenille (tyyppi III), tamd vasta-aine mahdollistaa nai-
den antigeenien madrittamisen IRMA-tekniikan avulla.

Keksint® koskee siten:

1. Monoklonaalista vasta-ainetta, jolla on kuviossa
2 esitetty reaktiomalli intaktia prokollageenia (tyyppi
III) ja pN-kollageenia (prokollageeni, josta puuttuu C-
terminaalinen propeptidi (piikki la)), intaktia aminoter-
minaalista prokollageenipeptidia (tyyppi III) (piikki 2a),
aminoterminaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) ha-
joamistuotteita, Jjoiden molekyylipainot ovat aminoter-
minaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) ja Col 1:n
(piikki 3a) molekyylipainojen valilld, seka Col 1l:ta ja
aminoterminaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) ha-
joamistuotteita, joilla on sama molekyylipaino kuin Col
1:114 (piikki da), vastaan. Keksinnoén mukaiselle vasta-
aineelle on tunnusomaista, se mitd patenttivaatimuksessa 1
esitetadn.

2. Hybridoma-solulinja ECACC 88030202, joka saadaan
fuusioimalla myeloomalinjasta peraisin olevia soluja ja
etukdteen prokollageenipeptidilla (tyyppi III) im-
munisoidun eldimen lymfosyytteja ja joka tuottaa edella
kuvattua vasta-ainetta.

3. Menetelmi keksinnén mukainen vasta-aineen val-
mistamiseksi, jolle menetelmdlle on tunnusomaista se, mita
patenttivaatimuksessa 4 esitetdan.

4. Menetelmd prokollageenipeptidin (tyyppi 1III)
kvantitatiiviseksi immunologiseksi maarittamiseksi keksin-
non mukaisella vasta-aineella. Menetelmdlle on tunnusoma-
sita se, mita patenttivaatimuksessa 6 esitetaan.

5. Diagnostinen tarpeisto prokollageeni pepti-
din(tyyppi III) madran maarittamiseksi ruumiinnesteista,
joka muodostuu vaikuttavasta madrasta keksinndn mukaista



10

15

20

25

30

35

98705

monoklonaalista vasta-ainetta vksin tai yhdistelmini mui-
den vasta-aineiden kanssa, erityisesti vaikuttavan mdaran
kanssa EP-patenttihakemuksessa 289 930 esitettya mono-
klonaalista vasta-ainetta, seoksena diagnostisesti hyvak-
syttavan kantajan kanssa. Tarpeistolle on tunnusomaista
se, mitd patenttivaatimuksessa 12 esitetaan.

Seuraavassa keksintéd valaistaan yksityiskohtaises-
ti, erityisesti edullisia suoritusmuotoja.

Monoklonaalisten vasta-aineiden valmistamiseksi
voidaan immunisoida elaimii, edullisesti jyrsijoita, kuten
esim. hiiri&d, rottia, kaneja, marsuja, prokollageenipep-
tidilla (tyyppi III), joka on eristetty eurooppalaisen
patentin 4940 menetelmin mukaisesti, adjuvantin lisni ol-
lessa. Erityisen edullisesti kaytetdan hiiris, erityisesti
sellaisia, jotka kuuluvat SJL-kantaan. Immuunivastetta
vahvistetaan toistetuilla sekundaari-injektioilla esimer-
kiksi 4-8 viikon vilein. Immunisoinnin onnistumista kont-
rolloidaan mddrittamills vasta-aineiden pitoisuus radiolo-
gisella sitoutumistestilli (R. Timpl ja L. Risteli, Immu-
nochemistry of the extracellular matrix, H. Furthmayr Ed.,
Vol 1, 199 (1982)). Muutamia pdivia ennen lymfosyyttien
fuusiota myeloomasolulinjan kanssa eliimia kasitellasan
prokollageenipeptidilla (tyyppi III) ilman adjuvanttia.
Otetaan el&dinten lymfosyytit ja fuusioidaan myeloomasolu-
linjan kanssa, joka samoin voi olla perdisin jostakin
edella mainitusta eldainlajista, edullisesti kuitenkin hii-
restd, erityisesti solulinjan P3X63AG8.653 kanssa. Edul-
lisesti lymfosyytit fuusioidaan samojen lajien myeloo-
masolulinjojen kanssa. Fuusio ja solukloonin Jatkoviljely
suoritetaan ammattimiehen tuntemalla tavalla, jolloin so-
luviljelynesteists miiritetiin spesifisten vasta-aineiden
pitoisuus immunologisella sitoutumistestilla. T&lli mene-
telmdlla saaduista soluklooneista valitaan klooni kaytet-
tdvaksi IRMA:ssa. Erityisen edullisesti kdytetdan solulin-
Jaa, joka valmistetaan fuusioimalla prokollageenipeptidil-
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14 (tyyppi III) immunisoiduista SJL-kannan hiirista perai-
sin olevia lymfosyytteja  hiiren myeloomasolulinjan
P3X63AG8.653 kanssa ja joka tuottaa monoklonaalista vasta-
ainetta, jolla on kuviossa 2 esitetty reaktiomalli. Tama
solulinja talletettiin 2.3.1988 Budapestin sopimuksen eh-
doilla kokoelmaan European Collection of Animal Cell Cul-
tures (ECACC), PHLS Centre for Applied Microbiology and
Research, Porton Down, Salisbury, SP40JG, U.K., numerolla
88 030 202.

Keksinnoén mukaiset monoklonaaliset vasta-aineet
kuuluvat IgG-proteiinien luokkaan. Alaluokan IgG2b vasta-
aineet ovat erityisen edullisia kaytettaviksi. Monoklonaa-
listen vasta-aineiden ominaisuuksia selvennetddn solulin-
jasta ECACC 88030202 saadun monoklonaalisen vasta-aineen
PIIIP 226 avulla, kun seerumissa olevat antigeenit erote-
taan geelisuodatuskromatografialla molekyylipainonsa pe-
rusteella ja kromatografiafraktiot kédytetdan radioim-
munologiseen mairitykseen (radioimmunoassay). Kuviossa 2
on esitetty geelisuodatuskromatografian eluutioprofiili
monoklonaaliselle vasta-aineelle PIIIP 226, verrattuna
polyklonaalisten vasta-aineiden eluutioprofiiliin. Piikki
1/1la vastaa intaktia prokollageenia (tyyppi III) tai pN-
kollageenia (tyyppi III). Piikki 2/2a vastaa intaktia
aminoterminaalista prokollageenipeptidid (tyyppi III) 3Jja
taman hajoamistuotteita, joilla on sama koko. Piikkiin 3a
sisaltyy prokollageenipeptidin (tyyppi III) hajoamistuot-
teita, jotka antavat kromatogrammissa pienemman piikin
kuin prokollageenipeptidi (tyyppi III), kuitenkin selvdsti
suuremman kuin Col 1. Hajoamistuotteiden molekyylipainot
ovat siis kulloinkin valilla n. 45000 (prokollageenipepti-
di) ja n. 10000 (Col 1). Piikki 4/4a vastaa Col l:ta seka
aminoterminaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) ha-
joamistuotteita, Jjoilla on sama molekyylipaino kuin Col
1:114. Kavi ilmi, ettd antigeenifraktio, joka analyysissa
polyklonaalisten vasta-aineiden kanssa tarttuu mukaan ja
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jolla on hajoamistuotteen Col 1 molekyylipaino tai joka on
Col 1, tarttuu keksinnén mukaiseen monoklonaaliseen vasta-
aineeseen selvisti heikommin. Keksinnén mukaisella mono-
klonaalisella vasta-aineella on siis spesifinen vaikutus
aminoterminaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) epi-
tooppia vastaan, jota ei ole Col 1:ssi. Edelleen vasta-
aine PIIIP 226 ei tunnista osaa antigeeneista, jotka pii-
kissda 2 tarttuvat polyklonaalisiin vasta-aineisiin siten,
etta piikin 2 kohdalla on vasta-aineella PIIIP 226 tunnis-
tettavissa kaksi piikkia (2a ja 3a). Piikkii 3a ei havaita
myOskdan saksalaisessa patenttihakemuksessa esitetylla
vasta-aineella PIIIP 296.

Keksinnén mukaisten vasta-aineiden valmistamiseksi
on tarkedd, ettd antigeenin saamiseksi on kaytettavissi
sopiva lahde. Kuten jo on mainittu, eristetdan ihmisen tai
eldimen korkean puhtauden omaava prokollageenipeptidi
(tyyppi III) edullisesti EP-patentin 4940 menetelmin mu-
kaisesti hajottamalla kudokset tai patologiset ruumiinnes-
teet kollagenaasilla ja prokollageenipeptidi erotetaan
reaktioseoksesta ja puhdistetaan kayttden kromatografisten
menetelmien yhdistelmiaa ja/tai immunoadsorptiota.

Keksinnén mukaista monoklonaalista vasta-ainetta
voidaan kayttda erilaisissa immunologisissa menetelmissa,
mukaan lukien kaikki radioimmunologisen madrityksen muo-
dot, esim. sekventiaalinen kyllastysanalyysi tai tasapai-~
noanalyysi, seka muissa kompetitiivisissa ja ei-kompeti-
tiivisisa sitoutumisma&dritysmentelmissi, kuten fluoresens-
si-, entsyymi-, kemiluminesenssi- tai muut immunologiset
mddritysmenetelmit. Se soveltuu ennen kaikkea kdytettaviak-
Si sandwich-menetelmissi immunoadsorbenssimenetelmien yh-
teydessa. Monoklonaalista vasta-ainetta voidaan siten
kdyttdd immunologisissa menetelmissi prokollageenipeptidin
(tyyppi III) eristamiseksi ja karakterisoimiseksi seki
kvantitatiiviseksi miirittamiseksi kudoksista ja ruumiin-
nesteista. Kaytetdan ammattimiehen sininsi tuntemia mene-
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telmii, edullisesti saattamalla nestemdinen nayte, joka
sisaltaa prokollageenipeptidia (tyyppi III), reaktioon
keksinndn mukaisen monoklonaalisen vasta-aineen kanssa,
joka on sidottu kiinte&an matriisiin, joka on edullisesti
muovimateriaalia, erityisesti muoviputki, Jja prokolla-
geenipeptidin (tyyppi III) mddra maaritetaan sitoutumisen
avulla polyklonaaliseen tai toiseen monoklonaaliseen vas-
ta-aineeseen, edullisesti EP-patenttihakemuksessa 289 930
esitettyyn monoklonaaliseen vasta-aineeseen, joka on va-
rustettu radioaktiivisella tai muulla leimalla. Tama mene-
telmd voidaan suorittaa myds sitomalla polyklonaaliset tai
monoklonaaliset vasta-aineet, erityisesti eurooppalaisessa
patenttihakemuksessa 289 930 esitetty monoklonaalinen vas-
ta-aine, kiinteidin matriisiin ja saattamalla reaktioon
antigeenin kanssa, jolloin tam& antigeeni madritetdan sit-
ten kvantitatiivisesti leimatun keksinndén mukaisen vasta-
aineen sitoutumisen perusteella. Naissa menetelmissa ei
ole merkitystd sillad, onko prokollageenipeptidi (tyyppi
II1) viela 1liittyneenia prokollageenin (tyyppi III)
aminopaahdn vai ei. Tahdn saakka immunologisessa mddrityk-
sessa polyklonaalisia vasta-aineita kdyttaen prokolla-
geenipeptidin (tyyppi III) hairitsevdt hajoamistuotteet,
erityisesti Col 1, eividt kuvatussa testisysteemissa tule
mukaan.

EP-patenttihakemuksessa 289 930 esitetylla monoklo-
naalisella vasta-aineella on kuviossa 3 esitetty reaktio-
malli intaktia prokollageenia (tyyppi III) ja pN-kollagee-
nia (prokollageeni, josta puutttuu C-terminaalinen propep-
tidi, piikki 4a), intaktia aminoterminaalista prokollagee-
nipeptidia (tyyppi III) (piikki 5a) seka Col 1l:ta ja
aminoterminaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) ha-
joamistuotteita, joilla on sama molekyylipaino kuin Col
1:114a (piikki 6a), wvastaan.

Tamian monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi
menetelldan piadasiassa, kuten edelld on kuvattu. Erityisen
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edullisesti kdytet&an solulinjaa, joka valmistetaan pro-
kollageenipeptidilld (tyyppi III) immunisoiduista SJL-kan-
nan hiirista perdisin olevien lymfosyyttien fuusiolla hii-
ren myeloomasolulinjan P3X63AG8.653 kanssa. Tami solulinja
on talletettu kokoelmaan European Collection of Animal
Cell Cultures (ECACC), PHLS Centre for Applied Microbiolo-
gy and Research, Porton Down, Salisbury, SP40JG, U.K. nu-
merolla 87042308.

Seuraavissa esimerkeissid keksintoéi valaistaan l&-
hemmin. Prosenttiarvot perustuvat painoon ellei toisin ole
ilmoitettu.

Esimerkki 1

Prokollageenipeptidin (tyyppi III) valmistus

Prokollageenipeptidi (tyyppi III) valmistetaan an-
tamalla kollagenaasin vaikuttaa prokollageeniin (tyyppi
III) 37 °C:ssa. T&lloin peptidi ei joudu alttiiksi denatu-
roiville aineille. Suurempien peptidimairien valmistami-
seksi kdytet&an modifioitua menetelmdi. Kaikki menetelmi-
vaiheet aina kollagenaasin vaikutukseen saakka suoritetaan
kylmahuoneessa. Eri NaCl-liuokset, joita kaytetaan liukoi-
seksi tekemiseen, sisdltiavit 0,05 M Tris-HCl:3a, pH 7,4,
0,01 M EDTA:aa, natriumatsidia (200 mg/ml) ja proteaasi-
inhibiittoreita, fenyylimetyylisulfonyylifluoridia (3 ng/
ml) ja p-kloorimerkuribentsoaattia (3 ug/ml).

Fetaalista vasikan ihoa (3 kg) homogenisoidaan 10

l:ssa NaCl:a ja uutetaan kaksi paivad. Liukoinen kollagee-
ni saostetaan uuttoliuoksesta lisidamilla kiinteii NaCl:a
siten, ettd loppukonsentraatio on 2,5 M. Sekoittamisen
jadlkeen yli yon sakka keritiin sentrifugoimalla (1800 x g,
20 minuuttia), pestddn kaksi kertaa 2,5 M NaCl:1lla ja
liuotetaan uudelleen sekoittamalla yli y6n 10 l:ssa 0,5 M
NaCl:a. Pienet miidrat liukenematonta materiaalia poiste-
taan sentrifugoimalla. Siten saatu kollageenin (tyyppi
IITI) ja prokollageenin (tyyppi III) seos saostetaan 1,6 M
NaCl:1lla. Sakka suspendoidaan sitten 2 l:aan 0,05 M Tris-
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HCl:44 (pH 8,0) ja kuumennetaan 0,02 M CaCl,:n lisdyksen
jalkeen 20 min 50 °C:ssa ja inkuboidaan sen jalkeen 3 tun-
tia 37 °C:ssa yhdessa 1500 U:n kanssa bakteeriperaista
kollageenia (CLSPA, Worthington, USA) grammaa kohti koste-
aa sakkaa. Kollagenaasin vaikutuksen jalkeen erotetaan
muodostunut sakka sentrifugoimalla ja liuos dialysoidaan
0,005 M Tris-HCl:4&, pH 8,0, 6,8 M virtsa-ainetta vastaan
ja pannaan DEAE-selluloosapylvadseen (5,0 x 30 cm), joka
oli tasapainotettu samalla puskurilla.

Pylvaaseen sitoutuneet proteiinit pestaan pois
NaCl-liuoksella, jonka konsentraatio lisaantyy 0-0,3 M.
Kokonaiseluutiomaara on 2 1. Pylvaastd ulos virtaava liuos
testataan absorption suhteen 236 nm:ssd ja antigeeniaktii-
visuutensa suhteen kayttden vasta-aineita, jotka ovat spe-
sifisia prokollageenin (tyyppi III) aminoterminaaliselle
segmentille. Normaalisti viimeinen pylvaasta eluoituva
piikki sisaltaa prokollageenipeptidin (tyyppi III). Pep-
tidista poistetaan suola dialysoimalla tislattua vetta
vastaan ja kylmakuivataan. Jatkopuhdistus tapahtuu pyl-
vadassa Agarose A 1,5 M:11d (2 x 120 cm) (Biorad), joka on
tasapainotettu 1 M CaCl,:1lla, 0,05 M Tris-HCl:11a, pH 7,5.

Esimerkki 2

Hybridoman valmistus

SJL-kannan hiiria immunisoidaan 5 pg:lla prokolla-
geenipeptidia (tyyppi III), joka oli saatu esimerkin 1
mukaisesti, komplementtisen Freundin adjuvantin lasna ol-
lessa intramuskulaarisesti. Neljan viikon kuluttua ja kol-
men kuukauden kuluttua immuunirekatiota vahvistetaan int-
ramuskulaarisella lisainjektiolla 5 mpg:1lla prokolla-
geenipeptidia (tyyppi III) ei-komplementtisen Freundin
adjuvantin ldsnd ollessa. Kolme paivaa ennen fuusiota im-
muunivastetta vahvistetaan injisoimalla vielad 50 ug pro-
kollageenipeptidia (tyyppi III).

Fuusiota varten elaimet tapetaan Jja pernasolut
eristetaan. Polyetyleeniglykolin lasndollessa pernasolut



10

15

20

25

30

35

98705

fuusioidaan myeloomasolulinjan P3X63AG8.653 kanssa. (Syn-
tyva solulinja on talletettu ECACC:hen numerolla
88030202.) Viljelemalls fuusioseosta hypoksantiini-aminop-
teriini-tymidiini-elatusaineessa kahden viikon ajan vali-
koidaan pernasolu x P3X63AG8.653~-hybridit. Monoklonaalisen
solulinjan saavuttamiseksi subkloonataan saadut solu-
kloonit useampaan kertaan. Muodostuneiden solupesadkkeiden
pdalla olevat nesteet testataan radioimmunologisella si-
toutumistestilla vasta-aineen tuoton suhteen. Siten saa-
daan bimonoklonaalinen vasta-aine PIIIP 226.
Esimerkki 3

Radioimmunologinen sitoutumistesti

300 npl:aa soluviljelynestettd tai muuta naytettsd,
kuten esim. askitesta hiirten vatsaontelosta hybridomaso-
lujen kasvatuksen jalkeen, inkuboidaan 100 pl:n kanssa '2°I-
prokollageenipeptidin (tyyppi III) liuosta (1 ng proteii-
nia/100 pl, valmistettu, kuten EP 4940:ssa, esimerkissa 1,
on kuvattu) yli yoén. Muodostuneet antigeeni-vasta-ainekom-
pleksit saostetaan liszamilli lampaan tai jonkin muun la-
jin anti-hiiren-IgG-seerumia. Sentrifugoinnin ja p&ialla
olevan nesteen dekantoinnin jilkeen miiritetain saostuneen
radioaktiivisuuden maari gammatuikespektrometrilla.

Esimerkki 4

Vasta-aineiden radioaktiivinen leimaus

0,2 ml liuosta, jossa on 0,2 mg saksalaisen patent-
tihakemuksen P 37 14 633.5, esimerkin 2, mukaisesti saatua
monoklonaalista vasta-ainetta PIIIP 296 tai muuta vasta-
ainetta 0,05 M fosfaattipuskurissa, pPH 7,4, pannaan poly-
styreenikoeputkeen (12 x 55 mm) ja lisataan 100 MBq Na'?®I-
liuosta, puskuroitu 10 pl:lla 0,5 M fosfaattipuskuria, pH
7,4. Kun on lisatty 50 1 kloramiini T:n (20 ng) vesi-
pitoista liuosta, sekoitetaan 1 minuutti. Sen jalkeen jo-
ditusreaktio lopetetaan lisiamialla 50 pl natriumdisulfii-
tin (20 g) vesipitoista liuosta. Reagoimaton Na'?’T erote-
taan sen jalkeen '*’I-leimatuista vasta-aineista kayttden
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kromatografiaa anioninvaihtajalla. Kromatografiafraktiot,

jotka sisaltavat puhdistetun '*’I-leimatun vasta-aineen,

laimennetaan liuoksella, jossa on 20 pg Tween 20:ta jJja

41,6 g Na,EDTA:ta litrassa 0,05 M Tris-HCl:da, pH 8,0, si-

ten, ettid leimatun vasta-ainen pitoisuus on 200 ng/1l.
Esimerkki 5

Koeputkien p&ddllystaminen vasta-aineilla

Vasta-aineiden kiinnittamiseksi polystyreenikoeput-
kiin (12 x 75 mm) pannaan jokaiseen putkeen 300 npl liuos-
ta, joka sisaltii 4 mg/l vasta-ainetta, esim. PIIIP 226:-
ta, 0,01 M natriumfosfaattipuskurissa, pH 6,4, ja inkuboi-
daan yli y6n huoneen lampétilassa. Sen jdlkeen vasta-aine-
liuos imetaan pois ja jokaiseen putkeen pannaan 500 nl
naudan seerumin albumiinin l-prosenttista liuosta 0,05 M
Tris-sitraatissa, pH 7,5. Inkubaation jalkeen yli yon huo-
neen lampotilassa liuos imetaan pois. Vasta-aineella paal-
lystetyt putket kuivataan silikageelin paalla.

Esimerkki 6

Immunoradiometrinen testi (Radioimmunometric Assay,
IRMA)

0,1 ml:aa analysoitavaa naytetta tai prokollageeni-
peptidin (tyyppi III) standardia inkuboidaan 2 tuntia huo-
neen lampotilassa polystyreeniputkissa, jotka on paallys-
tetty esimerkin 5 mukaisesti monoklonaalisella vasta-ai-
neella PIIIP 226, lisaten 0,1 ml fosfaattipuskuroitua suo-
laliuosta (PBS). Sen jdlkeen koeputket pestaan kaksi ker-
taa kulloinkin 1 ml:1lla PBS:da. Sen jalkeen putkiin pan-
naan 200 nul '?°I-leimattua vasta-ainetta PIIIP 296 (= 40 ng
vasta-ainetta) tai muuta vasta-ainetta Jja inkuboidaan 2
tuntia huoneen lampotilassa. Putken seinamadn sitoutuneen
vasta-aine-antigeeni-!**I-vasta-aine-kompleksin radioak-
tiivisuus maaritetdin kaksinkertaisen pesun jadlkeen kul-
loinkin 1 ml:lla PBS:d43 ja sitad seuraavan dekantoinnin

jalkeen gammatuikespektrometrilla.
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Vertaamalla vakiokdyrdan, jonka valmistamiseksi
kdytetddn standardeja, joissa on eri mairi prokollageeni-
peptidia (tyyppi III), voidaan sitten laskea prokollagee-
nipeptidin (tyyppi III) pitoisuus tuntemattomassa nayte-
liuoksessa. Kuva 1 esittda immunoradiometrisen testin va-
kiokdyrdad (B/T tarkoittaa sitoutuneen radioaktiivisuuden
suhdetta koko kaytettyyn radioaktiivisuuteen).

Esimerkki 7

Ihmisen seerumin PIIIP 226:n kanssa reagoivien an-

tigeenien molekyylipainojakauman madritys

1 ml seerumia erotetaan geelisuodatuskromatografiaa
kdyttden allyylidekstraanilla, joka on ristisitoutunut
N,N'-metyleenibisakryyliamidin kanssa (Sephacryl® S 300-
pylvds (1,6 x 130 cm), tasapainotettu PBS:ssid, jossa on
0,04 % ei-ionista detergenttiid, esimerkiksi polyetoksiloi-
tua sorbitaanimonolauraattia (Tween 20). 0,2 ml:aa jokai-
sesta yksittdisesta fraktiosta inkuboidaan leimatun anti-
geenin mddrdn suhteen rajoittuvan miirian kanssa tutkitta-
vaa vasta-ainetta (0,1 ml:ssa puskuria) ja 0,1 ml:n kanssa
'#*I-leimattua prokollageenipeptidia (tyyppi III) (sisaltai
1 ng:n proteiinia) yli yoén 4 °C:ssa. Sen jalkeen inkuboi-
daan etuk&dteen testatun miirian kanssa lampaan anti hiiren
IgG-seerumia 10 $:n polyetyleeniglykolia (PEG 6000) lasna
ollessa 1 tunti. Saostuneet antigeeni-vasta-aine-komplek-
sit sentrifugoidaan pois (1500 x g) ja dekantoinnin j&al-
keen radioaktiivisuus madritetdan gammatuikespektrometril-
la. Vertaamalla vakiokayraan, jonka valmistamiseksi kdyte-
tadn standardeja, joissa on eri miaarit prokollageenipep-
tidia (tyyppi III), voidaan sitten mairittii kdytetyn vas-
ta-aineen kanssa reagoivien antigeenien pitoisuus kromato-
grafiafraktioissa. Kuvio 2 esittdd PIIIP 226:n avulla mii-
ritetyn antigeenin eluutioprofiilia verrattuna polyklo-
naalisten vasta-aineiden avulla maaritetyn antigeenin pro-

fiiliin.
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Patenttivaatimukset

1. Monoklonaalinen vasta-aine, tunnettu
siita, etta

a) silla on kuviossa 2 esitetty reaktiomalli intak-
tia prokollageenia (tyyppi III) ja pN-kollageenia (piikki
la), intaktia aminoterminaalista prokollagenipeptidia
(tyyppi III) (piikki 2a), aminoterminaalisen prokollagee-
nipeptidin (tyyppi III) hajoamistuotteita, joiden molekyy-
lipainot ovat aminoterminaalisen prokollageenipeptidin
(tyyppi III) ja Col 1l:n molekyylipainojen valilla (piikki
3a), seki Col 1:td ja aminoterminaalisen prokollageenipep-
tidin (tyyppi III) hajoamistuotteita, joilla on sama mole-
kyylipaino kuin Col 1:11& (piikki 4a), vastaan;

b) silla on spesifinen vaikutus sellaista aminoter-
minaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) epitooppia
vastaan, jota ei ole Col l:ssa;

c) se kuuluu IgG-luokkaan; ja

d) se muodostuu hybridoomaa esim. ECACC 88030202
kayttden, joka on muodostunut myeloomalinjan solujen fuu-
siolla etukidteen aminoterminaalisella prokollageenipepti-
dilla (tyyppi III) immunisoidun elaimen lymfosyyttien
kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen monoklonaalinen
vasta-aine, tunnettu siitd, etta se on hybridoo-
masolulinjan ECACC 88030202 monoklonaalinen vasta-aine
PIIIP 226.

3. Hybridoomasolulinja, tunnettu siita,
etta se tuottaa patenttivaatimuksen 1 mukaista vasta-ai-
netta, ja on muodostunut fuusioitumalla myeloomasolulinjan
soluista ja etukdteen prokollageenipeptidilla (tyyppi III)
immunisoidun eldimen lymfosyyteistd Jja ettad se on ECACC
88030202.
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4. Menetelma patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaisen
monoklonaalisen vasta-aineen valmistamiseksi, t un -
net¢tu siita, etta

a) eldaimid immunisoidaan aminoterminaalisella pro-
kollageenipeptidillad (tyyppi III),

b) otetaan lymfosyytit ja fuusioidaan myeloomasolu-
jen kanssa,

c) valitaan hybridit vasta-aineen, jolla on patent-
tivaatimuksessa 1 annetut ominaisuudet, esiintymisen pe-
rusteella ja kloonataan ja

d) saadaan vasta-aine mainituista klooneista esim.
hybridoomasta ECACC 88030202.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd vaiheen d) suorittamiseksi
kdaytetddan hybridomasolulinjaa ECACC 88030202.

6. Menetelm& prokollageenipeptidin (tyyppi 1III)
kvantitatiiviseksi immunologiseksi miirittamiseksi vasta-
aineilla, tunnettu siitid, etta

a) nestemainen nayte, joka sisiltdi aminoterminaa-
lista prokollageenipeptidia (tyyppi III) tai prokollagee-
nia (tyyppi III), saatetaan reagoimaan patenttivaatimuksen
1 tai 2 mukaisen monoklonaalisen vasta-aineen kanssa, ja

b) aminoterminaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi
III) tai prokollageenin (tyyppi III) maira maaritetiin
muodostuneen antigeeni-vasta-aine-kompleksin perusteella.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, etta

a) patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen monoklonaa-
linen vasta-aine sidotaan kiinteian matriisiin,

b) nestemdinen nayte, joka sisaltii aminoterminaa-
lista prokollageenipeptidii (tyyppi III) tai prokollagee-
nia (tyyppi III) saatetaan reagoimaan mainitun vasta-ai-
neen kanssa, ja

Cc) sitoutunut antigeeni osoitetaan kayttden leimat-
tuja monoklonaalisia tai polyklonaalisia vasta-aineita,
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jotka ovat spesifisia prokollageenipeptidille (tyyppi III)
tai prokollageenille (tyyppi III).

8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, etta

a) polyklonaalinen tai monoklonaalinen vasta-aine,
joka on spesifinen prokollageenipeptidille (tyyppi III)
ja/tai prokollageenille (tyyppi III) sidotaan kiinteddn
matriisiin,

b) nestemdinen niayte, joka sisaltda aminoterminaa-
lista prokollageenipeptidia (tyyppi III) tai prokollagee-
nia (tyyppi III) saatetaan reagoimaan mainitun vasta-ai-
neen kanssa, ja

c) sitoutunut antigeeni osoitetaan kayttden leimat-
tua patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaista monoklonaalista
vasta-ainetta.

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettidvaiheeseen c) kdytetdan mono-
klonaalisena vasta-aineena vasta-ainetta, jolla on kuvios-
sa 3 esitetty reaktiomalli intaktia prokollageenia (tyyppi
III) ja pN-kollageenia (piikki 4a), intaktia aminotermi-
naalista prokollageenipeptidia (tyyppi III) (piikki 5a)
seki Col 1:ta ja aminoterminaalisen prokollageenipeptidin
(tyyppi III) hajoamistuotteita, joilla on sama molekyyli-
paino kuin Col 1l:11a (piikki 6a), vastaan.

10. Patenttivaatimuksen 8 mukainen menetelma,
tunnettu siitid, etta vaiheeseen a) kaytetaan mono-
klonaalisena vasta-aineena vasta-ainetta, jolla on kuvios-
sa 3 esitetty reaktiomalli intaktia prokollageenia (tyyppi
III) ja pN-kollageenia (piikki 4a), intaktia aminotermi-
naalista prokollageenipeptidia (tyyppi III) (piikki 5a)
sekda Col 1:ta ja aminoterminaalisen prokollageenipeptidin
(tyyppi III) hajoamistuotteita, joilla on sama molekyyli-
paino kuin Col 1:11a (piikki 6a), vastaan.

11. Patenttivaatimuksen 9 tai 10 mukainen menetel-
mia, tunnettu siita, etta monoklonaalisena vasta-
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aineena kdytetdan hybridomasolulinjan ECACC 87042308 PIIIP
296:ta.

12. Diagnostinen tarpeisto prokollageenipeptidin
(tyyppi III) madridn mdarittamiseksi ruumiinnesteistas,
tunnettu siitd, etta se kasittaia vaikuttavan maa-
ran patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukaista monoklonaalista
vasta-ainetta, seoksena diagnostisesti hyvéksyttavan muo-
vimateriaalia olevan kantajan kanssa.
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Patentkrav

1. Monoklonal antikropp, k @ nnetecknad
av att

a) den har det i figur 2 givna reaktionsménstret
mot intakt prokollagen (typ III) och pN-kollagen (pik la),
intakt aminoterminal prokollagenpeptid (typ III) (pik 2a),
nedbrytningsprodukter av aminoterminal prokollagenpeptid
(typ III) vilkas molekylvikter ar mellan molekylvikterna
hos aminoterminal prokollagenpeptid (typ III) och Col 1
(pik 3a) samt Col 1 och nedbrytningsprodukter av aminoter-
minal prokollagenpeptid (typ III), vilka har samma mole-
kylvikt som Col 1 (pik 4a);

b) den har speciell verkan pad en epitop i aminoter-
minal prokollagenpeptid (typ III) vilken epitop inte finns
i Col 1;

c) den hoér till IgG-klassen; och

d) den bildas under anvandning av ett hybridom
t.ex. ECACC 88030202, som bildats genom fusion av celler
av en myelomlinje med lymfocyter fran ett djur som pa for-
hand immuniserats med aminoterminal prokollagenpeptid (typ
I1II).

2. Monoklonal antikropp enligt patentkrav 2,
kannetecknad av att att den ar den monoklonala
antikroppen PIIP 226 fran hybridomcellinjen  ECACC
88030202.

3. Hybridomcellinje, kannetecknad av
att den producerar en antikropp enligt patentkrav 1 och
har bildats genom fusion av celler av en myelomcellinje
med lymfocyter fran ett djur som pa férhand immuniserats
med prokollagenpeptid (typ III) och att den 4ar ECACC
88030202.
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4. Forfarande for framstdllning av en monoklonal
antikropp enligt patentkrav 1 eller 2, k A4 nn e -
tecknat av att man

a) immunicerar ett djur med aminoterminal prokoll-
genpeptid (typ III),

b) tar tillvara lymfocyterna och fusionerar dem med
myelomceller,

Cc) valjer ut hybriderna p& basen av férekomsten av
en antikropp med de i patentkrav 1 angivna egenskaperna
och klonar, och

d) erhdller antikroppen ur namnda kloner, t.ex. ur
hybridomet ECACC 88030202.

5. Forfarande enligt patentkrav 4, kanne -
tecknat av att man fér att utféra steg d) anvander
hybridomcellinjen ECACC 88030202.

6. Forfarande fér kvantitativ immunologisk bestam-
ning av prokollagenpeptid (typ III) medelst antikroppar,
kannetecknat av att man

a) bringar ett vitskeformigt prov, som innehdller
aminoterminal prokollagenpeptid (typ III) eller prokolla-
gen (typ III), att reagera med en monoklonal antikropp
enligt patentkrav 1 eller 2, och

b) bestammer mingden aminoterminal prokollagenpep-
tid (typ III) eller prokollagen (typ III) pd basen av bil-
dat antigen-antikropp-komplex.

7. Forfarande enligt patentkrav 6, kanne -
tecknat av att man

a) binder en monoklonal antikropp enligt patentkrav
1l eller 2 till en fast matris,

b) bringar ett viatskeformigt prov, som innehdller
aminoterminal prokollagenpeptid (typ III) eller prokolla-
gen (typ III), att reagera med namnda monoklonala anti-
kropp, och

C) pavisar bundet antigen genom att anvinda miarkta
monoklonala eller polyklonala antikroppar, vilka &4r speci-
fika fé6r prokollagenpeptid (typ III) eller prokollagen
(typ III).
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8. Forfarande enligt patentkrav 6, k ann e -
tecknat av att man

a) binder en polyklonal eller monoklonal antikropp,
som ir specifik fér prokollagenpeptid (typ III) och/eller
prokollagen (typ III) vid en fast matris,

b) bringar ett vatskeformigt prov, som innehaller
aminoterminal prokollagenpeptid (typ III) eller prokolla-
gen (typ III), att reagera med namnda antikropp, och

c) pavisar den bundna antigenen genom att anvanda
en mirkt antikropp enligt patentkrav 1 eller 2.

9. Forfarande enligt patentkrav 7, k ann e -

t ecknat av att man som monoklonal antikropp i steg
c) anvander en antikropp som har det i figur 3 givna reak-
tionsmonstret mot intakt prokollagen (typ III) och pN-kol-
lagen (pik 4a), intakt aminoterminal prokollagenpeptid
(typ III) (pik Sa) samt Coll och nedbrytningsprodukter av
aminoterminal prokollagenpeptid (typ III), vilka har samma
molekylvikt som Col 1 (pik 6a).

10. Forfarande enligt patentkrav 8, k ann e -

t ecknat av att man som monoklonal antikropp i steg
a) anviander en antikropp som har det i figur 3 givna reak-
tionsménstret mot intakt prokollagen (typ II) och pN-kol-
lagen (pik 4a), intakt aminoterminal prokollagenpeptid
(typ III) (pik 5a) samt Col 1 och nedbrytningsprodukter av
aminoterminal prokollagenpeptid (typ III), vilka har samma
molekylvikt som Col 1 (pik 6a).

11. Forfarande enligt patentkrav 9 eller 10,
kiannetecknat av att man som monoklonal anti-
kropp anvander PIIIP 296 frdn hybridomcellinjen ECACC
87042308.

12. Diagnostiskt kit for att bestdmma mangden pro-
kollagenpeptid (typ III) i kroppsvatskor, kdnne-
t ecknat av att det omfattar en verksam mangd av en
monoklonal antikropp enligt patentkrav 1 eller 2 blandat
med en diagnostiskt godtagbar barare av ett plastmaterial.
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