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SAMMANDRAG

Foreliggande uppfinning hénfor sig till en metod for bestimning av nérvaro, franvaro eller

méngd biologiskt aktivt eller inaktivt HGF i ett prov.
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Titel: Ny metod for snabb detektion av hepatocyttillvixtfaktor i biologiska vitskor

Uppfinningens teknikomrdde

Foreliggande uppfining 4r inom det tekniska omréadet produkter for att detektera nirvaro av
tillvaxtfaktorer sdsom hepatocyttillvéxtfaktor (eng.: Hepatocyte Growth Factor, HGF) i

biologiska prov. Den hénfor sig dven till metoder for att utfora sddana metoder.

Uppfinningens bakgrund

Hepatocyttillvaxtfaktor (HGF) 4r en unik tillvidxtfaktor som dr obesliktad med andra vilkinda
polypeptidemitogener. Den 4r ett protein som uttrycks i mesenkymala celler sdsom
lungmakrofager och fibroblaster, Kupffer-celler i levern och leukocyter. HGF utsdndras som
svar pé cellskada och synes vara viktig for regenerering av vissa organ och sarldkning. Den dr
en heterodimer, med tung och litt kedja p& ungefér 60 respektive 30 kDa sammanbundna av
disulfid-bryggor, forst syntetisread som en inaktiv prekursor. Prekursorn klyvs till ett aktivt
protein i det skadade organet genom en specifik aktivator. HGF verkar parakrint, d.v.s. den
péverkar intilliggande celler, savil som endokrint, d.v.s. den har lang rickvidd. HGF:s
malceller ar fult utvecklade epitelceller. HGF produceras och finns i héga koncentrationer pa

platser med organskada.

Den systemiska och lokala produktionen av HGF i olika infektionssjukdomar har studerats
och hoga serumkoncentrationer har observerats i akuta infektionssjukdomar som
magtarmkatarr, sepsis, lunginflammation, infektioner i hud och mjukdelar och pyelonefrit.
Simultant med f6rhojd systemisk produktion av HGF har hga koncentrationer av HGF hittats
i cerebrospinalvétska vid hjarnhinneinflammation. Héjda HGF-koncentrationer i kondenserad
utandningsluft i patienter med lunginflammation, som inte hade ndgon korrelation med

serumnivder av HGF, indikerade en lokal produktion av HGF vid lunginflammation.

Vidare har stabiliteten for HGF i serum studerats och HGF befanns vara mycket stabilt i
utspiddda fecesprover och ett flertal frysning/upptiningscykler, olika buffertar och lagring
under flera 4r vid -20 °C paverkade inte HGF-koncentrationer i feces signifikant. Stora
méngder HGF i feces vid diarré har tidigare visats mdjligen indikera att patienten lider av

smittosam magtarmkatarr. Vidare har $vervakning av HGF-nivéer fore och efter behandling
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vid infektionssjukdomar visats mégjligen kunna visa pé icke-fungerande terapi pa ett tidigt

stadium.

Insikt i den kliniska betydelsen och skillnader mellan rekommenderade terapier,
differentialdiagnoser mellan inflammatoriska tillstand i kroppen har varit dmnet for ett flertal
undersdkningar. Ett stort kliniskt problem &r att bestimma huruvida infektion eller andra
inflammatoriska stérningar orsakar sjukdomen. Ett flertal markorer anvinds typiskt av likare
for att stélla rétt diagnos, sdsom mikroskopanalys och odling av kropsvitskor, antal vita
blodkroppar, C-reaktivt protein, procalcitonin och laktat i plasma. Dock finns det &nnu ingen
gyllene standard att anvéinda. Problem med att stilla ritt diagnos uppkommer dagligen vid
behandling av inflammatoriska stérningar i tarmen, ulcus, ledsjukdomar, stérningar i centrala
nervsystemet, utgjutningar i bukhinna, lungséck och hjértsick, bland annat. Méngden
rutinmarkdrer som CRP och antal vita blodkroppar kan vara hog vid flera stérningar och
odlingar 4r inte alltid positiva trots en infektion. Hoga méngder HGF och dess anvindning i
diagnos och prognos for infektionssjukdomar diskuteras i PCT-ansékan PCT/SE2001/001831.
I dessa studier bestdimdes dock hela midngden HGF i kroppsvitskorna med ELISA-metod.
Olika studier om HGF har rapporterats. Vissa studier har anvént bestimning av HGF i
plasma/serum och urin for diagnos och screening av sjukdomar som akut njursvikt,
hjértinfarkt, urinbldsecancer, akut bukspottkortelinflammation och akuta och kroniska
lungsjukdomar. Av detta skél har tidigare beskrivna metoder som ELISA och Western
blotting anvénts. Detektion av stora méngder cytokiner vid inflammatoriska sjukdomar &r
inget unikt fynd. Dock, i vissa fall, har bestdmning av HGF funnits vara en kénslig metod som
kan detektera specifika kliniska problem mycket enklare &n rutinmetoderna (PCT-anstkan
PCT/SE2001/001831).

Tidigare beskrivna metoder som ELISA och Western blotting baseras p4 en interaktion
mellan HGF 1 proverna och en antikropp som binder specifikt till HGF. I ELISA bestims
méngden enkelkedjat och dubbelkedjat HGF. Genom Western blotting bestims kvaliteten pa
HGF genom bestédmning av synbara molekylvikter i provet. Dessa metoder &r dock

omsténdliga och arbetsintensiva.
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Den innovativa anvandningen av biosensorer 4r anvindbar, billig och snabb inom detta
analysomrade. Metoden ytplasmonresonans (BIACORE®) kan anvindas for detektion av
HGFi feces (W02005/031365). Tekniken kan detektera HGF-nivaer och kvalitet i samma

kérning.

WO02010/151222 beskriver en metod for att bestimma nérvaro, franvaro eller méngd
biologiskt aktivt eller inaktivt HGF i ett prov, innefattande att bringa provet i kontakt med en
gel som innefattar en HGF-bindande komponent frén extracelluldra matrix eller cellmembran,
tillsétta toluidinblétt till gelen, och korrelera firgen pa gelen och/eller en vitska i kontakt med

gelen, med nirvaro, frinvaro eller méngd biologiskt aktivt HGF i provet.

-1 fallet infektion: 1 olika organ dkar nivaerna HGF lokalt vid infektionsstillet. Hela méngden
protein kan detekteras med ELISA. Med Biacore-teknologi &r detektion av interaktionsnivan
(signaler) till monoklonala, polyklonala antikroppar mot HGF savil som chipimmobiliserat
heparansulfatproteoglykan (HSPG) hég och korrelerar positivt med resultaten erhallna med
ELISA.

-1 fallet kronisk inflammation: Trots hoga méngder HGF som kan hittas med ELISA i prov,
observeras icke-signifikant korrelation mellan ELISA och resultat erhillna med Biacore. Det
kan vara att ingen eller mycket 1&g signal detekteras med Biacore som visar pa en svag
interaktion med liganderna. Interaktionen med protoonkogenreceptorn c-met kan vara hég och
signalerna korrelerar positivt med immobiliseringnivéan. Det 4r en 1ag signalniva i HSPG-
kanalen. Tillsats av HSPG eller dextransulfat till proverna minst 10 minuter fére analys

minskar eventuellt inte signalen i HSPG-kanalen. Proteinet kan vara biologiskt inaktivt.

Metod (plattform)

-Underliggande mekanism

Tillvaxtfaktorerna och cytokinerna som hepatocyttillvixtfaktor som produceras vid skador

frisdtts endokrint och produceras lokalt av intilliggande mesenkymala celler. Proteinet
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interagerar med cellbindingsspecifika receptorn med hog affinitet och skickar signaler in i
cellen vilket resulterar i regeneration av det skadade organet. I fallet med HGF krévs en icke-
specifik receptor pa cellmembranet och den extracelluldra matrixen (ECM) for att fanga
cytokinet och gora det tillgéngligt for den specifika receptorn (c-Met-receptorn). Darf6r
fdngas inte varianter av HGF som inte uppvisar nagon affinitet for HSPG eller andra
proteoaminoglykaner av ECM efter frisittning och interagerar eventuellt inte med den

specifika receptorn. Dérfor kan proteinet vara inaktivt trots hog affinitet till receptorn c-Met.

[ vara tidigare arbeten har vi studerat HGF med SDS-PAGE, Western blot, ELISA och
ytplasmonresonans och visat att HGF-proteinet (endogent och rekombinant) som inte band till
proteoaminoglykan (HSPG, heparansulfat) eller dextransulfat, inte hade hade nédgon biologisk
effekt 1 modellerna in vivo (hartillvixt méss) eller in vitro (CCL-53.1 celler) som anvindes i
var grupp. Vi har sett skillnader i bindingsaffiniteter till HSPG i ytplasmonresonansmetoden
for patienter med akuta infektioner jaimfort med kroniska inflammationer. Var priméra slutsats
ar att 1 patienter med kronisk inflammation &r héghierarkiska cytokiner som HGF inaktiverade
och dérfor kan de behdva exogent biologiskt aktivt HGF for att stimulerar regenerering. Som
ett exempel har behandling med exogent HGF visats vara fordelaktigt i behandling av vissa
fall av kroniska bensér (PCT-ansékan PCT/SE2001/01831). HGF har befunnits forstirka
migration av friska intilliggande hudepitelceller mot det skadade omradet genom att #ndra
cellskelettstrukturen hos celler in vitro. Ett forhojt uttryck av protoonkogenreceptorn met (c-
met) i ulcusomrédet hos patienter med kroniska ulcerationer observeras. Behandling med
exogent HGF minskade uttrycket av c-met signifikant. Det fanns en negativ korrelation
mellan koncentration av biologiskt aktivt endogent HGF i utséndringar fran ulcerationer och
uttryck av protoonkogenreceptorn met (c-met). Behandlingar med exogent HGF patienterna
med en 14g méingd endogent HGF och hogt uttryck av protoonkogenreceptorn met (c-met)
orsakade kérlproliferation och reduktion av ulcerationsarea. Denna modell av organskada i

huden och beslédktade hdndelser kan gilla dven for andra organvévnader.

Sammanfattning av uppfinningen

I en forsta aspekt hanfor sig foreliggande uppfinning till en metod for att detektera néirvaro

eller franvaro av biologiskt aktivt HGF i ett prov, innefattande att bringa ett HGF-
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innehallande prov i kontakt med en pords fastfas som i sig har &tminstone en HGF-bindande
komponent fran extracellulédr matrix (ECM) eller cellmembran, sdsom en proteoaminoglykan
eller en glukosaminoglykan, och en indikatorkomposition innefattande metylrott,

bromtymolblatt och en kvartendr ammoniumf6rening.

I en andra aspekt hénfor sig foreliggande uppfinning till en anordning innefattande en poros
fastfas som i sig har &tminstone en HGF-bindnande komponent fran extracellulir matrix

(ECM) eller cellmembran, sésom en proteoaminoglykan eller en glukosaminoglykan, och en
indikatorkomposition innefattande metylrétt, bromtymolblatt och en kvartenér

ammoniumforening.

Definitioner och forkortningar

Kvalitet p4 HGF indikerar formégan hos HGF att binda till den extracelluldra matrixen och

utdva sin biologiska effekt in vivo.

HGF betyder hepatocyttillvaxtfaktor, &ven bendmnd Scatter Factor pa engelska.
ECM betyder extracellulédr matrix.

HSPG betyder heparansulfatproteoglykan.

MQ, eller Milli-Q, refererar till vatten som &r hoggradigt renat och avjoniserat.

PBS betyder fosfatbuffrad saltlosning.

Detaljerad beskrivning av uppfinningen

Hepatocyttillvixtfaktor i sin biologiskt aktiva form har h6g affinitet till proteoaminoglykaner
som heparansulfatproteoglykan. och dextransulfat. Denna affinitet liknar bindningen av

tillvaxtfaktor till cellmembranet fore interaktion med dess membranbindande receptor.
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Denna affinitet anvénds i foljande aspekter och utféringsformer av féreliggande uppfinning.
Baserat pa de tidigare resultaten med observationer frin ytplasmonresonansmetoden som
visade att cytokiner med hog affinitet till ECM-komponenter frisattes vid akut infektion, har
uppfinnarna framstéllt en plattform genom tillsats av proteoaminoglykan i en basal fast
matris, sdsom cellulosa. Affiniteten for protein till proteoaminoglycan visualiseras dérefter
med férgforandringar i nidrvaro av indikatorer innefattande bromtymolblétt och en kvartenir

ammoniumfdrening och/eller metylrott.

Uppfinningen anvénder en kudd-fas innefattande innehéllande en HGF-bindande komponent
frén den extracelluldra matrixen eller cellmembran, foretridesvis dextransulfat eller HSPG.
Kudden ér tillverkad av en pords fast fas, sdsom cellulosa, nitrocellulosa eller papper. En for
nérvarande foredragen pords fast fas &r ett tjockt cellulosa-baserat filterpapper med stor
laddningskapacitet och genomsnittlig retention filterpapper 598 Schleicher & Schull. Féljande

recept foredras for nédrvarande:

Den pordsa fasta fasen impregneras med en 16sning av 0,02% metylrott (Merck), 0,4%
kvartendr ammoniumforening (Merck) och 0,1% bromtymolblatt (Panreac) i metanol. All
kemikalier fixeras till cellulosamatrisen genom att tillsétta 0,5% beldggnisngstabilisator

(Acros). Pappren torkas i en strom varm luft.

Dérefter dréinks den pordsa fasta fasen under 5 till 10 sekunder med en 16sning sammansatt av
0,1 mM dextransulfat (Fluka) i avjoniserat destillerat vatten (MQ) och torkas i en strom av

varm luft.

Den vérmetorkade porosa fasta fasen innefattande proteoaminoglykan med
indikatorkomposition kan senare fixeras pa dubbelsidigt adhesivt papper och immobiliseras
pa ett fast underlag, sdsom ett plastband, och skéras till remsor i storlek lamplig for

anvindning, sdsom med en bredd om 6 mm.
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Vid anvindning, for enkel hantering, 6verfors en méngd feces till 0,5 ml spiddningsbuffert
(0,1 M PBS pH 7,4) och en testremsa innefattande en pords fastfas immobiliserad pa ett fast
underlag doppas i 16sningen. Nér testremsorna doppas i 16sning innehallande HGF, beroende
p& mingd analyt, reagerar specifikt med dess konjugat eller receptor till exempel
dextransulfat. Darfor dndrar remsan firg fran gul till olika observerbara intensiteter av gront

till marinblatt.

De andra komponenterna av extracelluldr matrix (glykosaminoglykaner) kan anvindas, men

dextransulfat &r billigare och visar liknande resultat.

Uppfinningenhdnf6r sig till en metod innefattande att doppa ner en remsa i ett biologiskt prov
eller utspétt med buffert, foretradesvis PBS 0,5 M till 0,15 M, pH 6,00-8,00, varvid biologiskt
aktivt HGF binder till dextransulfat.

Kvarvarande droppar av prov pa remsans kanter avldgsnas genom att forsiktigt knacka mot
laskpapper. Interaktion mellan dextransulfat och indikator dndrar firgen pa kudden fran gult

till ett spektrumav gron férg till morkblatt som positiv signal for nidrvaro av HGF.

Det finns en specifik interaktion mellan biologiskt aktivt HGF och dextransulfat i nirvaro av
indikatorer i det pordsa fastfasmediet. Eftersom provet innehéller biologiskt aktivt HGF som

binder till dextransulfat, andras férgen pa den pordsa fasta fasen.

Intensiteten pa den grona firgen beror pa affiniteten for HGF till dextransulfat och blockerand

H'-joner i den pordsa fasta fasen.

Mingden HGF, som observerad intensitet av gron firg i den pordsa fasta fasen, kan
bestdimmas genom jémforande métning av HGF med anvindning av en standardmetod, till

exempel en kvantitativ ELISA-metod. En eller flera referensldsningar med kéint HGF-innehall
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anvinds valfritt for att utviardera reaktionsresultatet. En negativ referens kan anvindas (till
exempel vatten eller PBS). En positiv referens kan vara ett prov av frisk kroppsvitska eller en

HGF-innehallande produkt med kint HGF-innehall.

Genom metoden enligt uppfinningen ar det mojligt att snabbt sérskilja mellan en akut

inflammation sdsom en bakteriell infektion i ett organ fran en kronisk inflammation.

Metoderna och produkterna kan anvindas for att analysera foljande:

- Skillnader mellan septisk artrit och icke-septisk eller reaktiv artrit i leder

- Skillnader mellan akut smittsam magtarmkatarr och kronisk inflammatorisk
tarmsjukdom och andra orsaker till diarré

- Skillnader mellan akut septisk hjarnhinneinflammation och icke-specifik pleocytos i
cerebrospinalvitska

- Skillnader mellan akut njursvikt savél som pyelonefrit och distal urinvigsinfektion
savél som kronisk njurskada

- Skillnadermellan lunginflammation och kronisk obstruktiv lungsjukdom i
kondenserad utandningsluft

- Skillnader mellan septisk inflammation i lungsécksutgjutning och askites och icke-
septisk inflammation

- Nérvaro av HGF 1 serum och plasma

- Standradutvérdering av biologiskt aktivt HGF i likemedel och blodprodukter

- Overvakning av behandling med antibiotika

- Lokalisering av infektiost fokus vid sjukdom
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ANDRADE PATENTKRAV

1. Enmetod for att bestimma nérvaro, franvaro eller mingd av biologiskt aktivt eller
wnaktivt HGF i ett prov, innefattande stegen
- bringa provet i kontakt med en pords fast fas innefattande en HGF-bindande
komponent fran extracelluldr matrix (ECM) eller cellmembran, echsamt en
indikatorkomposition innefattande bromtymolblatt, en kvartenér
ammoniumf6rening, och metylrétt,
- korrelera férgen pa den pordsa fasta fasen med nérvaron, franvaron eller

méngden biologiskt aktivt HGF i provet.

2. En anordning innefattande en porés fast fas innefattande dtminstone en HGF-bindande
komponent fran extracellulir matrix (ECM) eller cellmembran, samteeh en
indikatorkomposition innefattande bromtymolblatt, en kvartendr ammoniumfdrening,

och metylrott.

3. Enmetod enligt patentkrav 1 eHeranordningenligt-patentkrav-2-vari den HGF-

bindande komponenten &r en proteoaminoglykan eller glykosaminoglykan.

4. En metod eHeranordning-enligtpatentkrav 3, vari den HGF-bindande komponenten &r

heparansulfatproteoglykan eller dextransulfat.

5. Enmetod enligt ngot av patentkraven 1, 3 eller 4, vari nimnda prov 4r en vivnad,

kroppsvitska eller exkrement frén en patient.

6. En metod enligt nagot av patentkraven 1, 3-5, vari nimnda prov &r en farmaceutisk

produkt.

7. En metod enligt ndgot av patentkraven 1, 3-6, vari korreleringen av férgen pa den
pordsa fasta fasen med nérvaron, franvaron eller mangden biologiskt aktivt HGF i
provet inkluderar en jamf6relse av férgen hos den pordsa fasta fasen med en porés fast
fas som har bringats i kontakt med atminstone en referensldsning med ként HGF-

innehall.
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8. En anordning enligt patentkrav 2. vari den HGF-bindande komponenten #r en

proteoaminoglykan eller glykosaminoglykan.

9. En anordning enligt patentkrav 8. vari den HGF-bindande komponenten r

heparansulfatproteoglykan eller dextransulfat.

10. En anordning enligt nagot av patentkraven 2-4, 8 eller 9, vari den pordsa fasta fasen
innefattar cellulosa.
8
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