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Immunologinen menetelmd intaktin prokollageenipeptidin (tyyppi III) ja prokollageenin
(tyyppi III) miirittimiseksi selektiivisesti elimistonesteistd ja vdline sen toteuttamiseksi
Forfarande for selektiv immunolog bestimning av intakt prokollagen peptid (typ III) och
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Tiivistelmd -~ Sammandrag

Keksintd koskee menetelmiii, jossa immunisoimalla eldimii
peptidilld, jolla on sekvenssi
I-C-E-S5-C-P-T-G-G-Q-N-Y-3-P

ja joka on sidottu immunogeeniseen proteiiniin, muodostetaan
vasta-aineita, joiden avulla voidaan mddrittdid selektiivisesti
prokollageenipeptidi (tyyppi III) samoin kuin prokollageeni
(tyyppi III) elimist®nesteistd. Keksintd koskee myd&s kyseisii
vasta-aineita, immunogeeniseen proteiiniin sidottuja peptidi-
sekvenssin sisdltlvid yhdisteiti sekd niiden kéyttdd.

Uppfinningen berdSr ett forfarande dir man, genom att immunisera
djur med en peptid med sekvenssen. I-C-E-S-C-P-1T-G-G-Q-N-Y-S5-P,
som dr bunden till ett immunogent protein, bildar antikroppar
med vars hjdlp man selektivt kan bestdmma prokollagenpeptid

(typ III) sdvial som prokollagen (typ III) i kroppsvatsker.
Uppfinningen berdr ocksa ifrdgavarande antikroppar, f&reningar
som innehdller den till immunogent protein bundna peptidsekvensen,
samt anvdndningen av dessa fdreningar.
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Immunologinen menetelmd intaktin prokollageenipepti-
din (tyyppi III) ja prokollageenin (tyyppi III) mii-
rittdmiseksi selektiivisesti elimistdnesteistd ja vi-

line sen toteuttamiseksi

Prokollageenipeptidi (tyyppi III) on kollagee-
nin (tyyppi III) aminoterminaalinen propeptidi, joka
pilkkoutuu solun ulkopublisesti prokollageenimolekyy-
lin (tyyppi III) erittymisen j&dlkeen. Radioimmunologi-
sella mddritysmenetelmdlld, jota kuvataan EP-julkaisus-
sa 4940, voidaan mddrittdd tdmdn prokollageenipeptidin
pitoisuus elimistdnesteissd. Seerumin peptidipitoisuu-
den tunteminen antaa tietoa sidekudossairauksien, esi-
merkiksi maksasairauksien aktiivisuudesta [Rohde, H.
et al., Eur. J. Clin. Invest. 9 (1979) 451 - 4597.

Prokollageenipeptidin (tyyppi III) tarkka selek-
tiiviinen m&@rittdminen seerumista ja muista elimistd-
nesteistd ei kuitenkaan ole mahdecllista tidh&n mennessi
kuvatuilla menetelmilld, koska polyklonaaliset vasta-
aineet, joita kdytetddn ndissi menetelmissid, reagoivat
erilaisten seerumissa esiintyvien antigeenien, jotka
ovat osaksi prokollageenipeptidin (tyyppi III) hajoa-
mistuotteita, kanssa vaihtelevalla, alemmalla affini-
teetilla /Niemeld, O. et al., Clin. Chim. Acta 124
(1982) 39 - 447. Tdmd johtaa siihen, etteivit seeru-
mista ja muista elimisténesteistid saatavat laimennus-
kdyrdt ole yhdensuuntaisia pelkdstd prokollageenipep-
tidistd (tyyppi III) saadun kalibrointikdyridn kanssa
ja kustakin tuntemattomasta ndytteestd tdytyy siten
mddrittdd antigeenipitoisuus useasta laimennoksesta
antigeenipitoisuuden mé&rittidmiseksi laimennuskdyrien
50 %:n leikkauskohdan avulla.

Tdmdn menetelmdn lisdheikkoutena on se, ettd
vasta-aineen ja rotan tai hiiren antigeenin vdlisen

heikon ristireaktiivisuuden takia ei ole ollut mahdol-
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lista mddrittdd ndiden lajien elimistdnesteiden antigee-
nipitoisuutta.

Menetelmidlld, jota ovat kuvanneet Schuppan et al.
/3. Hepatol. 3 (1986) 27 - 377, voidaan mddrittdd antigee-
nipitoisuus rotan seerumissa. T&ll&kin menetelmdlld on
kuitenkin se sama ihmisseerumille tarkoitetun menetelmdn
yhteudesséd kuvattu haittapuoli /Niemeld et al., Clin.
Chim. Acta 124 (1982) 39 - 44/, ettd eri elimistdnestei-
den inhibitiokdyrdt eivdt ole yhdensuuntaisia.

EP-hakemusjulkaisun 0 089 008 mukaisen menetelmdn
avulla on mahdollista ratkaista tdmé@& tekninen ongelma
kdyttdmdlld vasta-aineita, joilla on vertailukelpoinen
affiniteetti intaktin prokollageenipeptidin (tyyppi III)
ja sen pilkkoutumistuotteen Col 1 suhteen. Tdlld menetel-
milld midritetddn intakti ja pilkkoutunut prokollageeni-
peptidi (tyyppi III) yhdess&, mik&d@ kuitenkin johtaa diag-
nostisen lausunnon epdtarkkuuteen, koska normaali- ja po-
tilasryhmit voivat olla voimakkaasti pddllekkdisid.

Y1littdvisti on nyt havaittu, ettd kdyttdmdlla
peptidiid, jolla on tietty aminohapposekvenssi, voidaan
saada immunisointia varten vasta-aineita, joiden avulla
on mahdollista mddrittdi intakti prokollageenipeptidi
(tyyppi III) spesifisesti. Ndiden vasta-aineiden avulla
voidaan yllittdvidsti mddrittdd prokollageenipeptidin
(tyyppi III) pitoisuus myds rotan tai hiiren elimistd-
nesteistid, mikd on hy&dyksi fibrosuppressiivisten ainei-
den tutkimisessa eldinkokein.

Keksintd koskee siten menetelmdd aminoterminaali-
sen prokollageenipeptidin (tyyppi III) mddrittdmiseksi im-
munologisesti vasta-aineiden avulla, jolle menetelmdlle
on tunnusmerkillistd, ettd

a) eldimet immunisoidaan peptidilld, jolla on
sekvenssi

1-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-5-P,
ja joka on sidottu immunogeeniseen proteiiniin,
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b) otetaan seerumista talteen vasta-aineet, jotka
reagoivat intaktin aminoterminaalisen prokollageenipepti-
din (tyyppi III) kanssa ja

c) mddritetddn aminoterminaalisen prokollageeni-
peptidin (tyyppi III) ja prokollageenin (tyyppi III) mdi-
rd muodostuneen antigeeni - vasta-aine-kompleksin kautta.

Keksintd koskee lisdksi vasta-aineita, joita muo-
dostuu immunisoitaessa eldimiid edelld mainitulla pepti-
dilld, joka on sidottu immunogeeniseen proteiiniin.

Seuraavassa kuvataan yksityiskohtaisesti keksin-
t8d, erityisesti sen edullisia suoritusmuotoja. Keksin-
td mddritellddn lisdksi patenttivaatimuksissa.

Vasta-aineiden valmistamiseksi immunisoidaan el&ii-
mid, edullisesti jyrsijoditd, kuten esimerkiksi kaniineja
tai marsuja, tai vuohia tai lampaita sopivaan immunogee-
niseen proteiiniin kytketylld peptidillid, jolla on sek-
VERESY 1C-B-$-C-P-7-G-G-Q-N-Y-S-P,
tdydellisen apuaineen l&dsnd ollessa. Erityisen edullises-
ti kdytetddn kaniineja. Immuunivastetta voimistetaan tois-
tetuilla sekundaari-injektioilla, esimerkiksi 4-8 viikon
kuluttua. Immunisoitumisen onnistuminen tarkistetaan mii-
rittdmdlla vasta-éinepitoisuus radioimmunologisella sitou-
tumistestilld (R. Timpl ja L. Risteli, Immunochemistry
of the extracellular matrix, vol. 1, H. Furthmayr Ed.
1982, s. 199).

Soveltuvia proteiineja, joihin mainittu peptidi
voidaan 1liittd&d, ovat kaikki immunogeeniset proteiinit.
Edullisesti k&dytetdidn hemosyaniinia, albumiinia tai poly-
lysiinid. Peptidi voidaan valmistaa alan ammattimiesten
tuntemin menetelmin, kuten esimerkiksi menetelmilli, joi-
ta kuvaavat G. Barany ja A. B. Merrifield (The Peptides,
vol. 2, Academic Press 1980, s. 3 - 254) tai E. Brown,

R. C. Sheppard ja B. J. Williams /J. Chem. Soc. Perkin
Transact. 1 (1983) 11617.
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Keksinndn mukaisia vasta-aineita voidaan k&yttaa
seerumina tai puhdistettuina erilaisissa immunologisissa
menetelmissd mukaan luettuina radioimmuunimddritysten
kaikki muodot, esimerkiksi sekventiaalisissa kylldstys-
analyyseissa tai tasapainoanalyyseissd, leimaamisessa klo-
ramiini T:113 tai Bolton - Hunter-reagenssilla /Felber,
Meth. Biochem. Anal. 22 (1974) 1; Shelley et al., Clin.
Chem. 19 (1975) 1467 samoin kuin muissa kompetitiivisis-
sa sitoutumismddrityksissd, kuten fluoresenssi-, entsyy-
mi-, kemiluminesenssi- tai muissa immuunimd&rityksissd.
Vasta-aineita voidaan siten kdyttdd immunologisissa mene-
telmissd kudoksissa ja elimistdnesteissd esiintyvdn pro-
kollageenipeptidin (tyyppi III) eristdmiseksi ja karakte-
risoimiseksi samoin kuin mddrittdmiseksi kvantitatiivi-
sesti. Kvantitatiivisen mddrityksen tekemiseksi kdyte-
tddn alan ammattimiesten sindnsd tuntemia menetelmid,
joissa nestemdinen ndyte, joka sisdltdd prokollageenipep-
tidid (tyyppi III), saatetaan reagoimaan keksinndén mukais-
ten vasta-aineiden kanssa ja mddritetddn prokollageenipep-
tidin (tyyppi III) mddrd muodostuneen antigeeni - vasta-
aine-kompleksin kautta. Td118in ei ole merkitystd silld
seikalla, onko prokollageenipeptidi (tyyppi III) vield
kytkeytyneend prokollageenin (tyyppi III) aminopddhdn
vai ei. Keksinn®n mukaiset vasta-aineet eivdt tunnista
immunologista mddritystd tdhdn asti hdirinneitd prokol-
lageenipeptidin (tyyppi III) hajoamistuotteita, erityi-
sesti Col 1l:&.

Keksintdid valaistaan tarkemmin seuraavissa esimerk-
keissi. Prosenttisuudet ovat painoprosentteina, ellei

toisin mainita.

TR I N
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Esimerkki 1

Peptidi-hemosyaniinikonjugaattiyhdisteen valmistus

100 mg hemosyaniinia /dialysoitu vettd (5 x 3 1)
vastaan ja kylmdkuivattu sitten/ liuotetaan veteen (3 ml),
ja lisdtddn 24 mg peptidid I-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P .
Huoneen ldmpdtilassa sekoittaen lisitidin 2 tunnin aika-
na annoksittain kaikkiaan 1 g. N-sykloheksyyli-N'-/2-(4-
morfelinyyli)-etyyli/karbodi-imidi-metyyli-p-tolueenisul-
fonaattia. Kun reaktioseosta on sekoitettu ydn yli, siti
dialysoidaan 24 tuntia vettd (5 x 10 1) vastaan, ja eris-
tetddn tuote sitten kylmdkuivaamalla. Saadaan 137 mg kon-
jugaattiyhdistetti.

Esimerkki 2

Radioimmuunisitoutumistesti

300 /ul esimerkin 1 mukaiéesti valmistetulla kon-
jugaatilla immunisoidun kaniinin antiseerumia, joka on
laimennettu sopivalla tavalla, inkuboidaan y6n yli liuok-
sen (100 /ul) kanssa, joka sisdltdd prokollageenipepti-
did (tyyppi III) (1 ng proteiinia/100 /ul, valmistettu
EP-julkaisun 4940 esimerkin 1 mukaisesti), joka on radio-
leimattu 125I:lléi. Muodostuneet antigeeni - vasta-aine-
kompleksit saostetaan lisdidmilld immunisointiin kdytetyn
lajin immunoglobuliini G:n vastaista toisen lajin anti-
seerumia. Sentrifugoinnin ja supernatantin dekantoinnin
jdlkeen mddritetddn saostuneen radioaktiivisuuden miiari
V-skintillaatiospektrometrilli.

Esimerkki 3

Radioimmuunitesti

0,2 ml analysoitavaa ndytettd tai prokollageeni-
peptidi (tyyppi III) -standardia inkuboidaan l&mpdtilas-
sa 4°c yon yli antiseerumin (0,1 ml:ssa puskuria) kanssa,
jonka mddrd on rajoitettu leimatun antigeenin mid&drin suh-

125I-leimattua prokollageeni-

teen. Kin on lisdtty 0,1 ml
peptidin (tyyppi III) liuosta (sis&lt&4 1 ng proteiinia),

inkuboidaan 6 - 8 tuntia limp&tilassa 4°C. Muodostunut
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antigeeni - vasta-aine-kompleksi saostetaan immunisoin-
tiin kdytetyn lajin IgG:n vastaisella antiseerumilla.
Sentrifugoinnin ja supernatantin dekantoinnin jdlkeen
midritetddn saostunut radioaktiivisuus Y -skintillaatio-
spektrometrilld.

Vertaamalla kalibrointikdyrddn, jonka muodostami-
seen on kdytetty standardeja, joissa prokollageenipepti-
din (tyyppi III) pitoisdus vaihtelee, voidaan mddrittdd
prokollageenipeptidin (tyyppi III) pitoisuus tuntematto-
massa liuoksessa.

Esimerkki 4

Keksinndn mukaisten vasta-aineiden kanssa reagoi-
vien antigeenien molekyylipainojakakutuman mddritt&minen
esimerkiksi naudan tai sian seerumista

Seerumindytteelle (1 ml) tehdddn geelisuodatuskro-
matografinen erotus Sephacryl S 3063)—pylvééllé (1,6 x
130 cm), joka on tasapainotettu fosfaattipuskuroidussa
fysiologisessa suolaliuoksessa (PBS), joka sisdltda
0,04 % Tween 20:4. Kustakin fraktiosta (2,8 ml) kdytetddn
0,2 ml esimerkin 3 mukaiseen radioimmuunitestiin.

Kuvio la esittdi sian seerumin antigeenin eluoitu-
miskdyrd3d ja kuvio 1b naudan seerumin eluoitumiskdyr&dd
verrattuina EP-julkaisun 4940 mukaisesti mddritetyn anti-
geenin kdyrdin. Piikit 1/7a vastaavat intaktia prokolla-
geenia (tyyppi III) tai pN-kollageenia (tyyppi III)
(prokollageeni, josta puuttuu C-terminaalinen pé&); pii-
kit 2/2a vastaavat intaktia aminoterminaalista prokolla-
geenipeptidid (tyyppi III); piikit 3/3a vastaavat Col 1l:&
samoin kuin aminoterminaalisen prokollageenipeptidin
(tyyppi III) pilkkoutumistuotteita, joilla on sama mole-
kyylipaino kuin Col 1l:114.

o LTSN T YO B A
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd aminoterminaalisen prokollageenipepti-
din (tyyppi III) mé@&ritt8miseksi immunologisesti vasta-ai-
neiden avulla, tunnettu siitd, ettd

a) immunisoidaan eldimid peptidills, jolla on sek-

venssi
I-C~-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P

ja joka on sidottu immunogeeniseen proteiiniin,

b) otetaan seerumista talteen vasta-aineet, jotka
reagoivat intaktin aminoterminaalisen prokollageenipepti-
din (tyyppi III) kanssa ja

c) méddritetddn aminoterminaalisen prokollageenipep-
tidin (tyyppi III) ja/tai prokollageenin (tyyppi III) m&&-
rd muodostuneen antigeeni - vasta-aine-kompleksin avulla.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelm3,
tunnettu siitd, ettd peptidi on sidottu hemosya-
niiniin, albumiiniin tai polylysiiniin.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd immunisoidaan Jjyrsijoitd,
vuchia, lampaita tai kaniineja.

4. Vasta-aine aminoterminaalisen prokollageenipep-
tidin (tyyppi III) immunologista m&&drittdmista varten,
tunnettu siitd, ettd se reagoi intaktin aminoter-
minaalisen prokollageenipeptidin (tyyppi III) ja/tai in-
taktin prokollageenin (tyyppi III) kanssa, mutta ei Col 1
kanssa eika aminoterminaalisen prokollageenipeptidin
(tyyppi III) hajoamistuotteiden kanssa, joilla on sama
molekyylipaino kuin Col l-fragmentilla, ja se on saatavis-
sa immunisoimalla eldimid peptidill&, jolla on sekvenssi

1-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P

ja joka on sidottu immunogeeniseen proteiiniin.
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5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen vasta-aine,
tunnettu siitd, ettd peptidi on sidottu hemosya-
niiniin, albumiiniin tai polylysiiniin.

6. Patenttivaatimuksen 4 tai 5 mukainen vasta-aine,
tunnettu siitd, ettd immunisoidaan jyrsijoita,
vuohia, lampaita tai kaniineja.

7. Yhdiste, tunnettu siitd, ettd se koos-
tuu peptidistd, jolla on sekvenssi

I-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P

ja joka on sidottu immunogeeniseen proteiiniin, edullises-
ti hemosyaniiniin, albumiiniin tai polylysiiniin.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukaisen yhdisteen kidyttd
antigeenina.
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Patentkrav

1. Forfarande for bestdmning av aminoterminal pro-
kollagenpeptid (typ III) immunologiskt med hjdlp av anti-
kroppar, kd@dnnetecknat ddrav, att

a) djur immuniseras med en peptid med sekvensen

1-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P

vilken bundits vid ett immunogent protein,

b) antikroppar som reagerar med intakt aminotermi-
nal prokollagenpeptid (typ III) tas tillavara ur serumet
och

c) midngden av aminoterminal prokollagenpeptid (typ
III) och/eller prokollagen (typ III) bestidms medelst det
bildade antigen - antikropp -komplexet.

2. Forfarande enligt patentkrav 1, kX @ nn e -
tecknat dirav, att peptiden bundits vid hemocyanin,
albumin eller polylysin.

3. Forfarande enligt patentkrav 1 eller 2, k & n -
netecknat dirav, att man immuniserar gnagare,
getter, lamm eller kaniner.

4. Antikropp fo6r immunologisk bestdmning av amino-
terminal prokollagenpeptid (typ III), kdnneteck -
n a d didrav, att den reagerar med intakt aminoterminal
prokollagenpeptid (typ III) och/eller intakt prokollagen
(typ III) men inte med Col 1 eller nedbrytningsprodukter
av aminoterminal prokollagenpeptid (typ III), vilka har
samma molekylvikt som Col 1 -fragmentet, och kan fds genom
att immunicera djur med en peptid med sekvensen

I-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P

vilken bundits vid ett immunogent protein.
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5. Antikropp enligt patentkrav 4, k @ nn e -
tecknad dirav, att peptiden bundits vid hemocyanin,
albumin eller polylysin.

6. Antikropp enligt patentkrav 4 eller 5, k & n -
netecknad dirav, att man immuniserar gnagare,
getter, lamm eller kaniner.

7. Forening, k & nnetecknad darav, att
den bestdr av en peptid med sekvensen

I-C-E-S-C-P-T-G-G-Q-N-Y-S-P
vilken bundits vid ett immunogent protein, foérdelaktigt

hemocyanin, albumin eller polylysin.

8. Anvidndning av en fdrening enligt patentkrav 7
som antigen.

H TR TR I
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