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Tiivistelmd - Sammandrag

Keksintd koskee menetelméd bispesifisen monoklonaalisen vasta-—aine-
determinantin valmistamiseksi, jossa menetelmissi hankitaan kaksi
erilaista monoklonaalista vasta-ainedeterminanttia, joista kumpi-
kKin koostuu kahdesta identtisestd L-H-puolimolekyylistd, joita yh-
distdd yksi tai useampi disulfidisilta, saatetaan mainitut kuak._i
erilaista vasta-ainedeterminanttia olosuhteisiin, joissa L-H-puoli-
molekyylejd yhdistivit disulfidisillat katkeavat, jolloin kumpikin
determinantti halkeaa pariksi identtisii puolimolekyylejd, mucdos-
tetaan toisesta parista identtisid puolimolekyylejd derivaattn
tioliaktivointiaineen avulla ja yhdistetdin mainitut puolinolekyy-
lit, jolloin muodostuu bispesifisii vasta-ainedeterminantteja yhden

tai useamman disulfidisillan muodostumisen kautta.

Uppfinningen avser ett férfarande f&r framstdllnina av en bispecifik,
monoklonal antikroppdeterminant och det omfattar steg f8r bildande av
tvd olika monoklonala antikroppdeterminanter, varvid vardera deter-
minanten omfattar tvd identiska L-H-halvmolekyler sammanlinkade med
en eller flera disulfidbindningar, och sedan utsittande av de biqge
olika antikroppdeterminanterna f&r férhillanden, vilka f£8rmar bryta
disulfidbindningarna som sammanbinder L-H-halvmolekylerna, varvid
vardera determinanten spjdlks i ett par a/ identiska halvmolekyler,
varefter ett par av de identiska halvmolekylerna derivatiseras med
ett tiolaktiveringsmedel och halvmolekylerna kombineras f&r bildande
av de bispecifika antikroppdeterminanterna aenom bildande av en eller
flera disulfidbindningar.
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Menetelmd8 bispesifisen vasta-aineen valmistamiseksi ja
madritysmenetelmd jossa siti kdytetdsn

IgG-vasta-aineiden tiedet##n koostuvan kahdesta
puolimolekyylistd, joista kumpikin muodostuu kevyestd ket-
justa (L-ketjusta) ja raskaasta ketjusta (H-ketjusta).
Ndiden kahden puoliskon H-ketjuja sitovat toisiinsa disul-
fidisillat, jotka voidaan katkaista selektiivisellsd pel-
kistykselld. Jos t#mid tehdiin kahdelle erilaiselle IgG-
ndytteelle, voidaan puolimolekyylit yhdist&4 hybridivasta-
aineiksi. T&m4 on tehty intakteille kaniinin globuliineil-
le [Nisonoff et al., Science 134 (1964) 376 - 379). My®s
IgA-vasta-aineet voidaan halkaista samanlaisiksi puolimo-
lekyyleiksi.

Hybridejd on muodostettu myds kdyttdmédlls IgG-vas-
ta-aineiden F(ab')z-fragmentteja intaktien vasta-aineiden
sijasta, ts. molekyylien F(c')-osat, jotka eivdt saa ai-
kaan immuunispesifisyytts, poistetaan ennen hybridisaatio-
ta pilkkomalla sopivalla proteaasilla, kuten pepsiinilli.
Tdatd menettelyd ovat kuvanneet Nisonoff et al. [Arch. Bio-
chem. Biophys. 89 (1960) 230 - 244] ja Nisonoff ja Rivers
[Arch. Biochem. Biophys. 93 (1960) 460 - 462]. Ensin mai-
nitun julkaisun j&lkikeskustelussa Nisonoff totesi [Cur-
rent Contents 44 (2.11.1981) 25] seuraavaa:

Tdhdn asti tita menettelyd on k#dytetty rajoitetus-
ti, pddasiassa solujen pintojen vdrjéddmisessid ferritiinil-
14 k8yttdm&lld anti-ferritiini -vasta-aineen ja solun pin-
ta-antigeenin vasta-aineen hybridid. On my®s ajateltu,
ettd hybridivasta-aine voisi toimia keinona farmakologisen
aineen viemiseksi spesifisesti kosketukseen halutun kudos-
pinnan kanssa.

Tdllaisten hybridien kdyttss sytotoksisten l&&kkei-
den levitykseen on myds ehdotettu [Raso ja Griffin, Fed.
Proc. 37 (1978) 1350].

Milstein [Proc. R. Soc. Lond. B211 (1981) 393 -
412] ehdottaa mahdollisuutta kdyttdd "monoklonaalisia vas-
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ta-aineita toksisten aineiden kantajina kasvainten hoita-
miseksi spesifisesti" ja lausuu, ettd "on mahdollista,
ettsd Fab-fragmentit ovat parempia kohdistusaineita kuin
intakti vasta-aine".

Hybridivasta-aineita on muodostettu my8s fuusioi-
malla kaksi solua, joilla on kyky tuottaa erilaisia vasta-
aineita, hybridisoluksi, jolla on kyky tuottaa hybridivas-
ta-aineita. T#llaista menetelm#s kuvaavat Milstein ja
Cuello [Nature 305 (1983) 537 - 540]. Erilaisia monoklo-
naalisia vasta-aineita tuottavia hiiren hybridoomasoluja
fuusioitiin, ja tuloksena olevat fuusioidut solut tuotti-
vat vasta-aineseoksia, jotka koostuivat kaikista mahdolli-
sista alkuperidisten raskaiden ja kevyiden ketjujen kahden
erilaisen yhteenliittym#n muodostamista yhdistelmista.
T4m4 molekyyliseos sis#lsi hybridivastaaineita, jotka
koostuivat kummankin alkuper#isen vasta-ainemolekyylin
yhdestd puoliskosta ja jotka voitiin osittain puhdistaa
ioninvaihtokromatografialla.

Eriissi toisessa julkaisussa [Raso et al., Cancer
Research 41 (1981) 2073 - 2078] kuvataan kaniinin vasta-
aineen F(ab'),-fragmentteja sis#éltdvdn epdpuhtaan tuotteen
muodostamista; kaniinin vasta-ainefragmentit halkaistiin
pelkistdm&lla ja yhdistettiin antirisiinin A-ketjun
F(ab'),-fragmentteihin. Naita kaksoisspesifisid dimeerejd
kaytettiin kokeisiin, joissa tutkittiin kohdistettua 188k~
keen antamista. Artikkelissa sanotaan:

Tdhdn ty®hdn k#ytetyt kahta tyyppid olevat puhdis-
tetut vasta-aineet eristettiin tavanomaisista heteroanti-
seerumeista. Siten niiden kahden populaation liitt#misesta
taytyy olla seurauksena monimutkainen affiniteetti- ja
spesifisyysyhdistelmien muodostama joukko. Homogeenisten
hybridoomaperéisten vasta-aineiden keksiminen tekee mah-
dolliseksi hybridivasta-aineen rakenneosapuoliskojen si-
toutumisaffiniteettien tdydellisen kontrollin, ja t&mén
yhtendisyyden pitdisi tehostaa suuresti niiden lopullista
tehoa antovdlineini.



10

15

20

25

30

35

3 85946

Tamd keksint® tarjoaa k#ytettdviksi homogeenisen,
identtisistd Dbispesifisistd vasta-ainedeterminanteista
koostuvan tuotteen, jossa kukin bispesifinen determinantti
koostuu disulfidisiltojen yhdist&mist& kahdesta L-H -puo-
limolekyylistd, jotka ovat keskendin erilaisia ja spesifi-
sid eri antigeenideterminanteille.

Keksinndn kohteena on menetelm# bispesifisen mono-
klonaalisen IgG-vasta-aineen tai sen fragmentin valmista-
miseksi. Keksinndén kohteena on edelleen menetelmi# neste-
mdisessd ndytteessd olevan tuntemattoman aineen ma#rin
mddrittamiseksi, joka aine saatetaan reagoimaan ainakin
ensimmdisen entsyymin kanssa, jolloin muodostuu mitatta-
vissa oleva ioni tai yhdiste, joka muodostunut ioni tai
yhdiste toimii mainitun aineen mittana kdytt#m&114 keksin-
ndn mukaisesti valmistettua vasta-ainetta. Keksinn®én mu-
kaisille menetelmille on tunnusomaista se, mitd patentti-
vaatimuksissa esitet#in.

Vasta-aineen tai sen fragmentin valmistusmenetel-
mélle on edullista, ettd ennen yhdistidmisvaihetta muodos-
tetaan johdannainen toisesta, identtisten puolimolekyylien
muodostamasta parista tioliaktivointiaineen avulla, Jjoka
edistdd disulfidisiltojen muodostumista tiolilla aktivoi-
tujen puolimolekyylien ja erilaisten puolimolekyylien v&-
lille.

Keksinndn muissa edullisissa suoritusmuodoissa mo-
noklonaaliset vasta-aineet ovat IgGl tai, vdhemmdn edulli-
sesti IgG2A, IgG2B tai IgG3); kukin puolimolekyyli, mik&li
se on perdisin IgG-vasta-aineesta, sis&lt&4 ainakin
F(ab')osan; tioliaktivointiaine est#4 tiolilla aktivoitu-
jen puolimolekyylien uudelleenyhdistymisen; toinen tai
molemmat monoklonaalisista vasta-ainedeterminanteista
koostuu yhden tai useamman disulfidisillan yhdist#mist#
puolimolekyyleistd, ja vaihe, jossa t#llaiset determinan-
tit halkaistaan puolimolekyyleiksi, toteutetaan olosuh-
teissa, jotka est#dvidt disulfidisiltojen muodostumisen puo-
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limolekyylien H-ketjujen sisddn; ja tioliaktivointiaine on
5,5'-ditiobis(2-nitrobentsoehappo), 2,2'-dipyridiinidi-
sulfidi, 4,4-dipyridiinidisulfidi tai sulfiitin ja tetra-
tionaatin seos. [Tioliaktivointiaineiden kayttta F(ab')-
fragmenttien liittdmiseen muihin proteiineihin on kuvattu
esimerkiksi julkaisuissa Raso et al., J. Immunol. 125
(1980) 2610; Raso et al., Cancer Res. 42 (1982) 457; ja
Masuho et al., B.B.R.C. 90 (1979) 320, jotka julkaisut
mainitaan t&ssi viitteen#]. Disulfidisiltojen muodostumi-
nen disulfidisiltojen alunperin yhdistdmien H-ketjujen
alueelle estetdidn edullisesti tekemd8lld halkaisureaktio
ditiolikompleksointiaineen, kuten arseniitin, esimerkiksi
epdorgaanisen arseniitin, kuten natriumarseniitin, tai
aryyliarseniitin, esimerkiksi fenyyliarsiinioksidin, tai
kadmiumsuolan l&sn#ollessa tai tekem&lld halkaisureaktio
olosuhteissa, joissa H-ketjujen konformaatio muuttuu di-
sulfidisiltojen muodostumisen estdvdlld tavalla, esimer-
kiksi pH:n 3,8 - 4,5 (edullisimmin 4,2) vallitessa tai
poistamalla pelkistyneet kysteiiniryhm&t yhtd lukuun otta-
matta kdyttidm#llsa proteolyyttistd entsyymid, kuten karbok-
sipeptidaasi Y:t&.

Kun estetdin samanlaisten puolimolekyylien liitty-
minen uudelleen toisiinsa, voidaan bispesifisten determi-
nanttien puhdistus seoksesta tehdd yksinkertaisesti mole-
kyylikoon perusteella, esimerkiksi geelisuodatuksella:;
tdm3 on mahdollista, koska liuoksessa olevien ainoiden
molekyylien, puolimolekyylien ja hybridien koot eroavat
toisistaan siten, ettd toisen koko on kaksinkertainen toi-
seen ndhden. Muita erotusmenetelmid ovat esimerkiksi io-
ninvaihto ja isoelektrinen fokusointi.

Kuvio 1 esittdi kaavamaisesti bioluminensenssitut-
kimuksessa kayttdkelpoista jadrjestelyd.

Kuvio 2 esittd4 kaavamaisesti kanavointi-immuuni-
tutkimusta, jossa k3ytetddn bispesifisid monoklonaalisia

vasta-ainedeterminantteja.
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Kuvio 3 esittdd kaavamaisesti fluoresenssienergian-
siirtoimmuunitutkimusta, jossa k#ytet#d#dn bispesifisi8 mo-
noklonaalisia vasta-ainedeterminantteja.

Kuvio 4 on kaavamainen esitys kaniinin IgG,:n raken-
teesta verrattuna hiiren IgG,:een.

Kuvio 5 esittdd kaavamaisesti kilpailevia ketjunsi-
sdisi8 reaktioita hiiren puolimolekyyleissi.

Kuvio 6 esittd8 kaavamaisesti edullista menetelm#a
bispesifisten monoklonaalisten vasta-ainedeterminanttien
valmistamiseksi.

Kuvio 7 esitt8d kaavamaisesti luminensenssiener-
giansiirtoimmuunitutkimusta, jossa kiytet#ddn bispesifisii
monoklonaalisia vasta-ainedeterminantteja.

Keksinntn mukaisesti valmistetut bispesifiset mono-
klonaaliset vasta-ainedeterminantit ovat k#dyttdkelpoisia
monenlaisiin tarkoituksiin. N&m# sovellutukset perustuvat
kaikki ndiden determinanttien kykyyn toimia spesifisten
kohtien B' kautta hyvin spesifisind yhteenliittdjin4 mille
tahansa kahdelle antigeenideterminantille, joilla on kyky
stimuloida vasta-ainetuotantoa eldimessi; esimerkiksi te-
hokkaille proteiineille, polypeptideille, hiilihydraateil-
le, nukleiinihapoille tai hapteneille, jotka ovat joko
vapaina tai immobilisoituina pinnoille tai hiukkasille.

Erds esitettyjen bispesifisten vasta-ainedetermi-
nanttien kdyttdtarkoitus on niiden k#ytt® aineina, jotka
sitovat halutun antigeenisen ryhm#n haluttuun pintaan,
joka sisdltds tai jolle on immobilisoituna erilainen anti-
geenideterminantti. Esimerkiksi hiukkasille tai kalvoille
siten immobilisoituja entsyymeji voidaan k#yttdsa kiinted-
faasikatalysaattoreina. T&m#n tyyppisen immobilisoinnin
etuina muihin n&hden ovat se, ettd voidaan valita vasta-
aineita, joilla ei ole haitallista vaikutusta entsyymin
aktiivisuuteen, ja se, ettd voidaan immobilisoida puhtaita
entsyymejd epdpuhtaista seoksista. Bispesifisii vasta-ai-
nedeterminantteja voidaan k&yttd3d my®s hyvin spesifisini
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bispesifisind reagensseina immuunitutkimusmenettelyissd,
joita kdytetddn esimerkiksi lddketieteellisten hdiridtilo-
Jjen diagnostisointiin, tai molekyylikoettimina antigeeni-
determinanttien sukulaisuuden tutkimiseksi biologisissa
systeemeissa.

Bispesifisten vasta-ainedeterminanttien lis#sovel-
lutuksena on niiden kdyttd elektrodeissa. Tatd keksintdd
voidaan kdyttdd rakenteeltaan mink#dlaisissa elektrodeissa
tahansa, esimerkiksi kiintedfaasiantureissa, kuten kenttd-
vaikutustransistoreissa, Joita kuvaa Wohltjen [Analyt.
Chem. 56 (1984) 87A].

Entsyymielektrodeilla, jotka valmistetaan kdytta-
mélld bispesifisi8 vasta-ainedeterminantteja, on useita
etuja tavanomaisiin entsyymielektrodeihin ndhden. Erds etu
on niiden tarkka itserakentumisominaisuus; haluttu elek-
trodijdrjestely muodostetaan yksinkertaisesti kiinnitté-
mdlld asianmukainen hapteeni tai asianmukaiset hapteenit
kalvoon (joko elektrodikalvoon tai erilliseen elektrodin
kanssa yhteydessd olevaan kalvoon) ja upottamalla haptee-
nin sisdltdvd kalvo liuokseen, joka sisdltidi asianmukaisia
bispesifisid vasta-aineita ja entsyymej&d. Té&m& rakentami-
sen helppous merkitsee myds sitd, ettd elektrodi on helppo
ladata uudelleen, kun on tapahtunut elektrodin toimintaky-
vyn loppuminen pitk&n kdyttn takia.

Elektrodien erddnd etuna on myts bispesifisten vas-
ta-ainedeterminanttien spesifisyyden toimintatapa. Kulla-
kin entsyymilld on joukko antigeenikohtia, joilla on kyky
tarttua vasta-aineen spesifiseen kohtaan. Tdllaisissa koh-
dissa tapahtuva sitoutuminen johtaa kuitenkin usein ent-
syymin inaktivoitumiseen. Bispesifisten monoklonaalisten
vasta-ainedeterminenttien ollessa kyseessd tdmd ongelma
vdltetddn, koska determinantit valitaan siten, ettd ne
sitoutuvat entsyymiin vain sellaisista kohdista, Jjoissa
tapahtuva sitoutuminen ei aiheuta entsyymin deaktivoitu-
mista.
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Lisdetuna on se, ettd elektrodin rakentaminen tai
uudelleen panostaminen voidaan tehdi kdyttden epdpuhtaita
entsyymiseoksia, koska bispesifisten vasta-ainedetermi-
nanttien ainutlaatuinen spesifisyys takaa oikeiden entsyy-
mien valitsemisen ep#puhtaasta seoksesta. Joissakin ta-
pauksissa elektrodirakenne voidaan stabiloida miedolla
bifunktionaalisella silloitusaineella, esimerkiksi dime-
tyylisuberimidaatilla.

Bispesifisten vasta-ainedeterminanttien er#&ini so-
vellutuksena on viel# niiden kdyttd$ itserakentuvien verk-
kojen, joita kdytetdsn esimerkiksi molekulaarisina mikro-
piirein&, muodostamiseen.

Edelld mainittuja kdyttdtarkoituksia kuvataan yksi-
tyiskohtaisemmin US-patenttijulkaisussa 4 444 878
(Paulus), joka mainitaan t&ssi viitteeni.

Ryhdymme nyt k&sittelemdsn yksityiskohtaisemmin
keksinndn mukaisten bispesifisten vasta-ainedeterminant-
tien muodostamista ja erityismenetelmis, jota kdytetdan
vasta-aineiden ollessa hiirestd per#isin.

Kuvio 4 valaisee rakenne-eroa kaniinin IgG,-vasta-
aineiden ja hiiren 1gG,-vasta-aineiden (joita useimmat mo-
noklonaaliset vasta-aineet ovat) vdlilli. N#issid raken-
teissa on raskaita ketjuja yhdist#vien disulfidisiltojen
mddrd erilainen. Kaniinin IgG,:n kahta puoliskoa pitd4 yh-
dessd yksi sidos, ja F(ab'),:n pelkistykseen F(ab')-mono-
meeriksi samoin kuin monomeerin uudelleenliittymiseen di-
meeriksi liittyy vain yhden sidoksen katkeaminen ja muo-
dostuminen uudelleen, mik# on suhteellisen yksinkertainen
prosessi. Sit3 vastoin hiiren IgG,:n raskaita ketjuja yh-
distdd 3 disulfidisiltaa, ja niiden katkeaminen ja uudel-
leenmuodostuminen voi johtaa kilpaileviin ketjunsis#isiin
sivureaktioihin, jotka ovat kuviossa 5 esitettyd tyyppid
ja voivat merkitt#visti alentaa halutun tuotteen saantoa.
Ketjunsisdinen reaktio tekee puolimolekyylisti kykenemsdt-
tomén liittym#ddn erilaiseen puolimolekyyliin. T#m#n kek-



10

15

20

25

30

35

8 8594¢

sinndn mukainen menetelmd tekee mahdolliseksi puhtaiden
bispesifisten monoklonaalisten vasta-ainedeterminanttien
tuotannon suurella saannolla hiiren monoklonaalisista vas-
ta-aineista samoin kuin muista nisdkdslajeista perdisin
olevista vasta-aineista.

Menetelmd sisdltdd seuraavat perdkkdiset vaiheet.
Tuotetaan tavanomaisia menetelmid kdyttden kahta erilaista
monoklonaalista IgG,-vasta-ainetta, joista kummallakin on
toinen halutuista spesifisyyksistd. Kukin vasta-aine k&si-
tellddn sitten sopivalla proteaasilla, kuten pepsiinilléi,
jolloin vasta-ainemolekyylin F(c')-osa irtoaa ja syntyy
F(ab'),-fragmentti. Sitten kukin aine saatetaan olosuhtei-
siin, joissa F(ab')-puolimolekyylejd yhdistdvdt disulfidi-
sillat, mutta eivdt mitkd4n muut molekyylin disulfidisil-
lat, katkeavat. Samanaikaisesti ndm8 olosuhteet ovat sel-
laiset, ettd estetdsdn raskaiden ketjujen sisdisten disul-
fidien muodostuminen, esimerkiksi ditiolikompleksointi-
aineen (esimerkiksi natriumarseniitin (kuten kuviossa 6),
aromaattisen arseniitin, kuten fenyyliarsiinioksidin tai
CdCl,:n) lisd&misen tai raskaan ketjun konformaation muut-
tamisen (esimerkiksi alentamalla pH arvoon 4,2) tai pro-
teolyyttiselld entsyymilld tehtdvdn kaikkien paitsi yhden
pelkistyneiden kysteiiniryhmien (esimerkiksi karboksipep-
tidaasi Y:118) poistamisen ansiosta.

Toinen aineista kdsitellddn sitten tioliaktivointi-
aineella kaikkien vapaiden tiolien kompleksoimiseksi, jol-
loin muodostuu johdos, jolla on kyky reagoida nopeasti
muiden vapaiden tiolien kanssa disulfideiksi, kuten ndkyy
kuviossa 6 tapahtumaketjun 1 lopussa. T&hdn tarkoitukseen
soveltuvia aineita ovat aromaattiset disulfidit, kuten
DTNB (Ellman, Arch. Biochem. Biophys. 82 (1959) 70) (Kku-
vio 6), 2,2'-dipyridiinidisulfidi, 4,4'-dipyridiinidisul-
fidi [Grasetti et al., Arch. Biochem. Biophys. 119 (1967)
41] ja sulfiitti/tetrationaatti [Masuho et al., B.B.R.C.
98 (1979) 320]. T&md aktivoitu aine yhdistetd&n sitten
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(kuvion 6 tapahtumaketju 3) toiseen ditiolikompleksoituun
aineeseen, joka sis#dlt#i k#ytettdvissid olevia tioleja,
sellaisissa olosuhteissa, joissa ainakin jotkut puolimole-
kyylit liittyvat kemiallisesti bispesifisiksi vasta-aine-
determinanteiksi mutta eivit monospesifiseksi F(ab'),:ksi.

Vaihtoehtoisesti voidaan molemmat aineet k#sitell&
tioliaktivointiaineella, jolloin muodostuu aktivoituja
tiolijohdoksia. (T4m# on usein kidtevii aktivoitujen joh-
dosten suhteellisen hyvdn stabiilisuuden ansiosta). Toinen
aineista késitellddn sitten ylim#&r#dlli pienimolekyylistéi
tiolia vapaiden tiolien regeneroimiseksi F(ab')-monomee-
rille, mink& jdlkeen seuraa erottaminen ylimd8drdstd pieni-
molekyylisid tioleja. Molekyylisis#inen disulfidisiltojen
muodostuminen voidaan est#4 lis&&m#118 ditiolikompleksoin-
tiainetta (kuvio 6 tapahtumasarja 2) tai muuttamalla ras-
kaan ketjun konformaatiota. Joissakin tapauksissa voi olla
kuitenkin edullista sallia molekyylisisdisten disulfidi-
siltojen muodostuminen. T&m# aine yhdistet#in sitten (ku-
vion 6 tapahtumasarja 3) tioliaktivoidussa muodossa ole-
vaan toiseen F(ab')-aineeseen olosuhteissa, joissa ainakin
osa puolimolekyyleistd liittyy kemiallisesti bispesifisek-
si F(ab'),:ksi.

Koska ndiss#8 olosuhteissa tuotettu F(ab'),-fraktio
koostuu yksinomaan halutuista bispesifisist# vasta-ainede-
terminanteista, edellyttéen, ettd lihtdaineina on kdytetty
asianmukaisesti puhdistettuja monoklonaalisia vasta-ainei-
ta, voidaan homogeenisia bispesifisi4 vasta-ainedetermi-
nantteja saada yksinkertaisesti poistamalla monomeerinen
F(ab')fraktio halutusta F(ab'),:sta molekyylikoon perus-
teella kdyttden jotakin k&tevdid menettelysd, kuten geeli-
suodatusta.

Seuraavaa menettelyd kdytetdidn valmistettaessa
identtisistd bispesifisistd vasta-ainedeterminanteista
koostuva homogeeninen tuote, jossa kussakin bispesifisess#
determinantissa on kohta, joka on spesifinen avidiinipro-
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teiinin er#d#dlle ainutkertaiselle antigeenikohdalle, ja
kohta, joka on spesifinen B-galaktosidaasientsyymin erdsl-
le ainutkertaiselle antigeenikohdalle. Td&m& menettely seu-
raa yleisesti kuviossa 6 esitettyjd vaiheita.

Ensimmdinen vaihe on monoklonaalisten vasta-ainei-
den valmistaminen ndille kahdelle proteiinille, avidiinil-
le ja PB-galaktosidaasille. T&m& tehdd&8n immunisoimalla
yksi ryhmd BALB/C-hiirid kutakin entsyymid vastaan kdytta-
mill4 tavanomaisia immunisointimenettelyja.

Immunisoinnin j&lkeen preparoidaan eléinten perna-
solut ja fuusioidaan ne MOPC-21 -myeloomasolujen johdok-
siin (esimerkiksi NS1 tai SP2/0-Agl4) kdyttdmdlld Galfren
et al. [Methods in Enzymology 73 (1981) 3 - 46] kuvaamaa
menettelys. Hybridisolut valikoidaan hypoksantiini-amin-
opteriini-tymidiinialustassa, kloonataan ja niistd tutki-
taan haluttujen entsyymien vastaisten vasta-aineiden tuo-
tanto Galfren et al. [ibid.] kuvaamalla menetelmdllé.
Kloonit, joiden havaitaan tuottavan halutun entsyymin vas-
taisia vasta-aineita, tutkitaan sitten, jotta saataisiin
valituksi klooni, joka tuottaa IgG,-ryhmdn vasta-ainetta,
jolla on suuri affiniteetti entsyymin suhteen ja joka ei
aiheuta entsyymin inaktivoitumista. Mielenkiinnon kohtee-
na olevat kloonit s#ilytetd8n nestetypessd kdyttddn asti.
Vasta-ainetta valmistetaan tavanomaisella menetelmdlls,
jossa kloonattuja soluja lisdtddn vesivatsakasvaimina
pristaanilla esikdsiteltyjen hiirien vatsaontelossa.

Halutut avidiinin ja B-galaktosidaasin vastaiset
1gG,-vasta-aineet puhdistetaan sitten vesivatsanesteesta
suurin piirtein Parhamin et al. [Journal of Immunological
Methods 53 (1982) 133 - 173] kuvaamalla tavalla, k&ytta-
mill4 menettelyd, joka sisdltdd ammoniumsulfaattisaostuk-
sen, geelisuodatuksen ja DEAE-selluloosakromatografian,
jossa kdytetdsdn lineaarista suolagradienttia. Monoklonaa-
liset vasta-aineet pilkotaan F(ab'),-fragmenteiksi pepsii-
nilld Lamoyin ja Nisonoffin [Journal of Immunological
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Methods 56 (1983) 235 - 243] kuvaamalla tavalla inkuboi -
malla 18 tuntia 25 °C:ssa liuoksessa, Jjoka sisdltd4 2 pai-
no-% pepsiiniid 0,1 M natriumasetaatissa, pH 4, 2. F(ab'),-
fragmentit puhdistetaan sitten suuren erotuskyvyn neste-
kromatografialla TSK 3000 SW-pylviissid eluenttina 0,1 M
natriumfosfaatti, pH 6,8, Parhamin et al. [ibid.] kuvaa-
malla tavalla.

F(ab'),-fraktiot muutetaan sitten tdydellisesti
Fab'-monomeeriksi pelkist&m&ll4 liuoksella, Jjoka sisdltaa
1 mmol/1 2-merkaptoetyyliamiinia, 1 mmol/l EDTA:a, 10
mmol/1 natriumarseniittia ja 0,1 mol/l natriumfosfaattia,
PH 6,8, 18 tuntia 25 °C:ssa. Seokseen lis&t#4n sitten kiin-
tedd DTNB:t& loppupitoisuudeksi 20 mmol/l. Kun seosta on
pidetty 2-3 tuntia 25 °C:ssa, poistetaan DTNB-ylimadrsa ja
pienimolekyyliset tuotteet tekem#lli keskipakogeelisuoda-
tus SephadexG’G_zsglla, joka on tasapainoitettu 0,1 M nat-
riumfosfaatilla, pH 6,8, joka sis&ltas 1 mmol/l EDTA:a.
Tuloksena olevat Fab'-monomeerien tionitrobentsocaatit ovat
suhteellisen stabiileja, ja niit# voidaan s8ilyttdd useita
paivid ilman, ettd tapahtuu merkittdvai hajoamista.

Toinen Fab'-monomeerin tionitrobentsoaattijohdok-
sista (anti-avidiini -vasta-aineesta saatu) muutetaan sit-
ten takaisin vapaaksi tiolimuodoksi (kompleksoitu ditio-
lilla) inkuboimalla 30 min 25 °C:ssa liuoksessa, joka si-
séltad 10 mmol/]l merkaptoetyyliamiinia, 1 mmol/l EDTA:a ja
0,1 mol/1 natriumfosfaattia, pH 6,8. Merkaptoetyyliamiini-
ylim&88rd ja pienimolekyyliset reaktiotuotteet poistetaan
sitten tekemdlld keskipakogeelisuodatus Sephadex®

G-25:118, joka on tasapainoitettu 0,1 M natriumfosfaatil-
la, pH 6,8, joka sis#ltias 1 mmol/1l EDTA:a.

Tuloksena oleva anti-avidiini-F(ab')-tioli saate-
taan sitten heti kosketukseen yht# suuren moolim3&rin
kanssa anti-B-galaktosidaasi-Fab':n tionitrobentsoaatti-
johdosta proteiinipitoisuuden ollessa vihintiin 0,5 mg/ml
3-20 tunnin ajaksi 25 °C:ssa bispesifisen F(ab'),:n muodos-
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tumisen mahdollistamiseksi. Seokseen lis#td8n sitten kiin-
tedd DTNB:td loppupitoisuudeksi 5 mmol/l, ja annetaan
seoksen seistd 3 tuntia 25 °C:ssa mahdollisen ei-kovalent-
tisen dimeerisen materiaalin hajoamisen edistdmiseksi.
Avidiinin ja pB-galaktosidaasin vastainen homogeeninen bi-
spesifinen vasta-ainedeterminantti valmistetaan sitten
erottamalla F(ab'),-fraktio jdljelle jd&neistd Fab'monomee-
reista HPLC:114 TSK 3000 SW:114 k&dyttden 0,1 M natriumfos-
faattia, pH 6,8, joka menettely ei vahingoita F(ab'),:a
eikd vaadi sen sitomista muuhun aineeseen, jolloin mini-
moituu aktiivisuutta heikentdvien konformaatiomuutosten
riski. Halutun bispesifisen vasta-ainedeterminantin muo-
dostuminen voidaan helposti osoittaa kdytté&mdlld hyvdksi
sen kyky4 saada aikaan avidiinista riippuvainen B-galakto-
sidaasin sitoutuminen biotiinilla substituoidusta sellu-
loosasta valmistettuihin kiekkoihin.

Bispesifinen vasta-ainedeterminantti voidaan 1liit-
t44 biotiinisubstituoidusta selluloosasta valmistettuun
kalvoon tutkittaessa yhdistettd, esimerkiksi laktoosia,
jonka mittauksessa B-galaktosidaasi voi olla apuna (kuten
jaljempdnd selitetddn tarkemmin).

Anti-B-galaktosidaasi voidaan immobilisoida biotii-
nisubstituoidulle Kkalvolle saattamalla yksinkertaisesti
kalvo (joka sis#ltd8 biotiinin sitoutunutta avidiinia)
kosketukseen bispesifisen determinantin kanssa, jossa on
anti-avidiinipuolisko ja anti-p-galaktosidaasipuolisko,
sekd B-galaktosidaasin kanssa. Samalla tavalla glukoosiok-
sidaasi voidaan immobilisoida kalvoon.

Kiyttdmdlli edelld kuvattua menettelyd voidaan val-
mistaa kaksi bispesifistd molekyylid, joista o-ensimmdinen
spesifinen glukoosioksidaasientsyymin sis&ltémdn ainutker-
taisen antigeenisen kohdan suhteen ja p-galaktosidaasin
antigeenisen kohdan suhteen, ja toinen on spesifinen glu-
koosioksidaasin eri antigeenikohdan ja tyypin I kollagee-
nin erdin antigeenikohdan suhteen. N&itd voidaan kdayttaa
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muodostettaessa elektrodi laktoosin yleist8 mittausta var-
ten, kuten Paulus [ibid.] kuvaa.

Seuraavassa Kkuvataan koetyyppiesimerkkis, jossa
mitataan ainetta, jonka mddrityksessd voidaan kayttds ko-
lorimetriaa, reflektometriaa, luminensenssin mittausta tai
fluorometriaa tutkittavan aineen tuntemattoman m34rdn mit-
taamiseen. Yleisesti ilmaistuna kokeessa mitataan neste-
mdisessd n4dytteessd olevan tuntemattoman aineen m##ris,
johon aineeseen vaikuttaa ainakin ensimmdinen entsyymi
siten, ettd vapautuu mitattavissa oleva ioni tai yhdiste,
jota voidaan kdytt#4 tuntemattoman aineen mittana. Kokees-
sa sidotaan ensimmiinen entsyymi kiinte#4n alustaan (esi-
merkiksi helmille tai kalvokantajaan) tai toimintajdrjes-
tyksessd aiemmin vaikuttavaan toiseen entsyymiin k#8yttid-
mdlld apuna esitettya bispesifistd vasta-ainedeterminant-
tia, joka on spesifinen ensimmiisen entsyymin ja kantajan
tai toisen entsyymin suhteen. T4113 tavalla voidaan 1liit-
tdd toisiinsa miten monta reaktiosarjaan liittyvd4 entsyy-
mid tahansa, ja toimintajdrjestyksessd viimeinen entsyymi
sidotaan yleens# kantajaan. Ndyte saatetaan kosketukseen
kantajalle immobolisoidun entsyymin tai entsyymien kanssa,
ja mitataan mitattavissa oleva ioni tai yhdiste. Tuntemat-
tomiin aineisiin, joita voidaan mitata, kuuluu esimerkiksi
verensokeri.

Per&kkdin vaikuttavat entsyymit voidaan vaihtoeh-
toisesti 1iitta4 toisiinsa tuntemattoman aineen avulla,
joka on m8&rsd mitata kdyttamalls asianmukaisia bispesifi-
sid vasta-aineita. Tama laajentaa mitattavissa olevien ai-
neiden alueen biomolekyyleihin, kuten hormoneihin (esimer-
kiksi ihmisen siki®n suonikalvon gonadotropiini, jota mi-
tataan raskaustesteissi, ja insuliini).

Kuvio 1 valaisee jidrjestelys, jossa itseasettuvia
entsyymejd yhdistdvit bispesifiset vasta-ainedeterminantit
(nuolenkdrkikuviot, jotka yhdistdvidt renkailla merkittyjéa
entsyymejd). Jdrjestyksessd viimeinen entsyymi (lusiferaa-
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si) voidaan immobilisoida k&ytt&m&lld esimerkiksi avidii-
nia ja biotiinisubstituoitua kalvoa (ei kuviossa). Lusi-
feraasi on kuviossa n#kyvdllid tavalla pelkistyessddn bio-
luminesoiva (esitettyd reaktioketjua kuvaavat tarkemmin
Wienhausen ja DeLuca [Anal. Biochem. 127 (1982) 380] ja
Hastings et al., [US-patenttijulkaisu 4 278 761], jotka
julkaisut mainitaan tdssa viitteend].

Kuvio 2 valaisee "kanavointi"-immuunitutkimusta,
jossa kdytet#d#n kahta bispesifista vasta-ainedeterminant-
tia. (Kuvatussa kokeessa noudatetaan joitakin Litmanin et
al., [Anal. Biochem. 106 (1980) 223] kuvaaman kanavointi-
immuunitutkimuksen periaatteita). Ensimmidinen bispesifinen
determinantti on spesifinen ensimm#iselle entsyymille ja
mitattavan antigeenin, esimerkiksi ihmisen sikidn suoni-
kalvon gonadotropiinin, ensimmdiselle antigeenikohdalle.
Toinen bispesifinen determinantti on spesifinen toiselle
entsyymille ja mitattavan antigeenin toiselle antigeeni-
selle kohdalle. Ensimmi#iselld entsyymilld on kyky vaikut-
taa ensimmidiseen substraattiin silli tavalla, ettd syntyy
toinen substraatti, johon voidaan antaa vaikuttaa toisen
entsyymin, jolloin vapautuu mitattavissa oleva yhdiste tai
ioni. Koe tehdiin saattamalla nestemdinen seos, jonka
epdillédsn sis#dltdvdn mitattavaa molekyylia, kosketukseen
kidytettdvien kahden bispesifisen determinantin ja k&ytet-
tivien kahden entsyymin kanssa ensimmdisen substraatin
l3sniollessa. Jos on lisnid tuntematonta ainetta, sitoutu-
vat nidmi kaksi determinanttia siihen, ja determinantteihin
sitoutuneet kaksi entsyymid joutuvat hyvin l&helle toi-
siaan, niin ettd tapahtuvien kahden reaktion teho kasvaa
useita kertalukuja. Kuvatussa tapauksessa ensimmdinen ent-
syymi on glukoosioksidaasi, toinen entsyymi on peroksidaa-
si, ensimmdinen substraatti on glukoosi, ja toinen subst-
raatti on peroksidi, joka hapettaa leukovdriaineen, jol-
loin muodostuu mitattavissa oleva viriaine. Jérjestyksessd
viimeinen entsyymi voidaan immobilisoida. Kuviossa 2 esi-
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tettyyn kokeeseen sisdltyy optinen piirre signaali:kohina-
suhteen parantamiseksi, kilpailevan entsyymin (tdssid ta-
pauksessa katalaasin) k#ytt® tarpeeksi suurena m&A4r#ni
peroksidaasin vaikutuksen peitt&miseksi entsyymiin 1iit-
tyvdan tuntemattoman aineen poissaollessa.

Kuvio 3 valaisee fluoresenssienergiansiirtoimmuuni-
tutkimusta, joka on analoginen kuvion 2 kokeelle; erona on
se, ettd energiansiirtokokeessa vaikutetaan orgaanisten
substraattien sijasta valoon mitattavissa olevan tuloksen
tuottamiseksi. Kokeessa kdytetddn kahta fluoresoivaa pro-
teiinia; kuvatussa kokeessa n&md ovat fykoerytriini
("Phy") ja allofykosyaniini ("All"), joita molempia tuot-
tavat siniviherlevdt ja joita kuvaavat Glazer ja Stryer
[Biophys. J. 43 (1983) 323], joka julkaisu t#ssi mainitaan
viitteend, kayttokelpoisiksi immuunitutkimuksiin. Kuten
kuviossa 3 ilmenee, toinen bispesifinen monoklonaalinen
vasta-ainedeterminantti on spesifinen tutkittavan antigee-
nin (esimerkiksi ihmisen siki®n suonikalvon gonadotropii-
nin) ensimmdiselle kohdalle ja Phy:1le, ja toinen bispe-
sifinen monoklonaalinen vasta-ainedeterminantti on spesi-
finen kyseessd olevan antigeenin toiselle kohdalle ja
All:lle. Antigeenin l&sn#olo saattaa Phy:n ja All:n l#hei-
sesti toisiinsa liittyneiksi, mikd kasvattaa suuresti
energiansiirtotehoa. Signaali syntyy, koska Phy eksitoituu
aallonpituudella 500 nm ja emittoi aallonpituudella 580
nm, Kkun taas All l4p&isee aallonpituuden 500 nm, mutta
eksitoituu aallonpituudella 580 nm ja emittoi aallonpituu-
della 660 nm. Aallonpituudella 660 nm esiintyv4 signaali
syntyy siten vain valon kulkiessa per#kk#in molempien pro-
teiinien 1l&pi, jonka prosessin teho riippuu proteiinien
laheisyydestd toistensa suhteen. Edells kuvatun kaltaisis-
sa kokeissa toinen tai molemmat fluoresoivista proteii-
neista voidaan immobilisoida kantajalle joko tavanomaisin
keinoin tai esitettyjen bispesifisten determinanttien
kautta.
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Liheistd tyyppid olevassa immuunikokeessa, jota
valaistaan kuviossa 7, tapahtuu luminesenssienergian siir-
to luminesoivan molekyylin ja fluoresoivan aineen vdlilli
Patelin et al. [Analytical Biochemistry 129 (1983) 162 -
169] kuvaamalla tavalla. Kuvion 7 tapauksessa kdytet#din
luminesoivaa proteiinia, ekvoriinia, fykoerytriinin yhtey-
dessd. Antigeenin l4sndolo liitt#di ekvoriinin ja fykoeryt-
riinin l8heisesti toisiinsa, mikd kasvattaa suuresti ener-
giansiirtotehoa. Ca'':n lis#ddminen saa aikaan ekvoriinin
luminesenssin aallonpituudella 475 nm, joka eksitoi fyko-
erytriinin ja saa sen fluoresoimaan aallonpituudella 580
nm. Aallonpituudella 580 nm esiintyvd signaali syntyy si-
ten vain fykoerytriinin aikaansaaman ekvoriiniluminesens-
siaallonpituuden modulaation tapahtuessa, jonka prosessin
teho riippuu proteiinin l#8heisyydestd toisiinsa n#hden.

Muut suoritusmuodot ovat mahdollisia. Esimerkiksi,
vaikka IgG,-vasta-aineet ovat edullisia, voidaan keksinndn
yhteydessd kdyttdd myds 1gG,- vasta-aineita. Myds kokonais-
ta puolimolekyylid, pikemmin kuin pelkkd3 F(c')-osaa, voi-
daan kdyttdd. Saantoa voidaan hieman parantaa kdyttdmdlli
ditiolikompleksointiaineena natriumarseniitin sijasta
0,25 mM fenyyliarsiinioksidia.
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Patenttivaatimukset

1. Menetelmd bispesifisen monoklonaalisen IgG-vas-
ta-aineen tai sen fragmentin valmistamiseksi tunne t-
t u siitd, ettad

kaytetddn kahta erilaista monoklonaalista IgG-vas-
ta-ainetta tai niiden fragmenttia, joista kumpikin tunnis-
taa eri antigeenideterminantin ja kdsittd44 kaksi identtis-
tda L-H-puolimolekyylid, joita yhdistdid v&hintdin yksi di-
sulfidisilta,

katkaistaan disulfidisillat, jotka yhdist#vit L-H-
puolimolekyylit, jotka tunnistavat eri antigeenidetermi-
nantit olosuhteissa, jotka estdvidt H-ketjujen sisdisten
disulfidisiltojen muodostumisen, jolloin kumpikin vasta-
aine tai vasta-ainefragmentti jakautuu pariksi identtisid
puolimolekyylej4,

muodostetaan mainituista eri antigeenideterminant-
teja tunnistavista puolimolekyyleistd tioliaktivointiai-
neella johdannainen, joka nopeasti reagoi vapaiden tiolien
kanssa muodostaen disulfideja ja toinen puolimolekyyli
muutetaan tioliaktivoidusta F(ab'):sta vapaaksi tioliksi,
tai vaihtoehtoisesti kdytetddn suoraan vapaita tiolipuoli-
molekyylejd, jotka muodostuvat toisen vasta-aineen tai sen
fragmentin katkaisureaktiossa, ilman aikaisempaa muutta-
mista tioliaktivointireagenssin avulla ja sitd seuraavaa
pelkistdmists,

sekoitetaan tioliaktivoidut puolimolekyylit vapai-
den tiolipuolimolekyylien kanssa, ja

erotetaan mahdolliset reagoimattomat puolimolekyy-
lit bispesifisistd vasta-aineista tai niiden fragmenteista
esim. molekyylikoon perusteella.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd

toinen monoklonaalisista IgG-vasta-aineista tai
vasta-ainefragmenteista k#sittd4 kaksi identtistd L-H-
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puolimolekyyli&, joita sitoo toisiinsa useampia kuin yksi
disulfidisilta.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnet tu siitd, ettd disulfidisiltojen muodostumi-
nen H-ketjujen sisdisesti estetddn tekemdlld halkaiseminen
ditiolikompleksointiaineen l&dsndollessa.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd ditiolikompleksointiaine si-
sdltdd arseniitin.

5. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd disulfidisiltojen muodostumi-
nen H-Ketjujen sisdisesti estetddn tekemdlld halkaisu olo-
suhteissa, joissa H-ketjujen konformaatio muuttuu disulfi-
disiltojen muodostumisen estdmiseksi.

6. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmd,
tunnettu siitid, ettd disulfidisiltojen muodostumi-
nen H-ketjujen sisdisesti estetd8n poistamalla halkaisun
jdlkeen kaikki kysteiiniryhm&t yhtd lukuunottamatta kdyt-
tédmdlld proteolyyttistd entsyymia.

7. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd tioliaktivointiaine kdsittaa
aromaattisen disulfidin.

8. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd aromaattinen disulfidi on
5,5'-ditiobis(2-nitrobentsoehappo).

9. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd aromaattinen disulfidi on
2,2'-dipyridiinidisulfidi.

10. Patenttivaatimuksen 7 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd aromaattinen disulfidi on
4,4-dipyridiinidisulfidi.

11. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siit3, ettd, tioliaktivointiaine kdsittda
sulfiitin ja tetrationaatin seoksen.
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12. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd kun molemmista F(ab')-puoli-
molekyyleistd on muodostettu johdannaiset tioliaktivoin-
tiaineen avulla, toinen puolimolekyyleistd muutetaan k&y-
tettdvissd olevasta tioliaktivoidusta F(ab'):sta vapaaksi
tioliksi.

13. Menetelmd nestemiisessi ndytteessd olevan tun-
temattoman aineen md&drin madrittdmiseksi, joka aine saate-
taan reagoimaan ainakin ensimm#isen entsyymin kanssa, jol-
loin muodostuu mitattavissa oleva ioni tai yhdiste, joka
muodostunut ioni tai yhdiste toimii mainitun aineen mitta-
na, tunnettu siiti, etti

mainittu ensimmiinen entsyymi liitet#&n kiinte#in
kantajaan tai toiseen, jarjestyksessd aiemmin toimivaan
entsyymiin kdytt&mdlls patenttivaatimuksen 1 mukaista vas-
ta-ainetta, jonka toinen L-H-puolimolekyyli on spesifinen
mainitun ensimmiisen entsyymimolekyylin erd4lle antigeeni-
selle kohdalle ja toinen puolimolekyyli on spesifinen mai-
nitun kantajan tai mainitun toisen entsyymin erddlle anti-
geeniselle kohdalle,

madritetddn mitattavissa oleva ioni tai yhdiste
ndytteessd olevan tuntemattoman aineen mddrittédmiseksi.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelms,
tunnettu siitd, ettd ioni tai yhdiste méaritetdin

mittaamalla fluoresenssi, viri tai luminesenssi.
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Patentkrav

1. F8rfarande fo6r framstdllning av en bispecifik
monoklonal IgG-antikropp eller ett fragment ddrav, k & n-
netecknat darav, att man

anvinder tva olika monoklonala IgG-antikroppar el-
ler fragment dirav, vilka var for sig kdnner igen en olik
antigendeterminant och omfattar tva identiska L-H-halvmo-
lekyler sammanbundna med atminstone en disulfidbindning,

bryter disulfidbindingarna som binder samman de tva
L-H-halvmolekylerna, som kdnner igen olika antigendetermi-
nanter, under f&6rhallanden dir disulfidbindingar inom H-
kedjorna férhindras, varvid vardera antikroppen eller dess
fragment spj&lks upp i tva identiska halvmolekyler,

bildar derivat av ndmnda halvmolekyler, som kdnner
igen olika antigendeterminanter, med ett tiolaktiverande
agens, vilket derivat snabbt reagerar med fria tioler un-
der bildande av disulfider, och konverterar en av halvmo-
lekylerna fran den tiolaktiverade F(ab') till fri tiol,
eller alternativt direkt anvénder de fria tiolhalvmoleky-
lerna, vilka bildas under spjdlkningsreaktionen av den ena
antikroppen eller dess fragment, utan fdregaende konverte-
ring med ett tiolaktiverande agens och dirpadftljande re-
duktion,

blandar de tiolaktiverade halvmolekylerna med de
fria tiolhalvmolekylerna, och

separerar eventuella oreagerade halvmolekyler fran
de bispesifika antikropparna eller deras fragment t.ex. pa
basen av molekylvikt.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & nne -
tecknat dirav, att den ena av de monoklonala IgG-
antikropparna eller antikroppfragmenten omfattar tva iden-
tiska L-H-halvmolekyler, vilka binds samman av mer &n en
disulfidbindning.

3. Forfarande enligt patentkravet 2, kdnne -
tecknat dirav, att bildandet av disulfidbindningar
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inom H-kedjorna férhindras genom att utfdra spjdlkningen i
ndrvaro av ett ditiolkomplexbildande medel.

4. Forfarande enligt patentkravet 3, k 4 nne -
t ecknat dirav, att det ditiolkomplexbildande medlet
omfattar en arsenit.

5. Férfarande enligt patentkravet 2, k 4 nn e -
tecknat dirav, att bildandet av disulfidbindningar
inom H-kedjorna f®rhindras genom att utfdra spjdlkningen
under fdrhallanden, d&r konformationen hos H-kedjorna mo-
difieras f6r att fo6rhindra bildandet av disulfidbindning-
ar.

6. Forfarande enligt patentkravet 2, kd48dnne -
tecknat dirav, att bildandet av disulfidbindningar
inom H-kedjorna f6rhindras genom att man efter spj&lkning-
en avligsnar alla med undantag av en reducerad cystein-
grupp genom att anvénda ett proteolytiskt enzym.

7. Forfarande enligt patentkravet 1, k&nne -
tecknat dirav, att det tiolaktiveringsagenset om-
fattar en aromatisk disulfid.

8. Forfarande enligt patentkravet 7, kdnne -
tecknat ddrav, att den aromatiska disulfiden &r
5,S—ditiobis(2-nitrobensoesyra).

9. Férfarande enligt patentkravet 7, kd&dnne -
tecknat ddrav, att den aromatiska disulfiden A4r
2,3'-dipyridindisulfid.

10. Férfarande enligt patentkravet 7, k&nne -
tecknat ddrav, att den aromatiska disulfiden &r
4,4-dipyridindisulfid.

11. Fo6rfarande enligt patentkravet l, kd&nne -
tecknat dirav, att tiolaktiveringsagenset omfattar
en blandning av sulfit och tetrationat.

12. Forfarande enligt patentkravet 1, k4nne -
tecknat ddrav, att efter att man bildat derivat av
de bdgge F(ab')-halvmolekylerna med ett tiolaktiverings-
agens, omvandlas den ena halvmolekylen fran det tillgdng-
liga tiolaktiverade F(ab'):et till fri tiol.
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13. F6rfarande fOr bestadmning av mdngden av en
oki#nd substans i ett vitskeprov, varvid substansen bringas
att reagera med atminstone ett fdrsta enzym for att astad-
komma en midtbar jon eller f®rening, varvid den uppkomna
jonen eller f8reningen utgdr ett matt pd den ndmnda sub-
stansen, k 84 nnetecknat ddrav, att man

binder nidmnda fdrsta enzym vid en fast b#érare eller
vid ett andra, tidigare i sekvens verkande enzym genom att
anvdnda en antikropp enligt patentkravet 1, vars ena L-H-
halvmolekyl 4r specifik fdr en antigen plats pa niamnda
f8rsta enzymmolekyl och den andra halvmolekylen &r speci-
fik f8r en antigen plats pad n#mnda underlag eller pd ndmn-
da andra enzym,

bestidmmer den mdtbara jonen eller fdreningen som
ett matt pd den okdnda substansen i provet.

14. F8rfarande enligt patentkravet 13, k @ nne -
tecknat dirav, att jonen eller fdreningen bestdms

genom att mita fluorescens, fdérg eller luminescens.
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FIG. 4
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