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1
i A
Ekskretorisia/sekretorisia heisimato-{Cysticercus cellu-

losae)-antigeeneja, jotka ovat tarkoitetut kaytettaviksi
immunodiagnocsissa ja rokotevalmisteessa
Exkretoriska/sekretoriska bandmask-{Cysticercus cellulosae)-
antigener f6r anvéndning i immunodiagnosis och vaccina-

tionspreparat

Cysticercus cellulosae, viakasellisen sian kapean heisimadon,
Taenia solium, toukkamuoto voi infektoida ihmisen aivot joh-
taen vakaviin neurologisiin oirevhtymiin, joita voidaan ku-
vata yhteisesti nimitvksellad neurocysticercosis (NCC). Kys-
tan sijainnista kallon sisdssa riippuen tavataan usein seu-

raavia kliinisia esiintymia.

Sijainti Kliininen oireyhtyma Jalkitilat

Aivojen peruskudocs Epilepsia

Tilanhahmotus- Motorisia tai
hairidé (SOL) sensorisia
puutosoireita

Mielisairaus
Enkefaliitti

Aivo- ja selka- Krooninen meningiitti Vesipaa
vdinkalvot Aivohermo-
halvauksia

Motorisia tai
sensorisia
puutosocireita

Aivokammiot SOL Vesipaa

Kaikkien tassd kuvattujen kliinisten oireyhtymien aiheutta-
jina voivat olla monet eticlogiset tekijat, neurocysticer-
cosiksen tavallisimman erotusdiagnoosin ollessa hermojarjes-
telmdan Mycobacterium tuberculosis-infektiot. Taman taudin
diagnoosi tehdaan kallon réntgentutkimuksen perusteella.

Kuolleet kalkkiutuneet kystat nakyvdt tiheina réntgensateita
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lapadisemAttominid leesioina kallon rontgenkuvassa, kun taas
elavat kystat nakyvat hypotiheinid tai hypertiheina leesioina
tietokonetomografiassa (CAT-SCAN). Viime aikoina on kiaytetty
keskushermostojarjestelmian magneettiresonanssikuvausta (MRI)
elavien kystien visualiscimiseen. Kystan identifioiminen
missd tahansa naistid kuvausmenetelmistad riippuu suuresti
kystan koosta ja ympardivin isantdkudoksen reaktiosta. Mo-
nissa kehitysmaissa, joissa tautia esiintyy yleisesti, ku-
vausmahdollisuudet ovat vaikeasti saavutettavissa, miki luo
akuutin tarpeen jostakin vaihtoehtoisesta yksinkertaisemmas-
ta menetelmasta diagnoosin suorittamiseksi. Tarvittaisiinkin
jokin immunodiagnostinen testi, jolla neurocysticercosis
voitaisiin erottaa muista neurologisista sairauksista. Suu-
rimmassa osassa olemassa olevista immunologisista testeista
pyritdan paljastamaan vasta~aineita identifiocitavan organis-
min antigeeneja vastaan. Lisdksi monet kokeet on kehitetty
serodiagnostisiksi testeiksi, jotka ovat tarkoitetut kaytet-
tdviksi epidemiologisissa tarkastuksissa ja eikd naita ole-
massa colevia kokeita ole tarkoitettu nimenomaan neurccysti-

cercosiksen diagnosointiin.

Kokeen spesifisyys ja herkkyys riippuu laajalti kokeessa
kaytettavasta antigeenista. Esilla olevassa keksinndssa ku-
vataan erasti menetelmia Cysticercus cellulosae-antigeenien,
jotka antavat immunodiagnoosille spesifisyyden ja herkkyy-

den, valmistamiseksi.

Tunnettu tekniikka antigeenin valmistuksessa ja immunodia-~
gnoosissa

T. soliumin toukan kasittelemattémiia ekstrakteja on valmis-
tettu kystan kokchomogenaateiksi (1) tai kystien kiinteiden
osien, so. rakkulan seinim&n ja scolexin tai ainoastaan rak-
kulan seinaman homogenaateiksi (2). Tietyissa tapauksissa on
kdvtetty myds rakkulanestetta antigeenina (3). Tavallisesti
homogenaatteja on sentrifugoitu solujdanteiden, tumien jne.
poistamiseksi nopeudella 15 000-20 000 x g 15-30 minuuttia.

Kokohomcgenaatti on uutettu asetonilla suurimman osan lipi-
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deisti poistamiseksi ja sita on kaytetty komplementtifiksaa-
tiokokeessa (4). Kisittelemattomia eli kokoantigeeneja on
kdytetty monentyyppisissi immunocanalyyseissa, kuten passii-
visessa hemagglutinaatiokokeessa (5 ja 3), immunoelektrofo-
reesissa (1) ja entsyymin avulla tapahtuvassa valkuaisainei-

den immunokemiallisessa madrityksessa ((ELISA) (1, 6 ja 7)].

Kayttamdlla kystan kokohomogenaattia Kuhn ym. (8) ovat ku-
vanneet ELISA:a ja maininneet kokeen sensitiivisyyden johtu-
van erdidstid antigeenisarjasta proteiinien joukossa. Naita
antigeeneja ei puhdistettu eikd niita testattu niiden spesi-
fisyyden kannalta. Kokohomogenaatti sisdltia antigeenisia
lipideja ja hiilihydraatteja proteiinien lisidksi, jotka vi-
sualisoitiin ja identifioitiin immunogeenisiksi western
blotting-analyysissa. Ei-proteiini-antigeenien osuutta ELI-
SA:n kokonaisherkkyyteen ei verifioitu. ELISA:ssa kaytettiin
yhta ainoata antigeenia, joka identifiocitiin B-antigeeniksi,
jolla osoittautui olevan fibronektiiniominaisuuksia, mutta

herkkyys ei ollut tyydyttava (9).

Loisen kokohomogenaatissa on useita haittoja, kun sita kay-
tetddn antigeenina immunodiagnoosissa. (i) Se sisaltiaia usei-
ta epitooppeja, jotka reagoivat immunologisesti ristiin mui-
den CNS-patogeenien (vide infra) kanssa. (ii) On oscitettu,
ettd useissa loismadoissa esiintyy samoja ristiinreagoivia
antigeeneja (10). Kehitysmaissa, kuten Intiassa, Meksikossa,
Brasiliassa, Kiinassa, Thaimaassa ja Keski-Amerikan ja Aasi-
an maissa, joissa loisinfektiot ovat viestdssid erittidin ta-
vallisia, huomattavan monissa ihmisissia on seerumin vasta-
aineita ristiinreagoivia antigeeneja vastaan. Kun tallaiset
henkildét sairastuvat tauteihin, jotka rikkovat veri-aivoes-
teen, seerumin vasta-aineet paidsevat aivo-selkaydinnestee-
seen {CSF) ja hairitsevat cysticercosis-diagnoosia antaen

vaAria positiivisia tuloksia.

Kokohomogenaattien spesifisyyden puutteen vuoksi on pyritty

identifioimaan ja puhdistamaan laji- ja kudosspesifisia an-
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tigeeneja eli scolexista ja rakkulanesteesta johdettuja an-
tigeeneja. Kaksi polypeptidia, joiden naennadismolekyylipai-
not olivat noin 26 000 ja noin 8 000, on identifioitu Taenia
soliumin lajispesifisinid antigeeneina. Nam& antigeenit rea-
goivat immunoblot-analyysiss8 seerumin kanssa, joka oli saa-
tu Taenia solium-infektoituneista potilaista, mutta ei sel-
laisten potilaiden, joilla oli muita loismatoinfektioita,
seerumin kanssa (11). Naiden antigeenien herkkyytta tai spe-
sifisyyttd muihin CNC:&8n liittyviin sairauksiin nahden ei
ole vield todennettu. Eras antigeeni, joka oli puhdistettu
rakkulanesteesta kiayttiden monoklonaalista vasta-ainetta rak-
kulanesteen kokoproteiineja vastaan, on osoittautunut erit-
tdin spesifiseksi immunodiagnoosissa, mutta siltad on puuttu-
nut tarvittava herkkyys, jotta se olisi kayttékelpoinen
NCC:n paljastamisessa (12). Scolexspesifisilla proteiineil-
la, joiden ndenndinen molekyylipaino oli noin 80 000 ja ncin
10 000 ja jotka oli puhdistettu kayttiden monoklonaalisia
vasta-aineita, saatiin 100 % herkkyys rakkulataudin sero-
diagnoosissa. Niitad antigeeneja on viaitetty voitavan kayttas
taeniaasin ja rakkulataudin erotusdiagnocosissa. Niiden
kiyttokelpoisuutta neurocysticercosiksen erotusdiagnoosissa

muista systeemisista rakkulataudeista ei ole testattu (13).

Kokohomogenaatin kaytén epdedullisuutta antigeenina voitai-
siin vield kuvata tutkimuksella, joka suoritettiin keksijoi-
den laboratoriossa (14). Yhteenveto tasta tutkimuksesta on

sSeuraavassa:

Kystat homogenoitiin ja altistettiin &diniaalloille (8x30 se-
kunnin pulsseja). Homogenaatit, jotka liuotettiin 1 %:iseen
SDS:iin ja kasiteltiin 1 %:isella B-merkaptoetanolilla

100X :ssa, geelisuodatettiin Sephacryl S-300-kolonnissa kol-

meen fraktioon:

Fraktio I : kysta-antigeenit, joiden molekyylipaino
> 66 kDa
Fraktio II : kysta-antigeenit, joiden molekyylipaino valil-

ta 25-656 kDa
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Fraktio III: kysta-antigeenit, joiden molekyylipaino valilta
14-35 kDa

Kuvic 1: Kolme geelisuodatuksessa saatua huippufraktiocta

analysoitiin 10 £ SDS-PAGE:lla. Kaista 1: 3. huippu; kaista
2: 2. huippu; kaista 3: 1. huippu; kaista 4: Mr-merkkiaineet
(94, 67, 43, 30, 20,1 & 14,1 kDa). Kolmen fraktion Mr-alueet

annetaan tekstissia.

ELISA suoritettiin seuraavalla tavalla kayttaen edella mai-
nittua kolmea cysticercusantigeenifraktiota:

150 CSF:484a, jotka oli koottu satunnaisesti eri neurologisil-
ta potilailta, testattiin nditd kolmea fraktiota vastaan.
Antigeenit siveltiin Dynatechin 96:n syvennvksen mikrotiit-
terilevyille 5 pm:n/ml konsentraatioina (100 pl/syvennys)

50 mM bikarbonaattipuskurissa, pH:n ollessa 9,6, y6n vli,
sammutettiin 2 % BSA:1lla ja CSF:t testattiin 1/25, 1/125 ja
1/625 laimenncksina. Sitoutuneet ihmis-IgG paljastettiin
kdyttamialla kaniini-anti-ihmis-IgG-perocksidaasikonjugaattia
(Sigma: 1:1000 laimennos). Ortofenyleenidiamiinia kaytettiin

kromogeenina (4 mg/10 ml) ja 0,3 % HpQj:a substraattina.

Taulukkoon 1 on koottu niaiden 150 naytteen tulokset.
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Niistd tiedoista tehtiin seuraavat johtopaitdkset. Vaikka
koe oli riittavan herkka tunnistamaan kaikki neurocysticer-
cosis-tapaukset, tuberkulocottinen meningiitti antoi maksimi-
mairin vaarii positiivisia tuloksia. Sen vuoksi koetta ei

voida kayttadd silloin, kun molemmat taudit ovat yleisia.

Tuberkuloottista meningiittia sairastavien CSF:ien reaktiot
kysta-antigeenien kanssa osoittautuivat johtuvan mykobaktee-

riantigeenien ja kysta-antigeenien ristiinreagoinnista.

1. Mycobacterium tuberculosis-sonikaatit estiviat cysticer-
cosis-positiivisten CSF:ien sitoutumisen kysta-antigeenei-
hin, mutta eivat kokonaan estaneet reaktiota.

2. T&Eama estovaikutus kasvoi mykobakteeriantigeenien kon-
sentraatioiden kasvun myota.

3. Kaniinin antiseerumit, jotka oli kehitetty mykobaktee-

risonikaatteja vastaan, reagoivat kysta-antigeenien kanssa.

Edella esitetyt huomiot osoittivat, ettad kasittelemattoOmat
antigeenit todella sisilsivat epitooppeja, jotka ristiin-

reagoivat muiden CNS-patogeenien kanssa.

Cysticercukset ovat monisoluisia organismeja, joita ei voida
fagosytisoida ja prosessoida makrofageilla tai granulosyy-
teilla tai muilla antigeeneilla, joiden solut ovat erilaisia
kuin vksisoluisten mikro-organismien. Sen vuoksi ihmisen
immuunijarjestelmd harvoin herkistyy kaikille parasiittien
proteiineille, etenkidin sellaisessa immunologisesti ensisi-
jaisessa osastossa kuin keskushermosto, CNS. Niinpd anti-
geenit, joita namid loismadot sekretoivat tai ekskretoivat
tai vuodattavat isdnnin kudosnesteisiin, (nimitetain E-S-an-
tigeeneiksi), ovat immunologisesti erittdin tarkeita. Monia
loismato-E~-S-antigeeneja on saatu pitadamdlli loismatojen eri
kehitysvaiheita in vitro kudosviljelyvdliaineissa ja puhdis-
tamalla antigeenit kasvatusvaliaineesta (15). Cysticercus
cellulosae-toukkia on viljelty myds in vitro seerumin ja

kudosekstraktien kanssa (16). Pitdmdlla niiti parasiitteja
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lyhyita aikoja Dulbeccon minimiessentiaalivaliaineessa
(DMEM) tai fosfaattipuskurocidussa suolaliucksessa {(PBS) ja
antamalla niaille parasiiteille C-aminohappopulsseja, osoi-
tettiin, ettid ne olivat metabolisesti aktiivisia (17). Kui-
tenkin vidliaineessa detektoitiin vain merkityksettémia miaa-
rid radicaktiivisesti leimattuja proteiineja. Naiden anti-
geenien kayttékelpoisuutta immunodiagnoosissa ei ole koskaan
testattu.

Tami keksint® perustuu siihen ladhtdajatukseen, etta Cysti-
cercus cellulosae-E-S-antigeenit, joita saadaan viljelem&lla
parasiitteja in vitro, voivat liittyd ldheisesti antigeenei-
hin, jotka erittyvat kystasta osana kystan metaboliaproses-
sia in vivo. Siten ne saattavat antaa spesifisyytta ja herk-
kyytta immunodiagnostisille kokeille, joilla on tarkoitus
todeta vasta-aineita potilaiden kudosnesteissd, kuten
CSF:ss3 ja seerumissa. Samoja antigeeneja tai ndiden anti-
geenien joitakin hajotustuotteita voidaan todeta potilaiden
CSF:ssa. Tamia voisi muodostaa perustan antigeenidetektioon
perustuvan immunodiagnostiikan kehittamiselle. On selvaa,
etti on mahdollista kehittai polyklonaalisia monospesifisia
tai monoklo-naalisia vasta-aineita E-S-antigeeneja vastaan
ja niitad voitaisiin sitten kadyttiaa tidllaisessa antigeenin
detektiotes-tisssd. Koska erait niaistad antigeeneista voivat
antaa isannalle suojaavan immuniteetin, naita antigeeneja
voidaan kayttia rokotteiden kehittamiseen Cysticercus cellu-

losaen aiheuttamien infektioiden neutraloimiseksi.

Esillaid olevassa keksinnéssa kuvaamme uutta menetelmiai Cysti-
cercus cellulosaen viljelemiseksi seerumittomassa soluvilje-
lyvaliaineessa pitkia aikoja ja parasiittien valiaineessa
mucdostamien antigeenien kdyttamiseksi NCC:n immunodiagneco-
sissa, jossa menetelmdssi potilaiden CSF:n ja E-S-antigee-
nien annetaan vaikuttaa toisiinsa. Tidssi korostetaan anti-
geenien kayttdod NCC:n identifiocimiseen ilman minkain muiden
systeemisen cysticercosiksen muotojen hadirintai. Tassa ku-

vattua uutta diagnoosimenetelmdi voidaan kayttiia myéds ihmi-
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sen ravinnoksi tarkoitettujen sikojen Cysticercus cellu-

losae-infektion diagnoscimiseen.

Kystien lahde ja viljely:

sianlihasta peraisin olevia lihaksia, joissa on cysticercuk-
sia, saadaan teurastamosta. Sian lihas pyyhitain pinnalta
puhtaaksi kontaminaatioista etanclilla. Kystat leikataan
irti ehjina rikkomatta rakkulan seinimi&i (jos se rikkoutuu,
kystaa ei kaytetda) ja sijoitetaan suolaliuokseen, joka si-
saltdd penisilliini G:t&4 1000 vksikk®ia/ml, gentamysiinia

40 pg/ml ja amfoterisiini B:tid 5 pg/ml. Kystat pestain huo-
lellisesti steriililla suolaliuoksella, joka sisaltaa anti-
bicotteja kuten edella. Sitten ne pestain seerumittomalla
valiaineella RPMI 1640 tai Eagles-MEM:l1a4 ja Earlesin suo-
lalla tai Hankin suclalla. Kystat sijoitetaan RPMI 1640:een
tai Eagles-MEM-1liuockseen, joka sisaltiid penisilliini G:ta
1000 vksikkda/ml ja gentamysiiniia 40 pg/ml 37%C:ssa kaasuke-

han sisaltaessa 5 % COZ:a.

E-S-antigeenin talteenotto:

vdaliaine vaihdetaan ja heitetdadn pois ainakin kahdesti en-
simmdisten 24-60 tunnin aikana isantakomponenttien tiaydelli-
seﬁ poistumisen varmistamiseksi. V3aliaine on sopivaa korvata
uudella kahdesti ensimmdisen 48 tunnin aikana. Valiaine ote-
taan talteen sen jalkeen madratyin vadliajoin, kunnes kystat
alkavat evaginoitua. Kaytinnén syistd valiaine on sopivaa
ottaa talteen 24 tunnin valein. Kystien elinkvkyisyys nah-
daan tarkastelemalla rakkulan seinamien supistumista, joka
voidaan havaita kaanteismikroskoopilla. Evaginaatiota havai-
taan 6. vuorokaudesta lahtien. Pian valiaineen talteenotta-
misen ja&lkeen se sentrifugoidaan nopeudella 104 000 x g

60 minuuttia mahdollisten liukenemattomien jadnteiden ja
kalvokontaminaatioiden poistamiseksi. Supernatanttiin lisa-
t4an parametyylisulfonyylifluoridia (2 mM), parakloorieloho-
peabentsocaattia (0,06 %) ja ammoniumsulfaattia 90 %:n kyl-
lastymisasteeseen saakka samalla pitden liucksen pH:n arvos-

sa 7-7,4. Saostus suoritetaan 4%:ssa ja sen jalkeen otetaan
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talteen sentrifugoimalla nopeudella 15 000 x g 30 minuuttia
4% :ssa. Sakka liuotetaan 50 mM natriumfosfaattipuskuriin,
jonka pH on 7,4 ja dialysoidaan perusteellisesti samaa pus-
kuriliuosta vastaan useasti vaihtaen 48 tuntia. Vaihtoehtoi-
sesti kalvofragmentit voidaan poistaa muilla alalla tunne-
tuilla menetelmilla, kuten kalvosuodatuksella. Samaten anti-
geenit voidaan eristaia muilla menetelmillé&, kuten ultrasuo-
datuksella. Liuoksen UV-spektri osoittaa maksimiabsorption
278-280 nm:n kohdalla. Schaffnerin ja Weissmannin {18) me-
nettelytavalla arvioitu proteiinisaanto on 25-35 pg proteii-
nia/kysta/24 tuntia, kun kystia inkuboidaan parasiittitihey-
della 15 kystaa/10 ml.

Kuviossa 2 on esitetty naiden proteiinien natriumdodekyy-
lisulfaattipolyakryyliamidigeelielektroforeesi (SDS-PAGE)

Coomassie Blue R-vaArjivksella.

Kuvio 2: E-S-proteiinien Coomassie Blue-varjiys analysoituna
7,5-15 % gradientilla SDS-PAGE-menetelmdlla. Kaista 1: High
Mr-markkereita (116, 87,4, 66, 45 ja 29 kDa); kaistat 2 ja
3: kahden erillisen valmisteen ammoniumsulfaatilla saostet-
tuja E-S-proteiineja; kaista 4: Low Mr-markkereita (94, 67,
43, 30,20,1 ja 14,4 kDa).

Useimmat havaitut proteiininauhat ovat noin 97 000, 66 000,
50 000, 38 000, 28 000 ndaenndismolekyyvlipainon kohdalla ja
erottamaton proteiiniseos molekyylipainoalueella 10 000-

14 000 daltonin kohdalla. Joukko pienempia kaistoja on myds

havaittavissa.

Osoitus E-S-proteiinien de novo-synteesista:

Kystat siirrettiin ensimmiisen 48 tunnin valiaineessa pita-
misen jalkeen metioniinidefisienttiin valiaineeseen, joka
sisidlsi 35iS—metioniinia 40 pCi/kysta. Kystat ja valiaine-
naytteet otettiin eri ajankohtina. Kystat leikattiin rakku-
lan seinamiksi ja scolexiksi ja homogencoitiin. Homogenaatit

analysoitiin 12 ¥ SDS-PAGE-menetelmdllid ja niille suoritet-
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tiin flourografia. Vadliaine sacstettiin asetonilla ja ana-
lysoitiin 12 % SDS-PAGE-menetelmidlla ja sille suoritettiin
flourografia. S-metioni liittyi aktiivisesti sekd rakkulan

seinidmi- ettad scolex-proteiineihin.

48 Tunnin kuluessa valiaineessa esiintyi useita proteiineja
{kuvio 3).

Kuvio 3: 3%

S-metioniinilla merkittyjen ekskretoristen/sekre-
toristen proteiinien autoradiogrammi. 3 Kystaa inkuboitiin
erikseen 1 ml:ssa valiainetta, jotka kaikki sisadlsivat

40 pci Ps-metioniinia, 48 tuntia. Viliaine otettiin talteen,
ultrasentrifugoitiin ja supernatantti saostettiin asetonil-
la. Kukin kaista edustaa yhdesta kystasta perdisin olevaa

proteiinia.

Kuten kuviosta 3 nakyy, useita proteiineja syntetisoitui
aktiivisesti ekskretoituina/sekretoituina vdliaineeseen osa-

na parasiitin metabolista toimintaa.

Kun kystia pidetdadn in vitro seerumittomassa vadliaineessa
osana metabolista uudelleenjiarjestymistia eraitad proteiinian-
tigeeneja ilmestyy valiaineeseen joko ekskretorisen tai sek-
retorisen prosessin tuloksena. Namid antigeenit, jotka otet-
tiin talteen ennen scolexin evaginaatiota, edustavat toukka-
asteen antigeeneja. Keksintd koskee antigeeneja, menetelmai
niiden valmistamiseksi ja niiden kdytt®da NCC:n diagnoosissa
ja mahdollisesti prognoosissa sekd niiden aiottua kayttda
rokotteen valmistamisessa Cysticercus cellulosae-infektiota
vastaan. Tassa kuvattua diagnostista menetelmii voidaan
kdyttia myds rakkulataudin diagnosointiin ihmisravinnoksi

tarkoitetuissa sioissa.

Tadllainen modifioitu muoto voisi olla esimerkiksi polyety-
leeniglykolikytkenta tai ristikytkentia muihin proteiineihin
tai bifunktionaalisiin reagensseihin tai digestic proteaa-

seilla. Keksint® koskee myds ihmisen aktiivivaiheessa clevan
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NCC:n diagnosocintimenetelmda, jossa diagnosoitavan ihmisen
CSF:n annetaan vaikuttaa ainakin yhden in vitro inkuboidun
Cysticercus cellulosaen ekskretcoidun tai sekretcidun anti-
geenin, jonka niennidismolekyylipaino on SDS-PAGE-menetelmal-
14 mddritettynd noin 97 000 tai 66 000 tai 50 000 tai 38 000

daltonia, tai mainittujen antigeenien secksen kanssa.

Esimerkit

Esimerkit 1 ja 2 koskevat niaiden antigeenien kavttékelpoi-
suutta ELISA-systeemissi anti-cysticercosis-vasta-aineiden
detektoimiseksi erilaisia neurologisia sairauksia potevien
potilaiden CSF:ssAa. Esimerkit 3 ja 4 koskevat tarkeiden an-
tigeenien identifiocimista mydhemmin niiden molekyylipainon

perusteella immunosaostuksessa kayttamidlla potilaiden CSF:a.

Esimerkki 1

Keksinndn mukaisilla sekretorisilla/ekskretorisilla proteii-
neilla siveltiin Dynatechin 96 syvennystd kasittavii mikro-
tiitterilevyjia konsentraation ollessa 5 pg proteiinia/ml
(100 pl/syvennys) ja annettiin olla yén yli huoneenlampdti-
lassa. Levyjen muut proteiinien sidospaikat huuhdeltiin 2 %
hirdn seerumialbumiinilla (BSA) PBS:ssa. CSF:t laimennettiin
1/25, 1/125 ja 1/625 -suhteisiin fosfaattipuskuroidulla suo-
laliuocksella, joka sisilsi 0,05 % Tween-20:4 (PBST), ja nii-
ta inkuboitiin 2 tuntia 37%:ssa. Inkuboinnin jilkeen syven-
nykset pestiin kolmesti PBST:11&. Kaniinin anti-ihmis-IgG-
peroksidaasikonjugaattia laimennettuna PBST:]114 suhteessa
1:1000 kaytettiin tilavuusmadranad 100 pl/syvennys ja inku-
boitiin 2 tuntia 37%:ssa, minka jalkeen syvennvkset pestiin
kolmesti PBST:114. Sitoutunut konjugaatti havaittiin 20 mi-
nuutissa kdyttden ortofenyleenidiamiinia kromogeenina

(4 mg/10 ml}) ja HDj:a substraattina. Reaktio pysaytettiin

50 pl:l1la 4 N H)SO4:a ja absorbenssi 490 nm:n kohdalla maadri-
tettiin Dynatechin MR 700 ELISA:n lukijalla. Kaikki absor-
benssiarvot, jotka olivat suurempia kuin 0,10 CSF:n 1/100-

laimennoksessa, katsottiin positiivisiksi.
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Taulukko 2 sisaltiaia tulokset.

Taulukko 2
Diagnoosi Naytteiden Positii-
lukumdara visia
Cysticercosis
Kuoleman j&lkeen todettuja 2 1
Kirurgisesti todettuja 2 2
Kliinisesti epailtyja 7 6
Japanilainen enkefaliitti
IgM sieppaus ELISA +ve 30 0
Tuberkulocottinen meningiitti 25 0
Viljelylla todettuja
+
kirurgisesti todettuja
Tuberkuloottinen meningiitti 71 2
(joko Ag-+ve absorbenssi=0,15
tai vasta-aine-+ve) : 490 nm

Edellad ocleva taulukko osoittaa, etta tama antigeeni on pa-
rempi kuin raaka antigeeni ja antaa spesifisyyttada immunolo-

giselle reaktiolle.

Esimerkki 2

Tama esimerkki kuvaa ekskretoristen-sekretoristen antigee-
nien diagnostista arvoa koskevaa kaksoissokkokoetta, jossa
kokeen rakenne eliminoi koetta suorittavan tutkijan ennakko-
odotukset.

37 CSF-naytteelle, jotka oli saatu potilaista, joilla oli
erilaisia diagnosoituja neurologisia sairauksia, annettiin
jarjestysnumerot 1-37, minka suoritti puolueeton tarkkaili-
ja, joka oli muu kuin keksijat. Naytteistid tehtiin kolmen
sarjan alikvootit. Kaksi keksijdista riippumatonta laborato-
riota sai CSF-naytteet ja kaksi henkil®éi kummassakin labora-

toriossa eli yhteensa 4 henkil®d suoritti ELISA-analyysin
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toisistaan riippumatta kuten edelld esimerkissa 1 yksityis-
kohtaisesti kuvattiin., Kaikki nelja tutkijaa taulukoivat

tulokset ja tiedottivat tulockset puclueettomalle tarkkaili-
jalle. Kaikkien neljan tutkijan tulokset olivat samanlaiset

ja ne on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3

Diagnoosi Naytteiden Positii-
lukumiara visia

Neurocysticercosis 3 3
Selkaydinpuudutus
(normaalikontrollit) 8 0
Leikkauksen jalkeinen meningiitti
{viljelylla todettu) 5 0
Japanilainen enkefaliitti 7 0
Mirkiinen meningiitti
{pneumokokki) 3 0
Cryptokokki-meningiitti
(viljelylla todettu) 1 0
Tuberkuloottinen meningiitti
(viljelylla todettu) 2 0
Thoraxin selkaytimen puristuminen 2 0
Kallon ja selkarangan liitoskohdan
polikkeavuus 1 0
Nikaman valilevyn ulospullistuminen 1 0
Liikehermon sairaus 1 0
Ataksinen neuropatia 1 0
Hemiflegia 1 0
Pseudoydinjatkoshalvaus 1 0

Edella clevat tulockset osoittavat, ettd ekskretoriset-sekre-

toriset antigeenit voivat antaa 100-prosenttisen herkkyyden
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ja 100-prosenttisen spesifisyyden diagnostiseen testiin,
joka on tarkoitettu vasta-ainesiden detektoimiseen potilaiden
CSF:ssA&.

Esimerkki 3

Edellsda tissd keksinndssa kuvatut ekskretoriset/sekretoriset

antigeenit merkittih11z&:lla kdyttien jodogeenista menetel -
mada. Merkittyjad proteiineja inkuboitiin tunnistettua neuro-
cysticercosista, tuberkuloottista meningiittid ja erilaisia
muita neurologisia sairauksia sairastavien potilaitten CSF:n
kanssa. Immuunikomplekseja heikennettiin kaniinin anti-ih-
mis-IgG:114, kantajana ihmis-IgG ja koko liuos sekoitettiin
2,5 % polyetyleeniglykoliin. Sakat analysoitiin 7,5-15 %
gradientilla SDS-PAGE-menetelmallia ja niille suoritettiin

autoradiografia (kuvio 4).

Kuvio 4: 12§&—merkittyjen sekretoristen/ekskretoristen prote-
iinien ja potilaitten CSF:ien immunosakkojen autoradiogram-
mi, CSF (30 ul) 1:3 laimennoksina inkuboitiin E-S-proteii-
nien kanssa (3x10 iskua/min) ja immuunikomplekseja saostet-
tiin kuten tekstissd selitetaian. Kaista 1: Vertailu-n:o CSF;
kaistat 2, 3 ja 4 neurocysticercosis-potilaitten CSF; kaista
5: tuberkuloottista meningiittid sairastavien CSF ja kaistat

6 ja 7: muita neurologisia sairauksia.

Merkille pantavaa on, etta proteiinit, joiden naennidismole-
kyylipaino oli noin 97 kDa, 66 kDa, 50 kDa ja 38 kDa, puto-

sivat immunosaostuksessa.

Esimerkki 4

E-S-proteiineja, jotka oli merkitty

Bs-metioniinilla pita-

malla kystia in vitro metioniinidefisiitissa valiaineessa,
joka sisalsi 35S—metioniinia, immuncsaostettiin CSF-vasta-
aineiden kanssa, kuten esimerkissa 2 mainittiin. Immunosak-

kojen SDS-PAGE-flourografia on esitetty kuviossa 5.
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Kuvio 5: Autoradiogrammi 3ESS-merkityisti E-S-proteiineista,
jotka immuncosaostettiin erilaisia neurologisia sairauksia

sairastavien potilaitten CSF:n kanssa. Kaistat 9 ja 5 edus-
tavat NCC-potilaitten CSF:sta saatuja immunosakkoja. Kuten
esimerkissa 3, myos tassa 97, 66 ja 50 kDa:n proteiinit im-

munosaostuivat.

Antigeenin, jonka niennaismolekyylipaino on 97 000, karakte-
risointi

I. Osittaisnukleiinihapposekvenssi:

Cysticercus cellulosaen kokonaispoly-A + RNA:sta rakennet-
tiin lambda gt 11 cDNA. KAyttaen hyperimmuunin kaniinin see-
rumia, joka oli kehitetty paramyosiinia vastaan, joka oli
puhdistettu Schistosoma mansonista, identifioitiin ja eris-
tettiin noin 2,5 kb:n cDNA-klooni. Kaksisaie-DNA-sekven-
toinnissa (20) saatiin seuraava sekvenssi:

1. TCTCAAGCAGXACGTCACACTGACAGTACATATGTACACTGACTCTGCTTCACA
TATTATATTAGTTACTAGCAAGCACACACACGTCGAC

2. TGAGTACGTCXTGTAGTCTCGTATGTGTGTAGTTCTGTCGTXGAATCACTAACTTA
ATATTAGAGTCAGXAGGTCAGTGTCATGTCATGTCATGTAT

I1. Osittaisaminohapposekvenssit

Antigeeni, jonka naennaismolekyylipaino on 97 000, elektro-
elucitiin Coomassie Blue vAriaineesta SDS polyakryyliamidi-
geeleilla, joilla E-S-antigeeneille suoritettiin elektrofo-
reesi (21). Elektrceluoitu proteiini saostettiin liuottimel-
la SDS:n poistamiseksi. Sitten proteiinille suoritettiin
digestio TPCK-kasitellylla trypsiinilla. Trypsiinilla tuote-
tut peptidit erotettiin RP300 (C8) kolonnilla (0,46 x

25 cm), joka tasapainotettiin liuottimella A (0,1 % TFA ve-
dessi). Peptidi eluoitiin liuottimen B lineaarisella gra-
dientilla (70 % asetonitriiliad, joka sisalsi 0,058 % TFA)
0-65 %:iin 40 minuutin kuluessa. Peptideji sisaltavat frak-
tiot haihdutettiin kuiviksi vakuumissa. Niitia peptideji kay-

tettiin sekventointiin.
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Taulukko 4

Erdiden antigeenista, jonka naennaismolekyylipaino oli
87 000, johdettujen trypsiinilla tuotettujen peptidien

aminohapposekvenssit

Aminohapposekvenssi Peptidi
VKKLDSA BAK T 14
ATQTEVWR T 19
VYsSTSTK T 16
YAFL~-ASVT-SR T 21
SLLDFRSTR T 11
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,
Patenttivaatimukset 0

1. Ekskretoristen/sekretoristen (E-S) Cysticercus cellu-

losae-antigeenien kdyttd neurocysticercosiksen immuncdiag-
noosissa, tunnettu siitd, ettd antigeenit voidaan saada
kdyttden Cysticercus cellulosaen kasvatusta in vitro ja ne
eivdt oleellisesti ristireagoi Tuberculosis meningitis

—-antigeenin kanssa.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kdyttd, tunnettu siitd,
ettd kdytetddn antigeeneja, joiden ndenndinen molekyylipaino
on noin 97 000 tai 66 000 tai 50 000 tai 38 000.

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen kadayttd, tunnettu siiti,
ettd kdytetddn antigeeneja, joiden ndenndinen molekyylipaino
on 66 000 ja 38 000.

4. Jonkin patenttivaatimuksista 1, 2 tai 3 mukainen kayttd,
tunnettu siitd, ettd immunomd&dritys on tarkoitettu vasta-
aineiden detektoimiseen potilaiden kudosnesteistd, kuten
CSF:std ja seerumista.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 1, 2 tai 3 mukainen kdyttg,
tunnettu siitd, ettd immunomddritys on tarkoitettu antigee-
nin detektoimiseen potilaiden kudosnesteistd, kuten CSF:std

ja seerumista.

6. Cysticercus cellulosaen ekskretoima/sekretoima antigee-
ni, tunnettu siitd, ettd sen nd3enndinen molekyylipaineo on
noin 97 000 tai 66 000 tai 50 000 tai 38 000 daltonia SDS-
PAGE:113 miAdritettynd, ja se el oleellisesti ristireagoi

Tuberculosis meningitis -antigeenin kanssa.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen antigeeni, tunnettu sii-
td, ettd se on glykoproteiini, jonka ndenndinen molekyyli-
paino on noin 97 000 tai 50 000 SDS-PAGE:lla mddritettynsd,
ja se el olennaisesti ristireagoi Tuberculosis meningitis

-antigeenin kanssa.
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8. Patenttivaatimuksen 6 mukainen antigeeni, tunnettu sii-
td, ettd proteiini, jonka ndenndinen molekyylipaino on noin
38 000, kdsittdd osittaisen aminohapposekvenssin valiini-

glutamiinihappo-tyrosiini-treoniini-kysteiini-treoniini (VE-
YTCT), ja se el oleellisesti ristireagoi Tuberculosis menin-

gitis -antigeenin kanssa.

9. Jonkin patenttivaatimuksista 6, 7 tai 8 mukaisen anti-
geenin kdyttd rokotteen valmistukseen Cysticercus cellulosae

-infektiota wvastaan.

10. Menetelmd patenttivaatimuksissa 6, 7 tai 8 ma@idritellyn
antigeenin valmistamiseksi, tunnettu siitd, ettd se kdsittda
seuraavat vaiheet:

a) viljellddn kdsittelemdttomid ja ehji& cysticercuksia,
jotka on saatu infektoituneesta sian lihaksesta, in vitro
seerumittomassa soluviljelykasvatusliuoksessa, joka sisdltda
antibiootteja,

b) poistetaan kaikki antigeenit viljelyn ensimmdisen 24-60
tunnin aikana vaihtaen toistuvasti v&liaineen,

c) otetaan perdjdlkeen talteen vdliainetta md&rdtyin v&dli-
ajoin evaginaatioon saakka,

d) poistetaan mahdolliset kalvofragmentit ja

e) eristetddn antigeenit.

11. Menetelmd ihmisen aktiivivaiheessa olevan NCC:n diag-
nosoimiseksi, tunnettu siitd, ettd se kasittda:
diagnosoitavan ihmisen CSF:n saattamisen alttiiksi ainakin
vhden in vitro viljellyn Cysticercus cellulosaen ekskre-
toiman tai sekretoiman antigeenin, jonka ndenndinen molekyy-
lipaino on SDS-PAGE:114 md&ritettynd noin 97 000 tai 66 000
tai 50 000 tai 38 000 daltonia, tai mainittujen antigeenien
seoksen vaikutukselle, jotka antigeenit eivdt oleellisesti
ristireagoi Tuberculosis meningitis -antigeenin kanssa, ja

detektoidaan mahdollinen Cysticercus cellulosae -infektio.
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