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Keksinnén kohteena on laitteisto radioimmunologisen menetelmin toteutta-
miseksi, jossa menetelmissi miiritetiin antigeenejd tai vasta-aineita, ja jossa
kdytetddn mikrotiitterilevyd, jossa on syvennyksid tutkittavien ndytteiden ottoa
varten ja kiinteiti, kompleksinmuodostajalla kuormitettavia kantimia.

Keksinnon mukaisella laitteella miiritetiin erityisesti hepatitis—B-
pinta-antigeenit tai vasta-aineet ihmisen kehon nesteist#d, kuten ihmisplasmasta,
ihmisseerumista ja niiden jakeista, muodostamalla antigeeni-vasta-ainekompleksi,
jossa vasta~aine-komponentti on merkitty radioaktiivisesti.

Radioimmunotestejd - joista kdytetiin myds nimitystid "radioimmuno-
assays" - kdytettiin aluksi etupiissi hormonien osoittamiseen. Yalow'in ja Ber-
son'in (j. Clin. Invest. 1157 - 1175, 1960, "Immunoassays of endogenous plasma
insulin in man") kuvaama jdrjestelmd perustuu erittiin spesifisen vasta-aineen
kykyyn sitoa radioaktiivisesti merkitty antigeeninsi ja t#min reaktion estimiseen
merkitsemdttomilld (koe-) antigeenillid, joka on osoitettava. T&min jdlkeen sidot-
tu radioaktiivinen antigeeni poistetaan kvantitatiivisesti testiseoksesta ja si-
toutunut aktiivisuus mitataan sopivassa laitteessa. Vaikeutena t#llaisia midrityk-

sid suoritettaessa on saada kompleksin muodostuksessa reagoimattomat komponentit
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kvantitatiivisesti erotetuiksi. Erottamista varten tulevat menetelmini kysy-
mykseen paperisihkéforeesi, saostaminen toisella vasta-aineella (xaksois-

vasta-ainemenetelmi), antigeeni-vasta-aine -kompleksin saostaminen poly-
eteeniglykolilla, vapaan antigeenin adsorptio aktiivihiilelle tai erotta-
minen reaktiolla jéhme#ll¥ faasilla. JHlkimmiisessd tapauksessa valmis-
tetaan jihmed faasi joko kovalentisesti sitomalla reaktiokomponentti ak-
tivoituun selluloosaan, Sephadex'iin tai Sepharose'en (Wide ja Porath,
Biochem. Biophys. Acta 130, 257-260, 1966, "Radioimmunoassay of proteins
with the use of Sephadex Coupled antibodies"), tai jonkin reaktio~-osapuo-
len adsorptiolla sopivalle pinnalle, esim. muoville, (Catt, Niall ja
Tregear, Biochem. J., 100, 31C-33C, 1966, "Solid-phase radioimmunoassay
of human growth hormone").

Hepatitis-B-pinta-antigeenin (HBBAG) Ja vastaavan vasta-aineen
(antiHB.AB) osoittamiseksi radioimmunotesteilli tunnetaan ennestiin seu-
reavat menetelmit:

l. Ausria I, Ausria II, Ausab (Abbot Laboratories). Nimi toimivat
ns. kerrosperiaatteella.

Ausria I-menetelmiissd kiytetiin vasta-aineella kuormitettua pienti
putkea, joka tiytetdiin tutkittavalla ndytteelld; inkuboinnin jilkeen muo-
dostuu antigeenin lisniollessa vasta-aine-antigeeni -kompleksi (AB-AG),
Jolloin vasta-aine -komponentti on kiinnittynyt putkeen. Neste poistetaan
sitten, pufki pestiin ja sekoitetaan radioaktiivisesti merkityn vasta-ai-
neen liuoksen kanssa. Uudelleen inkuboinnin Jdlkeen muodostuu vasta-aine-
antigeeni -merkitty vasta-aine -kompleksi (AB-AG-AB‘); putki pesti¥n jHl-
leen ja AB-AG-AB’-kompleksin (kerros-kompleksin) radioaktiiviguus médri-
tetdlin, Vasta~aineen merkitseminen tapahtuu sipdllyttdm¥114 radiocaktii-
vists jodia (1227) tunnetulla tavalla. Ausria II -menetelmiised kiiytetin
pienten putkien asemesta pallomaisia jihmeitd kantimia. Ausab-menetelmi
muistuttaa suuresti Ausria-menetelm##. Tissi valitaan kuitenkin piinvas~
tainen kerros-komplekein rakenne nimittdin AG-AB-AG’;

2. Elektro Nucleonics Laboratories'in Riausure --menetelms.

Téssi menetelmissid muodostetaan samalla tavalla kuin Ausria II -me=-
netelmlissii kerros-kompleksi, kuitenkin kiytetdtin pallosten asemesta kiin-
teind kantimina lasiosasia;

3. Kombi RIA Biotest -menetelmi.

Thissl antigeenin suhteen testattava niyte sekoitetaan tarkennetun
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vasta-aineen kanssa ja seos siirretdin antigeenilli pddllystettyyn kuppiin. Inku-
boinnin ja pesun jilkeen lisit#in radioaktiivista antigeenid, inkuboidaan ja pes-
tdidn uudelleen.

Myds tdssd on siis kysymys erddst# kerrosmenetelmistd, joissa vaaditaan pe~
rinpohjaisia pesu- ja erotusvaiheita. Antigeenin pitoisuuden nidytteissi ollessa
vdhdinen, ovat kaikki n#md menetelmit epitarkkoja.

Saksalaisesta hakemusjulkaisusta 2 530 678 tunnetaan laitteisto ja menetel-
md, jossa kdytetddn pallomaisia, pinnoitettuja kantimia, jotka siirretdin putkimai-
sesta kotelosta kanninlevyn syvennyksiin. TZm# tunnettu menetelmi on hankala, kos-
ka pallomaisia kantimia joudutaan pesemiin yksitellen, eli tarvitaan monimutkais-
ta laitteistoa. Lisdksi pallomaisilla kantimilla on suhteellisen pieni pinta-ala,
ja siten pieni kapasiteetti.

Saksalaisesta hakemusjulkaisusta 2 262 479 tunnetaan laitteisto ja menetel-
md, jossa kdytetddn kartiomaisia, vain kddensijan avulla siirrettivii kantimia.
Koska n#dm# kantimet ja k#densija siirret#in pesuvaiheen aikana ja kantimet vieddin
mittauslaitteeseen ki#densijan avulla, on olemassa suuri kontaminaatiovaara.

T4mdn keksinnon mukaisella laitteistolla vdltetdin kuvatut haitat ja vai-~
keudet, eik# tarvita kalliita erotus- ja pesuvaiheita. Lisdksi midrityksen tark-
kuus paranee.

Keksinnén mukaiselle laitteistolle on tunnusomaista, ettd kannin kdsittdg
pienid levyji tai puikkoja, jotka on kiinnitetty kiinnityslistaan ja jotka voidaan
upottaa mikrotiitterilevyn syvennyksiin, jolloin kiinnityslistan ja jokaisen yksit-
tdisen levyn vdliin on tehty uurre haluttua murtumiskohtaa varten.

Keksinndn mukaista laitetta kdytettiessi tapahtuu tulkinta radioaktiivisuu-
sen suoralla mittauksella jdhmeisti faasista - eiki mittaamalla jH&mien radioak-
tiivisuus, kuten tapahtuu ennest#in tunnetuissa radioimmunotesteissd. Ottamatta
huomioon tydnsidstdd, joka saavutetaan vilttimilli linkoaminen ja pipetointi, saa-
daan suurimmat laskenta-arvot negatiivisten tai eritt#in heikosti positiivisten
ndytteiden alueella, mik# merkitsee oleellista parannusta ja testitulosten varmis-
tusta.

Mikdli tutkittu n#yte sis#ltdd antigeenid, reagoi t#mi radioaktiivisesti
merkityn vasta-aineen kanssa. Seuraavassa vaiheessa, jossa merkitsemdttomdlli anti-
geenilld kuormattu kannin kastetaan reaktionesteeseen, voi vain se osa merkitystid
vasta-aineesta reagoida kantimelle adsorboidun antigeenin kanssa, joka ei kulunut
ndytteen antigeenipitoisuuden vaikutuksesta. Kantimen pesun jdlkeen 18ydetddn siis
tietty mdidri sidottua radioaktiivisuutta, joka on kdintden verrannollinen ndytteen

antigeenipitoisuuteen.
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Tapauksessa, jossa tutkittava niyte ei sisilli antigeenid, vaan vasta-
ainetta, kasvaa vasta-ainepitoisuus koenesteessi. Ensimm3disen inkuboinnin aikana
ei siis tapahdu ollenkaan reaktiota. Jos sitten Seuraavassa vaiheessa merkitse-
midttomdlld antigeenilld kuormattu kiinte# kannin saatetaan kosketuksiin tutkitta-
van nesteen kanssa, syntyy merkitsem#ttdmdn ja merkityn vasta-aineen vdlinen kil-
pailu reaktiossa kantimella olevan adsorboidun antigeenin kanssa, mik# tarkoittaa,
ettd myds tdssd tapauksessa tietty midri radioaktiivisuutta todetaan pestyssi kan-
timessa, joka m##rd jilleen on kidntden verrannollinen tutkitun ndytteen vasta-
ainepitoisuuteen. Jos n#ytteiden sarja-tutkimuksessa todetaan vihentynyt radioak-
tiivisuus verrattuna vertailundytteeseen, joka sisilt#i joko antigeenii tai vasta-
ainetta, niin tosin tiedetd#n, ett3 ko. ndyte on sisdltidnyt joka antigeenii tai
vasta-ainetta, mutta vield ei tiedeti kumpaa; tidmdn selvittidmiseksi suoritetaan
ns. erotusdiagnoosi, jossa samanlainen toinen ndyte saatetaan kosketukseen toisen
kantimen kanssa ja inkuboidaan. Kannin pestddn ja saatetaan seuraavassa vaihees-
sa kosketukseen radioaktiivisesti merkityn vasta-aineen kanssa ja inkuboidaan.
Jos tédssi mittauksessa todetaan radioaktiivisuuden suurempi lukuarvo, merkitsee
témd sitd, ettd ndytteessd ei ollut vasta-ainetta vaan antigeenii, koska kaikki
adsorboitunut antigeeni kului antigeeni-vasta-ainekompleksin muodostamiseen. Jos
sen sijaan todetaan alentunut lukuarvo, tarkoittaa t&mi sitd, ettd inkuboinnissa
ndytteen vasta-aine adsorboidun antigeenin kanssa kului antigeeni-vasta-ainekomp-
leksin muodostamiseen ja vield joitakin sitoutumiskohtia merkitylle vasta~aineel-
le oli vapaina antigeenillid kuormatulla kantimella.

Edullisesti kdytetddn hepariinilla stabiloitua, radioaktiivisesti merkit-
tyd vasta-ainetta.

Tarkoituksenmukaisesti suoritetaan inkuboinnit limpdtilassa 18 - 45°C
kestoajan ollessa 30 minuutista 15 tuntiin, edullisesti 45°C:ssa 60 minuutissa.

Keksinndn mukainen laitteisto sopii erityisesti HBSAG:n ja anti—HBSAB:n
mddritykseen. Sit3 voidaan periaatteessa kuitenkin kdyttdd kaikkien antigeenien
osoittamiseen, joita vastaan voidaan kehittdi spesifisii vasta-aineita. Samoin
laitteisto sopii vasta-aineiden osoittamiseen, joiden antigeenit ovat proteiineja
tai polypeptideji ja joita voidaan valmistaa puhdistetussa muodossa. Sit3 voidaan
kdyttdd mySs, kuten systeemi HBSAG/anti—HBSAB osoittaa, suhteellisen harvinaises-—
sa tapauksessa, etti potilaan seerumit sisiltivit seki antigeenid ettid mySs vas-
ta-ainetta. Muita keksinndn mukaisen menetelmin kdyttomahdollisuksia ovat virus-
antigeenien miidritys ja veren hyytymistekijdiden, erityisesti tekij4-VIII-pro-

teiinin middritys.
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Kantimen kuormitus voi tapahtua siten, etti sitd kisitellZin upottamalla
antigeeniliuokseen 24 - 60 tunnin ajaksi.

Piirroksessa on esitetty keksinndn mukaista laitteistoa, jolloin kuva 1
on kaavamainen perspektiivikuva ja kuva 2 on yhden kantimen pystyleikkaus.,

Laitteisto kisittii mikrotiitterilevyn 1, jossa on useampia sarjoja,
joissa on esim. 12 syvennystd 2, 2', 2".,, ndytteen tutkimiseksi. Lisdksi lait-
teistoon kuuluu kiinnityslistoja 3, joihin kuhunkin on jirjestetty sarja numeroi-
tuja pienid levyji 4, 4', 4"... , jotka vastaavat mikrotiitterin yhden sarjan sy-
vennyksien lukumiirii. Levyt 4, 4', 4".., on kiinnitetty kiinnityslistaan 3 kaula-
kappaleiden 5, 5', 5",.. avulla, joiden poikkileikkaus on pienempi kuin levyjen
poikkileikkaus. Nimi kaulakappaleet muodostavat halutut murtumiskohdat. Sen jil-
keen, kun levyt kuvatun menetelmdn mukaisesti ovat reagoineet m1krot11tter11evyn
syvennyksissid tutkittavan nesteen kanssa, katkaistaan levyjen kaulat ja levyjen
annetaan pudota laskentaputkeen 6, kuten kuvassa 2 on esitetty.

HBSAG:n ja anti-HB AB:n mddritys keksinndn mukaisella laitteistolla

Tdssd tutkimuksessa voi jokin ihmiskehon nesteen tutkittava nidyte sisil-
tdd joko HB AG tai anti-HB AB tai ei kumpaakaan niisti kahdesta aineesta. Ensim-
miisessd tutklmuserassa 1nkub01daan 0,2 ml tutkittavaa ainetta n. 60 minuuttia
45°C:ssa hautomakaapissa puhdistetun 125J :114 merkityn anti-HB AB n (0,1 ml, si-
sdltdd noin 0,1 mcCi) kanssa mikrotiitterilevyssi, jolloin mukaan tuodaan kaksi
HB AG—p051t11v1sta, kolme HB AB/antl-HB AB-negat11v1sta ja seitsemdn HB AG-helkos—
ti positiivista vertallunéytetté Témdn inkuboinnin loputtua HB AG 114 péallyste-
tyt kampamaiset kantimet upotetaan ennalta inkuboituihin seok511n ja inkuboidaan
edelleen 45°C:ssa 90 - 120 minuuttia. Sen jédlkeen kampamaiset kantimet poistetaan
testiliuoksista ja pestdidn altaassa vesijohtovedelly. Yksittdiset testilevyt kam—
pamaisilla kantimilla siirretddn katkaisemalla ennalta mddrdtyiltd kohdilta koe-
putkiin ja mddritetidn yksittdisestd levystd gamma-spektrometrilli sitoutunut ra-
dioaktiivisuus. Mukana olleilla vertailundytteilld 1 - 12 ja testattavilla ndyt-

teilld 13 - 24 saatiin seuraavat arvot.
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Niyte Aikxa minuuteissa cpe (impulsseja/min.)
1 1.00 684
2 1.00 672
3 1.00 4 644
4 1,00 4 148
5 1.00 4 087
6 1.00 1974
T 1,00 1 997
8 1.00 1 846
9 1.00 2 035
10 1.00 1 942
11 1.00 2 455
12 1.00 1 598
13 1.00 433 positiivinen
14 1.00 340 positiivinen
15 1.00 4 996
16 1.00 4 020
17 1.00 2 946
18 1.00 2 673
19 1.00 2 445
20 1.00 2 822
21 1.00 1l 317 positiivinen
22 1.00 1 550 positiivinen
23 1.00 3 991
24 1.00 4 052

Niytteet 1 ja 2 ovat voimakkaasti HBBAG-positiivists vertailuseeru-
mia, niytteet 3-5 HB'AG/antiﬂB‘AB-negatiivista vertailuseerumia; niiytteet
6-12 ovat heikosti HBsAG-positiivista vertailuseerumia. Niistd kolmesta
ryhniisti miliritettiin keskiarvot ja seitsemilli HB’AG-heikoati positiivi-
sella vertailuseerumilla lisHtilin 20 % keskiarvoon tai vihennethiin siiti.
Nyt vaaditaan, etti vihintd¥n kuusi ndisti seitsemistf n¥ytteesti ovat
mé¥iritetyissi rajoissa. Jos yksi niyte on néiden raja-arvojen ulkopuolel-
la (tdsed esiintyvissd sarjassa niytenumero 11), niin sen arvoa ei arvos-
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telussa oteta huomioon. Jiljelle jHivin kuuden néiytteen keskiarvo + 20 %
pitee raja~arvona. Jokainen ndyte, jonka laskenta-arvo on t#ti raja-arvoa
pienempi, on katsottava poeitiiviseksi ja on taulukossa merkitty positii-
viseksi (niiytteet 13, 14, 21, 22),

Tmdn ensimmiigen testisarjan jélkeen on erotettava, onko kysymyk-
sessa HBSAG:n vai antiHBsAan positiivinen reaktio. Erotusmiiritystdi var-
ten suoritetaan nyt toinen testisarja seuraavalla tavalla;

0,2 ml:n ndytteity pannaan mikrotiitterilevylle Ja inkuboidaan
HBaAczllﬂ pildllystettyjen kampamaisten kantimien kanssa 60 minuuttia 45°
Ctssa. Kantimet poistetman sen J&lkeen ndyteliuoksista, ja kuten edelll
kuvattiin, pesté&n ja inkuboidaan vield 60-120 minuuttia 0,2 ml:gsa 1 + 1
laimennettus 125J:llb‘. merkittyd antiHBsAB fysiologisessa suolaliuoksessa.
Sen jHilkeen kampamaiset kantimet pesti#n toisen kerran ja tutkitaan, kuten
edelly gamma-spektrometrissi. T&118in on otettava huomioon, etti ensim-
miigessl testisarjaesa, kun niytteessi on l¥ésni HBBAG ensimmiigessi inku-
boinnissa tapahtuu radioaktiivisesti merkityn vasta-aineen spesifinen es-
tyminen, ja kun néiytteessi on lisni antiHBsAB tapahtuu kuitenkin ainoas-
taan vasta-aineen kokonaismiirin lisi¥intyminen reaktioseoksessa. Kampa-
maisten kantimien upottamisen Jdlkeen sitoutuu niyteantigeeniin sitoutu-
maton radiocaktiivisesti merkitty vasta-aine testilevyn pinnalle, ja
HBBAan lisndollessa seki osa niytteen vasta-aineesta ettd myss osa radio-
aktiivigesti merkitystdi vasta-aineesta kiinnittyy kampamaisten kantimien
Pinnalle. Verrattuna HBBAG/ant1HBBAB-negatiivisiin vertailuniytteisiin,
tapahtuu sekd niytteen sis¥ltiessd HBSAG etti mySs niytteen sisfltiessi
HBBAB testilevyilld laskenta-arvojen aleneminen, Erotusmiirityksesst inku-
boitaessa kampamaisia kantimia niytteiden kanssa, kun niytteissi on lHsni
HBBAG tai kun niytteet ovat HBBAG/antiHBaAB-negatiivisin, ei tapahtu im-
munologista reaktiote, Jos antiHBaAB on niytteesssi, niin se voi tdyttid
antigeenisitoutumispaikat kampamaisella kantimella.

Jos nyt kampamaiset kantimet restidlin ja vield uudelleen, t4ll¥ ker-
taa 125J:llﬂ. merkityn antiHBaAB:n kanssa inkuboidaan, niin voi radioak-
tiivinen aine tdyttdéy ainoastaan viely vapaat antigeenisitoutumispaikat
Jihme#l1l¥ faasilla. Tapahtuu siis, kun nidytteessi on l¥sni sntiHBaAB,
laskenta-arvojen pieneneminen. HBQAG:n tai HBSAG/antiHBBAB-negatiivisten
ndytteiden lisniiollessa Pysyviit laskenta-arvot korkeina.

Seadut tulokset on esitetty seuraavassa taulukossa:
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Niyte Aika minuuteissa ocpm (impulsseja/min.)

1 1.00 3 866

2 1.00 3 716

3 1.00 3 949

4 1.00 3 799

5 1.00 3 964

6 1.00 1 435

7 1.00 1 504

8 1.00 1 605

9 1.00 1 627
10 1.00 1 482
11 1.00 1 449
12 1.00 1 448
13 1.00 3 951 positiivinen HBSAG
14 1.00 4 026 positiivinen HBBAG
15 1.00 3 910
16 1.00 3 996

17 1.00 3 884

18 1.00 3 843
19 1.00 3 917
20 1.00 3 871
21 1.00 363 positiivinen antiHBsAB
22 1.00 1 335 positiivinen antiHBBAB
23 1.00 3 776
24 1.00 3778

Vertailuseerumine numero 1 ja 2 HBBAG kdytettiin heikosti positii-
vista seerumia; numerot 3-5 ovat HBSAG/antiHBaAB-negatiivisia seerumeja ja
vertailuniytteet numero 6-12 ovat antiHBBAB-positiivisia seerumeja. J#l-
leen miliritettiin niiden kolmen ryhm#n keskiarvo sekd antiBBsAB-positii-
visen ryhmin raja-arvo kuten edell¥. Jokainen niyte, Jonka laskenta-arvo
on témidn laskenta-arvon alapuolella, on katsottava positiivigeksi, mity
sntiHBsAB:hen tulee (ndytteet 21, 22), Niytteet 13 ja 14 antoivat suuret
laskenta-arvot ja ne on tulkittava EBSAG-positiivisikai. Kaikki muut niyt-
teet, Jotka molemmissa reaktioissa antoivat suuria laskenta-arvoja, ovat
HBBAG- Ja antiHBBAB-negatiiviaia.
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Alfa-fetoproteiinin midiritys

Alfa-fetoproteiinia, Joka on puhdistettu geelikromatografiaa kdyt-
téden, kidytetiin kampamaisten kantimien Pédllystimisecen. Anti-Alfa-~feto-
proteiini -vasta-aincita puhdistetsan immuunisorboivalla aineella (BRCN-

Sepharose'lla) Ja merkitdin 125J:lléi. Normaalimi&irit ovat vidlilti 0-40
ng/ml seerunia. Tietyissi maksasairauksigsa Ja sydpisairauksissa ovat ar-
Vot nousseet vilille 100 - 1 000 ng/ml.

Antigeenien tai vasta-aineiden kvantitatiivinen niiritys suorite-
taan seuraavalls tevalla:

Vertailuseerumien asemesta kdytetdin miiritettivin antigeenin lai-
mennussarjaa, Laimennussarjat kalibrointikiyrin aikaansaamiseksi muodoste-
taan seuraavagti: Valitaan edullisesti standardin geometrisii laimennuksia
negatiivisessa vertailuseerumisgsa Ja kdytetidin vertailundytteini 1isiksi
negatiivista verteiluseerumia Ja merkittys vasta-ainetta pelkistiin, Nayt-
teet, joissa on pelkkis vasta-ainetta, antavat arvoja panoksen enimmiis-
sitomiskyvylle. Niytteet, joissa on negatiivista vertailuseerumia, anta-
vat arvoja enimmidissitoutumista varten negatiivigten niytteiden lisniol-
legsa. Standardiantigeenin nousevan pitoisuuden mukang kalibroimiskﬁyiﬁl-
1& alenee sitoutunut aktiivisuus pitoisuuteen verrannollisesti., Kaikki
vertailundytteet arvioidaan vihintiin kaksoismaérityksella, edulligesti
kolmoismifirityksells,

Seuraavista Yksittiisarvoista saatu kalibrointikiyri on esitetty
oheisessa graafisessa kaaviossa (kuva 3) ja nimetty AFP-standardiksi:

Yksittiisarvot Kalibrointikiyri
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YkgittZisaervot Kalibrointikiyri
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Jatkomenettely on nyt samanlainen kuin edelld kuvatussa HBSAG—testissﬁ.

Tutkittavia niytteiti inkuboidaan merkityn vastaseerumin kanssa Ja
upotetaan sen jilkeen kampamaiset kantimet, Jotka on pdillystetty AFP:114,
mikrotiitterilevyihin. Uudelleen inkuboinnin Jdlkeen pestiin kampamaiset
kantimet ja aktiivisuus Yksittdisilly testilevyilli miiritetsin gamma-
spektrometrissi. Sasdut laskenta-arvot olivat seuraavat:

Niyte Niyte
1 C4= 2525 4 c,=146

c,= 2481 c)= 135

c3= 2411 €=2472 cpm c3= 104 c= 128 cpm
2 C1=1142 5 c1=2017

c,=1276  _ €,=1965

€3=1217 c=1212 cpm c3=2034 c= 2005 cpm
3 c4= 475 =

C,= 512

'c3= 489 €= 492 cpm
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Nimi arvot vietiin kalibrointikiyrille ja saatiin seuraava tulos:
Koe

1 negatiivinen

2 140-145 ng

3 380 ng

4 n. 1 000 ng

5 48 ng

HCG:n (Human Chorionic Gonadotropin) mddritys

HCG:t4 glykoproteiinihormonia, kiytetilin kampamaisten kantimien
pdillystimiseen; antiHECG AB merkitifin radioaktiivisesti “27J:114. Normaa-
liarvot ovat noin 2 mIU/ml; sySpisairauksien esliintyessi kohoavat arvot
100 mIU/ml:aan asti; HCG:n milrittZminen on erityisesti seurattaesa kemo-
terapiaa tirkeli.

Gastriinin mif#ritys

Gastriinia kliytetdlin kampamaisten kantimien pi#llystimiseen. Vasta-
sineliuoksena kiytetin valmiikei tehtyd 1277:114 merkittyd antigastriini-
AB-liuosta.

Gastriinin mEérittimisells on yh& kasvava merkitys, koska siti tuo-
tetaan suoraan kasvaimista. Lisdiksi esiintyy kohonneita gastriinimiirik
mahan puutteellisessa hapon erityksess¥.

IgE:n midritys

IgE on spesifinen immunoglobuliini, jonka lésn¥olo voi antas osoi-
tuksen luontaisten allergioiden l#snHolosta. Thssi tapauksessa kampamai-
siin kantimiin sidotsan anti-IgE, joka vaikuttaa antigeenind. Jos niyttei-
td, joissa on merkittyd IgE, esi-inkuboidaan Ja sen jlilkeen upotetaan kan-
timet, niin on sidottu aktiivisuus kantimilla k##ntden verranollinen IgE~-
pitoisuuteen tutkittavassa aineessa.

Allergeenin mi#ritys

Jos anti-IgE:in asemesta kampamaisiin kantimiin kytketilin spesifinen
allergeeni (esim, penieilliini), niin voidaan merkittyjen vasta-aineiden
avulla titd allergeenia vastaan toteuttaa sama testimenetelmi allergeeni-
spesifiseni.
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Tetanus-vasta-aineen miiritys

Tetanus-vasta-aineita sidotaan kampamaisiin kantimiin., Niytteet esi-
inkuboidaan 125J-nerkity11ﬁ tetanueoksiinilla ja sen jilkeen upotetaan kam-
pamaiset kantimet. Tetanus-vasta-aineiden lHsniolo nytteessi todetaan
laskenta-arvojen pienentymisestd verrattuna vertailunfiytteisiin,

DNS-vasta-aineiden midritys

Anti-DNS-vasta-ainetiittereiden miirittiminen tarjoaa herkin mene-~
telméin Lupus erythematodes visceraliksen toteamiseksi Ja tekee mahdolli-
seksl erotusmilirityksen muulla tavalla syntyneistd kollagenooseista. Kam-
pamaiset kantimet pdlillystetiiiin anti-DNS -vasta-aineella. 125J-merkitty&
DNS inkuboidaan niiytteen kanssa ja upotetaan sen Jéilkeen kampamaiset kan-
timet. Anti-DNS -vasta-aineiden ldsniolo kéiy ilmi pienentyneisti lasken-
ta-arvoista testilevyilli.

Immuunikompleksien m#dritys

Menetelnmi a) Kampamaiset kantimet pilllystetdiéin kuuma-aggregoidul-
la IgC:lla; (IgC aggregoidaan inkuboimalla 60°C:ssa 20 minuutin jdlkeen).
THmi aine kiyttiytyy immunologisesti kuten immuunikomplekseit. 125J-mer-
kittyd reumatekijéi esi-inkuboidean yhdessi niiytteen kanssa ja se sitou-
tuu immuunikompleksiin. Sen jélkeen upotetaan kampamaiset kantimet. K¥yt-
timit5n merkkiaine sitoutuu testilevyihin, Pienemmit laskenta-arvot tes-
tilevyilld ilmaisevat immuunikompleksien lisniolon niytteessi.

Menetelmi b) 125J-merk1tty reumatekij¥ voidaan korvata 125J—mer-
kityll¥ Clg (komplementtisysteemin ensimmiinen komponentti). Reaktiomeka-
nismi pysyy samana.

Antigeeni-vasta-ainekompleksien mifrittiminen saavuttaa yhd lisdlin-
tyvidk merkitystd, koska nimi kompleksit voidaan saattaa yYhteyteen joukon
taudinkuvie synnyn kanssa, kuten niveltaudin, systemaattisen Lupus eryt-
hematosuksen, munuaistaudin, maksatulehduksen Ja mahdolligesti sybvin tau-
dinkuvan synnyn kanssa.

Antigeenin ja vasta-aineen samanaikainen mi#ritys
y

Vasta-aineiden esiintyminen tutkittavaa antigeenia vastaan on tih¥n
astisissa radioimmunotutkimuksissa eptitavallista, koska useimmiten mifri-
tetdilin hyvin pieni¥ antigeeneji (esim. hormoneja), Jotka itsessilin eivit
vaikuta antigeenisesti tai oman kehon aineina eivit tuota vasta-aineita.
Koeka lisHéintyvissi méfirin kuitenkin myds suurmolekyylisili tautiasynnytti-
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vii aineita nHilli menetelmilli tutkitaan, on tillaisissa tapauksissa
otettava lukuun satunnainen vasta-aineiden esiintyminen n¥it¥ aineita vas-
taan yksittiisised niytteissi.
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Patenttivaatimukset

1. Laitteisto radioimmunologisen menetelmin toteuttamiseksi, jossa mene-
telmdssd mdidritetdsn antigeeneji tai vasta-aineita, ja jossa kdytetdin mikrotiit-
terilevyid, jossa on syvennyksid tutkittavien niytteiden ottoa varten ja kiinteiti,
kompleksinmuodostajalla kuormitettavia kantimia, tunnettu siitd, ettd
kannin kdsittdd pienid levyja (4, 4', 4"...) tai puikkoja, jotka on kiinnitetty
kiinnityslistaan (3) ja jotka voidaan upottaa mikrotiitterilevyn (1) syvennyksiin
(2, 2', 2"...), jolloin kiinnityslistan (3} ja jokaisen yYksittdisen levyn (4, 4',
4",..) viliin on tehty uurre haluttua murtumiskohtaa varten.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen laitteisto, tunnettu siitid,
ettd kanninlevyt (4, 4', 4"...) ovat muovia.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen laitteisto, tunnettu
siitd, ettd kannin on kuormitettu antigeenilli upottamalla se antigeeni~liuokseen
24 - 60 tunnin ajaksi.

4. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen laitteiston kdytts midriteltdessid an-
tigeeneji tai vasta-aineita ihmisen plasmasta, ihmisen seerumista tai niiden frak-

tioista.

Patentkrav

1. Anordning for genomfdring av ett radioimmunologiskt férfarande,vid vilket
bestdmmes antigener eller antikroppar, och vid vilket anvidndes en mikrotiterplatta
med urtagningar f&r upptagande av f&r understkning avsedda prov och med fasta, av
komplexbildare beskiktningsbara bdrare, k i nn e ¢ ecknad dirav, att bira-
ren bestdr av plattor (4, 4', 4"...) eller stift, vilka &r fdsta p& en hdllarlist
(3) och dr insittbara i urtagningarna (2, 2', 2"...) i mikrotiterplattan (1), var-
vid mellan h§llarlisten (3) och varje enskild platta (4, 4', 4"...) 4r anordnat
ett spdr fér bildning av en brottanvisning.

2. Anordning enligt patentkravet 1, kinnetecknad ddrav, att
bdrarplattorna (4, 4', 4"...) bestdr av plast.

3, Anordning enligt patentkravet 1 eller 2, kdnnetecknad
ddrav, att bdraren besiktas med antigenet genom neddoppning i en antigenl8sning
under en tid av 24 - 60 timmar.

4. Anvindning av en anordning enligt patentkravet 1 f&r bestdmning av
antigener eller antikroppar i humanplasma, humanserum, eller deras fraktioner.
Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer

Hakemus]ulkaisuja:-Ansakningspublikationer: Saksan Liittotasavalta=-FSrbunds-
republiken Tyskland(DE) 2 262 479 (G 01 n 33/16), 2 530 678 (G 01 N 33/16).
Patenttijulkaisuja:-Patentskrifter: USA(US) 4 067 959,

Muita julkaisuja:-Andra publikationer: Kirkham and Hunter: Ria Methods,
Livingston, London, 1971, p. 447-460.
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