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Toistuvasti on yritetty osoittaa kasvainreaktiivisten vasta-
aineiden l3sndolo seerumeissa, joita on saatu elaimista, Jjoille on
annettu ihmisen syépékasvainpreparaatteja. Jos tallaiset kokeet oli-
sivat aina toistettavia, tdma olisi osoitus siita, etta ihmisen
syopakudoksessa esiintyy tarkeita antigéenejé, joita ei ole normaa-
leissa kudoksissa, ja voisi siten johtaa neoplastisen prosessin luon-
teen parempaan ymmartdmiseen. SyOpdsairauksien paremmaksi ymmarta-
miseksi ihmisen sydpdkudosta on tutkittu monospesifisen, syopakudok-
sessa ldsndolevan antigeenin olemassaolon toteamiseksi ja ennen-
kaikkea on pyritty toistettavan menetelmin aikaansaamiseen taman
antigeenin eristamiseksi Jja puhdistamiseksi.

Paksunsuolen ja ruuansalatusjadrjestelman adenokarsinoomaan
liitilyvien antigecnien ldsndolon ovat osoittaneet Gold et al:

J. expt. Med. 121 (1965) 439-462 ja J. expt. Med. 122, (1965) 467-
487. Naissa julkaisuissa viitataan B. Bjorklund'in aikaisempiin
toihin, joissa on osoitettu ettd on olemassa sellaista ihmissyovan
yhteydossé esiintyvad antigeenia, joka on yhteinen padosalle kaikista
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tunnetuista epiteelistd alkuperdd olevista pahanlaatuisista kas-
vaimista, Internat. Arch. Allergy and Appl. Immunol. 1966, 8, 179
ja Internat. Arch. Allergy and Appl. Immunol. 1958, 12, 241.

US-patenttijulkaisussa 3 663 684 selitetddn karsinoembryonaalinen

antigeeni, jolla on nk. "CEA-aktiviteettia". Timd antigeeni on

kuitenkin tdysin erilainen kuin t&man keksinnén mukaisessa valmis-

teessa kaytettava antigeeni, joka on sydpikudoksessa lisndoleva

polypeptidiantigeeni, eli CAPA, ja t&mdn erilaisuuden osoittami-

seksl esitetddn seuraavassa yhdistelmid tietyistd konkreettisista

erilaisuuksista sekd antigeenin eristysmenetelmissid ettd antigeenin

ominaisuuksissa.

CEA

CAPA

Lahde: syopa paksusuolessa
sikid (lapsenpihka, suoli)

Lahde: kaikki syoOpatyypit, syopé-
solulinjat in vitro, istukka.
(eikivssa  vahan jos lainkaan)

Uutto antigeenipitoisista kudok-
sista glykoproteiiniliuvottimel-
la alhaisessa pH:ssa huoneen liam-
potilassa: uute otetaan talteen

Kudosten pesu vedellad neutraalis-
sa pH:ssa, uutto etyylieetterillia

(mahd.), uute hyljatasn, kiinteiden

aineiden uutto korkeassa pH:ssa
(9,5), uute otetaan talteen, lim-
potila vesikasittelyssa : < 00C

Isoelektrinen piste: ei ole il-
moitettu tai ei esiinny

Isoelektrinen piste: noin S
(ennen loppuvaihetta)

UV-valon absorptio 280 nm:ssa

UV-valon absorptio 230 nm:ssa
(hyvin pieni 280 nm:ssa)

Fluoresenssi el mainita

Fluoresenssi: aktivoituminen 288
nm:ssa. Sateily 350 nm:ssa

‘Molekyylipaino 200 000 (voi olla
niinkin alhainen kuin 70 000)

‘Molekyylipaino 23 000 ¥ 2 500

Aktiivinen neutraalissa pH:ssa'

Tuhoutuu neutraalissa pH:ssa

Sisaltad sokeria (Glykoproteiini)

Ei sokeria kaasu-nestekromatogra-
fi- Jja massaspektrografi-
analyysien mukaan

Ei CAPA:n vasta-aineiden inhiboi-
tumista hemagglutinaatiokokeessa

Inhiboi spesifisen vasta-ainecensa
hemagglutinaatiokokeessa

Ei saa aikaan parkkihapolla kdsi-
teltyjen lampazan punaverisolujen
merkitsemista

Saa aikaan naiden verisolujen
merkilsemisen
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CEA CAPA
Esiintyy syop@sairauksissa muuta-  Esiintyy seerumissa valilla 0,09-
mista nanogrammoista 100-200 na- 9 ug/ml (vastaa 90-8000 ng/ml)
nogrammaan ml kohti olevissa pi- olevissa pitoisuuksissa, eli noin
toisuuksissa 20 kertaa suuremmissa pitoisuuk-

sissa kuin CEA .

Testimenettely: kallis, aikaa- Helppo, nopea, halpa, ei isotoop-
vievd, vaatii radioaktiivisia peja, ei tarvita kallista kalus-
isotooppeja toa

Kaytdnnéllistd ja kaupallisesti kdyttdkelpoista menstelmdd anti-
geenin eristdmiseksi per se ei tdh&n mennessd ole saatu aikaan, eikd
antigeenin yhteytta erilaisiin syopasairauksiin ole selvitetty. Niin-
pa tahidn mennessd ei ole ollut mahdollista eristaa ja karakterisoida
ihmissydvan yhteydessd esiintyvdd antigeenia k&ytanndllisilla ja
toistettavilla menetelmill&, eika myoskaan ole ollut mahdollista maa-
rittia tai edes osoittaa antigeenin ldsn#oloa piilevid tai todettuja
syopidsairauksia potevien henkildiden veressad diagnostisella testilla,
joka sopii suurimittakaavaiseen tutkimukseen.

Jotta kasvaimessa esiintyville antigeenille spesifisten vasta-
aineiden lisnioloa elidin-antiseerumeissa voitaisiin kayttaa hyvaksi
diagnostisesti on kehitettdva testi, joka osoittaa kasvain-antigeenin
ldsndolon potilaan veressa. Tdhan mennessi tunnetut menetelmdt eivit
ole osoittautuneet tehokkaiksi varman syopadiagnoosin tekemiseksi.

Keksinndn tarkoituksena on ndinollen saada aikaan syovan diag-
nostisoimiseksi kdytettava valmiste, joka sis&dltdd ihmisen syopa-
xudoksessa ldsndolevaa antigeenis, sekoitettuna stabiloivan ma@aran
kanssa inerttid proteiini#, kuten albumiinia, seki tdllaisen valmis-
teen valmistusmenetelma, ja keksinnon tunnusmerkit ilmenevat oheisista
patenttivaatimuksista.

Kuten jdljempdnd selitvksessd statistisista tutkimuksista sel?
vids, sisdltdvit sydpdkasvaimet tyypistd ja sijaintipaista riippu-
matta CAPA:a ja td&md CAPA on yhteinen kaikille tunnetuille sy8pi-
tyypeille.
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Aine, jolla on CAPA-aktiviteettia, eristetddn ja puhdistetaan
homogenoimalla ruumiinavauksista saatuja pahanlaatuisia kudoksia,
jolloin eri tyyppisia Jja eri paikoista peraisin olevia karsinooma-
kudoksia keratian kasvainvarastoksi ("pool"). Esimerkkeind tutki-
tuista syopdtyypeistd mainittakoon paksusuoli-, perasuoli-, keuhko-,
ruokatorvi-, vatsa-, haima-, manuais-, virtsarakko-, rinta-, kohtu-,
munasarja-, maksasyopd, lcukemia. Vaihtoehtoisesti lahtdaineina
voidaan kayttdd kudosta ihmisistukasta tai pahanlaatuisia solu-
viljelmida in vitro (tdllaisista viljelmista tarkemmin katso B.
Bjorklund, V. Bjorklund Jja I. Hedlof, J. Nat. Cancer. Instr. 26:
533-545. 1961, "Antigenicity of.Pooled Human Malignant and Normal
Tissues by Cytoimmunological Technique. III. Distribution of Tumor
Antigen"). Myds normaalikudoksia kerdtd&n samanaikaisesti pahanlaatuisten
kudosten kanssa. Kuviossa 1 on esitetty uusi testimenetelma kaytto-
kelpoisen puhtaan antigeenin eristémiseksi. Biokemiallisten erotus-
menetelmien soveltamista ohjattiin n&in ollen herkdlld immunologisella
madritysmenetelmdlla, jolla pystyttiin havaitsemaan alle 1 ng (nano-
gramma) suuruisia antigeenim#dria. Kuvion 71 mukaisen maaritystekniikan
suurin ansio on sen selektiivisyys. Verrattavien uutteiden erot
antigeenivaikutuksessa middritettiin mitdttdmien samanlaisuuksien muo-
dostamaa taustaa vasten, jolloin miiritysjdrjestelmd toimii feedback-
kontrollina sarjassa kemiallisia menetelmid, joita vaihdeltiin niin, ettd saatiin
1. kasvainfraktio, jolla oli maksimaalinen antigeeninen reaktivi-

teetti normaalien antigeenien absorboimien anti-kasvainseeru-
mien kanssaj;

2. kasvainfraktio, jolla oli minimaalinen antigeeninen reaktivi-
teetti kasvain-antigeenien absorboimien anti-kasvainseerumien
kanssa. Lisdkontrollin vuoksi valmistettiin myds kasvainfrak-
tioita, joilla oli minimaalinen reaktiviteetti normaalien tai
kasvainantigeenien absorboimien anti-normaalien seerumien

kanssa.

Karsinomakudosta Ja normaalia kudosta sekoitetaan ja&dtyneina
erikseen veteen, Jjonka lampotila on noin OOC, ja homogenoidaan
kehittamatta liikaa kitkalampoa, joka aiheuttaisi asianomaisen
CAPA:n inaktivoitumisen. Suspension ldmpotilan ei saa antaa nousta
y1i noin 0°C.

Saatuun nestemdisen homogenaatin ja kiinteiden aineosicn kylmidan
seokseen sekoitetaan orgaanista liuvotinta, Jjoka pystyy liuottamaan

lipideja, kuten neutraaleja rasvoja, esimerkiksi asetonia tail
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etyylieetteria, alle noin 0°C:n lampotilassa, jonka liuotinkasit- .
telyn tarkoituksena on poistaa mm. lipidiaineet ja saattaa anti-
geeniset ryhmat alttiimmiksi kasittelylle. Kiinteat aineet erotetaan
seoksesta, sopivasti sentrifugoimalla, ja vesi- ja liuotinkerrokset
hylataan. Lampotila ei saa nousta yli noin + 4°¢.

Talteenotetut kiintedt aineet lyofilisoidaan ja lyofilisoitu
kudosjauhe Jjauhetaan, esim. ruostumatonta terasta olevassa kuula-
myllyssid, alhaisessa, mieluimmin alle noin 0°C:n Ja sopivasti alle
noin -70°C:n lampotilassa. Jauhamalla saadaan hienoa, harmaanruskea-
ta Jjauhetta. :

Saatu Jauhe voidaan haluttaessa uuttaa Jjollakin suolaliuoksella,
kuten fysiologisella keittosuolaliuoksella, neutraalissa pH:ssa,
alhaisessa, sopivasti noin 0°C:n lampotilassa ja sentrifugoida, jonka
jalkeen sakan padlla oleva neste hylataan. Nain saatu liete voidaan
suspensoida uudelleen kylmaan veteen, jolloin sakka otetaan talteen
ja lyofilisoidaan. Saatua jauhetta voidaan sailyttaa vuosikausia
suljetuissa pulloissa noin 4°C:ssa.

Kun edelliamainittuja polypeptidipitoisia kasvain- ja normaali-
jauheita uutetaan vedelld alkalisessa pH:ssa, uutteet tulevat sameik-
si kun niihin lis&tdin NaCl:a neutraalissa tal lievasti alkalisessa
pH:ssa. T&amid sameus Jjohtuu padasiassa nukleiinihappotyyppisten epa-
puhtauksien ldsnZolosta. Suolaliuoksella kdsiteltyjen uutteiden
sentrifugoimisen jalkeen kaikki aktiiviteetti jaa kirkkaaseen, sakan
pddllid olevaan nesteeseen. Tama neste voidaan isoelektrisesti saos-
taa happamassa pH:ssa, sopivastl pH:ssa noin 4,8, ja saadut sakat liuottaa
fosfaatilla puskuroituun vesiliuokseen, Jjonka pH on noin 7}0.

Edelld selitetylla menettelyllﬁ saadut liuokset suodatetaan
sopivalla helmimaiselld molekyyliseulatyyppiselld geelilld, jolla
voidaan fraktioida yhdisteet, joiden molekyylipaino on 10-106:sta
20-106:een, erityisesti noin 15-106, jolloin suodatusgeeli eluoidaan
puskurilla, jonka pH on likimadrin neutraali, ja molekyylipaino-
fraktio 10-106 - 20-106, erityisesti noin 15-406, otetaan talteen.
Geeli eli molekyyliseula voi olla polyakryyliamidigeeli, ristikytketty
dekstraanigeeli, agar- tai agaroosigeeli tai vastaava, geeli tai mole-
kyyliseula, kuten esim. Bio-Gel A-50m (kauppanimi agaroosigeelille
jota valmistaa Bio-Rad Laboratories, Minchen, Saksa-BRD; 100-200 mesh
(0,149-0,074 mm) erotusraja 50-106 daltonia, fraktioimisalue
105 - 50-106 daltonia, likimdidrdinen agaroosipitoisuus 2 %) tai
Sepharose 2B (kauppanimi agaroosigeelille jota valmistaa-Pharmacia
Fine Chemicals, Uppsala, Ruotsij; 60-300 mikronia, helmia, fraktioimis-
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6 e e e s .
, likimddrdinen agaroosipitoisuus 2 %), Ja

alue 10” — 20-10
geeli tasapainotetaan sopivalla puskuriliuocksella, jonka pH on
noin 7,0, kuten Sdrensen'in puskurilla (1/15 M puskuriliuos, Jjoka
perustuu natrium- ja kaliumfosfaatteihin), laimennettuna suhteessa
1:10. Tahan geelisuodatukseen kdytetyn seulan eli geelin tyyppi ei
ole kriittinen, Jja ainoa vaatimus tassa suhteessa on se, etta sen on
pystyttava saamaan aikaan edella mainitulla molekyylipainoalueella
olevien yhdisteiden fraktioiminen. Viela erds keksinnon tarkoitukseen
kayttokelpoinen geeli on Bio-Gel A-150m (Bio-Rad Laboratories; 100-
200 mesh, erotusraja 150-106 daltonia, fraktioimisalue 106 — >450-1O6
daltonia). Lisatietoja geelisuodatustekniikasta saa H. Determann'in
teoksesta "Gelchromatographie”, Springer Verlag, Berliini,
Heidelberg, New York 196/. Suodatukseen kaytetty eluentti on puskuri-
liubs, jonka pH on noin 7, Jja eluaatissa antigeeniaktiviteetti on
siind fraktiossa, joka sisaltaa mainitun molekyylipainoalueen ja
joka otetaan talteen.

Edella selitetysta geelisuodatuksesfa saadut saostetut aktiivi-
set fraktiot liuotetaan sopivaan puskuriin, jonka pH on noin 7,0,
kuten SOrensen'in puskuriin, laimennettuna suhteessa 1:10, Ja saadut
liuokset suodatetaan kolonnin 13api, Jjoka on taytetty molekyyliseula-
tyyppiselld heikolla ioninvaihtogeelilld, Jjolla on heikot ionin-
vaihto-ominaisuudet, esimerkiksi jollakin polyakryyliamidi-geelilla,
kuten Bio-Gel P-2:1la (m&&dritellddn jaljempdnd), ja kolonni tasa-
painotetaan samanlaisella puskurilla, jonka pH on noin 7,0. Fraktiok-
si, jolla on antigeeniaktiviteettia, todetaan liuocksen se fraktio,
joka poistuu kolonnista ensimmdisend, ja tama fraktio otetaan talteen.

Edelld selitetystd Bio-Gel P-2:1la suoritetusta kromatografias-
ta talteenotettua fraktiota kédsitelldsn sitten CAPA:n edelleen puhdis-
tamista varten. Periaatteessa tdssd kasittelymenetelmdssa on seuraa-
vat vaiheet: proteiinien tai konjugoitujen proteiinien seos saoste-
taan saatamallia pH isoelektriseen pisteeseen. Nain saatu sakka
sekoitetaan sopivaan geeliin, joka valitaan kyseessd olevan proteii-
nin mukaan. N#&in saatu sakan ja geeliln seos kerrostetaan kolonnin yla-
padhan joka sisdltB8 samaa geelid samassa isoelekirisessa pH:ssa,
so. siind pH:ssa, joka on isoelektrinen proteiinien saostamiseksi
edellisessia vaiheessa. Kolonrni eluoidaan sitten vahitellen suuren-
taen tai pienentden pH-arvoa. Eluaatista otetaan talteen se fraktio
tai ne fraktiot, jotka sisa@ltévat haluttua proteiinia tai proteii-
neja. Vaikkakzan tdta menetelmdd ei haluta sitoa mihinkdan nimen-
omaiseen teorisan, pidetddn todennidkdisend, etta proteiiniseoksen

erottuminen eri molckyylilajeihinsa on seliteltivissid securaavasti:
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Saostetut proteiinit joutuvat ionivirtaukselle alttiiksi, joka saattaa yhden pro-
teiinin toisensa jalkeen liukenemaan. Eri proteiinien solubilisoi-
miseksi tarvittava aika riippuu ionivakevyydesta, pH:sta, lampotilasta
Jja virtausnopeudesta. Koska kunkin liuenneen proteiinin jakaantumis-
kerroin on alempi kuin ionigradientin jakaantumiskerroin, proteiini
liikkuu geelissd nopeammin kuin ionigradientti. Taman
johdosta proteiini saostuu uudelleen ja jaa liikkumattomaksi, kunnes
sen liuottaa uudelleen ldhestyvd ionirintama. T8m& prosessi toistuu
lukemattomia kertoja saaden aikaan toisiinsa ndhden vain hiukan
poikkeavien molekyylilajien erottumisen tcisistaan.

Bio-Gel P-2 on ristikytketty polyakryyliamidi (100-200 mesh),
jonka molekyylipainon efotusraja on noin 2000, mutta tama erotusraja
ei ole kriittinen. Muita kayttokelpoisia geeleja ovat ristikytketyt
dekstraanigeelit, kuten Sephadex G-25, jonka molekyylipainon crotus-
raja on noin 25000, mutta tamzkaan erotusraja ei ole kriittinen. Nama
geelit ovat molekyyliseulatyyppisid Jja niita kaytetaan tavallisesti
helmim&8isind. Mita tahansa tallaista molekyyliseulatyyppista geelia,
jonka molekyylipainon erotusraja on vahintaan noin 2000-3000, voidaan
tyydyttavasti kdyttdd. Molekyyliseulatyyppisia geeleja, jotka sopi-
vat geelisuodatukseen tam&n gradienttieluoinnin yhteydessa on seli-
tetty Gellotte'n artikkelissa "Fractionation of Proteins, Peptides
and Amino Acids by Gel Filtration'", teoksessa '"New Biochemical
Separations", Van Nostrand, London/New York, 1964.

Edelld mainitusta kromatografoimista talteenotetuille normaalil-
le ja CAPA-fraktiolle suoritetaan aktiivisen aineen saostus pH:ssa
noin 5, jolloin sakka otetaan talteen ja liuotetaan veteen, jonka
pH on noin 8,5. Kirkkaiden liuosten pH saatetaan sitten happamalie puo-
lelle sopivasti arvoon noin 5,0 muurahaishapoila,.misté aiheutuu sa0s-
tuminen. Kukin sakka sekoitetaan samanlaiseen geelilietteeseen kuin
edellda, ja joka on saatettu tasapainoon HCOOH—HCOONHQ:lla pH:ssa
noin 5,0. Kukin seos siirretaidn sitten edellisen mukaisesti tasa-
painotetun geelikolonnin ylapaahan.

Sakkojen eluoimiseen kdytetddn pH-gradienttia, tassa tapauk-
sessa progressiivisesti alenevaa pH:ta. Sopiva puskurijirjestelma on
-HCOOH-HCOONH,, tai NHQHCO3—NH3. Antigeeniaktiviteettia esiintyy
eluaatissa alkuperdisen pH:n ja pH-arvoon noin 3 valilla.

Fdellamainitulla pH-=alueella talteenotettu eluaattifraktio
sisaltaa halutun CAPA:n, joka voidaan ottaa talteen kylmikuivaamalla.
Mainitun eluaattifraktion CAPA:n molekyylipainon mddritlamiseksi
fraktio voidaan suocdattaa gecelikolonnilla, Jjoka on tasapainotettu
HCOOH-HCOONqulla pH:ssa noiq 3.0, jolloin geeli on jokin edella-

-
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mainituista geeleistd. Bio-Gel P-3%0 (kauppanimi polyakryyliamidi-
geelille, jota valmistaa Bio-Rad Laboratories, Minchen, Saksa-BRD;
100-200 mesh, erotusraja 40000 daltonia, fraktiomisalue 2500-40000
daltonia) ja Sephadex G-75 tai G-50 (kauppanimi dekstraani-geeleille,
joita valmistaa Pharmacia Fine Chemicals, Uppsala, Ruotsi; 40-120

ja 50-150 mikronia, fraktioimisalueet 3-70000 ja vastaavasti

1-20000) ovat erityisen sopivia geelejd tdh#in suodatukseen. Eluoi-
dut CAPA-fraktiot joiden spektrofotometrinen absorptiohuippu on
aaltopituus-alueella noin 229 - noin 233 nm ja molekyylipaino v&lilla
20000-27000, otetaan talteen. '

CAPA voidaan ottaa talteen aktiivisesta fraktiosta suodatuksen
Jalkeen kylmakuivaamalla Jja voidaan sdilyttdd pitkdn aikaa tyhjossi,
kylmassd ja pimedssa.

Bristetty aine koostuu polypeptidista, joka perustuu yksinker-
taiseen peptidiketjuun, mik&d voidaan osoittaa permuurahaishappokasit-
telylla. CAPA reagoi emdksisesti ja se on liukoinen pH-valilla noin
1-3,5. Buojaamaton polypeptidi denaturoituu palautumattomasti neutraa-
lissa pH:ssa, s.o. pH:n yliftéessé noin 4,5. Antigeeni on hygro-
skooppinen, muuttuu keltaiseksi, inaktivoituu ja tulee tahnamaiseksi
kostuessaan.

Puhdistettu CAPA sisaltaa fluorisoivan ryhm&n joka aktivoituu
noin 288 nm:n aaltopituudessa ja ldhettdd valoa noin 350 nm:n aalto-
pituudessa.Fluoresenssi on suhteellinen CAPA:n m8&r&in, Jjoten sita
voidaan kayttaa polypeptidin ldsndolon m8dritt&miscen sen eristamis-
vaiheen aikana.

CAPA:1la on spektrofotometrinen absorptiohuippu aaltopituus-
alueella noin 229-2%% nm. Silla on voimakas taipumus aggregoitumiseen
eika se ole suodatettavissa normaaleilla steriloimisessa kdytetyilla
suodatuskeinoilla. On osoitettu, etta CAPA on peraisin sydpiasolujen
seinamista, koska vasta-aineet, joita on kehitetty ruiskubtamalla
CAPA:a elavan elaimen kehoon, aiheuttavat syopZsolujen tdydellisen
lyysin eli hajaantumisen in vivo kun nama solut joutuvat ndiden
vasta-aineiden vaikutukselle alttiiksi.

Niin kuin edella on mainittu, polypeptidin molekyylipaino on
valilla 20000-27000, tarkemmin sanotiu noin 24000. Analyysit osoit-
tavat, etta se ei sisalla hiilihydraatteja, ja spektrofotometria
osoittaa etta siina ei ole nukleiinihappoja. Aminohappo-analysaat-
torilla seka hapetusta kayttaen etta sita kayttamatta suoritetut
analyysit varmistavat sita molekyylipainoa, joka on masratly suodat-
tamalla Bio-Gel P-30:11la tai vastaavalla geelilla.

Fristettya CAPA:a voidaan kayttaa moniin tarkoituksiin, kuten
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monospesifisten vasta-aineiden valmistukseen, diagnostisiin tarkoi-
.tuksiin, immunoimismenetelmiin, Jja gktiivisena'aineosana seoksiin,
joita voidaan kdyttdd immﬁnoimiééggeiﬁa.

Antigeenin aktiviteetti in vitro neutraaleissa pH-arvoissa
sailytetddn kompleksoimalla CAPA:a jonkin inertin proteiinin, kulen
ihmis- tai nauta-albumiinin kanssa, jolloin saadaan muodostetuksi
kompleksi, joka on liukoinen neutraalilla pH-alueella samalla kun
se sdilyttia antigeenin aktiviteetin in vitro.

Sydpadiagnoosia varten on kehitetty modifioitu hemagglutinaatio-
inhibitiotekniikka. T8l11& tekniikalla voidaan madrittaa CAPA:n lasna-
olo sydvidn eri kehitysvaiheissa tutkimalla esimerkiksi potilaan
seerumia, kudoksia, eritteitad ja uutteita eldvistd eldimistd, myos
esimerkiksi ruuminavaus- ja leikkausndytteita, punktioita ja sively-
valmisteita. Tamd modifioitu hemagglutinaatioinhibitiotekniikka

kasittdsd menctelmdn, Jjossa on seuraavat vaiheet:

a) tutkittavasta aineesta valmistetaan sarja naytteita laimennus-
sarjana;
b) jokaiseen naytteeseen lis8tddn ennaltamdaratty maara anti-

seerumia, joka sis8ltdd CAPA:an nidhden spesifisia vasta-aineita;

c)  inkubaation jalkeen jokaiseen inkuboituun ndytteceseen lisdtaan
ennaltamaaratty masrd CAPA:a, kayttden hienojakoista kantaja-
alnetta;

d) nain saatua kdsiteltyjen ndytteiden sarjaa verrataan sarjaan
vertausniytteita, joissa on pilenenevat, tunnetut inhibition
aikaansaavat mairat CAPA:a ja ennaltamBardtyt maarat mainit-
tuja vasta-aineita sisdltdvaa antiseerumia, ja sen jalkeen
Jokaiseen naytteeseen lisataan ennalta maaratty maara CAPA:a
samaa hienojakoista kantaja-ainetta kayttaen; ja

e) verrataan mainittua ndytesarjaa ja mainittua vertausnéyté—

-
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sarjaa tutkittavan aineen sis8ltamin CAPA-miadran maarittd-
miseksi ja syovan osoittamiseksi ja sen kehitysvaiheen selville
saamiseksi.
Sanonnalla "elaviad eldimid" ymmarretddn tassia selityksessi
myos ihmista. .
' Keksintoa kuvataan tarkemmin seuraavien esimerkkien avulla.

Esimerkki 1:
Puhtaan antigeenin eristiminen

Koska on osoitettu (Int. Arch. Allergy 36; 191-203 (1969),

"Systematic Antigenic Change in Human Carcinoma Tissues by Hemaggluti-

nation Techniques", kirj. B. Bjorklund), ettd suurin osa syodpakudok-
sesta sisaltaa taman keksinndn mukaisessa valmisteessa k8ytettavaa
antigeenia, eri tyyppisid ja eri paikoista perdisin olevia syOpdku-
doksia kerattiin kasvainvarastoksi eli pooliksi. l'dssd tapauksessa
pooli koostuil makroskooppisesti puhtaista, histologisesti verifioiduis-
ta syopakudoksista, jotka olivat peraisin seuraavista elimistd
(rduriiravauksista): rinta, keuhkoputki, umpisuoli, paksusuoli, pohju-
kaissuoli, sappirakko, munuainen, kurkunpaid, maksa, keuhko, ruokatorvi,
munasarja, haima, eturauhanen, peraaukko, maha, emd. Normaaleja kudok-
sia kerattiin lukuisilta yksiloiltd isoantigeeni-, kudosantigeeni- ja
yksiloantigeenipoolin muodostamiseksi. Kaytettiin ruumiinavaustapauk-
sia, Jja kasvaindiagnoosit todettiin histologisesti. Lisaksi varmis-
‘tettiin immunologisen ristireaktiviteetin perusteella tuoreiden kas-
vainkudosten ja elavien kasvainsolujen kanssa ettda asianomainen kas-
vainantigeeni oli vahingoittumaton. Aseptisuutta yllapidettiin aina
kun se o0li mahdollista. Ruumiinavauksista saadut syopa- Jja normaali-
kudokset leikattiin puhtaiksi naapurikudoksesta Jja paloiteltiin 2-3
cm:n kuutioiksi, joita pestiin 0,9 % NaCl:ssa OQ&ssa, kunnes niista

‘el enaa lahtenyt verivaria. Pestyt kuutiot jaadytettiin ja saily-
tettiin -24°C:ssa. _

Viela jaatyneina kudoskuutioihin sekoitettiin 10 ml H2O 0°C:ssa
kutakin jadtynecen kudoksen grammaa kohti, ja homogenoitiin jaahdy-
tetyssd MSE Ato-Mix-homogenoimislaittecssa (Measuring and Scientific
Equipment Ltd, Lontoo, Eﬁglahtfj. o
jossa oli pyorivat terdt, "puolella nopeudella”, kolmen kulloinkin
yhden minuutin pitkdn jakson aikana. Tassa yhteydessa huomattakoon,
ettd suspension lampotila on pysytettava noin 0°C:ssa, mieluimmin
hiukan sen alapuolella.
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Kylm& homogenaatti kaadettiin kylmiin 1000 ml:n polyeteeni-
pulloihin, 400 ml suspensiota ja 400 ml etyylieetteria ~20°C:ssa
(Aether ad narcosin pH Nord." sis. 0,002 % difenyyliamiinia, Skanska
Bomullskrutfabriken AB:1ta, Dosjebro, Ruotsi) sekoitettiin kussakin
pullossa ja hammennettiin -2°C:ssa 120 minuuttia International PR-2
sentrifugi-téristyslaitteessa (International Equipment, Needham Ltd,
g;gﬁiegga)ngggﬁlgiig 300 kierrosta minuutissa. Seosfa sentrifugoi-
tiin 1000 x G:ssa -2%C:ssa 5 minuuttia. Taman vaiheen aikana lipidi-
kerros ei sekoitu kudoskerroksen kanssa. Etyylieetteri ja lipidi-
kerros hylattiin, ja uutettiin toisen kerran 60 minuuttia, sentrifu-
goitiin 5 minuuttia, ja eetteri-lipidikerros poistettiin. Lopuksi
sentrifugoitiin 1000 x G:ssa ~2%C:ssa 30 minuuttia, Ja vesikerros pois-
tettiin, vaikka se sis&lsi jonkin verran CAPA:a. Jaljella olevat
liukenemattomat aineet otettiin talteen. J&Aljell& oleva etyylicetteri
poistettiin kayttamalla alipaihetta S minuuttia.

Antigeenia sisaltava aines suspendoitiin 50 ml:aan H?O OOC:ssa,
siirrettiin 500 ml:n infuusiopulloihin ja jasdytettiin —VOod:ssa
kuivajaalla ja etanolilla.

Lyofilisointi suoritettiin Texvac Type IV A lyofilisaattorissa
(Textor, Bad Soden, Taunus, Saksa-BRD), s#didetyssd lampotilassa.

Lyofilisoitua kudosjauhetta jauhettiin ruostumatonta terasta ole-
vassa kuulamyllyssa ("Cytolator", Lars Ljungberg Company, Tukholma,
Ruotsi) noin —7OOC:n lampdtilassa 1 tunti nopeudella 40 kierrosta
minuutissa. Jauhamalla saatiin hienoa, harmaanruskeaa Jauhetta. Tata
jauhetta uutettiin esijaghdytetylla etyylieetterilla -2°C:ssa PR-2
tirytyslaitteessa nopeudella 300 kierrosta minuutissa 60 minuuttia ja
sentrifugoitiin 1000 x G:ssa -2°C:ssa 30 minuuttia. Eetterikerros '
poistettiin ja sedimentti kuivattiin tyhjossa. Saatua raakaa kudos-
jauhetta (CTP) voidaan sailyttaa vuosikausia 4°C:ssa sul jetuissa
pulloiséa aktiviteetin mainittavasti alenematta.

5 g CTP:ta suspendoitiin pH-arvon ollessa neutraali 500 ml:aan
suolaliuosta, joka sisdlsi steriilejéd jaskuutioita. Suspensio homo-
genoitiin MSE Ato-mix:iss& "puolella nopeudella" kolmen, kulloinkin
yhden minuutin pituisen jakson aikana. Lémpotila pysytéttiin 0°C:ssa.
Seos pidettiin 0°C:ssa 30 minuuttia samalla hitaasti h#mmentden.
Sentrifugoitiin 1000 x G:ssa 0°C:ssa 40 minuuttia. Sakan padlla oleva
neste hylattiin.

Scdimentti suspendoitiin uudelleen 500 ml:aan kylmda, tislat-
tua vebtd Jja hdmmennetliin hitaasti 0°C:ssa 30 minuuttia. Sentrifu-
goitiin 1000 x G:ssa 0°C:ssa 40 minuuttia ja sakan padlld oleva
neste hylattiin. Jéljéllé oleva sedimentti suspendoitiin 25 ml:aan
kylmaa tislattua vettd ja jaadytettiin —7OOC:ssa (kuivaidata ja
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etanolia). Lyofilisoimalla saatiin pesty kudosjauhe (WIP), jota voi-
daan sailyttaa vuosikausia suljetuissa pulloissa 4°C:ssa.

Valmistettiin vesiuutteet CAPA:sta ja normaalista WTP:sta
pH:ssa 9,5 ja vakevoitiin 10 kertaisiksi isoelektrisella saostuksella
pH:ssa 4,8 ja liuottamalla sakka pH:ssa 9,5‘kymmenesosaan kaytetyn
veden tilavuudesta. Saatu vikevoity liuos stabiloitiin lammittamalla
se nopeasti 98-100°C:n lampotilaan ja yllapitamdlla tam& lampdtila
5~10 minuuttia. Tamd ldmpokdsittely havittid entsyymit, jotka muutoin
inaktivoisivat CAPA:n. Stabiloitu uute tuli samcaksi kun siihen lisat-
tiin suolaliuosta pH:ssa 7,5, jaljelld olevien nukleiinihappotyyppis-
ten epapuhtauksien saostumisen johdosta. N&iden jdljelld olevien epa-
puhtauksien saostamiseksi saostettiin erikseen 8,0 ml CAPA:a ja
normaaleja vesiuutteita lisdamdlld 0,8 ml 10 %:sta NaCl-liuosta.
Sentrifugoitiin 27000 x G:ssa 0°C:ssa 1 tunti, minka jalkeen kirk-
kaat, sakan paalla olevat nesteet saostettiin isoelektrisesti pH:ssa
4,8 (pH sdidettiin 0,1-n.HCl:1la tai O,7-n HCOOH:1la). Sakat liuotet-
tiin 2-3 ml:aan-M/150-fosfaattipuskuria, pH 7,0.

Nain saadut kasvain- ja normaalista WIP:std perdisin olevat
liuokset suodatettiin jadhdytetyissid Bio-Gel A-50m (joka on md&dri-
telty sivulla 5), kolonneissa, joiden sisalapimitta oli 2,50 cm ja
pituus 138 cm, virtausnopeudella 6,3 ml/cmg/h. Geeli tasapainotettiin
-M/150-fosfaattipuskurilla, pH 7,0, 2 % n-butanolilla, ja eluoitiin
samalla puskurilla. Jokalsessa ajossa kaytettiin 4-8 ml uutetta, joka
sisalsi yhteensda 50-100 mg proteiinia.

Antigeeniaktiviteetti loytyi kasvainuutteen keskifraktiosta.
1,0 ml:n naytemaara tasta jakeesta, yhteensa 160-180 ml, laimennet-
tiin kolme kertaa ja saatettiin eri pH-arvoihin valilla 2,0-9,0.
Viiden minuutin kuluttua huoneen lampotilassa naytteet siirrettiin
kyvetteihin Jja niiden valonhajoitus 500 nm:ssa mitattiin 900 kulmassa.
Hajoitusintensiteetit piirrettiin pH:n funktiona, jolloin todettiin
maksimi pH:ssa 4,8, joka on fraktion isoelektrinen piste. Tama
menettely cdustaa uutta tekniikkaa, joka on kehitetty jotta voitai-
siin maarittaa tarkat ja tarpeelliset olosuhteet CAPA:n puhdistami-
selle. Tavanomaista tekniikka isoelektrisen pisteen maarittamiseksi
ei voida kayttaa alhaisen peptidipitoisuuden takia.

Aktiivigsen keskijakeen jaljella oleva osa saostettiin pH:ssa
4.8 O0,1M7-normaalilla HCl:1la. Sentrifugoitiin 3800 x G:ssa 0°C:ssa
5 minuuttia, jolloin aktiviteelin saanlto oli kvantitatiivinen.

CAPA:n cdelleen puhdistamiseksi sedimentoidut, aktiiviset
keskifraktiot viidesta Bio-Gel A-50m-kolonnista liuoteltiin M/150-
fosfaattipuskuriliuokseen, jonka pH oli /7,0 (Strensen'in puskuri 2 %
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n-butanolissa), 5 %:1in alkuperiisestd eluaattitilavuudesta. Tama
liuos, Jjoka sisdlsi 130 mg proteiinia 8,5 ml:ssa, suodatettiin (edella
md8dritellyn) -Bio-Gel P-2-kolonnin ldapi jonka l#pimitan suhde korkeu-
teen oli 1/35 virtausnopeuden ollessa 55/cm2/h. Kolonni oli tasa-
painotettu M/150-fosfaattipuskurilla, jonka pH oli 7,0 (Sorensen'in
puskuri 2 % n-butanolissa). Kutakin proteiinin mg kohti sallittiin

10 ml:n kerrostilavuus.

Ensimmainen fraktio oli aktiivinen Jja se eluoitiin eluoimis-
puskurilla, jonka pH oli 7,0, samalla kun epidpuhtaudet absorboituivat
geeliin kaytetyssa alhaisessa iénivékevyydessé. Aktiivinen aine saos-
tettiin pH:ssa 4,8 0,1-M HCOOH:1la ja sentrifugoitiin 3800 x G:ssa
0°C:ssa 5 minuuttia. Sedimentti liuotettiin 8,5 ml:aan vettd ja pH
Saaﬁettiin arvoon 8,5 0,1-M NH4OH:lla. Kirkas liuos saostettiin uudel-
leen kolme kertaa 0,1-M HCOOH:1lla pH:ssa 4,8, pestiin sentrifugissa
samassa pH:ssa ja liuotettiin pH:ssa 8,5. N-butanolin haviamista
seurattiin kaasu-neste-kromatografialla. Lopullinen liuos varastoi-
tiin amnpulleihin, jaadytettiin ja lyofilisoitiin. Saatu tuote oli
kuivaa, melkein valkeaa Jauhetta ja tam& jauhe varastoitiin -24°C: s5a
evakuoiduissa Jja suljetuissa ampulleissa.

Identtista menettelya sovellettiin normaalista kudoksesta
peraisin olevaan uutteeseen, eika talldin todettu aktiviteettia.

Edella selitetysta kromatografoinnista saadun tuotteen edellecen
puhdistamiseksi kehitettiin pH-gradientti-eluointimenetelma. Tama
menetelmd koostuu periaatteessa seuraavista vaiheista. Proteiiniscos,
joka on puhdistettava aktiiviseen komponenttiinsa nahden, saostetaan
saatamalla pH isoelektriseksi. .Sakka sekoitetaan sopivaan geeliin
kuten Sephadex G-25:een (edelld mia&dritelty) tai Bio-Gel P-2:een
(edelld mddritelty). THAuwd seos kerrostetaan samaa geelid samassa
isoelektrisessa pH:ssa sisaltavan kolonnin ylzpaahan. .Sitten kolonni
pH-gradientti-eluoidaan pysyttaen virtausnopeus ja lampotila vakioina.
Kolonni eluoidaan taten valiaineella Jjonka pH nousee tai laskee jat-
kuvasti tai portaittain.

Puheena olevassa tapauksessa gradientti-eluointi suoritettiin
15 mg:1le lyofilisoitua, suolatonta CAPA-jauhetta ja aikaisemmin
selitetylla tavalla puhdistettua normaalia antigeenijauhetta, tdssa
tapauksessa alenevaa pH:ta kayttaen. Jauheet liuotettiin erikseen
vetcen, jolloin pH asetettiin arvoon 8,5 0,1-n NH4OH:lla. Kirkkaat
Livokset santettiin sitten pH-avvoon 5,0 0,1-M HCOOH:1la, mista
#iheatul coostbuminen. Molemmat sakat sekoitettiin 10 ml:aan RBio-Gel
P-2-lictelta, joka oli tasapainotettu vesiliuoksella joka oli val-
mistettu 0,02-M HCOOH:sta ja 0,02-1 HCOONH, :sta niin etta pH oli 5,0.

-
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Molemmat seokset pantiin 15 ml silikonilla kasitellyn, sisaldpi-
mitaltaan 16 mm ja pituudeltaan 150 mm olevan, ecdelld selitetylla
tavalla tasapainotetun Bio-Gel P-2-kolonnin ylapaahian. Geelia kan-
natti pieni maara lasivillaa.

Sakkojen eluoimiseen kaytettiin pH-gradienttia. Gradientti-
sekoittimen (Ultrograd, LKB, Ruotsi) avulla pH pysytettiin arvossa
noin 5 vahdn aikaa sakan pesemiseksi, minka Jjalkeen pH vahitellen
alennettiin arvoon 2,8. Lopuksi pH korotettiin arvoon 9. Puskurijar-
jestelmassa oli 0,02-M HCOCH - HCOONH, ja 0,02-M NH4HCOO5 - NH5’
ja eluointi suoritettiin huoneen lampotilassa. Virtausnopeus pysytco-
tiin arvossa 27,1 ml kolonnin poikkileikkauksen cm2 kohti tunnissa.

Kasvainuutteen eluaatti analysoitiin fluoresenssi-spektrometri-
sesti (aktivoitiin 288 nm:ssa, fluorecsenssi 350 nm:ssa). Alkuperdi-
sen pH:n ja pH-arvon noin % valinen fraktio otettiin talteen edellecen
kdytettavaksi. Tuote lyofilisoitiin, kylmakuivattiin, ja varastoi-
tiin suljettuihin, evakuoituihin ampulleihin -24°C: seen.

Molekyylikoon karakterisoimiseksi ja puhtauden varmistamiseksi
antigeeniaineen liuos suodatettiin Bio-Gel P-30:11la (edelld mA&ri-
telty) Jjoka oli tasapainotettu puskurilla 0,02-M HCOOH - HCOONHq,
pH 3,0. pH-eluoitu CAPA liuotettiin pieneen m&8&ra&n samaa puskuria.
Virtausnopeus oli 3,25 ml/cmg/h ja keratyt fraktiot olivat 1,24 ml.
Aktiivisilla fraktioilla oli spektrofotometrinen absorptiomaksimi
aaltopituudessa 229-23% nm ja fluoresenssi 350 nm:ssa, aktivoituna
£33 nm:ssa.

Tyypillisessd ajossa 10,4 mg:sta CAPA:a, joka oli liuotettu
3,0 ml:aan edelldmainittua puskuria, saatiin silikonoildusta Bio-Gcl
.P-30 kolonnista (sisdhalkaisija 2,54 cm, pituus 50 cm) talteen seka
aine etta aktiviteetti téydellisesti. Eluointitilavuus varmistaa
molekyylipainoalueen 22000-24000. Namd molekyylipainoluvut saatiin
vertaamalla eluointitilavuuksia molekyylipainoltzan tunnettujen
yhdisteiden, kuten ribonukleaagin ja insuliinin eluointitilavuuk-
siin. Kylmakuivaamisen jdlkcen saadaan valkea, hygroskooppinen jauhe,
joka saadaan sailymad&n kylmdssd, hapettomassa ja pimedssa tilassa.
Tuotetta analysoitaessa ei 10ytynyt hiilihydraatteja eik&d nukleiini-
happoja. Aminohsppo-analysaattorilla suoritetut analyysit antoivat
geelinuodatuksella mddaritettyjen molekyylipainojen kunssa yhtapita-
vat tulokset. Aminohappo-unalyyseilld saatiin seuraavat prosentti-
luvut, Jjoiden tsrkkuus on £ Y %. Laskebtu molekyylipaino oli
22200 * 2500 (standardipoikkcama).
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Alaniinia 8,62

Arginiinia 4,57
Asparagiinihappoa 10, 3%9
Kysteiinia 0,95
Glutamiinihappoa 17,04
Glysiinia 6,87
Histidiinia 1,00
Isoleusiinia 4.75
Leusiinia 10,49
Lysiinia 3,69
Merioiinia 1,91
Fenyylialaniinia 2,75
Proliinia 3,79
Seriinia VAN
Treoniinia 5,92
Tyrosiinia 3,27
Valiinia . 6,36

Tama aminohappopitoisﬁus vastaa teoreettista typpipitoisuutta
16,2-17,8 %. Kokonaistypen mdaritys Dumas'in mukaan viittaa arvoon
17,0 + 0,5 %. -Permuurahaishappokidsittely osoittaa, etta tama poly-
peptidi pohjautuu yhteen ainocaan peptidiketjuun. Liszksi tama poly-
peptidi, ellei sitd suojata albumiinilla kompleksoimalla, denaturoi-
tuu palautumattomasti pH-arvossa yli noin 5.

Tarkalleen samalla tavoin kuin edella on selitetty, polypeptidi

valmistetaan ihmisen istukkakudoksesta.
Fsimerkki 2:

CAPA-albumiinikompleksin valmistus
Edelld selitetyn mukaisesti valmistettua CAPA:a liuotctaan

muurahaishappoon (esimerkiksi 0,05-M; pH:n on oltava v&dlilla 2-3).
Saadaan kirkas liuos. Tdh&n liuokseen lisdtaan albumiinijauhetta tai
albumiiniliuosta samassa pH:sra kuin edellamainittu muurahaishappo-
liuos (200 paino-osaa albumiinia yhtad CAPA-paino-osaa kohti), jolloin
saadaan kirkas CAPA-albumiiniliuos. Sitten liucksen pH korotetaan
hitaasti lisdamdllad jotakin em8std (esimerkiksi natriumhydroksidi-
tai ammoniakki-vesiliuosta) kunncs pH nousee noin 7,5:een. T41106in
sazdaan kirkas liuos, joka sisaltaa CAPA:n ja albumiinin, komplek-
sin muodossa.,

Tita liuosta, joka sisdltadd 12 yg CAPA/ml, voidaan kayttaa
suoraun jaljempind selitettdvissa diagnoosimenetelmissa, tai
kompleksi voidaan eristaa valkcana jauhecena kylmdkuivaamalla. Jauhe

on stabiili kylmdssd (+4°C) pitkin aikaa.
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Kokeilla on osoitettu, ettd CAPA-aktiviteetti saadaan maksi-
maalisesti hyviksi kidytetyksi, kun albumiinin ja CAPA:n painosuhde

on yhta suuri tai suurempi kuin noin 200:1.

Esimerkki 3:

.Parkittujen ja merkittyjen punaverisolujen valmistus

Tuoretta lampaanverta (1 tilavuusosa) lis&t&din steriiliin
Alsever'in liuokseen (1,2 tilavuusosaa) (Alsever'in liuos valmiste-
taan 250 g:sta glukoosia, 80 g:sta natriumsitraattihydraattia,

42 g:sta NaCl ja vedesta 10 litraan asti ja pH saatetaan arvoon 6,7
10 % sitruunahappo-monohydraatilla). Seos sentrifugoidaan Jja puna-
verisolut suspensoidaan uudelleen kerran Alsever'in liuokseen ja
kaksi kertaa puskuriliuokseen jonka pH on 6,8. Lopuksi valmistetaan
punaverisolujen suspensio puskuriin jonka pH on 6,8, niin etta puna-
solupitoisuudeksi tulee 409 solua/ml.

Tksi tilavuusosa edellaolevan mukaan valmistettua punaverisolu-
suspensiota lisataan hammentien yhteen tilavuusosaan puskuriliuosta,
jonka pH on 6,8 ja joka sisdaltdd noin 18 ug parkkihappoa/ml. T&ll&
tavoin parkitut punaverisolut sentrifugoidaan ja suspensoidaan
uudelleen kahdesti puskuriin jonka pH on /7,5. Lopuksi punaverisolut
suspensoidaan puskuriin, Jjonka pH on 7,5 niin, etta solupitoisuudek-
si tulee 109 solua/ml.

Edella selitetyn esimerkin mukaan valmistettua CAPA-kompleksia
liuotetaan puskuriliuockseen, Jjonka pH on 7,5, niin etta CAPA-pitoi-
suudeksi tulee 3 ug/ml (puhtaana CAPA:ralaskettuna). Yksi tilavuus-
osa edellisen kappaleen mukaan valmistettua parkittua punaverisolu-
suspensiota lisataan tipoittain 0°C:ssa yhﬁeen tilavuusosaan CAPA-
kompleksiliuosta 10 minuutin aikana. -Merkityt solut sentrifugoidaan
Jja suspensoidaan uudelleen puskuriliuokseen jonka pH on 7,5 ja joka
sisaltaa stabiloivan mdédrian (noin 1,2 til/til) 1inerttid ihmisen
seerumia, niin etta saadaan suspensip joka sisaltda 1,6 x 108 merkit-
tya solua ml kohti. Naitd merkittyjad soluja kdaytetdan, niin kuin

jaljempana selitetdaan diagnoosimenetelmassi.
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Esimerkki U4:

Diagnostinen menettely

a) Yksinkertainen sokeatutkimus

Eskilstunan Keskussairaalasta, Ruotsi, saatiin verinaytteita,
joista 42 oli peraisin infektioklinikan potilaista; yksi kirurgiselta
klinikalta; kaksi radioterapiasta; 10 naytettd vastasynnytianeista
aideistd; 10 napanuoraverestd ja 10 naisista, jotka olivat raskaina
1-trimesterissid, ja 6 niaytettd naisista, jotka olivat raskaana 2-tri-
mesterissa. Lisidksi saatiin 20 verinaytetta 10-vuotiaasta lapsesla
Slottsskolan'ista ja 10 nAytettd vanhemmista, terveista henkilodista
tri Lundstrdm'in yksityisklinikalta, Eskilstunassa, Ruotsi. Erstan
sairaalan kirurgiselta ja sisatautiklinikalta, Tukholma, Ruotsi,
saatiin niytteet 44 potilaasta, Akeshov'in sairaalasta saatiin ndyt-
teet 45 potilaasta ja Karolinska Sjukhuset-nimisen sairaalan kirurgi-
selta klinikalta, Tukholma, Ruotsi, saatiin naytteet 72 potilaasta,
jotka o0li otettu sairaalaan mahdollista leikkausta varten. Karolins-
ka Sjukhuset-nimisen sairaalan verenluovutuskeskus, Tukholma, Ruotsi,
antoi kdytettaviksi 118 ndytetta 20-67 vuoden, keski-idltadn 37,2
vuoden (SD * 11,3 vuotta) ikdisista luovuttajista, ja sairaaloiden
kliinisesta keskuslaboratoriosta saatiin seerumit 29 potilaasta, Jjotka
olivat hoidossa Radiumhemmet'in yleisilla osastoilla ja 12 potilaasta
sen gynekologisilta osastoilta.

Verindytteiden kokonaismd&drd oli 43%71. Eskilstunasta olevat 111
tapausta tutkittiin kliinisesti Jja laadittiin sairaskertomus, eil
kuiterkaan ilmeisen terveistd yksildistd. Tukholman tazpauksista teh-

tiin yksityiskohtaiset sairaskertomustutkimukset 101 tapauksessa.

Muissa tapauksissa esiintyi muita kuin pahanlaatuisia kliinisia diag-.

nooseja, eikd mitddn epdilystd esiintynyt pahanlaatuisista sairauk-
sista. ‘

TLaskimoveri siirrettiin Wasserman-putkiin ilman lisaainetta ja
ldhetettiin laboratorioon, erdissa tapauksissa ensin poistaen hyyty-
ma ja verisolut sentrifugoimalla.

Verianalyysi perustui CAPA:n osoittamiseen modifioidulla hemag-
glutinaation inhibitiotekniikalla (mikromenetelma). Periaattcecsa
kd8ytettiin seuraavaa menettelya;

25 ul potilaan seerumia, joka oli absorboitu punaisiin lampaan
verisoluinin, titrattiin 8 vaiheessa, laimennuksen ollessa 2-kertainen
. ] (kertakdyttbdisid mikrotitrauslevyjd o

Linbro I15-MRC-96 laimennuslaatoissa/, minka jilkeen 25 pl ‘spesifista
anticcerumia rajalaimennuksessa (noin 1:2000) lisdattiin jokaiscen
kuoppaan. [nkuboitiin 22%C:ssa 10 minuuttia, minkd jilkeen jokaiscen
kuoppaan lisiAttiin 50 pl parkittuja ja eristetylla, ihmisalbumiiniin

sidotulla CAPA:1lla merkittyja, noin 6-8 miljoonaa punaisia lampaan verisoluja
L
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sisaltévad suspensiota, niinkuin edelld on selitetty (noin 2-4 pg/‘WO9
verisolua). -Muitakin hienojakoisia kantaja-aineita kuten lateksia,
bentoniittia ja kollodiumia, voidaan kdyttda punaverisolujen sijasta.
Reaktiotulos maaritettiin kaltevan peilin ja standardisarjan avulla
4-24 tunnin inkubaation jalkeen 1-2°C:ssa. Kontrollia varten kaytet-
tiin:

1. CAPA:11a merkittyja verisoulja ynnd antiseerumia;

2. CAPA:1la merkittyja verisoluja ilman antiseerumiag

3. Potilaan seerumia ynnd ihmisalbumiinilla merkittyja verisoluje;
4. Potilaan seerumia Ja kasittelemattomid verisoluja;

5. CAPA:1la merkittyja verisoluja ja vasta-aineita sarjassa, josca

inhibointi saadaan aikaan portaittain pienenevilli, tunnetuilla

CAPA-madrilla. |

Verisolujen stabiloimiseksi kaytetyt laimennusnesteet sisdlsi-
vat kerdttyd (so. monista yksildistd yhdistettyid), inaktivoitua,
neutraalia ihmisseerumia.

CAPA-reagenssi valmistettiin keratystd ihmissydpdkudoksesta ja
puhdistettiin niin kuin edelld on selitetty kdyttZen gecelisuodatusta,
pH-gradientti-eluointia, suodatusta Bio-Gel P-30:n 1dpi ja kompleksin-
muodostusta albumiinin kanssa.

Antiseerumina kaytettiin hevos-anti-Hela:a 19 p&divalti marras-
kuuta 1962, joka oli absorboitu normaaliin kudckseen, Jja poolattua
ihmisseerumia. Immunointi suoritettiin pestyllda Hela-solumurskalla,
mitka solut oli viljelty litteissa lasipulloissa FEaglen valiainecssa,
goka sicilsi 20 % inaktivoitua ihmisseerumia. Solut oli otettu talteen
EDTA:1la, csentrifugoitu ja pesty kolme kertaa vedelld.

CAPA:n lasnaollessa potilasseerumissa hevos-vasta-aineet neulra-
loituivat, mik# johti agglutinaation poisjaamiseen, kun lisattiin
polypeptidilla merkittyja verisoluja. Arvostelu suoritettiin nouse-
van asteikon O-6 mukaan, jossa O merkitsi inhibition poissaoloa ja
© merkitsi agglutinaation maksimaalista inhibitiota. Asteikkoarvojen
suhde CAPA:n pitoisuuteen seerumi-ml kohti kay ilmi taulukosta 1,

Joka on saatu kalibroimalla ennaltamaarattyjen CAPA-maidrien laimen-

nuksia ncutraalissa seerumissa.

’
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Taulukko 1

Likimasdrainen asteikon ja CAPA-maaran kalibrointi

Asteikkoarvo _ CAPA, ug/ml

0 0,03
1 0,04 - 0,08
2 0,09 - 0,12
2 0,13 - 0,24
I 0,25 - 0,49
p) 0,5 - 0,99
6 21,0

Lukeminen suoritettiin tietZmittd potilaiden terveydentilaa. Tutki-
muksen kohteena ollut aines on ryhmitetty niin kuin Seuraavasta tau-
lukosta 2 nakyy.

Taulukko 2

CAPA-pitaisuus 431 seerumissa eri ryhmiin kuuluvista yksiloista
numeroasteikon 0-5 mukaan sekid keskimsaraiset asteikkoarvot (M)
ja standardipoikkeamat (SD). "Radikaalisesti" tarkoittaa tdssd
yhteydessd, ettd sydpdkudos on pyritty poistamaan tdydellisesti.

Ryhmat Numeroasteikko Luku-

. O 1 2 3 4 5 6 midra M~ SD
1. -Primaarisyopa
metastaaseineen 5 4 1 2 12 3,00 ¥ 1,13
2. Levinnyt syopa 4 2 1 4 8 2 1 22 2,91 % 1,82
3. Radikaalisesti )
hoitamaton sydpa 6 10 15 8 39 1,64 * 0,99
4. Holtamaton . :
priméérisydpa 3 1 4 2 0 1,50 & 1,18
5. Radikaalisesti
poistettu syopa 19 1 1 21 0,14 X 0,19
6. -Muu pahanlaatulnen
sairaus kuin syopa 7 % 1 ' 11 0,45 * 0,68
7. Ei-pahanlaatuinen
sairaus 18 3 3 7 1 142 0,26 ¥ 0,22
8. Terveet aikuiset
M = 71 vuotta) 8 » 10 0,20 ¥ 0,42
9. Verenluovuttajat
(M = 39 vuotia) 116 2 118 0,02 & 0,13
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Ryhmat ’ Numeroasteikko

Lueu
0 1 2 3 4 5 g AArA M I sD

10. 10-vuotiaat .
yksilot 19 1 20 0,10 - 0,44
11. Vastasyntyneet +
(napanuoraveri) T 1 1 4 2 01 10 2,80 = 1,48
12. Raskaana ole- +

vat naiset 172 2 2 16 0,38 - 0,72
13. Vastasynnyt- +
téneet 8 1 1 10 0,40 £ 0,97
Tuloksista kay ilmi ettd korkeimmat asteikkoarvot on saatu ryhmista

"primaarisyopd metastaaseineen! (paikallisia) ja "levinnyt syopa"

seka ryhmasta "vastasyntyneet" (napanuoraveri).

Alhaisia asteikkoarvoja on saatu verenluovuttajista. Valiase-

massa on ryhma "hoitamaton primdidrisydpa" ja "radikaalisesti hoita-

mzton syopa". Verenluovuttajien arvoja 13helld olevia arvoja saadaan

ryhmasta "radikaalisesti poistettu syopa".

CAPA:n keskiarvoja kaikista ryhmistéd on verrattu parittain ja

esitetty seuraavassa taulukossa 3.
Taulukko 3

Yhdeksan koeryhmidn seerumin CAPA-pitoisuuden asteikkoarvojen

erojen tilastollinen merkitys a)‘

Ryhmat Ryhmien asteikkoarvojen erojen merkitys o)
ryhmiin verrattuna
M ¥ sp 2 3 4 5 6 7 8 9
1. Primaarisyopa .
metastaaseineen 5,00 - 1,175 O HHE OHE EHHE ENNE WHN HNH NHH
2. Levinnyt syopa 2,91 * 1,82 FH N KRR M AHW MHNE HHN
3. Radikaalisesti hoi= N
tamaton sycpa 1,64 - 0,99 0 XXX XX XXX XXX XXX
4. Hoitamaton .
primaarisyopa 1,50 - 1,18 XXX X XXX XX XXX
5. Radikaalisesti N
poistettu syopa 0,1 - 0,19 0 0 0] 0
6. Muu pahanlaatuinen R
sairaus kuin syopa 0,45 - 0,68 0 0 0
7. Ei-pahsnlaatuinen s ¢)
sairaus 0,76 - 0,22 0O xxx
8. Vanhahkot Lerveet
yksildt 0,20 ¥ 0,42 0
9. Verenluovuttajat 0,02 A 0,13
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a) Erojen tilastolliset merkitykset maAirattiin likimssrin normaalisti

jakautuneen muuttujan Z avulla, joka m#dritelld&dn seuraavasti:

My - My
7 =
> >
SDS SDS
n T on
1 >

b) jos Z >1,96, eron merkitys on x, mikd merkitsee 0,01 <P <0,05
" 7 >2,6, eron merkitys on xx, mikd merkitsee 0,001 <P <0,01
" 7 >3.5, eron merkitys on %, P <0,001

¢) Tamd ryhma kasittdd 11 positiivista testid, joista 8 koskee
epdiltya, mutta ei todettua syﬁpéé.

Yllidolevasta taulukosta ilmenee etta, ryhmiésé "primddrisyopa
metastaaseineen" ja "levinnyt syopa" on merkitsevisti korkeammat
keskimddrdiset asteikkoarvot kaikkiin muihin ryhmiin verrattuna,
paitsi vastasyntyneisiin (katso myds taulukkoa 2).

Ryhmissd "radikaalisesti hoitamaton syopa" ja "hoitamaton
primdirisyopa" keskimdardiset asteikkoarvot ovat merkitsevasti kor-
keammat kuin kaikissa muissa ryhmissé paitsi kahdessa edelld mainitussa
ja ryhmissid "muu pahanlaatuinen sairaus kuin syopa", johon verrattuna
erotus on merkitseva (0,01< P <0,05).

Ryhmissd 5-9 ei esiinny keskin8isi#d merkitsevid eroja, paitsi
ryhmien 7 ja O vdlilld. T&m#n eron selityksend voi olla se, ettd
aitoja, piilevii syopatapauksia vol esiintyd niiden tapauksien jou-
kossa, joiden asteikkoarvot ovat vdlilla 1-4.

Positiivinen indikaatio napanuoraveressd ansaitsee tiettya
huomiota. Sen mi&irittimiseksi, onko CAPA perdisin istukasta, uutet-
tiin palasia tdstd kudoksesta. 300 mg:n erid jaadytettya istukka-
xudosta ml kohti puskuroitna fysiologista NaCl-liuosta pH:ssa 7,5
homogenoitiin 0°C:ssa ja sentrifugoitiin 1000 x G:ssa 30 minuuttia
0°C:ssa kartiomaisesti laajenevissa putkissa (Markham'in mukaan).
Sakan pa4l1l4d olevat liuokset testattiin CAPA:aan nihden cdellaseli-
tetyllda hemagglutinaatiotekniikalla. Sen mahdollisuuden poissulke-
miseksi, ettd saadut inhibitioreaktiot olisivat johtuneet verisoluihin
licityn CAPA:n cpdspesifisestd innktivoitumisesta, mainittuja veri-
soluja ravistettiin jokaisen mittauksen jalkeen ja niihin lisattiin
standard imddra CAPA:aan nihden spesifisid vasta-aineita. Missaén
tapauksessa el todettu antigeenin inaktivoitumista. Vertailuaineksena
kidytettiin eri lzhteistd ja eri paikoista perdisin olevista ihmis-

-




- 22 - 60567

syopakudoksista valmistetun antigeenijauheen uutetta. Tulokset 0soit-
tavat, etta 26 istukkaa yhtZd monesta henkildstid kaikki poikkeukset-
ta sisdlsivdt merkitsevid md&rid CAPA:a. Niiden 26 istukan keskiarvo
(geometrinen) oli 297 * 8 mikrogrammaa mdrin kudoksen grammaa kohti
(0,03 %). '

Koska, kuten edelldselitetysta tutkimuksesta kdy ilmi, tassa
keksinnossa kaytettyd CAPA:a syntetisoituu istukassa, ja koska niiden
" geenien, jotka sisidltyvat istukkaan, taytyy myds sisdltyd samasta
munasolusta kehittyneeseen yksilddn, on taipumus tai kyky valmistaa
CAPA:a normaali ilmi&. Normaalisti t&md taipumus on tukahtunut,
koska normaalit solut eivdt sisdlld mitattavia mizriia CAPA:a. Syopa-
soluissa sensijaan on tapahtunut taipumuksen aktivoituminen, jolle
on ominaista merkitsevd CAPA:n esiintyminen solujen sis#ssi Ja
ymparilla. Istukan trofoblastisolujen ja sydpasolujen antigeeninen
Ja tietyiss@ suhteissa funktionaalinen yht#dliisyys ja niiden erilai-
suus verrattuna yksilon muihin soluihin n#yttd3 pitdvian yhtd sen
kdsityksen kanssa, ettd syopia on ilmaus‘siité, etta normaalisti
esiintyvien taipumustan hallinta on muuttunut.

Koetulosten tilastollinen analyysi osoittaa, ettd on olemassa
varsin merkitseva korrelaatioitodetun syovan ja suurentuneen CAPA-
pitoisuuden (P <0,001) v&lilla. Sama pitdd pakkansa kyseessad olevan
kasvainmassan suuruuden ja suurentuneen CAPA-pitoisuuden vdliseen suh-
teeseen nahden samoissa ikdryhmissd (P <0,001). Suurentunut CAPA-pi-
toisuus on todettu lukuisien erilaisten syovansijaintipaikkojen yh-
teydessa. Tyypistad ja sijaintipaikasta riippumatta sydpidkasvaimet ovat
osoittautuneet CAPA:a sisdltaviksi, mink8 perusteella niytt# silti,
ettd mainittu CAPA on yhteista kaikille tunnetuille syopatyypeille,
so. pahanlaatuisille, epiteelisfé alkuperaa oleville kasvaimille.

b) Xaksinkertainen sokeatutkimus

Edella mainittujen johtopddtosten edelleen vahvistamiseksi
suoritettiin kaksinkertainen sokeatutkimus, erittdin tarkasti val-
votuissa olosuhteissa. Koodattuja verindytteitd saatiin Eskilstunan
Keskussairaalan eri osastoilta, Ruotsi. T&ssid tapauksessa mitattiin
kvantitatiivisesti potilaiden seerumin CAPA-pitoisuudet.

Tam&n kaksinkertaisen sokeatutkimuksen, samoinkuin edelld seli-
tetyn yksinkertaisen sokeatutkimuksen tulokset on yhdistetty seuraa-
viin taulokkoihin 4-8. Taulukot esitbavat seuraavaa:

Taulukko 4 tutkittujen henkildiden kokonaislukumdirasd ja niiden
henkiloiden lukumi#raa, joilla on syodpiadiagnoosi;

Taalukko 5 hernkildiden lukumd8raid eri ryhmissda sckd heidan

keski-ikaidnsa seka taman poikkeamaa;
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Taulukko 6 CAPA:n lasnaoloa kaikkien tutkittujen potilaiden
seerumeissa; '

Taulukko 7 niiden henkiloiden prosenttimaaraa joiden CAPA-
pitoisuus oli 2 0,15 yg/ml seerumia, taulukon 5 ryhm&dt 9, 10 ja 12
poisjatettyina;

Taulukko 8 CAPA:n lasnaoloa kasvainten sijaintipaikkojen mukuaan
taulukon 5 ryhmissa 1-%. "Site nr" tarkoittaa teosta "Cancer Incidence
in Sweden 1968".

Taulukko 4

Tutkittujen yksiloiden lukumaara

Tutkimus Yksiloiden lukumaara Niiden yksiloiden luku-
maara, joiden diagnoosi
osoitti syopaa

Yksinkertainen sokea ' 431 ' 104

Kaksinkertainen sokea 503 49

934 153
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Taulukko 5
Yksiléiden lukumiddrid eri ryhmissid sekd keski-iki ja sen
poikkeama
Ryhmit Yksinkertainen KuksinkerLbainen

sokealulkimus

sokcatulkimus

Luku- Kegki- + Poikkea- Luku- Keski- + Poik-
mAdra iki v. ma madrd iki v. kewna
1l. Sy6pd metastaa-
seineen 34 7R + 9 14 66 + 10
2. Hoitamaton sydpid
ilman metastaasi-
oireita seka radikaa-
lisesti hoitamaton
SySpa L9 67 + 11 14 66 + 12
3. Radikaalisesti
poistettu syspa 21 66 + 15 21 6 + 12
L. Muu pahanlaatui- ]
nen sairaus kuin
Syspa ‘ 11 70 + 7 5 58 + 18
5. Ei-pahanlaa-
tuinen sairaus 132 61 + 22 186 L6 + 21
6. Terveet
aikuiset 10 71 + 5 46 36 + 1L
7. Verenluovut-
ta jat 118 38 + 11 - - -
8. 10-vuotiaat ja
sitd nuoremmat
yksilst 20 10 + 0 62 2 1 1.5
9. Napanuoraveri 10 0 + 0 20 0 + 0
10. Vastasynnyt- ,
tdneet 10 21 + 3 20 5 + L
11. Raskaana ole- '
vat naiset 16 26 + L 110 26 + 4.5
12. Syopd in situ - - - 5 27 + 6
Yhteensid L31 503
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Taulukko 6
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CAPA-pitoisuus 934 yksiltstid saaduissa seerumeissa

Ryhmiat CAPA CAPA Yhteensa
<0,08 pg/ml  =20.09 pg/ml Lukumidrd (%)
Lukumdird (%) Lukumiddra (€)

1. Syopd metastaa-

seineen 9 (19) 39 (81) L8 (100)
2. Hoitamaton sydpd ilman

metastaasioireita seki

radikaalisesti hoitamaton
' syspd ' 28 (44) 35 (56) 63 (100)
3. Radikaalisesti :

poistettu sydpi 36 (86) 6 . (1)) 42 (100)
4., Muu pahanlaatuinen sai-

raus kuin sydpia 15 (94) 1 (6) 16 (100)
5. Ei-pahanlaatuinen

sairaus' 269 (85) . LS (15) 318 (100)
6. Terveet aikuiset . 54 (96) 2 (4) 56 (100)
7. Verenluovutta jat 118 (100) 0 (0) 118 (100)
8. 10-vuotiaat' ja siti

nuoremmat yksildt 79 (96) 3 (4) 82 (100)
9. Napanuoraveri 21 (70) 9 (30) 30 (100)
10. Vastasynnyttdneet 25 (83) S (17) 30 (100)
11. Raskaana olevat naiset 123" (98) 3 (2) 126 (100)
12. Sy6pd in situ A (80) 1 (20) 5 (100)

Yhteensi 781 (84) 153 (16) 934 (100)
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Taulukko 7
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Niiden yksilsiden lukumiird prosenteissa, joilla CAPA-
pitoisuus oli 2 0.15. Taulukon 5 ryhmit 9, 10 & 12 on

jatetty pois.

Ryhmit % Lukumiddri
1. Syopd metastaaseineen 64 L8
2. Hoitamaton sydpd ilman metastaasi-

oireita sekid radikaalisesti

hoitamaton syopa 21 63
3. Radikaalisesti poistettu syopa 10 ne
4.' Muu pahanlaatuinen sairaus kuin SyOpa 0 16
5. Ei-pahanlaatuinen sairaus 6 318
6. Terveet aikuiset 0 56
7. Verenluovutta jat 0 118
8. 1l0-vuotiaat ja sitid nuoremmat yksilst 0 82
11. Raskaana olevat naiset 1 126

Yhteensi

869
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Taulukko 8

CAPA-pitoisuus ryhmien 1-3 kasvaimen sijaintipaikan mukaan

Si jantipaikka Site 1.Syspd meta- 2.Hoitamaton 3.Radikaali- Yh-
NoX! staaseineen sy6pd ilman sesti pois- teen-
' metastaasi- tettu syspd si&
oireita sekid

radikaalisesti

hoitamaton

SYopé

<0.08 =0.09 <0.08 =0.09 £0.08 20.09
Gingivae mandib., 144 ‘ 1 1 2
Nasopharynx 146 2 1 3
Oesophagus 150 . 1 3 1 1 6
Ventricle 151 1 2 1 2 2 8
Intestinum tenui 152 1 1
Colon 153 2 1 7 6 16
Rectum 154 L 1 5 3 1 1L
Ves.Fellea,etc. 155 1 1 1 3
Hepar 156 1 1
Pancreas 157 3 1 2 6
Vestibul. nasi, .
ete. 160 1 2
Trachea, pulm etc. 162 L 2 3 S 14
Mamma e 170 2 7 1 3 3 2 18
Cervix uteri 229 2 3 1 6
Corpus uteri 198 1 1 1 1 2 7
Ovarii, etc, 175 1 L 1 1 2 9
Prostate 177 2 3 3 - 9
Testis 178 1 1 1 3
Penis, etc. 179 1 1l 2
Renes 180 1 3 1 5
Ves.urinaria, etc. 181 1 - 3 3 1 10
Malignant melanama 190 1 1
Thyreoidea 194 . 1 1 1 2
Primadrinen kas-
vain, tuntematon
alkuperi 1 1
Yhteensd 9 39 28 35 36 6 153

x) Julkaisun "Cancer Incidence in Sweden 1968" mukaan,
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Taman kaksinkertaisen sokeatutkimuksen tulosten tilastollincn
analyysi osoittaa sekin varsin merkitsevaa korreliatiota syopadiag-
noosin Jja suurentuneen CAPA-pitoisuuden (P <0,001) valilla. Tama
kaksinkertainen sokeatutkimus vahvistaa mySs kysymykscssa olevan kas-
vainmassan suuruuden ja suurentuneen CAPA-pitoisuuden valisen yhtcy-
den samoissa ikaryhmissd (P < 0,001). Seerumin suurentunut CAPA-
pitoisuus on todettu noin 20 erilaisen syopatyypin ja sijaintipaikan
yhteydessd. Kaksinkertainen sokeatutkimus vahvistaa nain ollen tay-
dellisesti namid uudet havainnot ja niiden kaytannollisen kaytto-
kelpoisuuden.

Seuraavassa esiteﬁéén yhdistelmdnd lyhyet maaritelmat keksintcon
liittyvasta polypeptidi-antigeenista ja diagnostiscsta menetelmasta.
CAPA:n maaritelma

HeLa-soluja (peraisin v. 1952 esiintyneesti kohtusy®pitapauksesta),
viljellddn in vitro. Naitd soluja kaytetaan antigeenin lahtcena.
Saatuja soluja ruiskutetaan hevosiin jolloin kehitlyy spesifinen vasta-
aine, jota kaytetaan antigeénin tunnistamiseen kasvaimissa, seerumissa,
istukassa Jjne. Viimemainitulla antigeenilla on oltava ja silla on
identtinen immunologinen reaktiokohta (kuin HeLa-antigecenilla) vaikka-
kin se voi luonnollisesti olla toisenlainen muissa suhteissa, kun
se esiintyy luonnossa.

Diagnostisen menettelyn maaritelmd

HeLa-soluviljelmistda in vitro saatua antigeenia kayletidan vasta-
ainesn kehittamiseen hevosissa. Ei-toivottujen vasla-aineiden absorp-
tion jdlkeen hevosseerumia kdytetd#n kasvaimista (tai islukasta tail
HelLa- tai HEp-2- tai Detroit-6-viljelmistd) otetulla antigeenilla
merxittyjen punasolujen agglutinoimiseen. Tam& on indikaattorijarjes-
telmd. Jos tuntematon niyte sisdltdd antigeenista aktiviteettia, se

vaikuttaa vasta-aineeseen ja inhiboi agglutinaation.
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Kuvio 1.

Kasvaimeen liittyvin antigeenin puhdistus

Virtauskaavio haarautumineen, joka esitt84 puhdistusmenettelyn
yleistd periaatetta

Kasvain-

kudokset

Erotus-
menettely
Immunologinen
vertailu

1 Onko eroa kasvain- ja normaali- n
* kudoksen valilla? . .

N

Ei ,//;Onko erotus kasvain plus? \ on

L

Ei-__——<:::9nko erotus optimaalinen?

Modifioidaan ja o Menettely otetaan
toistetaan \L kdyttson

]

lLoppu

[

Ei'—~——-<:: Onko CAPA puhdasta

[Menettelyé jatketaan

Y




30 60567

Patenttivaatimukset:

1. Sybvdn diagnostisoimiseksi kdytettdvd valmiste, t unne t -

t u siitd, ettd se aktiivisena aineosana sisdltdi ihmisen sydpdku-

doksessa ldsndolevaa polypeptidiantigeenia (CAPA), jonka molekyyli-

paino on 20 000 - 27 000 daltonia suodatettuna geelikolonnilla, joka

on tasapainoitettu HCOOH-HCOONH4:llé pH-arvossa noin 3,0, geelin ol-

lessa polyakryyliamidigeeli, jonka raekoko on 100-200 mesh (0,149~

0,074 mm), ekskluusioraja 40 000 daltonia ja fraktioimisalue 2500-

40 000 daltonia, jolloin polypeptidin spektrofotometrinen absorptio-

huippu on aaltopituusalueella 229-233 nm ja se perustuu yksinkertai-

seen polypeptidiketjuun, sisdltii asparagiinihappoa, glutamiinihap-
poa, leusiinia, fenyylialaniinia ja tyrosiinia oleellisina rakennus-
osina, muodostaa monospesifisesti antigeenin kanssa reagoivia vasta-
aineita, ja denaturoituu eristetyssd tilassa palautumattomasti pH-
arvossa yli 5, jolloin polypeptidiantigeeni on eristetty siten, etta

a) CAPA—p1t01sta ainetta homogenoidaan nesteessi ldmpétilassa, joka
ei ylits 0 C, jJa mahdollisesti kidsitell&din orgaanisella liuotti-
mella, kuten etyylieetterilli tai asetonilla, kylmdssi,

b) kiintedt aineosat erotetaan vaiheesta a) perdisin olevasta neste-
mdisestd homogenaatin ja kiinteiden aineosien seoksesta,

€) mainitut kiintedt aineosat uutetaan alkalisella vesiliuoksella,

d) vaiheesta ¢) saadut uutteet suodatetaan helmimdiselli molekyyli-
seulatyyppisells suodatusgeelilld, joka kykenee fraktioimaan yh-
disteet joiden molekyylipainoalue on 10-106 - 20 106, erityisesti
noin 15. 106, geeli eluoidaan ja 10- 106 - 20-10 —fraktlo, erityi-
sesti noin 15- lO -fraktio otetaan talteen,

e) vaiheesta d) saatu fraktio kromatografoidaan molekyyliseula-tyyp-
piselld heikolla ioninvaihtajalla epdpuhtauksien absorboimiseksi
siihen, ja mainitusta ioninvaihtajasta ensiksi poistuva fraktio
otetaan_ talteen,

f) mainittu ensimmidinen fraktio saostetaan iscelektrisesti,

g) saatu sakka sek01tetaan molekyyliseulatyyppiseen geeliin ja sakan
ja geelin seos pH-gradienttieluoidaan geelikolonnissa,

h) pH:ta alentaen otetaan talteen pH-arvoon 3 saakka fraktio, joka
sisdltdd CAPA:a, ja joka mahdolllsestl geelisuodatetaan kolonnissa
Ja otetaan talteen antigeenifraktio, jonka spektrofotometrinen
absorptiohuippuaaltopituus on 229-233 nm ja molekyylipaino 20 000 -
27 000,
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yhdessd polypeptidin denaturoitumista estdvdn mddrdn kanssa inerttii
proteiinia, mieluimmin albumiinia, jolloin inertin proteiinin ja
CAPA:n vdlinen painosuhde on vdhintddn 200:1.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen valmiste, tunnet t u
siitd, ettd polypeptidi sisdltdd seuraavia aminohappoja, joiden moo-
liprosenttimddrdt ovat seuraavat:

Alaniini 8,62
Arginiini 4,57
Asparagiinihappo 10,39

Kysteiini 0,95
Glutamiinihappo 17,04
Glysiini 6,87
Histidiini 1,00
Isoleusiini 4,75
Leusiini 10,49
Lysiini 3,69
Metioniini 1,91
Fenyylialaniini 2,75
Proliini 3,79
Seriini 7,74
Treoniini 5,92
Tyrosiini 3,21
Valiini 6,36

3. Patenttivaatimuksen 1 mukainen valmiste, tunnet tu
siitd, ettd polypeptidi sisiltdd fluorisoivan ryhmin, joka l&hettd&a
fluorisoivaa valoa alueella 350 nm, kun se on aktivoitunut 288 nm
aaltopituudella. . '
4. Menetelmd patenttivaatimuksen 1 mukaisen, ihmisen sybpdkudok-
sessa ldsndolevaa polypeptidiantigeenid (CAPA) sisdltdvidn valmisteen
valmistamiseksi, t unnet t u siitd, ettd
a) CAPA-pitoista ainetta homogenoidaan nesteessd lampdtilassa, joka
ei ylitd 0°C, ja mahdollisesti kisitellfi&n orgaanisella liuotti-
mella, kuten etyyliecetterilld tai asetonilla, Kylmdssd,

b) kiintedt aineosat erotetaan vaiheesta a) perdisin olevasta, neste-
mdisestd homogenaatin ja kiinteiden aineosien seoksesta,

c) mainitut kiintedt aineosat-uutetaan alkalisella vesiliuoksella,

d) vaiheesta c¢) saadut uuttéet suodatetaan helmimdiselld molekyyli-
seulatyyppisella suodatusgeelilld, joka kykenee fraktioimaan yh-

6 6

disteet joiden molekyylipainoalue on 10.10° = 20-10 , erityisesti
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noin 15-106, geeli eluoidaan ja lO-lO6 - 20-106-fraktio, erityi-
sesti noin lS-lOs—fraktio otetaan talteen,

e) vaiheesta d) saatu fraktio kromatografoidaan molekyyliseula-tyyp-
piselld heikolla ioninvaihtajalla epidpuhtauksien absorboimiseksi
siihen, ja mainitusta ioninvaihtajasta ensiksi poistuva fraktio
otetaan talteen, 4

f) mainittu ensimmdinen fraktio saostetaan isoelektrisesti,

g) saatu sakka sekoitetaan molekyyliseulatyyppiseen geeliin ja sakan
ja geelin seos pH-gradienttieluoidaan geelikolonnissa,

h) pH:ta alentaen otetaan talteen pH-arvoon 3 saakka fraktio, joka
sisdltédd CAPA:a, ja joka mahdollisesti geelisuodatetaan kolonnis-
sa ja otetaan talteen antigeenifraktio, jonka spektrofotometrinen
absorptiohuippuaaltopituus on -229-233 nm ja molekyylipaino 20 00C -
27 000, ja

ndin valmistettu CAPA sekoitetaan polypeptidin denaturoitumista es-

tdvan mddrdn kanssa inerttid proteiinia, mieluimmin albumiinia, niin

ettd proteiinin ja CAPA:n vélinen painosuhde on vahintddn 200:1.

5. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmi, t unne t t u
siitd, ettd homogenointi a) suoritetaan vedessi.

6. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmid, t u nn e t t u
siitd, ettd vaiheesta b) saadut kiintedt aineosat lyofilisoidaan ja
Jauhetaan sitten terdksisessd kuulamyllyssi kylmédssd.

7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmid, t unnect tu
siitd, ettd jauhaminen sudritetaan -70°C:n ldmpdtilassa.

8. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd vaiheen d) suodatus suoritetaan fosfaattipuskurilla pH:
ssa 7 tasapainoitettua polyakryyliamidigeelid, ristikytkettyd dekstraa-

nigeelid, agar- tai agaroosigeelid sisdltdvidssd kylmdssd kolonnissa.

9. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unnet¢tu
siitd, ettd vaiheen e) kromatografointi suoritetaan neutraalissa
pH:ssa, kuten fosfaattipuskurilla pH:ssa 7 tasapainoitetussa kolonnissa.

10. Patenttivaatimuksen 9 mukainen menetelmi, t u n n e t t u
siitd, ettd kromatografointi suoritetaan polyakryyliamidigeelikolon-
nissa.

1l1. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unnet tu
siitd, ettd isoelektrinen saostus f) suoritetaan PH:ssa 5.

12, Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unne t t u

siitd, ettd vaiheessa g) kidytet#in polyakryyliamidigeelid, ristikyt-
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kettyd dekstraanigeelid, agar- tai agaroosigeelid.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd, t unnet t u
siitd, ettd geelin molekyylipainon ekskluusioraja on ainakin 2000 ja
on tasapainoitettu HCOOH—HCOONH4:llé pH:ssa 5, ja pH-gradienttieluoin-
ti suoritetaan kolonnissa, joka on panostettu samalla tavoin tasapai-
noitetulla, samanlaisella geelilld.

14. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd vaiheesta c) saatu vesiuute ldmmitetddn nopeasti lémpo-
tilaan, joka on v&lilli 95-100°C, entsyymien tuhoamiseksi.

15. Patenttivaatimuksen 14 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd vesiuute lammitetdin 98-100°C:seen ja pysytetddn tdssd
ldmpdtilassa 5~10 minuuttia.

16, Patenttivaatimuksen 15 mukainen menetelmd, t un ne t t u
siitd, ettd kuumennettu vesiuute kdsitellddn natriumkloridin vesi-
liuoksella epdpuhtauksien saostamiseksi.

17. Patenttivaatimuksen 4 mukainen menetelmd, t unne t t u
siitd, ettd CAPA:a ja albumiinia sekoitetaan happamassa liuoksessa
ja ettd liuoksen pH:ta korotetaan komponenttien vidlisen vuorovaiku-
tuksen aikaansaamiseksi.

18. Patenttivaatimuksen 17 mukainen menetelmd, t un n e t t u

siitd, ettd valmiste lyofilisoidaan.
Patentkrav:

l. Preparat f&r anvdndning vid diagnostisering av kancer, k & n-
netecknat ddrav, att det som aktiv bestandsdel innehdller
ett 1 humankancervdvnad nédrvarande polypeptidantigen (CAPA) med en
molekylvikt av 20 000 - 27 000 dalton vid filtrering p& en gelkolonn
som bringats i jamvikt med HCOOH—HCOONH4 vid ett pH-vdrde av ca 3,0,
varvid gelet &r ett polyakrylamidgel med en kornstorlek av 100-200 mesh
(0,149-0,074 mm), en exklusionsgridns av 40 000 dalton och ett frak-
tioneringsintervall av 2500 -~ 40 000 dalton, varvid polypeptiden har
en spektrofotometrisk toppabsorption inom vdglingdsintervallet 229-
233 nm, och baserar sig p& en enkel polypeptidked, innehiller aspara-
ginsyra, glutaminsyra, leucin, fenylalanin och tyrosin sdsom visent-
liga byggstenar, bildar antikroppar som reagerar monospecifikt med
antigenet, och vilken i isolerat tillst&nd denatureras irreversibelt
vid pH &ver 5, varvid polypeptidantigenet isolerats genom att
a) CAPA-haltigt material homogeniseras i en vétska vid en temperatur
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av hbégst OOC, och eventuellt behandlas med organiskt l&sningsmedel,
sasom etyleter eller aceton, i kyla,

de fasta bestadndsdelarna frdn blandningen av viatskeformigt homoge-
nat och fasta bestandsdelar frdn steget a) avskiljes,

ndmnda fasta bestdndsdelar extraheras med en alkalisk vattenldsning,
extrakten fradn steget c) filtreras pa ett filtreringsgel av molekyl-

sikttyp 1 pédrlform med fdrmaga att fraktionera fdreningar med ett
6

molekylviktsintervall av 10°10% - 20:10%, speciellt ca 15:10°%, ge-

let elueras och lO-lO6 - 20'106-fraktionen, speciellt fraktionen
ca 15-106, tillvaratages,

fraktionen frén steget d) kromatograferas pé& en svag jonbytare av
molekylsikttyp f6r absorption av kontaminanterna pa densamma, och
den fOrsta fraktionen som ldmnar nimnda jonbytare, tillvaratages,
ndmnda forsta fraktion utfidlles isoelektriskt,

ndmnda fdllning blandas med ett gel av molekylsikttyp och bland-
ningen av fdllning och gel pH-gradientelueras pad en gelkolonn,
genom sdnkning av pH ned till pH 3 tillvaratages fraktionen inne-
hallande CAPA och vilken fraktion eventuellt gelfiltreras pd en
kolonn och den antigenfraktion tillvaratages som har en spektro-
fotometrisk toppabsorptionsvdglidngd av 229-233 nm och en molekyl-
vikt av 20 000 - 27 000,

tillsammans med en polypeptidens denaturering f&rhindrande médngd av
ett inert protein, féretriddesvis albumin, varvid viktférhdllandet
inert protein till CAPA &r minst 200:1.

2. Preparat enligt patentkravet 1, k 4 nnetecknat

ddrav, att polypeptiden innehdller f8ljande aminosyror med f&ljande

molprocenttal:
Alanin , 8,62
Arginin 4,57
Asparaginsyra 10,39
Cystein A 0,95
"Glutaminsyra 17,04
Glycin- 6,87
Histidin 1,00
Isoleucin 4,75
Leucin 10,49
Lysin 3,69
Metjonin 1,91
Fenylalanin 2,75

Prolin 3,79
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Serin 7,74
Treonin 5,92
Tyrosin 3,21
Valin 6,36

3. Preparat enligt patentkravet 1, Xk d@&nnetecknat
ddrav, att polypeptiden innehaller en fluorescent grupp utgivande
fluorescent ljus vid 350 nm vid aktivering vid en v&gldngd av 288 nm.

4. Fbrfarande foér framstéllning av ett preparat enligt patent-
kravet 1, innehdllande i humankancervidvnad ndrvarande polypeptidanti-
gen (CAPA), X dnnetecknat dirav, att
a) CAPA-haltigt material homogeniseras i en vidtska vid en tehperatur

av hdgst OOC, och eventuellt behandlas med organiskt lO8sningsmedel,
sasom etyleter eller aceton, i kyla,
b) de fasta bestdndsdelarna frdn blandningen av vidtskeformigt homoge-

nat och fasta bestandsdelar fran steget a) avskiljes,

c) ndmnda fasta bestandsdelar extraheras med en alkalisk vattenldsning,

d) extrakten fran steget c) filtreras pd ett filtreringsgel av molekyl-
sikttyp i pdrlform med formdga att fraktionera foreningar med ectt
molekylviktsintervall av lO‘lO6 - 20'106, speciellt ca l5~106, ge-
let elueras och lO'lO6 - 20-106-fraktionen, speciellt fraktionen
ca 15-106, tillvaratages,

e) fraktionen fran steget d) kromatograferas p& en svag jonbytare av
molekylsikttyp f6r absorption av kontaminanterna p& densamma, och
den fbrsta fraktionen som limnar nimnda jonbytare, tillvaratages,

f) ndmnda fOrsta fraktion utfidlles isoelektriskt,

g) ndamnda fdllning blandas med ett gel av molekylsikttyp och bland-
ningen av fdllning och gel pH-gradientelueras pd en gelkolonn,

h) genom sdnkning av pH ned till pH 3 tillvaratages fraktionen inne-
hdllande CAPA och vilken fraktion eventuellt gelfiltreras pi en
kolonn och den antigenfraktion tillvaratages som har en spektro-
fotometrisk toppabsorptionsvdgldngd av 229-233 nm och en molekyl-
vikt av 20 000 - 27 000, och

s& framstdllt CAPA blandas med en polypeptidens denaturering f&rhindran-

de mdngd av ett inert protein, fortriddesvis albumin s&, att viktfSr-

hdllandet protein till CAPA &r minst 200:1.

5. Forfarande enligt patenﬁkravet 4, kdnnetecknat
ddrav, att homogeniseringen a) utfdres i vatten.

6. Forfarande enligt patentkravet 4, k & nnetecknat
ddrav, att de frén steg b) erhdllna fasta bestdndsdelarna lyofilise-

ras och sedan males i eh stalkulkvarn i kyla.
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7. FOorfarande enligt patentkravet 6, k & nne tecknat
ddrav, att malningen dger rum vid en temperatur av -70%c.

8. Forfarande enligt patentkravet 4, k annetecknat
ddrav, att under steg d) filtreringen utfdres pd en kall kolonn inne-
hallande polyakrylamidgel, fdrndtat dextrangel, agar- eller agaros-
gel och bringad i jdmvikt med en fosfatbuffert vid pH 7.

9. Fdrfarande enligt patentkravet 4, Xk E n ne tecknat
ddrav, att under steg e) kromatograferingen utfdres vid neutralt pH
t.ex. pa en kolonn bringad i jamvikt med fosfatbuffert vid pH 7.

10. Forfarande enligt patentkravet 9, k E&nnetecknat
ddrav, att kromatograferingen utfdres pd en polyakrylamidgelkolonn.

11. Fdrfarande enligt patentkravet 4, k annetecknat
ddrav, att den isoelektriska utfdllningen f) sker vid pH 5.

12, F6rfarande enligt patentkravet 4, k § nne tecknat
ddrav, att under steg g) anvdndes en polyakrylamidgel, f&rnidtat
dextrangel, agar- eller agarosgel.

13. Forfarande enligt patentkravet 12, k & nnetecknat
ddrav, att gelen uppvisar en molekylviktsexklusionsgridns av minst
2000 och &dr bringad i jdmvikt med HCOOH—HCOONH4 vid pH 5, och pH-
gradientelueringen sker i en kolonn innehdllande en identisk gel
bringad i jadmvikt pa samma sitt.

14, Forfarande enligt patentkravet 4, k 4 nne tecknat
ddrav, att vattenextrakt fr&n steg c) upphettas snabbt till en tem-
peratur inom intervallet 95-100°C fo&r fO8rstdring av enzymer.

15. P6rfarande enligt patentkravet 14, k i nnetecknat
ddrav, att vattenextraktet upphettas till en temperatur inom inter-
vallet 98-100°C och hilles vid nimnda temperatur under 5-10 minuter,

16. Forfarande enligt patentkravet 15, k Ennetecknat
ddrav, att det uppvdrmda vattenextraktet behandlas med en natrium-
kloridvattenldsning £6r utfdllning av kontaminanter.

17, rorfarande enligt patentkravet 4, k a nne tecknat
ddrav, att man i sur ldsning blandar CAPA och albumin och h&jer l8s-
ningens pH for astadkommande av samverkan mellan komponenterna.

18. Fdrfarande enligt patentkravet 17, k & nnetecknat
ddrav, att man lyofiliserar preparatet.
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