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Karsinoembryonaalipep antigeent, menetelmd sen eristémisek-

si ja sen kHyttd

Kasinoembryonaalinen antigeeni (CEA) on glykopro-
teiini, jolla on elektroforeesissa betal-mobiliteetti
ja n&enndinen molekyylipaino noin 200 000 Daltonia; sen
konsentraation on terveiden koehenkildiden seerumissa
ja/tai plasmassa voitu osoittaa olevan alhainen, joita-
kin ng/ml, ja potilailla, joilla on pahanlaatuisia kas-
vaimia, ennen kaikkea suolistossa, maksassa ja haimassa,
sen on voltu osoittaa olevan'tilapaisesti kohtalaisesti
kohonneella tasolla ja tyypillisestl potilailla, joilla
on useita pahanlaatusia kasvaimia (p##asiallisesti ruuan-
sulatuselinten, haiman ja keuhkosydpd ja metastaaseja
muodostava rintasybpd), sitd muodostuu kasvaimessa, jol=-
loin sen konsentraatio veressd ja muissa kehon nesteissé
on selvisti tai vahvasti kohonnut (jopa yli 10 000 ng/ml
tasolle asti). Sen olennainen kliininen merkitys perustuu
sybpdpotilaiden terapian ja sairauden kulun kontrolliin
(leikkaus-, hormoni-, sdteily- ja kemoterapia), koska
suurella osalla n¥istd potilaista esiintyy CEA-~tason muu-
toksia, joita saattaa usein ilmetd jo kuukausia ennen
taudin kliinistd kehitystd (katsaus julkaisussa Klin.
Wschr. 53, 193-203, 1975). |

Tieteellisess3 kirjallisuudessa on kuvattu monia
menetelmid CEA:n uuttamiseksi, puhdistamiseksi ja eristi-
miseksl (Klin. Wschr. supra). Useimmiten kasvainkudoksen
uuttamiseen kdytet#dn perkloorihappoa. Useimmissa mene-
telmissd jatkopuhdistukseen kiytetdin geelisuodatus- ja
elektroforeesivaiheiden yhdistelmid, joissakin menetel-
missd myds lis#nd im@hnoadsorptiota.

Liht8aineeksi sopii myds vastaavasta soluviljel-
méstd saatu CEA.

Nyt on keksitty, ettd erittldin puhdasta CEA:ta
saadaan ilman elektroforeesivaihetta CEA:ta sisdltivistd



10

15

20

25

30

35

perkloorihappouutteista'siten, ettd .

a) suurimolekyylipainoiset proteiinit erotetaan
geelisuodatuksella,

b) eluaatista erotetaan selektiivisesti immuno-
adsorptiolla proteiinit, joilla on CEA-antigeenisyyttd,
ja

c) niistd¥ erotetaan nestekromatografialla suuri-
erotuskykyisid kolonneja kdyttden (nimitet#dn seuraavas-
sa "suuritehokromatografiaksi") CEA.

N4in saatu CEA on elektroforeettisesti heterogee-
nista, mutta immunologisesti kuitenkin yhtendistd. Se
soveltuu diagnostisiin tarkoituksiin kdytettdvien radio-
jodilla merkittyjen johdannaisten valmistukseen.

Seuraavassa selvitetddn ldhemmin keksinndn edul-
lisia suoritusmuotoja:

Korkea molekyylipainoisten proteiinien erottami-
nen sopivissa kolonneissa suoritetaan geelisuodatuksella
k8yttden verkkoutettuja dekstraaneja, joiden proteiini-
fraktiointialue on sellainen, ettd molekyylipainoltaan
myds merkitsevdstl CEA:n molekyylipainon ylittdvét prote-
iinit erottuvat. Eluaatti kerdtd#n fraktioina, CEA~-pitoi-
suus mddritetldn tavanomaisin analyysimenetelmin, CEA-po-
sitiiviset fraktiot yhdistetddn ja konsentroidaan.

Riippuen uutteen sisdltiimien CEA:n kanssa ristiin
reagoivien komponenttien (pH#asiassa NCA = nonspecific
cross reacting antigen) pitoisuudesta suoritetaan jo t#s-
sd vaiheessa esipuhdistus ja my&hemmin eluoituvan NCA:n
(koska alempimolekyylipainoinen) erottaminen.

On mahdollista, joskaan el vHlttémdtdntd, puhdis-
taa eluaatit lisdkromatografiavaiheella. T&hdn voidaan
kéyttdd kolonnia, jonka proteiinifraktioiden erotusalue .
on kapeampi, esimerkiksi fraktiointialue 5.103 - 5.105 D.
Ndin saadaan usein parempi CEA:n ja NCA:n erotus.

CEA-positiilviset fraktiot, joista t&lld tavalla
on poistettu korkeampimolekyylipainoiset sekd myds alempi-



10

15

20

25

30

35

molekyylipainoiset proteiinit, erotetaan seuraavassa
keksinndn mukaisessa vailheessa immunoadsorptiolla. Tdhén
tarkoitukseen t3ytetdéin sopiva adsorptiokolonni polyklo-
naalisen anti-CEA-antiseerumin esipuhdistetuilla IgG-glo-
buliineilla, joka anti-CEA~antiseerumi on saatu esimer-

. kiksi immunoimalla kaniineja tai vuohia, tai monoklonaa-

lisella anti-CEA-~antiseerumilla. Edelld olevasta vaihees-
ta saadut CEA-~positiiviset fraktiot vied#ddn tihdn affini-
teettikromatografiakolonniin, josta aluksi eluoidaan
ei-sidotut proteiinit. Tdmdn jdlkeen eluoidaan vasta-ai-
neisiin sidotut proteiinit desorptiopuskurilla, ja elu-
aatti konsentroidaan.

Voidaan myds valmistaa toinen affiniteettikroma-
tografiakolonni, joka sisdltdd normaalia perkloorihappo-
keuhkouutetta kytkettynd polyklonaalisen anti-CEA-antisee-
rumin kanssa, jolloin NCA:n vasta-aineet sitoutuvat ja
saadaan poistetuksi antiseerumista.

Edelleen on mahdollista valmistaa lis#ksi affini-
teettikromatogréfiakoloﬁni, jossa on ihmisen seerumipro-
teiinin, kuten albumiinin, alfal—antitrypsiinin tai happa-
men alfal—glykoproteiinin vastaisia kytkettyjid IgG-vasta-
aineita. Kromatografoimalla CEA-pitoisia preparaatteja
td11ld kolonnilla on mahdollista poistaa sellaisia seeru-
miproteiiniepdpuhtauksia, jotka adsorboituivat ensimmii-
sessd affiniteettikromatografiassa epispesifisini.

Ndin saadut fraktiot sis#dltldvidt intaktin CEA:n ja
NCA:n ohella ' vield CEA-pilkkoutumia, jotka myds olivat
reagoineet immunoadsorptiokolonnin anti-CEA-~vasta-aineiden
kanssa. Lisderotuksena k&yietaan senvuocksi vield HPLC-vai~
hetta.

Téssd viimeisessi vaiheessa erotetaan suurierotus-
kykyiselld HPLC-kolonnilla edellisistd vaiheista saadut
CEA-positiiviset fraktiot. N#in saadaan seuraavat fraktiot:

I. molekyylipainoalue 250 000 - 150 000: puhdas

intakti CEA,
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II. molekyylipainoalue 150 000-80 000:immunoreak-
tiivisia CEA-pilkkoutumia (sopivat vield immunointiin) ja

ITI. molekyylipainoalue 60 000-40 000:intakti
NCA ja alempi molekyylipainoisia CEA-pilkkoutumia.

Fraktiota I voidaan konsentroinnin jdlkeen kdyt~
tdd suoraan CEA:n radiojodimerkitsemiseen kloramiini-T-
menetelmdlls.

Konsentroidut fraktiot voidaan sopivaa kolonnia
kdyttden tehdi suolattomiksi ja sitten lyofilisoida.

Seuraavissa esimerkeissd valaistaan keksintdd lé&-
hemmin. Prosentit tarkoittavat paino-%:teja, jollei muuta
ilmoiteta.

Esimerkeissd kdytetty CEA-uute saatiin Krupeyn et
al. (Immunochem. 9, 617, 1972) menetelmin muunnoksella:

Useasta kasvaimesta otettua kudosta (primaarikas-
vaimet: paksusuolen sySpd ym.; maksametastaaseja; uutto-
kertaa kohti kostean paino noin 500-1000 g) sHilyte-
t&dn —70°C=ssa, ennen kdyttdd kudos sulatetaan, leikel-~
14%n saksilla ja veitselld kappaleiksi ja hienonnetaan
sitten koneellisesti (Braun-Multimix, Virtis-homogenizer
"60" firmasta Cenco: 30 000 r/min, 1 h, 4°C) vyhtd suuren
tilavuuden kanssa steriili¥ tislattua vettd ja lopuksi
homogenoidaan Potter-Elvehjem-laitteessa (60 ml astia,
firma Braun) ja lasisurvoimella hienodisperssiseksi vel-
1iksi. Tdh#n kudosvelliseokseen tai vahvasti CEA-pitoiseen
kehon nesteeseen (esim. keuhkojen tal vesivatsan tulehdus-
neste, CEA~pitoisuus yli 1000 ng/ml) lis¥t##n yht# suuri
tilavuusmé¥rd 1,2-m perkloorihappoa, ja seosta sekoite-
taan 30 minuuttia huoneen limpdtilassa. Seos lingotaan
(1000 g, 20-30 minuuttia, huoneen l#mpdtila), sakka hyl-
jétddn ja pH4lli oleva neste viedfsn suoraan, jos se on
kirkasta, tai sen ollessa sameata (rasvapitoista) esisuo-
datuksen jdlkeen ("Blauband"-suodatin no. 589, Schleicher
& Schil 11) dialyysiletkuihin (firma Kalle, Hoechst AG:n
haaraliike; kaliiperi 38, pituus aina 100 cm:iin asti)
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ja dialysoidaan niissi 24 tunnin ajan, jolloin letkut
ovat slilidiss¥, joissa vesijohtovesi virtaa jatkuvasti
koko ajan vaihtuen (1-3 1/min). Témiin j&lkeen dialysaat-
tiin (noin 1~3 1) lis&tddn NaN,:a (0,02 %) ja seos konsen-
troidaan noin 100 ml:ksi konsentrointilaitteessa (firma
Amicon, ultrasuodatuskenno UF 400 dialysointimembraanil-
la PM 10, s811i8 4 1), laimennetaan jélleen l0-kertaiseen
tilavuuteen steriililld kahdesti tislatulla vedelld ja
konsentroidaan taas 100 ml:ksi. Tdmd loppukonsentraatti
lingotaan (10 000 g, 1 h, 4°C), pddll18 oleva neste
ultrasuodatetaan (Sartorius-suodatin § 25 mm, 0,2, 0,6
ja 3,0 /um) ja lyofilisoidaan. Ldht&alneesta, kosteasta
kudoksesta 600-1000 g) saadaan perkloorihappouutetta
500-5000 mg.

Eéimerkit

1. Geelisuodatus

250-350 mg uutetta geelisuodatettiin kolonnis-
sa (2,5 . 80 cm), joka oli téytetty N,N'-metyleeni-
bisakryyliamidilla verkkoutetulla allyyli-dekstraanilla,
jonka helmien l&pimitta on 40-105 /um ja jonka proteiini-
fraktiointialue on 2 . 10% - 8 . 10° ®sephacryl s 400,
firma Pharmacia) (kolonni 1) kdytt¥en eluointiin 0,05-m
tris-HCl~puskuria, pH 6,5 (tris-(hydroksimetyyli)amino-
metaani~-hydrokloridi; puskuri 1/. Eluointinopeus oli
20-25 ml/h: koottiin 5 ml:n fraktioita. Saatiin seuraava
eluutiodiagrammi (transmissio mitattu aaltopituudella
280 nm:

l. pieni esipiikki (fraktio 1),

2. vdlivybhyke (fraktio 2),

3. leved pd&piikki, joka nousee jyrkdsti (fraktio 3) ja
4. laskee loivasti (fraktio 4).

Kootuille 5 ml:n yksittdisfraktioille suoritet~
tiin immunodiffuusiokoeanti~CEA-vertailuantiseerumilla
ja vastaavasti CEA-RIA-koe, ja fraktiot yhdistettiin
edelld mainituiksi kootuiksi fraktioiksi.
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Fraktio 1 ei sis#ltényt CEA:ta (eik# NCA:ta),
fraktioissa 2-4 CEA:n osuus viéheni tasaisesti ja NCA:n
osuus kasvol fraktiosta 3 lihtien.

Haluttaessa fraktiot 2~4 (erikseen tai yhdessd)
voidaan kromatografoida uudelleen paremman CEA- ja NCA-
pitoisten yksittdisfraktioiden erotuksen saamiseksi.
T#hin k¥ytet¥¥n Sephacryl S 200-kolonnia (2,5 . 80 cm,
proteiinifraktiointialue 5 . 103—2,5.105; kolonni 2).
T#lldin saadaan fraktiot 5-7, joista fraktio 5 sisdltdéd
pd¥asiallisesti CEA:ta ja fraktiot 6 ja 7 pHdasiallises-

ti NCA:ta.
Fraktiot 2-4 tai 5-7 dialysoitiin konsentrointi/-

dialysointi-laitteessa (konsentrointiastia, jossa on
kolloidiumhylsyjd, firma Sartorius) puskuria (0,15-m
natriumkloridia 0,02-m natriumfosfaattipuskurissa, pH 7,3,
jossa 0,02 % natriumatsidia; puskuri 2) ja konsentroitiin
0,5-1,5 ml:ksi.

Jos kolonni 1l:n sijasta kdytetddn agaroosikolon-

niacgbepharose'G B (firma Pharmacia; kolonni 3), saa-

daan myds hyvi# tuloksia.
Jos kolonni 2:n sijasta k&ytet&an(abephadex G 200~

kolonnia (firma Pharmacia; kolonni 4), saadaan vertailu-
kelpoinen erotus.

2. Affiniteetti-kromatografia (immunoadsorptio)

Immunoadsorptiokolonniin tarvittava anti-CEA-anti-
seerumi valmistettiin immunoimalla kaniineja erittdin
puhtaalla CEA:1la tai esipuhdistetulla CEA-pitoisella
perkloorihappouutteella. Se absorboitiin lyofilisoidulla
normaaliseerumilla (noin 10 mg/ml) ja pestyilld ihmisen
A/B-punasoluilla (antiseerumin dekomplementaation jHlkeen),
kunnes saavutettiin reagoimattomuus (immunodiffuusio,

mikroskooppikoe). .

Antiseerumin absorption pHdtyttyd seurasi IgG-val-
mistus jatkuvalla anioninvaihtokromatografialla
DEAE-SephacefRLkolonnissa (dietyyliaminoetyylisellu-
loosa, firma Pharmacia; kolonni 5). Liht8puskurina kiy-
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tettiin 0,01-m natriumfosfaattipuskuria, pH 8,0 (pus-
kuri 3) ja rajapuskurina 0,5-m natriumfosfaattipuskuria,
PH 4,5 (puskuri 4), ja eluointi suoritettiin erittdin
koveralla pH- ja molariteettigradientilla (esim. K&yt~
tden Ultrograd-gradienttisekoitinta, firma LKB). CEA-
reaktiiviset puhtaat anti-CEA-IgG-fraktiot (alkufraktiot;
fraktio 8) wvalittiin immunodiffuusio- tai immunoelektro-
foreesikokeen perusteella, ajallisesti my&hemmin eluoitu-
vat CEA-reaktiiviset vasta—-aineet, joissa oli kuitenkin
epépuhtautena muita préteiineja, kerittiin erikseen ja
kdytettiin antiseerumeina immunodiffuusiossa tai immuno-
elektroforeesissa (fraktio 9).

Immunoadsorptiokolonnin valmistamiseksi kolonni
(1,5 . 20 cm) t&ytettiin 10-20 g:1lla verkkoutettua
dekstraania (bromiéyaani-aktivoitu Sepharose 4 B, firma
Pharmacia; kolonni 6) ja siihen kytkettynd olevalla
100-200 mg:1la kromatografisesti puhdistettua anti-CEA-
antiseerumin (fraktio 8) IgG-globuliinia . T&hdn kolon-
niin vietiin 2-4 ml fraktioita 2-4 tai 5-7 ja eluoitiin
hitaasti (20 sek/tippa) puskurilla 2 2-4 tunnin aikana
(transmissiomittaus 280 nm:114). Sitoutumattomien pro-
teiinien tdydellisen eluoitumisen jHlkeen eluoitiin
(10 sek/tippa) vasta-aineisiin sidotut proteiinit desorp-
tiopuskurilla (puskuri 2, jossa 2,0-m KSCN, pH 7,3; pus-
kuri 5). T&lldin eluutiodiagrammissa n#htiin korkea
terdvd gradientti, joka edelleen eluoitaessa vihitellen
asettui tasoksi, joka KSCN:n vaikutuksesta transmissioon
280 nm:114 oli selvisti korkeammalla kuin lZht&taso (100
$:n transmissiolinja). Eluution tapahduttua tdydellises-
ti (tasolinja on yhdensuuntainen 100 %:n linjan kanssa)
kolonni regeneroitiin puskurilla 2, jolloin eluutiodiagram-
missa tasolinja aleni j#lleen transmissiomittauksen
100 %:n ls8ht8linjalle.

Saatiin seuraavat fraktiot:
fraktio 10 (sitoutumattomat proteiinit),
fraktio 11 (v#lifraktio) ja
fraktio 12 (sidotut proteiinit). Fraktio 12 sisgllsi
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intaktia CEA:ta, CEA-pilkkoutumia ja NCA:ta.

Fraktio 10 konsentroitiin 0,5-1,0 ml:ksi dialy-
soimalla puskuria 2 vastaan (kolloidiumhylsyt): ja sen
CEA/NCA kokeiltiin. Fraktio 11 hyljdttiin. Fraktio 12
dialysoitiin 0,05-m natriumfosfaattipuskuria, pH 7,5
(puskuri 6), vastaan ja konsentroitiin 50-200 /ul:ksi.

Kun kolonniin 6 oli lissksi kdytetty tdytteend
sellaisen antiseerumin anti-CEA-IgG-vasta-aineita, joka
oli aikaisemmin absorboitu normaalilla perna- tai keuhko-
kudosuutteella (vahvasti NCA-pitoinen) eik§ siten sisdlté-
nyt vasta-aineita NCA:ta vastaan, niin fraktio 12 e; téds-
sd tapauksessa sis#ltdnyt endd NCA:ta.

Jos fraktiossa 12 johtuen epidspesifisestd adsorp-
tiosta kolonnissa 6 on vield seerumiproteiiniepdpuhtauk-
sia (esim. albumiinia, alfal-antitrypsiiniﬁ, hapanta
alfal-glykoproteiinia), ndmé epdpuhtaudet voidaan poistaa
immunoadsorptiolla kdytt8en vield lisdn¥ kolonnia 7, joka
sisdltdd ihmisen seerumiproteiinien vastaisia kytkettyjd
IgG-vasta~aineita, tal perkloorihappouutetuilla seerumi-
proteiineilla, jolloin ensiksi eluoitunut fraktio (frak-
tio 13) sisdltdd CEA/NCA:ta, jossa ei ole seerumisprote-
iineja.

Jatkokdsittelyyn kdytetyt fraktiot sisdltdvit
intaktin CEA:n ja NCA:n ohella vield CEA-pilkkoutumia.

3. Suuritehokromatografia

Lopullinen CEA:n, NCA:n ja CEA-pilkkoutumien eris-
tdminen tapahtuu suurierotuskykyiselli steeriselld pois-
sulkemiskromatografialla HPLC~kolonnissa (Ultro-Pac TSK
G 4000 sw, 7,5 . 600 mm, proteiinifraktiointialue
5000-1 000 000, firma LKB; kolonni 8). T&1ll8in k#ytet-
tiin LKB:n HPLC-laitteistoa (Multi-Perpex-pumppu, UV-1l&-
pivirtausfotometri Uvicord S, fraktionkeriij4 ultro-RAC
II, 2-kanava-tasopiirturi), Konsentroitua fraktiota 12
kdytettiin 50-250 /ul, joka méérd sisllsi 50-500/ug
proteiinia. Eluoitiin puskurilla 6 eluutionopeudella 6 ml/
tuntia kerdten 350 /ulzn fraktioita 5 tunnin kokonaisero-

tusaikana.
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Eluutiodiagrammissa (mitattu transmissio ja
absorptio vaihtelevilla herkkyyksilli 0,01:std 0,l:een
aaltopituudella 280 nm) oli 3 p#Hasiallista piikkid,
joista keskimmdisessd oli olake, so. se koostuil vidhin-
t&dn kahdesta alafraktiosta.

Eluutiodiagrammin mukaisesti koottiin seuraavat
fraktiot:
fraktio 14 (padfraktio, CEA-reaktiivinen),
fraktio 15 (CEA-reaktiivinen) ja
fraktio 16 (NCA-reaktiivinen ja CEA-reaktiivinen).

HPLC-kolonni kalibroitiin vertailuproteiineilla
(ﬁolekyylipainosta 330 000 (tyroglobuliini) molekyyli-
painoon 14 400 f{-laktalbumiini)/, jolloin saatujen
fraktioiden molekyylipainot voitiin arvioida seuraaviksi:
fraktio 14: 250 000 - 150 000 D
fraktio 15: 150 000 - 80 000 D
fraktio 16: 80 000 - 40 000 D.

Konsentroituina 100 - 200 /ulzksi puskurissa 6
voidaan fraktiolta vdlittdmésti kdyttdd radiojodimerkit-
semiseen kloramiini~T-menetelméilld. Ne voidaan my&s suo-~
lanpoiston jdlkeen (Sephadex G 25-kolonni 2,0 . 20 cm;
kolonni 9) lyofilisoida, jolloin lopulliset proteiini-
mddrdt ovat 100 ~ 1000 /ug.

Fraktio 14 sisdlsi erittdin puhdasta intaktia
CEA:ta ja fraktio 16 intaktia NCA:ta, kun taas fraktio 15
sisdlsl immunoreaktiivisia CEA-pilkkoutumia, joita voidaan
esimerkiksi vield k&dyttd8 immunointiin,

4. Jodin lijttéminen CEA:han

20 /ug CWA:ta 20 /ulzssa 0,05-m natriumfosfaat-
tipuskuria, pHE 7,4 (seuraavassa "puskuri 7") sekoitet-
tiin Na-1233:n (1,5 mCi) (puskuroitu 10 jul:lla 0,5-m
puskuri 7:4%) kanssa, seokseen 1lisittiin kloramiini-T-
liuvosta (20 /ug kloramiini T:t% 100 ul:ssa 0,05-m pus-
kuria 7) ja reaktioseosta sekoitettiin 60 sekuntia. Reak-
tio pysdytettiin sitten lis4&mill¥ natriummetabisulfiit-

tia (20 /99 Na25205 50 /ulzssa 0,05~m puskuria 7), sekoi-
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tettiin vield 30 sekuntia ja seokseen lis&dttiin sen
stabiloimiseksi 0,2 ml nautaseerumialbumiiniliuosta
(1 ¥ nautaseerumialbumiinia, 0,05-m puskuria 7, 0,01 %
NaN.,).
377 125

:118 merkityn CEA:n puhdistus tapahtui erotta-
malla jodattu seos suurisuorituskykyiselld kromatografi-
alla kolonnissa 8. Eluointipuskuri: 0,05-m puskuri 7, 0,1 %

NaN.,.: 0,1 ml/min.
Ominaisaktiviteetti: noin 30 mCi/mg, immunoreakti-

viteetti: noin 90 %.

3
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11
Patenttivaatimukset

1, Karsinoembryonaalinen antigeeni (CEA)} saatuna
CEA-pitoisesta perkloorihappouutteesta

a) erottamalla suurimolekyylipainoiset proteiinit
geelisuodatuksella, '

b) selektiivisesti erottamalla eluaatista immuno-
adsorptiolla CEA-antigeeniset proteiinit, ja

c) erottamalla nestekromatografialla suurierotus-
kykyisid kolonneja kdyttden CEA.

2. Menetelmd CEA:n eristémiseksi CEA-pitoisista
perkloorihappouutteista, t unne t t u siitd, ettd

. a) suurimolekyylipainoiset proteiinit erotetaan

pois geelisuodatuksella,

b) eluaatista erotetaan selektiivisesti immuno-
adsorptiolla CEA~antigeeniset proteiinit, jotka

¢) jaetaan nestekromatografialla suurierotuskykyi-
si8 Kolonneja kdyttéden eri fraktioiksi.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd suurimolekyylipainoiset pro-

teiinit erotetaan geelisuodatuksella kidytt#en verkkoutet-

tuja dekstraaneja.

4. Patenttivaatimuksen 2 tai 3 mukainen menetel-
mi, tunnettu siitd, ettd immunoadsorptioon kiyte-
tddn kolonnia, jonka tdytteeni on anti-CEA-antiseerumin
IgG~globuliineja.

5. Jonkin patenttivaatimuksista 2-4 mukainen me-
netelmdd, tunnet tu siitd, ettd CEA erotetaan nes-
tekromatografialla kdyttden suurierotuskykyisili kolonne-
ja fraktioina, joiden molekyylipainoalue on 250 000-b§
15) 000.

6. Yhden tai useamman patenttivaatimuksen 2-5
mukainen menetelm$, t unne t t u siit¥, ett¥ neste-
kromatografian CEA-pitoinen eluaatti konsentroidaan ja
merkitddn radio-jodilla.
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7. Patenttivaatimuksen 6 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd radiojodimerkitseminen
tapahtuu kloramiini-T-menetelm#114.

8. Patenttivaatimuksen 6 tai 7 mukaisella mene-
telmdll¥ valmistettu radiojodimerkitty CEA.

9. Patenttivaatimuksen 1 mukaisen CEA:n k&yttd
diagnostisten valmisteiden valmistukseen.

10. Diagnostinen valmiste, tunnettu
siltd, ettd se sisdltdd patenttivaatimuksen 8 mukaista

radiomerkittyd CEA:ta.
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Patentkrav:

1. Karcinoembryonal antigen (CEA), vilken erhidlls
ur CEA-haltiga perklorsyraextrakt genom

a) separering av hdgmolekyl&dra proteiner genom ge-
filtrering,

b) selektionering av proteinerna med CEA-antigenitet
ur eluatet genom immunadsorption och

c) separering genom vidtskekromatografi med hégupp-
l8sande kolonner.

2, Fdrfarande f8r isolering av CEA ur CEA-haltiga
perklorsyraextrakt, kE&nnetecknat d&fav, att

a) hbgmolekylédra proteiner separeras genom gefilt-
rering,

b) proteiner med CEA-antigenitet selektioneras ur
eluatet genom immunadsorption, varefter

c) dessa atskiljs genom vitskekromatografi med
hdgupplésande kolonner.

3. Porfarande enligt patentkravet 2, k & nne -
tecknat dirav, att de h¥gmolekyldra proteinerna
separeras gendm gefiltrering pd tviErfdrnidtade dextraner.

4. Fdrfarande enligt patentkravet 2 eller 3,
kdnnetecknat dirav, att £6r immunadsorption
fylls en kolonn med IgG-globuliner av ett anti-CEA-anti-
serum.

5. Forfarande enligt ett eller flera av patent-
kraven 2-4, kd&@&nnetecknat dirav, att genom
vitskekromatografi med. hSguppldsande kolonner separeras
CEA som fraktion med ett molviktsomrdde av 250 000 -

150 000. .

6. FOrfarande enligt ett eller flera av patent-
kraven 2-5, kX &nnetecknat dirav, att det CEA~
haltiga eluatet frén vitskekromatografin insdtts efter
koncentration fér en radiojodmarkering.

7. Fdrfarande enligt patentkravet 6, k i nn e -
tecknat ddrav, att radiojodmarkeringen sker genom
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kloramin T-f&rfarandet.

8. Radiojodmarkerat CEA, vilket erhdlls enligt
patentkravet 6 eller 7.

9. Anvidndning av CEA enligt patentkravet 1 £fb6r
framstdllning av diagnostika. '

10. Diagnostikum, k 8 nnetecknat dirav,
att det innehdller ett radiojodmarkerat CEA enligt patent-

kravet 8.
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