(B) (1) KUULUTUSJULKAISU

AR RO

F i0eee928328

UTLAGGNINGSSKRIFT 92832
C (15) DPotontti ryl-nctty
Prtovt oot v 1021 100 5
(51) Kv.1k.5 - Int.cl1.5
C 07K 7708, 1/00, G OIN 33/574, A 61K 37/02
SUOMI-FINLAND (21) Patenttihakemus - Patentansékning 894220
(22) Hakemispdivd - Ansdkningsdag 06.09.89
(FI) ,
(24) Alkupdivd - Lopdag 04.03.88
. . . A (41) Tullut julkiseksi - Blivit offentlig 06.09.89
Patentti- ja rekisterihallitus vk 52 koul julked m
H 44) Nahtdvdksipanon ja kuul.julkaisun pvm. -
Patent- och registerstyrelsen (44 Ansdkan ut'lpagd och utl.skriften publicerad 30.09.94
(86) Kv. hakemus - Int. ansodkan PCT/US88/00568

(71)

(72)

(74)
(54)

(56)

(57)

(32) (33) (31) Etuoikeus - Prioritet
06.03.87 US 022759 P

Hakija -~ Sdkande

1. Cercek, Boris, 4318 Camphor Avenue, Yorba Linda, Cal. 92686, USA, (US)
2. Cercek, Lea, 4318 Camphor Avenue, Yorba Linda, Cal. 92686, USA, (US)

Keksija ~ Uppfinnare

1. Cercek, Boris, 4318 Camphor Avenue, Yorba Linda, Cal. 92686, USA, (US)
2. Cercek, Lea, 4318 Camphor Avenue, Yorba Linda, Cal. 92686, USA, (US)

Asiamies — Ombud: Oy Kolster Ab

Keksinndn nimitys - Uppfinningens bendmning

Yleinen syopdan liittyvd SCM-tunnistustekijd, menetelmd sen valmistamiseksi ja sen kdyttd
Alln3n kancer-associerad SCM-igenkdnnande faktor, fdrfarande for dess framstdlining och

dess anvandning

Viitejulkaisut - Anfdrda publikationer

Tiivistelmd - Sammandrag

Yleinen syopddn liittyva SCM-tekija on eris-
tetty, puhdistettu homogeeniseksi ja karak-
terisoitu ja sen kdyttomenetelmdt on kuvat-
tu. SCM-tekija on peptidi, jonka molekyy-
lipaino on alhainen ja joka kykenee l&p&i-
semadn suodattimen, jonka nimellisen mole-
kyylipainon lapaisyraja on 1000 daltonia,
mutta ei suodatinta, jonka nimellisen mole-
kyylipainon lépaisyraja on 500 daltonia.
Tekijan 1likimadradinen aminochappokoostumus
Oon seuraava: Asxz, Glx3, Ser, His, Glys,
3¢ Phes, Ile,
Leu3, Lys2 ja se voi aiheuttaa ainakin 10

Thr, Arg, Ala3, Tyr, Met, Val

%:n laskun sy®pas sairastavien luovuttajien

verindytteistd saatujen potentiaalisesti
SCM-vasteen antavien lymfosyyttien solun si-
sdisessa fluoreseiinin fluoresenssipolari-
saatioarvossa. Viidentoista ja kuudentoista
aminchapon tryptisia peptidej&, joihin ei
kuulu SCM-tekijan aminopdd, on myds puhdis-
tettu ja niills on myds todettu olevan SCM-
aktiivisuutta. SCM-tekija voi muuttaa lym-
fosyyttien SCM-vastetta sellaisilla luovut-
tajilla,

joilla ei ole sybpds, sellaisten

luovuttajien lymfosyyttien vasteen suuntaan,
joilla on sybpd. Tekijd voi my®s pienentsa
tappajalymfosyyttien luonnollista in vitro
~-sytotoksisuutta kasvainsolujen suuntaan.
Menetelmd SCM-tekijan puhdistamiseksi veres-
tad, joka menetelmd antaa tuloksena tekijan,
joka on puhdistettu kdytannodllisesti katsoen
homogeeniseksi kainteisfaasi-korkeapaine-

nestekromatografialla, on kuvattu. SCM-
tekija on kayttékelpoinen verindytteiden

seulontaan pahanlaatuisuuden osoittamiseksi

SCM-testilld antajassa. Menetelmdt SCM-
tekijan in vivo -aktiivisuuden vihentdmisek-
si, kuten dialyysi tai vasta-aineneutrali-
saatio, voi myds olla kdyttokelpoinen syodvan

hoidossa.



En allmdn, kancerforenad SCM-faktor har
isolerats, renats till homogenitet och ka-
rakteriserats, och forfaranden for dess
anvandning har beskrivits. SCM-faktorn &r
en peptid med lag molekylvikt och den kan
passera genom ett filter med en nominell
avgransning for molekylvikten 1000 dalton
men ej genom ett filter med en nominell
avgrdnsning for molekylvikten 500 dalton.
Faktorn har den ungefarliga aminosyrasam-
mansdttningen Asx Glx Ser, His, GlyS,

20 37
Thr, Arg, Ala Tyr, Met, Val Phe Ile,

Leu3, Lys2 gih har formaga jtt prgducera
en minskning av atminstone 1C % i det
intracellulara fluoresceinflucrescenspolari-
sationsvardet hos potentiellt med SCM-reage-
rande lymfocyter fran blodprov, vilka tagits
fran individer som lider av kancer. Tryptis-
ka peptider av femton och sexton aminosyror,
vilka ej inkluderar aminoterminalen hos SCM-
faktorn, har &ven renats och de har SCM-
aktivitet. SCM-faktorn kan modifiera SCM-
gensvaret hos lymfocyter fran individer,
vilka ar fria fran kancer, till gensvarska-
rakteristiken hos lymfocyter fran individer,
vilka lider av kancer. Faktorn kan &ven
minska den naturliga in vitro-cytotoxiteten
hos mérdarlymfocyter i foérhallande till
tumbérceller. Ett forfarande fo6r rening av
SCM-faktorn fran blod beskrivs och det leder
till en faktor, vilken renats till vasentlig
homogenitet genom hogtrycksvatskekromatogra-
fi i motfas. SCM-faktorn ar anvandbar f6r
genomsdkning av blodprov visavi nirvaron

av elakartad kancer hos blodprovsgivaren

genom SCM-testet. For:iaranden for reducering
av in vivo-aktiviteten hos SCM-faktorn,
sasom dialys eller antikroppneutralisering,
kan aven vara anvandbars vid hanteringen

av kancer.
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Yleinen sydpddn 1liittyvd SCM-tunnistustekijid, menetelmi

sen valmistamiseksi ja sen kdyttd

Keksinnoén tausta

Monet ihmisissd ja eldimissd esiintyvdt sairaudet
voidaan osoittaa erityisesti sairauteen tai vointiin liit-
tyvien vieraiden aineiden esiintymisen perusteella, eri-
tyisesti jos ne esiintyvdt veressid. Sellaisten tautien
tuloksena syntyneisiin antigeeneihin tai muihin aineisiin
liittyvdt testit ovat osoittautuneet lupaaviksi diagnos-
tisiksi vdlineiksi taudin, jonka tuloksena antigeeni tai
jokin muu aine syntyi, varhaiseksi osoittamiseksi. Sel-
laisten aineiden osoitusmenetelmien t&ytyy olla luotetta-
via, toistettavissa olevia ja herkkid ollakseen kidyttdkel-
poisia diagnostisia menetelmid terveydenhuoltohenkildston
kdyttéon. Lisdksi kaikkien ndiden menetelmien tulee olla
sellaisia, ettd keskimdidrdinen laboratoriomenetelmiin pe-
rehtynyt alan ammattilainen voi ne nopeasti ja halvalla
suorittaa.

Esimerkiksi erilaisten ihmisid ja eldimid vaivaa-
vien pahanlaatuisten tautien, joihin viitataan yleisesti
syopdnd, hoidossa on huomattu, ettd taudin aikainen ha-
vaitseminen on olennaisen tdrkedtd taudin hoidossa erityi-
sesti, koska useimmat terapeuttiset menetelmdt tehoavat
paremmin ja ovat turvallisempia sy®vdn sushteellisen var-
haisessa vaiheessa kuin mydhemmin. Esimerkiksi monet kemo-
terapeuttiset l&&kkeet, jotka ovat myrkyllisid pahanlaa-
tuisille soluille, ovat myrkyllisii my®s normaaleille so-
luille ja ndin ollen tarvitaan suurempia annoksia pidem-
mdlle edenneen sydvdn parantamiseen tai pysdyttdmiseen,
jolloin seurauksena voi olla epdmiellyttdviid ja vakavia
sivuoireita. Myds kirurginen hoito on useimmiten tehokasta
vain ennen kuin tauti on levinnyt tai 1l&hettinyt etdis-
pesdkkeitd. Aivan liian moni sydpdtapaus on havaittu te-

hokkaan hoidon kannalta liian myd&h#in.



10

15

20

25

30

35

92832

Ndin ollen on ollut ja tulee olemaan suuri tarve
luotettavien testien, joilla voidaan diagnosoida syépa sen
varhaisessa vaiheessa, aikaansaamiseksi ja t&lld alueella
onkin tehty runsaasti tutkimustyotd. Tdssd8 yhteydessa on
kehitteills uusia testejid ja menetelmid sy®vén varhaiseksi
toteamiseksi.

Yksi sellaisen testin eniten halutuista ominaisuuk-
sista on sen kyky joko osoittaa yleisesti kaikki syopdtyy-
pit tai tietyt syovdn tyypit kéaytetysta materiaalista
riippuen. T&llaisen testin ensin mainittu k&ayttSmuoto on
hyvin t&rked suurien potilasryhmien massaseulonnoissa ku-
ten rutiininomaisissa tarkastuksissa. Sellaisissa massa-
seulonnoissa tietystd sy®pityypistd riippuvainen testi ei
olisi toivottava, koska sananmukaisesti on olemassa sato-
ja, jos ei tuhansia, sy®Spdtyyppejé ja testilld, jolla voi-
taisiin osoittaa vain yksi tai muutama tautityyppi, jéisi
havaitsematta monia sydpadtyyppejs. Yleisesti ottaen n&illa
potilailla ei esiintyisi ollenkaan tai vain heikkoja ylei-
sid oireita, jotka voitaisiin helposti liittd& tiettyyn
sybpatyyppiin ja n#in ollen ei olisi perusteita epdilla
jotakin tiettyd sy®pédtyyppié eikd kayttdd juuri talle tyy-
pille spesifistd testia.

Sitd vastoin kun pahanlaatuisuus on voitu osoittaa
tai sitid voidaan vahvasti ep&illd, olisi edullista, jos
olisi olemassa testi, jolla voitaisiin osoittaa pahanlaa-
tuisuuden tyyppi. Sellainen testi lisdisi huomattavasti
hoidon tehokkuutta, koska monet tehokkaimmista sy&pahoi-
doista, kuten kemoterapeuttiset aineet, ovat tehokkaita
vain yhtd tai parhaimmillaan kapeata tyyppiryhmaa vastaan
ja véiranlaisesta kemoterapiasta voi olla enemmdn haittaa
kuin hyoétya.

T&mdn tarpeen tyydyttdmiseksi ja sydvén diagnosoin-
nin ja varhaisen toteamisen parantamiseksi ihmis- ja
eldin-ruumiissa on kehitetty testausmenetelm&d, joka késit-
t44 elsvien lymfosyyttien sytoplasma-aineen (SCM) raken-
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teen muutosten mittaamisen, kun ne on altistettu joko fy-
tohemagglutiinille tai sy&p#&&n liittyville antigeeneille.
Téamd menetelmd8 on kuvattu L. Cercekin, B. Cercekin ja
C.I.V. Franklinin julkaisussa "Biophysical Differentation
Between Lymphocytes from Healthy Donors, Patients with
Malignant Diseases and Other Disorders", Brit J. Cancer
29, 345-352 (1974) ja L. Cercekin ja B. Cercekin julkai-
sussa "Application of the Phenomenon of Changes in the
Structuredness of Cytoplasmic Matrix (SCM) in the
Diagnosis of Malignant Disorders: a Review", Europ. J.
Cancer 13, 903-915 (1977).

Tédmdn menetelmdn mukaan potentiaalisesti SCM-vas-
teeseen kykenevien lymfosyyttien alapopulaatio erotetaan
testattavan potilaan verindytteestda ja lymfosyyttejd in-
kuboidaan yhdessd pahanlaatuisen kudoksen tai sen uutosten
kanssa. Jos verindytteen luovuttajalla on pahanlaatuinen
tauti, tuloksena on tyypillinen SCM-vaste, joka voidaan
erottaa sellaisten lymfosyyttien SCM-vasteesta, jotka on
saatu luovuttajilta, joilla ei ole pahanlaatuista tautia.
SCM-vaste m&d&ritetdan mittaamalla SCM-vasteen antavien
lymfosyyttien solunsis8isen fluoreseiinin fluoresenssipo-
larisaation muutokset.

SCM-testissé havaittujen muutosten uskotaan kuvas-
tavan muutoksia lymfosyytin sisérakenteessa, kun lymfo-
syytti aktivoidaan synteesid varten. Nimi muutokset havai-
taan solujen fluoresenssipolarisaation laskuna, kun pola-
risoitua valoa kdytetddn l&snid olevan fluoreseiinin akti-
voimiseen. Fluoresenssipolarisaatio mittaa solun sis&disen
kiinteyden; mit& suurempi solun sis#inen liikkuwvuus on
sitd vdhemmdn voidaan havaita fluoresenssipolarisaatiota.
Fluoresenssipolarisaation havaitun v&henemisen uskotaan
johtuvan muutoksista mitokondrioiden, solun energiaa tuot-
tavien organellien, muodossa. Mitokondrion muutoksen usko-
taan johtuvan kristojen tai mitokondriomembraanin sis#poi-

mujen kokoon vetdytymisestd. SCM kuvastaa makromolekyylien
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ja pienten molekyylien kuten vesimolekyylien, ionien, ade-
nosiinitrifosfaatin ja syklisen adenosiinifosfaatin vdli-
siid vuorovaikutussuhteita. Ndiden vuorovaikutussuhteiden
hiirisét johtavat muutoksiin SCM:ssa.

scM-testi voi reagoida suhteellisen pieniin pahan-
laatuisten solujen mddriin. Noin 10° solua 70 kg painavassa
henkildssi on tarpeeksi aiheuttaakseen lymfosyyttien vas-
teen SCM-testissid pahanlaatuisuudelle ominaisella tavalla.
Kun hiiriin siirretdin vain 7,5 X 10° Ehrlichin vesivatsa
(kasvain) -soluja, vastemalli SCM-testissd muuttuu; syo&-
vdlle tyypillisten antigeenien vaste indusoituu, kun taas
fytohemagglutiinin normaalivaste kdytdnndllisesti katsoen
eliminoituu (L. Cercek ja B. Cercek, "Changes in SCM-res-
ponses of Lymphocytes in Mice After Implantation with Ehr-
l1ich Ascites Cells", Europ. J. Cancer 17, 167-171 (1981).

SCM-testin avulla sydpid voidaan havaita jo varhai-
sessa vaiheessa, usein paljon nopeammin kuin mitd on mah-
dollista k#ytdssd olevilla menetelmilld niin ettd poti-
laalle tuotetaan suhteellisen vdhdn epdmukavuutta rajoit-
tuen lihinni vain verindytteen ottamiseen liittyv&ddn epa-
mukavuuteen.

Kuitenkin t#113 menetelmdlld on haittapuolensa.
Esimerkiksi se vaatii raakauutteiden valmistamista kasvain-
kudoksista tai sen kaltaisista kudoksista tai kasvainku-
doksen itsensi kiayttdmistd sydpddn liittyvien antigeenien
1ihteeni. Pahanlaatuisen kudoksen tai sellaisen kudoksen
uutteiden kayttodn SCM-testissd liittyy useita huomattavia
ongelmia. Joskus on vaikeata saada vaadittua kudosmdaraa.
Myds kokonaisten kudosten tai kudosuutteiden kidyttddn voi
liittyd hdiritsevien ainesosien joutuminen testiin mukaan.
Nimi hiiritsevit ainesosat voivat vaikuttaa haitallisesti
testin herkkyyteen tai itse testituloksiin. N&iden hairit-
sevien ainesosien lisniolo tai puuttuminen voi vaihdella
pahalaatuisen kudoksen erdsta toiseen aiheuttaen epédtoi-

vottua muuntelua SCM-testissid. Lisdksi koska hidiritsevit
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ainesosat ovat ldsnd kokonaisessa kudoksessa tai raakauut-
teissa, niitd on hyvin vaikeata identifioida tai mitata
niiden mdaraa.

Ndin ollen on hyvin toivottavaa identifioida, erot-
taa ja puhdistaa tekijd tai tekijdt, jotka aiheuttavat
vasteen SCM-vasteeseen kykenevilld lymfosyyteilld. Sellai-
sen puhdistetun tekijdn tai puhdistettujen tekijdiden
kdyttd parantaisi SCM-seulontatestid, Kkoska hdiritsevii
ainesosia ei olisi 1ldsnd ja edesauttaisi sydvan tutkimus-
ta, sen syitd ja vaikutuksia ihmisen ja eldimen ruumii-
seen.

Keksinnon tiivistelmd

Me olemme 1l8ytdneet sydvan tunnistustekijditd eldi-
men ja ihmisen ruumiinnesteist&d, nimenomaan veriplasmasta
jJa virtsasta, jotka, jos 1luovuttajaruumiissa on sydpi,
antaa vasteen SCM-vasteeseen kykenevissd lymfosyyteissi,
joka vaste on samanlainen kuin tdllaisten lymfosyyttien
vaste sydpddn liittyviin uutteisiin ja/tai kasvainkudok-
seen SCM-testissd. Kuten t&dssd on kuvattu tekijdt on ni-
metty yksikkdmuodossaan ja niihin viitataan "yleisenid syo&-
pddn liittyvdand SCM~-tunnistustekijdnd", "SCM-tunnistuste-
kijdnd" tai mieluiten "SCM-tekij&na".

SCM-tekijdn uskotaan olevan peptidi tai peptidin
kaltaista materiaalia ja k&dsittdvdn useita lihisukuisia
peptidejd. SCM-tekijdn uskotaan sisdltdvdn kolmentoista
aminohapon fragmentin, jonka sekvenssi on R,-Lys-Pro-Phe-
R,-Phe-R;~Met-R,~R;-R¢-R;, jossa R, on valikoitu ryhmisti,
joka kdsittdd Asn:n ja Gln:n, R,, R; ja R, jokainen erikseen
on valikoitu ryhmédst&d, joka kdsittdid Val:n, Leu:n ja
Ile:n, Ry on valikoitu ryhmidstd, joka k#dsittdd Asp:n ja
Glu:n ja R, ja R; on molemmat erikseen valikoitu ryhmisti,
joka kdsittdd Asn:n ja Gln:n. T&mid sekvenssi ei sisdlli
SCM-tekijdn aminopditi.

Yleinen sy8pddn liittyvd SCM-tunnistustekiji k&dsit-

tdéd olennaisena osanaan molekyylipainoltaan alhaisen pep-
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tidin, joka kykenee ldpdisemdan éuodattimet, joiden nimel-
linen molekyylipainoraja on 1000 daltonia mutta ei suodat-
timia, joiden nimellinen molekyylipainoraja on 500 dalto-
nia, ja joka aiheuttaa ainakin kymmenen prosentin vahene-
misen SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien solunsisdi-
sessid fluoresenssipolarisaatioarvossa tavanomaisessa SCM-
testissid, jotka lymfosyytit on eristetty sydpdd sairasta-
vilta luovuttajilta. Edell&d kuvatun menetelmdn mukaisesti
puhdistetun tekijén likimiadrdinen aminochappokoostumus on
Asx,, Glx,, Ser, His, Glys, Thr, Arg, Ala,;, Tyr, Met, Valj,
Phe,;, Ile, Leu,;, Lys,.

Perustuen SCM-tekij&n tryptisten tekijdiden amino-
happosekvenointiin yhden tekijdvalmisteen kuudentoista
aminohapon segmentin aminohapposekvenssi on seuraava: Phe-
Asn-Lys—Pro—Phe-Val—Phe—Leu-Metflle—Asp-Gln—Asn—Phe-Ser—
Lys, johon sekvenssiin ei sisdlly tekijdn aminopadta.

Vaihtoehtoisesti toisessa tekij&valmisteessa vii-
dentoista aminohapon segmentti on seuraava: Phe-Asn-Lys-
Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys, johon
segmenttiin ei mydskddn kuulu tekijédn aminopdata.

Nimi kaksi tryptistd fragmenttia ovat tdysin aktii-
visia SCM-testissi. Uskotaan, ettd ensimmdiset kolmetoista
aminohappoa, jotka ovat yhteisid molemmille fragmenteille,
ovat tirkeimmit SCM-aktiivisuuden tuottajat. N&in ollen
tirked lisitekiji keksinndssd on SCM-tekijd, joka kdsittaa
vain tarkkaan miiritellyn sekvenssin peptidit, joilla on
joko suoraan osoitettu olevan SCM-aktiivisuutta tai joilla
uskotaan sellaista olevan. Laajimmin ilmaistuna sellainen
tekijd kdsitt#dd olennaiselta osaltaan vain peptidit, johon
kuuluu ainakin kolmetoista aminohappotdhdettd sisdltéden
sekvenssin Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;-Met-R;~Rs~Rs~R7, jossa
R, on valikoitu ryhmdst&d, joka kdsittd& Asn:n ja Gln:n, R,,
R, ja R, ovat jokainen erikseen valikoitu ryhmdstd, joka
kdsittdd val:n, Leu:n ja Ile:n, Ry on valikoitu ryhmasta,

joka k&ésittdd Asp:n Jja Glu:n ja R ja R, ovat molemmat
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erikseen valikoitu ryhmdstd, joka kdsittdd Asn:n ja Gln:n.
Mieluiten tdmd tekijd sisdltdda olennaisena osanaan vain
yhden peptidin. ,

Kun molempien tryptisten fragmenttien koko sekvens-
si-informaatio kdytetddn, tuloksena on kaksi erillistd ja
rinnakkaista SCM-tekijdluokkaa, Jjoissa kummassakin on
edelld mddritelty kolmentoista aminohapon fragmentti.

Laajimmin ilmaistuna ensimmdinen luokka kdédsittda
olennaiselta osaltaan vain peptidit, joissa on ainakin
viisitoista aminohappotdhdettd sisdltden sekvenssin Phe-R,-
Lys-Pro-Phe-R,-Phe~R;-Met-R;,~R;-R¢-R;-Ry-Lys, jossa R;-R; on
edelld madritelty ja R; on valikoitu ryhmdstd, joka kasit-
tdd Ser:n ja Thr:n. Mieluiten tdmd tekijd sisdltda olen-
naisena osanaan vain yhden peptidin.

Tdssd luokassa tarkemmin mddritelty tekija kasittda
olennaisena osanaan vain peptidit, jotka sisdltdvat sek-
venssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-
Asn-Thr-Lys. Ndmad peptidit voivat sis&dltdad lisdksi reuna-
sekvenssejd spesifioidun sekvenssin kummallakin sivulla.
Mieluiten tdmd tekijd sisdltdd olennaisena osanaan vain
yhden peptidin.

Tamdn luokan tarkimmin mddritelty tekijd kdsittaa
olennaisena osanaan puhtaan peptidin, joka pddosaltaan
kdsittdd aminohapposekvenssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln—-Asn-Thr-Lys.

Laajimmin ilmaistuna toinen luokka kidsittd3d olen-
naisena osanaan vain peptidit, joissa on ainakin kuusi-
toista aminohappotdhdettd sisdltden sekvenssin Phe-R,~Lys-
Pro-Phe-R,-Phe-R;-Met-R,~Rs-Rs~R;,-Phe-Ry-Lys, Jjossa R,-R; on
méddritelty edelld ja Ry on valikoitu ryhmidstd, joka kdsit-
tdd Ser:n ja Thr:n. Mieluiten tadmd tekijd sisdltdd olen-
naisena osanaan vain yhden peptidin.

Tdssd luokassa tarkemmin md3dritelty tekija kdsittia
olennaisena osanaan vain peptidit, jotka sisdltdvit sek-
venssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-

Asn-Phe-Thr-Lys. N&@md peptidit voivat sis&dltdd lisdksi
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reunasekvensseji spesifioidun sekvenssin jommalla kummalla
sivulla. Mieluiten tdmid tekijd sisdltdd olennaisena osa-
naan vain yhden peptidin.

Timan luokan tarkimmin madritelty tekijéd kdsitt&a
padosaltaan puhtaan peptidin, joka ké&sittaa olennaisena
osanaan aminohapposekvenssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Thr-Lys. Edullisessa muodos-
saan tiamidn peptidin aktiivisuus SCM-testissid on sellainen,
etti 5 x 10?2 femtogrammaa peptidid tuottaa ainakin 30 %:n
laskun polarisaatioarvossa kun kdytetddn sydpdd sairasta-
vilta luovuttajilta saatuja SCM-vasteeseen kykenevid lym-
fosyytteja.

SCM-tekijd voidaan tuottaa ultrasuodattamalla syo-
pdd sairastavan luovuttajan ruumiinneste ruumiinnesteen
ensimmiisen fraktion, joka kdsittdd ndenndiseltd molekyy-
lipainoltaan yli 1000 daltonin molekyylit, erottamiseksi
toisesta fraktiosta, joka kdsittdd ndenndiseltd molekyyli-
painoltaan alle 1000 daltonin molekyylit. Ruumiinneste on
valikoitu ryhmidstd, joka kdsittéda ddreisveren, virtsan ja
plasman. Edullisessa tapauksessa tekija ldpikdy ultrasuo-
datuksen jdlkeen vield lisdpuhdistusprosessin, joka kdsit-
£33 useita vaiheita niin ettd jokaisen vaiheen jédlkeen
tuloksena on edellistd puhtaampi tekija.

Timdn puhdistusprosessin ensimmédinen vaihe kdsittaa
eluoimisen geelisuodatinkolonnista, jonka fraktiointias-
teikko ulottuu O:sta noin 700 daltoniin ja joka kykenee
erottelemaan suolat ultrasuodoksesta tekijdn eluoituessa
eluaatiotilavuudessa noin 0,3-0,5 kertaa kromatografia-
alustan koko tilavuus.

Toinen vaihe kisittdid eluoimisen geelisuodatusko-
lonnista, jonka fraktiointiasteikko ulottuu noin 1500 dal-
tonista noin 30 000 daltoniin tekij&n eluoituessa kolon-
nista eluaatiotilavuudessa noin 0,4-0,6-kertaa kromatogra-

fia-alustan koko tilavuus.
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Puhdistusprosessin seuraava vaihe kdsittdd eluoin-
nin dietyyliaminoetyyliselluloosa-anioninvaihtokolonnista
ammoniumbikarbonaatin noin 0,28-0,31 M:n pitoisuudessa.

Viimeinen vaihe kdsittdd tekijan puhdistamisen pda-
osaltaan homogeeniseksi kddnteisfaasi-korkeapaineneste-
kromatografialla.

Vaikka SCM-testissd on edullisinta kdyttda puhtaim-
pia tekijdvalmisteita, niin mistd tahansa puhdistusvai-
heesta otettua tekijdd, sisdltden myds ensimmdisen ultra-
suodoksen, voidaan kdyttdd testissa.

SCM-tekijd antaa positiivisen vasteen potentiaali-
sesti SCM-vasteeseen kykenevissd lymfosyyteissd, Jjotka
ovat perdisin luovuttajilta, jotka kdrsivdt monista eri-
laisista pahanlaatuisista taudeista, riippumatta luovut-
tajan, josta SCM-tekijd on eristetty, sairastamasta syo-
patyypistd; tdstd johtuu termin "yleinen" kdyttd. Tekija
ei aiheuta ollenkaan tai vain heikon SCM-vasteen lymfosyy-
teissd, jotka on eristetty luovuttajilta, joilla ei ole
pahanlaatuista sairautta. Tamd kyky toimia yleisend syo&-
pddn liittyvdnd antigeenind, tekee tekijadstd kdyttokelpoi-
sen verindytteiden seulontavdlineen pahanlaatuisten sai-
rauksien osoittamiseksi.

Tekijdlld on muitakin mielenkiintoisia ominaisuuk-
sia. Yksi niistd on kyky muuttaa SCM-vasteeseen kykenevien
lymfosyyttien, jotka on saatu sydpdd sairastamattomilta
luovuttajilta, SCM-vastetta, kun tekiji saatetaan sellais-
ten lymfosyyttien yhteyteen, jolloin lymfosyytit reagoivat
SCM-testissd syopddn liittyviin antigeeneihin mutta eivit
reagoi mitoosia aiheuttaviin aineisiin kontaktin jdlkeen.
Toinen ominaisuus on niiden kyky vdhentdid potentiaalisesti
SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien spontaania in vit-
ro -toksisuutta ihmisen myeloidisolulinjaa K 562 vastaan
ainakin 90 %:1la mitattuna °'Cr:n vapautumisena.

Esilld olevan keksinndn toinen puoli kohdistuu me-

netelmiin, joissa hyddynnetddn yleistd sydpddn liittyvidid
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SCM-tekijdi SCM-testissd. Yleisimmin tamd menetelmd kasit-
ti4 nisikiasluovuttajan lymfosyyttien testaamisen pahanlaa-
tuisen sairauden toteamiseksi luovuttajassa (1) saattamal-
la lymfosyytit kosketuksiin yleisen sydpddn liittyvdn SCM-
tunnistustekijin kanssa; ja (2) mddrittémdlla lymfosyyt-
tien sytoplasma-aineen rakentuneisuuden lujuuden vdhenemi-
nen, joka on seurausta lymfosyyttisuspension saattamisesta
kosketuksiin SCM-tekijédn kanssa.

Edullinen menetelmd rakentuneisuuden lujuuden vahe-
nemisen midrin mittaamiseksi k&sittdd seuraavat vaiheet:
(1) mittaamalla fluoresenssipolarisaatio, P,, lymfosyytti-
midrdstid, joka on ollut kosketuksissa yleisen sydpdan
liittyvdn ScM-tunnistustekijén Kkanssaj (2) mittaamalla
fluoresenssipolarisaatio,Pc,kontrollilymfosyyttiméérésté,
joka ei ole ollut kosketuksissa SCM-tekijdn kanssa; ja (3)
midrittdmdlld P,:n suhde P.:hen. Jos Pgin suhde P .:hen on
pienempi kuin noin 0,9, se on osoituksena positiivisesta
vasteesta SCM-tekijdin ja pahanlaatuisesta sairaudesta
lymfosyyttien luovuttajassa.

Vield edullisempi menetelmd kdsittda Py:in vertaami-
sen toisen lymfosyyttimddrdn, joka on ollut kosketuksissa
mitoosia aiheuttavan aineen, P,, kanssa, fluoresenssipola-
risaatioon SCM-vastesuhteen, RR,,, mddrittémiseksi, jossa:

RR,, = P,/P,.
Jos RR,, on vidhemmdn kuin 0,9, se on osoituksena siitd,
etti lymfosyyttien luovuttajalla on pahanlaatuinen sai-
raus.

Vaihtoehtoisesti menetelmd SCM-tekijén kdyttdmisek-
si SCM-testissid voi kdsittdid seuraavat vaiheet: (1) poten-
tiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien erot-
tamisen verindytteestd; (2) saattamalla erotetut lymfosyy-
tit kosketuksiin yleisen sydp#in liittyvén SCM-tunnistus-
tekijan kanssa lymfosyyttien stimuloimiseksi; (3) saatta-
malla stimuloidut lymfosyytit kosketuksiin fluorogeenisen
tekijdn prekursorin kanssa, mddriteltynd ei-fluorogeeni-
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seksi yhdisteeksi, joka voidaan hydrolysoida solunsisdi-
sesti fluorogeeniseksi yhdisteeksi, jotta prekursori tun-
keutuisi lymfosyyttien sis&dn, jotta tapahtuisi solunsi-
siinen entsymaattinen hydrolyysi fluorogeenisen yhdisteen
aikaan saamiseksi, tdl1l14 tavalla synnyttden stimuloituja
fluoria sisiltdvii lymfosyyttejd; (4) virittdmdlld stimu-
loidut fluoria sisdltidvdt lymfosyyttejd polarisoidulla va-
lolla saattaen ne tdlli tavalla fluorisoimaan; (5) mittaa-
malla vertikaalisesti ja horisontaalisesti polarisoidut
fluoresenssiemissiot fluoresoivista lymfosyyteistd polari-
saatioarvon miairittimiseksi fluoresoiville lymfosyyteille;
ja (6) vertaamalla stimuloitujen fluoria sisdltédvien lym-
fosyyttien midritettyd polarisaatioarvoa saman luovuttajan
kontrollilymfosyyttimddrdn polarisaatioarvoon tédlla taval-
la osoittaen, onko lymfosyyttien luovuttajassa syopa.
vaiheet (3) ja (4) voivat tapahtua samanaikaisesti.
Lymfosyytit voidaan virittda vertikaalisesti pola-
risoidulla valolla. Polarisaatioarvot kdytettdessd verti-
kaalisesti polarisoitua valoa mddritetdén fluoresenssi-

spektrofotometrilld seuraavan suhteen mukaan:

I, - GI

I, + GI,

jossa I, ja I, ovat polarisoituja fluoresenssiarvoja verti-
kaalisessa ja horisontaalisessa tasossa, mainitussa jar-
jestyksessd; ja G on korjauskerroin polarisoidun valon
horisontaalisten ja vertikaalisten komponenttien spektro-
fotometrin optisen systeemin epitasaisen ldpdisyn huomioi-
miseksi.

Lisdksi esilld oleva keksintd kdsittdd menetelmdn
sydpdsolujen paikallistamiseksi. Tdmd@ menetelmd kdsitté&a:
(1) vasta-aineen liitt&misen yleiseen sydpd&dn liittyvaan

SCM-tunnistustekijddn yhdessd paikallistamisaineen kanssa;
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ja (2) liitetyn vasta-aineen kdyton sydpdsolujen paikal-
listamiseen.

Esilld oleva keksintd kdsittdd vield lisdksi mene-
telmdn yleisen sydpddn liittyvdan SCM-tunnistustekijédn ta-
son mddrittdmisen ruumiinnesteessd kdyttdmdlla vasta-ai-
netta yleiseen sy®dpddn liittyvdan tunnistustekijdadn immu-
noanalyysissd. Immunoanalyysi voi olla radioimmunoanalyy-
si, fluoresenssiimmunoanalyysi, entsyymisitoinen immuno-
sorbenttianalyysi tai saostusimmunoanalyysi kuten nefelo-
metrinen tai turbidimetrinen analyysi.

Ndmd ja muut esilld olevan keksinnén ominaisuudet
ja hydtypuolet tulevat paremmin ymmdrretyiksi seuraavasta
kuvauksesta ja liitteend olevista patenttivaatimuksista.

Mddritelmdt

Seuraavassa kuvauksessa, esimerkeissd ja liitteend
olevissa patenttivaatimuksissa toistuvasti kéaytettyjen
termien mddritelmdt on koottu yhteen mukavuussyista seu-
raavassa.

"Yleinen": Epédspesifinen joko ruumiinnesteen 1luo-
vuttajan, josta ruumiinnesteestd esilld olevan keksinndn
mukainen SCM-tekijd on puhdistettu, tai lymfosyyttien,
joita kdytetddn yhdessd tdmdn tekijdn kanssa, luovuttajan
sairastamaan syopatyyppiin ndhden.

"Fluorogeenisen tekijdn prekursori": Ei-fluorogee-

ninen yhdiste, jonka lymfosyytit voivat ottaa sisdédnsa ja
muuttaa solunsisdisesti hydrolysoimalla fluorogeeniseksi
yhdisteeksi, josta esimerkkind tdssa on kdytetty fluore-
seiinidiasetaattia tai FDA:ta.

"Standardi SCM-testi": SCM-testi, johon kdytetddn
1.0 ml lymfosyyttisuspensiota tiheydelld 6 x 10° solua/ml

ja 0.1 ml mitoosia aiheuttavaa ainetta tai antigeenid yh-
dessd FDA:n Kkanssa, joka toimii fluorogeenisen tekijéan
prekursorina, ja jossa kdytetddn 470 nm:n viritysaallon-
pituutta ja 510 nm:n emissiocaallonpituutta fluoresenssi-
polarisaatiomittauksissa.
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"Ndenndinen molekyylipaino" ja "Nimellinen molekyy-

lipainoraja": Ndiden molempien termien kdyttd johtuu sii-
td, ettd molekyylien erottelu ultrasuodatuksella koon mu-
kaan on likimddrdistd sellaisille molekyyleille, joiden
kokoluokka vastaa SCM-tekijdn kokoa ja riippuu sekd muo-
dosta ettd koosta. Ndin ollen ultrasuodatin, jonka nimel-
linen molekyylipainoraja on x daltonia, erottelee molekyy-

lit, joiden ndenndinen molekyylipaino on alle x daltonia,
molekyyleistd, joiden ndenndinen molekyylipaino on suurem-
pi kuin x daltonia.

"Olennaiselta osaltaan puhdas yleinen sy&pdédn liit-

tyvd SCM-tunnistustekijd": Materiaali, jolla on SCM-aktii-

visuutta ja jonka puhtaus on sitd luokkaa, ettd ylivoimai-
nen enemmistd muista molekyyleistd, Jjoilla on spesifisti
biologista aktiivisuutta, kédsittden kaikki proteiinit ja
suuremmat peptidit, puuttuvat materiaalista.

"Tryptinen peptidi": Peptidi, joka on katkaistu
suuremmasta peptidistd proteolyyttiselld trypsiinientsyy-
milld, joka katkaisee peptidiketjut lysiini-tai arginiini-
tdhteiden jdlkeen.

Kuvaus edullisista toteutusmuodoista

Tdmd Keksintd kdsittdd Kkeksimdmme ja pdidosaltaan
homogeeniseksi puhdistamamme peptidin, joka on yleinen
sydpddn liittyvd SCM-tunnistustekijd. Tekijd ldpaisee suo-
dattimet, joiden nimellinen molekyylipainoraja on 1000
daltonia, mutta ei ldpdise suodattimia, joiden nimellinen
molekyylipainoraja on 500 daltonia. Tekij&n likimddrdinen
aminohappokoostumus on seuraava: Asx,, Glx;, Ser, His, Glys,
Thr, Arg, Ala;, Tyr, Met, Val,;, Phe;, Ile, Leu,, Lys,. Eri
tekijdvalmisteista on eristetty kaksi aktiivista tryptista
fragmenttia. N&md fragmentit eivdt sisd114d alkuperdisen
tekijémolekyylin aminopditd. Niist#d ensimmidisessid fragmen-
tissa on viisitoista aminohappoa, jotka kdsittdvit sek-
venssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe~Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-
Asn-Thr-Lys. Toisessa fragmentissa on kuusitoista amino-
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happoa, jotka kidsittdvat sekvenssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-
vVal-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys.

Kuvauksen kohteena ovat tekijédn eri ominaisuudet
kdsittien tekijdn kyvyn muuttaa lymfosyyttien, jotka ovat
perdisin pahanlaatuista tautia sairastamattomamilta luo-
vuttajilta, SCM-vastetta ja kyvyn vihentdi sellaisten lym-
fosyyttien in vitro sytotoksisuutta pahanlaatuisia soluja
vastaan samoin kuin tekijén, joké on eristetty useita eri
sydpatyyppejd sairastavilta luovuttajilta, ristiinreagoi-
miskyvyn. Kuvauksen kohteena on myds menetelmd tdmdn te-
kijdn pddpiirteissdan homogeeninen puhdistaminen samoin
kuin timin tekijan kdyttomenetelmat SCM-testissa. Kuvauk-
sen kohteena ovat myds sydpdpotilaiden hoitomenetelmdt
vihentdmilld tekijidn in vivo =-aktiivisuutta, menetelma
sydpdsolujen paikallistamiseksi kdyttdmdllsd tekijdn vasta-
ainetta ja menetelmd anti-sydpdaineiden kohdistamiseksi
sydpdsoluihin liittamalla vasta-aine tekijdidn yhdessad an-
ti-sydpdaineiden kanssa.

SCM-tekijdn ominaisuuksia

1. SCM-tekijin aminohappoanalyysi

Yleisen sydpddn liittyvan SCM-tunnistustekijéan,
joka oli puhdistettu rintasydpdd sairastavien potilaiden
plasmasta, mddritettiin ja tulokset on esitetty Taulukossa
1. RP-HPLC:1la puhdistetun tekijé&n lyofilisoidut ndytteet
hydrolysoitiin 24 tunnin ajan 110 °C:ssa 6 N:ssa HCl:ssa,
joka sisdlsi 2 % tioglykolihappoa, umpeen sulatetuissa am-
pulleissa typpikehdssa. Hydrolyysin jdlkeen ndytteet 1ly-
ofilisoitiin. Tidhteet liuotettiin 2 %:sen natriumdodekyy-
1isulfaatin kanssa 0,04 M:seen natriumboraattipuskuriin.
Aminohapot mddritettiin o-ftaldialdehydijohdannaisina nii-
den fluoresenssin perusteella niiden HPLC-erottelun jal-
keen kuten B. N. Jonesin, S. Paabon ja S. Steinin artikke-
lissa "Amino Acid Analysis and Enzymatic Sequence Deter-
mination of Peptides by an Improved o-Phthaldialdehyde
Precolumn Labeling Procedure", J. Liquid Chromat. 4, 565
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(1981) ja ké&sikirjassa "Amino Acid Analysis by HPLC", Al-
tex Division, Beckman Instruments, Inc., Berkley, Califor-
nia 94710, on kuvattu.

TAULUKKO 1

SCM-tekijdn suhteellinen molaarinen

aminohappokoostumus

Aminohappo Suhteellinen molaarinen
koostumus
Asx 2,10
Glx 3,20
Ser 1,27
His 0,65
Gly 4,60
Thr 1,11
Arg 0, 86
Ala 2,60
Tyr 0,94
Met 1,58
Val 3,22
Phe 3,07
Ile 0, 86
Leu 2,87
Lys 1,86

Aminohappokoostumus m&dritettiin sen j&alkeen, Kun
kuivattujen peptidien hydrolyysi 6 N:ssa HCl:ssa 2 %:sen
tioglykolihapon kanssa umpeen sulatetuissa lasiampulleissa
typpikehdssad oli tapahtunut. Hydrolyysin jdlkeen naytteet
lyofilisoitiin ja t&hde liuotettiin 2 $%:isella SDS:1lla
0.04 M:seen natriumboraattipuskuriin. Aminohapot madritet-
tiin o-ftaalidialdehydijohdannaisina niiden fluoresenssin

perusteella kuten ké&sikirjassa "Amino Acid Analysis by
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HPLC", Altex Division, Beckman Instruments, Inc. Berkeley,
CA 94710, on kuvattu. Aminohappoja Cys ja Pro ei maaritet-
ty.

Taulukon 1 aminohappokoostumus osoittaa, ettd ak-
tiivinen tekij&d on peptidi. Tulokset ovat varsin yhtene-
vaisia peptidin kanssa, jonka likim&ddrdinen aminohappo-
koostumus on seuraava: Asx,, Glx,, Ser, His, Gly,, Thr, Arg,
Ala,, Tyr, Met,, Val,, Phe;, Ile, Leu,, Lys,.

2. SCM-tekijin aminohapposekvenssi

SCM-tekijin kahdesta eri valmisteesta eristetyt
aminohapposekvenssit mddritettiin automatisoiduilla
Edman-hajoitusmenetelmilla k&dyttamalla Applied Biosystems
477A-proteiinisekvenaattoria, joka oli liitetty on-line -
120A PTH-aminohappoanalysaattoriin. Kun koko SCM-tekija,
joka oli eristetty useita eri sybpatyyppeja, kuten rinta-
ja keuhkosy®p&aa, paksunsuolen, keuhkoputken tai kohdun-
kaulan sy6pasa, sairastavista potilaista, - hajotettiin
Edman-menetelmillsd, ei syntynyt mink&&nlaista reaktiota ja
huomattiin, etta SCM-tekij&dn aminop&&d oli suljettu. Sen
vuoksi molekyylien segmentin sekvenssin madrittamiseksi
oli valttamatonta saada aikaan fragmentti, jolla oli vapaa
aminopain aminohappo. Sellaisia fragmentteja saatiin ai-
kaan tekijin erotetuista puhdistetuista valmisteista tryp-
tisen digestion avulla, jota seurasi tryptisten fragment-
tien;mhdistuskéénteisfaasi—korkeapainenestekromatografi—
alla kuten tarkemmin on kerrottu jaljemp&nd "Esimerkit"
-osassa. Yksi naistad fragmenteista saatiin keuhkosybpada
sairastavien potilaitten plasmasta saadusta tekijédvalmis-
teesta, toinen rintasyopdd sairastavien potilaitten plas-
masta.

Jokaisessa tapauksessa kyseinen fragmentti, jolla
mydShemmin osoitettiin olevan SCM-aktiivisuutta, eluoitui
30,4 tilavuusprosenttisena A-vaiheessa ja 69,6 tilavuus-
prosenttisena B-vaiheessa kokonaistilavuuden ollessa noin
30 pl. Sekventointia varten SCM-aktiivisuutta osoittavat

tryptiset fragmentit vietiin sekvenaattorin levylle ja
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niille tehtiin tietokoneohjattu automatisoitu sekvenssi-
analyysi perdkkdisind Edman-hajoitussykleind, joita seu-
rasi tdlld tavoin tuotettujen PTH-aminohappojen identifi-
ointi mukaan liitetyssd on-line -PTH-aminohappoanalysaat-
torissa.

Sekvenaattorin sekvenssin tunnistava tietokoneoh-
jelma identifioi kuudentoista aminohapon sekvenssin SCM-
tekijdn, joka oli eristetty keuhkosyodpédpotilaiden plasmas-
ta, fragmentin sekvenssin. Sekvenssi oli seuraavanlainen:
Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-
Ser-Lys. Samalla tavalla tietokoneohjelma identifioi vii-
dendentoista aminohapon sekvenssin tekijdn fragmentille,
joka o0li eristetty rintasyépdpotilaiden plasmasta. Sek-
venssi o0li seuraavanlainen: Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys.

Ensimmdiset kolmetoista aminohappoa ndissd kahdessa
tryptisessd fragmentissa ovat identtiset. Vaikka niiden
karboksyylipddt ovat erilaiset, jos yksi puuttuva amino-
happo, Phe, insertoidaan lyhyempddn fragmenttiin, ainoa
ero sen jadlkeen on Ser:n substituutio Thr:lla, joka on
hyvin konservatiivinen substituutio, joka tuskin vaikuttaa
peptidin toimintaan.

3. SCM-tekijdn aktiivisuus SCM-testissd

Puhdistettu SCM-tekijd on tdysin aktiivinen SCM-
testissd, kun sitd kdytetddn lymfosyyttien, jotka on eris-
tetty useita eri pahanlaatuisia tauteja sairastavista po-
tilaista, vastaisena tekijdnd. Tamd aktiivisuus voidaan
osoittaa analyysilld missd tahansa tekijdan puhdistusvai-
heessa. Tdllaisten analyysien tulokset on kuvattu yksi-
tyiskohtaisemmin jdljempdand "Esimerkit" -osassa. Suurin
aktiivisuus saavutetaan materiaalilla, joka on otettu vii-
meisen puhdistusvaiheen, kddnteisfaasi-korkeapaineneste-
kromatografian, jadlkeen. Yksi kymmenesosamillilitra t&ta
fraktiota, jonka likimd&drdinen proteiinisisdltd on 40 pi-

komoolia peptidid, aiheuttaa solunsisdisessid fluoresenssi-
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polarisaatiossa jopa 44,6 %:n laskun, kun sitd kdytetddn
SCM-vasteeseen kykeneviid lymfosyyttejd vastaan, jotka lym-
fosyytit on kerdtty syopdpotilailta, mutta el aiheuta las-
kua solunsisdisessd fluoresenssipolarisaatiossa, kun sita
kdytetddn samojen lymfosyyttien alapopulaatiota vastaan,
joka on kerdtty terveiltd luovuttajilta.

4. Tryptisten peptidien aktiivisuus SCM-testissé

Seki viidentoista aminohapon tryptinen peptidifrag-
mentti, joka on katkaistu rintasyodpdpotilaiden (rintafrag-
mentti) plasmasta eristetystd SCM-tekijdstd ettd kuuden-
toista aminohapon tryptiset peptidifragmentit, Jjotka on
katkaistu keuhkosyopidpotilaiden (keuhkofragmentti) plas-
masta eristetystd SCM-tekijdstd, ovat tdysin aktiivisia
SCM-testissi. Noin 5 x 10? femtogrammaa keuhkofragmenttia
(toisin sanoen 5 x 10" grammaa tai noin 16 000 molekyylid)
oli tdysin aktiivista SCM-testiss&d, kun sitd kdytettiin
lymfosyyttejd vastaan, jotka oli saatu sy&paa sairastavil-
ta luovuttajilta. Keuhkofragmentti reagoi samalla tavalla
keuhkosybpdd sairastavien luovuttajien lymfosyytteihin
kuin rintasydpdid sairastavienkin, mutta ei antanut vastet-
ta SCM-testissi, kun sitéd kdytettiin normaaliluovuttajilta
saatuja lymfosyyttejd vastaan. Yksityiskohtaisempi kuvaus
on annettu jdljempdnd "Esimerkit" -osassa.

Koska sekid keuhko- ettid rintafragmentti ovat molem-
mat yhtd aktiivisia SCM-testissd ja jakavat vain sekvens-
sinsid ensimmiiset kolmetoista aminohappoa, uskotaan, ettad
timd yhteinen kolmentoista aminohapon sekvenssi on SCM-
aktiivisuuden kannalta tédrkein sekvenssi. Ndin ollen vain
niiden kolmentoista aminohapon sekvenssin, joka tdssd on
nimetty "ytimeksi", Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-
Ile-Asp-Gln-Asn, uskotaan myds omaavan SCM-aktiivisuutta.
Timid ei ole ainoa kolmentoista aminohapon sekvenssi, jonka
uskotaan omaavan SCM-aktiivisuutta. Proteiini- ja pepti-
dikemiassa hyvin tunnettu periaate on, ettd tiettyjd ami-
nohapposubstituutioita, joita kutsutaan "konservatiivisik-
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si" aminohapposubstituutioiksi, voidaan usein tehdd pep-
tidissd ilman, ettid sen paremmin peptidin muoto kuin sen
toimintakaan muuttuu. Tdllaiset ydinsekvenssissd oleviin
aminohappoihin vaikuttavat muutokset kédsittdvdt Ile:n ja
Leu:n korvaamisen Val:lla ja pdinvastoin, Asp:n korvaami-
sen Glu:lla ja pdinvastoin ja Asn:n korvaamisen Gln:lla ja
pdin vastoin. N&in ollen uskotaan, ettd muutetut peptidi-
molekyylit, joiden ydinrakenne on sellainen, ettd joku tai
kaikki edelld kuvatut konservatiiviset aminohapposubsti-
tuutiot on tehty, omaavat SCM-aktiivisuutta ja sen mukai-
sesti katsotaan osaksi tdssd kuvattua keksintda.

Keuhko- ja rintafragmentit on molemmat eristetty
osana laajempaa yleistid syopddn liittyvdd SCM-tunnistus-
tekijdd. Ilmeisesti sellaiset fragmentit voivat sdilyttaa
SCM-aktiivisuutensa, kun ne liitetddn laajempaan molekyy-
liin. Sen vuoksi laajemman molekyylin, joka sisdltdd kol-
mentoista aminohapon sekvenssin, joka joko sisdltdd tai ei
sisdlla edellid kuvattuja konservatiivisia aminohapposubs-
tituutioita, uskotaan myds omaavan SCM-aktiivisuutta.

Ndiden kahden ydinsekvenssin muunnelman esiintymi-
nen tuo keksintddén mukanaan tdrkedn lisdndkokohdan. Tama
on SCM-aktiivisuutta osoittava tekijd, joka kdsittdd vain
tarkkaan mdidrdtyn sekvenssin peptidit, joilla on joko suo-
raan osoitettu olevan SCM-aktiivisuutta tai niilld usko-
taan sitd olevan. Laajimmin ilmaistuna sellainen tekija
kdsittdid olennaiselta osaltaan vain peptidit, joihon kuu-
luu ainakin kolmetoista aminohappotdhdettd sisdltden sek-
venssin Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;~-Met-R,-R;-R¢-R;, jossa R,
on valikoitu ryhmdstd, joka kdsittdd Asn:n ja Gln:n, R,;, R,
ja R, ovat jokainen erikseen valikoitu ryhmdstd, joka ka-
sittdd Val:n, Leu:n ja Ile:n, Ry on valikoitu ryhmastd,
joka kdsittdd Asp:n ja Glu:n ja Ry, ja R; ovat molemmat
erikseen valikoitu ryhmdstd, joka kdsittdd Asn:n ja Gln:n.
Mieluiten t&dmd tekijd sisdltdd olennaisena osanaan vain

yhden peptidin.
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Kun koko sekvenssi-informaatio keuhko- ja rinta-
fragmenteista kaytet&sdn, lopputuloksena on kaksi erillisté
ja rinnakkaista SCM-tekij&luokkaa, jotka kummatkin sis&l-
tavat ydinsekvenssin tai sekvenssin, joka on johdettu
ydinsekvenssistd konservatiivisin substituutioin. N&ailla
kummallakin pidemm&ll&d peptidilléd on lisidmahdollisuus kon-
servatiivisiin aminohapposubstituutioihin, nimitté&in Ser:n
korvaamiseen Thr:1lla ja pdinvastoin. N&diden kahden amino-
hapon samanarvoisuutta osoittaa se, etta keuhkofragmentis-
sa on Ser kun taas rintafragmentissa on Thr. Ndiden kahden
aminohapon paikat vastaavassa fragmentissa voidaan rinnas-
taa poistamalla Phe keuhkofragmentin kohdasta 14.

Naiden tekijoiden ensimmé&inen luokka on johdettu
rintafragmentin sekvenssista Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys. Laajimmin ilmaistuna tama
luokka kisittdd olennaisena osana vain peptidit, joissa on
ainakin viisitoista aminohappotidhdettd sis&dltden sekvens-
sin Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;-Met-R,-R;-R,~R;-Rg-Lys, jossa
R,-R, on edelld maaritelty ja Ry on valikoitu ryhmdasta, joka
kisittdd Ser:n ja Thr:n. Mieluiten t&m&d tekija sisaltaa
olennaisena osanaan vain yhden peptidin.

Tassid luokassa tarkemmin mddritelty tekijé kdsittaa
olennaisena osanaan vain peptidit, jotka sis&dltavat sek-
venssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-
Asn-Thr-Lys. Tama on rintafragmentin alkuperdinen sek-
venssi. Namid peptidit voivat sis&dlt&sd lisdksi reunasek-
venssejia spesifioidun sekvenssin kummallakin sivulla ja
nami reunasekvenssit voivat olla pituudeltaan madrittele-
mattémid. Mieluiten tama tekij& sisalt&dd olennaisena osa-
naan vain yhden peptidin.

Tamin luokan tarkimmin madritelty tekija ké&sittaa
olennaisena osanaan puhtaan peptidin, joka p&a&osaltaan
k&asittasd aminohapposekvenssin Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys. Tama on rintafragmentin

tarkka sekvenssi ilman reunasekvensseja.
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Niiden tekijdiden toinen luokka on johdettu keuh-
kofragmentinsekvenssistéEhe-Asn-Lys—Pro-Phe-Val—Phe-Leu—
Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys. Laajimmin ilmaistuna tama
luokka kisitt#did olennaisena osanaan vain peptidit, joissa
on ainakin kuusitoista aminochappotédhdettd sisdltden sek-
venssin Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;-Met-R,~R;~R¢~R;~Phe-R-
Lys. Tédssd sekvenssissd Ri-R; on misdritelty edelld ne hei-
jastavat mahdollisia aminohapposubstituutioita ydinsek-
venssissid, kun taas R, on valikoitu ryhmédstd, joka kdsittds
Ser:n ja Thr:n. Mieluiten t&md tekijd sisdltaa olennaisena
osanaan vain yhden peptidin.

Tissid luokassa tarkemmin mddritelty tekijd k&sittaa
olennaisena osanaan vain peptidit, Jjotka sisdltédvdt sek-
venssin Phe-Asn—Lys—Pro—Phe-Val-Phe-Leu-Met—Ile-Asp-Gln-
Asn-Phe-Thr-Lys. T&md on alkuperdinen keuhkofragmentin
sekvenssi. Nimid peptidit voivat sis&dltédd lisdksi reunasek-
vensseji spesifioidun sekvenssin jommalla kummalla sivulla
ja ndmid reunasekvenssit voivat olla pituudeltaan mdédritte-
lemittomid. Mieluiten ti#mid tekijd sisdltdd olennaisena
osanaan vain yhden peptidin. T&min luokan tarkimmin maari-
tetty tekijd kdsittdd pddosiltaan puhtaan peptidin, joka
kdsittii olennaisena osanaan aminohapposekvenssin Phe-Asn-
Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln—Asn-Phe-Thr-Lys.
Timd on keuhkofragmentin tarkka sekvenssi ilman reunasek-
venssejd.

Kaikkien ndiden fragmenttien oletetaan omaavan SCM-
aktiivisuutta ja kuuluvat esilld olevan keksinnén piiriin.

5. SCM-tekijdn ristiinreagoivuus

Tekijd on nimetty yleiseksi sydpddn 1liittyvdksi
SCM-tekij&ksi, koska kaikkia sy&pdtyyppejd sairastavilta
luovuttajilta eristetyt lymfosyytit antavat tekijdvasteen
SCM-testissd. Lymfosyyttien luovuttajan sairastaman syo&-
piatyypin ei tarvitse olla sama kuin ruumiinnesteen, josta
SCM-tekija on puhdistettu, luovuttajan sairastama sydpéa-

tyyppi. Kuten jdljemp&nd mainitaan tekijé&n puhdistaminen
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yhdeksddtoista eri sydpdtyyppid sairastavilta potilailta
saadusta veriplasmasta johtaa aina tekijddn, joka eluoituu
samassa kohdassa ké&didnteisfaasi-korkeapainenestekromato-
grafiassa, viitaten voimakkaasti siihen, ettd sama tai
hyvin samanlainen molekyyli eristettiin kaikista ndistd
potilaista. Itse asiassa tryptisen fragmentin aminohap-
posekvenointi SCM-tekijdistd, jotka on eristetty keuhko-ja
rintasydpdd sairastavien potilaiden veriplasmasta osoit-
taa, ettd fragmenttien kolmetoista ensimmdistd aminohappoa
ovat samanlaiset. Ndiden kahden sekvenssin ainoa ero on
fenylalaniinitdhteen deleetio keuhkofragmentin kohdassa 14
ja treoniinin konservatiivinen substituutio seriinillé
seuraavassa kohdassa. SCM-tekijdn ristiinreagoivuuden yk-
sityiskohtainen kuvaus seuraa jdljempdnd "Esimerkit" -
osassa.

6. SCM-vasteen muuttaminen yleiselld sydpddn liit-
tyvdllda SCM-tekijalla

Yleiselld sydpddn liittyvdlld SCM-tekijdlla on kyky
muuttaa potentiaalisesti SCM-vastetta omaavia lymfosyyt-
tejd, jotka on saatu luovuttajilta, joilla ei ole pahan-
laatuista sairautta, kun ndnd lymfosyytit saatetaan kos-
ketuksiin tekijdn kanssa. Ennen kontaktia lymfosyytit rea-
goivat vain mitoosia aiheuttaville aineille SCM-testissda
eivdtkd reagoi sy®dpdd aiheuttaviin antigeeneihin. Kuiten-
kin pitk&dn kestdneen SCM-tekijdn ja tdllaisten lymfosyyt-
tien vidlisen kontaktin jdlkeen 1lymfosyyttien vaste SCM-
testissd muuttuu lymfosyyttien normaalista vasteesta, kun
lymfosyytit ovat perdisin pahanlaatuista sairautta sairas-
tamattomattomilta luovuttajilta verrattuna syopdd sairas-
tavilta luovuttajilta perdisin olevien lymfosyyttien vas-
teeseen. Lymfosyyttien, jotka ovat perdisin pahanlaatuista
tautia sairastamattomilta luovuttajilta, SCM-vasteen muu-
tos on kuvattu yksityiskohtaisemmin jdljempdnd "Esimer-

kit"-osassa.
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7. Yleisen syopddan liittyvén SCM-tekijdn vaikutus
lymfosyyttien luonnolliseen sytotoksisuuteen

SCM-tekijdlld on kyky huomattavasti vdhentdd poten-
tiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien spon-
taania luonnollista in vitro -sytotoksisuutta. Tdmdn omi-
naisuuden perusteella uskotaan, ettd yleisen sydpdan liit-
tyvdn SCM-tunnistustekijdn molekyylit liittyvdt syopdso-
lujen puolustautumiseen tappajalymfosyyttejd vastaan ja
tdlld tavalla edesauttavat sydpdsolujen elossa pysymista
ja rajoittamatonta kasvua. Immuunisysteemin normaalin toi-
minnan tdrkeys sydpdsolujen kasvun kontrolloimisessa ndkyy
epidtavallisten sydvdn muotojen tihednd esiintymisend poti-
laissa, Jjotka ovat immuunisuppressiohoidossa. Téarkedna
esimerkkinid tdstd on Kaposin sarkooman, joka tavallisesti
on melko hitaasti levidvd syodpd, agressiivisten muotojen
esiintyminen potilaissa, jotka kd&drsivdat hankitusta im-
muunikato-syndroomasta (AIDS).

SCM-tekijan puhdistaminen

Ensimmdinen vaihe SCM-tekijdn puhdistuksessa on
sy®pdd sairastavan luovuttajan ruumiinnesteestd suodatetun
ultrasuodoksen valmistaminen. Ruumiinneste voi olla &dreis
verta, veriplasmaa tai virtsaa; jos neste on ddreisverta,
veri tdytyy sentrifugoida punaisten verisolujen erottami-
seksi plasmasta. Ruumiinnesteen, jota on kdytetty SCM-te-
kijdn eristdmiseen, luovuttaja voi olla joko autologinen
tai allogeeninen suhteessa SCM-testissd kdytettdviin lym-
fosyytteihin.

Ultrasuodatusprosessissa erotetaan ensimmédinen ruu-
miinnestefraktio, joka k&dsittdd molekyylit, joiden né&en-
ndinen molekyylipaino on yli 1000 daltonia toisesta frak-
tiosta, joka kdsittdd molekyylit, joiden ndenndinen mole-
kyylipaino on alle 1000 daltonia. Esilld olevan keksinnon
mukainen yleinen sy&pddn liittyvd SCM-tekijd 1oytyy toi-
sesta ultrasuodoksen fraktiosta. Termejd "ndenndinen mo-

lekyylipaino" ja "nimellinen molekyylipainoraja" kdytetddn
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tdssid, koska ultrasuodatus on jossain mddrin epdtarkka
menetelmi erottamaan molekyylejd, joiden molekyylipaino on
titid kokoluokkaa, ja tarkka molekyylipaino, jonka nimelli-
seltd molekyylipainorajaltaan 1000 daltonin suodatin suo-
dattaa riippuu jossain mddrin molekyylin muodosta. Mole-
kyylit, jotka todelliselta molekyylipainoltaan ovat yli
1000 daltonia, itse asiassa voivat lépdistd suodattimen,
jonka nimellinen molekyylipainoraja on 1000 daltonia, jos
molekyylit esimerkiksi ovat suhteellisen pitkid ja kapei-
ta.

Edullisessa toteutusmuodossa toisen fraktion erot-
taminen ensimmiisestid fraktiosta tapahtuu suodattamalla
ruumiinneste ultrasuodattimen l&pi, jonka nimellinen mo-
lekyylipainoraja on 1000 daltonia.

Tdllaisen tekijdvalmisteen puhtautta ultrasuodatus-
vaiheessa tai mydhemmin voidaan kuvata sen spesifiselld
aktiivisuudella. Tdssd yhteydessid termi "spesifinen aktii-
visuus" midritelliin vastaavana proteiinimddrénd, Jjoka
tarvitaan aiheuttamaan tietynasteinen, kuten 20 %:nen,
lasku solunsisidisessi fluoresenssipolarisaatioarvossa, kun
kyseistd fraktiota kédytetddn SCM-vasteeseen kykeneviin
lymfosyytteihin SCM-testissd. SCM-tekijén puhdistamisella
pyritdsn lis#dmdsn SCM-tekijén spesifistad aktiivisuutta
verrattuna raa’an ultrasuodoksen spesifiseen aktiivisuu-
teen. Puhdistusprosessia voi sen vuoksi seurata puhdistet-
tujen fraktioiden spesifisen aktiivisuuden miadrittdminen.
Koska proteiinipitoisuudet tédssd kuvatuissa esimerkeissa
on maidritetty vain likiarvoina ultraviolettiabsorbanssina
midritettynd, mieluiten 220 nm:ssd, ja tekijén annos-vas-
tekdyrdd ei vield ole mddritetty, tdssa kuvatun SCM-teki-
jdn puhdistuksen eri vaiheiden karakterisoiminen spesi-
fisend aktiivisuutena on vain likim&&r&inen. Kuitenkin on
selvidd, ettd proteiinipitoisuus laskee merkittédvidsti teki-
jdn siirtyessd eri puhdistusvaiheiden 1l&dpi samalla kun

aktiivisuus sdilyy suhteellisen muuttumattomana talla ta-
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valla pddtyen SCM-tekijdn spesifisen aktiivisuuden lisdan-
tymiseen. Siitd huolimatta ultrasuodoksen voidaan hyvin
kuvata kdsittdvdan olennaiselta osaltaan puhtaan yleisen
sydpddn liittyvdn SCM-tunnistustekijdn samalla tavalla
kuin ultrasuodatus nimelliseltd molekyylipainorajaltaan
1000 daltonin membraanin ldpi voi poistaa biologisesta
nesteestd ylivoimaisesti suurimman osan spesifisen biolo-
gisen aktiivisuuden omaavista molekyyleistd ké&dsittéden
kaikki suuremmat peptidit.

Seuraava yleisen sydpdan liittyvdn SCM-tekijdn puh-
distusvaihe on suolojen poisto, jossa ultrasuodatuksella
saatu toinen fraktio viedddn kromatografikolonniin, joka
pystyy erottamaan siitd suolat. Kolonniin viety materiaali
eluoidaan sen jdlkeen kolonnista tislatulla vedelld ja se
osa, Jjoka eluoituu eluointitilavuudeltaan noin 0,3-0,5
kertaa koko kromatografia-alustan tilavuus sisdltden SCM-
tekijdn, Kkerdtddn talteen. Edullisessa toteutusmuodossa
tdssd vaiheessa kdytetty kolonni on geelisuodatuskolonni,
jonka fraktiointiasteikko ulottuu 0O:sta noin 700 dalto-
niin, kuten Sephadex, G-10.

Toinen puhdistusvaihe kisittdd toisen suodatuksen,
jossa erottelu myos tapahtuu koon mukaan. SCM:ia sisdltavi
materiaali, joka on saatu suolanpoistovaiheesta, toiseen
geelisuodatuskolonniin, jonka fraktiointiasteikko ulottuu
noin 1500 daltonista noin 30 000 daltoniin, kuten Sepha-
dex,, G-50. Kolonniin viety materiaali eluoidaan sen j&l-
keen siitd laimealla ammoniumsuolan vesiliuoksella. Edul-
lisessa toteutusmuodossa ammoniumsuola on ammoniumbikar-
bonaatti, vield edullisemmin 50 mM:nen ammoniumbikarbo-
naatti. Se osa, joka eluoituu eluointitilavuudessa, joka
on noin 0,4-0,6 kertaa koko kromatografia-alustan tila-
vuus, sisdltdd SCM-tekijdn ja se keridtdin.

Seuraava puhdistusvaihe on anioninvaihtokromatogra-
fia, joka erottelee varauksen mukaan. SCM-tekijdn sisil-

tdva materiaali edellisesta geelisuodatusvaiheesta viedaén
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anioninvaihtokolonniin, mieluiten dietyyliaminoetyylisel-
luloosaan (DEAE-selluloosa). Kolonniin viety materiaali
eluoidaan kolonnista suurentuvilla ammoniumsuolapitoisuuk-
silla. Mieluiten tamad ammoniumsuola on ammoniumbikarbo-
naatti ja suureneva ammoniumsuolapitoisuus ulottuu 10
mM:sta 1,0 M:iin ammoniumbikarbonaattia. Fraktio, joka
eluoituu kolonnista noin 0,28 M:n - 0,31 M:n ammoniumbi-
karbonaattipitoisuudessa, sis&ltda SCM-tekijan ja se kera-
t&é&n.

Viimeinen puhdistusvaihe kasittadad kadnteisfaasi-
korkeapainenestekromatografian (RP-HPLC), joka erottelee
varauksen ja/tai hydrofobisuuden mukaan. Tyypillisesti
SCM-tekijdn sis&ltadvé& materiaali DEAE-selluloosakolonni-
eluaatista viedaan Aquapore RP-300 RP-HPLC-kolonniin, jon-
kKa koko on 220 mm x 2,1 mm. Eluaatio suoritetaan sitten
kahden liuottimen seoksella niin, ett& ensin seos sisdltaa
90 tilavuusprosenttia 0,1- tilavuusprosenttista trifluoro-
etikkahapon (TFA) vesiliuosta ja 10 tilavuusprosenttia
0,09-tilavuusprosenttista TFA:ssa 70-prosenttisessa aseto-
nitriilin vesiliuoksessa, mitd seuraa gradientti, joka
sisdltas asetonitriilia sisdltdvan seoksen nousevana pi-
toisuutena. SCM-tekijd kaikista lahtomateriaaleista elu-
oituu homogeenisena piikkin& liuotinseoksella, joka sisd&l-
taa 26 tilavuusprosenttia 0,l-tilavuusprosenttista trif-
luoroetikkahapon vesiliuosta ja 74 tilavuusprosenttia 0.09
tilavuusprosenttista trifluoroetikkahapon vesiliouosta 70
%:ssa asetonitriilissa.

Vaihtoehtoisesti RP-HPLC voidaan suorittaa Beckman
Ultrasphere ODS,,,, -k&dnteisfaasi-korkeapainenestekromato-
grafiakolonnissa. T&ssd kolonnissa eluaatio suoritetaan
jossain md&rin erilaisella liuosyhdistelmdlld niin, etta
aluksi seos sis#dltdid 70 tilavuusprosenttia 0,1 tilavuus-
prosenttista trifluoroetikkahapon vesiliuosta ja 30 tila-
vuusprosenttia 0,1 tilavuusprosenttista trifluoroetikka-

hapon vesiliuosta 70 %:isessa asetonitriilin vesiliuokses-
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sa, mitd seuraa gradientti, joka kdsittd88 nousevan aseto-
nitriililivotinpitoisuuden. SCM-tekij& eluoituu aina ho-
mogeenisend piikkind liuotinpitoisuudessa, joka kdasitt&a
43,7 tilavuusprosenttia 0,1 $%:ista trifluoroetikkahapon
vesiliuosta ja 56,3 tilavuusprosenttia 0,1 %:ista trifluo-
roetikkahapon nesteliuosta 70 $%:isessa asetonitriilin ve-
siliuoksessa, kun kdytetddn t&t& liuotinsysteemid ja t&atéa
liuotinta.

SCM-tekijé&n kayttdo

1. Kdyttd SCM-testissa

SCM-tekijan aktiivisuus varmistetaan tutkimalla sen
vaikutusta elinvoimaisiin potentiaalisesti SCM-vasteeseen
kykeneviin lymfosyytteihin ylseisen testimenetelm&n mu-
kaan, joka on kuvattu L. Cercekin ja B. Cercekin julkai-
sussa "Application of the Phenomenon of Changes in the
Structuredness of Cytoplasmic Matrix (SCM) in the
Diagnosis of Malignant Disorders: a Review", Europ. J.
Cancer 13, 903-915 (1977). Esilld olevan keksinndn mukai-
nen SCM-tunnistustekijd tuottaa merkittdvdn laskun syOp&d
sairastavien luovuttajien potentiaalisesti SCM-vasteeseen
kykenevien lymfosyyttien solunsisédisessd fluoresenssipo-
larisaatioarvossa kun sitd k&aytet&&n tdllaisiin lymfosyyt-
teihin SCM-testissd, joka toteutetaan kuten tuossa artik-
kelissa on kuvattu. T&llaisten lymfosyyttien solunsisdisen
fluoresenssipolarisaatioarvon lasku on varmasti ainakin
20 % jopa jos ultrasuodosta k#dytetdsdn lymfosyytteihin, ja
yli 50 %, jos puhtainta HPLC-fraktiota k&ytetdin.

a. SCM-testin suoritusmenetelmét

Kaksi aikaisemmin k&ytt66n otettua menetelmdd ovat
tédrkeitd tédssé kuvatun SCM-testin onnistuneen suorituksen
kannalta. N&m8 menetelmdt kasittdvdt potentiaalisesti SCM-
vasteeseen Kkykenevien lymfosyyttien eristdmisen ja itse
fluoresenssipolarisaatioarvojen mittaamismenetelmdn ja
niiden muuttamisen SCM-testin kannalta mielekk&iksi nume-

roiksi. N&m8 menetelmdt kuvataan j&ljemp&ni.
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(1) Potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lym-
fosyyttien eristédminen

Potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfo-
syyttien eristdminen on kuvattu edelld mainitussa katsaus-
julkaisussa European Journal of Cancer ja myos aikaisem-
massa B. Cercekin & L. Cercekin patenttihakemuksessa 838
264, sarjanumero 838 264, joka on jdtetty 10. maaliskuuta
1986 ja Jjonka nimi on "Automated Collection of Buoyant
Density Specific Cells from Density Gradients", ja on lii-
tetty tdhdn viittauksena. Ndiden lymfosyyttien erottaminen
yleisestd lymfosyyttipopulaatiosta on tdrkedtd SCM-testin
onnellisen suorittamisen kannalta, koska vain suhteellisen
pieni osa lymfosyyteistd, noin 20-25 prosenttia, kykenee
reagoimaan SCM-testiss&d. Sen vuoksi, jos tdmd testi toteu-
tetaan fraktioimattomilla lymfosyyteilld, lopputuloksena
on paljon vahdisempi havaittu véheneminen solunsisdisessa
polarisaatioarvossa vaikka SCM-testissd itse asiassa vas-
teeseen kykenevidt lymfosyytit reagoisivatkin tdydellises-
ti.

Potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfo-
syyttien eristédmiseksi luovuttajalta otetaan ddreisveri-
nidyte ja se otetaan talteen heparinisoituun putkeen. Tal-
teen oton jilkeen Hireisverta kdsitellddn rautajauheella
tai karbonyyli-rautajauheella ja putket, jotka sisdltavit
veri-rautajauheseosta asetetaan magneetille fagosyyttisten
solujen erottamiseksi raudan mukana verindytteestd. Osa
verinidytteestd siirretdén sitten Ficollg,-Triosily,-tiheys-
gradienttiliuokseen ja sentrifugoidaan potentiaalisesti
SCM-vasteeseen Kkykenevien lymfosyyttien erottamiseksi ti-
heyserojen perusteella. Tdssd erotusmenetelmdssa kdytetaan
tiheysgradienttiliuosta, jonka tiheys on 1,081 g/cm® 25
°c:ssa ja osmolaliteetti 0,320 Osm/kg. Verindyte sentrifu-
goidaan 550 x g 20 min. 25 °C:ssa. Potentiaalisesti SCM-
vasteeseen kykenevidt lymfosyytit kerdtéddn Pasteur-pipetil-

13 solukerroksen poistamiseksi, joka on erottunut tiheys-
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gradienttimateriaalin pddlle. Kerddmisessd tdytyy noudat-
taa didrimmidistd varovaisuutta tiheysgradienttimateriaalin
kerddmisen vidlttidmiseksi, koska tdmd materiaali sis&dltéda
erilaisia painavampia plasma- ja solukomponentteja, jotka
hdiritsevat testituloksia. Kevyemmdn plasmamateriaalin
poistamista pitdd myds vdlttdd niin paljon Kuin mahdollis-
ta kaikkien kontaminanttien tai ei-SCM-vasteeseen kyke-
nevien solujen testindytteisiin mukaan tulon estédmiseksi.

Erottamisen jdlkeen potentiaalisesti SCM-vasteeseen
kykenevidt lymfosyytit pestd&dn useita kertoja, ensiksi 0,9
$:ssa sdildntdaineita sisdltamdttomdssd natriumkloridi-
liuoksessa, sitten t&dydellisessd Dulbeccon fosfaatilla
puskuroidussa saliinissa (PBS) ja pidetddn 37 °C:ssa seu-
raavaksi suoritettavaa SCM-testid varten.

(2) SCM-arvojen mittaaminen

SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien fluoresens-
sipolarisaatioarvojen mittaamismenetelmd on kuvattu edelléd
mainitussa katsausartikkelissa julkaisussa European
Journal of Cancer samoin kuin aaikaisemmassa B. Cercekin &
L. Cercekin patentthakemuksessa, sarjanumero 867 079, joka
on jatetty 27. toukokuuta 1986 Jja jonka nimi on "Method
for Measuring Polarized Fluorescence Emissions", joka on
tdhdn liitetty viittauksena. Kuten ndissd viitteissa on
mainittu testikohteen verestd aikaisemmin erotettuja lym-
fosyyttejd inkuboidaan steriilissd lasiputkessa 37 °C:ssa,
jossa on tunnettu pitoisuus joko mitoosia aiheuttavaa ai-
netta kuten fytohemagglutiinia tai syodpdan liittyvaa anti-
geenid kuten yleistd syopddn liittyvda SCM-tunnistusteki-
jdd, Jjoka on esilld olevan keksinndén kohde. Muitakin mi-
toosia aiheuttavia aineita kuin fytohemagglutiinia (PHA)
kuten konkanavaliini A:ta ja kermesmarjanitogeenia on kay-
tetty, mutta PHA on edullisin SCM-testiin. Tdmd inkubaatio
aloitetaan lisddmdlld 0,1 ml sopivasti laimennettua mitoo-
sia aiheuttavaa ainetta tai antigeenid 1 ml:aan solusus-

pensiota, jonka tiheys on 6 x 10 solua/ml. Inkubaation
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annetaan sitten jatkua 30-60 min.

Inkuboidut lymfosyytit sekoitetaan sen jdlkeen sus-
pensioon yhdessd sopivan ei-fluorogeenisen yhdisteen kans-
sa, joka voidaan hydrolysoida solunsisidisesti fluorogee-
niseksi yhdisteeksi, jota taman 5élkeen kutsutaan fluoro-
geenisen tekijén prekursoriksi, esimerkkind fluoreseiini-
diasetaatti (FDA). Fluoreseiinidiasetaattia kdytetdan lop-
pupitoisuutena 2,5 mM tdydellisessd PBS:ssa pH:issa 7 ja
osmolaliteetissa 0,330 Osm/kg ja se laimennetaan vdkevoi-
dysta varastoliuoksesta, joka on valmistettu asetoniin tai
jadetikkahappoon. 0,2 ml:n mairit kontrollilymfosyyttisus-
pensiota tai stimuloitua lymfosyyttisuspensiota injektoi-
daan hitaasti ruiskulla dekantteriin, joka sisdltéda 3 ml
FDA-substraattiliuosta.

FDA:n annetaan vaikuttaa soluihin riittédvéd aika
(noin 5 minuuttia), jotta FDA-substraattiliuos ehtii tun-
keutua sisidlle lymfosyytteihin. Solujen sis&dlla ei-fluoro-
geeniset fluoreseiinidiasetaattimolekyylit muutetaan fluo-
reseiinimolekyyleiksi entsymaattisella hydrolyysillé.

Fluoria sis&dltidvit lymfosyytit ovat isotrooppisia
reaktiossaan polarisoituun valoon, koska fluoresenssiemis-
sion polarisaatio suhteessa soluihin tulevaan valoon ei
riipu lymfosyytteihin kohdistetun tasopolarisoidun valon
suuntautumisesta. Kuitenkin ndihin mittauksiin ké&ytetty
tavanomainen fluoresenssipolarisaatiota mittaava laite
kdyttdd vertikaalisesti polarisoitua valoa lymfosyytteihin
ja ndin ollen mittausprosessi kuvataan vertikaalisesti
polarisoituna valona.

Kun fluoreseiinimolekyyleihin kohdistetaan viritys-
energiaa vertikaalisesti polarisoidun valon muodossa, ne
fluorisoivat. Vertikaalisesti ja horisontaalisesti pola-
risoidun emission suhde mddritetddn. Tdmd voidaan tehda
mittaamalla polarisoitu fluoresenssivoimakkuus sekd ver-
tikaalisessa ettd horisontaalisessa tasossa ja mddrittéa-

mdlld polarisaatioarvo (P-arvo) seuraavan suhteen mukaan:
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I, - GI,

I, + GI,

jossa I, ja I, ovat polarisoituja fluoresenssiarvoja ver-
tikaalisessa ja horisontaalisessa tasossa, mainitussa jir-
jestyksessd, ja G on korjauskerroin polarisoidun valon ho-
risontaalisten ja vertikaalisten komponenttien kyseessd
olevan laitteen optisen jdrjestelmdn epdtasaisen ladpdisyn
huomioimiseksi. G-arvo on mddritetty jakamalla horisontaa-
lisesti polarisoidun valon voimakkuus vertikaalisesti po-
larisoidun valon voimakkuudella, joka on emittoitunut
PBS:iin valmistetusta 107 M:sesta fluoreseiiniliuoksesta,
joka on viritetty horisontaalisesti polarisoidulla valol-
la, jonka aallonpituus on sama kuin on kdytetty SCM-mit-
tauksiin. Tdssd kuvatuissa mittauksissa G = 0,42.

Stimuloitujen lymfosyyttien, jotka tarkoittavat
lymfosyyttejd, jotka on altistettu esilld olevan keksinnén
mukaiselle yleiselle SCM:iin liittyvdlle sydvdn tunnistus-
tekijdlle, P-arvoa verrataan samalta luovuttajalta perdi-
sin olevien stimuloimattomien lymfosyyttien kontrollisus-
pension P-arvoon, ja stimuloitujen 1lymfosyyttien P-arvon
lasku prosentteina verrattuna kontrollilymfosyyttien P-
arvoon indikoi SCM-vastetta sydpdantigeenille.

Vaikka SCM-vaste voidaankin havaita samoillakin viritys-

ja emissiocaallonpituuksilla kun FDA:ia kdytetddn fluoro-

geenisend tekijdnd, selvdsti edullisempaa on Kkuitenkin
kdyttdd 470 nm:n viritysaalllonpituutta ja 510 nm:n emis-
sioallonpituutta. Kaikki tdssd mainitut tulokset on saatu
kdyttamalld nditd aallonpituuksia. Kuitenkin hyviid tulok-
sia on saatu kdyttdmdlld stimulointiaallonpituutena 442 nm
ja emissioaallonpituutena 527 nn.

Sprektofotometrin, jota kdytetdan SCM-fluoresens-

simittauksiin, pitdisi olla hyvin herkkd ja stabiili ja
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sen pitdisi kompensoida viritysvalon intensiteetin vaihte-
luita, koska polarisoidun fluoresenssiemission voimakkuus
mitataan ajan funktiona ja koska fluoreseiinin kokonais-
miiria SCM-mittauksissa on vain 10%-10° M:n luokkaa. Myds-
kiin leveitd nauhasuodatininstrumentteja ei voida kadyttaa
SCM-mittauksiin, koska SCM-vasteet voidaan havaita vain
kapealla aallonpituusalueella. Viritysmonokromaattorin
spektriuurteen suurimman leveyden pitdisi olla 20 nm ja
emissiomonokromaattorin spektriuurteen suurimman leveyden
pitdisi olla 10 nm, kun stimulaatiomonokromaattori on ase-
tettu 470 nm:iin ja emissiomonokromaattori 510 nm:iin.
Spektrofotometrin pitdsi myés olla liitettyna termostaat-
tisesti sidddeltyyn kyvettipidikkeeseen, koska polarisoidut
fluoresenssiemissiot ovat hyvin l&mpétilaherkkid. Spekt-
rofotometrin pitdisi my&s olla varustettu fluoresenssiemi-
ssioiden sekid horisontaalisten ettd vertikaalisten pola-
risoitujen komponenttien mittausvélineilla.

Jiljempdnd esitetyissd esimerkeissd me kdytimme
Perkin-Elmer MPF-4-spektrofotometri&, joka oli varustettu
termostaattisesti kontrolloidulla kyvettipidikkeella.
Kaikki mittaukset tehtiin 27 °C:ssa. Valoldhde oli ksenon-
lamppu.

Fluoresenssipolarisaatiota mitattaessa vertikaali-
sen virittidvin valonsiteen kanssa samansuuntaiset ja sitd
vastaan kohtisuorassa olevat emissiovoimakkuudet mddrite-
tiin vuorotellen automaattisella polarisaationmuuttajalla
noin 6 minuutin ajan tai kunnes vertikaalisen viritysva-
lonsiteen kanssa kohtisuorassa oleva emissiovoimakkuus
saavuttaa 80-90 % tason laitteen koko asteikon taittumas-
ta.

Niiden mittaustulosten korjaaminen on vdlttamatonta
kaikesta mahdollisesta fluoreseiinin solusta ulos vuota-
misesta ja substraatin sisdltdmédstd taustafluorisoinnista
johtuvien virheiden eliminoimiseksi. Témén korjauksen suo-
rittamiseksi solut suodatetaan pois liuoksesta nitrosellu-
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loosasuodattimella, jonka huokoskoko on 0,22 um ja joka on
asetettu sopivaan suodatinalustaan. Kdyttdmdlla samaa
fluoresenssipolarisaation mittauslaitetta saadaan mddri-
tettyad viritysvaloon ndhden samansuuntaiset ja kohtisuo-
rassa olevat fluoresenssivoimakkuudet. Korjatut fluo-
resenssivoimakkuusarvot soluille saadaan sitten vdhenta-
mdlld suodoksesta saadut arvot koko fluoresenssivoimakkuu-
desta ekstrapoloituna puolitettuun suodatusaikaan. Té&amd
ekstrapolointi on vdltt#mdtdntd, koska taustasdteily nou-
see inkuboinnin aikana johtuen fluoreseiinin vuotamisesta
ulos soluista ja FDA:n spontaanista hydrolyysistd.

Vaihtoehtoisesti voidaan kdyttda taustafluoresens-
sin kompensointimenetelmdd, joka on kuvattu aikaisemmassa
Cercekien patenttihakemuksessa, sarjanumero 867 079, joka
on jitetty 27 toukokuuta 1986 ja jonka nimi on "Method for
Measuring Polarized Fluorescence Emissions" ja joka on
liitetty tdhdn viitteend. Lyhyesti sanottuna tdssd mene-
telmdssid eliminoidaan tarve suodattaa jokainen ndyte mit-
taamalla horisontaalisesti ja vertikaalisesti polarisoitu
fluoresenssiemissio useammalla kuin yhdelld aallonpituu-
della ja laskemalla siitd solunsisdinen fluoresenssiemis-
sio.

SCM-testiin, Jjoka suoritetaan edelld kuvatun mene-
telmdn mukaisesti ja jossa kdytetddn 1,0 ml tiheydeltddn 6
x 10% solua/ml olevaa lymfosyyttisuspensiota ja 0,1 ml mi-
toosia aiheuttavaa ainetta tai antigeenid yhdessd FDA:n
kanssa, joka on fluorogeenisen tekijan prekursori, ja 470
nm:n viritysaallonpituutta ja 510 nm:n emissiocaallonpi-
tuutta, viitataan tdssid "standardi SCM-testina".

b. Yleisen syépddn liittyvdn SCM-tekijdn kaytto
vaikuttavana tekijdnd SCM-testissd

Yleistd sydpddn liittyvdda SCM-tekijdd, jonka puh-
distaminen on edelld kuvattu, voidaan kdyttda vaikuttavana
tekijdnd SCM-testissd sydvdn havaitsemiseen. N&in ollen

solut, jotka on saatu luovuttajilta, jotka eivdt sairasta
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sydpdd, eivdt anna merkittavdd SCM-vastetta, kun niiti
stimuloidaan sydpdantigeeneilld, joita kdytetddn vaikut-
tavina tekijoind SCM-testissd, kun taas solut, jotka ovat
perdisin sydpdd sairastavilta luovuttajilta, aiheuttavat
merkittdvdn muutoksen SCM-vasteeseen. Tadmd muutos nakyy P-
arvon laskuna, kun sydpdd sairastavilta luovuttajilta pe-
rdisin olevia soluja stimuloidaan syopdan liittyvilld an-
tigeeneilld. Kuten on kuvattu SCM-tekijd on epdspesifinen
suhteessa havaittuun syopatyyppiin; lymfosyyttien, joita
on stimuloitu SCM-tekijdlld SCM-testissd, ei tarvitse olla
perdisin luovuttajalta, jolla on samanlainen sydpdatyyppi
kuin ruumiinnesteen, josta SCM-tekij&d on perdisin, luovut-
tajalla.

Kdytettdessd SCM-tekijdd vaikuttavana tekijdnid SCM-
testissd se aiheuttaa ainakin kyﬁmenen prosentin laskun ja
jopa 44,6 %:n laskun P-arvossa. Jos P; on P-arvo stimuloi-
tujen lymfosyyttien mdédrdlle ja P, on P-arvo lymfosyyteil-
le, joita ei ole stimuloitu SCM-tekij&ll&d, P,:n ja P,:n suh-
teen ollessa pienempi kuin noin 0,9 osoittaa se stimuloi-
tujen lymfosyyttien 1luovuttajalla olevan pahanlaatuisen
sairauden.

Edullinen SCM-tekij&dn kdyttomenetelmd vaikuttavana
aineena SCM-testissd kdsittdd P,:n vertaamisen toisen mi-
toosia aiheuttavan aineen kanssa kosketuksissa olleiden
lymfosyyttien md&rdn fluoresenssipolarisaatioarvoon, P,,
SCM-vastesuhteen RR,, mddrittamiseksi, jossa:

RR,, = P,/P,.
Jos RRy,~arvo on pienempi kuin 0.9, indikoi se lymfosyyt-
tien luovuttajalla olevan pahanlaatuisen sairauden.

3. Muita SCM-tekijdn vasta-aineiden kdyttémuotoja

SCM-tekijdd vastaan tuotettujen vasta-aineiden 1li-
sdkdyttdmuoto sydvdn hoidossa on vasta-aineen liittdminen
aineeseen, joka on anti-sytpdaktiivinen anti-sydpidaktii-
visen aineen johtamiseksi sy&pdkohtaan ja silld tavalla

nostaa anti-sydpdaineen tehoavaa pitoisuustasoa sy&vin
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esiintymiskohdassa. Tdmd menetelmd on erityisen kdyttdkel-
poinen, kun kdytetddn anti-syodpdainetta, joka aiheuttaa
sivuvaikutuksia, kun sitd annetaan suurina annoksina.

Anti-SCM-vasta-ainetta voidaan myds kdyttdd SCM-
tekijdn pitoisuuksien mddrittdmiseen &d&dreisveressd tai
muissa ruumiinnesteissd eri tekniikoilla kuten radioimmu-
noanalyysilld, fluoresenssi-immunoanalyysilld tai entsyy-
misitoisella immunosorbenttianalyysilld tai sakkautumis-
analyysitekniikoilla kuten nefelometrisesti tai turbidi-
metrisesti silld oletuksella, ettd SCM-tekijd ei ole yk-
siarvoinen antigeeni. Olettaen ettd SCM-tekijd on jollakin
tavalla fysikaalisesti liittynyt kasvainsoluihin paikal-
listamisaineilla kuten fluorisoivilla vdreilld tai radio-
aktiivisilla isotoopeilla voidaan myds paikallistaa solut
niin ettd ne voidaan havaita biopsioissa. Fluorisoivalla
vdrillad leimattua vasta-ainetta voidaan myos kdyttdd syo-
pdsolujen automatisoituun osoittamiseen virtaussytomet-
riassa.

Esimerkit

Seuraavat esimerkit kuvaavat SCM-tekijdd, sen eris-
tystd ja puhdistusta ja kdyttdmenetelmdd. Kuitenkin seu-
raavien esimerkkien tarkoitus ei ole rajoittaa keksintdi
vaan ainoastaan kuvata sitd.

Esimerkki 1

Yleisen syopddn liittyvdn SCM-tekijdn alkupuhdistus

Potilailta, Jjoilla oli diagnosoitu aktiivisessa
vaiheessa oleva syopd kuten rinta- tai keuhkosydpd, pak-
sunsuolen sydpd, munasarjansydpd, kohdunkaulan sydpd, koh-
tusyopd, kurkunpddn sydpd tai ihosyodpd (tyvisolusydpd ja
pahanlaatuinen melanooma), kerdttiin verindytteet hepari-
nisoituihin astioihin kuten Vacutainer,,-putkiin. Kahden-
kymmenen millilitran erdt verindytteistd sentrifugoitiin
noin 1200 x g noin 40 minuutin ajan. Pohjalle laskeutunei-
den solujen pdidlld oleva plasma kerdttiin ja suodatettiin

paineella molekyylipainorajaltaan 1000 daltonin huokoisen
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kalvosuodattimen lipi kuten Amicony, UM2- tai YM2-suodatti-
men lipi. N&md ultrasuodokset lyofilisoitiin tai sdilytet-
tiin 4 °C:ssa seuraavaan puhdistusvaiheeseen.
Esimerkki 2
5 Yhden kerran puhdistetun SCM-tekijén testit
Ultrasuodoserid jokaisesta Esimerkin 1 ndytteesta
inkuboitiin potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien
lymfosyyttien kanssa, jotka oli saatu samoilta luovutta-
jilta ja lymfosyyttien kyky SCM-vasteeseen edelld kuvatun
10 SCM-testimenetelmidn mukaisesti tarkistettiin. Jokaisessa
tapauksessa ultrasuodos aiheutti SCM-vasteeseen kykenevis-
si lymfosyyteissd tyypillisen vasteen, joka kdsitti P-ar-
von laskun samalla tavalla kuin siind tapauksessa ettd ne
olisivat olleet kosketuksissa itse sydpdkudoksen tai syo&-

15 pidkudosuutteiden kanssa (Taulukko 2).
TAULUKKO 2

Esimerkin 1 ultrasuodoston SCM-aktiivisuus

20
Lymfosyyttien SCM-tekijdiden SCM-vaste:
luovuttajan luovuttajan P-arvo %:eina
diagnoosi diagnoosi kontrollista
Pahanlaatuinen Pahanlaatuinen 75,7
25 melanooma melanooma
Pahanlaatuinen Tyvisolusyodpa - 82,0
melanooma ihossa
Kurkunpddsyopa Kurkunpddsyopa 62,9
Rintasyoépa Rintasyoépa 76,0
30

Taulukon 2 tulokset osoittavat, ettd jopa raa’assa

ultrasuodoksessa SCM-tekijd aiheutti ainakin yhtd suuren
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laskun sy&pdd sairastavilta luovuttajilta perdisin olevis-
sa SCM-vasteeseen kykenevissd lymfosyyteissd kuin ne P-
arvojen laskut, joita mitataan, kun lymfosyyttejd stimu-
loidaan sydpdkasvaimen raakauutteilla tai itse syodpdkudok-
sella. P-arvon lasku ultrasuodosstimulaatiossa oli ainakin
10 %, joka on tdllaisessa tapauksessa tyypillinen positii-
vinen SCM-vaste. Kuitenkaan, SCM-tekijd ei l&dpdissyt ni-
melliseltd molekyylipainorajaltaan 500 daltonin Amicong,-
UMO5-suodatinta. Tdllaiset tulokset vahvistavat kasitysta
tekijdn pienestd koosta kuitenkin niin, ettd aktiivinen
tekijd on suurempi kuin pieni molekyyli kuten yksittdinen
aminohappo.

Esimerkki 3

SCM-tekijdn jatkopuhdistus

Lyofilisoitu jauhe Esimerkin 1 ndytteistd liuotet-
tiin 2 ml:aan steriilid s&dildntdaineita sisdltamdtdnti
vettd injektointia varten. Tdssd vaiheessa valmisteiden
SCM-aktiivisuus varmistettiin, ja aktiiviset ndytteet luo-
vuttajilta, joilla oli samantyyppinen ja samassa paikassa
sijaitseva syopd, yhdistettiin. Yhdistetyistd nidytteisti
poistettiin suola 0,9 x 18 cm:n Sephadex,, G-10 -kolonnis-
sa, Jjonka fraktiontiasteikko ulottuu O:sta 700 daltoniin.
Ndytteen tilavuus kolonnin kromatografia-ajoa kohti ei
ylittdnyt 25 % kolonnin tilavuudesta. Eluointiin kaytet-
tiin kahdesti tislattua vettd lineaarisella eluutionopeu-
della 8-9 cm/h. Suolojen poisto suoritettiin huoneenlim-
mossd (21-23 °C). Yhden ml:n fraktiot, jotka eluoituivat
vaiheessa, jossa 0,3-0,5 kertaa kromatografia-alustan ko-
konaistilavuudesta oli ajettu, Kkerdttiin ja fraktioiden
optiset tiheydet m&ddritettiin. SCM-aktiivisuuden havait-
tiin olevan ensimmdisessd eluutiopiikissid. SCM-aktiivisuu-
den sisdltyminen tdhdn piikkiin varmistettiin SCM-testil-
ld. Ensimmdisen eluutiopiikin mdiriderd, joka oli valmis-
tettu ultrasuodoksesta, joka oli alunperin saatu rinta-

sydpdd sairastavan potilaan plasmasta, laski rintasydpai
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sairastavan potilaan lymfosyyttien P-arvoa 86,3 % kontrol-
liarvosta SCM-testissd osoittaen SCM-aktiivisuuden olemas-
saolon. Nimi fraktiot kerdttiin talteen ja lyofilisoitiin.

Eluaatti puhdistettiin edelleen fraktioimalla
SephadexXy, G-50 -geelisuodatuskolonnissa, jonka fraktioin-
tiasteikko ulottuu 1500-30 000 daltoniin. Lyofilisoidut
suolattomat ndytteet liuotettiin 50 mM:seen NH,HCO;:1iin,
vietiin 0,9 x 18 cm:n Sephadex G-50 -kolonni, jonka line-
aarinen eluutionopeus oli 3 cm/h alle 5 %:n médrdnd kolon-
nin tilavuudesta. Eluutio suoritettiin huoneenlé@mmdssd ja
yhden millilitran fraktiot, jotka eluoituivat kolonnista
vaiheessa, jossa 0,4-0,6 Kertaa kromatografia-alustan ko-
konaistilavuus oli eluoitunut, kerdttiin talteen. Ndiden
fraktioiden SCM-aktiivisuus mddritettiin. T&man testin
tulokset on esitetty Esimerkissd 4 jdljempéand. SCM-aktii-
viset fraktiot saatiin ensimmidisestd eluutiopiikistd maa-
ritettynd yhden millilitran fraktioiden optisina tiheyk-
sind sen jidlkeen, kun fraktiot oli testattu SCM-testilla.

Sen jdlkeen kun fraktiot oli testattu SCM-aktiivi-
suuden suhteen, aktiiviset fraktiot samasta syopdtyypistéd
yhdistettiin ja lyofilisoitiin.

Lyofilisoitujen ndytteiden edelleen puhdistamiseksi
ne liuotettiin 10 mM:seen NHHCO;:iin ja vietiin 0,8 x 26
cm:n Whatman DE-52 mikrorae-DEAE-selluloosakolonniin alle
4 %:n miirinid kolonnin tilavuudesta. Kolonni pestiin 10
ml:1la 10 mM:sta NHHCO;-vesiliuosta 1lisd&mdlld NHHCO;:a
0,108 % minuutissa 10 mM:sta 1 M:iin. Yhden millilitran
fraktiot kerittiin talteen ja optinen absorptio 220 nm:ssd
miiritettiin jokaista fraktiota kohti. Optisen absorbans-
sin perusteella aktiiviset fraktiot, jotka eluoituivat
kolonnista vaiheessa, Jjossa 4,5-4,7 Kertaa kromatografia-
alustan kokonaistilavuus oli eluoitunut, yhdistettiin ja
lyofilisoitiin testausta ja lisdpuhdistusta varten. Ak-
tiivisten fraktioiden SCM-testaustulokset on esitetty esi-

merkissa 4.
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Esimerkki 4

Edelleen puhdistettujen valmisteiden testit

Taulukossa 3 esitetddn tulokset, kun esimerkin 3
Sephadex G-50 -fraktioiden mddrderid, jotka olivat alun-
perin perdisin luovuttajilta, joilla oli erityyppisid syo-
pamuotoja, kdytettiin SCM-testissd stimuloimaan lymfosyyt-
tejd, jotka oli saatu luovuttajilta, joilla myds oli eri-
tyyppisid sy6pamuotoja. Voidaan havaita, ettd potentiaa-
lisesti SCM-vasteeseen kykenevadt lymfosyytit antavat saman
tyypillisen vasteen G-50-fraktioille kuin ne antoivat ai-
kaisemmin kuvatuille syopddn liittyville antigeeneille.
Tdmdn suolattoman osittain puhdistetun proteiinimateriaa-
lin vaste on yleisesti ottaen suurentuva verrattuna raa-
kaan ultrasuodokseen, jota koskevat tulokset on esitetty
taulukossa 2. Tamd suurentunut SCM-vaste ndkyy alentuneina

P-arvoina.
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TAULUKKO 3

Esimerkin 3 sephadex G-50-fraktioiden SCM-aktiivisuus

Lymfosyyttien luo- | SCM-tekijdn luo- SCM-vaste: P-
vuttajan diagnoosi | vuttajan diagnoosi | arvo %:eina
kontrollista
Keuhkosyodpd Rintasyodpéa 73,0
Keuhkosyopd Kohdunkaulansyopa 69,6
Keuhkosyopa Keuhkoputkensyodpa 73,6
Kurkunpdadsyopa Keuhkoputkensyodpa 77,6
Rintasyodpéa Keuhkoputkensyopa 80,2
Paksunsuolensyopd Rintasyopa 63,5
Kurkunpdansyopa Rintasyopa - 63,0
Pahanlaatuinen Pahanlaatuinen 74,9
melanooma melanooma
Terve luovuttaja Pahanlaatuinen 99,3
melanooma
Terve luovuttaja Paksunsuolensyopa 98,0
Paksunsuolen sydpd | Paksunsuolensy&pa 98,9

Taulukosta 4 nidkyvdt tulokset, jotka saatiin, kun
kdytettiin SCM-testissd SCM-tekijd&d sellaisilta luovutta-
jilta, joilla oli erityyppisisd pahanlaatuisia sairauksia,
sen jdlkeen, kun se oli puhdistettu DEAE-selluloosan ldpi,
lymfosyyttien stimuloimiseen, jotka oli saatu erityyppisia
pahanlaatuisia sairauksia sairastavilta luovuttajilta tai
sybpdsd sairastamattomilta luovuttajilta. Kuten oli odotet-
tavissa sydpdpotilaiden lymfosyytit antocivat vasteen SCM-
tekijoille, jotka oli puhdistettu DEAE-selluloosakolon-
neissa, huomattavana P-arvon laskuna, kun taas pahanlaa-
tuista sairautta sairatamattomilta luovuttajilta saaduilla

lymfosyyteilld ei sellaista P-arvon laskua esiintynyt.



10

15

20

25

30

92632

41

TAULUKKO 4

Esimerkin 3 DEAE-selluloosafraktioiden SCM-aktiivisuus

Lymfosyyttien luo- SCM-tekijadn luo- SCM-vaste: P-

vuttajan diagnoosi vuttajan diagnoo- | arvo %:eina
si kontrollista

Rintasyopé Rintasy®péa 69,2

Rintasyopéa Keuhkoputkensy&dpa 69,5

Rintasyotpéa Kohdunkaulansy&péa 69,0

Tyvisolusy®dpéd-ihossa | Tyvisolusydpéa- 82,0
ihossa

Terve luovuttaja Paksunsuolensydpd 98,6

Sappirakon tulehdus Pahanlaatuinen 100,0
melanooma

Virtsaputkentulehdus | Kohdunkaulansydpa 99,8

Umpilis&dkkeen Paksunsuolensydpad 98,0

tulehdus

Hyv&laatuinen rinnan | Rintasyopé 97,8

kasvu

Hyvé@nlaatuinen aivo- | AivosyOpéa 100,00

lisdkkeenkasvain

Esimerkki 5

SCM-tekijén viimeinen puhdistusvaihe RP-HPLC:lla

Esimerkin 4 yleiset sy®pd&&n liittyvdt DE-52-SCM-
aktiiviset fraktiot saatettiin uudestaan kadyttovalmiiksi
ja puhdistettiin homogeenisiksi kdaanteisfaasi-korkeapaine-
nestekromatografisesti (RP-HPLC) kayttamalld 2,1 x 22 cm:n
HPLC-kolonnia. Kolonni pakattiin Aquapore 300,,,:11a (7
mikronia). RP-HPLC-puhdistusvaiheessa k&ytetyt liikkuvat
faasit olivat seuraavat:

Faasi A: 0,1 tilavuusprosenttia trifluoroetikkaha-
pon (TFA) vesiliuosta

Faasi B: 0,09 tilavuusprosenttia TFA:n vesiliuosta
70 %:isessa asetonitriilin vesiliuoksessa
Lyofilisoidut DE-52-SCM-aktiiviset fraktiot saatettiin
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uudestaan kayttovalmiiksi steriilillé vedelld injektointia
varten (ilman sail®éntdaineita) ja 250 pl:n madrdt injek-
toitiin RP-HPLC-kolonniin. Liikkuvan faasin virtausnopeus
oli 50 mikrolitraa minuutissa ja sen seosprofiili oli seu-
raava: 10 minuuttia 90 tilavuusprosenttia Faasia A, 10
tilavuusprosenttia Faasia B, jota seurasi 30 minuutin ajan
Faasin B lineaarinen lisdys tasolla 3 tilavuusprosenttia
minuutissa. 220 nm:n optisessa absorbanssissa havaitut
optiset tiheyspiikit kerdttiin k&sin "nanobore"-teflonput-
kiston kautta 1,5 ml:n muovisiin kartiomaisiin Eppendorf-
sentrifuugiputkiin ja liuotin haihdutettiin tyhjidsentri-
fuugissa. Kaikissa tapauksissa yleinen syopaan 1liittyva
SCM-tunnistustekijd eluoitui kolonnista vaiheessa, jossa
Faasia B oli eluoitunut 74 tilavuusprosenttia.

Esimerkki 6

SCM-tekijdn vaihtoehtoinen RP-HPLC-puhdistus

Vaihtoehtoisesti SCM-tekija voidaan puhdistaa
HPLC:1la kayttam&llsa 4,6 mm x 25 cm:n HPLC-kolonnia, joka
on pakattu Ultrasphere ODS,:118 (5 mikronia), jota
Beckman Instruments, Inc. toimittaa, yhdessd Esimerkin 4
DEAE-52-SCM-fraktioiden kanssa. Téassé& kolonnissa kdytetyt
liikkuvat faasit ovat seuraavat:

Faasi A: 0,1 tilavuusprosenttia trifluorocetikkaha-
pon (TFA) vesiliuosta

Faasi B: 0,1 tilavuusprosenttia TFA:ia 70 %:isessa
asetonitriilin vesiliuoksessa
Tdman kolonnin kohdalla kaytettiin samaa menettelytapaa
kuin Aquapore-kolonninkin kohdalla paitsi ettd@ liikkuvan
faasin virtausnopeus o0li 1,00 ml minuutissa ja seosprofii-
1i 5 minuuttia 70 tilavuusprosenttia Faasia A ja 30 tila-
vuusprosenttia Faasia B, mit& seurasi, 20 minuutin Faasin
B lineaarinen lis3dminen tasolla 3,5 tilavuusprosenttia
minuutissa. Optiset tiheyspiikit m&aritettiin 22 nm:ssa ja
ne Kerdttiin kdsin silikonoituihin lasisiin koeputkiin ja

liuotin haihdutettiin tyhjidsentrifuugissa. Kun tdtd HPLC-
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systeemisd kdytettiin, kaikissa tapauksissa yleisen sydpaan
liittyvdn SCM-tunnistustekijén yhdeksdstédtoista erilaises-
ta syopatyypistd, kdsittden kohdunkaulan suomusolunsydvan,
rinnan adenokarsinooman, keuhkoputken adenckarsinooman ja
pahanlaatuisen melanooman, puhdistamisen tuloksena oli
yksi ainoa optisen tiheyden aktiivisuuspiikki, joka eluoi-
tui vaiheessa, Jjossa 56,3 tilavuusprosenttia Faasia B oli
eluoitunut.

Esimerkki 7 .

Esimerkin 6 puhdistettujen RP-HPLC-valmisteiden
testit

Esimerkissi 6 RP-HPLC:1lla Ultrasphere-kolonnissa
eristettyjen peptidien SCM-aktiivisuuden testaamista var-
ten peptidit saatettiin uudestaan kdyttdvalmiiksi sterii-
1i114 vedellid ilman s#dildntdaineita suoritettavaa injek-
tointia varten. SCM-vasteeseen Kykenevien Ilymfosyyttien
SCM-aktiivisuus ndytteiden kanssa inkuboinnin jélkeen on
esitetty taulukossa 5. T&amd fraktio aiheuttaa suur imman
laskun polarisaatioarvossa, kun sitd kdytetadn lymfosyyt-
tien, jotka ovat perdisin sydpdd sairastavilta luovutta-
jilta, stimuloimiseen. Kaksi kolmesta SCM-tekijdvalmis-
teesta aiheutti yli 40 %:n laskun polarisaaticarvossa,
joka on suurempi lasku kuin millddn muulla testatulla
fraktiolla. Puhdistettu tekijd oli, kuten osattiin odot-
taa, epispesifinen suhteessa kéaytettyjen lymfosyyttien
luovuttajan syopidtyyppiin. Samoin kuin osattiin odottaa
puhdistettu tekijéd ei antanut vastetta, kun stimulointiin

kdytettiin terveiden luovuttajien lymfosyytteja.
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TAULUKKO 5

Esimerkin 6 RP-HPLC-fraktioiden SCM-aktiivisuus

Lymfosyyttien SCM-tekijan SCM-vaste: P-
luovuttajan luovuttajan arvo %:eina
diagnoosi diagnoosi kontrollista
Rintasyotpéa Rintasy&pé 58,9
Rintasyopéa Keuhkosyopéa 57,3
Paksunsuolensy6péa Rintasy®pé 55,4
Rintasyodpéa Keuhkoputkensytpéa | 68,0

Terve luovuttaja Rintasyopa 99,8

Terve luovuttaja Keuhkosyopa 101,0

Esimerkki 8

SCM-aktiivisten tryptisten peptidien identifikaatio

ja eristdminen SCM-tekijésta

Esimerkin 5 puhdistetusta SCM-tekij&std eristettiin
kuudentoista aminohapon pituinen tryptinen fragmentti.
Taman fragmentin osoitettiin omaavan laajemman peptidin
tdyden aktiivisuuden ja se sekvenoitiin automaattisella
Edman-hajoitusmenetelm&lld. Puhdistetun SCM-tekijan kat-
kaisu trypsiinilld ja aktiivisen fragmentin puhdistaminen
suoritettiin seuraavan menetelman mukaisesti:

Peptidin adsorbtiomenetyksen estédmiseksi lyofili-
soinnin aikana SCM-tekij& pilkottiin trypsiinilla HPLC-
eluenttien l&snaollessa. Trypsiinidigestio suoritettiin
0,1 M:ssa Tris-HCl-puskurissa, pH:ssa 8,3 37 °C:ssa 24
tuntia kayttden 10 painoprosentttia trypsiinid. Pilkottu
osa laimennettiin nelinkertaiseksi 0,1 tilavuusprosentti-
sella trifluoroetikkahapon vesiliuoksella ja injektoitiin

Applied Biosystems 130A mikrovirtauserotussysteemiin.
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Tryptiset fragmentit erotettiin k&yttam&lld Aquapore RP-
300-kolonnia (200 mm x 2,1 mm). Fragmenttien eluoimiseen
kdytetyt liikkuvan faasin liuottimet olivat:

Faasi A: 0,1 tilavuusprosenttia trifluoroetikka-
happoa (TFA)

Faasi B: 0,09 tilavuusprosenttia TFA:o0a 70 %:sessa
asetonitriilin vesiliuoksessa
Liikkuvan faasin virtausnopeus oli 50 pl minuutissa ja
seosprofiili ké&sitti 10 minuuttia 96 tilavuusprosenttia
Faasia A, 4 tilavuusprosenttia Faasia B, mitad seurasi 1li-
neaarinen eluaatiogradientti, joka ké&sitti 30 minuutin
lineaarisen nousun Faasissa B tasolla 3 tilavuusprosenttia
minuutissa. SCM-aktiivinen tryptinen fragmentti eluoitui
vaiheessa, jossa 69,9 tilavuusprosenttia Faasista B oli
eluoitunut ja vaiheessa, jossa 30,4 tilavuusprosenttia
Faasista A o0li eluoitunut 30 mikrolitran kokonaistilavuu-
tena.

Esimerkki 9

SCM-tekijdn kayttd stimuloivana tekijdnad SCM-tes-

tisséa

Taulukossa 6 on koottuna tulokset, jotka on saatu
kdyttédméllad yleisi& syopddn liittyvid SCM-tunnistusteki-
jévalmisteita stimuloivana tekijand SCM-testiss& eri puh-
distusvaiheista esimerkeistd 1, 3 ja 6. Kun lymfosyyttej&,
jotka on saatu useita erilaisia pahanlaatuisia tauteja
sairastavilta luovuttajilta, kaytettiin yhdessa esilla
olevan keksinndén mukaisen tekijdn kanssa SCM-testissa,
kaikissa tapauksissa havaittiin merkittdva vaste. Tama
vaste nakyy taulukossa 6 kontrollipolarisaatioarvosta,
joka on saatu kaytté&malla samojen lymfosyyttien, joita ei
oltu inkuboitu tekijén kanssa, SCM-mittausta. Mit& pienem-
pi arvo sita voimakkaampi vaste tekijaa kohtaan SCM-tes-
tissd. Jopa testatun tekijé&n raa'in valmiste, ultrasuodos,
aiheutti laskun polarisaatiocarvossa 18,0 %:ista 37,1 %:iin

ja kaikista puhtain fraktio, joka oli puhdistettu RP-
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HPLC:1la, aiheutti jopa 44,6 %:n laskun polarisaatioarvos-
sa. Tamin keksinndn mukainen tekijd on spesifinen ja ai-
heuttaa laskun polarisaatioarvossa vain, kun kdytetdan
sydpdd sairastavilta luovuttajilfa saatuja lymfosyytteja.
Ei edes RP-HPLC:lla puhdistettu fraktio aiheuttanut laskua
polarisaatioarvossa, kun sitd kdytettiin stimuloimaan ter-

veiden luovuttajien lymfosyytteja.
TAULUKKO 6

Esimerkkeja sCM-aktiivisuudesta eri puhdistusvaiheissa
(Esimerkki 9)

Puhdistusvaihe P-arvon laskun prosentti-
rajat, kun on kdytetty
sybpdpotilaiden lymfosyyt-
teja

Plasman ultrasuodos 18,0 - 37, 1

(1000 Daltonin painoraja)

Sephadex G-50-fraktio 19,8 - 37,0

DE-52-selluloosafraktio 18,0 - 31,0

RP-HPLC-fraktio 32,0 - 44,6

Yksikiddn fraktio ei osoittautunut aktiiviseksi tes-
tattaessa terveiden luovuttajien lymfosyyttejd vastaan tai
ei-pahanlaatuista tautia sairastavien luovuttajien lymfo-

syytteja vastaan.

Esimerkki 10

Esimerkin 8 SCM-aktiivisen tryptisen peptidin kdyt-
to

Tryptinen peptidi, jonka puhdistus kuvattiin edella

esimerkissd 8, on aktiivinen standardi SCM-testiss&d. Noin
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5 x 107° femtogrammaa t&ta fragmenttia (toisin sanocen 5 x
10" grammaa tai noin 16 000 molekyylia fragmenttia) oli
tdysin aktiivinen testiss&. Kun fragmentti eristettiin
keuhkosytpdad sairastavilta potilailta, se osoittautui ak-
tiiviseksi SCM-testissd, kun sitd testattiin lymfosyytteja
vastaan, jotka oli eristetty potilailta, joilla oli pieni-
solukeuhkosy®pd ja se ristiinreagoi t&ysin lymfosyyttien
kanssa, jotka olivat perdisin potilaalta, jolla oli rinnan
rauhaskudossydpd, kuten taulukosta 7 nadkyy. Kuitenkaan
mit8&8n vastetta ei huomattu, kun kdytettiin terveiden luo-

vuttajien lymfosyytteja.
TAULUKKO 7

Esimerkin 8 tryptisen fragmentin SCM-aktiivisuus keuhko-

syovasta
Lymfosyyttien luovuttajan SCM-vaste: P-arvo prosent-
diagnoosi teina kontrollista
Pienisolukeuhkosyopéa 7,0; 68,0
Rintarauhassy&pa 67,5; 68,0
Terveet luovuttajat 102,0; 104,0

Esimerkki 11

SCM-tekijan ristiinreagoivuus

Seuraava esimerkki kuvaa SCM-tekijdn kykya aiheut-
taa vaste SCM-testissd, kun stimuloimiseen kaytetdsn lym-
fosyyttejd, jotka ovat perdisin luovuttajilta, jotka sai-
rastavat erityyppisid sy®vé&n muotoja. T&mé&n ristiireagoi-
vuuden osoittamiseksi joukosta syodpdpotilailta saatuja
verindytteitd otettiin kaksi millilitraa soluvapaata veri-
plasmaa. Verin&ytteet oli alunperin kerdtty heparinisoi-

tuihin Vacutainer ,,-putkiin. N&ytteet ultrasuodatettiin
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Amicon UM2- tai YM2-suodattimien 1l&pi, joiden nimellinen
molekyylipainoraja on 1000 daltonia, ainakin 12 tuntia ja
siilytettiin steriileissd olosuhteissa 4 °c:ssa. Potenti-
aalisesti SCM-vasteeseen kykenevdt lymfosyytit eristettiin
heparinisoiduista verindytteista potilailta, joilla oli
sydpd, terveiltd luovuttajilta ja ei-pahanlaatuisia tau-
teja sairastavilta luovuttajilta. Yleisen sydpddn liitty-
vdn SCM-tunnistustekijdn sisdltédmien ultrasuodosten aktii-
visuuden ja sydpdspesifisyyden testaamiseksi inkuboitiin
0,75 ml:n mddrderid potentiaalisesti SCM-vasteeseen Ky-
kenevid lymfosyyttejd (5 x 10 solua/ml PBS:ssa) inkuboi-
tiin 40 minuutin ajan 37 °C:ssa yhdessd ultrasuodosten
kanssa. Jokaiseen analyysiin kdytettiin 0,075 ml ultrasuo-
dosta. SCM-testit suoritettiin kuten aikaisemmin on kuvat-
tu L. Cercekin ja B. Cercekin artikkelissa "aApplication of
the Phenomenon of Changes in the Structuredness of Cyto-
plasmic Matrix (SCM) in the Diagnosis of Malignant Disor-
ders: a Review", Europ. J. Cancer 13, 903-915 (1977) ja
aikaisemmassa B. Cercekin ja L. Cercekin patenttihakemuk-
sessa, sarjanumero 867 079, joka on jdtetty 27. toukokuuta
1986 ja otsikoitu "Method for Measuring Polarized Fluo-
rescence Emissions". SCM-analyysissd solunsisdisen fluo-
resenssipolarisaation arvon (P-arvo) ainakin 10 %:n laskua
pidettiin stimuloivan ultrasuodoksen positiivisena vastee-

na.
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Kuten Taulukon 8 tulokset osoittavat yleiset syo-
pddn liittyvdat SCM-tunnistustekijat, jotka olivat per&disin
yhdeksidstd eri sydpdtyypistd, aiheuttivat vasteen poten-
tiaalisesti SCM-vasteeseen Kkykenevilld 1lymfosyyteilld,
jotka oli saatu potilailta, jotka edustivat kahdeksaa eri-
laista sydpdtyyppid. Vastakohtana terveiltd luovuttajilta
ja muita kuin sydpdsairauksia sairastavilta luovuttajilta
saadut plasman ultrasuodokset eivdt antaneet mitd&dn posi-
tiivisia SCM-vasteita. My®dskddn terveiltd luovuttajilta ja
muita kuin sydpdsairauksia sairastavilta 1luovuttajilta
saadut potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevdt lymfosyy-
tit eivdt reagoineet mihinkd&dn ultrasuodokseen SCM-testis-
sd.

Esimerkki 12

SCM-vasteen muuttaminen SCM-tekij&dlld

Hyvdnlaatuisten lymfosyyttien SCM-vasteen muuttumi-
sen osoittamiseksi inkuboimalla SCM-tekijdn kanssa poten-
tiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevdt lymfosyytit eristet-
tiin terveiden luovuttajien verindytteistd ja suspendoi-
tiin tdydelliseen Dulbeccon fosfaattipuskurisaliiniin
(PBS) tiheydelld 5 x 10° solua/ml kuten edelld mainitussa
European Journal of Cancerin artikkelissa on kuvattu sa-
moin kuin aikaisemmassa B. Cercekin patenttihakemuksessa,
sarjanumero 838 264, joka on jatetty 10. maaliskuuta 1986
ja jonka otsikko on "Automated Collection of Buoyant Den-
sity Specific Cells from Density Gradients". Ndiden solu-
jen mddrderid inkuboitiin 3 ml:ssa seuraavia aineita: (a)
soluvapaata veriplasmaa syopdpotilaista; (b) plasmaa, joka
oli perdisin syodpdpotilailta ja- jota oli ultrasuodatettu
12 tunnin ajan Amicon UM2-suodattimen l&dpi, jonka molekyy-
lipainoraja on 1000 daltonia; (c) plasmaa, joka oli saatu
syopdpotilailta Jja Jjoka o0li ultrasuodatettu 12 tuntia
Amicon UM5-suodattimen l&dpi, jonka nimellinen molekyyli-
painoraja on 500 daltonia; (d) yleista syopddn liittyvaa
SCM-tekijdda, Jjoka o0li puhdistettu suolat poistavan
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Sephadex G-10-kolonnin ldpi; (e) tekijdd, joka oli puhdis-
tettu Sephadex G-50-kolonnin ldpi; (f) tekijda, joka oli
puhdistettu DEAE-selluloosakolonnin 1l&dpi; (g) tekijasd,
joka o0li puhdistettu viimeisen RP-HPLC-vaiheen 1l&pi; ja
(h) plasmaa, joka oli perdisin terveiltd luovuttajilta ja
joka oli ultrasuodatettu Amicon UM2-suodattimen ldpi, jon-
ka nimellinen molekyylipainoraja on 1000 daltonia. N&mad
inkubaatiot kestividt 2,5 tuntia.

SCM-tekijdn kyky muuttaa terveiltd luovuttajilta
saatujen lymfosyyttien SCM-vastetta osoitettiin md&drittd-
mdlld lymfosyyttien SCM-vastesuhde (RR,,) Jjokaisen edelld
mainitun fraktion kanssa suoritetun inkuboinnin jdlkeen.
Ennen kuin inkuboidut solut saatettiin kosketuksiin joko
mitoosia aiheuttavan tekijdn tai SCM-tekijadn kanssa RRg,:n
mddrittdmiseksi, ne pestiin huolellisesti. Muuttumisen
tapahtuminen tai sen puuttuminen mddritettiin lymfosyyt-
tisuspension, joka o0li ollut lyhyen aikaa kosketuksissa
SCM-tekijédn sisdltdvédn substraatin kanssa, polarisaatioar-
von suhteena lymfosyyttisuspension, joka oli ollut lyhyen
aikaa kosketuksissa fytohemagglutiinin (PHA) kanssa, pola-
risaatioarvoon. SCM-testimenetelmdn mukaisesti alle 1,0:n
RR. ,—arvo on positiivinen indikaatio luovuttajassa olevasta
pahanlaatuisesta sairaudesta kun taas 1,1 ja sitd suurempi

RRy,—arvo indikoi pahanlaatuisen sairauden puuttumista.
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TAULUKKO 9

Terveiltd luovuttajilta perdisin olevien lymfosyyttien
SsCM-vasteiden muuttaminen SCM-tekijallad (esimerkki 12)

Muuttamiseen kdytetty | Ennen muutta- RRgem: Muuttami-

SCM-valmiste mista sen jdlkeen
Soluvapaa sydpdveri- 1,38 0,80

plasma

Sydpdsoluveriplasman 1,35 0,78
ultrasuodos

(1000 Daltonin raja)

Sephadex G-10 (SCM- 1,40 0,80
aktiivinen)

Sephadex G-50 (SCM- 1,38 0,73
aktiivinen)

DEAE-selluloosa (SCM- | 1,39 0,70
aktiivinen)

RP-HPLC (SCM—aktii— 1,40 0,65
vinen)

Sydpdsoluveriplasman 1,38 1,38
ultrasuodos

(500 Daltonin raja)

Terveiden luovutta- 1,38 1,38
jien autologisen al-
logeenisen veriplas-
man ultrasuodos

Taulukosta 9 nikyy SCM-tekijdd sis&dltédvien frakti-
oiden kanssa tapahtuneen inkuboinnin vaikutus lymfosyyt-
tien vasteeseen joko SCM-tekijddn tai fytohemagglutiiniin
RR, -arvona. Lymfosyyttien, joita joko ei oltu esi-inku-
pboitu tai joita oli esi-inkuboitu terveiltd luovuttajilta
perdisin olevan ultrasuodoksen kanssa, joka oli suodatet-
tu nimelliseltd molekyylipainorajaltaan 1000 daltonin
suodattimen ldpi, tai joita oli esi-inkuboitu ultrasuo-
doksen kanssa, joka oli perdisin sydpda sairastavilta
luovuttajilta ja joka oli suodatettu nimelliseltd paino-
rajaltaan 500 daltonin suodattimen 1dpi, RR,,—arvo oli
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1,35 tai suurempi kuten oli odotettukin. Sen sijaan kaik-
kien lymfosyyttien, joita oli esi-inkuboitu SCM-tekijaa
sisdltédvien fraktioiden kanssa, RR,,-arvo oli laskenut
0,65-0,80:een, joka on tyypillinen lymfosyyteille, jotka
alunperin on eristetty pahanlaatuista tautia sairastavil-
ta potilailta.

Esimerkki 13

SCM-tekijadn vaikutus lymfosyyttien sytotoksisuu-
teen

SCM-tekijdn vaikutuksen potentiaalisesti SCM-vas-
teeseen kykenevien lymfosyyttien sytotoksisuuteen pahan-
laatuisia soluja vastaan osoittamiseksi niditd lymfosyyt-
tejd, jotka oli saatu terveiltid luovuttajilta, inkuboi-
tiin 2 1/2 tuntia 37 °C:ssa plasman kanssa, joka sisdlsi
SCM-tekijdd, joka oli eristetty kuten edelld on kuvattu
sy6pdd sairastavien luovuttajien verindytteistd. Ndiden
lymfosyyttien mddrderdt sdilytettiin kontrolleina eiki
niitd inkuboitu. Lisdksi potentiaalisesti SCM-vasteeseen
kykenevadt lymfosyytit saatiin luovuttajilta, joilla ei
ollut sydpdd, ja niitd kédsiteltiin samalla tavalla - muu-
tamia mddrderid inkuboitiin SCM-tekijidi sisidltdvan plas-
man kanssa ja muut sdilytettiin kontrolleina eiki niita
inkuboitu.

Inkuboinnin j&lkeen lymfosyyttien sytotoksisuus
testattiin menetelm&dlld, jonka M. R. Potter ja M. Moore
ovat kuvanneet artikkelissaan "Natural Cytotoxic
Reactivity of Human Lymphocyte Subpopulations", Immunolo-
gy 37, 187-194 (1979). Tédmdn julkaistun menetelmdn mukai-
sesti ihmisen myeloidisolulinjan K 562 soluja, jotka oli
leimattu *'Ccr:lla, kdytettiin analyysin kohdesoluina.
Kohdesolujen suhde vaikuttajasoluihin oli 1:20. ’'Cr:n va-
pautuminen osoittaa, ettd vaikuttajasolut ovat toksisia
kohdesoluille. Sytotoksisuus mdidritetdin seuraavalla ta-

valla:
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Sytotoksisuusprosentti =

jossa R, on ’'Cr:n vapautumisprosentti ndytteessd, R. on
Sicr:n vapautumisprosentti kontrollissa ja R, on Sicr:n
vapautumisprosentti detergentin, Triton X-100:n, l&sndol-
lessa. Tulokset on esitetty taulukossa 10. Nama tulokset
osoittavat, ettd terveiltd luovuttajilta saatujen poten-
tiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien inku-
bointi 2,5 tunnin ajan ultrasuodoksen kanssa, joka oli
suodatettu nimelliseltd painorajaltaan 1000 daltonin suo-
dattimen 1&pi, vidhensi niiden sytotoksisuutta yli 90
%2:1la. Kun inkubointi suoritettiin sydpdpotilailta saa-
tujen potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfo-
syyttien kanssa, sytotoksisuuden lasku oli pienempi, 40-
90 %. Kuitenkin sellaisten syodpdpoilailta saatujen lym-
fosyyttien sytotoksisuustasot olivat matalampia ennen in-
kubointia, ja ultrasuodoksen kanssa suoritetun inkuboin-
nin jidlkeen jdljelle jddnyt sytotoksisuustaso oli verran-
nollinen tasoon, joka oli jdljelld terveilta luovuttajil-
ta perdisin olevien lymfosyyttien inkuboinnin jdlkeen.
Sydpdpotilailta perdisin olevissa soluissa esiintyvad al-
haisempi sytotoksisuustaso oli yhteneva siihen sytotoksi-
suuden laskuun, jonka aiheutti solujen saattaminen koske-
tuksiin in vivo sellaisten tekijdiden kuin esilld olevan
keksinndén mukaisten yleisten sydpddn liittyvien SCM-tun-
nistustekijoiden kanssa.
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Vaikka esilla oleva keksintd on kuvattu huomatta-
van yksityiskohtaisesti sen tiettyjen edullisten versioi-
den osalta, muutkin versiot ovat mahdollisia. Sen vuoksi
liitteend olevien patenttivaatimusten luonnetta ja piiria
ei pida rajoittaa koskemaan vain tédssd esitettyja edul -
lisia versioita.
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Patenttivaatimukset

1. Yleinen sydpddan liittyvd SCM-tunnistustekiji,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd alhaisen mole-
kyylipainon omaavan peptidin, joka ldpdisee suodattimet,
joiden nimellinen molekyylipainoraja on 1000 daltonia
mutta ei suodattimia, joiden nimellinen molekyylipainora-
ja on 500 daltonia, tekijdn aiheuttaessa ainakin kymmenen
prosentin laskun syopdd sairastavilta luovuttajilta pe-
rdisin olevien SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien
solunsisdisessd fluoresenssipolarisaatioarvossa standardi
SCM-testilld mddritettyna.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen tekija, t un -
nettu siitd, ettd se on puhdistettu homogeeniseksi.

3. Yleinen sydpddan liittyvd SCM-tunnistustekija,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd peptidejd, jotka
sisdltdvdt vdhintdan kolmetoista aminohappotidhdettd si-
sdltden sekvenssin Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;-Met-R,~-R;-
Rs-R;, jossa R; on Asn tai Gln, R,, R; ja R, ovat kukin it-
sendisesti Val, Leu tai Ile, R; on Asp tai Glu ja Ry, ja R,
ovat kumpikin itsendisesti Asn tai Gln.

4. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekijd, t u n -
nettu siitd, ettd se kykenee muuttamaan pahanlaa-
tuista tautia sairastamattomilta luovuttajilta perdisin
olevien SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien SCM-vas-
tetta, kun tekij&d saatetaan kosketuksiin tdllaisten SCM-
vasteeseen kykenevien lymfosyyttien kanssa, jolloin lym-
fosyytit reagoivat kontaktin jdlkeen SCM-testissid sydpdin
liittyviin antigeeneihin mutta ei mitoosia aiheuttaviin
aineisiin.

5. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekija, t u n -
nettu siitd, ettd se kykenee vdhentdmdin potentiaa-
lisesti SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien spontaa-
nia in vitro -toksisuutta ihmisen myeloidisolulinjaa K

562 vastaan ainakin 90 %:1la ’'Cr-vapautumisena mitattuna.
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6. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekijd, t un -
nettu siitd, ettd sen likimddrdinen aminohappokoos-
tumus on Asx,, Glx;, Ser, His, Glys, Thr, Ala;, Tyr, Met,
val,, Phe,;, Ile, Leu;, Lys;.

7. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekijd,
tunnettu siitd, ettd tekijdssda olevan kuusitoista
aminohappoa kdsittédvdn segmentin aminohapposekvenssi on
Phe—Asn-Lys—Pro—Phe—Val-Phe-Leu-Met-Ile—Asp—Gln—Asn-Phe-
Ser-Lys, joka sekvenssi ei sisdlla tekijdn aminopdatd,
tekijan aiheuttaessa ainakin kymmenen prosentin laskun
sydpds sairastavilta luovuttajilta perdisin olevien SCM-
vasteeseen kykenevien lymfosyyttien solunsisdisessd fluo-
resenssipolarisaatioarvossa standardi-SCm-testilld mddri-
tettyna.

8. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekijda, t un -
nettu siitd, ettd tekijidssd olevan viisitoista ami-
nohappoa kédsittdvédn segmentin aminohapposekvenssi on Phe-
Asn—Lys-Pro—Phe-Va1-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn—Thr—Lys,
joka sekvenssi ei sisdlléd tekijén aminopadtd, tekijdn ai-
heuttaessa ainakin kymmenen prosentin laskun sy&pda sai-
rastavilta luovuttajilta perdisin olevien SCM-vasteeseen
kykenevien lymfosyyttien solunsisiisessid fluoresenssipo-
larisaatioarvossa standardi-SCm-testilld md&dritettyna.

9. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekijd, t un -
nettu siitd, ettd se késittéé 15 aminohappoa sisdl-
tivin peptidin, jonka aminohapposekvenssi on Phe-Asn-Lys-
Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys, tekijdn
aiheuttaessa ainakin kymmenen prosentin laskun sydpaa
sairastavilta luovuttajilta perdisin olevien SCM-vastee-
seen kykenevien lymfosyyttien solunsisdisessd fluoresens-
sipolarisaatioarvossa standardi-SCm-testilld madritetty-
nd.

10. Patenttivaatimuksen 3 mukainen tekija, t u n-
nettu siitd, ettd se kdsittdd 16 aminohappoa sis&dl-

tivdan peptidin, jonka aminohapposekvenssi on Phe-Asn-Lys-
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Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys, te-
kijdn aiheuttaessa ainakin kymmenen prosentin laskun sy&-
pdd sairastavilta luovuttajilta perdisin olevien SCM-vas-
teeseen kykenevien lymfosyyttien solunsisiisessid fluo-
resenssipolarisaatioarvossa standardi-SCm-testilld mddri-
tettyna.

11. Patenttivaatimuksen 10 mukainen tekiji,
tunnettu siitd, ettd 5 x 10? femtogrammaa pepti-
did aiheuttaa ainakin 30 prosentin polarisaatioarvon las-
kun, kun sitad kdytetddn sydpdd sairastavilta luovuttajil-
ta saatujen SCM-vasteeseen kykenevien lymfosyyttien sti-
muloimiseen.

12. Menetelmd lymfosyyttien testaamiseen, t u n -
nettu siitd, ettd nisdkdsluovuttajasta saatuja lym-
fosyyttejd kaytetddn luovuttajassa mahdollisesti olevan
syovdn osoittamiseen ja menetelmd kdsittdd seuraavat vai-
heet:

(a) saatetaan lymfosyyttisuspensio kosketukseen
patenttivaatimuksen 1 tai 3 mukaisen yleisen sydpiin
liittyvan SCM-tunnistustekijin kanssa, ja

(b) mddritetddn lymfosyyttien sytoplasmisen ainek-
sen rakentuneisuuden vdheneminen, joka on seurausta lym-
fosyyttisuspension ja tekijdn vidlisestid kontaktista.

13. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd tekijd kdsittdd peptideji,
joissa on vdhintddn kolmetoista aminohappotidhdettd sisil-
tden sekvenssin Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,~Phe-R,~Met-R,—Rs-R(~
R;, jossa R, on Asn tai Gln, R,, R; ja R, ovat kukin itse-
ndisesti Val, Leu tai Ile, R, on Asp tai Glu ja R, ja R,
ovat kumpikin itsendisesti Asn tai Gln.

14. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd tekijd kdsittdid peptidin,
jonka aminohapposekvenssi on Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys.
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15. Patenttivaatimuksen 13 mukainen menetelmd,
tunnettu siita, ettad tekija kasittaa peptidin,
jonka aminohapposekvenssi on Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-
Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys.

16. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettad tekijadn sis&ltdmé&n kuuden-
toista aminohapon segmentin aminohapposekvenssi on Phe-
Asn—Lys—Pro—Phe-Val—Phe—Leu—Met—Ile—Asp—Gln-Asn-Phe-Ser—
Lys segmentin sisaltamdtta tekijan aminop&sata.

17. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelm&,
tunnettu siitd, ettd tekijén sis&ltédman viiden-
toista aminohapon segmentin aminohapposekvenssi on Phe-
Asn—Lys-Pro-Phe—Val—Phe—Leu—Met—Ile-Asp—Gln—Asn—Thr-Lys
segmentin sisdlt&mattd tekijdn aminopaata.

18. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelm3,
tunnettu siita, ettd sytoplasmisen aineksen ra-
kentuneisuuden vahenemisen madrittédminen kasittaa seuraa-
vat vaiheet:

(a) mitataan fluoresenssipolarisaatio, P,, lymfo-
syyttierdlle, joka on saatettu kosketukseen tekijan kans-
sa,

(b) mitataan fluoresenssipolarisaatio, P, toisel-
le lymfosyyttierdlle, jota ei ole saatettu kosketukseen
tekijé&n kanssa, ja

(c) mairitetdsn P_:n suhde P_:hen, jolloin kun P.:n
suhde P_:hen on alle noin 0,9, se indikoi pahanlaatuista
sairautta lymfosyyttien luovuttajassa.

19. Patenttivaatimuksen 12 mukainen menetelmd,
tunnettu siitad, ettd sytoplasmisen aineksen ra-
kentuneisuuden vidhenemisen mdidrittdminen kasittaa seuraa-
vat vaiheet:

(a) mitataan fluoresenssipolarisaatio, P, lymfo-
syyttieradlle, joka on saatettu kosketukseen tekijé&n kans-
sa;

(b) mitataan fluoresenssipolarisaatio, Py, toisel-
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le lymfosyyttierdlle, joka on saatettu kosketukseen mi-
toosia aiheuttavan aineen kanssa, joka on fytohemagglu-
tiniini, konkanavaliini A tai kermesmarjasta saatu mitoo-
sin aiheuttajan, Jja

(c) mddritetddn SCM-vastesuhde, RRyscy Ps:in ja Py:n
vilisenid suhteena, jolloin noin alle 0,9:n RRscy—arvo
indikoi pahanlaatuista sairautta lymfosyyttien luovutta-
jassa.

20. Verinidytteen seulontamenetelmd verindytteen
luovuttajassa mahdollisesti olevan pahanlaatuisen sairau-
den osoittamiseksi, tunnettu siitd, ettd se ka-
sittdsd seuraavat vaiheet:

(a) potentiaalisesti SCM-vasteeseen kykenevdt lym-
fosyytit erotetaan verindytteestd,

(b) saatetaan erotetut lymfosyytit Kosketukseen
patenttivaatimuksen 1 tai 3 mukaisen tekijdn kanssa tdlla
tavalla stimuloiden lymfosyyttejd,

(c) saatetaan stimuloidut lymfosyytit kosketukseen
fluorogeenisen tekijdn prekursorin kanssa riittavan pit-
kiksi aikaa, jotta prekursori ehtii tunkeutua lymfosyyt-
teihin solunsisiisen entsymaattisen hydrolyysin avulla
tapahtuvaa fluorogeenisen yhdisteen syntymistd varten
t31148 tavoin stimuloiden fluoria sisdltdvid lymfosyytte-
ja;

(d) viritet#in stimuloidut fluoria sis&dltédvat lym-
fosyytit polarisoidulla valolla saattaen lymfosyytit tal-
14 tavoin fluorisoimaan,

(e) mitataan fluorisoivien lymfosyyttien vertikaa-
lisesti ja horisontaalisesti polérisoivat fluoresenssi-
emissiot fluorisoivien lymfosyyttien polarisaatioarvon
madrittamiseksi, ja

(f) verrataan stimuloiduille fluoria sisdltdville
lymfosyyteille mdiritettyd polarisaatioarvoa lymfosyyt-
tien kontrollierdn polarisaatioarvoon, joka lymfosyytti-
erd on perdisin samalta luovuttajalta ja on kaynyt ldpi
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vaiheet (a), (c), (d) ja (e) mutta ei vaihetta (b) t&lla
tavoinindikoiden syodvdn olemassaoloa tai sen puuttumista
lymfosyyttien luovuttajan ruumiissa.

21. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd lymfosyytit viritetddn ver-
tikaalisesti polarisoidulla valolla ja polarisaatioarvot
mddritetddn fluoresenssispektrofotometrillid seuraavan

kaavan mukaisesti:
P = (I, - GIy)/ (I, + GIy),

jossa I, ja Iy ovat polarisoituja fluoresenssivoimakkuus-
arvoja vertikaalisissa ja horisontaalisissa tasoissa,
vastaavasti, ja G on korjauskerroin polarisoidun valon
horisontaalisten ja vertikaalisten komponenttien spektro-
fotometrin optisen systeemin epdtasaisen ldpdisyn huomi-
oimiseksi.

22. Patenttivaatimuksen 20 mukainen menetelmi,
tunnettu siitd, ettd vaiheet (b) ja (c) tapahtu-
vat samanaikaisesti.

23. Menetelmd yleisen sydpddn liittyvdn SCM-tun-
nistustekijén tason middrittdmiseksi ruumiinnesteessi,
tunnettu siitd, ettd kdytetdidn patenttivaatimu-
ksen 1 tai 3 mukaisen yleisen sy&pdsn liittyvdn SCM-tun-
nistustekijén vasta-ainetta in vitro-immunoanalyysissi.

24. Menetelmd yleisen sydpddn liittyvan SCM-tun-
nistustekijén tuottamiseksi, tunnet tu siiti,
ettd se kdsittdd seuraavat vaiheet:

(a) otetaan ruumiinnestettd sy®dpidd sairastavalta
luovuttajalta,

(b) erotetaan ruumiinnesteen ensimmiisen fraktion,
joka kdsittdd ndenndiseltd molekyylipainoltaan yli 1000
daltonin molekyylit, toisesta fraktiosta, joka kdsittii
ndenndiseltd molekyylipainoltaan alle 1000 daltonin mole-

kyylit, ja
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(c) puhdistetaan toinen fraktio yleisen syodpdan
liittyvdan SCM-tunnistustekijdn aikaansaamiseksi, joka te-
kijd aiheuttaa ainakin kymmenen prosentin laskun syopda
sairastavilta luovuttajilta perdisin olevien SCM-vastee-
seen kykenevien lymfosyyttien solunsisdisessd fluoresens-
sipolarisaatioarvossa standardi-SCM-testilld mddritetty-
na.

25. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd ruumiinneste on &dareisverta,
virtsaa ja plasmaa.

26. Patenttivaatimuksen 24 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd toinen fraktio erotetaan en-
simmdisestd fraktiosta suodattamalla ruumiinneste nimel-
liseltd molekyylipainorajaltaan 1000 daltonin suodattimen
lapi.

27. Patenttivaatimuksen 24 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd se kdsittdd lisdksi toisen
fraktion suolan poiston viemdllad toinen fraktio geelisuo-
datuskolonniin, jonka fraktiointialue ulottuu 0O:sta 700
daltoniin ja joka kykenee poistamaan suolat siitd, eluoi-
malla lisdtty materiaali kolonnista tislatulla vedelld ja
talteenkerddmdlld se osa, joka eluoituu eluutiotilavuute-
na, joka on noin 0,3 - 0,5 kertaa koko kromatografia-
alustan tilavuus, tdlld tavalla lisdten yleisen syodpddn
liittyvan SCM-tunnistustekijdn spesifistd aktiivisuutta
kerdatyssad suolattomassa osassa suhteessa patenttivaati-
muksen 24 toisen fraktion spesifiseen aktiivisuuteen.

28. Patenttivaatimuksen 27 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd se lisdksi kidsittdid seuraa-
vat vaiheet:

(a) talteen kerdtty suolaton osa vieddan geelisuo-
datuskolonniin, jonka fraktiointialue on noin 1500 -

30 000 daltonia,
(b) vaiheessa (a) kolonniin lisdtty materiaali

eluoidaan kolonnista laimealla ammoniumsuolan vesiliuok-
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sella, ja

(c) ker&t#din talteen se osa, joka eluoituu eluaa-
tiotilavuutena noin 0,4-0,6 kertaa koko kromatografia-
alustan tilavuus, t#ll3d tavoin lisdten yleisen sydpdédn
liittyvan SCM-tunnistustekijén spesifistd aktiivisuutta
kerdtyssd eluaatissa suhteessa kerdtyn patenttivaatimuk-
sen 27 mukaisen suolattoman osan spesifiseen aktiivisuu-
teen.

29. Patenttivaatimuksen 28 mukainen menetelma,
tunnettu siitd, ettd se lisdksi kdsittda seuraa-
vat vaiheet:

(a) viedddn talteen kerdtty eluaatti dietyyliami-
noetyyliselluloosa-anioninvaihtokolonniin,

(b) vaiheessa (a) kolonniin lisdtty materiaali
eluoidaan kolonnista ammoniumsuolan nousevalla pitoisuu-
della, ja

(c) ker&atdidn talteen se osa, joka eluoituu kolon-
nista ammoniumsuolan noin 0,28 - 0,31 M:n pitoisuudessa
ti114 tavoin lisdten yleisen sydpddn liittyvan SCM-tun-
nistustekijdn spesifistd aktiivisuutta kerdtyssd eluaa-
tissa suhteessa kerdtyn patenttivaatimuksen 28 mukaisen
eluaatin spesifiseen aktiivisuuteen.

30. Patenttivaatimuksen 29 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd se lisdksi kdsittdad yleisen
sydpdsdn liittyvdn SCM-tunnistustekijén puhdistuksen keré-
tystd patenttivaatimuksen 29 mukaisesta eluaatista p&d-
osaltaan homogeeniseksi kddnteisfaasi-korkeapaineneste-
kromatografisesti.

31. Yleinen sydp&ddn liittyvd SCM-tunnistustekijd,
tunnettu siitd, ettd se on tuotettu patenttivaa-

timuksen 24, 27, 28, 29 tai 30 mukaisella menetelmdlli.
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Patentkrav

1. Allmdn, med kancer associerad SCM-igenkén-
ningsfaktor, k dnneteckna d da&arav, att den om-
fattar en peptid med 13g molekylvikt, vilken passerar
filter med en nominell molekylviktsgrédns av 1000 dalton
men inte filter med en nominell molekylviktsgrdns av 500
dalton, varvid faktorn orsakar en atminstone 10-procentig
sinkning i det intracelluldra fluorescenspolarisations-
virdet hos med SCM reagerande lymfocyter frdn patienter,
vilka lider av kancer, bestdmt genom standard-SCM-testet.

2. Faktor enligt patentkrav 1, k d nnet e c k-
n a d dirav, att den renats till homogenitet.

3. Allmdn med kancer associerad SCM-igenkdnnings-
faktor, k dnne¢tecknad ddrav, att den omfattar
endast peptider som har &tminstone 13 aminosyrarester,
och innehdllande sekvensen Phe-R,-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;-
Met-R,~Rs-R¢-R;, vari R, d&r Asn eller Gln, R;, Ry och R, var-
dera
sjdlvstdndigt d&r Val, Leu eller Ile, Ry &r Asp eller Glu,
och Ry och R, vardera sjdlvstédndigt dr Asn eller Gln.

4. Faktor enligt patentkrav 3, k d@nnetec k-

n ad didrav, att den fdérmdr modifiera SCM-gensvaret hos
med SCM reagerande lymfocyter, vilka erhdllits fran pa-
tienter som inte har elakartade sjukdomar d& faktorn
bringas i kontakt med sddana med SCM reagerande lymfocy-
ter, varvid lymfocyterna i SCM-testet efter kontakten
reagerar med med kancer associerade antigener men ej med
mitogener.

5. Faktor enligt patentkrav 3, k @ nnetec k-
n a d didrav, att den férmdr minska den spontana toxici-
teten in vitro hos potentiellt med SCM reagerande lymfo-
cyter gentemot den humana myeloidcellinjen K 562 med at-

minstone 90 %, bestdmt som *Cr-frigdring.
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6. Faktor enligt patentkrav 3, k @ nnetec k-
n ad dirav, att den har den ungefdrliga aminosyrasam-
mansdttningen Asx,, Glx;, Ser, His, Gly, Thr, Ala;, Tyr,
Met, Val,, Phe;, Ile, Leu;, Lys,.

7. Faktor enligt patentkrav 3, k @ nneteck-
n a d dirav, att ett segment omfattande 16 aminosyror i
faktorn har aminosyrasekvensen Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-
Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys, varvid segmentet
inte innehdller faktorns aminoterminal, och varvid fak-
torn orsakar en atminstone 10-pr60entig sdnkning i det
intracellulidra fluorescenspolarisationsvdrdet hos med SCM
reagerande lymfocyter fran patienter, vilka lider av kan-
cer, bestidmt genom standard-SCM-testet.

8. Faktor enligt patentkrav 3, k @ nnetec k-
n a d dirav, att ett segment omfattande 15 aminosyror i
faktorn har aminosyrasekvensen Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-
Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys, varvid segmentet
inte innehdller faktorns aminoterminal, och varvid fak-
torn orsakar en Atminstone 10-procentig sdnkning i det
intracelluldra fluorescenspolarisationsvdrdet hos med SCM
reagerande lymfocyter fran patienter, vilka lider av kan-
cer, bestamt genom standard-SCM-testet.

9, Faktor enligt patentkrav 3, k @ nnetec k-
n a d dirav, att den omfattar en peptid innehallande 15
aminosyror och med aminosyrasekvensen Phe-Asn-Lys-Pro-
Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys, varvid fak-
torn orsakar en &tminstone 10-procentig s&dnkning i det
intracellulidra fluorescenspolarisationsvdrdet hos med SCM
reagerande lymfocyter fran patienter, vilka lider av kan-
cer, bestdmt genom standard-SCM-testet.

10. Faktor enligt patentkrav 3, k @ nn e -
t ecknad dirav, att den omfattar en peptid innehdl-
lande 16 aminosyror och med aminosyrasekvensen Phe-Asn-
Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys,

varvid faktorn orsakar en atminstone 10-procentig s&ank-
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ning i det intracelluldra fluorescenspolarisationsvardet
hos med SCM reagerande lymfocyter fran patienter, vilka
lider av kancer, bestdmt genom standard-SCM-testet.

11. Faktor enligt patentkrav 10, k @ n n e -

t ecknad dirav, att 5 x 102 femtogram av peptiden
orsakar en minskning av polarisationsvidrdet med atminsto-
ne 30 % dd den anvidnds for stimulering av med SCM reage-
rande lymfocyter frdn patienter som lider av kancer.

12. Forfarande for testning av lymfocyter, k & n-
netecknad dirav, att lymfocyter som erhdllits
frdn ett diggdjur anvdnds for péyisning av eventuell kan-
cer hos didggdjuret, och férfarandet omfattar foljande
steg:

(a) en suspension av lymfocyterna bringas i kon-
takt med en allmdn, med kancer associerad SCM-igenkan-
ningsfaktor enligt patentkrav 1 eller 3 och

(b) minskningen av strukturen i lymfocyternas cy-
toplasmamatris, vilken dr ett resultat av kontakten mel-
lan lymfocytsuspensionen och faktorn, bestéams.

13. Forfarande enligt patentkrav 12, k @ n n e -
t ecknat didrav, att faktorn omfattar peptider med
dtminstone 13 aminosyrarester som innnehdller sekvensen
Phe-R,~-Lys-Pro-Phe-R,-Phe-R;-Met-R,~-R;-Rs-R,;, varvid R, &ar
Asn eller Gln, R,, R; och R, vardera sjalvstdndigt &r Val,
Leu eller Ile, Ry 4&r Asp eller Glu och R, och R, vardera
sjdlv-stdandigt dr Asn eller Gln.

14. Forfarande enligt patentkrav 13, k @ n n e -
t ecknat dirav, att faktorn omfattar en peptid, med
aminosyrasekvensen Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-
Ile-Asp-Gln-Asn-Thr-Lys.

15. Forfarande enligt patentkrav 13, k d n n e -
t ecknat didrav, att faktorn omfattar en peptid med
aminosyrasekvensen Phe-Asn-Lys-Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-

Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys.
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16. Forfarande enligt patentkrav 12, k a@anne -
tecknat darav, att ett segment innehdallande 16
aminosyror i faktorn har aminosyrasekvensen Phe-Asn-Lys-
Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-Phe-Ser-Lys, var-
vid segmentet inte innehdller faktorns aminoterminal.

17. Forfarande enligt patentkrav 12, k @ nne -
tecknat darav, att ett segment innehdllande 15
aminosyror i faktorn har aminosyresekvensen Phe-Asn-Lys-
Pro-Phe-Val-Phe-Leu-Met-Ile-Asp-Gln-Asn-The-Lys, varvid
segmentet inte innehdller faktorns aminoterminal.

18. Forfarande enligt patentkrav 12, k anne -
tecknat darav, att bestédmningen av minskningen av
strukturen i cytoplasmamatrisen omfattar f&ljande steg:

(a) fluorescenspolarisationen, P,, for en del av
lymfocyterna, vilka bringats i kontakt med faktorn, upp-
mats,

(b) fluorescenspolarisationen, P for en andra

cr
del av lymfocyterna, vilken ej bringats i kontakt med
faktorn, uppmédts, och

(c) forhdllandet P_ till P_ bestams, varvid ett
forhdllande P, till P_ som understiger ca 0,9 indikerar
ndrvaron av en malign sjukdom hos givaren av lymfocyter-
na.

19. Forfarande enligt patentkrav 12, k @ nn e -
tecknat diarav, att bestdmningen av minskningen av
strukturen i cytoplasmamatrisen omfattar f&ljande steg:

(a) fluorescenspolarisationen, P for en del av

s
lymfocyterna, vilka bringats i kontakt med faktorn, upp-
mats,

(b) fluorescenspolarisationen, P,, fO0r en andra
lymfocytdel, vilken bringats i kontakt med en mitogen,
som a&r fytohemagglutinin, koncavalin A eller en pokeweed-
mitogen, uppmdts, och

(c) ett SCM-gensvarsfodrhallande RRy, bestams som

férhallandet P, till P,, varvid ett Ry,-vdrde som &r mind-
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re &n ca 0,9 indikerar narvaron av en malign sjukdom hos
givaren av lymfocyterna.

20. Forfarande f6r screening av blodprov visavi
nidrvaron av en eventuell malign sjukdom hos givaren av
blodprovet, k &nnetecknat darav, att det om-
fattar foljande steg:

(a) potentiellt med SCM reagerande lymfocyter se-
pareras ur blodprovet,

(b) de separerade lymfocyterna bringas i kontakt
med en faktor enligt patentkrav 1 eller 3 for stimulering
av lymfocyterna,

(c) de stimulerade lymfocyterna bringas i kontakt
med en prekursor till ett fluorogent medel under tillrac-
kligt lang tid f&r att prekursorn skall hinna tranga in i1
lymfocyterna f6r intracelluldr enzymatisk hydrolys till
den fluorogena f®&reningen, varigenom stimulerade, fluor-
haltiga lymfocyter bildas,

(d) de stimulerade, fluorhaltiga lymfocyterna ex-
citeras med polariserat ljus, varigenom lymfocyterna £fo-
rorsakas fluorescera,

(e) de vertikalt och horisontellt polariserade
fluorescensemissionerna fran de fluorescerande lymfocy-
terna mats f&r bestdmning av ett polarisationsvérde for
de fluorescerande lymfocyterna, och

(f) det bestdmda polarisationsvérdet for de stimu-
lerade, fluorhaltiga lymfocyterna jamfors med polarisati-
onsvardet fo&r en kKontrolldel lymfocyter frdn samma giva-
re, vilken kontrolldel utsatts for atgdrderna i stegen
(a), (c), (d) och (e) men inte for &tgdrderna i steg (b),
varigenom erhdlls en indikation p& n&rvaron eller franva-
ron av kancer i lymfocytgivarens kropp.

21. Forfarande enligt patentkrav 20, k & nne -
t ecknat darav, att lymfocyterna exciteras med ver-
tikalt polariserat ljus och polarisationsv@rdena bestams
i en fluorescensspektrofotometer i enlighet med f&ljande

formel:
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P = (I, - GI,)/(I, + GI),

vari I, och I, 8r de polariserade fluorescensintensite-
terna i det vertikala respektive det horisontella planet
och G &r en korrektionsfaktor fOr att beakta den oj&émna
transmissionen av de horisontala och vertikala komponen-
terna av det polariserade ljuset genom det optiska syste-
met i spektrofotometern.

22. Forfarande enligt patentkrav 20, k @& nne -
t ecknat darav, att stegen (b) och (c) sker samti-
digt.

23. Forfarande for bestamning av nivan av allmé&n
med kancer associerad SCM-igenka@nningsfaktor i en kropps-
vatska, ké@d@nnetecknat darav, att man i en in
vitro-immunanalys anvédnder en antikropp mot en allm&n med
kancer associerad SCM-igenkanningsfaktor enligt patent-
krav 1 eller 3.

24. Forfarande for framstdllning av en allm&n med
kancer associerad SCM-igenkadnningsfaktor, Kk & n n e -

t ecknat darav, att det omfattar foljande steg:

(a) en kroppsvatska tages frédn en individ som 1li-
der av kancer,

(b) ur kroppsvdtskan separeras en forsta fraktion,
vilken omfattar molekyler med en skenbar molekylvikt av
6ver 1000 dalton, fran en andra fraktion, vilken omfattar
molekyler med en skenbar molekylvikt av under 1000 dal-
ton, och

(c) den andra fraktionen renas for att erhdlla av
en allmdn med kancer associerad SCM-igenk&nningsfaktor,
som orsakar en atminstone 10-procentig s&nkning i det
intracellul&ra fluorescenspolarisationsvidrdet hos med SCM
reagerande lymfocyter frdn patienter, vilka lider av kan-
cer, bestamt genom standard-SCM-testet.

25. Forfarande enligt patentkrav 24, kK dnne -
tecknat darav, att kroppsvatskan &r perifert

blod, urin eller plasma.
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26. Forfarande enligt patentkrav 24, kK @ n n e -
t ecknat didrav, att separationen av den andra frak-
tionen fran den fdrsta fraktionen utfdérs genom att kro-
ppsvdtskan filtreras genom ett filter med en nominell
molekylviktsgrdns av 1000 dalton.

27. Forfarande enligt patentkrav 24, k & nn e -
t ecknat dirav, att det dven omfattar avsaltning av
den andra fraktionen genom att den andra fraktionen leds
till en gelfiltreringskolonn, vilken har ett fraktione-
ringsomrdde frédn 0 till 700 dalton och fdrmdr separera
salterna fr&n denna, det tillsatta materialet elueras
fran kolonnen med destillerat vatten och den del som
elueras vid en elutionsvolym mellan ca 0,3 - 0,5 ganger
den totala kromatografiska badddvolymen, tillvaratas, var-
vid den specifika aktiviteten hos den allmdnna med kancer
associerade SCM-igenkdnningsfaktorn i den tillvaratagna
avsaltade delen &kar i foérhdllande till den specifika
aktiviteten i den andra fraktionen enligt patentkrav 24.

28. Forfarande enligt patentkrav 27, k @& nne -
t ecknat dirav, att det ytterligare omfattar fol-
jande stegq:

(a) den tillvaratagna, avsaltade delen leds till
en gelfiltreringskolonn, vilken har ett fraktioneringsom-
rade av ca 1500 dalton - 30 000 dalton,

(b) materialet, vilket tillsatts kolonnen i steget
(a), elueras fran kolonnen med en svag 18sning av ett am-
moniumsalt, och

(c) den del, som elueras vid en elutionsvolym mel-
lan ca 0,4 - 0,6 ganger den totala kromatografiska bad-
dvolymen, tillvaratas, varvid den specifika aktiviteten
hos den allmdnna med Kancer associerade SCM-igenkidnnings-
faktorn i det tillvaratagna eluatet dkar i jamforelse med
den specifika aktiviteten hos den tillvaratagna avsaltade

delen i patentkrav 27.
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29. Forfarande enligt patentkrav 28, k @& nne -
t ecknat dirav, att det ytterligare omfattar fol-
jande steg:

(a) det tillvaratagna eluatet leds till en anjon-
bytarkolonn av dietylaminoetylcellulosa,

(b) materialet, vilket tillsatts kolonnen i steget
(a), elueras fran kolonnen med en &Skande koncentration av
ett ammoniumsalt, och

(c) den del som elueras fradn kolonnen vid en am-
moniumsaltkoncentration av ca 0,28 - 0,31 M tillvaratas,
varvid den specifika aktiviteten hos den allmdnna med
kancer associerade SCM-igenkidnningfaktorn i det tillvara-
tagna eluatet dkar i férhdllande till den specifika akti-
viteten i det tillvaratagna eluatet i patentkrav 28.

30. Fdrfarande enligt patentkrav 29, Kk d nne -
tecknat dirav, att det ytterligare omfattar rening
av den allminna med kancer associerade SCM-igenkdnnings-
faktorn fran det tillvaratagna eluatet i patentkrav 29
till vidsentlig homogenitet genom hégtrycksvdtskekromato-
grafi i motfas.

31. Allmdn med kancer associerad SCM-igenkdnnings-
faktor, k @&nnetecknad dirav, att den &ar fram-
stilld med ett forfarande enligt patentkrav 24, 27, 28,
29 eller 30.
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