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Diagnostinen menetelmd

Tamd keksintd kohdistuu diagnostiseen menetel-
md&n, jolla voidaan todeta pahanlaatuisia kasvaimia.

Uusia sydvdn toteamismenetelmid tarvitaan nykyddn
ilmeisen selvdsti.

Monissa tapauksissa havaittaessa sydpd kyllin var-
haisessa vaiheessa mahdollisuudet taudin t#dydelliseen
parantamiseen lisd&dntyisivdt huomattavasti.

Kirjallisuuden mukaan on aikaisemminkin yritetty
mdérittdd kasvaimille spesifisii komponentteja, kuten hor-
moneja ja antigeenejd sySpdpotilaiden verestd. Yritykset
ovat kuitenkin suurimmaksi osaksi epdonnistuneet, ja si-
ten kdytdnndllinen ei-invasiivinen diagnostinen menetel-
md, joka perustuisi kasvaimelle spesifisen seerumikompo-
nentin pitoisuuteen, on jddnyt toistaiseksi tavoittamatto-
maksi padmddrdksi.

Kskettdin on 1¥ydetty DNA:han sitoutuvia proteiineja
sellaisten potilaiden seerumista, joilla on neoplasias,
systeeminen lupus erythematosus tai muita tulehdustauteja
(katso esim. FEBS Letters 92 (2) (1978) 211...213, Europ.
J. Biochem. 71 (1976) 1...8, Amer. J. Med. 65 (1978) 437...
445) . Ndissd julkaisuissa ei kuitenkaan ole esitetty mi-
tddn tdllaisten seerumiproteiinien sopivaa md&ritysmenetel-
mdsd, joka olisi vdlttdmétdn kdytdnndllistd diagnostista
menetelmdd varten. Sitd paitsi aikaisemmissa julkaisuissa
kuvatut seerumiproteiinit eivdt ole osoittautuneet kyllin
selekfiivisiksi, jotta niitd voitaisiin kdyttdd sydvidn
toteamiseen.

Esilld olevassa keksinndssd kdytetty inhibiittori-
seerumiproteiini on kuvattu yhteenvedossa The Pharmacolo-
gists (Abs.) 20 (3) (1978) 238. Yhteenvedossa ei kuiten-
kaan ole milld&n tavalla mainittu, ettd proteiinia esiin-
tyisi eri pitoisuuksina sy&pdpotilailla kuin potilailla,
joilla sy&pdd ei ole.
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Esilld oleva keksint®6 kohdistuu yleisesti kdyttd-
kelpoiseen diagnostiseen testimenetelmédn, jolla voidaan
todeta pahanlaatuisia kasvaimia ihmisist&. Tarkemmin sa-
nottuna keksintd kohdistuu diagnostiseen menetelmddn,
jolla voidaan todeta pahanlaatuisia kasvaimia mé&rittd-
mélld ihmisseerumindytteistd spesifinen DNA:han sitoutuva
proteiini. Menetelm&dlld voidaan todeta pahanlaatuinen kas-
vain varhaisessa vaiheessa, ja sitd voidaan kdyttdd sy6-
pdpotilasta hoidettaessa taudin kulun seuraamiseen.

Esilld oleva menetelmd perustuu siihen havaintoon,
ettd tietty DNA:n sitoutuva proteiini (nimitet&dn tdstd.
ldhtien inhibiittoriproteiini X:ksi) esiintyy huomattavas-
ti pienempind pitoisuuksina sydpdpotilaiden seerumissa
kuin potilailla, joissa sy®dpdd ei ole. Nyt on kehitetty
herkkd menetelmd t&mén proteiinin md&rittdmiseksi, joten
esilld olevan keksinnén avulla sydpd pystytddn toteamaan
nopeasti,ei-invasiivisesti ja tarkasti.

Tietty DNA:han sitoutuva proteiini 1l6ydettiin ihmis-—
seerumista tutkittaessa bleomysiinin indusoimaa PM-2-DNA:n
hajaantumista (Pseudomonas-bakteriofagi, joka on kova-
lenttisesti sitoutunut rengasmaiseen DNA:han). Havaittiin,
ettd ibhmisseerumi pystyi estdmddn tdmdn hajoamisen, jolloin
alettiin puolestaan tutkia inhibointimekanismia ja inhi-
biittoriyhdiste yritettiin identifioida.

Olettamus, jonka mukaan seerumiproteiini estdisi
PM~2-DNA:n hajoamisen, saatiin vahvistetuksi pronaasiké&-
sittelylld, jolloin inhibiittoriaktiivisuus hdvisi. K&-
sittely DNA-aasi I:114 tai haiman RNA-aasilla ei vaikut-
tanut seerumin inhiboivaan aktiivisuuteen. Koirien tai
vasikoiden seerumi ei wvaikuttanut inhiboivasti, eiké
my8skddn ihmisen albumiini eik# immunoglobuliinit.

Inhibiittoriproteiini puhdistettiin ei-denaturoi-
vissa olosuhteissa kdyttdm&lld molekyylisuodattimia, di-
alyysia ja Sephadex-pylvidskromatografiaa. Proteiini saa-
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tiin puhdistétuksi huomattavasti paremmin sitomalla
proteiini DNA:han, eristd@mdlld DNA:n ja proteiinin
muodostama k9mpleksi vapaasta proteiinista ja sen jdl-
keen hajottamalla DNA:n ja proteiinin muodostama kompr
leksi ureakdsittelylld. Kdyttdmdlld puhdistukseen SDS-
polyakryyliamidigeelielektroforeesia ja isoelektristd
fokusointia puhdistustuloksen on arveltu olevan yli
2000-kertainen. Isoelektroforeesilla on todettu, ettd inhi-
biittorli on proteiini, jonka molekyylipaino on noin .64 000
daltonia ja jonka pI on 5,9. Tdlle proteiinille on t&ssid
yhteydessd annettu nimi inhibiittoriproteiini X.

Inhibiittoriproteiini X:n inhiboiva vaikutus pe-
rustuu siihen, ettd se sitoutuu DNA:han. Inhibiittoripro-
teiinin sitoutuminen DNA:han on todettu agaroosigeeli-
elektroforeesilla, erist@méll¥d DNA:n ja proteiinin muodos-
tama kompleksi, fluoresenssitutkimuksilla ja sitoutumises-
sa muodostuvalla kaksivdriselld keh&dkuviolla.

Tutkittaessa inhibiittoriproteiini X:n ominaisuuk-
sia havaittiin yll&dttden, ettd sybpdpotilaiden seerumissa
tdmén proteiinin pitoisuus oli huomattavasti erilainen
kuin sellaisten potilaiden seerumissa, jotka eividt sairas-
taneet sySpdd. Tdmdn havainnon pohjalta alettiin kehitt&d
herkkdd ja nopeaa menetelmdd, jolla inhibiittoriproteiini
X voitaisiin mddrittdd ihmisseerumista. '

PM-2-DNA:ta on aikaisemmin kéytetty bleomysiinin
biokemiallisen aktiivisuuden spektrofotofluorometriseen
mddritykseen (Cancer Res. 38 (1978) 3322...3326). Bleo-
mysiinin toimintamekanismi ndyttdd liittyvdn sen kykyyn
hajoittaa DNA:ta, jolloin bleomysiiniaktiivisuus voidaan
md&rittdd tutkimalla fluoresenssispektrometrian avulla,
kuinka paljon bleomysiinin indusoima etidiumbromidin
(2,7-diamino-10-etyyli-9-fenyyli-fenantridiniumbromidin)
sitoutuminen PM-2-DNA:n vidhenee.

Kuten edelld on mainittu, inhibiittoriproteiini X:n
on havaittu toimivan bleomysiinin indusoiman PM-2-DNA:n
hajoituksen inhibiittorina. Tdten fluorometristd middritys-
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td, jota aikaisemmin on kdytetty bleomysiiniaktiivisuu-
den mddritykseen, voidaan kdyttdid myés inhibiittori-
proteiini X:n pitoisuuden md&ritykseen ihmisseerumista.
Inhibiittoriproteiini X:n pitoisuuden perusteella voi-
daan sitten arvioida sydvdn todenndkdisyys tutkittavassa
potilaassa.

Esilld olevan keksinnén mukaisen menetelmdn avul-
la voidaan t&ten todeta sybpd ihmisistd; menetelmd&dn kuu-
luu seuraavat vaiheet: :

a) potilaasta, jonka epdilldd@n sairastavan sybpdid,
otetaan verindyte,

b) ndytteestd mddritetddn inhibiittoriproteiini X:n
pitoisuus, ja

c) verrataan vaiheesta (b) saatua pitoisuutta nor-
maaliin inhibiittoriproteiini X:n pitoisuuteen (md&dritetty
sellaisten potilaiden seerumista, jotka eivdt sairasta
sy6pdd) , jolloin inhibiittoriproteiini X:n pitoisuuden
ollessa huomattavasti pienempi kuin normaalipitoisuus syd-
vdn todenndk8isyys on suuri.

Menetelmd, jota vaiheessa (b) kdytetddn seerumin
inhibiittoriproteiini X:n pitoisuuden md&dritykseen, ei
sinénsd ole ratkaiseva; ja tdten keksintd laajimmassa
merkityksessddn kohdistuu siihen havaintoon, ettd inhi-
biittoriproteiini X:n pitoisuutta (voidaan md&rittdd milld
tahansa menetelm&lld) voidaan kdyttdd diagnostisena vdli-
kappaleena mitd erilaisimpien ihmisen sy&pdlaatujen to-

teamiseen. _
Erds mddritysmenetelm&, joka on havaittu edulliseksi,

on PM-2-DNA:n fluoresenssimddritys (Canser Res. 38 (1976)
3322...3326). Tédmdn mddritysmenetelmdn kdyttd perustuu
inhibiittoriproteiin;'x:n inhiboivaan vaikutukseen hyvin
tunnettuun bleomysiiﬁin indusoimaan PM-2-DNA:n hajoitus-
reaktioon. T&td médritysmenetelm&dd kdytettdessd inhibiit-
toriproteiini X:n pitoisuus ilmaistaan tarkoituksenmukai-
sesti Icso—arvona, jolloin IC50 mddritellddn sellaiseksi
inhibiittoriproteiini X:n pitoisuudeksi, joka tarvitaan
inhiboimaan 50-%:sesti bleomysiinin indusoima PM-2-DNA:n
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hajoitus. T&td Icso—arvoa voidaan sitten verrata nor-
maaliin Icso—arVOon (mddritetty sellaisten potilaiden
seerumista, jotka eivdt sairasta sydpdd), jolloin IC50—
arvon ollessa huomattavasti suurempi kuin normaali ICSO-
arvo sybvdn todenndkdisyys on suuri. !

PM-2-DNA:n fluoresenssimddritys inhibii&&oriprote-
iini X:n pitoisuuden selville saamiseksi esitetédn yksi-
tyiskohtaisesti seuraavassa:

Aluksi potilaasta otettu seerumindyte (esim. 50 /ul)
sekoitetaan puskuriliuokseen (pH 9,5), joka sisdltdd bleo-
mysiinid, PM—-2-DNA:ta ja 2-merkaptoetanolia. Tavallisesti
50 /ul:n seerumindyte sekoitetaan 450 /ulzaan liuvosta,
joka sis&dltdd 35 nM bleomysiinid, 8,3 /uM PM-2-DNA:ta ja
25 mM 2-merkaptoetanolia natriumboraattipuskurissa, jonka
pPH on 9,5 (0,015 -m NaCl:0,05 -m natriumboraatti).

Seosta inkuboidaan sen j&lkeen 37°C:ssa 30 minuuttia.

Seuraavaksi valmistetaan etidiumbromidiliuos dena-

turointipuskuriin, jonka pH on 12,1, lisd&amdlld 0,1 ml
etidiumbromidiliuosta (22 /ug etidiumbromidia yhti ml:aa
kohti denaturointipuskuria, jonka pH on 12,1) 0,9 ml:aan
denaturointipuskuria (pH 12,1). Sopiva denaturointipuskuri
sisdltdd seuraavia aineita seuraavissa moolisuhteissa:
0,09 moolia Na3PO4:0,Ol moolia EDTA:0,01 moolia NaCl (pH
sdddetty arvoon 12,1 0,15-m NaOH:1lla). 1 ml:aan t&td eti-
diumbromidiliuosta lis&dt&ddn ndyte (esim. 100 /ul) edelld
valmistettua inkuboitua seerumiseosta.

Etidiumbromidi/PM—-2-DNA-seoksen fluoresenssi mita-
taan spektrofotofluorometrilla (herdtyskohta 530 nm ja emis-
sion mittaus 590 nm:n kohdalta). Etidiumbromidin sitoutuminen
PM-2-DNA:han aiheuttaa taustaa suuremman fluoresenssin, jol—--
loin mddritettdessd fluoresenssin muutos nollakokeeseen
verrattuna (muuten samanlainen kuin tutkittava ndyte, pai%—
sl ettd se ei sisdlld bleomysiini&d) saadaan selville bleo-
mysiinin indusoiman PM-2-DNA:n hajoamisaste. Fluoresenssi-
arvoista voidaan helposti mddrittdd seerumissa olevan inhi-
biittoriproteiini X:n aiheuttama PM-2-DNA:n hajoamisen
prosentuaalinen inhibointi.
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Seuraavaksi méd&ritetéddn seerumindytteestd inhi-
biittoriproteiini X:n pitoisuus tavanomaisella Lowryn
menetelmdllyd (foliinifenolireagenssi) julkaisussa J.Biol.
Chem. 193 (1951) 265...275 kuvatulla tavalla.

Esittdmdlld tulokset graafisesti x-y-koorinaatis-
tossa, jossa toisena koordinaattina on PM-2-DNA:n hajoa-
misen prosentuaalinen inhibointi ja toisena inhibiittori-
proteiini X:n pitoisuuden logaritmi, tietyn seerumindyt-
teen icsoiarvo saadaan helposti md&ritetyksi.

~Kun tietyn potilaan seerumista ICSO-arvo on mddri-
tetty, t&td arvoa voidaan kdyttdd sellaisenaan arvioita-
essa sydvin todenn¥k8isyys kyseisessi potilaassa. Laajat
tutkimukset terveilld potilailla (joilla sydpdd ei ole)
ja toisaalta potilailla, joilla on hyvin erilaisia pahan-
laatuisia kasvaimia, ovat osoittaneet, ettd inhibiittori-
proteiini X:dd on 18ydetty huomattavasti pienempind pi-
toisuuksina sybpdd sairastavien potilaiden seerumista.
Siitd johtuen sySpdpotilaiden Icso-arvon on havaittu
olevan huomattavasti suurempi kuin terveiden yksil&iden
normaalin Icso—arvon. T&dhdn Icso-arvon selvddn eroavuu-
teen pohjautuen sydpd voidaan todeta yksinkertaisella ja
tarkalla menetelmdlld, ja t&h&dn esilld oleva keksintd
olennaisesti perustuu.

Terveiden yksilSiden verindytteistd mddritetty tarkka

Icso-arvo vaihtelee jonkin verran eri yksiléilld. T&hdn-
astisissa tutkimuksissa terveiden yksilSiden keskimddrdi-
seksi Icso—arvoksi on saatu 90!2 2 11,0 /ug/ml (merkitse-
vyystaso 0,001). Korkein terveestd yksiltstd mdidritetty
Icso—arvo on ollut 120 /ug/ml.

Syﬁpapotilail}a ICy,-arvot vaihtelivat sydpdlaa-
dun mukaan, mutta toistaiseksi arvo on ollut kaikissa ta-
paukaissa huomattavasti korkeampi kuin terveilld yksi-
16il11d. Alhaisin sydpdpotilaasta mddritetty Icso-arvo on
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ollut toistaiseksi 270 /ug/ml. YLeisegti ottaen kuiten-
kin Icso-arvon ollessa korkeampi kuin noin 200 on hyvin
todenndkbistd, ettd potilaalla on jonkintyyppinen pahan-
laatuinen kasvain.

Esilld olevan keksinndn mukaista menetelmd& on kdy-
tetty menestyksellisesti hyvin erilaisten sy&pdlaatujen
toteamiseen, ja sen uskotaan t&ten soveltuvan yleisesti
sydvén diagnoosiin. Todetuista kasvaintyypeistd voidaan
mainita esimerkkeind eturauhassydpd, imukudoskasvain,
leukemia, rintarauhassy®ps, keuhkojen pienten solujen
rauhassy®pd, keuhkojen suurten solujen rauhassy®pd, pak-
susuolen rauhassybpd ja melanooma. Menetelm3i nidyttdd myds
olevan spesifinen sy&vdn diagnoosiin, s$illi potilailla,
joilla sybvdn sijasta on muita sairauksia, ei ole havaittu
sybvidlle tunnusomaisia kohonneita Icso-arvoja.

Edelld kuvattu esilld olevan keksinndn mukaisen
inhibiittoriproteiini X:n fluoresenssimdidritys perustuu
tdlle yhdisteelle spesifiseen ominaisuuteen: kykyyn inhi-
boida bleomysiinin indusoima PM-2-DNA:n hajoitus. T&dlld
menetelmdlld mddritettyjen seerumin proteiinipitoisuuk-
sien perusteella on arvioitu pahanlaatuisen kasvaimen
todenndkbisyys. Kun puhdistettua inhibiittoriproteiini X:dd

-on saatavissa, sen mddritykseen voidaan kdyttdd myds mo-
nia muita biokemian ja kliinisen kemian tunnettuja mene-
telmid. Ndistd tdrkeimpid ovat immunologiset menetelmit,
kuten radioimmunomddritys, fluoroimmunomddritys, entsyy-
mi-immunomddritys (esim. ELISA), spinimmunom&&ritys, kemi-
luﬁinesenssiin perustuva immunomddritys, fluoresenssi-
polarisaatioon perustuva immunomddritys, lisdksi nefelomet-
rinen médritys, geelidiffuusiomenetelmdt ja klassiset mene-
telmdt, kuten hemagglutionaatioon ja komplementin kiinni-
tykseen perustuvat menetelmdt. Lisdksi muita inhibiitto—:
riproteiini X:n toiminnallisisia ominaisuuksia voidaan
kdyttdd hyvéksi méddritettdessd proteiinia biologisista
nesteisti. Molekyylin katalyyttisid ominaisuuksia voidaan
kdyttdd hyvdksi spektrofotometrisissa tai spektrofluoro-
metrisissa kineettisissd tai reaktion piidtepistettd mittaa-
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vissa mddrityksissd. Lisdksi kyseistd nestettd voidaan
fraktioida eri tavoin, minkd j&lkeen proteiini voidaan
midrittdd eri menetelmilld, esimerkiksi spektraalisesti
tai densitomeérisesti ja immunologisesti. Koska edelld
mainituilla menetelmilld inhibiittoriproteijni X voidaan
spesifisesti mddrittdd, ndilld menetelmilld midritettyjen
seerumin proteiinipitoisuuksien perusteella voidaan m&d&a-
ritelld pahanlaatuisen kasvaimen todenn&k&isyys.
Inhibiittoriproteiini X puhdistettiin seuraavilla
menetelmilld:
Osittainen puhdistus — menetelmd& A
Inhibiittoriproteiini X puhdistettiin osittain
Sephadex-pylvdskromatografialla. Ihmisseerumia (1 ml)
lis&ttiin Sephadex G-75-pylvddseen (88 cm x 2 cm), -ja
seerumi eluoitiin natriumfosfaattipuskurilla (0,07-m,
pPH 6,8) huoneen ldmpdtilassa eluointinopeuden ollessa
6...8 ml/h. Inhibiittori sisdltyi vdlisijatilavuuteen,
ja td@md fraktio lyofilisoitiin, suspendoitiin uudelleen
1 ml:aan vettd, ja suspensiota dialysoitiin 24 tunnin
ajan 4°C:ssa kdyttden 20-kertaista madrdd vettd, ja sen
jdlkeen dialyysituote kaadettiin Sephadex G-2-0-pylv&dé-
seen, joka oli tasapainotettu samalla puskurilla.
Analysoitaessa Sephadex G-200-pylvddstd saadut
eluointituotteet havaittiin kolme piikkid, jotka absor-
boivat 280 nm:n kohdalla. Piikin III aiheuttanut frak¥
tio, joka muodosti 7,7 % eluoidusta kokonaisproteiini-
médrdstd, sisdlsi inhibiittoriproteiini X:n. Tamd ké&si-
teltiin edelld kuvatulla tavalla ja kaadettiin sitten
uudelleen Sephadex G-200-pylvéddseen. Eluointi suoritet-
tiin edelld mainitulla fosfaattipuskurilla. Fraktiot
(3 ml) kustakin pylvdédstd kerdttiin fraktionkerd&djdlld
(Gilson Medical Electronics, Inc., Middleton, Wis), ja
eluointituotteet analysoitiin mittaamalla absorbanssi
spektrofotometrilla 280 nm:n kohdalta. Proteiinipitoi-
suudet mddritettiin Lowryn menetelmdlld.
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Puhdistus — menetelmd B

Inhibiittoriproteiinin puhdistus suoritettiin
kdyttdmdlld molekyylisuodatusta Amicon-suodattimilla
sekd kdyttdmdlld dialyysia ja Sephadex-geelipylvdskromato-

.grafiaa. Ihmisseerumindytteitd (l1...5 ml) sentrifugoi-

tiin kartionmuotoisissa Amicon-suodatinputkissa (Amicon,
Lexington, Mass.) kierrosnopeudella 5000 g 10 minuutin

ajan 4%C:ssa. Sentrifugoinnin jdlkeen suodatinkartioon
jdd@nyt aines suspendoitiin uudelleen deionisoituun veteen
siten, ettd suspension tilavuus oli sama kuin alkuperdi-
sen seerumindytteen. Suodatinkartioon jd&neestd aineesta

ja suodoksesta otettiin ndytteet, joiden inhibiittoriak-
tiivisuus mddritettiin. Suodatinkartioon jddnyt aines,

joka osoittautui aktiiviseksi, dialysoitiin selluloosa-
putkessa kdyttden 20-kertaista mddrdd deionisoitua vettd
4°C:ssa 24 tunnin ajan. Suodatinkartioon jdidnyt aines ja
dialysaatti lyofilisoitiin ja suspendoitiin uudelleen de-
ionisoituun veteen. Ndistd kahdesta fraktiosta se ndyte,
joka oli otettu suodatinkartioon jidineestd aineesta, oli
inhibitoorisesti aktiivinen. Suodatinkartioon j&ddnyt ai-
nes (1 ml) kaadettiin Sephadex G-50-pylvddseen ja eluoi-
tiin natriumfosfaattipuskurilla (0,07-m, pH 6,8) 4°C:ssa
eluointinopeuden ollessa 30 ml/h. Eluaatti (5 ml yhtd
putkea kohti) ker&ttiin Buchler Fractomette Alpha 200-
fraktionker44j4114 (Searle, Fort Lee, N.J.). Kustakin frak-
tiosta mitattiin absorbanssi 280 nm:n kohdalta spektrofoto-
metrilla, ja fraktiot yhdistettiin absorptiohuippujen mu-
kaan. Yhdistetyt fraktiot lyofilisoitiin ja dialysoitiin,
ja niiden inhibiittoriaktiivisuus m#&ritettiin kuten edel-
ld. Aktiivinen vdlisijatilavuusfraktiossa oleva materiaali
kaadettiin Sephadex G-75-pylvd&dseen ja Sephadex G-100 pyl-
vddseen ja eluoitiin samalla tavalla G-50-pylvéédseen. Inhi-
biittoriaktiivisuutta havaittiin molempien pylvédiden vdli-
sijatilavuus fraktioista. Aktiivinen materiaali, joka oli
kerdtty Sephadex G-200-pylvddn vdlisijatilavuus fraktioon,
eluoitiin natriumfosfaattipuskurilla (0,07-m, pH 6,8) huo-
neen ldmp&tilassa eluointinopeuden ollessa 6...8 ml/h. Frak-
tiot kerdttiin (3 ml yhtd putkea kohti) Gilson-mikrofrak-
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tionkerddjdlld (Gilson, Middleton, Wis.). Eluaatti-
fraktioista yhdistettiin ne fraktiot, jotka kuului-
vat samaan 280 nm:n kohdalla absorboivaan absorptio-
huippuun. Ndin saadut yhdistetyt fraktiot lyofilisoi-
tiin ja dialysoitiin, ja niiden inhibiittoriaktiivi-
suus mddritettiin kuten edelld. Inhibiittoriaktiivi-
suutta l6ydettiin fraktiosta III. Fraktioon III kuulu-
va aine kaadettiin uudelleen Sephadex-G-200-pylvdidseen
ja eluoitiin samoissa olosuhteissa. Sephadex G-200-pyl-
vddstd saatu inhibiittoriproteiini X:n sis&dltdvd frak-
tio III oli paremmin kuin 1000-kertaisesti puhdistettu.

PM-2-DNA:n fluoresenssimidritysmenetelmd inhibiit-
toriproteiini X:n mddrittdmiseksi kuvataan yksityiskoh-
taisemmin seuraavassa:

Inhibiittoriproteiini X:n pitoisuutta kuvaavan

Epso-arvon mddritys

Inhibiittoriproteiini X:n pitoisuutta kuvataan
Icso—arvon (proteiinin pitoisuus, joka vaaditaan est&@m&dn
50-%:sesti PM-2-DNA:n hajoaminen) mddritys ihmisseeru-

mista suoritetaan kahdessa vaiheessa:

l) Seerumin proteiinipitoisuus mddritetddn Lowryn
menetelmdlls.

2) Kdytetddn PM-2-DNA:n fluoresenssimddritystd bleo-
mysiinille, jolloin.saadaan seerumiproteiini-inhibiittorin
annoksesta riippuva kdyrd. Icso-arvot mddritetddn graafi-
sesta kuvaajasta, joka on saatu esittdmdlld toisella ak-
selilla DNA:n hajoamisen prosentuaalinen inhibointi ja
toisella proteiinipitoisuuden logaritmi.

Menetelmdt:

1) Lowryn reaktio.

A. VarastoLiuosten valmistus:

Liuvos A. 2 &% Na2C03 0,1-n NaOH:ssa.

Liuos B. 1-% Cuso4.5H20:n vesiliuos.

Liuvos C. 2-% Na,K-tartraatin vesiliuos.

Liuos D. 2-n Folin-Ciocalteau-fenoli-reagenssi.
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B. Reagenssiliuosten valmistus

Reagenssiliuos 1: Sekoitetaan 1 tilavuusosa
varastoliuosta B yhteen ti-
lavuusosaan varastoliuosta C.

Reagenssiliuos 2: Sekoitetaan 50 tilavuusosaa
varastoliuosta A yhteen tila-
vuusosaan reagenssiliuosta 1.

Reagenssiliuos 3: Sekoitetaan yksi tilavuusosa
varastoliuvosta D yhteen tila-

vuusosaan vettd.
C.Reaktiot:
l) Laimennetaan seerumi suhteessa l:1lo vedelld.
2) Siirretddn 10 oul laimennettua seerumia lasiseen
koeputkeen (13 x 100 mm) ja lisitd&n 290 /ul vettd.
3) Lis&dtddn 1 ml reagenssiliuosta 2, sekoitetaan
hyvin ja inkuboidaan seosta 10 minuuttia huoneen ldmp&-—

tilassa.
4) Lis&dtd&dn 100 /ul-reagenssiliuosta 3, sekoitetaan

hyvin, ja inkuboidaan seosta 30 minuuttia huoneen 1&8mpd—-

tilassa.

5) Mddritetddn spektrofotometrilla absorbanssi 750
nm:n kohdalta. '

6) Mddritetddn proteiinipitoisuus BSA-vertailukdy-
rédltd.

D. Hdrdn seerumin albumiinin (BSA) vertailukdyré.

1) Valmistetaan BSA:n sarjalaimennukset (esim. 25,
50, 75, 100 ja 150 /ug/ml) lopullisen tilavuuden ollessa
0,3 ml.

2) Suoritetaan vaiheessa C mainitut reaktiot alkaen
kohdasta 3 (lis&dtddn reagenssiliuosta 2). .

3) Esitetddn absorbanssi 750 nm:n kohdalta BSA-pi- -

toisuuksien funktiona.
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II. Inhibiittoriproteiinin mddritys

A. Suoritetaan seerumiproteiinin sarjalaimennuk-
set Lowryn reaktiolla mddritettyjen seerumiproteiinipi-
toisuuksien perusteella. Laimennukset tehdd&n vakiotila-

vuuteen natriumboraattipuskuria (0,05-m, pH 9,5).

B. Lisdtddn seerumiproteiinindytteet (tilavuus
50 /ul) lasisessa koeputkessa (13 x 100 mm) olevaan 10
/ulzn tilavuuteen bleomysiinid (34,5 nanomoolia).

C. Lisdtddn 390 /ul natriumboraattipuskuria (0,05-m,
pH 9,5), joka sisdltdd 25 millimoolia 2-merkaptoetanolia.

D. Lisitidn 50 ul PM-2-DNA:ta (8,3 x 10 °-m 0,15-m
NaCl-liuoksessa).

E. Inkuboidaan 30 minuuttia 37°C:ssa.

F. Siirretdédn kolme rinnakkaisndytettd (100 /ul)
lasisiin koeputkiin (13 x 100 mm), joissa on 0,9 ml Na,PO,
(0,09-m, pH 12,1), joka sis&iltdd 0,0l1-m EDTA ja 0,0l1-m NaCl.
Sekoitetaan hyvin.

G. Lisdtddn 100 /ul etidiumbromidia (55,7 x 10
Na3P04-puskurissa (pH 12,1). Sekoitetaan hyvin.

H. Nollakokeet:

1) Natriumboraattiliuvos (0,5-m, pH 9,5), joka si-
sdltdd 2-merkaptoetanolia, mutta ei bleomysiinii eikd pro-

6-m)

teiineja.

2) Proteiini ilman bleomysiinid ja PM-2-DNA:ta.

3) Proteiini ilman bleomysiinii.

4) Natriumboraattiliuos (0,05-m, pH 9,5), joka si-
sdltdd 2-merkaptoetanolia, nollandytteend.

I. Spektrofotofluorometria (Aminco-Bowman)

Siirretddn ndyte 1 cm:n kvartsikyvettiin ja mita-
taan fluoresenssi herdtyskohdan ollessa 530 nm ja emissio-

kohdan 590 nm.



16

Patentkrav

-1l. Sdtt att pavisa cancer hos.manniska, kd&nneteck -
n a t dérav, att man ’

(a)

(b)

(e)

avdrar ett blodprov fran en patient som skall un-
dersdkas med avseende p& cancer;

bestimmer koncentrationen av inhibitorprotein X

i provet; och ' )

jdmfdr den 1 steg (b) uppmdtta koncentrationen med
den normala koncentration av inhibitorprotein X
som 4r aésocierad med serum fra&n cancerfria pa-
tienter, varvid en signifikant minskning av kon-
centrationen-av inhibitorprotein X i f&rhdllande
till den normala koncentrationen anger m&jlighe-
ten till cancer. '

2, Sitt att pavisa cancer hos midnniska enligt krav 1, k & n -
netecknat ddrav, att man

(a)

(b)

_(c)

avdrar ett blodprov fr&n en patient som skall un-
dersdkas med avseende pd& cancer;

bestédmmer den koncentration av inhibitorprotein X

i provet som krdvs f6r att inhibera 50% av bleo-
mycininducerad nedbrytning av PM-2 DNA; och

jEmfOr det i steg (b) uppmdtta Icso-vardet med det
normala Icso-varde som &r associerat med serum fran
cancerfria patienter, varvid en signifikant £&r-
hdjning av Icso—vardet jamfért med normalvédrdet
anger mdjligheten till cancer.

3. S&dtt enligt krav 2, k@&nneteckn at dirav, att be-

stédmingen

(1)

av Icso-vardet i steg (b) utfdrs genom att man

framstdller en blandning av blodprovet med en 1l8s-
ning av bleomycin, PM-2 DNA och 2-merkaptoetanol i
en buffert med pH 9,5;



(2)

(3)

(4)

(5)

(6)

(7)
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inkuberar blandningen fran steg (1) 30 minuter’
vid en temperatur av 37°C;

sitter en alikvot av blandningen fra&n steg (2)
till en blandning av etidiumbromid i en denatu-
reringsbuffert med pH 12,1;

bestimmer fluorescensen hos blandningen av etidium=-
bromid och PM-2 DNA frin steg (3) med en spektro-
fotofluorometer vid 530 nm excitation och 590 nm
emission;

bestimmer den procentuella inhiberingen av bleo-
mycininducerad nedbrytning av PM-2 DNA med led-
ning av dndringen i fluorescens hos provet jEmfdrt
med ett kontrollprov, som icke innehdller négot
bleomycin;

bestédmmer koncentrationen av inhibitorprotein X
medelst Lowry-metoden; och

med ledning av de i stegen (5) och (6) erhdllna
virdena faststdller den koncentration av inhibi~-
torprotein X som krdvs for att inhibera 50% bleo-
mycin-inducerad nedbrytning av PM-2 DNA.
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