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(57) TIIVISTELMA
Menetelmd miidrittds dTk-isoentsyymitasoja ihmisen

tai eldimen ruumisnesteesti tai solundytteestd, jolloin
mainittu ndyte saatetaan reagoimaan substraatin kanssa
mainittua isoentsyymi¥ varten fosfaatin luovuttajan ja
puskurijdrjestelmidn l&sniollessa ja fosforyloidun muodos-
tuneen tuotteen miiri mitataan, joka mdidri on suhteessa
mainittuun isoentsyymitascon. Menetelmdlle on tunnusomaista
¢, ettd kdytetdin yhdistelmiy, johon kuuluu(a)puskuri-
jdrjestelmd pH:ssa vi11114 5-9 ja konsentraatio on ei
enemmin kuin 250 mM, (b) substraatti muodostuu 2'-deoksi-

'S—halouridinista, josta osa on radiomerkitty 5-halogenilla,

ja joka on lisni konsentraatiossa vililli 2xl9-9 - leo—sM,
ja (c) fosfaaﬁin luovuttaja on lidsni konsentraatiossa

ei yli 20 mM. Menetelmin herkkyys sallii pienien dATk-mii-
rien mittauksen, ja menetelmii voidaan kdyttdd esim. tau-
tien aiagnoosiin, ennustamiseen ja tarkkailuun johtuen
muuttuneesta ATP:n vilittimisty dTk-aktiivisuudesta, kuten
sybpdlajeja, kasvaimia ja tiettyj& virusinfektioita varten
tai muuttunutta CTP:n vilitt&mii dTk-aktiivisuutta varten,
kuten HSV tyyppi 1, tyyppi 2 ja VIV infektioita varten.



{57) SAMMANDRAG

En metod att bestimma dTk-isoenzymniv@er i en kroppsvitska eller
cellprov hos minniska eller djur, vilket omfattar stegen att l8ta provet reagera
med ett substrat fér nimnda isoenzym i ndrvaro av en fosfatgivare och ett
buffertsystem och mita méngden fosforylerad produkt som bildats, vilken méngd
ir proportionell mot némnda isoenzymniva. Metoden kénnetecknas av att man i
kombination anvander
a) ett buffertsystem vid ett pH fran 5 till 9 och som @r ndrvarande i en
koncentration av hégst 250 mM,

b) ett substrat bestiende 2-deoxi-5-hajouridin, av vilket en del har en
radnomarkt 5-halogen, och som &r nirvarande i en koncentration fran 2x10
5x10 M, och

o) fosfatgivaren Hr nirvarande i en koncentration, som inte &verstiger 20
mM,

Metodens kinslighet medger mdtning av mycket sma dTk-méngder, och
metoden kan anvindas fér t.ex. diagnos, prognos och Svervakning av sjukdomar
inbegripande firandrad ATP-medierad dTk-aktivitet, sisom cancrar, tuméorer och
vissa virusinfektioner, eller férindrad CTP-medierad dTk-aktivitet s&som HSV

typ 1, typ 2 och VZV-infektioner.
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MENETELMA DEOKSITYMIDINIKINAASI-ISOENTSYYMIAKTIIVISUUDEN
SISSA - FORFARANDE FOR BESTAMNING AV DEOXITHYMIDINKI -
NAS-ISOENTSYMAKTIVITET OCH DESS ANVANDNING FOR DIAGNOSIS
AV SJUKDOMAR

Esilld oleva keksintd koskee menetelmdi iso-
entsyymi-dTk:n (deoksitymidiinikinaasi) miaidrdimiseksi
ihmisen tai eldimen kehonesteestd tai solundytteisti.
Edelleen keksintd koskee mainitun menetelmin kdyttod
sairauksien diagnoosissa ja ennustamisessa, joissa
vallitsee ATP (adenosiinitrifosfaatti) v&dlitteinen
dTk-aktiivisuus, kuten sydvdt, kasvaimet ja tietyt
virusinfektiot samaten kuin sairaudet, joita karakteri-
soi CTP (sytidiinitrifosfaatti) vdlitteinen dTk-aktiivi-
suus, kuten HSV (Herpes Simplex Virus) tyyppi 1- ja
tyyppi 2- sekd VZV (Varicella Zoster Virus)-infektiot.
Keksintd koskee myds mainitun menetelmin kdyttod dTk-
isoentsyymin tyypityksessi.

Deoksitymidiinikinaasientsyymi (dTk) tarjoaa
eukaryoottisolulle deoksitymidiinin (d4T) hyvdksikdytto-
keinon, mikd 4T ei ole vdlituote tymidylaattisynteesissa
de novo. dTk:a pidetdidn hyddyllisenid entsyymind, silléd
se tuo dT:ta DNA-metabolismiin. Koska pddosa imettdvidi-
sen solussa olevasta dTk-muodosta esiintyy vain solun
jakautumisen aikana, dTk:ta on nimitetty puhdistavaksi
entsyymiksi.

Kolmea erilaista sellulaarista isoentsyymii
ihmisen soluissa on kuvattu. Sytosolaarinen dTk, kutsu-~
taan 4Tk-F, joka esiintyy optimaalisin middrin solujen
jakaantuessa (vaiheet G1l-S) (Bello, Exptl. Cell. Res.
89:263, 1974; Littlefield, Biochim. Biophys. Acta.
115:398, 1966) ja on enemmidn tai vidhemmdn poissa lepo-
vaiheessa olevista soluista. Ihmisessid tidtd entsyymiid
koodaa 17. kromosomi l&helld galaktokinaasin paikkaa.
Toinen sellulaarinen isoentsyymi on mitokondriaalinen,
jota nimitetddn dTk-A:ksi ja joka esiintyy mitokondriaa-
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limatriisissa. Tamdn dTk:n aktiivisuus on suhteellisen
vakio eri soluvaiheiden aikana (Adelstein et al; De-
velop. Biol. 26:537, 1971), ja dTk-A:ta koodaa 16. kro-
mosomi. Kolmas dTk, vdhemmdn aktiivinen 4dTk-B, on mai-
nittu vain jatkuvissa solulinjoissa HeLa ja KB, ja sen
sanotaan olevan rajoittunut mitokondriaalikalvon sisa-
puolelle (Kit'n katsaus, Pharmacol. Ther. 4:501, 1979).

Ndamd kolme solun sisdistd dTk:ta erocaa toisis-
taan biokemiallisten ominaisuuksien osalta. dTk-F ja
dTk-B, jotka ovat melko samankaltaisia, eroavat toisis-
taan sijaintinsa lisdksi isoelektrisen fokusoinnin
osalta, jolloin niilld on erilaiset pI:t, sekd elektro-
foreettisen liikkuvuuden osalta. Pdinvastoin kuin d4Tk-F
ja dTk-B, dTk-A hyvadksyy sytidiinitrifosfaatin (CTP)fos-
faatin luovuttajana eikd ole yhtd herkkd kuin muut
dTTP-feedbackinhibitiolle (deoksitymidiinitrifosfaat-
ti-feedbackinhibitio). dTk-A my6s fosforyloi deoksi-
sytidiinid (dC), ja sitd inhiboi dCTP (Kit'n katsaus,
Pharmacol. Ther. 4:501, 1979).

Virusten suhteen spesifisid isoentsyymeja,
joita virusgenomi koodaa, on osoitettu olevan solussa
Herpes-ryhmdn ja Pox-ryhmdn virusinfektoinnin jédlkeen.
Entsymaattisesti ihmisen viruksille spesifiset dTk:t
muistuttavat dTk-A:ta, paitsi rokotteen dTk, mikd ei
voi kdyttdd CTP:a fosfaatin luovuttajana eikd voi myds-
kdan fosforyloida deoksisytidiinid. Tdma dTk erotetaan
helposti ihmissolun dTk:sta elektroforeesin avulla (Kit
et al., Progr. Med. Virol. 21:13, Karger Basel
1975). Sekd HSV-dTk:t ettd VZv-dTk omaavat laajemman
spektrin mahdollisia fosfaatin luovuttajia ja ne hyvdk-
syvdt erilaisia pyrimidiinejd sekd pyrimidiinianalogeja
substraattina (Cheng et al, Biochim. Biophys. Acta.
452:370, 1976, ja J. Virol. 31:172, 1979). dTk-isoent-
syymin vdlitteinen dT:n muuttuminen dTmp:ksi (deoksity-
midiinimonofosfaatti) kompetetiivisella blokkauksella,
jonka aiheuttaa dT-analoginen 2'-deoksi-5-jodouridiini
(IUdAR), on tunnettu kauan. Radiomerkityn IUdR:n kaytto
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suoraan substraattina suuren tarkkuuden aikaansaamiseksi
virus-dTk:ien analyyseissi osoitettiin hakijan taholta
(Gronowitz et Kédllander, Infec. Immun. 29:425, 1980).

Kuten mainittiin dTk-F:n esiintyminen soluissa
liittyy solujen jakaantumiseen, ja se on enemman tai
vidhemmdn poissa erilaistuneista soluista (Munch-Petersen
et Tyrsted, Biochim. Biophys. 478:364, 1977). dTk-aktii-
visuustutkimukset istutettavissa hiirikasvaimissa ovat
paljastaneet korkeita dTk-aktiivisuuksia korreloiden
kasvunopeuden kanssa (Bresnick et al, Cancer Res.
29:1969, and Cancer Res. 31:743, 1971). Viimeiset rapor-
tit ovat osoittaneet lisddntynyttd dTk-F:a periferaali-
sissa veren lymfosyyteissd erdilli potilailla, jotka
kdrsivdat pahanlaatuisesta non-Hodgkin's lymfoomasta ja
lymfaattisesta leukemiasta (Ellins et al, Cancer
Res. 41:691 ja Brit. J. Haematol. 49:479, 1981). Niami
tutkimukset ovat myds osoittaneet kohonneita seerumin
dTk:n tasoja erdilld potilailla non-Hodgkin'in ryhmisti
(Ellins et al Blood 59:926, 1981). Seurauksena tavan-
omaisesta kidytetysti dTk-analyysistd, jossa kaytetdan
’H-dT:a korkeassa konsentraatiossa (5 x 10~°M), dTk-ak-
tiivisuutta voitiin havaita vain harvoissa potilaissa,
joilla oli pitkidlle edistynyt sairaus. Edelleen dTk-
aktiivisuutta voitiin arvioida prognostisena merkkina
vain mik&li erotusanalyysi koskien dTk-F:a ja dTk-A:a
suoritettiin.

Tavanomaisesti dTk-aktiivisuus on mitattu titen
seuraamalla joko 2H- tai *4C-merkityn dT:n muuttumista
dTmp:ksi ATP:n ollessa fosfaatin luovuttajana.

Hakijat ovat viime aikoina suunnitelleet parannetun
dTk-analyysijdrjestelmin viruksien dTk-isoentsyymeille,
jossa kidytetididn 125I-jododeoksiuridiinia (IUdR) subs-
traattina. Saavutettu parantunut tarkkuus salli dTk:n
havainnoimisen niin pienesti miiristi kuin 25 HSV-infek-
toituneesta solusta. Pdinvastoin konventionaalinen
analyysi, joka perustuu >H-dT:n kdyttdon, kdytettyni
tavallisesti konsentraatiossa 107°M, edellyttdid ainakin
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450 kertaa enemmidn entsyymejd. Kuitenkin, vaikka t&ama
parannetttu analyysijdrjestelmd olikin hy&dyllinen
viruksien dTk:ien tutkimuksissa, se ei ollut sopiva
pitkdaikaisiin solujen dTk-F:n analyyseihin, osittain
johtuen tdmdn entsyymin epdstabiilisuudesta. Tdamdn
menetelmidn epastabiilisuus seerumin pienien dTk:n mdad-
rien havainnoimiseksi havaitaan helposti tutkimuksista,
jotka koskivat virus dTk:n salpaavia vasta-aineita
(dTk-ab). Ndissd tutkimuksissa enemmdn kuin 275 ihmisen
verindytettd analysoitiin dTk-ab:n suhteen, mutta hai-
riintyneitd seerumin dTk-aktiivisuuksia todettiin vain
kahdessa tapauksessa (Gronowitz et Kdllander, Infec.
Immun. 29:425, 1980; Gronowitz et Kdllander, J. Med.
Viroll 8:177, 1981; Kdllander et al, Infec. Immun.
36:30, 1982).

Esilli olevan keksinndn tarkoituksena on tuoda
esiin diagnoosimenetelmd tiettyjd virusinfektioita ja
pahanlaatuisia kasvaimia varten sekd pahanlaatuisten
kasvannaisten tarkasteluun eri tarkoituksia varten.

Keksinnén tarkoituksena on edelleen tuoda esiin
herkki analyysijdrjestelmd, jolla voidaan tutkia ihmis-
ja eldinruumiin nesteissd ja solundytteissd olevia
pienid dTk-mddrid, esim. seerumissa, rakkoeritteissd,
selkidydinnesteessd, rakkulanesteessd ja sentapaisissa
kliinisissd ndytteissd, joka jdrjestelmd on myds suun-
niteltu minimoimaan solun sisdltdmd dTk-A:n vaikutus.

Edelleen keksinndn tarkoituksena on tuoda esiin
menetelmi dTk-F:n analysoimiseksi ja kasvaintautien
ennustamiseksi ja tautien muutosten tutkimiseksi sekd
uudelleen sairastuneiden tutkimiseksi.

Edelleen keksinndn tarkoituksena on kdyttaa
mainittua analyysimenetelmdd arvioitaessa etdispesdkkei-
td keuhkosyovdn yhteydessa.

Edelleen keksinndn tarkoituksena on kdyttaa
mainittua analyysimenetelmdd leukemian yhteydessa mdd-
rittimiin, mittaamalla selkdydinnesteessd ldsndoleva
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dTk, esiintyykd etdispesdkkeitid aivoselkdydinjédrjestel-
mdssda.

Vield erddni keksinndn tarkoituksena on kdyttasd
mainittua menetelmdi ryhmispesifiseni merkkini tiettyjd
infektioita varten virussairauksien vhteydessé.

Vield erddnid keksinndn tarkoituksena on kdayttda
mainitun analyysimenetelmin modifikaatiota esim. seeru-
missa tai rakkulanesteessi lidsniolevan herpes-viruksen
spesifisen dTk:n tutkimukseen.

Yllamainittuja ja muita keksinndn tarkoituksia
selostetaan yksityiskohtaisesti seuraavassa keksinndn
mukaisen analyysimenetelmidn ja sen sovellutuksien ku-
vauksessa.

Keksintd tuo tdten esille parannetun analyysi-
jdrjestelmdn dTk-tasojen mittaamiseksi, erityisesti
dTk-F-tasojen mittaamiseksi esim. seerumissa. Tiami
analyysijdrjestelmd on huomattavasti herkempi kuin
alemmat jdrjestelmdt, ja on todettu, etti herkkyys on
niin korkea, ettd on mahdollista kdyttdd kaytidnndssi
hyvin yksinkertaista analyysijdrjestelmdd, ei ainoastaan
patologisten dTk-tasojen mddritykseen, vaan myds nor-
maalien tasojen mididritykseen terveilli vksiloilld (vrt.
kuvia 1 ja 6). Tdmidn analyysijdrjestelmin ei todettu
ainoastaan olevan hyvin herkki ja toistettava dTk-F
maddrityksiin antaen 1lineaarisia muutosnopeuksia vyli
kahden tunnin ajan, vaan sen todettiin antavan myés 2 -
6 kertaa korkeampia nopeuksia kuin aiemmat jdrjestelmit
virus-dTk:ien midrittdmiseksi. Toinen tirkei etu, ver-
rattuna tavanomaiseen analyysijidrjestelmdin on dTk-A:n
suhteellisen alhainen muutosnopeus t&min isoentsyymin
vaikuttaessa minimaalisesti mitattaessa dTk-F:a tai
virus-dTk:a puhdistamattomista niytteisti.

Tdmdn analyysijdrjestelmidn muuntelu, kdyttden
CTP:a ATP:n sijasta fosfaatin luovuttajana todettiin
hyddylliseksi spesifisessd herpesvirusindusoidussa dTk:n
mddrityksessd silloin, kun analysoitavia ndytteiti
esi-inkuboitiin anti-herpesvirus-dTk:ta salpaavalla
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seerumilla.

Tdssd kuvatut edut ja odottamattomat tekniset
vaikutukset saavutetaan keksinnén mukaan kdyttden yhdis-
telmdd, jossa on alhaisessa konsentraatiossa ja alhaisen
ionisen voiman omaavaa puskuriliuosta, spesifisen tyyp-
pistada radiomerkittyd substraattia, mikd on lidsnd alhai-
sessa konsentraatiossa, ja alhaisella konsentraatiolla
olevaa fosfaatin luovuttajaa.

Laajimmassa sovellutuksessaan keksintd koskee
menetelmdd mddratd dTk-isocentsyymitasoja ihmis- tai
eldinruumiin nesteestd tai solundytteestd, jolloin
mainittu ndyte saatetaan reagoimaan substraatin kanssa
mainittua isoentsyymid varten fosfaatin luovuttajan ja
puskurijdrjestelmdn lédsndollessa, ja jolloin muodos-
tuneen fosforyloidun tuotteen mddrd mitataan mainitun
mddrdn ollessa suhteessa mainittuun isoentsyymitasoon.
Keksinndén mukaan mainittu menetelmd on tunnusomainen
siitd, ettd menetelmdssd kdytetddn yhdistelmda
a) puskurisysteemi, jonka pH on vdlilld 5 - 9 ja joka
on ldsnd konsentraatiossa vahemmdn kuin 250 mM,

b) substraatti sisdltden 2'-deoksi-5-halouridiinia,
josta osa on radiomerkittyd 5-halogeenid, ja on ldsnd
konsentraatiossa 2 x 107® - 5 x 107°M ja

c) fosfaatin luovuttaja, joka on ldsnd konsentraatiossa
ei yli 20 mM.

Pdinvastoin kuin aiemmin kuvatut analyysimene-
telmdt, joissa kdytetddn *2®I-IUdR:a substraattina,
keksinnén mukainen menetelmd antaa substraatin lineaa-
risen muutosnopeuden solun dTk-F:lle yli kahdeksi tun-
niksi, ja herkkyys parantui merkittadvdsti, kuten voidaan
ndhdd kuvasta 1. Tdmd kuva on keksinnén mukaisen analyy-
simenetelmdn (-0-0-0) ja mainitun aiemman analyysimene-
telmdn (-/\ -/\ -/\) vertailu (Gronowitz and Kdllander,
Infec. Immun. 29:425, 1980). A = 2 seerumia sisdltden
ihmisen dTk-F, joka on perdisin leukemiapotilailta. B
= HSV tyyppi 2 ATk alkuperdltdidn soluviljelmdstd. Ladsna-
oleva kokonaismddrd **®I-IUdR oli 550 x 10 cpm.
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Piirustuksissa:

Kuvat 1A ja B ovat diagrammeja esittden entsyy-
miaktiivisuutta piirrettyni ajan mukana ja valaisten
keksinndén mukaisen menetelmin olennaisesti parantunutta
herkkyyttd verrattuna lihimpiin tekniikan tasoon.

Kuvat 2A ja B valaisevat - tlc-kdyrien avulla
- radiokemiallisen puhtauden vdhentymistd keksinnon
mukaisessa ensisijaisessa substraatissa, *25I-IUdR,
varastossa.

Kuva 3 on diagrammi valaisten entsyymiaktiivi-
suuden laskentaa yksikdissid kdytettiessd sisdisti subs-
traatin vertailunidytetti.

Kuva 4 on diagrammi valaisten estymisvaikutus-
ta korkeissa seerumikonsentraatioissa dTk-mittauksissa.

Kuva 5 valaisee - diagrammin avulla - virus-
dTk:n tyypitystd erilaisissa kliinisissi ndytteissi.

Kuva 6 on diagrammi valaisten normaalia dTk-ak-
tiivisuuden jakaumaa verenluovuttajilla ja raskaana
olevilla naisilla.

Kuva 7 on diagrammi valaisten dTk-aktiivisuuk-
sia, mitattuina keksinnén mukaan, potilaiden seerumissa,
joilla on tulehdusperiinen mononukleoosi, ja esitettynd
ajan mukanana taudin puhkeamisen jdlkeen.

Kuva 8 on diagrammi valaisten dTk-aktiivisuuk-
sia, joita on todettu seerumissa potilailta, jotka Kk&dr-
sivdt eri virusinfektioista, mycoplasma pneumoniae- ja
psittacosis-taudeista.

Kuvat 9a 3ja 9b ovat diagrammeja valaisten
korrelaatiota keksinnén mukaan mitatun seerumin dTk-ak-
tiivisuuden ja NHL-taudista kirsivien potilaiden taudin-

tilan vdlills.

Kuvat 10a ja 10b valaisevat todenndkdisyytta
jdddd eloon NHL-potilailla keksinndn mukaan mitattujen
esikdsitellyn seerumin dTk-tasojen mukaan.

Kuvat 11 ja 12 ovat diagrammeja valaisten
seerumin dTk-tasojen pitkittdisiid tutkimuksia NHL-poti-
lailla kliinisen etenemisen vaihdellessa.
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Keksinndn ensisijaisessa sovellutuksessa mai-
nittu puskurijdrjestelmd on 1ldsnd konsentraatiossa
vahemman kuin noin 150 mM, erityisesti noin 100 mM. Pus-
kurin pH on edullisesti v&dlilld 6,5 - 8, erityisesti
noin 7,4. Parhaat tulokset on saatu puskureilla, jotka
eivdt sisdllid maleaattia, ja reaktiivisia tai primddri-
sid aminoryhmid; erityisesti puskureilla, jotka ovat
olennaisesti vapaita TRIS-maleaatista; HEPES-puskurin
ollessa erityisesti ensisijainen puskuri.

Substraatin pitdisi olla radiomerkitty tymidii-
nianalogi, erityisesti 2'-deoksi-5-halogeeni-uridiini,
jolloin merkkiaine on edullisesti reaktiivinen halogee-
ni-isotooppi. Ensisijainen substraatti on *?3I-2'-deok-
si-5-jodouridiini. Ensisijainen substraattikonsentraa-
tio on vadlilld 1 x 107® - 5 x 107 7M, erityisesti noin
10 7M.

Ensisijainen fosfaatin luovuttaja dTk-F-mddri-
tyksessd on ATP, ja ensisijainen fosfaatin luovuttaja
virus-dTk:n madrityksessd on CTP. Ensisijainen fosfaatin
luovuttajan konsentraatio on vdhemmdn kuin 10 mM, eri-
tyisesti noin 0,5 - 5 mM. Fosfaatin luovuttajia, joilla
on tunnetusti per se sama isoentsyymispesifisyys kuin
ATP:1la ja CTP:1lla, voidaan myds kdyttda.

Mg2*:n pitdisi olla edullisesti 1ldsnd ainakin
ekvimolaarisessa konsentraatiossa fosfaatin luovuttajan
suhteen. Pelkistdvda aine, kuten ditiothreitoli, on
edullisesti myOs ladsna.

Fosforyloidun tuotteen mittaus voidaan toteut-
taa sindnsd tunnetuilla menetelmilld (kts. esim. Grono-
witz et Kidllander, Infec. Immun. 29:425, 1980).

Keksinndn mukaisen analyysimenetelmdn sovellu-
tus dTk-aktiivisuuksien tutkimukseen kliinisissd ndyt-
teissid, esim. seerumissa tai rakkoeritteissd muodostaa
uuden tyokalun tiettyjen virusinfektioiden ja pahanlaa-
tuisten kasvaimien diagnoosia varten. Myds epdnormaalien
seerumin dTk-tasojen (esim. >10 yksikkdd), jotka havait-
tiin kuvatun menetelmidn mukaiselle yksinkertaisella
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dTk-analyysilld, havaittiin erinomaiseksi merkiksi
taudin ennustusta varten, samaten kuin toistuvat dTk-
arvot tarkkailtaessa pahanlaatuisen taudin kehitystad
tai laantumista. Ndilld potilailla seerumin dTk-tasot
olivat lisdksi hyddyllisii merkkini taantumisista tai
terapiavaikutusten arvioinnissa. Nditid kaikkia on ha-
vainnollistettu esimerkein alla.

Ensisijaisessa sovellutuksessa, joka on toteu-
tettu kdytdnndssd toteutettaessa alla mainittuja kokei-
ta, substraattina on kdytetty *2®I-IUdR:a. Ainekokoomus
ja mddrdsuhteet, sisdltden 1lopulliset konsentraatiot,
ensisijaisessa analyysijidrjestelmidssd on esitetty taulu-
kossa 1 alla.

TAULUKKO 1

dTk-analyysissd kdytetyn puskurin ainekokoomus

Osa-aine Ndyteliuos Lopullinen konsentraatio®
PHEPES 0.1 M 86 mM

MgCl. 17 mM 15 mM

KCl1 20 mM 17 mM

NaF 1.2 mm 1.0 mM

ATP 4.6 mM 3.9 mM
ditiothreitol 2.7 mM 2.3 mM
sarvialbumini 0.33 mg/ml 0.28 mg/ml
glyseroli 6.6 % 5.7 %

IUdR - 1.1 x 1077 M
PH 7.4 7.4

®) Yhden kaksoisndytteen mittasuhteet ovat: 51.5 ul
analyysiseosta, 6 ul substraattiliuosta (*25I-IUdR:n
lopullinen konsentraatio 1 x 10-”M, 130 - 160 Ci/mM),
ja 2.5 pl entsyymiliuosta esim. seerumia (lisdtty reak-
tion alkaessa), joka antaa lopulliseksi tilavuudeksi
60 ul.

®? N-2-hydroksietyylipiperatsiini-N-2-etaanisulfoni-
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happo.

Yleensd valmistetaan yksi kaksoisnidyte, johon
kuuluu 51.5 ul reaktioliuosta, joka sekoitetaan 6 nl
substraattiliuokseen vdlittdmidsti ennen kdyttdi. Reaktio
aloitetaan sitten 1lisdamidlld 2.5 ul entsyymiliuosta
(esim. seerumindyte). Tasti standarditilavuudesta,
yhteensd 60 ul, otetaan kaksi ndytettd, kumpikin 25 uwl.
Ndyteliuosten yhdistelmd kokeita varten muodostuen
useista kaksoisndytteistd, jotka on otettu erilaisten
inkubointiaikojen jdlkeen, lasketaan kertomalla kompo-
nenttien tilavuudet standardindytteessi halutulla kak-
soisndytteiden lukumdidrdlld. Analyysi suoritetaan lampo~
tilassa 37°C, ja kaikki komponentit esilidmmitetdin 2
min ennen reaktion aloittamista. Entsyymireaktio padte-
tddn pipetoimalla ndyte 1 cm? suuruiselle palalle What-
man paperia DEAE-81, jota sdilytetdidn limpdtilassa 90 -
100 =C. Tuotteen erottamiseksi substraatista paperi
pestddan 4 x 6 mM ammoniumformaattiliuoksella, kerran
tislatulla vedelld ja lopuksi metanolilla. Pesunesteet
pannaan 1 1 lasiastioihin, joita sekoitetaan magneet-
tisekoittimella. 10 - 15 paperilevyid, joita pidetdidn su-
lattimessa kdsitellddn samanaikaisesti. Suodatin siirre-
tddn uuteen pesukylpyyn joka 5. minuutti. Lopuksi pape-
rilevyt analysoidaan automaattisella gammalaskimella.

dTk-analyysin pédivdvaihtelun eliminoimiseksi
saadut reaktionopeudet laskettiin uudelleen yksikdit-
tdin. Syy siihen, ettd entsyymimdirien maarityksessa
kdytetddn yksikditd, on vaihtelu radiokemiallisessa
puhtaudessa yhdistettynd kaupallisesti saatavan *25I-
-IUdR:n havaittuun biologiseen hajoamiseen, miki tekee
kokonaisaktiivisuuden lisdttynd niytekohtaisella ei-re-
levantilla aktiivisuudella entsyymiaktiivisuuden laske-
mista varten. Kts. kuva 2, miki esittii kaupallisesti
saatavan **3I-IUdR:n panoksien erotusta ohutkerroskroma-
tografialla kdyttden esipinnoitettuja silikageelilevyji
(Merck 60 F,5,) 15 % metanolia, 85 % kloroformia kdytet-
tiin eluenttina. A esittdd profiileja suorituspdiviani,
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indikoiden 62 % radiokemiallista puhtautta. B esittds
Samaa panosta 150 pv jiddhdyttimessi olon jdlkeen. val-
mistajat vEAittivit alunperin >90 ¢ radiokemiallista
puhtautta. Tdmin sijasta jokaiseeen analyysiin sisdlly-
tettiin sisdinen biologinen vertailundyte, joka mittasi
kdytettdvin radioaktiivisuuden. Tami vertailundyte oli
100-kertainen ylimididri HSV tyyppi 2 dTk-valmistetta,
jolloin saatiin suuri substraatin kulutus. 1 h kestdvian
analyysin yhteydessi olevan radkioaktiivisuuden mdirsi

o\®

tdssa vertailundytteessi todettiin olevan noin 85
koskemattoman 125I-IUdR:arvoista, laskettuna ochutkerros-
kromatografiasta. Huomioiden biologisessa vertailundyt-
teessd havaittu taso (85 %), 1 yksikkd entsyymid on se
mddrd entsyymid, joka muuttaa 4,3 x 10°*® moolia sub-
straattia tunnissa (kuvatuissa olosuhteissa). Tami suhde
yksikdn ja arvioidun moolisen muuttumisen vililli valit-
tiin, koska 1 yksikké ilmaistaan kdytdnnéllisesti arvol-
la noin 1000 cpm, normaalisti kdytetyn isotoopin mdirin
kanssa (taulukko 1). Toinen etu t&sta biologisesta
isotooppikontrollista oli, kédsiteltdessi se samalla
tavoin kuin koendytteet, se, etti mahdolliset tuotteen
talteenottamisesta johtuvat vaihtelut YksikOissd elimi-
noituvat. Menetelmi Yksikdiden laskemiseksi on esitetty
esimerkein kuvassa 3. Arvot sekd ni3ytteelle (-0-0-)
ettd vertailundyttelle (=/\-/\-) on esitetty. A on
sisdisen vertailun ndyte yksikdinid cpm, miki on suhtees-
sa lasndolevaan radiomerkityn substraatin kokonaismdi-
rddn. B on tuotteen arvo, jonka tutkittu ndyte muodostaa
ilmaistuna yksikdissi cpm/h. Yksikét

Jossa (S) on substraatin konsentraatio (M) ja
vV on ndytetilavuus (1).

Seerunﬁxldi—aktiivisuuksien1n§aritys. Seerumin
dTk:n md&drillinen madritys suoritettiin mikrotiitteri-

levylld. Jokaista 20 seerumindytettd varten tehtiin
taustavertailundytteet ja sisdinen substraattivertailu-
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nidyte (kts. ylld), ja sarja suoritettiin tdten yksik-
kond. Kiytetyn seerumindytteen mddrdt olivat 5 ul (tai
vihemmin) /120 ul lopputilavuudessa, koska suurempi
seerumimddrd saattaisi olla inhiboivaa. Kts. kuva 4,
dTk-aktiivisuudet mddrdttiin ndytteiden avulla 120
minuutissa. Entsyymiaktiivisuus on piirretty seerumin
konsentraation mukaan 60 pl ndytettd kohti. Kdyrd (o-o)
esittii seerumia NHL-taudista karsivdstd ihmisestd,
kdyrd (/\-/\) seerumia aktiivisesta CLL-taudista kdrsi-
vdsti ihmisestd. Tamid inhiboiva vaikutus on todenndkdi-
sesti seuraus nukleotidien tai nukleosidien, kuten esim.
tymidiinin, tymidiinitrifosfaatin, tai erdissd seerumi-
ssa lidsnidolevien katabolisten entsyymien lasndolosta.
Kaksoisndytteet otettiin 60 ja 120 min kuluttua. vali-
aineen muuttuminen tuntia ja 25 ul ndytettd kohden
laskettiin taustan korjaamisen jdlkeen jokaisesta kak-
soisndytteestd erillisesti. Sitten mddrdttiin keski-
midriinen nopeusarvo 60 ja 120 min ndytteen otoista, ja
sitd kdytettiin jatkolaskennassa (kts. ylld), jos <20 %
vaihtelua todettiin.

dTk-aktiivisuuksien mddrddminen selkdydinnnes-

teessd. Kiytettiin olennaisesti samaa menetelmdd kuin
seerumia varten. *23I-IUdR:n spesifinen aktiivisuus
nostettiin arvoon noin Ci/mM. Selkdydinnesteet voidaan
konsentroida ennen entsyymimddrityksia.
dTk-iscentsyymien kvalitatiivinen mddritys.

Kliiniset ndytteet, esim. rakkulanesteitd tai seerumia,
sisdltden dTk-aktiivisuutta esi-inkuboitiin isoentsyy-
mille spesifiselld dTk:ta salpaavalla aineella, ja
jdanndsentsyymiaktiivisuus mddrdttiin ylld kuvatulla
menetelmdlld. ATP alyysiseoksessa korvattiin CTP:1la,
joka aiheutti dTk-F-aktiivisuuden poissulkemisen. Tut-
kittavat ndytteet laimennettiin sarjoissa kaksinkertai-
sesti (ldhtien tavallisesti arvosta 1:6), ja 15 ul
siirrettiin kustakin laimennuksesta neljddn Kkuoppaan
mikrotiitterilevylld, jotta saatiin neljd identtista
laimennussarjaa. Esilaimennettua VZV dTk:ta salpaavaa
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seerumia (25 ml) lisdttiin yhteen kuoppaan, HSV tyyppi
1 dTk:ta salpaavaa seerumia toiseen kuoppaan, HSV tyyppi
2 dTk:ta salpaavaa seerumia Kkolmanteen kuoppaan ja
viimeiseen kuoppaan negatiivista seerumia. Seokset
inkuboitiin lampdtilassa 37°C 90 min sallien entsyymi-
vasta-ainereaktion tapahtuvan. Sitten middrittiin jdan-
nosentsyymiaktiivisuudet. Reaktio aloitettiin lisdamilli
20 ul liuosta, joka sisdlsi 6 pl substraattiliuosta
sekoitettuna 40 ul reaktioliuokseen. Jokaista laimennus-
ta varten eri antiseerumien ldsniollessa saadut arvot
laskettiin uudelleen negatiivisen seerumin kanssa saa-
tujen arvojen prosenttiosuutena. Esimerkit tidllaisista
jddnndsentsyymiaktiivisuuksista piirrettiin ndytteiden
laimennuksen log, funktiona, kuten on esitetty kuvassa
5, jolloin jddnndsaktiivisuus inkuboinnin jidlkeen anti-
-V2ZV dTk-seerumilla (/\-/\), anti-HSV tyyppi 1 dTk:lla
(seerumi) (e-e), ja anti-HSV tyyppi 2 seerumilla (o-0)
negatiivisella seerumilla suoritetun vertailuinkuboinnin
suhteen on piirretty seuraavien ndytteiden eri laimen-
nuksilla: A = rakkulaneste ihmisestd, joka kidrsii HSV
tyyppi 2 infektiosta; B = rakkulaneste ihmisesti, joka
kdrsii VZvV infektiosta; C = rakkulaneste ihmisesti,
joka kdrsii HSV tyyppi 1 infektiosta; D = seerumi ihmi-
sestd, joka kdrsii VZV-infektiosta. Inhibitiomalleista
voidaan helposti ndyttdd toteen dTk-tyyppi (kts. mnyos
taulukko 2 alla).
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Keksinndn erds tidrked piirre on merkittivisti
parantunut tutkimusherkkyys, mikid mahdollistaa mittauk-
sen jopa dTk-F:n normaaleilla seerumitasoilla terveissi
ihmisissd, kuten voidaan nihdi kuvasta 6, mikd esittdi
dTk-aktiivisuuden jakaumaa 99 verenluovuttajan seerumis-
ta (tdyttdmdttomdt pylvddt) ja 25 ensimmiisellid kaudella
raskaanaolevan naisen seerumeista (varjostetut pylviit).
Keskiarvo on 2.4 yksikkdd/ul ja standardipoikkeama
1.25.

Tulehdussairauksista kdrsivien ihmisten seeru-
mindytteiden tutkimukset johtavat 10 - 40 kertaa kohon-
neiden dTk-pitoisuuksien havaitsemiseen potilaiden
seerumissa tiettyjen virusinfektioiden akuuteissa vai-
heissa, esim. mononuklecosi-infektiossa, rubella- ja
morbillivirus infektioissa. Kuva 7 esittdd dTk-aktii-
visuutta/ul, joka on muodostunut potilaiden seerumissa,
jotka kdrsivdt tulehdusperiisestd mononukleoosista ajan
funktiona sairauden kehittymisen jidlkeen. Samalla kir-
jaimella merkityt symbolit tarkoittavat seerumia samasta
potilaasta, ja katkoviiva esittii terveiden ihmisten
normaaliarvoa. Kuva 8 esittdi dTk-aktiivisuutta/ul,
joka on todettu potilaiden akuutissa (e) ja toipilasajan
(o) seerumissa, jotka kdrsividt erilaisista virusinfek-
tioista, mycoplasma pneumoniae- ja psittacosistaudeis-
ta. Katkoviiva esittdd arvoa, joka on nelja kertaa
terveiden ihmisten normaaliarvo.

Herpes-viruksien osalta tulokset osoittavat
kohonneita seerumin dTk-aktiivisuuksia primdidristen
infektioiden yhteydessid. dTk-aktiivisuuksien lisddnty-
mistd (>10 yksikkdd) ei havaittu muiden infektioiden
yhteydessd (kuva 8). Seerumiaktiivisuuksien luonteen-
ominaisuuksia on t&h&n mennessi demonstroitu viruksen
varicella zoster (V2V) spesifisen dTk:n (taulukko 2)
ja solu-dTk-F:n lidsniololla. On todettu, ettd vaatimuk-
sen mukaista menetelmdi voidaan kiyttdi rakkulanesteissi
lasndolevalle virukselle ominaisten dTk:n miiriimiseeen

infektioiden nopeaa diagnoosia varten (taulukko 2). Kaik-
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ki 18ydetyt seerumin dTk-aktiivisuudet virusinfektioiden
yhteydessd hdvidvdt vdhittdin saavuttaen normaalit tasot
2 - 6 viikon kuluessa.

Pahanlaatuisista kasvaimista kdrsivien potilai-
den osalta rajoitettu tutkimus, jossa kdytettiin keksin-
nén mukaista analyysimenetelmdd, osoitti kohonneita see-
rumin dTk-pitoisuuksia ei ainoastaan lymfo-prolifera-
tiivisesta jarjestelmidstd perdisin olevista pahanlaatui-
sista Kkasvaimista kidrsivien potilaiden keskuudessa,
vaan myS8s potilailla, joilla on toisten solujen pahan-
laatuisia kasvaimia etdispesdkkeineen lymfo-prolifera-
tiivisessa jidrjestelmdssd (taulukko 3).

Lisitutkimuksia on suoritettu hyvin mdarite-
tyilld suurilla seerumimateriaaleilla potilaista, jotka
kdrsividt lymfo-proliferatiivisista taudeista, Kkuten
non-Hodgkin's lymfomasta (NHL), Hodgkinin taudista (HD),
kroonisesta ja aktivoituneesta lymfaattisesta leukemias-
ta (CLL) ja myelomasta. Yksityiskohtaiset tulokset
NHL-ryhmissd olivat seuraavat: todettiin normaaleja ja
erisuuruisia kohonneita seerumin dTk-tasoja. Namd dTk-
tasot vastaavat sairauden vaihetta (kts. kuva 9a, mikd
esittii seerumin dTk:ta 155 kidsittelemdttémdlld poti-
laalla korreloituna sairauden tilan mukaan), so. mita
pitemmille edistynyt sairaus, sitd korkeampi d4Tk-arvo.
Kun dTk-tasoja verrattiin kasvainsolujen pahanlaatui-
suuteen (Kiel-jidrjestelmidn mukainen luokitus), todettiin
hyvd korrelaatio korkeiden dTk-tasojen ja pahanlaatui-
suuden kesken (kts. kuva 9b, mikid esittdd seerumin dTk:a
101 NHL-potilaalla vaiheessa III - IV jaettuna kolmeen
pahanlaatuisuuden vaiheeseen).

Keksinndn mukaisen analyysimenetelmdn kdytto-
kelpoisuus ennustavia tarkoituksia varten osoitettiin
korkeasti spesifisilld eroilla eloonjddmisajoissa poti-
lasryhmien vdlilli, jotka muodostettiin jakamalla poti-
laat ryhmiin, joissa mitatut dTk-arvot olivat <10 yksik-
k64 ja >10 yksikkdd. Kuva 1l0a esittdd todenndkdisyyden
jd4d4d eloon NHL-potilailla vaiheessa III - IV esikdsi-
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TAULUKKO 3
dTk-tasot erilaisista
potilaiden seerumissa

kasvainsairauksista kidrsivien

Sairaustyyppi Sairauden tila dTk-aktiivisuus
(yksikkdd/ul)

Keuhkosyopa?’ el etdispesidkkeita 5

Keuhkosyopa el etdispesidkkeiti 2

Keuhkosyopa etdispesdkkeiti 163

Keuhkosyopd etdispesadkkeiti 19

HD etdispesdkkeiti 108

HD ' etdispesdkkeitd 28

HD ei etdispesidkkeiti 4

HD el etdispesidkkeiti 3

NHL edistynyt vaihe 333

NHL edistynyt vaihe 14

NHL varhainen vaihe 3

NHL varhainen vaihe 5

Adenocarcinoma aktiivinen 72

Leukemia akuutti 40

Leukemia akuutti 185

B-solu leukemia aktiivinen 52

CML aktiivinen 3500~?

CML aktiivinen 45

CLL aktiivinen 62

CLL aktiivinen 18

CLL puoliaktiivinen 11

CLL puoliaktiivinen 12

CLL ei-aktiivinen 2.8

Terveet yksilét 2.4’

Akuutti leukemia ei etdispesdkkeits 0.07=’

Akuutti leukemia ei etdispesikkeiti 0.02=?

Akuutti leukemia etdispesike 1.3=

Akuutti leukemia etdispesike 1.6=’

®) Terapia kaksi pdivid aikaisemmin

®) Keskiarvo 6 potilaalta; arvot vaihtelivat vi#lillai
0.5 - 5.4

<) Katso edellinen jakso

<’ Kaikki keuhkosydvit tassi tutkimuksessa olivat kau-
rasolutyyppid (oat cell type)

®’> dTk-aktiivisuuden mddritys selkdydinnesteestd, 5 ul
laimentamatonta selkdydinnestettd kdytettiin 120 nl
lopullista tilavuutta kohti analyysissa.

Kdytetyt lyhennykset: HD; Hodgkinin tauti
NHL; Non-Hodgkin-lymfooma
CMK; krooninen myelooinen leukemia
CLL; krooninen lymfaattinen leuke-
mia
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tellylld seerumi dTk:1la <10 yksikkod (-o-o-, n = 50)
ja >10 yksikkdd (-e-e-, n = 51). Numerot sulkeissa
tarkoittavat elossaolevia tarkasteltavia ihmisida 32
kuukauden kuluttua. Kuva 10b esittdd todenndkdisyytta
jdddd eloon NHL-potilailla vaiheissa III - IV, joilla
on "korkea-asteinen" pahanlaatuinen kasvain. Seerumin
dTk:n esikisittelytaso <10 (-o-o-, n = 11) ja >10 yksik-
ki (-e-e-, n = 27). Numerot sulkeissa tarkoittavat
elossaolevia tarkasteltavia ihmisid 32 kuukauden kulut-
tua.

Lisdksi seerumin dTk-tasojen pitkdaikaistutki-
mukset NHL-potilaille osoittivat muutoksia vastaten
sairauden muutoksia, so. alhaisempia arvoja sairauden
taantuessa, korkeampia sairauden edistyessd ja muuttu-
mattomia arvoja sairaustilan ollessa vakio. Kuva 11
esittdi mitattujen seerumin dTk-tasojen vaihteluja A
kolmella potilaalla, joilla oli edistyvd tauti, B,
kahdella potilaalla, jotka kdsiteltiin taudin heikentd-
miseksi, C neljdlli potilaalla, jotka kdsiteltiin taudin
poistamiseksi kokonaan. Kuvassa 12 seerumin dTk:a seura-
taan pituussuunnassa potilailla, jolloin sekd taudin
edistymistd (a) ettd hellittdmistd (b) tapahtuu. (A)
oli kaksi potilasta, joilla oli edistyvd tauti, jotka
hoidon muutoksen jdlkeen kdsiteltiin taudin poistamisek-
si osittain ennen kuin tauti edistyi jdlleen. (B) oli
kolme potilasta, jotka kdsiteltiin taudin heikentdmisek-
si (A.H. ja E.L. osittain, G.E. taudin poistamiseksi
tdysin). Kaikki he sairastuivat mychemmin uudelleen.
A.H. palasi 1lyhyeksi aikaa uudelleen terapiaan. Namd
tulokset osoittavat selvidsti mahdollisuuden tarkkailla
terapian tehoa ja myds nopeasti tutkia uudelleen sairas-
tumisia sekd ennen ettd jdlkeen Kkdsittelyn kasvavien
dTk~-arvojen perusteella.

Kidytettdessd keksinndn mukaista analyysimene-
telmdid muiden yll3d mainittujen lymfo-proliferatiivisten
sairauksien yhteydessd todettiin wvaihtelevia seerumin
dTk-tasoja, esim. kroonisessa CLL:ssa todettiin normaa-
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leja arvoja, kun taas puoliaktiivinen CLL antoi alhai-
sempia mutta "patologisia arvoja (>10 yksikkdd), ja
aktiivinen CLL korkeita, dTK-tasojen mahdollinen kdytto,
kuten on esitetty esimerkein NHL-taudin osalta, ovat
myds relevantteja CLL-taudin kohdalla. Lisdksi leuke-
miasta kdrsivien potilaiden selkdydinnesteen tutkimuk-
sissa havaittiin dTk:n l&dsndolo leukemiasolujen ollessa
ldsnd aivo-selkdydinjadrjestelmdssada. Syovan osalta,
kaurasolutyyppistd keuhkosydpdd sairastavien potilaiden
tutkimustulokset osoittavat mahdollisuutta kdytt&da
hyvaksi seerumin dTk-tasoja merkkind etdispesdkkeistd
samoin kuin muista syodpdlajeista. Namd tulokset ilme-
nevdat taulukosta 3.

Luonnollisesti on oltava tietoinen mahdollises-
ti ohimenevistd kohonneista seerumin dTk-tasoista poti-
lailla, joilla on pahanlaatuinen tauti, jotka tasot
voivat olla seurauksena ylld mainituista virusinfek-
tioista. Kuitenkin ndmd virussairaudet esiintyvidt taval-
lisesti nuoruusidssd, kun taas pahanlaatuiset kasvain-
taudit esiintyvdt yleensd aikuisilla. Toinen relevantti
tekijd seerumin dTk-tasojen kdyttdmiseksi ylld mainit-
tuja tarkoituksia varten on kohonneiden dTk-aktiivisuuk-
sien esiintymisen harvinaisuus tutkittaessa valitsema-
tonta seerumimateriaalia, joka on perdisin potilailta,
joiden sairautta ei ole mddritelty, joilla dTk-tasoilla
on siten diagnostista merkitystd. Lddketieteellisissad
julkaisuissa tutkimukset ndistd ja myds muista potilais-
ta ovat osoittaneet, ettd sekd patologiset arvot maksan
toimintakokeissa ettd leukosytoosissa eivdt tavallisesti
liity seerumin lisddntyneisiin dTk-tasoihin.
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PATENTTIVAATIMUKSET

1. Menetelmd dTk-isoentsyymipitoisuuden mii-
rittdmiseksi ihmisen tai eldimen kehoneste- tai solu-
ndytteestd kdsittden vaiheet: ndyte saatetaan reagoimaan
mainittua isoentsyymii varten olevan substraatin kanssa
fosfaatin luovuttajan ja puskurisysteemin lasndollessa,
ja muodostuneen fosforyloidun tuotteen miiri mitataan,
joka mddrd on suhteessa mainittuun isoentsyymipitoi-
suuteen, tunnett u siitd, ettdi menetelmissi
kdytetddn yhdistelmdd, jossa

a) puskurisysteemi on oleellisesti vapaa male-
aatista ja systeemin pH on vililli 5 - 9, puskurisys-
teemin sisdltdmien komponenttien kokonaiskonsentraation
ollessa alle 250 mM,

b) substraatti on 2'-deoksi-5-halouridiini,
josta osa on radiomerkittya 5-halogeenia, ja substraatin
konsentraatio on vdlilld 2 x 10°° - 5 X 10-° M, ja

c) fosfaatin luovuttajan konsentraatio on alle
20 mM; jotka mainitut konsentraatiot ovat ndyteliuok-
sen konsentraatioita.

2. Patenttivaatimuksen 1 mukainen menetelmd,
tunnettu siitd, ettd pH on noin 6.5 - 8, subs-
traatin konsentraatio on 10°%-5 x 10-7 M, ja fosfaatin
luovuttajan konsentraatio on noin 0.5 - 5 mM.

3. Patenttivaatimuksen 1 tai 2 mukainen mene-
telmd, tunnettu siitd, ettd fosfaatin luovut-
taja valitaan ryhmdsti, johon kuuluu ATP ja CTP.

4. Jokin patenttivaatimuksista 1 - 3 mukainen
menetelmd, t u n n e t t u siitd, ettd menetelmiin
kuuluu vaihe, jossa miidritetdin lisnidoleva radiomerkitty
substraatti kdyttden vertailundytettid, joka muodostuu
dTk-isoentsyymistd, jota on ylimddrin ja joka riittda
aiheuttamaan pddasiassa kaiken substraatin kdyton,
jolloin vertailundyte kisitelldin samalla tavoin kuin
mainittu ndyte ennen mainitun fosforyloidun tuotteen
radioaktiivisuuden mittausta.
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5. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaisen
menetelman kdytté, t unnet t u siitd, ettd mene-
telmdd kdytetddn sairauksien diagnoosissa, jotka sairau-
det sisdltdvdt muuttuneen ATP-vilitteisen dTk-aktii-
visuuden, kuten sySpd, kasvaimet ja tietyt virusinfek-
tiot.

6. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaisen
menetelmdn kdyttd, t unnet¢t t u siitd, ettd mene-
telmdd kaytetddn sairauksien diagnoosiin, jotka sairau-
det sisdltdvdt muuttuneen CTP-vidlitteisen dTk-aktii-
visuuden, kuten HSV tyyppi 1-, tyyppi 2- ja V2ZV-infek-
tiot.

7. Jonkin patenttivaatimuksista 1 - 4 mukaisen
menetelmdn kdyttd dTk-isoentsyymin tyypitykseen,
tunnettu siitd, ettd menetelmidn kuuluu vaihe,
jossa mainittu n&yte esi-inkuboidaan dTk-isoentsyymin
tyyppispesifisilli salpaavilla aineilla, kuten vasta-ai-
neilla.

PATENTKRAV

1. Forfarande att bestimma di-iéoenzymkon—
centration i en kroppsvitska eller cellprov hos mianniska
eller djur, wvilket omfattar stegen att 1lata provet
reagera med ett substrat f&r nimnda isoenzym i nirvaro
av en fosfatgivare och ett buffertsystem och mita
mdngden fosforylerad produkt som bildats, vilken mangd
dr proportionell mot ndmnda isoenzymkoncentration,
kdnne tecknat av att man i forfarandet an-
vidnder en kombination, vari
a) ett buffertsystem &r visentligen fri fran maleat
och pH av systemet dr fradn 5 till 9, och en total
komponentkoncentration av buffertsystemet &r under 250
mM,

b) ett substrat bestidr av 2'-deoxi-5-halouridin, av
vilket en del har en radiomirkt 5-halogen, och som &r
ndrvarande i en koncentration fran 2x107°-5x10-°M, och
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c) fosfatgivaren dr ndrvarande i en koncentration,
under 20 mM; vilka ndmnda Kkoncentrationer &ar koncen-
trationer av provldsningen.

2. Forfarande enligt patentkravet 1, k & n-
netecnat av att namnda pH dr frdn ca 6,5 - 8,
nimnda substratkoncentration &r fr&n 10°°% - 5x1077M,

och nimnda fosfatgivarkoncentration d&r fran ca 0,5-5 mM.

3. Forfarande enligt patentkravet 1 eller 2,
kidnnetecknat av att ndmnda fosfatgivare &ar
vald ur den grupp, som bestar av ATP och CTP.

4. Forfarande enligt nagot av patentkraven 1-

3, kdannetecknat av att det omfattar steget
att bestdmma tillgdngligt radiomdarkt substrat genom att
infdrliva en kontroll, som bestdr av dTk-isoenzym i ett
dverskott tillriackligt for att orsaka substratutarmning,
varvid niamnda kontroll behandlas pd samma sdtt som
nimnda prov fdre midting av radioaktiviteten hos ndmnda
fosforylerade produkt.

5. Anvindning av foérfarandet enligt négot av
patentkraven 1 - 4, kdnnetecknat av att
férfarandet anvdndas for diagnos av sjukdomar inbegrip-
ande forindrad ATP-medierad dTk-aktivitet, sasom canc-
rar, tumdérer och vissa virusinfektioner.

6. Anvindning av forfarandet enligt ndgot av
patentkraven 1 - 4, kdnnetecknat av att
forfarandet anvidndas f6r diagnos av sjukdomar inbegrip-
ande foérindrad CTP-medierad dTk-aktivitet sdsom HSV typ
1, typ 2 och vzv-infektioner.

7. Anvindning av férfarandet enligt nagot av
patentkraven 1 - 4 fdr dTk-isoenzymtypning, k & n n e-
t ec knad av att det omfattar steget att forinkubera
nimnda prov med dTk-isoenzym-typspecifika blockerande

" agens, sasom antikroppar.
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Erilaisten puskurisysteemien vertailu seerumin tymidiini-

kinaasin midrityksessi

Tulokset 10 min j&lkeen seerumindytteiden konversiosta.
Mitatut arvot (CPM) ndytteissi olevan entsyymimidsirén funktiona (U).
Prior art = Infection and Immunity 29, 1980, 425 - 434,
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TAULUKKO B
Puskurisysteemin vaikutus seerumin tymidiinikinaasin

entsymaattiseen aktiivisuuteen

S-TK
Aktiivisuus(J) | T-maleaatti | T-HCI Pipes Hepes
500 3256 9481 12574 130%
110 489 3015 3230 3767
25 190 701 888 902
5 - 184 222 201
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