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1. RADIOIMMUNOLOGISEN XEZNETELMAN KAYTTOTARKOITUS

Niiden runsaan 10 vuodern aikana, jona radioimmunologisiz menetelmi# on
kdytetty, tiedot hormcnien eriﬁymisesté'., erittymiseen. vaikuttavista

V tekijoistéd, hormonien merkityksestd fysiologisiin tc')imintoihin, hormonien
metaboliasta ja sis@erityssairauksien diagnostiikasta ovat valtavasti
lisd&ntyneet, Kotieldintenkin veren hormonipitoisuuksia tunnetaan jo mel-
koisesti., Naudan veren kasvuhormonipitoisuus pienenee. iZn mukana. TRENKLEn
(1971) mukaan kolmen kuuxauden ik#isistd yksildistd puolitoistavuotisiin
yksildihin kasvuhormonipitoisuus muuttuu 18 'ngzsta/ml 4.7 ng: aan/ml. Son—
nivagikoiden hormonipitoisuus on korkeampi kuin lehm&vasikoiden., Naudan
veren prolaktiinipitoisuus riippuu ennen kaikkea vuoden ja vuorokauden
ajasta. Namd muutokset tapahtuvat molemmilla sukupuolilla, Merkittdvd pro—
laktiinipitoisuuden lisdintyminen tapahtuu juuri ennen poikimista., SCHAMSin
ja KARGin (1970) mukaan prolaktiinipitoisuus voi vaihdella laajalla kon-.
sentraatioalueella, muutamasta ng:sta/ml lihes yhteen Pa: aa.n/ml. Hormoni-
tasojen periytyvyyttd ja niiden suhdetta tuotanto-ominaisuuksiin tunnetaan
kuitenkin vielZ hyvin vEhdn, Témdn tutkimuksen toivotaankin tuovan valai-

sua ndihin asioihin.

NKJ:114 (= Nordiska kontaktorgenet £6r jordbruksforskning) on meneill#fin
laaja yh'beispohjoisinainen tutkimusprojekti (no 22.), jonka nimi on
"Undersdkning av sammanhanget Bellan djurens hormonaktivitet och deras pro-
duktionsegenskaper". Projektin tarkoituksena on selvittd&i hormonien ja
tuotanto—ominaisuuksien v@lisid suhteita. Projektin suomalaiseen tutkimus—
ryhm&&n kuuluvat kotieldintieteen dos.,, MMT, Vappu Kossila Maatalouden
tutkimuskeskuksen kotieldinhoidon tutkimuslaitokselta, Maatalouden tutki-
muskeskuksen kotielZinjalostuslaitoksen esimies, prof., Kalle Maijala ja FK
Ritva Midkeld Helsingin yliopiston kotieldintieteen laitokselta. Témdn tut-—
kimusryhmén tehtdvdnid on selvittdi, onko naudan veren kasvuhormonin ja
prolaktiinin ja el&imen jalostuksellisesti t&rkeiden ominaisuuksien v&lilld
korrelaatioita. Selvien korrelaatioiden l'ciytyminen ja niiden perinnéllisyys—
asteen selvittiminen hnomattavasti tehostaisivat ja nopeuttaisivat koti-
eldinten jalostustyota. Tutkimuseldiminid tullaan kiyttédmd&n kotieldinyhdis-
tysten koenavettojen ja kasvatusasemien eldimid, joiden jalostuscmina.isuuk—

sista ja' niiden periytymisestd on kdytettdvissd kortisto, Tutkimusta varten
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veren hormonit tdytyy pystyid kvantitatiivisesti m3frittdm#in tarkasti.
T&l16in kysymykseen tulevat radicimmumologiset menetelm#t. Ne perustuvat
isotooppilaimennukseen spesifisten vasta—aineiden lisnZollessa. Ne ovai
paljon monimutkaisempia kuin klassilliset kemialliset analyysimenetelmit,
Radioimmunologisilla menetelmilli pystyt'éénl madrittémd&n tarkasti jaz spe—
sifisesti biologisten nesteiden ja jopa kudosten pienet hormonipitoisuudet,
jotka vaihtelevat ng (= 1077 g)/ml-konsentraatiosta pg (= 10712 g)/ml-kon-
sentraatioon., Menetelmien spesifisyys pemstuﬁ immunologiaan ja tarkiuus
radioaktiivisuuteen. Radioimmunologinen menetelm& on jo kehitetty useimpia
) proteiini—,. peptidi- ja steroidihormoneita varten. Témén tutkimusryhmén
teht&dvini on 1oyta.a olosuhteisiin sopivin radioimmunologinen menetelmi -
naudan aivolisdkkeen etulohkosta perfiisin oleville kasvuhormonille ja pro=—
laktiinille, Seuraavassa keskitytdinkin radioimmunologisten menetelmien

k&ytdnndllisiin ongelmiin,

2, RADIOIMMUNOLOGISTEN MENETELMIEN YLEISET TYOVAIHEET

Kaikille radioimmunologisille menetelmille yhteisiid tydvaibeita ovai
seuraavat: hormonivalmisteen hankkiminen, antiseerumin valmistaminen, hor-
monin merkkaus, vasta—aineiden, merkatun hormonin, standardihormonin sekd

. néytteessd olevan hormonin immunoreaktiivisuuden m&drittéminen, standardi-
kdyran madritiiminen, néytteeé‘l:'si tehtyjen laimennusten tutkiminen, menetel-—
mén luotettavuuden tutkiminen, ndytteiden analysointi ja tulosten tilasto-
matemaattinen. kidsittely. Tydvaiheita saattaa olla enemminkin riippuen

radioimmunologisesta menetelmisti,

2.1, Hormonivalmisteen hankkiminen

‘Ryhdytt&essd kehittelemddn radioimmunologista menetelmii taytyy olla kiy--
tettdvissd puhdasta hormonivalmistetta. Sitd tarvitaan immunisointiin, merk—
kaukseen ja standardeihin. Merkkaukseen kiytettévin hormonin on oltava
puhtainta, Immu.nisoin‘tiin_ja Jjopa standardeihinkin sopii vihemmin puhdas
hormoni, jos erittdin puhdasta hormonia on niukalti saatavissa. Sekd naudan
ettéd lampaan kasvuhormonia ja prolaktiinia olemme saaneet lahjoituksina

the National Institutes of Health'ist#, Amerikasta,



2.2. fAntiseerumin valmistaminen

Hormoni toimii vieraassa é-l'a'.inlajissa antigeeninid saaden aikaan vasta~
a2ineiden muodostuksen, Tavallisimmin antiseerumit tuotetaan kaneissa tai
marsuissa injisoimalla tutkittavaa hormonia yhdessZ fysiologisen suola-—
liucksen ja Freundin adjuvantin kanssa useita kertoja pitkdhkén ajan
kuluessa. Antiseerumin vasta~ainepitoisuuden t&ytyy olla riittévin suuri, .
jotta sitd voidaan k#yttdd mahdollisimman suurina laimennuksina pienten
hormonimdirien mittaamiseen niZytteistd, Vasta~aineiden ‘on herkdsti osal-
listuttava immunologiseen reaktioon eli niiden on herkésti sitouduttava
aﬁtigeeni‘insé eli t&ss& tapauksessa hormonimolekyyleihin, Vasta~aineiden
on myds oltava spesifisii. Ne saavat muodostaa komplekse ja vain tutkitta-—
van hormonin kanssa, Suoritetfujeﬁ kokeiden mukaan (3.2.) ainakin naudan
prolaktiinia vastaan tuotettu antiseerumi on ra.dioimnunologi'aeen menetel—
mdin sopivaa, Luultavasti myss naudan ja lampaan kasvuhormonia ja prolak—
tiinia vastaan tuotetut antiseerumit ovat soveliaita radioimmunologisiin

mddrityksiin,

2.3. Hormonin merkkaus

Jotta hormonimolekyylin immunologista reagointia voidaan seurata, tehdidn
hormonimolekyyli radioaktiiviseksi eli merkataan radioaktiivisella iso—
toopilla, Tdh&n k#ytetéfin joko jodi-125~ tai jodi~131-isotooppia. Tdstid
syystd toimenpidetti kutsutaan myss jodaukseksi. Merkattavan hormonin

on oltava kaikkein puhtainta, koska radioimmunologisessa menetelmissi mi— .
tatean juuri merkatun hormonin sitoutumismiirii vasta—aineisiin. Radioak—
tiivisuusmB&iréd hormonin painoyksikk®d kohti eli nk. spesifinen aktiivisuus
on oltava korkea radioimmunologista menetelmii varten, koska merkattua
hormonia kiytetdén hyvin pienii mi#irid. Muuten siteilymittarit eivit pysty
luotetté.vasti toteamaan radioaktiivisuusm#irid. Proteiinihormoneille vaa~
timus -on noin 100 /uCi/Pg. Mit& vihemmin redioaktiivista hormonia kiytetdin,

8114 tarkempaan m#&ritykseen piistiin (vrt. standardikiyrén miirittimiseen).

Yleisimmin kdytetty hormonin merkkausmenetelmi radioimmunologisia menetel-
mi& varten on GREENWOODin ym. (1963) kehittémé menetelmd, joka perustuu
kloramiini~T:n hapettavaan vaikutukseen. Jodi sitoutuu valkuaisaineen
tyrosiini-osaan, yleensi ei enempdd kuin yksi jodi/homonimolekyyli. T&ma
antaa hormonille riittivin spesifisen aktiivisuuden, ja hormoni sdilyttas

immunologisen aktiivisuutensa,



Edelldmainitulla kloramiini—T-tekmiikzlla suoritettiin useita lampaan
kasyuhormonin merkkauksia. Tulokset olivat huonoja (3.1.). Syy buonoihin
tﬁloksiin oli kuitenkin k&ytetyssd rzdioimminologisessa menetelmdssi, joka
silloin oli solid-phase—menetelm#, MySremmin kahdella muulla radioimmuno—
logisella emenetelmdlld (3.2. ja 3.,3.) totesimme semalla tavoin merkatun

naudan prolaktiinin olevan immurologisesti aktiivista.

2.4, Immunologisen reaktion voimakkuuden mittaaminen

Jotta immunologinen reaktio tapahtuisi, tdytyy seké antigeenin ettd vasta-
aineen olla immunologisesti aktiivisia. Antiseerumissa olevien hormonin
vasta~aineiden ja merkatun hormonin immunologinen aktiivisuus maAritetdin
inkuboimalla nditd tietty aika ja sen :Zlkeen m##ritt#m3lli merkatun hore
monin sitoutumisméérd vasta—aineisiin, Miti suurempiin sitoutumisiin péds—~
td4n, sitd aktiivisempia immunologisesti ovat vasta~aineet ja merkattu
hormoni, Immunologinen reaktio on riippuvainen ldmpdtilasta, pH:sta, suola—
ja proteiinikonsentraatiosts. Nimi olosubieet on mm. puskuriliuvosten avulla
jérjestettivd optimaalisiksi,

Kaytdnntssd immumologisen reaktion voimakimutta mitataan mddrittimdlls

nk. antiseerumin laimennuskiyri (Kuve 1). Siini vakiom3#firii merkattua hor—
monia inkuboidesn antiseerumin lairenmussarjan kanssa Jja m8&ritetddn si-
toutumisprosentti kussakin kiytetyssZ antiseerumikonsentraatiossa, Kayrasa
pilirrettiesséd sitoutumisarvot merkitiZn aritmeetitiselle asteikolle Jja lai—
mennusarvot logaritmiselle asteikolle, Se antiseerumi, jonka laimennusk#yrd
laskee jyrkimmin (esim, kuvassa 1 antiseerumi no 4) on immunologisesti

herkintsd eli sopivinta radioimmunoloziseen menetelmiin.

Kolmea eri radioimmunologista menetelziz (374 3.2, ja 3.3.) Kéytiden
tutkittiin tuotettujen antiseerumeiden ja merkattujen hormonien immuno—
reaktiivisuutta., Solid-phase-menetel=@lli sesatujen sitoutimisprosenttien
mukaan ei voitu piirtas antiseerumin laimennuskiyrid lainkaan (3.1.).
Dextran-charcoal-menetelmélld (3.2.) ja double-antibody-menetelmilld (3,3.)
sen sijaan saatiin kauniit antiseerumin laimennuskéyrdét (Kuva 2 ja Kuva 3).
Niiss@ kahdessa menetelmissi sitoutwmisprosentit vaihtelivat vililld
0-70.7 %,

Radioimmuinologisissa miirityksissi pyritiin kiyttimisin antiseerumista sitd
laimennusta, joka 50%-isesti sitoo merkztun hormonin.



2.5, Standardikiyrin m#irittéminen
" Stendardikiyrén avulla m#Zritetzsn tutkittavan nidytteen hormonipitoisuus.

Standardikdyrén midrittiminen perustuu nk. kompetetiiviseen inhibitioon

eli siihen ilmiddn, ettd merkkaamaton‘homohi kilpailee merkatun hormonin
kanssa sitoutumisesta vasta—aineisiin, Standardikdyrdd mé.érite'h,‘c?’ées'sé merk—
kasmattomana hormoninz on standardihormoni ja hormonianalyyseissé ndytteen
hormoni, Miti enemmin lisitiin merkkaamatonta hormonia, sitd vihiisemmdksi
kdy merkatun homonln miiri vaesta—ainekompleksissa. Standardikdyrd kuvaa

sitoutumismiirin muntiumista standardihormoniliséysten mukaan (Kuva 4). .

Hormonien analysoimiseen kZytettédvin standardikdyrin pi‘l:oisuusalue .riippuu
tutkittavan niytteen h_oﬁnonipitoisuudesta. Standardikdyrin pitoisuusalue sé&~
detisn merkatun hormonimiirdn avulla, Mitd véhemm&n merkattua hormonia kiy—

. tetdin, sitd alhaisemmille konsentraatioalueille standardikdyrd asettuu

(Kuva 5).

Standardien ja ndytteiden kemiallisget analysointiolosuhteet on oltava mah—
dollisimman samanlaiset. Tati varten verinHytteitsd analysoitaessa olisi -
standardeissa kiytettivd tutkittavan eldinlajin hormonivapaata seerumia.
Muuten saadaan liian a2lhaisia arvoja verindytteiden hormonipitoisuuksille.
(Kuva 6).

Radioimmunologisissa mdirityksissd on yleensd parasta pitéd mukana kdy-
tetyn standardikiyrén koko konsentraatiosarja, Jotta mahdolliset pienetkin

muutokset vcudaa.n heti havaita ja korjata.

2.6, Naytteen jaimennusten tutkiminen

Ennen kuin standardikdyran osoittamiin tutkittaven néytteen hormonipitoi-
guuksiin voidaan luottaa, t&ytyy osoittaa standardihormonin ja tutkittavassa
naytteessa olevan hormonin kay-ttaytyvan immunologisesti gamoin, Standardi-
kdyrd ja nadytteen 1almenmucs:Llle vastaavasti saatu kiyrd (Kuva 7) ovat
muodoltaan samanlaiset, jos molemmat hormonit ovat mupqlog:.sestl saman-—~

laiset,

LisBksi verindytteille on miiritettdvid pienin plasmalaimennus, jossa immu—

nologista reaktiota hiiritsevd plasman tekijéd tulee eliminoiduksi.

Analyysissd kiytetddn ndytteestd yleensd vihintéin kahta eri laimennusta,
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Kummaenkin pitdd antaa sama hormonipitoisuus,

2.7, Radioimmunologisen menetelmdn luotettavuuden tutkiminen

Kun radioimmunologinen menetelmZ on saatu ndin pitkdlle, tiytyy seuraa-
vaksi tutkia sen laatuominaisuudet. Niitd ovat toistettavuus, tdsmddvyys,
herkkyys ja spesifisyys, MIDGLEY (1969) on antanut tarkat oxjeet niiden

tutkimiseksi juuri radioimmunologista menetelmdi varten,

2.8, Niytteiden analysointi

Vasta kun radioimmunologinen menetelmi oh havaittu luotetiazvaksi ja muu—
tenkin k&yttdkelpoiseksi, ruvetaan analysoimaan niytteitZ. Blankkien ja
standardien lisfiksi on verindytteitd :tutkittaessa hyvd pit33 jokaisessa
ajossa mukana kontrolliplasmaa, Sen pité&isi joka kerta antaa sama tulos
tai muuten eri ajojen tulokset eivét ole vertailukelpoisia ilman korjauk-
sia, Kontrollin avulla voidaan siis harjoittaa menételméa jatikuvaa laadun

valvontaa.

2.9. Tulosten tilastomatemaattinen kdsittely

Radioimmunologisia menetelmii varten on mySs omat tilastomatemaattiset
kaavat (RODBARD .ym. 1968 ja CHARD, 1971), jotka seattavat mmomattavastikin
poiketa klassillisille kemiallisille analyysimenetelmille Hytetyistd kaa—
voista ja joita on syytd kiayttia hyviksensi.

3. RADIOIMMUNOLOGISTEN MENETEIMI®N RYHMITTELY

Radioimmunologisia menetelmiZ on useita, Ne eroavat toisisteaan siini,
ettd vapaan merkatun hormonin ja vasta~aineisiin sitouturneen merkatun

hormonin erottaminen tapahtun eri menetelmilli,

Yleisimmédt erotusmenetelmit kdyttdvat hyvikseen kromatoelektroforeesias

toista vaste-aineita (immunologinen saostaminen), kemiallista saostamigta,
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dekstraanilla pééill‘};stettyi hiil‘t;a', talkkia tai kiinteitZ kappaleita,

" Menetelmien nimissid saatetaan kiyttdi yleisesti mySs niiden englannin—
kielisid muotoja. Kromatoelektroforeesi-menetelmissd vapaa ‘hormoni
adsorboituu suodatinpaperille pipetointikohtaan, kun taas vasts~aineeseen
sitoutunut hormoni vaeltaa vasta—aineiden kanssa, Double~antibody-menetel—
méssid hormoni-vasta-ainekompleksi saostetaan toisella antiseerumilla,

joka .on valmistettu hormonin vasta—ainetta tuottaneen elédinlajin gamma~
globuliine ja vastaan, Homoni—vasta—ainekompleksi voidaan saostaa myGs
natriumsulfaatilla tai etanolilla, niin kuin tehdisn kemiallisessa saos~
tusmenetelnfssé, Dextran-charcoal-menetelmissid dekatraanilla pédllystetty
hiili sitoo itseensd vapaan hormonin, Talkki-menetelmissé vapaa.n hormonin
sitoo talkki., Solid-phase-menetelmissi vasta~zineet on ensin kemié.llisesti
sidottu kiinteisiin polysakkaridihiukkasiin tai muihin polymeereihin muo—
dostaen immunosorbentteja.. Immunosorbentissa oleva hormoni—vasta—aine—
kompleksi on sentrifugoimalla helposti erotettavissa vapaasta hormonista,

Kaikkia niité menetelmii on menestyksellisesti kiytetty plasman hormonien
méfirittémiseen. Oikeissa ja sopivissa olosuhteissa useimmat niistd mene—
telmistd ASHFORDin ym. (1969) ja RAPTISin (1971) muksan ovat luotetiavia .
Jja antavat melko yhdenmukaisia tuloksia plasman hormoniﬁitoisuuksista.'
Tém#n tutkimuksen puitteissa kokeiltiin kolmea eri menetelmdd, Ne olivat
solid-phase-menetelmd, dextran-charcoal-menetelmi ja double-antibody-—
menetelmd, : '

3.1. Solid=phase—menetelmi

Ensimm#iseksi kokeiltiin solid-phase_menetelma;a' (WIDE-1969). Siini val-
mistetaan antiseerumista ensin immunosorbentti kiinnittim#lli natrium—
sulfaatilla saostetut vasta~aineet kestévin kovalenttisin sidoksin akti-
voituihin polysakkaridihiukkasiin, esim, selluloosaan., Sitoutumistapahtu-
massa vasta~aineen vapaa aminoryhmi tarttuu polysakkaridiin, Tillaisen
késittelyn jalkeen pitdisi vasta—aineiden olla edelleen immnologisesti
aktiivisia ja pystyd sitoutumaan antigeeniinsi, Hormoni-vasta~ainekompleksi
ollessaan sitoutuneena kiinteisiin hiukkasiin voidaan helposti erottaa
sentrifugoimalla, Sakan radioaktiivisuus ilmoittaa sitoutuneen merkatun

hormonin m#&rin,

Menetelmd suoritetaan kﬁytﬁnpéss’é siten, etta putkiin pipetaidaan kontrolli-
puskuri, standardi tai niyte, immunosorbentiilaimennus ja merkattu hormoni,
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Inkuboidaan pydrittd jéssi. Semtrifugoidaan, Hiukkaset pest&&in ja j&lleen
sentrifugoidaan, Supernatantti imet&%n pois, Mitataan sakan radioaktii-—

visuus.

Kokemukset téstid menetelmiéstéd lihes parin vuoden ajalta olivat erittéin
huonot, Valmistettiin useita eriZ lampaen merkattua kasvuhormonia, jonka
immunologista sitoutumista selvitettiin 18 eri antiseerumista valmistettuun
imminosorbenttiin, Kdytetyt immunosorbenttilaimenmukset vastaavan antisee—
rumin suhteen olivat 1:10, 1:100, 1:1000, 1:5000 ja 1:10 000, Puhdistamisen
seurauksena lampaan merkatiu kasvuhormoni jckaantui useaan fraktioon., Li-
sdksi ndiden imunologifa zktiivisuutta vasta—aineisiin tutkittiin erik—
seen, jotta elisi 1l8ydetty paras fraktio. Tutkimuksissa kdytettiin myds
kahta eri aikaan aktivoitua selluloosaerdi, Merkatun hormonin sitoutuminen
vasta~aineisiin kaikki tapaukset huomioonottaen vaihteli vain v&lilla
0-2.84 %, mikéd osoitti, ettd immunologinen reaktio j&i lihes kokonaan ta—
pahtumatta,

Henetelmdn suurimpana virheldhteeni saattoi olla immunogorbentiti. Antisee—
rumeissa ei voinut olla ainakaan pidfasiallinen syy, sillid ainakin yksi anti-
seerumi oli immunoclogisesti aktiivista. Se oli lahjoitus Australiasta tri
Wallace'lta, joka itse oli kiytt&inyt sitd menestyksellisesti omassa talkki-
menetelmissdsin (WALLACE & BASSETT 1970)., CnBr—ki#sittelyn aikana selluloosa—
hiukkaset eivdt todenn&kisesti aktivoituneet tai vasta—aineet muusta
syystad jaivdt sitoutumatta niihin, Mahdollisesti inkubointiaika oli liian
pitkd; niin ettd merkattu hormoni ehti tuhoutua sini aikana, koska inku—
bointi suoriteittiin huoneenlimmdssZ, LimpStila saattoi olla liian korkea
hormoni-vasta~ainekompleksille aiheuttaen sen nopean hajoamisen. Solid—~
phase—menetelmd sin&dlldin osoittautui kdytettyihin olosuhtAeisiizmne s0pi—

mattomaksi,

Solid=phase-menetelmé on m&iritysvaiheessa yksinkertainen, helppc ja nopea.
Aktiivisen selluloosan valmistaminen on CnBri:n k&ytdn takia kuitenkin erit—
tdin vaarallista. Lis#@ksi vasta~aineiden kiinnitys aktivoituihin selluloo-

sahiukkasiin on aikaavievdi ja tyblasti.

3,2, Dextran-charcozl-menetelméd

Solid-phase-menetelmdlld saatujen huonojen kokemusten jialkeen siirryttiia
seuraavaksi kokeilemaan dextran-charcoal-menetelmdi (JACOBS 1969).
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Hiilelld on erittdin suuri kyky fysikaali.sesti' adsorboida itseensid eriko—
koisia molekyylejd., Hiili voidaan etukéifeen pddllystdd tietynkokoisille
molekyyleilld, T&lldin vain pd#llystyseinetta pienemmit molekyylit kiin-
nittyvét hiileen muiden jéfdessd sitoutumatta. Proteiinihormonien radioimmu—
nologista menetelmds varten hiili tavallisesti p&illystet&Zn polysakkaridilla,
dekstraanilla, jonka molekyylikoko vaihtelee 100 000 — 150 000 (WOOL &
SELENKOW 1968 ja SCHAMS & KARG 1969). Kun seki kasvuhormonin ettd’ prolak=—
tiinin molekyylipainot_ ovat noin 25 000 luokkaa (ANDREWS 1966 ja TURNER .
1966) ja vasta~ainemolekyylin molekyylipaino on noin 160 000 luokkaa

(CLAUSEN 1969), hormonimolekyylit kevyind molekyyleind adsortoituvat hiileen

hormoni~vasta—ainekompleksin ji&dess# liuokseen,

Kaytémmbssd dextran—charcoé.l—menételmissé‘. pipetoi&aan ensimméiseésé vaihees~
sa kontrollipuskuri, standardi tai n&yte, ‘miirityspuskuri, antiseerumilai-
menmus ja merkattu hormoni, Nditéd inkuboidaan, Toiséssa vaiheessa pipetoi-
daan hiili-dekstraani-suspensio, Dekstraanilla pafllystetty hiili ja siihen
adsorboitunut hormoni erotefa.a.n liuoksesta sentrifugoimalla. Kaikki tyo-—
vaiheet on tehtiivd +4°C:ssa. Mittaanalla dekstraani-~hiilen radioaktiivisuus
saadaan selville vapaan merkatun hormonin mi&ri, josta voidaan edelleen

laskea merkatun hormonin sitoutumisprosentti vasta~aineisiin.

Suoritettujen kokeiden mukaan t&m# menetelm# toimi hyvin, Saadut antisee—
rumin laimennuskdyrit olivat hyvit (Kuva 2), Talld menetelmilli ogoitettiin
naudan prolaktiinia vastaan tuotetun antiseerumimme olleen immunologisesti

aktiivista (Kuva 8).

Dextran~charcoal-menetelmd on erittdin yksinkertainen, ké'.y'tanniillizgen ja
nopea, Té&mi on ratkaiseva etu, jos tutkittavia ndytteitZd on runsaasti,
Me_netelméllé on mySs haittapuolensa. Se ei ole tdysin .spesifinen. Immuno-
logisgen aktiivisuutensa menettinyt homoﬁ ei sitoudu vasia-aineisiin, vaan
Dpysyy vapaana, Niin ollen mySs se tulee sidotuksi hiileen, Témén seurauksena ’
vapaan merkatun hormonin m#Z&rid tulee virheellisen suureksi jé vastaavasti
tutkittavan néjtteen hormonipitoisuus liian suureksi, ASHFORD ym. (1969)

ja RAPPIS (1971) vertaillessaan erilaisia radioimmunologisia menetelmid
havaitsivat dextran-charcoal-menetelmén antawan hiukan kbrkeainpid hormoni-

pitoisuuksia kuin muiden menetelmien,

Dextran-charcoal-menetelm&lld jatketaan tutkimuksia edelleen.
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3.3, Double—antibody-menetelmid

Double~antibody-menetelmissid (useita ohjeita mm. SCHRODER 1971 ja NIH:n
ohje) erotus perustuu kokonaan immunologisiin reaktioihin, Hormonin vasta—
aineen vasta—azine sitoutun immunologisesti hormoni-vasta~ainekomplekxsiin,
joka on yleensi liukoinen, T&m&n seurauksena syntyy suurempi kompleksi,

- joka on veteen liukenematon, Sakka erottuu helposti liuoksesta sentrifugoi-.

malla,

Toinen antiseerumi tuotetaan tavallisesti tutkittavan hormonin vasta-zineita
vastaan eri eldinlajissa kuin ensimméiineﬁ vasta~aine. Toisen antiseerumin
ei kuitenkaan tarvitse olla spesifistéd, Sen antigeeninid kdytetiZsn yleensd
ensimméisen antiseerumin tuottaneen eldinlajin seerumin normezlejs zamme—
globuliineja, jotka on ammoniumsulfaattisaostuksella erotettu muusia see—

rumista.

KaytannGssa mé&-irityksét suoritetaan siten, ettd ensimmiisessd vaiheessa
lisdt84n kontrollipuskuri, standardi tai tutkittava ndyte, m@&rityspuskuri,
ensimmiinen antiseerumilaimennus ja merkattu hormoni, N&itd inkuboidazn,

Sen jilkeen lisi@td#n toinen antiseerumi ja jidlleen inkuboidaan, Huodostumut
sakka eréteta.an sentrifugoimalla, Sakan radioaktiivisuus osoiitaa vasta~—

aineisiin sitoutuneen merkatun hormonin m&&riad,

Szadut omat kokemukset double-antibody-menetelmdstd olivat positiivisia,
T4114 menetelmdlld saadut antiseerumin laimennuskiyrédt olivat hyvat
(Kuava 3).

Double~antibody-menetelmd on 1tyS6lés, koska joudutaan valmistamzan kaktia
antiseerumia, Tdstd syystid menetelmd on mySs melko kallis, Nayiteidern
analysoimiseen kuluu aikea, koska joudutaan inkuboimaan kaksi kertesa, siis
kummé.nkin antiseerumilisdyksen jdlkeen, Verindytteitd analysoitaessz doutle-
antibody-tekniikkaa hdiritsee plasman inhivoiva tekijd, joka voidaan xylld
poistaa kdyttdmdlld riittév@n suuria laimennuksia plasmasta tai lisdim3lld
plasmaan hepariinia, Jos plasman inhiboivaa tekij&Z ei poisteta, saadaan
liian alhaisia sitoutumisprosenttieja ja sen seurauksena liian korkeita °
hormonipitoisuuksia tutkittavalle plasmalle. Double-antibody-menetelmd

on erittdin spesifinen, koska siind mitataan vain immunologisesti aktii-
visen hormonin sitoutumista vasta-aineisiin. Jos merkattu hormoni menettdd
immunologisen aktiivisuutensa, se ji& vapaaksi liuckseen eik# nZin ollem

aiheuta virheitd sitoutumisprosenieissa.
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Mybs double—antibody-menetelmén tutkimuksia jatketaan. Lopullisesti -
Kiytettaviksi radioimmunologiseksi menetelmiksi tullazn- todenndkSisesti

valitsemaan joko dextran-charcoal-menetelmd tai double—antibody-menetelmi.

Double~antibody-tekniikan spesifisyyteen nojautﬁ.en MORGAN (1966) mukaeli
menetelmdi eteenpdin niin, ettd samanaikaisesti voitiin m8&rittdd kaksi

eri hormonia. Ne olivat kasvuhormoni ja insuliini., Kumpaakin hormonia
vastaan oli. oma a.ntiseerumins.a. Saostava antiseerumi oli molemmille yh—
teinen. Se sakkautti kasvuhormoni-vasta-ainekompleksin sekd insuliini-
vasta—ainekompleksin, Toinen hormoni merkattiin jodi-—125-isotoopilla ja
{oinen jodi-13i—-isotoopilla, Merkattujen hormonien sitoutumism@&rdt voitiin
mitata samasta saidcanéi.y‘bteesté f:la.skijalla, koska kdytettyjen isotooppien
ma.ksimienergia—alueet'sa.t‘tuvat .eri kohdille. Ndin saadut tulokset olivat

yhtd hyvat kuin mééritet‘té.essé hormonit erikseen.

Tdllaisella menetelmé@lléd saattaisi tdssékin 'butk:i.muks'essa. olla tulevaisuu—
dessa kdyttdd. Ensin tdytyy varmistua siitd, ettd tutkittavat hormonit,
kasvuhormoni ja prolaktiini, eivdt hdiritse toistensa immunoclogisia reak—
tioita. Hormonien samanaikainen m#frittéminen olisi erittdin nopeata ja

taloudellista.
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Kuva 1. Kuuden antiseerumin laimennuskdyrit .
(HURN & LANDON 1971).
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Kuva 2, Dextran-charcoal-menetelm#ll# saadut enti-
seerunin (lshjoitettu) laimennuskiyrit kiyttdmH1ld
merkatusta prolaktiinista fraktiota 13. (e—s),
fraktiota 14. (o——o) ja fraktiote 15, (x—=x).
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Kuva 3. Double-antibody-menetelm#lld saadut anti-
seerumin (lahjoitettu) laimennuskdyrit kiyttsmills
merkatusta prolaktiinista fraktiota 13. (e—=),
fraktiota 14, (o—o) ja fraktiota 15, ( x—=x).
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 STH'=0Ing . - 1

, Antiserum diubon: 000
o—eSTH-

© Kuva M.'Somatotrboppilen hormonin (STH) standardi-
kdyrd (CAUWENBERGE & FRANCHIMONT 19'7.0).
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CONCENTRATION OF LABELED HORMONE
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Kuva 5. Standardik3yrii, jotka on saatu kdyttdm8113
erilaisia mi%ri2 merkattua horlonla (BERSON & YALOW,
1968). -
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Kuva 6. Standardikiyrdt, joista toinen (alempi) on mR¥ri- .
tetty puskurissa ja toinen (ylempi) hormonivapaassa plas-
massa (THORELL, 1969).
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Kuva 7. St‘andardikayran ja seeﬁmilainennun‘ten
vertailu (SCHAMS & KARG 196%).
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Kuva 8. Tutkimuksen aikana tuotetun (o—o) ja lahjaksi
saadun (»—=) antiseerumin laimennuskdyrien vertailu,



NAUDAN PROLAKTIININ MAARITTAMISESTA RADIOIMMUNOLOGISESTI

Ritva Mikeld ja Vappu Kossila



ESTPUHE .

Tutlkimus sloitettiin lokalnmssa 1969 jz sitd jatietaszn edelléen._
-Tutklmus on ose NiJ:n (Wordiska kontaktorgenet fEr jordbruksforskning)
ponjoismaiden : htelsprogektlsta no 22., jonke nimi on "Inderstxning
av sammanhanget mellzan djurens hormonaktivitét och deras produktions—
egenskaper", Tutkimus saatiin kéyﬁtiin Maatelouden tutkiﬁﬁskeskuksen
votieldinjelostuslaitoxsen esimiehen, prof. Kalle Meaijalan, mrétévei-
kutuksella., Suurin osa tutkimuksesta on tehty yhteistydnd Helsingin
yliopiston kotieldintieteen laitoksen Ja Maatalouden tutvlmusxesxu.sen
kotlelalnh01don tutklmuslaltpksen kanssa. IsotooppitySskentely on
suoritettu Helsingin yliopiston maatalous-metsitieteellisen tiedekun—
nan isotooppiosastolla, Radioaktiivisuusmittauksia on suoritettu myOs

Maatalouden tutkimuskeskuksen isotooppilaboratoriossa.

Tutkimuksen péérahoittajéha on ollut Suomen Akatemian maatalous-metsi—
tieteellinen toimikunta. Yuina rahoittajiha ovet olleet Suomen Fultiuu- -
rirahasto (Alma ja>Jussi Jalkasen rahasto), August Johannes ja Aino
Tiuren maatalouden tutkimusséiiid, Helsingin yliopisto, Meetalonden
tutkimuskeskus, Pohjoismeiden ma ataloustutlkijein - hdist:s sekd Kae—
ja metsitalousministerid, mistd tutkimuksen suorittajet téten lausuvat

ldmpimdt iitoksensa.



LUETTELG LYAZNTEISTA

BPR- =

I~125 =

naudan prolaktiini (bovine prolactin)

jodi-125~isotooppi (iodine)

BPR=I-125 = jodi~125~isotoopilla merkatiu nanden prolaktiini

3%

BSA

EDTA

cpm
ng
it
ng

pg

1]

%

riytetysti BPR-I-125:std sitoutunut vasta—aineisiin ver—

rattuna sokeaan kokeeseen, joka e; sisdlld anfiseerumia (binding)
kasvuhormoni (growth hormone) .

naudan seerumin albumiini (bovine serum albumin)

kanin normaali seerumi (normal rabbit serum)
etyleenidiamiinitetraetikkahappo (ethylenediaminetetra—acetic acid)
pulssia minuu%issa (counts per minute)

1 x 1073 g

1x 1070 g

1% 1070 g

1x 10712 g
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RADIOIMMUNOLOGISEN MENETELMAN KIQ‘iTTCTAHKOITUS JA PERIAATE

Naudan maidonerityskyvyh hormonaalisen ja osittain myds ‘geneettisen
taustan selvittdmiseksi ollaan parhaillaan kehittelemfissd radioimmu-
nologista menetelmdd hormonien miirittimiseksi verindytteistd. Pro-
laktiinin ollessé. varsinainen maidonerityshormoni keskitytdén ensin

sen merkifykseen maidonerityskyvyssi ja sen analyysimenetelmdn kehit-

telyyn.

Horﬁloneita esiintyy veressid yleensd erit"i:ﬁixi pienid mdirid, 1 x 1079 .
1x 10_‘l2 g/ml. Tastd syystd normaalit kemialliset analyysimenetelmdt
eivdt sovellu niiden miirittimiseen., Aikaisemmin tihin tarkoitukseen
kdytettiin biologisia 'ja. immunologisia menetelmid. 1960—1uvﬁn alkupuo-
liskolla kehitettiin horﬁoneille radioimmunologinen menetelméd, joka

on erittdin suosititu suuren tarkkuutensa, herkkyytenséd ja spesifisyy—

tensd ansiosta.

Radibimmu.nologinen menetelmi perustuu radioaktiivisella isotoopilla
merkatun ja merkkaamattoman hormonin kykyyn sitoutua spesifisiin
vasta-aineisiin. Ennen kuin menetelmi on mahdollinen tdytyy tutkitta—
vasta eldinlajista eristettyd hormomia olla puhtaana saatavilla, Tatd
tarvitaan spesifisten vasta—aineiden tuottamiseen, hormonin merkkauk—
seen seki standardiksi., Hormoni, seki merkattu ettd merkkaamaton, toi-
mii antigeenind. Vasta-aineet saadaan vieraan eldinlajin seerumista,
antiseerumista, hormoni-injektioiden jédlkeen. Injisoitu hormoni siis
saa aikaan vieraassa eldinlajissa vasta-aineiden muodostumista. Irku- -
boimalla hormonimolekyyleji ja vaste—zinemolekyylejd ne sitoutuvat toi-
siinsa., TAtd ilmidti kutsutaan immunologiseksi reaktioksi. Merkattu -

ja merkkaamaton hormoni kilpailevat keskendfn sitoutumisesta vasta—aine-
molekyyleihin, Sitoutumaton hormoni erotetaan homonivasta—ainekomplek—
sista. Radioaktiivisuus mitataan joko sitoutuneesta tai sitoutumatto-—
masta hormonista tai molemmista. Xun inkubointiin kdytet&&n tunnettu
mdird merkattua hormonia ja tunnettu m@&rad vasté,-aineita, vapautuu mer—
kattua hormonia vasta—aineista sitd enemm#n, miti enemmén lis&t&4n merk- -
kaamatonta hormonia joko standardina tai verindytteestd. Analysoitavan

n'aiy"tteen antaman merkatun hormonin sitoutumismi&irdn perusteella lasketaan
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tormmonipitoisuus standardikiyrin avulla,

Radioimmunclogisen menetelmin kehittelyn onnistumisen edellytyksii ovat
antiseerumin, merkatun hormonin ja standardihormonin immunologinen
axtiivisuus sekd immunologisen rezktion ettd vasta~aineisiin sitoutuneen
ja sitoutumattoman hormonin erotusmenetelmin optimaaliset olosuhteet.,
Néiden asioiden testzamiseksi suoritettiin useita laboratoriokokeita,

joiden tuloksia on koottu tZhin kirjoitukseen.
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MENETELMAT JA MATERIAALT

1. . Prolaktiinin eristdminen

Naudan prolaktiinin eristéminen tapahtui Amerikassa the National
Institutes of Healthissd, joka lahjoitti kaiken tdssi tutkimuksessa
kiytetyn naudan prolaktiinin (NIE-P-B2). Hormonivalmisté siilytettiin
kylmikuivattuna tiiviisti suljetussa astiassa +4°C:ssa. Tamén pro—
laktiinivalmisteen biologinen aktiivisuus oli keéskimiirin 19.9 kan—
sainvdlistd yksikkod milligrammassa lahjoittajan ilmoituksen mukaan.

" Puhdasta hormonivalmistetta tarvittiin spesifisten vasta—aineiden
tuottamiseen, merkityn prolaktiinin valmistamiséen ja standardiliuock—

siin,

2, Antiseerumin valmistaminen ja puhdistaminen

Nauden prolaktiinin antiseerumien valmistamiseen kdytettiin piiasiassa
CLAUSEN (1969) ohjeita. Antiseerumieliimini kiytettiin terveitd, suku—

kypsid, nuoria kaneja ja marsuja.

2.1, Antiseerumin valmistaminen kaneissa

Rokotteen tekoa varten puhdasta prolaktiinivalmistetta (NIH-P-B2)
livotettiin fysiologiseen suolaliuckseen, jonka tilavuus vaihteli
vdlilld 0.1 - 1,0 ml, Kanin lymfaattisen elimistdn kiihottamiseksi li-
sé&ttiin liuokseen vield tehosteainetta, Freundin complete adjuva.nttié.
niin ettd adjuvanttia oli vihintdin sama tilavuusmi#irid kuin. suolaliuos-
ta, N&ditd sekoitettiin huolellisesti, kunnes saatiin valkea, sitked

vesi-6ljy—-emulsio,

Ruiskutettavan hormonin mairdid pienennettiin immunisaation gdiétyessé.‘
Ensimmdiselld ruiskutuskerralla eldin sai prolaktiinia 5 mg, kahdella

seuraavalla kerralla 2.5 mg, tdstd edelleen kolmella seuraavalla ker—
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ralla 1 @g je lopuilla yli kymmenelld kerralla 0.5 mg. Ruiskutukset

tehtiin xuilzkin kerralles ihon alle ja useazn eri kxohtaan ldhelle
J

imusolouickeita,

Ruiskutusien v&li oli yleens# kolme viikkoa, paitsi ensimmiisen ja
toisén ruiskutuksen véli, joka oli kaksi viikkoea, toisen ja kolmannen
ruiskutuksen véli, joka oli viikko seké immuniseation loppuosa, jolloin
pidettiin muuteman kuukauden tauko ja t#min jilkeen jélleen 1n31501t11n.

Ruiskutusien ja verenottojen aikataulu kiy ilmi xuvasta 1,

Kanien verinéytteet otettiin korvan keskusvaltimosta valuttamalla,
Ne pyrittiin ottamaan aina kahden viikon kuluttuz edellisestd ruisku~
tuksestz, Verindytteet saivat seistd huoneenlZmz&ssi seuraavaan pai-
védén, jolloin ne sentrifugoifiin. Antiseerumier sZilytys tapahtui

osittain seerumina ja osittain kylmdkuivattunaz -20%:ssa,

Kanissa nzudan prolaktiinia vastaan valmistettuz antiseerumia saatiin
myds lakjoituksena prof. KARGilta ja dos. SCEAMSilta Saksasta Miinchenin
teknillisen ylloplston maataloustieteellisen tiedekunnan fysiologian
laltokselta. ‘I‘alla lahjoitetulla antlseerumll"a suoritettiin muutamia

kokeiluja (siv. 50 ja 57).

2,2, Antiseerumin valmistaminen marsuissa

Rokotteiden valmistamiseen kiytettiin naudan prolaktiinivalmistetta,
NIB-P-B2. Sen mdiri kahdella ensimmdiselld ruiskutuskerralla oli 0.5 mg
.Jja viidellZ seuraavalla kerralla 1 mg, Kahdellz ensimmdiselld kerralla
hormoni 1lis&ttiin suoraan Freundin complete adjuvantiiin, Sen sijaan
kolmannesta kerrasta seitseminteen kertaan horzoni liuotettiin ensin

% ml:aan fysiologista suolaliuosta. Till8in h-evwdin adjuvanttia kiy-
tettiin 1 ml. Kolmannella ja neljénnelld kerrzlia ad juvantista kdytet—
tiin complete~laatua ja viidennestd seitseménteen kertaan saakka
incomplete-laatua, Ruiskutukset tehtiin ihon alie useaan eri kohtaan
2-3 viikon vdlein, Marsujen ruiskutusten ja verenottojen aikataulu on

kuvassa 2,

Marsujen kaikki veriniytteet.otettiin neulalls suorasn syddmestd eli
nk, sydinpunktiotekniikalla, Ensimm#iselld sydinrunktiokerralla,. joka
tapahtui ennen immunisaation aloittamista, oteitiin marsuista seerumi-

niyte (O-niyte). Seuraava sydinpunktio suoritettiin immunisaa~
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tion aikana. Kolmas sydénpunktio suoritetitiin marsujen lopettamisen
yhteydéssé’.. Verindytteet saivat hyytyd, ja ne pidettiin .seuraavaan pdi-
véin +4°C:ssa. Hyytymén poistemisen jilkeen ne sentrifugoitiin. Nayt-

teiden s&dilytys tapahtui -20°C:ssa,

2.3. Antiseerumeiden puhdistaminen

Kun ké.nin antiseerumeita puhdis‘tett_iin, siihen k&ytettiin homogenisoitua
ja kylmé.kuivatfu'aV(lyofiiisoitua) naudan aivo—, maksa~ ja munuaiskudosta
sekd kylmikuivattua seerumia (siv. 50 ja 62). Ndiden vaikutusta- an‘tisee—.
rumiin kokeiltiin sekd erikseen ettd yhdessd. 50 mg kutakin kudos-
lyofilisaattia tai 30 mg lyofilisoitua seerumia liuotettiin-.1 ml:aan
tislattua vettsd., Tdhin seokseen lisdttiin 1 ml antiseerumia. Seoksia
inkuboitiin 1 tunti +37°C:ssa ja sen jédlkeen 24 '!gun‘tiér +4°:ssa. Témén
j‘é.lke_en ne sentrifugoitiin, ja tutkimuksiin kdytettiin vain kirkasta -

antiseerumisupernatanttia.,
3+ Prolaktiinin merkkaus ja merkatun prola.k‘tiinin puhdistaminen -

Naudan prolaktiinin (NIH-P-B2) merkkaukseen kiytettiin GREENWOODin
yu. (1963) kehittdmds menetelmdd.

Merkkaukseen kiytetyt aineet ja mddrdt olivat seuraavat:

1 mCi NaJ-125 10 pl:ssd NaOH-liuosta, pH 8-11 (Amersham)
10 }11 0.5 M fos}faa’ttipusk:uria,. pH 7.5
5 pg  naudan prolaktiinia (NIE-P-B2)
10 pl:ssd 0.05 M fosfaattipuskuria,
pH 7.5, jossa oli 0,15 M NaCl
10 pl Kloramiini~T (3 ﬁg/2 ml vm. puskuria), 15 /ug/10 pl

Reaktioaika 0li 20 tai 30 sekuntia, jonka jdlkeen lis&ttiin seuraavat
aineet:
25 pl Na-metabisulfiittia (3 mg/2 w1l vm. puskuria),

37.5 pe/25 pl |
200 }xl XJ (15 mg/2 ml vm, puskuria).
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Xun hormonin merkkausreaktio oli koeputkessa saatettu loppuun, ero—

" tettiin merkattu hormoni rezgensseista geelisuodatuksen svulla. Tatd
toimenpidettd rxutsutzzn merkatun hormonin cnsimmfiseksi puhiistemi-
sexsi. Tarkoitukseen kiytettiin Sephadex~G-100 pylvEstZ {1 x 25 cm),
joka oli k&sitelty BSA:lla estZm&&n merkatun hormonin zdscrptiota
prlviiseen. Eluointiin kdytettiin 0.07 M veronaalipuskuriz »H 8,6,

8 tipan fraktiot kerZttiin koeputkiin, joissa oli joko 1 =i tai

0.1 =1 0.5 % BSA:ta sisiltivid eluointipuskuria, Fraktioiden suhteel- )
liset radioaktiivisuudet mitattiin automaattisilla gammatuizelaski-
milla (Wellae @TL 2°%"19%0 3. 1¥B Wallac 1280 Ultrogemsa). Fraktioiden .
k;konaisaktiivisuuksien.mittaaminen ei ollut mahdollista xcrkeiden

sédteilymddrien wvuoxsi.

Merxatulle prolaktiinille saatettiin suorittaa vield lisZpukdistus.
Tétd toimenpidettd kutsutaan merkatun hormonin toiseksi puhdistami-
seksi. Sekin tehtiin geelisuodatuksella, Tdlld kertaa k&ytettiin
Sephadex~G-200-pylvisti (1 x 25 cm). BSA-kdsittely, eluointi ja
fraktioiden keruu olivat samat kuin ensimmiisesséd geelisuodatuksessa.

Jélleen mitattiin frektioiden suhteelliset radiocaktiivisuudet.

Antiseerumin laimennuskdyriern ja standardikidyrien m@&rittZmiseen kdy—
tettiin joko yhteen tai kahteen kertasn puhdistettua merksttu pro-
laktiinia, joka edellisessd tapauksessa oli hormonipiikin fraktioista
ja jalkimmdisessiZ tapauksessa monomeerigtéd hormonia sisglifvist&d frak-
tioista., Yhteen m&dritykseen kdytettiin 100iﬂ.la1mennettu= merkattua
prolaktiinia, jonka mitattu siteilymddrd oli vdlilld 202> - 25000 cpm
kiytettiessd laskimelle 40 %:n mittaustehokkuutta ja noir 30 000 cpm
kiytettiessd 0 % mittaustehokkuutta.

Spesifisen aktiivisuuden laskemiseksi oli ohjeita (CREEXWCOD ym. 1963,
SCHAMS 1974), jotka tZmin tutkiruksen pulttelssa eiviét olleet kdytts—
kelpoisia. Tdsti syyst® jouduttiin kokeilemaan omia mereteimid spesi-

fisen aktiivisuuden selvittZmiseksi.

Koska merkatun hormonin spesifistd aktiivisuutta ei voiiu suoraan laskeaz,
pyrittiin ensin kokeellisesti selﬁittémﬁén jodin sitoutumisprosentii ja
siitd edelleen laskemalla merkatun hormonin spesifinen asxtiivisuus. Jodin
sitoutumisprosentin laskemiseen tisséd tutkimuksessa kéytettiin kahta eri
menetelmdd: a ja b. Kumpikin perustui geelisuodatuksessz szatujen fraktioi-

den suhteellisiin radiocaktiivisuuksiin (kuva 3). Sekd honmonif ettd jodi-
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piikki leikattiin paperilta irti ja punpittiin. Fiikxien painojen perus-
~eella lzskettiin rgdiojodin sitoutumisprosentti hormoriin seurzeavesti:
) __.) . S’Z' 100 + HPP
= ” iEPP+JPFi
st = jodin sitoutumisprosentti hormoniin-
HPP = hormonipiikin paino.(g)

JPP = jodipiikin paino. (g)

.Timi piteé silloin, jos seki vepaa ettd sitoutunut jodi zdsorboituvat

reaktioﬁutkeen, :igettiin ja geelipylvééseen'samassa suhteessa.

b) CREENWOODin ym. (1969) tutklmukslssa vapaan ja gitoutuneen Jodln ad—
sorboltumlset olivat erilaiset, niin ettd hormonipiikisséd oli- vain 35.1 %
sitoutuneesta jod 1maarasta Ja jodipiikissd 96 % vepezasta jodista, kun
Jodaukseen kdytettiin 2. O mCl Jod1-131—1sotoop01 Niiden mukaan kor-
jattiin pllkklen painot, ennen kuin sltoutumlsnrosenttl laskettiin,

% _ 100 - KHPP

= (kHPP+kJPP.5
100 * HPP
35.1

)

KHPP

. 100 - JPP
kJPP
56
KHPP = korjattu hormonipiikin paino (g)

kJPP = korjattu jbdipiikin paino (g)

Kun jodin sitoutumisprosentti ja Jodaukseen kaytettv'1od1ma«ra sekd
hormonlmaarc tunnettiin, pystyttlln niiden perusteella laskemean spe—

sifinen aktiivisuus:

sk, RN

St =" %00 * W

St = sitoutumisprosentti

SA = spesifinen aktiivisuus (PCi/i;g)
RAM = radiozktiivisuusmdZrd (Pc'i) v
HM = hormonim#&rd ng)
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4. Inkubointi

i, pH 8,6, jossa oli

Inkudbointipuskurina oli 0,07 ¥ veronaz it

0.5 ¢ Bsi ja O, 15 K NaCl. T8113 puskurillz I:zimennettiin mySs merkat—

tu prolaktiini je standardiprolaktiini. iz<iseerumilaimennukset teh—
tiin muuten samanleisella puskurillas, pzisi =itd puskuriin oli li-
sdtty 1-3 % NRS véhent&mésn vasta-aineiier en:ispesifistd sitoutumista
koeputken ‘seinimiin, Muilta osin antiseer—:in lzimennuskdyrien mési—
rittdmisessd ja stendardikiyrien mifirit+Z~icessi kiytettiin toisistaan

hiukan poikkeavia inkubointiolosuhteitz,

Antiseerumin laimennuskiyrien mdirittZzisessi inkubointiolosuhteet

olivat seuraavat:

100 Pl antiseerumilaimennusta
100 Pl merkattua prolaktiinia
500 }ﬂ. puskuria

Aineet pipetoitiin-téssi JarJestyksessa “Cﬁﬁ*t{lln. Inkubointi tezpzahtui

1-2 vuorokauden aikana, +4 C.

Standardikdyrémdirityksissd inkubointiolcsuzteet olivat seuraavat:

100 Pl standardiliuosta
100 Pl antiseerumileimennusta
500 #1  puskuria (Kokeisga siv. 60 iz 31 ouskuria oli vain 100 Fl)'

Edelld mainitussa jérjestyksessd 2ineet pizetoitiin koeputkiin, Témén
jélkeen inkuboitiin seuraavaan paiviin, +273.. Sen jélkesn lisdttiin

100 Pl merkatﬁlabrolaktiinia. Inkubointia ‘zikettiin vield 4 wvuorokautta,
+4°C. Aina ennen inkubointia koeputket rzvisieltiin huolellisesti.

'Inkubo:nnlt suoritettiin yleensi lasisissz coeputkissa (12 x 100 mm).

Kokeisiin siv. 59 ja 60 kiytettiin muoviruzxiz (11 x 70 mm).

Kaikiki t&mé@n tutkimuksen aikana kiytetyt rusiurit sisfilsivdt 0.1 % nat-

riumetsidia (NELB).
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5. Vestz—zineisiin sitoutuneen.jz sitoutumettoman prolaktiinin

ercttaminen

TémEn tutkimuksen- yhteJdessa kiytettiin kahtz erilaista menetelmdd
vaste—aineisiin sitoutuneen ja sitoutumatioman hormonin erottamlseen.
Enimmikseen kdytettiin hiilimenetelmii (JACOBS 1969,‘SCHAMS & KARG
1962). ¥;8s kokeiltiin kaksoisvasta—ainemeﬂetelmén'(ohje the National
Instltutes of Healthlsta) sopivuutta sitoutuneen ja sltoutumabtoman

n:udan prola&tllnln erottamiseen (slv. 57).
5.1. Hiilimenetelmid

Khjtettaessa h1111menetelmaa vasta—aineisiin sitoutuneen ja sitoutumat-
toman prolaktiinin erottamlseen lisdttiin inkuboinnin jilkeen -ensin O 1
ml hevosen seerumia., Se oli laimennettu 1:4 . 0.07 M veronaalipuskurilla,
pH.8.6. TEstd samasta puskurista valmistettiin mySs hiilisuspensio.

Sen valmistaminen tapahtui siten, ettd 5 g hiiltd (Norit A) lisdttiin
50 ml:zan puskuria ja 0,5 g Dextran~T—110 liuvotet:iin erikseen 50
ml:zan samaa puskuria. Dekstiraanin liuvkenemisen jélkeen-hiilisuspensio
ja dekstraaniliuos yhdistetfiin. T8118in suspensio sisZlsi’ 5 % hiilta
ja 0.5 % dekstraznia, Suspensiota sekoitettiin magneettisekoittajalla
jiévesihauteella. Taliaista kylmad suspensiotz kiytettiin 0.8 ml anti~
seerumin laimennuSKéyrien m3drittimiseen jz 1.0 ml standardikéyrien
maarlttamlseen putkea kohti. Lisiyksen jilkeen putket ‘ravisteltiin

ja ne saivat 1nkub01tua 15 min Jaaveslhauteessa. Sen’ Jalkeen ne sentrl—
fug01t1*n 20 min 2000 klerrosta/mln, +4 C. tHoxeissa siv.. 60 ja-61

sekd inkubointi etti sentrifugointi tapehtui huoneenlammossa, koska
RATCLIFFEn (1974) mukaen ei erotusvaiheen inkubointildmpstilalla eikd

myEskddin —-ajalla ole ratkaisevaa merkitystd hiilierotusmenetelméssi,

5.2 Kaksoisvasta—ainemenetelms -

Kaksoisvasta-ainemenetelmisin (ohje the National Imstitutes of Healthistd)
tarvittiin kahta erilaista antiseerumia. Toisessa antiseerumissa olivat
naudan prolaktiinia vastaan tuotetut spesifiset vasta~aineet. Tém& anti-
seerumi oli tuotettu xanissa. Keksoisvastaminamenetelméssd t&t4 antisee-

runia kutsutaan ykkosantiseerumiksi. Toisessa antiseerumissa oli vasta~
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aineita naudan prolaktiinin vasta—-aineita, kanin immunoglobuliine ja
(Izc—globuliineia), vastaan, Tdtd antiseerumia Xutsutesan kekkosentisee—
rumiksi., Se szatiin lahjoituksene tutkimusrrhmdl ta L"DﬂATUOWO—LYBECV
RANTA Helsingir yliopiston lédketieteellisen tiedekunnan fysiologian
laitokselta. Edelldmainitut tutkijet olivet tuottzneet zekkosantisee~ -
runia ruiskuttemella kanin IgG—globu111ne3a lempeaseen, Kekkosantisee—
Tumin vasta-aineet sitoutuvat erotusvaiheessa immunologisesti hormoni-—
vasta—zinekompleksiin muodostaen miten erittdin suuren xompleksin, joka
saostuu. Sentrifugoimalla sakka pohjaan saadaan vasta—~aineisiin sitou—

tunut hormoni erottumaan liuoksessa vapaana olevasta hormonista.

Kaksoisvasta-zinemenetelmissi kéytettiin mybs erilaisiz puskureita kuin
hiilimenetelmissi, Peruspuskurina oli fosfaattisuolaliuos, joka oli 0.01
¥ fosfasttipuskuri, pH 7. 6 ja joka sis#lsi 0;15 M ¥aCl, Merkatun vrolak—
tllnln laimentamiseen kaytettlln fosfaattisuolelivosta, jossa oli 0,1 %
BSA. Inkubointipuskurina oli 1.0 % BSA sisaltavi fosfeattisnolaliunos,
YkkOsantiseerumin laimentamiseen kdytettiin fosfaattlsuolaliuosta, Jjossa
oli 0,05 M EDTA ja 3 % NRS. Kakkosantiseerumin laimentamiseen kEytettiin

fosfasttisuolalinosta sellaisenaan,

Inkubointi prolaktiinin ja sen vasta—alnelden 1mmuno1ogﬂsen rezktion ai~
>kaansaamlseksl suoritet$iin samoin kuin hiilimenetelmissi, Inkubolnnln
jélkeen lisdttiin 200 Pl kekkosantiseerumilaimennusta {1:4). Sen Jjdlkeen
putkia inkuboitiin vielid seuraavaan pédivédn, +4°C. Sitten putket sentri-
fugoitiin 2500 kierrOSta/hin, 30 min, +4°C. Supernatantti kzadettiin pois,

ja sakan radioektiivisuus mitattiin.

6. Radioalctiivisuusmittaukset

Radioaktiivisuusmittaukset suoritettiin automasttisilla gammatuikelaski-

milla (Wallac o1, 3001000 ja LKB-Wallac 1280 Ultro-Gammz). Wallac,
300—1000 oli sdddetty siten, ettd mittausteholkiuus jodi—125—isotoo§ille

oli noin 40 % ja vastaaw lukema LKB-Wallac 1280 M +tro-Gammalle oli noin

60 %.'Kutakin putkea mitattiin joko yksi tai kaksi minuwuttia,
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TULOYSET JA TULOSTEN .TARKASTELU

1.. Prolektiinin merkkaus

Jotta radioimmunolcgiéessa menetelmissd voidaan seurata hormonimoleky;lien
immunologista sitoutumiste vasta_—-ainéisiin, tehd&&n hqmonimolekyﬂi radio-
ektiiviseksi eli merkataan. Proteohormoneihin liitetdZn tevallisesti jédi—l
isotooppi, misti syystéd 'l:oimenpid'.et'ti kutsutean mySs jodaukseksi, -T&hin
tarkoitukseen kdytet&in nyky#sn jodi-125—isoto'oppia. Jodin ‘liitténinen
hormoniin voi tapahtua monella eri rﬁenetelméllé (HUNTER 1971; HUNTER 1974).
Yleisesti kiytetty menetelms on GREENWOODin ym. (1963) kehittimi kloramiini—
T—tgkniikkaan perustuva menetelmZ, jota myi}'s tdssd tutkiinuksessa kdytettiin.
Siind jodi sitoutuu eﬁnen kaikkea tyrosiiniin sekd jossain mdirin ‘histi-
diiniin.k Reaktio tapahtuu kahdessa vaiheessa. Ensimmiisessid vaiheessa klo—
ramiini-T hapettaa radioaktiivisen jodidin jodiatomeiksi. Toisessa vai~
heessa jodi korvea tyrosiinin aromaattisesta renkaasta vedyn.: Jodaus;‘eak—
tio pys@ytetdi&n natriummetabisulfiitilla, joka pelkistd@i jodin takaisin
jodidiksi. Merkattu hormoni saadaan ei‘odn reaktiossa mukana Blleista ai-
neista geelisﬁodatuksella. Jodin' sitoutuminen hormoniin riippuu monista
tekijdistéd: kloramiini-T:n, jodi;-125:n ja jodattavan hormonin mdiréstd

sek-";i. reaktioajasta, lampdtilasta, pH:sta, iohivahvuudesta ja reaktioliuok—

sen tilavuundesta (HUNTER 1971).

1.1, Jodin sitoutuminen prolaktiiniin

Siv. 37 ilmoitetulla merkkausmenetelmilli saatiin mm., kuvan 3 osoitteme
radioakiiivisuuden suhteellinen jakautuminen eri fré.ktioiﬁin ensimmiisen
geelisuodatuksen jadlkeen., Kayrdi kutsutéan j.odauskiiyrﬁksi. Geelisuoda~
tuksessa .aineiden erottuminen toisistaan tapahtuu rleensd uiolekyylikoém
‘perusteella siten, ettd ensimmdisind Itulevat suodatuspylviistid ulos isot
molekyylit., GREENWOOD ym. (1963) osoittivat kokein, ettd jodausk#yrin en—
simmdinen piikki sisdlsi homonii;l sitoutuneen radioaktiivisen jodin ja
toinen vapaan, sitoutumatta ji#ineen radioaktiivisen jodin. Ensimmdistd
piikkid kutsutaan hormoni- tai proteiinipiikiksi ja toista jodipiikiksi. -
‘Tassi tutkimuksessa saadussa jodauskiyrdssi (kuva 3) oli selvisti mySs kaksi’
piikki&., Ensimmdinen edusti proiaktiiniin sitouturutta jodia, koska prolaktii-
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nin molekyylipaino, noin 24000 (ANDREMS 1964), on korkeampi kuin jodin,

125,9. Toinen piikki sis#lsi vapaan jodin. ikien sis8lliksen varmis—
tanisexsi suoritettiin keikki merkiaustoimenpiteet ja geelisuodatus il-
mén prolaktiiria, Xuva 4 osoittaz saztua tulostz. TEssi tzpeuksessa kuvan

3 ensimméinen piikki puuttui, jot-n sen t&;tyi olla hormonipiikki,

SCEAMSin (1974) ilmoittema jodauski;rf (kuva 5) nauden prolaktiinille kEyt—
t&ndllé kloramiini-T-tekniikkaa merkkaukseen je Sephadex—G=50:t% geeli—
suodatukseen muistuttaz suuresti tZssd tutkimuksessa szatua jodauskiyrés.,
Xuvan 3 jodauskdyrsdn perusteella jodia todella sitoutui prolaktiiniin

ndissd olosuhteissa.

Jodin sitoutumismééréin laskemiseksi kokeiltiin t&min tutkimuksen yhtey—
desséd kahtae eri menetelmdi (siv,39), joider vaikkenszpitivyrttd testat—
tiin soveltamalla niitéd muiden tntkijoiden saamiin jodauskiyriin j2 ver—
teamalla ndin seztuja sitoutumisprosentteja tutkijoiden ilmoittemiin si-

toutumisprosentteihin, jotka saatiin joko suoraan tai laskemalla spesifisig—

Taulukko 1, Kahdella eri menetelmZlli (a ja b) saatujen jodin sitoutu—
misprosenttien vertailu muider tutkijoiden ilmoittamiin
jodin sitoutumisprosentteihin,

Kirjallisuusviite Tutkijoiden il—- 2-menetelm#lld  b-menetelmzlld
’ . moittama sitou—~ saatu sitoutu= szatu sitoutu-
tumisprosentti misprosentti misprosentti

GREENWOOD ym. (1963) 60~75 . 65 82
SCEAMS (1974) 26.3 ") 39 et
PEAKE (1974) n. 60 65 84
HANDWERGER & SCHERWOOD

(1974) 60-70 63 82

i 1 . -
“TYREY ym. (1974) 2) 43,8-62.5 ) 45 69

1) laskettu spesifisen aktiivisuuden rukaan
2) merkkaukseen kdytetty jodi-131-isotooppia

t8 aktiivisuuksista (Taulukko 1). a-menetelmilld saadut arvot olivat al-
haisempia ja huomattavesti lihempZni tutkijoiden ilmoittemia sitoutumis—
prosentteja kuin b-menetelm#lld saadut. Mik#1li taulukossa 1 mainittujen
tutki joiden ilmoittamat sitoutumisprosentit olivat oikein ja tarkasti mdz-
ritettyjéd, voitiin a~menetelmdi pit&Z luotettavampana jodin sitoutumisen
mittausmenetelmén kuin b-menetelmdi. a~menetelmilld sezadut paremmat tulok—
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" set merkitSeQEt sitd, ettd vapaz 3a sitoutunut jodi-125-isciooppi adsorboi-
tuivat miltei samoissa suhteissa merkkauksessa:ja geelisuodatuksessa k&
tettyihin aineisiin-ja vélineisiin, Vaikka aqmenetelmakiéh el olisi ehdot—
toman tarkka, antaz se kuitenkin mahdollisuuden vertailla jodin sit utumis-~
mé&rié eri merkkauskerroilla.,- TEma taas on vélttdmdtontd, jottz pystytdin :
laskemaan, miki siteilymiiri kullekin kerralla vastaa nddrityksissd tervit-

tavaa hormonimdirds,

a-me'xetelmaa kaytet'bnn viidell& eri merikauskerralla jodin sltoutumls—
prosenttien miirittimiseen (Taulukko 2). Keikki merkka.ukset suoritettiin
muuten samoin (s:.v.37) lukuunottamatta rad:.o,]od.m médrédn ja jodausajan
vaihteluita, XKun ;|0d1-125—1501;oopm maErs va:l.h-tell vdlilla 1.0 - 1,5 mCi,
vaihteli s:L’cou‘l;um:.sprosent'tJ. v&lilld 32, 9 ~91,1% kiytettdessd 30 sekun—
nin jodausaikaa. Jodin sitoutuminen prola.k'tnnnn vaihteli jopa na.ennal—
sesti samoissakin olosuhteissa eri jodauskerroilla. Kiytettiessd 1 mCi jodi--
125-isotooppia sitoutumisprosentit vaihtelivat v&lilli 32,9 = 88,6, Suuret
vaihtelut sitoutumisﬁrosenteissa ovat tavallisia, ja ne Jjehtuvat merkkauk-

seen kidytetyn jodin spesifisen aktiivisuuden vaihteluista.

Taulukko 2. Viidelld eri merkkauskerralla saadut jodin sitoutumisprosen—
tit (a,—menetelmalla) ja naudan merkatun prolaktiinin spesifi-
’ se‘t; aktiivisuudet,

Merkkauskerta Jodim3irdi  Sitoutumis-— Spesifinen aktiivisuus
mCi prosentti ) PCi/}ig
w1 1 32,9 65.8
2. 1 70.9 141.8
3. 1 88.6 177.2
4. 1.22 91,1 222.3
5.. 1.5 ‘ 64.4 193.2 .

1) Jodauskiyri. kuvassa 3.

Sen jidlkeen kun jodin on todettu sitoutuneen hormoniin, tiytyy mAdrittad
merkatun hormonin spesifinen aktiivisuus eli radiozktiivisuusmiird hor—
monin painoyksikktd kohti (pci//ug tai nCi/ng). Témdn jélkeen tiedetdifin,.
nikd siteilyméfird vastaz m#drityksiin tarvittevaa hormonimiirii, Ndin ku-
hunkin mé&ritykseen osataan kiytt#4 merkattua hormonia . juuri haluttu miird.
Viidelld eri jodauskerralld seaadut, siv, 39 olevan kaavan avulla lasketut,
merkatun prolaktiinin spes:.flset aktiivisuudet vaihtelivat vi1ills 65,8 —
222,3 IlJ.Cl/}lg (‘I‘aulukko 2). Radioimmunologiseen menetelm#sn tarvittavan mer—
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xatun hormonin spesifisen aktiivisuuden suuruue riippuu herlkyydestd,
jolla isctoopin l&hettZmd radiocaktiivinen siteily voidaan mitata, sitei-
Lomitiauiseen kiytettEvisti tilavuudests sek# mitattevien ni:tteiden
rormonikonseniraatiosta (BERSON & YALOW 1973), Merkatun hormonin mifirin
on oltava pienempi kuin mitattavan hormonin m#&rZ, Mitattevien niytteiden
altzisista normonipitoiswuksista’ johtuen myds merkatun hormonin pitoi-
suuden on oltave alhainen, Jotta siteil;mittaukset ovat tilastollisesti
luotettavia, taytyy spesifisen aktiivisunden ollz riittivin korkea, Toi-
saaltz tzas merkattu hormoni immunologisesti inaktivoituu sitd herkemmin,

nitd enemmin siihen liitet#ifin radioaktiivista jodia,

Naisté sristé sopivimman spesifisen aktiivisunder méfirittiminen kullekin
hormonille on erikseen teht&vid immunologisten kokeiden perusteella,
GREZNWOOD ;m. (1963) saivat korkeita spesifigiéd ektiivisuuksia, 250-590
pCi/Pg, ihmisen kesvuhormonille k&ytt#m#llé 2-4 pCi jodi-131~isotooppia

. ‘ilman, ettéd hormonin immunologinen aktiivisuus siitd kirsi, Useille
proteohormoneille, joihin naudan prolaktiinikin knuluu, on noin 100
pCi/,ug navaitinu radioimmunologiseen menetelmdZn sopiveksi spesifiseksi
alct11v1sLudeks1 (HUNTER 1971). SCHAMSin (1974) mukzan taas radioimmuno—
logls:.ln maarltyks:.ln tarkoitetun, naudan merkatun prolaktiinin spesifinen
ektiivisuus ei saisi ylittd8& arvoa 100 IuC:L/}xg. Kuvan 3 tapauksessa merkatun
prolaktiinin spesifiseksi aktiivisuudeksi saztiir 65,8 PCi/}xg. Kokeisiin
siv., 60 jz 61kiytettiin naudan merkattua prolektiinia, jonka spesifinen
artiivisous oli 173 nCi/ng. Seadun standardikéyrén perusteella (kuva 33)
ndinkin korkean spesifisen aktiivisuuden omaava merkattu prolaktiini sii-

lytti a2inakin huomattavan osan immunologiseste 2ktiivisuudestaan,

1.2, Merkztun prolektiinin muutokset s3@ilytyksen sikana’

Merkattu hormoni ei ole pysyvéd yhdiste. Jo jodavksen aikana osa hormonista
tuhoutuu ja tdt& tuhoutumista jatkuu vield merkkauksen jalkeenkin., Tuhou~
tuminen on mirehtijSiden hormonien osalta 1lZhinnZ useiden hormonimole—
kyvlier yhteenlitiymist? eli aggregoitumista (CUNNINGHAM 1969). Nimen— -
omaan kloramiini-T-tekniikkaan perustuva merkkaus tuhoaa merkattua hormo-
nia enemmin Xuin muut merkkausmenetelmdt (MOUDGAL & MADHWA RAJ 1974). Tu~
hoamista aiheuttaa itse kloramiini-~T, joka on voimzkas hapetin, Mitd vé-
hemm&in merkkauksessa kdytetdin kloramiini-T:1d, sité pienemmiksi ja&vat
mySs tuhovaikutukset (BRIAN’I‘ & GREENWOOD 1968), Mirehtijdiden aggregoituneen
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ja monomeerisen hormonin erotukseern sopii hyvin Sephedex—G-200-geeli-~

suodatus (CUNNINGHAM 1962).

* Tn#n tutkimuksen puitteissa seurattiin merkatun naudan prolaktis
houtumisen Jatkvmlst? s&il;tyksen zikzna, Merkattu prolaktiini s&il:<Settiin
+4 C-ssa, jea se puhdistettiin uudelleen 9 ja 23 vuorckauden: kuluttus
Sephadex—G-200:11a (slv.38) Geelisuodatuksessa saatugen fraktioiden radio-

" aktiivisuuksien nerusteella piirretyissé kavrlssa (kuva 6 ja 7) oli kolme
piikkiéd, Ensimméinen edusti aggre501tunutta prolaktiinia, toinen zonozee~
ristd prolaktiinia ja kolmzs sall'tyksen aikana hormonista 1rron matta,
vapaata jodia. Sallytyksen.alkana ;eka aggre501tuneen prolaktllnln ettd -
vapaen jodin mifirdt jetkuvesti 1is8Sntrivit, Merkatun prolektiinin tu-
houtuminen siis jetkui siilytettfess& hormonia +4°C:ssar Vastaavanlaiseen
tulokseen pafisi mySs JACOBS (1974) s8ilyttdessssin klorumllnl—T—teknl- kalle

merkattua siesn prolaktiinia -20°C:ssa (kuva 8).
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2. {iseerumin immunologinen reagointi

Antiseerumin leimermuskZyrdn midrittimistd kiyteiB8n ennen rzikkea

antiseerumeiden vasta~ainepitoisuuksien toteamiseen (HUBN & LANDON 1971).

Siind antiseerumistz valmistetiua laimennussarjaa inkuboidesen vaxkiomB&rin

kanssa merkattua rormonia, Témdn jalkeen m8dritetdin merxzvun hormonin
sitoutumisprosentii vasta—aineisiin kussakin laimennuksessa., Antiseerumin
laimennuskdyrd on tapana esittdid graafisesti siten, ettd antiseerumin lai-
mennukset merkit#in logeritmisen asteikon abskissalle ja vasta—aineisiin
sitoutuﬁeen merkatun normonin prosenttimdfri aritmeettisen asteikon ordi-
naatalle. Kuvassz 3 on radioimmunologiseen menetelm&&n sopivan antiseeru—
min tyypillinen laimennuskiyrd (MOUDGAL & MADHWA RAJ 197£), SiinZ on kiy-
tetty samanlaisia antiseerumin laimennuksia, 1:102, 1:103, 1:104, 1:105

Ja 1:106, kuin tZmin tutkimuksen yhteydessd suoritetuissa  zokeissa.

Antiseerumin vasta—ainepitoisuuden erdédng arvosteluperusteenz voidaan
pitdd sitid antiseerumin laimennusta, joka 50%-sesti sitoo zerkatun hormo-
nin. Miti enemmin antiseerumia voidaan laimentaa 50 %-isen sitoutumisen

aikaansaamiseksi, siti enemmin antiseerumi sis&ltdi vasiz—zineita.

Jos antiseerumin tai merkatun hormonin immunolginen aktiivisuus laskee

tai immunologisen reaktion olosuhteet huononevat, tapahtuu merkatun hor-
monin ja vasta—zineiden sitoutumista vihemm&n, mikd nixyy zlnzisina mer—
katun hormonin sitoutumisprosentteina, Tiémin perusteellz zniiseerumin lai-

mennuskiyrdd voidaan kiyttdi edelld mainittujen asioiden iestaamiseen,

niin kuin tdssZ tutkimuksessa on tehty,

2.1. Antiseerumin immunologinen reagointi immunisaation eri vaiheissa

Vasta—aineiden muodostuminen riippuu monista eri tekijéisiZ, kuten im~
munisoitavan aineen mdirdstd ja laadusta, antiseerumielZinestd, rokotteen
valmistamiseen kdytettdvistid tehosieaineesta, adjuvaniista, ruiskutus—
paikasta, immuisaatioaikataulusta jne. Jo ensimmdisen injekiion jilkeen
antiseerumieldimet alkavat kehittdi vasta—aineita vereensd, Vasia—aineiden
maksimaalinen pitoisuus veressi saavutetaan tavallisesti 2=0 ruiskutuksen
jélkeen., Useampien injektioiden antaminen el yleensd lisZ3 vaste~aineiden
miAridd, mutta vasta—aineiden laatua se tavallisesti parantaa (HURN &

LANDON 1971).
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Tasséd ‘tutkimuksessa seurattiin kahden kanin (101 ja 102) antiseerumin
immunologisen reagoinﬁin muuttumista immunisaation eri vaineissa anti-—
seerumin laimennuskiyrien avulla. Xuvasta 4 naxv; koko immunisaation ai-
kana noudatettu prolakiiiniruiskutusten ja verenottojen aikataulu, joka
oli molemmille antiseerumielidimille sama, Immunisaatioaika oli melko pitkd,
lihes kaksi vuotta, ja ruiskutuksia.tehtiin 20, T4ni aikana verenéttoja

oli 11,

Kaneista 101 ja 102 ennen ruiskutusten aloittamista ofettujen nk, nolla~
seerumelden sek& antiseerumeiden laimennuskiyrdt nikyvit kuvasar301sta

10 a~1 ja 11 a~j vastaavasti. Enslmmalsen prolaktiiniruiskutukser jilkeen
antiseerumindytteiden vasta—a1nep1t01suudet olivat vieli alnalset, joskin
ne olivat jo selvisti kohonneet verrattuna nolla—seerumeiden vasta—alnepl-
toisuuksiin, 2, ja 3. verenottokerrasta eteenpiin immuniszation loppuun
saakka prolaktiinin 50 %~ista sitoutumista vastasi antiseerumin laimennus
n. 1:104 eli 1:10 000, Toiseen verenottokeftéan mennessd kanit olivat saa~
neet 5 ruiskutusta (kuva 1 ), o

Tém&n kokeen perusteella siis jo ainakin 5 injektiota aikaansaivat kanien
vereen maksimaalisen vasta—ainepitoisunden., Témi tulos on yhdenmukainen
HURNin ja LANDONin (1971) havaintojen kanssa, Siis toisesta tai kolmannesta
verenotosta lihtien kanien antiseerumeiden vasta~ainepitoisuus ei endi
lis#&ntynyt. Suurin osa kanieﬁ 101 ja 102 antiseerumien laimennuskiyristd
oli MOUDGALin ja MADHWA RAJin (1974) radioimmunologiseen ménetelméin s0—~

pivaksi havaitseman antiseerumin laimennuskéyrin (kuva 9) kaltaisia,

Antiseerumin laimennuskiiyrien avulla ei voitu paljastaa vasta—aineiden
laadullisia muutoksia immunisaation aikana, CLAUSENin (19%9) mukzan immu—
nisaation alkuaikoina vasta-aineet ovat lihinnd IgM-globuliinien luokkaan
kuuluvia, kun taas pitk#aikaisen immunisaation tuloksena saadaan IgG~
globuliineihin kuuluvia vasta—aineita, Radioimmunologisiin menetelmiin
tarvitaan juuri IgG-globuliineja (HURN & LANDON, 1971). Tast4 syysti pit—
kéaikainen immunisaatio on varmin tapa tuottaa sopivia vesta—zineita
'radioimmunologista menetelmdd varten. Antiseerumin laimennuskdyrien ja
lihes kaksi vuotta kest#neen immunisointiajan perusteella suurin osa
tdmin kokeen aikana tuotetuista Ja testatuista antiseeruméista on todenni-

kGisesti radioimmunologiseen menetelmisin sopivia.
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2.2, Tutximuksen aikana tuotetun ja lahjaksi saadun

antiseerumin vertailu

nlédinten vdliset yksildlliset érot vasta—ainsiden tuoiizzisessa szatta-
vat olla erittfin huomattavia (PLAYFAIR ym. 1974). Esimerxrini tistd
mainitfaioon 6 eri marsun tuottaman antiseerumin laimennus-iyrit kuvasse

12 (BERSCN & YALOW, 1364),

Téssd tutkimuksessa verrattiin kanissa 102 tuotettue artisserumia ( 9. ve-
renotto 16 prolaktiiniruiskutuksen jalkeen) sellaiseen antiseerumiin, joka
~oli saatu lahjaksi naudan prolaktiinimd8rityksii redioimzunologisella me-
netelmdlls suorittavasta laboratoriosta (SCHAMS & KARG) Szksasta, Lahjoi~
tettu antiseerumi oli myds tuotettu kanissa naudan prolzitiinia vastaan,
Tutkimuksessa tuotetun ja lahjoituksena saadun antiseeruzin immunologinen .
reagointi laimennuskédyrien perusteella olivat lihes sazaniziset (kuva 13).
Témén pérusteella itse tuotettu antiseerumi on ndhtévisii redioimmunologi~

seen menetelmdin sopivaa.

2.3, Antiseerumin puhdistuksen vaikutus immunologiseen rezgointiin

Jos 1mmunlsoltava hormonivalmiste sis#@ltdd hiukankin epépuntauksia,
saattavat antiseerumieldimet tuottaa vasta~aineita myds epdpuhtauksia
vastaan, Ndiden nk, epidspesifisten vasta~aineiden poistaziseen antiseeru—
mista eli absorboimiseen (CLAUSEN 1969) voidaan kiyttii sellaisia kudoksia
tai biologisia nesteitd, joiden oletetaan sisiltdvin epispesifisten vasta—
aineiden antigeeneji, mutta jotke eivit sisdllsd tutkittavsa hormonia tai
sisilt&vit sitd vain hyvin vdhin, Inkuboimalla antiseerumiz tillaisten
kudosten tai nesteiden kanssa tapahtuu immunologista sitoutumista anti—
seerumin epéspesifisten vasta~aineiden Jja niiden absorbcimiseen kdytetyissi
kudoksissa ja nesteissd olevien antigeenien vAlilla, Vaixka epdspesifisid
vasta~aineita ei saataisi kokonaan erotettua antiseerumista, niiden hii-
ritsevd vaikutus vdhenee, kun ne joutuvat kompleksimuotoon, Analyysid
hdiritsevien epispesifisten vasta—aineiden absorboimisen jilkeen antisee—
rumi kiyttdylyy spesifisemmin juuri tutkittavan hormonin kanssa kuin ab—

sorboimaton antiseerumi.

Tutkittaessa antiseerumin (kani 102, 11. verenotto) puhdistamisen (siv. 37 )

vaikutusta antiseerumin laimennuskdyrisn todettiin, ettd naudan aivo-,



51
paksa~ ja munuaiskudoksella sekd seerumilla, joko erikseen tai yhdessi
kiytettyini oli samansuuntainen vaikutus (kuvat 14 - 18). Puhdistettujen an—
tiseerumeiden laimennusk@yrdt siirtyivdt kuvien asteikolla vasemmalle.
Koxeet ilmaisivat sen, ettd puhdistukseen k&ytetyt kudokset ja seerumi
olivat immunologisesti toimivia, Antiseerumin laimennusk&dyrien perusteella
ei voida varmasti sanoa, vidhensik® puhdistus prolaktiinin spesifisid )
tai epdspesifisid vasta—aineita tai molempia. Spesifisten vasta—aineiden
mahdollinen pieni viheneminen puhdistuksen aikana ei olisi pienentényt
antiseerumin kdyttdarvoa, koska antiseerumir alkuperdinen vasta-ainepitoi-
suus oli melko korkea (merkatun proléktiinin 50 %;ista sitoutumista vastasi
antiseerumin laimennus 1:10 000, kuva 14). Sen sijaan pienikin epispesifisten
vasta—aineiden poistuminen olisi paranianut antiseerumin laatua, Tutkimalla
vain antiseerumin laimennuskdyrdi ei saada tarkkaa kdsitystié antiseerumin
spesifisyydestd. Sitd varten olisi tutkittava antiseerumin immunologista
kﬁ&ftiytymisté analysoitavassa ndytteessd olevien muiden hormonien tai
mahdollisten muiden yhdisteideh kanssa mddrittamdlld ndille kullexin
standardikiyrd, Suorittamalla spesifisyyskokeet ennen ja jélkeen zbsorption,

saadaan selville, lis#&k® absorboiminen antiseerumin spesifisyyttd.

2.4. Antiseerumin laimennuspuskurin vaikutus antiseerumin immuno-—

logiseen reagointiin

Antiseerumin laimentamiseen kidytetéddn yleenséd veronaali— tai fosfaattipus—
kuria., Tissi kokeessa veronaalipuskuri oli 0.07 X, pH 8.6, ja sisilsi 0.5 %
BSA. Fosfaattipuskuri taas oli 0,01 M, pH 7.5, ja sisdlsi 0.1-% BSA, Lisdksi
molemmat sisdlsivit vield 0.9 % NaCl ja 3 % NRS. Antiseerumin (kani 102,

Se verenottokerta) laimennusk&yrien testaaminen ﬁéillé xahdella puskurilla
osoitti, ettd immunologinen reagointi oli l&hes sama kummassakin tapauksessa
(kuva 19). Témén tuloksen mukaan nihtivisti antiseerumin laimentamiseen
voidaan kdyttdi yhtd hyvalld menestykselld joko veronaali- tai fosfaatti-
puskuria.

2.5.A Antiseerumin immunologisen aktiivisuuden sdilyminen +4°C:ssa

Vasta—-aineet ovat kemialliselta rakenteeltaan valkuaisaineita, Valkuaisai-
néet yleensi denaturoituvat helposti useiden eri vesikutusten johdosta. Dena—
turoituessa vasta—aineiden tertidirirakenne muuttuu ja sen johdosta niiden

immunologinen aktiivisuus saattaa vihentyd. Vasta—aineet ovat erittdin kes-
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tdv1a, kun niitd sdil;tet#in syvd jaddytetiyind tai kylmikuivattuina, Jopa

+4 Cissa antiseerumeltac veidaan laimentamaitomina sdilytt84 huomatievia
aikoja. Lrditi vasta—aineita on pidetty +4°C:ssa jopa 10 vuotte ja niiden
imrunologinen aktiivisuus zleni tuona aikena vain alle 10 9 %. Sen sijaen jo
laimennetut antiseerumit xestdvit huonommin sdilytystd +4°:sse (HURN 1553).
Témén tutkimuksen tarkoitus oli juuri selvitt##, kuinka jo laimermettu
naudan prolaktiinia vastaan kanissa tuotettu antiseerumi kestiisi sdily—

tystéd +4 C:ssa.

Tatd koetta varten tehtiin samasta antiseeruminiytteestd (kani 102, 9,
verenotto) eri aikoina normealit kuusi eri laimennusta (sive 48 ), joita
sdilytettiin jaZkaapissa +4 :ssa, kunnes niiden immunologinen aktiivisuus
testattiin samalla kertaa. Immunologisen aktiivisuuden mittaemiseen kiy—
tettiin jidlleen antiseerumin lzimennuskiyrid, Ensimmiinen laimennussarja
tehtiin 30 vrk, toinen 24 vrk ja kolmas i vrk ennen antiseerumin laimen—
nuskéyrien méirittédmistd, Tdssd kokeessa poikkeuksellisesti kdytettiin
1%~ista hiilisuspensiota erotiamassa vasta~aineisiin sitoutumatonta pro—
laktiinia, Antiseerumin immunologinen aktiivisuus heikkeni vain hiukan
sdilytysajan kuluessa (kuva 20). Vasta—aineet olivat siis tdssédkin tapauk—
sessa erittédin kestdvid, koska antiseerumilaimennuksia voitiin sdilyttaa
jétikaapissa (+4°C) jopa kuukauden ajen ilman, ettd antiseerumin immuno—

loginen aktiivisuus huomattavasti vdhentyi.

3. Merkatun prolaktiinin immunologinen reagointi

Kuten sivulla 47 kokein todettiﬁn, merkatun nandan prolaktiinin aggre-—
goitumista ja jodin vapautumista fapahtui merkatun hormonin sdilytyksen
aikana, Aggregoitunut hormoni on osoittautunut immunologisesti huomatta~
vasti vihemmin aktiiviseksi kuin monomeerinen hormoni -(BRYANT & GREENWOOD
1968 ja PEAKE 1974). Aggregoitunut prolaktiini voitiin poistaa uudella
geelisuodatuksella (sivu 38 ). Témin jalkeen haluttiin immunologisin ko=
kein selvittdid, oliko uudelleen puhdistetulla,monomeeriselli,prolaktiinilla
suurempi immunologinen aktiivisuus kuin uudelleen puhdistamattomalla mer—
katulla prolaktiinilla, joka sisdlsi sdilytysajasta riippuen erilaiset

mddrdt aggregoitunutta ja monomeeristd hormonia sekid vapaata jodias

3.7« Merkatun prolaktiinin puhdistusten vaikutus immunologiseen reagointiin

Puhdistusten vaikutusta merkatun prolaktiinin immunologiseen aktiivisuuteen
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testattiin madrittamdils xaxsi antiseerumin (kani 102, 9. verenotto) laimen—

- nuskdyrdd, joista toiseen-kZytettiin uudelleen puhdistettua, monomeeristi
merkattua prolaktiinia jz ioiseen uudelleen pﬁhdistamatonfa merkatiuz pro—
laktiinia, Merkattu prolaktiini oii kolme vuorokautta.vanhaa. Uudelleen
puhdistaminen suoritettiin vdlittSmisti ennen kokeen alkua., Merkatun prolak-—
tiinin uudelleen pundisiaminen 3 pdivin kuluttua merkkauksesta osoitti, ettd
aggregoitunutta prolaktiinia ja vapaata jodia oli muodostunut vain- vdhdn
(kuva 21)vverrattuna 9 Jja 23 vrik:n kuluttua tehtyihin uudelleen puhdista—
misiin (kuva 6 ja 7). Kuitenkin jo ndinkin pienilli mi&rilli aggregoitunutta
prolaktiinia ja vapaata jodia oli merkatun prolaktiinin immunologista ak-
tiivisuutta heikentivd vaikutus (kuva 22)._Uudelleen puhdistamattomalla mer—
katulla prolaktiinilla saatiin alhaisempia sitoutumisprosentteja (alempi
kdyrd) kuin widelleen puhdistetulla prolaktiinilla (ylempi k&ayrd). Jos mer—
kattu prolaktiini olisi ollut vield vanhempaa, kuten kuvassa 6 tai 7, olisi
uudelleen puhdistamattoman merkatun prolaktiinin immunologinen aktiivisuus
todenndkdisesti ollut alhaisempi kuin kuvassa 22 johtuen lisdintyneestd
aggregoituneen hormonin ja vapaan jodin midirdstd, Saatujen tulosten perus—
teella uudelleen puhdistettu ja sen tuloksena saatu monomeerinen merkattu
prolaktiini oli immunologisesti aktiivisempaa kuin uudelleen puhdistamaton
merkattu prolaktiini, joka sisdlsi myGs aggregoitunutta hormonia ja vapaata
jodia. Kuvien 6, 7 ja 21 perusteella niytt#isi siltid, etti ensimmiisen gee—
lisuodatuksen jidlkeen merkattu prolaktiini ei sis#ltdisi aggregoitunutta

- hormonia tai sis&ltdisi sitd vain erittdin vdhin., Témdn johdosta heti merk—
kauksen jalkeen merkattu prolaktiini ei siten kaipaisi uudélleen puhdista~

"mista. Jos sen sijaan merkattua prolaktiinia joudutaan sdilyttémddn, olisi

se syytd uudelleen puhdistaa v&littdmdsti ennen kiyttdi.
4. Inkubointi

Inkuboinnin aikana tapahtuu immunologinen reaktio, jossa hormoni- ja vasta~
ainemolekyylit sitoutuvat toisiinsa, jos ne ovat immunologisesti aktiivisia.
Reaktio on sitd tdydellisempi, mit3 enemmin hormonia sitoutuu vasta~aineisiin.
Parhaaseen tulokseen péistéﬁn optizealisissa olosuhteissa, joihin vaikuttza
ennen kaikkea limpdtila, aika, pH sekd suola~ ja proteiinikonsentraatio
(CLAUSEN 1969). Immunologisen reaktion kemialliset olosuhteet siiidetdéin
inkubointipuskurilla,
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4.1, Inkubointipuskurin vaikutus immunologiseen reaxiioon

Radioimmunologisissa menetelmissd yleensd kiytetddn veronaali-, fosfaatti-,
tris— tai boraattipuskuria (Standardization of Radioimmunoassay Procedures
1974)., Niiden pH vaihtelee v&lilld T7,4-8,6. Ionivahvuus pyritdén pitéméén
melko alhaisena 0.01 = 0,04 M, Puskureita vahvistetaan yleensd jollain
immunologisesti inaktiivisella valkuaisaineella. Proteohormonien ollessa
kyseessd kdytetddn tavallisesti albumiinia (BSA). Kaikella t811E sEite—
1yll& pyritdén jérjestimiin optimaaliset olosuhteet immunologiselle reak—

tiolle,

Tédssd kokeessa muuttuva tekijé oli inkubointipuskuri, ja siini verrattiin
kahdella eri inkubointipuskurillasaatuja antiseerumin laimennuskdyrié
toisiinsa. Toinen puskureista oli tdsséd tutkimuksessa yleisesti kdytetty
0,07 M veronaalipuskuri, pH 8.6, jossa 0li 0.5 % BSA ja toinen 0.01 M fos—
faattipuskuri, pH 7.5, jossa oli 0.1 % BSA., Kummassakin oli 0.9 % NaCl.
Sitoutuneen ja sitoutumattoman prolaktiinin erotukseen kiytettiin 0.5 %
hiilisuspensiota (0.05 % Dextran-T-110)., Kahdella eri inkubointipuskurilla
saadut antiseerumin laimennuskiyrat olivat lahes samat (kuva 23), joten

inkubointiin voidaan k8y¥td4 joko veronaali-~ tai fosfaattipuskuria.

5. :Vasta—zineisiin .sitoutuneen ja sitoutumattoman

prolaktiinin erottaminen

Jotta immunologista reaktiota voidaan mitata, tdyt;y pystyd erottamaan
vasta—aineisiin sitoutunut ja sitoutumaton hormoni. Hormonivasta—ainekomp—
leksi ei alhaisista konsentraztioista johtuen cle itsestddn saostuva, Siksi
-hormoneille on kehitelty useita erilaisia erotusmenetelmid (RATCLIFFE 1974).
‘Radioimmunologisten meneielmien -ryhmittely perustuukin erotusmenetelmiin.
Tdssd tutkimuksessa kokeiltiin kahta eri tekniikkaan perustuvaa erotus—

menetelmdd, Ne.olivat hiili- ja kaksoisvasta—ainemenetelmi,
5e¢1e. Dekstraanin molekyylikoon vaikutus hiilierotiusmenetelmiédn
Hiili on erittdin tehokas adsérboimaan itseensid erilaisia aineita, Sellai-

senaan se adsorboi lzhes kaikkia aineita valikoimatta niitd mitenkid&n, Jos

hiili -pddllystetdtén tietyn kokoisille molekyyleilld, miin vain t&i& pienemmit
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molekyylit tulevat adsorboiduiksi, koska ne mahtuvat kulkemaan pddllyste-
molekyylien vdlistd, Péillysteainetta suuremmat molexyylit jdividt liuckseen,

sistaan (HERBERT 1369). Erottuminen on manhdollista, jos erotettavat mole—
kyylit eroavat kooltaan riittdvdsti. Sitoutuneen jz sitoutumattoman hormonin
erottamiseksi hiili tavallisesti pddllystetZ#in dekstrzanilla, Sentrifugoi-
taessa hiili, jossa on vapaa prolaktiini, painun pohjezr ja prolaktiini-

vasta—ainekompleksi jdd supernatanttiin,

Vapaan ja sitoutuneen naudan prolaktiinin erottaminen on mehdcllista hiili-
menetelmdllé, koska ne eroavat molekyylipainoltaan riittivésti toisistaan.
Naudan prolaktiinin molekyylipaino on 24 000 (ANDREWS 1366) ja vasta—aineen,
IgG-globuliinien, molekyylipaino on 160 000 (CLAUSEN 1363), joten hormoni—
vasta—zine—kompleksin molekyylipaino on 184 000, Sitoutuneen ja sitoutumat—
toman naudan prolaktiinin erottamiseksi kidyttivdt SCHAMS ja KARG (1969)
hiilen pddllystémiseen Dextran-T-110, jonka molekyylipaino on 110 000,
HERBERT (1969) suosittelee hiilen piillystimiseen kiytettdviksi ainetta,
jonka molekyylipaino sattuu hormonin ja hormonivasta-ainexompleksin mole—
kyylipainojen puolivéliin, Prolaktiinin tapauksessa pdillysteaineen mole—
kyylipainon pitdisi siten olla noin 80 000 (Dextran—T—80)., Teémin tutkimuksen
puitteissa haluttiin selvitiéds, onko pdillysteaineen molekyylikoolla merki-
tystd naudan sitoutuneen ja sitoutumattoman prolaktiinin erottamisessa. Edel-
listen ohjeiden mukaan valittiin tutkittaviksi Dextran-T-110 (SCHAMS 1969)
ja Dextran-T-70 (HERBERT 1969), jonka molekyylipaino on 70 000, Hiilisuspen-
sio sisdlsi 5 % hiiltd, Padillysteaineen vaikutus on tehokkaimmillaan, kun
sitd on 10 % pddllystettdvin aineen painosta (JACOBS 1363). Myds SCHAMS ja
KARG (1969) XkEyttivit 5 %-isessa hiilisuspensiossa 0.5 % dekstraania ja
niin tehtiin tdssékin tutkimuksessa. Eri suuruisten dekstraanimolekyylien
erotuskyky arvosteltiin antiseerumin (kani 102, 9. verenotto) laimennuskédy-

rien avulla,

Témé&n kokeen perusteella pidéllysteaineen molekyylikoosta riippui suuresti
hiilisuspension erotuskyky (kuva 24), Tdssi tapauksessa suurempimolekyyli-
selléd pddllysteaineella pddstiin parempiin tuloksiin, Dextran-T-110 oli

siis soveliaampi hiilen pédillysteaine kuin Dextran-T-70, xun oli kysymys
vasta—aineisiin sitoutuneen ja sitoutumatioman naudan prolaktiinin erot—
tamisesta. Mybs JACOBS (1969) havaitsi ettd Dextran-T-11J oli yksi par-
haita pédllysteaineita erottamaan sitoutunutta ja sitoutumatonta ihmisen
kasvuhormonia (GH) johtuen ehkd siitd, ettd ibmisen GHin molekyyli-

paino 21 500 (KARLSON 1974), on ldhelld naudan prolaktiinin molekyylipainoa.
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5.2. Hevosen seerumin vaixutus hiilierctusmenetelméin

Hiilierotusmenstelnén optimaalisissa olosunteissa vapaan hormonin ad-
sorptic hiileen on maksimoitu ja sitoutuneen hormonin minimoitu. Opti-
maalisiin oloihin ei pé#istd, jos ei kdytetd riittdvdsti sopivaa kantaja-—

proteiinia (YALOW & BERSCN 1369).

Tdssd tutkimuksessa tarkasteltiin hevosen seerumin merkitystd kantajapro—
teiinina hiilierotusmenetelmdssi antiseerumin (kani 102, 9. verenotto) lai-
mennusk&yrien avulla. Toinen antiseerumin laimennuskiyrdn erotusvaihe teh—
tiin kuten sivulla 41 mainittiin eli k#ytettiin 0.1 ml 1:4 laimennettua
hevosen seerumia juuri ennen hiilisuspension lis##mistd, kun jaas toisen
antiseerumin laimennuskdyrén erotusvaiheessa ei kiytetty hevosen seerumia

lainkaan,

Hevosen seerumin vaikutus hiilierotusmenetelm#fn oli huomattava (kuva 25),
Hevosen seerumin avulla saatiin korkéampia prolaktiinin sitoutumisprosent—
teja kuin ilman sitd, Erot sitoutumisprosenteissa eivdt voineet johtua
eroista immunologisessa reaktiossa. Inkubointihan tapahtui kummassakin
tapauksessa samoin. Lis8ksi itse erotusvaihe kesti niin lyhyen ajan

(n. 40 min, +4OC), ettd hevosen seerumissa mahdollisesti olleet immunolo-
giseen reaktioon vaikuttavat tekijidt eivdt ehtineet vaikuttaa siihen, Ky-
symys oli ilmeisesti juuri eroista sitoutuneen ja sitoutumattoman prolak—

tiinin erottumisessa.

Prolaktiinivasta—ainekompleksi todennédkdisesti jossain m##rin adsorboitui
hiilihiukkasiin,‘jos hevosen seerumia ei ollut ldsnd, Hevosen seerumilla
saatujen korkeampien sitoutumisprosenttien mukaan hevosen seerumi nihti~
vdsti esti prolaktiinivaste-ainekomplekseja adsorboitumasta hiileen., Timi
tapahtui todenndkdisesti siten, ettd hevosen seerumin jotkut valkuaisaineet
adsorboituivat hiileen ja samalla vapauttivat prolaktiinivasta—ainekomplekse—
ja liuokseen, Tdstd oli tuloksena tdydellisempi sitoutuneen ja sitoutumatto—

man prolaktiinin erottuminen kuin ilman hevosen seerumia,

YALOW & BERSON (1969) ilmoittivat, ettd tavallisesti juuri plasman prote-
iineilla oli vdhent&vé vaikutus sitoutuneen hormonin adsorptioon ilman,

ettd vapaan hormonin adsorptio estyi. RATCLIFFEn (1974) mukaan timid selek-—
tiivinen vaikutus perustuisi plasman tai seerumin globuliiniosaan, joihin
myds vasta~aineet itse kuuluvat, Hénen mukaansa globuliinit valikoiden
estdvdt hommonivasta—ainekomplekseja adsorboitumasta hiileen. Tém& nyt tehty

tutkimus tukee hZnen kidsitystédiin, koska erilaisilla albumiinikonsentraatioilla
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sivun 54 mukaan ei ollut huomattavaa vaikutustz erotiumiseen, kun

sen sijaan hevosen seerumilla, joka sisdlt&& mySs globuliineja, oli huo—
‘mattava veikutus siihen. RATCLIFFEn (1574) muraan jopa dekstraanin kiyttd
“hiilen péélysteaiﬁeena voidaan korvata seerumilla, 10-30 % seerumiz sisdl—
tdvd hiilisuspensio erottaa vapaan ja sitoutuneen hormonin ainakin yhia

tehokkaasti kuin hiilisuspensio, jossa hiili on pddllystetty dekstraanilla.

5.3. Hiili- ja kaksoisvasta-aine—erotusmenetelmin vertailu

Hiilierotusmenetelmén periaatteet kdyvdt ilmi sivulla 54 - Kaksoisvasta-
.aine-erotusmenetelmidssi (ohje the National Institutes of Health'istd) tar—
vitaan vasta—aineita hormonin vasta~aineita vastaan, Nim3d sitoutuvat hor-
‘ monivasta—ainekompleksiin ja siten muodostavat saostuvan sakan, Senirifugoin-
nin jédlkeen sakassa on siis vasta~aineisiin sitoutunut hormoni ja superna-

tantissa vapaa hormoni.

Lahjoituksena saadun kakkosantiseerumin ansiosta oli mahdollista kokeilla

myds kaksoisvasta~aine—erotusmenetelmis (siv, 41 ) antiseerumin laimennus-—
kiyrien mifirittimisessi. Laimennukseen kiyteity antiseerumikin oli lahjoi-—
tus (siv. 36 ), Tissd kokeessa verrattiin hiili- ja kaksoisvasta~ainemene—.
telmdlld saatuja laimennuskdyrii toisiinsa. Edellisessd tapauksessa kdytet-
tiin noin nelji kertaa vdhemmin merkattua hormeria xuin jélkimmiisessd ta-
pauksessa, Muuten koeolosuhteet olivat samat. TEllZ kertaa hiilierotusme-—

netelmdssd ei kdytetty hevosen seerumia,

Kaksoisvasta—~ainemenetelmdlls p&Zstiin korkeampiin prolaktiinin sitoutu—
misprosentteihin kuin hiilimenetelmdlld (kuva 26). TZh#in voi osittein vai-
kuttaa se, ettd hiilimenetelméssd ei nyt k&xteity nevosen seerumia, J:cs
sitd olisi kdytetty, hiilimenetelmdlld saatu antiseerumin laimennuskiyri
olisi todennikdisesti siirtynyt oikealle lihemmZksi kaksoisvasta-ainemene—
telmdll® saatua antiseerumin laimennuskdyrdd, Sivulla 56 jo todettiin
hevosen seerumin edullinen vaikutus hiilierotusmenetelm#fn. Mitd vdhemmin
merkattua hormonia kidytettiin antiseerumin laimennuskdyrdn testaamiseen,
siti enemmin oikealle asteikolla siirtyy laimennusxdyrd (HUNTER 1971). Té-
mdn mukaan hiilimenetelmdlld saadun antiseerumin laimennusk&yrén pitdisi
olla asteikolla kaksoisvasta—ainemenetelmdlld szadun antiseerumin laimen—
nuskdyrin oikealla puoleila. Hevosen seerumin lisfykselld pitdisi hiiliero—
tusmenetelmissd todella olla erittédin huomattava vaikutus, ennen kuin pdds—

tdisiin kaksoisvasta~ainemenetelmdlld saztuihin sitoutumisprosentteihin tai
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niiden yli. Tédm&n perusteella tuntuisi sille, ettZ kaksoisvasta—ainemene—
telmd olisi hiukan tehokkaampi kuin hiilimenetelmi, Varmaa johtopaitdstd
jomman kumman erotusmenetelmén paremmuudesta ei timin kokeen perusteella
kuitenkazn voida vetdd, zosks kokeessa sli-keksi muuttujaas itse erotusme—
netelmd seki merkatun prolaktiinin miiri. Xuitenkin koe osoitti, ettd mo—

" lemmat erotusmenetelmit olivat kiyttokelpoisia.

Kaksoisvasta~ainemeheteimé on spesifinen, koska erotiuminen siind perustuu
immunologiseen reaktioon kakkosvasta—-aineiden ja hormonivasta~ainekomplek—-
sin v&lilld, Hzittapuolia t4114 menetelm#ll# on hiiriintyminen nédytteiden
- antikoagulanteista, proteiinikonsentraatiosta sekd kakkosvasta—~aineiden
tuoton kalleus (RATCLIFFE 1974). Hiilimenetelmi taas on nopea ja halpa,
mutta se saattaa olla epdspesifinen, Hiili voi adsorboida itseensi myds
_hormoni-~vasta~ainekomplekseja, niin etti erottuminen ei ole t8ydellistd,
Liséksi hiilimenetelmékin on riippuvainen niytteiden proteiinikonsentraa—
tiosta. Siitd johtuva epéspesifihen sitoutuminen saattaa nousta jopa

25 %siin (SCEAMS 1974). '

6. Standardikiyra

Radioimmunologisen menetelmén stand#rdikéyré ilmaisee sen, kuinka merkatun
hormonin sitoutuminen vasta~aineisiin muuttuu, kun merkkaamattoman hormonin
lisdykset suurenevat, Tyypillinen ra&ioimmunologisen meneteimén standardi-
k&yrd naudan prolaktiinille {SCHAMS 1974) onAkuvassa 27. Naytteiden antamien
sitoutumisprosenttien mukaan luetaan standardikidyrilti niitid vastaavat

hormonimZirit,

Hormonin analysoimiseen kdytettivin standardikéyrin pitoisuusalue pitdisi
saada niin alhaiseksi, ettéd pienimminkin hormonipitoisuuden omaavien nayttei—
den hormonimd&rdt pystytddn tarkasti lukemean standardikdyrdltsd. Kuvassa 27
oleva standardikdyrid sijbittui‘alhaiselle ja kapsalle konsentraatioalueelle,
0-2 ng. Siihen pyrittiin t#ssikin tutkimuksessa, koska naudan plasmassa
saattaa syksy- ja talvikuukausina olla prolaktiinia vain muutamia ﬁanogram—
mo ja millilitrassa ja koska niytettd kiytetdZin vain 0.2 ml ja sekin vield
usein laimennettuna hiiritekijSiden poistamiseksi {SCHAMS 1974), Tastd syys—

t4 standardikdyrédn pitoisuusalueen taytyy todella olla alhainen.

Radioimmunologisen menetelmén standardikdyrdn pitoisuusalue riippuu monista

tekijoistd, joista tdrkeimpid ovat antiseerumin ja merkatun hormonin immuno—
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loginen aktiivisuus sekd niiden absoluuttiset ja suhteelliset m#&drdt. Etu—
kidteen el voida varmuudella tiet@d, mille pitoisuusalueelle standardikdyrd

tietyissd oloissa asettuu. Tamd tdytyy aina kokeellisesti selvittéi.

P

6.1. Standardiprolaktiinilisédysten vaikutus merkatun prolaktiinin

Jja vasta—aineiden sitoutumiseen

Tutkimukset Qaudan proléktiinin standardikdyrdn kehitt&miseksi aloitettiin
selvittamdlld erisuuruisten standardiprolaktiinilisiiysten vaikutusta mer-
. katun hormonin ja vasta~aineiden sitoutumiseen. Naudan prolaktiinista
(NIH-P-B2) valmistettujen sta.ndardiiiuosten pitoisﬁﬁtta lisdttiin aina
kymmenkertaisesti, Stendardiliuvosten pitoisuusalue vaihteli vdlillid 0,02 -
0.02 x 107 pg/100 Pl. Tassd tutkimuksessa kdytettiin merkattua proléktii—
nia 0.3 ng (spesifinen aktiivisuus 66 nCi/ng) ja antiseerumin (kani 102,
9, verenotto) laimennettuna 1:103. Immunologista sitoutumista osoittavaa
kdyrdid piirrettédessd merkittiin aritmeettisen asteikon ordinaatalle im~
» munologinen sitoutuminen ja lisdtyt standardiprolaktiinimifirdt logarit-—
misen asteikon abskissalle (kuva 28).

Kokeen olosuhteissa (kuva 28) standardiprolaktiinilisiysten ollessa hyvin
pienid, vdlilld 0.02 - 200 pg, ei niilld ollut vaikutusta merkaiun prolak-—
tiinin ja vasta—aineiden sitoutumiseen, Niissi tapauksissa sitoutuminen
pysyl maksimaalisena,>65 %.. (Merkatun hormonin ja vasta—aineiden vdlinen |
sitoutuminen on maksimaalista silloin kun merkkaamatonta hormonia ei ole
lainkaan ldsnd,) Kun lisétyt standardiprolaktiinimBirdt vaihtelivat vi-
1il113 200 - 2000 ng, merkatun prolaktiinin ja vasta~aineiden immunologinen
sitoutuminen oli nolla eli ﬁerkkaama.ton standardiprolektiini syrjaytti
merkatun prolaktiinin kokonaan vasta—aineista asettuen itse tilalle (kom—
petetiivinen inhibitio). Standardiprolaktiinimifirien vaihdellessa v&lilld
0.2 = 200 ng, standardiprolaktiinilisé.ys _sai aikaan vain osittaisen inhi-
bition, Vain tdlle alueelle (standardikiyrdalue) jadvit merkkaamatioman
hormonin lisdykset pystyttiin erottamaan toisistaan sitoutumisprosentin
(B %) perusteella, Vaikka tdmi koe osoitti standardiprolaktiinin olleen
immunologisesti aktiivisen, ei mainittu standardiprolaktiinin osittsisen
inhibition aikaansaama pitoisuusalue ollut vield riittdvin herkkid naudan
verindytteiden analysoimiseen, Tdstd syysifi seuraavissa kokeissa pyrittiin
jirjestémisn olosuhteet sellaisiksi, ettd standax@ik'éyﬁ olisi herkimmil—

l84n lisdttéessé merkkaamatonta hormonia 0,05 - 2,0 ng,
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6.2, 4intiseerumin laimentemisen vaikutus naudan prolaktiinin

standardik&yrdin

Mit8 vdhemm@n merkattua hormonia kiytetdin, sitd alhaisemmille standardi-
hormenipitoisuusalueille standardikdyri asettuu (BERSON & YALOW 1368). Tis—
td syystd seuraavissa standardikéyrén kehittelykokeissa kdytettiin vain 0,15
ng nzudan merkattua prolaktiinia (spesifinen aktiivisuus 173 nCi/ng). MySs
antiseerumin lsimentaminen herkist#i standardikiyras (kuva 29, HURN &
LANDON 1971). Téssd tutkimuksessa kokeiltiin useita erivikevyisid marsun

(M 2, 2. verenotto) antiseerumilaimennuksia.

Tutkittaessa antiseerumin laimentamisen vaikutusta standardikdyréin kdytet-
tiin/ensin antiseerumista seuraavia laimennuksia: 1:103, 1:104, 1:105 ja
1:100. Timén kokeen tulos (kuva 30) osoitti, ettd mySs naudan prolaktiinin
standardikéyréd herkistyi antiseerumia laimentamalla. Kun antiseerumista
kdytettiin laimennusta 1:103, osittaisen inhibition alue eli standardikayri-
alue asettui standardiprolaktiinin pitoisuusalueelle 20-200 ng. Kun antisee—
runista kdytettiin laimennusta 1,:104 standardikdyréalue asettui standardi-
prolaktiinin pitoisuusalueella 4,0 — 20 ng. Kun antiseerumilaimennus oli
1:105, pddosa standardikidyristd asettui vdlille 0.05 - 2,0 ng. Sen sijaan
antiseerumin laimennus 1:106 oli jo liian laimea, koska maksimaalinen
sitoutuminen oli vain 16.6 %. Optimaalisissa standardikiyrdolosuhteissa
merkatun hormonin maksimaalinen sitoutuminen vasta-aineisiin pitdisi olla
suunnilleen 50 % (MOUDGAL & MADHWA RAJ 1974). Antiseerumilaimennuksilla
13107, 1:104 Jja 1:105‘pééstiin vastaavasti seuraaviin maksimaalisiin si-

toutumisiing 57.9 %, 55.0 % ja 54.8 %.

Kiytetystd neljistd erivikevyisesti antiseerumilaimennuksesta osoittautui
ndissd koeolosuhteissa parhaimmaksi antiseerumin laimennus 1:105 (= 1:100 000).
Kuvassa 371 on t31134 laimennuksella saatu naudan prolaktiinin standardikidyrd
esitetty uudelleen levennetylld standardiprolaktiinin pitoisuusasteikolla,
Siind kdyrdn muoto nikyy selvidsti, Témakdin kiAyrd ei ollut vield tarpeeksi
herkki, varsinkaan kiyran alkupisstd (0.05 — 0.3 ng).

Jotta myts standardikidyrin alxupdi seataisiin melko jyrkisti laskevaksi
kokeiltiih vield antiseerumin laimennuksias 1:50 000, 1:107 898, 1:250 000
ja 1:500 000 samoissa olosuhteissa kuin edelliset standardikdyrikokeilut.
Merkatun prolaktiinin maksimaalinen sitoutuminen vasta—aineisiin pieneni

tdssikin tapauksessa antiseerumin laimentuessa. Maksimaaliset sitoutumiset
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olivat vikevimr:istd antiseerumilaimennuksesta laimeimpaan antiseerumilai-
mennukseen vastaavasti seuraavat: 51.3, 50.7, 44.5 ja 35.2, Témdn kokeen
perusteella (kuva 32) todettiin edelleen, ettd antiseerumia laimennettaessa
standardikdyrd alkupdiistéfnkin jyrkkeni. Edellisten standardikiyrékokeilujen .
pérusteella. olikin odotettavissa, ett# antiseerumin laimennuksilla 1:107 895
ja 1350 Q00 ei saataisi haluttuja, jyrkédsti laskevia standardikdyrid. Sen
sijaan antiseerumin laimennuksilla 1:250 000 ja 1:500 000, se oli mahdollis—
ta., Antiseerumin laimennus 1:500 000. oli ilmeisesti jo liian laimeata, koska
maksimealinen sitoutuminen oli vain 35,2. Sen liszksi standardik&yrdalue
mainitulla antiseerumilaimennuksella jii liian kapealle konseniraatioalueelle
(0,05 - 0.06 ng). Sen sijaan antiseerumilaimennuksella 1:250 000 piistiin
44.5 %in maksimazliseen sitoutumiseen ja' standardikdyrdalue asettui konsent—
raatioalueelle 0,05 ~ 0.8 ng. Standardikdyrien erdénd arvosteluperusteena
voidaan kiyttdi myos herkkyyttd. Se ilmoittaa, mikd on pienin md&ré merk-
kaamatonta hormonia, joka selvisti ihhiboi merkatun hormonin sitoutumista
vasta~aineisiin. Kuvan 32 perusteella sfandardikéyrén herkkyys huomattavasti

lisdintyi antiseerumia laimennettaessa.

6.3, Naudan prolaktiinin standardikiyréd

Kaikkien edelldi suoritettujen standardikiyrdn kehittelykokeiden ja niistd
saatujen tulosten perusteella voitiin parhaimpana naudan prolaktiinin stan—
dardikdyrand pitdid sitd, joka saatiin marsun (M 2, 2, verenotto) antiseeru—
milaimennuksella 1:250 000 k&yttamalid merkatiua prolaktiinia 0.15 ng

(spesifinen aktiivisuus 173 nCi/ng) (Kuva 33), Timd oli paras kiyréd ottaen
huomioon kiytetyn antiseerumilaimennuksen anteman meksimealiser sitoutumis—
prosentin (44.5 %), saadun standardikiyrén muodon, ldhinnZ jyrikyyden,

ﬁlerkkaamattoma.n standardihormonin inhibitioalueen (0,05 — 0.8 ng) seki

herkkyyden eli pienimmin selvisti havaittavan merkkaamattoman nhormonin li-
séiyksen (kuvan 33 mukean ainakin 50 pg merkkaamatonta standardiprolaktiinia
voitiin havaita). Todennikdisesti juuri kuvan 33 osoittamea standardikiyrdd

tullaan tdssd tutkimuksessa kiyttémdin naudan verindytteiden analysoimiseen,

Ennen kuin naudan radioimmunologinen ménetelmé on valmis rutiinikaytt&on,

tullaan sitd ennen selvittimdin menetelmdn luotettavuus: spesifisyys, herk-
kyys, tarkkuus, ‘toistettavuus sekd naudan seerumin inhibitiokiyré. Menetel-
min rutiinikdytdn aikana taas tullaan suorittamaan jatkuvaa menetelmdn '

laadunvalvontaa,
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6.4. Antiseerumin puhdistuksen vaikutus prolaktiinin standardikiyrdsn

Témén kokeen yhteydessi kokeiltiin mySs standardix&;ran tekoa puhdiste—
tulla’ antiseerumilla, Antiseerumin puhdistukseen kdytettiin naudan aivo-,
maksa; Jja munuaiskudosta sekd-seerumia }hdessé (siv. 37 ). Muut koeolosuh-
teet olivat aivan sama{ kuin aikaisemmassa kokeessa sivulla 59 , koska
mééritykget tapahtuivat rinnakkain, Verrattaessa puhdistetulla antiseeru—
milla saatue standardikiyrdd (kuva 34) puhdistamattomalla antiseerumilla
saatuun standardikiyrdin (kuva 28) ei niissd koeolosuhteissa mainittavaa

- eroa voitu havaita, Témi kokeilu vain edelleen vahvisti, ettd standardikiyrd

ndissd oloissa todellakin asettui pitoisuusalueelle 0.2 — 200 ng.
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TIIVISTELMA

Tépdn tutkimuksen avulla luotiin pohjaa naudan prolaktiinin redioimmuno—
logisen menetelmdn kiytdntéonsoveltenmiseksi., intiseerumin laimennuskdyréi~
kokein testattiin entiseerumeiden ja merketun prolaktiinin immunologista -
aktiivisuutta sekd inkubointiolosuhteita Ja vasta—aineisiin sitoutuneen ja
sitoutumattoman prolaktiinin erotusmeneielnii., Naudan prolaxt:inin hiili-
erotustekniikkaan perustuvalie radioimmunologiselle menetelmdlle kehiteltiin

standardikiyri,

1. Antiseerumit nauden prolaittiinia vestzen ‘uotettiin osittain kaneissa
léhes kaksi vuotta kestineen immuniszation aikana, Vasta~aineita todet—
tiin muodostuneen kanien vereen jo ensimmiisen ruiskutuksen jilkeen,
Maksimaalinen vasta~ainepitoisuus saavutettiin 5 ruiskutuksen jélkeen.
Maksimaalisen vasta~ainepitoisuuden omzevat antiseerumit voitiin laimen-—
taa noin 1:10 000 merkatun prolaktiinin 50 %—sen sitoutumisen aikasnsaa~
miseksi, Pitk&std immunisaaticajasta jortuen immunologisesti aktiivisia
antiseerumeita saatiin runsaasti. Tut:imuksen aikana tuotettu antisee~
rumi todettiin yhtd hyvﬁks} xuin Saxsasta lahjoituksena saatu antisee—
rumi, Absorboiminen erilzisille kudos— je seeruminfytteilli ei paranta—
nut antiseerumin immunoldgisfa aktiivisuuita, Antiseerumeiden laimenta~
miseen sopivat lihes yhtid nyvin veronaali-— Jja fosfaattipuskuri, Antisee—
rumilaimennukset kestivﬁ? Jopa kuukauden siilytysté +4°C=ssa.

Antiseerumeita naudan prolaktiinia vastaen tuotettiin osittain mySs
marsuissa., Niitd immunisoitiin viiden :uuxauden ajan, Suurin osa stan-

dardikdyrén kehittelykokeista tehtiin Juuri marsun antiseerumilla,

2, Kloramiini~T-tekniikalle suoritetuissa merikauksissa jodi=-125-isotocppia

sitoutui 32,9-91.9 % prolaktiiniin, Jodausxdyrdn piikkien painoihin
perustuva jodin sitoutumisprosentin miiritysmenetelmi osoittautui melko
luotettavaksi, Merkatun prolaktiinin spesifiset aktiivisuudet vaihtelivat
vdlillad 65,8 - 222,3 PCi/Pg. Sdilytetiiessé merkattua prolaktiinia +4°C;ssa
osa merkatusta prolaktiinista aggrezoitui ja osasta merkattua hormonia
vapautui jodia, Ndiden mdirdt lisdintyivii sdilytyksen aikana, Tdstd syys—
td prolaktiinin puhdistaminer heti ensirmiisen gzelisuodatuksen Jjédlkeen

ei todenndkdisesti ollut vdlttimitontd, mutta séilytyksen jilkeen merkattu
prolaktiini-oli syytd puhdisiaa toisella geelisuodatuksella valittomisti
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ennen xdytitJd. lerzattu prolektiini oli immunologisesti aktiiviste,

koska siitd jopre 70 % sitoutui vasta—aineisiin.

Korkeitten immunologisten sitoutumisprosenttien perusteella inkubointi-
olosuhteet olivz® melko suotuicat immunologiselle reaktiolle, 0,07 if
veronaalipusiuri,pH 8,5,0soittautui lihes samanlaiseksi wxuin 0,01 K

fosfaattipusiuri, pH 7.5.

Vasta~aineisiin sitoutuneen ja sitoutumattoman prolaktiinin erottuminen
hiilimenetelm#lli parani, kun mukana kdytettiin hevosen seerumia ja kun
hiili p3&llysiettiin Dextran—T—110:llé..Kaksoisvasta—ainemenetelmé oli

todenndkdisesti ainakin yhti hyvd erotusmenetelmi kuin hiilimenetelmi.

Standardina xZytetty naudan prolaktiini osoittautui immunologisesti
aktiiviseksi, koska sen lisdyksilld oli inhiboiva vaikutus merkatun
prolaktiinin sitoutumisprosentteihin., Antiseerumin laimentamisen to—
dettiin huomattavasti herkistdvin naudan prolaktiinin standardikﬁyréé.
Kaytetyissé koeolosuhteissa saatiin paras standardikiyrd naudan prolak—
tiinille k&yttam4lld O.15 ng merkattua prolaktiinia ja marsun antisee—
rumia laimennettuna 1:250 000. Td1l8in standardikdyrd oli herkimmillzin
hormonipitoisuusalueella 0,05 — 0.8 ng, Antiseerumin absorboimisella
naundan kudoksilla ja seerumilla ei ollut merkittévidd vaikutusta standar—

dikdyréin,
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IMPULSE /20 SEKUNDEN
300.000 —
200.000 —
BPR -I ~125
100:000 —
ﬁ

I-125

Kuva 5, Naudan prolaktiinin (BPR) jodauskHyrd
Sephadex-G-50-geelisuodatuksella (SCHAMS 1974).
Impulse/20 Sekunden = pulssia/20 sek, ml Eluat
=zl eluaattia.
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COUNTS/0.2 MIN

24— 24 24—
- ™ .. r? -
20 I 'o20 =20 —
16 - 216— 216—
- b ~ ]I E -
12 ~12 12
. S 4 ; . I
Bj all h i 8
z z 1
44 I o g 4L— 1 pus 3 l.—: I
T o ] O
10 20 30 40 10 20 30 40 10 20 30 40
FRACTION NUMBER FRACTION NUMBER FRACTION NUMBER
a) b) c)
I = aggregoitunut materiaali
II = monomeerinen hormoni .
III = vapaa jodi ja/tai pienid peptidifragmentteja

Fuva 8, Sdilytysajan vaikutus merkatun sian prolaktii-
niin, Uudelleen puhdistaminen Sephadex-G-100-geelisuoda-
tuksella, a) 1 viikon, b) 4 viikon ja c) 8 viikon kulut-
tua jodauksestd {(JACOBS 1974). (Counts = pulsseja,
fraction number = fraktion numero).

~ o @
o o ?
| ]

1 I 1

o/ TOTAL BOUND'23 [ -HLH
S
T.
P .

i [ | T
1:1021:10% 1:10% 1: 105 1: 108
ANTISERUM DILUTION

Kuva 9. Antiseerumin laimennuskdyr#. (MOUDGAL & MADHVA
RAJ 1974). (HLE = ihmisen luteinisoiva hormoni, % total
bound 125-I-HIH = 125-I1-HIH:n B%, antiserum dilution =
antiseerumin laimennus).
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a)NOLLA- b) ANTISEE - c ) ANTISEE ~

VERINAYTE RUMINAYTE RUMINAYTE
80 80 : 80
60 - 60 " 60
40 40 - 40
20— 20 : 20
9 . h . h
T aT 17 T
23456 123456 2345¢6
d)3.ANTISEE- " e)4L.ANTISEE- - f)S.ANTISEE-
RUMINAYTE RUMINAYTE RUMINAYTE
80 80 :
60~ 60 1
40 " 40 | 1
] - N | ]
20 ] 20 |
l d
T T 11 : T T 1 1 T 1
12 3456 12345 12345
" g)6.ANTISEE- h) 7.ANTISEE- i) B.ANTISEE-
RUMINAYTE RUMINAYTE RUMINAYTE
80 s 80 80
60 ; 50— ' : 60 :
40 I\ ] 40 N ] 40 N\ ]
20 ! 20 I\ { 20 !
1 1 -
T T 1 1 T T 1 ; 1
123456 123456 2 5 ¢
" 1)9.ANTISEE- k)10.ANTISEE- L)11.ANTISEE-
RUMINAYTE RUMINAYTE RUMINAYTE
80 80— 3
60 ] 60 i
40 N\ 40 1
. b 4 B
20 | 1 20 .
1 !
1.1 1 UTT T
123 455§ 12345

Euve 10, Kanista 101, immunisaestion eri aikoina otet~-

. tujen antiseerumindytteiden laimennuqkayria. ébskissalz
la ant seeruminslaimennu set: 1=1:10", 2=1:10°, 3=1:10°,
4=1:10", '5=1:107, 6=1:10",  Ordinaatalla B#%.
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T TP T
123 456

1) T.ANTISEE~

RUMINAYTE
80-
60—}
. 40— 1 E
201 : ]
<
1
T 111
123456

a) NOLLA - b) 1ANTISEE - ¢) 3ANTISEE ~
VERINAYTE RUMINAYTE RUMINAY TE

80— 3 80— : 80—

60 : 60— 50

40— ] 40 ! 40—

zn—:v 20—\\; 20&
123L5c¢ 123455 ]

d) 4.ANTISEE- e) 5.ANTISEE- f) 6.ANTISEE -
RUMINAYTE RUMINAYTE RUMINAYTE
80— : 80 80 .
60 ] 60-] - ] 60 ]
TN T o N o N
s I BT B 25 BRI
T 1T T=T 17 T

1234656 123456 123456
9) T.ANTISEE - h) 8.ANTISEE- i) 9.ANTISEE-
RUMINAYTE _ RUMINAYTE RUMINAYTE
80 c 80— 80
60 g 60— 601
40 ] Lo 40
20—{: ! zo{ 20—41

Kuva 11. Kanista 102. immunisaation eri aikoina otet-
tujen antiseeruminaytteiden 1almen§uskéyria Abskissgl-
la antiseerumin laimennukagt: 1:10 =1 10 3=1:10
4=1:10 5=1: 10 ja 6=1:10 Oniinaatalla B%.



PERCENT BOUND

N
o
l

0

) S VU P U L P P O ;
1:250 1:1000 1:4000 1:16000 1:64000 1:256000
ANTISERUM DILUTION

Kuva 12, Kuudessa marsussg& o<p-ACTH:ta
vastaan tuotettujen antiseerumeiqﬁg lai-
mennuskdyrdt kayttdmdlld 100 pg I-o
ACTH:ta (HURN & LANDON 1971). Percent
bound = B%, antiserum dilution = anti-
seerumin laimennus.

B'/'

_ |
60— —
50— _
40— .

. )
30— _

i J
20 _J
10— -

. \ i

, N

v T 213l 415516
1:10 1:10° 1:16° 1:10 1:10 1:10
ANTISEERUMIN LAIMENNUS

Kuva 13, Tutkimuksen aikana tuo-
tetun ( = kani 102., 9. veren-
otto) ja lahjaksi saedun antisee-—
nmm%——ﬂkmﬂlﬂmmmmP
Tdt. -
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B/

B

.

|

I !

|

|
|
l
!
|
|
|
|
!

11213 1als s
1:10 1310 1:10 1:10 1:10 1:10
ANTISEERUMIN LAIMENNUS

Kuva 14, Naudan aivokudoksella

[1 1213
1:10 1:10 1:10 110 1:10
ANTISEERUMIN LAIMENNUS

Euva 15, Naudan maksakudoksel-

ANTISEERUMIN LAIMENNUS

KuvaA16 Raudan munuaiskudoksel-

la puhdistetun ( } ja puh-

distamattoman ( e—e ) antiseeru-

min  (kani 102., 11,
laimennuskdyrit.

verenotto)

tuhdistetun ( ja puhdis- la puhdistetun ( ja puh-
tamattomah ( e——e ) antiseerumin distamattoman (e—e) antisee-
(kani 102., 11..verenotto) rurin (kani 102., 11. veren-
laimennuskayrit. otto) laimennuskdyrit.
B BY/o!
70— — 70— —]
50— — 50— —
= _{ - -
50———————— - s {—— —
~ - - | -
40— — 40— | —
_ _ _ l _
30— l Il — 30— I { —
] I ] ] | ] ]
20— | — 20 | —
10— { —4 10 l } —
] 1 ] ] | | ]
11 | | K 3| 4 3
1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1210 1:10 1:10 t: 10 1:10

ANTISEERUMIN LAIMENNUS

Kuva 17. Raudan seerumilla puh-
distetun ja puhdista-
mattoman ( ¢—2) antiseerumin
(kani 102., 11. verenotto) lai-
mennuskdyrdt.
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B
70—

60—

S
40—
30—

20

10.

|

T+l 2131 4l5s51s
1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10
"ANTISEERUMIN LAIMENNUS

Kuve 18.  Raudan aivo-, maksa- ja munuaiskudok-
sells sekd seerumilla puhdistetun ( —— ) ja.
puhd istamattoman (®——=») antiseerumin { kani
102,, 11, verenotto) laimennuskdyrit.

B/ B%.
70— — 70— —
ﬂ - 4 B
60— — 60— -
4 - . —4
50— — 50 —
40— — 40— —
30 — 30 -
. 4 ) .4 .
20— 4 20 -
10— — 10~ —
- 4 - .{

1171 21314151586
1:10 1:10 1:10 1:10 1:10 1:10
ANTISEERUMIN LAIMENNUS

"Kuva 19. Veronaali- (o—)
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ni 102., 9. verenotto) lai-
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Kuva 20. Séilytysajan {(o—e =

1 vrk,o——oo 24 vrk, F¥—=x =
30 vrk +4°C:gea) vaikutus anti-~
seerunin ( keni 102., §. veren-
otto) leimennuskMyridn.
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Kuve 21, Naudan merkatun prolaktiinin (BPR-I-125)
toinen puhdistaminen (Sephadex-G-200) 3 vrk:n ku-
cl;u:.gge)a ensimmiisestd puhdistamisesta (Sephadex-
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Tuva 24, Dekstraanin molekyy- Kuva 25. Hevosen seerumin vaiku-
likoon (e——e= NP 110 000 ja tus hiilierotusmenetelmzin, Anti-

o—o = IIP 70 000) vaikutus hii- seerumin (kani 102., ©. veren-

ierotusmenetelmddn, Antisee~ otto) laimennuskdyrdt (e——e= evn-

rumin (kani 102., 9. veren- tukseen.kdytetty hevosen seeru-

otto) laimennuskdyr#t, nia ja o—o= erotus ilman hnevo-
' sen seerumia). : .
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ANTISEERUMIN LAIMENNUS

Kuva 26. Antiseerumin {lahjoitettu)
laimennuskyrdt kdyttdmi118 erotuk-
seen hiilimenetelm#t (e o) jo kak-
soisvasta-sinemenetelmi#s ( o—o ).
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Kuva 27, Naudan prolaktiinin standardi-
kyrd (SCHAMS 1974). ‘
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Euva 28, FRaudan prolaktiinin standardikdyri,
¥un kiytetty 0.3 ng BPR-I~125 (spesifinen
aktiivisuus 66 nCiﬁng) ja antiaeerumiaB(kani
102., 9. verenotto) lasimennettuna 1:10-,
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Kuva 29. Ihmisen istukan laktogeenisen
hormonin (HPL) standardik#yrdn herkis-
tyminen antiseerumia laimennettaessa

(HURR & LANDOK 1971). Percent bound=B%.
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NG BPR (NIH-P-B2)

Euve30. Antiseerumin (marsuste ¥ 2, 2. verenotto)
laimentemisen herkistdvé veikutus nauden
prolaktiinin standardiksyrddn. 0.15 ng

~ BPR-I-125 (spesifinen aktiivisuus 173 nCi/ng).
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Kuva31. Naudan prolaktiinin standardikdyrid.
0.15 ng BPR-I-125 (spesifinen aktii-
visuus 173 nCi/ng) ja antiseerumi
(marsusta % 2, 2. verenotto) laimen-
nettu 1:10°,
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B ®/s
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NG BPR ( NIH-P-B2)

Kuvae 32. Naudan prolaktiinin (BPR) standardikiyrid
erivikevyisilld antiseerumin (marsu M2, 2. veren-
otto) laimennuksilla {o—o = 1:500 000, p—a =1:
250 000, *—X = 1:107 895 ja &—4A= 1:50 000), xun
Xaytetty 0,15 ng BPR-I-125 (spesifinen aktiivisuus
173 nCi/ng). 4 : :
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AY-XEINOSIEMENNYSSONNIEX VIRIPLASKAN ZRCLAKTIINIPITOISUUDESTA
JA 3PERMAN LAADUSTA

Vappu Kossila ]
¥aatalouden tutkimuskeskus, Kotieldinhoidon tutkimuslaitos

Ritve Midkeld -

. Helsingin yliopiston kotieldintieteern laitos

Erkki Rajakoski

Helsingin yliopiston eldinlédéketieteen laitos

Heimo Simula

Salpausseldn sonniasema

PROLAKTIINI

Naudan prolaktiinin rakenne ja prolasktiinin yleisid biologisia vai-

kutuksia. Aivolisidkkeen etulohkosta erittyvd prolaktiini on kemial-
liselte rakenteeltaan yksinkertainen valkuaisaine. Neudan prolak-
tiinin aminohappoketju koostuu 198 aminohapostia (SEAVEY & LEWIS

1971) ja sen molekyylipaino on 24 000 (ANDREWS 1966). Prolaktii-
nin erittymistd aivolisdkkeen etulohkoste séddtelee naudalls hypothe--
lamuksesta erittyvdt prolsktiinin vepsutteja hormoni (PRH) je' estd-
j8 hormoni (PRIH) (DULAR ym. 1974).

BERNin ja NICOLLin (1968) mukaan prolaktiini veikuttaa nisdkkHillé:
maitorauhasen kehitykseen ja maidoneritykseen, talirauhesten ja esi-
nahan reuhasten kokoor ja aktiivisuuteen, karvoittumiseen, yhdessd
androgeenien kenssa kolressukupuolen lisékesvuun, keltarasuhasen eritys-
toimintaan, k##pidyksildiden hedelmdllisyyteen, punasolujen syntyyn,
veren sokeripitoisuuteen (sokeritautia aiheuttava), elimiston ras- :
voittumiseen, munueisten toimintaen, sisdelinten jﬁttikasvuun,'em&-

jen kiiyttdytymiseen (poikesten puolustaminen) ja koiraiden peritte-
luaktiivisuuteen.
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Radioimmunologisesti naudan prolaktiinia on tdhén mennessd médritet-
ty verestd (mm SOEANS 1974), eivolisidkkeestd (SWANSON ym. 1971) ja

maidoste (MALVEK & McMURTEY 1974). Xummallakin sukupuolella naudan
veren prolekfiinipitoisuudet voivet vaihdella melko laajalla alueel-

la, nimittdin muutamasta ng/ml muutamaan satean ng/ml (SCHAMS 1974).

Veren prolaktiinipitoisuuteen vaikuttavia tekijoitéd naudalla. Tér-

kein veren prolaktiinipitoisuuteen vaikuttave tekijd on vuodenaika
(SCHAMS & REINHARDT 1974). Kesikuuksusina veren prolektiinipitoi-
suus on korkea ja talvikuukausina matala. Ldmps ja runsas velo li-
edévét prolaktiinipitoisuutta. ‘

Nauden véren prolektiinipitoisuus vaihtelee my8s vuorokauden ajan
mukean (SCHAMS & KARG 1970, SMITH ym. 1973). Niémd vaihtelut ovat
nopeita ja ne saattavat osittain selittyd prolaktiinin nopealla
puoliintumisajalla (SCHAMS 1974). Vuorokauden ejasta johtuvat pro-
lektiinin vaihtelut ovat epasaannollisempla naarallla kuin koirail-
la (SCHAMS & KARG 1970). Ruokinnen ja hoidon osuuden vaikutuksis—
ta on esitetty ristiriitaisia kdsitykeid (SCHAMS & XARG 1970, SMITH
ym. 1973).

I&114 ei ole mainittavaa vaikutusta naudan veren prolaktiinipitoi-
suuteen (CONVEY ym, 1971). ZEnsimmdisen elinviikon aikana sekd leh-
mé- ettd sonnivasikoilte on loydetty yhtd suuria veren prolektiini-
Pitoisuuksia kuin tdysikesvuisilta neudoilta samana vuodenaikana
(SCHAMS & REINHARDT 1974). Jopa 90 pHivéd venhella sikitlld on ve-
resséd jo muutama ng prolaktiinia (OXENDER ym. 1972 b). Tiineyden
edistyessd.sikitn veren prolaktiinipitoisuus kasvaas koko ajan, Syn-
tyméhetkelld pitoisuus on suurimmillaan Ja se laskee muuteman pHi-

vén kuluttua syntymédstd.

Eri sukupuolilla veren prolektiinin perustasossa ei ole selvaa eroa
(SCHAMS 1974). Aivolisidkkeen prolektiinipitoisuus on kummallakin
sukupuolelle lihes yhtd suuri (SWANSON ym. 1971, SINHA & TUCKER
1969). Naaras- ja koirassiki5illd veren prolaktiinipitoisuus on
samea suuruugluokkesa (OXENDER ym. 1972 b). Sikién sukupuoli n#yt-
tdd kuitenkin vaikutta#an emédn veren prolaktiinipitoisuuteen (OXEN—
DER ym. 1972 a). Koirassikistd kantavan lehm#n veren prolaktiini-

pitoisuus on korkeampi kuin naaraspuoliste sikiSt# keantavan lehmén.
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Poikimiser je lypsémisen ycteydessd@ veren prolaktiini kohoege huo-
mattavasti (SCHAMS 1974). YNisier koskettelu lisHd veren prolaktii-
nipitoisuutta sekd lehm;llé ettd sonreilla (REINHARDT & SCHAMS
1974).

Prolaktiinin pitoisuus vaihtelee verenkiertojédrjestelmédn eri koh-
dissa (OXENDER ym. 1972 e). Kantavalla lenmdlld keulalaskimoveren
prolaktiinipitoisuus on 61 % suurempi kuir kohdun valtimo- tai las-

kimoveren pitoisuudet.

Sek#d lyhyteikeinen ettd pitkﬁéikainen stressi veikuttavet voimek-
kaas;i veren prolaktiinipitoisuuteen. Melu, vedenpuute, erilaiset
pakitokeinot (RAUD ym. 1971) sekd teursstus (SWANSON ym. 1971) ko-
hottavat nopeasti mutta paasto alentaa veren proléktiinipitoisuut-
ta (SCHAMS & KARG 1970).
Stressi on huomionarvoinen tekiji otettaessa verindytteitd eldimis-
td. PNeulatekniikella suoritetut useat perdttédiset verenotot kohot-
tavet veren prolaktiinipitoisuutta (TUCKER 1971). Neulatekniikel-
la seadaarkin yleensd korkeampis verer prolektiinipitoisuuksia kuin
keteterilla (RAUD ym. 1971). Listiksi neulstekniikalla otetuista

. verindytteistd eldimen fysiologiaste jontuvat prolaktiinipitoisuu-
den muutokset tulevet huomattavasti heikommin esille kuin katete-
ritekniikalle otetuista. Kateterin asettaminen eldimeen aiheuttasa
veren prolektiinin nousué. Vesta ldhes kanden tunnin kuluttua pro-
laktiinipitoisuus normelisoituu. Jotkut eldimet ovat niin herkkid,
ettd pdivdn ensimmidisen verindytteen ottaminen kateteritekniikalla
sea asikaan stressid je veren prolaktiirir nousua, vaikks eldin oli-

sikin tottunut verindytteiden ottamiseer (SCHAMS 1974).

Veren prolektiinipitoisuutta voidaarn kummallakin sukupuolella kei-
notekoisesti joko vdhentdd tai lisdtd injektoimella tai infusoimal;
la erilaisie aineita nautaen. Ergotalkaloidi (CB»154) on tehokas
prolaktiini-inhibiitfori. Estrogeenit ja progesteronit alentavat
annon aikane veren prolaktiinipitoisuutta, mutta annon loputtua 1i-
sHivdt sitd (SCHAMS ym. 1974). Tyreotrooppista hormonisa vapautta-
valla hormonille (TSH-RF) Jja synteettiselld glukokortikoidilla
(Flumethason) on voimakas verén prolaktiinipitoisuutta lisdidvd vai-
kutus, My6s tyrokeiinilla ja gonddotrogiinejé vapauttavalla hor-
‘monilla (LH/FSH-RF) on jossain mdlrin veren prolaktilnlpltoxsuut-
te kohottavae vaikutus (SCHAMS 1974).
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" Sonnien prolaktiinista. Prolaktiinitutkimuksia, jotka liittyvdt eri-
tyisesti sonnien sukupuoleen, on tehty té#hér mennessd vidhén, Kestroi-
misen tiedetd&n konottaven. veren prolektiinia {(KARG & SCHAMS 1969).
Sonneillae prolaktiinipitoisuus kohosa sukupuolisen kiihoittumisen yh-
teydessd, Jokaisen siemensydksyn jédlkeen veren prolektiini kohoas,
Jjopa 6-kertaiseksi. Ilmid ei riipu sonnir iHst# tei ennen siemen-
sytksyd suoritettujen hyppyjen lukumddrdstd, eikd kdytetystd hyppy-
alustasta (kiimainen lehm# tei teline). Toisaalta hyppyalustana kéy-
tetyn sonnin veren prolaktiinipitoisuudessa ei tapanhdu muutoksia.
Veren prolaktiinipitoisuuden kohoaminen siemensydksyn jdlkeen on ly-
hytaikaista. Puolen tunnin pHdstd siemensytksystd sonnin veren pro-
laktiinipitoisuus on kuitenkin vield korkeampi kuin puoli tuntie en-
nen siemensydksyd (CONVEY ym. 1971, SCHAMS 1974).

Sonnien veren prolaktiinin suhde veren androgeeneihin on vield epid-
selvid. Siemensyoksyn. jilkeen kohose paitsi prolaktiini ﬁyﬁs testo-
steronipitoisuus. Prolaktiini-injektiot eivét lis#& sonneilla veren
testosteronitasoa. Vuorokauden vaiheesta johtuva prolektiinin vaih-
telu ei sonneilla ole yhteydessd veren testosteroniin (SMITH ym. .1973).
Elinaikaisten verindytteiden prolektiini- ja androgeenipitoisuuksien
v#lillé ei ole merkitiiéivdd vuorosuhdetta (SWANSON ym. 1971). Teuras-
tuksen yhteydessd otettujen verindytteiden prolaktiinin ja testoste-
ronin pitoisuuksien vdlille on sensijaan saatu positiivinen wvuorosuh-
de, r = 0.31 (SUITH ym., 1973). -

Prolaktiini vaikuttas todenndkéisesti sonnin sukupuolirauhesiin ja
tdtd kautta giittididen muodostumiseen sekd lis&sukupuolielimiin,
Seerumin prolektiinin ja kivesten (r=0.36) sekid lisékivesten (r =
0.30) siittididen lukuméérén vdlille on saatu merkitsevd positiivi-
nen korrelastio. Aivolisiékkeen prolsktiinipitoisuuden ja rakkula-
reuhasten fruktoosipitoisuuden vdlilld on taas selvd negatiivinen

korrelaatio, r=-0.34 (SWANSON ym. 1971).

Tdssd tutkimuksessa on pyritty selvittdmédn missd médrin neula tai
kateteritekniikka vaikuttavat prolaktiinipitoisuuteen nuorilla son-
neilla, Samalla on tarkesteltu prolsktiinipitoisuuden ja sperman
ominaisuuksien vdlisi# suhteita ja erditd muita tekijoita.
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MATERIAALI JA MENETEZIMET

Salpausselin sonciasemar 1.5 - 3.0 vuotiaiste sonneiste otettiin
kuuden tunnin sisélld yhteensd 75 verindytettd ceulalla ja katete-
rilla kaula- ja korvalaskimoste marraskuussa. '0sa ndytteistd otet-
tiin noin 30 min, kuluttua ensimméisen kaula- ja korvalaskimoveri-
ndytteer otosta. Eldinaines, josta néytteet otettiin; késitti kol-
mekymmentd nuorte sonnia, joista 10 oli Betty’s Commander’in, 10
Nokan Olpin ja 10 Anttilan Mimron poikia. Verin#dytteet kerdttiin
heparinigoituihin putkiin -joita s&ilytettiin jéédvedessd kunnes ne
sentrifugoitiin nﬁytteenotiopﬁivén iltana ja syvdjdddytettiin 2 ml
muoviputkissa, Ndytteet ldhetettiin lentoteitse syvdjdddytettyind
Linsi-Saksaan prolaktiinimddrityksid verten. Sonnien veriplasmas-
ta méddritettiin prolaktiini kaksoisgvasta-ainetekniikkaan perustu-
valle redioimmunclogisella menetelmdlls (SCHAMS 1974). Kustakin
plasmandytteestd valﬁistettiin kolme leimennusta (1:2, 1:9, 1:25)

joista jokainen analysoitiin kahters rinnekkaismédrityksend.

Astumishalu, tuoreen sperman méidr#, tiheys, liike, eldvyys ja sper-
men pakastettavuus arvosteltiin pistein kdyttém#lld asteikkoa 1-3.
Arvostelun suoritti kokenut asiarntuntija asteikosse l1=huono, 2=
tyydyttéve (vdlttdvd) je 3=hyv'a. Aineiston tilastollinen kdsitte-
ly suoritettiin Maetalouden tutkimuskeskuksen laskentatoimistossa.

TULOKSET

Verindytteenottohetkelld Nokar Olpin pojat olivat keskimédrin 15
kk, Bettys Commander ‘in pojat 30 kk ja Anttilan Mimron pojat 32 kk
ikéisid, Poikaryhmien keskimédrdinen elopaino 1-vuotiaena oli '474,
434 ja 449 kg vastaavasti. Veriplasman prolektiinipitoisuudeksi
seatiin keskimd#drin 29.4, 7.69 ja 9.40 ng/ml vastaavasti, Nokan
Olpin poikien veriseerumin prolaktiinipitoisuus oli merkittdvésti
(P<0.01) suurempi kuin Betty's Commander'in tai Anttilan Mimron
poikien, Nokan Olpin poikien elopaino 1-vuotiasana o0li merkittd-
vésti suurempi kuin Betty'stommanderin poikien, Elopaino 1-vuo-
tisana korreloitui positiivisesti sonnien plasman prolaktiinipi-
toisuuteen (r= .21). Ik# verindytettd otettaessa korreloitui ne-
gatiivisesti plasman prolaktiiniin (r = -.49 , P<0.001)},
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Taulukke 1, R
Flieenottotavar vaikuius laskimcveren rrelaktiinipitoisuuteen nuerilla keino-

siecennyssonneilla

Eldimid Ndtteemottotapa Prelzktiinia
kpl rlesmassa, ng %
5 Heti neulalla kcrvaleskizosta 7.3%
30 -min piddstd kateterilla korvalaskinosta 7.50
10 Heti neulalla kaulalaskizosia 11.32
30 min pddstd keteterilla kaulelaskimosta 12.47
4 . Heti neulalla kavlalaskioosta 5.93
Sitten neulalla korvalaskimosta 7.73
30 min pidstd kateterilla kanlalaskiposta 6.33
Sitten kateterilla korvalaskimosta 7.10
22 Heti neulalla kaulalaskirosta 16.50 .
Sitten neulalla korvalaskimosta 16.39
[ Heti neulalla korvalaskimcsta 12.00
Sitten nenlalla kaulalaskimosta 18.04
Taulukko 2,

Sperman otosta kuluneen ajan, astaeistalaz, elopainon 1-vuotiamna, sonnin isiin Jja
sonnin ifn vaikutukset sperman omineisuuksiin yksinkertaisten voorosuhteiden valossa

Tuoreen Sperman Astumig- Elopaino Sonnin Sonnin -
sperman otosta halg t-vuoti- isa ikd
ominaisuus kulvnut aans, kg kk
aika,pv S
Masra -.105 . 2™ .080 .235 .102
Tiheva A om _214 -.123 4=
Liike 331 .105 -.20 O P TY
Flivyys ant 094 -.035 —.356% .341
Pakastettavuus .068 ~.017 -.067 -.616" -.131

XXX = P<0,001, xx = P<£0.01, x = BZ0.0%

Veren prolektiinipitoisuudessa oli eri elédimilld melkoisia eroja.
Nédytteenottotekniikalla ei nédyttdnyt olevan selvdd vaikutuste pPro-
lektiinipitoisuuteen. Ainocesteaen otettaessa neulalle ensiksi korva-
leskimosta ja timé#n jdlkeen kaulelaskimoste saatiin JElkimmdiselld
menetelmdlld korkeampi, mutta tilestollisesti ei-merkitsevd prolak-
tiinipitoisuus (taulukko 1).

Tutkitusta aineistosta ssadut tuoreen spermen ominaisuuksien yksin-
kertaiset vuorosuhteet sperman otosta kuluneeseen aikaen, astumis~
haluun, elopainoon 1-vuotiaane, sonnin is#dn ja sonnin ik#d#dn on

annettu taulukossa 2. Siitd ndhddén ettd sperman otoste kuluneen
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ajer. lisfZé&rtyessd spermen tiheys, liike ja eldvyys lisddntyivdt
merkittZvdsti. Sperman mdHArdédn je pakastettavuuteen spermen otos-
te kulurut Biks ei veikuttenut merkittédvdsti. Astumishelu korre-
loitui merkittdvdsti sperman médrddn. joke lisdéntyi astumishelun
roustessa. IZlopaino l1-vuotiaena ei senottevesti vaikuttenut sper-
mar omiraisuuksiin. Negstiivinen trendi todettiin elopainon ja
spermar tireyden sekd liikkeen vdlilld., Sonnir isd veikutti mer-
kittdvéstl spermen liikkeeseen js eldvyyteen sekd varsinkin pekeas-
tettavuuteen. Sonnin ikd veikutti merkittZvdeti sperman tiheyteen.
liikkeeseen ja eldvyyteen, jotka kaikki nousivet idn mukena. Sper-

man pakastettevuuteen je mddrddn ikd ei sanottavasti vaikuttenut.

Spermen ominaisuuksien keskinﬁisistﬁ vuorosuhteista todettiin, et-
& tuoreer sperman elédvyys korreloitui erittdin kiintedsti liikku-
vuuteen (r=v.834. P<10.001). Spermaﬁ pakastettavuus lisdéntyi liik-
kuvuuder (r= .412, P <0.001) ja eldvyyden (r= .465, P<0.001) mukean
merkittdvdsti. Tuoreen sperman mﬁérén ja tiheyden vélille samtiin

positiivinen vuorosuhde (r= .286, P< 0.01).

Aineistoa tarkssteltiin myos siten, ettd prolaktiinipitoisuutta se-
litettiin muuttujilla: sonnin is#, elopaino 1-vuotiaecna ja ikd ndyt-
teerottohetkelld, verindytteenottomenetelmd (neulalia/kateterilla
t. heti/mryZhemmin otettu verinﬁyte), spermean otoste kulunut aika,
astumisnelu, tuoreen spermen midrd, tiheys, liike, eldvyys ja pakas-
tettavuus. Taulukossea 3 on annettu tutkittuas eineistoe edustavat
keskiarvot stenderdipoikkeamineen, erilaisin selittdjdyhdistelmin
saadut vekiotermit regressiokertoimineen sekd selittédvien muuttujien

selitysasteen merkitsevyys je kokoneisselitysprosentti.

Teulukoste 3 ndhddédn, ettd selittdvien muuttujien selitysesteen mer-
kitsevyys riippuu siitd mitd muuttujie kulloinkin otetesn semansi-
kaisesti terkastelun kohteeksi. Prolektiinipitoisuuden veihteluiste
pystyttiin tarkestelun sleiseste aineistostae selittdm#dn yhteensd
20.48 prosenttia is#1ld, elopainolla 1-vuotimera, idlld ja verenot-
tomenetelméllé (neule/keateteri t. heti/myShemmin otettu ndyte), Tés-
sd tapauksessa ikd selittdjénd oli erittdin merkittdvé; elopaino 1-

vuotiaana ei mainittaveammin selittédnyt prolektiinin veihteluita.

Kun prolsktiinin vaihteluite selitettiin is#ll#, i&#llH, verindyt-

teenottomenetelmilld, sperman otosta kuluneella ajalla,
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astumishalulla ja spermer eldvyydelld, riin kokonaisselitysprosen-~
tiksi smatiin 25.43 %. - Tdllsin i&in veikutus oli merkittdvd, mut-
te muiden selittdjien vaikutus ei-merkittdva. .

Kun prolaktiiniéitoisuuden vaihteluite selitettiin spermar otosta
kuluneells ajalla, astumishalulla, tuoreen sperman md&rdlld, tihey-
delld, liikkeelld ja pakastettavuadella, n11n kokonalsselltyspro-
sentiksi seatiin,.26.55 %. Tuoreen sperman liike ja spermen otosta

kulunut aika selittivdt prolaektiinin vainhteluite merkittdvdsti.

Idn vaikutus prolaktiinipitoisuuden veihteluiden selittdjénd muut-
tul merkityksettdméksi heti kun selittdvidksi muuttujaksi otettiin

semanaikaisesti tuoreen sperman liike (taulukko 3).

Kun prolektiinipitoisuuden vaihteluita selitettiin samanaikaisesti
eldimen is#11d, i1#11&d, verenottomenetelmdlld (neula/kateteri t. he-
ti/myshemmin), sperman otosfa kuluneella ajalla, astumishalulla,
sperman liikkeelld ja eldvyydelld, niin kokonaisselitysprosentiksi
saatiin 42,84 %. Tuoreen sperman liike selitti parhaiten prolaktii-
nin veihteluita (P< 0.001) ja toiseksi paras selittédjd oli tuoreen

spermen eldvyys (P<0.001).

Taulukon 3 regressiokertolmlen ‘merkit osoittavat, ettd prolaktii-
nip1t01suus suhtautuu p051t11v1sest1 spermen eldvyyteen mutta ne- -
" gatiivisesti tuoreen sperman mA&rddn ja lllkkeeseen sekd sperman
otosta kuluneeseen aikean ja eldimen ik#&n verindytteenottohet-
kelld. Verindytteenottohetki vaikuttas hiuken prolaektiinipitoisuu-

teen; vetkuttelu ndytteen otossa 1lisdd prolaktiinin md&ridd veressi.

TULOSTEN TARKASTELU JA PAATEIMAT

Alustevat tulokset osoittevat ettid nuorten sonniryhmien veriplas-
man prolaktiinipitoisuus vaihteiee melkoisesti eri eldimilli.

Tutkitut sonnit olivat eri jdlkeldisryhmissd eri ikidisid, Nokan
Olpin pojet olivet nuorimmat, niiden paino 1-vuotiaana oli suurin
ja niillé veriplasman prolaktiinipitoisuus oli korkein verrattuna
kahden muun sonnin poikeryhmiin. N&md hevainnot ovat mielenkiin-

toisia ja riitténevdt jo yksin aiheeksi jeatkotutkimuksiin,

Verinﬁytteenottomenete;mﬁllé ei pdyttdnyt olevan merkittdvéd vai-
kutusta veriplasman prolaktiinipitoisuuteen, Tédmd johtui ainakin
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osaksi siitd, ettd metodierot peittyivdt suurter 7ksilovaihteluiden
alle, Néyttd& kuitenkin silté, ettd nopeasti neulalls kaulalaski-
mosta verindytteitd ottaern saataisiinvprolaktiiniméérityksié varten
kéyttbkelpoisia ndytteitd nuorista sonneiste, joita on sdénndllises-
ti késitelty, Verindytteen otto korvalaskimosta on nankalaa, koska
suonet ovat hearoittuneite ja usein heikosti eroittuvie., Kateterin
aséntaminen korvalaskimoon on hidasta., Kateteri my8s tukkeutuu hel-
posti kun verenpaine on alheinen je suonet pieni#d. Xateteri putoaa
pois korvasta kun eldin heiluttelee padtdin j& hanksa korviaan par-
ren laitoihin., Kenttdolosuhteissa kateterin k#yttd on hidasta ja
hankaleaa, . ‘

Aineistoa tutkittiin tilestollisesti monimuuttujemenetelm&Zlld. ja
td116in kévi ilmi ettd sperman eldvyys suhtautui positiivisesti
mutta liike ja mddrd negatiivisesti veriplasﬁan prolektiinipitoi~
suuteen (taulukko 3). Aikeisemmissa tutkimuksissa on todettu, et-
t4 prolaktiinipitoisuus kohoaa sukupuolisen kiihoittumisen ja sie-
mensySksyn yhteydessd (CONVEY ym. 1971, SCHAMS 1974). Fousu ei
riipu sonnin idstd. SWANSON ym. (1971) saivat seerumin prolektii-
nin ja kivesten (r = .36) ja lisdkivesten (r = .30) siittisiden
lukumédrén vdlille merkittdvdt positiiviset korrelaatiot. THhidn-
astiset tulokset ndyttdvdt siltd, ettd prolaktiini vaikuttas koi-

railla sukurauhasten toimintaan.

Témédn tutkimuksen tulokset perustuvat varsin rajoitettuun aineis-
toon., Jatkotutkimuksissa pyritd#dn sineistoa kerdimddn suuremmis-
ta eldinmééristd ja usesmmen isdn jHlkeldisistd, Myds sperman

ominaisuuksien mittoja joudutteneen tismentédmédn.
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