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LYHENNYKSET 

,R1A 	= radioimmunologinen määritys 

1-125 	= jodi-125-isotooppi 

BPR 	= naudan prolaktiini 

BPR-1-125 = jodi-125:11ä merkattu naudan prolaktiini 

BGH 	= naudan kasvuhormoni 

BFSH 	= naudan follikkelia stimuloiva hormoni 

BLH 	= naudan luteinisoiva hormoni 

BTSH 	= naudan tyreoideaa stimuloiva hormoni 
OPR 	= lampaan prolaktiini 

OGH 	= lampaan kasvuhormoni 

OFSH 	= lampaan follikkelia stimuloiva hormoni 
OLH 	= lampaan luteinisoiva hormoni 
OTSH 	= lampaan tyreoideaa stimuloiva hormoni 
NKJ 	= Nordiska kontaktorganet för. jordbruksforskning 
B % 	= immunologinen sitoutumisprosentti 
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YDIN 

Tutkimuksessa selvitettiin hiilierotustekniikkaan perustu-

van RIA-menetelmän luotettavuutta naudan verinäytteiden 

prolaktiinipitoisuuden analysoimiseen. Menetelmän herkkyy-

deksi saatiin 0.5 ng BFR/m1 plasmaa tai seerumia. Naudan 

prolaktiinia vastaan marsussa tuotettu antiseerumi osoittau-

tui testattujen ristireaktioiden perusteella riittävän 

spesifiseksi. Menetelmän toistettavuus verinäytteille oli 

hyvä. Eri kerroilla saadut hormonipitoisuudet erosivat toi-

sistaan keskimäärin 6.3 %. Menetelmällä saatiin keskimää-

rin 10 % alhaisempia arvoja kuin mitä olivat näytteiden to-

delliset hormonipitoisuudet. Saatujen tulosten perusteel-

la menetelmä on riittävän luotettava naudan verinäytteiden 

prolaktiinimäärityksiin. 

JOHDANTO 

Tässä tutkimuksessa määritettiin tutkimuksen suorittajien jo 

aikaisemmin käytäntöön soveltaman hiilierotustekniikkaan pe-

rustuvan naudan prolaktiinin radioimmunologisen menetelmän 

(MÄKELÄ & KOSSILA 1975) luotettavuutta. Tutkimus kuului 

yhteispohjoismaiseen tutkimusprojektiin NKJ-22:een. 

AINEISTO JA MENETELMÄT 

3.1. Aineisto 

3.1.1. 'Hormonivalmisteet 

Kaikki tässä tutkimuksessa käytetyt hormonivalmisteet ja 

niiden biologinen aktiivisuus käyvät ilmi taulukosta 3.1.1.1. 

Ne olivat lahjoituksia the National Institutes of Healthistä. 
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3-1.2. Antiseerumi 

Antiseerumi naudan prolaktiinia vastaan tuotettiin marsus-
sa viisi kuukautta kestäneen immunisoinnin aikana (MÄKELÄ-

& KOSSILA 1975). Tuona a.kana tehtiin seitsemän hormoni-
ruiskutusta ihon alle. Kullakin kerralla eläin sai 0.5-

1.0 mg naudan prOlaktiinia (NIH-F-B2) fysiologisessa suola-

liuoksessa yhdessä Freund's complete adjuvantin kanssa. An-

tiseerumi otettiin suoraan marsun sydämestä. Antiseerumin 
käyttölaimennus oli 1 : 250 000. 

3.1.3. Merkattu hormoni 

Naudan prolaktiinin merkitseminen jodi-125-radioisotoopil-
la suoritettiin GREENWOODin et al. (1963) kloramiini-T-tek-

niikalla. Merkatun hormonin (BPR-I-125) puhdistamiseen 

käytettiin,Sephadex G-100 geelisuodatusta. Spesifisen ak-
tiivisuuden määrittäminen tapahtui tutkijoiden jo aikaisem-

min kehittämällä menetelmällä (MÄKELÄ & KOSSILA 1975). Mer-

kattua naudan prolaktiinia käytettiin noin 0.15 ng/koeputki. 

3.1.4. Naudan verinäytteet 

Seitsemän seeraminäytettä ja yksi plasmanäyte saatiin melko 

nuorista nautaeläimistä eri vuodenaikoina teurastuksen yh-

teydessä (Taulukko 3.1.4.1.). Ne säilytettiin -20°C:ssa. 

3.2. PIA-menetelmä 

3.2.1. Inkubointi 

Standardiliuokset ja näytelaimennukset oli etukäteen val-

miiksi pipetoitu koeputkiln, jotka säilytettiin -200C:ssa. 

Kullakin RIA-määrityskerralla käytetty koeputkisarja.  käy 

ilmi taulukosta 3.2.1.1.. Kun analysointi aloitettiin, li-

sättiin putkiin taulukossa mainitut puskurit ja antiseerumi. 
Tämän jälkeen putkia inkuboitiin 4.40C:ssa seuraavaan päi- 
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vään. Silloin lisättiin .lerkattu hormon!.., minkä jälkeen 

inkubointia jatkettiin vielä neljä vuorokautta +4°C:ssa. 

3.2.2. Erotus 

Vapaan ja vasta-aineisiin sitoutuneen merkatun hormonin 

erottamiseen toisistaan käytettiin dekstraanilla päällystet-

tyä hiiltä. Ennen hiilisuspension lisäämistä putkiin pi-

petoitiin 0.1 ml hevosen seerumia laimennettuna 1 : 4. Eli-

lisuspensio sisälsi 5 % hiiltä (Norit A) ja 0.5 % dekstraa-

nia (Dextran T-110). Suspensiota käytettiin 1 ml/koeputki. 

Putkia inkuboitiin huoneenlämmössä 15 min, minkä jälkeen 

ne sentrifugoitiin (20 min, 2000 rpm) huoneenlämmössä. 

Supernatantti kaadettiin välittömästi pois ja putket valu-

tettlin hyvin 15 minuutin ajan. Putkien suut kuivattiin 

imukykyisellä paperilla ja putket suljettiin korkilla. Ra-

dioaktiivisuusmittauksiin käytettiin hiiliosaa, joka oli 

adsorboinut vapaan hormonin. 

3.2.3. Radioaktiivisuusmittaukset 

Radioaktiivisuusmittaukset suoritettiin automaattisella 

gammanäytteenvaihtajalla (UltroGamma 1280, Wallac Oy). Käy-

tetyllä energia-alueella laitteen mittaustehokkuus oli noin 
45 %. mittausaika putkea kohti oli 1 min. 

Immunologisen sitoutumisen laskeminen' 

Immunologisen sitoutumisen määrittämiseen tarvittiin qukko 

erisisältöisiä putkia (Taulukko 3.2.1.1.). Kaikille Muille 

paitsi T-putkille suoritettiin hiilierotus. T-putket sisäl-

sivät pelkästään merkattua hormonia osoittaen siten kuhli'nkip 

putkeen lisätyn merkatun hormonin kokonaismäärää. 0-putket 

ilmaisivat, kuinka suuri osa merkatusta hormonista adoi-

tui hiileen erotusvaiheen aikana ilman antiseerumia. 
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M-putkien sisältö poikkesi 0-putkista siinä, että ne sisäl-

sivät lisäksi antiseerumia. Maksimaalinen immunologinen 

sitoutuminen saatiin selville vähentämällä 0-putkien radio-

aktiivisuudesta M-putkien radioaktiivisuus. Standardien 

(S-putket) immunologiset sitoutumiset selvitettiin vastaa-

vasti vähentämällä 0-putkien radioaktiivisuudesta S-putkien 

radioaktiivisuus. Immunologinen sitoutuminen ilmaistiin 
prosenteissa (B %). Maksimaalinen B % ja standardien B %:t 

laskettiin siis seuraavan kaavan avulla: 

B % = 100(R0 	R
M tai S) , jossa 

Ro 

Ro 
	= 0-putken radioaktiivisuus (cpm) 

RM tai S = M- tai S-putken radioaktiivisuus (cpm). 

Kun tutkittavien näytteiden immunologiset sitoutumisprosen-

tit määritettiin, käytettiin siinä apuna E- putkia, jotka 
muuten vastasivat 0-putki, paitsi että inkubointipuskurin 

tilalla li vastaava määrä tutkittavaa näytelaimennusta 

(Taulukko 3.2.1.1.). Näytteiden (N-putket) B %:t lasket-
tiin seuraavasti: 

100 • (RE 	RN) 
B % = 	 , jossa 

RE 

RE = E-putken radioaktiivisuus (cpm) 

RN  = N-putken radioaktiivisuus (cpm) 

3.2.5. Hormonipitoisuuden laskeminen 

Näytteen hormonipitoisuus, ng/0.2 ml, saatiin suoraan stan-
dardikäyrältä immunologisen sitoutumisprosentn perusteella. 
Pitoisuudet ilmoitettiin lopullisesti ng/ml muodossa, jol-
loin standardikäyrältä saatu ng-määrä kerrottiin 5:11ä sekä 
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näytteen laimennuskertoimella. 

3.3. Luotettavuuskokeet 

3.3.1. Herkkyys 

RIA-menetelmän herkkyyttä tutkittiin kolmen standardikäyrän 

avulla. Kunkin käyrän kaikki testatut BPR-pitoisuudet ana-

lysoitiin kolmena rinnakkaismäärityksenä. Tulokset käsitel-

tiin tilastollisesti varianssianalyysillä ja keskiarvojen vä-

liset erot testattiin Tuckeyn testillä (STEEL & TORRIE 1960). 

Lisäksi tässä tutkimuksessa tarkasteltiin myös inkubointi-

ajan vaikutusta standardikäyrään. Kokeessa vertailtiin toi-

siinsa kahta muuten samoin tehtyä standardikäyrää, paitsi 

että toista inkuboitiin viisi ja toista kuusi vuorokautta. 

3.3.2. Spesifisyys 

RIA-menetelmän spesifisyyttä määriteltäessä tutkittiin erik-

seen antiseerumin, merkatun hormonin, hormonistandardin 

sekä erotusmenetelmän spesifisyyttä. 

Antiseerumin spesifisyyttä selvitettiin ristireaktioiden 

avulla. Antiseerumin annettiin reagoida sekä naudan että 

lampaan aivolisäkkeen etulohkosta peräisin olevien hormo-

nien (Taulukko 3.1.1.1.) kanssa standardiolosuhteissaft Inunu—
nologisten sitoutumisprosenttien perusteella selvitettiin 

kunkin hormonin inhibitiokäyrä pitoisuusalueella 0.05-

10 000 ng. 

Merkatun hormonin spesifisyyttä tutkittiin mittaamalla 

merkkauksessa saatavien molekyylikooltaan erilaisten jaos-

ten (kts. MÄKELÄ & KOSSILA 1975) sitoutumista vasta-ainei-

siin. Vastaavasti tutkittiin myös vapaan jodi-125:n sitou- 



tuminen. 	Kunkin kolmen jaoksen säteilymäärä kokeessa oli 

suunnilleen sama, noin 21 500 cpm/100p1. Kukin jaos tes-

tattiin 10 rinnakkaismäärityksenä. Merkatun hormonin spesi-
fisyyttä tutkittiin lisäksi selvittämällä merkatun hormonin 
adsnrboituminen hiileen näytelisäystenjälkeen. Tutkitut 

näytelaimennukset olivat 1 : 1, 1 : 3, 1 : 10 tai 1 : 80. 

Näytelisäyksen aiheuttama merkatun hormonin inhiboitumis-

prosentti (E %) laskettiin seuraavan kaavan avulla: 

100fRo E 	,jossa 
Ro 

Ro = 0-putken radioaktiivisuus (cpm) 

RE = E-putken radioaktiivisuus (cpm) 

Hormonistandardin ja näytteessä olevan hormonin immunologis-

ta samankaltaisuutta selvitettiin kolmen seerumin (hiehosta 

no. 4 sekä sonnista no. 2 ja 3, Taulukko 3.1.4.1.)laimennus- 

käyrien avulla. Kaikki tutkitut näytelaimennukset (1 	: 1, 

: 3, 	1 : 5, 	1 	: 10, 	1 15, 	1 : 	20,• 	1 : 	25, 	1 : 30, 	1 : 	35, 

^1 : 40, 	1 : 45, 	1 : 	50, 	1 : 	60, 1 	: 	70, 1 	: 	80, 1 : 	90, 

1 : 100, 1 : 	110, 1 	: 	120, 1 	: 130, 	1 	: 140 ja 1 : 150) ana- 
lysointiin kolmena rinnakkaismäärityksenä. 

Hiilierotusmenetelmän spesifisyyttä tutkittiin määrittämällä 
merkkauksessa saatavan kolmen erilaisen jacksen (kts. MÄKELÄ 

& KOSSILA 1975) adsorbnitumista hiileen. Mainitut jaokset 

samoin-kuin niiden laimennukset olivat samat kuin tutkit-

taessa niiden sitoutumista vasta-aineisiin (3.3.2.). Adsor-

boitumismittaukset suoritettiin 10 rinnakkaismäärityksenä. 

3.3.3. Toistettavuus 

RIA-menetelmän toistettavuuden :tutkimiseen käytettiin kahdek-

saa verinäytettä (3.1.4.). Kolmella eri analysointikerralla 
. määritettiin näytteiden prolaktiinipitoisuudet. Saatujen' 



analyysitulosten perusteella laskettiin standardipoikkeamat. 

Niiden avulla laskettiin edelleen suhteellinen standardi- 

poikkeama eli vaihtelukerroin 	%) (MATTILA 1974). 

Tämän lisäksi selvitettiin, kuinka suuri osa menetelmän ko-

konalsvaihtelukertoimesta johtui säteilyn mittauSvirheestä 

ja automaattisen pipetin aiheuttamasta virheestä. 

Radioaktlivisuusmittauksiin käytetty gammanäytteenvaihtaja 

(3.2.3.) oli tutkimuksissa ohjelmoitu siten, että se auto-

maattisesti tulosti myös säteilyn mittausvirheen mitatulle 

radioaktiivisuusmäärälle ja käytetylle-  mittaUsajalle jokai-

sen säteilymittauksen jälkeen. 

Immunologisten reagenssien pipetointiin käytetyn automaat-

tisen pipetin (100 pl Eppendorf) toistettavuus tutkittiin 

punnitsemalla sen 10 eri kerralla pipetoimat tilavuudet. 

Sen jälkeen laskettiin saatujen punnitustulosten standardi-

poikkeama ja vaihtelukerroin (MATTILA 1974). 

3.3.4. Täsmäävyys 

RIA-menetelmän tarkkuus eli täsmäävyys määritettiin ne. 

recovery-kokeella. Siinä tunnettuun näytteeseen lisättiin 

. tunnettuja määriä tutkittavaa naudan prolaktiinia (NIH-P-

B2). Analyysituloksista laskettiin, kuinka monta prosent-

tia näytteeseen lisätystä prolaktiinimäärästä voitiin ana-

lyysillä todeta (= recovery %).- Tunnettuna näytteenä toimi 

seerumi sonnista no. 2 (3.1.4.) laimennettuna 1 : 40, jota 

käytettiin 100 pl/putki. Tämä määrä seerumilaimennusta si-
sälsi 0.16 ng prolaktiinia. Prolaktiinilisäykset'olivat 

0.05, 0.1f  0.2, 0.3, 0.4 ja 0.6 ng/100 4p1 putkea kohti. 
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4. TULOKSET 

4.1. Herkkyys 

Menetelmän herkkyydellä tarkoitetaan tässä tutkimuksessa 

sitä tutkittavan prolaktiinihormonin pienintä määrää, joka 

RIA-analyysissä erosi 0-näytteestä tilastollisesti merkit-

sevästi. Tässä tarkastelussa riski-% oli 1 . (P <0.01). 

Tutkitun hiilierotustekniikkaan perustuvan RIA-menetelmän 

standardikäyrän herkkyydeksi saatiin 0.1 ng (Liite 1. ja 2. 

Tämän i)erusteella pienin BPR-pitoisuus, joka Voitiin näyt-

teestä tällä menetelmällä mitata 99 %:n tilastollisella 

varmuudella, oli 0.5 ng/m'', koska yhteen määritykseen käy-
tettiin 0.2 ml näytettä. 

Tutkimuksessa tarkasteltiin myös standardikäyrän erotusky-

kyä hormonin eri pitoisuusalueilla. Tuckeyn testin mukaan 

standardikäyrän erotuskyky oli tilasto11isesti luotettava 

(P 	0.01) pitoisuusalueella Ö.1 - 0.4 ng (Liite 1. ja 2.). 

Tämä käy ilmi myös kuvasta 4.1.1., jossa on esitettynä me-

netelmälle tyypillinen 'standardikäyrä. Sen erotuskyky oli 

suurimmillaan välillä 0.2 - 0.3 ng. 

Tässä yhteydessä tutkittiin myös inkubointiajan vaikutusta 

standardikäyrän erotuskykyyn. Normaalilla (5 vrk) ja piden-

nety1lä (6 vrk) inkuboinnilla saaduilla standardikäyrillä 

ei ollut oleellista eroa (Kuva 4.1.1.). Pidennetty inku-
bointiaika.saattoi ehkä hiukan parantaa standardikäyrän 
erotuskykyä. 

4.2. Spesifisyys 

Antiseerumin ristireaktiot naudan aivolisäkkeen etulohkosta 

peräisin olevien hormonien (BGH, BFSH, BLH ja BTSH) kanssa 

käyvät 'ilmi kuvasta 4.2.1.. Tutkitun antiseerumin vasta-ai-

neiden ristiinreagointi oli Voimakkainta kasvuhormonin kans-
sa. Tämä ristireaktio tapahtui kuitenkin kokonaan standardi- , 
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käyrän ulkopuolella olevalla pitoisuusalueella, joten ko. 

ristireaktio ei häirinnyt standardikäyrää. Antiseerumin 

ristiinreagointi muiden etulohkon hormonien kanssa oli 

erittäin vähäistä. 

Antiseerumin ristireaktiot lampaan aivolisäkkeen etulohkon 

hormonien kanssa (Kuva 4.2.2. ja 4.2.3..). muistuttivat ylei-

sesti ristireaktioita naudan vastaavien hormonien kanssa 

(Kuva 4.2.1.). Antiseerumin ristiinreagointi lampaan pro-

laktilnin kanssa oli vain hiukan heikompaa kuin'antiseeru-

min immunologinen reagointi naudan prolaktiinin kanssa 

(Kuva 4.2.3.. Ristireaktio lampaan kasvuhormonin kanssa 

oli jopa voimakkaampaa kuin naudan kasvuhotmonin kanssa 

(Kuva 4.2.1.). Ristireaktiot lampaan FSH:n, LH:n ja TSH:n 

kanssa olivat heikkoja samoin kuin vastaavien naudan hor-

monien kanssa. 

Merkkauksessa saatavan kolmen erilaisen jaoksen (MÄKELÄ & 

KOSSILA 1975 sitoutumiset vasta-aineisiin käyvät ilmi ku-

vasta 4.2.4.. Pienimolekyylinen (monomeerinen) hormonijaos, 

'joka oli merkkauksessa haluttu tuote, sitoutui vasta-ainei-

siin yli kaksi kertaa paremmin kuin suurimolekyylinen 

(aggregoitunut) hormonijaos, joka taas oli ei-haluttu sivu-

tuote merkkauksessa, sekä yli 30 kertaa, paremmin kuin va-

paa jodi. 

Kokeet joissa selvitettiin merkatun hormonin adsorboitumis-

ta hiileen näytelisäysten jälkeen, osoittivat, että näytteen 

läsnäolo esti (inhiboi) merkattua hormonia adsorboitumasta 

hiileen (Kuva 4.2.5.). Näytteet erosivat inhibointivoimak-

kuudeltaan (Taulukko 4.2.1.). Inhibitiovaikutus väheni näy- 

tettä laimennettaessa. Laimentamattoman (1 	1) näyteli- 

säyksen aiheuttama inhibitio oli keskimäärin lähes 25 %. 

1 : 3, 1 : 10, 1 : 26 ja 1 : 80 laimennettujen näytelisäys-

ten aiheuttamat inhibitiot olivat vastaavasti noin 15. 6, 
4 ja 2 %. 

Kolmen seerumin laimennuskäyrät näkyvät kuvasta 4.2.6. Ne 

olivat standardikäyrän muotoisia. 
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Merkkauksessa saatavan kolmen erilaisen jaoksen (MÄKELÄ & 

KOSSILA 1975) adsorboitumiset hiileen näLyvät kuvasta 

4.2.7.. Pienimolekyylinen hormonijaos adsorboitui parhaiten, 

94.1 %-isesti, hiileen. Suurimolekyylinen hormonijaos ad-
sorboitui 90.3 %-isesti. Sen sijaan vapaa jodi-125 adsor—
boitui vain 30.4 %-isesti, 

4.3. Toistettavuus 

Taulukoista 4.3.1. ja 4.3.2. näkyy verinäytteiden prolaktii-

nipitoisuudet kolmella eri määrityskerralla. Näytteet si-

sälsivät prolaktiinia keskimäärin 21.13 + 0.82 ng/M1. Tal-

vella otettujen näytteiden prolaktiinipitoisuudet olivat 

muutaman ng/ml-luokkaa (keskimäärin 6.66 + 0.56 ng/ml), kun 

taas kesällä otettujen näytteiden prolaktiinipitoisuudet 

olivat muutaman kymmenen ng/ml-luokkaa (keskimäärin 35.60 + 

1.08 ng/ml). Saatujen analyysitulosten vaihtelukertoimeksi 

(1/ %) saatiin keskimäärin 6,3 %. Runsaasti .prolakt/inia si-

sältäneiden näytteiden toistettavuus näytti olevan parempi 

% = 4.01 kuin vähän prnlaktiinia sisältäneiden näyttei-

den toistettavuus (V % = 8.5). 

Osa saatujen analyysitulosten vaihtelusta (V %) johtui sätei-

lyn mittausvirheestä ja pipetointivirheistä. Säteilyn mit-

tausvirhe (V %) oli 0.8 - 1.5 % riippuen pulssimäärästä. 

100)u1:n autcmaattipipetin annostelemien määrien vaihtelu-

kertoimeksi saatiin L 5 %. Jos virhe oli samansuuntainen 

pipetoitaessa kahta immunologista reagenssia ko. pipetillä, 

pipetoinneista aiheutuva virhe oli tällöin 3 %. Vähentämäl-

lä näiden tunnettujen osavirheiden summa (3.8 - 4.5 %) koko-

naisvalhtelukertoimesta (6.3 %) saatiin itse menetelmästä 

johtuvaksi virheeksi vain keskimäärin 1.8-2.5 %. 

4.4. Täsmäävyys 

Meneteimän täsmäävyyden selvittämiseksi suoritettujen 

recovery-kokeiden tulckset käyvät ilmi kuvasta 4.4.1. ja tau- 
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lukosta 4.4.1.. Keskimääräiseksi recoverv %:ksi saatiin 
noin 90 %, kun prolaktiinilisäykset seerumiin olivat välillä 

0.05-0.60 ng eli kun analysoitava kokonaisprolaktiinimäärä 

oli 0.21-0.76 ng. Näin ollen RIA-menetelmällä saadut hor-

monipitoisuudet olivat keskimäärin 10 % alhaisemmat kuin 

näytteiden todelliset pitoisuudet. Recovery % vaihteli 

hormonimäärän mukaan. Kun analysoitava prolaktiinimäärä'oli 
0.36-0.76 ng (BPR-lisäys 0.2-0.6 ng), havaittiin siitä ana-

lysoinnin tuloksena vähintään 90 %. Analysoitavan prolak-
tiinimäärän ollessa 0.46 ng (BPR-lisäys 0.3 ng) todettiin 

se 100 %-isesti. Sen sijaan pienet prolaktiinimäärät 
0.21 ng:sta 0.26 ng:aan (APR-lisäys 0.05-0.10 ng) voitiin 

havaita vain 80 %-isesti. 

5. TULOSTEN TARKASTELU 

5.1. Herkkyys 

Menetelmän luotettavuuden mittoina käytettiin tässä tutki-

muksessa LORAINEn ja BELLin (1971) mukaan herkkyyttä, spesi-
fisyyttä, toistettavuutta ja täsmäävyyttä. 

Menetelmän herkkyyttä eli aineen alhaisinta havaitsemisra-

jaa määritettäessä on 95 %tn tilastollinen varmuus (P < 

0.05) yleensä riittävä (MIDGLEY ym. 1969). Tässä nyt Suori-

tetussa tutkimuksessa tilastollinen varmuus oli vielä suu-

rempi eli 99 % (P < 0.01). Tällä varmuudella saatua mene-
telmän herkkyyttä, 0.1 ng BPR/putki, voidaan pitää hyvänä, 

koska ko. RIA-menetelmällä siten pystyttiin luotettavasti 
analysoimaan 0.5 ng, BPR/m1 plasmaa tai seerumia. Menetel-

mältä vaadittava herkkyys riippuu yleensä tutkittavien näyt-

teiden pitoisuuksista. Alhaisimmatkin pitoisuudet täytyy 

pystyä luctettavasti mittaamaan. Tässä tutkimuksessa saatu 
menetelmän herkkyys täyttää cm. vaatimuksen kun herkkyyttä 

(0.5 ng BPR/m1) verrataan havaittuihin veren prolaktiini-
pitoisuuksiin (vrt. kohta 5.3. ja SCHAMS 1974). Useille 
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proteohormoneille kehitettyjen RIA-Menetelmien herkkyydet 
ovat olleet samaa suuruusluokkaa kuin tässä. tutkimuksessa 
(mm. JACOBS 1969, McNEILLY 1971, OXENDER ym. 1972 ja 
JACOBS 1974). 

Tässä tutkimuksessa havaittu standardikäyrän erotuskyvyn 

vaihtelu eri pitoisuusalueilla oli luonnollista, koska 
aritmeettisella asteikolla kuvattuna standardikäyrä on muo-
doltaan sigmakäyrä. Jyrkimmällä ja suoraviivaisimmalla 

alueella (tässä tutkimuksessa välillä 0.1-0.4 ng) käytän 
erotuskyky on parhaimmillaan. Tässä tutkimuksessa saatu 
standardikäyrä muistutti suuresti SCHAMSin ja KARGin (1969) 

.ja SCHAMSin (1974) julkaisemia standardikäyriä. 

Standardikäyrän herkkyyteen ja erotuskykyyn,vaikuttavat 

myös inkubointiolosuhteet (ALBANO ym. 1972 ja JACOBS 1968). 

Inkubointiaikaa pidentämällä herkkyys ja erotuskyky tavalli-
sesti paranevat tiettyyn rajaan saakka, jonka jälkeen edis-

tymistä ei enää tapahdu. "Tässä tutkimuksessa saadut tulok-

set-asoittivat, että tutkituissa olosuhteissa immunologinen 

reaktto ehti tapahtua melko täydellisesti jo viiden vrk:n 
kuluessa, koska kuuden Vrk:n inkubointi ei aiheuttanut 

standardikäyrän oleellista paranemista. 

5.2. Spesifisyys 

Menetelmän spesifisyys riippuu yleensä. kaikkien menetelmään 

vaikuttavien osatekijöiden spesifisyydestä. RIA-menetelmän_ 

spesifisyys on kuitenkin ratkaisevimmin riippuvainen merka- 

tun hormonin ja antiseerumin .spesifisyydestä (HUNTER 1969). 

Hormonin merkkaukseen käytetäänkin yleensä puhtainta mah-

dollista hormonivalmistetta, koska RIA-menetelmässä mita-
taan juuri merkatun hormonin sitoutumista-vasta-aineisiin. 

Tässä tutkimuksessa merkkaukseen käytettiin samaa hormonia 

(NIH-P-B2), jota 'myös SCHAMS ja KARG 1.969) ja SCHAMS (1974) 
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ovat menestyksellisesti käyttäneet merkkaukseen RIA-menetel-
missään. 

Nyt suoritetussa tutkimuksessa selviteltiint merkatussa.hormo-

nissa mahdollisesti epäpuhtautena esiintyvän suurimolekyy-
lisen hormonijaoksen ja vapaan jodin sitoutumista vasta-ai-

neisiin sekä adsorboitumista hiileen. RIA-määrityksiin 

käytetyn pienimolekyylisen hormonijaoksen todettiin sltoutu-
neen vasta-aineisiin paremmin sekä myös adsorboituneen hii-
leen runsaammin kuin suurimolekyylisen hormonijaoksen. Tu-

los on yhdenmukainen JACOBSin (1969) havainnon kanssa. Hän 

totesi, että se hormonijaos, joka parhaiten sitoutui vasta-

aineisiin, myös parhaiten adsorboitui hiileen. Tätä tulosta 
hän käytti hyväksensäkin siten, että juuri adsorboitumis-.  
ominaisuuden perusteella hän valitsi hormonijaoksen RIA-

määrityksiin. Vapaan jodin sitoutuminen vasta-aineisiin 

nyt suoritetussa tutkimuksessa ei ilmeisesti ollut immuno-

logista,vaan aivan epäspesifistä.' Jodin adsorboituminen 
hiileen sen sijaan oli luonnollista, koska yleensä kaikki 

päällysteainetta pienemmät molekyylit tulevat adsorboiduik-

si hiileen (HERBERT 1969). 

Tämä vain osoitti, että hiilierotusmenetelmä ei ole täysin 

spesifinen. Vaikka suurimolekyylinen hormonija0s 	ja va- 
paa jodi jossain määrin sitoutuvat vasta-aineisiin sekä 

adsorboituivat hiileen, ei sillä voinut olla oleellista mer-

kitystä itse menetelmän spesifisyyteen, koska mainittuja ai-

neita esiintyi merkatussa hormonissa puhdistuksen jälkeen 
hyvin vähän (MÄKELÄ & KOSSILA 1975). 

Näytelisäyksen jälkeen todetut merkatun hormonin adsorboi-

tumtsmuutokset johtuivat todennäköisesti veren proteolyytti-

sistä jaltai hapettavista järjestelmistä, jotka AbDISONin 

ym..(1971) mukaan tuhoavat merkattua hormonia inkulacinnin 
aikana. SCHAMSin (l974 mielestä. näytelisäys aiheuttaa merk-
ketun hormonin epäspesifistä sitoutumista, jonka suuruus 

riippuu näytteen valkuaisainepitoisuudesta. Jos näyte li-
sättiin laimentamattomana, epäspesifinen sitoutuminen saat-
toi o:la hänen mukaansa jopa 25 %-ista eli Samaa suuruus- 
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luokkaa kuin tässä nyt suoritetussa tutkimuksessa. Näyte-

lisäysten vaikutukset merkatussa hormonissa eivät silti 

estä MenetelMää käyttämästä, Näytteen aiheuttamat virheet" 
voidaan poistaa määrittämällä erikseen kunkin näytteen kus-
sakin tutkittavassa laimennuksessa aiheuttama merkatun hor-

monin tuhoutuminen ja ottamalla se huomioon laskuteimituk-

sissa. Näin teki SCHAMS (1974) ja näin tehtiin tässäkin 

tutkimuksessa. 

RIA-menetelmän spesifisyyden määrittäminen tapahtuu käytän-
nössä yleensä vain tutkimalla antiseerumin spesifisyyttä. 
Koska tässä tutkimuksessa antiseerumin valmistamiseen käy-

tettiin aivolisäkkeestä eristettyä prolaktiinia (NIR-P-B2), 

saattoi siinä siten olla epäpuhtauksina muita aivolisäkkeen 

hormoneita, joita vastaan antiseerumieläin saattoi tuottaa 

vasta-aineita. Antiseerumin immunologiset reaktiot näiden 

muiden hormonien kanssa. (ristireaktiot) eivät saa olla liian 

voimakkaita. RIA-menetelmiin käytettyjen antiseerumeiden 

heikot ristireaktiot ovat kyllä pikemminkin sääntö kuin 

poikkeus (MIDGLEY ym. 1969). Tässä tutkimuksessa käytetyn 

antiseerumin ristireaktiot naudan aivolisäkkeen etulohkosta 

peräisin olevien hormonien kanssa tapahtuivat kokonaan stan-

dardikäyrän ulkopuolella olevalla pitoisuusalueella, joten 

ne eivät häirinneet prolaktiinimäärityksiä. 

GONZALEZ-PADILLAn ym. (1975) RIA-menetelmässä käyttämän ja 

naudan prolaktiinia vastaan tuottaman antiseerumin risti-

reaktiot muistuttivat suuresti tässä tutkimuksessa testatun 

antiseerumin ristireaktioita. Ristireaktiot naudan ja vas-

taavien lampaan hormonien kanssa olivat melko samanlaisia, 

mikä osoittaa näiden kotieläinlajien vastaavien hormonien 

läheistä immunologista sukulaisuutta. Saatujen tulosten' 

perusteella naudan prolaktiinia vastaan tuotettu antisee-

rumi saattaisi soveltua, myös lampaan prolaktiinin RIA-mää-

rityksiin. 

Jos näytteen laimennuskäyrä on standardikäyrän kanssa saman-

suuntainen, kuten oli tässäkin tutkimuksessa, osoittaa se 
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standardin ja tutkittavan aineen immunologista samankaltai-

suutta (LANDON ym. 1968) sekä standardin sopivuutta näyt-

teessä olevan aineen mittaamiseen. 

5.3. Toistettavuus 

Myös toistettavuuskokeen tulokset antoivat aiheen uskoa 

tässä tutkitun RIA-menetelmän luotettavuuteen, koska mene- _ 

telmällä saadut veren prolaktiinipitoisuudet olivat Samaa 

suuruusluokkaa kirjallisuusmainintojen kanssa (SCHAMS 1974). 

Lisäksi eri vuodenaikoina otettujen verinäytteiden prolak-

tiinipitoisuuksien välille saatu selvä ero on sopusoinnussa 
SCHAMSin (1974) tutkimusten kanssa. 

Menetelmän toistettavuutta tässä tutkimuksessa voidaan pi-

tää hyvänä määrityskertojen pienestä lukumäärästä huolimat-

ta, sillä analysoitujen näytteiden prolaktiinipitoisuude 

vaihtelivat eri kerroilla vain keskimäärin 6.3 %. Vaihte-

lukerroin oli erilainen (0-13.6 %) eri näytteillä. 

RATCLIFFEn (1974) mukaan radioimmunologisten määritysten 

vaihtelukerroin on harvoin parempi kuin 6:%. ALBANOn ym.. 

(1972) hiilierotustekniikkaan perustuvien radioimmunologis-

ten insuliinimääritysten vaihtelukerroin oli välillä 4.6-

7.5 % määrityskertojen vaihdellessa viidestä yhteentoista. 

Naudan prolaktiinimääritysten vaihtelukerroin oli SCHAMSin 

(1974) tutkimuksissa 13.4 r 4.4 %, kun määrityskertoja oli 
useita kymmeniä. 

RIA-menetelmän toistettavuus riippuu eniten merkatusta hor-

monista, koska muiden määrityksiin käytettävien reagenssien 

laatu on helppo pitää samana määrityskertasta toiseen (kun 

antiseeruMia on.  riittävästi). Merkkauksessa saattaa jodia 

sitoutua hormoniinerilaisiamääriä eri kerroilla. Merkat-

tuä hormonia olisi kuitenkin eri määrityskerroilla käytettä-

vä aina sama määrä. Tästä syystä merkatun hormonin spesifi-

nen aktiivisuus pitäisi pystyä määrittämään mahdollisimman 

tarkasti.. Toistaiseksi ei ole olemassa ehdottoman luotetta- 
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vaa menetelmää spesifisen aktiivisuuden määrittämiseksi 

krt. CARO ym. 1975). Tämän tutkimuksen suorittajien kehit-

tämä spesifisen aktiivisuuden määritysmenetelmä (MÄKELÄ & 

KOSSILA 1975) on RIA-menetelmälle saadun hyvän toistetta-

vuuden perusteella täysin tyydyttävä:'. 

5.4. Täsmäävyys 

Menetelmän tarkkuudessa päästään harvoin 108 %:n täsmää-

vyyteen todellisten pitoisuuksien kanssa, vaikka siihen 

tietysti pyritään. Yleensä joudutaan tyytymään analyysi-

tuloksiin, jotka ovat jonkinverran pienempiä tai suurempia 

kuin aineen todelliset pitoistiudet. RIA-menetelmien koko-

naisvirherajana pidetään yleisesti + 20 % (JACOBS 1974). 

Tämän mukaan tässä tutkimuksessa saatu 10 %:n keskimääräi-

nen ero RIA-menetelmällä mitattujen ja todellisten pitoi-

suuksien välillä ei ole liian suuri, vaikka otettaisiin 

huomioon vielä mittaustulosten keskimääräinen vaihteluker-
roin, 6.3 %. 

Täsmäävyys saattaa lisäksi vaihdella tutkittavan aineen eri 

pitoisuusalueilla. Nyt tutkitulla RIA-menetelmällä pääs- 

tään lähes 100 %.:n täsmäävyyteen, kun näytteet analysoidaan 
, 

' useana laimennuksena ja kun lopputulos lasketaan 	' 
mennuksen mukaan; jonka prolaktiinimäärä oz lähimpänä 
0.46ng. 

Tutkitun RIA-menetelmän tulokset herkkyydestä, spesifisyy-

destä, toistettavuudesta ja täsmäävyydestä osoittanevat, 

että menetelmää voidaan luotettavasti käyttää naudan veri-

näytteiden prolaktiinipitoisuuksien määrittämiseen. 
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6. TI/VISTELMA 

Radioimmunologisen menetelmän luotettavuuden selville saa-

miseksi tutkittiin 'erikseen menetelmän .herkkyys, spesifi-

syys, toistettavuus ja täsmäävyys soveltaen verinäytteille. 

Menetelmän herkkyydeksi saatiin 0.1 ng BPR/putki eli 0.5 ng 

BPR/ml plasmaa tai Seerumla. 

Menetelmän spesifisyyttä selvitettiin tutkimalla osatekijöi-

den spesifisyyttä erikseen. Antiseerumin ristireaktiot ai-

volisäkkeen etulohkon hormonien kanssa eivät häirinneet.  

prolaktiinin RIA-määritykSiä. Ristireaktiot lampaan aive-

lisäkkeen etulohkon hormonien kanssa muistuttavat suuresti 

ristireaktioita vastaavien naudan hormonien kanssa. Vasta-

aineiden todettiin epäspesifisesti sitovan jossain määrin 

myös merkkauksessa tuhoutunutta hormonia (= suurimolekyyli-

nen hormonijaos) sekä vapaata jodia. Näytelisäykset saat-

toivat osittain estää merkattua hormonia adsorboitumasta 

hiileen. Esto voi olla suuruudeltaan jopa 25 % riippuen 

näytteestä ja laimennusasteesta. Estosta aiheutuva virhe 

voitiin korjata sopivalla kontrollilla. Käytetty hormoni-

standardi ja näytteiden sisältämä hormoni osoittautuivat 

immunologisesti melko samanlaisiksi. Erotusmenetelmä ei 

ollut täysin spesifinen, koska hiili adsorboi itseensä jon-

kin verran myös merkkauksessa tuhoutunutta hormonia ja va-
paata jodia. 

Toistettavuuskokeissa eri kerroilla suoritettujen prolaktii-

nimääritysten vaihtelukertoimeksi. (V %) saatiin keskimäärin 

6.3 %. Menetelmälle saatu hyvä toistettavuus osoitti myös 
merkatun hormonin spesifisen aktiivisuuden määrittämiseen 

käytetyn mentelmän luotettavaksi. Toistettavuuskokeet osoit-

tivat lisäksi, että näytteille saatu prolaktiinipitoisuus-
taso edusti muiden tutkijoiden jo aikaisemmin havaitsemaa 

ja siten todennäköisesti oikeata suuruusluokkaa. Myös vuo-

denajasta johtuvat erot prolaktiin.tpitoisuuksissa.tulivat 
selvästi esille käytetyllä RIA-menetelmällä. 
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Täsmäävyyskokeet osoittivat, että tutkitulla RIA-menetelmäl-
- lä aaadut analyysitulokset olivat keskimäärin 10 % alhalsem 

mat kuin näytteiden todelliset hormonipitoisuudet. 

Saadut tulokset RIA-menetelmänherkkyydestä, spesifisyydestä, 

toistettavuudesta ja täsmäävyydestä osoittanevat, että ko. 

menetelmää voidaan luotettavasti käyttää naudan verinäyttei-

den prolaktiinimäärityksiin. 
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Kuva 4.1.1. RIA-menetelmän tyypillinen standardikäyrä 
( 	) naudan prolaktiinille (NIII-,P-B2), kun inkuboin- 
tiaika 5 vrk sekä standardikäyrä ( 	), kun inkuboin- 
tiaika 6 vrk. 
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Kuva 4.2.3. Naudan prolaktlinin (NIH-P-B2) 
standardikäyrä ja sen määrittämiseen käyte-
tyn antiseerumin ristiinreagoiminen lampaan 
prolaktiinin (NTH-P-S12) kanssa. 
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Kuva 4.2.4. Aggregoituneen ja mono-
meerisen naudan prolaktiinin (BPR-
1-125) sekä vapaan jodin (1-125) si-
toutuminen (%) naudan prolaktiinin 
vasta-aineisiin standardikäyräolo-
suhteissa. 
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Ruva 4.2.5. Merkatun naudan prolaktiinin (BPR-I-125) 
keskimääräiset inhiboi,tumisprosentit kahdeksan see-
rumi- tai plasmalisäyksen jälkeen. 
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Seerumia hiehosta no.4, laimennukset 1:10 - 1:25 
BPR - pitoisuus 18.1 ng /m1 

ått 	Seerumia sonnista no 2. , laimennukset 1:20 - 1:60 
BPR -pitoisuus 36.8 ng/ml 
Seerumia sonnista no3., laimennukset 1:60 - 1:110 
BPR - pitoisuus 72.3 ng/ml 
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1.5 

Kuva 4.2.6. Naudan prolaktiinin 	standardi- 
käyrä ja kolmen seerumin laimennuskäyrät. 
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Kuva 4.2.7. Aggregoituneen ja monomeerisen nau-
dan prolaktiinin (BPR-I-125) sekä vapaan jodin 
(1-125) adsorboituminen (%) dekstraanilla 
(Dextran T-110) päällystettyyn hiileen (Norit A). 
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Kuva 4.4.1. Prolaktiinilisäysten havaitseminen 
(recovery) seerumista RIA-menetelmällä. 
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10. TAULUKOT 

Taulukko 3.1.1.1. 

TUtkimuksessa käytetyt hormonivalmisteet, niiden koodimerkinnät ja biolo-

giset aktitvisuudet 

Biologinen 
Valmisteen nimi 
	

Koodimerkintä 	aktiivi- 
suus 

Naudan prolaktiini (BPR) 	NIH-P-B2 	19.9 IU/mg 

Naudan kasvuhormoni (H(H) 	NIH-(I-B17 	0.92 IU/Mg 

Naudan follikkella stimulotva 	0.49 NIH-FSH-Sl NIH-FSH7B1 
hormoni (EWSH) 	 units/mg 

Naudan luteinisotva hormoni 	 0.70 NIH-LH-Sl NIH-LH-89 
(BLH) 	 units/mg 

Naudan tyreoideaa stimuloiva 	3.58 USP NIH-TSH-B7 
hormoni (EQ51) 	 units/mg 

Lampaan prolaktiini (OPR) 	NIH-P-S12 	35 IU/mg 

Lampaan kasvuhormoni (OGH) 	NIH-GH-Sll 	0.56 IU/mg 

Lampaan follikkelia stimuloiva 	NIH-FSH-S10 	1.10 NIH-FSH-S1 
hormoni (OFSF) 	 units/mg 

Lampaan luteinisoiva hormoni 	NIH-LH-S19 	1.01 NIH-LH-Sl 
(Ml) 	 unitsimg 

Lampaan tyreoideaa stinuloiva 	NIH-TSH-S8 	1.70 USP 
hormoni ((YTSH) 	 units/mg 



Taulukko 3. 1.4 .1 . 

verinäyttelden ottoon käytetyt eläimet ja ajankohdat sekä 

analysoitu veren osa 

EIWn no. Veren ottamls- 	Analysoitu 
ajankohta 	veren osa 

Lehmä 1. 

Hieho 1. 

Hleho 2. 

Hieho 3. 

Hteho 4. 

Sonni 1. 

Sonni 2. 

Sonni 3. 

22.1.1974 

23.1.1975 

23.1.1975 

1.7.1975 

1.7.1975 

14.1.1975 

1.7.1975 

1.7.1975 

seerumi 
II 

Of 

It 

II 

plasma 

seerumd 
te 
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Taulukko 4.3.1.. 

Talvella ctettujen verinäytteiden prolaktilni(BPR)-pitoisuudet 

Eläin no. Laimennus- 
aste 

BPR ngimi+s V % Määritys-
kertoja 

'Lehmä 1. 1 : 1 1.4840.13 8.8 3 
Heiho 1. 3 : 10 7.6741.04 13.6 3 
H.eho 2. 1 : 10 9.33-0.76 _ 8.1 3 
S'Dnni 1. 1 : 10 8.17+0.29 3.5 3 

6.66+0.56 8.5 3 

s 	= keskihajonta 
V % = vaihtelukerrein 
X 	= keskiarvo 

Taulukko 4.3.2. 

Kesällä otettujen veri näytteiden prolaktiin::WM-pitoisuudet 

Eläin no. Laimennus- 
aste 

BPR ng/ml+s V % Määritys-
kertoja 

Hleho 3. 1 : 10 10.17_-_0.29 2.9 3 
Keh^ 4. 1 : 26 20.80+1.30 6.3 3 
Sonni 2. 1 : 80 72.00+0.00 0 3 
Sonni 3. 1 : 26 39.43-.2.71 6.9 3 

5*C 35.60+1.08 4.0 3 

s = keskihajonta 

V % = vaihtelukerroin 

X = keskiarvo 
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Taulukko 4.4.1. 

Prolakti ini :RPR) -1 isäysten (ng) havaitseminen (recovery) 
RIA-menetelmäl lä 

BPR 	 BPR 
lisätty 	havaittu Recovery % 

0.05 0.04 80 
0.10 0.08 80 
0.20 0.19 95 
0.30 0.30 100 
0.40 0.36 90 
0.60 0.56 93 

3 -c 89.7 

Ft = keskiarvo 
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LIITE 2. 

Kolmen standardikäyrän standardiliuosten vasta-aineisiin sitoutuneiden sä-
teilymäärien rinnakkaismääritysten keskiarvot (cpm) 0-näyteestä ja edeltä-

västä näytteestä sekä keskimääräiset imunologiset sitoutmisprosentit 
(8%). 

Standardi- 
liuos 

(ng BPP/putki) 

Rinnakkaisten 
keskiarvo 

Ero 0- 
näytteestä 

Ero edelli-
sestä 8% 

0.000 5395.66700 - - 58.1 
0.005 5442.11134 46 46 57.7 
0.010 5427.88965 32 -14 57.8 
0.020 5387.00098 -9 -41 58.2 
0.030 5485.33399 89 98 57.4 
0.040 5622.00098 226 137 56.3 
0.050 5556.00098 160 -66 56.8 
0.100 5957.11231 561 401 53.7 
0.200 7449.11231 2054 1492 42.1 
0.300 9341.44729 3945 1892 27.4 
0.400 10717.77931 5322 1377 16.8 
0.600 11616.22463 6220 898 9.8 
0.800 11874.00197 6478 258 7.8 
1.000 12344.33596 6948 470 4.1 
1.500 12650.11330 7254 306 1.7 

V  88109  - 98.9 = 	9 

P ‹ 0.05 	q . 4.90 
P < 0.01 	q = 5.61 

w = 4.90 x 98.9 = 485 OP < 0.05) 
w = 5.61 x 98.9 = 555 (P 	0.01) 
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