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LYHENNYKSET

RIA = radioimmdncloginen mddritys

I-125 = jodi~125-isotooppi

BPR = naudan prolaktiihi

BPR-I-125 = jodi-125:11d merkattu naudan prolaktiini
BGH = naudan kasvuhormoni

BFSH = naudan follikkelia stimuloiva hormoni
BLH = naudan luteinisoiva hormoni o

BTSH = naudan tyrecideaa 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 f&r jordbruksforskning

B % = immunologinen sitoutumisprosentti
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1. YDIN ' |

Tatkimuksessa selvitettiin hiilierotustekniikkaan perustu-
van RIA-menetelmdn luotettavautta naud@n verindytteiden
prolaktiinipitoisuuden analysoimiseen. Menetelmédn herkkyy-
deksi saatiin 0.5 ng BPR/ml plasmaa tai seerumia. Naudan
prolaktiinia vastaan marsussa tuctettu antiseerumi osoittau-
tui testattujen ristireakticiden perusteella riittdvén
spesifiseksi. Menetelm&n toistettavuus verindytteille oli
hyv&. Eri kerroilla saadut hormonipitoisuudet erosivat toi-
sistaan keskimddrin 6.3 %, Menetelmdlld saatiin keskimdd-
rin 10 % alhaisempia arvoja kuin mitd olivat ndytteiden to-
delliset hormonipitoisuudet. Saatujen tulosten perusteel-
la menetelmd on riittédvidn luotettava naudan verindytteiden

prolaktiinimddrityksiin.

2. JOHDANTO

Tiss4d tutkimuksessa mddritettiin tutkimuksen suorittajien jo
aikaisemmin kdyt&intddn soveltaman hiilierotustekniikkaan pe-
rustuvan naudan prolaktiinin radicimmunologisen menetelmin
(MAKELA & KOSSILA 1975) luotettavuutta. Tutkimus kuului
vhteispohjoismaiseen tutkimusprojektiin NKJ-22:een.

3. AINEISTO JA MENETELMAT

3.1. Aineisto

3.1.1. 'Hormonivalmisteet

Kaikki tdssd tutkimuksessa kdytetyt hormonivalmisteet ja

niiden biologinen aktiivisuus kdyvadt ilmi taulukosta 3.l1l.l.l.
Ne olivat lahjoituksia the National Institutes of Healthistéd.



3.1.2. Antiseerumi

Antiseerumi naudan prolaktiinia vastaan tuotettiin marsus-
sa viisi kuukautta kestineen immunisoinnin aikana (MAKELA
& KOSSILA 1975). Tuona a.kana tehtiin seitsem&n hormoni-
ruiskutusta ihon alle. Kullakin kerralla eldin sai 0.5-
1.0 mg naudan prolaktiinia (NIH-P-B2) fysiologisessa suola-
liunksessa yhdessd Freund’s complete adjuvantin kanssa. An-
tiseerumi otettiin suoraan marsun syddmestd. Antiseerumin
kdyttslaimennus oli 1 : 250 000. |

- 3.1.3. Merkattu'hormdni

Naudan prolaktiinin merkitseminen jodi~125-radioisotoopil—'
la suoritettiin GREENWOODin et al. (1963) kloramiini-T-tek-
niikalla. Merkatun hormonin (BPR~I-125) puhdistamiseen
kdytettiin Sephadex G-100 geelisucdatusta. Spesifisen ak-
tiivisuuden mddrittdminen tapahtui tutkiioiden jo aikaisem~
min kehittidmilld menetelm#lld (MAKELZ & KOSSILA 1975). Mer-
kattua naudan prolaktiinia kdytettiin noin 0.15 ng/koeputki.

3.1.4. ©Naudan verindytteet

Seitsemdn seerumindytettd ja yksi plasmandyte saatiin melko
auorista nautaeldimistd eri vuodenaikoina teurastuksen yh-
teydessd (Taulukko 3.1.4.1.). Ne sdilytettiin -20°C:ssa.

3.2. RIA-menetelmi
3.2.1. Inkubointi

Standardil iuokset ja nidytelaimennukset 011<etukateen‘val-
miiksi pipetoitu koepﬁtk;in, jotka sdilytettiin -20%:ssa.
Kullakin RIA-mddrityskerralla kiytetty koeputkisarja kiy
ilmi taulukosta 3.2.1.1.. Kun analysointi aloitettiin, li-
sdttiin putkiin taulukossa mainitut puskurit ja antiseerumi.
T&mdn jdlilkeen putkia inkuboitiin +4°C:ssa seuraavaan pdi-
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vi&n. Silloin lisdttiin nerkattu hormon:, minki j4lkeen
inkubointia jatkettiin vieli nelji vuorokautta +4%c:ssa.

3.2.2, Erotus

Vagaan»jé vasta-aineisiin sitcutuneen merkatun hormonih
erottamiseen toisistaan kdytettiin dekstraanilla pHillystet-
tya‘ﬁiilta. Enhen hiilisuspension lisismisty putkiin pi-
petoitiin 0.1 @l hevosen seerumia laimennettuna 1 : 4. Hii-~
lisuspensio sisdlsi 5 % hiilty (Norit A) ja 0.5 % dekstraa-
nia- (Dextran T~110). Suspéhsiota kdytettiin 1 ml/koeputki.
Putkia inkuboitiin huoneenidmm¥ssd 15 min, minkd jdlkeen

ne sentrifugoitiin (20 min, 2000 rpm) huoneenldmmbssd.
Supernatantti kaédettiin vdlittémidsti pois ja putket valu-
tettiin hyvin 15 minuutin ajan. Putkien suut kuivattiin
imukykyisella paperilla ja putket suljettiin korkilla. Ra-
dicaktiivisuusmittauksiin kdytettiin hiiliosaa, joka oli
adsorboinut vapaan;hormohin.

3.2.3. Radioaktiivisuusmittaukset

- Radioaktiivisuusmittaukset suoritettiin automaattisella
gamﬁan&ytteenvaihtajalla (UltrcGammé‘l§80, Wallac Oy). Kdy-
tetylla energiavalueella laitteen mittaustehokkuus o0li noin
45 %. Mittausaika putkea kohti oli 1 min.

3.2.4. Immunologisen sitoutumisen laskeminen

Immunclogisen sitoutumisen midrittdmiseen tarvittiin joukko
erisisidltdisid putkia (Taulukko 3.2.1.1.). Kaikilie ﬁq;}le
paitsi T-putkille suoritettiin hiilierotus. T-puﬁket g;éﬁl-
sivdt pelkdstdin merkattua hormonia osoittaen siten k@hﬁﬁkin
putkeen lisdtyn merkatun hormonin kokonaismddr&d. O-Qutkgt
ilmaisivat, kuinka suuri osa merkatusta hormonisté;adé§f§§i~
tui hiileen erotusvaiheen aikana ilman antiseerumia.



M-putkien sisdltd poikkesi O-putkista siind, etti ne sisil-
sivdt lisdksi antiseerumia. Maksimaalinen immunologinen
sitoutuminen saatiin selville vahent&m&114 O0-putkien radio-
aktiivisuudesta M-putkien radiocaktiivisuus. Standardien
(S-putket) immunologiset sitoutumiset selvitettiin vastaa-
vasti védhentdmdlld O-putkien radioaktiivisuudesta S-putkien
radicaktiivisuus. Immunologinen sitoutuminen ilmaistiin
prosenteissa (B %). Maksimaalinen B % ja standardien B %:t
laskettiin siis seuraavan kaavan avulla:

100(R_ - R L o)
BS$ = O M tai S , jossa

R

R O0-putken radioaktiivisuus (cpm)

(o]

Ry taj s = ¥~ tai S-putken radioaktiivisuus (cpm).

- Kun tutkittavien ndytteiden immunolegiset sitoutumisprosen-
tit mééritettiin, kdytettiin siind apuna E- putkia, jotka
muuten vastasivat 0—putkia, paitsi ettd inkubcintipuskurin
tilalla 2li vastaava mddrd tutkittavaa nidytelaimennusta

{Taulukko 3.2.1.1.). NHytteiden {N-putket) B %:t lasket-
tiin seuraavasti:

100 *+ (R, - R}
B &% = E N » jossa

Rg

X
=
L]

E-putken radicaktiivisuus (cpm)

N-putken radiocaktiivisuus {(cpm)

Ry

3.2.5. Hermonipitoisuuden laskeminen

Ndytteen hormonipitoisuus, ng/0.2 ml, saatiin suoraan stan-
dardikdyrdltd immunologisen sitoutumisprosentin perusteella.
'Pitoisuudet ilmoitettiin lopullisesti ng/ml muodossa, jol-

loin standardikéyrélté saatu ng-médrd kerrottiin 5:114 seki



ndytteen laimennuskértoimella.

3.3. Luotettavuuskokeet

3.3.1, Herkkyys

RIA-menetelmin herkkyyttd tutkittiin kolmen standardik&dyrdn
avulla. Kunkin kdyrén kaikki testatut BPR-pitoisuudet ana-
lysoitiin kolmena rinnakkaismiirityksend. Tulokset kdsitel-
tiin tilastollisesti varianssianalyysilla ja keskiarvojen v~
liset erot testattiin Tuckeyn testilld (STEEL & TORRIE 1960).

Lissksi tdssd tutkimuksessa tarkasteltiin myd8s inkubointi-
ajan vaikutusta standardikdyrddn. Kokeessa vertailtiin toi-
siinsa kahta muuten samoin tehﬁya standardikdyrdd, paitsi
ettd toista inkuboitiin viisi ja toista kuusi vuorokautta.

3.3.2, Spesifisyys

o \ |
RIA-menetelmin spesifisyyttd miiriteltdessd tutkittiin erik~
seen antiseerumin, merkatun hormonin, hormonistandardin
sekd erotusmenetelmédn spesifisyyttd. | '

Antiseerumin spesifisyyttd selvitettiin ristireaktioiden
avulla. Antiseeruhin annettiin reagoida sekd naudan ettd
lampaan aivolis&kkeen etulohkosta perdisin olevien hormo-
nien (Taulukko 3.1.1.1.) kanssa standardiolosuhteissa. Immu-
nologisten sitoutumisprosenttien perusteella selvitettiin
kunkin hormonin inhibitiok#yri pitoisuusalueella 0.05-

~ 10 000 ng. ‘

Merkatun hormonin spesifisyyttd tutkittiin mittaamalla

merkkauksessa saatavien molekyylikooltaan erilaisten jaos-
ten (kts. MEKELK & KOSSILA 1975) sitoutumista vasta-ainei-
siin, Vastaavasti tutkittiin myds vapaan jodi-125:n sitou-



tuminen., ¥unkin kolmen jaoksen sateilymaéré kokeessa oli
suunnilleen sama, noin 21 500 cpm/100 pl. Kukin jaos tes-
tattiin 10 rinnakkaismédrityksend. Merkatun hormonin spesi-
fisyyttd tutkittiin lisdksi selvittimilli merkatun hormonin
adsorbeoituminen hiileen néytelisdysten jdlkeen. Tutkitut
naytelaimennukset olivat 1 : 1, 1 : 3, 1 : 10 tai 1 : 80,
Ndytelisdyksen aiheuttama merkatun hcrmon:in inhibeoitumis-
prosentti: {(E %} laskettiin seuraavan kaavan avulla:

100{R_ - R,! ‘
E % = 2 E ,» jossa
R,
R, = O-putken radicaktiivisuus (cpm)
R, = E-putken radioaktiivisuus (cpm)

-

Hormonistandardin ja ndytteesséd olevan hcrmonin immunologis~
ta samankaltaisuutta selvitettiin kolmen seerumin (hieﬁosta
no. 4 sekd sonnista no. 2 ja 3, Taulukko 3.1.4.l:!laimennus-
kdyrien avulla. Kaikki tutkitut niytelaimennukset (1 : 1,
1:3,1:5,1¢:10, 215, 13 20,1 25, 1 : 30, 1 : 25,
‘1 : 40, 1 : 45, 1 : 50, 1 : 60, 2 : 70, 1 : 80, 1 : 90,
1:100, 1 : 110, 1 : 120, 1 : 130, 1 : 140 ja 1 : 150} ana-
iysointiin kolmena rinnakkaismddrityksend,

Hiilierntusmenetelmin spesifisyyttd tutkittiin midrittim4114
merkkauksessa saatavan kolmen erilaisen jacksen (kts. MAKELA
& KOSS1LA 19273} adsarboitumista hiileen. Mainitus jaokset
samoin-kuin niiden laimennukset olivat samat kuin tutkit-
taessa niiden sitoutumista vasta-aineisiin (3.3.2.). Adsor-
bortumismittaukset sucritettiin 10 rinnakkaismddritykseni.

3.3.3. Toistettavuus
RIA-penctelmdn toistettavuudenltutkimiseen kdytettiin kahdek-

saa verindytettd (3.1.4.). Kolmella eri analysointikerralla
- md&ritettiin ndytteiden prelaktiinipitoisuudet. Saatujen



analyysitulosten perusteella laskettiin standardipoikkeamat.
Niiden awvulla laskettiin edelleen suhteellinen standardi-
pcikkeama el: wvaihtelukerroin (V %) (MATTILA 1974).

Tdmidn lisdksi selvitettiin, kuinka suuri osa menetelm&n ko-
konaisvaihtelukertoimesta johtui siteilyn mittausvirheestéd

ia automaattisen pipetin aiheuttamasta virheestd.

Radioaktiivisuusmittauksiin kdytetty gammaniytteenvaihtaja
(3.2.3.) oli tutkimuksissa ohjelmoitu siten, ettd se auto-
maattisesti tulosti my8s sdteilyn mittausvirheen mitatulle
radioaktiivisuusmdsdrille ja kidytetylle mittausajalle jokai-
sen sdteilymittauksen jdlkeen.

ITmmunologisten reagenssien pipetointiin kdytetyn automaat-
tisen'pipetin {100 nl Eppendorf) toistettavuus tutkittiin
punnitsemalla sen 10 eri kerralla pipétoimat tilavuudet.
Sen jdlkeen laskettiin saatujen punnitustuvlosten standardi-
poikkeama ja vaihtelukerrcin (MATTILA 1974).

3.3.4. THsmddvyys

- RIA-menetelmdn tarkkuus eli tdsmddvyys mddritettiin ns.
recovery-kokesella. Siind tunnettuun ndytteeseen lisdttiin
- tunnettuja mddrid tutkittavaa naudan prolaktiinia (NIH-P-
B2). Analyysituloksista laskettiin, kuinka monta prosent-
tia ndytteeseen lisdtystd prolaktiinimddrd@std voitiin ana-
lyysilld todeta (= recovery %). Tunnettuna ndytteend toimi
‘seerumi sonnista no. 2 (3.1.4.} laimennettuna 1 : 40, jota
kéytettiin 100 pl/putki. Tdmd midrd seerumilaimennusta si-
sdlsi 0.16 ng prolaktiinia. Prolaktiinilisdykset olivat
0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ja 0.6 ng/100 pl putkea kohti.
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4. TULOKSET
4.1, Herkkyys

Menetelmin herkkyydelld tarkoitetaan téésﬁ tutkimuksessa

sitd tutkittavan prolaktiinihormonin pienintd madrdd, joka
RIA~analyysissid erosi 0-ndytteestd tilastollisesti merkit-
sevdsti, Tdssd tarkastelussa riski-% oli 1 (P <'0.01).
Tutkitun hiilierotustekniikkaan perustuvan RIA-menetelmdn
standardikdyrin herkkyydeksi saatiin 0. 1 ng (Liite 1. ja 2.).
TEman perusteélla pienin BPR-pitoisuus, joka voitiin ndyt- '
teestd tdlld menetelmdlld mitata 99 %:n tilastollisella
varmuudella, oli 0.5 ng/ml, koska yhteen mdédritykseen kdy-

tettiin 0.2 ml ndytettd.

Tutkimukséssa tarkaste ltiin myds stﬁﬁdardikéyran erotusky-
kyd hormonin eri pitoisuusalueilla. Tuckeyn testin mukaan
étandardikéyran erotuskyky oli tilastollisesti luctettava

{P < 0.01) pitoisuusalueella 0.1 - 0.4 ng (Liite l. ja 2.).
Tamd kdy ilmi myds kuvasta 4.1.1., joséa on eéitettYna me-
netelmille tyyvpillinen standardikdyrd. Sen erotuskyky oli

gurimmillaan v&dlilld 0.2 - 0.3 ng.

Téssavyhteydessé tutkittiin myds inkubointiajan vaikutusta
standardikdyrédn erotuskykyyn. Normaalilla (5 vrk) ja piden~
netylld i6 vrk) inkuboinnilla saaduilla standardikdyrilld
el ollut oieellista eroa {(Kuva 4.1.1.). Pidennetty inku-
bointiaika saattoi ehkd hiukan parantaa standardikdyrdn

erotuskykyd.

4.2, Spesifisyys

Anfiseerumin ristireaktiot naudan aivolisikkeen etulohkosta‘
perdisin clevien hormonien (BGH, BFSH, BLH ja BTSH) kanssa
kgyvdt ilmi kuvasta 4.2.1.. Tutkitun antiseerumin vasta-ai-
péideg ristiinggaqointi cli _anwakkainta kasvuhormonin kans-

sa. - Témd ristjreaktio tapahtui kuitenkin kokonaan standardi-



11

kdyran ulkopuolella clevalla pitoisuusalueella, joten ko.
ristireaktio ei h#irinnyt standardikidyr3di. Antiseerumin
ristiinreagéinti muiden etulohkon hormonien kanssa oli

erittiin vihidistd.

Antiseerumin ristireaktict lampaan aivolisdkkeen etulohkon
hormcnien kanssa {(Kuva 4.2.2. ja 4.2.3.) muistuttivat ylei-
sezti ristireaktioita naudan vastaavien hormenien kanssa
(Kuva 4.2.1.). Antiseerumin ristiinreagointi lampaan pro-
laktiinin 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 kasvuhormonin kanssa
{Kuva 4.2.1.). Ristireaktiot lampaan FSH:n, LH:n ja TSH:n
kanssa{oiivat heikkcja samcin kuin vastaavien naudan hor-
moniezn kanssa. ‘

Merkkauksessa saatavan kclmen erilaisen jaoksen (MAKELA &
KOSSILA 19?5)‘sitoutumiset vasta-aineisiin k&yvdt ilmi ku-
vasta 4.2.4.. Pienimolekyylinen {monomeerinen} hormonijaos,
'joka cli merkkauksessa haluttu tuote, sitoutui vasta—ainei-
siin yli kaksi kertaa paremmin kuin suurimolekyylinen
{aggregoitunut) hormcnijaos, joka taas oli ei-haluttu sivu-
tucte merkkaukséssa, sekd yli 30 kertaa paremmin kuin va-

paa jodi.

fokeet joissa selvitettiin merkatun hormonin adsorboitumis-
ta hiileen ndytelisdysten jdlkeen, osoittivat, ettd ndytteen
lasndolo esti (inhiboi} merkattua hormonia adsorbeitumasta
hiileen (Kuva 4.2.5.). Nédytteet erosivat inhibointivoimak~
kuudeltaan (Taulukko 4.2.1.}). 1Inhibitiovaikutus viheni ndy-
tettd laimennettaessa. Laimentamattoman {1 : 1} ndyteli-
sdyksen aiheuttama inhibitio oli keskimidrin ldhes 25 %.

1 :3,1: 10, 1 : 26 jal : 80 laimennettujen ndytelisdys~-
ten aiheuttamat inhibitiot olivat vastaavasti noin i5, 6,
4 ja 2 %. |

Kclmen seerumin laimennuskdyrdt ndkyvit kuvasta 4.2.6. Ne
clivat standardikdyrdn muctoisia.
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Merkkauksessa saatavan kolmen erilaisen jaoksen (MEKELA &
KOSSILA 192751 adsorboitumiset hiileen ndlyvédt kuvasta
4.2.7.. Pienimolekyylinen hormonijaos adsorboitui parhaiten,
94.1 %-isesti, hiileen. Suurimclekyylinen hormonijaos ad-
sorboitui 90.3 %$-isesti. Sen sijaan‘vaPaa jodi-128 adsor-
boitui vain 30.4 3~isesti.

4.3. Toistettavuné

Taulukoista 4.3.1. ja 4.3.2. nidkyy verindytteiden prolaktii-
nipitoisuudet kolmella eri médrityskerralla. N&ytteet si-
sdlsivdt prolaktiinia keskim#&irin 21.13 + 0.82 ng/ml. Tal-
vella otettujen ndytteiden prolaktiinipitoisuudet olivat
muutaman ng/ml-luokkaa (keskimddrin 6.66 + 0.56 ng/mlj, kun
taas kesdlld otettujen ndytteiden prolaktiinipitcisuudet
oiivat muutaman kymmenen ng/ml-lunkkaa {(keskimddrin 35,60 +
1.08 ng/ml). Saatujen analyysitulosten vaihtelukertoimeksi
(V ¥} saatiin keskimd&drin 6.3 %. Runsaaéti,prolaktiihia si-
sdltdneiden n#vtteiden toistettavuus ndytti olevan parempi
iV % = 4.0 kuin vdhdn prolaktiinia sisdltdneiden nédyttei-
den toistettavuus IV % = 8,5).

Csa saatujen analyysitulosten vaihtelusta (V %)} johtul sdtei-
lyr mittaugvirheestd ja pipetointivirheistd, SHteilyn mit-
tausvirhe (V¥ %! cli 0.8 - 1.5 % riippuen pulssim8dridsts.

106G ml:n autemaattipipetin annostelemien médrien vaihtelu-
kertoimeksi saatiin 1.5 %. Jos virhe 0li samansuuntainen
pipetoitaessa kahta immunologista reagenssia ko. pipetills,
pipetoinneista aiheutuva virhe oli t&d116in 3 %. V&hentdmil-
18 ndiden tunnettujen osavirheiden summa (3.8 - 4.5 %) koko-
naisvalhtelukertoimesta (6.3 %) saatiin itse menetelmistd
johtuvaksi virheeksi vain keskim#drin 1, 8-2. 5 %.

4.4. Tdsmidvyys

Menetelndn t&smiivyyden selvittimiseksi suoritettujen
recovery-kokeiden tulckset kdyvdt ilmi kuvasta 4.4.1. ja tau-
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lukosta 4.4.1.. Keskimddriiseksi recovery %:ksi saatiin

noin 90 %, kun prolaktiinilisdykset seerumiin olivat vdlillid
0.05-0.60 ng eli kun analysoitava kokonaisprolaktiinimiiri
c¢li 0.21-0.76 ng. N&in ollen RIA-menetelmdlld saadut hor-
monipitoisuudet olivat keskimddrin 10 § alhaisemmat kuin
ndytteiden todelliset pitoisuudet. Recovery % vaihteli
hormonimd&rédn mukaan. Kun analysoitava prolaktiinim#&drid oli
0.36-0.76 ng (BPR-lis&ys 0.2-0.6 ng), havaittiin siit4 ana-
lysoinnin tuloksena v&hintddn 90 %. Analysoitavan prolak-
tiinimddrdn ollessa 0.46 ng (BPR-lisdys 0.3 ng) todettiin

se 100 %¥-isesti. Sen sijaan pienet prolaktiinim&&rit

0.2]1 ng:sta 0.26 ng:aan (BPR~lisdys 0,05-0,10 ng) veitiin
havaita vain 80 %~-isesti.

~

[ =4

5. TULOSTEN TARKASTELU
5.1. Herkkyys

Menetelmidn luotettavuuden mittoina k8ytettiin tdssd tutki-
muksessa LORAINEn ja BELLin (1971) mukaan herkkyyttd, spesi-
fisyyttd, toistettavuutta ja tasmidvyyttA.

Menetelmdn herkkyyttd eli aineen alhaisinta havaitsemisra-
jaa midritettdessd on 95 $:n tilastollinen varmuus (P <
0.05) yleensd riittdvid (MIDGLEY ym. 1969). T&ss8 nyt suori-
tetussa tutkimuksessa tilastollinen varmuus oli vield suu-
rempi eli 99 % (P < 0.01). T&1ld varmuudella saatua mene-
telmédn herkkyyttd, 0.1 ng BPR/putki, voidaan pitdi hyvini,
koska ko. RIA-menetelm&lld siten pyétyttiin luotettavasti
analysoimaan 0.5 ng BPR/ml plasmaa tai seerumia. Menetel-
madltsi vaadittava herkkyys riippun yleensd tutkittavien ndyt-
teiden pitoisuuksista. Alhaisimmatkin pitoisuudet tdytyy
pystyd luctettavasti mittaamaan. Tidssi tutkimuksessa saatu
menetelmdn herkkyys tdyttdd em. vaatimuksen kun herkkyyttd
0.5 ng BPR/ml! verrataan havaittuihin veren prolaktiini-
pitcisuuksiin {(vrt. kohta 5.3. ja SCHAMS 1974). Useille



protechcrmoneille kehitettyjen RIA~menetelmien herkkyydet
ovat olleet samaa suuruusluokkaa kuin tdssd tutkimuksessa
{mm. JACOBS 1969, McNEILLY 1971, OXENDER ym. 1972 ja
JACCBS 1974).

T&dssd tutkimuksessa havaittu standardikdyrédn erotuskyvyn
vaihtelu eri pitoisuusalueilla oli luonnollista, koska
aritmeettisella asteikolla kuvattuna standardikdyrd on mua-
dcltaan sigmakdyrd. Jyrkimmdllid ja suoraviivaisimmalla
alueella (t&ssd tutkimuksessa v&lilld 0.1-0.4 ng) kdyrén
‘erotuskyky on parhaimmillaan. T#dssid tutkimuksessa saatu
standardikéYra muistutti suuresti SCHAMSin ja KARGin (1969)
-jJa SCHAMSin (1974) julkaisemia standardikdyrii.

Standardikdyridn herkkyyteer ja erotuskykyyn vaikuttavat

my8s inkubointiolosthteet {(ALBANO ym. 1972 ja JACOBS 1968).
Inkubcintiaikaa pidentdmdlld herkkyys ja erctuskyky tavalli-
sesti paranevat tiettyyn rajaan saakka, jonka jédlkeen edis-
tymist¥ ei endd tapahdu. Tissd tutkimuksessa saadut tulok-
set osoittivat, ettd tutkituissa closuhteissa immunologineh
reaktio ehti tapahtua melko tiydellisesti jo viiden wvrk:n
kuluessa, koska kuuden vrk:n inkubointi ei aiheuttanut
standardikdyrén cleellista paranemista.

5.2. Spesifisyys

Menetelmdn spesifisyys riippuu yvleensd kaikkien menetelmiin
vajkuttavien osatekijdiden spesifisyydestd. RIA-menetelmin.
spesifisyys on kuitenkin ratkaisevimmin riippuvainen merka-
tun hormenin ja antiseerumin spesifisyydestd (HUNTER 1969).

Hormecnin merkkaukseen kdytetdénkin yleensd puhtainta mah-
deliista hormonivalmistetta, koska RIA-menetelmidssd mita-
taan juuri merkatun hdrmonin sitoutumista vasta~aineisiin,
Tdssd tutkimuksessa merkkaukseen kdytettiin samaa hormonia
(NIH-P-B2), jota mySs SCHAMS ja KARG {1969) jé SCHAMS (1974)
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ovat menestyksellisesti k&dyttineet merkkaukseen RIA-menetel-
missé&én.

Nyt sﬁoritetﬁssa tutkimuksessa selviteltiin merkatussz hormo-
nissa mahdollisesti epdpuhtautena esiintyvén suurimolekyy-
lisen hormonijaoksen ja vapaan jodin sitoutumista vasta-ai~
neisiin sek#d adsorboitumista hiileen. RIA-mdirityksiin
kdytetyn pienimolekyylisen hormonijaoksen todettiin sitoutu-
neen vasta-aineisiin paremmin sekd my®s adscrboituneen hii-
leen runsaammin kuin suurimclekyylisen hormonijaoksen. Tu-
les on yhdenmukainen JACOBSin (1969) havainnon kanssa. Hin
totesi, ettd se hormonijacs, joka parhaiten sitoutui vasta-
aineisiin, myds parhaiten adsorboitui hiileen. T4ti tulosta
hin kdytti hyvdksensdkin siten, ettl juuri adsorboitumis--
ominaisuuden perusteella hidn valitsi hormonijaoksen RIA-
mddrityksiin. Vapaan jodin sitoutuminen vasta-aineisiin

nyt suoritetussa tutkimuksessa ei ilmeisesti ollut immuno-
logista, vaan aivan epdspesifistd. Jecdin adsorboituminen
hiileen sen sijéan cli luennollista, koska yleensd kaikki
pddllysteainetta pienemmst molekyylit tulevat adsorboiduik-
si hiileen (HERBERT 1969), o

Tdmd vain oscoitti, ettd hiilierctusmenetelmd ei ole tdysin
spesifinen. Vaikka suurimolekyylinen hormonijaos ja va-
paa jedi jossain midirin sitcutuivat vasta-aineisiin sekd
adsorboituivat hiileen, ei silld voinut olla oleellista mer-
kitystd itse menetelmin spesifisyyteen, koska mainittuja ai-
neita esiintyi merkatussa hormonissa puhdistuksen jdlkeen
hyvin v&hdn (MEKELA & KOSSILA 1975). |

Ndytelisdyksen jdlkeen todetut merkatun hormonin adsorboi-
tumismuutokset johtuivat todenndkdisesti veren prateclyytti-
sistd ja’tai hapettavista jirjestelmistd, jotka ADDISONin
ym.'!19?1) mukaan tuhoavat merkattua hormonia inkubcinnin
2ikapa. SCHAMSin (1974; mielestd ndytelislys aiheuttaa merk-
katun hormenin epdspesifistd sitoutumista, jenka suuruus
riippuu niytteen valkuaisairepitoisuudesta. Jos nayfe li-
sattiin laimentamattomana, epdspesifinen sitoutvminen saat-
tor 0lla hénen mukaansa jopa 25 $-ista eliKSamaa suuruus-
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luokkaa kuin tdssd nyt sucritetussa tutkimuksessa. Néyte~
lisdysten vaikutukset merkatussa hormonissa eivdt silti |
estd menetelmdd kiyttdmistd. Ndytteen aiheuttamat virheet
voidaan poistaa m#dritctdmdlld erikseen kunkin ndytteen kus-
éakin tutkittavassa laimennuksessa aiheuttama merkatun hor-
monin tuhoutuminen ja ottamalla se huomioon laskutoimituk-
sissa. N&din teki SCHAMS (1974) ja ndin tehtiin tdss&kin

tutkimuksessa.

RIA-menetelmdn spesifisyyden méérittéminén tapahtuu ké&dytdn-
nossd yleensd vain tutkimalla antiseerumin spesifisyytté.
Koska t&ssi tutkimuksessa antiseerumin valmistamiseen kdy-
tettiin aivolisdkkeestd eristettysd prolaktiinia (NIH-P-B2),
saattoi siini siten olla epdpuhtauksina muita aivolisdkkeen
hormoneita, joita vastaan antiseerumieldin saattoi tuottaa
vasta-aineita. Antiseerumin immﬁnclogiset reaktiot ndiden
muidéﬁ hormonien kanssa . (ristireaktiot) eivit saa olla liian
voimakkaita. RIA-menetelmiin kdytettyjen antiseerumeiden
heikot ristireaktiot ovat kylld pikemminkin s3d8ntd kuin
poikkeus {(MIDGLEY ym. 1969). Tdssd& tutkimuksessa kdytetyn
antiseerumin ristireaktiot naudan aivolisikkeen etulohkosta
perdisin olevien hormonien kanssa tapahtuivat kokonaan stan-
dardikidyrdn ulkopuolella olevalla pitoisuusalueella, joten
ne eivdt hdirinneet prolaktiinimddrityksiia.

GONZALEZ-PADILLANn ym. {1975) RIA-menetelmdssd kdyttdmdn ja
naudan prolaktiinia vastaan tuottaman antiseerumin risti-
reaktiot muistuttivat suuresti tdssd tutkimuksessa testatun
antiseerumin ristireaktioita. Ristireaktiot naudan ja vas-
taavien lampaan hormonien kanssa olivat melko samanlaisia,
mikd oscittaa ndiden kotieldinlajien vastaavien hormonien
liheistd immunologista sukulaisuutta. Saatujen tulosten
perusteella naudan prolaktiinia vastaan tuotettu antisee-
rumi saattaisi soveltua my8s lampaan prolaktiinin RIA-m&d-
rityksiin. | {

Jos ndytteen laimennuskdyrd on standardikdyrdn kanssa saman~
suuntainen, kuten oli tdssdkin tutkimuksessa, osoittaa se
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standardin'ja tutkitta?an aineen immunologista saménkaltai-
suutta (LANDON ym. 1968) seka standardin sopivuutta ndyt-~
' teessd olevan aineen mxttaamlseen.

%.3. Toistettavuus

Myds toistettavuuskokeen tulokset antoivat aiheen uskoa
tdssd tutkitun RIA-meneteimdn luotettavuuteen, koska mene-
telmdlld saadut veren prolaktiinipitoisuudet olivat samaa
suuruusluokkaa kirjallisuusmainintcien kanssal(SCHAMS 1974).
Lisdksi eri vuodenaikecina otettujen verindytteiden prolak-
tiinipitoisuuksien vdlille saatu selvy ero on sopusoinnussa
SCHAMSin {1974} tutkimusten kanssa.

Menetelmédn taoistettavuutta tissi tutkimuksessa voidaan pi-
td8 hyvdnd middrityskertojen pienestid lukumddrdstyi huolimat-
ta, silld analysoitujen ndytteiden prolaktiinipitoisuudef
vaihtelivat eri kerroilla vain keskim#irin 6.3 %. Vaihte-
lukerroin oli erilainen (0-13.6 %) eri ndytteilld.
RATCLIFFER (1974) mukaan radicimmunologisten méidritysten
vaihtelukerroin on harvoin parempi kuin 6. %. ALBANOn ym..
11972) hiilierotustekniikkaan perustuvien radioimmunologis-
ten insuliinimddritysten vaihtelukerroin oli v#1illi 4 .6-
7.5 % mddrityskertojen vaihdellessa viidestd yhteentoista.
Naudan prolaktiinimddritysten vaihtelukerroin 0li SCHAMSin
(1974) tutkimuksissa 13.4 + 4.4 %, kun midrityskertoja oli
useita kymmenii.

RIA-menatelman toistettavuus riippuu eniten merkatusta hor-
monista, koska muiden m#drityksiin kdytettivien reagenssien
laatu on helppo pit3d samana mdidrityskerrasta toiseen (kun
antiseérumia on riittidvdsti). Merkkauksessa saattaa jodia
sitoutua hormoniin erilaisiamidrid eri kerroilla. Merkat-
tua hormonia olisi kuitenkin eri mdidrityskerrcilla k&ytetti-
vd aina sama mddrd. T&std syystd merkatun hormonin épesifi-
nen aktiivisuug pitdisi pystyd mddrittim&dn mahdollisimman '
tarkastiuﬂ?Toistaiséksi ei olé olemassa ehdottoman luotetta-
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vaa menetelmi#d spesifisen éktiiviéhuden md4rittimiseksi
frt. CARO ym. 1975).  Témdn tutkimuksen suorittajien kehit-
témé speSLfisen aktiivisuuden miiritysmenetelmi (MKKELA &
KOSSILE 1975) on RIA-menetelmille saadun hyvin toistetta-
vuuden perusteella tHysin tyydyttava:ﬁA

5.4. T&sm&évaS)

‘Menetelmén tarkkuudessa phéqtaan harvoin 100 % n tésm&&-
vyyteen todellisten pitoisuuksien kanssa,. vaikka silhen
tietysti pyrit3#n. Yleensd joudutaan tyytymidén analyysir
tuloksiin, jotka ovat jonkihver;an pienempid tai suupempia
kuin aineen todelliset'pitéisﬁﬁéet. RIA-menetelmien"koko-
nalsv‘rherajana pidetdin ylelsestx + 20 % (JACOBS 1974)
T&mdn mukaan tdssd tutkimuksessa saatu 10 %:n keskimaarai-
nen ero RIA-menetelmdlla mitattujen ja todellisten pitoi-
suuksien vdlillid ei ole liian suuri, vaikka otettaisiin

- huomioon vield mittaustulosten keskimdédrdinen vaihteluker-
roin, 6.3 %.

Tdsmaddvyys saattaa lisdksi vaihdella tutkitfgvan aineen eri
pitoisuusalueilla. Nyt tutkitulla RIA-menetélmﬁllﬁ pids-
td&dn l&hes 100 %:n tdsmddvyyteen, kun naytteet analysoidaan
useana laimennuksena ja kun lopputulos lasketaan sen-lai~
- mennuksen mukaan, Jonka prolaktiinimaara op 1&himp§na

0. 46ng. 4£H

Tutkitun RIA-menetelmédn tulokset herkky&desta, spesifisyy-~
destd, toistettavuudesta ja tésmidvyydesti osoittanevat,
ettd menetelmdd voidaan luotettavasti k&dytt4# naudan veri-
ndytteiden prolaktiinipitoisuuksien midirittidmiseen.
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6. TIIVISTELMA

Radioimmunologisen menetelmin luotettavuuden selville saa-
miseksi tutkittiin erikseen menetelman.herkkyys, spesifi~
syys, toistettavuus ja tdsmddvyys soveltaen verindytteille.

Menetelmdn herkkyydeksi saatiin 0.1 ng BPR/putki eli 0.5 ng
BPR/m]l plasmaa tail seerumia. :

Menetelmin spesifisyyttd selvitettiin tutkimalla osatekijdi-
~den spesifisyytté erikseén. Antiseerumin ristireaktiot ai-
volisdkkeen etulohkon hormonien kanssa eivdt hdirinneet
prolaktiinin RIA-maéritykéié. Ristireaktiot lampaan aivo-
lisdkkeen etulohkon hormonien kanssa muistuttavat suuresti
ristireaktioita vastaavien naudan hormonien kanssa. Vasta-
aineiden todettiin epéspesifiseéti sitovan jossain mdérin
my8s merkkauksessa tuhoutunutta hormonia . (= suurimolekyyli-
nen hormonijéos) sekd vapaata jodia. Nidytelisdykset saat-
toivat osittain estii merkattua hormonia adsorboitumasta
hiileen. Esto voi olla suuruudeltaan jopa 25 % riippuen
ndytteestd ja laimennusasteesta. Estosta aiheutuva virhe
voitiin korjata sopivalla kontrollilla. Kéytetty hormoni-
standardi ja ndytteiden sis&ltadmid hormoni osoittautuivat
immunoldgisesti meiko camanlaisiksi. Erotusmenetelmi ei
ollut tdysin spesifinen, koska hiili adsorboi itseensd jon-
kin verran myds merkkauksessa £uhoutunutta hormonia ja va-

paata jodia.

Tolistettavuuskokeissa eri kerroilla suoritettujen prolaktii-
nimdiritysten vaihtelukertoimeksi (V %) saatiin keskim&irin
6.3 3. Menetelmille saatu hyvi toistettavuus osoitti myds
merkatun hormonin spesifisen aktiivisuuden midérittémiseen
kdytetyn mentelméin luotettavaksi. Toistettavuﬁskokeet osoit-~
tivat lisdksi, ettd ndytteille saatu prolaktiinipitoisuus-
taso edusti muiden tutkijoiden jo aikaisemmin havaitsemaa

- ja siten todennik&isesti cikeata suuruusluokkaa. Myds wvuo=
denajasta johtuvat erot prolaktiinipitoisuuksissa. tulivat
selvidsti esille kdytetylld RIA-menetelm#lli.
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Tysmigvyyskckeet osoittivat, ettd tutkitulla RIA-menetelmdl-
14 szaadut analyysitulokset olivat keskimd%rin 10 % alhaisem-
mat kuin niytteiden todelliset normonipitoisuudet,

Saadut tulokset RIA-menételménrerkkyydesta, spesifisyydestd,
toistettavuudesta ja tdsmiivyydestd csoittanevat, ettd ko.
menetelmidsd veidaan luotettavasti kdyttdd naudan verindyttei-
den prolaktiinimddrityksiin.
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9. KUVAT
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Kuva 4.1.1, RIA-menetelmén tyypillinen standardikdyrd
( —~—— } naudan prolaktiinille (NIH-P-B2), kun inkuboin-
tiaika 5 vrk sekd standardikdyrd {( --- ), kun inkuboin~-
tiaika 6 vrk. ' : '
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104 NIH-P-B2
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NG HORMONIA / PUTKI

Ruva 4.2.3. WNaudan prolaktiinin (NIH-P-B2)
standardikdyrd ja sen mi&rittimiseen kdyte~
tyn ‘antiseerumin ristiinreagoiminen lampaan
- prolaktiinin (NTH-P-512) kanssa. '



%/ Sitoutunut vasta-aineisiin

Aggregoitunut BPR-I-125
Monomeerinen BPR-I-125
Vapaa [-125

Kuva 4.2.4. Aggregoituneen ja mono-
meerisen naudan prolaktiinin (BPR-
I-125) sekd vapaan jodin (I-125) si-
toutuminen (%) naudan prolaktiinin
vasta~aineisiin standardikayrédolo-
suhteissa.
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INHIBOITUNUT

% BPR-I-125:STA

25 20 N
77 66.7 | 200

‘ul SEERUMIA TAl PLASMAA / PUTKI

}

N v L , r
1860 110 '
1:26 1:3 1:1

.

SEERUMIA TAI PLASMAA LAIMENNETTU

Ruva 4.2.5. Merkatun naudan prolaktiinin (BPR~I-125)
keskimdidrdiset inhiboitumisprosentit kahdeksan see-
rumi- tal plasmalisdyksen jilkeen.
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NG NIH-P-B2

o Seerumia hiehosta no.4, laimennukset 1:10 ~1:25
BPR - pitoisuus 18.1 ng/ml

a Seerumia sonnista no 2., laimennukset 1:20 - 1:60
BPR - pitoisuus 36.8 ng/ml

o Seerumia sonnista ne3., laimennukset 1:60 - 1:110
BPR - pitoisuus 72.3 ng/ml

Kuva 4.2.6. Naudan prolaktiinin !NIH-P-B2! standardi-
‘kdyrd ja kolmen seerumin laimennuskdyrdt.



- ofy Adsorboitunut hiileen

1] S - :
sol _
60} T
40} i i
20t |

L i

Aggregoitunut BPR-1-125
] Monomeerinen BPR-1-125
XX} Vapaa 1-125

Kuva 4.2.7. Aggregoituneen ja monomeerisen nau-
dan prolaktiinin (BPR-I-125) sekd vapaan jodin
(I-125) adsorboituminen (%) dekstraanilla
(Dextran T-110) p&d&dllystettyyn hiileen (Norit A).
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HAVAITTU NG BPR

04 02 03 04 05 06

LISATTY NG BPR

Kuva 4.4.1. Proclaktiinilisdysten havaitseminen
(recovery) seerumista RIA~-menetelmilli.



10. TAULUKOT

Taulukko 3.1.1.1.
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Tutkimiksessa kiytetyt hormonivalmisteet, niiden koodimerkirnit ja biolo-

giset aktiivisuudet

Biologinen

Valmisteen nimi Koodimerkintd aktiivi-
: suus

Naudan prolaktiini (BPR) NIH-P-B2 19.9 IU/mg
Naudan kasvuhormeni (BGH) NIH-GH~B17 0.92 IU/mg
Naudan follikkelia stimuloiva 0.49 NIH-FSH-S1
hormoni (BFSH) NIH-FSt-Bl und ts/ig
Naudan luteinisoiva hormoni 0.70 NIH-LH-S1
(BLH) NIH-LA-B9 units/mg
Naudan tyreoideaa stimloiva _ 3.58 usp
hormoni (BTSH) NIR-TSH-B7 units/mg
Lampaan prolaktiini (OPR) NIH-P-S12 35 IU/mg
Lampaan kasvuhormoni (OGH) NIH-GH-S11 0.56 IU/mg
Lampaan follikkelia stimuloiva NIH-FSH-S10 1.10 NIH-FSH-S1
hoxmoni (OFSH) _ units/mg
Lampaan luteinisoiva hormoni NIH-LH-S19 1.01 NIH-LH-S1
(OLH) _ units/mg
Lampaan tyreoideaa stimuloiva NIH-TSH-S8 1.70 Usp

hormoni (OTSH)

units/mg




Tauiukko 3.1.4.1.

Verindytteiden ottoon kéytetyt eldimet ja ajankohdat sekd

analysoity veren osa

Tehmd 1. _ 22.1.1974 searumi
Hieho 1. 23.1.1975 "
Hieho 2. E 23.1.1975 | "
Hieho 3. ' 1.7.1975 .
Hieho 4. 1.7.1975 "
Sonni 1. 14.1.1975 plasma

Sonni 2. 1.7.1975 seerumi
Sonni 3. , 1.7.1975 o
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Taulukko 4.3.1.

Talvella ctettuien verindytteiden prolaktiini(BPR)-pitoisuudet

B1%in no. laimennus- BPR ng/ml+s V4 MiHritys-

aste kertoia
Lehms 1. 1:1  1.48:0.13 8.8 3
Heiho 1. 1:10 7.67+1.04 13.6 3
Hiehn 2. 1:10 9.32+0.76 8.1 3
Sonni 1. 1:10 8.17+0.29 3.5 3
X 6.6630.56 8.5 3
s = keskihajonta
V % = vaihtelukerrcin
X = keskiarvo

Tanlukko 4.3.2.

Kesdlld otettujen verindytteiden prolaktiini (BPR)-pitoisuudet

s . Laimennis- BPR ng/ml+s = Vv % Mddritys~
Eldin no. " aste kertoia
Hieho 3, 1:10 10.17+0.29 2.9

3
Hieho 4. 1:26  20.80+1.30 6.3 3
Sonni. 2. 1: 86  72.00+0.00 o 3
Sonni 3. 1:26 39.43+2.71 6.9 3
X 35.60+1.08 4.0 .3
s = keskihajonta

V & = vaihtelukerrein
keskiarvo

x|
]



Taulukko 4.4.1.

Prolaktiini {BPR}-lisdysten (ng) havaitseminen (recovery)
RIA-menetelmdl 14

liggﬁty hagﬁzitu 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 a3

X 89,7

X = keskiarvo
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LIITE 2.

Kolmen standardikdyrdn standardiliuvosten vasta-aineisiin sitoutuneiden sé-‘
teilymddrien rinnakkaismddritysten keskiarvot (cpm) O-nidyteestd ja edeltd-
vidstd ndytteestd sekd keskimidrdiset immunologiset sitoutumisprosentit

Standardi~ Rinnakkaisten Ero 0~ Ero edelli-

w

liuos keskiarvo ndytteestd sesti B3
(ng BPR/putki)

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

S = \/.‘——-9—8—91—(19—- = 98.9

P < 0.05 q= 4.9

P < 0.01 q = 5.61

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






