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O-streptolysiini (0-S) on proteiinityyppinen toksiini, Jjota
erittdid A-ryhmdn tietyt streptokokit. Téamad toksiini tappaa koe-eldi-
mid, tuhoaa soluviljelmid, liuottaa useiden eldinlajien veren punaso-
luja ja valkosoluja.

Eridt hapetusaineet estédvdt témédn toksiinin liuotuskyvyn. Tok-
siinin molekyyleissi on sulfhydryyli-ryhmid -SH, jotka tdl11d6in muut-
tuvat disulfidiryhmiksi-S-S-. Lis&dmidlld pelkistysainetta, kuten mer-
kaptoetanolia, palautuvat -SH-ryhmat. Niamd kaksi reaktiota onesitet-
ty kuviossa 1, jossa O-streptolysiinid (0-S) on osocitettu geometri-
selli kuviolla 1, jossa on pystyviivoitus.

Punaisten verisolujen hemolyysi inkuboituna toksiinin
kanssa 37OC:ssa tapahtuu vain, jos 0-S on pelkistyneessd muodossaan,
s.o. siind on SH-ryhmi#, koska hapetettu toksiini ei voi vaikut-
taa ryhmillid -S-3- punasolujen solulimakalvoon. Kalvoreseptori
on identifioitu kolesteroliksi. Kuviot 2 ja 3 osoittavat graa-
fisesti tidtid ilmiotid, jolloin viitenumero 3 osoittaa solulimakal-
voa merkittynd ristiviivoituksella, kun taas viitenumero 5 osoittaa
kalvo-reseptori-kolesterolia. Vain sellaiset 0-S:n molekyylit, Jjotka
ovat sitoutuneet kalvo-reseptoreihin (katso kuvioita 2), vaikuttavat
toisiinsa kuten on osoitettu kuviossa 3 ja Jjdrjestdytyvdt pyodreiden

kanavien tai reikien muotoon; hemoglobiini 7, joka on merkitty pis-
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teilla kuviossa 3, poistuu mainittujen reikien tai muiden alueiden
kautta, joissa lipoidit Jjéarjestyvat uudelleen kolesterolihdvidn joh~
dosta.

Kun 0-5:88 inkuboidaan punasolujen ksnssa +4 °C:ssa todetaan
téssd lampotilassa O-S:n vaikuttavan punasolujen kolesterolia vastaan,
mutta mitdén liukenemista ei tapahdu, koska toksiini-molekyylien vali-
nen vaikutus on lampStilasta riippuvainen. Hemolyysid esiintyy mik&li
jarjestelmd saatetasn 37 °Ciseen. Jos anti-0-S (antistreptolysiini)-
vasta-aineita lis#@tdsn jdrjestelmdsn +4 °C:ssa Ja8 sen jalkeen l&é&mpdti-
la nostetaan 37 °C:seen ei todeta mitdsn hemolyysid. Témd Johtuu seu-
raavasta:

O-B:n funktionasliset ryhmét, joiden tehtdviéns on vaikuttaa
toisiinsa, on suojattu vasta-aineilla. T&ém& ilmid on graafisesti esi-
tetty kuviossa 4, josse anti-O-S-vaste-asineitas on merkitty kuviollas 9.

Jos hapetettuas O-5:dd@ inkuboidaan punasolujen kanssa 37 OC:ssa
el esiinny mitdén hemolyysid. Itse asiassa hapetettu O-S ei voi tart-
tua kiinni kalvo-reseptoreihin 5 (katso kuviota 2). Lisdttdessd enti-~
O-S-vasta-aineita 9 némé sitoutuvat hapetettuun O-S:8&n ja saadean ku-
vion 5 mukaiset olosuhteet.

Lisdttédessd jédrjestelméén pelkistysaineite sulfhydryyliryhmit
-SH palautuvat tekaisin, mutta mitéén hemolyysi& ei tapahdu, koska O-8S:n
funktionaaliset ryhmét, joiden tehtévind on vaikuttaa toisiinsa, on
suojattu vasta-aineilla 9 (katso kuviota 4).

Edella esitetty ilmenee seuraavista tieteellisistd kirjoituk-

sista:

1) Howard, J.F., Wallace, M.R.: Brit. J. Exp.Path. 34, 181 (1953);

2) Rants, L.A., Rendall, R.: Proc.Sec. Ecp.Biol.Med. (N.Y.) 59,
22, (1945);

3) Alen, J.E., Raymond, M.: Ann. Inst. Pasteur, 114, (1968).

Tunnetaan jo kauan sitten diagnostinen menetelm# lésnéolevien
O-antistreptolysiini-vasta-aineiden pitoisuuden miirittimiseksi.

Erikoisesti on ksupallisesti saatavissa diagnostinen vdlineis-
t0, Jjonka avulla voidaan mitata asntistreptolysiini-vasta-sineet poti-
laiden veriherassa, Jjoka védlineisto késittdé seurssvat sineet reaktio-
ta varten: Tutkittava verihera, kirkas ja inaktivoitu 56 °C:ssa 20
minuuttiaj fysiologinen liuos puskuroituna pH-arvoon 6,5; kaniinin
punasolujen 5 %:nen suspensio; pelkistetty 0-5, joka on tarkslleen tit-—
rattu lyofiilisessa tilassa.

Tutkittavan veriheran progressiivisesti kasvavia 1 aimennuksia
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inkuboidaan 37 OC:ssa 15 minuuttia O0-S:n muuttumattoman m8aran kanssa.
Mik#li vasta-aineita on l#dsnd niin vasta-aineiden vaikutus O-S:&d vas-
taan tapahtuu tédssé@ vaiheessa, jolloin O-S:n hemolyyttinen aktiviteet-
ti neutraloituu. Témén késittelyn paatyttya lisdtdan 5 % punasoluja
puskuroidussa liuoksessa, sekoitetasn ja inkuboidaan 37 OC:sse 40 mi-
nuuttia, sen jdlkeen sentrifugoidaan 2,000 kierrosta minuutissa ja
pinnalla olevat nesteet luetesan. Veriheran vasta-aine-pitoisuudet il-
moitetaan sen korkeamman verihera-laimennuksen k#anteisarvona, Jjoka
estad 0-S:n hemolyyttisen ektiviteetin.

Tglld menetelm&dlld, joka olennaisesti késittédd Jjérjestelméén
lisdttyjen punssolujen hemolyysin midrittdmisen mahdollisella ylimidrdl-
18 O-streptolysiini&d, jonka on annettu ennskolta reagoida veriheran
niytteen kanssa, josta on poistettu téydentéavét alkuaineet ja joka on
otettu potilaalta, on muunmuassa seuraavat haitat:

1) tarvitaan tuoretta veriheraa, josta on poistettu taydentaviat
alkuasineet, 56 °C:ssa 30 minuuttia (némé veatimukset edellyttévét po-
tilaan veren ottamista, sen seisottamista huoneen l&émpdtilassa 2 tun-
tia, koagulasatin erottamista veriherasta ja sen sentrifugoimista, ve-
riheran inaktivoimista 56 °C:sse 20 minuutin ajan);

2) on vElttim&tdntd kéyttdd ihmisen punesoluja (O Rh + ryhméd)
tai kasniinin soluja, pestd ja laimentaa 5 %:seksi (hankalia pesukésit-
telyjd);

%) tekniikka on vaivalloinen (erikoisesti veriheran laimentami-
nen, O-streptolysiinin ja punasolujen lisééminen laimennettuun verihe-
raan );

4) titrausta varten tarvitaen tietty lukumddrd hyvin pestyja
pipetteja ja koeputkia.

Keksinndn mukaisessa uudessa menetelméssd kdytetddn hyvaksi
seuraavia tunnettuja perisatteita:
hapetettu O-S ei kykene sitomaan itsedén punasoluihin (kuvio 2) vasn
on yhteydessd spesifisiin vaesta-asineisiin (kuvio 5), ja hapetettu 0-8
pelkistédmisen jélkeen saavuttaa uudelleen hemolyyttisen voimansa (ku-
vio 3).

Keksinndn mukaisesti reaktio suoritetasan kéyttémdlld potilaan
kdsittelemdtontd verta ja kdyttém#élld hyveksi siind lésnédolevia puna-
solujs detektoreina. O-S:#d&d kdytetddn hapetettuna Jja siten se ei kyke-
ne sitoutumaan punasoluihin. Kun hapetettu O-S ssatetasan kosketukseen
potilaen veren kanssa, niin mikdli anti-0-S-vaste-sineits on ldsna,

tapahtuu O-S:n neutralisoitumisreaktio ilmen vaikutusta kalvoon. Sen
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Jdlkeen lisdtdiin pelkistysainetta, joka Juuri pelkistdi toksiinin ha-
petetut sulfhydryylit (-S-S-) ja saattaa takaisin -SH-sulfhydryylit,

L4

Jollcin viimeksi mainitut voivat kiinnittyd punasoluihin. Tésséd vaihees-
3a voi esiintyd kaksi tapausta:

A) 0-S ei sitoudu vasta-aineisiin Jjohtuen siitd, ettei niiti
ole ldsnid: mikdli asianlaita on ndin niin O-streptolysiini sen jilkeen
kun se on pelkistetty voi kiinnittyd punasoluihin ja organisoida puna-
solujen kalvon uudelleen ja muodostaa molekyylin sisidisid ketjuja,
Jolloin tapahtuu hemolyysi, joka on helposti todettavissa.

B) 0-S sitoutuu tutkittavassa veressi (tai veriherassa) oleviin
vasta-aineisiin. Tidssd tapauksessa sitoutumisen Jdlkeen suoritettava
pelkistdminen voi mahdollisesti saattaa 0-S:n kiinnittymdidn punasolu-
jen solukalvon vapaisiin sulfhydryyli-asemiin, mutta ei aikaansaa mo-
lekyylin sisdisten ketjujen muodostumista, eikd siten punasolu-kalvon
uudelleen jdrjestiytymistd eikid aiheuta hemolyysii.

Edelld esitetyn perusteella ja tarkemmin sanottuna keksinnén
toisena kohteena on aikaansaada viline veren anti~streptolysiiniarvon
madrittidmiseksi, Jjoka vdline kdsittdid: hapetetun O-streptolysiinin
muodostama perustuote ennakolta valikoiduissa vikevyyksissd, pelkistys-
aine O-streptolysiinin hemolyyttisen kyvyn uudelleen palauttamiseksi
perustuen sulfhydryyli-ryhmiin -SH, ja laimennusaineen potilaan verta
varten.

Erikoisesti vdline kdsittidid: hapetetun O-streptolysiinin useita
sd11i6itd liuottimen kanssa ja/tai yhtdldisten verindytteiden kanssa,
laimennuksien pienetessi asteittain, laimennetun veren nidytteitd var-
ten, joilla on muuttumaton tilavuus.

Keksinndn ensimmdisend kohteena on aikaansaada menetelmid anti-
streptolysiini-arvon middrittidmiseksi, jonka mukaan hapetettu ja pelkis-
tettdvissd oleva O-streptolysiini saatetaan kosketukseen verinidytteiden
kanssa ja sen jdlkeen kidsitelldin pelkistysaineella O-streptolysiinin
hemolyyttisen kyvyn palauttamiseksi.

Erikoisesti keksinn®én mukaisesti menetellidin siten, ettd sdi-
lidihin, jotka sisiltdvdt hapetettua O-streptolysiiniid asteittaisina
laimennuksina, lisdtddn tutkittavan veren yhdenmukaisia annosyksikoi-
td, jotka on tarkalleen siten laimennettu, ettd jokaiseen siiliddén
lis&tadn pelkistysainetta O-streptolysiinin hemolyyttisen kyvyn pala-
uttamiseksi ja hemolyysin aikaansaamiseksi ja ettd ilmidtid arvostel-

laan eri sdilicissd inkuboimisen jdlkeen.
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Laajalti esitettynd esilld olevalla keksinnolla on aikaansaatu
menetelmd antistreptolysiini-arvon mittaamiseksi ihmisverindytteesta,
jolle menetelmdlle on tunnusomaista seuraavat vaiheet:

a) valmistetaan joukko liuoksia, jotka sis#@ltdvét hapetettua
O-streptolysiinid erilaisissa vakevyyksissa;

b) valmistetaan pelkistysaineen liuos, jolloin pelkistysaineena
on tioli, natriummetabisulfiitti tai natriumsulfiittij;

c) laimennetsan verindyte sopivalla ei-hemolyyttisella liuok-
sella;

d) lisat#@san laimennetun veren yhtd suuri tilavuus kuhunkin koh-
dan a) mukaan valmistettuun liuokseen;j

e) inkuboidaen kohdan d) mukaan sastuja liuoksia lémpttilassa,
joka vaihtelee huoneenldmpdtilasta (18-21 °¢) 50 °C:seen, noin 15 mi-
nuuttia;

f) lisdtdan inkuboituun liuokseen e) mitattu tilavuus kohdan
b) mukaan saatua liuosts;

g) inkuboidaan liuosta f) lémpStilassa, joka vaeihtelee huoneen-
lampotilasta 50 °C:seen, sellaisen ajan, joka tarvitaan punasolujen
laskeuttamista varten; Jja

h) todetaan ndyte-sdilidt, joissa ei ole tapahtunut mitaan he-
molyysia.

Keksinndn mukaisen menetelmén edut verrattuna nykyisin kaytetta-
vaan klassilliseen menetelmddn ovat ilmeisi& ja padedut ovat seuraa-
vat:

1) Tekniiken yksinkertaistuminen, koska ei enéd tarvitse erot-
taa veriheraa verestd tai poistaa weriherasta sen tédydentéavid sineita;
kdsittelyjen ja siten analyysejd varten tarvittavan ajan olennainen
vdheneminen.

2) Vepsutuminen punasolujen kdéytostd, joiden valmistus rajoittaa
huomattasvasti menetelmdd, johtuen vaikeudesta hankkia aine ja varastoi-
da sitd ja vaikeudestas sen valmistamiseksi.

3) Sekd ajsn ettd suorituskustannusten pieneneminen tuloksena
kdsittelyjen pienemmdstd lukumdérdstéd ja mehdollisuudests kayttad kou-
luttametonta henkildkuntaa johtuen menetelmén suurests yksinkertai-
suudesta.

4) Mahdollisuutta kéyttdd koetta varten hyvin pienid verinayt-
teitd, miks seikka helpottaa nédytteen ottoa sellaisissa tapauksissa,
jotke muuten ovat vaikeita potilaiden spesifisten tilojen johdosta.
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LahtCaineet antistreptolysiini-srvon méirittimiseksi ovat seu-
raavat: potilaan veri sellaisenaan,

laimennusliuos verta varten,

hapetettu O-streptolysiini jaettuna s&@ilidihin (koeputket) eri-

laisina tunnettuina vdkevyyksini,

pelkistysaineen, kuten orgasanisen pelkistysaineen, esim. tio-

lien, kuten merkaptoetanolin, ditiotreitolin, systeiinin, N-

asetyyli-systeiinin liuos, Ep#orgaenisista pelkistysaineista

mainittakoon esim. natriummetabisulfiitti.

Sen jalkeen kun potilaan veresti on valmistettu naytteita (kos-
ka vain pieni m8drd tarvitaan veri voidaan myos ottaa sormista tai
korvalehdistd), suoritetaan laimennus kidyttdéen sopivas laimennusliuos-
Ta, sen jalkeen pannaan pienet madrdt (kuten 0,2 ml) kuhunkin s&ili-
00n, josss on jo ldsnid lyofiilista hapetettua O-streptolysiinid las-
kettu maari.

Lyhyen inkuboimisajan jédlkeen, esim. 15 minuutin kuluttua 1l&m-
potilaessa, joka vaihtelee huoneenl#émpdtilasta 50 °C:seen, lisatdan
madrdtty tilavuus pelkistysainetta ja inkuboimisen annetsaan Jjatkua
lampotilassa, joka on huoneenlémpétilaan ja 50 %C:een valilld, riit-
t&vén sjan punasolujen laskeuttamista verten (esim. 1-2 tunti).

Kasittelyn pdatyttyd hemolysoidut ja ei-hemolysoidut pintanes-
teet luetasn kdyttden hyvidksi lépingkyvyyttd: todetaan sdilidt, Jjoissa
ei ole tapahtunut mit&&dn hemolyysi&d. Tutkittavien néytteiden vasta-
aine-arvo ilmoitetaan antistreptolysiini-yksikkdind ml kohti viimei-
sen sailidn perusteella, jossa ei ole tapahtunut punasolujen hemolyy-
sid.

Vertailua varten verratesan seuraavassa kahta menetelmd#, klas-
sillisen menetelmdn hsittoja ja uuuden menetelmdn etuja.

1. Klassillisen menetelmén haitat

1.1. Tarvitaan tuoretta veriheraa, josta on poistettu téyden-
tavat aineet, 56 °C:ssa 30 minuuttia (verindytteen otto potilaalta,
sen seisottamisen huoneen lampotilassa 2 tuntia, koagulaatin erottami-
nen verestid ja sentrifugoiminen, veriheran inaktivoiminen 56 °C:ssa
30 minuuttia).

1.2. On suoritettava joukko lsimennuksia veriherasta, jotka
lgimennukset jaetasn sdilidihin lis&d&m&ll8 samalla vekiom#dri O-strep-
tolysiinia.

1.%. Tarvitaan ihmisen punasoluja (O Rh +) tai kaniinin punaso-
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luja, jotka pestdédn ja laimennetaan 5 %:seksi (tarvitaan hankalis pe-
suvaiheita).

1.4, Kasittelyn tydldisyys (O-streptolysiinin ja punasolujen
lisisiminen laimennettuun veriheraan).

1.5. Klassillisen titrauksen suorittaminen, jolloin tarvitaan
tietty lukum#ddrid hyvin pestyjd pipetteja ja koeputkia.

2.1. Veriheraa ei tarvitse erottas, koska resktio voidaen suo-
rittia kayttdmdlla verta, joka voidaan ottaa myds korvalehdista tai
sormista, koska sitd tarvitssn vain pieni md&ra.

2.2. Tehdddn verindytteestd yksinkertainen laimennus js mé&-
rétty vakiotilavuus sit#é jaetasasn kuhunkin s&ilictn (valmistajan toi-
mittama ja helppo kdyttd#s), joka sisdltédd sopivan médrén toksiinis,
jonka valmistaje on tarkaesti mitannut ja joka on erilainen kussakin
sdilidssi. Siten ei tarvita tyoteliditd laimennuksia ja veriheran ja-
kamista kuten on laita klassillisesse menetelméssd.

2.%. Ei tarvita ihmisen tai keniinin punasolujen lisdamista,
josta syystd ei myOskddn tarvita pesukidsittelyjd, koska reaktiossa
voidasn kadyttdd hyvidksi punasoluja sellasisenaan kuin ne ovat potilasn
veressa.

2.4, Toimenpiteet anti-O-streptolysiini-arvon saamiseksi on
piennetty minimiin.

2.5. Mitddn hankaslaa vdlineistdd ei tarvita, koska kaikki mika
tarvitasn resktiota varten voi siséltyd - mitd tulee kustannuksiin ja
tarvittavaan tilsan - valmistajen jo toimittemaan védlinepskkaukseen.
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PATENTTIVAATIMUKSET

T. Menetelmd antistreptolysiini-arvon mittaamiseksi ihmisveri-
niytteissd, t unnet¢t¢tu s iit¢t 4, ettd se kisittdid vaiheet:

a) valmistetaan joukko liuoksia, jotka sisiltiiviit hapetettua
O-strepvtolysiinii erilaisissa vikevyyksissi;

b) valmistetaan pelkistysaineen livos, jolloin pelkistysainee-
na on tioli, natriummetabisulfiitti tai natriumsulfiitti;

c¢) laimennetaan verindyte sopivalla ei-hemolyyttiselld liuok-
sella;

d) lisdt&ddn laimennetun veren yhtd suuri tilavuus kuhunkin
kohdan a) mukaan valmistettuun liuokseen;

e) inkuboidaan kohdan d) mukaan saatuja liuoksia ldmp&tilassa,
joka vaihtelee huoneenldmpdtilasta (18-21°C) SOOC:een, noin 15 mi-
nuuttia;

f) lisétddn inkuboituun liuokseen e) mitattu tilavuus kohdan
b) mukaan saatua liuosta;

g) inkuboidaan liuosta f) lédmpctilassa, joka vaihtelee huoneen-
lidmpdtilasta 50°C:een sellaisen ajan, joka tarvitaan punasolujen
laskeuttamista varten; ja

h) todetaan ndytesdilidt, joissa ei ole tapahtunut mité#in
hemolyysii.

2. Vdlineistd veren anti-streptolysiini-arvon mddrittidmiseksi,
tunnettu s iit d, ettd se kidsittii: hapetetusta O-strep-
tolysiinistd muodostetun perustuotteen ennakolta valikoiduissa viike-
vyyksissd, pelkistysaineen O-streptolysiinin hemolyyttisen kyvyn pa-
lauttamiseksi perustuen sulfhydryyliryhmiin -SH ja laimennusaineen
potilaan verta varten.

3. Patenttivaatimuksen 2 mukainen vdlineistd, t unne¢t tu
s 11t d, ettd se kdsittidd useita hapetetun O-streptolysiinin sii-
1i6it4d, jolloin annokset on mitattu siten, ettd liuottimen ja/tai
yhtdlidisten verindytteiden avulla saadaan aikaan laimennusten prog-
ressiivisia sarjoja vakiotilavuuden omaavia verindytteitd varten.

4. Patenttivaatimusten 2 ja 3 mukainen vdlineisto, t un -
nettu s 11it d, ettd pelkistysaineena on merkaptoetanoli,
ditiotreitoli, kysteiini, N-asetyyli-kysteiini, natriummetabisulfiit-

ti tai natriumsulfiitti.
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PATENTKRAV

1. Férfarande fdr mitning av antistreptolycin-viirdet 1 prov
av minniskoblod, k @&nne¢tecknat ddrawyv, att det
omfattar:

a) framstdllning av ett antal l8sningar vilka innehaller oxi-
derad O-streptolycin i olika koncentrationer;

b) framstidllning av en reduceringsidmnesldsning, varvid reducerings-
dmnet dr tiol, natriummetabisulfit eller natriumsulfit;

c) utspiddning av blodprovet med tillhjdlp av en limplig icke-
hemolytisk ldsning;

d) tillfdéring av lika stora volymer av utspdtt blod i varje
enligt punkt a) framstdlld ldsning;

e) inkubation av ldsningar resulterande fran punkt d) vid en
temperatur vidxlande mellan rumstemperatur (180 - 21OC) och SOOC, unge-
fdr 15 minuter;

f) tillsidttning av en midtad volym av lOsningen b) i den inku-
berade losningen e);

z) inkubation av 1d8sningen f) vid en temperatur vixlande mellan
rumstemperetur ochSOoC,sé linge som kridvs for sedimentation av rdda
blodceller; och

h) notering av provbehdllarna i vilka ingen hemolys har dgt rum.

2. Redskap for mdtning av blodets antistreptolycin-vdrde
kiannetecknat dé&rav, att det omfattar: en grund-
produkt som #r formad av oxiderad O-streptolycin i pa foérhand bestim-
da koncentrationer, ett reduceringsdmne for dterstidllning av O-strepto-
lycinens hemolytiska férmdga grundande sig pd sulfhydrylgrupperna =-SH
och ett utspidningsmedel for patientens blod.

3. Redskap enligt patentkravet 2, k @& nneteckna t
ddr av, att det omfattar flere behdllare av oxiderad O-streptoly-
cin, varvid doserna dr mdtade for att med tillhjdlp av ett losnings-
medel och/eller likadana blodprov &stadkomma utspidningar i progressiva
serier f6r blodprov med konstant volym.

4. Redskap enligt patentkraven 2 och 3, kdnneteck-
nat d4dr av, att reduceringsdmnet dr merkaptoetanol, ditiotreitol,

cystein, N-acetyl-cystein, natriummetabisulfit eller natriumsulfit.

Viitejulkaisuja-Anfdrda publikationer
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