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ANTI-nTSH MIKROTHTTERILEVYTUOTTEEN
TUOTANTOPROSESSIEN OPTIMOINNIT

Opinnaytetydn aiheena oli Wallac Oy:n levyvalmistuksessa tuotettavien vasta-aineella
pinnoitettujen Anti-hTHS mikrotiitterilevyjen tuotantoprosessien optimointi. Mikrotiitterilevyt ovat
TSH- maaritykseen kaytettavia kuoppalevyja. Optimoinnin  tavoitteena oli saada
tuotantoprosesseja kehitettya niin, ettd tuotantokapasiteetti nousee maarallisesti seka nykyinen
kaytettdvissd oleva laitteisto olisi hyddynnetty mahdollisimman tehokkaasti. Projektissa ol
mukana kaksi eri tuotetta, joiden valmistusprosesseja optimoitiin eri tavoin. Nain ollen
opinndytetyd jaettiin tuotekohtaisesti kahteen eri osaan.

Opinnaytetydn ensimmaisessa osassa optimointi oli osa isompaa validointikokonaisuutta, jossa
Anti-hTSH  mikrotiitterilevyn  tuotantoprosessin  erdkokoa haluttin  kasvattaa. Erakoon
kasvatuksen merkittdvin muuttuva prosessiparametri oli pidentynyt tuotannon lapimenoaika.
Talldin myds prosessiin  kaytettdvan vasta-aine liuoksen on sailyttdvd pidempaan
kayttokelpoisena. Opinnaytetyossa karakterisoitiin liuoksen sailyvyys pidentyneessa prosessissa.

Karakterisontia varten valmistettiin normaalia pienempi testiera, jonka valmistukseen kaytettavia
liuoksia  seisotettin ennen prosessin  aloittamista.  Valmistuneille levyille tehtiin
laadunvalvontatestaukset, joiden tuloksista paateltiin, ettei liuoksen sailymista homogeenisena
voida luotettavasti osoittaa. Levyjen tuotantoprosessin erdkoko tulee joko jattéda kasvattamatta tai
karakterisointia tulee jatkaa lisatestauksilla.

Opinnaytetydn toisessa osassa mahdollistettiin Anti- hTHS mikrotiitterilevyjen tuotantoprosessi
rinnakkaisella tuotantolinjalla. Tuotantotilassa sijaitsevat kaksi tuotantolinjaa ovat samankaltaisia
keskenaan, jolloin rinnakkaisen tuotantolinjan soveltuvuutta levyjen valmistukseen tarkasteltiin
riskiarviona.  Riskiarvion perusteella todettin  tuotantolinjan soveltuvan  Anti-hTHS
mikrotiitterilevyjen valmistukseen ja tuotanto saatiin mahdollistettua rinnakkaiselle linjalle.
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OPTIMIZATION OF THE ANTI-hTSH
MICROTITRATION STRIPS PRODUCTION
PROCESS

Objective of this thesis was to optimize the manufacturing processes of two antibody-coated Anti-
hTHS microtiter plates produced in Coated Plate Manufacturing at Wallac Oy. These microtiter
plates are used for TSH assays. The aim of the optimization was to develop the manufacturing
processes so that the manufacturing capacity would increase in quantity and the currently
available equipment would be utilized as efficiently as possible. The project involved two different
products, the manufacturing processes of which were optimized in different ways.
Correspondingly, the thesis was divided into two different parts, and each product is discussed
separately.

In the first part of the thesis project, the optimization was a part of a larger validation project, in
which the batch size of the Anti-hTSH microtiter plate manufacturing process was to be increased.
The most significant variable process parameter in batch size growth was the extended
production lead time. With increased lead time, the antibody solution used in the process must
also remain usable for a longer period. The preservation of the solution in an extended process
was characterized in the thesis.

For characterization, a smaller than normal test batch was prepared. The solutions used for plate
manufacturing were allowed to age before starting the process, and the finished plates were
subjected to quality control tests. From the results it was concluded that the homogeneity of the
solution could not be reliably ensured. The batch size of the manufacturing process should either
not be increased or the characterization should be continued with further testing
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1 JOHDANTO

Opinnaytetyon toimeksiantajana toimi PerkinElmer Wallac Oy. Turussa toimiva Wallac
Oy on osa kansainvalistd Perkin Elmer Inc.-konsernia, joka kehittdd ja valmistaa
reagensseja, laitteita ja ohjelmistoja kliinisen seulonnan, bioanalyyttisen tutkimuksen,
laakekehityksen, seka kliinisen diagnostiikan tarpeisiin. Yrityksen tarkeimpiin tuotteisiin
kuuluvat vastasyntyneiden ja sikion raskauden aikana ilmenevien sairauksien
seulontaan kaytettavat laitteistot ja reagenssit. Seulonnoilla pyritdan [6ytdmaan
vastasyntyneista harvinaisia ja vakavia synnynnaisia sairauksia sairastavat, jotta hoito

naihin sairauksiin voidaan aloittaa mahdollisimman ajoissa."

Tama opinnaytetyd suoritettin Wallac Oy:n kemiantuotannon levyvalmistuksessa.
Levyvalmistuksessa valmistetaan eri maarityksia varten vasta-aineilla koutattuja
mikrotiitterilevyja, jotka toimivat alustana suoritettavalle immunomaaritykselle.
Immunomaarityksia suoritetaan Wallacin omilla maarityslaitteilla, joista tassa
opinnaytetyossa kasitellaan kahta: AutoDELFIA® (dissociation-enhanced lanthanide
fluorescence immunoassay) laitetta sekd GSP® (Genetic Screening Processor)- laitetta.
Tyon tavoite oli optimoida kahden eri Anti-hTSH vasta-aineella koutatun mikrotiitterilevyn
tuotantoprosessia vastaamaan paremmin nykyistd kysyntda ja tuotannon tarpeita.
Tuotteita kaytetddn samaan immunoma&aritykseen, jossa seulotaan vastasyntyneiden
kilpirauhasen vajaatoimintaa. Tuotteiden levytyypit ja immunomaaritykseen kaytettavat
maarityslaitteet ovat kuitenkin erit. Opinnaytetyon selkeyttdmisen vuoksi tuotteet
erotetaan toisistaan viittaamalla niihin niiden maarityslaitteen mukaisesti GSP-levyina
(GSP®-maaritys) ja AutoDELFIA-levyina (AutoDELFIA®-maaritys).

Opinnaytetydn ensimmainen osa kasittelee GSP-Anti-hTSH levyjen erakoonkasvatusta
edeltdvan kouttausliuoksen sailyvyyden karakterisoinnin  sekd liuosylimaarien
vahentamisen kartoituksen. Sailyvyyden maarittdminen on valttdmatdn vaihe ennen
GSP-Anti-hTSH mikrotiitterilevytuotteen maksimierdkoon nostamista ja verifiointia 5000
levysta 8500 levyn erakokoon. Erdakoon kasvatuksessa levyjen valmistusprosessissa
merkittdvimmat muuttuvat parametrit ovat suuremmat liuostilavuudet ja pidentynyt
tuotantosarjan lapimenoaika. Nama tekijat voivat vaikuttaa liuosten homogeenisuuteen

seka Anti-hTSH vasta-aineen sailyvyyteen kouttausliuoksessa.

Opinnaytetyon toisessa osassa mahdollistettiin AutoDELFIA-Anti-hTSH levyjen tuotanto

uudella tuotantolinjalla, mika lisda kyseisen tuotteen tuotantoprosessin joustavuutta.
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Samalla kyseisen tuotteen valmistusprosessin pesu-kyllastysvaiheen annostelussa
otettiin kayttddn entistd laajemmat hyvaksymisrajat. AutoDELFIA-Anti-hTSH levyn
tuotantoprosessin muutokset suoritettiin ilman kaytdnnon testauksia riskiarviolla, jossa
arvioitiin uuden tuotantolinjan kayttonotosta koituvat riskit. Riskiarvion perusteella tehtiin

paatos tuotantomuutoksen kanssa etenemisesta.
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2 MAARITYSPERIAATE JA -TEKNOLOGIA

Wallac Oy on PerkinElmerin suurimpia tuotekehitys- ja valmistusyksikoéita, jossa
kehitetddn ja valmistetaan tuotteita terveydenhuollon tarpeisiin. Laiteratkaisuja
valmistetaan moniin kayttétarkoituksiin ja ne soveltuvat suuriin tuotantomittakaavan
tarpeisiin ja my0s pienempiin laboratorioihin. Tassa opinnaytetydssa kasitellyt laitteet ja

tuotteet ovat vain pieni osa PerkinEImerin tarjoamista tuotekokonaisuuksista.?°

2.1 hTSH immunomaaritys

Vastasyntyneille tehtavalla hTSH (human thyroid stimulating hormone) -
immunomaaritykselld maaritetdan kvalitatiivisesti ihmisen kilpirauhasta stimuloivan
hormonin tyreotropiinin toimintaa. Tyreotropiini erittyy aivolisdkkeen etulohkosta ja sen
ensisijainen tehtdva on saadelld tarkeimpien kilpirauhashormonien (tyroksiini,
trijodityroniini) synteesia ja eritysta. Synnynnainen kilpirauhasen vajaatoiminta on melko
yleinen sairaus, jota esiintyy noin yhdella vastasyntyneelld 3000:sta. Sairaus on helposti
hoidettavissa tyroksiini-hoidolla, jos se havaitaan tarpeeksi ajoissa. Hoitamattomana
sairaus voi johtaa peruuttamattomiin aivovaurioihin. Sairauden kliininen todentaminen
on haastavaa, mutta se on selkeasti havaittavissa vastasyntyneen hTSH-
hormoniarvojen kohoamisesta ja tyroksiiniarvojen laskusta. Korkean spesifisyytensa ja
herkkyytensa ansiosta hTSH-testaus on nykyaan paras tapa maarittaa vastasyntyneitten
kilpirauhasen vajaatoimintaa. Maaritykseen kaytetddn Wallac Oy:lla tuotettuja ja
kehitettyja AutoDELFIA®- sekd GSP®-laitteita ja teknologiaa.? Wallac Oy valmistaa kahta
kilpirauhasen vajaatoimintaa seulovaa immunomaarityskittia; Neonatal hTSH ja
Neonatal Thyroxine (T4), joista hTSH seulonta suoritetaan vastasyntyneelle ensin. Jos
hTSH tulokset viittaavat kilpirauhasen vajaatoimintaan, T4 seulonta voidaan suorittaa

varmentavana seulontana kilpirauhasen vajaatoiminnan todentamiselle.°

Neonatal hTSH on fluori-immunometrinen maaritys, jossa tapahtuvan immunoreaktion
tulokset mitataan aikaerotteisen fluorometrian avulla. hTSH maarityksessa kaytetaan
kahta hiiresta peraisin olevaa vasta-ainetta joista toinen on sidottuna kiintedan faasiin eli
96-mikrotiitterilevyn pintaan ja toinen on vapaana maarityksessa kaytettdvassa
puskuriliuoksessa. Molemmat vasta-aineet reagoivat hTSH-molekyylin eri epitooppien

eli tunnistekohtien kanssa. Kuoppalevylle kiinnitetty vasta-aine sitoo hTSH-molekyylin
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verindytteestad kuoppalevylle. Maarityspuskurin vasta-aine puolestaan sisaltdad herkasti

fluoresoivan leima-aineen.?

Leimana maarityksessa hyddynnetddn maametalleihin kuuluvia lantanideja kuten
Europiumia, Samariumia ja Terbiumia.? Nama lantanidi alkuaineet ovat hyvin
luminesoivia ionimuodoissaan, eli kun viritetyn lantanidi-ionin viritystila purkautuu se
vapauttaa ylimaaraisen energiansa sateilemalld valoa tietyllda aallonpituudella.
Lantanidi-ionia ei sellaisenaan pystytd sitomaan vasta-aineeseen tai viritdmaan
tehokkaasti, joten immunomaarityksessa naita lantanidi-ioneja hyédynnetdan sitomalla
ne varauksien avulla kelaattirakenteeseen. Kelatointi mahdollistaa lantanidi-leiman
sitoutumisen biologiseen yhdisteeseen. Vasta-aineeseen sidotut lantanidikelaatit eivat
kuitenkaan ole fluoresoivia. Taman vuoksi maarityksessa kaytetaan mittaliuosta, jonka
alhainen pH saa lantanidi-ionin irtoamaan vasta-aineeseen kiinnittyneesta
kelaattirakenteestaan. Mittaliuoksessa lantanidi-ioni sitoutuu uuteen UV-valoa
absorboivaan kelaattirakenteeseen.3' Nain muodostunut kelaatti sateilee fluoresenssia,
joka on mahdollista mitata aikaerotteisella fluorometrialla. Sitoutumattomat leimavaste-
aineet pestdaan pois maarityksestd ennen mittaluoksen lisdamista, jolloin

fluoresenssisignaali on suoraan verrannollinen naytteen hTSH-pitoisuuden kanssa.3®

Immunomaaritykset voidaan jakaa kahteen eri paatyyppiiin: kilpaileva (FIA=
fluoroimmunoassay) ja ei kilpaileva (IFMA= immunofluorometric assay). hTSH -maaritys
on esimerkki IFMA -maarityksestd, jossa nayte ja leimattu vasta-aine lisatdan
maaritykseen vaiheittain. IFMA -maarityksen periaate on havainnollistettu kuvassa 1.
Naytteessa oleva analyytti reagoi ensin kuoppalevyn kuoppiin koutatun vasta-aineen
kanssa ja mydhemmin lisatty leimattu vasta-aine sitoutuu analyytin toiseen epitooppiin

muodostaen niin kutsutun "sandwich”-mallin. 32

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Kristiina Oksanen, Laura Salminen



Analyte in

sample Incubation
x N/ Z
F<< + ® + iﬂsu = ,
Fe
Solid phase Eu-labeled
specific IgG specific IgG

/ o v
o DELFIA —_— Fluorescence
%ﬁ»( + Inducer ;T// Eu measurement
Eu (

Kuva 1. Ei-kilpaileva maaritys, IFMA%®

Tyroksiinitasoja mittaava T4-maaritys on FIA -maaritys. FIA -maarityksessa reagenssit
lisdtdan yhta aikaa, jolloin ndytteen analyytti ja leimattu analyytti kilpailevat kuoppalevyn
pintaan kouttautuneen vasta-aineen sitoutumispaikoista. FIA -maarityksen periaate on
havainnollistettu kuvassa 2. Painvastoin kuin IFMA-maarityksessa, FIA-maarityksessa
fluoresenssi-signaali pienenee sitd mukaan mitd suurempi maara naytteessa olevaa,
leimaamatonta analyyttia sitoutuu kuoppalevyn pintaan eli mitattu fluoresenssi on

kaantaen verrannollinen naytteen pitoisuuteen.*
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Kuva 2. Kilpaileva maaritys, FIA®
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2.2 Aikaerotteinen fluorometria

Wallacin DELFIA® -teknologia perustuu aikaerotteiseen fluorometriaan, jossa
luminesoiva leima-aine viritetddn energianldhteelld, kuten fluorometrin laserilla
korkeammalle energiatasolle.® hTSH-maarityksessa viritettava kelaattirakenne absorboi
itseensa valon energiaa, jonka se siirtda lantanidi-ionille.” Viritystilan purkautuessa
ylimaarainen energia vapautuu valona kun lantanidi-ioni palaa alemmalle energiatasolle.
Lantanidi-ionit sateilevat valoa tietyllda aallonpituudella, jota mittaamalla saadaan
selvitettyd DELFIA-maarityksen tulokset. %

Perinteisen fluorometriamittauksen huonona puolena on maarityksen
taustafluoresenssi, joka voi johtaa virheellisiin tuloksiin ja vahentaa maarityksen
herkkyyttd.6 Taman takia immunofluoresenssimittaukseen on yhdistetty aikaerotteinen
mittaus, jonka periaate on esitetty kuvassa 3. Aikaerotteisen fluoresenssin mittaaminen
vahentaa huomattavasti lyhytkestoisen taustafluoresenssin vaikutusta maaritystuloksiin
pidentamalla aikaa fluoroforin virityksen ja fluoresenssinmittauksen valilla.” Lantanidi
kelaateilla on muihin fluoroforeihin verrattuna pitka fluoresenssin puoliintumisaika. Kun
mittaus tehdaan sopivalla aikaviivella, muiden kuin lantanidi kelaattien tuottama
fluoresenssi on ehtinyt vaimentua, eikd taustafluoresenssi paase vaikuttamaan

maaritystuloksiin. 8
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Kuva 3. Aikaerotteisen fluorometrian toimintaperiaate.

2.3 AutoDELFIA® -maéarityslaitteen toimintaperiaate

DELFIA -teknologia on Wallac Oy:n kehittdmad menetelmd immunomaaritykselle.
AutoDELFIA® (kuva 4) on maailmanlaajuisesti kaytetty immunomaarityslaitteisto
raskauden ajan ja vastasyntyneitten seulontaan.® AutoDELFIAN kayttama fluoresenssi-
immunoma&aritys on erittdin herkk& ja siind ilmenevat biologisen naytteen
autofluoresenssista  johtuvat  hairi6t ovat sen  kayttdman  aikaerotteisen
mittausmenetelman ansiosta vahaisia.> AutoDELFIA- maaritykselld ei saada yhta
tarkkoja tuloksia kuin massaspektrometrialla, mutta sen teknologia on
massaspektrometriaan verrattuna yksinkertaisempaa ja edullisempaa.’® AutoDELFIAN
etuina toimivat sen automaattisuus ja helppokayttéisyys, mikd on mahdollistanut sen

laajan suosion immunomaaritysten saralla.®

AutoDELFIA- laite suorittaa maarityksen kaikki vaiheet automaattisesti. Maarityksella voi
testata seeruminaytteita tai kuivattuja veritaplanaytteitd. Seeruminaytteet testataan nay-

teprosessoriyksikolla nayteputkista. Laite laimentaa naytteet tarvittaessa automaattisesti
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ennen mikrotiitterilevylle annostelua, minkd jalkeen mikrotiitterilevyt ladotaan
automaattisesti laitteen levyprosessoriyksikkdon. Veritaplanaytteiden testausta varten
nayteprosessoriyksikkd korvataan automaatti-puncherilla, jolla yhdesta veritapla
naytteesta voidaan lavistda useita pienempia naytteita niiden analysointia varten. Wallac
Oy valmistaa erilaisia puncher laitteita, joilla nayte lavistetddn suodatinpaperilta
mikrotiitterilevylle rei’ittimen avulla. Yleisesti yhdestd veritaplanaytteestd saadaan

lavistettya viisi naytetta.

AutoDELFIA® laitteella ja sen kanssa tehtavilla maarityksilla on myos joitain heikkouksia.
DELFIA-maarityksissa vasta-aine sidotaan lantanidi-leimaan kayttden apuna
dietyleenitriamiinitetra-asetaattia (DTTA) Ln-DTTA kelaatteina. Maarityksen lopulla Ln-
ioni irrotetaan leimattuun vasta-aineeseen sitoutuneesta kelaatista happamalla
mittaliuoksella, joka sisaltaa 2-naftoyylitrifluoriasetonia (NTA). Ln ja 2-NTA muodostavat
yhdessa erittéin fluoresoivan Ln-2-NTA kompleksiyhdisteen. Ln-DTTA kelaatit ovat
kuitenkin herkkia reagoimaan suuriin konsentraatioihin kompleksiyhdisteita kuten EDTA
(etyleenidiamiinitetraetikkahappo). Tama hairid johtaa lantanidi-leiman irtoamiseen
ennen mittaliuoksen lisddmista, mikd puolestaan johtaa vaariin negatiivisiin tuloksiin.
Maaritystd voi hairitd myods korkeat metalli-ionipitoisuudet. Lisaksi laitteella on
mahdollista suorittaa vain immunomaarityksia ja vain yksi erd kerrallaan. Uutta
maaritysta ei voida aloittaa ennen aikaisemman maarityksen valmistumista ja eran

tyhjentamista laitteesta.®

T A
\
o) a A

Kuva 4. AutoDELFIA® maarityslaite.'?
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2.4 GSP® -maarityslaitteen toimintaperiaate

GSP® (Genetic Screening Processor, kuva 5) on suuren suoritustehon analysaattori,
joka on tarkoitettu vastasyntyneiden seulontanaytteiden kvantitatiiviseen ja
kvalitatiiviseen mittaamiseen 96-kaivon mikrotiitterilevylta.® Toisin kuin AutoDELFIA:lla
GSP-laitteilla ei suoriteta laisinkaan raskauden ajan seulontoja, joihin kaytetdan
seeruminaytteita, vaan kaikki kaytettavat naytteet ovat kuivattuina veritaplind. GSP® on
Wallac Oy:n uusin ja edistynein immuno-maarityslaite ja sitd markkinoidaan korvaavana
laitteena AutoDELFIA:lle. Toiminnan periaate on sama kuin AutoDELFIA-laitteella, mutta

sen suoritus on tarkempaa ja nopeampaa.?

GSP-laitteella on mahdollista tehda useita maarityksid samanaikaisesti ja laitteelle on
lisatty useita toiminnantarkastuksen menetelmia virheellisten tulosten valttamiseksi,
kuten naytteen eluoinnin tarkastus. GSP-laitteella tehtdvien immunomaaritysten
virheellisia tuloksia on onnistuttu vahentdmaan immunomaarityksessa keytettavan
kelatoivan aineen vaihdolla. GSP -maarityksissd kaytettavissa puskuriliuoksissa
kaytetdan kelatoivana aineena DTTA:n sijasta dietyleenitriamiinipenta-asetaattia
(DTPA). Ln-DTPA on Ln-DTTA yhdistetta stabiilimpi kompleksiyhdiste eikd naytteiden
kontaminoituminen muilla kompleksiyhdisteilld, kuten EDTA, endd johda vaariin

negatiivisiin tuloksiin.

Kuva 5. GSP® maarityslaite."
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3 MUUTOKSENHALLINTA LAATUJARJESTELMASSA

Valmistettavaan tuotteeseen tai tuotantoprosessiin kohdistuvissa muutoksissa on
tarkedd huomioida muutoksen vaikutukset tuotteen laatuun. Laadun takaaminen on aina
Wallacilla prioriteetti ja tdman takia muutokset pyritdan tekemaan mahdollisimman
hallitusti ja harkitusti. Eri mittakaavan tuotantomuutoksille on omat menettelytapansa,

joista jokaisessa Wallacin laatujarjestelma takaa tuotteen laadun.
3.1 Laatujarjestelma

Tuotannollisen liiketoiminnan laatupolitikka perustuu laadunhallintajarjestelmaan, joka
koostuu toisiinsa vaikuttavista prosesseista. Prosessien avulla varmistetaan, etta asiak-
kaille toimitetut tuotteet ja palvelut ovat turvallisia ja toimivia, seka tayttavat aisiakkaan
ja viranomaisten asettamat vaatimukset. Laadunhallinnan keskeinen vaéline on
laatukasikirja, jossa kuvataan laatustandardeihin perustuvat toimintatavat kattaen
Wallac Oy:n tuotantoyksikkéon liittyvat prosessit ja niiden toiminnan. Standardeihin
perustuvan laatupolitikan yllapitdmistd valvotaan seka ulkoisilla, ettd sisaisilla

auditoinneilla.™

Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelméa noudattaa terveydenhuollon laitteiden
laatustandardia EN [ISO 13485:2016, Euroopan parmalentin ja neuvoston
l&akintalaitedirektiivia 98/79/EY, amerikkaisen FDA:n laatujarjestelmasaadoksia ja QMS
ISO 13485:2016 standardia MDSAP — saanndksen alla, sekd muita soveltuvia

maakohtaisia viranomaismaarityksia tarpeen mukaan.

ISO 13485:2016 standardi maarittelee vaatimukset organisaatioille, jotka tuottavat ja
tarjoavat ladkinnallisia laitteita, ja niihin liittyvia palveluita. Standardi perustuu ISO 9001
— laatustandardiin, mutta on spesifinen ja vaatimustasoltaan korkeampi l&akinnallisten
lait-teiden ja palveluiden osalta.’”® Euroopan direktiivi 98/79/EY on in vitro —
diagnostiikkaan tarkoitetuista I&akinnallisista laitteista annettu Euroopan parlamentin ja
neuvoston direktiivi."® Amerikkalainen viranomainen FDA valvoo ladkkeiden ja

laakinnallisten laitteiden myyntia ja markkinointia USA:ssa.'
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3.2 Muutoksenhallinta

Standardien mukaisessa tuotannon ohjauksessa prosessin muutokset viedaan lapi va-
hingoittamatta tuotteita tai palveluja. Muutoksen voi aiheuttaa mm. asiakasvalitukset,
poikkeamat laadussa, tarkastuksien huomautukset tai prosessin kehittamistarpeet. Wal-
lac Oy:n muutostenhallintaprosessia kontrolloidaan tiedottamisella seka laatujarjestel-

man mukaisilla hyvaksymis- ja kayttéonottoperiaatteilla.™

Tehokas muutostenhallinta kattaa riskien arvioinnin, verifiointi- ja
validointitoimenpiteiden suunnittelun, vastuunjaon sekd aikataulun. Jaljitettavyyden
takaamiseksi kaikki muutokset dokumentoidaan ja jokaisesta muutoksesta syntyy
jarjestelmaan laatutallenne. Laatujarjestelman mukaisen muutostenhallintapolitiikan
tuloksena toimenpiteet on suoritettu vaatimusten mukaisesti, seka tuotteet ja palvelut

tayttavat edelleen niille asetetut spesifikaatiot.”

3.3 Karakterisointi

Karakterisointi on menettely jota kaytetdan jos prosessi tai testimenetelma ei ole tar-
peeksi tunnettu, jotta sitd voidaan toistettavasti kontrolloida. Téllaiset prosessit taytyy
karakterisoida ja optimoida dokumentoitujen tutkimusten avulla. Karakterisoinnissa luo-
dun prosessin toimivuus todennetaan validoinnissa. Karakterisointiraporttien taytyy olla
hyvaksyttyja ennen validointiprosessin aloittamista.'®

Karakterisointitutkimukset voidaan tehda ilman etukateen hyvaksyttya suunnitelmaa,
koska karakterisointi ei vaadi ennalta asetettujen hyvaksymiskriteerien tayttymista.
Suunnitelman tekeminen on kuitenkin suositeltavaa karakterisoinnin kattavuuden

varmistamiseksi.'®

3.4 Verifiointi ja prosessi-validointi

Verifiointi on tarkastukseen ja testaukseen perustuva varmistuminen siitd, etta
maaritellyt vaatimukset on taytetty, kun taas validoinnilla tarkoitetaan tutkimukseen ja
objektiiviseen nayttddn perustuvaa varmistumista siita, etta tiettya kayttdéa koskevat
vaatimukset pystytdan toistettavasti tayttamaan. Kaytannodssa sellaiset tuotteiden
valmistukseen liittyvat prosessit, joita ei ole mahdollista 100% tarkkuudella verifioida,

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Kristiina Oksanen, Laura Salminen



12

validoidaan, jotta varmistutaan siitd, ettd tuote tayttda sille asetetut vaatimukset

toistettavasti.'®

Validointi suoritetaan aina noudattamalla etukateen hyvaksyttya validointisuunnitelmaa,
joka sisaltda hyvaksymiskriteerit. Validoinnin tarve voi syntya uuden tuotteen tai proses-
sin  kehittdmisestd tai muutoksesta jo olemassa olevaan prosessiin.
Prosessivalidoinnissa tulee huomioida prosessin kaikkien osa-alueiden (materiaalien,
laitteiden, ymparistdn, ohjelmiston ja henkildstén) erillistarpeet prosessikokonaisuuden

toimivuuden todentamiseksi.'®

Wallacilla validointi-, verifiointi- ja karakterisointi -suunnitelmat seka vastaavat raportit
kasitelldaan ja hyvaksytadan validoinnin ohjausryhmassa (VST). Wallacin kaytantdjen
mukaan VST kokoontuu viikoittain ja edustettuina tulee olla laadun, tuotannon,
tuotekehityksen ja  validoinnin  asiantuntijat.  Validointisuunnitelma  perustuu
karakterisoinnissa toimiviksi osoitettuihin parametreihin ja niille asetettuihin

toleransseihin.®

Ennen prosessivalidointia validointivastaavan on varmistettava, ettd kaytettavat
testimenetelmat ja -ohjelmistot ovat validoituja ja kaikki laitteistot on kvalifioitu seka
laitteistojen kalibroinnit ovat voimassa. Prosessivalidointi suoritetaan tuotantotiloissa
siellda kaytossaolevalla tuotannon laitteistolla. Validointisuunnitelma koulutetaan
prosessin kanssa tydskenteleville tuotannon tydntekijoille, jotka suorittavat validoinnin
testiajot'®

3.5 Riskiarvio

Tuotantoprosesseissa ja laitteiden kaytossa on olemassa riskeja, jotka voivat aiheuttaa
merkittavid tuottavuus-, tuotettavuus- tai kustannusongelmia. Tuotannollisten
prosessien rieskienarvioinnilla etsitdén vastauksia kysymykseen, "Mikd voi menna
vikaan?”. Toimenpiteillda varmistetaan, ettd eri tuotteisiin liittyvat tuotantoprosessien
mahdolliset  riskit ovat huomioituna  sek& niiden  vaikutus  pyritdan
minimoimaan.Jokaisella tuotantoprosessilla on omat ominaispiirteensa, mutta
tuotannollisten riskien arvioinnin 1ahtdkohdat ovat kokonaisriskin kannalta tuotettavuus,
tuottavuus, taloudellisuus ja spesifikaatioiden mukaisuus. Riskiarvion tieto saadaan
tyypillisesti aiemmasta datasta, faktoista, kokemuksista ja teoreettisista analyyseista. '°
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3.6 Quality by Design

Quality by Design (QbD) on 2000 luvulla |adkkeiden ja analyyttisten menetelmien
kehityksessa kayttéon otettu lahestymistapa. Aikaisemmin tuotekehityksen ja tuotannon
laadunvarmistus perustuivat valmistetun tuotteen laaduntarkkailuun ja testaukseen
jolloin mahdolliset ongelmat havaittiin vasta valmiista tuotteesta. QbD:n idea on rakentaa
laatu tuotteeseen jo tuotteen kehitysvaiheessa suunnittelemalla tuoteen
valmistusprosessi tukemaan valmiin tuotteen suorituskykyd. QbD perustuu
tuotantoprosessin jatkuvaan kehittdmiseen seuraamalla ja kerdamalla tietoa prosessin
parametreista, = materiaaliominaisuuksista ja  kriittisistd  laatuominaisuuksista.
Ymmartamalla naiden tekijoiden vaikutukset on mahdollista kehittdad prosessia

eteenpain seka vieda muutosprosessit lapi hallitusti riskeja arvioiden.*

Wallacilla tuotantoprosessit mukailevat QbD periaatteita, mutta prosessien
validointimenettelyt seuraavat yleisesti perinteisen tuotekehityksen malleja, joissa
tuotteen valmistusprosessi on ennalta maaratty, eikd prosessi ole helposti
muokattavissa ilman uusia testauksia ja validointeja. Prosessin painopiste on sen
optimoinnissa  ja  toistettavuudessa. QbD |8hestymistapaa  hyddyntamalla
valmistusprosessia olisi mahdollista saatéa ilman ylimaaraista validointia niin kutsutun
suunnitteluavaruuden (design space) sisalla, joka koostuu prosessin tunnetuista
kriittisista prosessiparametreista ja laatutekijoistd. Sen tarkoituksena on rajata
tuotekehityksen muuttujat ja niiden yhteisvaikutukset joustavasti sailyttden lopputuotteen
laadun hyvana. Prosessiparametrien muuttumisesta huolimatta, valmistusprosessin
kehitysvaiheessa todetut laatuun vaikuttavat tekijat pysyvat samoina niin kauan kun
parametrit pysyvat suunnitteluavaruuden rajojen sisalla. QbD lahestymistavalla voitaisiin
ainakin osittain korvata tydlaat validointiprosessit ja sailyttda silti tuotteille kriittinen

laatutaso korkeana.%?
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4 MITTAKAAVAN NOSTAMINEN

Kun prosessin tuottokapasiteetti ei enaa riitd vastaamaan tuotannollista tarvetta, tulee
mittakaavaa nostaa. Tavoitteena mittakaavan muuttamisessa suuremmaksi on tunnistaa
kriittisesti vaikuttavat tekijat ja kehittda prosessia niin, etta silla voidaan edelleen tuottaa
spesifikaatioiden mukaista tuotetta suuremmalla tuotannollisella kapasiteetilla. Oleellista
on havaita kuinka muutokset mittakaavassa vaikuttavat prosessin fysikaalisiin
ominaisuuksiin. On 1dydettédva siis prosessille sellaiset parametrit, ettd fysikaalinen
samankaltaisuus  toteutuu. Esimerkiksi huomattavasti suurempien liuosten
valmistuksessa tulee huomioida, ettei sekoittamista voida suorittaa samoilla

parametreilla tai sekoittimilla kuin pienemmassa mittakaavassa.

Fysikaalista samankaltaisuutta voidaan tarkastella eri nakdkulmista riippuen siita, millai-
set ominaisuudet maaraavat tuotteelle oikeat spesifikaatiot. Tarkastelun kohteena voivat
olla geometriset, kinemaattiset ja dynaamiset ominaisuudet seka lampaétiloihin tai kemial-

liseen reaktioon kuten liukenemiseen liittyvat tekijat.?°

Tassa opinnaytetydssa mittakaavan nostamisen kohteena oli tuotantoprosessi, jossa
l&htdmittakaavaa voidaan pitda jo valmiiksi suurena. Tuotantovolyymi siis vaihtelee
tuotantolaitteiston pysyessd samassa mittakaavassa. Taéllaisessa panostyyppisessa
prosessissa laitteistoon liitettdvien astioiden ja liuosten volyymi vaihtelee, jolloin
suurimmat kriittiset tekijat mittakaavan nostamisessa ovat suuremmat liuostilavuudet
seka suuremmasta volyymista johtuva pidempi tuotantoprosessin lapimenoaika.
Pidentynyt lapimenoaika vaikuttaa prosessissa kaytettavien liuosten sailymiseen

homogeenisena, joka on lopputuotteen spesifikaatioiden kannalta kriittinen tekija.
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5 TUOTANTOPROSESSI JA LAITETEKNIIKKA

Tuotantoprosessissa mikrotiitterilevyja pinnoitetaan eli koutataan vasta-aineella. Levyn
kuoppien pinta, joihin vasta-aine Kiinnittyy, toimii immunomaarityksessa alustana
tapahtuvalle reaktiolle.?! Esimerkkimalli mikrotiitterilevystd on esitetty kuvassa 6.
Mikrotiitterilevy muodostuu levykehyksesta, johon on kiinnitetty kahdeksan levystripsia.
Jokainen levystripsi on irroitettavissa levysta seka yhdistettavissd muihin saman mallin

levyihin.

Kuva 6. Mikrotiitterilevy on 96- kuoppainen levy, joka on rakennettu levykehyksesta ja
kahdeksasta erillisista 12 kuoppiasesta stripsista.

Tuotantotyyppi levyvalmistuksessa on eratuotantoa, eli valmistetaan tuotekohtaisia
levyeria.?? Eri tuotteiden valmistusprosessit ovat periaatteeltaan samankaltaisia, mutta
tuotekohtaiset liuokset ja prosessiparametrit vaihtelevat. Tuotantoprosessi jakaantuu
liuosten valmistukseen, kouttaus-, pesu - ja kyllastys - sekd loppuaspirointi- ja

pakkausvaiheisiin.?’

Levyja valmistetaan kahdessa eri tuotantotilassa (KOU- puoli ja OYS1 puoli), joiden
laitetekniikka poikkeaa toisistaan prosessin ollessa kuitenkin sama. Kaikkien
tuotantoerien liuokset valmistetaan tuotannon yhteyteen sijoitetussa

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Kristiina Oksanen, Laura Salminen



16

liuosvalmistustilassa. Vanhemmassa tuotantotilassa (OYS1) jokaista prosessivaihetta
varten on omat linjansa, joihin on asennettu kaikki yhteen prosessivaiheeseen tarvittavat
komponentit. Laitteissa prosessoitavien levyjen syottd ja poisto linjalta suoritetaan

manuaalisesti.

Tassa opinnadytetydssa tuotantoa optimoitin myéhemmin kayttéon otetussa tilassa,
jossa on kaksi toisiaan vastaavaa linjaa (KOU3 ja KOU4). Molemmilla linjoilla on
mahdollista suorittaa levyvalmistuksen kolme ensimmaistd prosessivaihetta. Kaikkia
linjoilla tapahtuvia toimintoja ohjataan kayttdliittymasta, josta kussakin vaiheessa on
mahdollisuus  valita  kaytettdvat toiminnot  erikseen. Linjat ovat osa
automaatiojarjestelmaa, jossa levyt kulkevat jarjestelman lapi levypaleteilla. Molemmilla
linjoilla on oma siirto- ja kasittelyjarjestelma, jonka kautta levyt siirretddn samalle
pakkauslaitteelle. Automatisoidumpi kasittely mahdollistaa mittakaavaltaan suuremman
ja tehokkaaman tuotannon.Tuotantoprosessi on havainnollistettu vuokaaviossa

litteessa 1.2

5.1 Vasta-aineannostelu

Ensimmaisessa prosessivaiheessa vasta-aineliuos annostellaan levylle, jolloin vasta-
aine kiinnittyy levyn kuoppiin. Levyjen pinnoittaminen eli kouttaaminen vasta-aineella on
kriittinen prosessivaihe, koska levyjen toiminta on immunoma&érityksen kannalta
olennaista. Koutatun levyn tulee sisaltdd riittdva maara vasta-ainetta jokaisessa

kuopassa, annostelun tulee olla tasainen eika levyssa saa esiintya hairitsevia tekijoita.

Linjan valmistelutdiden jalkeen levyt siirretdan levypaleteissa levynsyo6ttoyksikkoon,
josta ne siirtyvat kamparadalle. Kamparadan tehtavana on kuljettaa levyt prosessin lapi.
Ennen annostelua suoritetaan staattisen sahkdn poisto, levyjen orientaation tarkastus ja
partikkelinpoisto. Mustesuihkutulostimilla levyihin merkitdan viivakoodi seka erékohtaiset
tuotetiedot. Tarkkuusannostelu tapahtuu annostelupaahan liittettyjen letkujen ja ja pump-

putorniin asennettujen kiertomantapumppuijen avulla.?’

Pumpuissa on laskurit, jotka saatelevat pumppujen nopeutta ja kierrosmaaraa annoste-
lun yhteydessa. Annostelun toistettavuus varmistetaan pumppujen saanndllisella kalib-
roinnilla. Pumput pumppaavat tuotteelle maaritellyn tilavuuden liuosta letkuja pitkin an-

nostelupaan pilleihin, joista liuos siirtyy levyn kuoppiin.?*

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Kristiina Oksanen, Laura Salminen



17

Kouttausvaiheen annostelutilavuutta kontrolloidaan ajon aikana punnituslevyilla eran
alussa, puolivalissa ja lopussa riippuen eran koosta. Kuoppien nestepinnan korkeus tar-
kastetaan jokaisesta levysta ultradanilukijalla. Kouttausvaiheen paatteeksi levyt siirtyvat
kamparadalta  takaisin  levypaleteille, jotka  siirretddn  inkubointikarryihin.
Inkubointivaiheessa vasta-aineen kiinnnittymisreaktion  levyn kuoppiin annetaan

tapahtua kontrolloiduissa olosuhteissa.

5.2 Pesu-kyllastysvaihe

Tuotekohtaisen  kouttausinkubointiajan  taytyttyd prosessia jatketaan pesu-
kyllastysvaiheella, jossa vuorotellaan pesu- ja kyllastysliuosten dispensoinnin ja
aspiroinnin valilla. Dispensoinnin tarkoituksena on annostella riittdva maara pesu- tai
kyllastystyliuosta levyn kuoppiin. Aspiroinnissa tavoitteena on minimoida aikaisemmin
annostellun kouttaus- ja pesuliuoksen maara kuopassa ennen uuden liuoksen
dispensointia irroittamatta kuopan pintaan kouttaantunutta kerrosta. Aspirointien
jaannoskosteudelle ja dispensointien annostelutilavuuksille on validoitu rajat, joita

kontrolloidaan punnistuslevyill.

Levyjen sy6tto ja kulkeminen linjalla toimii samalla periaatteella kuin kouttausvaiheessa,
mutta nyt linjaan on kytkettyna aspirointi- ja dispensointipdat. Tuotteesta riippuen
pesuliuoksia annostellaan levyille kahta tai kolmea eri tyyppia ja viimeisessa vaiheessa
suoritetaan yksi kyllastysliuosannostelu. Liuosten annostelu tapahtuu paljepumppuilla,
jotka pumppaavat liuosta dispensointipaiden pillien kautta levyjen kuoppiin. Aspirointi
suoritetaan pumppaamalla liuos levyn kuopista aspirointipailld, joiden imupillien kautta
liuos siirtyy jatesailioon. Kyllastysliuoksen annostelun jalkeen levyt siirretdan jalleen

levypaleteissa inkubointikarryihin.

5.3 Loppuaspirointi ja pakkaus

Kyllastysinkuboinnin paatyttya viimeisessa prosessivaiheessa kyllastysliuos aspiroidaan
pois. Loppuaspiroinnille on maaritelty tuotekohtainen jaanndskosteus ja aspiroinnin
imupaine saadetdan erillisestd jarjestelmasta. Jaanndskosteutta kontrolloidaan
punnituslevyilld, joille on ma&aritelty hyvaksymisrajat. Punnituslevyistd tarkastetaan

visuaalisesti my6s aspiroinnin tasaisuus.?®
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Aspirointivaiheen paatteeksi levyt kulkeutuvat pakkauslinjalle levyjen automaattisen
siirto- ja kuljetuslinjan avulla. Pakkausvaihe alkaa pohjamateriaalin muovauksella
syvavetoyksikdssa. Muovattuun pakkauksen alapohjaan asetetaan kuivapussi erillisesta
kuivapussien syottdyksikdsta. Taman jalkeen loppuaspirointivaiheen lapikayneet levyt
asetetaan muovattuihin levyrasioihin. Pakkauksen paallinen muodostuu laminaatista,

johon tulostetaan tuotekohtainen etikettitunniste.

Etiketoinnin jalkeen laminaatti saumataan levyrasiaan ja pakkausrasiat leikataan oikean
kokoisiksi. Pakkauslinjalta valmistuneet levyt tarkastetaan visuaalisesti, ja ajon aikana
keratddn myds laadunvalvontaan menevat naytelevyt. Pakkausvaiheen jalkeen levyt
siirretdan  komponenttivarastoon odottamaan  kitteihin  pakkausta. Jokaiselle
valmistuvalle erélle tehddan tuotekohtaiset laadunvalvontatestaukset ennen tuotteiden

myyntiin hyvaksymista.?’
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6 LAADUNVALVONTA

Levyvalmistuksessa valmistetut tuotteet kayvat [api analyyttikohtaisen laadunvalvonnan.
Levyjen laadunvalvonta tehdaan erdohjeen mukaan AutoDELFIA maarityslaitteella. Anti-
hTSH tuotteen normaaliin laadunvalvontaan kuuluvat homogeenisuus-, tausta- ja

signaalitaso-, sekad kokoomalevytesti.?”

Homogeenisuustesti on levyerdd mittaava signaalitasotesti. Testissa mitataan
mikrotitterilevyjen ja kuoppien valista tasalaatuisuutta vertaamalla levyjen sisaista ja
valista signaalitason suhteellista keskihajontaa eli CV-prosenttia.?® Levyjen siséiselle ja
valiselle keskihajonnalle on Wallacilla maaritetty tietyt rajat, joiden mukaan maaritetdan
onko kyseinen levyera homogeeninen. Tuotantoerdn homogeenisuuden testausta
varten erasta otetaan 8 levya tasaisesti lapi erdn, mukaanlukien eran ensimmainen ja

viimeinen hyvaksytty levy.?’

Tausta- ja signaalitasotestilla testataan levyn fluoresenssi-signaalin riittdvaa erottumista
taustafluoresenssista eli tuotteen signaali-tausta-suhdetta. Tata testia varten tarvitaan
yksi levy satunaisesta kohdasta eraa.

Kokoomalevytestin tarkoitus on mitata levyeran homogeenisuutta, mutta testiin
kaytetddn vain neljaad tuotantoeran levya; 1 alusta, 2 keskeltd ja 1 lopusta.
Mikrotiitterilevyt koostuvat levykehyksestd seka irroitettavista levystripseistd jotka
muodostuva erillisistd kuopista. Kokoomalevytestissa levyistd kootaan kaksi
kokoomalevya poimimalla jokaisesta levysta kaksi levystripsia samalle levykehykselle.
Nain on mahdollista saada kuoppien valisen tasalaatuisuuden lisaksi tietoa myos levyjen

valisesta vaihtelusta. 2’

Normaalin laadunvalvonnan lisdksi kuoppalevyille voidaan tehda erikoistapauksissa
lisdlaadunvalvontaa. Nain toimitaan esimerkiksi kun tuotannon aikana on tapahtunut
poikkeamia. My0s testierille on yleisena kaytantona tehda lisdlaadunvalvontatesteja ja
normaalia laadunvalvontaa laajempia testejd, kuten kombinaatiotesti ja kiihdytetty
sdilyvyystesti. Kombinaatiotesti mittaa koko maarityskitin toimivuutta, testaamalla
komponenttien yhteensopivuutta ja niiden toimivuutta spesifikaatioiden mukaisesti

oikeilla naytteilla.
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6.1 Kiihdytetty sailyvyys

Jokaiselle tuotteelle on maaritelty sailyvyysaika ja olosuhteet, joissa valmistaja takaa
tuotteen tayttdvan spesifikaatioiden, eli tuotteelle asetettujen vaatimustenmukaisen
toimivuuden. Koska tuotteen sailyvyyden tutkiminen reaaliajassa testattavien
prosessimuutosten kohdalla on erittdin hidas projekti, on sailyvyys mahdollista testata
myds kiihdytettyjen olosuhteiden avulla. Menetelméssa kiihdytettyjd olosuhteita
verrataan normaaleihin sailytysolosuhteisiin. Normaaleilla olosuhteilla tarkoitetaan
tuotteelle maariteltyja sailytysolosuhteita, jossa tuote sailyy viimeiseen kayttdpaivaan

asti.’®

Kun sovelletaan kiihdytettyja sailytysolosuhteita, on tehtava tiettyja kemiallisia
olettamuksia, jotta matemaattinen malli on mahdollista muodostaa. Oletetaan, etta
hajoaminen on kemiallinen reaktio ja mitd korkeammaksi Iampdtila nousee, sita
nopeammin hajoaminen tapahtuu. Kun muodostetaan yhtaléa biomolekyylien
hajoamisesta, voidaan olettaa, ettd biomolekyylien hajoaminen noudattaa ensimmaisen

asteen reaktiokinetiikkaa, joka on esitetty kaavassa 1.
In C =kt + b, missa

C = konsentraatio
k = nopeusvakio
t = aika

b = vakio

Kaava 1. Biomolekyylien hajoamisen laskukaava
Puoliintumisaika ei ole konsentraatiosta riippuvainen, joten kiihdytetty sailyvyystutkimus
voidaan tehda kayttaen yhta konsentraatiota. Puoliintumisajan laskeminen on esitetty

kaavassa 2.

k=1In2/ty, missa

t12 = puoliintumisaika.

Kaava 2. Puoliintumisajan laskukaava
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Biomolekyylien hajoamisnopeus noudattaa Arrheniuksen yhtalda, joka on esitetty

kaavassa 3

-E
k = serT , missa

k = nopeusvakio

s = frekvenssitekija

E = aktivaatioenergia

R = kaasuvakio (8,314 JK' mol ™)

T = absoluuttinen Iampétila K (273.15 K + 1ampdtila)

Kaava 3. Arrheniuksen yhtal6

Kaytettdessa Arrheniuksen yhtalda on kuitenkin edellytettava, ettd biomolekyylien
hajoamisreaktio noudattaa ensimmaisen asteen reaktiokinetikkaa. Tama on
testattavissa mittaamalla biologista aktiivisuutta ajan funktiona, jolloin voidaan todeta,
etta piirretty kuvaaja on lineaarinen. Arrheniuksen yhtaléa voidaan kayttaa, kun halutaan
laskea millainen aika kiihdytetyissd olosuhteissa vastaa yhdisteen normaalia
sailytyslampétilaa. Yleisesti biomolekyylien hajoamiselle on kaytdssa aktivaatioenergian
approksimaatio 83 736 J/mol. Kyseisten tietojen avulla tietyille lampdtiloille on laskettu
valmiiksi vastaavuusaikoja ja kertoimia, joilla mahdollista arvioida tarvittava sailytysaika

kiihdytetyssa lampétilassa.®

Esimerkiksi tdssa opinnaytetydssa tutkittavan tuotteen normaali sailytyslampdtila on +4
°C (+2- +8 °C) ja sailyvyys 720 vuorokautta. Kiihdytetty sailyvyyslampdtila on 35 °C,
jolloin aktivaatioenergian 83 736 J/mol vastaavuuskerroin on 39. Sailytysajaksi saadaan

talloin kaavalla 4 laskettuna

730 vrk
39

=19 vrk.

Kaava 4. Kiihdytetyn sailyvyyden sailytysajan laskukaava
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Pyoristys tehdaan yléspain kokonaiseksi vuorokaudeksi. Kiihdytetyn
sailyvyystutkimuksen hyvaksyntarajoina kaytetaan tuotteen loppulaadunvalvontatestien
hyvaksymisrajoja.*
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7 TUOTANNON OPTIMOINNIN MENETTELYT
KAYTANNOSSA

Kaytannon osuus koostui kahden eri tuotteen tuotantoprosessin optimoinnista. Tuotteet
ovat molemmat Anti-hTSH maaritykseen kaytettavid mikrotiitterilevyja, mutta poikkeavat
toisistaan kuitenkin maaritykseen kaytettdvan laitteen osalta. Opinnaytetyon
selkeyttdmisen vuoksi tuotteet erotetaan toisistaan viittaamalla niihin niiden
maarityslaitteen mukaisesti GSP-levyind (GSP®-maaritys) ja AutoDELFIA-levyina
(AutoDELFIA®-maaritys).

7.1 Optimointi osa 1: GSP — maaritykseen kaytettdva Anti-hTSH mikrotiitterilevy

Tuotantoprosessien optimoinnin ensimmainen osuus liittyi Anti-hTSH
mikrotiitterilevytuotteen erdkoon kasvattamiseen nykyisesta 5000 levysta 8500 levyyn.
Kyseinen levy on kaytossa GSP Neonatal hTSH -kiteissa, joiden kysynta on nousussa.
Ennen varsinaista erdkoon kasvatuksen aloittamista verifiointieralla oli maaritettava
lopputuotteen kannalta prosessin kriittiset tekijat ja kuinka mittakaavan nosto vaikuttaa
naihin. Levyjen valmistusprosessin merkittdvimmat muuttuvat parametrit olivat

suuremmat liuostilavuudet seka pidentynyt tuotantosarjan Iapimenoaika.

Karakterisoinnin suunnittelu aloitettiin kartoittamalla vanhojen erakoon kasvatusten ja
validointien perusteella, mita tulisi testata ja missa oli mahdollista vedota olemassa
olevaan dokumentaatioon. Karakterisoinnin mallina kaytettiin  Anti-rabbit 1gG
mikrotiitterilevytuotteelle tehtya erdkoon kasvatusta, silld sen valmistusprosessi ja siina
kaytettavat liuokset ovat hyvin samankaltaisia Anti-hTSH mikrotiitterilevytuotteen

kanssa.

Valmistusprosessiin  vaadittava vaaka, propellisekoittimet sekd pesu- ja
kyllastysliuosastiat oli jo karakterisoitu Anti-rabbit IgG mikrotiitterilevytuotteen erakoon
kasvatuksen yhteydessa 9000 levyn vaatimien liuosmaarien valmistamiseen.
Aikaisempaan karakterisointiin perustuen astioiden ja sekoittimien todettiin soveltuvan
myds Anti-hTSH mikrotiitterilevytuotteen liuosten valmistukseen kun erakoko nostetaan

8500 levyyn, eika valineide uudelleen karakterisointia nahty tarpeelliseksi.
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Anti-rabbit ja Anti-hTSH mikrotiitterilevytuotteiden valmistuksessa kaytettavat kouttaus-,
pesu-, ja kyllastysliuokset ovat myds hyvin samankaltaisia keskenaan, osa jopa
identtisia. Kouttausliuokset eroavat toisistaan liuosten vasta-aineiden ja siihen lisattavan
variainekonsentraatin osalta. Kouttausliuokset sisaltavat suoloja (Natriumdivetyfosfaatti
ja di-Na-vetyfosfaatti) seka proteiineja (vasta-aineet), jolloin niiden koostumuksen
voidaan sanoa sekoituksen nakokulmasta olevan lahes samankaltainen. Myos
kyllastysliuosten valilla on eroavaisuutta, mutta pitoisuudet ovat naissa niin pienia, ettei
niiden kayttaytyminen mekaanisen k&sittelyn nakdkulmasta juuri poikkea toisistaan.
Naihin tietoihin ja Anti-rabbit mikrotiitterilevyn erdkoonkasvatuksen yhteydessa tehtyyn
aikaisempaan liuossekoituskarakterisointin  vedoten  todettiin, ettei liuosten

valmistusvaihetta suuremilla liuostilavuuksilla ollut tarvetta karakterisoida uudelleen.

Mittakaavan kasvaessa prosessin  |apimenoaika linjalla pidentyy ja nain ollen
kouttausliuos seisoo linjalla pidemman ajan. Anti-hTSH vasta-aineen sailyminen
stabiilina ja liuoksen pysyminen homogeenisena pidentyneessd prosesissa olivat
kouttausliuoksen kohdalla tuntemattomia tekijéita, joten annosteluvaiheen pidentymisen
vaikutus tuotteeseen oli selvitettdvd. Ennen testausta karakterisoinnista luotiin
suunnitelma. Karakterisointisuunnitelma ja tulevat toimenpiteet hyvaksyttiin validoinnin

ohjausryhmassa.

7.1.1 Vasta-aineliuoksen stabiilisuus

Annostelunopeus 100 ul annostelutilavuudella KOU4 -linjalla on noin 820 levya tunnissa
ja KOU3 -linjalla 743 levya tunnissa. Ero lapimenoajoissa johtuu kiertomantapumppujen
eri lukumaaristd pumpputorneissa. Molemmilla linjoilla 8500 levyn kouttaus on
mahdollista tehdd kahdessa vuorossa. Tuotannon tehokkuuden maksimoimiseksi
kaytanndssa levyja koutataan talla hetkelld vain KOU4 -linjalla jolloin KOU3 -linja toimii

varavaihtoehtona Anti-hTHS mikrotiitterilevytuotteen valmistuksessa.

Kouttausliuoksen sailyvyyttd testattin valmistamalla normaalia pienempi testiera.
Tuotannon pidempaa lapimenoaikaa jaljiteltin  seisottamalla kouttausliuoksia
huoneenldammdssa ennen prosessin aloittamista. Seisotusajoiksi valittin 14, 24 ja 34
tuntia. Tuotannon lapimenoajan minimivaatimus on 14 tuntia, jolloin 8500 levyn erakoko
on mahdollista valmistaa kahdessa vuorossa. Aikaisemmin tehdyssa Anti-Rabbit 1gG
mikrotiitterilevytuotteen erakoon kasvatuksessa sailyvyytta tutkittiin 24 tuntiin asti. Mikali

tama sailyvyys saavutettaisiin myds Anti-hTSH mikrotiitterilevyn kohdalla saataisiin
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erdohjeisiin yhtenevaisyyttd. Tuotannollisia ongelmatilanteita varten valittin mukaan
myds huomattavan pitka seisotusaika 34 tuntia. Taman perusteella haluttiin tietoa siita,

miten mahdolliset tuotantoseisokit vaikuttavat levyjen laatuun.

Testiera valmistettiin kahdesta eri Anti-hTSH kouttausliuoksesta A ja B, jotka valmistettiin
perakkaisind paivina. Nain saatiin toteutettua pitkat seisotusajat seka suoritettua
testierdn valmistaminen hairitsemattd mahdollisimman vahan muuta tuotantoa.
Kouttausliuoksen A valmistuksessa hyddynnettin  Anti-hTSH tuotantoeraa, josta
kouttausliuosta jatettiin seisomaan 200 levya vastaava liuosmaara. Tasta liuoksesta
valmistettiin 24 ja 34 tunnin aikapisteiden testilevyt. Liuoksen B nollapiste- levyt , joihin
muita aikapisteitd verrattiin, valmistettiin tuotantoeran yhteydessa. Kouttausliuos B
valmistettiin testierdn valmistuspaivan aamuna ja tasta liuoksesta valmistettiin 14 tunnin
aikapisteen testilevyt. Mukaan koutattiin myds liuoksen B nollapiste. Testieran valmistus

on havainnollistettu kuvassa 7.

KOU3

Pdiva 1 Pdiva 2 | Pdiva 3 Pdiva 4

Kouttausliuos 1 Kouttausliuos 2 = inkubointi pesu-kyllastys e Loppuaspirointi
valmistus valmistus Kouttaus levyille (Oh) » o yilsty 1 ™+ pakkaus

|

¥
v

Seisotus |

Vilipesu |

»{ Kouttaus levyille (24h) l_
!

Letkujen ilmaus |

> Kouttaus levyille (34h)

i

Vilipesu |

Kouttaus levyille (14)

Pesu- ja kyllastysliuosten
valmistus

Kuva 7. Karakterisointieran valmistus sailyvyystestausta varten.

Testieran kouttaus-, pesu-, kyllastys- ja pakkausvaiheet suoritettin KOU3-linjalla.
Jokaisen aikapisteen kouttauksessa annostelutilavuudet tarkastettiin punnituslevyilla
annosteluiden alussa ja lopussa. Kouttausvaiheessa suoritettiin pumpputornien valipesu
kouttausliuosten vaihtojen valilla. Kaytettdessd samaa liuosta, pumpputornien letkut

iimattiin ajamalla letkuissa seisonutta liuosta hylkyyn noin 500 ml ennen kouttausta.
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Pesu- ja kyllastysvaiheet suoritettiin kaikille levyille seuraavana paivana niin, etta
kouttausinkubointiaika oli vaatimusten mukainen. Tassa vaiheessa prosessia
kouttausliuoksilla A ja B prosessoidut levyt yhdistyivat yhdeksi testierdksi, ja levyt
prosessoitiin  loppuun samoilla pesu- ja kyllastysliuoksilla. Annostelutilavuudet
tarkastettiin punnituslevyilla ajon alussa ja lopussa. Mikali eri aika-pisteissa koutattuja
levyja prosessoitiin linjalla samanaikaisesti, pidettiin levyt erillddn syéttdmalla levyjen
valiin merkattuja punnituslevyja. Neljantend paivana suoritettiin loppuaspirointi ja
pakkaus niin, ettd kyllastysinkubointiaika oli vaatimusten mukainen. Loppuaspiroinnin

jaénndskosteus tarkastettiin punnituslevyilla.

Testieran levyille tehtiin nimikkeen erdaohjeen mukainen laadunvalvonta eli levyn TSH-
homogeenisuustesti, kokoomalevytesti seka NEO-TSH- signaalitasotesti. Lisaksi levyille
tehtiin kiihdytetty sailyvyystestaus homogeenisuuden sekd tausta- ja signaalitason
osalta. Kiihdytettavat levyt sailytettiin Iampokaapissa 19 vuorokautta 35 °C lampétilassa.
Laadunvalvonta— ja sailyvyystestauksissa 0, 14 ja 24 tunnin aikapisteet olivat oma
kokonaisuutensa. Pisimman seisotusajan eli 34 tunnin aikapiste pidettiin testeissa
erillisend, silla oli odotettavissa, ettd huomattavan pitkén kouttausliuoksen seisotusajan
jalkeen tulokset poikkeavat merkittavasti verrattaessa muihin aikapisteisiin. Tahan
varaudulttiin valmiiksi, jotta tulosten tulkinta tulisi olemaan helpompaa. Testauksissa levyt
jaoteltiin kahteen eri laitteeseen. Vaikka kyseessa oli GSP-maaritykselle kehitetty tuote,
tehtiin kaikki mittaukset kayttden AutoDELFIA - laitetta nimikkeen erdohjeen mukaisen

laadunvalvonnan mukaisesti.

7.1.2 Liuosylimaarien pienentadminen

Tuotannon pesu- ja kyllastysliuosylimaaria pyritddn optimoimaan tuotannon kulujen
minimoimiseksi ja fosfaattipitoisen jatekuorman pienentdmiseksi. Liuosylimaarien
pienentamisen konkreettinen testaus suoritetaan vasta verifiointieran yhteydessa, mutta
liuoslaskut ja pienentamisen teoreettiset mahdollisuudet kartoitettiin jo karakterisoinnin

suunnittelun yhteydessa.?

Erdkoon kasvatuksen myota pesu- ja kyllastysliuoksien astiat vaihtuvat suurempiin
astioihin, joiden venttiili on noin 4 cm astian alareunasta. Astioiden hukkatilavuudeksi on
laskettu tdman perusteella noin 13 litraa, mutta mittaamalla havaittiin kuitenkin astioiden
hukkatilavuuden olevan kaytannossa lahempana 20 litraa. Pesuliuoksen kayttomaaraan

lisataan talla hetkelld 23 litran erdkohtainen liuosylimaara, jonka lisaksi lisataan myos
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levykohtainen ylimaara: 1,24 ml/levy. Kaytetty levykohtainen liosylimaara on suurin syy,

miksi erakoon kasvatus kasvattaa myds tuotannossa syntyvan liuosylimaaran maaraa.?

Liuosylimaaraa pienentaessd on otettava huomioon tuotantoerdan kuluvan liuoksen

lisdksi eran alkupesuissa ja vikatilanteissa kuluvan liuoksen maara.
Pesuliuos

Levyvalmistuksen pesuliuostilavuudet lasketaan kaavan 5 mukaisesti, johon on otettu
mukaan levykohtainen ja erdkohtainen liuosylimaara.?” Eri erakokojen pesuliuoksen

liuostilavuudet on laskettu taulukkoon 1.

valmistettava liuostilavuus = levymaara(kpl) X 0.0311+ 231

Kaava 5. Pesuliuoksen valmistuksen laskukaava.?’

Taulukko 1. Anti-hTSH erakokokohtaiset pesuliuostilavuudet

Erdkoko (kpl) Pesuliuos tilavuus (1)
5000 178
7000 240
8500 287

Kerrottaessa levymaara kuoppalevyn kuoppien maaralld ja annostelutilavuudella
saadaan todellinen kayttomaara.?® Taulukkoon 2 on kaavaa 2 kayttaen laskettu liuoksen
todellinen kayttémaara eri erakoissa annostelutilavuuksittain. Todellinen kayttémaara on
sitten vahennetty valmistetusta maarasta, jota kautta on saatu tuotannosta ylijaavan

liuoksen maara.

todellinen kdayttomaara = levymadara (kpl) X 96 X annostelutilavuus (1)

Kaava 6. Todellisen kayttdémaaran laskukaava
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Taulukko 2. Pesuliuoksen kayttémaara ja liuosylimaara.

Annostelutilavuus (ul) | Todellinen kdyttomaara (I) | Liuosylimaara (1)

5000 levya | 8500 levya 5000 levya | 8500 levya
290 140 237 38 50
300 144 245 34 42
310 149 253 29 34

Minimi liuosylimaaran maaraksi mitattiin 20 litraa.?® Laskujen perusteella pesuliuoksen
erdkohtainen 23:n litran liuosylimaara voidaan 8500 levyn erdkoossa laskea 15:sta
litraan, koska era- ja levykohtaisen liuoksen yhteisylimaard on 34-50 litraa, mika on
reilusti yli vaadittavan 20 litran. Taulukkoon 3 on laskettu liuosylimaarat kun erakohtainen

ylimaara lasketaan 23:sta 15 litraan.

Taulukko 3. Pesuliuoksen liuosylimaara pienemmalla erokohtaisella ylimaaralla.

Annostelutilavuus (pl) Liuosmaarat, kun 23 ylimaara lasketaan 15 litraan
5000 levya 8500 levya

290 30 41

300 26 34

310 21 26

5000:n levyn erakoolle olisi myds teoriassa mahdollista vahentda erakohtainen
liuosylimaara 15:sta litraan. Kokonaisliuosylimaara jaisi talldéin kuitenkin niin I&helle
minimivaatimusta, etta riski liuoksen kesken loppumisesta olisi liian suuri. Tuotannossa
sattuvat vikatilanteet kuluttavat liuoksia arvaamattomia maaria, mihin ei voida varautua

muuten kuin riittavalla liuosylimaaralla.
Kyllastysliuos

Valmistettavan kyllastysliuoksen maara lasketaan kaavalla 4. Laskuissa kaytetaan

kerrointa n, joka maaraytyy aina erdkoon mukaan jakamalla kaytetty erakoko 5000:lla.
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valmistettava livostilavuus = (n X 174kg) X tiheys

Kaava 7. Kyllastysliuoksen valmistuksen laskukaava

Taulukossa 4 on laskettu kerroin n, 5000:n ja 8500:n levyn erdkoille ja sitd kayttden

laskettu valmistettavan kyllastysliuoksen maara nailla erakoilla.

Taulukko 4. Kyllastysliuoksen valmistettava liuosmaara

Erdkoko n Liuostilavuus (l)
5000 1 167
8500 1,7 285

Todellinen kayttomaara laskettiin kayttden samaa kaavaa kuin pesuliuoksille (kaava 2).
Taulukkoon 5 on laskettu kyllastysliuoksen todellinen kayttdomaara seka liuosylimaara

kun liuosta valmistetaan erdohjeen mukainen maara.

Taulukko 5. Kyllastysliuoksen kayttémaara ja liuosylimaara

Annostelutilavuus (pl) | Todellinen kdayttomaara | Liuosylimaara (l)

M

5000 levya | 8500 levya | 5000 levya 8500 levya
255 123 209 44 76
265 128 217 39 68
275 132 225 35 60

Erakoon kasvatus 8500:aan

levyyn kasvattaa huomattavasti

kyllastysliuoksen

ylimaaraliuoksen maaraa. Maaran pienentamiseksi kerrointa n laskettiin 1,7:sta 1,5:een.

Uudella kertoimella

taulukkoon 6.
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Taulukko 6. Kyllastysliuoksen liuosylimaarat pienmmalla kertoimella.

Annostelutilavuus (ul) | 8500:n levyn erdkoon liuosylimaarda kun kerroin n
lasketaan 1,7 2 1,5

255 42
265 34
275 26

Kertoimen laskeminen vahentaisi kyllastysliuoksen liuosylimdaraa vahintaan 18:lla

litralla kun annostelu on sille asetetuissa rajoissa.

7.2 Optimointi osa 2: AutoDELFIA — maaritykseen kaytettava Anti-hTSH

mikrotiitterilevy

Tuotantoprosessien optimoinnin toinen osuus liittyi AutoDELFIA laitteella maaritettavan
Anti-hTSH  mikrotiitterilevytuotteen  tuotantoprosessin  jokaisen prosessivaiheen
mahdollistamiseeen rinnakkaisella tuotantolinjalla ja sen pesu- Kkyllastysliuosten
hyvaksymisrajojen kayttéonottoon. Optimoinnin tavoiteena oli lisata tuotantoprosessin

joustavuutta ja nain helpottaa tuotannon suunnittelutyota.

7.2.1 Pesu- ja kyllastysvaiheiden seka loppuaspiroinnin mahdollistaminen
rinnakkaiselle linjalle (KOU3)

Levyvalmistuksen KOU-tuotantotiloissa kaytdéssd oleva KOU4-linja on validoitu
tuotantokayttédn vuonna 2012 ja sen yhteydessa on myos karakterisoitu kyseisen linjan
toimivuus Anti-hTSH mikrotitterilevyjen pesu-kyllastys- ja loppuaspirointivaiheiden
tuotantolinjana. Kyseisen validoinnin aikana KOU3-linja ei ollut viela tuotantokaytdssa,
minka takia tuotetta ei validoitu molemmille linjoille samaan aikaan. KOU3 -tuotantolinja
on my6hemmin osoitettu riskiarvioiden avulla toiminnallisilta ominaisuuksiltaan
vastaavaksi linjaksi Anti-hTSH mikrotitterilevyjen tuotannon kouttausvaiheessa. Myds
pesu-kyllastys- ja loppuaspirointi haluttiin nyt mahdollistaa KOU3-tuotantolinjalle, jotta

tuotantoprosessin joustavuutta saatiin lisattya.
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KOU4 ja KOUS3 linjat ovat samankaltaisia keskendan ja nykyisin uudet levyerat

karakterisoidaan molemmille linjoille yhdella kertaa. Linjojen mekaaniset erot on listattu

taulukkoon 7.

Taulukko 7. Rinnakkaisten KOU4 ja KOU3 tuotantolinjojen mekaaniset erot

KOou4

KOU3

16 + 16 kiertomantapumpun pumpputornit

24 kiertomantapumpun pumpputorni

Linjalla automaattinen hylkyasema

viallisia levyja varten

Linja pysahtyy kun se havaitsee viallisen
levyn, levy poistetaan manuaalisesti

Nopeammin reagoivat sensorit mista
johtuen hieman nopeampi tuotantolinja

KOU3:een verrattuna

Hitaammin reagoivat sensorit mista

johtuen hieman hitaampi tuotantolinja

KOU4:aan verrattuna

KOU3 linjan mahdollistaminen rinnakkaislinjana paatettiin suorittaa riskiarviona, silla
linjat ovat niin samankailtaisia ettei muutoksesta aiheudu tarpeita validointiaktiviteeteille
tai kdytanndntesteille. Riskiarviossa- vedottiin linjojen samankaltaisuuden lisaksii KOU3-
linjalla jo valmistettaviin tuotteisiin, joista Anti-IRT tuote on Anti-hTSH:n kanssa hyvin
samankaltainen. Riskiarvioinnin perusteella KOU3 -linjan todettiin soveltuvan Anti-hTSH
mikrotitterilevyjen tuotantoprosessille seka

myos pesu-kyllastys-

loppuaspirointivaiheissa.

7.2.2 Pesu- ja kyllastysliuosten saato- ja hyvaksymisrajat

Anti-hTSH- levyja valmistetaan levyvalmistuksen molemmissa tuotantotiloissa OYS1- ja
KOU -puolella. KOU -puolen eraohjeisiin on tuotannon pesu-kyllastys vaiheeseen
maaritelty kyseisten liuosten annostelutilavuuksille pelkat sdatérajat kun taas OYS1-
puolen pesu-kyllastyslinjalle PPL1 on maaritelty saatdrajojen lisdksi myds laajemmat
hyvaksymisrajat. Samat hyvaksymisrajat halutaan kayttéén myés KOU-puolen linjoilla

prosessien yhdenmukaistamiseksi ja, jotta valtytdan aiheettomilta poikkeamilta.

Optimoinnin  kohteena olevan Anti-hTSH mikrotiitterilevytuotetta valmistetaan
levyvalmistuksen kaikilla tuotantolinjoilla, joista PPL1- linjalla annostelutilavuuksien
hyvaksymisrajat ovat jo kaytdssa. Hyvaksymisrajat ovat todettu toimiviksi rajoiksi OYS1-

puolella jolloin tdhan vedoten voidaan samat hyvaksymisrajat ottaa kayttéon myds KOU-
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puolen tuotantolinjoilla kyseisen tuotteen tuotantoprosessissa. Muutos ei tall6in tuo uusia

riskeja Anti-hTHS- mikrotiitterilevytuotteen tuotantoprosessiin.
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8 TULOSTEN KASITTELY

Tulosten kasittelyssa optimointi osa 1:en osalta tulkittiin kuinka vasta-aineliuos sailyi
stabiilina pidennetyneessd tuotannon lapimenonajassa. Tarkastelun alla oli levyjen
laadunvalvontatestausten maarityksissd antama signaalitaso ja signaalitasossa
tapahtuva lasku eri aikapisteissa. Testeja tehtiin levyille niiden O-pisteessa seka
kilhdyteyn sailyvyyden jalkeen.Testauksien tuloksia verrattiin keskenaan ja stabiilisuutta
arvioitin  myds  vertailemalla tuloksia varsinaisille tuotantoerille tehtavien

laadunvalvontatestien tuloksiin.

Optimointi osa 2:en kohdalla tarkasteltiin mita jatkotoimia tuotannonoptimointi tuotti ja
pohdittiin miten yritys voisi tulevaisuudessa kasitella ja tehostaa tuotantoprosessiensa

optimoinnin menettelytapojaan.

8.1 Vasta-aineliuoksen stabiilisuus 0 pisteessa

Vasta-aineliuoksen stabiilisuutta tutkittin ensin 0 pisteessa. Tassa tapauksessa O-
pisteella tarkoitetaan ajankohtaa heti tuotannollisen vaiheen jalkeen, jolloin levyt eivat
vield ole kayneet 1api kiihdytettyjen olosuhteiden rasitusta. Nain saadaan tietda
valmistetuneiden mikrotiitterilevyjen antama signaalitaso ilman mahdollisia ajan
aiheuttamia muutoksia tuoteessa. Testieran levyistd maaritettiin levyvalmistuksen
erdohjeistuksen  mukaisesti levyjen homogeenisuus, kokoomalevy- seka
signaalitasotesti.

8.1.1 Homogeenisuus

Homogeenisuusmaaritys suoritettiin kahdeksalla levylla, jotka kerattiin testieran lapi.
Levyt jaoteltiin kahteen eri AutoDELFIA — laitteeseen niin, ettd kumpaankin laitteeseen
tuli nelja levyd. Aikapisteelle 34h suoritettin oma homogeenisuusmaaritys samalla
periaatteella. Liuosten A ja B nollapiste -levyjen antamista tuloksistalaskettiin
keskiarvo.Tulokset on esitetty taulukoissa 8 ja 9
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Taulukko 8. Taulukossa on esitetty homogeenisuusmaarityksen tulokset aikapisteissa

Oh, 14h ja 24h

Signaali mediaani
AutoDELFIA | Levy nro | Aikapiste/liuos (cps) CV% OK
1 D 83 Oh /A 1,2 X
24926
2 D 41 0Oh /B 1,7 X
3 D 329 14h /B 22189 1,9 X
4 D 130 24h /A 23327 1,5 X
5 M 119 Oh /A 1,5 X
22769
6 M 89 0Oh /B 1,9 X
7 M 403 14 /B 22030 1,8 X
8 M 208 24h /A 20556 2 X

Taulukko 9. Taulukossa on esitetty homogeenisuusmaarityksen tulokset aikapisteessa

34h
AutoDELFIA | Levy nro | Aikapiste/liuos | Signaali mediaani (cps) | CV% | OK
1 231 34h /B 22133 2,2 X
2 D 253 34h /B 21944 1,9 X
3 D 273 34h /B 22081 2,2 X
4 D 302 34h /B 22098 1,9 X
5 M 245 34h /B 20963 1,8 X
6 M 265 34h /B 19834 1,9 X
7 M 286 34h /B 20704 2,2 X
8 M 299 34h /B 19671 1,6 X

Molemmissa mittauksissa levykohtaiset CV -prosentit olivat hyvaksymisrajoissa.

Signaalitaso laskee 0 ja 24 tunnin aikavalilla, jolloin levyjen valinen CV - prosentti oli

korkea.

8.1.2 Kokoomalevytesti

Kokoomalevyt valmistettin keraamalla stripsejd kahdeksalta eri levylta neljalle eri

levyfreimille seuraavasti:
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Kokoomalevylle stripsit A ja E aikapisteistd Oh A, Oh B, 14 hja24 h
Kokoomalevylle stripsit G ja C aikapisteistd Oh A, Oh B, 14 hja24 h
Kokoomalevylle stripsit A ja E aikapisteistd Oh A, 14 h, 24 hja 34 h
Kokoomalevylle stripsit G ja C aikapisteistd Oh A, 14 h, 24 hja 34 h

PN =

Kokoomalevytestin tulokset on esitetty taulukoissa 10 ja 11. Levyjen CV-%
laskennassa olivat mukana kahden eri testiliuoksen A ja B lahtétilanne eliO h Aja 0 h
B.

Taulukko 10. Taulukossa on esitetty kokoomalevytestin tulokset aikapisteissa 0 h, 14 h
ja24h

Kokoomalevy 1 signaalit (cps)
Stripsit Oh A OhB 14 h 24 h Koko levy CV-%
A ja E keskiarvo 22304 | 22353 | 21508 | 21399 21891.2 2.3
Kokoomalevy 2 signaalit (cps)
Stripsit Oh A Oh B 14 h 24 h Koko levy CV-%
G ja C keskiarvo 21631 | 21618 | 20708 | 20664 21155.1 2.6
Levyjen vdlinenCV-% | 2.4

Taulukko 11. Taulukossa on esitetty kokoomalevytestin tulokset aikapisteissa Oh, 14h,
24h ja 34h

Kokoomalevy 3 signaalit (cps)
Stripsit Oh A 14 h 24 h 34 h Koko levy CV-%
A ja E keskiarvo 22541 | 22631 | 21318 | 21268 219394 3.4
Kokoomalevyt 4 signaalit (cps)
Stripsit Oh A 14 h 24 h 34 h Koko levy CV-%
G ja C keskiarvo 21507 | 21530 | 20004 | 20139 20794.9 4.0
Levyjen vdlinen CV-% | 3.7

Kokoomalevytestissa 0-24 tunnin aikapisteistd muodostettujen levyjen valinen CV-
prosentti oli hyvaksymisrajoissa. Kokoomalevyt, joissa oli mukana myo6s 34 tunnin
aikapiste eivat olleet hyvaksymisrajoissa, vaan levyjen valinen CV- prosentti kasvoi liian

suureksi.
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8.1.3 Signaalitaso

Signaalitasotestiin keratiiin jokaisesta aikapisteestd satunnaisesti yksi levy. Standardi
F:n signaalitaso lasketaan standardipitoisuuden huomioon ottavan kertoimen avulla
(kaava 8). Standardien mitatut pitoisuudet on esitetty taulukossa 12.

250ng/ml

K o =09
erroin kaytetyn standardi F:n pitoisuus

Kaava 8. Standardin F kertoimen laskukaava

Standardien pitoisuudet ja signaalitasotestin mitatut signaalit seka lasketut standardi F:n

pitoisuudet on esitetty taulukoissa 12 ja 13. Tulokset olivat niille asetetuissa rajoissa.

Taulukko 12. Standardien mitatut pitoisuudet

Standardien pitpisuudet
(ng/ml)

0,8
10,2
25,9
52,3
106
266

m|m| OO0 |m|>

Taulukossa 13 on esitetty signaalitasotestin tulokset aikapisteissa 0 h, 14 h, 24 h ja 34
h. Standardille F ei ole sellaisenaan maaritetty hyvaksymiskriteereja, mista johtuen sen

signaalitasoa voidaan tulkita vasta kaavan 8 mukaisen kertoimen huomioimisen jalkeen.

Taulukko 13. Signaalitasotestin tulokset aikapisteissa 0 h, 14 h, 24 hja 34 h

Signaali (cps) Oh A Oh B 14 h 24 h 34 h OK | Yli
Standardi A 1177 1285 1179 1107 1227 X
Standardi F 165054 | 143052 | 143696 | 137600 | 144790 - -
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Standardi F jossa kerroin
huomioitu 148549 |128747| 129326 | 123840 | 130311 | x

8.2 Vasta-aineliuoksen stabiilisuus kiihdytettyjen olosuhteiden jalkeen

Vasta-aineliuoksen stabiilisuutta selvitettin my6s testaamalla levyjen signaalitasoa
kiihdytettyjen olosuhteiden jalkeen. Talla selvitettiin sailyvatko levyt kayttdkelpoisina
vimeiseen kayttdpaivaansa asti. Levyja sailytettiin kiihdytetyissd oloissa kaavan 4
mukaan lasketun 19 vuorokauden ajan, minkd& jalkeen niille suoritettin samat

laadunvalvontatestit kuin O-pisteen levyille

8.2.1 Homogeenisuus

Homogeenisuusmaaritys suoritettiin jalleen kahdeksalla levylla, jotka kerattiin tasaisesti
testieran lapi. Levyt jaoteltiin kahteen eri AutoDELFIA — laitteeseen niin, ettd kumpaankin
laitteeseen tuli nelja levya. Aikapisteelle 34 h suoritettin oma homogeenisuusmittaus
samalla periaatteella. Liuosten A ja B nollapisteiden signaaleista laskettiin

keskiarvo.Tulokset on esitetty taulukoissa 14 ja 15.

Taulukko 14. Taulukossa on esitetty homogeenisuusmaarityksen tulokset 19 vrk jalkeen
aikapisteissa 0 h, 14 hja24 h

Signaali mediaani
AutoDELFIA |Levy nro |Aikapiste/liuos (cps) CV% OK
1 D 84 Oh /A 1,6 X
23196
2 D 34 0Oh /B 2,4 X
3 D 326 14h /B 21853 2,1 X
4 D 131 24h /A 22047 1,7 X
5 M 118 Oh /A 1,8 X
21781
6 M 88 0Oh /B 3,1 X
7 M 400 14 /B 21034 2 X
8 M 207 24h /A 19840 2 X
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Taulukko 15. Taulukossa on esitetty homogeenisuusmaarityksen tulokset 19 vrk jalkeen

aikapisteessa 34 h

Signaali mediaani
AutoDELFIA | Levy nro | Aikapiste/liuos (cps) CV% OK
1 D 232 34h/A 20971 1,7 X
2 D 262 34h/A 21241 2,2 X
3 D 282 34h/A 21112 1,6 X
4 D 304 34h/A 21303 1,7 X
5 M 242 34h/A 20473 2,4 X
6 M 252 34h/A 19611 1,8 X
7 M 272 34h/A 20392 2 X
8 M 290 34h/A 20012 2,2 X

Molemmissa mittauksissa levykohtaiset CV -prosentit olivat hyvaksymisrajoissa.

Signaalitaso laskee 0 pisteen ja 24 tunnin aikapisteen valilla, jolloin levyjen valinen CV -

prosentti oli korkea.

8.2.2 Kokoomalevytes

i

Kokoomalevyt valmistettiin jalleen keraamalla stripseja kahdeksalta eri levylta neljalle eri

levyfreimille samoin kuin kohdassa 8.1.2, Tulokset on esitetty taulukoissa 16 ja 17. .

Levyjen CV-% laskennassa olivat mukana kahden eri testiliuoksen A ja B l1ahtétilanne el

OhAjaOhB.
Taulukko 16. Taulukossa on esitetty kokoomalevytestin tulokset aikapisteissa 0 h, 14 h
ja24 h
Kokoomalevy 1 signaalit (cps)
Stripsit Oh A OhB 14h 24h Koko levy | CV-%
A ja E keskiarvo 21643 | 21747 | 21146 | 21235 21442.7 1.4
Kokoomalevy 2 signaalit (cps)
Stripsit Oh A OhB 14h 24h Koko levy | CV-%
G ja C keskiarvo 21171 | 20898 | 19994 | 20127 20547.6 2.8
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Levyjen vilinen CV-% | 2.2 |

Taulukko 17. Taulukossa on esitetty kokoomalevytestin tulokset aikapisteissa 0 h, 14 h,
24 hja34h

Kokoomalevy 3 signaalit (cps)
Stripsit Oh A 14 h 24 h 34h Koko levy | CV-%
A ja E keskiarvo 21741 | 21653 | 20547 | 20644 21146.2 3.0
Kokoomalevyt 4 signaalit (cps)
Stripsit OhA 14 h 24 h 34 h Koko levy | CV-%
G ja C keskiarvo 20948 | 21021 | 19753 | 19798 20379.9 34
Levyjen vdlinen CV-% | 3.2

Kokoomalevytestissa 0-24 tunnin aikapisteistd muodostettujen levyjen valinen CV- pro-
sentti oli hyvaksymisrajoissa. Kokoomalevyt, joissa oli mukana myds 34 tunnin aikapis-
te eivat olleet hyvaksymisrajoissa, vaan levyjen valinen CV- prosentti kasvoi liian

suureksi.

8.2.3 Signaalitasotesti

Signaalitasotestiin keratiin jokaisesta aikapisteesta satunnaisesti yksi levy. Standardi F:n

pitoisuuden laskemisessa toimittiin samoin kuin kohdassa 7.1.3.

Standardien pitoisuudet ja signaalitasotestin mitatut signaalit seka lasketut standardi F:n
pitoisuudet on esitetty taulukoissa 18 ja 19. Tulokset olivat niille asetetuissa rajoissa.

Taulukko 18. Standardien mitatut pitoisuudet

Kalibraattorien pitoisuudet
(ng/ml)
A 0,8
10,2
25,9
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Taulukko 19. Taulukossa on esitetty signaalitasotestin tulokset aikapisteissa 0 h, 14 h,

24 hja34h
Signaali (cps) Oh A Oh B 14h 24h 34h OK Yli
Standardi A 1060 1199 1109 1120 1195 X
Standardi F 158028 | 143966 | 141020 | 146094 | 138996 - -
Standardi F jossa kerroin
huomioitu 142225 | 129569 | 126918 | 131485 | 125096 X

8.3 Tulokset ja tulosten tarkastelu: optimointi osa 1

Homogeenisuustestin tuloksista muodostettiin eri

kouttausliuoksen sailytysajoilla

koutattujen levyjen signaalitasokuvaaja (kuva 8). Kuvaajassa O-pisteen signaali on

kouttausliuoksilla A ja B 0-pisteessa koutattujen levyjen signaalien keskiarvo kahdella

AutoDELFIA — laitteella maaritettyna. 34 tunnin aikapisteen mittaus haluttiin alun perin

pitda erilldan, silld oli odotettavissa, ettéd signaalitaso poikkeaa muiden aikapisteiden

tuloksista merkittavasti. Signaalit eivat kuitenkaan lopullisissa tuloksissa osoittaneet

merkkittavaa eroa 14 h ja 24 h aikapisteisiin ja kaikilla aikapisteilld 14 ja 34 h valilla

todettiin olevan eroa verrattuna Oh aikapisteeseen. Nain ollen 34 tunnin aikapiste

yhdistettiin samaan kuvaajaan.
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Homogeenisuustestin signaalikayra

Kuva 8. Levyjen homogeenisuusmaaritysten signaalitasoja kuvaava signaalikayra, jossa
on esitetty kaikki aikapisteet valilla 0-34 h.

Signaali laskee 0 ja 34 tunnin aikapisteiden valilld melko lineaarisesti. On havaittavissa
kuitenkin, ettd 14 ja 24 tunnin aikapisteiden valilla ei merkittdvaa muutosta tapahdu
kunnes signaali lahtee uudelleen laskuun. Verrattaessa homogeenisuustestin tuloksia O-
pisteessd sekd 19 vuorokauden kiihdytettyjen olosuhteiden rasituksen jalkeen, on
havaittavissa signaalin vaihtelun noudattavan  molemmissa tapauksissa ldhes

samanlaista muutosta alaspain.

Signaalitasojen tippumista tarkasteltiin prosentuaalisesti 0 pisteessa ja 19 vuorokauden
rasituksen jalkeen. O-pisteessd vasta-aineliuoksen 14 h seisotus ennen kouttausta
laskee signaalitasoa 7 %, 24h seisotus 8 % ja 34h seisotus 11 %. Kiihdytettyjen
olosuhteiden rasituksen jalkeen vastaavat prosentuaaliset arvot olivat 14 h seisotuksen
jalkeen 5 %, 24 h seisotuksen jalkeen 4 % ja 34 h seisotuksen jalkeen 8 %. Vertailun
vuoksi laskettiin tuotantoerien homogeenisuusmaarityksistéd ensimmaisten ja viimeisten

levyjen signaalitasoeroja ja havaittiin, ettd muutos naiden valilla oli noin 0,5 % luokkaa.

Kokoomalevytestin tuloksista muodostettiin pylvaskuvaaja (kuva 9), jossa vertaillaan

levykohtaista signaalia kokoomalevyittain.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Kristiina Oksanen, Laura Salminen



42

Kokoomalevyjen signaalitasojen vertailu

21000 D piste

nnnnn

Kuva 9. Kokoomalevytestin levyjen valinen signaalitaso verrattuna O pisteen ja 19
vuorokauden kiihdytettyjen sailytysolosuhteiden jalkeen.

Kokoomalevytesti mittaa my&s levyeran homogeenisuutta, mutta eri stripseista samalle
levykehykselle kootut levyt antavat enemman tietoa levyjen vaélilsestd vaihtelusta.
Kokoomalevyt 1 ja 2 on muodostettu aikapisteiden O h, 14 h, 24h levyjen stripseista.
Levyjen valilld signaalitaso laskee hieman, mutta levyjen valinen CV-prosentti jaa
kuitenkin hyvaksymisrajoihin. Kokoomalevyissa 3 ja 4 on mukana kaikki aikapisteet 0-34
h. Signaalin ero naiden levjen valillda on suurempi. Seka levykohtainen ettd levyjen

valinen CV — prosentti on melko korkea ja ylittada hyvaksymisrajat.

Homogeenisuustestin perusteella olisi mahdollista todeta, ettd kouttausliuos sailyy
signaalin  laskusta huolimatta, silld kaikkien levyjen CV-prosentit olivat
hyvaksymisrajoissa. Kuitenkin kokoomalevytestissa havaittu levyjen valinen vaihtelu

osoittaa, etta testiera ei ole homogeeninen.

Kiihdytettyjen olosuhteiden rasituksen jalkeen signaaleissa tapahtui muutoksia alaspain,
jolloin ero ennen rasitusta mittatujen levyjen signaaleihin oli 2-7% valilla. Signaalien
lasku ja vaihtelu noudattaa lI&hes samanlaista kaavaa 0 pisteessa seka 19 vuorokauden
rasituksen jalkeen. Tulosten perusteella ei ole mahdollista luotettavasti osoittaa, etta

kouttausliuos sailyisi pidentyneessa tuotannon lapimenoajassa.
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8.4 Tulokset ja tulosten tarkastelu: optimointi osa 2

Optimoinnin  toisessa osuudessa AutoDELFIA Anti-hTSH  mikrotiitterilevyjen
tuotantoprosessille ei suoritettu kaytannoén testauksia vaan optimointi perustui
tuotantoprosessin muutoksesta johtuvien riskien arviointiin. Riskiarviossa todettiin, etta
prosessiin tehtavat muutokset eivat luo uusia riskeja tuotantoprosessiin. Riskiarvioinnin
hyvaksynnan jalkeen avattiin muutosehdotus, jonka pohjalta tuotantolinjojen ohjeisiin ja
dokumentaatioon tehtiin  muutokset KOU3 -linjan soveltuvuudesta kyseiseen
prosessivaiheeseen Anti-hTSH mikrotiitterilevyjen valmistuksessa. Myds pesu- ja

kyllastysliuosten annostelun saatérajat laajennettiin hyvaksymisrajoihin.

Tuotannon kehittdminen riskiarviolla mukailee Quality by Desing lahestymistapaa, jossa
tuotannon optimoinnit suoritetaan ilman validointeja perehtymalla kyseisen prosessin
kriittisiin ~ kohtiin. Tulevaisuudessa Wallacilla olisi hyvat edellytykset korvata
tuotantoprosessin optimointeja Quality by Design:iin perustuvin menetelmin, silla
Wallacin tuotantoprosessien eri parametreista ja ominaisuuksista on yrityksessa paljon
tietoa. Tata tietoa hyvaksikayttamalla voitaisiin selventdan prosessien Kkriittiset

parametrit, joita QbD hyddyntaa.
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9 YHTEENVETO

Tuotantoprosessien optimoinnin ensimmainen osuus liittyi Anti-hTSH
mikrotiitterilevytuotteen (GSP maaritys) erdkoon kasvattamiseen nykyisestd 5000
levysta 8500 levyyn. Ennen varsinaista erakoon kasvatuksen aloittamista verifiointieralla
oli maaritettdva lopputuotteen kannalta prosessin kriittiset tekijat, ja kuinka
tuotantomittakaavan nosto vaikuttaa naihin. Prosessin merkittdvin muuttuja oli tuotteen
pidempi |&pimenoaika linjalla, jolloin annosteltavan vasta-aineliuoksen sailyvyys

pidentyneessa prosessissa oli karakterisoitava.

Sailyvyys testattiin testieralld, joissa pidentynyttd [&pimenoaikaa jaljiteltiin liuosten
seisottamisella ja kouttaamalla liuosta levyille eri aikapisteissa. Testieran valmistuksen
jalkeen levyille tehtiin homogeenisuusmaaritys, kokoomalevytesti sekd Neo-TSH
signaalitasotesti. Osa testituloksista oli laadunvalvontatesteille osoitetuissa
rajoissa.Levyjen valista vaihtelua tarkasteltaessa ei tulosten perusteella ollut mahdollista
luotettavasti osoittaa, ettd kouttausliuos sailyisi pidentyneen prosessin ajan

homogeenisena.

Optimoinnin ensimmaiseen osuuteen liittyi myods erdkoon kasvatuksen yhteydessa
tehtava liuosylimaarien pienentaminen. Tuotannon pesu- ja kyllastysliuosylimaaria
pyrittiin optimoimaan tuotannon kulujen minimoimiseksi ja fosfaattipitoisen jatekuorman
pienentdmiseksi. Kaytanndssa liuosylimaarien mahdollinen pienentdminen tulisi
ajankohtaiseksi vasta erdkoon kasvatuksen verifiointierien yhteydessa, mutta alustavia

laskelmia tehtiin karakterisointivaineessa.

Toisessa osassa optimoitiin Anti-hnTSH mikrotiitterilevytuotteen (AutoDELFIA maaritys)
pesu, kyllastys-, ja loppuaspirointivaihetta. Tuotantotilassa, johon kyseinen tuotenimike
on validoitu, sijaitsee kaksi toisiaan vastaavaa linjaa (KOU3 ja KOU4). Tuotteen
valmistusprosessissa pesu- ja kyllastysvaihe oli mahdollista tehda vain toisella linjalla
(KOU4). Prosessin joustavuuden maksimoimiseksi kyseinen prosessivaihe haluttiin
mahdollistaa myds toiselle linjalle (KOU3). Linjojen samankaltaisuuteen pohjautuen
KOU3 linjan mahdollistaminen paatettiin suorittaa riskiarviona. Riskiarvioinnin
perusteella todettiin ettei muutoksesta aiheutuisi tarpeita validointiaktiviteeteille tai
testierien valmistukselle. Nain ollen KOU3-linjan todettiin soveltuvan Anti-hTSH -levyjen

tuotantoprosessille myds pesu-, kyllastys-, ja loppuaspirointivaiheissa.
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Tuotantoprosessin pesu- ja kyllastysvaiheeseen haluttin tehdd muutoksia myds
annostelutilavuuksien rajojen maarittelyyn. KOU -puolen erdohjeisiin on tuotannon pesu-
ja kyllastysvaiheeseen maaritelty liuosten annostelutilavuuksille pelkat sdatorajat ja niita
haluttiin laajentaa ottamalla kayttoon lisaksi hyvaksymisrajat. Hyvaksymisrajojen riskien
kartoittaminen sisallytettiin riskiarvioon. Riskiarviossa todettiin ettei hyvaksymisrajojen
kayttdédnottaminen KOU -puolen tuotantoprosessissa luo prosessiin uusia riskeja, silla
kyseiset saatd- ja hyvaksymisrajat ovat jo talle tuotteelle kaytdssa toisella tuotantolinjalla
(OYS1).

Tavoitteena Anti-hTSH mikrotiitterilevytuotteen (GSP) tuotantoprosessin erdkoon
kasvatuksen kohdalla oli paastd jatkamaan liuoskarakterisoinnin jalkeen
validointivaiheeseen.  Karakterisoinnin  testituloset eivat kuitenkaan antaneet
yksiselitteisen selkeda tietoa kuinka hyvin liuos oli seisotusten jalkeen sailynyt. Taman
perusteella paateltiin, ettd karakterisointia on viela jatkettava lisatestauksilla
kouttausliuoksen sailyvyyden osalta. On kuitenkin myds mahdollista, ettei kouttausliuos

tule sailymaan pidentyneessa prosesissa homogeenisena.

Tuotannon optimoinnin toinen osa; Anti-hTSH (AutoDELFIA) levyn tuotantoprosessi
mahdollistaminen kaikilla tuotantolinjoilla, suoritettiin onnistuneesti riskiarviolla. Tama
lisdsi kyseisen tuotantoprosessin joustavuutta, mikd puolestaan helpottaa tuotannon

suunnittelua ja parantaa tuotantokapasiteettia.
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Levyvalmistusprosessin vuokaavio
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03 = Kyliastyslivoksen dispensointi

Ad = Kyllastyslivoksen aspirointi

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Anna-Kristiina Oksanen, Laura Salminen



