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Innotrac Diagnostics Oy on turkulainen yritys, jokeaalmistaa patentoidul
menetelmalla kuivakaivokuppeja immunodiagnostisimaarityksiin. Vuonna 200
tanskalainen Radiometer AB osti Innotrac DiagnasticOy:n, jolloin
kuivakaivoteknologia siirrettiin Aiolmmunoanalysaattorista Radiomets
valmistamaan AQT Flex 90 —immunoanalysaattoriin.

Innotrac Diagnostics Oy pyrkii parantamaan kuiva&kuppien stabiilisuutta ottama
kayttoon lisdkuivausprosesiin kuivakaivokuppiemvigtusprosessissa.

Aikaisemmin on my6s huomattu, ettd leimatipan sijalankuivakaivokupissa o
merkitystd, silld levinneista leimatipoista on sadiian korkeita tuloksia. Tamg
opinnaytetyon tarkoituksena on vahvistaa tata Imhwai sekd tutkia, vaikuttaal
tuotannon kuivastivovalmistukseen lisattava liséakuivaus testikuppgaustamaaritykse
tulokseen.

Opinnaytetydssa kaytettiin tuotannon valmistamiamale eri analyytille tarkoitettujp
kuivakaivokuppeja, joihin annosteltiin europiumlaiiosta tuotannossa kaytettavalla
leima-annostelijalla (Cavrolla) erilaisin asetusany jolloin saatiin sekd oikeanlaig
ettd levinneita leimatippoja. Osa leiraanostelluista kupeista liséakuivattiin ja (
sailytettiin huoneenlamma@ssa taustamaarityksidewart austamaaritykset tehtiin Aig
immunoanalysaattorilla automatisoidumman naytte@itdjan takia. Tuloksi
tarkasteltiin seka visuaalisesti kuvaajien avuli@ ¢ilastomatemaattisesti SAS-tilasto-
ohjelmalla.

Tulokset vahvistivat havaintoa siita, ettd levinnéeimatipat antavatkorkeampia
tuloksia. Samalla todettiin, ettd oikein leirmanostellut kupit ovat samankaltai
lisdkuivattuina ja ilman lisakuivausta, mutta kat&etuloksia saadaan huomattavg
enemman lisédkuivatuista kupeista, joiden leimatigpa levinnyt, kuin leinneist3
leimatipoista ilman lisdkuivausta.

Hakusanat: kuivakaivokemia, immunodiagnostiikka

Sailytyspaikka: Turun ammattikorkeakoulun kirjastemminkaisenkatu
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Innotrac Diagnostics Oy is a Turku-based company tises a patented system
produce dry-cup immunoassays for measuremehts.the year 2006 Innotrg
Diagnostics Oy was acquired by Danish Radiometer. AB that point dry cug
technology was transferred from the Aio! immunosmel to the AQT Flex 9
analyzer.

|}

One of the main goals of Innotrac Diagnostics Otoigmprove the stability of thdry
cup. The aim is to achieve this by adding an ediyang processnto the production g
dry cups.

It has also been noticed that the alignment ofdhel droplet in the dry cup is relevaijt
because spread labels give excessive resultskadsen as “outliers"The purpose of
this study was to confirm this discovery and find b the extra drying of dry cups
during production has any effects on the resultkdpapund measurement.

Dry cup batches for three different analytes wesedu Europium labelas dispenseg
into the cups using different settings of Cavro hoith good and spread labels. Som
the label cups were extra dried and some wereneatiom temperature for backgrou
measurements. The results were examined both Midmafigures and statistically wit
the SAS statistics computer program.

These rsults confirmed that spread labels give higherltesDry cups labeled in th
right way are similar with or without extra dryitmit a significantly greater numbef
high results was obtained by extra dry cups witleap label than non-extra dried cjips
with spread label.
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1 JOHDANTO

Innotrac Diagnostics Oy on vuonna 1995 perustettkutainen yritys ja sertoiminta
perustui Innotrac Aio! —immunoanalysaattorilla §ehin troponiini |-, CK-MB- ja
myoglobiinimé&arityksiin.  Maaritykset perustuivat nmmanodiagnostiikkaan ja

kuivakemiaart.

Vuonna 2006 tanskalainen Radiometer AB osti Inmotéagnostics Oy:n, jolloin
Innotracin kuivakemiateknologia siirrettiin Radiot@en valmistamaan instrumenttiin

AQT Flex 90 -immunoanalysaattoriin (kuva 1).

Kuva 1. AQT Flex 90 —immunoanalysaatfori.

Testikasetit valmistetaan kuivakemian periaatteenkaisesti ja ne sisaltavat
immunodiagnostisessa maarityksessa tarvittavateresgf, mm. antigeenispesifiset
vasta-aineet, jotka sitoutuvat antigeenin epitodppemuodostaen ns. sandwich-
rakenteen. Kuivakaivoissa on myo6s europiumleimka jmahdollistaa kuivakaivojen

madarittamisen aikaerotteisella fluoresenséilla.

Leimatipan sijainnilla kuivakaivossa on havaittewdn vaikutusta taustamaarityksen

tulokseen, koska vaarin sijoittuneet leimatipatagat liian korkeita taustatuloksia.



Opinnaytetyon tarkoituksena on varmistaa tama hévasekad tutkia, vaikuttaako

valmistusprosessiin lisattava kuivausvaihe taustaitytsen tulokseen.



2 ELIMISTON PUOLUSTUSMEKANISMIT

Ihmisen puolustusjarjestelma eli immuunijarjestelmakautuu  kahteen eri
jarjestelméaén: epaspesifiset puolustusmekanismépgsifiset puolustusmekanismit.
Nama jarjestelmat puolustavat elimistda erilaisittarailta ja haitallisilta tekij6ilta,

esimerkiksi bakteereilta. Puolustusjarjestelmatdésyavat toisiaan ja taydellisen

immuunivasteen saamiseksi molempien jarjestelmietoimittava normaalisti.

Epaspesifiset puolustusmekanismit ovat synnynngigiane pystyvat toimimaan
tehokkaasti ilman, ettd elimistén on aikaisemmitamyt olla kosketuksissa mikrobiin.
Jarjestelman toiminta ei myodskaan tehostu, jos ebtaa mybhemmin saman
mikrobin. Epéaspesifisen puolustusjarjestelman kaddatekijat reagoivat useisiin eri
mikrobeihin  toisin  kuin  spesifinen  puolustusjar@std.  Epaspesifisen
puolustusjarjestelman paatehtava on estad hagallimikrobien péaasy elimistoon ja
elimistoon paasseiden haitallisten mikrobien levgan estaminen. Epéaspesifinen
puolustusjarjestelméd jaetaan ulkoiseen puolustuksgbo ja limakalvot) seka
sisdiseen puolustukseen (epaspesifiset solutasmagpusmekanismit ja solunulkoiset
tekijat).®

Spesifinen immuniteetti kehittyy syntyman jalkeea pen toiminta perustuu
imusolujen eli lymfosyyttien toimintaan. lhmisenineistossd on paljon erilaisia
lymfosyyttiryhmi&, klooneja, jotka oppivat kypsymiresessissa, mihin rakenteisiin
niiden pitdd reagoida. Osasta lymfosyyteistd mumdosmuistisoluja, jolloin
spesifinen puolustusjarjestelma toimii nopeammin \aimakkaammin saman

mikrobin hyokatessa uudelleen elimistodn.



3 VASTA-AINEIDEN RAKENNE JA TOIMINTA

Aktivoituneet B-lymfosyytit tuottavat vasta-aineitdasta-aineet ovat hiilihydraattia
sisdltdvia suuria valkuaisaineita eli glykoprotejmm Vasta-aineita kutsutaan
yhteisnimella immunoglobuliinit. Immunoglobuliindvat sdhkoisesti neutraaleita ja
kulkevat elektroforeesissa muita proteiineja hiteam Vasta-ainemolekyyli koostuu
neljasta aminohappoketjusta, joista kaksi on supeamk. raskasta H-ketjua ja toiset
kaksi ovat nk. kevyttd L-ketjua. Nama peptidiketjwvat Kkiinni toisissaan
kysteiiniaminohappojen muodostamalla rikkisillalla. Immunoglobuliinin
aminohappoketjut muodostavat yhdessa symmetrisem, nvuotoisen molekyylin,
jonka sakaroita kutsutaan Fab-osaksi ja varttadats. Alla olevassa kuvassa 2 H-

ketjut eli raskaat ketjut on kuvattu sinisella j&eétjut eli kevyet ketjut keltaiselfa.

15 hm

Ay

Kuva 2. Antigeenin rakenrfe.

Fab-osan kéarki on molekyylin reaktiivinen kohtapllg se tarttuu kiinni

antigeenideterminanttiin  eli epitooppiin. Tavalisa neljan polypeptidiketjun
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muodostamassa vasta-ainemolekyylissa on kaksi iingsit kohtaa. Fc-osallaan
vasta-ainemolekyyli voi kiinnittya joidenkin solujgintaan?

Immunoglobuliiniluokkia on viisi: IgG, IgM, IgA, I§ ja IgD. Ne eroavat toisistaan
raskaiden H-ketjujen rakenteen mukaan. Kevyita fjuk@ on vain kahta luokkaa:
kappa ja lambda ja naita ketjuja on jokaisessa imoglobuliiniluokassd:

Immunoglobuliiniluokista 1gG on yleisimmin immunadjnostiikassa kaytossa oleva.
IgG:ssa on kaksi raskasta ja kaksi kevytta ketglkdi kaksi reaktiivista kohtaa (Kuva
3). Sen molekyylipaino on noin 150 kfa.

Kuva 3. IgG:n reaktiiviset kohdat osoitettuna nliali®

Yleisesti voidaan todeta, etta kaikki ne ainegkgsaavat elimiston tuottamaan vasta-
aineita, ovat antigeeneja. Tunnusomaista vastalain®n suuri spesifisyys.
Antigeenin pinnalla oleva epitooppi eli tunnistekabtimuloi juuri tietyn vasta-aineen
tuotannon lukko-avain-mallin periaatteella (kuva 4)
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VASTA- VIERAS KOMPLEKSI
AINE AINE

(+O = ©

C+] %

Kuva 4. Avain-lukko -mallf.

Antigeeni on yleensa suhteellisen suuri molekyydikaan, mutta joskus se voi olla
niin pieni, ettei se yksin saa aikaan immuunimudtgkta. Tallaista pientd molekyylia
kutsutaan hapteeniksi. Antigeenien avulla elimisigds tunnistaa, onko solu, jonka

pinnalla antigeeni on, oma vai tuhottava sblu.

Ihmisen elimistd tuottaa itsekin erilaisia antigejan jotka voivat kertoa paljon
mutta kohonnut maara Tnl:ta viittaa saadusta tlista olevasta sydaninfarktista.
Ihmisen kudoksista vereen erittymien antigeenierérdgia voidaan tutkia taudin

kehittymista?™
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4 |IMMUNODIAGNOSTIIKKA

Immunodiagnostiikka perustuu vasta-aineen ja aetige valiseen spesifiseen
reaktioon, joka muistuttaa entsyymin ja substrasaiioutumista toisiinsa. Antigeenin
ja vasta-aineen sitoutumiseen toisiinsa vaikuttdwadrofobiset ja elektrostaattiset
voimat. Nama voimat ovat kuitenkin suhteelliserkkeja, joten reaktio voi tapahtua

myds vastakkaissuuntaiseti.

Immunomaaritykselld voidaan naytteesta maarittééyrti molekyylin tai yhdisteen
pitoisuus. Immunomaaritys voidaan tehdd plasmastkoverestd tai seerumista.
Esimerkiksi verinadytteestda voidaan analysoida vastaita tai huumeiden

pitoisuuksia’

Immunologiset maaritykset jaetaan kilpaileviin ja-keépaileviin maarityksiin.
Kilpailevaa maéaaritysta kaytetaan pienten (< 10 kDajlekyylien maarittdmiseen
esimerkiksi huumausaineiden maarityksessa. Kilpagsa maéaarityksessa vasta-
ainetta on vahemman kuin antigeeneja. Siind ndgteeleva antigeeni ja leimattu
antigeeni kilpailevat sitoutumisesta vasta-aineesBenempi leimaamaton antigeeni
sitoutuu helpommin vasta-aineeseen. Kun kaikki #égmattomat antigeenit ovat
sitoneet osuutensa verran vasta-ainetta, leimattige®eni sitoutuu vapaana oleviin
vasta-ainemolekyyleihin.  Reaktion jalkeen reakii@as pestdan, jolloin
sitoutumattomat leimatut antigeenit huuhtoutuvais ga jaljelle jaavasta osuudesta
voidaan mitata signaali. Kilpailevan immunomaarsigk kalibraatiosuora on laskeva,
silla mitda enemman naytteessa on leimaamatontamélaritettavaa antigeenia,

analyyttia, sitd pienempi signaali saadaaf.

Ei-kilpailevassa immunomaarityksessa vasta-air@ttanemman kuin antigeenia. Ei-
kilpailevassa immunomaarityksessa kaytetddn kalitavasta-ainetta, joilla on
samassa antigeenissa eri epitoopit eli tunnistekioh@alldin antigeeni sitoutuu

molempiin vasta-aineisiin muodostaen ns. sandwich{Kuva 5) Pesun yhteydessa
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ylimaara vasta-ainetta huuhtoutuu pois, jolloin naiglin maara on suoraan

verrannollinen antigeenin pitoisuuteen eli kaliti@suora on nouseva.

vasta- ajne 2

vasta-ane 1

N

==

ant:lge et

lettna-ane

O -
7~

Kuva 5. sandwich-tekniikka: vasta-aine 1 on kiidge&antajaan sidottu vasta-aine ja
vasta-aine 2 on leimattu vasta-aifie.

Ei-kilpaileva immunomaaritys on huomattavasti hemge kuin kilpaileva maaritys,
koska perustason signaali on nolla. Kilpailevass@ntyksessa suuri nollatason
signaali aiheuttaa suuren vaihtelun, jolloin tea&t suuri muutos analyytin
pitoisuudessa, jotta signaali eroaisi nollatasodEakilpaileva immunomaaritys
tehdaan yleensa aina kun se on mahdollista eli siileén kun antigeeni on riittavan

suurikokoinen?
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5 KUIVAKAIVOJEN KEMIA

Innotrac Diagnostics Oy:n testikaseteissa on j@ssa 16 testikuppia, joista
jokaisesta kupista voidaan tehda yksi maarityylteetantigeenille. Esimerkiksi Tnl-
testikasetilla voidaan tehda yhteensa 16 Tnl-mgiédt Aiemmin kaytetyssa Aio!-
immunoanalysaattorissa analyyttikupit pakattiin ikyn(kuva 6), joihin mahtui
kuhunkin 12 analyyttikuppia, jolloin yhdesta kyréstoidaan tehda 12 maaritysta.
Pakkaustavaltaan kasetti ja kynd eroavat site@d, ledsettin 16 kuppia pakataan

kahteen riviin rinnakkain, kun kynaan kuppeja pakat12 kpl paallekaif.

" H’l]}lﬂﬂll‘lﬂlll‘lllll’l'liﬂﬁ’lﬂm
(LR L P

Kuva 6. Aio! kyn&

Opinnaytetydssa kuivakaivokupit maaritettiin Ai@iinunoanalysaattorilla (kuva 7),
koska kyniin pakkaaminen on helpompaa kuin kagettepakkaaminen ja koska
AiOl-immunoanalysaattori on naytteensyotoltaan mattsoidumpi kuin AQT Flex

90 —immunoanalysaattori.

Kuva 7. Innotrac AiO! - immunoanalysaattori.
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5.1 Kuivakaivojen valmistus

Kuivakaivojen valmistus aloitetaan tyhjdn muovisdivon pdaallystamisesta
(kouttaamisesta). Kaivot paallystetddn streptavilthi passiivisen absorption avufla.
Streptavidiini eristetddBtreptomyces avidinitbakteerista. Se on homotetrameerinen
proteiini, jolla on erinomainen kyky sitoa erilaisibiomolekyylejf Seuraavaksi
kaivoihin lisataan biotinyloitu vasta-aine, jokaosituu pohjaan biotiini-streptavidiini
—sidoksella. Taméa sidos on voimakkaimpia ei-kovidilgia sidoksia. Biotinyloidun
vasta-aineen lisdyksen jalkeen kaivoihin lisatagdstemainen valikerros, jonka
annetaan kuivua. Valikerros suojaa biotinyloitusstaaainetta kuivumisen jalkeen
seka estaa leimattua vasta-ainetta reagoimastpesfisesti kaivomateriaalin kanssa.
Viimeisena kaivoon lisatdan europiumkelaatilla laita vasta-aine. Europiumkelaatti
on itsestaan fluoresoiva yhdiste, jolloin ei taavitinkaanlaisia kehitysliuoksfa.

Alla olevassa kuvassa 8 on esitettyna kuivakaivegmistus.

1.Kouttaus 2. Biotinyloidun 3.Vilikerroksen lisdys 4 Europiumkelaatilla
vasta-aineen lisfys leimatun vasta-aineen

liséys

Kuva 8. Kuivakaivojen valmistus.

Leima-aineen lisdyksen jalkeen kuivakaivot koot&agsetteihin siten, etta jokaiseen
kasettiin tulee 16 kuivakaivokuppia. Alla olevassevassa 9 on Innotrac Diagnostics
Oy:n valmistama analyyttikasetti. Kasetin sisallé adsorbentti kosteuden sitojana,

jotta kuivakaivokupit pysyisivat mahdollisimman kiria
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Kuva 9. AQT Flex kasetii.

5.2 Kuivakaivojen toiminta

Vaikka analyyttikaivot pakataan nykyaan kasettejaikasetit maaritetaan AQT Flex
90 -analysaattorilla, on kaivojen maaritysperiag@mankaltainen kuin kyndan
pakatuilla kaivoilla, jotka maaritetaan AiO!-immuarwalysaattorilla. (T. Hautamaki,

Innotrac Diagnostics Oy, henk.koht.tiedonanto)

Maarityksessad immunoanalysaattori injektoi naytééyn maaran kaivon pohjalle.
Naytteend on maaritettdvan analyytin antigeeni. i88g antigeeni ja vasta-aineet

reagoivat keskenaan tietyn analyyttikohtaisen ajandostaen sandwich-rakentéen.

Inkuboinnin jalkeen immunoanalysaattorissa ylima#ta sitoutumaton vasta-aine
pestaan pois ja kaivo kuivataan. Kuivauksen jalk&aivoihin jd&neen leimatun
vasta-aineen maara mitataan aikaerotteisella finetoalla. Koska vasta-aineet ja
antigeeni muodostavat sandwich-rakenteen, on maami-kilpaileva, eli saatu
signaali on suoraan verrannollinen antigeenin gitoieen naytteessa. Alla olevassa

kuvassa 10 on esitettynd immunomaadritys kuivakawmetelmall£:®
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Kuva 10. Immunomaadritys kuivakaivomenetelmalla.

5.3 Aikaerotteinen fluorometria

Europium kuuluu harvinaisiin maametalleihin elit@mdeihin. Muita lantanideja ovat
samarium (Sm), terbium (Tb) ja dysprosium (Dy). taamdeilla on voimakas ja

pitkaikainen fluoresenssi, mutta niiden molaariasorptiokerroin on niin pieni, etta
yksindan lantanidit eivat sovi fluoresenssimittaukdeimoiksi. Kun lantanidi ja

kelaatti muodostavat yhdessa orgaanisen kompleka@daan lantanidin molaarista
absorptiokerrointa parannettua, jolloin lantanithkdteja voidaan kayttaa leimana
fluoresenssimittauksissa. Lantanidikelaatti ei nk@ds vaikuta leimatun vasta-aineen

biologisiin ominaisuuksiif.

Immunomaarityksessa Aio! ja AQT 90 Flex —immundgs@attorit mittaavat
europiumkelaatin tuottamaa signaalia aikaerott@istuoresenssina. Aikaerotteinen
fluorometria (TR-FIA, Time-resolved fluorometryn suomalainen keksintd, jossa
mitataan lantanidikelaatin, tassd tapauksessa ienn&plaatin, pitkaaikaista
fluoresenssia viiveajan jalkeen, jolloin naytteeaustafluoresenssi on sammunut.
Lantanidien suuri Stokesin siirtyma (kuva 11), euuri ero eksitaatio- ja
emissioaallonpituuksissa sekd niiden kapea emidgioplisdavat herkkyytta

erottamalla selvasti lantanidikelaatin signaalinstast&.
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- Stokesin sirtymé

Flkzitaatio Emissio

|

Yalon intensitectt I

300 S0 Fi0
Aallonpifuus, fi

Kuva 11. Stokesin siirtym@.

Sekd Aio!- ettd AQT 90 Flex —immunoanalysaattoaeitehtdvissa mittauksissa
europiumkelaatti viritetddn aallonpituudella 340 npa emissio mitataan
aallonpituudella 616 nm. Europiumin fluoresenssiniléd on noin yksi millisekunti,

kun taas tavallisilla fluoresenssiyhdisteilla flasenssin elinikd on muutamia
nanosekunteja. Itse mittaus naytteesta tapahtut8@0Qqus eksitaatiopulssista, jolloin
muiden kuin europiumkelaatin tuottama fluoresermsi emittoitunut. Mittaussykli

kestdaa kokonaisuudessaan 1000 ps ja tdma sykietmasm 1000 kertaa, jolloin
mittauksen kokonaiskesto on 1 sekunti. Alla olesagsivassa 12 on esitettyna

immunoanalysaattorissa tapahtuva mittaussykli.



Europiumkelaatin tuottama
Eksitaatio=340 nm fluoresenssi
Lyhytikdinen fluoresenssi

Mittausaika |

Fluorezenszsi

0 400 800 1000
Aika (mikrosekunti)

Kuva 12. MittaussykIf.
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6 LEIMA-ANNOSTELU JA LISAKUIVAUS

6.1 Opinnadytetydssa tutkitut analyytit

Leimatipan muotoa ja sijaintia seka lisdkuivauksaikutusta kuivakaivojen taustaan
tutkittiin  kolmella eri analyytilla, hCG, CRP ja TnNama analyytit valittiin

opinnaytety6hon, koska niiden valikerrosten koostsmseka leimaliuoksen
koostumus  eroavat toisistaan. (P.Jauria, Innotraciagrostics Oy,

henk.koht.tiedonanto)

Koriongonadotropiini (hCG, human chorionic gonadptn) on hiilihydraattipitoinen
proteiini eli glykoproteiini, jota erittyy naisessaniten raskauden ensimmaisen
kolmanneksen aikana. hCG estaa keltarauhasta twuma@sta ja keltarauhasen
steroidit estavat kuukautisvuodon, jolloin raskaiskeskeydy. Raskauden aikana
hCG:ta on naisen veressa ja sita erittyy myodsaarts jolloin raskaustestin teko on
mahdollinen kummasta tahansa. Innotrac Diagnos@igsn hCG-testikaseteilla

raskaus maaritetaan veresta.

CRP on maksan erittama C-reaktiivinen proteiini.RaRmaara ihmisen elimistdssa
lisdantyy nopeasti bakteeri-infektion, muun tuledr@aktion tai solutuhon
vaikutuksesta. CRP:n maard lisdantyy erityisen asfpereuman ja monen
pahanlaatuisen kasvaimen yhteydds&RP:n maara myos laskee nopeasti taudin
parantuessa. Aikaisemmin CRP:td on kaytetty valahtlusten maarittamiseen eli
ihmisesta on mitattu vain korkeita CRP pitoisuukéaa 10 mg/L) mutta nyt on
huomattu, ettd pieni CRP:n nousu muuten terveetikitolla (3-10 mg/L) on merkki

suurentuneesta sydaninfarktin riskista.

Troponiini on pelkastaan lihassoluissa oleva vablaiae eli proteiini. Troponiini |

inhiboi eli estdd aktomyosiinin ATPaasia ja sitegom lihassupistuksen kalsiumin
puuttuessa. Sydanlihaksen troponiini | poikkeaaemédeltaan muiden lihasten
troponiineista niin paljon, ettd sen vasta-aineeit @rittain spesifisia sydanlihakselle

Troponiini | — maarityksella voidaan todeta tulésatapahtunut sydaninfarkfi
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6.2 TyoOn suoritus

Ty6 aloitettiin leima-annostelemalla hCG-kuivakgavdéasin pipetoimalla siten, etta
osaan kupeista leimatippa pipetoitin ns. oikein s@maan kohtaan kuppia kuin
tuotannon prosessissa, osa kupeista leima-anniostalien, etta saatiin leimatipat
levidamé&an ja osalla kupeista leimatippa annostekeéskelle kupin pohjaa. Leima-
annostelun jalkeen puolet kupeista siirrettiin Kig&laukseen ja puolet jatettiin

huoneenlampdtilaan odottamaan kyniin pakkaamistagarittamista.

Kun lisékuivausaika oli paattynyt, kaikki kupit kin kyniin ja ne méaaritettiin Aio!-
immunoanalysaattorilla. Saadut tulokset vaihteligtunnaisesti, eikd tuloksista
voinut vetdd minkaanlaisia johtopaéatoksid. Leimaestelut uusittin yhdella
varalevylla siten, ettd annettiin leimaliuoksenaddupeissa liuosmuodossaan saman
ajan, kuin se olisi liuoksena tuotannon prosessissakinsitthassa kaytetyt kupit
leima-annosteltiin samoin kuin aiemminkin eli osg&ista pipetoitiin oikein, osa ol
levinneita ja osaan leima pipetoitiin keskelle kumohjaa. Uusinnassa kuppeja ei
lisékuivattu, vaan ne maaritettin seuraavana peivAiO!-immunoanalysaattorilla.
Saadut tulokset olivat parempia, mutta niissakirii@ba keskinaisia eroavaisuuksia,
joten paadyttiin siihen, etta leimatipat annostellaCavro-annostelijalla, jota

kaytetaan tuotannon leima-annosteluissa.

Seuraavana vuorossa oli CRP:n leima-annostelu. d-ammostelu tehtiin Cavro-
annostelijalla siten, ettd osa kupeista annostetgimoilla asetuksilla kuin tuotannon
annostelut. Osaan kupeista leima-annostelijan ksietu muokattiin, jotta

annostelukarjet siirtyivat ja saatiin levinneitdljaskella kuppia olevia leimatippoja.
Osa kupeista siirrettiin lisdkuivaukseen ja osa&tjih huoneenlampdtilaan. Kaikki

kupit pakattiin ja méaaritettiin Aio!-immunoanalyssailla samana paivana.

CRP:n jalkeen leima-annosteltin Cavro-annostddijalnl. Leimatipat tehtiin taas
samoin kuin CRP leimauksessa ja osa kaivoistatijatdiuoneenlampdén ja osa
siirrettiin lisdkuivaukseen. Tnl:n jalkeen uusitadela kerran hCG mutta télla kertaa

sekin annostellaan cavro-annostelijalla. Seka Tea hCG-kaivoista osa
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lisdkuivattiin, minké jalkeen kaikki saman analyytkuivakaivokupit maaritettiin

Aio!-immunoanalysaattorilla saman péivan aikana.
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7 TULOKSET

Kaikkia tuloksia tarkasteltiin sek&a Excelilla tejetly kuvaajien pohjalta visuaalisesti
ettd SAS-ohjelmalla tilastomatemaattisesti. SASbhassa kaytettin Tukeyn ja
Kramerin menetelmaa yksisuuntaisena, jolloin ohgelikertoo, ovatko tulokset

erilaisia keskenaan. Luottamusrajana kaytettii/®a.

7.1 Koriongonadotropiinin (hCG) tulokset

Ensimmaiseksi suoritettiin leima-annostelu kasitha Alevissa kuvaajissa 13, 14 ja 15

on naiden testien tulokset. Kaikkien kuvaajien seikina on esitetty naytteiden

lukumaara.
liman lisékuivausta
¢ pieni leimatippa
45000 u Ieylnnt.eet leimatipat .
leimatipat keskella kuppia
|
40000 .
35000
.
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.
T 25000 =
g .
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- .
15000 . a— ~
. *
10000 1= ! s " Pon ¢
[ ] ™ * o ., v o ° [ 3 *
SOOO’ﬂ—‘T. o8 " a® o % =
“.", . M * [ ] * o T e e ]
olomete Tatataen or e et Tt mtaten o0 AT
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Kuva 13. Tausta ilman lisékuivausta erilaisillart@tipoilla.
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Lisakuivauksella

# pienet leimatipat
= |eimatipat levinneet
leimatipat keskella kuppia
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20000
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Kuva 14. Tausta lisdkuivauksella erilaisilla leitipailla.

Uusinta, ilman lisakuivausta

# pienet leimatipat
B |evinneet leimatipat
leimatipat keskellé kuppia

6000

5000

4000

3000

signaali

2000

1000

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Kuva 15. Uusinnan tulokset.

Mitkaan tuloksista eivat olleet kayttokelpoisia,tgo loput leima-annosteluista
suoritettiin  Cavro-leima-annostelijalla. Alla olesa kuvissa 16 ja 17 on naiden
maaritysten tulokset. Koska leima-annostelu sutiiiteCavrolla, kuvaa 0,7 mm:n
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siirto levinnytta leimatippaa ja 1,0 mm:n siirto gin keskella olevaa leimatippaa.
Leimatipat oikein tarkoittaa, ettd leimatipat onnasteltu samoin kuin tuotannon
prosessissa. Kuvassa 18 on kaikki pienet leimatifstkuivauksella tai ilman

lisakuivausta samassa kuvassa.

Kaikki leimatipat ilman lisékuivausta

& pienet leimatipat ennen

800 siirtoja
m pienet leimatipat siirtojen
700 jalkeen
0.7 mm siirto

600 % 1.0 mm siirto

500

400

signaali

300

200

100

0 20 40 60 80 100 120

Kuva 16. hCG:n tausta ilman lisékuivausta kaikldamatippamuodoilla.
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kaikki leimatipat lisdkuivauksella
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« pienet leimatipat ennen siiroja

= pienet leimatipat siirtojen jalkeen
0,7 mm siirto

o 1,0 mm siirto

80 100 120

Kuva 17. hCG:n tausta lisdkuivauksella kaikillantgitippamuodoilla.
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o siirtojen jalkeen lisékuivaus
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Kuva 18. hCG:n kaikki pienet leimatipat samassaakas.
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7.1.1 hCG:n tulosten tilastollinen tarkastelu

A

V

F
aDoo

4

All Pairs
Tukey-Kramer
0,05

0,7 mm |

siirto

1,0 mm

siirto
oikein ennen

siirtoja
oikein siirtojen

jalkeen

tipan muoto

Level

1,0 mm siirto A

0,7 mm siirto B

oikein ennen siirtoja
oikein siirtojen jalkeen

Kuva 19. hCG:n leimatipan muodon tarkastelu.

Ensimmaisessa testissad katsottiin, ovathkein ennen siirtojgja oikein siirtojen
jalkeen samanlaisia sek& eroavatko ¢ mmija 1,0 mm siirroista Koska ylla
olevassa kuvassa 19 oikealla puolella olevistaosadl kaksi alimmaista ovat osittain
toistensa paalla seka ryhniéitmatippa oikein ennen siirtoj@ oikein siirtojen jalkeen
on merkitty samalla kirjaimella, tiedetaan, ettdnédkaksi ovat samanlaisia. Koska
0,7 mm siirronja 1,0 mm siirronpallot ovat erilladn muista palloista ja niiden
kirjaimet eivat ole samat, todetaan myos, etta nami@dostavat omat joukkonsa,

jotka eivat ole samankaltaisia muiden joukkojendsan

Seuraavassa testissa tutkittiin, eroavalikékuivatut ja ilman lisdkuivaustakupit
toisistaan. Alla olevassa kuvasta 20 todetaan, m#tad eroavat toisistaan, koska
kuvassa 20 oikealla olevat pallot eivat kosketaidain ja niiden kirjaimet eivét ole

samat.
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Kuva 20. hCG:nlisakuivauksen tarkastelu.

Viimeisessa testissa tarkasteltiin kaikkien tuloseeoavuutta. Alla olevassa kuvassa
21 on yhdistettyiman lisakuivausta oikein ennen siirtggilman lisékuivausta oikein
siirtojen jalkeen seka lisakuivatut oikein ennen siirtojaseka lisakuivatut oikein
siirtojen jalkeen koska ensimmaiselld testilla todistettiin néaidenokkojen olevan

samanlaiset.
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Level
1,0 mm siirto ei lisékuivausta A
0,7 mm siirto ei lisékuivausta B

1,0 mm siirto kylla lisdkuivaus

leimatipat oikein ei lisékuivausta

0,7 mm siirto kylla lisdkuivaus

leimatipat oikein kylla lisékuivaus D

Kuva 21. hCG:n kaikkien leimatippojen tarkastelu.

Kuvasta 21 ndhdaan, ettda samanlaisia joukkoja ovatk mm siirto lisdkuivauksella
1,0 mm siirto lisékuivauksellaseka leimatipat oikein ilman lisdkuivausta
AiO! -immunoanalysaattorilla maaritettyja tuloksakasteltiin uudelleen ja todettiin,
ettd yksi kynd tuloksissaikein ennen siirtoja ilman lisdkuivaustali muista
poikkeava. Td&ma on johtunut Cavro-leima-annosteljadestad annostelupillista, joka
on jostain syysta annostellut leimatipan eri tavaliin pitaisi. Naita tuloksia ei otettu
huomioon, kun suoritettiin kaikkien leimatippojearkastelutesti SAS-ohjelmalla

uudelleen. Alla olevassa kuvassa 22 on tuloksetllesh suoritetusta testista.
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>
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0,7 mm siirto ei lisékuivausta B

1,0 mm siirto kylla lisékuivaus C

0,7 mm siirto kylla lisdkuivaus C |D

leimatipat oikein ei lisékuivausta D
leimatipat oikein kylla lisékuivaus

Kuva 22. hCG:n kaikkien leimatippojen tarkastelusintatesti.

Uusintatestista todetaan, eltdmatipat oikein lisakuivauksellg ilman lisdkuivausta
eivat poikkea toisistaan. Samalla voidaan myos tigdettd muitakin keskenaan
samankaltaisia joukkoja on mutta ndma eivat olenmmjytetyon aiheen kannalta

olennaisia huomioita.

7.2 C-reaktiivisen proteiinin (CRP) tulokset

CRP:n leima-annostelu suoritettiin Cavro-annostidij Alla olevassa kuvassa 23 on
kaikki leimatippamuodot ilman lisdkuivausta ja kssa 24 on Kaikki
leimatippamuodot lisédkuivauksella. Kuvassa 25 onikkia pienet leimatipat

lisdkuivauksella tai ilman lisdkuivausta.
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Kaikki leimatippamuodot iiman lisékuivausta

2500

# leimatipat levinneet
2000
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leimatipat keskella kuppia

160

Kuva 23. CRP:n tausta ilman lisdkuivausta kaikidanatippamuodoilla.

Kaikki leimatippamuodot lisakuivauksella
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Kuva 24. CRP:n tausta lisakuivauksella kaikillani@itippamuodoilla.
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CRP pienet leimatipat + pieni leimatippa e lisékuivausta
= pieni leimatippa lisékuivaus
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Kuva 25. CRP:n kaikki pienet leimatipat samassaksa.

Visuaalisesti tarkasteltuna huomataan, ettd lisékikisessa osa oikein leima-
annostelluista tuloksista on antanut korkeampiakiié (kuva 24 ja kuva 25). Kun
tarkasteltiin seka kuvaajia ettd raakadataa, huomagtta tulokset ovat saman kynan
kupeista, jolloin nama kupit on annostellut sammégilli. Tulokset eroavat muusta
populaatiosta, mutta syytd ei tiedeta. Tulokset diéay [&pi SAS-ohjelmalla

tarkempien tulosten saamiseksi.

7.2.1 CRP:n tulosten tilastollinen tarkastelu

Ensimmaisessa testissa tutkittiin, ovaflkeimatipat levinneeja leimatipat keskella
samanlaisia ja eroavatko heimatipat oikein—joukosta. Alla olevasta kuvasta 26
nahdaan, ettéeimatipat keskellga leimatipat levinneebvat keskenddn samanlaisia
mutta eroavateimatipat oikein—joukosta, koskdeimatipat levinneeja leimatipat
keskellaon merkattu samalla kirjaimella A mutiaimatipat oikeinon merkattu

kirjaimella B, jolloin se ei kuulu samaan joukkooBama nahdaan myods oikealla
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olevista palloista, joisskeimatipat levinneeja leimatipat keskelldjoukkojen pallot

ovat osittain paallekain mutta leimatipat oikeinerillaan toisista palloista.
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4 1
o) 1= . '
c [ ]
S J
8 1 =« : .
1000 L
1 i '
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T |
1 - 1 é‘; o
@ | - T = R
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@
Level
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leimatipat keskelld
leimatipat oikein B

Kuva 26. CRP:n leimatipan muodon tarkastelu.

Seuraavaksi tutkittiin, kuuluvatkdisékuivatut ja ilman lisdkuivausta samaan
joukkoon. Alla olevasta kuvasta 27 todetaan, etté emoavat toisistaan samoin

perustein kuin edellisessa testissa.



34

= [ |
2000
T 1
. 1
7 ] H
c T 1
S ]
3 10 i
© 1000
] | f
: L é— (0]
Z%‘ | 0
G ' Ej All Pairs
-~ Tukey-Kramer
kuivaus 0,05
Level
kylla A
ei B

Kuva 27. CRP:n lisakuivauksen tarkastelu.

Viimeisena tutkitaan kaikkien leimatippamuotojensakuivauksella tai ilman
eroavuutta toisistaan. Ensimmaisessa testissatitodedtta leimatipat levinneeta
leimatipat keskellaeivat eroa toisistaan, mita epailtin jo kuppiersuaalisessa
tarkastelussa, silla kupit olivat niin samannakiiskoska leimatippa levida niin
laajalle alueelle.

Nama tulokset yhdistettiin viimeisessa testieséatipat levinneet lisakuivaukselja
leimatipat levinneet ilman lisdkuivaustanimisiksi ryhmiksi. Kuppien visuaalisessa
tarkastelussa jo nahtiin, etd kupit olivat samaimsi#, koska leimatippa levida niin

laajalle alueelle.
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Kuva 28. Kaikkien CRP-tulosten tarkastelu.

Ylla olevasta kuvasta 28 todetaan, dd#natipat oikein lisdkuivauksell&ai ilman
lisédkuivausta eivat eroa toisistaan. Tulosta tarkastellaan sanqmerustein kuin

edellisissakin testeissa.

7.3 Troponiini I:n (Tnl) tulokset

Myds Tnl:n leima-annostelu suoritettiin Cavrollallpin 0,7 mm siirto tarkoittaa
levinneita leimatippoja ja 1,0 mm siirto leimatipaskella kuppia. Alla olevassa
kuvassa 29 on kaikkien leimatippoj@man lisakuivausta—tulokset ja kuvassa 30
leimatippojen lisékuivauksella—tulokset. Kuvassa 31 on kaikki pienet leimatipat

yhdistettyna.
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kaikki leimatippamuodot iman lisakuivausta + pienet leimatipat ennen
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Kuva 29. Tnl:n leimatipat ilman lisdkuivausta.
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Kuva 30. Tnl:n leimatipat lisakuivauksella.
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& ennen siirtoja ei lisékuivausta
kaikki pienet leimatipat = siirtojen jalkeen ei lisakuivausta
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Kuva 31. Tnl:n kaikki leimatipat samassa kuvassa.

Visuaalisesti tarkasteltuna huomataan, ettd lisé@kut leimatipat antavat kaikilla
leimatippamuodoilla hiukan korkeampia signaaliankilman lisdkuivausta olevat
kupit. Tuloksia tarkastellaan viela SAS-ohjelmalla.

7.3.1 Tnl:n tulosten tilastollinen tarkastelu

Ensimmaisella testilla tarkastellaan, eroavatktaiset leimatippamuodot toisistaan.
Alla olevassa kuvassa 32 on testin tulokset.
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Kuva 32. Tnl:n leimatippojen muodon tarkastelu.

Tuloksesta nahdaan, etématippa oikein ennen siirtoja siirtojen jalkeeneivat eroa
toisistaan mutta eroavatO mmsiirto ja 0,7 mm siirtotuloksista, jotka eroavat myos

toisistaan.

Seuraavalla testilla tarkasteltiin, eroavatigiikuivatutja ilman lisdkuivaustakupit

toisistaan. Alla olevasta kuvasta 33 nahdaan netéroavat toisistaan.
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Kuva 33. Tnl:n lisdkuivauksen tarkastelu.
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Kolmannella testilla tarkasteltiin kaikkia tuloksséen, ettéikein ennen siirtoa ilman
lisdkuivaustga oikein siirron jalkeen ilman lisdkuivaustgulokset sek#éikein ennen
siirtoa lisdkuivauksellga oikein siirron jalkeen lisakuivauksellatulokset yhdistettiin

omiksi ryhmiksi ensimmaisen testin tuloksen pereitte
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Level
1,0 mm siirto kylla lisakuivaus A
0,7 mm siirto kylla lisdkuivaus A |[B
1,0 mm siirto ei lisdkuivausta B
0,7 mm siirto ei lisékuivausta C
leimatipat oikein kylla lisdkuivaus
leimatipat oikein ei lisdkuivausta

Kuva 34. Tnl:n kaikkien leimatippamuotojen vertailu

Ylla olevasta kuvasta 34 huomataan, &téatipat oikein lisdkuivauksell&i ilman
eivat eroa toisistaan mutta niiden kanssa samamkait on myo$€,7 mm siirto ilman
lisdkuivausta Muissakin tuloksissa oli samankaltaisuutta, muda ei ole

opinnaytetyon kannalta tarkeaa.
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8 LOPPUPAATELMAT

Kasin leima-annosteltaessa saadut tulokset olivatana lian korkeita ja
variaatiokertoimet lilan suuria. Kun leima-annoggsla kiinnitettiin huomiota aikaan,
jonka leimaliuos on kuivakaivossa valikerroksen l@adiuosmuodossa, saatiin
tuloksista parempia mutta niiden variaatio olii $ildn iso. Suuret erot tuloksissa eivat
kuitenkaan johdu vain pipetoinnista vaan signaaiaikutti viela jokin, jota ei tiedeta.

Jokaiselle  analyytille  tehtiin  kolme  testia  SAS<alhmalla.  Naiden
tilastomatemaattisten tulosten pohjalta voidaaretmdetta kun leima-annostelu on
suoritettu oikein eli siten kuin tuotannon prosgsaileima-annostelu tehdaan, kuppien

taustaan ei vaikuta se, onko kuppeja lisdkuivadilteu

Jos leimatipat ovat kuitenkin levinneet kupeissalpkset eroavat oikein leima-
annostelluista kupeista, joten lisdkuivauksen sgie mukaan kuivakaivokuppien
tuotantoon, pitaa leimatippojen levidminen tarkasteésuaalisesti entista paremmin.
CRP:n kohdalla levinneiden leimatippojen ja oikdgima-annosteltujen tulosten
valinen ero on suurin. Tama johtuu CRP:n leimalaek suuremmasta levidmisesta,
silla levinnyt leimatippa CRP:n kupissa kattaa >%0kupin pinta-alasta, kun taas

Tnl:ll& ja hCG:lla levidminen on paljon pienempagta-alaan nahden.



41

9 LAHTEET

1. http://www.innotrac.fi/
2. Innotrac Diagnostics Oy:n sisédinen koulutusniaddir

3. Bjdlie, Jan G.; Hang, Egil; Sand, Olav; Sjaasfyktein V.; Toverud, Kari C 2002.
Ihminen fysiologia ja anatomia. 1.-2. painos. H#&i WSOY

4. Leikola, Juhani 1987. Verensiirtojen immunologmmunohematologian opaskirja
opiskelijoille ja laboratorioilla. Helsinki: Suomgrunainen risti.

5. Vahoméki, K. (2008) AQT 90 Flex-immunoanalysaait testikasettien
stabiilisuus. Opinnaytetyd. Turun ammattikorkeakioioalat.

6. Siltanen, A. (2008) Immunomaarityslaitteen kiWwaiinnin kehittaminen.
Opinnaytetyd. Turun ammattikorkeakoulu, bioalat.

7. Nienstedt, Walter; Hanninen, Osmo; Arsila, AnBjorkqvist, Stig-Eyrik 2002.
Ihmisen fysiologia ja anatomia. Porvoo: Bookwell Oy



