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SANASTO

BSA

ELISA

HRP

PBS

PBST

Sensori

T™MB

Bovine serum albumine on naudan veresta eristetty proteiini, jota

kaytetaan usein eri tutkimuksissa.

Entzyme linked immunosorbent assay on entsyymeihin perustuva

spesifinen ja kvantitatiivinen immunologinen maaritysmenetelma.

Horseradish peroxidase eli piparjuuriperoksidaasi on piparjuuresta
eristetty entsyymi joka hapettaa tiettyja yhdisteita. Useimmiten kay-
tetd@n amiini-ryhmien hapettamiseen eri yhdisteissa, kuten bensi-
diini tai TMB.

Immunoglubulin G on neljan peptidiketjun muodostama Y-kirjaimen
muotoinen immunoproteiini, joilla on spesifinen paan tiettya anti-

geenia vastaan.

Phosphate buffer saline on usein neutraalissa pH:ssa kaytetty fos-

faattipuskuri, jossa mukana muita suoloja.

PBS, johon on lisatty Tween20 tunnettuun pitoisuuteen, esimerkiksi
0,5 %. Tween20 estaa epaspesifisia sitoutumisia ja on siten pa-

rempi pesupuskurina ja laimennoksissa ELISA-menetelmissa.

Fysikaalista, kemiallista tai biologista muutosta havaitseva laite,
joka muuttaa sen signaaliksi. Tekstissa signaali on sahkdkemialli-

nen ja tuotettu painettavalla teknologialla.

3,3',5,5'-tetrametyyli-[1,1"-bifenyyli}-4,4'-diamini toimii yhtena useis-
ta mahdollisista substraateista HRP:lle. Reaktio vaatii vetyperoksi-

din lasnaolon ja muodostaa varillisen liuoksen.



1 JOHDANTO

Painettava teknologia, tai painettava aly, on uudehko teknologianala, jossa toiminnallisten raken-
teiden painaminen tehdaan perinteisesta poikkeavilla materiaaleilla, kuten johtavilla musteilla ja

alustana voidaan kayttaa taipuisia materiaaleja kuten paperi, pahvi tai muovi. Tama mahdollistaa
tuotteen taipuisuuden. Toiminnalliset rakenteet voidaan painaa myos mekaanisiksi, jolloin niiden

toiminta perustuu esimerkiksi mikrokanaviin.

Painetun teknologian alaluokkana voidaan katsoa olevan painettu elektroniikka. Painettu elektro-
niikkaa on yhdistettavissa perinteiseen, “jaykkaan”, teknologiaan. Verrattuna painettuihin laitteisiin
perinteisilla menetelmilla paastaan toistaiseksi parempaan tehokuteen ja niistd on enemman

kokemusta.

Esimerkkeja painetun teknologian mahdollisuuksista ovat painetut aurinkokennot tai diabeetikko-
jen kayttamat verensokeria mittaavat liuskat, biosensorit. Liuskat ovat samalla esimerkki perintei-

sen ja painettavan teknologian yhdistamisesta.

Diabeetikkojen kayttamat biosensorit perustuvat entsyymien spesifisyyteen, mutta sensorit voivat
perustua myos immunologiseen spesifisyyteen. Immunologiset biosensorit perustuvat samaan
biomolekyyliseen spesifisyyteen, kuin ELISA-menetelmat. Biomolekyylien maaran ja monipuoli-
suuden vuoksi, myos biosensoreita voidaan kehittdd moneen tutkimukseen. Mikali sopivia vasta-

aineita tai antigeeneja voidaan tuottaa tarpeeksi, voidaan periaatteessa myos sensori valmistaa.

Opinnaytetyon tavoitteena oli luoda ELISA-mentelma antigeenin maarittdmiseksi. Kehitettya me-
netelmaa ja leimattuja vasta-aineita voitaisiin kayttaa elektrokemiallisen vasta-ainesensorin kehit-
tamiseen Gwent Group yhtiéssa. Opinnaytetyo tehtiin osana PrintoCent-yhteisén BioPrint-
projektia. PrintoCent-yhteisd on VTT:n, Oulun yliopiston, Oulun ammattikorkeakoulun, Oulun
kaupungin ja Oulu Innovaatio Oy:n perustama yhteis, jonka tehtavana on kehittaa ja edistaa
painattavan alyn tutkimista ja teollistamista. TyGosuus tehtiin kesélla 2013 ja sen tarkimmat yksi-

tyiskohdat on salattu toimeksiantajan toivomuksesta.



2 ELISA-MENETELMAT

ELISA, entzyme linked immunosorbent assay, perustuu antigeenin ja vasta-aineen avainlukko-
periaatteeseen (1). Kun antigeeni ja vasta-aine kohtaavat, ne muodostavat sidoksen keskenaan
(2). Syntynytta sidosta voidaan kayttaa naytteen spesifiseen tunnistamiseen. Jokaisen sitoutu-
misvaiheen jalkeen sitoutumattomat huuhdellaan pois ja naytteille lisataan substraattia, josta
leimaentsyymi tuottaa mitattavaa yhdistetta. (1). Naytteen luonteen, maaran seka halutun spesifi-
syyden mukaan maaraytyy ELISA-menetelma kolmesta mahdollisuudesta, suora-, epasuora- tai
sandwich-ELISA. (Kuva 1)

Substraatti \g eli antigeen
) * E eli leima-
"% entsyymi

Substraatti ) w

Substraatti Lé kst

< Sekundiar
- vasta-aine
konjukaatti
imaa >y vt 5 % v
. ¥ “U;I.E‘i[ Primaari
ulaatti anfi vasta-alne
. . e Kaappaus
geen vasta-aine

Suora-ELISA Epasuora-ELISA Kaappaus- eli
Sandwich-ELISA

KUVA 1 Eri ELISA-menetelmat (1)
2.1 Suora-ELISA

Suora-ELISA on yksikertaisin ELISA-menetelma, joten se on nopein suorittaa. Menetelma vaatii
entsyymileimauksen primaarivasta-aineeseen. Leimavasta-aine sitoutuu kaivoissa olevaan anti-
geeniin. Leima antaa substraatin lisdyksen jalkeen reaktion, joka voidaan mitata. (Kuva 1) Leima-

us voi vahentaa vasta-aineen immunologista sitoutumiskykya. (1.)

Suoraa menetelmaa voidaan kayttaa myos kilpailevaan sitoutumiseen. Kilpailevassa menetel-
méassa leima liitetdan puhdistettuun antigeeniin, jota lisataan reaktioon. Naytteen sisaltama anti-
geeni kilpailee sitoutumispaikoista leimatun vasta-aineen kanssa. Kasvattamalla muuten vakio-
maarassa naytteen maaraa suhteessa leimattuun, saadaan kaanteisesta verrannosta naytteen

sisaltdman antigeenin pitoisuus. (3.)



Suora-ELISA on nopein suorittaa seké kilpailevana etta ei-kilpailevana. Tama onkin sen paras
puoli, jos menetelman nopeudesta saatava hy6ty voittaa tarkkuuden menetyksen. Suora-ELISA

vaatii paljon naytemateriaalia. (1.)
2.2 Epasuora-ELISA

Epasuorassa menetelmassa lisataan spesifisyytta sekundaarivasta-aineella, johon entsyymi lei-
mataan. Sekundaarivasta-aine toimii koettimena, joka sitoo leiman naytteeseen. (Kuva 1) Tall6in
saavutetaan parempi spesifisyys, joten suoran menetelman herkkyys jaa parhaimmissakin olo-
suhteissa epasuorasta menetelméasta. Lisaksi suora-ELISA soveltuu epasuoraa huonommin pien-

ten pitoisuuksien maarittamiseen. (1.)

Epasuorassa-ELISAssa saattaa esiintya kaivon lopulliseen paallystamiseen, kouttaamiseen, tai
blokkaamiseen kaytettyjen proteiinien ja sekundaarivasta-aineen valista sitoutumista. Mikali yli-

maaraisia sitoutumisia ei tapahdu, on epasuora-ELISA hyva vaihtoehto menetelmaksi. (1.)
2.3 Sandwich-ELISA

Sandwich-ELISAssa naytteena oleva antigeeni kaapataan vahintaan kahden vasta-aineen valiin.
Koska molemmat vasta-aineet tarttuvat spesifisesti naytteeseen, menetelman spesifisyys on
kokonaisuudessaan hyvin suuri. Menetelman spesifisyydesta johtuen naytetta ei tarvitse erikseen
puhdistaa. Lisaksi sandwich-ELISAlla voidaan saavuttaa muita ELISA-mentelmia parempi vaste.
Sandwich-ELISA-menetelman optimointi vaatii kuitenkin usein enemman kehitysty6ta kuin muut
ELISA-menetelmat. (4.)

Sandwich-ELISA voi olla suora tai epasuora. Suorassa sandwich-ELISAssa antigeeniin sitoutunut
vasta-aine on samalla leimavasta-aine. Talloin saastetaan aikaa ja vasta-ainekuluja suhteessa

epasuoraan sandwich-ELISAan. (1.)

Epésuorassa sandwich-ELISAssa (kuva 1) antigeeniin sitoutuvan vasta-aineen jalkeen lisataan
spesifinen sekundaéarivasta-aine (1). Spesifisyys perustuu vasta-aineen elainspesifisyydelle kol-
mannen vasta-aineen etsiytyessa kakkosvasta-aineen eldinspesifisten tekijdiden mukaan (4).
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3 PROTEIIINIT ELISA-TESTISSA

ELISA-menetelman toimivuus perustuu vasta-aineiden spesifisyyteen toistensa suhteen. Lisaksi
menetelman perustana on proteiinien epaspesifinen sitoutuminen. RIA-testeissa havaittiin proteii-
nien epaspesifinen sitoutuminen nayteastioiden pintaan, mika osaltaan mahdollisti ELISA-

menetelman keksimisen. (3.)

Vasta-aineista yleisin on 1gG (2). Tydssa kaytetaan sita esimerkkinad puhuttaessa vasta-aineista.
Se muodostuu kahdesta kevyesta ja kahdesta raskaasta ketjusta. Rakenne muistuttaa Y -kirjainta.
Kuvassa 2 antigeenille spesifinen alue on ympyrdity. Vastaava alue I6ytyy myds toisesta haaras-
ta. Vasta-aine tarttuu antigeeniin spesifisella alueellaan. Mikali spesifisen alueen toiminta estyy,

ei vasta-aine toimi menetelmassa. (2.)

HOOC COOH

KUVA 2 IgG-vasta-aineen rakenne (5)
3.1 Vasta-aineiden tuottaminen ELISAa varten.

ELISA-menetelméssé tarvittavat vasta-aineet voidaan tuottaa poly- tai monoklonaalisesti. Tuotan-
tomenetelmasta riippuu vasta-aineen puhtaus ja esikasittelyn tarve. Polyklonaaliset vasta-aineet
tuotetaan koe-elaimilla. Koe-elain altistetaan antigeenille ja vasta-aineet eristetdan seerumista.

Seerumi kuitenkin sisaltaa eri kohdille antigeenia spesifisia vasta-aineita ja haluttu vasta-aine

11



joudutaan yleensa puhdistamaan affiniteettisesti ennen kéyttda, jotta saavutettaisiin riittdva herk-

kyys ja taustan pieneneminen. Eri koe-eldinten vélilld on suuria eroja vasta-aineiden valilla. (6.)

Monoklonaaliset vasta-aineet tuotetaan fuusiosoluvilielmissa. Solut tuottavat vain yhdenlaista
vasta-ainetta antigeenia vastaan, eli vasta-ainetuotanto on puhtaampaa kuin polyklonaalinen.
Monoklonaalisten vasta-aineiden tuottamiseen tarvittavien solujen luominen on vaikeaa, kallista
ja aikaa vievaa. Solujen kehittaminen on vaivan arvoista, jos vasta-ainetta tarvitaan suuria maa-
ria, sillé ne ovat oikeissa olosuhteissa pidettyina "kuolemattomia”. (6.) Monoklonaaliset vasta-
aineet ovat puhtautensa, tasa-laatuisensa ja jatkuvan tuotantomahdollisuuden ansiosta ELISA-

menetelman vasta-aineeksi.
3.2 Kaivojen paallystys

ELISA-testia varten kuoppalevyn kuoppiin sidotaan proteiinia tunnettu maara, joka riippuu nayt-
teen ja sidottavan proteiinin valisesta affiniteetista seka kaytetyn levyn kyvysta sitoa proteiinia.
Pinnoittamisesta kayteta@n englanninkielen termia "coating”. Sidottava proteiini on menetelmasta

riippuen vasta-ainetta tai antigeenia (kuva 1). (1.)

Kaivoihin voidaan sitouttaa vain tietyn verran proteiinia. PVC-muovin laadusta riippuen sitoutu-
mismaarat vaihtelevat: "low”- tai "medium binding” -muovit sitovat vasta-ainetta noin 100-200 ng,

kun taas sitoutumista parantavasti kasitellyt muovit, "high binding” -muovit, sitovat noin 400-500
ng. (3.)

Sitoutuminen tapahtuu passiivisella adsorptiolla. Inkubaation aikana aminohapposivuketjujen ja
kuopan seinien polymeerien hydrofobiset osat muodostavat heikkoja sidoksia. Sitoutumisen teho

vaihtelee, mutta menetelméa soveltuu periaatteessa kaikille proteiineille. (1.)

Sidottava vasta-aineet laimennetaan sopivalla puskurilla, jonka pH saadetaan lievasti eméksisek

si. Emaksisissa olosuhteissa suurin osa proteiineista ohittaa saostumispisteen (pl). Talla varmis-
tetaan sivuketjujen elektronikonfiguraatio sitoutumiselle edulliseksi pakottamalla karboksyylihap-
poryhmé luovuttamaan protoni. Lieva emaksisyys suojaa proteiineja myds denaturoitumiselta. (1.)

Paallystetyt kaivot sailyvat parhaiten jattamalla paallystamiseen kaytetty liuos kaivoihin. Tutki-
muksissa on todettu paallystysliuokseen jatettyjen ja —80 °C:ssa pakastettujen levyjen sailyttavan
alkuperaisen aktiivisuutensa jopa 6 kk levyjen spesifisyyden sailyesséa samana. Vastaavat levyt,

joita sailytettiin —80 °C:ssa ja 2 %:ssa BSA:ssa liuotettuna PBST-puskuriin menettivat enemman
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aktiivisuuttaan ja spesifisyyttaan kuuden kuukauden aikana. Jadkaapissa ja vasta-ainepuskurissa

kaivot séilyvat joitain viikkoja valmistuksesta. (7.)

Ennen kayttoa kaivojen jaljelle jaaneisiin sitoutumiskonhtiin tulee sitouttaa proteiineja, jottei naytet-
ta sekéa leimavasta-ainetta pystyisi sitoutumaan epaspesifisiin kohtiin kaivossa. Sitoutumispaikko-
jen tayttda kutsutaan blokkaukseksi. Epaspesifinen sitoutuminen voidaan todeta, mikali nollanayt-
teet antavat systemaattisesti varireaktioita. Muita syita nollanaytteen varireaktioon ovat esimer-

kiksi kontaminaatiot muista kaivoista. (3.)

Epaspesifisen sitoutumisen estamiseen kaytettyja blokkausproteiineja ovat esimerkiksi BSA, joka
on yleisimmin kaytetty, kaseiini tai kalangelatiini. BSA:n lisaksi kdytetadn satunnaisesti myos

muita seerumeita. Tarkeintd on saada peitettya muovin sitoutumisalueet. (3.)

Vaikka kaseiinin on todettu olevan joissain tilanteissa parempi blokkaaja kokonsa puolesta, BSA
on kuitenkin hyvéa lahtokohta kokeiluun, silla se on halpa ja helppokayttdinen. Rasvaton maitojau-
he, joka sisaltaa lahinna kaseiinia, on hyvin epatasalaatuista ja saattaa inhiboida entsyymireaktio-
ta. Gelatiini estaa paremmin proteiinien keskinaista, kuin hydrofobista -vuorovaikutusta ja muita
seerumeita kaytettdessa on huomioitava liuoksen muut vasta-aineet. BSA:ta kaytetaan yleensa

1-5-prosenttisena liuoksena. (3.)
3.3 Antigeenin kaappaus

Antigeenin annetaan sitoutua inkubaation aikana kaivoihin sidottuihin vasta-aineisiin. Sitoutumi-
nen tapahtuu, kun vasta-aine ja antigeeni kohtaavat satunnaisesti. Kasvattamalla joko inkubaa-
tioaikaa, vasta-aineen pitoisuutta tai antigeenin pitoisuutta saadaan parannettua heikkoa signaa-
lia. Pienentamalla pitoisuuksia tai aikoja signaali puolestaan vahenee. Nain voidaan optimoida

menetelméan signaalin tasoa. (8.)

Vasta-aine sitoutuu spesifisesti kevyiden ketjujen paissa olevan sitoutumiskohdan avulla (kuva 2).
Vasta-aineet ovat rakentuneet soluissa tiettya antigeenia varten ja sopivat kuin avain lukkoon
antigeenin kanssa. (6.)

Kun kaappausvasta-ainetta on vahemman kaivossa, naytteille on vahemman sitoutumispaikkoja.
Sitoutumisméaaréat pienentyvat samassa suhteessa kaikilla standardipitoisuuksilla, kun antigeenin

ja vasta-aineen kohtaamisen todennakaisyys laskee. (8.)
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3.4 Leimavasta-aine

Leimattu vasta-aine toimii kuten leimaamatonkin. Se sitoutuu spesifisesti satunnaisissa kohtaa-
misissa naytteen kanssa. Sandwich-ELISAssa nayte on jo sitoutuneena kaivon pohjaan kiinnitty-
neeseen vasta-aineeseen. Vasta-aineet valitaan tunnistamaan eri kohdat antigeenissa. Talloin
nayte jaa kahden vasta-aineen valiin, eivatka vasta-aineet hairitse toistensa sitoutumista. Lopuksi
nayte on siis "kaapattu” kahden vasta-aineen valiin ja muistuttaakin kerrosvoileipaa, mista tulee
termi sandwich ELISA. (6.)

Vasta-aineen maaran ollessa hyvin suuri tapahtuu satunnaisesti myds epaspesifista sitoutumista.
Lisdamalla toinen vasta-aine varmistetaan spesifisyys paremmin. Talléin puhutaan sekundaari-
vasta-aineesta ja epasuorasta menetelmasta. (1.) Esimerkiksi jos tuhannesta vasta-aineesta yksi
sitoisi kaivoon yhden vaaran proteiinin, vaadittaisiin miljoona sitoutumista, jotta tilastollisesti ta-
pahtuisi yksi vaara sitoutuminen myo6s sekundaarivasta-aineen kohdalla. Jokainen vasta-aine

vaatii kuitenkin oman inkubaatioaikansa (1).
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4 ELISA-LEIMAT

ELISA-menetelméssa mitattava signaali muodostuu entsyymien toiminnasta. Entsyymi sidotaan
vasta-aineeseen iiman, etta se vaikuttaa vasta-aineen sitoutumisaluesiin. Sidottua entsyymia
kutsutaan leimaentsyymiksi ja leimattua vasta-ainetta leimavasta-aineeksi. Valittavia leimoja on
useita. Kaksi useimmiten kaytettya leimaa ovat alkalinen fosfataasi (AP) seka piparjuuriperoksi-
daasi (HRP). (3.)

4.1 Alkalinen fosfataasi

Alkalinen fosfataasi on ELISA-menetelmien alusta asti kaytetty entsyymi (7). AP on metalloent-
syymi, joka vaatii rakenteisiinsa sinkkia toimiakseen. Se irrottaa p-fosfaattiryhman yhdisteesta,

mika aiheuttaa varireaktion liuoksessa. (3.)

AP on HRP:ta hitaampi entsyymi. Sen toimiessa syntyy alkoholia ja fosfaattia sen hydrolysoides-
sa orto-fosforisia monoestereita. Koska mikaan tuotteista ei inhiboi entsyymia, AP kuitenkin kyke-
nee jatkamaan toimintaansa kunnes substraatti loppuu. Nain ollen AP antaa signaalin pienissakin

maarissa, kunhan aikaa kuluu tarpeeksi. (3.)

Yleisimmin AP:n kanssa kaytetty substraatti on para-nitrofenyylifosfaatti, p-NPP, jonka hajoami-
sesta seuraa kellertava liuos, joka absorboi aallonpituudella 450 nm. p-NPP:n ongelmana on sen
heikko sailyvyys. Se voidaan kuitenkin joko pakastaa tai kayttaa tablettimuodossa sailyvyyden
parantamiseksi. Toinen paljon kaytetty substraatti AP:lle on liukoiseksi tehty 5-bromo-4-kloro-3-
indolifosfaatti, BCIP, jolla saavutetaan jopa kaksinkertainen herkkyys pienilld maarilla mitattaes-

sa. Lisaksi BCIP on stabiilimpi sailytettava. (3.)
4.2 Piparjuuriperoksidaasi

Toinen hyvin usein kaytetty entsyymileima on piparjuuriperoksidaasi (HRP) (9). HRP voi kayttaa
useita eri fenoli- tai amiinisubstraatteja, esimerkiksi 2,2'-atsino-bis-(3-etyylibentsotiatsoliini-6-
sulfonihappoa), ABTS:a3, josta HRP hapettaa sini-vihreaa liuosta, tai luminolia, jonka hapettunut
muoto fluoresoi (6). Koska HRP on pieni kokoinen, herkka ja voi kayttaa suurta maaraa sub-
straatteja, HRP on yleisimmin kéytetty leimaentsyymi. Substraattien suuri méara puolestaan

mahdollistaa eri spektrofotometrisia ja sahkokemiallisia mittausmenetelmia. (9.)
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4.3 Piparjuuriperoksidaasin substraatit

TMB on yleisin kaytdssa oleva substraatti HRP:lle (10). TMB:n hyviin ominaisuuksiin kuuluu reak-
tion nopeus ja herkkyys, erityisesti kun reaktio pysaytetaan rikkinapolla (3). Sen ei mydskaan ole
todettu aiheuttavan sy6paa, toisinkuin aiemmin kaytetty bentsidiini (11). Lisaksi TMB:ta voidaan

kayttaa kliinisiin testeihin ja sen kéytostd nanomateriaalina on tehty lupaavaa tutkimusta (10; 11).

TMB:n huonoja puolia on sen huono sailyvyys, silla se hapettuu ilman vaikutuksesta herkasti
(12). TMB:n sailyvyydesta on kuitenkin tehty tutkimusta (12). TMB:lle on saatavilla sita suojelevia

puskureita.

Kun TMB:ta kaytettaan substraattina, HRP-entsyymi muuttaa vetyperoksidin lasna ollessa TMB:n
ensin hapettuneeseen radikaalimuotoon. Radikaali ja lahtdaine muodostavat kompleksin. Reaktio

etenee diimineksi rikkihappolisayksen jalkeen. (Kuva 3.)

CH, CH, L iy
. 3
N |'~n-|2 g V7] +H*
CH

3
+ | HN NH,
H
cH! 3 CH’ CHS
HN= NH

CHs CH5
] " Amax=370,652 nm
o-

CH CHs
HN-b—QNH + 2H+

CHy CHy
Amex= 450 nm

KUVA 3 TMB:n reaktio (13)

Kun reaktio lopetetaan sopivalla hapolla, esimerkiksi rikki- tai suolahapolla, absorbanssipiikki
siirtyy kaksoispiikiksi aallonpituudelle 450 nm. Menetelman signaali herkistyy samalla jopa kol-
minkertaiseksi lopettamattomaan reaktioon verrattuna. Myos testin lukeminen on tarkempaa, kun

ajan vaikutus tuloksiin pienenee reaktion pysahdyttya. (3.)
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Lopetetussa reaktiossa syntynyt vari haalistuu ajan mittaan. Haalistuminen on kuitenkin hyvin
hidasta ja osana optimointia tehdyissa tutkimuksissa varireaktion intensiteetin todettiin pysyvan
lahes muuttumattomana yli 4 tuntia. (Liite 2, sivu 13) Yleensa ELISA-levyjen mittaaminen suorite-
taan pysayttamisen jalkeen, mutta tdama mahdollistaa esimerkiksi saman levyn lukemisen use-

ammalla laitteella.
4.4 Entsyymilld leimaaminen

Jotta entsyymi saadaan sitoutumaan vasta-aineeseen, pitaa vahintaan toinen kasitella kemialli-
sesti. Eri menetelmia on monia, mutta periaate on sama. Jokin ryhma proteiinissa kasitellaan
kemiallisesti sitoutumiselle optimaaliseksi, minka jalkeen sitoutumisen annetaan tapahtua passii-
visesti. (14.)

Vasta-aineessa on useita samoja ryhmia kuin entsyymeissa. Ryhmat saattavat reagoida kasitte-
lyssd, jolloin syntyy vasta-aineiden valisia sitoutumisia. Vaarien sitoutumisten valttamiseksi kehi-
tettiin menetelmia, joissa entsyymi kasitellaan erillaén vasta-aineesta sitoutumisherkaksi. Kun

sitoutumista aktivoiva kemikaali on poistettu, voidaan haluttu vasta-aine lisata leimattavaksi. (14.)

Yksi hyvaksi havaittu menetelma on kayttaa hyvaksi HRP-entsyymin rakennetta. HRP-entsyymilla
voidaan katsoa olevan kaksi osaa: HRPO | ja HRPO II. HRPO Il siséltaa hiilihydraatteja, eika ole
yhta aktiivisesti osana entsyymin toiminnassa kuin HRPO I. HRPO Il:n hiilihydraattiosa voidaan
siten hapettaa kemiallisesti HRPO-aldehydiksi, iiman etta entsyymin aktiivisuus juuri laskee.

HRPO | ei sisalla hiilihydraattiosia, joten se ei hapetu ja aktiivisuus sailyy. (14.)

HRPO-aldehydien vapaat aminoryhmat voidaan tayttaa kayttaen 1-fluori-2,4-dinitrobentseenia.
Talla estetaan entsyymeja muodostamasta keskinaisia sidoksia. Kun kasitelty entsyymi lisataan
vasta-aineliuokseen, ainoat vapaat aminoryhmat ovat vasta-aineilla. Entsyymi sitoutuu siten vain

vasta-aineeseen hyvin tehokkaasti ilman ylimaaraista entsyymiaktiivisuuden menettamista. (14.)
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5 PAINETTU TEKNOLOGIA

Painettu teknologia tai aly on laaja kasite, johon kuuluvat painamalla valmistetut sahkoisesti tai
mekaanisesti toimivat laitteet. Painotekniikoilla voidaan valmistaa esimerkiksi mikrokanavia, jotka
voivat esimerkiksi hydrofobisuudella tai kapillaariefektilla ohjata pienia naytemaaria kanavia pit-

kin. Talléin kyseessa on mekaaninen laite. Kanavissa voi tapahtua naytteen kasittelya tai mittaus.

Mikali painetaan esimerkiksi johtavia musteita, voidaan puhua painetusta elektroniikasta. Perin-
teisesti elektroniikassa on kaytetty jaykkia piipohjaisia materiaaleja. Koska painetussa elektronii-
kassa piirit painetaan taipuisille materiaaleille, ne kestavat taivutusta, toisin kuin perinteinen elekt-
roniikka, ja niitd voidaan hyvin muotoilla esimerkiksi kaareviksi (15.) Yksinkertaisimmillaan elekt-
roniikkaa voidaan painaa silkkipainomenetelmalla. Muita jo kaytossa olevia menetelmia ovat esi-
merkiksi 3D-dispensointi, jossa laite annostelee kolmiulotteisen ohjelman mukaisesti materiaalia,
Injet-laitteet, jotka perustuvat mustesuihkuun kuten normaalit mustesuihkutulostimet, tai rullalta
rullalle menetelmat, joissa painoalusta kulkee rullien valissa. Rullat tuovat materiaalin painoalus-
talle. (16.)

Painomenetelmin tuotetut laitteet ovat perinteisia laitteita halvempia valmistaa suurissa maarissa.
Inkjet-laitteilla voidaan myds tuottaa muutamien kappaleiden eria perinteisté elektroniikkaa hal-
vemmalla, sillé perinteisen elektroniikan halpuus vaatii massatuotannon. (17.) Painetut tuotteet

jaavat kuitenkin viela tehokkuudessa perinteisella menetelmilla tuotetuista laitteista (16).

Painettavaa teknologiaa leimaa monialaisuus, silla toimivien tuotteiden saamiseksi tarvitaan usei-
den eri alojen osaamista. Monialaisuuden tarpeen uskotaan luovan tulevaisuudessa tydpaikkoja
korkeasti koulutettuihin maihin, joista [dytyy paljon eri alojen tydvoimaa. Painettu teknologia on

viela verrattain uutta, mutta sita kohtaan on paljon kiinnostusta (17).

Painetuilla tekniikoilla tuotetut tuotteet ovat verrattain halpoja ja esimerkiksi sahkdkemialliseen
reaktioon perustuvien menetelmien mittalaitteet voivat olla hyvin pienia akulla toimivia laitteita.
Esimerkiksi luvussa 6 esitellyt elektrokemialliset vasta-ainesensorit voivat toimia syrjaseuduilla

tautien tarkkailuun ja tutkimiseen perinteisia menetelmia paremmin.

Painetulla teknologialla on viela edessaan haasteita. Erityisesti valmistusmenetelmia ja kierratys-
ta optimoimalla painetun elektroniikan arvioidaan olevan ymparistolle ystavallisempi kuin perintei-
nen teknologia, silla optimoidussa valmistuksessa energiakustannuksissa syntyy saastoa perin-
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teiseen verrattuna. Toisaalta painettujen laitteiden lyhytikaisyys ja metallin uudelleen kayttd ovat
ongelmia. Verrattuna perinteiseen elektroniikkaan raaka-ainemaarat ovat kuitenkin pienia ja alus-

tamateriaalina voidaan kéyttaa biohajoavaa materiaalia. (17.)

BioPrint-projektin tavoitteena on saada aikaiseksi kolme biosensorimallia, joiden kehityksesta
opittuja tietoja ja taitoja voivat alalle syntyvat yritykset hyodyntaa omien tuotteiden kehityksessa ja
optimoinnissa. Kaksi ensimmaéista sensoria perustuvat suoraan entsyymien spesifiseen toimin-
taan. Kolmas sensorimalli on vasta-ainesensori ja siina hyodynnetaan opinnaytetyon tuloksia

seka tyossa leimattuja ja testattuja vasta-aineita.
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6 PAINETUT SENSORIT

Painettujen sahkokemiallisten sensorien toiminta perustuu sahkdvirran mittaamiseen. Hapettavat
entsyymit, kuten HRP tai glukoosioksidiaasientsyymi vapauttavat toiminnassaan elektroneja,
jotka muutetaan sopivalla siirtajalla, elektrodilla, liuoksesta mitattavaksi virraksi. Painettavat sen-
sorit voidaan jakaa biokatalyyttisiin tai affiniteettisensoreihin naytteen mittaustavan mukaisesti.
(18.)

Kaikissa painetuissa sensoreissa on vahintaan kaksi elektrodia. Toinen elektrodeista on tydelekt-
rodi ja toinen referenssielektrodi. Yleensa mukana on myds kolmas elektrodi, silléa suuremmilla
virroilla referenssielektrodi ei kykene taysin siitdméaan virtaa. Tuo vastaelektrodi siirtaa elektro-
lyysistd muodostuvan varauksen, ja siten suojelee referenssielektrodia liian suuren varauksen

aiheuttamilta muutoksilta. (18.)

Biokatalyyttiset sensorit perustuvat biomolekyylien, kuten entsyymien, spesifisyyteen havaittavan
naytteen suhteen. Nain ollen biokatalyyttisiin sensoreihin luetaan yksinkertaisimmat biosensorit.
(18.)

Esimerkiksi glukoosin maaritykseen biokatalyyttisella sensorilla tarvitaan elektrodinpinnalle vain
glukoosioksidiaasientsyymia. Glukoosioksidiaasientsyymi hapettaa glukoosin &-D-
glukonolasetoniksi. Samalla entsyymi pelkistaa happea vetyperoksidiksi, joka hapettuu sahkovir-
rassa, jolloin vapautuu elektroneja, happea seké vapaita vetyioneja. Vapautuneet elektronit aihe-
uttavat virran muutosta, jota vahvistetaan valittajilla, jotka korvaavat heikkoliukoiset happimole-
kyylit. (18.)

Vasta-ainesensorit puolestaan perustuvat biomolekyylien affiniteettiin havaitsemisessa. Kuten
ELISA-menetelméssé, vasta-aineen ja antigeenin valinen affiniteetti on hyvin vahva ja spesifinen

sidos. Samaan affiniteettiin pohjaten voidaan kehittaa tuotantoon vasta-ainesensori. (18.)

Kuten perinteisestd ELISA-menetelmaéa kehitettaessa myds vasta-ainesensorille siirryttaessa
pitaa ottaa huomioon seka menetelman ja leiman tyyppi etta signaalin havaitsemiskeino. Verrat-
tuna perinteiseen ELISA-menetelmaéan substraatista pitaa entsyymin toiminnasta syntya sahko-
kemiallisesti aktiivinen tuote. Toisaalta sahkdkemia tarjoaa enemman vaihtoehtoja mittausmene-
telmiin. (19.)
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Substraatin valintaa suurempana ongelmana on yleensé vasta-aineiden sitoutuminen sensorin
pinnalle. Leimavasta-aine ei saisi muodostaa epaspesifisia sidoksia alustan kanssa, mutta kaap-
pausvasta-aineen pitaisi sitoutua hyvin tehokkaasti, jotta saavutettaisiin riittava tiheys sensorin

toiminnalle. (18.)

Kuten ELISA-menetelmissa, myds elektrokemiallinen vasta-ainesensori voi olla kilpailuun tai
kaappaukseen perustuva. Kilpailevassa mentelmassa sensorille lisataan seka nayte antigeenia,
etta leimattua antigeenia, jolloin naytteen maara on kaantaen verrannollinen signaalin maaraan.
Kaappaus toimii kuten ELISA-testissa. (19.) Mikali kaytetyt vasta-aineet ovat vaikeita tuottaa tai
saatavilla on monoklonaalisia vasta-aineita naytteelle, on yleensa parempi kokeilla kaappausme-

netelmaa ensin.

Jotta vasta-aine toimisi, se ei saa sitoutua vaarasta kohtaa sensorinpinnalle. Mikali vasta-aine
sitoutuu antigeenin sitoutumisalueesta sensorille, vasta-aine ei voi toimia ankkurina antigeenille.
Vaaralla tavalla sitoutuneita vasta-aineita on myos ELISA-menetelmissa, mutta sensorit ovat

herkempia vaarasta kohtaa sitoutuneille vasta-aineille. (18.)

Ero herkkyydessa johtuu sitoutumispinta-alan maarasta. Vasta-ainesensorilla on sitoutumisille
kaytossa vain yksi pinta, toisin kuin ELISA -menetelméssa, jossa vasta-aine sitoutuu kaivonpoh-
jaan ja seinille. Sensorit ovat usein myos halkaisijaltaan kaivoja pienempia. Koska liian tihea si-
toutuminen voi myos aiheuttaa signaalin laskua steerisisten esteiden vuoksi, sitoutumistiheytta ei

voida vain kasvattaa keinotekoisesti. (18.)

Menetelman herkkyys vaaralle sitoutumiselle on johtanut parempien sitouttamismenetelmien
tutkimiseen. Menetelmat pyrkivat usein parantamaan sitoutumista spesifisyyden lisaamisella ja

lupaavalta vaikuttavia tekniikoita on useita. (19.)

Esimerkiksi vasta-ainemolekyylin haarojen pilkkominen erilleen parantaa spesifisyytta (kuva 4).
Optimoimalla 2-merkaptoetyylilamidin vakevyys ja inkubaatioaika sopivaksi vasta-aineen maaran
suhteen, reaktio saadaan spesifisimmaksi raskaiden ketjujen véliselle di-sulfidisidokselle. Opti-
mointi on mahdollista, silla lyhyen ja raskaan ketjun valinen di-sulfidisidoksen on todettu olevan
hieman epaspesifista sidosta pysyvampi. Halkaistu molekyyli koostuu nain ollen yhdesta raskaas-
ta ja yhdesta kevyesta osasta ja vasta-aineen antigeenille spesifinen sitoutumiskohta sailyy aktii-
visena. Halkaisukohdan vapaalla sulfidilla molekyyli voidaan sitoa sensorin pinnalle. (Kuva 4.)

Esitellyn kaltaisella kemiallisella adsorptiolla saadaan parannettua sitoutumisen spesifisyytta, jolla
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saavutetaan potentiaalisesti jopa nelinkertainen aktiivisuus epaspesifiseen menetelmaan verrat-
tuna. (20; 21.)

Antigeenin
sitoutumisalue

/ \ =+ Antigeenin Antigeenin
. sitoutumisalue  + « siloutumisalie
- : @{;\ oD N *
|
=
2-MEA
i HS- &
£ (2-mercaptoethylamine) HS- |
t| v
Pelkistetty IgG

KUVA 4 IgG-molekyylin sitominen tioliryhmasté (20)

My0ds muilla menetelmilla voidaan kayttaa hyviksi rikin ja kullan valista sidosta. Vasta-aineelle
spesifisiin ryhmiin voidaan syntetisoida tioliryhmia. Tiolien avulla yhdisteet liittyvat kultasensorin

pinnalle ja kaappaavat vasta-aineet hairitsematta vasta-aineiden toimivuutta. (19).

Edelld mainitut menetelmat vaativat kultapohjaisen sensorin. Lisaksi vasta-aineiden liittaminen
elektrodin pinnalle voi vaikuttaa sensorin toimintaan paitsi syntyneen proteiinikerroksen kautta,
my0s pesujen irrottaessa vasta-aineita, silla menetelmat hyodyntavat heikkoja sidoksia. Mikali

sensorin pinnoitusolosuhteet muuttuvat, voi se aiheuttaa virhettd mittauksessa. (20.)

Kultasensoria halvempia ovat erilaiset hiilipohjaiset sensorit. Hiileen sidotaan vasta-aineen epa-
spesifiselle alueelle sitoutumiskykyisia ryhmia, jolloin vasta-aineita sitoutuu aktiiviseen asentoon.
Synteesi on viela kallista, mutta sen hinta tulee todennakdisesti laskemaan kun taas kullan hinta
on sidoksissa sen markkina-arvoon. Jo nyt synteesihiilipohjaiset sensorit ovat halvempia kuin

kultapohjaiset. (19.)
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Samoja funktionaalisia ryhmia voidaan myés polymeroida esimerkiksi rautaoksidirakeiden pinnal-
le. Metallihelmet antavat enemman sitoutumispinta-alaa vasta-aineille, eivatka ne vaikuta senso-
rin toimintaan yhta paljon kuin sensorin pinnoittaminen. Metallihelmet saadaan pysymaan senso-
rin pinnalla vahvojen magneettien avulla. (19.) Menetelma on kuitenkin vield suhteellisen kallis,

eika silla synny saastoa suhteessa kultaan.

Kuten ELISA-menetelmissa, myds immunosensorilla mitattaessa naytteen ja leimavasta-aineen
epaspesifista sitoutumista estetaan lisddmalla esimerkiksi Tween20:nta liuoksiin ja blokkaamalla
epaspesifiset sitoutumispaikat muilla proteiineilla, esimerkiksi BSA:lla. (6). Epaspesifista sitoutu-

mista voidaan tarkkailla nollanaytteiden avulla.

Kuten todettu, entsyymit ja substraatit tuodaan elektrokemiallisissa sovelluksissa uudelleen tar-
kastelun alle. Siina missa ELISA vaati herkan véarireaktion, entsyymien pitda saada sensorilla
aikaan elektroaktiivisia reaktioita. Entsyymeista piparjuuriperoksidaasia (HRP) ja alkaalista fosfa-

taasia (AP) on kaytetty immunosensoreissa vasta-aineiden leimoina. (19.)

HRP-entsyymin parhaisiin elektrokemiallisiin ominaisuuksiin kuuluu yleiskayttoisyys. HRP voi
hapettaa vetyperoksidin avulla useita eri substraatteja. Siten substraatin valitsemisella voidaan
saadella monia mittausolosuhteita. Esimerkiksi TMB antaa, puskurista ja pH:sta riippuen, jannite-
piikin alueelle -0,1...+0,1. HRP-entsyymille Ioytyy todennakdisesti kaupallisia leimavasta-aineita
sensorien valmistamista varten. TMB:n lisaksi HRP voi kayttaa elektrokemiallisissa mittauksissa
my0s esimerkiksi ABTS-substraattia. (19.) ABTS:n hapettunut muoto on stabiili ja soveltuu hyvin

elektrokemiallisiin mittauksiin.

AP:n herkkyys on huonompi ELISA-testeissa, mutta sahkokemiallisissa mittauksissa HRP:n pa-
remmasta entsyymiaktiivisuudesta ei ole yhta paljon hyotya, silla HRP:n vaatima mittausmene-
telma vahentaa herkkyytta. AP:n kanssa voidaan kayttaa herkempaa mittausmenetelmaa ja sille
on kehitetty sahkdkemiallisiin mittauksiin soveltuvia fosfataasijohdannaisia. Siten AP:n kaytt6
HRP:n sijasta voi olla perusteltua. Kuitenkin, seka AP:n k&yttamé fosfataasijohdannainen, etta

TMB:n hapettunut muoto passivoivat elektrokemiallisessa reaktiossa elektrodia. (19.)

Substraatit toimivat usein vasta-ainesensorilla vélittajaaineena. HRP:n tapauksessa entsyymi
hapettaa vetyperoksidin avulla valittajaainetta, joka palautuu sahkdvirran vaikutuksesta pelkisty-
neeseen muotoon. Pelkistyessaan valittajaaine kaappaa elektroneja ja sahkdvirta pienenee.
(17
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Vasta-ainesensorin kehitys on tyolasta. Vasta-aine sensorit voivat kuitenkin pohjautua muiden
vasta-ainemenetelmien tutkimuksiin. (18.) Vasta-ainesensorien kehittdmisesséa onkin katsottu

olevan myds useita hyvia puolia perinteiseen menetelmaan verrattuna. (22.)

Esimerkiksi perinteinen ELISA-menetelma vaatii koulutetun tyotekijan ja usein paljon valineistoa.
Vasta-ainesensorilla menetelmaa pyritaan yksinkertaistamaan ja nopeuttamaan vahentamalla
mittaukseen kuuluvia vaiheita mahdollisimman vahaisiksi. Samalla laitteistoa saadaan pienennet-
tya. Siten on toivottu saavutettavan jopa teolliseen kéayttdon soveltuvia automatisoituja vasta-
ainesensoreita. (22.) Elektrokemiallinen mittaus on optimoidulla menetelmalla herkempi ja va-
hemman altis varillisten liuosten aiheuttamalle hairidlle. Elektrokemialliset mittaukset voidaan

myos kutistaa nanoluokkaan, jolloin nayteliuosta tarvitaan vain nanolitroja. (19.)

Biosensoreilla katsotaan olevan paljon mahdollisia kliinisia sovellutuksia pitkaaikaisseurannan ja
pikatestien osalta. Pyrkimys terveydenhuollon kustannusten vahentamiseen lisaa yha enemman

kiinnostusta painettujen sensoreiden kehitykseen. (22.)
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7 ELISA-MENETELMAN OPTIMOINTI

Koska vasta-ainesensori toimii samalla periaatteella kuin ELISA-menetelma (18), kehitystydssa
pitda ottaa huomioon testiin kuluva aika. Valittuun menetelmaan vaikuttavat vasta-ainesensorin
tarpeet. Nain ollen menetelmista valittiin suora sandwich-ELISA, kahdella vasta-aineella, joista

toinen sidotaan kaivoon kaappaamaan antigeenin ja toinen sitoo entsyymin antigeeneihin.

Menetelman kehittamisen pohjaksi annettiin lisaksi standardialue, jolle kliiniset naytteet useimmi-
ten osuvat. Valmiit vasta-aineet saatiin PrintoCent-yhteison jasenelta ja ne olivat monoklonaali-
sesti tuotettuja. Vasta-aineita kutsutaan tydssa A ja B. Molemmat vasta-aineet olivat spesifiset
omalle sitoutumisalueelleen antigeenissa. Vasta-aineita sailytettiin pakastimessa fysiologisessa

suolaliuoksessa.
7.1 Sandwich-ELISA-menetelmin perusohje

Suora sandwich-ELISA-menetelmé alkaa kaivojen paallystamisella vasta-aineilla, joiden maaran
optimoinnista kerrotaan lisaa luvussa 7.3. Paallystaminen tapahtuu inkuboimalla levyja joko huo-
neenlammossa kaksi tuntia tai yon yli jadkaapissa natriumkarbonaattipuskurissa (pH 9,2). Liuok-
sen lopputilavuus on 100 pl/kaivo. Mikéli levyja ei kayteté heti, voidaan vasta-aineet jattaa kaivoi-

hin kayttoon asti ja sailyttaa muutamia viikkoja jaakaapissa.

Ennen kayttda kaivot pestaan useita kertoja yli 300 pl:lla PBST-puskuria, minka jalkeen loput
sitoutumiskohdat kaivossa blokataan BSA:lla. My6s BSA:ta inkuboidaan 2 tuntia huoneenlam-
maossé tai yon yli jadkaapissa, jonka jalkeen ylimaaraiset proteiinit pestaan PBST-puskurilla.
BSA:ta kaytettaessa tulee tarkistaa liuoksen pH, silld BSA voi sisaltdad happamuutta aiheuttavia
epapuhtauksia. BSA:ta lisattiin 3-prosenttinen liuos PBST-puskurissa. Lisayksen tilavuus oli 200
MI, jotta blokkaus peittaisi kaivon reunoja tarpeeksi. Mikali negatiiviset kontrollit eivat anna sig-

naalia toimivassa menetelmassa, on blokkaus onnistunut.

Pesujen jalkeen lisatdan leimavasta-aine tilavuudessa 100 pl, jonka pitoisuudesta ja inkubaatio-
ajan optimoinnista puhutaan luvussa 7.5. Sitoutumattomat leimavasta-aineet pestaan pois ja
kaivoihin lisataan substraatti, TMB. Substraatti liuotettiin kantaliuokseksi 30-prosenttisella aseto-
ni-vesiliuoksella pitoisuuteen 1 mg/ml. Kayttéa varten pipetoitiin 1 ml kantaliuosta 9 ml natriumsit-
raattiasetaattipuskuriin (pH 6.0), johon on lisatty 2 ul vakevaa vetyperoksidia. Substraattia lisattiin
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kaivoihin 100 pl ja inkuboitiin 15-30 minuuttia, riippuen vahvimman standardin signaalin intensi-

teetista. Reaktio lopetettiin 100 pl:lla 2M rikkihappoliuosta.
7.2 Vasta-aineiden leimaus

Leimaus suoritettiin etukateen vasta-aineille A ja B. Leimaamisen onnistumiseksi, liuoksien vasta-
ainepitoisuudet taytyi konsentroida. Konsentroinnissa kaytettiin Amicon Ultra -
sentrifugifiltterilaitetta, jonka kéayttd perustuu suodatinaukkoihin membraanissa. Vasta-aineille
sopivan laiteen membraanin suodatinaukkojen koko on 100 kDa. Koska lgG-vasta-aineen koko-
naispaino on 150 kDa, se eivat paase kulkemaan suodatinaukoista. Suodatus toimii samalla pus-

kurin vaihtona ja puhdistusmenetelmana, kun alle 100 kDa olevat molekyylit poistuvat liuoksesta.

Vasta-aineliuokset laimennettiin natriumkarbonaattipuskurilla (pH 9,8) lopulliseen konsentraatioon
3,8-4,2 mg/ml. Ennen leimausta pitoisuus viela tarkastettiin spektrofotometrisesti Nanodrop-
laitteella. Leimaus suoritettiin Rochen peroksidaasileimauspaketin ohjeiden mukaisesti mukana

tulleiden liuosten avulla (liite 1).

Paketin liuokset liuotettiin ohjeiden mukaisesti ja annettiin asettua oikeaan kayttélampatilaan.
Leimaus aloitettiin lisddmalla HRP-konjugaatit suhteessa 1 M IgG : 5 M peroksidaasia. Sitoutumi-
sen annettiin tapahtua yon yli jaakaapissa, minka jalkeen reaktio lopettiin trietanolaminilla, natri-
umborohydridilla ja 30 minuutin jaékaappi-inkubaation jalkeen toisella annoksella trietanolaminia.
Glysiinia lisattiin stabiloimaan tuotetta. Valmistajan leimausohjeesta poiketen leimattu vasta-aine
siirrettiin sailytyspuskuriin dialyysin sijasta sentrifugoimalla Amicon-filtterin l&pi. Samalla mahdolli-

set sitoutumattomat HRP-konjugaatit, eli leimaentsyymit, puhdistuvat liuoksesta.

Puhdistetut vasta-aineet laimennettiin lopputilavuuteen 500 ul leimauspaketin stabilointipuskuril-
la. Liuosten lopullista proteiinipitoisuutta ei voitu tarkistaa, koska peroksidaasiliuos oli varillinen ja
stabilointipuskuri sisélsi sekd BSA:ta, ettd Kathon CG:ta. Arvio aktiivisen proteiinin maarasta voi-
tiin kuitenkin tehda laskemalla lopullisten ja alkuperaisten tilavuuksien avulla. Lisaksi otettiin
huomioon valmistajan ilmoittama aktiivisuuskerroin 0,7. Laskennallinen pitoisuus vasta-aineiden

aktiivisuudesta oli 1,72 mg/ml A:lle ja 1,75 mg/ml B:lle.

Valmistajan mukaan stabiloitu liuos voidaan séiloa jadkaapissa kaksi kuukautta tai jaadyttaa nes-
temaisella typelld ja séiléa vahintaan —60 °C pakkasessa pidempia aikoja. Pakastamisessa lei-

maentsyymin aktiivisuus laskee, joten liuos paatettiin sailyttaa jadkaapissa.
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7.3 Ankkurivasta-aine

Menetelma testattiin kayttamalla kumpaakin vasta-ainetta ankkurina toisen ollessa leimana. Vas-

ta-aineen A pitoisuus oli toimeksiantajan mukaan 1,92 mg/ml ja vasta-aineen B pitoisuus 1,87

mg/ml.

Kaivoihin sitomiseksi molemmat vasta-aineet laimennettiin pitoisuuteen 10 ug/ml natriumkarbo-
naattipuskurilla. Talloin kaivoissa on ylimaarin vasta-ainetta ja saavutetaan maksimaalinen sitou-

tuminen. Tama on hyva lahtokohta menetelmélle. Sitoutuminen todettiin hyvaksi saatujen signaa-

lien perusteilla, eika sitouttamispuskuria tarvinnut muuttaa.

Mittauksissa todettiin my0s, etta vasta-aineen maaraa kaivossa taytyy optimoida. Vasta-aineen B
todettiin toimivan paremmin ankkurina ja sen optimaalista maaraa kaivoissa titrattiin. Lopulta

todettiin 50 ng/kaivo riittdvan mittauksissa. (Kuva 5.) Alle 50 ng/kaivo pitoisuudet eivat antaneet

absorbanssia.
Abs Vasta-aineen maara kaivossa
2,5 .
=9=50 ng/kaivo
B 1:100 000
2 1 = - leima A

1,5 i{

0 100 200 300 400 mg/l

Al
’ == 100 ng/kaivo

B 1:100 000
leima A

200 ng/kaivo
B 1:100 000
leima A

KUVA 5 Vasta-aineen maara kaivossa

Kun siirryttiin pienempiin naytelaimennoksiin, kaivoissa olevan vasta-aineen maaraa nostettiin

100 ng:aan/kaivo signaalin nostamiseksi.
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7.4 Standardisuora

Antigeenille haluttu standardisuora saatiin toimeksiantajalta. Toimeksiantajan haluama kliininen
toimivuusalue oli 1-250 ug/l. Kaikki standardit laimennettin PBST:II&, jota kaytettiin myds nolla-

naytteena.

[Imoitettu antigeenin pitoisuus oli 858 ug/ml, jota kéytettiin alustavasti pitoisuuksien laskemiseen.
Myohemmissa tarkastuksissa antigeenin pitoisuuden todettiin olevan pienempi. Mittauksesta
saatiin tulokseksi 320 pg/ml. Tulos poikkesi huomattavasti ilmoitetusta 858 ug/ml ja saatua pitoi-

suutta laskettaessa seuraavia standardisuoria.

Ensimmaisissa mittauksissa kaytettiin kahta rinnakkaista standardia pitoisuuksilla 1; 8,9; 85; 125;
250 pg/l. Mittausten edetessa todettiin, etté antigeenin ja vasta-aineiden affiniteetti oli lian hyvan,
mista johtuen jouduttiin kayttamaan standardeja myos paljon laimeammista pitoisuuksista, aina

20 ng:sta/l alkaen. Menetelman havaittiin olevan hyvin lineaarinen pienillé pitoisuuksilla.

Menetelmén huomattiin olevan altis hajonnasta aiheutuvalle virheelle. Esimerkiksi kaivon paikan
todettiin vaikuttavan tuloksiin. Epailtiin, etta vaikutus johtui joko monikanavapipetista, tai standar-
dien valmistuksesta. Virhe toistui systemaattisesti useammassa mittauksessa huolimatta uusien

standardien valmistuksesta (kuva 6).

Abs Kaivon kohdan vaikutus

ng/l

400

KUVA 6 Kaivon kohdan systemaattinen virhe
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Pipetoinnin vaikutuksen pienentamiseksi paatettiin siirtya standardisuorien valmistuksessa jatku-
van laimentamisen malliin, jossa standardit laimennetaan samalla pipetilla, samalla tilavuudella
etenevasti edellisesta standardista laimentaen. Tata varten haettiin sopivaa laimennusta. Stan-
dardien valmistuksessa todettiin toimivan 1:2 laimennus. Kaytetylla menetelmalla standar-
disuoran hajonta pieneni. Hajontaa esiintyi silti, joten rinnakkaisten maara nostettiin kahdeksaan

sen vaikutuksen estamiseksi.
7.5 Leimalaimennus

Leimavasta-aineen pitoisuutta titrattiin useita kertoja. Leiman valmistajan arvio sopivasta leima-
vasta-aineen laimennuksesta oli 1:4000-1:10 000, jota pidettiin lahtokohtana mittauksissa. Kui-
tenkaan laimeinkaan standardi ei antanut absobanssiksi alle 2,0. Lisaksi jo ennen reaktion py-

sayttamista substraatin vari vihersi. TMB:ta substraattina kayttavien menetelmien kehitysoppaat

kertovat taman johtuvan lilan vakevasta leimavasta-aineesta.

Kaivoihin sidotun vasta-aineen liséksi leimavasta-aineen maaraa titrattiin useissa mittauksissa.
Laimennuksia testattiin lahtien 1:20 000:sta aina 1:1000 000:aan asti, kun leimoja inkuboitiin kak-
si tuntia huoneenlammadssa. Jopa laimennuksella 1:1000 000 saavutettiin luettavia signaaleja,

muttei lineaarisuuden parantumista. (Kuva 7.)

Kaivon ja leiman pitoisuuksien vaikutus

Abs
2,500
2,000 e —x
/ —e—1:250k (50ng)

1,500 /—?'— ~#—1:750k (50ng)

i A 1:750k (200ng)
0,500 e i x A
0,000 : . . ng/l

0 100000 200000 300000 400000

KUVA 7 Kaivon vasta-aineen ja leiman maaraan vaikutus
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Vasta-aineiden todettiin olevan riittavan toimivia sensorin kehitykseen. Menetelman lineaarisuu-
den optimointia jatkettiin muiden tekijoiden osalta, kun 1:100 000 laimennuksen todettiin soveltu-

van leimavasta-aineelle.
7.6 Lineaarisuuden parantaminen

Alustavasti menetelméan lineaarisuusalue vaikutti olevan hyvin pienella vélilla, 0-500 ng/l (kuva
8). Tasta suuremmilla pitoisuuksilla oletettiin olevan hyvin loivan lineaarisuuden alue. Lineaari-
suuksien vaihtumisalue vaikutti mittausten perusteella olevan kliinisella alueella, mutta jalkim-

maista lineaarisuutta ei voitu kayttaa hyvaksi sen loivuuden takia.

Lineaarisuus alhaisilla pitoisuuksilla

Abs

1,000 .
=—4#—50ng/kaivo

0,900 1:400k

0,800 .

200 ng/kaivo
0,700 1:400k
0,600

0.500 / 200ng/kaivoy =0,0017x+0,0378
’ / R? =0,9936

0,400

/ 50 ng/kaivo y = 0,001x + 0,0383

0,300 R*=0,9737
0,200
0,100

0,000 "{ . . |

0 200 400 600 ng/l

KUVA 8 Vasteen lineaarisuus alhaisilla pitoisuuksilla

Todettiin, etta kaytettavissa oleva lineaarisuusalue jaa alhaisille pitoisuuksille. Nain ollen lineaa-
risuusalueesta ei olisi hyotya kliinisissa testeissa. Vasta-aineiden toimivuudesta menetelma kui-
tenkin kertoo.

Menetelmaa testattiin viela toisella vasta-aineparilla testailemalla vasta-aine A:n pitoisuuksia
kaivossa. Leimavasta-aine B laimennettiin 1:100 000, jotta tuloksia voitaisiin verrata aiempiin.
Mittauksista saatiin parhaimmillaan absorbanssin 0,5 (kuva 9). Vaste jaa neljdnnekseen siita,

mita vasta-aineet antavat toisinpain.
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Vasta-aine A kaivossa

Abs
0,600
0,500
0,400

=200 ng
0,300

== 100 ng
0,200

50 ng
0,100 , —¢=10ng
0,000 T T T T 1
0 100 200 300 400 ng/l

KUVA 9 Vasta-aine A maaran vaikutus kaivossa

Koska vasta-aineiden vaihtamisella ei saavutettu selkeaa lineaarisuusalueen parantumista ja
koska vaste oli selkeasti huonompi, todettiin olevan parempi kayttaa vasta-ainetta B kaivossa ja

A:ta leimana.

Eri inkubaatioaikoja kokeiltin muuttaa, lukuun ottamatta blokkausta ja substraatin inkubaatio-
aikaa. Minkaan ei kuitenkaan havaittu parantavan lineaarisuutta suurilla pitoisuuksilla, joten paa-

tettiin jatkaa tutkimuksia pienten pitoisuuksien lineaarisuusalueella.

Standardit valmistettiin aiemmin hyvaksi havaitulla 1:2-menetelmalla suuren pitoisuuden alueella,
josta ne laimennettiin edelleen pienelle pitoisuusalueelle 1:500 laimennuksella. Inkubaatioaikoja
pyrittiin optimoimaan kokeilemalla. Substraattia jouduttiin inkuboimaan 30 minuuttia vasteen kas-
vattamiseksi. Paras lineaarisuus saatiin inkuboimalla ndytetta yhden tunnin ja leimaa kahden

tunnin ajan (kuva 10).
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Ab . . . epges o . .
°  Lineaarisuus pienilla pitoisuuksilla

0,7

y =0,0037x +0,0163

0,6 RZ = 0,9919/

0;5 /

0,4 / =¢=—AB_B y/y’
03 AG-2h,

LAB_A-y/y,
0,2 $30min
ng/L
0,1
O T T T 1
0 50 100 150 200 Ne/l

KUVA 10 Menetelman lineaarisuus
7.7 Ndytteen Kasittely

Plasmanaytteeseen lisattiin 50 pl 0,1 M sitraatia hyytymisen estamiseksi. Plasmaa ravisteltiin 10

minuuttia, saostumat sentrifugoittiin pohjaan ja supernatantti siirrettiin eppendorf-putkeen.

Plasmanaytteet mitattiin standardin lisaysmenetelmalla. Tulokset eivat kuitenkaan vastanneet
odotuksia. Otannan vahaisen maaran takia ei voitu yksiselitteisesti osoittaa mista tulosten virheel-
lisyys johtuu. Virhe voi johtua matriisivaikutuksesta, kliinisen alueen hajonnan vaikutuksesta,

plasman kasittelymenetelmasta tai pipetoinnista.

Seerumin matriisivaikutus jaa tuleviin tutkimuksiin. Sita olisi hyvé testata jo toimivalla menetelmal-
la maaritetylla naytteelld. Erityisesti sahkokemiallisissa mittauksissa naytematriisi tulee hyvin
todennakoisesti vaikuttamaan tuloksiin. Naytteet saatiin anonyymeiné Johanna Veijolan laborato-

riosta.
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8 TULOKSET

Tutkimuksen tuloksena todettiin vasta-aineen B toimivan paremmin kaivoon sidottuna ja vasta-
aineen A leimattuna. Talla parilla vasta-aineita ja naytetta tarvitaan menetelmaan vahemman.
Lisaksi lineaarisuuden laadussa ei ollut merkittavalla kliinisella alueella yksiselitteisesti eroa, kun
vasta-aine A on kaivoon sidottuna ja B leimana. (Kuva 11) Molemmilla vasta-ainepareilla tapah-
tuu sama ilmid, jossa signaali on matalilla pitoisuuksilla nopeasti nouseva, mutta korkeilla pitoi-
suuksilla signaali ei juuri muutu pitoisuuden kasvaessa. Lisaksi vasta-aineparilla A kaivossa-B

leimana signaali on heikko matalilla pitoisuuksilla.

Abe Vasta-aine parien erot

1,6

1,4

- <>
1,2 +—1.8. Kaivossa B
1 / (100ng/kaivo) 60 min

inkubaatiot, 1:100 000
0,8

l leima
0,6 —f—5.8. Kaivossa A
04 I (100ng/kaivo) 60 min
’ l inkubaatiot, 1:100 000

0,2 leima
0 ‘.ﬁ.:-* ! . !
20

30 40 pg/l

KUVA 11 Vasta-aineparien vertailu, 10—320ug ei juuri muutosta signaalissa

Vasta-aine B saadaan lineaariseksi ja herkaksi hyvin pienilla pitoisuuksilla jatkamalla inkubaatio-
aikaa. Lineaarinen alue vaikuttaisi olevan sidonnainen paitsi ndytteen maaraan, myos sen inku-
baatioaikaan. Parhaan lineaarisuuden saavuttamiseksi naytteen maara tulee pitaa pienena, jol-
loin ndytettd tulee laimentaa standardien mukaisesti. Inkubaatioaika tulee tulosten perusteella olla
tunti tai mahdollisesti vahemman, mik&li nain havaitaan tulevissa mittauksissa. Hajonnan vaiku-
tusta pyrittiin eliminoimaan ottamalla kustakin standardista ensin kolme, sitten kahdeksan rinnak-
kaista maaritysta. Tama on erityisen tarkeaa loivalla lineaarisuusalueella, jossa absorbanssin

hajonta on suurta. (Kuva 12)
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as  Hajonta pienilla pitoisuuksilla

0,8

0,7 T
06 y =0,0037x + 00,0163

’ R?=0,9919
0,5

I
0,4 / AB_By/y,

03 / AG-2h,
LAB_A-y/y,
0.2 _A-y/y

L J

S30min
0,1 ng/L
O T T T 1
01 50 100 150 200
ng/l

KUVA 12 Hajonta pienilla pitoisuuksilla, kaivossa B ja leimana A

On todennakaista, ettd ainakin toisen vasta-aineen ja naytteen valilla on hyvin vahva affiniteetti.
Alustavien arvioiden mukaan kyse olisi antigeenin ja vasta-aineen B valisestd vuorovaikutukses-
ta. Arvio perustuu havaintoihin ndytteen inkubaatioajan vaikutuksesta lineaarisuuteen. Leimavas-

ta-aineen maara tai inkubaatioaika eivat vaikuta yhta paljon lineaarisuuteen.

Vasta-aine B tuntuu kaappaavan todella helposti antigeenin, kunnes reaktio saavuttaa tasapainon
todella alhaisilla pitoisuuksilla. Kun tasapaino on saavutettu, antigeenin maaran lisdédminen nos-
taa sitoutumisen maaraa ja siten lopullista vastetta vain vahan. Oletettavasti tasta aiheutuu ha-

vaittu lineaarisuuden heikentyminen.

Affiniteetin vaikutusta voitaisiin menetelméan kehityksessa pyrkia vahentdmaan valmistamalla
huonommin leimautuneita vasta-aineita. Inkuboimalla konjukaatiossa vahemman leimaentsyymia
suhteessa vasta-aineeseen 0sa vasta-ainesta jaa ilman leimaa ja syntyy kilpailua sitoutumispai-

koista.

Inkubaatioajan vaikutusten vuoksi lineaarisuusalueen arviointi on vaikeaa, mutta optimoiduilla

inkubaatioajoilla saavutetaan hyvaksyttava signaali lineaarisuusalueella 0-640 ng/l (kuva 13).
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Antigeenin inkubaatioajan vaikutus
Abs
1,2

1 —

08 //

—o—AB_B-y/y, AG-2h, LAB_A-
y/y, S30min ng/L

0,6
—#—AB_B-y/y, AG-1h, LAB_A-
0,4 y/y, $30min ng/L
0’2 ) /.
0 T T T 1
0 200 400 600 800 hg/l

KUVA 13 Antigeenin inkubaatioajan vaikutus

Leiman odotettua parempi tehokkuus ei aiheuttanut mittausongelmia, kun leimavasta-aineena ja
kaivoihin sidotun vasta-aineen maaraa laimennettiin tarpeeksi paljon. Laimeammista maarista
saadaan my0s saastoa reagenssikuluissa. Leiman toimivuus jopa 1:1000 000 laimennuksissa

antavat positiivista odotuksia sensorin kehittamiseen.

Kehitysta tehtdessa eliminoitiin pipetoinnin vaikutus siirtymalla lasketuista pitoisuuksista eritavalla
eteneviin laimennossarjoihin. Laskettaessa standardiliuoksesta valmistetun naytteen palautumis-
ta laskennalliseen arvoon, oli haastavaa arvioida aiheutuuko virhe erilaisesta pipetoinnista, ha-
jonnasta vai standardisuoran huonosta laadusta. Hyvin laimeilla pitoisuuksilla saatiin tdssa vai-

heessa kuitenkin hyvaksyttavia tuloksia ndytteen palautumisesta laskennalliseen pitoisuuteen.

Naytematriisin vaikutuksen arviointia tulee jatkaa tulevaisuudessa. Alustavasti voidaan kuitenkin
arvioida, etta alhaisilla pitoisuuksilla matriisin vaikutus on pienta, silla naytetté tulee laimentaa
esimerkiksi 1:500, jotta saavutettaisiin sopiva pitoisuus. Laimentamattoman naytteen matriisi-
vaikutusta oli haastavaa arvioida saatavilla olevien plasma- ja seeruminaytteiden pienen maarien
takia. Myds tunnetun pitoisuuden potilasnaytteen puutuminen vaikeutti menetelman toimivuuden
arviointia. Jatkokehityksessa naytematriisin vaikutuksen tutkiminen tunnetulla naytteella on suosi-
teltavaa. Tama antaa viitteita my0s sensorin kehitykseen naytematriisin vaikutuksesta.
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Opinnaytetydssa kehitetty ELISA-menetelma toimii pohjana vasta-ainesensorin valmistamiselle.

Koska toimintaperiaatteet ovat molemmissa samat, voidaan ELISA-menetelméan toimivuus rinnas-

taa sensorin toimivuuteen. Samalla saadaan verrattain halpa ja turvallinen menetelma immu-

nosensorin toimivuuden vertailemista varten. Seka ELISA ettéd kehitetty sensori kéyttavat samoja

vasta-aineita ja leimaentsyymeja naytteen pitoisuuden maarittdmiseksi. Optimoitu ELISA-

menetelma, jota tyossa kaytettiin, on esitetty taulukossa 1.

Taulukko 1 Optimoitu ELISA-menetelmé

Vaihe Lisays Inkubaatioaika

Paallystys Vasta-aine B natriumkarbo- Yon yli jadkaapissa
naattipuskurissa (pH 9,2)
(100ul)

Blokkaus 3 % BSA-PBST-puskurissa Kaksi tuntia huoneenlammas-
(pH 7,4) (200p1) sa tai yon yli jadkaapissa

Naytteen lisays

Antigeeni PBST-puskurissa
(pH 7,4), 0-640 ng/l, vahin-

taan nelja rinnakkaista (100pl)

Yksi tunti huoneenlammaossa,

tai vahemman.

Leimavasta-aineen lisays

Leimattu vasta-aine A, PBST-
puskurissa (pH 7,4) (100ul)

Kaksi tuntia huoneenlammos-

sa

Substraatti TMB 1:10 natriumsitraattipus- | 15-30 minuuttia
kurissa (pH 6,0) (100pl)
Lopetuspuskuri 2 M rikkihappo (100ul) Reaktion pysaytys, luku enin-

taan neljan tunnin sisaan
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9 YHTEENVETO

Opinnaytetyon tavoitteena oli luoda vertailumenetelma ja leimattuja vasta-aineita elektrokemialli-
sen vasta-ainesensorin kehittamiselle. Sensoreiden kehitysta varten menetelman tuli kertoa jotain
vasta-aineiden toimivuudesta toistensa suhteen, leimautumisen onnistumisesta, seka vasteen
voimakkuudesta. Valmistettuja leimavasta-aineita kaytettiin sensorien valmistuksessa. Vaikka
ELISA-menetelman kaivossa tapahtuvan varireaktion siirtdminen painetulle elektroniikalle sahko-
kemialliseksi mittaukseksi on haastava kehitystyo, entsyymin toiminta ja sitoutuminen vasta-

aineeseen on molemmissa menetelmissa yhta tarkeaa.

Menetelman suuri herkkyys antaa hyvia toiveita sensorin kehitykseen. Siirryttaessa ELISA -
testista sensorille herkkyys yleensa huononee. Lopullinen sensori siis toimii todennakdisesti tar-
vittavalla herkkyydella tutkituilla vasta-aineilla. Myds sensorin kehitysta koskevat alustavat tulok-
set ovat positiiviset. Alustavissa ELISAN ja sensorimateriaalin hybriditesteissa vasta-aine B saa-
daan sitoutumaan hyvin sensorille ja epaspesifista vastetta ei ole. Epaspesifinen vaste aiheuttaa
yleensa ongelmia vasta-ainesensorien kehityksessa, joten nainkin varhaisessa vaiheessa sen

poissaolo on hyvin positiivista lopullisen sensorin toimivuuden kannalta.

Sensoria kehittavalla yrityksella on kuitenkin ollut ongelmia toistaa ELISA-testeissa mitattuja erin-
omaisia signaaleja. Heidan on pitanyt kayttaa paljon vakevampia vasta-ainelaimennuksia, kuin
tassa kehitetyssa menetelmassa kaytettiin. Todennakaisia syita tuloksiin ovat substraatin erot
heidan kayttaessaan kaupallista substraattiliuosta, menetelmassa kaytetyn kiinteasta liuotetun
sijaan tai leimavasta-aineen jaatyminen kuljetuksessa. Myos lopullisen tilavuuden ero vaikuttaa
tuloksiin. Muita syita tuloksiin voivat olla kaivomateriaalin erot tai muut vahaisemmat erot yrityk-

sen kayttdessa omaa vakiintunutta menetelmapohjaansa.

Saadut tulokset riittdvat sensorin kehitykseen, joten menetelméan kehitysta ei tarvitse toistaiseksi
jatkaa. Jos ELISA-testia haluttaisiin kehittaa edelleen, olisi hyva tutkia paremmin ndytematriisin
vaikutusta testissa. Lisaksi on suositeltavaa kehittaa nopea leimaentsyymin aktiivisuuden mitta-
usmenetelma. Leimattujen vasta-aineiden sailytystavan vaikutusta aktiivisuuteen mittaamalla
glyserolin, Sokkijaadytyksen seka pakkassailytyksen vaikutusta aktiivisuuteen voitaisiin arvioida,

silla kaytetty jaakaappisailytys on hyva vain lyhyilla aikavaleilla.
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For life science mesearch anly.
Mot fior use in diagnostic procedurss.

Peroxidase Labeling Kit

Kit for the labeling of primary amino groups of biomelecules with activated peroxidass (POD])
from horse radish

Cat. No. 11 829 696 001
Kit for & labeling reactions

LITE 1/1

[ version 05

Content version: December 2005
Store gt +2t3 +8°C

Mumbssr of Reactions

B mg actiated permddase for labeling of appros. § my
protein in § resctions

Kiit contents
Bottle | Kit contents Armount Color code
1 Peradlase (activated) (PODTL Bimng white cap
stabilized bop hilinme
F |1 M Sodium Carbonabs’ 100 mi blue cap
Py ragencarbonate-buffer, pH B4
Sodium Borolvydride B bty white cap
4 |2 M Triethanokaming Buffer, pH 8.0 05 ml vk cap
1 M Glycine Sclution, pH 7.0 0.5 ml yellow cap
afier nscon
stitution
& |Dialysis Buffer, 20 = conc. pH 65 = 100 ml gnesen cap
Stbiliring Agent with BSA and 3 ml black cap
Kathan CG
Addvantsges of the kit

= Fast [the whobs labeling procedure Gan be performed in one diy)
= aasy (only 5 simple working steps)
= complete [all necessany buffers and reagems are supplied with the kif)

1. Application

Thir kit is desgned for bbeling water-sobuble biom ole
cules with reactive and acosssible primary aming
groups (& g. peptides or proteing] with perasddase for
LS in & misthods.

It is particulany suitabde for the coupling of antibodies
with peroxidase, &5 the msuling conjugate is optimal
for use in immunochemical desction systems like
ELIZA, immunohistos emistry and mmunobbotting.

2_ Kit characteristics

2.1 Capmcity

The quantity of kit reagents is sufficient to conjugate
approx. & mg immunoglobulin G (gGl We reaammend
o aliguot the tatal quantity o be conjugated inte

B portions. Each portion will then provide 0.5 - 1 mi of
conjugate from approx. 1.2 myg kG, & quantity that can
Bt cliluted 1: 4000 - 1 10000 for ELEBA and Wotting
appliications

22 Specification of the peroxidase

2.3 Suability

oz asanene &

Specific activity: 800 L/myg protesin at +25C and pH 50
with ABTE* and sy a5 substrates. Purity numbsr
[Pugsnm’ Ssranm s 30 - 1.5, Esereyme distibution:

> B homogeneous isoensyme C.

Thi kit is stable witil the expiration dabé printed on the
labed if swored ot +2 0 +8° C. For stability of working
solutions see chapler 312

3. Labeling procedurs

The falkeving procedure has been specally developed
for the coupling of penoddase to immunoglobulin G
MgEL It can howeer be as well used for IgG, Fab and
Flalb'), fragmeants from rabbel, mouse, sheep and goat
=) I.'fIH|IIH' 4. notes). The st proceduns describes
the conjugation using 175 of the total quantity of the kit
reagants, suffcant to label 1.2 mg of 16,

If ather proteins ame o be conjugated, we would
recomménd baginning with this procsdune and
checking the results with gel chromatsgrapley on HPLC
with TSE 3000, If necessary, the procedure can than
bex adapted to individual requiremeants by altering the
stoichiometry and the concentrtion of reactants used
for incubation,

3.1 Preparation of solutions

3.1.1 Preparation
of working
siflutioms

All necoessary raagents for performing the coupling
are containsd in the kit Redist. water should always
bex used for reconstitution and duSon purposes.
Addiionsl reguired materials: dishysis tbe

[hoded water treatesd)

T drvoid confusion, we reoommend 1© madk each
salution with the appropriate aumbear. The voalumes
Ested are sufficiant 1o label o porsan aof 1.2 my Igi.

Solution 1: Peroxidase (actiated)

Reconstitute the lyephilizte of botthe 1 in 0.5 mi redist
watber [peroxidase concemraton = 16 mgdmi)

Solution 2: Sodium Carbonaste)/-lnpdrogencarso-
nate Buffer (100 mM, pi 9.8)

Erquilibrate bottle 2 o +15 to +25° C. Be sure that all
buffer components ané dissobead. Add 10 ml of botthe 2
1o B0 ml mesdisy water, mix well.

Solution 3: Sodium Borohydride Solution

(200 mi)

W nscommend 1o wear gloves when working with
sodium bombydride. Prépans the solution immediately

rior b use and keep cold on ice. Add 1 tablet of boale
to 130 ml cold, st mix well.

Solution &: Tristhanolamine Buffer (2 M, pH 8.0)
Bottle &, mady-io-use. Equillhate the botle 1 +15 o
+268° C. Be sure that all buffér components am dis
sohed.

Solution 5: Glycine Sakution (1 M, pH 7.00

Reconstitute the lpephilizte of botthe 5 in 0.5 mi redist
warter [ghycine concantration = 1 M)

Solution &: Dialysis Buffer (1 = conc.)
Erquililsrate: bottle & b +15 1o +25" C. Be sure that all
buffer companents are dissoboed. Add 30 ml of
bt 5 by 530 ml redist water; mix well.

Solution 7: Stabilizing Agent
Bottle 7 is ready-10-use. Equilibrate the bottle to +15 o
+2E° C.

www. roche-applied-science.com
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3.1.2 Suability of
solutions

= Bolution 1 i stable for 3 months &t +2 w0 +8° C.
Thie solution can b aliguoted, shock-frosen st —80°
C or balow and then stonsd a1 — 18 © — 25" C; liw
evier, @ ot o Factivity of 10 - 20°% may be observed.
Solutiors 25 and & are stabls for 1 wesk at +2 i
+0° C, respéctively for 8 months at — 1510 —258°C, if
stored frazen in aliquats.

Solution 3 should shways be prepansd mmediately
Ewifiarg use.

Solution 4 and Fam stable 8 +2 © +8% O wmil the
expiny date stated on the kit

3.2 Praparation of the immunoglobulin sohtion

2.2.1 Lyophilized

Thit IgG concentraian of the antibody soltion should
be appros. 4 mgfml (38 - £2 mgfmi). This concentra
Ban i oritical for the coupling and should hance be
chiecked photometrically befors every coupling and
adjusted if necessan: 1 mgdml = 180 8 Agsg o, and
1 em path kength. 0.3 ml of this salution ane neguinesd
for each labeling reaction.

Note: Do not use presenatives like sodium asde and
stahilizens like albumin or detergents.

Weigh 1.6 my into & suitable wesssl and dissabe in

immunoglobulin, 0.4 ml solution 2 Check the concentration and pH and

salt-fres adjust if necessary.

322 lmmunao- I the immunoglabulin i dissolved n phosplste

plobudin in buffer  buffersd saling (PRS) without sddtional protsing or
préseEnatiees: adjust the pH o 8.0 with 1 M sodium
carborate buffer (bottle 7). W necessany dilute with
solution 2 1o obtain an Igh concentration of £ mgdml.
I the mmunogiabulin & dissokad i a bufer with
omganic sahs: Dishse immunoglobulin with solution 2
ard adjust the conoantration o £ mg'ml with sohetion 2.

323 Stability of The solutions should alvweays be prepared immediatsky

g5 solution for use.

3.3.1 Conjugation Fipette exsctly 0.3 ml anhody solution inlo @ suitabies

1 = 2ml vial and add 0.1 mil solution 1*[Fumiﬂusu];
mix well Reaction ratio = 1 M IgG : § M POD.
Incubate far 2 hat 25°C in & walter bath or for 16 k
owermight & +2 1o +8° .

3’.3’2 Sl.nﬁirlg the Add &0 pl sohstion & (iiethanolamine) 1o the incuba

tan saluion, mix, pipete 50 pl solution 3 (sodium
Barofyd ide] i the mixture, mic again and incubate fr
30 min g1 2-8°C. Add a further 25 pl of solution 4 and
incubate again for 2 hat +2 0 +8° 0

Fipette 10 pl of solution & (ghycine solution) into the
incubaition sobution and mix wall

Flace the incubstion solution in a dialyss tube and
illow 1o diskyse extansively (eg. evermsght) with 3
changes of 200 ml solution 6(1 = dialysis buffer).

Place the conjugate from the dialysis b in 2 suitabks
wial, detarmineg the vilume and add the same volumea of
solution 7 1o the conjugate; mix ganty. The conjugste
is sable for at least 2 months ot +2 o +8 C. For lon
per siomge the conjugate can be aliquoted, shock-fno
e in liquid nétrogen and then storsd st —60° C ar
Below,

LITE 1/2

4.1 Sodium azide

Sodium aride should never ba added as a présenmatine,
bescause it inhibits the peroxidass activity.

4.2 Purification and fractionation of the conjugate

During the resction more than 75% of the Igh s conju
gated and andy 30% of the immunoglobulin remains
unooupled (Ses Fig.d). The conjugate needs thensfons
it e puarifiesd Tor nomaal |mmuruu51|.|mcuﬂuru.
Residual amounts of frss peroddase afer conjugstion
do narmally ok imedens with such procedures.

If the conugate is o be used for special apphoations
like: ighly sensitive ELISA procedunss or msssme
ments in problamatic matnoes, it can be purified
further subsesuent o dishysis and prior o stabilizstion
with solution 7 by gl permestion chromatography
[&g. on Sephacnd 5300 from Pharmacia). The frctions
can thian be bt for thair suitahility Sor the plan s
application

4.3 Re-buffering of amtibody and conjugate

The antibody can bé ne-buffered into soluthan 2 sither
using Sephadex G28 or PD-oolumns (Phamiacia)

r suitable materal. The conjugate can be
e I:ul'l'zr:l:l smilbseguently o step 133 by using column
chromatngraplny instesd of the desoribed disbysis
[step 3.3.4)

4.4 Reaction ratio lgG to POD

The corjugation of lgG and Fab- fragments & opmioed
for the: above neaction ratio. Other stodchiometrc
proportions can be considered for special applications,
burt it st b detrisitesd] Elist the protein concentmaBon
indicated in the test proosdung should be held
constar and that a molecular sieve fractionatian
should be carded out in order 10 Sepanste oul msidual
amaunts aof lgG or POD that may be presert.

4.5 lnmurosglobalin

The procedurs & optimized for the coupling of immu
maglohulin from rabbit; kG from sheep and gost can
likewise be conjugated. If Fab or Flab)s fragments of
thisss spesciis or immusoglobulin G from mous: ane
used, & reaction dme of 3 h at +28" C s eoosmmended.

www.roche-applied-science.com
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LITE 1/3

H a
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3 | H | s -
H T
1 < | 1 X1
E [
% | . H
3 | 3 - :
2 ‘ F_‘I -'-. |
F | b | | &
=| | 1 | b | 2
2 A | IO L W =AY -
by S L B “ o | S | -
d . 1
= j ] — . A A
fo o = = = = a @ d Addddd d 4 = 4 4 ¢
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Fig. 1 Fig. 2 Fig. 3
4.6 Reaction temp e and r o K Changes to Regulatory Disclaimer updated.
L warsion

The procedurs i developed for & reaction lempenrtun:

of +35" C. AL +25° C the reaction time should be 2 h Trademarks ABTS is a trademark of Foche

Bt it cam be exended to 3 h withowt influendng the

results. ARermatively, the reaction can be camed out ot e Dnlh{ﬂg?uun Iﬂux:ljr“mmam e the prog:

+2 10+ C with a resction Sme of 18 h up © 24 h. ety P i

Regulstory For lifie sciencs resaarch onky. Mot for uss in diagnstic
4.7 lnfluence of pH Disclsimar prisoatures
During the conjugation reaction (Step '311} the pH
should never drop below 98 and must be kept

constant 10 ensung a proper coupling. The maximally
alloraable pH is 10,8

4.8 Influsnce of NaCl and potsssium phosplots concsntration

Mall comcentrations af 50 - 400 mM and simultanecus
phosphste concantrations of 10 - 30 m# have only a
marginal effect on the reaction. If the potasssum phos
phate concentration is in the mnge of 30 - 100 m,
the MaCl concentration should not axoeed 150 mbL

4.9 HPLC chromatograply

I high reproduchility is required, the reaction should
b camied out under HPLC-TSK 3000 comrol. Figurss
1 = 3 show the TSK 3000 profiles of the starting
mataril (Fig. 1: immunoglobulin G from rabbit), of POD
(Fig- 2) &nd the final product (Fg. 30, Dunrg nEsction,

the lgis is com Bound in the conjugste, as can
e 5351 in the %KEZJM separation i |:r|'Fg a.

" ikl Som Rocho Applisd Scencon

Contact and Support

To ask questions, sobe problems, suggest enhancements or rapon new
applications, plesse visit our Online Technical Support Sie st

www.roche-applisd-scignce.com/support

T call, writes, e, or email us, visit the Roche Applisd Sciemnos hame pegs,
wveve.roche-applied -science.com, and salect your home courtry. Country:
specific oontact infomation will be displayed. Use the Product Seach func
tion to find Instructions Sor Use and Material Safety Data Sheets.

Roche ostics Gmbi
Roche sl SeaEnoe
i Mannhsm
Germany



MITTAUSPOYTAKIRJAT LIITE 2/1
2.7.1000ng/kaivo CAB-B LAB-A maara vaihtelee

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12
A 0,316 | 0,311 | 1,483 | 1,400 | 1,881 | 1819 | 1516 | 1,614 | 1829 | 1,704 | 0,250 | 0,667
B 0,585 | 0,532 | 2,048 | 1,945 | 2366 | 2,435 | 2,268 | 1,986 | 2,246 | 2,076 | 0,533 | 0,570
C 2779 | 3134 | 3115 | 3115 | 3,115 | 3,194 | 3,194 | 3,018 | 3,291 | 3,265 | 2,145 | 3,153
D 3,005 | 3851 | 3,754 | 3,675 | 3,851 | 3,851 3,851 3550 | 3,277 | 3,277 | 2,862 | 3,608
E 2979 | 3,279 | 3,279 | 3484 | 3279 | 3,337 | 3404 | 3,705 | 4,148 | 3,705 | 4,006 | 0,041
F 3,397 | 3593 | 4,103 | 4,103 | 4,103 | 4,103 | 3,836 | 3,961 | 4,03 | 3,535 | 3,593 | 0,059
G 3,003 | 3,848 | 3,848 | 3,848 | 3,848 | 3,848 | 3,848 | 3973 | 3,848 | 3,848 | 3,848 | 0,041
H 2,953 | 31122 | 3,287 | 3,196 | 3,196 | 3,196 | 3,321 3,003 | 2,969 | 3,020 | 3,224 | 0,043
2.7.1000ng/kaivo CAB-A LAB-B maara vaihtelee

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,443 | 0,470 | 0,681 | 0473 | 1,299 1,344 | 1,625 1,583 | 1,641 | 1,527 | 0,760 | 2,925
B 0,498 | 0,463 | 0,841 | 0,885 | 1,667 1,800 | 1,948 1,797 | 2,005 | 1,775 | 1,586 | 2,670
C 0,561 | 0,625 | 0,897 | 0,910 | 1,716 1,818 | 2,036 | 2,031 2,053 | 1,947 | 0,749 | 1,084
D 0574 | 0,676 | 1,929 | 2,352 | 2,940 | 2,927 | 3,083 | 3,166 | 3,241 | 3,241 | 3,190 | 2,389
E 2,832 | 3,028 | 3114 | 3175 | 3,272 | 3272 | 3362 | 3,330 | 3,397 | 3,397 | 3,698 | 3,573
F 2,899 | 3,051 | 3,069 | 3,109 | 3,152 3,227 | 3431 3,732 | 3,954 | 3,653 | 3,255 | 3,130
G 2,852 | 3,142 | 31142 | 3,164 | 3,239 3,364 | 3443 | 3665 | 3,841 | 3,665 | 3,540 | 3,297
H 2,802 | 2,962 | 3,051 | 3,092 | 3114 | 3,013 | 3,189 | 3,092 | 3,138 | 3,092 | 3,114 | 3,013
3.7.1000ng/kaivo CAB-B LAB-A méaaré vaihtelee 16 h mydhemmin

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/2
A 0,292 0,264 1,145 1,075 1,267 1,149 1,149 1,092 1,025 1,047 0,220 0,573
B 0,523 0,456 1,082 1,114 | 0,922 0,970 1,019 1,016 | 0,941 1,018 0,460 0,480
C 1,016 1,030 1,120 1,019 1,095 1,117 1,115 1,362 1,251 1,297 0,728 1,128
D 1,359 1,373 1,519 1,406 1,576 1,572 1,576 1,508 1,473 1,485 1,647 1,446
E 1,453 1,482 1,468 1,946 1,949 1,915 1,925 1,931 1,999 2,105 2,097 0,042
F 1,447 1,258 1,918 1,926 2,032 2,005 1,999 2,087 2,070 2,290 2,085 0,044
G 1,406 1,403 1,934 1,970 2,036 2,031 2,013 2,103 2,039 2,111 2,363 0,042
H 1,516 1,412 1,894 1,870 1,957 1,915 1,796 1,861 1,966 2,038 2,234 0,042
4.7.500 ng/kaivo CAB-B LAB-A maaré vaihtelee

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,094 | 0,085 | 0,089 | 0,065 | 0,086 | 0,064 | 0,043 | 0,044 | 0,044 | 0,044 | 0,045 | 0,052
B 2825 | 3334 | 3244 | 2805 | 3,050 | 3,06 | 0,046 | 0,046 | 0,046 | 0,049 | 0,046 | 0,048
C 2908 | 3,584 | 3,584 | 3446 | 3,341 3,446 | 0,048 | 0,051 | 0,057 | 0,055 | 0,057 | 0,055
D 3,083 | 4,109 | 4109 | 3,842 | 3,842 | 3,967 | 0,046 | 0,053 | 0,056 | 0,058 | 0,058 | 0,062
E 2,956 | 3,433 | 3,361 3,271 3,271 3,299 | 0,045 | 0,042 | 0,044 | 0,046 | 0,043 | 0,045
F 3476 | 4,095 | 4,095 | 3,954 | 4,095 | 4,095 | 0,043 | 0,043 | 0,044 | 0,045 | 0,046 | 0,049
G 0,091 0,154 | 0,131 3,841 3,665 | 3,841 0,043 | 0,043 | 0,044 | 0,044 | 0,045 | 0,047
H 0,111 0,237 | 0,157 | 0,430 | 0,085 | 0,203 | 0,045 | 0,046 | 0,047 | 0,048 | 0,050 | 0,051
5.7. 200ng/kaivo CAB-B, 1:60k leima LAB-A

1 2 3

A0 0,044 0,045 0,047
B 20 pg 0,324 0,349 0,368




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/3

C 100 pg 0,986 0,997 1,102
D 500 pg 0,053 0,061 0,064
E 1ug 1,848 1,924 2,267
F125ug 1,900 1,917 2,216
G 250 ug 1,948 1,920 2,214
H 320 ug 2,013 1,910 1,992

5.7. 200ng/kaivo CAB-B, 1:60k leima LAB-A, 1h myéhemmin
1 2 3

A 0,045 0,046 0,048
B 0,328 0,350 0,373
C 1,000 0,998 1,100
D 0,053 0,060 0,065
E 1,804 1,918 2,226
F 1,916 1,908 2,163
G 1,935 1,870 2,133
H 1,944 1,851 1,914

5.7. LAB-A 1:125k, 1:100k, 1:80k (0; 0,02; 0,1; 0,5; 1; 125; 250 ja 320) 200 ng/kaivo CAB-B

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,055 | 0,055 | 0,052 | 0,065 | 0,090 | 0,089 | 0,067 | 0,066 | 0,064 | O 0 0
B 0,145 | 0151 | 0,146 | 0,312 | 0,217 | 0,456 | 0,202 | 0,306 | 0,204 | O 0 0
C 0424 | 0469 | 0487 | 0787 |0,720 | 1,044 | 0696 | 0,771 | 1,198 |0 0 0
D 1,114 | 1471 | 1510 | 2173 | 2,059 | 2143 | 2,038 | 2238 | 21131 | O 0 0




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/4
E 1,642 1,932 1,825 2,791 2,673 2,870 2,881 2,995 2,724 0 0
F 2,204 2,597 2,681 3,174 3,199 3,526 3,526 3,827 3,526 0 0
G 2,317 2,492 2,663 3,140 3,140 3,162 3,211 3,362 3,162 0 0
H 2,660 2,478 2,887 3,313 3,313 3,392 3,614 3,614 3,614 0 0

15.7. MyShemmin sama LAB-A 1:125k, 1:100k, 1:80k; 1:60k LAB-A (0; 0,02; 0,1; 0,5; 1; 125; 250 ja 320 ug/l AG) 200 AB B

ng/kaivo

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,075 | 0,047 | 0,049 | 0,047 | 0066 | 0045 | 0,048 | 0054 | 0,074 | 0,049 | 0,051 | 0,061
B 0,140 | 0,114 | 0,103 | 0,260 | 0,163 | 0,194 | 0,147 | 0,276 | 0,198 | 0,292 | 0,319 | 0,347
C 0,344 | 0366 | 0415 |0239 |0210 |0377 | 029 |0234 |0334 |0794 |0,776 | 0478
D 0639 | 0327 |0329 |0318 | 0419 | 0405 | 0436 | 0346 | 0319 | 0,053 | 0,061 | 0,074
E 0424 | 0330 |0357 |0416 | 0413 | 0412 | 0391 | 0401 |0367 | 0981 | 0670 | 0,576
F 0444 0398 |0371 |0506 | 0421 | 0503 | 0420 | 0488 |049 |0979 | 0,751 | 0,638
G 0,331 | 0406 | 0415 | 0459 | 0522 | 0497 | 0422 | 048 | 0480 | 0908 |0981 | 0,702
H 0,328 | 0418 | 0397 | 0442 | 0493 | 0443 | 0519 | 0525 | 0466 | 0,706 | 0,726 | 0,660
17.7. CAB-B 50ng/kaivo LAB-A 1:250k; 1:400k; 1:750k; 1:1G

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,043 | 0,042 | 0,088 | 0,049 | 0,044 | 0044 | 0051 | 0046 | 0045 | 0,045 | 0,048 | 0,042
B 0,149 | 0,128 | 0079 | 0,06 | 0,099 | 0,089 | 0,072 | 0,071 | 0,078 | 0,060 | 0,065 | 0,051
C 0,378 | 0324 | 0356 | 0,233 | 0242 | 025 | 0,155 | 0,148 | 0,452 | 0,124 | 0,118 | 0,085
D 0913 | 0875 | 0915 | 0578 | 059 | 0601 | 035 |0,343 | 0354 | 0,263 | 0,257 | 0,172




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/5
E 1,159 1,137 1,151 0,757 0,749 0,787 0,448 0,447 0,429 0,324 0,294 0,223
F 1,413 1,449 1,405 0,954 0,937 0,975 0,540 0,571 0,571 0,394 0,399 0,303
G 1,438 1,431 1,409 0,974 0,952 0,994 0,568 0,587 0,566 0,387 0,417 0,301
H 1,570 1,461 1,469 1,026 0,998 0,987 0,595 0,584 0,558 0,412 0,443 0,340
17.7. CAB-B 200ng/kaivo LAB-A 1:250k; 1:400k; 1:750k; 1:1G

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,381 0,391 0,382 0,079 0,062 0,105 0,141 0,125 0,134 0,047 0,042 0,043
B 0,487 0,463 0,486 0,149 0,168 0,169 0,171 0,173 0,197 0,084 0,093 0,085
C 0,691 0,685 0,680 0,306 0,330 0,327 0,249 0,241 0,250 0,164 0,160 0,162
D 1,148 1,320 1,263 1,150 0,880 0,783 0,486 0,477 0,486 0,350 0,341 0,353
E 1,579 1,578 1,607 1,153 1,071 1,045 | 0,639 | 0,641 0,635 0,471 0,478 0,474
F 2,038 2,048 2,023 1,438 1,517 1,450 0,918 0,897 0,906 0,693 0,690 0,640
G 2,080 2,050 2,015 1,446 1,478 1,463 0,888 | 0,912 0,916 0,685 0,685 0,671
H 2,174 2,119 2,140 1,506 1,566 1,502 0,918 0,479 0,045 0,727 0,723 0,833
19.7. CAB-B 50 ng/kaivo LAB 1:100 000

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,040 0,045 0,042 0,044 0,044 0,047 0,044 0,045 0,045 0,047 0,052 0,049
B 0,283 0,309 0,266 0,281 0,314 0,295 0,464 0,514 0,471 0,533 0,484 0,460
C 0,492 0,524 0,468 0,465 | 0,384 0,493 0,548 | 0,491 0,661 0,513 0,486 0,442
D 0,552 0,546 0,533 0,517 0,602 0,593 0,529 0,517 0,760 0,564 0,585 0,498
E 0,682 0,710 0,683 0,704 0,650 0,693 0,583 0,647 0,715 0,647 0,5% 0,565




MITTAUSPOYTAKIRJAT

LIITE 2/6

F 0,735 | 0,724 | 0,769 | 0,769 | 0,751 | 0,720 | 0,720 | 0,710 | 0,729 | 0,765 | 0,632 | 0,643
G 0,719 | 07784 | 07765 | 0,833 | 0842 | 0818 | 0767 | 069 | 0815 |0,758 | 0,735 | 0,267
H 0643 | 0683 |0719 | 0774 |0781 | 085 | 0866 | 0689 |0725 | 0695 |0705 | 0838
22.7. CAB-B 50 ng/kaivo LAB 1:100 000
7 8 9 10 11 12

A 0,050 0,052 0,053 0,053 0,055 0,053

B 0,100 0,106 0,099 0,228 0,261 0,152

C 0,165 0,132 0,171 0,212 0,243 0,189

D 0,212 0,186 0,171 0,226 0,257 0,182

E 0,297 0,275 0,263 0,265 0,280 0,201

F 0,259 0,334 0,310 0,427 0,308 0,186

G 0,347 0,450 0,430 0,501 0,442 0,205

H 0,519 0,527 0,581 0,631 0,595 0,256

23.7. CAB-B 50 ng/kaivo LAB 1:100 000

1 2 3 4 5 6

A 0,047 0,044 0,043 0,042 0,047 0,045

B 0,273 0,238 0,280 0,243 0,386 0,392

C 0,357 0,360 0,478 0,402 0,375 0,320

D 0,414 0,425 0,427 0,490 0,541 0,581

E 0,563 0,524 0,628 0,583 0,596 0,666

F 0,746 0,512 0,614 0,650 0,580 0,731

G 0,793 0,622 0,681 0,680 0,601 0,480




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/7

H 0,639 0,641 0,778 0,801 0,894 0,765

Sama muutama minuutti

1 2 3 4 5 6
A 0,047 0,044 0,043 0,042 0,047 0,045
B 0,269 0,236 0,281 0,244 0,386 0,393
C 0,359 0,361 0,479 0,405 0,376 0,321
D 0,415 0,427 0,429 0,494 0,543 0,583
E 0,567 0,527 0,630 0,587 0,597 0,670
F 0,750 0,514 0,615 0,652 0,581 0,735
G 0,797 0,626 0,683 0,680 0,604 0,481
H 0,641 0,643 0,781 0,803 0,897 0,766
sama 30min

1 2 3 4 5 6
A 0,048 0,044 0,043 0,042 0,048 0,045
B 0,268 0,236 0,281 0,245 0,388 0,393
C 0,362 0,364 0,481 0,407 0,379 0,322
D 0,418 0,430 0,428 0,498 0,553 0,587
E 0,567 0,532 0,634 0,592 0,607 0,677
F 0,749 0,519 0,614 0,653 0,586 0,735
G 0,794 0,627 0,684 0,691 0,599 0,480
H 0,639 0,649 0,786 0,802 0,902 0,769

Sama 1h




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/8
1 2 3 4 5 6
A 0,049 0,045 0,044 0,043 0,048 0,046
B 0,271 0,238 0,283 0,249 0,395 0,396
C 0,370 0,372 0,487 0,411 0,384 0,323
D 0,423 0,433 0,430 0,503 0,573 0,59
E 0,574 0,537 0,638 0,597 0,631 0,684
F 0,755 0,529 0,615 0,657 0,599 0,743
G 0,801 0,630 0,686 0,676 0,601 0,484
H 0,645 0,657 0,792 0,809 0,909 0,776
24.7.2013 CAB-B 50 ng/kaivo LAB 1:100 000
1 2 3 5 6
A 0,052 0,047 0,046 0,047 0,046
B 0,141 0,128 0,131 0,117 0,133
C 0,234 0,234 0,192 0,183 0,232
D 0,233 0,215 0,227 0,231 0,261
E 0,321 0,244 0,216 0,234 0,289
F 0,446 0,316 0,258 0,281 0,308
G 0,339 0,361 0,300 0,324 0,246
H 0,398 0,368 0,329 0,347 0,318
Vasta-aine A-leima A Pe 26.7.
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,089 0,096 0,063 0,063 0,064 0,074 0,064 0,063 0,083 0,052 0,076 0,071




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/9
B 0,409 0,452 0,478 0,307 0,378 0,317 0,147 0,158 0,157 0,060 0,059 0,094
C 0,394 0,476 0,533 0,386 0,406 0,430 0,210 0,199 0,173 0,063 0,071 0,065
D 0,459 0,508 0,539 0,400 0,455 | 0,402 0,188 | 0,193 0,179 0,072 0,082 0,073
E 0,511 0,511 0,536 0,413 0,431 0,388 0,204 0,197 0,191 0,064 0,077 0,068
F 0,517 0,543 0,543 0,453 0,463 0,437 0,178 | 0,227 0,177 0,064 0,103 0,074
G 0,356 0,421 0,404 0,374 0,397 0,424 0,176 0,189 0,212 0,102 0,122 0,106
H 0,054 0,123 0,055 0,144 0,095 0,071 0,057 0,064 0,113 0,094 0,118 0,131
30.7. Vasta-aine B (50-100-200ng/kaivo)-Leima A (1:100 000), 0,1,25,65,85,320,250,125

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,031 0,029 0,031 0,047 0,048 0,047 0,050 0,049 0,048 0,048 0,043 0,049
B 0,033 0,037 0,031 0,795 0,871 0,728 1,427 1,477 1,323 1,770 1,695 1,551
C 0,037 0,033 0,031 1,138 1,051 1,034 1,907 1,645 1,602 2,076 2,087 2,069
D 0,030 0,044 0,034 1,158 1,107 1,056 2,004 1,843 1,835 2,105 2,140 2,072
E 0,033 0,030 0,026 1,140 1,047 1,034 1,930 1,865 1,798 2,100 2,118 1,985
F 0,045 0,049 0,032 1,125 1,193 1,118 1,993 1,870 1,819 2,092 1,783 1,951
G 0,041 0,044 0,029 1,121 1,142 1,089 1,916 1,743 1,831 2,154 2,126 2,005
H 0,037 0,033 0,034 1,021 1,063 1,037 1,949 1,735 1,863 2,115 2,166 2,000
30.7. Vasta-aine B (50-100-200ng/kaivo)-Leima A (1:100 000) 0,2.,3.,6.,4.,5.,7.,1.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,029 0,030 0,032 0,078 0,084 0,087 0,079 0,077 0,084 0,073 0,071 0,072
B 0,029 0,030 0,034 0,973 1,037 1,096 2,096 1,848 2,068 2,537 2,479 2,308
C 0,030 0,031 0,028 0,955 | 0,842 0,940 1,985 | 2,008 1,965 2,206 2,182 2,035




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/10

D 0,028 0,028 0,028 0,130 0,151 0,141 0,281 0,278 0,292 0,095 0,087 0,097
E 0,031 0,029 0,031 0,613 0,764 0,795 1,618 1,753 1,733 0,877 0,875 0,872
F 0,030 0,031 0,028 0,389 0,372 0,367 0,840 0,872 0,891 0,229 0,231 0,228
G 0,032 0,036 0,036 0,100 0,098 0,078 0,115 0,119 0,120 0,078 0,072 0,090
H 0,030 0,033 0,034 1,092 1,117 0,840 1,996 1,945 1,944 2,263 2,334 2,274

1.8. Vasta-aine B (100ng/kaivo) 30 min inkubaatiot, 1:100 000 leima, A ylos, Riveittéin: 0, 0, x, 320, 160, 80, 40,20, 10, 5, 192

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,046 | 0049 | 0877 | 0913 | 0920 | 0841 | 096 |0921 | 0931 |0901 | 0,722 | 0,998
B 0,045 | 0042 | 0840 | 0738 |0931 |083 |091 |0848 | 0879 |080 | 0710 | 0,593
C 0,041 | 0043 | 0862 | 0913 | 0904 | 078 | 0840 |0853 | 083 |089%4 | 0725 | 0,628
D 0,042 | 0043 | 0921 | 0941 | 0945 | 0937 |0870 |0887 | 0891 |0857 | 0,721 | 0,582
E 0,03 | 0044 | 0881 | 0916 |0929 | 0907 |0902 |0878 | 0928 |0839 | 0698 | 0,59
F 0,037 | 0041 | 0883 |0946 |0913 |0869 | 0941 |0889 |0910 | 0948 | 0,75 | 0,600
G 0,038 | 0046 | 0906 | 0874 |0861 |0826 |086 |0916 | 0923 | 0880 | 075 | 0,626
H 0,03 | 0044 | 0942 | 0969 | 0982 | 1003 | 0970 | 0924 | 0905 | 0927 | 0,770 | 0,648

1.8. Vasta-aine B (100ng/kaivo) 60 min inkubaatiot, 1:100 000 leima A, H ylds, Riveittdin: 0, Plasma+0, Plasma+N, 320, 160, 80,
40,20, 10, 5, 192/96

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,042 | 0639 | 1445 | 1454 | 1457 | 1349 | 1393 |1393 | 1327 | 1,383 | 1,321 1,529
B 0,038 | 0642 | 138 | 1340 | 1405 | 1364 | 1379 |1280 | 1328 | 1332 | 1238 | 1454
c 0,037 | 0635 |1387 | 1366 | 1342 | 1394 | 1402 |1359 | 1226 | 1,361 | 1225 | 1,439
D 0,042 | 0663 | 1398 | 1372 | 1391 | 1357 | 1,303 | 1,381 1,287 | 1,348 | 1,155 | 1,404
E 0,045 | 0634 | 1419 | 1358 | 1364 | 1378 | 1378 | 1364 | 1333 | 1,349 | 1,275 | 1,381




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/11

F 0,048 0,643 1,451 1,382 1,437 1,355 1,364 1,397 1,351 1,331 1,306 1,327
G 0,035 0,659 1,386 1,432 1,397 1,390 1,348 1,368 1,334 1,340 1,321 1,422
H 0,043 0,667 1471 1,413 1,391 1,407 1,409 1,388 1,382 1,394 1,324 1,513

5.8. Vasta-aine A (100ng) kaivo, 60 min inkubaatiot, 1:100 000 leima B, Riveittéin: 0; 0,626; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 160; 320;

N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,042 | 0,048 | 0044 | 0,058 | 0083 | 0075 |0,100 | 0111 |0111 | 0116 | 0,431 | 0,097
B 0,044 | 0,041 | 0051 |0,070 | 008 |009 |O0111 |0118 |0125 | 0131 | 0,134 | 0,129
C 0,042 | 0,049 | 0059 |0,074 | 0088 |0097 |0115 |0116 |0118 | 01133 | 0,142 | 0,160
D 0,039 | 0046 | 0059 |0,074 | 0089 |O0102 | 0,106 | 0110 | 0,125 | 0,40 | 0,144 | 0,145
E 0,041 | 0,050 | 0057 |0,071 | 0083 | 009 |O0103 |o0101 |0111 | 0115 | 0,126 | 0,121
F 0,037 | 0,048 | 0060 |0066 | 0082 | 0091 |009 |0097 |0104 |0118 | 0,107 | 0,121
G 0,040 | 0,044 | 0,054 | 0060 | 0071 | 0080 | 008 |0093 |0092 |O0101 | 0,098 | 0,092
H 0,040 | 0,042 | 0,047 | 0,047 | 0,055 | 0079 | 0084 | 005 |0,083 |0,088 | 0,092 | 0,096

5.8. Vasta-aine A (100ng)kaivo, 30 min inkubaatiot, 1:100 000 leima B, Riveittéin: 0; 0,626; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 160; 320;

N
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 0,045 | 0,042 | 0059 | 0052 |005 |0072 |0070 |0079 |0,082 |0084 | 0082 | 0,078
B 0,039 | 0046 | 0,049 | 0054 | 0063 | 0074 |0081 |0077 | 0,083 |0080 | 008 | 0,078
C 0,036 | 0,048 | 0,047 | 0042 | 0,059 | 0071 | 0071 |0,078 | 0078 | 008 | 0,09 | 0,091
D 0,040 | 0,042 | 0045 | 0,052 | 0063 |0069 |O0077 |0079 | 0,086 |0,087 | 0092 | 0,091
E 0,039 | 0039 | 0040 | 005 |005 |0063 |0068 |0,072 | 0083 |0080 | 0,083 | 0,079
F 0,040 | 0038 | 0044 | 0052 | 0,058 | 0070 |0072 |0076 | 0075 |0077 | 0,081 | 0,09




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/12

G 0,036 | 0,045 | 0,045 | 0,051 | 0,057 | 0061 | 0066 |0069 | 0072 |0070 | 0066 | 0,074

H 0,039 | 0,041 | 0040 | 0,049 | 005 | 0,044 | 0,043 | 0064 | 0074 | 0062 | 0,055 | 0,061

6.8. Vasta-aine B 100ng/kaivo, 1 h inkubaatiot, 1:100 000 leima A, 30min substraatti, 0, 2, 50, 130, 170, 250, 500, 640 (ng/l), N

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12

A 0,042 | 0,045 | 0,046 | 0,047 | 0,063 | 0,062 | 0095 | 0,141 | 0,144 | 0,050 | 0,053 | 0,060

B 0,040 | 0,052 | 0,043 | 0,046 | 0,053 | 0,065 | 0091 | 0142 | 0142 | 0,051 | 0,051 | 0,057

C 0,045 | 0,044 | 0,044 | 0,050 | 0,05 | 0,05 | 008 |0120 | 0133 | 0,048 | 0,058 | 0,057

D 0,043 | 0,044 | 0,051 | 0054 | 0052 | 005 |0082 |0112 |0,133 | 0,051 | 0067 | 0,062

E 0,045 | 0,042 | 0,045 | 0,050 | 0,048 | 0,053 | 0,080 | 0121 | 0145 | 0,049 | 0,050 | 0,048

F 0,052 | 0,046 | 0044 | 0,048 | 0,05 | 0,054 | 0074 | 0140 | 0136 | 0,063 | 0,047 | 0,048

G 0,039 | 0,046 | 0,047 | 0,057 | 0,054 | 0,062 | 0083 | 0,136 | 0,126 | 0,051 | 0,046 | 0,049

H 0,049 | 0,050 | 0,062 | 0,063 | 0052 | 0067 |0077 |0142 | 0124 | 005 | 0,060 | 0,057

7.8. Vasta-aine B 100ng/kaivo, 1 h "néyte", 2h leima (A-1:100 000 ), 15 min subtraatti, 0, N+P 1:500, N/P/B, 640, 320, 160, 80, 40,
20,10, N, N

A 0,048 | 0048 | 0218 | 0332 |0226 |009 |009 |0062 |0082 |0062 |0,723 | 0,071

B 0,052 | 0040 | 0246 | 0333 |0213 | 013 | 008 |0061 | 0076 | 0061 | 0,054 | 0,070

C 0,05 | 0039 |015 | 038 |0213 |0,138 | 0092 |0064 | 0072 | 0057 | 0,05 | 0,073

D 0,048 | 0,066 | 0178 | 0292 | 0208 |0,130 | 0090 | 0065 | 0,071 | 0066 | 0061 | 0,081

E 0,044 | 0051 | 039 |0397 |0214 |0179 | 0089 | 0066 | 0072 | 0051 | 0,051 | 0,073

F 0,047 | 0045 | 0411 | 0381 |0225 |0,164 | 0115 | 0061 | 0,074 | 0,05 | 0,05 | 0,086

G 0,046 | 0,045 | 0046 | 0378 |0277 |0,187 | 0092 | 0062 | 0,082 |005 | 005 |0,159

H 0,045 | 0,064 | 0052 | 0380 | 0300 |O0,164 | 0,100 | 0,068 | 0,080 | 0,061 | 0,062 | 0,157




MITTAUSPOYTAKIRJAT

LIITE 2/13

9.8. Vasta-aine B, 100 ng/kaivo, 2h AG, y/y Leima A, 1:100 000, 30 min substraatti, 0; 2,5; 5; 10; 20; 40; 80; 160; 320; 640; N ; 0

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A 0,051 | 0,061 | 0064 | 0093 |0,173 | 0225 | 0,308 | 0506 | 1,016 | 0809 | 0259 | 0,072
B 0,048 | 0,058 | 0069 | 0092 |0144 | 0219 | 0354 | 0743 | 0903 | 1,183 | 0,345 | 0,064
C 0,047 | 0,056 | 0070 | 0093 |0,138 |07227 |0334 |078 |0937 | 1,189 | 0250 | 0,061
D 0,049 | 0060 | 0075 |0,09 | 0,150 | 0,256 | 0,403 | 0,700 | 0,932 | 1,141 | 0,224 | 0,072
E 0,048 | 0,065 | 0076 | 0120 | 0177 | 0273 | 0434 | 0794 | 1,031 | 1249 | 0254 | 0,075
F 0,057 | 0,062 | 0076 | 0112 | 0155 | 0,264 | 0457 | 0654 | 0971 | 1,136 | 0,228 | 0,078
G 0,051 | 0,063 | 0075 |0111 | 0165 | 07281 | 0428 | 0458 | 0,758 | 1,179 | 0,237 | 0,064
H 0,049 | 0061 | 0071 | 0094 |0117 | 0209 | 0299 | 0447 | 079 | 1,133 | 0233 | 0,055
=4 h my6hemmin [ahes samat absorobtiot

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0,053 | 0,064 | 0,069 | 0,097 | 01185 | 0235 |0328 | 0549 | 1,046 | 0871 | 0273 | 0,076
B 0,051 | 0,062 | 0,073 | 0097 |0152 | 07229 | 0367 |0804 |0972 | 1,022 |0361 | 0,070
C 0,051 | 0,060 | 0,075 | 0,09 | 0,148 | 07237 | 035 | 0845 | 0,980 | 1,068 | 0,264 | 0,065
D 0,053 | 0,064 | 0,080 | 0,112 | 0155 | 0264 | 0428 | 0,734 | 0963 | 1,063 | 0236 | 0,075
E 0,051 | 0,070 | 0,080 | 0,123 | 0,187 | 0,284 | 0468 | 0,847 | 1,033 | 1,040 | 0,268 | 0,078
F 0,061 | 0,067 | 0,080 | 0,16 | 0,64 | 0275 | 0487 | 0,707 | 0991 | 1,061 | 0,243 | 0,081
G 0,055 | 0,067 | 0,082 | 0,116 | 0175 | 0295 | 0457 | 0487 | 0811 | 1,061 | 0,253 | 0,069
H 0,052 | 0,087 | 0,076 | 0,098 |0125 |0217 |0324 | 0471 | 0845 | 1,123 | 0,245 | 0,060




MITTAUSPOYTAKIRJAT LITE 2/14

AB B 100ng y/y-AG 2h- LaAB A 2h 1:20 000 (0, 20, 40, 80, 160, 320, 640, N, N+P, P

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
A 0,043 0,045 0,044 0,049 0,054 0,056 0,073 0,054 0,045 0,042
B 0,041 0,042 0,043 0,050 0,052 0,068 0,059 0,056 0,044 0,040
C 0,040 0,046 0,045 0,047 0,055 0,072 0,082 0,062 0,049 0,045
D 0,051 0,053 0,052 0,059 0,066 0,077 0,082 0,067 0,053 0,047
E 0,045 0,056 0,055 0,057 0,072 0,086 0,085 0,069 0,048 0,048
F 0,045 0,050 0,050 0,067 0,068 0,072 0,086 0,057 0,050 0,042
G 0,041 0,048 0,053 0,057 0,061 0,066 0,070 0,053 0,056 0,041
H 0,049 0,047 0,050 0,067 0,064 0,073 0,089 0,057 0,047 0,052




