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Opinnaytetydn tarkoituksena oli karakterisoida PerkinElmer Wallac Oy:n vasta-aineiden
leimausprosessia ja selvittda leimauspuskurin vaihdon vaikutusta prosessiin. Leimauspuskurina
kaytettdva boraattipuskuri haluttin korvata, silla se saattaa heikentdd hedelmallisyytta ja
vaurioittaa sikiota. Boraattipuskurin valmistukseen kaytettavat boraatit kuuluvat Euroopan
kemikaaliviraston kandidaattiluetteloon, josta ne ollaan mahdollisesti siirtdmassa myos
luvanvaraisten aineiden listalle.

Boraattipuskurille etsittiin sopivan rakenteen ja pH-alueen omaava puskurivaihtoehto, jonka
toimivuutta testattiin leimaamalla kolme pienta testieraa. Puskurin vaihdon liséksi karakterisoitiin
puskurin pitoisuuden ja suolapitoisuuden vaikutusta vasta-aineiden leimautumiseen. Testierille
tehtiin  normaalit laadunvalvontatestit, joissa tarkasteltiin leimausastetta ja standardien
pitoisuuksia. Kombinaatiotestien avulla testattiin, toimivatko valmistetut testileimat yhdessa
muiden kittikomponenttien kanssa. Testileimoista valittiin yksi, jolle tehtiin kiihdytetty
sailyvyystestaus, jonka avulla selvitettin, onko leimauspuskurin vaihto vaikuttanut
leimakomponentin  sailyvyyteen. Lisaksi tutkittin nestekromatografi-massaspektrometri-
laitteistolla testattavan leimauspuskurin reaktiivisuutta leimana kaytettavan Eu-N'-ITC-kelaatin
kanssa.

Prosessinaikaisessa laadunvalvonnassa saadut tulokset osoittivat, ettd puskurin vaihto ei ole
vaikuttanut vasta-aineiden leimautumiseen. Kombinaatiotestien ja kiihdytetyn
sailyvyystestauksen tulokset olivat myds hyvaksymisrajoissa, mika osoittaa, ettd valmistetut
leimaerat toimivat muiden kittikomponenttien kanssa normaaliin tapaan, eika leimauspuskurin
vaihto ole vaikuttanut leimakomponentin sailyvyyteen. UPLC-MS-maarityksen perusteella
havaittiin, ettd puskuri ja kelaatti reagoivat hieman keskendan. Reagoimista ei tapahdu
kuitenkaan niin paljon, ettéd se vaikuttaisi vasta-aineiden leimautumiseen. Karakterisoinneissa
saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, ettd valittu puskuri toimii vasta-aineiden
leimausprosessissa muuttamatta itse prosessia tai tuotetta. Projekti jatkuu validointisuunnitelman
laatimisella ja validoinnin toteutuksella.
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CHARACTERIZATION OF ANTIBODY LABELLING
PROCESS FOR BORATE BUFFER
REPLACEMENT

The objective of this thesis was to characterize the antibody labelling process of PerkinElmer
Walllac and find out if changing the labelling buffer affects the process. The borate buffer currently
used as the labelling buffer needs to be replaced because it may damage fertility and the unborn
child. Borates that are used in preparation of the borate buffer are included in the European
Chemical Agency’s candidate list and can also be added to the Authorisation List.

The alternative for the borate buffer was chosen on the grounds of its structure and pH range.
The functionality of the chosen buffer was tested by labelling three small test batches. The effects
of the buffer concentration and salt concentration on the labelling of the antibodies were also
characterized. Normal in-process control tests were performed on the test batches, whereby the
labelling rates and standard concentrations were observed. Combination tests were performed in
order to determine if the test tracer would function with other kit components. One test tracer was
chosen and further tested in an accelerated stability test to determine if changing the labelling
buffer affects the stability of the tracer component. The reactivity between the tested labelling
buffer and the Eu-N+-ITC chelate was also determined by using a liquid chromatography-mass
spectrometry apparatus.

In-process control results showed that changing the labelling buffer has not affected the labelling
of the antibodies. The results of combination tests and accelerated stability test were also within
acceptance limits, which indicates that the test batches function normally with other kit
components and changing the labelling buffer does not affect the stability of the tracer component.
The UPLC-MS determination showed that there is some reactivity between the buffer and the
chelate. However, there is not enough reacting to interfere with the antibody labelling. Based on
the results obtained from the characterization it can be found that the chosen buffer functions in
the antibody labelling process without changing the process or the product. The project will be
continued by preparing a verification plan and carrying out the verification.
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characterization, substance subject to authorisation, labelling buffer, borate, antibody
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KAYTETYT LYHENTEET JA SANASTO

CMDCAS

CMR

CPS

DELFIA

DTPA-puhdistettu BSA

ECHA

EN ISO

FDA

FIA

Herkkyys

IFMA

ITC-ryhma

Kanadan laakinnallisia laitteita koskevat maaraykset (Cana-

dian Medical Devices Conformity Assessment System)

Syopaa aiheuttava, perimaa vaurioittava ja/tai lisdantymiselle
vaarallinen aine (Carcinogen, Mutagen and/or Reproductive

toxicant)
Signaalia sekunnissa (Counts Per Second)

PerkinElmer Wallac Oy:n maaritysmenetelma, joka perustuu
lantanidikelaatteihin ja aikaerotteiseen fluorometriaan (Disso-

ciation-Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassays)

Naudan seerumin albumiini (BSA, Bovine Serum Albumin),
josta on poistettu raskasmetallien jaamat dietyleenitriamiini-

pentaetikkahapon (DTPA) avulla
Euroopan kemikaalivirasto (European Chemicals Agency)

Eurooppalaisessa standardisoimisjarjestdssa (CEN) ja kan-
sainvalisessa standardisoimisjarjestdssa (ISO) vahvistettu

standardi

Yhdysvaltojen elintarvike- ja ladkintavirasto (Food and Drug

Administration)

Kilpaileva immunomaaritys, jossa merkkiaineena fluorofori

(Fluoroimmunoassay)

Alin maara analyyttia, joka pystytaan havaitsemaan (detec-
tion limit)
Ei-kilpaileva immunomaaritys, jossa merkkiaineena fluorofori

(Immunofluorometric assay)

Isotiosyanaattiryhma, reagoi proteiinissa aminoryhmien, hyd-

roksyyliryhmien ja tioliryhmien kanssa



Leima

Leimaus

QMS

REACH

SVHC

VST

Merkkiaine, joka voidaan havaita kemiallisesti tai fysikaali-

sesti, tAssa tapauksessa lantanidikelaatti
Merkkiaineen sitominen vasta-aineeseen
Laadunhallintajarjestelma (Quality Management System)

Kemikaalien rekisterdinti, arviointi, lupamenettelyt ja rajoituk-
set (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of

Chemicals)

Erityista huolta aiheuttava aine (Substances of Very High

Concern)

Validoinnin ohjausryhma (Validation Steering Team)



1 JOHDANTO

Opinnaytety6 tehtiin toimeksiantona PerkinElmer Wallac Oy:lle. PerkinElmer on kansain-
valinen yritys, jonka paakonttori on Yhdysvalloissa. Yrityksen tavoitteena on parantaa
ihmisten ja ympariston hyvinvointia. Turussa toimiva Wallac Oy kuuluu PerkinEImer-kon-
serniin, ja siella kehitetdan ja valmistetaan laitteita, reagensseja ja ohjelmistoja erityisesti
vastasyntyneiden seulontaan. Seulonnan avulla tehdyn diagnoosin perusteella harvinai-
sia ja vakavia synnynnaisia sairauksia voidaan hoitaa, minka avulla voidaan estaa vaka-

vien ongelmien synty ja jopa kuolema.’

Seulontatuotteet perustuvat Wallacissa 1980-luvulla kehitettyyn DELFIA®-tekniikkaan,
joka hyddyntaa lantanidikelaatteja ja aikaerotteista fluorometriaa. Tekniikka on pysynyt
tahan paivaan asti periaatteeltaan samana, ja monet opinndytetydssa kaytetyt lahteet
ovatkin menetelman kehittamisajoilta. Opinnaytetyon teoriaosuus kasittelee DELFIA®-
tekniikan liséksi laadunhallintaa ja maarityksissa kaytettavien vasta-aineiden leimaus-
prosessia. Opinnaytetydssa karakterisoitiin edella mainittua vasta-aineiden leimauspro-
sessia, tavoitteena korvata leimauspuskurina kaytettava boraattipuskuri jollain toisella

tarkoitukseen sopivalla puskurilla.

Boraattipuskuri halutaan korvata, silla sen valmistukseen kaytettavat boraatit saattavat
heikentad hedelmallisyytta ja vaurioittaa sikiota. Aineet ovat tyoturvallisuudelle riski ja
niiden korvaaminen paatettiin aloittaa nyt, silld Euroopan kemikaalivirasto harkitsee bo-
raattien siirtdmista erityistd huolta aiheuttavien aineiden listalta luvanvaraisten aineiden
luetteloon. Mikali aineet paatyvat kyseiselle listalle, tulee niiden kayttd lopettaa maarat-
tyyn paivaan mennessa. Toinen vaihtoehto on hakea kaytdlle erityislupaa, mutta se on

kallis, maaraaikainen ja vaatii korvaussuunnitelman.?

Wallac Oy:ssa boorihappoa kaytetaan siis boraattipuskurin valmistamiseen, joka on
vasta-aineiden leimausvaiheessa pH:n saatdéon kaytetty puskuri. Opinnaytetyon tarkoi-
tuksena oli I16ytaa leimavalmistuksessa kaytettavalle boraattipuskurille korvaava vaihto-
ehto ja karakterisoida leimavalmistusprosessia puskurin vaihdon osalta. Karakterisoinnin
tarkoituksena oli 16ytaa sopiva puskuri ja osoittaa, etta se toimii tarkoituksenmukaisesti
muuttamatta prosessia. Karakterisointi on tiedon keraamista, jonka perusteella paate-

tdan mahdollisesta validoinnista tai verifioinnista ja niiden toteutuksesta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla



Puskurivaihtoehdot valittiin niiden kemiallisen rakenteen, pH-alueen ja turvallisuuden pe-
rusteella. Karakterisointierissa tutkittin muun muassa puskurin pitoisuuden ja suolapitoi-
suuden vaikutusta. Havainnot ja tulosten tulkinta tehtiin prosessinaikaisen laadunvalvon-
nan, nestekromatografi-massaspektrometri-maarityksen seka kombinaatio- ja sailyvyys-
testien perusteella. Ty6 tehtiin noudattaen Wallac Oy:n laatukasikirjaa, prosessivalidoin-
nin ohjeistuksia seka yleisia menettely- ja valmistusohjeita. Kaikki toiminta dokumentoi-

tiin ja arkistoitiin. Liitteisiin on koottu kaikki luottamuksellinen materiaali.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla
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2 LAADUNHALLINTA

Tassa osiossa on esitelty lyhyesti Wallacin laadunhallintajarjestelma ja prosessivalidoin-
nin merkitys laadunhallinnassa. Laadunhallintajarjestelma ja prosessivalidoinnin periaat-
teet luovat toimintamallit tassa opinnaytetydssa suoritetulle prosessin karakterisoinnille.
Osion lopussa tarkastellaan vield tarkemmin kemikaaliturvallisuutta ja sitad kautta tdman

opinnaytetydn lahtdkohtaa ja tavoitetta.

2.1 Laadunhallintajarjestelma

Wallacin laadunhallinta koostuu useista prosesseista, jotka on kuvattu laatukasikirjassa.
Taman laadunhallintajarjestelman (QMS) tavoitteena on varmistaa, etta tuotteet ja pal-
velut ovat turvallisia ja tayttavat kaikki asiakkaiden ja viranomaisten niille asettamat vaa-
timukset.? Laatutavoitteiden tayttymista seurataan jatkuvasti ja toimintaa pyritdan aktiivi-

sesti parantamaan.

Wallacin laadunhallintajarjestelma noudattaa amerikkalaisen FDA:n laatujarjestel-
masaadoksia, EN 1ISO 9001:2008- ja EN ISO 13485:2012-laadunhallintajarjestelmastan-
dardeja, 13485:2003 standardia CMDCAS -saannoksen alla ja Euroopan IVD 98/79/EY
-direktiivia.® Laadunhallintajarjestelma toimii lahtokohtana kaikille Wallac Oy:ssa kaytet-
taville menettelyohjeille ja tyéohjeille. (Henkildkohtainen tiedonanto, Ann-Christine Fa-
gerstrdm ja Heli Sahlberg, 25.11.2015) Myds prosessivalidointi ja siihen kuuluva karak-

terisointi tehdaan laadunhallintajarjestelmaa, menettelyohjeita ja tydohjeita noudattaen.

Laadunhallintaan kuuluu useita eri osa-alueita: muutostenhallinta, dokumenttien ja tal-
lenteiden hallinta, riskienhallinta, resurssien hallinta seka tuotehallinta. Muutostenhallin-
nan tarkoituksena on varmistaa, ettd kaikki tuotteisiin, prosesseihin, menettelyihin tai
laatutallenteisiin kohdistuvat muutokset tayttavat seka liiketaloudelliset etta viranomais-
ten vaatimukset. Muutostenhallinta koskee koko tuotteen elinkaarta. Muutostenhallin-
taan kuuluu muutoksen syyn arviointi, riskien arviointi sekd muutoksen vaikutuksen ar-
viointi. Arvioinnin perusteella suunnitellaan, miten muutos toteutetaan. Prosessivalidoin-
nissa tdma nakyy selvimmin riskiarvioinnin laatimisena. Riskienhallinta on myds oma
prosessinsa ja siihen kuuluu riskien arviointi, riskien valvonta ja tiedonkeruu. Dokument-

tien ja tallenteiden hallinnan tarkoitus on varmistaa, ettd Wallacin dokumentit noudatta-

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla
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vat viranomaisvaatimuksia ja kansainvalisia laatustandardeja. Oikeanlaisen dokumen-
toinnin avulla varmistetaan ja osoitetaan objektiivisesti, etta yhtio toimii viranomaisvaati-
musten, kansainvalisten laatustandardien sekd Wallacin omien prosessi-, toiminta- ja
tydohjeiden mukaan. Tallenteiden hallinnan avulla varmistetaan, etta tallenteet sailyvat
ja ovat saatavilla riittdvan kauan. Kaikki dokumentit, kuten tassa opinnaytetyossa tehdyn
karakterisoinnin dokumentit arkistoitiin Wallacin menettelyohjeiden mukaisesti, jotta

edella mainitut tavoitteet tayttyisivat. 3

2.2 Prosessivalidointi

Prosessivalidointi on tarked osa laadunhallintaa. Se voidaan suorittaa uutta prosessia
luotaessa tai uudelleenvalidointina, kun jo validiin prosessiin tulee muutos. Kaikki tuot-
teiden valmistukseen liittyvat prosessit, joita ei taydellisesti verifioida, tulee validoida,
jotta voidaan olla varmoja siita, etta tuotteelle asetetut vaatimukset tayttyvat toistetta-
vasti. Wallacin maaritelma validoinnille on: "Tutkimukseen ja objektiiviseen nayttéon pe-
rustuva varmistuminen siita, etta tiettya kaytt6a koskevat vaatimukset pystytaan toistet-
tavasti tayttamaan”. Verifionti taas maaritelldadn seuraavanlaisesti: "Tarkastukseen ja
testaukseen perustuva varmistuminen siita, ettd maaritellyt vaatimukset on taytetty”. Ve-
rifioinnin ja validoinnin suurin ero on siind, ettd validoinnissa osoitetaan toistettavuus
yleensa vahintdan kolmella testieralld, kun taas verifioinnissa riittda yksi testiera. Seka
validoinnista etta verifioinnista laaditaan aina suunnitelma ja tulokset raportoidaan viral-
liseen validointi-/verifiointiraporttiin. Kaikki toiminta dokumentoidaan ja arkistoidaan. Ve-
rifiointi voidaa suorittaa, mikali on riittdvat perustelut siita, etta toistettavuudesta voidaan

olla varmoja ilman validoinnin suorittamista. 4

Prosessivalidointia kuvataan usein elinkaarimallin (life cycle) avulla: se on sarja toimin-
toja, jotka tapahtuvat tuotteen ja/tai prosessin elinkaaren aikana. Tama elinkaari voidaan
jaotella kolmeen vaiheeseen, joista kullakin on omat tehtdvansa ja tavoitteensa, mutta
jotka kaikki toimivat yhteisen paamaaran saavuttamiseksi. Yhteisend paddmaarana voi-
daan pitaa sita, ettd prosessin tulee tuottaa jatkuvasti ja todistettavasti laatuvaatimukset
tayttavia tuotteita. Dataa kerataan ja arvioidaan koko tuotteen ja prosessin elinkaaren
ajan, jotta tdman pddmaaran saavuttamisesta voidaan todistettavasti olla varmoja. Elin-
kaaren vaiheet voidaan jakaa prosessin suunnitteluun, prosessin kvalifiointiin ja sen jat-
kuvaan valvontaan ° (Kuvio 1). Kvalifioinnilla tarkoitetaan Wallacissa laitteen, tilan tai

hyodykkeen validointia *.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla
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1.
Prosessin
suunnittelu

3. Jatkuva
valvonta

2. Prosessin
kvalifiointi

Kuvio 1. Prosessivalidoinnin elinkaarimalli.

Prosessin suunnittelu (Process Design)

Prosessin suunnitteluvaiheessa on tavoitteena suunnitella prosessi, joka tuottaa jatku-
vasti laatuvaatimukset tayttavia tuotteita. Ennen suunnittelun aloittamista on syyta maa-
rittda prosessiin/tuotteisiin kohdistuvat vaatimukset. Suunnittelun I&ahtékohtana on asian-
tuntemus ja tiedonhaku, jotta prosessi tunnetaan mahdollisimman hyvin. Kehitysvai-
heessa kerataan tietoa prosessista esimerkiksi karakterisoinnin avulla. Wallacissa ka-
rakterisointi maaritellaan seuraavalla tavalla: "Jos prosessi tai testimenetelma ei ole tar-
peeksi tunnettu, jotta sita voidaan toistettavasti kontrolloida, se pitda ensin karakterisoida
ja optimoida dokumentoitujen tutkimusten perusteella”. Saadun tiedon perusteella voi-
daan maarittda prosessivaiheet, parametrit ja toleranssit. Suunnitteluvaiheessa keratyn
tiedon ja saatujen tulosten perusteella tehdaan riskiarviointi ja sitd kautta validointitar-

peen arviointi.*
Prosessin kvalifiointi (Process Qualification, PQ)

Prosessin kvalifiointivaiheen tavoitteena on maarittda, kykeneekd prosessi tuottamaan
toistettavasti laatuvaatimukset tayttavia tuotteita. Kvalifioinnilla tarkoitetaan laitteiden, ti-
lojen ja hyodykkeiden validointia.® Tama vaihe voidaan jakaa kahteen osaan: 1. tilojen
suunnitteluun seka valineiden ja tarvikkeiden kvalifiointiin ja 2. prosessin suorituskyvyn
kvalifiointiin. Prosessin kvalifiointi toteutetaan prosessin suunnitteluvaiheessa suoritetun

karakterisoinnin tulosten perusteella.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla
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Prosessin suorituskyvyn kvalifiointi (process performance qualification, PPQ), yhdistaa
henkilokunnan seka prosessin kvalifioinnin ensimmaisessa vaiheessa kvalifioidut tilat,
kayttdhyddykkeet ja valineet, tuotantoprosessiin ja suoritettaviin toimenpiteisiin. Taman
vaiheen tavoitteena on osoittaa, ettd prosessi toimii odotusten mukaisesti ja tuottaa nor-

maaliolosuhteissa vaatimukset tayttavia tuotteita.®

Kaikki suoritettavat toimenpiteet suunnitellaan ennalta ja raportoidaan yrityksen ohjeis-
tusten mukaisesti. PerkinElmer Wallac Oy:lld on menetelméohjeet muun muassa vali-
dointisuunnitelman seka validointiraportin laatimiseen ja ne katselmoidaan ja hyvaksy-
taan validoinnin ohjausryhmassa (VST). VST koostuu tuotannon, laadun, tuotekehityk-
sen ja validoinnin edustajista, ja kokoonpano vaihtelee hieman kasiteltdvan asian mu-

kaan. *
Jatkuva valvonta (Continued Process Verification)

Taman vaiheen tarkoituksena on saanndllisen valvonnan avulla varmistaa ja osoittaa,
etta prosessi pysyy kontrolloidussa tilassa.® Prosessin normaalia toimintaa seurataan ja
tulosten perusteella arvioidaan prosessin tilaa. Seurannan tiheys, naytteenottotapa, da-
tan kerays ja arviointi seka tulosten kasittely suunnitellaan kullekin prosessille sopiviksi.
Jatkuvaa valvontaa kutsutaan myds prosessinaikaiseksi valvonnaksi (in process cont-
rol). Jatkuvan seurannan avulla voidaan havaita prosessissa mahdollisesti tapahtuvat
muutokset. Muutoksen ja riskien arvioinnin perusteella paatetaan, suoritetaanko verifi-

ointi vai uudelleenvalidointi (Kuvio 2).
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Verifiointi tai Validoitu
prosessi

uudelleen-
validointi

Muutoksen
ja riskien
arviointi

Muutos
prosessissa

Kuvio 2. Uudelleenvalidointitarve.

2.3 Kemikaaliturvallisuus ja boraattipuskuri

Euroopan kemikaalivirasto (ECHA, European Chemicals Agency) auttaa yrityksia nou-
dattamaan EU:n kemikaalilainsaadantoéa. Talla tavalla edistetdan kemikaalitietoutta ja
parannetaan ty6turvallisuutta. ECHA pyrkii suojelemaan ihmisten terveytta seka ympa-
rist6a.6 Euroopan unionin kemikaalilainsdadannon nelja asetusta takaavat kemikaalien
vapaan liikkumisen Euroopan unionin alueella seka kemikaalien turvallisuuden. ECHA
varmistaa, ettd naitd saadoksia noudatetaan Euroopan unionin alueella seka Euroopan

talousalueella (ETA) eli Islannissa, Norjassa ja Liechtensteinissa.’

Yksi EU:n kemikaalilainsdadannon neljasta asetuksesta on REACH (Registration, Eva-
luation, Authorisation and Restriction of Chemicals), joka koskee kemikaalien rekiste-
réintia, arviointia, lupamenettelyja ja rajoituksia. REACH-asetusta sovelletaan kaikkiin
kemiallisiin aineisiin, joita valmistetaan tai markkinoidaan Euroopan unionin alueella.
Asetus luo yrityksille velvollisuuden tunnistaa ja hallita riskeja. Yrityksen tulee voida
osoittaa, ettd kemikaalien kaytto on turvallista, ja ettd kemikaalien kayttajat ovat tietoisia

riskeista ja riskinhallintatoimenpiteistd. REACH-asetus tuli voimaan 1. heindkuuta 20072

REACH-asetukseen kuuluva lupamenettely toimii siten, etta yritys rekisterdi aineensa ja

kemikaalivirasto arvioi rekisterdinnin vaatimustenmukaisuuden. EU:n jasenvaltiot taas
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selvittavat onko aineen kohdalla syytd huoleen ihmisen terveyden tai ymparistdén kan-
nalta.® Mikali huolenaihetta 10ytyy, voidaan ainetta ehdottaa lisattavaksi erityistd huolta
aiheuttavien aineiden listalle (SVHC, substances of very high concern). Aikomus tulee
julkistaa ennen ehdotuksen jattamista, jotta teollisuus ja muut sidosryhmat saavat en-
nakkotiedon asiasta. Ehdotuksen julkaisemisen jalkeen kuka tahansa voi kommentoida
ja jattaa lisatietoja asiaa koskien. Jasenvaltioiden komitea kasittelee huomautukset ja
paattaa, lisataanko aine huolta aiheuttavien aineiden listalle ja sita kautta mahdollisesti

my0s ehdokasluetteloon. °

Lupamenettelyn avulla varmistetaan, etta SVHC-aineiden riskit ovat hallinnassa ja etta
aineista pyritaan pikkuhiljaa padsemaan kokonaan eroon. Ehdokasluettelosta (REACH-
asetuksen 59 artikla) aineita voidaan siirtda luvanvaraisten aineiden listalle, jolloin niita
ei voida kayttaa tai saattaa markkinoille maaratyn paivamaaran jalkeen (sunset date).
Aineen valmistaja, maahantuoja tai jatkokayttaja voi kuitenkin hakea aineelle kayttdlupaa
tai vapautusta lupamenettelysta. '° Lupa voidaan myontaa, mikali aineen kaytosta aiheu-
tuvat riskit ovat hallinnassa tai jos aineen kayton sosioekonomiset hyodyt ylittdvat sen
kaytosta aiheutuvat haitat ''. Lupahakemuksen liitteeksi tulee kuitenkin toimittaa kor-

vaussuunnitelma ja kayttoluvan hakeminen on erittain kallista 2.

Kun dinatriumtetraboraattia liuottaa, se hajoaa vesiliuoksessa boorihapoksi ja sen nat-
riumsuolaksi (Kaava 1). Boorihaposta ja dinatriumtetraboraatin dekahydraatista kayte-
taankin yhteisnimitysta boraatit. Boraattipuskurista puhutaan, kun pH on saadetty halu-

tulle tasolle.

Kaava 1. Dinatriumtetraboraatin dekahydraatin hajoaminen vesiliuoksessa

NazB4O7-10 H.O + 2 HCl — 4 H3BO3 + 2 NaCl + 5 H,O

Boorihappo (CAS 10043-35-3) ja boorihapon natriumsuola eli dinatriumtetraboraatin de-
kahydraatti (CAS 1303-96-4) on lisatty ehdokasluetteloon kesakuussa 2010. Kumman-
kin aineen tapauksessa syyna on vaarallisuus lisdantymiselle (REACH-asetuksen artikla
57(c): lisdantymiselle vaarallisten aineiden kategoria 1A tai 1B). Aineet on luokiteltu ka-
tegoriaan 1B, ja niiden vaaralauseke on H360FD: Saattaa heikentda hedelmallisyytta ja
vaurioittaa sikiota. 21 Mikali aineet hyvaksytdan luvanvaraisten aineiden listalle, sen
kayttd tulee lopettaa ETA-alueella maarattyyn ajankohtaan mennessa. Paatos tulee to-

dennakdisesti vuoden 2016 aikana. PerkinElmer Wallac Oy:ssé boraatteja kaytetaan
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raaka-aineena vasta-aineiden leimauksessa kaytettavaan 0,1 M boraattipuskurin valmis-
tuksessa. Boraattipuskurista luopuminen on perusteltua sen haitallisten ominaisuuksien

vuoksi, vaikka aineet eivat paatyisikaan luvanvaraisten aineiden listalle.

Boraattipuskuri taytyy siis korvata jollain tarkoitukseen sopivalla puskurilla. Muutos pro-
sessissa synnyttaa tarpeen uudelleenvalidointi- ja uudelleen rekisterdintitarpeen arvioin-
nille. Prosessi aloitetaan prosessivalidoinnin ensimmaisesta vaiheesta eli prosessin
suunnittelusta (process design), johon kuuluu riskiarvioinnin laatiminen ja korvaavien
puskurivaihtoehtojen kartoittaminen seka karakterisointitestit. TdGman opinnaytetyon ta-
voitteena on suorittaa edelld mainitut prosessivalidoinnin vaiheet. Opinnaytetyon eli ka-
rakterisoinnin tulosten perusteella maaritetaan tarvittavat jatkotoimenpiteet, esimerkiksi

validointitarve.
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3 DELFIA®-TEKNOLOGIA

DELFIA® (Dissociation-Enhanced Lanthanide Fluorescence Immunoassays) on Perki-
nElmer Wallac Oy:n immunomaaritysmenetelma, joka perustuu lantanidikelaatteihin ja
aikaerotteiseen fluorometriaan. DELFIA-kiteillda maaritetdan eri analyyttien maaria po-
tilasnaytteissa, ja saatuja tuloksia kaytetdan diagnoosin tekemiseen seka hoidon suun-
nitteluun ja seurantaan. Tuoteryhmid ovat muun muassa vastasyntyneiden seulontaan

ja raskauden seurantaan kaytettavat tuotteet.

3.1 Aikaerotteinen fluorometria

Kun tietyn aallonpituuden omaava valokvantti tormaa atomin elektronipilveen, osa elekt-
roneista siirtyy perusenergiatasosta korkeammalle energiatasolle eli elektronit virittyvat.
Fluoresoivien yhdisteiden elektronit pystyvat kuitenkin palaamaan perusenergiatasolle
sateilemalla energiaa takaisin. Tata sateilya kutsutaan emissiovaloksi ja silla matalampi
energiataso, kuin viritysvalolla, koska osa energiasta muuttuu lammdksi. Matalamman
energiatason myo6ta emissiovalon aallonpituus on suurempi kuin viritysvalon. Viritys- ja
emissiovalon energioiden ja sitd kautta myds aallonpituuksien valista eroa kutsutaan
Stokesin siirtymaksi. Mita suurempi Stokesin siirtyma on, sita helpommin taustavalo saa-

daan suodatettua pois ja fluoresenssimittaus on herkempi.?'

DELFIA-maarityksissa merkkiaine viritetaan lyhyella virityspulssilla (340 nm), minka jal-
keen odotetaan 400 ys ennen mittauksen aloittamista, jolloin taustafluoresenssi ehtii
laantua. Fluoresenssi mitataan aikavalilla 400-800 us (615 nm), ja uusi virityspulssi an-
netaan millisekunnin kohdalla. Mittauksia toistetaan 1000 kertaa sekunnissa ja tulos on

naiden mittausten summa (Kuvio 3).'®
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Kuvio 3. Aikaerotteinen fluorometria.'®

3.2 Lantanidikelaatit

DELFIA-maarityksessa kaytetdan merkkiaineina lantanidikelaatteja, jotka eivat itses-
saan ole fluoresoivia. Lantanidit fluoresoivat vasta, kun niihin liitettya ligandia viritetaan.
Kaytetyista lantanideista yleisin on europium, mutta myds samariumia, terbiumia ja dys-
prosiumia hyédynnetdan. Lantanidikelaateilla on suuri Stokesin siirtyma, esimerkiksi eu-
ropiumilla noin 290 nm, eika viritys- ja emissiopiikeilla ole lainkaan paallekkaisyytta (Ku-

vio 4).°

Excitation Emission

F

Fluorescence

__ ML

1
300 400 500 600
Wavelength (nm)

Kuvio 4. Europiumin viritys- ja emissiovalo.®
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Paaemissiopiikit ovat myOs selvasti erottuvia ja kapeita, mika helpottaa mittaamista ja
parantaa menetelman herkkyytta. Lisaksi lantanidikelaattien pitkd emissiovalon kesto
mahdollistaa taustasateilyn vaikutuksen minimoimisen: signaali voidaan mitata vasta
hetken kuluttua virityksesta, jolloin kaikki lyhytkestoinen emissiovalo on jo ehtinyt sam-
mua. '® Uniikkien fluoresenssi-ominaisuuksiensa liséksi lantanidikelaattien etuihin kuu-

luu myds esimerkiksi niiden pieni koko, suuri vesiliukoisuus ja matala toksisuus .

Lantanidit on konjugoitu kelaatteihin, joiden tarkoitus on ainoastaan kuljettaa lantanidi-
ionit maarityksen lapi. DELFIA-maarityksissa kelaatteina kaytetaan paasaantoisesti iso-
tiosyanaattiaktivoituja kelaatteja. Muodostetut lantanidikelaatit ovat stabiileja ja hydrofii-
lisia, mutta ne eivat omaa energian sitomis- tai siirtokykya, eli ne eivat mydskaan fluore-
soi. (Henkildkohtainen tiedonanto, Pertti Hurskainen 20.1.2016) Vasta maarityksen vii-
meisessa vaiheessa lantanidit muutetaan mitattavaan muotoon lisaamalla naytteisiin
mittaliuosta, jonka alhainen pH muuttaa ei-fluoresoivan lantanidikelaatin pysymatto-
maksi. Vapaat lantanidi-ionit sitoutuvat mittaliuoksessa olevaan uuteen, UV-valoa absor-
boivaan ligandiin, muodostaen voimakkaasti fluoresoivia lantanidikelaatteja. Mittaliuok-
sessa on myds muita molekyyleja, joiden tehtava on suojata muodostuneita lantanidi-

kelaatteja vedelta (Kuvio 5). 7

} Separation \ ) ’
%_@ & _/< @ ‘Z (Eu /:°

-
Enhancement N

Kuvio 5. Fluoresoivan lantanidikelaatin muodostuminen.
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Vasta-aineet sitovat antigeeneja spesifisesti niiden antigeenin sitoutumiskohdan kautta

(Kuvio 6). Sitoutumiskohdat ovat komplementaarisia antigeenien epitoopeille. Sitoutumi-

nen tapahtuu ei-kovalenttisten sidosten avulla, mutta siitd huolimatta vasta-aineet ja an-

tigeenit muodostavat stabiileja komplekseja. '

binding
sites

Variable
regions

Constant
regions

--— Antigen — 5

Y

Antigen

Kuvio 6. Antigeenin sitoutuminen vasta-aineeseen (IgG)."

Immunomaaritykset hyddyntavat tatd vasta-aineen ja antigeenin reaktiota molekyylien

tunnistamiseen. Reaktiota seurataan merkkiaineiden eli leimojen avulla: DELFIA-maari-

tyksissa leimana kaytetaan lantanidikelaatteja. Maarityksia on olemassa kahta paatyyp-

pia: kilpaileva maaritys eli FIA ja ei-kilpaileva maaritys eli IFMA. Maaritykset ovat ylei-

simmin IFMA-tyyppisia, mutta FIA-maaritysta kaytetaan silloin, kun mitattava analyytti ei

pienen kokonsa takia pysty sitomaan useampaa vasta-ainetta. 2°
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Kilpaileva maaritys (FIA)
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Kuvio 7. Kilpaileva maaritys, FIA."

Kilpailevassa maarityksessa (FIA) kuoppalevyn pinta on pinnoitettu spesifisella vasta-
aineella (IgG). Kuoppiin annostellaan samanaikaisesti nayte, leimattua antigeenia ja ra-
jallinen maara vasta-ainetta, joka sitoutuu spesifisesti kuopan pinnassa olevaan vasta-
aineeseen. Naytteen antigeenit ja leimatut antigeenit kilpailevat sitoutumispaikoista ta-
han vasta-aineeseen, silla niilld on sama sitoutumispaikka ja paikkoja on rajallinen maara
(Kuvio 7). Talléin fluoresenssi on sita pienempi, mitd enemman nayte sisaltaa tutkittavaa

antigeenia.?'

Ei-kilpaileva maaritys (IFMA)
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Kuvio 8. Ei-kilpaileva maaritys, IFMA."®
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Myos ei-kilpailevassa maarityksessa (IFMA) kuoppalevyn pinta on pinnoitettu spesifi-
sella vasta-aineella. Reagensseja ei kuitenkaan annostella kuoppaan samanaikaisesti,
kuten kilpailevassa maarityksessa. Ensin kuoppaan pipetoidaan nayte, joka sisaltaa tun-
temattoman maaran tutkittavaa antigeenia. Naytteen sisaltamat antigeenit sitoutuvat
spesifisesti kuopan pintaan kiinnitettyihin vasta-aineisiin. Vasta-ainetta on kuopan pin-
nassa ylimaarin eli kaikki naytteessa olevat antigeenit pystyvat sitoutumaan. Taman jal-
keen suoritetaan pesu, ja kuoppiin annostellaan leimattua vasta-ainetta. Tdma vasta-
aine sitoutuu naytteen antigeeniin, tosin eri kohtaan, kuin kuopan pinnassa oleva vasta-
aine (Kuvio 8). Nain ollen leimattua vasta-ainetta sitoutuu sitd enemman, mitd enemman
naytteessa on tutkittavaa antigeenia, ja mittauksessa fluoresenssi on suoraan verrannol-

linen antigeenin maaraan.?'
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4 VASTA-AINEIDEN LEIMAUS

Leimavalmistuksessa valmistetaan europiumilla (Eu) tai samariumilla (Sm) leimattuja
vasta-aineita ja antigeeneja. IFMA-tyyppisissa maarityksissa kaytettavien vasta-ainei-
den leimausprosessin vaiheita ovat vasta-aineen konjugointi, geelifiltraatio, fraktioiden
testaus ja laadunvalvonta (in process control). Valmistetut kantaliuokset laimennetaan,
suodatetaan, pullotetaan ja etiketdidaan.?? Tassa osiossa esitelldan ensin leimaukseen

vaikuttavat tekijat, ja sen jalkeen kuvataan tarkemmin itse leimausprosessi.

4.1 Leimaukseen vaikuttavat tekijat

Erilaisilla prosessiparametreilla (Kuvio 9) on suuri vaikutus siihen, kuinka tehokkaasti
halutut vasta-aineet leimautuvat. Naiden kriittisten tekijdiden tuntemus onkin avainase-
massa leimausprosessin tehokkuuden optimoinnissa. Alla on esitelty olennaisempien te-

kijoiden vaikutus vasta-aineiden leimauksessa (Kuvio 9).

Leimaukseen vaikuttavat tekijat

I T T 1 T 1
Proteiinin
pH Lampatila Proteiinipitoisuus isoelektrinen Kelaatin maara Aika
piste

Kuvio 9. Leimaukseen vaikuttavat tekijat.

Vasta-aineiden leimaukseen kaytettavien leimakelaattien reaktiivinen ryhma on iso-
tiosyanaatti-ryhma (ITC). Kelaattien pysyvyytta rajoittaa se, etté kosteus ja vesi aiheut-
tavat ITC-ryhman hajoamista sailytyksen aikana (Kuvio 10). Hajoaminen on sitéd nope-

ampaa, mita korkeampi pH on.
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Kuvio 10. Kelaatin ITC-ryhman hajoaminen aminoryhmaksi.

ITC-ryhma reagoi proteiinissa aminoryhmien (NH-), hydroksyyliryhmien (OH) ja tioliryh-
mien (SH) kanssa. Tioliryhman kanssa sidoksesta ei kuitenkaan muodostu pysyva. Lei-
mavalmistuksessa vasta-aineita leimataan nimenomaan aminoryhmien Lys-tadhteiden
kautta. Neutraalissa pH:ssa Lys-tahteet ovat suurimmaksi osaksi proteiinien pinnalla, jol-
loin ne ovat leimattavissa. Mita korkeampi pH on, sitd enemman Lys-tahteiden amino-
ryhmat ovat deprotoituneita, ja sitd tehokkaampaa leimaus on. Toisaalta, kuten edella
mainittiin, korkeassa pH:ssa ITC-ryhman hajoaminen on nopeampaa. Lampétila vaikut-
taa samalla tavalla: korkeassa lampdtilassa kelaatti reagoi tehokkaammin aminoryh-
mien, mutta myds veden kanssa. On huomioitava, etta leimattavan vasta-aineen stabi-
lointiin ei voida kayttaa proteiineja, silla talloin myos stabiloivat proteiinit leimautuisivat
aiheuttaen maarityksiin taustaa. Samasta syysta kaikki muutkin ITC-kelaatin kanssa rea-

goivat yhdisteet, kuten Tris-puskuri, on poistettava ennen leimausta.

Proteiinipitoisuus ja proteiinin isoelektrinenpiste (pl) vaikuttavat leimaustehokkuuteen.
Proteiinipitoisuus on suoraan verrannollinen Lys-tdhdepitoisuuteen, joten mita suurempi
proteiinipitoisuus on, sitd enemman on myo6s Lys-tahteita ja sitd tehokkaampaa leimaus
on. Leimaus-pH ja sen suhde isoelektriseen pisteeseen on myds olennainen asia, kun
tarkkaillaan leimauksen tehokkuutta. Tama johtuu siitd, ettd Eu-N'-kelaattien nettova-
raus on -1 ja Eu-N3-kelaattien -2. N&in ollen kelaattien ja negatiivisesti varautuneiden
proteiinien valilla tapahtuu hylkimista. Proteiinin isoelektrisessa pisteessa sen nettova-
raus on nolla, joten mikali proteiinin pl on suurempi tai yhtd suuri kuin leimaus-pH, ei
hylkimista proteiinin ja kelaatin valilld tapahdu. (Henkildkohtainen tiedonanto, Pertti
Hurskainen 17.12.2015)
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4.2 L eimausprosessi

Tassa kappaleessa on esitelty yleisesti IFMA-tyyppisissa maarityksissa kaytettavien
vasta-aineiden leimausprosessi, johon kuuluu vasta-aineiden konjugointi, kromatografi-

nen puhdistus, fraktioiden mittaus ja yhdistdminen seka laadunvalvonta (Kuvio 11).

Leimausreagenssin
ja vasta-aineen pH:n mittaus
yhdistaminen

Kromatografinen

Inkubointi puhdistus

Fraktioiden IgG- ja Eu-
keraaminen, valinta pitoisuuden
ja yhdistaminen maaritys

DTPA-puhdistetun

BSA:n lisdys Laadunvalvonta

Kuvio 11. Vasta-aineiden leimausprosessi.?

Eri vasta-aineiden leimausprosessit eroavat toisistaan esimerkiksi reagenssimaarien ja
prosessiparametrien osalta, mutta paapiirteissdan ne noudattavat kaikki samaa kaavaa.
Walllac Oy:lla on kullekin kantaliuokselle valmistusohje, jonka mukaan toimitaan. Naista
ohjeista loytyvat myds raja-arvot kaikille suoritettaville mittauksille ja hyvaksymisrajat

laadunvalvonnalle.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla



26

Vasta-aineiden konjugointi

Leimausprosessi alkaa tarvittavien liuosten valmistamisella, vasta-aineliuoksen sulatta-
misella ja leimausreagenssin eli kelaatin liuottamisella. Leimausreagenssin ja vasta-ai-
neliuoksen yhdistdmisen jalkeen tarkastetaan pH ja siirretdan seos inkuboitumaan tiet-

tyyn lampdtilaan. Tarvittaessa pH saadetaan oikeaksi ennen inkuboinnin aloittamista.

Inkuboinnin aikana vasta-aine ja leimakelaatti reagoivat keskenaan ja muodostuu erittain

pysyva tioureasidos, SC(NH>). (Kaava 2).

H ﬁ H
Prot—NH, t+ S§=C=N-R —> Prot—N-C-N-R

Kaava 2. Proteiinin leimaus aminoryhman kautta ITC-kelaatilla.

Leimakelaatteina kaytetdan Eu-N'- ja Eu-N3-ITC-kelaatteja sekd Sm-N'-ITC-kelaatteja.
N'- ja N3-kelaattien rakenteet eroavat tosistaan hieman (Kuvio 12, Kuvio 13), mutta lei-
mausreaktio on kummankin kohdalla samanlainen, silla reaktiivinen ryhma on sama
(Kaava 2.) (Henkilékohtainen tiedonanto, Pertti Hurskainen 17.12.2015).

o~
N N—
([ ( ( ‘oo

COO COO coo

B Na+

Kuvio 12. Eu-N'-ITC-kelaatti.
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Kuvio 13. Eu-N3-|TC-kelaatti.

Puhdistus geelikromatografilla

Tietyn inkubointiajan jalkeen leima-vasta-aineseos puhdistetaan geelikromatografilait-
teistolla (Kuvio 14). Leima-vasta-aineseos applikoidaan valittdmasti inkuboinnin jalkeen
kolonniin, jossa on tietyn huokoskoon omaavaa geelia. Geelikromatografi erottelee mo-
lekyylit niiden koon perusteella ?*. Geelimatriksin valintaan vaikuttaa se, minka kokoisia
molekyyleja ollaan erottamassa. Seoksen molekyylit eluoituvat kolonnista kokonsa pe-
rusteella: suurimmat tulevat ulos ensin ja pienemmat myéhemmin. 25 TAma johtuu siita,
ettd keskikokoiset molekyylit mahtuvat matriksin suurempiin huokosiin ja pienet myoés
kaikkein pienimpiin huokosiin. Suurimmat molekyylit taas eivat mahdu huokosiin ollen-

kaan, joten ne kulkevat nopeammin kolonnin lapi 2.

[] - —

-..-(")." . et

Siele é%& S
olole) 0.8, S5
ooo| o &5
00 00e WI0Y
000 Q00 Ole0)
00 00 00
%%9 9&9 Q0
%Q? XY 9%§
%%9 Qﬁ? (
%%9 9%9 OQO
gooo] oqu 80

Kuvio 14. Geelikromatografian periaate.?*

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Erika Tulla



28

Kuten alla olevasta kuvasta nakyy (Kuvio 15), ensimmaisena tulevat ulos mahdolliset

|gG-aggregaatit, siten monomeeri-IgG ja viimeisena vapaa leima.?

1gG

>

Vapaa Eu

Aggregaatti

Absorbanssi / Fluoresenssi (cps)

>

Fraktiot

A B

Kuvio 15. Puhdistuksen absorbanssi-/fluoresenssikayra.?

Fraktionkeraaja kerda eluaatin samalla, kun UV-detektori mittaa sen absorbanssin. Lait-
teistoon liitetty piirturi piirtda signaalin perusteella kuvaajan, josta nahdaan kunkin frak-
tion absorbanssi. Tdman kuvaajan perusteella ndhdaan, mitka fraktiot sisaltavat tuotetta,
eli leimattua vasta-ainetta. Geelifiltraation avulla saadaan siis erotettua reagoimaton ke-
laatti ja mahdolliset aggregoituneet vasta-aineet itse tuotteesta. Samalla vaihdetaan

vasta-aineseoksen puskuri leimauspuskurista 50 mM TSA-puskuriin.
Fraktioiden mittaus ja yhdistaminen

Absorbanssikayran perusteella valituista fraktioista (Kuvio 15, fraktiot valiltd A-B) mita-
taan fluoresenssit ja piirretaan fluoresenssikayra. Nain saadaan selville fraktioiden euro-
pium- tai samariumpitoisuudet. Fraktioista valitaan yhdistettdvaksi ne, joiden pitoisuus
on riittdvan suuri. Valinta tehdaan tarkastelemalla sekd absorbanssi- etta fluoresenssi-
kayraa. Yhdistettavien fraktioiden fluoresenssin sekd kokonaisfluoresenssin perusteella
lasketaan, kuinka suuri osa vasta-aineesta saatiin talteen (saalis-%) eli kuinka suuri osa
vasta-aineesta on saatu leimattua. Taman avulla leimatun vasta-aineen massasta saa-
daan laskettua leimaussaalis (saalis mg). Leimaussaalis on normaalisti noin 90 %, mutta

vaihtelee eri kantaliuoksilla. Yhdistetyista fraktioista mitataan tilavuus ja maaritetaan eu-
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ropium- ja vasta-aine pitoisuus. Naista lasketaan leimausaste, joka on europiumpitoisuu-
den ja vasta-ainepitoisuuden suhdeluku (Eu/IgG). Tama arvo kertoo sen, kuinka monta
europiumia on kiinnittynyt kuhunkin vasta-aineeseen. Leimausasteen tavoitearvo riippuu
leimattavasta vasta-aineesta ja maarityksen herkkyydesta. Lopuksi leimakantaan lisa-
taan sailyvyyden parantamiseksi 7,5 % DTPA-puhdistettua BSA:ta, seka lasketaan kan-

nan lopullinen tilavuus ja pitoisuus.
Laadunvalvonta

Laadunvalvonta suoritetaan tekemallda AutoDELFIA-maaritys valmistetulla vasta-ai-
neella ja referenssimateriaalilla, ja vertaamalla saatuja tuloksia asetettuihin raja-arvoihin.
Referenssimateriaalina kaytetdan aiemmin hyvaksyttya leimaa. Leimavalmistusproses-
sia ja sen tasaisuutta seurataan jatkuvasti kuvaajien avulla, joista l6ytyvat kaikkien lei-

maerien tulokset fraktiomittauksista ja laadunvalvonnasta.
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5 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Karakterisointi aloitettiin riskiarvioinnin laatimisella ja korvaavan puskurin valinnalla. Ta-
man jalkeen valmistettiin kolme testieraa, joille tehtiin kombinaatiotestit. Yhdelle testa-
tuista leimoista tehtiin lisaksi kiihdytetty sailyvyystestaus. Valitun leimapuskurin ja kelaa-
tin valistd reaktiivisuutta tutkittin nestekromatografi-massaspektrometri-laitteistolla.
Tassa kappaleessa on esitelty tarkemmin nama karakterisoinnin vaiheet. Luottamuksel-

linen materiaali I0ytyy opinnaytetyon liitetiedostoista.
5.1 Puskurin valinta

Boraattipuskuria kaytetaan seitseman eri kantaliuoksen valmistuksessa pH:n saatéon
vasta-aineiden leimausvaiheessa. Kunkin kantaliuoksen valmistusohjeessa on maari-
tetty inkuboinnille pH-alue, joka vaihtelee hieman eri kantaliuosten valilla. Puskurin va-
linnassa tulee ottaa huomioon, milla pH-alueella sen tulee puskuroida. Lisaksi puskurin
rakenteen on oltava sopiva: esimerkiksi vapaita aminoryhmia ei saa esiintya, silla ne
reagoivat vahvasti leimauksessa kaytettadvan kelaatin kanssa. Boraattipuskurista halut-
tiin paasta eroon sen haitallisten ominaisuuksien vuoksi, joten korvaavan puskurin tuli
olla ty6turvallisuuden kannalta sopiva. Puskurin valinnassa tarkasteltiin lisdksi mahdolli-

sia toimittajia, hintaa seka puhtausluokkaa.

Puskuri-vaihtoehtoja Iahdettiin kartoittamaan ensin pH-alueen ja rakenteen perusteella,
ja talla tavalla valittiin nelja vaihtoehtoa (Liite 2). Kayttéturvallisuustiedotteita tarkastele-
malla vaihtoehdoista karsittiin heti pois yksi, silla se arsyttaa voimakkaasti silmia. Kaikille
vaihtoehdoille tehtiin hintakartoitus Sigma-Aldrichilta ja ne ovat laadultaan Sigma-Al-
drichin ELITE-luokkaa.

Boraattipuskurin korvaamisesta laadittiin riskiarviointiraportti (Liite 1), jossa selostettiin
arvioinnin tarkoitus, projektin taustatiedot, arvioitiin riskit ja pohdittiin mahdollisia jatko-
toimenpiteita. Riskiarviointi katselmoitiin ja hyvaksytettiin validoinninohjaus ryhmassa

(VST) ennen karakterisointitestien aloittamista.
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5.2 Karakterisointierat

Puskurin testaaminen aloitettiin seitsemasta boraattipuskurin avulla leimattavasta vasta-
aineesta halvimmalla. Kyseisesta vasta-aineesta valmistettavia kantaliuoksia valmistet-
tiin kolme pienta testieraa. Pienten mittakaavan leimausten on todettu vastaavan hyvin
suurempia leimauksia. Nain ollen pienten testierien avulla saadaan tietoa myds suurem-

mista leimauksista.

Vasta-ainetta leimattiin kussakin testissa 5 mg, ja puskurin pitoisuus ja natriumkloridi-
pitoisuus oli jokaisessa leimauksessa eri. Tarkemmat tiedot puskureista ja niiden valmis-
tuksesta I6ytyvat liitteestd 3. Puskurin vaihtoa lukuun ottamatta kantaliuokset valmistet-
tiin noudattaen tarkasti valmistusohjetta (valmistusohje: 13902694). Nain ollen leimauk-
sen muut kriittiset prosessiparametrit: lampdtila, aika, pH, proteiinipitoisuus ja leiman pi-
toisuus pysyivat ennallaan. Kaikista kolmesta kantaliuoksesta tehtiin ohjeen (valmistus-
ohje: 13903302) mukaan pullotuslaimennokset, ja pullotus seka pullojen etiketdinti teh-
tiin kasin. Tarkempi kuvaus kantaliuosten valmistuksesta ja pullotuksesta I0ytyy liitteesta
4.

5.3 UPLC-MS-maaritys

Eu-N'-ITC-kelaatin aktiivinen isotiosyanaattiryhméa hajoaa vahitellen aminoryhméaksi,
kun sitd inkuboidaan reaktiopuskurissa. Muodostunut aminoryhma reagoi nopeasti Eu-
N'-ITC-kelaatin kanssa: isotiosyanaattiyhman ja aminoryhméan valille muodostuu

tioureasidos. Muodostunutta molekyylia kutsutaan dimeeriksi (Kuvio 16).
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Kuvio 16. Dimeerin muodostuminen.

Koska valitussa leimauspuskurissa on hydroksyyliryhmia, haluttiin tutkia niiden reaktiivi-
suutta Eu-N'-ITC-kelaatin kanssa. Reaktio ei saa olla liian vahva (mieluiten ei reaktiota
lainkaan), silla kelaatin halutaan reagoivan puskurin sijaan leimattavan vasta-aineen
kanssa. (Henkilékohtainen tiedonanto, Veli-Matti Mukkala 27.1.2016)

Maarityksessa naytteen sisaltamien molekyylien erotteluun kaytettiin nestekromatogra-
fia (UPLC, Ultra Performance Liquid Chromatography) ja detektorina massaspektromet-
ria (MS, Mass Spectrometer) ja UV-detektoria. Nestekromatografi erottelee naytteen mo-
lekyylit polaarisuuden mukaan ja massaspektrometri maarittdd molekyylien massat.
Nestekromatografissa on kaksi eri faasia: likkuva faasi (neste) ja stationaarifaasi (kiin-
ted). Naytteen molekyylit jakautuvat naiden kahden faasin valilla. Jakautuminen perus-
tuu toistuviin sorptio- ja desorptiovaiheisiin naytteen lilkkuessa kolonnin |api. Erottelu pe-
rustuu siihen, etta erilaiset partikkelit jakautuvat hieman eri tavalla. 27 Massaspektromet-
rilld maaritettiin nestekromatografilla erotellun naytteen molekyylien massat ja maarat.
Massaspektrometria perustuu varattujen hiukkasten kayttaytymiseen sahkd- ja mag-
neettikentassa: hiukkaset, joilla on sama massa ja varaus, kulkeutuvat detektorille sa-
maan pisteeseen 2. Tuloksista piirtyy spektri, josta iimenee molekyylien massa (x-akseli)

ja maara (y-akseli).

Maarityksen avulla etsittiin tietynkokoisia molekyyleja: dimeeri, puskuri, vapaa kelaatti ja

puskuri + kelaatti. Analyysin tarkoituksena oli tutkia, I0ytyyko naytteesta puskurin kanssa
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sitoutunutta kelaattia. Kaikkien tutkittavien molekyylien molekyylimassat tiedettiin, kun

maaritysta lahdettiin tekemaan.

Analyysia varten valmistettiin yksi era, josta jatettiin leimattava vasta-aine kokonaan
pois. Era valmistettiin lahtokohtaisesti samalla tavalla, kuin testiera 1 (Liite 4). Erona oli
vasta-aineen puuttuminen ja se, ettd inkuboinnin jalkeen prosessia ei jatkettu pidem-
malle, vaan liuos pakastettiin. Ennen inkuboinnin aloittamista otettiin 700 ul nayte 1aht6-
tilanteen maarittamiseksi. Naytteita oli kaiken kaikkiaan kolme: inkuboimaton nayte, in-
kuboitu nayte ja referenssina veteen liuotettu Eu-N'-ITC-kelaatti. Ennen analyysin aloit-
tamista tarkistettiin spektrofotometrilla, ettei referenssina kaytetty Eu- N'-ITC-kelaatti ol-
lut hajonnut. UV-spektrin perusteella (Liite 9) saatiin helposti selville kelaatin laatu: koh-
dassa 240 nm olevan laakson korkeuden suhde kohdassa 269 nm olevan piikin korkeu-
teen on oltava tietyn rajan alapuolella. Jos Eu-N'-ITC-kelaatin isotiosyanaattiyhméa on
alkanut hajota, laakso kohoaa yldspain, jolloin suhdeluku kasvaa. Eu-N'-ITC-kelaatti ei
ollut Iahtenyt hajoamaan, joten kyseista kelaattia pysyttiin kayttdmaan maarityksessa re-
feressimateriaalina. Tarkemmat tiedot maarityksesta sekd kaytetysta laitteistosta ja

maaritysparametreista [0ytyvat liitteesta 6.

5.4 Kombinaatio- ja sailyvyystestit

DELFIA-kittiera muodostetaan yhdistamalla hyvaksytyt kittikomponentit kombinaatiksi.
Kombinaatin komponenttien kemiallisen yhteensopivuuden varmistamiseksi tehdaan
kombinaatiotestit. Kombinaatiotestit ovat olennainen osa PerkinElmer Wallac Oy:n lop-
pulaadunvalvontaa. Testeille on maaritetty hyvaksymisrajat seka ohjausrajat, joilla tuo-
tantoa seurataan ja ohjataan.?® Kombinaatiotestien avulla haluttiin tdssa tapauksessa
varmistaa, etta valmistetut leimaerat toimivat yhdessa muiden komponenttien kanssa.
Sailyvyystestin tarkoituksena taas oli varmistaa, ettei puskurin vaihtaminen leiman val-

mistusvaiheessa ole vaikuttanut leiman sailyvyyteen.
Kombinaatiotestit

Kombinaatiotestit eli loppulaadunvalvontatestit tehtiin Wallacin loppulaadunvalvonnan
laboratoriossa. Kukin leimaera testattin samalla tavalla: kaytettavat laitteet ja pipetit
seka Eu-leimaa lukuun ottamatta kaikki testikomponentit olivat kussakin testissa samat.
Testi tehtiin kahdella eri AutoDELFIA-automaatilla ja kummallakin laitteella testattiin

nelja levya. Talla tavalla nahtiin myos laitteiden valiset erot. Kullekin testille rekisterditiin
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yhdelma-numerot, joiden perusteella testit identifioitiin (Taulukko 1). Maarityksista saatu

raaka-data 16ytyy liitteesta 10.

Taulukko 1. Yhdelmanumerot kombinaatiotesteissa.

Yhdelmanumero Testattava leima
52692 Testileima 1
52693 Testileima 2
52694 Testileima 3

Maarityksessa kaytettavat kylmakuivatut komponentit liuotettiin veteen ja kaikista rea-
gensseista poistettiin kuplat. Standardit asetettiin automaattien standardi-telineeseen ja
leimat seka puskuriliuokset omille paikoilleen. Kalibraattorit pipetoitiin 3 ml muoviputkiin
ja asetettiin oikeaan jarjestykseen telineisiin (rakkeihin). Taman jalkeen valittiin oikea
testiohjelma, ladattiin kalibraattorit seka levyt automaattiin ja kdynnistettiin ajo. Tulokset
luettiin seuraavana paivana ja testimateriaalit sailytettiin kylmiéssa, kunnes tuotannon
asiantuntija oli tarkistanut ja hyvaksynyt tulokset. Tuloksista tarkasteltiin kontrollien eroa
tavoitteesta ja standardien korjausprosentteja. Saatuja tuloksia verrattiin aiempiin tuo-

tannon yhdelmiin ja asetettuihin hyvaksymisrajoihin.

Sidilyvyystestit

Valmistettujen leima-liuosten sailyvyys testattiin kiihdytetylla sailyvyystestauksella. Kiih-
dytetty sailyvyystestaus tarkoittaa tuotteen kelpoisuusajan testaamista kiihdytetyissa
olosuhteissa verrattuna tuotteelle maariteltyihin sailytysolosuhteisiin. Yleensad normaali
sailytyslampdtila on + 4 °C (+ 2 - + 8 °C). Valmistaja takaa, ettd naissa sailytysolosuh-
teissa tuote tayttaa sille asetetut laatuvaatimukset tuotteen viimeiseen kayttépaivaan
asti. Komponenttien sailyvyystestaus suoritetaan loppulaadunvalvontatesti-menetelmaa

kayttaen, joka on toimivaksi todettu testimenetelma. °

Kiihdytetyissa sailyvyysseurannoissa tehdaan tiettyja olettamuksia: biomolekyylien ha-
joaminen noudattaa 1. asteen reaktiokinetiikkaa, puoliintumisaika ei ole riippuvainen
konsentraatiosta ja hajoaminen noudattaa Arrheniuksen yhtal6a (Kaava 3. Arrheniuksen

yhtald.). Yhtaléa voidaan kayttaa, silld sailyvyys suosii kiintedd olomuotoa enemman
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kuin liuosta, vaikkakin tutkittava liuos on testauksessa kahdessa eri olomuodossa ja lam-
potilaero on suuri. Aktivaatioenergian arvona kaytetaan yleisimmin arvoa 83 736 J/mol.
Kyseista arvoa voidaan kayttaa, silla testattavan tuotteen sailyvyys on tunnettu ja se on
verifioitu reaaliaikatestein. Naiden lahtétietojen perusteella on laskettu vastaavuusaikoja,
joiden perusteella voidaan arvioida tuotteiden sailyvyysaikoja. Vastaavuusaikojen perus-
teella arvioidaan myds sailytysaika kiihdytetyissa sailytysolosuhteissa, kun testataan

tuotteen sailyvyytta. °

Kaava 3. Arrheniuksen yhtalo. °

k Ea(T,-T
In (k—z) = ﬁ , jossa k = nopeusvakio
1 1 2

E. = aktivaatioenergia = 83 736 J/mol
R = kaasuvakio = 8,314 JK' mol

T = absoluuttinen lampétila K (273,15 K + lam-
potila °C)

Leiman normaali sailytyslampdtila on + 4 °C ja kiihdytetty sailytyslampétila + 35 °C. Tal-
16in T4 = 273,15 K + 4 ja T, = 273,15 K + 35. Ylla olevan yhtalén perusteella voidaan
laskea tarvittava sailytysaika kiihdytetyssa lampdétilassa verrattuna normaaliin sailytys-
Iampdotilaan. Kyseessa on siis se aika, jonka tuotteen pitada sailya kiihdytetyissa olosuh-
teissa, jotta voidaan osoittaa, ettd tuote sailyy normaaliolosuhteissa viimeiseen kaytto-
paivaan asti.

Kaava 4. Paivien vastaavuuslukumaara normaalissa sailytyslampétilassa, kun sailytetty
paiva kiihdytetyssa. 3°

83736 Jmol~1(308 — 277)K
8,314 JK~1mol=1 x 277 K x 308 K

Ky
In (—) = Ink, —Inl = Ink, =
kq

k2 — e3,6755 ~ 39

Tulos tarkoittaa sit, ettd yksi paiva kiihdytetyissa olosuhteissa vastaa 39 paivaa nor-
maaliolosuhteissa. Tutkittavan leiman kestoidksi on maaritetty 17 kuukautta eli sen tulee
sailya ainakin 18 kuukautta eli 540 paivaa. Talloin sailytysaika kiihdytetyissa olosuh-
teissa on: 540/39 = 13,8 = 14 paivaa.
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Tutkittavia leimapulloja sailytettiin siis 14 paivan ajan lampdkaapissa (+ 35 °C), minka
jalkeen ne siirrettiin takaisin kylmidéon (+ 4 °C). Pullot olivat kylmidssa yon yli, minka jal-
keen ne testattiin. Testissd kaytettiin neljaa levya ja yhta automaattia. Testi eroaa kom-
binaatiotesteista testattavien levyjen ja automaattien lukumaaran perusteella, minka ta-
kia myos hyvaksymisrajat ovat hieman eri. Lahtopisteen eli niin kutsutun nollapisteen
maarittdmiseksi testattiin samoilla testikomponenteilla myds leimapullot, jotka olivat koko
ajan olleet normaaliolosuhteissa (+ 4 °C). Nollapisteen maaritys tehtiin loppulaadunval-
vonnan kombinaatiotestind kahdeksalla levylla ja kahdella automaatilla (4 levya/auto-

maatti).
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6 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Karakterisoinnissa saatuihin tuloksiin kuuluvat leimausprosessin aikana mitatut arvot,
prosessinaikaisen laadunvalvonnan tulokset sekd UPLC-MS-maarityksen sekd kombi-

naatio- ja sailyvyystestien tulokset.

6.1 Prosessinaikainen laadunvalvonta

Prosessinaikainen laadunvalvonta tehdaan kaikille tuotannon leimaerille eli kyseessa on
100-prosenttinen laadunvalvonta. Alla olevassa kuviossa (Kuvio 17) nakyy, etta karak-
terisoinneissa valmistettujen leimaerien leimausaste on samaa luokkaa, kuin aiempien
tuotantoerien leimausasteet. Voidaan siis todeta, etta leimauspuskurin vaihto ei ole vai-
kuttanut leimausasteeseen eli siihen, kuinka monta europiumkelaattia on sitoutunut yh-

teen vasta-aineeseen.

Leimausasteen seuranta (2005-2015)

10
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Valmistuserat aikajarjestyksessa

Kuvio 17. Leimausasteen seuranta.

Prosessinaikaiseen laadunvalvontaan kuuluu myos AutoDELFIA-maarityksen tekemi-
nen valmistetulle leimalle kayttaen referenssina aiempaa, hyvaksyttya leimaeraa. Tulok-
sia luettaessa tarkasteltiin standardien A ja F signaaleja (cps) ja maarityksen herkkyytta

(U/mL). Raja-arvoina kaytettiin samoja arvoja, kuin normaaleissa tuotantoerissa. Seka
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raja-arvot ettd numeeriset tulokset 16ytyvat liitteestd 5. Kuten alla olevasta taulukosta

(Taulukko 2) nakyy, kaikki tulokset olivat hyvaksymisrajoissa.

Taulukko 2. Laadunvalvonnan tulokset.

Standardi A Standardi F Herkkyys
Era testattava | referenssi | testattava referenssi testattava referenssi
1 OK OK OK OK OK OK
2 OK OK OK OK OK OK
3 OK OK OK OK OK OK

Liitteesta 5 Ioytyvista kuvaajista nakyy standardien A ja F seka herkkyyden vaihtelu erien
valilla vuosina 2005-2015. Oikeanpuolimmaiset pisteet ovat karakterisoinnin testierien
pisteet. Tulokset ovat kaikissa testeissd hyvaksymisrajoissa, joten voidaan todeta, etta
testattavalla puskurilla pystytddn valmistamaan Wallacin laadunvalvontakriteerit taytta-

via leimattuja vasta-aineita.

6.2 Puskurin ja kelaatin valinen reaktio

Testattavan leimauspuskurin ja kelaatin valisen reaktion tulokset ja tulosten tarkastelu
I6ytyy liitteestd 8. Loppupaatelmana voidaan mainita, ettd molekyylit reagoivat keske-
naan hieman, mutta eivat niin paljon, etta leimautumisreaktion voitaisiin olettaa hairiinty-

van.

6.3 Kombinaatiotestit

Kombinaatiotesteissa tarkkaillaan kontrollien eli QA-kontrollien, tasokalibraattoreiden ja
Maternal serum-kontrollien eroa tavoitearvosta. Kullekin kontrollille on maaritetty tavoi-
tearvot ja erot tavoitteesta lasketaan pitoisuuksien keskiarvoista. Standardeista tarkkail-
laan korjausprosenttia eli sita, kuinka paljon alkuarvoa on jouduttu korjaamaan. Yhdel-
malla tarkoitetaan testattavien komponenttien muodostamaa yhdistelmaa. Jokaiselle
testille luodaan yhdelmanumero, jonka tiedoista 16ytyvat muun muassa testattavien kom-

ponenttien eranumerot. Liitteestd 10 olevissa kuvioissa on verrattu aiempien tuotannon
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yhdelmien tuloksia testiyhdelmista saatuihin tuloksiin. X-akselilta |16ytyy yhdelmanumero
ja y-akselilta ero tavoitearvosta (target). Testien hyvaksymisrajojen yla- ja alarajat on
merkitty kuvioihin mustalla katkoviivalla. Hyvaksymisrajoina on kaytetty normaaleissa

tuotannon testeissa kaytettavia raja-arvoja.

Kontrollien erot tavoitearvosta ovat samaa luokkaa kuin aiemmilla tuotannonyhdelmilla.
Lisaksi kaikki tulokset ovat selvasti hyvaksymisrajoissa. Standardien korjausprosentit
ovat testiyhdelmilla erilaiset verrattuna tuotannon yhdelmiin. Tama johtuu todennakai-
sesti siitd, ettd kombinaatiotesteissa kaytetty DELFIA 2-puskurin erd on vaihtunut, eika
sitd ole kaytetty vield muissa testeissa. Puskurin erdn on aiemminkin huomattu vaikutta-
van standardien korjausprosentteihin (Henkildkohtainen tiedonanto, Susanna Jussila
27.01.2016). Kombinaatiotestien tulokset ovat hyvaksymisrajoissa, eivatka tulokset poik-
kea normaaleista tuotannonerista. Testien perusteella voidaan todeta, etta karakterisoin-
nin testierissd valmistetut leimakomponentit toimivat halutulla tavalla yhdessd muiden

kittikomponenttien kanssa.

6.4 Sailyvyystestit

Sailyvyystestien tuloksia tarkasteltaessa verrattiin nollapisteen (T=0 vrk) tuloksia ja 14
vuorokauden (T=14 vrk) tuloksia toisiinsa. Pitoisuuden tavoitearvot ovat kummallakin
ajanhetkella samat. Hyvaksymisrajat ovat kiihdytetyissa olosuhteissa sailytetyilla kom-
ponenteilla (T=14 vrk) hieman Idyhemmat kuin nollapisteen testeilla, mika johtuu siita,
ettd maaritettavien levyjen ja automaattien maara oli eri. Tavoitearvot ja hyvaksymisrajat
on Wallacissa maaritetty kaikille testeille erikseen, ja samoja arvoja kaytettiin naissakin

testeissa.

Sailyvyystestien tulokset hyvaksymisrajoineen l6ytyvat liitteesta 11. Kaikki mitatut pitoi-
suudet ovat maaritettyjen raja-arvojen sisapuolella ja suhteellisen lahella tavoitearvoa.
Myds standardien ja kontrollien hajonta on huomattavasti hyvaksymisrajan alapuolella
kummassakin testissa. Kaikki kiihdytetyn sailyvyystestin tulokset ovat siis hyvaksymis-
rajoissa. Tama osoittaa, ettd karakterisointitesteissa valmistettu leimaera tayttaa sille
asetut vaatimukset sailyvyyden osalta, kun komponentteja sailytetdan + 4 °C:ssa (+ 2 -
+ 8°C).
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7 JOHTOPAATOKSET

Opinnaytetyon tarkoituksena oli karakterisoida PerkinElmer Wallac Oy:n vasta-aineiden
leimausprosessia boraattipuskurin korvaamiseksi jollain toisella leimauspuskurilla. Bo-
raattipuskuri haluttiin korvata, silla sen valmistukseen kaytettavat boraatit saattavat hei-
kentda hedelmallisyytta ja vaurioittaa sikiota. Aineet ovat tydturvallisuudelle riski ja niiden
korvaaminen paatettiin aloittaa nyt, silld Euroopan kemikaalivirasto harkitsee boraattien
siirtamista erityista huolta aiheuttavien aineiden listalta luvanvaraisten aineiden luette-
loon. Tyoskentelyn tavoitteena oli 10ytaa sopiva puskuri ja osoittaa, etta se ei muuta
valmistettavaa tuotetta. Karakterisoinnin avulla haluttiin kerata tietoa, jonka avulla pysty-

tdan arvioimaan ja suunnittelemaan prosessin uudelleenvalidointitarvetta.

Ty6 aloitettiin riskiarvioinnilla, jonka perusteella aloitettiin testaus yhdella boraattipusku-
rin avulla leimattavista vasta-aineista. Puskurin valinnassa tarkasteltiin pH-aluetta, ra-
kennetta ja tyOturvallisuusseikkoja. Naiden seikkojen pohjalta valittiin testattavaksi pus-
kuri, joka taytti kaikki edella mainittujen nakokohtien kriteerit. Valitusta puskurista valmis-
tettiin kolme eri koostumuksen omaavaa puskuriliuosta, joista kunkin avulla leimattiin
tutkittavaa vasta-ainetta. Puskuriliuokset erosivat toisistaan pitoisuuden ja suolapitoisuu-

den osalta.

Valmistetuille testierille tehtiin kaikille normaali prosessinaikainen laadunvalvonta seka
kombinaatiotestit ja yhdelle eristda myos kiihdytetty sailyvyystestaus. Laadunvalvonnan
perusteella saatiin selville, ettad vasta-aine leimautuu tehokkaasti, silla leimausasteet oli-
vat samaa luokkaa kuin normaaleissa tuotannon erissa. Lisaksi mitattavat signaalit oli-
vat halutulla tasolla hyvaksymisrajojen sisapuolella. Kombinaatiotestien avulla tutkittiin,
toimivatko valmistetut leimakomponentit yhdessa muiden kittikomponenttien kanssa.
Kaikkien testien tulokset olivat hyvaksymisrajoissa, eivatka ne poikenneet aiempien tuo-
tannonerien tuloksista. Tuloksia tarkasteltaessa huomattiin myos, etta eri karakterisoin-
tierien tulokset eivat eronneet toisistaan eli prosessi ei ole herkka leimauspuskurin koos-
tumuksen muuttamiselle. Taman havainnon perusteella lisatesteihin valittiin puskuri,
jonka koostumus oli Iahinna prosessissa aiemmin kaytetyn boraattipuskurin koostu-
musta. Taman puskurin avulla leimatulle eralle tehtiin kiihdytetty sailyvyystestaus leima-
komponentin sailyvyyden arvioimiseksi. Tulokset olivat hyvaksymisrajoissa, mika tarkoit-

taa sita, ettd leima sailyy normaaleissa sailytysolosuhteissa ainakin sille asetettuun vii-
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meiseen kayttopaivaan asti. Nestekromatografi-massaspektrometri-maarityksen tulos-
ten perusteella todettiin, ettd puskuri reagoi hieman leimaukseen kaytettavan kelaatin
kanssa. Reaktio oli kuitenkin niin heikko, ettd sen ei oleteta hairitsevan vasta-aineiden
leimautumista, silla kelaattia on reaktiossa runsaasti ylimaarin. Tulosten perusteella to-
dettiin, ettd valittu leimauspuskuri toimii prosessissa vaikuttamatta lopputuotteeseen.
Leimauspuskuri osallistuu prosessissa vain pH:n sdatdon ja se puhdistetaan pois geeli-
kromatografi-laitteistolla ja vaihdetaan sailytyspuskuriin, joten sita ei ole lopputuotteessa.
Sailytyspuskuri pidetdan ennallaan. Karakterisoinnin suorittamisesta ja tuloksista laadit-
tiin karakterisointiraportti PerkinElmer Wallac Oy:n ohjeistusten mukaisesti, ja raportti

hyvaksytettiin validoinninohjausryhman istunnossa.

Tulosten perusteella paatettiin siirtyd prosessivalidoinnissa seuraavaan vaiheeseen,
joka on tassa tapauksessa verifiointi. Verifioinnissa tullaan valmistamaan jokaisesta bo-
raattipuskurin avulla valmistettavasta kantaliuoksesta normaalikokoinen tuotantoera.
Kustakin verifiointierasta valmistetaan pienet pullotuserat, joille tehdaan kombinaatiotes-
tit ja kiihdytetty sailyvyystestaus. Lisaksi jokaiselle erélle aloitetaan reaaliaikainen saily-
vyysseuranta, jonka avulla varmistetaan ja osoitetaan leimakomponenttien sailyvyys.
Karakterisointitesteissa testattiin Sigma-Aldrichin valmistamaa puskuria, ja sitd kayte-
tdan myos verifiointierien valmistuksessa. Karakterisoinneissa testattu kantaliuos val-
mistetaan verifioinnissa toisen toimittajan puskurilla, silla kaikilla raaka-aineilla tulee olla
myos varatoimittaja. Verifioinnista tullaan laatimaan viela erillinen verifiointisuunnitelma,
joka sisaltda myos verifioinnin aikataulun. Verifiointierissa valmistettavan kantaliuoksen
erakoko on huomattavasti suurempi, kuin karakterisointierissa. Lisaksi osoitetaan, etta

valittu leimauspuskuri toimii myds muiden vasta-aineiden leimauksessa.

Karakterisointi toteutettiin Wallacin menettelyohjeiden ja tyéohjeiden mukaisesti. Karak-
terisointierien valmistus tehtiin naiden ohjeiden mukaan ja kaikki kaytetyt testausmene-
telmat ja niiden hyvaksymisrajat olivat yleisesti kdytdssa olevia. Lisdksi kaikki toiminta
dokumentoitiin Wallacin ohjeiden mukaisesti. Nain ollen voidaan todeta, etta opinnayte-
tydssa kaytetyt menetelmat olivat hyvia, tulokset luotettavia ja testien toistettavuus hyva.
Opinnaytety0ssa saatujen tulosten perusteella toimeksiantaja eli PerkinElmer Wallac Oy
voi aloittaa verifioinnin boraattipuskurin korvaamiseksi. Talla tavoin parannetaan tyétur-
vallisuutta ja vastataan alati muuttuviin viranomaisvaatimuksiin. Mikali boraatit siirretdan
luvanvaraisten aineiden listalle, on Wallac aloittanut toimenpiteet niiden korvaamiseksi

tai jopa jo luopunut niistd kokonaan.
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