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AKTA PRIME PLUS —LAITTEISTON KVALIFIOINTI
JA VASTA-AINEIDEN LEIMAUSPROSESSISSA
KAYTETTAVAN PUSKURIN KORVAAMINEN

Opinnaytetydn tarkoituksena oli kvalifioida AKTA Prime Plus -kromatografialaitteisto ja korvata
vasta-aineiden leimausprosessissa kaytettdva lisdantymiselle vaaralliseksi luokiteltu

boraattipuskuri. Opinnaytetyd suoritettiin Wallac Oy:n laatu- ja validointipolitikkaa noudattaen.

AKTA Prime Plus —laitteistoa kaytetaan leimattujen vasta-aineiden puhdistukseen mahdollisesta
proteiiniaggregaatista ja vapaasta leimasta. Laitteiston kvalifiointi sisadlsi asennuksen

kvalifioinnin (1Q), toiminnan kvalifioinnin (OQ), seka suorituskyvyn kvalifioinnin (PQ).

Boraattipuskurille oli jo aiemmin l6ydetty korvaava vaihtoehto, jonka toiminta prosessissa ol
osoitettu karakterisoinnilla. Projektia oli tarkoitus jatkaa valmistamalla verifiointierat uudella
puskurilla kaikista leimakannoista, joiden valmistuksessa on kaytetty boraattipuskuria. Tassa
opinnaytetydssa valmistettiin verifiointiera yhdestd naistd kantaliuoksista. Leimakannan

valmistuksessa kaytettiin kvalifioitua laitteistoa.

Kvalifioinnin tulosten perusteella voitiin todeta, etta laitteisto oli oikein asennettu ja toimi ennalta
asetettujen vaatimusten mukaisesti. Kvalifioinnin jalkeen laitteisto oli valmis kaytettavaksi
normaalissa tuotannossa. Uuden puskurin verifiointiin valmistetulle leimakannalle tehtiin
normaali prosessin aikainen laadunvalvontatesti, jonka tulokset menivat hyvéaksymisrajoihin.
Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd leimaus uutta puskuria kayttden onnistui halutulla
tavalla. Eralle tehddan viela myohemmin kombinaatiotesti ja aloitetaan kiihdytetty ja

reaaliaikainen sailyvyysseuranta.
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QUALIFICATION OF AKTA PRIME PLUS SYSTEM
AND REPLACEMENT OF BUFFER USED IN
ANTIBODY LABELLING PROCESS

The objective of the thesis was to qualify an AKTA Prime Plus chromatography system and
replace the reprotoxic borate buffer used in the antibody labelling process. The thesis was

performed complying with the company quality and validation policy.

The AKTA Prime Plus system is used for purifying labelled antibodies from protein aggregate
and free chelate. The qualification of the system consisted of installation qualification (1Q),

operational qualification (OQ) and performance qualification (PQ).

An alternative for borate buffer had already been found and its performance in the process had
been shown with characterization. The project was meant to be continued by preparing
verification batches with the new buffer of each tracer solution labelled in the borate buffer. In
this thesis a verification batch of one of these solutions was prepared. In the preparation of the

batch the qualified chromatography system was used.

Based on the qualification results the system was installed correctly and operated fulfilling the
requirements. After the qualification the system was ready for use in routine production. The
verification batch prepared using the new buffer was subjected to normal in-process quality
control. The results were within the acceptance limits. On the grounds of the results, the
labelling using the new buffer succeeded. The verification batch will later be subjected to a

combination test, an accelerated stability test and a real-time stability test.

KEYWORDS:

qualification, gel filtration chromatography, borate buffer
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KAYTETYT LYHENTEET

As-arvo

CLP

CMDCAS

CMR-aine

DELFIA

DQ

DTPA-puhdistettu BSA

ECHA
EU GMP

FDA

FIA

IFMA

1Q
ITC-ryhma

0oQ
PQ

Arvo, joka toimii indikaattorina kolonnin tiiveydelle (Asym-
metria-arvo)

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus koskien kemikaa-
lien luokitusta, merkint6ja ja pakkaamista (Classification, La-
belling and Packaging of substances and mixtures)

Kanadalainen laaketieteellisten laitteiden vaatimusten ar-
vointijarjestelma (Canadian Medical Devices Conformity As-
sessment)

Sy0paa aiheuttava, perimaa vaurioittava ja/tai lisdantymiselle
vaarallinen aine (Carcinogen, Mutagen and/or Reproductive
toxicant)

PerkinElmer Wallac Oy:n aikaerotteiseen fluorometriaan ja
lantanidikelaatteihin perustuva teknologia pienten yhdistei-
den tai biomolekyylien maaritykseen (Dissociation-Enhanced
Lanthanide Fluorescence Immunoassay)

Suunnitelman kvalifiointi (Design Qualification)

Naudan seerumin albumiini (Bovine serum albumin), josta on
poistettu raskasmetalleja dietyleenitriamiinipentaetikkahapon
(DTPA) avulla

Euroopan kemikaalivirasto (European Chemicals Agency)

Euroopan unionin asettama ohjeistus riittdvan laatutason
saavuttamiseksi (Good Manufacturing Practice)

Yhdysvaltain 1dake- ja ruokaturvallisuusvirasto (Food and
Drug Administration)

Immunomaaritys, jossa vasta-aineeseen sitoutuneen leima-
tun antigeenin maara on kaanteisesti verrannollinen antigee-
nipitoisuuteen (Fluoro Immuno Assay)

Immunomaaritys, jossa leimatun vasta-aineen maara on
suoraan verrannollinen naytteen sisaltdmaan antigeenipitoi-
suuteen (Immune Fluorometric Assay).

Asennuksen kvalifiointi (Installation Qualification)

Isotiosyanaattiryhma, joka leimakelaatissa reagoi vasta-
aineen aminoryhman kanssa

Toiminnan kvalifiointi (Operational Qualification)

Suorituskyvyn kvalifiointi (Performance Qualification)



REACH

SAP

SVHC

TRF
TSA

URS

Euroopan parlamentin ja neuvoston asetus kemikaalien re-
kisterdinnista, arvioinnista, lupamenettelyista ja rajoituksista
(Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction

of Chemicals)

Toiminnanohjausjarjestelma (Systems, Applications and
Products in data processing)

Erityistd huolta aiheuttavat aineet (Substances of Very High
Concern)

Aikaerotteinen fluoresenssi (Time-Resolved Fluorescence)

Geelisuodatuskromatografiassa kaytettava puskuri (Tris-HCI,
natriumkloridi ja natriumatsidi)

Kayttajavaatimukset (User Requirement Specification)



1 JOHDANTO

Turussa toimiva in vitro-diagnostiikan tuotteita valmistava Wallac Oy on osa kansainva-
listd PerkinElmer -konsernia. Wallac Oy:n tuotteisiin kuuluvat kulutustarvikkeet tutki-
mustarkoitukseen, kliinisen diagnostiikan analysaattorit ja reagenssit, seka analyyttiset
instrumentit, joita asiakkaat kayttavat tarpeen mukaan joko itsenaisina tuotteina tai in-
tegroituina systeemeina. (1) PerkinElmer on keskittynyt erityisesti vastasyntyneiden ja
raskaana olevien naisten seulontajarjestelmiin. Suurimpina asiakkaina toimivat yliopis-
tot ja sairaalat, seka yritykset, jotka toimivat bioteknologian, terveydenhuollon, ymparis-
toévalvonnan ja teollisuuden parissa. Tuotteita toimitetaan ympéari maailmaa. (2) 1980 -
luvulla Wallac Oy kehitti aikaerotteiseen fluorometriaan ja lantanidikelaatteihin perustu-
van DELFIA® -teknologian, johon yrityksen nykypaivdnd valmistamat seulonta- ja
diagnostiikkamaaritykset perustuvat. DELFIA® -teknologialla mitataan eri kiteilld eri
hormonien tai muiden biomolekyylien maaraa potilasnaytteissd diagnoosia tai hoidon

seuraamista varten.

Opinnaytetyd tehtiin PerkinElmer Wallac Oy:n toimeksiantona ja sen tavoitteena oli
kvalifioida leimattujen vasta-aineiden puhdistukseen tarkoitettu kromatografilaitteisto.
Leimavalmistuksessa kaytettdvat vanhat vasta-aineiden puhdistukseen tarkoitetut lait-
teistot halutaan korvata toimintavarmuuden takaamiseksi. Kvalifioinnin tarkoituksena ol
osoittaa, ettd uudelle laitteistolle asetetut vaatimukset tayttyvat toistettavasti. Suoritet-
taviin toimenpiteisiin kuuluivat asennuksen kvalifiointi (1Q), toiminnan kvalifiointi (OQ),
seka suorituskyvyn kvalifiointi (PQ). Kvalifiointi suoritettiin laitevastaavan valmiiksi laa-
timan suunnitelman pohjalta. Suunnitelmassa olivat kuvattuna my6s hyvaksymiskritee-

rit.

Kvalifioinnin  lisdksi opinndytetydsséd otettin  kayttéén wuusi puskuri vasta-
aineleimauksessa kaytettavan boraattipuskurin tilalle. Puskuri haluttiin korvata vahem-
man vaarallisella vaihtoehdolla sen terveydelle haitallisten vaikutusten takia. Boraatti-
puskurille on jo aiemmin I0ydetty korvaava vaihtoehto ja sen oikea toiminta prosessissa
muuttamatta valmistettavaa tuotetta on osoitettu karakterisoinnilla (3). Tyon tarkoituk-
sena oli jatkaa projektia valmistamalla verifiointierd yhdestad kantaliuoksesta uuden
puskurin toimivuuden varmistamiseksi. Verifiointierdn leimattu vasta-aine puhdistettiin

kayttaen kvalifioitua kromatografialaitteistoa. Kvalifiointi ja uuden puskurin kayttdonotto
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vasta-aineleimauksessa suoritettiin ja dokumentoitiin Wallac Oy:n laatu- ja validointipo-

litikkaa, seka yleisia menettelyohjeita noudattaen.

Tydn teoriaosuudessa kasitellddn Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelmaan perustuvaa
laadunhallintaa, seka validointi- ja kvalifiointipolitikkaa. Laatujarjestelman lisaksi teo-
riaosuudessa kasitellddn kemikaalilainsdadantoa keskittyen boraattipuskurin kayttoon.
Ty6ssa toteutetut kromatografialaitteiston kvalifiointi ja boraattipuskurin korvaaminen
toteutettiin teoriaosuuden pohjalta.
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2 LAADUNHALLINTA

2.1 Laadunhallintajarjestelma

Laadunhallinnalla tarkoitetaan koordinoituja toimenpiteita organisaation suuntaamiseksi
ja ohjaamiseksi laatuun liittyvissé asioissa (4). Laadunhallintajarjestelman avulla voi-
daan luoda puitteet jatkuvalle parantamiselle ja maaritelld sellaisia prosesseja, joiden
avulla saadaan asiakkaan hyvaksyma tuote, sekd ohjata naita prosesseja. Nain laa-
dunhallintajarjestelma antaa organisaatiolle ja sen asiakkaille luottamuksen siihen, etta
organisaation toimittamat tuotteet tayttavat jatkuvasti asiakkaiden ja viranomaisten vaa-
timukset. (5)

In vitro -diagnostiikassa laatu on erittain tarkedssa asemassa, silla kayttotarkoitus edel-
Iyttdaa tuotteilta potilasturvallisuuden varmistamiseksi luotettavia ja oikeita tuloksia.
Laadunhallintajarjestelmanséa ansiosta PerkinElmer Wallac Oy pystyy osoittamaan asi-
akkaille ja viranomaisille tuotteiden tayttavan laatuvaatimukset ja takaamaan toimitettu-
jen tuotteiden turvallisuuden, seka testitulosten oikeellisuuden. PerkinElmer Wallac
Oy:n laadunhallintajariestelmaan kuuluu muutostenhallinta, dokumenttien ja tallentei-
den hallinta, riskinhallinta, resurssien hallinta, seka tuotehallinta. Laadunhallintajarjes-

telma toimii pohjana menettelyohjeille. (1)

PerkinElmer Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelma noudattaa EN ISO 13285:2012-
laadunhallintajarjestelmastandardia, EN 1SO 9001:2008 standardia, Euroopan IVD
98/79/EY -direktiivia, amerikkalaisen FDA:n laatujarjestelmasaaddksia, 13285:2003
standardia CMDCAS -sdanndksen alla, sekd muita maakohtaisia viranomaisten maa-
rayksia tarpeen mukaan (1). S4addsten noudattamista valvotaan mm. FDA:n suoritta-
milla tarkastuksilla, joilla pyritddn varmistamaan, ettd valmistajalla on FDA:n vaatimuk-
set tayttavat menettelyt, joita noudatetaan. Tama edellyttdd kattavaa dokumentaatiota

toimintatapojen osoittamiseksi.

Muutostenhallintaprosessi on osa laadunhallintaa ja koostuu muutoksien hyvaksymi-
sesta, niistad tiedottamisesta ja kayttoonotosta osana laadunhallintajarjestelmaa. Pro-
sessin avulla varmistetaan, ettd laadunhallintajarjestelmaan tehdyt muutokset toteute-
taan vahingoittamatta tuotteita ja palveluita ja etta ne tayttavat viranomaisten ja liiketa-

loudelliset vaatimukset. (1)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heidi Antinmaa
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Dokumenttien hallintajarjestelman tarkoitus on varmistaa, etta laadunhallintadokumentit
noudattavat liiketoiminnan ja viranomaisten vaatimuksia, kansainvalisia laatustandar-
deja, sekd Wallacin omia toimintaohjeita. Laadunhallintadokumenttien tallenteet ovat
dokumentteja, joiden tarkoitus on kuvata saatuja tuloksia tai varmentaa suoritetut toi-
menpiteet. Tallenteiden hallintapolitikka varmistaa tallenteiden luomisen, yllapidon,

kaytettavyyden, suojaamisen, seka havittdmisen asianmukaisella tavalla. (1)

Wallac Oy:lla riskinhallintaprosessi perustuu EN ISO 14971-standardiin ja koostuu ris-
kin arvioinnista, riskinvalvonnasta ja tuotannon jalkeisen vaiheen valvonnasta ja tie-
donkeruusta. Riskit ovat jaoteltu tuoteturvallisuuteen ja tehokkuuteen liittyviin riskeihin,
tyoturvallisuusriskeihin ja liiketoimintariskeihin. Riskinhallinta vaikuttaa prosessivali-
dointien tarkeysjarjestyksen luomiseen, seka validoinneissa kaytettavien hyvaksymis-

kriteereiden tunnistamiseen. (1)

2.2 Laitteiden ja prosessien validointi

Tuotannossa kaytettavien laitteiden ja prosessien on taytettava niille kayttotarkoituksen
mukaan ennalta asetetut vaatimukset, jotka on asetettu kayttotarkoituksen mukaan.
Naiden kyky tuottaa halutunlaisia ja spesifikaatiot tayttavia tuotteita varmistetaan vali-
doinnin avulla. Yhtena osana validointia suoritetaan kvalifiointi, johon kuuluu muun mu-
assa prosessissa kaytettavien laitteiden oikean toiminnan osoittaminen. Validointitarve
voi syntya esimerkiksi uuden prosessin tai tuotteen kehittamisesta, laadussa havaituis-
ta puutteista tai muutoksista joissakin prosessin osissa. PerkinElmer Wallac Oy:lla uu-
det reagenssien valmistusprosessit, puhdistusprosessit, testimenetelmat, seka tietoko-
nejarjestelmat ja -ohjelmistot validoidaan aina ennen kayttdonottoa. Laitteiden asennus
ja kvalifiointi suoritetaan ja dokumentoidaan yrityksen menettelytapojen ja protokollien
mukaisesti. (1) Kaikki validoinnit suoritetaan noudattaen etukateen hyvaksyttya vali-
dointisuunnitelmaa, jossa maaritellddn hyvaksymiskriteerit (6). Validoinnin avulla voi-
daan vahentaa prosessikontrolli- ja lopputuotteen testaustarvetta, seka pidemmalla

aikavalilla rutiinituotannon kustannuksia. Validointi varmistaa myds tuotteiden laatua.

(7)

Validointi ei ole yksittdinen tapahtuma, vaan koostuu toimenpiteista, jotka kattavat koko
validointikohteen elinian (Kuva 1). FDA:n ohjeistuksien mukaan prosessin validointi
koostuu suunnittelusta, kvalifioinnista ja jatkuvasta valvonnasta. Suunnitteluvaiheessa

suunnitellaan prosessi ja maaritellaan siihen tai tuotteisiin kohdistuvat vaatimukset.
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Suunnitteluvaiheessa maaritellddn myods keinot hallita prosessia, esimerkiksi laadun-
valvonta-analyysit. Kvalifioinnilla tarkoitetaan toimenpiteita, joilla voidaan todentaa pro-
sessin kyvykkyys ennalta maaritetyissa toimintarajoissa. Prosessin jatkuvan valvonnan
tarkoituksena on varmistaa, ettd prosessi pysyy validoidussa tilassa ja tuottaa spesifi-
kaatiot tayttavia tuotteita. Tama tarkoittaa sdanndllista prosessin ja tuotteiden laadun-

valvontadatan analysointia. (8)

Suunnittelu
A k

Uudelleenvalidointi senr.u.J .se.n

kvalifiointi

Yllapito Toiminnan

validoidussa tilassa kvalifiointi

Suorituskyvyn
kvalifiointi

Kuva 1 Validoinnin vaiheet

Koska jaljitettavyys ja trendit ovat tarked osa laitteiden kunnossapitoa ja seurantaa,
merkitdan laitteet Wallac Oy:lld aakkosnumeerisilla tunnisteilla. Tama mahdollistaa
historiatietojen tarkastamisen ja suunnitelmien mukaisten puhdistusten ja huoltojen
varmistamisen. Kaikki laitteiden kalibrointeihin, puhdistamiseen ja kunnossapitoon liit-
tyvat toimenpiteet dokumentoidaan ja naista toiminnoista vastaavat henkilot koulute-
taan. (6)

Jos prosessi ei tuota jatkuvasti hyvaksyttavia tuotteita tai prosessinaikaisten paramet-
rien arvot poikkeavat spesifikaatioista, ei prosessi talléin ole hallinnassa eika tuotteen
toimivuutta tai turvallisuutta voida taata. Talldin prosessi uudelleenvalidoidaan. Tar-
peen uudelleenvalidoinnille voi myds aiheuttaa tuotteen koostumuksen muutos, laite-
muutos, valmistusmenetelman muutos, merkittdvat muutokset prosessissa tai valiajoin

tehtava varmistus siita, ettad prosessi edelleen toimii vaatimusten mukaisesti (7). Wallac

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heidi Antinmaa



13

Oy:lla tarve uudelleenvalidoinnille arvioidaan riskiarvion kautta aina kun kohteeseen

tehddan muutoksia (1).

Silloin kun muutos ei vaadi uudelleenvalidointia, voidaan prosessille suorittaa verifiointi.
Verifiointi on objektiiviseen nayttédn perustuva osoitus siita, ettd muutos ei vaikuta me-
netelman kykyyn saavuttaa asetettuja toimivuusparametrien spesifikaatioita. Prosessin

toimivuutta ei talldin tarvitse osoittaa yhta laajasti kuin validoinnissa. (6)

Prosessille suoritetaan karakterisointi, jos se ei ole tarpeeksi hyvin tunnettu. Karakteri-
sointi suoritetaan dokumentoitujen tutkimusten avulla. Hyvaksyttyjen karakterisointira-
porttien jalkeen voidaan aloittaa validointiprosessi, jonka tarkoituksena on todentaa

karakterisoinnissa luodun prosessin toimivuus. (6)

2.3 Kvalifiointi

Kvalifiointia voidaan pitda yhtena validoinnin osana. Kvalifioinnilla yleensa tarkoitetaan
sellaisia toimenpiteitd, joilla laitteiden, hyddykkeiden ja tilojen asennus, toiminnallisuus
ja suorituskyky voidaan osoittaa. Kvalifioinnin avulla varmistutaan siita, etta systeemille

asetetut vaatimukset tayttyvat toistettavasti.

PerkinElmer Wallac Oy:n menettelyohjeissa laitteiden kvalifiointiin luetaan asennuksen
kvalifiointi (I1Q, installation qualification), toiminnan kvalifiointi (OQ, operational qualifi-
cation), seka suorituskyvyn kvalifiointi (PQ, performance qualification). Asennuksen
kvalifioinnilla varmistetaan, ettd laitteen ja oheisjarjestelmien asennus noudattaa val-
mistajan hyvaksymia spesifikaatioita, ja etta laitteiston toimittajan suositukset ovat otet-
tu huomioon. Toiminnan kvalifioinnilla osoitetaan laitteiston pystyvan yllapitdmaan en-
nalta maaritetyt kontrolli- ja toimenpiderajat, ja toimivan suunnitelluissa toimintarajois-
sa. Suorituskyvyn kvalifiointi yhdistda prosessin ja laitteiston varmistamalla laitteen
toimivan prosessin vaatimassa kayttotarkoituksessa toistettavasti. (1; 9) Joissakin ta-
pauksissa suorituskyvyn kvalifiointi voidaan suorittaa yhdistettyna toiminnan kvalifioin-
nin kanssa. Ennen systeemin hankintaa luodaan kayttdjavaatimukset (URS, user re-
quirements specification), jotka maarittelevat laitteen spesifikaatiot ja vaatimukset. Kva-
lifiointiin voidaan katsoa myds kuuluvaksi suunnittelun kvalifiointi (DQ, design qualifi-

cation). EU GMP:n Qualification and Validation -ohjeistuksissa DQ maaritelldan suunni-
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teltujen spesifikaatioiden ja vaatimusten tarkastamisena ja kuuluu suoritettavaksi en-

simmaisena kayttajavaatimusten luonnin jalkeen. (10)

Kvalifiointitoiminta kattaa kaikki laitteet, hyddykkeet ja laboratorio- ja tuotantotilat. Lait-
teet jaetaan eri kvalifiointiluokkiin laitteen kayttotarkoituksen, laitetyypin tai teknisen
toiminnan mukaan tai sen mukaan, miten laite vaikuttaa toiminnon tai tuotteen laatuun.
Ryhman mukaan maaritelldan kvalifioinnin laajuus. Laitteet jaetaan kvalifiointiluokkiin
A, B ja C. Kvalifiointiluokkaan A kuuluvat laitteet kuuluvat kvalifioitaviin laitteisiin, mutta
ovat kertaluontoisia hankintoja tai laitteesta ei ole aiemmin tehty B-luokan kvalifiointi-
pohjaa. A-luokan laitteet ovat esimerkiksi kokonaisia linjoja tai uusia laitetyyppeja. Kva-
lifiointiluokkaan B kuuluvat laitteet ovat ns. standardilaitteita, esim. maarityslaitteita.
Kvalifiointiluokkaan C kuuluvat laitteet ovat toiminnaltaan yksinkertaisia ja niiden toi-
minnanosoituksena on monesti kalibrointi. (9) Tésséa tydsséa tehtava AKTA Prime Plus -
laitteiston kvalifiointi kuuluu luokkaan B, silld samanlaisia laitteita on ollut kaytdssa

aiemmin. Kvalifiointiin sisaltyivat IQ-, OQ- ja PQ-osuudet.

2.4 REACH ja boraattipuskuri

REACH (Registration, Evaluation, Authorisation and Restriction of Chemicals) on Eu-
roopan unionin vuonna 2007 voimaan tullut asetus No 1907/2006, joka on tarkoitettu
varmistamaan terveyden- ja ymparistonsuojelun korkea taso, parantamaan EU:n kemi-
kaaliteollisuuden Kilpailukykya, sekd yhdenmukaistamaan kemikaalilainsdadantd Eu-
roopassa. REACH-asetuksen tarkoituksena on myds edistdd vaihtoehtoisten keinojen
kayttamista kemikaalien aiheuttamien vaarojen arviointiin eldinkokeiden maaran vahen-
tamiseksi. Asetus koskee kemikaalien rekisterdintia, arviointia, lupamenettelyja ja rajoi-
tuksia ja sitd sovelletaan kaikkiin Euroopan alueella valmistettaviin ja markkinoitaviin
kemiallisiin aineisiin, minka vuoksi se vaikuttaa useimpiin yrityksiin koko Euroopan
unionin alueella. REACH-asetus maaraa yrityksille velvollisuuden kerata tietoja valmis-
tamiensa tai tuomiensa aineiden ominaisuuksista ja kayttotavoista, seka arvioitava ai-
neeseen liittyvat vaarat ja mahdolliset riskit. Teknisten, tieteellisten ja hallinnollisten
nakokohtien hallinnoimiseksi, taytantdon panemiseksi, seka sen yhdenmukaisuuden
varmistamiseksi Euroopan unionissa ja Euroopan talousalueeseen kuuluvissa maissa,

on perustettu Euroopan kemikaalivirasto (ECHA). (11; 12)

Tayttaakseen asetuksen vaatimukset yritysten on tunnistettava ja hallittava riskeja,

jotka liittyvat niiden valmistamiin ja tuottamiin aineisiin. Téman lisaksi yrityksen on osoi-
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tettava miten ainetta voidaan kayttaa turvallisesti ja tiedotettava kayttgjaa riskinhallinta-
toimenpiteista kayttdturvallisuustiedotteilla. Jos riskeja ei voida riittavasti hallita, ainei-
den kayttd voidaan kokonaan kieltaa tai kayttéa voidaan rajoittaa, jolloin vaaralliset
kemikaalit ovat korvattava vdhemman vaarallisilla vaihtoehdoilla (Kuva 2). SVHC-
aineet (substance of very high concern), eli erityistd huolta aiheuttavat aineet, lisataan
aluksi luvanvaraisten aineiden kandidaattilistaan josta ne voivat paatya luvanvaraisiksi.
Luvanvaraisten aineiden kaytolle maarataan siirtymaaika ja lopetuspaiva, jonka jalkeen
ainetta ei saa kayttda ilman lupaa. Rajoitukset koskevat ainetta sellaisenaan, sekoituk-
sessa tai tavarassa, mukaan lukien aineet, joita ei tarvitse rekisterdida. Lopullisen paa-
toksen luvanvaraisuudesta ja rajoituksista tekee Euroopan komissio yhdessa jasenval-
tioiden kanssa ottaen huomioon Euroopan kemikaaliviraston antamat tieteelliset lau-
sunnot. Kun rajoitus on hyvaksytty, teollisuuden, mukaan lukien valmistajat, maahan-

tuojat, jakelijat, loppukayttajat, seka vahittaiskauppiaat, on sovellettava rajoitusta. (13)

. . . Arviointi, : Tiedotus
Tedorienu . Vaploehoen . varaiba TSR tomina
valinta ketjussa

Kuva 2 Vaarallisten kemikaalien korvaamisprosessi (14)

Euroopan unionin CLP-asetus (classification, labelling and packaging of substances
and mixtures) (No 1272/2008) antaa kriteerit, joiden perusteella kemikaali luokitellaan
vaaralliseksi. Jos aineen tai seoksen luokitusta ei ole selvitetty, asetus maaraa toimin-
nanharjoittajan selvittdmaan itse aineen sisaiset ominaisuudet, joiden avulla luokitus
tehddan. CLP-asetuksen tarkoituksena on antaa yhdenmukaistetut eli harmonisoidut
luokitukset ja merkinnat perimaa vaurioittaville, sydpa aiheuttaville, lisdéntymiselle vaa-
rallisille ja hengitysteitd herkistaville ominaisuuksille, sekd muille ominaisuuksille ta-
pauskohtaisesti. Asetus antaa lisaksi ohjeet sille, miten kemikaali tulee pakata turvalli-
sen kaytdn varmistamiseksi. ECHA yllapitaa luokitusten ja merkintdjen luetteloa teolli-

suuden ilmoituksista vaarallisten aineiden luokituksesta ja merkinnoista. (15; 16)

Dinatriumtetraboraatti ja boorihappo kuuluvat CMR-aineisiin (carcinogen, mutagen
and/or reproductive toxicant) ja luokitellaan erityistd huolta aiheuttaviksi aineiksi, minka
vuoksi ne ovat luvanvaraisten aineiden kandidaattilistalla. (12; 17) CMR-aineet voivat
vaikuttaa DNA:han muuttamalla sitd ja aiheuttamalla hallitsematonta solujen kasvua, eli

syOpaa tai hairita sukupuolista kehitysta. Dinatriumtetraboraatti ja boorihappo luokitel-
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laan CLP-asetuksen mukaan lisdantymiselle vaarallisten aineiden luokkaan 1B ja niihin
on liitetty vaaralauseke H360. Aineet ovat lisdantymiselle vaarallisia ja voivat vaurioit-
taa perimda (mutageeninen) tai kehittyvaa sikiota (teratogeeninen). Dinatriumtetrabo-

raatti hajoaa boorihapoksi reagoidessaan veden kanssa reaktioyhtalon mukaan:
Na,B,O7; + 7 H,O — 2 NaB(OH)4 + 2 B(OH)3 (18)

PerkinElmer Wallac Oy:lld dinatriumtetraboraattia kdytetdan vasta-aineiden leimaus-

prosessissa kaytettavassa boraattipuskurissa.

Puskuriliuoksiksi kutsutaan liuoksia, joiden pH ei oleellisesti muutu lisattdessa pienia
maaria happoa tai emasta. Puskuriliuos siis vastustaa pH:n muutosta. (19) Vasta-
aineiden leimausprosessissa pH on tarkeassa asemassa ja boraattipuskurin avulla se
on saatu saadettya sopivaksi. Huolimatta siita, paatyvatké aineet luvanvaraisten ainei-
den listalle vai rajoitetaanko kaytt6a, se halutaan korvata véhemman vaarallisella vaih-
toehdolla mahdollisten haitallisten vaikutusten takia. Uuden puskurin ominaisuuksien,
kuten pH:n ja liukenevuuden taytyy olla lahellda boraattipuskurin ominaisuuksia, eika
puskuri saa vaikuttaa leimausreaktioon. Boraattipuskurille on jo I0ydetty korvaava vaih-
toehto ja sen toimivuus prosessissa on osoitettu. Opinnaytetytssa jatketaan projektia
valmistamalla verifiointiera yhdestad kantaliuoksesta uuden puskurin toimivuuden var-

mistamiseksi.
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3 VASTA-AINEIDEN LEIMAUS

3.1 DELFIA®-teknologia

Vasta-ainemaaritykset perustuvat spesifisen vasta-aineen sitoutumiseen maaritetta-
vaan antigeeniin, joko liuoksessa tai kiintedlld pinnalla. Sitoutumista voidaan mitata
esimerkiksi varimuutoksesta tai valontuotosta saatavan signaalin avulla. Vasta-

ainemaarityksen etuina ovat suuri herkkyys ja spesifisyys. (20)

DELFIA® on PerkinElImer Wallac Oy:n teknologia yhdisteiden tai biomolekyylien maari-
tykseen lantanidikelaatilla leimattujen reagenssien avulla. Maaritys perustuu lantanidi-
kelaatin fluoresenssiin. Mittaus on aikaerotteinen (Time-Resolved Fluorecence, TRF),
eli signaalin mittaus tapahtuu pienen aikaviiveen jalkeen virityksesta, jolloin epaspesifi-
nen taustafluoresenssi on poistunut. Maaritykset ovat IFMA-tyyppisia, joissa signaali
kasvaa pitoisuuden kasvaessa tai FIA-tyyppisia, joissa signaalin noustessa yhdisteen

pitoisuus laskee. (21)

Ei-kilpailevassa IFMA-maarityksissa spesifinen vasta-aine kiinnitetdan mikrotiitterilevyn
kuopan pintaan. Tahan lisatdan nayte tai standardi, joka sitoutuu spesifisesti kuopan
pinnalla olevaan vasta-aineeseen. Antigeenin sitouduttua lisatdan viela lantanidikelaa-
tilla leimattu toinen spesifinen vasta-aine, joka sitoutuu pinnassa olevaan antigeeniin.
Kelaatin fluoresenssi mitataan, jolloin saadaan selville leimatun vasta-aineen maara,
joka taas on suoraan verrannollinen naytteen sisaltamaan antigeenipitoisuuteen. IFMA-
maarityksissa tausta on tyypillisesti hyvin matala ja standardikuvaaja on lineaarinen
laajalla alueella. Antigeenin on oltava tarpeeksi suuri vahintaan kahden eri vasta-

aineen sitomiseen. (22) Kuvassa 3 on esimerkki ei-kilpailevasta immunomaarityksesta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heidi Antinmaa



hAFP
molecule
+ O+ =
Incubation
Solid phase Eu-labeled
anti-hAFP IgG ant-hAFP 1gG
+ ENhancement sy + Q Ei% Fluorescence
Solution measurement
Eu

18

Kuva 3 Ihmisen alfafetoproteiinin (hAFP) immunomaaritys Downin syndrooman riskin

maaritykseen (23)

Kilpailevassa FIA-maarityksissa spesifistd vasta-ainetta sidotaan tietty maara mikrotiit-

terilevyn kuopan pintaan toisen vasta-aineen tai streptavidiini-biotiini -reaktion avulla.

Naytteen tai standardin antigeeni kilpailee leimatun antigeenin kanssa spesifisen vasta-

aineen sitomispaikoista. Talldin vasta-aineeseen sitoutuneen leimatun antigeenin maa-

réa on kaanteisesti verrannollinen antigeenipitoisuuteen. (22) Kuvassa 4 on esimerkki

kilpailevasta immunomaarityksesta.

17-OHP
) in sample y
d—Eu u
Y ., O
I'd
U
Eu-labeled )
17-OHP . )
Solid phase Anti-17-OHP Incubation
anti-rabbit 1gG 1gG and washing

Enhancement > Eu

+ Solution + %
. ) Fluorescence
- . 2 measurement

Kuva 4 Ihmisen 17-OH-progesteronin (17-OHP) immunomaaritys Adrenogenitaalisen

oireyhtyman maaritykseen (24)
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Molemmissa maarityksissa leimattua vasta-ainetta ja naytetta tai standardia sisaltava
kuoppalevy pestdan siihen tarkoitetulla pesurilla. Pesun jalkeen kuopassa on jaljella
enaa immunoreaktiossa kiinnittyneet leimatut vasta-aineet tai antigeenit. Koska leimat-
tu biomolekyyli ei ole sellaisenaan fluoresoiva, kuoppiin lisataan viela hapan kehitysliu-
os (Enhancement Solution tai DELFIA Inducer), joka irrottaa lantanidin. Vapaan lanta-
nidin ymparille muodostuu misellirakenne ja yhdessa ndma muodostavat uuden hyvin
fluoresoivan kelaatin. Fluoresenssi mitataan aikaerotteisella mittausmenetelmalla. (22;
25)

Sopivia lantanideja leimaukseen ovat europium, samarium, terbium ja dysprosium.
Naista yleisin on europium. Lantanidikelaattien fluoresenssilla on pitka elinika, jota voi-
daan hyddyntdd maarityksissa. Epaspesifisen taustafluoresenssin elinikd on paljon
lyhyempi, minké vuoksi se ehtii sammua ennen kuin naytteen fluoresenssi mitataan.
Lisaksi lantanidikelaateilla on iso Stokesin siirtyma, eli eksikaatio- ja emissiopiikin aal-
lonpituuksien ero. Naiden ominaisuuksien ansiosta maaritys voidaan tehda aikaerottei-
sena. Lantanidikelaattien kaytto ja aika-erotteinen fluoresenssi antavat mittauksille hy-

van herkkyyden ja laajan mittausalueen. (21)
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3.2 Leimausprosessi

Leimavalmistuksessa valmistetaan europiumilla tai samariumilla leimattuja vasta-
aineita IFMA -tyyppisiin maarityksiin, seka antigeeni/vasta-aine-pareja FIA -tyyppisiin
maarityksiin. Leimavalmistuksen prosessi koostuu neljasta osa-alueesta, joita ovat Eu
tai Sm-kelaatin konjugointi vasta-aineeseen, leimattujen antigeeni- ja vasta-
aineliuosten laimentaminen, leimastandardien valmistus, seka kaikkien edellamainittu-

jen tuotteiden pullotus. Jokaiseen vaiheeseen kuuluu tuotteiden laadunvalvonta. (26)

Vasta-aineiden leimausprosessin vaiheet ovat tarvittavien konjugointi-, kromatografia-
ja laimennosliuosten valmistus, vasta-aineen leimaus, puhdistus geelisuodatuskroma-
tografialla, fraktioiden testaus ja laadunvalvonta. (26) Leimausprosessissa vasta-aineet
leimataan Eu- tai Sm-ionin sisaltavalla kelaatilla. Jokainen leimakanta valmistetaan

Wallac Oy:n valmistusohjeiden mukaan.

Tarvittavien liuosten Leimausreagenssin ja

valmistus ja vasta-
aineen sulattaminen

Leimatun vasta-
aineen pitoisuuden
maaritys

DTPA-puhdistetun
BSA:n lisdys

Leimausreagenssin
liuottaminen

Leimatun vasta-
aineen puhdistus
geelikromtatografilla

Laadunvalvonta

vasta-aineliuoksen
yhdistdminen

Inkubointi

Kuva 5 Leimavalmistuksen prosessin vaiheet

3.2.1 Vasta-aineiden konjugointi

Vasta-aine leimataan emaksisessa puskuriliuoksessa, jossa on ylimaara lantanidi-

kelaattia. Leimakannan valmistus alkaa tarvittavien liuosten valmistamisella, seka tar-
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vittaessa vasta-aineen sulattamisella ja leimausreagenssin liuottamisella. Taman jal-
keen leimausreagenssi lisataan vasta-aineliuokseen, seoksen pH mitataan ja saade-
taan tarvittaessa. Yhdistamisen jalkeen seos siirretdan inkuboitavaksi. (26) Inkuboinnin

aikana tapahtuu vasta-aineen ja leimausreagenssin sitoutuminen.

Kaytettivia leimareagensseja ovat N' -Eu-, N' -Sm- ja N® —Eu-kelaatit, BITC (biotiini-
isotiosyanaatti) ja biotiiniesteri. Yleisimpid néista ovat N -Eu-, N'-Sm-, N®* —Eu-kelaatit,
joita kutsutaan isotiosyanaattikelaateiksi. Naiden kelaattien isotiosyanaattiryhma (ITC)
reagoi vasta-aineen aminoryhman kanssa, jolloin kelaatin ja vasta-aineen valille muo-
dostuu kestava tioureasidos. BITC-reagenssia kaytetdan vasta-aineiden biotinylointiin
ja sitd voidaan kayttda ITC-kelaattien tavoin. Biotiiniesteria kaytettdessa biotiiniesterin
esteriryhma reagoi proteiinin aminoryhman kanssa muodostaen amidisidoksen. (Henki-
I6kohtainen tiedonanto, Veli-Matti Mukkala 05.01.2017 ja 13.02.2017)

S
I

R-N=C=S + PROTEIINI-NH, — PROTEIINI-NH-C-NH-R

Kuva 6 Kelaatin ITC-ryhman reaktio proteiinin aminoryhman kanssa

Leimamolekyylin ITC-ryhméa reagoi aminoryhmien (NH;), hydroksyyliryhmien (OH) ja
tioliryhmien (SH) kanssa. Aminoryhman kanssa ITC-ryhma reagoi herkasti ja muodos-
taa pysyvan sidoksen. Tioliryhman kanssa muodostuvasta sidoksesta ei tule pysyvaa.
Hydroksyyliryhman kanssa ITC-ryhma ei sitoudu kovin herkasti, vaan sitoutuu ensisi-
jaisesti aina aminoryhmien kanssa. Taman vuoksi Wallac Oy:lla leimaus tehdaan aina
sitomalla kelaatti vasta-aineen Lys-tdhteen aminoryhman kanssa. (Henkilékohtainen
tiedonanto, Veli-Matti Mukkala 05.01.2017 ja 13.02.2017)
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pH

Aika Lampdtila

Leimausreaktio

Proteiinin
isoelektrinen
piste

Proteiini-
pitoisuus

Kuva 7 Leimausreaktioon vaikuttavat parametrit

Leimausreaktion tehokkuus muuttuu olosuhteiden muuttuessa. Kuvassa 7 on esitetty
reaktion tehokkuuteen vaikuttavat parametrit. Leimaus-pH:lla on merkittava vaikutus
prosessin tehokkuuteen, silla se vaikuttaa vasta-aineen Lys-tahteiden aminoryhmien
reaktiivisuuteen. Mitd korkeampi pH on, sita enemman aminoryhmat ovat deprotonoi-
tuneita ja leimaus talldin tehokkaampaa. Alhaisin mahdollinen pH Lys-
tdhdeleimauksessa on 8,5. Mitd korkeampi pH on, sitd enemman kelaatin ITC-ryhméa
reagoi veden kanssa. Veden kanssa reagoidessa ITC-ryhma hajoaa aminoryhmaksi,
joka taas reagoi vapaan kelaatin ITC-ryhmien kanssa muodostaen dimeereitd. Myos
[dmpdtilan nosto saa ITC-ryhman reagoimaan herkemmin veden kanssa ja nopeuttaa
ITC-ryhman hajoamista. (Henkildkohtainen tiedonanto, Veli-Matti Mukkala 05.01.2017
ja 13.02.2017)

S
I
KELAATTI-NH, + S=C=N-KELAATTI — KELAATTI-NH-C-NH-KELAATTI

Kuva 8 Dimeerin muodostuminen

Myos proteiinipitoisuudella on vaikutus reaktiotehokkuuteen. Mitd korkeampi proteiinipi-

toisuus on, sitd korkeampi Lys-tahdepitoisuus, jolloin leimaus on tehokkaampi. Lisaksi
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proteiinin isoelektrinen piste vaikuttaa leimauksen tehokkuuteen. Jos proteiinin
isoelektrinen piste on yhtasuuri tai suurempi kuin leimaus-pH, proteiinin ja kelaatin valil-
14 ei ole hylkimista. (Henkilokohtainen tiedonanto, Veli-Matti Mukkala 05.01.2017 ja
13.02.2017)

Jotkin yhdisteet saattavat myos hairitd leimausrektiota. Mikali leimattava proteiini on
stabiloitu proteiinilla, kuten BSA:lla tai gelatiinilla, talléin myds stabiloiva proteiini lei-
mautuu ja aiheuttaa maarityksessa taustaa. Muita ITC-kelaatin kanssa reagoivia yhdis-
teitd ovat atsidit, yhdisteet joissa on aminoryhma, seka yhdisteet joissa on SH-ryhma.
Hairitsevat yhdisteet poistetaan ennen leimausta geelisuodatuskromatografialla tai dia-
lyysilla. (Henkildkohtainen tiedonanto, Veli-Matti Mukkala 05.01.2017 ja 13.02.2017)

3.2.2 Leimattujen vasta-aineiden puhdistus geelisuodatuskromatografialla

Injisointi Eluointi Fraktioiden kerays

Leimattu vasta-aine
erottunut vapaasta
kelaatista ja
aggregaatista

Fraktioiden kasittely Detektointi

Fraktioiden
yhdistaminen

Kuva 9 Leimattujen vasta-aineiden puhdistuksen vaiheet

Inkuboinnin jalkeen leimattu vasta-aine puhdistetaan vapaasta kelaatista ja mahdolli-
sista proteiiniaggregaateista. Puhdistamiseen kaytetdadn kromatografialaitteistoa, joka
on yhdistetty geelillda pakattuun kolonniin. Geelisuodatuskromatografia on erottelume-
netelma erikokoisten molekyylien erotteluun. Geeli koostuu pienistad polymeeripartikke-
leista, joissa on erikokoisia huokosia. Kun liuos kulkee geelin lapi, pienimmat molekyylit
mahtuvat kulkeutumaan geelin huokosiin ja kulkeutuvat tdman vuoksi hitaammin pyl-

vaan lapi. Isoimmat molekyylit eivat mahdu naihin huokosiin, ja tulevat tdman vuoksi
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ensimmaisena pylvaasta ulos. Kaytettava geeli valitaan aina erotettavien molekyylien

koon mukaan. Molekyylien eluutionopeus riippuu ainoastaan niiden koosta. (27)

N'-Eu, N'-Sm, N®-Eu, BITC ja biotiiniesteri -konjugoinneille kaytetaan jokaiselle omia
kolonneja. Ennen puhdistusta kolonni tasapainotetaan 50 mM TSA-puskurilla (Tris-HCI,
natriumkloridi ja natriumatsidi) kahdeksalla geelitilavuudella ja sen Eu- tai Sm- tausta
mitataan. (28)

Ohjelma piirtda tulokset kayrana, jossa absorbanssi on ajan funktiona. Lisdksi x -
akselilla nakyvat fraktioiden paikat, joiden avulla voidaan valita fraktionkeraajasta oike-
at nayteputket. Mittaus tehdaan 280 nm aallonpituudella. Kuten kuvan 10 kuvaajasta
voidaan ndhda, puhdistusprosessissa pylvaasta ensimmaisena tulevat ulos mahdolliset
aggregoituneet vasta-aineet, joita ei niiden rakenteen vuoksi pystyta hydédyntamaan.
Taman jalkeen ulos tulee monomeeri-IgG, eli talteen otettava tuote ja viimeisena vapaa

leimausreagenssi. (28)

IgG

>

Vapaa Eu

Aggregaatti

Absorbanssi / Fluoresenssi (cps)

>
Fraktiot

A B
Kuva 10 Esimerkki absorbanssi-/fluoresenssikayrasta (28)

Puhdistuksen jalkeen tuloksien perusteella valitaan fraktionkeraajasta fraktiot kuvan 10
mukaisesti kohdasta A kohtaan B. Fraktioiden fluoresenssi mitataan leiman pitoisuuden
selvittdmiseksi. Tuloksista saatua fluoresenssikdyraa verrataan absorbanssikayraan ja
sen mukaan valitaan kantaliuokseksi yhdistettavat fraktiot, jotka muodostavat 1gG-

kayran nelja korkeinta kohtaa jaettaessa piikki viiteen osaan. Naiden fraktioiden pitoi-
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suuksien katsotaan olevan tarpeeksi korkeat. Yhdistettavien fraktioiden yhteenlasketun
fluoresenssin ja kaikkien fraktioiden yhteenlasketun fluoresenssin avulla saadaan sel-

ville IgG-saalis, joka kertoo kuinka iso osa vasta-aineesta on leimattu. (28)

Puhdistuksen aikana vaihdetaan myos vasta-aineen leimauksessa kaytetty puskuri
sailytyspuskurina toimivaan TSA-puskuriin. Leimattu vasta-aine kulkee kolonnin lapi
nopeammin kuin leimauksessa kaytetty puskuri, jolloin se vaihtuu kolonnin tasapaino-
tuksessa ja puhdistuksessa eluenttina kaytettavaan TSA-puskuriin. Leimauspuskuria ei
siis jaa lopulliseen tuotteeseen. (29) Lopuksi letkusto ja kolonni pestdan esipesuliuok-
sella, joka sisaltda kaliumbiftalaattia ja DTPA:ta, sekd 0,5 M NaOH pesuliuoksella ja
TSA-puskurilla, jotta mahdolliset kolonniin jadneet molekyylit ja epapuhtaudet saadaan
poistettua (28).

3.2.3 Leimausasteen laskeminen ja laadunvalvonta

Kun fraktiot on yhdistetty, monomeeripoolin leimausaste maaritetdan. Ensin poolin Eu-
pitoisuus maaritetdan tekemalld poolista ja Eu-standardista laimennokset, joiden fluo-
resenssit mitataan. Leimausaste saadaan laskettua vertaamalla poolin Eu-pitoisuutta
sen IgG-pitoisuuteen. Lisdksi pooliin lisatdéan DTPA-puhdistettua BSA:ta ja lisdyksen
jalkeen liuoksen lopullinen IgG-pitoisuus lasketaan. DTPA-puhdistettu BSA stabiloi

leimatun vasta-aineen.

Leimakantojen laadunvalvonta suoritetaan yleisia maarityskaytantoja ja tuotekohtaisia
maaritysohjeita noudattaen. Laadunvalvonta suoritetaan AutoDELFIA-maarityksella.
Méaaritystéd varten tehdaan standardikuvaaja ja referenssikdyrd aiemmin hyvaksytylla
leimalla ja kantaliuoksesta tehdaan laimennos erdohjeen mukaan. Referenssin anta-
mat tulokset kertovat testin toimivuudesta. Jos testattava kantaliuoksen pitoisuus tayt-
tda vaatimukset, kantaliuos voidaan laimentaa kyseiseen pitoisuuteen myds pullotusta

varten.
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4 MATERIAALIT JA MENETELMAT

4.1 AKTA Prime Plus —laitteiston kvalifiointi

Kvalifioitava AKTA Prime Plus -laitteisto on tarkoitettu Eu -leimattujen vasta-aineiden
puhdistukseen. Kvalifioinnin tarkoituksena on osoittaa, etta laitteisto ja sen ohjelmisto

on asennettu oikein ja toimivat niille asetettujen vaatimusten mukaisesti.

4.1.1 Laitteisto

AKTA Prime Plus on GE Healthcaren valmistama nestekromatografilaitteisto, joka on
tarkoitettu proteiinien puhdistukseen. Laitteistoon kuuluu nayttd, ohjausjarjestelma,
pumppu, sekoitin, fraktionkeraaja, UV-detektori, injektioventtiili, puskuriventtiili, vaihto-
venttiili, seka virtauksen ohitusventiili. Lisdksi laitteisto liitetdan tietokoneeseen, nayt-
toén ja printteriin. (30) Laitteistoa ohjataan Unicorn -ohjelmistolla. Akta Prime Plus lait-
teistoa voidaan kayttda esimerkiksi puskurin vaihtoon, geelisuodatuskromatografiaan,
ioninvaihtoon, seka affiniteettikromatografiaan. (30)

Kuva 11 AKTA Prime Plus -laitteiston virtausreitti (30)
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Kuvassa 12 on esitetty laitteiston tyypillinen virtausreitti. Pumppu (P) pumppaa eluoin-
tipuskuria (B) vaihtoventtiilin (SW) kautta kolonniin. Laitteella voidaan kayttdd myds
muita puskureita, jotka kytketdan puskuriventtiiliin (V1). Sekoitin (M) sekoittaa puskurit.
Vasta-aineita puhdistettaessa kaytetaan myods erillistd peristalttista pumppua, joka
pumppaa naytteen venttiilin lapi naytesilmukkaan (V2), joka applikoi naytteen kolonniin.
Lisaksi kaytetaan erillistd venttiilia, jonka avulla ohjataan liuokset kulkemaan tarkoituk-
sen mukaisesti. Kolonnista nayte kulkeutuu UV-monitoriin (UV), jossa sen absorbanssi
mitataan tietylla aallonpituusalueella. UV-monitorin jalkeen nayte kulkeutuu viela johta-
vuusmonitoriin (C). Leimattujen vasta-aineiden puhdistusprosessissa kaytetdan vain
UV-monitorista tulevaa signaalia. Tdman jalkeen nayte ohjataan fraktionkeraajaan (F)
nayteputkiin tai jatteeseen (W). (30) Tietokoneella oleva UNICORN —ohjelmisto kasitte-

lee UV-monitorilta tulevan signaalin ja piirtaa siita kuvaajan.

Laitteiston osat ja ohjelmisto

Erillisella venttiililld on kolme asentoa, joilla voidaan ohjata liuokset kulkemaan halutulla
tavalla. LOAD-asennossa silmukkaan voidaan imea esimerkiksi naytetta, jolloin tarvi-
taan myos erillista peristalttista pumppua. Talldin silmukassa oleva manta vetaa naytet-
ta alakautta sisaan ja tyontaa samalla ylapuolella olevaa liuosta ulos silmukasta jateas-
tiaan tai viemariin. Samalla liuos, esimerkiksi puskuri, joka kulkee laitteen oman pum-
pun kautta, kulkee suoraan kolonniin. INJ-asennossa silmukkaan imetty ndyte voidaan
applikoida kolonniin. Tallin puskuri ohjataan silmukan ylaosaan, jolloin silmukan man-
ta tyontada alaosassa olevan naytteen kolonniin ja peristalttisesta pumpusta tuleva liuos
kulkeutuu jateastiaan tai viemariin. WASH-asennossa voidaan pestd pumppuja ja vent-

tiilia, jolloin laitteiston lapi kulkeva liuos kulkeutuu suoraan jatteeseen. (28)

Laitteiston pumppu koostuu yksittdisesta sisdantuloyhteestd ja kahdesta ulostuloyh-
teestd, joista kaytetaan vain yhta. Pumpun sisédlld on kolme pientd mantapumppua,
jotka takaiskuventtiilien kanssa luovat tasaisen virtauksen. Mantapumppu pumppaa
liuosta kammioiden lapi samalla kun takaiskuventtiilit estavat sen takaisinvirtaamisen.
(30)

Sekoitin on dynaaminen ja yksikammioinen. Sekoitinmoottori systeemin sisalla pyorit-

tda magneettia 600 rpm vauhdilla, mik& saa kammiossa olevan sekoittimen pyérimaan.
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Sekoitin on tarkoitettu eri puskurien sekoittamista varten, jos niitd on kaytéssa useam-
pia. (30)

UV-monitori koostuu Hg -lampusta, aallonpituuden suodattimesta ja UV-
virtauskennosta. Lampun valonsade ohjataan suodattimen, linssin, sateenrikkojan ja
naytteen |api detektorille, josta tieto kulkeutuu mikroprosessorille ja siitd naytdlle. Sa-
masta lampun pisteesta lahtee seka referenssisignaali, ettd naytettd mittaava signaali.
Referenssisignaalin avulla poistetaan lampun intensiteetin vaihtelun vaikutus naytetta

mittaavasta signaalista. (30)

Fraktionkeraajassa on paikka 95 nayteputkelle. Kerattava naytemaara voidaan saataa
halutuksi ohjelmiston avulla. Liséksi fraktionkeraajélle voidaan saatéda odotusaika, jon-
ka ajan liuos ohjautuu jatteeseen ja ajan paatyttya fraktioita aletaan keratd nayteput-
kiin. (30)

Laitteiston UNICORN -ohjelmistossa on PrimeView 5.31 softaversio, joka koostuu kah-
desta moduulista. System Control -moduulin avulla valvotaan puhdistusprosessia ja
Evaluation -moduulin avulla voidaan tarkastella tuloksia. Tulosten tarkastelu ja kasitte-
ly, sekd menetelmien luonti ja muokkaus tapahtuu tietokoneella. Liséksi ohjelmia voi

myds luoda ja muokata laitteiston oman monitorin ja ndppainten avulla. (30)

Kolonni

Leimattujen vasta-aineiden puhdistukseen kaytetddn geelisuodatuskromatografiaa,
jolloin laitekokonaisuuteen tarvitaan myds geelilla pakattu kolonni. Kolonnissa molekyy-
lit erotellaan toisistaan niiden koon perusteella. Puhdistusprosessissa stationaarifaasi-
na kaytetddn GE Healthcaren valmistamaa Superdex 200 -geelid, joka pystyy erotte-
lemaan molekyyleja, joiden molekyylipaino on valillda 10 000 ja 600 000 (31). Geeli
koostuu ristisilloitetuista huokoisista agaroosipalloista, johon on kovalenttisesti sidottu
dekstraania. Geelin agaroosimatriisi tekee siitd kemiallisesti ja fysikaalisesti stabiilin ja

inertin, joten se ei reagoi naytteiden tai puskurin kanssa. (32)

Kolonnin geelipeti tasapainotetaan aina puskurilla, joka tayttaa partikkelien huokoset ja
tilan niiden valilla. Talldin neste geelin huokosissa on tasapainossa partikkelien ulko-
puolella olevan nesteen kanssa. (33) Kolonnin ja koko laiteiston toimivuutta seurataan
mittaamalla Plates/meter- ja Asymmetria-arvoja, seka virtausnopeutta 10 ajokerran

valein. Nailla mittauksilla saadaan selville, kuinka hyvin kolonni erottelee eroteltavat
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molekyylit. Kolonni ei sisélly tdssa tydssa tehtadvaan kvalifiointiin, mutta on valttdmaton

ja tarkea osa puhdistusprosessissa.

4 1.2 Kvalifioinnin vaiheet

Kvalifiointiin kuuluu asennuksen kvalifiointi (1Q), toiminnan kvalifiointi (OQ), seka suori-
tuskyvyn kvalifiointi (PQ). Ennen kvalifioinnin aloittamista suunnitelma tarkastetaan
validointiohjausryhman kanssa. Asennus, sekd osa OQ -toimenpiteistd suoritetaan
yhteistydssa laitevalmistajan valtuuttaman asiantuntijan, sekd Wallac Oy:n IT -tuen
kanssa. Kvalifiointi tehdaan laitevastaavan ennalta laatiman suunnitelman mukaan,

jossa on kuvattuna laitteisto, riskianalyysi, seka kvalifioinnin hyvaksymiskriteerit.

Asennuksen kvalifiointi (1Q)

Asennuksen kvalifioinnilla varmennetaan AKTA Prime Plus —laitteiston ja sen osien,
tietokoneen ja sen lisdosien, sekd UNICORN —ohjelmiston oikea asennus. Asennuksen
kvalifiointi aloitetaan laitteen tunnistetietojen ja dokumentaation tarkastuksella. Taman
jalkeen suoritetaan laitteiston asennus, jolloin tarvittavat letkut ja liitdnnat asennetaan.
Laitteiston sertifiointi suoritetaan laitevalmistajan valtuuttaman huoltohenkilén toimesta
ja ohjelmiston, seka liitdntdjen asennus Wallac Oy:n oman IT-tuen toimesta. Myos
laitteiston toimintaymparistd tarkastetaan vaadittujen olosuhteiden varmistamiseksi.
Tila on oltava kvalifioitu tai kiinteistévalvonnan monitoroinnin piirissa ja sen lampétilan

ja ilmankosteuden on oltava laitteistolle sopivissa rajoissa.

Laitteiston paakomponentit tarkastetaan ja varmistetaan etta laitekokonaisuus vastaa
toimitusta. Laitteiston valmistusmateriaalien soveltuvuus kayttétarkoitukseen, seka va-
raosien saatavuus selvitetdan. Laitteiston on oltava myos turvallisuustarkastettu ja CE-

hyvaksytty.

Laitteisto lisataan myds SAP-jarjestelmaan ja selvitetdan kuka suorittaa laitteiston huol-
lon. Laitteistolle ei ole varsinaista huolto-ohjetta, vaan koko laitteiston toimivuus tarkis-
tetaan joka kymmenennen puhdistuskerran jalkeen asetonitestillda menettelyohjeen
mukaisesti. Lopuksi tehdaan yleinen jarjestelman tarkastus, jonka avulla todetaan onko

laitteisto valmis toiminnan testaukseen.
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Toiminnan kvalifiointi (0Q)

Toiminnan kvalifioinnilla varmistetaan kromatografialaitteiston ja sen komponenttien
oikea toiminta, seka laitteiston oikea toiminta sen ohjelmiston kanssa. Toiminnan kvali-
fiointi alkaa laitteen kaynnistamiselld ja toimintasekvenssin testaamisella. Laitteen
osien toimivuustestit on tehty sertifioinnissa laitevalmistajan toimesta ja raportti tes-

tauksista hyvaksytty.

Laitteen kayttoliittyma ja ohjelmisto testataan ja samalla maaritelldan kayttajaoikeusta-
sot. Toiminnan kvalifioinnissa selvitetddan myds laitteen liittdminen kalibroinnin piiriin,
laitteeseen lisataan kvalifiointitarra ja huoltotarra ja se lisataan leimavalmistuksen laite-

listaan.

Suorituskyvyn kvalifiointi (PQ)

Suorituskyvyn kvalifiointiin kuuluu tuotannossa tarvittavien ohjelmien luonti ja testaus,
asetonitesti, vasta-aineleimaus ja puhdistus, seka kolonnin taustan mittaus. Asetonites-
ti kertoo seka laitteiston, etta kolonnin kunnon. Asetonitestillda mitataan plates/meter-
arvo, as-arvo ja virtausnopeus. Vertailuna vastaava testi tehdaan toisella vastaavalla
laitteistolla kayttaen samaa kolonnia, jolloin saadaan tarkemmin kasitys itse laitteiston
toiminnasta. Hyvaksymisrajoina toimivat samat rajat kuin normaalisti kolonnin toimin-

nan testauksessa.

Teoreettisten pohjien maara (plates/meter), kertoo kolonnin erottelukyvysta. Arvoa las-
kiessa ajatellaan kolonnin jakautuvan teoreettisiin pohjiin. Mitd enemman teoreettisia
pohjia on, eli mita suurempi laskettu arvo on, sitd parempi kolonnin erottelukyky. Teo-
reettisten pohjien maara voidaan laskea kaavalla 1. Leimattujen vasta-aineiden puhdis-
tukseen tarkoitetuille kolonneille talle arvolle on annettu alarajaksi 10000 N/m. Pla-

tes/meter-arvo voidaan laskea kuvan 12 ja kaavan 1 mukaan.
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Ve

Absorbanssi

50 %

% }10 %

Tilavuus/Aika

Kuva 12 Esimerkki asetonitestin kromatogrammista

Kaava 1 Plates/meter

N
Plates/meter = I

2

Ve
vosse- ()
Wy

N = teoreettisten pohjien lukumaara
L = kolonnin pituus (cm)
V., = piikin retentiotilavuus tai — aika

wy, = piikin leveys piikin puolessa vilissa, samassa yksikossa kuin Vg
Kaava 2 Asymmetria-arvo

Asymmetry = 2

As-arvo kertoo kromatogrammien symmetrisyydestd ja toimii indikaattorina kolonnin
tiiveydelle (30). Kolonnin geelin tiiveys vaikuttaa siihen, miten nopeasti ja tehokkaasti
molekyylit erottuvat (32). Jos geeli ei ole tarpeeksi tiiviisti pakattu ja geelipartikkelien

valilla on liikaa tilaa, molekyylit kulkevat lilan nopeasti kolonnin lapi, eikd molekyylien
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erottuminen ole talléin yhta tehokasta. Tama nakyy tuloksissa piikin hantimisena. As-
arvo lasketaan kaavan 2 mukaan, jossa a on piikin edeltdvan puolikkaan leveys, ja b
piikin hantivan puolikkaan leveys 10 % korkeudessa piikin korkeudesta (kuva 12). Lei-
mattujen vasta-aineiden puhdistukseen tarkoitettujen kolonnien As-arvon rajaksi on
asetettu normaalikaytéssa 0,6 — 1,8 ja kayttddnotettaessa 0,7 — 1,3. Kvalifioinnissa

kaytettava kolonni on ollut aiemmin kaytdssa muilla laitteistoilla.

Koska molekyylien erotteluun vaikuttaa geelin tiiveys ja tasta johtuen myds se, kuinka
nopeasti liuos kulkee kolonnin lapi, mitataan myods virtausnopeus. Virtausnopeuden
tulee pysyd muuttumattomana ajosta toiseen. Virtausnopeus maaritetdan mittaamalla
kolonnin 1api 60 minuutissa virrannut nestemaara. Hyvaksymisrajana on 1080 + 80
mi/h.

Suorituskyvyn kvalifioinnilla on tarkoitus varmistaa laitteen toimivan prosessin vaati-
massa kayttotarkoituksessa, joten myos vasta-aineleimaus ja puhdistus tehdaan kayt-
taen kvalifioitavaa laitteistoa. Kaytettava analyytti edustaa kaikkia leimavalmistuksessa
puhdistettavia leimattuja vasta-aineita arvioitaessa laitteen toimintaa. Leimaus ja puh-
distus tehdaan noudattaen PerkinElmer Wallac Oy:n menettelyohjeita ja tuotteen era-
ohjetta. Leimakannalle tehdaan my6s normaali prosessinaikainen laadunvalvonta Au-
toDELFIA:lla. Testissd kantaliuoksesta tehdaan standardikuvaaja (standardit A - F) ja
aiemmin hyvaksytysta leimakannasta tehdaan referenssikayra. Referenssikayran an-
tamat tulokset kertovat testimenetelman toimivuudesta ja tulosten luotettavuudesta.
Tuloksia verrataan erdohjeen hyvaksymiskriteereihin. Kantaliuoksen tayttaessa hyvak-

symiskriteerit erd voidaan vapauttaa tuotannolliseen kayttdon kun kvalifiointi on hyvak-

sytty.

Kolonnin tasapainotuksen jalkeen ennen leimakannan puhdistusta mitataan myos ko-
lonnin Eu-tausta, jonka on oltava alle 10000 counts. Tausta mitataan kolonnin tasapai-
notuksen jalkeen kolonnista ulos tulevasta liuoksesta. Liuosta mitataan kahteen kuop-
palevyn kuoppaan 10 pl ja lisdtdan 2 pl mittaliuosta. Myds pelkkaa mittaliuosta mita-

taan kahteen kuoppalevyn kuoppaan. Naytteiden fluoresenssit mitataan.

Nailla toimenpiteilld varmistetaan, etta pumppu on toiminut vaaditulla tavalla, ja ana-
lyytti on saatu kerattyd kolonnista fraktionkeragjalla. Jos laitteiston pumppu ei toimi
kunnolla, kolonniin voi jaada epapuhtauksia, se ei tasapainotu kunnolla, tai nayte ei

kulkeudu kolonniin.
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4.2 Boraattipuskurin korvaaminen

Vasta-aineiden leimauksessa pH:n saatoon kaytettdva boraattipuskuri haluttiin korvata
sen mahdollisten hedelmallisyytta heikentavien ja sikiota vaurioittavien vaikutusten
takia. Sopivan leimauspuskurin I6ytdmiseksi ja sen toiminnan osoittamiseksi on jo
aiemmin suoritettu karakterisointi. Karakterisoinnissa korvaavat vaihtoehdot kartoitettiin
riskiarvioinnin perusteella ja boraattipuskurin tilalle valittiin puskuri, jonka puskurointi-
alue on lahelld boraattipuskurin pH-aluetta. Karakterisoinnissa kaikille testierille tehtiin
normaali prosessinaikainen laadunvalvonta ja kombinaatiotestit. Valitulle puskurille on
tehty myos sailyvyystestaus. Karakterisoinnin tulosten mukaan valittu puskuri toimii
vasta-aineiden leimauksessa muuttamatta valmistettavaa tuotetta. Tulosten mukaan
uusi puskuri ei myodskaan vaikuta vasta-aineiden leimausasteisiin, eika niiden toimivuu-

teen tai sailyvyyteen normaaleissa sailytysolosuhteissa.

Projektin on tarkoitus jatkua verifiointisuunnitelman kirjoittamisella ja normaalikokoisten
verifiointierien valmistamisella jokaisesta kantaliuoksesta, joiden valmistuksessa kayte-
tdan boraattipuskuria. Erille tehdaan normaalin prosessinaikaisen laadunvalvontatestin
lisaksi kiihdytetty sailyvyystestaus ja kombinaatiotestit. Prosessinaikaiselle laadunval-
vontatestille hyvaksymisrajat ovat annettu tuotteen erdohjeessa. Erille aloitetaan myo6s
reaaliaikainen sailyvyysseuranta. Jokaisesta erasta kirjoitetaan erillinen raportti, joka
sisaltaa kiihdytettyjen sailyvyystestien tulokset. Kun erakohtaiset raportit on hyvaksytty,
verifioinnista kirjoitetaan myo6s loppuraportti. Tassa opinndytetydssa kirjoitettiin suunni-
telma verifioinnille ja tehtiin verifiointierd yhdesta kantaliuoksista. Uuden puskurin ni-
med tai sen tarkempia tietoja ei opinnaytety0ssa kerrota salassapitovelvollisuuden

vuoksi.

4.2.1 Kiihdytetty sailyvyysseuranta

Kiihdytetylla sailyvyysseurannalla testataan tuotteen sailyvyytta kiihdytetyissd olosuh-
teissa normaaleihin sailytysolosuhteisiin verrattuna. Normaaleilla sailytysolosuhteilla
tarkoitetaan olosuhteita, joissa tuotteen valmistaja takaa tuotteen laadun tayttavan sille
asetetut hyvaksymiskriteerit asetetun sailyvyysajan. Normaali sailytyslampdétila on
usein +4 °C (+2 - +8 °C). Talléin kiihdytetty Iampdtila on +35 °C. (34)
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Kiihdytetyissa sailyvyysseurannoissa oletetaan, ettd korkeassa lampdtilassa hajoami-
nen tapahtuu nopeammin ja ettd biomolekyylien hajoamisnopeus noudattaa Arrheniuk-
sen yhtaloa, edellyttden hajoamisreaktion noudattavan ensimmaisen kertaluvun reak-
tiokinetiikkaa. (34)

Kaava 3 Arrheniuksen yhtalo

_Ea
k = se Rt
k = nopeusvakio

s = frekvenssitekija

E, = aktivaatioenergia

R = kaasuvakio (8,314 JK~* mol™1)

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

Biomolekyylien hajoamisnopeutta laskiessa kaytetdan aktivaatioenergian approksimaa-
tiota 83736 J/mol tai 50242 J/mol, jos molekyylin stabiilisuudesta ei ole tietoa. (34)

Arrheniuksen yhtaload soveltamalla voidaan laskea ns. hajoamissuhde, jolla voidaan
esimerkiksi arvioida mika on vastaava aika normaalissa lampétilassa, kun yhdistetta
sailytetaan tietty aika tietyssa kiihdytetyssa lampdtilassa. Vastaavuusaika lasketaan

kaavan 4 mukaan. (34)

Kaava 4 Hajoamissuhteen laskeminen

k2\ _ Eq(Tp—T1)
In (kl) T RTT,
Vastaavuusaikaa voidaan kayttda arvioimaan tarvittava sailytysaika kiihdytetyssa lam-
poétilassa verrattuna normaaliin sailyvyyslampdtilaan. (34) Tyossa valmistettavalle eral-
le normaali sailyvyysaika on 690 paivaa ja kiihdytettyna sailytyslampétilana on 35 °C.
Aktivaatioenergia verifiointieran sailyvyystestissd on 83736 J/mol ja talléin paivien vas-

taavuuslukumaarad normaalissa sailytyslampdétilassa on

83736 Jmol~1(308 — 277)K
8,314 JK~1mol~t - 277 - 308K

=~ 3,66
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e366 ~ 39

Talloin verifiointieran sailyvyysseurannan pituudeksi saadaan

694 . 184.
39

Toiseksi pisteeksi kiihdytetyille sailyvyystesteille valitaan sailytysajan puolivali, eli 9

paivaa.

Hyvaksymisrajoina kiihdytetylle sailyvyysseurannalle kaytetdan tuotteen loppulaadun-
valvontarajoja. Kiihdytetyt sailyvyystestit tehdaan AutoDELFIA:lla kayttaen neljaa levya.
(34)

4.2.2 Kombinaatiotestit

Kittierat muodostetaan yhdistamalla hyvaksytyt kittikomponentit kombinaatiksi. Kombi-
naattien komponenttien kemiallinen yhteensopivuus varmistetaan loppulaadunvalvon-
tatestilla. Testit tehddan analyyttikohtaisten ohjeiden mukaan, joissa on myos kerrottu
hyvaksymisrajat. Hyvaksymisrajoissa on otettu huomioon sisainen variaatio ja erien
valinen variaatio. Eran sisainen variaatio jaetaan levyn sisdiseen, perakkaisten levyjen
valiseen ja yhdistettyyn eri operaattoreiden, laitteistojen ja paivien valiseen hajontaan.
(35) Testit tehddadn AutoDELFIA:lla kaytettden kahdeksaa levya. Kombinaatiotestin

tulokset toimivat myds 0-pisteena kiihdytetyille ja reaaliaikaisille sailyvyystesteille. (35)

4.2.3 Reaaliaikainen sailyvyysseuranta

Reaaliaikainen sailyvyysseuranta tehdaan normaaleissa sailytysolosuhteissa ja sen
tarkoitus on varmistaa, ettd tuote tayttda laatuvaatimuksensa koko elinikdnsa ajan.
Reaaliaikainen sailyvyysseuranta tehdaan joka vuosi yhdelle eralle jokaiselle myynnis-
sa olevalle tuotteelle. Tyossa valmistettava era testataan 11 ja 24 kuukauden sailytyk-
sen jalkeen. Sailytyslampédtilana on 4 °C (+2 - +8 °C), joka on tuotteelle maaritelty saily-
tyslampdtila. Testit tehdaan AutoDELFIA:lIa. (36)
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5 TULOKSET

5.1 AKTA Prime Plus —laitteiston kvalifiointi

Kvalifiointi suoritettiin alussa laadittua suunnitelmaa noudattaen. Osa kvalifioinnista
suoritettiin yhteitydssa PerkinElmer Wallac Oy:n oman IT-tuen kanssa ja osa laiteval-
mistajan asiantuntijoiden kanssa. IQ- ja OQ-osiot hyvaksyttiin ennen PQ-osion aloitta-

mista.

5.1.1 Asennuksen kvalifiointi

Laitteiston johtojen, letkujen ja eri osien oikea asennus tarkistettiin. Kaikki tarvittavat
komponentit olivat mukana ja varaosat tilattavissa laitevalmistajalta. Laitteiston toimin-
taymparistd voitiin todeta sopivaksi huoneen lampdétilatrendin mukaan, josta nahtiin,
ettd olosuhteet pysyvat sopivina. Lisaksi laitteisto soveltui kayttdtarkoitukseensa kayt-
toohjeiden mukaan. Laitteistolle oli todistus turvallisuustarkastuksesta, joka todisti sen
olevan myds CE-hyvaksytty. Laitteistolle luotiin myds laitevalmistajan toimesta tehtavia
vuosihuoltoja varten huolto-ohjelma SAP-jarjestelmaan. Tulosten perusteella laitteisto

oli valmis toiminnan testaukseen.

5.1.2 Toiminnan kvalifiointi

OQ-osion toimivuustestaukset kuuluivat laitevalmistajan toimesta tekemaan sertifioin-
tiin. Sertifioinnissa testattiin laitteiston osien toimivuuksia ja verrattiin tuloksia laiteval-
mistajan asettamiin hyvaksymisrajoihin. Tehtyjen testien tulokset olivat hyvaksymisra-
joissa ja sertifiointi hyvaksytty laitevalmistajan, sekd Wallac Oy:n toimesta. Laitteisto ja
sen ohjelmisto my06s kaynnistettiin ja todettiin toimiviksi. Laitteistoa ei ollut tarve liittda
kalibroinnin piiriin, silla tarvittavat kalibrointia vastaavat testit tehdaan aina huollon yh-

teydessa. OQ-osio hyvaksyttiin ja kvalifioinnin PQ-osuus voitiin aloittaa.
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5.1.3 Suorituskyvyn kvalifiointi

Laitteiston PQ-osuus aloitettiin tarvittavien ohjelmien luonnilla. Laitteistolle luotiin omat
ohjelmat kolonnin tasapainotukselle, puhdistusajolle ja asetonitestille kolmelle erikokoi-
selle kolonnille. Ohjelmien luonnin jalkeen tehtiin asetonitesti, jonka tuloksia verrattiin
kolonnin aiempaan eri laitteistolla tehtyyn asetonitestiin. Taulukossa 1 on esitetty kvali-
fiointiin kuuluvan asetonitestin tulokset ja taulukossa 2 aiemmin samalle kolonnille teh-
dyn asetonitestin tulokset. Asetonitestistd nahdaan etta tulokset ovat hyvaksymisrajois-
sa ja lahella kolonnille aiemmin, 14.12.2016 toisella laitteella tehdyn asetonitestin tu-
loksia. Asetonitestin kromatogrammi on liitteend 1 ja kolonnin aiemman asetonitestin

kromatogrammi liitteena 2.

Taulukko 1 Asetonitestin tulokset

Mitattava arvo Tulos Hyvaksymisrajat
Virtausnopeus 1071 ml/h 1080 + 80 ml/h
Plates/meter-arvo 10866 N/m > 10000

As-arvo 0,96 0,6-1,8

Taulukko 2 14.12.2016 tehdyn asetonitestin tulokset

Mitattava arvo Tulos Hyvaksymisrajat
Virtausnopeus 1120 ml/h 1080 + 80 ml/h
Plates/meter-arvo 10088 N/m > 10000

As-arvo 1,0 0,6-1,8

Kvalifiointiin kuului myds vasta-aineleimaus ja kantaliuoksen puhdistus kvalifioitavalla
laitteistolla. Kantaliuos valmistettin menettelyohjeiden ja eradohjeen mukaan ja sille
suoritettiin normaalit prosessin aikaiset laadunvalvontatestit, joiden tuloksien mukaan
leimakanta tayttaa hyvaksymiskriteerit (Taulukko 3). Puhdistuksesta tuloksena tulleesta
kromatogrammista myods nahdaan, ettd puhdistus on onnistunut hyvin ja kromato-

grammi nayttad normaalilta. Liitteend 3 on kromatogrammi puhdistuksesta. Kolonnin
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tasapainotuksen jalkeen, ennen leimakannan puhdistusta tehtiin myos Eu-taustan mit-

taus, jonka tuloksien mukaan kolonnin Eu-tausta oli riittdvan pieni (Taulukko 4).

Taulukko 3 Prosessinaikaisen laadunvalvonnan tulokset

Std A signaali Herkkyys
Std F signaali (cps)
(cps) (U/ml)
Referenssi 307 3274116 0,005
Nayte 286 2640720 0,004
Hyvaksymisrajat <700 2200000-4000000 <0,09

Taulukko 4 Kolonnin Eu-taustan mittauksen tulokset

Keskiarvo
Mittaus Signaali (cps)
(cps)
1526
Nayte 1463
1400
230
Mittaliuos 222
215
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5.2 Boraattipuskurin korvaaminen

Verifiointieraa varten tehtiin alustava versio erdohjeesta, jonka mukaan era valmistet-
tiin. Kantaliuoksen valmistus on liitteessa 4 ja kannan puhdistuksen kromatogrammi
litteessa 5. Kantaliuokselle tehtiin normaali prosessin aikainen laadunvalvonta, jonka
tulokset menivat rajoihin. Kombinaatiotestien ja sailyvyystestien tulokset eivat ehtineet
opinnaytetydhodn ajan puutteen vuoksi ja tulokset niista tulevat vasta mydhemmin. Lei-

makannan puhdistus tehtiin kayttaen kvalifioitua AKTA Prime Plus -laitteistoa.

Taulukko 5 Verifiointieran prosessin aikaisen laadunvalvontatestin mittaustulokset

Mittaustulos (cps)

Referenssi 1480 25603 49298 97869 286142 603129
Nayte 728 22688 43092 86212 247074 525231
Pitoisuudet

(ng/ml) A=0 B=254 C=47,7 D=91,5 E =246 F=473

Taulukko 6 Verifiointieran prosessin aikaisen laadunvalvontatestin tulokset ja hyvak-

symisrajat
Std A sig- Std F signaali STD B (cps) STD F (cps)
naali (cps)  (cps) STD A(cps)  STD E (cps)

Referenssi 1480 603129 17,30 2,11

Nayte 728 525231 31,19 2,13
Referenssi: Referenssi:

Hyvaksymisrajat = SR E G | 1,7-24
Testattava: 1040000 cps Testattava:
< 2700 cps >6,5

Laadunvalvontatestien mukaan leimakanta on vaatimusten mukainen ja voidaan lai-

mentaa pullotusta varten samalla tavalla kuin testia varten.
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6 LOPPUPAATELMAT

Opinnaytetydn tavoitteena oli kvalifioida AKTA Prime Plus -kromatografilaitteisto ja
tehda boraattipuskurin korvaamiseksi verifiointiera yhdesta leimakannasta uutta pusku-
ria kayttden. Opinndytetyd toteutettiin Wallac Oy:n laatu- ja validointipolitikkaa noudat-

taen.

AKTA Prime Plus —laitteiston kvalifiointi suoritettiin ennalta laaditun suunnitelman mu-
kaan. 1Q-, OQ- ja PQ-osioiden tulokset olivat kunnossa ja hyvaksymisrajoissa. PQ-
osion testit tehtiin Wallac Oy:n menettelyohjeita ja erdohjeita noudattaen ja niiden tu-
lokset olivat luotettavia. Kvalifiointiraportti kaytiin lopuksi lapi validoinnin ohjausryhman
kanssa ja oli tdman jalkeen valmis hyvaksyttavaksi. Raportti todistaa laitteiston toimi-

van toistettavasti sille asetettujen vaatimusten mukaisesti.

Raportin hyvaksymisen jalkeen laitteisto oli valmis kaytettdvaksi ja tydon PQ-osiossa
valmistettu leimakanta voitiin vapauttaa tuotannolliseen kayttdon ja laimentaa pullotus-
ta varten laadunvalvontatestissa kaytettyyn pitoisuuteen. Jatkossa laitteiston oikea toi-
minta ja pysyminen kvalifioidussa tilassa varmennetaan mittaamalla Plates/meter-
arvoa, As-arvoa ja virtausnopeutta 10 ajokerran valein, seka laitevalmistajan tekemilla

vuosihuolloilla.

Uutta puskuria kayttden tehty leimakanta meni laadunvalvontatesteissa hyvaksymisra-
joihin ja oli vaatimusten mukainen. Kombinaatiotestin ja sailyvyystestausten tulokset
saadaan myGhemmin eivatkd ehtineet tdhan opinnaytetydhon ajan puutteen vuoksi.
Koska leimauksessa kaytettava puskuri vaihdetaan geelisuodatuskromatografialla teh-
tavan puhdistuksen aikana TSA-puskuriin, ei sita ole lopullisessa tuotteessa. Prosessin
aikaisten laadunvalvontatestien tulosten perusteella voidaan todeta, etta leimaus uutta
puskuria kayttden on onnistunut, joten lopullinen tuote on siis samaa kuin boraattipus-
kuria kayttdessa. Sekad puskuria korvatessa, ettd kvalifioinnissa valmistettujen erien
laadunvalvontatestien toimivuus varmistettiin mittaamalla myds referenssinayte, joka oli

aiemmin laadunvalvonnassa hyvaksytty leimakanta.

Verifiointia on tarkoitus jatkaa tekemalld valmistetusta erasta pullotus, sekd kombinaa-
tiotesti ja aloittaa eralle kiihdytetty ja reaaliaikainen sailyvyysseuranta. Vastaavat verifi-
ointierat tehdaan kaikille leimakannoille, joiden valmistuksessa kaytetaan boraattipus-

kuria. Jokaiselle verifiointieralle kirjoitetaan erillinen raportti, johon tulee kombinaatio-
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testien, seka kiihdytettyjen sailyvyystestien tulokset ja muutosehdotus tydohjetta var-
ten. Kun verifiointierdn raportti on hyvaksytty, voidaan erd vapauttaa tuotannolliseen
kayttéon. Verifioinnin jalkeen uuden leimauspuskurin toiminta prosessissa muuttamatta
valmistettavaa tuotetta on osoitettu ja Wallac Oy saa kayttéonsa turvallisemman vaih-
toehdon boraattipuskurin tilalle huolimatta siita, paatyykoé se luvanvaraisten aineiden
listalle.
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Liite 1 (1)

Kvalifioinnissa tehdyn asetonitestin kromatogrammi

PrimeView 5.31 HC(C{/( &/(\/ 03.03.201%

Result file: C:\...\prime\2017Mar03n0002 %<_33g} LHW@ 11 2/ A@d!@L»\ 03.03.2017
2017Mar03n0002:10 UV~ =" 2017Mar03n0002:10_Logbook
2017Mar03n0002:10_UV@01,BASEM

mAu 49.89

40.0 A

30.0 A

200 A

10.0 A

Method Run 03/03/2017, 12:33:52 FLE Standard Time, Method : , Result ; C:
2024 35|

00 1 I : ) ) : T

0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 min
2017Mar03no002:10_UVE01l, PEAK7
No Ret width Area Height Width at half height Plate height
min min mAU*min mAU min cm
1 2.24 0.36 0.0240 0.090 0.36 0.22421
2 49.89 6.69 78.0041 44.296  1.63 ~0.00920
3 52 .38 1.21 0.2261 0.333 0.64 0.00127
4 53462 0.29 0.0238 0.090 0.29 0.00025
B 54.18 0.30 0.0139 0.055 0.30 0.00026
No Plates/meter 10.0% Left 10.0% Right Asymmetry
N / m min min
1 446 215 2.51 2.95
2 10866 48.40 51.33 0.96
3 78636 48.40 51.33 -
4 394132 53.56 53.85 4.00
5 391249 54.17 54.47 34.50

Total number of detected peaks = 354
Total area = 79.0616 mAu*min
Area in evaluated peaks = 78.2918 mAu*min
Ratio peak area / total area = 0.990263
Total peak width = 8.85 min
Column height = 47.50 cm
Calculated from : 2017Mar03no002:10_UV
Baseline : 2017Mar03no002:10_UV@01l, BASEM
Peak rejection on:

Maximum number of peaks: 2
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Liite 2 (1)

Kolonnin edellisen asetonitestin kromatogrammi

. . Kf:ggg)} ‘{9. ) Z({?’ 0) /‘ B 7&7
PrimeView 5.31 746/[ Ck_/\ 10.03.201F Lt M%n“ Pé)\\

Result file: C:\...\prime\2016Dec14n0004

U | c
Lumi 29
2016Dec14n0004:10 UV~ 2016Decl4n0004:10_ UV@01,BASEM .
—2016Dec14n0004:10 Logbook u/ll/\ad}
mAu 46.61 /\1 /
oL
y 9_0/1,
40.0 A
30.0 A
20.0 A
10.0 A
Viethod Run 14/12/2016, 10:39:12 FLE Standard Time, Method : , Result : C:
0.0 b T
0.0 10.0 20.0 30.0 40.0 50.0 60.0 min-
2016Decl4no004:10_UV@01l, PEAK2
No Ret width Area Height Width at half height Plate height
min min mAU*min mAU min cm
i} 46.61 7.83 78.4023 45.928 1.58 0.00991
S —
e
No Plates/meter 10.0% Left 10.0% Right Asymmetry
N/ m min min
1L 10088 45 .17 48.00 0.97

Total number of detected peaks = 250
Total area = 78.7951 mAu*min
Area in evaluated peaks = 78.4023 mAu*min
Ratio peak area / total area = 0.995015
Total peak width = 7.83 min
Column height = 47.50 cm
Calculated from : 2016Decl4no004:10_UV
Baseline : 2016Decl4no004:10_UV@01l,BASEM
Peak rejection on:

Maximum number of peaks: 1
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Kvalifiointieran puhdistuksen kromatogrammi

Liite 3 (1)

PrimeView 5.31 08.03.2013 Leidy (2o Cite 1
It file: C:\...\pri . 'nt L

Result file prime\2017Mar08n0002 Anti-hAFP-Eun  [0T-654 14T

2017Mar08n0002:10_UV 2017Mar08no002:10_Fractions 2017Mar08n0002:10_Inject

2017 Mz - o

2017Mar08n0002:10_T.ogbook K 3 3 f) 1 #6([('/ (JQ;/\d 23.03.201%
mAu p /

> Z/a
700 L1 fL, I 72
600
500
400
i
300
200
100
IBreak point 3 Break ?oim 4
o T
{40l b Waste
30.0 40.0 50.0 min
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Verifiointieran valmistus uutta puskuria kayttaen

Reagenssit:

- 0,1 M puskuriliuos (tiedot luottamuksellisia)

- 500 mM TSA-konsentraatti

- Vasta-aine (tiedot luottamuksellisia)

- N'-Eu, fenoliuutettu

- DTPA-puhdistettu BSA

- Enhancement Solution

- Kromatografiageeli, Superdex 200, GE Healthcare
- 100 nM Eu-standardi

- Pylvaan esipesuliuos

- Pylvaan pesuliuos (0,5 M NaOH)

» Puskuriliuoksen pH:n tarkistus:

pH on 8,70 ja menee hyvaksymisrajoihin (8,60 + 0,10).

» 50 mM TSA-puskurin valmistus:
500 mM - — = 50 mM

10

2 1 500 mM TSA-konsentraattia laimennetaan 20 litraksi 1-k vedella.

> Leimaus:

Vasta-aine sulatetaan ja sen maara milligrammoina lasketaan.
Vasta-aineen proteiinipitoisuus = 5,0 mg/ml

Vasta-aineen tilavuus = 20 ml
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Vasta-ainetta yhteensa: 5,0%- 20 ml = 100 mg

N'-Eu-leiman pitoisuus = 34,3 mM
Leimapulloihin lisattava vesimaara = 1,0 ml
0,1 M puskuriliuoksen maara:

0,11 - (vasta — aineliuoksen tilavuus) = 0,11-20ml = 2,2 ml

Leimalaimennoksen tilavuus:

1;8 ”lM ( t . b tt. k . t'l ) l
Eu (mM) s aineen + poraattipuskurin tilavuus) m
_ L8 mM 22,2ml = 3,11 ml
- 34’3 M ,am ’

Leimapulloihin lisataan tarvittava maara 1-lk vetta, sekoitetaan ja annetaan stabiloi-
tua +2 - +8 °C:ssa vahintdan 15 minuuttia. Téman jalkeen vasta-aineeseen lisataan

leimaa laskettu maara, 3,11 ml ja 0,1 M puskuriliuosta laskettu maara, 2,2.

Liuoksen pH mitataan ja tulokseksi saadaan 8,44. pH-arvon hyvaksymisrajana on
8,50 — 8,70, joten liuoksen pH saadetaan 1,0 M natriumhydroksidilla. Uusi pH-arvo
on 8,54.

Liuos siirretdan inkuboitavaksi 16 — 20 tunniksi +2 - +8 °C:een. Inkubointihuoneen
[dmpdtila tarkastetaan inkuboinnin alussa ja lopussa. Inkubointiaika on 16,9 tuntia

sen paatyttya.

> Puhdistus:

Puhdistuksessa kaytetdan AKTA Prime Plus —laitteistoa ja XK50-kolonnia, joka on
pakattu Superdex 200 —geelilla. Ennen puhdistusta kolonni on tasapainotettu 8 —
kertaisella geelitilavuudella TSA-puskuria ja kolonnin Eu-tausta on mitattu ja kirjattu

kolonnin kayttépaivakirjaan.
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Liite 4 (3)

50 mM TSA-puskuria valmistetaan lisdd samalla periaatteella kuin aiemmin, lai-

mentamalla 600 ml 6 |:ksi 1-lk vedella.

Heti inkuboinniin loputtua leimattu vasta-aine puhdistetaan. Puhdistuksen kromato-
grammin mukaan valitaan fraktiot, joista pipetoidaan 5,0 ul nadyteputkeen ja lisataan
1000 pl 1-Ik vetta ja sekoitetaan. Nama laimennetaan viela pipetoimalla laimennos-
ta 5,0 ul ja lisaamalla 1000 pl mittaliuosta. Laimennokset sekoitetaan. Taman jal-
keen laimennoksista mitataan 200 ul mikrotiitterilevyn kuoppiin ja niiden fluore-
senssit mitataan. Fraktioista tehdaan fluoresenssikayra, jonka mukaan katsotaan
yhdistettavat fraktiot. Yhdistettaviksi fraktioiksi valittin 37 — 49 ja yhdistadmisen jal-

keen liuoksen tilavuudeksi saatiin 70,5 ml.

IgG —saalis:

cps (yhd.) = yhdistettyjen fraktioiden yhteenlaskettu fluoresenssi
cps = yhteenlaskettu fluoresenssi

applikoitu proteiinimaara = 100 mg

cps (yhd.)

cps - applikoitu proteiinimaara = 90,221 mg

» Leimausasteen laskeminen:

Monomeeripoolista pipetoitiin 10 pl, lisattiin 1,0 ml mittaliuosta ja sekoitettiin. Tasta
laimennoksesta pipetoitiin kahteen putkeen 5,0 pul ja laimennettiin edelleen 2,0 ml
mittaliuosta. Lisaksi 100 nM Eu-standardista tehtiin 4 rinnakkaista laimennosta pi-
petoimalla 5,0 ul ja lisaamalla 2,0 ml mittaliuosta. Laimennokset sekoitettiin. Taman
jalkeenlaimennoksia pipetoitiin 200 ul mikrotiitterilevyn kuoppiin ja mitattiin fluore-

senssit.
Vasta-aineen keskiarvo: 1899400 cps

Eu-standardin keskiarvo: 288653 cps
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Liite 4 (4)

Poolin Eu-pitoisuus:

Laimennuskerroin - cps (pooli) - 100nM 100 - 1899400 cps - 100

cps (std) - 288653 cps = 65802nM
= 65,8 uM
Poolin IgG-pitoisuus:
IgG — saalis (ug) _ 90221 ug
MW (vasta — aine) (ulrlriq()l) - poolin tilavuus (1) - 160000 (l%) +0,07051
= 8,0 uM

Leimaussaalis:

Eu (uM) 658 uM
IgG (uM) 8,0 uM

=8,2Eu/lgG

Monomeeripooliin lisattdvan DTPA-puhdistetun BSA:n maara:

Poolin tilavuus (ml) - 0,1 % _705ml -0,1%
DTPA — BSA — % B 7,5

= 0,94 ml

Lopputilavuus = poolin tilavuus + DTPA-puhdistetun BSA:n tilavuus = 70,5 ml +
0,94 ml=71,44 ml

Lopullinen 1gG-pitoisuus:

IgG — saalis (ug) 90221 ug

= = 1263 l
lopputilavuus (ml) 71,44 ml Hg/m

Monomeeripooliin lisatdan laskettu maara DTPA-puhdistettua BSA:ta.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Heidi Antinmaa



Verifiointieran puhdistuksen kromatogrammi

Liite 5 (1)
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