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Opinnaytety6 suoritettiin Orion Diagnostica Oy:n tuotekehitysyksikdssa, jossa kehitetaan
kliinisen diagnostiikan testeja QuikRead go -vieritestilaitteelle. Tydn tarkoituksena oli alus-
tavasti tutkia, voidaanko uuden analyytin pitoisuuksia nayteliuoksessa mitata QuikRead go
-vieritestilaitteella. QuikRead go -laitteen mittausmenetelma perustuu vasta-aineen ja anti-
geenin sitoutumisreaktiosta aiheutuvan saostuman mittaamiseen.

Uutta analyyttia on tutkittu eradssa sairaudessa merkkiaineena, joka ilmaisee sairauden
akuutin vaiheen. Nyt haluttiin tutkia sen merkkiaineominaisuuksia bakteeri- ja virusinfektioi-
den erottamisessa toisistaan. Orion Diagnostica Oy on kehittdnyt QuikRead go -laitteelle
vieritestin, jossa C-reaktiivista proteiinia hyddynnetaan, kun halutaan erottaa bakteeri-in-
fektio virusinfektiosta. Taman testin rinnalle haluttiin selvittda uuden analyytin kykya sa-
mankaltaisena merkkiaineena.

Tutkimuksia varten vasta-aineita valittiin viisi erilaista monoklonaalista vasta-ainetta ja yksi
polyklonaalinen vasta-aine. Vasta-aineet kiinnitettiin lateksipartikkelin pinnalle, jolloin
vasta-ainekompleksin koko kasvoi ja se oli herkemmin mitattavissa QuikRead go -lait-
teella.

Mittauksissa huomattiin, ettéd yksinaan monoklonaalinen vasta-aine ei anna mitattavaa sig-
naalia, mutta yhdistettyna toisen monoklonaalisen vasta-aineen kanssa mitattava signaali
muodostui. Polyklonaalinen vasta-aine ei tarvinnut vasta-aineparia vaan antoi mitattavaa
signaalia yksinaankin.

Tutkimuksissa todettiin uuden analyytin soveltuvan QuikRead go -vieritestilaitteella tapah-
tuviin mittauksiin. Tarvitaan kuitenkin lisatietoa analyytista, jotta voidaan paatella, sovel-
tuuko se kaytettavaksi diagnostisissa testeissa apuna bakteeri-infektion erottamiseen vi-
rusinfektiosta.

Tutkittavan analyytin yksityiskohtaiset tiedot pidetaan salassa Orion Diagnostica Oy:n
pyynnosta.

Avainsanat Vasta-aine, immunoturbidimetrinen menetelma, fotometrinen
menetelma, QuikRead go, vieritesti, alustava tutkimus
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This study was carried out at Orion Diagnostica’s research and development laboratory.
Orion Diagnostica develops diagnostic tests for QuikRead go point-of-care instrument. The
purpose of this study was to preliminary investigate the possibilities to measure concentra-
tions of a new analyte in sample solution with QuikRead go point-of-care instrument.
Measuring method of QuikRead go instrument is based on resultant change in the turbidity
of the solution that is caused by interactions between antibodies and antigens.

The new analyte has been studied as a marker to indicate an acute phase of a certain dis-
ease. In this study, the purpose was to study its use as a marker to separate bacterial and
viral infection. Orion Diagnostica has developed a test for quantitative determination of C-
reactive protein (CRP) with QuikRead go instrument. It is used as a diagnostic tool for sep-
aration of bacterial and viral infection. Along with this test, it was intended to investigate
the potency of the investigated analyte as a similar marker.

There were five different monoclonal antibodies and one polyclonal antibody chosen for
the practical work. Antibodies were conjugated with latex particles so that antibody com-
plex grew bigger and was easier to measure with QuikRead go instrument.

Studies showed that a monoclonal antibody alone was not measurable but when coupled
with another monoclonal antibody, they formed a signal that was measurable. Polyclonal
antibody was measurable without a couple.

The conclusion is that the new analyte is measurable with QuikRead go instrument. Addi-
tional studies are needed to gain more information of the analyte and its potential as a
marker in diagnostic tests for separation of bacterial and viral infection.

Details of this investigated analyte are confidential on request of Orion Diagnostica.

Keywords Antibody, immunoturbidimetric method, photometric method,
QuikRead go, point-of-care, preliminary investigation
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1 Johdanto

Opinnaytetyé suoritettiin Orion Diagnostica Oy:n Espoossa sijaitsevassa tuotekehi-
tysyksikéssa. Orion Diagnostica Oy kehittdd, valmistaa ja markkinoi testeja kliiniseen
diagnostiikkaan seka hygienian seurantaan. Sen paatuotteita ovat vieritestaukseen tar-
koitetut ratkaisut. [1; 2.]

Opinnaytetyon tavoite oli tutkia alustavasti, voidaanko uutta analyyttia mitata kvantitatii-
visesti Orion Diagnostica Oy:n kehittdamalld QuikRead go -laitteella. QuikRead go -laite
on tarkoitettu perusterveydenhuollon kayttéon vieritestaukseen, jolloin laboratoriotutki-
mus voidaan tehda samassa tilassa, jossa nayte otetaan, esimerkiksi hoitokaynnin yh-

teydessa.

Analyyttia on aikaisemmissa tutkimuksissa tutkittu erééssa sairaudessa merkkiaineena,
joka ilmaisee sairauden akuutin vaiheen. Nyt haluttiin tutkia sen merkkiaineominaisuuk-
sia bakteeri- ja virusinfektioiden erottamisessa toisistaan. Analyytin kaytto vieritestauk-
sessa voisi nopeuttaa diagnosointia bakteeri- ja virusinfektioiden erottamisessa toisis-
taan, koska sen pitoisuus veressa nousee todennakoisesti nopeammin kuin C-reaktiivi-
sen proteiinin, jota yleensa kaytetaan tahan tarkoitukseen. Uuden analyytin kayttdé kvan-
titatiivisiin mittauksiin QuikRead go-laitteella mahdollistaisi uuden vieritestin bakteeri- ja

virusinfektioiden erottamiseksi toisistaan jo olemassa olevien testien rinnalle.

Infektiotaudin aiheuttaja on tarkea saada selville, ettei antibioottikuureja maarattaisi tur-
haan virusinfektioihin. Turhaan syédyt antibioottikuurit lisdavat riskia antibioottiresisten-
teille bakteereille. Antibioottiresistentit bakteerit ovat vaaraksi ihmisille, jos ne paasevat
yleistymaan. Silloin tavallisetkin bakteeri-infektiot voivat olla hengenvaarallisia, jos niihin

ei ole tepsivia laakkeita. [3.]

Orion Diagnostica Oy:n pyynnésta opinnaytetydssa kaytettyjen analyyttien ja reagens-
sien yksityiskohtaiset tiedot pidetddn salassa. Tutkittavaa analyyttida kutsutaan tydssa

nimella analyytti x.



2 Teoria

Immunokemiallinen analyysi on yleisnimitys menetelmille, jotka on kehitetty paaasiassa
maarittdmaan vasta-aineiden ja antigeenien vuorovaikutusta. Immunokemiallisia analyy-
seja voidaan kayttda muun muassa bakteerille, virukselle tai parasiitille spesifisen vasta-
aineen tai antigeenin tunnistamiseen kokoveresta, seerumista, plasmasta tai muista erit-
teista. Analyysit perustuvat vasta-aineen ja antigeenin spesifiseen sitoutumiseen. Vasta-
aineen tyyppi ja sen affiniteetti antigeeniin maarittda analyysin herkkyyden ja spesifisyy-
den. Analyysin tulos voi olla kvalitatiivinen tai kvantitatiivinen. Immunokemia tarjoaa Kkilii-
niselle laboratoriolle yksinkertaisen ja nopean analyysimenetelman, joka on myods
herkka. [4; 5.]

Immunokemiallisia menetelmia voidaan kayttdd muun muassa bakteeri-ja virusinfektioi-
den erottamiseksi toisistaan, joka auttaa vahentamaan turhien antibioottikuurien maa-
radmista virusinfektioihin. Riski antibioottiresistenteille bakteereille lisdantyy, kun antibi-
oottikuureja syodaan turhaan. Antibioottiresistentit bakteerit ovat kehittaneet vastustus-
kyvyn mikrobilaakkeille ja saattavat siten aiheuttaa ongelmia, koska niita ei voi helposti
tuhota. Tallainen superbakteeri on muuan muassa sairaalabakteerina tunnettu MSRA.
MRSA on metisilliinille resistentti Staphylococcus aureus -bakteeri, joka leviaa kasien
valityksella haavoista ja aiheuttaa ihoinfektioita ja keuhkokuumetta. [6; 7, s. 265-266; 8;
9]

Antibioottiresistentit bakteerit ovat vaaraksi ihmisille, jos ne paasevat yleistymaan. Silloin
tavallisetkin bakteeri-infektiot voivat olla hengenvaarallisia, jos niihin ei ole tepsivia 1aak-
keita. Antibioottiresistentteja bakteereita on ollut Iahes yhta kauan kuin antibioottejakin.
1920-luvulla Alexander Fleming I0ysi penisilliinin homesienesta ja 1940-luvulla I6ydettiin
sille ensimmainen resistentti bakteeri. Bakteerit ovat nopeita sopeutumaan ja niiden li-
sdantyminen on nopeaa. Lisdantyessdan niiden on mahdollista saada antibioottiresis-
tentti geeni, jolloin uusien antibioottiresistenttien bakteerikantojen leviaminen on mah-
dollista. Antibioottiresistentteja bakteereita vastaan voidaan taistella muun muassa va-
hentadmalla turhia antibioottikuureja. Se edesauttaa resistenttien bakteerin maaran vahe-
nemista, koska ymparistdssa, jossa ei ole antibiootteja, bakteeri ei tarvitse sille resistent-

teja geeneja eika niita tarvitse monistaa seuraaville bakteerikannoille. [3.]



2.1 Mikrobit taudinaiheuttajina

Virukset, bakteerit ja sienet eli yhteisnimitykseltdan mikrobit ovat mikroskooppisen pienia
eliditd. Patogeeniset mikrobit aiheuttavat tulehdustiloja, joita kutsutaan infektiotaudeiksi.
Kaikki mikrobit eivat aiheuta infektioita elimistdssa. Infektion kdynnistymiseen vaikuttaa
elimistdn yksiléllinen vastustuskyky, mikrobien maara seka niiden taudinaiheuttamis-
kyky. Taudinaiheuttajamikrobeilla on niille ominainen maara, joka tarvitaan, jotta infektio
syntyy. Maara voi olla esimerkiksi yhdesta mikrobista sataan tuhanteen mikrobiin. Mik-
robien virulenssitekijat maarittavat, kuinka herkasti tartunta johtaa infektiosairauteen ja

kuinka vakava sairaus tartunnasta aiheutuu. [10.]

Yleisimmin mikrobit tarttuvat ihmisesta toiseen. Usein infektiotaudin oireet eivat johdu
itse mikrobista vaan elimistdn reaktiosta niihin. Mikrobin paasysta elimistéon aiheutuu
tulehdusreaktio, jonka oireita voivat olla kipu, punotus, kuumotus ja turvotus, jonka ai-
heuttaa valkosolujen ilmaantuminen ja lisdantyminen. Valkosolut erittavat sytokiineja, tu-
lehdushormoneja, jotka aiheuttavat esimerkiksi huonoa oloa, lihasséarkya ja lammon nou-
sua. Tulehdusreaktiot voivat iimetd myds paikallisesti esimerkiksi hengitysteiden lima-
kalvoilla. [7, s. 263; 11.]

Mikrobitartunta voi olla joko valiton tai valillinen. Valitdén tartunta on suora, jolloin mikrobit
tarttuvat ihmisesta toiseen kasien kautta kosketuksen valityksella tai pisaroina muuan
muassa aivastuksesta. Valillinen eli epasuora tartunta voi tapahtua, kun tartunnan lahde
siirtdd mikrobin ymparistddnsa, esimerkiksi ovenkahvaan. Mikrobit voivat levitd myds
suun kautta ruoan tai juoman mukana tai veren valityksella. Mikrobit tarvitsevat elinym-
paristdn, jossa ne pysyvat hengissa isantien, tartunnan kohteiden, valissa. Ne voivat va-

rastoitua esineiden pinnoille, maaperaan, veteen tai ruokaan. [7, s. 263; 10.]

Bakteerit lisdantyvat suvuttomasti jakautumalla kahtia. Suvuton lisdédntyminen on no-
peaa, bakteerien uusi sukupolvi voi kasvaa jo minuuteissa. Virukset eivat osaa lisdantya
itsenaisesti, vaan ne tarvitsevat solujen perimaa, jotta ne voisivat monistua uusiksi viruk-
siksi. Infektiossa virus tarttuu suureen maaraan isantasoluja ja monistuessaan ne voivat

muuntautua, jolloin muodostuu uusia mutaatioita viruksista. [7, s. 82, 287; 12, s. 14; 13.]

Bakteerien aiheuttamia infektiotauteja vastaan on kehitetty antibioottiladkkeet. Antibioo-
teiksi kutsutaan toisten mikrobien tuottamia yhdisteita tai luontaisesti tuotettujen yhdis-

teiden johdannaisia. Ne tappavat bakteereja tai estavat niiden lisdantymisen, mutta ne



eivat tuhoa viruksia, koska niiden rakenne on erilainen kuin bakteereilla. Antibiootit ovat
toksisia patogeenille, mutta eivat isannalle, koska ne kohdistuvat mikrobin ja isannan
biokemiallisiin eroihin. Eri antibiootit vaikuttavat eri tavalla. Jotkut ovat spesifisia vain tie-
tyille mikrobeille ja toiset ovat laajakirjoisia eli vaikuttavat laajempaan mikrobiryhmaan.
[7,s. 84, 265, 296; 8.]

Viruksille kehitetyt l1adkkeet voivat estaa virusta tunkeutumasta solun sisaan tai lisdanty-
masta solun sisalla tai ne voivat tappaa koko infektoituneen solun. lhmisen sairastuessa
influenssavirukseen tai kun hanet rokotetaan influenssavirusta vastaan, inmisen veressa
muodostuu vasta-aineita. Influenssaviruksia on erilaisia ja vasta-aineet ovat spesifisia
niiden pinnalla oleville antigeeneille. Samat influenssarokotukset eivat siis suojaa kaikilta

influenssatyypeilta. [7, s. 296; 12, s. 99.]

2.2 Immuunipuolustus

Immuunipuolustusjarjestelma puolustaa kehoa infektioita aiheuttavia mikrobeja vastaan.
Immuunipuolustusjarjestelma pystyy erottamaan kehon omat mikrobit vieraista mikro-
beista. Se tunnistaa myods oman kehon muuntuneet rakenteet, kuten syépasolut. Immuu-
nipuolustusjarjestelma on jakautunut luontaiseen immuniteettiin ja opittuun immuniteet-
tiin. Luontainen immuniteetti on synnynnaista ja opittu immuniteetti tarkoittaa esimerkiksi

rokotuksen aikaansaamaa immuunivastetta. [14, s. 395; 15, s. 12-13.]

Luontainen immuniteetti reagoi nopeasti vieraan mikrobin paastessa elimistéén. Sen
tehtava on tuhota ja poistaa kehoon joutuneita mikrobeita ja valittda tulehdusreaktioita.
Luontaiseen immuniteettiin kuuluvat pddosin veren proteiineista koostuva komplement-
tijarjestelma, fagosyytit eli sydjasolut ja molekyyleja, jotka tunnistavat muun muassa bak-
teerien soluseinarakenteita. Fagosyytit erittavat myos sytokiineja eli valittajaaineita, jotka
saavat maksasolut tuottamaan C-reaktiivista proteiinia (CRP), joka on akuutin vaiheen
proteiini. Epaspesifisena tulehdusmerkkiaineena tunnetun CRP:n pitoisuutta voidaan mi-
tata verest, jolloin saadaan viitteita, onko infektion aiheuttaja bakteeri vai virus. Infektion
aiheuttajan spesifisempaan tunnistamiseen CRP:ta ei voi kayttaa. [14, s. 395; 15, s. 12—
13.]

Opittu immuniteetti reagoi antigeeneihin, jotka se on oppinut tunnistamaan joko aiem-

man infektion kautta tai rokotuksesta saadun vasteen takia. Opitun immuniteetin toiminta



on hitaampaa kuin luontaisen immuniteetin, koska kohdatessaan antigeenin ensimmai-
sen kerran, se kehittaa sille spesifisen immuunivasteen. Seuraavalla kerralla reaktio on
jo nopeampi ja tehokkaampi, koska ensimmaisesta kontaktista on jaanyt muistijalki. [14,
s. 395; 15, s. 12-13]

2.2.1 Vasta-ainevalitteinen immuniteetti

Vasta-ainevalitteinen immuniteetti on osa opittua immuniteettia. Vasta-ainevalitteisen
immuniteetin toiminta perustuu siihen, ettd se tunnistaa elimistén omat rakenteet ja koh-
telee kaikkea muuta vieraana, joka pitaa torjua. Vieraaksi rakenteeksi sen pitda tunnistaa
myds elimiston omat muuntuneet rakenteet, jolloin ne voidaan tuhota. Vasta-ainevalittei-
sen immuniteetin tarkoitus on estéda mikrobien aiheuttamia infektioita syntymasta. Se voi
tuhota tai opsonoida mikrobin, estda mikrobin sitoutumisen ihmisen soluihin tai aiheuttaa
yliherkkyysreaktion. Vasta-aineet voivat myos estaa infektion syntymisen neutraloimalla

mikrobin estamalla sen kiinnittymisen elimistén pinnalle. [15, s. 101-102.]

Vasta-ainevalitteistd immuniteettia hydédynnetaan biotieteellisissa ja biolaaketieteelli-
sissa tutkimuksessa. Vasta-aineita kaytetaan hyédyksi muun muassa infektio- ja autoim-
muunitautien diagnostiikassa. Vasta-aineladkkeet ovat tulleet vime vuosina kayttoon
passiivisen ja aktiivisen immunisaation rinnalle. Passiivisella immunisaatiolla tarkoite-
taan vasta-aineen antamista yksilolle ilman yksilon oman vasta-ainetuotannon kaynnis-
tamista. Passiivisessa immunisaatiossa voidaan esimerkiksi antaa veren seerumia sel-
laiselta henkil6lta, jolla vasta-aineita on paljon. Tallaista hoitokeinoa voidaan kayttaa esi-

merkiksi jAykkakouristuksen tai vesikauhun hoitoon. [15, s. 134.]

Aktiivisessa immunisaatiossa yksilon oma vasta-ainetuotanto kaynnistetaan tiettya anti-
geenia vastaan, esimerkiksi rokottaen. Vasta-ainepohjaisissa ladkkeissa kaytetdan mo-
noklonaalisia vasta-aineita. Laakkeissa kaytetyt vasta-aineet on muokattu ihmisen
vasta-aineita paremmin vastaaviksi, ettei potilas immunisoidu niille. Vasta-aineeseen on
voitu myds liittda reseptorimolekyyleja, jotka tunnistavat elimistélle haitallisen molekyylin.
Tallaista vasta-ainetta on kaytetty sitomaan esimerkiksi TNF-a-sytokiinia, proteiinia, joka
toimii tulehduksissa valittajaaineena ja jolla on yhteys muun muassa autoimmuunitautiin
[16]. [15, s. 134.]



2.2.2 Vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) ovat proteiineja, joita esiintyy selkarankaisten ve-
ressa ja eritteissa. Vasta-aineilla on spesifinen antigeenia sitova kohta. Sitoutuessaan
toisiinsa vasta-aineet ja antigeenit eli vasta-aineiden kohderakenteet muodostavat sta-

biileja komplekseja ei-kovalenttisin sidoksin. [17.]

Vasta-aineita alkaa muodostua elimistdssa, kun B-lymfosyytin pinnalla oleva antigee-
nireseptori tunnistaa antigeenin epitoopin eli osan, jonka vasta-aine spesifisesti tunnis-
taa. Antigeenin aktivoima B-lymfosyytti alkaa jakautua, kasvaa ja muuttua vasta-ainetta
tuottavaksi plasmasoluksi. Tuotetuilla vasta-aineilla on samanlainen antigeenireseptori,
joka tunnistaa antigeenin epitoopin ja sitoutuu siihen. Vasta-aineen tehtavat maaraytyvat
sen mukaan, mihin immunoglobuliiniluokkaan ne kuuluvat ja mihin epitooppiin ne sitou-
tuvat. Ne voivat muun muassa neutraloida mikrobin ja siten estaa infektion etenemisen.
Vasta-aineet auttavat myos fagosyytteja tunnistamaan mikrobeja tarttumalla niihin, jol-
loin fagosyytit tunnistavat IgG-luokan vasta-aineen Fc-alueen, vaikka eivat pystyisikaan
tunnistamaan mikrobia. Vasta-aine voi myds antigeeniin sitoutuessaan aktivoida immuu-
nipuolustukseen kuuluvan komplementtijarjestelman, joka tuhoaa ja poistaa kehoon jou-
tuneita vieraita mikrobeja. Vasta-aine osallistuu myos vasta-ainevalitteiseen solutap-
poon, jossa vasta-aine on sitoutunut yleensa elimistén omaan muuntuneeseen tai infek-
toituneeseen soluun ja aktivoi luonnollisen tappajasolun (NK-solu) suorittamaan soluta-
pon. IgE-luokan vasta-aineet, jotka ovat syottdsolun pinnassa, voivat aiheuttaa tulehdus-
reaktion, joka havaitaan yliherkkyysreaktiona, kun ne kohtaavat allergeenin. [14, s. 398;
15, s. 103.]

Immunoglobuliinin perusyksikdssa, joka on Y-kirjaimen muotoinen, on proteiinirunko ja

siihen kiinnittynyt hiilihydraattiosa (kuva 1).



A antigeenia
sitovat kohdat

H-ketju  H-ketju

Kuva 1. lgG-luokan vasta-aineen rakenne muodostuu vaihtelevista antigeenia sitovista kohdista
(VL ja VH) ja muuttumattomista vakio-osista (CL ja CH1-3). [15, s. 104.]

Immunoglobuliinin perusksikkd koostuu neljasta polypeptidiketjusta, kahdesta identti-
sesta raskasketjusta (H-ketju) ja kahdesta identtisesta kevytketjusta (L-ketju). Ketjut ovat
kiinnittyneet toisiinsa kysteiiniaminohappojen muodostamilla rikkisilloilla. Raskasketjut
ovat kiinni toisissaan kahdella tai useammalla rikkisillalla. Kumpikin kevytketju on kiinni
raskasketjussa yhdella rikkisillalla. Karkiosa muodostuu kevyt- ja raskasketjujen vaihte-
levista, antigeeneja sitovista tarttumiskohdista, joita kutsutaan paratoopeiksi (VL ja VH)
ja muuttumattomista osista (CL ja CH1), jotka ovat kiinnittyneet raskasketjun "hanta-
osaan” (CH2-3). "Hantdosaa” hyddynnetaan vasta-aineiden luokittelemiseen sen raken-
teellisten erojen perusteella. Vasta-aineen perusyksikdn voi pilkkoa papaiinilla, jolloin
muodostuu kaksi identtistd Fab-fragmenttia ja Fc-fragmentti. Fab-fragmentti muodostuu
vasta-aineen antigeeniin sitoutuvasta osasta (VL ja VH) ja vakio-osasta (CL ja CH1). Fc-
fragmentti koostuu vasta-aineen "hantdosasta” (CH2-3). Fc-fragmentissa ovat ne osat
vasta-aineesta, jotka osallistuvat komplementin klassisen tien aktivaatioon. Jos vasta-
aine pilkotaan pepsiinilla, muodostuu Fc-fragmentin lisaksi F(ab’).-fragmentti, jossa
kaksi identtistd Fab-fragmenttia ovat kiinni toisissaan rikkisillalla. F(ab’).-fragmenttia voi-
daan kayttaa liittdmaan kaksi samanlaista antigeenia yhteen, jolloin saadaan aikaan ag-

glutinaatioreaktio eli esimerkiksi punasolujen sakkautuminen. [14, s. 398; 15, s. 105; 20.]

Immunoglobuliinit jaetaan viiteen eri luokkaan (IgA, IgD, IgE, IgG ja IgM) rakenteellisten
ja biologisten ominaisuuksien mukaan. Eri luokkien immunoglobuliineilla on erilaiset fy-
siologiset vaikutukset ja roolit immuunipuolustuksessa. Se, mihin luokkaan immunoglo-

buliini kuuluu, vaikuttaa vasta-aineen puolustustoiminnan tehoon. Immunoglobiliinien



luokka maaraytyy raskasketjun vakioalueen mukaan ja se myds maaraa, yhdistyykd
vasta-aine muiden saman luokan vasta-aineiden kanssa vai toimiiko se yksin. IgG-luo-
kan vasta-aineita, joita tassa opinnaytetydssa on kaytetty, on 2/3-osaa kaikesta immu-
noglobuliinista. IgG-vasta-aine koostuu yhdesta perusyksikdsta eli se on monomeerinen.
Se on tehokas neutraloimaan toksiineja ja se pystyy aktivoimaan komplementtijarjestel-
man. Aidiltd saadut IgG-vasta-aineet suojaavat myds vastasyntynytté lasta noin puolen
vuoden ajan. Aidin IgG-vasta-aineet lapaisevat istukan raskauden aikana ja lapsi saa
suojan niilta infektioilta, joita vastaan aidilla on ollut vasta-aineita. [14, s. 400; 20; 15, s.
110.]

2.2.3 Antigeenit

Vasta-aineiden kohderakenteita kutsutaan antigeeneiksi. Antigeeni on elimistélle vieras
rakenne. Se voi olla esimerkiksi mikrobi, toksiini tai elimiston oma muuntunut solu. Anti-
geenit aiheuttavat elimistéssa immuunijarjestelman aktivaation. [14, s. 395.] Vasta-aine
tunnistaa antigeenin epitoopin, joita voi yhdessa antigeenissa olla useita erilaisia. Epi-
toopit muodostuvat proteiini- tai hiilihydraattirakenteista. Vasta-aineet ovat spesifisia tie-
tyille epitoopeille. Vasta-aine sitoo antigeenin Fab-alueella olevilla paratoopeilla. Vasta-
aineen antigeenia sitova rakenne muodostuu aminohapposekvensseista, joiden koostu-
mus ja aminohappomaara vaihtelevat. Se mahdollistaa rakenteen monet kolmiulotteiset
muodot, joihin erilaiset antigeenit voivat tarttua. Myds rakenteen ominaisuudet kuten va-
raus, hydrofobisuus ja vetysidosten muodostamiskyky voivat vaihdella erilaisten sek-
venssien my6ta. Tahan vaihteluun perustuu vasta-ainediversiteetti. [15, s. 105.] Vasta-
aineen sitoutumiskohdan ominaisuudet vaikuttavat siihen, kuinka voimakkaasti antigee-
nin epitoopit sitoutuvat siihen. Affiniteetti eli sitoutumisvoimakkuus on voimakkaampi, jos
vasta-aineen sitoutumispaikan ja epitoopin muoto ja muut ominaisuudet vastaavat toisi-
aan. Vasta-aineen ja antigeenin epitoopin valinen sidos toimii kemiallinen tasapainoreak-
tion mukaisesti (Kaava 1). Affiniteettivakio on sitd suurempi, mitd paremmin epitoopin
(ET) rakenne sopii paratoopin (PT) rakenteeseen [14, s. 400]. Reaktio on reversiibeli eli
voi tapahtua myds painvastaiseen suuntaan, mutta vasta-aineen ja antigeenin sidos ei

todennakdisesti aukea enaa sitoutumisen jalkeen, jos affiniteetti on suuri. [18, s 88.]

PT +ET = PT*ET

[PT*ET]
Kaffiniteetti = [PT]IET] (1 )




Vaikka vasta-aineet ovat yleensa spesifisia vain antigeenin yhdelle epitoopille, ne voivat
my0s sitoutua toisiin samankaltaisiin epitooppeihin. Jos vasta-aineen ja kahden erilaisen
epitoopin affiniteetti on lahella toisiaan, on kyseessa ristireaktio (kuva 2). Kliinisessa

diagnostiikassa ristireaktiot voivat tuottaa ongelmia mittaustuloksien tulkinnassa.

ristireaktio

Kuva 2. Esimerkki vasta-aineiden Fab-alueella olevien samanlaisten sitoutumiskohtien tunnis-
tamista samankaltaisista epitoopeista. Sitoutuminen on tapahtunut kahden erilaisen
molekyylin kanssa. [15, s. 109.]

2.3 Vasta-aineiden hyddyntdminen diagnostiikassa

Vasta-aineita hydédynnetaan useissa diagnostisissa testeissa. Vasta-aineina testeissa
kaytetdan usein spesifisesti tuotettuja monoklonaalisia tai polyklonaalisia vasta-aineita.
Polyklonaaliset vasta-aineet tuotetaan elaimessa, joka immunisoidaan maariteltavalla
yhdisteella, jolloin elaimen B-lymfosyytit alkavat tuottaa vasta-ainetta jokaista antigeenin
epitooppia vastaan. Immunisoitu eldin tuottaa siis useita erilaisia antigeenille spesifisia

vasta-aineita, joiden paratoopit poikkeavat toisistaan. [14, s. 90.]

Yleensa diagnostiikassa kaytetaan soluviliely- ja hybridoomatekniikoilla tuotettua mo-
noklonaalisia vasta-aineita, joissa on vain yksi tietylle antigeenille spesifinen paratooppi.
Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan vain yhdessa kloonissa, jolloin vasta-aineet ovat
identtisida keskenaan. Tama vahentdd muun muassa ristireaktioiden mahdollisuutta ver-
rattuna polyklonaaliseen vasta-aineeseen. Monoklonaalisten vasta-aineiden ennustetta-
vuus reaktiossa on myds parempi kuin polyklonaalisten vasta-aineiden. Immunokemial-
lisia analyyseja varten vasta-aineeseen liitetdan usein lateksipartikkeleita, jolloin varsin-

kin pienimolekyylisten yhdisteiden maaritys herkistyy. [14, s. 90, 99; 15, s. 135.]
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Immunoturbidimetrinen ja immunonefelometrinen menetelmé ovat fotometrisia menetel-
mia, jotka perustuvat vasta-aineen ja antigeenin reaktion muodostaman saostuman mit-
taamiselle. Menetelmia kaytetaan seerumin, virtsan ja selkaydinnesteen spesifisten pro-
teiinien pitoisuuksien mittaamiseen. Nefelometrisella menetelmalla mitataan valon siroa-
mista sen lapaistessa naytekyvetissad olevan nayteliuoksen. Nefelometrissa valodetek-
tori on 15-90°:n kulmassa valonlahteeseen nahden, kun taas turbidimetrissa valonlahde
ja detektori ovat suorassa linjassa. Turbidimetri mittaa valon vahenemista sen lapais-
tessa nayteliuoksen. Vasta-aineiden ja antigeenien sitoutuessa toisiinsa ne muodostavat
verkkorakenteen, joka nakyy nayteliuoksen sameutena. Kun vasta-aineiden ja antigee-
nien maara on tasapainossa, sameus lisdantyy tiettyyn rajaan asti, jonka jalkeen liuos
alkaa kirkastua. lImiéta kutsutaan antigeeni- tai vasta-aineylimaaraksi (kuva 3). Jos re-
aktiossa on liilkaa vasta-aineita tai antigeeneja, mittaustulokset eivat ole luotettavia, vaan
jaavat alhaisiksi. Immunoturbidimetrisessa menetelmassa vasta-aineen ja antigeenin va-
listd saostumisreaktiota voidaan nopeuttaa lisdamalla puskuriliuokseen polyetyleenigly-
kolia (PEG). PEG:n lisdys nopeuttaa reaktiota, joka muuten voi kestaa jopa tunteja. [14,
s. 70-72, 92, 99.]

Antibody excess Equivalence Antigen excess

¥ ¥ X .
o pang
3 fa 2,

Kuva 3. A) Kun reaktiossa on vasta-aineita ylimaarin, verkkorakennetta ei muodostu vasta-ai-
neen ja antigeenin vélille. B) Vasta-aineen ja antigeenin sitoutumisreaktiossa muodos-
tunut verkkorakenne, kun vasta-aineiden ja antigeenien maara on tasapainossa. C) An-
tigeeniylimaarassa antigeenia on lilkkaa eika reaktiossa muodostu verkkorakennetta.
[19]
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2.4 Esikasittely vasta-aineille ennen analyysimittauksia

2.4.1 Kouttaus, vasta-aineen kiinnittdminen lateksipartikkelin pinnalle

Kouttauksen tarkoituksena oli kiinnittdd vasta-aineet raakalateksipartikkeliin kayttaen
menetelmana happo-emassitoutumista. Lateksipartikkeli, johon vasta-aine on kiinnitty-
nyt, on aktiivinen immunologisissa reaktioissa. Reaktiivinen yhdiste koostuu vasta-ai-
neesta tai antigeenista ja kiinteasta partikkelista. Kiinnitettava vasta-aine voi olla mo-
noklonaalinen tai polyklonaalinen, kokonainen vasta-aine tai sen osa. Menetelma mah-
dollistaa vasta-aineiden ja antigeenien kayton immunologisissa analyyseissa ja naiden
analyysien toteuttamisen korkealla spesifisyydelld ja tarkkuudella. Menetelmassa vasta-
aine kiinnitetdan kahdessa vaiheessa polymeeripartikkeliin anionisen surfaktantin lasna
ollessa. Polymeeripartikkeli voi olla homopolymeerinen tai kopolymeerinen. Homopoly-
meeri koostuu polymeerista, jossa on vain yhtd monomeeria ja kopolymeerissa on kahta
tai useampaa polymeerid. Tassa tydssa kaytetty raakalateksi oli kopolymeerista styree-
nivinyylibentsyylikloridia (SVBC). [20, s. 341, 349; 21.]

Ensimmaisessa vaiheessa vasta-aineiden kiinnittyminen tapahtuu nopeasti paaosin hyd-
rofobisessa vuorovaikutuksessa. Valmiiksi dialysoituun raakalateksiliuokseen lisataan
ensin surfaktantti, pinta-aktiivinen aine. [21.] Surfaktanttimolekyylin pinta-aktiivisuus pe-
rustuu siihen, ettd se on samaan aikaan hydrofiilinen (poolinen) ja hydrofobinen (pooli-
ton). Sen hydrofobinen paa, jossa on hiilivetyryhma, vetaa vesimolekyyleja puoleensa
vain vahan, mutta vetysidoksista muodostuva hydrofiilinen paa vetaa vesimolekyyleja
voimakkaasti puoleensa. Poolisuutensa ansiosta surfaktantti sijoittuu liuoksessa vesimo-
lekyylien valiin pienentden veden pintajannitysta. [20, s. 336.] Liuoksen pH alennetaan
lisdamalla suolahappoa (HCI), jolloin liuoksen pH saadaan pienemmaksi kuin vasta-ai-
neen isoelektrinen piste. Isoelektrisessa pisteessa molekyylin varaus on nolla. [22.] Mo-
lekyylille halutaan positiivinen tai negatiivinen varaus, jolloin se liikkuu kohti vastakkaista
varausta. Tassa tydssa positiivisesti varautuneen vasta-aineen halutaan hakeutuvan ne-

gatiivisesti varautuneen lateksin luokse.

Valittdmasti ensimmaista vaihetta seuraavassa toisessa vaiheessa kiinnittyminen tapah-
tuu kovalenttisesti, kun vinyylikloridiryhma reagoi vasta-aineen primaarisen tai sekun-
daarisen aminoryhman kanssa. Kovalenttinen sitoutuminen on melko hidas prosessi,
joka vaatii emaksiset olosuhteet (pH 8-11). Liuoksen pH:ta nostetaan emaksisella bo-

raatilla. Kovalenttisessa sidoksessa molekyylit jakavat valenssielektronin, jolloin syntyy
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vahva sidos. [21; 23.] Liuokseen lisataan viela puskuriliuosta, jossa on BSA:ta (Bovine
serum albumin, naudan seerumin albumiini), jolla saadaan estettya ei-haluttu partikke-

lien sitoutuminen.

Vasta-aineen kiinnittymisen jalkeen suoritetaan puskurinvaihto lateksinpesupuskurilla.
Liuosta sentrifugoimalla saadaan lateksisakka ja supernatantti erottumaan. Sentri-
fugointi suoritetaan useaan otteeseen, jotta erottuminen olisi mahdollisimman tehokasta.

Lopuksi lateksi suspensoidaan sakkaroosia sisaltavaan loppupuskuriin.

Kun lateksisakka on erotettu ja sailotty loppupuskuriin, liuosta sonikoidaan ultradanella
aggregaattien eli toisiinsa takertuneiden lateksipartikkelien irrottamiseksi. Sonikoinnin
jalkeen partikkelien koko mitataan partikkelikokomittarilla, joka kayttda DLS-tekniikkaa
(Dynamic Light Scattering) partikkelien maarittdmiseen. Valonldhteena kaytetty laser-
valo siroaa, kun se osuu liuoksessa oleviin partikkeleihin, jotka likkuvat Brownin liikkeen
mukaisesti. Kasvitieteilija Robert Brown havaitsi vuonna 1827, ettd pienet partikkelit liik-
kuvat nesteessa sattumanvaraisesti. Pienet partikkelit levittaytyvat ymparistdénsa nope-
ammin kuin suuret. Laservalo siroaa eri intensiteetilla riippuen partikkelin liikkeesta. Ana-
lysoimalla intensiteetin vaihtelua saadaan selville Brownin liilkkeen nopeus ja sita kautta
partikkelin koko kayttamalla Stokes-Einsteinin yhtaloa, joka kuvaa pyodreiden partikkelien
leviamista nesteessa pienilla Reynoldsin luvuilla. Reynoldsin luku ilmaisee naennaisvoi-
man suhdetta viskositeettiin. [24; 25; 26; 27.]

Sonikoinnin tarkoituksena on saada partikkelikoko ja polydispersiteetti-indeksi halutuiksi.
Polydispersiteetti-indeksilld kuvataan partikkelikokojakaumaa. Se kertoo massakeski-
maaraisen molekyylimassan ja lukukeskimaaraisen molekyylimassan suhteen eli kuinka
tasakokoisia partikkelit ovat. Sonikointia jatketaan pienissa erissa, kunnes molemmat

arvot ovat halutulla tasolla.

2.4.2 Kylmakuivaus

QuikRead go -laitteella mitattavissa CRP:n kvantitointiin perustuvissa testeissa reagens-
siaine reagenssikorkeissa on kylmakuivattu. Tassa opinnaytetydssa haluttiin testata, voi-
daanko myo6s analyytti x:n koutattuja vasta-aineita kylmakuivata reagenssikorkkeihin ja
vaikuttaako kylméakuivaus testituloksiin. Analyytti x:n vasta-aineiden kylmakuivauksen
onnistuminen oli erityisen tarkeaa testin jatkokehityksen kannalta, koska se mahdollistaa

tuotannollistettavuuden.
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Kylméakuivaus eli lyofilisaatio on menetelma, jota kdytetdan materiaalin kuivaamiseen
jaadyttamalla. Kylmakuivaus parantaa materiaalin sailyvyytta ja pienentaa bakteerien ja
entsyymien toimintaa. Kylmakuivausprosessissa materiaali jaadytetdan ensin kylma-
kuivauslaitteessa, joka on suljettu tiiviisti. Kun materiaalissa oleva vesi on jaatynyt kiin-
tedan olomuotoon, sen molekyylit ovat irtautuneet materiaalin molekyyleista, jolloin ma-
teriaali jaad koskemattomaksi prosessin edetessa. Seuraavaksi kylmakuivauslaitteen il-
manpainetta lasketaan, jotta saadaan aikaan tyhjié ja sublimaatio voi alkaa, kun Iamp6-
tilaa nostetaan vahitellen. Sublimaation aikana veden kiintea olomuoto muuttuu hdyryksi,
koska tyhjidssa vesi ei voi olla nestemaisessa muodossaan. HOyry suodatetaan ulos
kylmakuivauslaitteesta. Kuivausprosessi kestaa useista tunneista vuorokausiin riippuen
kuivatettavasta materiaalista. Prosessin paatteeksi lampdtilaa nostetaan kosteuden
haihduttamiseksi. Prosessi on hidas, jotta materiaalin ominaisuudet tai rakenne ei muutu

kuumentamisen johdosta. [28.]

2.5 C-reaktiivinen proteiini

C-reaktiivista proteiinia (CRP) kaytetdan tulehdussairauksien diagnostiikassa. Tassa
opinnaytety6ssad CRP:ta kaytettiin vertailuanalyyttina tutkittavalle analyytti x:lle. Ty0ssa
kaytettiin kokoverta ja plasmaa, jonka CRP-pitoisuus on tunnettu. Kokoveresta mitatun
analyytti x:n pitoisuutta verrattin CRP-pitoisuuteen, jolloin saatiin vertailumateriaalia

analyytti x:n kyvysta toimia tulehdusmerkkiaineena.

Bakteeri-infektiossa CRP:n maara nousee korkeammaksi kuin virusinfektioissa laajem-
pien kudosvaurioiden takia. Taman takia CRP onkin hyva merkkiaine erottamaan bak-
teeri- ja virusinfektion toisistaan. Sita ei kuitenkaan voi kayttda epaspesifisyytensa takia
tarkempaan mikrobin tunnistamiseen. CRP on akuutin vaiheen proteiini, jonka pitoisuus
veressa voi nousta monikymmenkertaiseksi akuutissa infektiossa. CRP:n tehtavana on
paikallistaa infektio ja toimia yhdessd immuunijarjestelman kanssa niin, ettd infektion
eteneminen saataisiin estettyd. Maksasolujen tuottaman CRP:n maara kasvaa jo muu-
tamassa tunnissa erilaisten infektioiden alkamisesta. Sen puoliintumisaika on my6s no-
pea, jolloin sitd voidaan kayttda maarittdmaan antibioottilaakityksen tehoamista bakteeri-
infektion hoitoon. Bakteeri- ja virusinfektioiden erotusrajana kaytetaan tavallisesti pitoi-

suutta 20-40 mg/I. Terveiden ihmisten CRP-pitoisuus veressa on alle 10 mg/l. CRP-pi-
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toisuuden kohoaminen voi myos kertoa tilasta, jossa on kudostuhoa tai tulehdusta joh-
tuen sydaninfarktista tai akuutista kihtikohtauksesta. [14, s. 211; 15, s. 34; 18, s. 32; 29;
30; 31.]

CRP on saanut nimensa, koska se reagoi pneumokokin pinnalla olevan C-polysakkaridin
kanssa. Reaktio tarvitsee kalsiumioneja ja johtaa komplementtijarjestelman klassisen
tien aktivaatioon. Klassisen tien aktivaatiossa vasta-aineet huolehtivat mikrobien tunnis-
tamisesta ja se johtaa lopulta solun kuolemaan. CRP sitoutuu fosforyylikoliinia sisalta-
viin, negatiivisesti varautuneisiin sokerirakenteisiin. Myés omien kudoksiemme solukal-
voissa esiintyy C-polysakkaridin kaltaista fosforyylikoliinirakennetta. Kudosvaurioiden
yhteydessa CRP osallistuu vaurioalueiden puhdistamiseen sitoutumalla fosfolipideihin ja

auttaa siten fagosytoosia. [15, s. 34, 53; 32.]

CRP kuuluu pentameeristen proteiinien ryhmaan, pentraksiineihin. Se on pentameeri,
joka koostuu viidesta ei-kovalenttisin sidoksin yhdessa olevasta monomeerista (kuva 4).

CRP:n koko pentameerina on noin 115 kDa. [33.]

Kuva 4. C-reaktiivisen proteiinin molekyylirakenne [34.]
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2.6 QuikRead go -mittalaite

Tassa opinnaytetydssa analyyttien mittaamiseen kaytettiin Orion Diagnostica Oy:n ke-

hittdmaa QuikRead go -laitetta (kuva 5).

QuikRead go

N

Kuva 5. Orion Diagnostica Oyn kehittdma QuikRead go -laite vieritestaukseen. [35.]

QuikRead go on terveydenhuollossa kaytettava vieritestijarjestelma. Sitd kaytetaan
kvantitatiivisiin ja kvalitatiivisiin mittauksiin in vitro -diagnostiikassa auttamaan diagnoo-
sin tekemisessa ja hoidon valinnassa. QuikRead go -laitteella voidaan talla hetkellad maa-
rittda kvantitatiivisesti CRP kokoveresta, seerumista ja plasmasta seka hemoglobiini ko-
koveresta. Laitetta kaytetddn myods streptokokki A -bakteerin toteamiseen nielunayt-
teestd ja piilevan veren kvantitatiiviseen ja kvalitatiiviseen maarittamiseen ulosteesta
mahasuolikanavan verenvuodon toteamiseksi QuikRead go -laite tekee mittaukset foto-
metrisella ja immunoturbidimetriselld menetelmalla. QuikRead go -laitteen testit perus-
tuvat naytekyvetissa tapahtuvaan saostumisreaktioon. Reaktion aiheuttama samentuma
mitataan QuikRead go -laitteella ja arvo muutetaan kvalitatiiviseksi tai kvantitatiiviseksi

testitulokseksi riippuen kaytdssa olevasta testista. [36; 37.]

Fotometrilla mitataan valon aiheuttamaa sateilyenergiaa, joka etenee aaltomaisesti. Va-
loaaltojen valista etaisyytta kutsutaan aallonpituudeksi. Aallonpituus maaraa valon varin.
Kun valo absorboituu tietylla aallonpituudella, se heijastuu toisena varina, esimerkiksi

sininen valo absorboituneena nakyy ihmiselle keltaisena. QuikRead go -laite koostuu
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mittauskammiosta, kolmesta led-valosta, jotka lahettavat valoa eri aallonpituuksilla ja va-
lodetektoreista. Laite 1ahettaa valon mittauskammion lapi, osa valosta absorboituu nayt-

teeseen ja naytteen 1apaissyt, transmittoutunut valo mitataan detektorilla. [14, s. 66; 37.]

Turbidimetri mittaa naytteen lapi lahetetyn valon vahenemista. Laitteessa on suorassa
linjassa valonlahde, mittauskammiossa oleva naytekyvetti ja valodetektori (kuva 6). De-
tektorin mittaaman valon maaraan vaikuttaa naytteesta mitattavan yhdisteen pitoisuus ja
partikkelikoko. [14, s. 71.] Immunoturbidimetriselld menetelmalla mitataan vasta-aineen
ja antigeenin sitoutumisen aiheuttamaa saostumaa nayteliuoksessa. Yhdisteen, esimer-

kiksi CRP:n, pitoisuus on suoraan verrannollinen saostuman maaraan.

Sample Cell
ﬂ Containing
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l Detector

—
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Light Source Slit Monochromator

Kuva 6. Turbidimetrin valonlahde lahettda valon monokromaattorin ja naytekyvetin lapi valode-
tektorille, joka mittaa nayteliuoksen lapi paasseen valon maaran. [38.]
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3 Kaytannon tyo

Opinnaytetydn kaytannon tydn osuus suoritettiin paaosin Orion Diagnostica Oy:n tuote-
kehitysyksikon laboratoriossa. Joitakin osioita, kuten kouttaus, suoritettiin tuotannon la-

boratoriossa siella olevan tarvittavan laitteiston takia.

Opinnaytetyon testauksiin oli valittu kuusi kaupallista vasta-ainetta analyytille x. Vasta-
aineet kiinnitettiin raakalateksiin ennen mittauksia QuikRead go -laitteella. Naista vasta-
aineista etsittiin optimaalisinta yhdistelmaa seka naytteen ja vasta-aineen suhdetta kvan-
titatiivisia mittauksia varten. Kun sopivimmat vasta-aineyhdistelmat oli 16ydetty, niiden
pitoisuuksia ruvettiin optimoimaan yhdessa naytematriisin kanssa. Naytematriisina kay-

tettiin kaupallista kalibraatiokittia ja potilasverinaytteitd kokoverena seka plasmana.

Tyo suoritettiin kayttden seuraavia laitteita (taulukko 1).

Taulukko 1.  Tydssa kaytetyt laitteet ja niiden valmistajat

Laite Valmistaja Malli

Tasoravistelija Labline Orbit shaker

Mikrosentrifugi Tomy Seiko co., Itd Capsule HF-120

pH-mittari Mettler Toledo Seven easy

Sentrifugi Thermo Fisher Scientific Heraeus Multifuge 3SR+
Sonikointilaite Cole-Parmer Ultrasonic homogenizer 4710 series
Partikkelikokomittari | Malvern Panalytical Zetasizer Nano series S90
Mittalaite Orion Diagnostica Oy QuikRead go

Kylmakuivuri Christ Epsilon 2-6D LSC Plus

Pipetit Thermo Fisher Scientific FinnPipette

3.1 Partikkelin kiinnitys valmiiksi dialysoituun lateksiin

Testaukseen valitut partikkelit, kaupalliset vasta-aineet, kiinnitettiin valmiiksi dialysoidun
lateksin pinnalle, jolloin QuikRead go -laitteella tehdyissa mittauksissa antigeenin kanssa
sitoutunut vasta-ainemolekyyli nakyisi reaktiossa paremmin ja signaali olisi herkempi.
TyOssa kaytetyt reagenssit, vasta-aineita lukuun ottamatta, olivat Orion Diagnostica Oy:n

valmistamia, ja niiden tarkempi koostumus on salainen.
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Kouttausputkeen pipetoitiin 556 pl valmiiksi dialysoitua 9-prosenttista SVBC-raakalatek-
siliuosta, jonka lateksin partikkelikoko oli 215 nm ja 70 pl 0,9 % Rhodafac-liuosta ja niiden
annettiin sekoittua tasoravistelijassa 20 minuuttia. Liuoksen pH:ta alennettiin lisdamalla
0,1 ml 0,2 M HCl-liuosta, jonka jalkeen lisattiin 1 ml 5 mg/ml vasta-aineliuosta ja liuoksen
annettiin sekoittua tasoravistelijassa 20 minuuttia. Liuoksen pH mitattiin, kun vasta-ai-
neen lisdamisesta oli kulunut vahintdan 5 minuuttia. Liuoksen pH:n tuli olla pienempi kuin
5,7, jolloin se on pienempi kuin vasta-aineen isoelektrinen piste. Liuoksesta tehtiin emak-
sinen lisdamalla 1,2 ml 0,1 M boraattiliuosta. Liuoksen pH mitattiin uudestaan, kun bo-
raattiliuoksen lisddmisesta oli kulunut vahintdan 5 minuuttia. Liuoksen pH:n tuli tdssa
vaiheessa olla yli 8. Liuoksen annettiin sekoittua tasoravistelijassa noin 6 tuntia, jonka
jalkeen sinne lisattiin 100 pl 30 mM glysiinipuskuria, jonka BSA-pitoisuus oli 6 %. BSA

blokkasi lateksin vapaat kohdat. Liuos jatettiin sekoittumaan tasoravistelijaan yon vli.

Seuraavana aamuna suoritettiin puskurinvaihto sentrifugoimalla liuosta ensin 30 minuut-
tia (2-8 °C, ~7000 g). Sentrifugoinnin jalkeen supernatantti dekantoitiin ja lateksisakka
suspensoitiin 5 ml:iin lateksinpesupuskuria, jonka jalkeen lisattiin vielda 10 ml lateksinpe-
supuskuria. Taman jalkeen liuosta sentrifugoitiin uudestaan 30 minuuttia (2-8 °C, ~7000
g), supernatantti dekantoitiin ja lateksisakka suspensoitiin 15 ml:iin lateksinpesupusku-
ria. Liuosta sentrifugoitiin viela kerran 30 minuuttia (2-8 °C, ~7000 g), supernatantti de-

kantoitiin ja lateksisakka suspensoitiin 5 ml:iin loppupuskuria.

Liuosta sonikoitiin ultradanilaitteella 20 sekuntia partikkelikoon ja polydispersiteetti-in-
deksin pienentamiseksi, jonka jalkeen partikkelikoko mitattiin Malvern-partikkelikokomit-
tarilla. Partikkelikoko mitattiin lasikyvetissa lateksinpesupuskurissa, joka oli suodatettu
0,2 pm:n ruiskusuodattimen lapi. Jos partikkelikoko tai polydispersiteetti-indeksi oli liian
iso, sonikointia jatkettiin 20 sekunnin jaksoissa, kunnes partikkelikoko ja polydispersi-
teetti-indeksi oli haluttu. Partikkelikoon tavoite oli raakalateksin koko + 15 nm. Polydis-

persiteetti-indeksin haluttiin olevan alle 0,050.

Vasta-aineista mAb1, mAb2-1, mAb2-2 ja mADbS5 oli koutattu aiemmin. Vasta-ainetta
mADb2 koutattiin kahteen otteeseen. Nama on nimetty mAb2-1 ja mAb2-2. Vasta-aineita
mAb3 koutattiin kolmeen otteeseen. Ne on nimetty mAb3, mAb3M, mAb3-2 ja mAb3-3,
joista mAb3M on sonikoitu vasta seuraavana paivana puskurinvaihdosta. Myés mAb4
koutattiin kolmeen otteeseen, ne on nimetty mAb4, mAb4-2 ja mAb4-3. Polyklonaalista

vasta-ainetta koutattiin vain kerran ja se on nimetty pAb1 (taulukko 2).
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Taulukko 2.  Vasta-aineiden nimikointi ja kouttauskerrat

Lyhenne Vasta-aine

mAb1l Monoklonaalinen vasta-aine 1

mAb2-1 Monoklonaalinen vasta-aine 2

mAb2-2 Monoklonaalinen vasta-aine 2, kouttausera 2
mAb3 Monoklonaalinen vasta-aine 3

mAb3M Monoklonaalinen vasta-aine 3, myohemmin sonikoitu
mAb3-2 Monoklonaalinen vasta-aine 3, kouttausera 2
mAb3-3 Monoklonaalinen vasta-aine 3, kouttausera 3
mAb4 Monoklonaalinen vasta-aine 4

mAb4-2 Monoklonaalinen vasta-aine 4, kouttausera 2
mAb4-3 Monoklonaalinen vasta-aine 4, kouttausera 3
mAb5 Monoklonaalinen vasta-aine 5

pAbl Polyklonaalinen vasta-aine 1

3.2 Mittaus QuikRead go -laitteella

Kouttauksen jalkeen vasta-ainepartikkeleja testattiin QuikRead go -laitteella. QuikRead
go -laitteella suoritettu testaus perustui kaupalliseen QuikRead go CRP -testiin. Tassakin
testauksessa testikyvetissa oli puskuriliuosta, johon nayte lisattiin. Taman jalkeen kyvetti
laitettiin QuikRead go -laitteeseen, jossa laite mittasi ensin blankin, jota vasten reaktion
saostumisen aiheuttamaa muutosta absorbanssiin verrataan. QuikRead go CRP -tes-
tistd poiketen laite antoi blankin mittaamisen jalkeen kyvetin pois laitteesta, jolloin kyvet-
tiin lisattiin manuaalisesti vasta-aineliuos. Vasta-aineen lisdamisen jalkeen laite mittasi
mittausohjelman mukaisesti saostumisreaktion aiheuttamaa muutosta absorbanssiin.
Kvantitatiivinen tulos saatiin, kun absorbanssia verrattiin kaupallisen kalibraatiokitin rea-

gensseilla mitattuun standardisuoraan.

Monoklonaaliset vasta-aineet (mAb1-5) mitattiin yksitellen ja pareittain, niin etta jokainen
yhdistelma tuli mitattua. Polyklonaalista vasta-ainetta (pAb1) ei mitattu muiden kanssa
parina. QuikRead go -laitteen mittauksissa kaytettiin esitayttdamatonta kyvettia, johon pi-
petoitiin QR CRP -puskuria, naytetta ja vasta-ainetta tai vasta-ainesekoitusta. Naytteena
kaytettiin kaupallisen kalibraatiokitin reagensseja tai potilasverinaytteita. Kalibraatiokitin
reagenssien pitoisuudet olivat 50 ng/ml - 3000 ng/ml. Nollanaytteena kaytéssa oli 0,9-
prosenttinen NaCl-liuos. Naytteen tilavuus kyvetissa oli 15 - 20 ul. Vasta-ainetta tai
vasta-ainesekoitusta kyvetissa oli 20 - 40 ul. Reagenssien kokonaistilavuus puskurin

kanssa oli 800 pl. QuikRead go -laitteelle oli ohjelmoitu valmiiksi mittausohjelma, jonka
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perusteella mittaukset suoritettiin. Ensin kyvettiin pipetoitin QR CRP -puskuria ja nay-
tettd. Kyvetti asetettiin QuikRead go -laitteeseen, joka suoritti ndytteen sekoituksen pus-
kuriin ja blankin mittaamisen. Blankin mittaamisen jalkeen laite ohjasi kyvetin ulos ja ky-
vettiin lisattiin pipetoimalla vasta-ainetta tai vasta-ainesekoitusta. Laite sekoitti reagens-
sit uudestaan ja mittasi absorbanssin muutosta viiden minuutin ajan. Naiden mittausten
tuloksista valittiin parhaat vasta-aineyhdistelmat jatko-optimoitaviksi. Potilasverinaytteilla
testattiin, saadaanko niistd mitattua analyytti x:n pitoisuutta. Potilasverinaytteilla testattiin
myos, vaikuttaako naytteen seisottaminen kyvetissa puskuriliuoksessa mittaustulok-

seen.

Vasta-aineyhdistelmat mitattiin vain kertaalleen alustavan tutkimusvaiheen mittauksissa.
Lupaavimpia vasta-aineyhdistelmia mitattiin useammin, samalla mahdollisesti muokaten

vasta-aineen ja naytteen maaraa.

3.3 Vasta-aineiden kylmakuivaus

Kylmakuivausta varten kyveteissa kaytettyihin reagenssikorkkeihin pipetoitiin kahden
vasta-aineen sekoitusta 40 ul (20 pl vasta-ainetta mAb3-2 + 20 ul vasta-ainetta mAb4-
2) eli sama maara kuin mittauksissa oli kaytetty. Korkkeihin lisattiin stopperit niin, etta
kosteus paasi kylmakuivauksen aikana poistumaan ilma-aukoista. Kylmakuivauslait-
teelle suoritettiin ensin laitteen kayttéa valmisteleva warm up, jolloin laitteessa olevat
hyllyt ja kuivauksessa kaytettava alusta jaahdytettiin +4 °C:seen. Taman jalkeen esi-
taytetyt korkit aseteltiin alustalle ja alusta asetettiin kylmakuivauslaitteeseen ylimmalle
hyllylle. Kuivaus suoritettiin ohjelmalla, joka oli ohjelmoitu toisen partikkelin kylmakuivaa-
miselle. Ohjelma jaadytti korkit ensin tunnissa -44 °C:seen, jossa se pysyi kaksi tuntia.
Kun korkit olivat olleet tunnin ajan -44 °C:ssa, laite aloitti ohjelman mukaisesti ilmanpai-
neen laskemisen luodakseen tyhjion. Kun tyhijio oli luotu, lampdtila nostettiin -37 °C:seen
12 tunniksi. Ohjelman lopuksi lampétila nostettiin +20 °C:seen kolmen tunnin aikana.
Korkeissa olevia, kuivauksen takia auki jatettyja ilma-aukkoja ei voitu sulkea stoppereilla
kylmakuivurissa ennen vakuumin purkua, koska alusta, jossa korkit olivat, oli sijoitettu
ylimmalle hyllylle. Vain laitteen alimpia hyllyja voidaan liikuttaa, jolloin stopperit saadaan
asetettua paikoilleen puristamalla hyllyt kiinni toisiinsa. Korkit otettiin alustalla ulos kyl-

makuivauslaitteesta ja korkit suljettiin manuaalisesti mahdollisimman nopeasti.
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Kylmakuivatut korkit testattin QuikRead Go -laitteella, pipetoimalla kyvetteihin ensin
puskuri ja nayte. Laitteessa ollut mittausohjelma painoi stopperin alas korkissa, jolloin
korkin alaosassa oleva luukku aukesi ja korkissa ollut vasta-ainesekoitus tipahti pusku-
riin ja reaktio naytteen kanssa alkoi. Vertailusarjana mitattiin ensin yhdesta naytteesta
kymmenen rinnakkaista mittausta, joissa vasta-aine pipetoitiin kyvettiin, jonka jalkeen
samaa naytettd mitattiin uudelleen kymmenen rinnakkaisen mittauksen sarjana, mutta

talla kertaa vasta-aine oli kuivattuna korkeissa.
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4 Tulokset

4.1 Lateksiin kiinnitetyt vasta-aineet ja vasta-aineparien testaus

Monoklonaaliset vasta-aineet (mAb1-5) mitattiin yksittain ja yhdistelmina, niin etta jokai-
nen vasta-aine testattiin pareittain ja kahden tai kolmen muun vasta-aineen kanssa. Po-
lyklonaalista vasta-ainetta (pAb1) mitattiin vain yksittédin eikd sitd yhdistetty muiden
vasta-aineiden kanssa. Mittausten tuloksena saaduista absorbanssiarvoista tehtiin ku-
vaajat, joista voitiin arvioida vasta-aineiden kayttokelpoisuutta testissa. Kuvaajaa varten
absorbanssin muutos laskettiin vahentamalla mittauksen loppuabsorbanssista absor-
banssiarvo ajanhetkella mittausajan alkupaasta, kun nayte oli sekoitettu puskuriin. Nayt-
teen sekoittaminen puskuriin aiheuttaa vaahtoamista, joka vaikuttaa absorbanssiarvoon
ja sen takia ensimmaisia absorbanssiarvoja ei oteta huomioon tulosten laskemisessa.

Kolmen eri valonlahteen absorbanssiarvot summattiin yhteen ja niista tehtiin kuvaaja.

Yksittain mitatuista monoklonaalisista vasta-aineista ei tullut kunnollista mitattavaa sig-
naalia, koska yhdella monoklonaalisella vasta-aineella ei saatu riittdvaa agglutinaatiota
mitattavaa signaalia varten. Absorbanssiarvot nayttivat negatiivisilta, mika voi johtua ky-

vetin pohjalle sakkautuneista partikkeleista.

Vasta-aineiden mAb2-1 ja mAb4 yhdistelman, jossa ndytemaara oli 20 ul ja molempia
vasta-aineita 20 pl, tuloksissa signaali matalammilla naytepitoisuuksilla oli hyva, mutta
korkeammilla pitoisuuksilla naytti olevan antigeeniylimaarasta johtuvaa signaalin piene-
nemista (kuva 7). Antigeeniylimaaraa nakyi myds muiden vasta-aineyhdistelmien mit-

tauksissa, joissa vasta-ainetta oli liian vahan suhteessa antigeenin maaraan.
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Vasta-aineet mAb2-1 + mAb4
Naytettd 20 ul, vasta-aineita 10 pl + 10 pl
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Kuva 7. Esimerkki antigeeniylimaaran vaikutuksesta tuloksiin. Matalampien naytepitoisuuksien
signaali nousee odotetusti, mutta korkeampien pitoisuuksien signaali laskee. Absor-
banssiarvojen summien muutos on laskettu kolmen eri aallonpituuden absorbanssiar-
vosta.

Vasta-aineiden yhdistelmassa mAb2-1, mAb4 ja mAb5 (ndytemaara 15 ul ja vasta-ai-
netta mAb2-1 4 pl, mAb4 15 pl ja mAbS5 15 pl) vasta-aineen ja antigeenin suhde vaikutti
hyvalta, vaikka yhden aallonpituuden signaali laski ennenaikaisesti. Muissa yhdistel-
missa signaalit matalammilla naytepitoisuuksilla eivat erottuneet tai korkeammilla nayte-
pitoisuuksilla signaalissa nakyi antigeeniylimaara (naytemaarat naissa mittauksissa oli-

vat 15 pyl - 20 pl ja vasta-aineiden yhteenlasketut maarat 20 pl - 37 pl).

Vasta-aine mAb2-2 kayttaytyi mittauksissa haastavasti. Se antoi muita vasta-aineita kor-
keampaa pohja-absorbanssia, joka todennakoisesti johtui kouttauksen aikana tapahtu-
neesta epaspesifisestd sitoutumisesta ja blokkausongelmasta, josta aiheutui muita
vasta-aineliuoksia tiheampi suspensio. TAman takia mAb2-2 jatettiin pois lopuista tes-

tauksista.

Vasta-aine mAb3 toimi mittauksissa suurimmaksi osaksi hyvin. Muiden vasta-aineiden
ongelmat, kuten mAb2-2:n suuri pohja-absorbanssi, nakyivat mittauksissa. Vasta-aineen
mADb4:n kanssa mittaustulokset olivat lupaavimpia. Kun naytemaara oli 20 ul ja molem-

pien vasta-aineiden maara 10 ul, koko mitta-alueen signaali oli selked, vaikka matalam-



24

pien naytepitoisuuksien kohdalla signaalit olivat pienet. Vasta-aineiden maaraa lisaa-
malla (naytemaara 20 ul ja molempia vasta-aineita 15 pl) saatiin signaalit erottumaan

paremmin (kuva 8). Tama yhdistelma valittiin jatko-optimoitavaksi.

Vasta-aineet mAb3 ja mAb4
Naytettd 20 ul, vasta-aineita 15 pl + 15 pl
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Kuva 8. Vasta-aineiden mAb3 ja mAb4 yhdistelmassa naytepitoisuudet alkavat erottua.

Vasta-aineiden mAb4 ja mAb5 yhdistelmassa, jossa naytemaara oli 20 ul ja molempia
vasta-aineita 10 pl, signaalit olivat mitattavissa ja ne kasvoivat naytepitoisuuksien kas-
vun myota. Vasta-ainemaaraa lisattdessa matalien naytepitoisuuksien signaalit eivat kui-
tenkaan nousseet odotetusti. Signaaleja yritettiin parantaa puskurin PEG-pitoisuutta li-

sdamalla, mutta se ei auttanut (kuva 9).
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Vasta-aineet mAb4 ja mAb5
Naytettd 20 ul, vasta-aineita 20 pl + 20 pl
Puskurin PEG-pitoisuus 0,4 %
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Kuva 9. Vasta-aineiden mAb4 ja mAb5 yhdistelmassa matalampien naytepitoisuuksien signaalit
eivat erottuneet.

Vasta-aineet mAb4 ja mAb5 toimivat parina hyvin, mutta muiden vasta-aineiden kanssa
mADb5 oli ongelmallinen, sen pienimman lateksitiheyden takia. Vasta-aineiden mAb2-1,
mAb4 ja mAb5 kombinaatiolla (naytetta 20 pl, kaikkia vasta-aineita 8 pl) kuin myds vasta-
aineiden mAb1, mAb3, mAb4 ja mAb5 kombinaatiolla (naytettd 20 pl, kaikkia vasta-ai-
neita 6 pl) saatiin mitta-alueen matalammilla pitoisuuksilla hyva signaali, mutta korkeam-
milla pitoisuuksilla signaali laski mahdollisen antigeeniylimaaran takia. Yhdistelma vasta-
aineista mAb3, mAb4 ja mAb5 (naytemaara 20 pl, kaikkia vasta-aineita 8 pl) ei tunnista-
nut pienia naytepitoisuuksia, vaikka pareittain nama vasta-aineet olivat toimineen lupaa-
vasti. TAma vahvisti ajatusta, ettd kahden vasta-aineen yhdistelma toimii paremmin kuin

usean vasta-aineen yhdistelma.

Parhaimmat tulokset saatiin mAb3:n ja mAb4:n yhdistelmista, joita ruvettiin optimoi-
maan. Testausten maarasta johtuen vasta-aineita mAb3 ja mAb4 piti koutata useamman
kerran. Niitd koutattiin kolmena eri kertana ja jokaisen eri kouttauksen mittaustulokset
vastasivat toisiaan. Vasta-aineet mAb3 ja mAb4 nayttivat toimivan parhaiten, kun niiden
sekoitusta oli 40 yl (mAb3 20 pl + mAb4 20 ul), naytetta 15 ul ja puskuria 745 pl (kuva

10). Loput mittaukset nailla vasta-aineilla tehtiin nailla suhteilla.
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Vasta-aineet mAb3-2 ja mAb4-2
Naytetta 15 ul, vasta-aineita 20 pl + 20
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Kuva 10. Vasta-aineet mAb3 ja mAb4 toimivat testissa parhaiten.

Kun paras vasta-aineyhdistelma ja sen suhde antigeeniin oli selvitetty, mitattiin yhdis-
telma viidesti, jolloin tuloksista saatiin muodostettua standardisuora. Standardisuora on
laskettu viiden rinnakkaisen mittauksen keskiarvosta, joista on myos laskettu toistetta-
vuuden variaatiokerroin (CV %) ja keskihajonta (STDEV) (taulukko 3).

Taulukko 3. Vasta-aineiden mAb3-2 ja mAb4-2 rinnakkaismittausten keskiarvo, keskihajonta ja

variaatio.
Naytepitoisuus
(ng/ml) 0 50 150 600 1500 3000
AmAUsum keskiarvo 2,18 24,54 86,15 397,32| 826,09| 1101,80
Keskihajonta STDEV 1,66 7,44 15,25 48,21 68,39 21,28
Variaatio CV % 76,16 30,31 17,70 12,13 8,28 1,93

Standardisuorasta huomattiin, ettd korkein naytepitoisuus ei ole linjassa muiden pitoi-

suuksien kanssa (kuva 11).
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Standardisuora mAb3-2 + mAb4-2
naytepitoisuus 0-3000 ng/ml
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Kuva 11. Vasta-aineiden mAb3-2 ja mAb4-2 mittausten perusteella tehty standardisuora.

Kun standardisuorasta jatettiin pois korkein naytepitoisuus (3000 ng/ml), suora on jo li-
neaarisempi ja korrelaatiokerroin R2 parempi. Mita lahempana arvoa 1 korrelaatiokerroin

on, sita lineaarisemmin pisteet suoralla ovat (kuva 12).

Standardisuora mAb3-2 + mAb4-2
naytepitoisuus 0-1500 ng/ml
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Kuva 12. Vasta-aineiden mAb3-2 ja mAb4-2 standardisuora ilman korkeinta naytepitoisuutta.
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Monoklonaalisilla vasta-aineilla mAb3 ja mAb4 testattiin myds puskurin PEG-pitoisuuden
vaikutusta mittaustuloksiin. Vasta-aineita ja kaupallisen kalibraatiokitin reagensseja oli
optimaalinen maara ja vain PEG-pitoisuus puskurissa muuttui. 0- ja 0,1-prosenttisen
PEG-liuoksen signaalit eivat erottuneet toisistaan. 0,2-prosenttisen PEG-liuoksen tulok-
sissa oli hieman nousua, mutta se ei viela tehostanut signaalia tarpeeksi. 0,3-prosentti-
nen PEG-liuos vaikutti parhaalta pitoisuudelta, koska tasta isommissa pitoisuuksissa yla-

paan signaalit alkoivat saturoida. PEG-pitoisuutta testattiin 2 %:iin asti.

Vasta-aineita mAb3 ja mAb4 testattiin myo6s potilasverinaytteiden kanssa. Signaalit olivat
hyvat. Potilasverinaytetta kaytettiin kokoverena jokaiseen mittaukseen saman verran
kuin kaupallisen kalibraatiokitin naytettakin eli 15 ul. Potilasverinaytteilla huomattiin, etta
kun naytteen antaa seisoa puskurissa vahintaan viisi minuuttia ennen mittaamista, sig-
naali kasvoi verrattuna heti mitattuun naytteeseen (kuva 13). Naiden kymmenen mitatun
naytteen signaali nousi keskimaarin 48 %. Tama johtui todennakdisesti siita, ettéd pusku-
rissa ollessaan verisolut hajosivat puskurin ainesosien vaikutuksesta, ja analyytti x paasi
sieltd vapautumaan. Potilasveresta tehtiin myos plasma, jotka mitattiin vertailuna koko-
veriin. Plasman seisotus puskurissa ei nostanut signaalia, mika tukee verisolujen hajoa-
mista puskurissa. Tassad vaiheessa tutkimusta ei vield voida arvioida, onko signaalin

nousu hyva vai huono asia, koska analyytti x:aa ei ole tutkittu tarpeeksi.

Né&ytteen seisotus puskurissa
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Kuva 13. Mittauksen signaali nousee, kun kokoverinaytteen annetaan seisoa puskurissa ennen
mittausta.
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Analyytti x:n ja CRP:n pitoisuudet mitattiin 50 potilasverinaytteestd vertailua varten.
Naista 50 mitatusta potilasverinaytteesta on valittu esitettavaksi 15 kappaletta (kuva 14).
Kaavioon on valittu sattumanvaraisesti viisi naytetta kolmelta eri CRP-tasolta, jotka ovat
matala (CRP < 20 mg/l), keskisuuri (CRP 20-60 mg/l) ja korkea (CRP > 60 mg/l).

Analyytti x:n ja CRP:n vertailu
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Naytteet, jaoteltuina CRP-pitoisuuden mukaan

Kuva 14. Analyytti x:n ja CRP:n pitoisuudet potilasverinaytteissa eivat korreloi keskendan. Syyna
on todenndkdisesti se, etta analyytti x:n pitoisuus veressa nousee infektiossa nopeam-
min kuin CRP:n.

Kun naytteiden analyytti x:n ja CRP:n tasoja vertailtiin, huomattiin, etta analyytti x:n pi-
toisuus veressa ei ole suoraan verrannollinen CRP-pitoisuuteen. Tama voi selittya silla,
ettad analyytti x:n ja CRP:n aktivoitumisen ja hajoamisen aikakehys on erilainen eika nii-
den pitoisuudet nouse tai laske samassa tahdissa. On mahdollista, ettéd analyytti x:n pi-
toisuus on jo ehtinyt laskea siihen mennessa, kun CRP-pitoisuus on huipussaan. Kaavi-
ossa huomataan, etta keskisuuren CRP-tason naytteiden analyytti x:n pitoisuus on kor-

kea. Se voi johtua siita, ettd naiden naytteiden analyytti x:n pitoisuus on jo noussut huip-
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puunsa, kun CRP-pitoisuus on vasta nousussa. Naytteista ei kuitenkaan tiedeta nayt-
teenottoajankohtaa eikd muita potilastietoja, joten varmojen johtopaatésten tekeminen

naiden naytteiden perusteella on haasteellista.

Polyklonaalinen vasta-aine pAb1 antoi yksindankin hyvaa signaalia. Tallakin vasta-ai-
neella haettiin optimaalisinta vasta-aineen ja naytteen suhdetta. Naytemaaralla 20 pl ja
vasta-aineen maaralla 30 pl korkeammilla naytepitoisuuksilla muodostui antigeeniyli-
maara, joka nakyi mitattavan signaalin laskuna korkeammilla naytepitoisuuksilla. Vasta-
aineen pAb1 ja antigeenin optimaalisin maara reaktiossa oli 38 ul koutattua vasta-ai-
netta, 15 ul naytetta ja 747 yl puskuria (kuva 15). Tassakin mittauksessa yksi aallonpi-

tuuksista kaantyi laskuun korkeammilla pitoisuuksilla.

Vasta-aine pAb1l
Naytettd 15 pl, vasta-ainetta 38 pl
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Kuva 15. Vasta-aineen pAb1 signaaleista on poistettu yksi aallonpituus, jolloin se korreloi hyvin
naytepitoisuuksia.

Polyklonaalisen vasta-aineen pAb1 mittauksista tehtiin myds standardisuora, joka las-

kettiin neljasta rinnakkaismittauksen keskiarvosta (taulukko 4).

Taulukko 4. Vasta-aineen pAb1 rinnakkaismittausten keskiarvo, keskihajonta ja variaatio.
Naytepitoisuus (ng/ml) 0 50 150 600 1500
AmAUsum keskiarvo 33,61 68,39 134,59 374,34 584,25
Keskihajonta STDEV 4,32 9,96 10,75 10,99 17,78
Variaatio CV % 12,87 14,57 7,99 2,94 3,04
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Standardisuoran kuvaajasta on jatetty pois korkein naytepitoisuus (3000 ng/ml) ja yksi
aallonpituuksista, koska sen signaali laski korkeilla pitoisuuksilla (kuva 16). Korrelaatio-

kerroin parani nailla toimenpiteilla.

Standardisuora pAb1l
naytepitoisuus 0 - 1500 ng/ml
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Kuva 16. Polyklonaalisen vasta-aineen pAb1 standardisuora naytepitoisuuksilla 0-1500 ng/ml.

Polyklonaalisella vasta-aineella pAb1 testattiin myds puskurin PEG-pitoisuuden vaiku-
tusta mittaustuloksiin. Puskurin PEG-pitoisuutta testattiin 0,4-prosentin pitoisuuteen asti
ilman, etta huomattiin oleellista muutosta tuloksissa. 0,4-prosenttinen PEG-pitoisuus
nosti matalien naytepitoisuuksien signaalia hieman, mutta korkeimmilla naytepitoisuuk-

silla signaalit laskivat.

Myds polyklonaalisella vasta-aineella pAb1 mitattiin potilasverinaytteita. Talla vasta-ai-
neella mittaustulokset olivat korkeampia kuin monoklonaalisten vasta-aineiden yhdistel-
malla mAb3-2 ja mAB4-2. Seitseman potilasverinaytetta mitattiin molemmilla vasta-ai-
neyhdistelmilld. Vasta-aineella pAb1 saatiin keskimaarin 55 % suurempia signaaleja kuin
yhdistelmalla mAb3-2 ja mAB4-2 (taulukko 5). Vertailtujen naytteiden maara oli vahainen
eika signaalin kasvu ollut yhdenmukainen, joten mittauksia pitaisi tehda enemman, jotta
voidaan verrata tarkemmin polyklonaalisen vasta-aineen ja monoklonaalisten vasta-ai-

neiden eroja analyytti x:n mittauksissa.
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Taulukko 5. Monoklonaalisten vasta-aineiden yhdistelman ja polyklonaalisen vasta-aineen sig-
naalit potilasverinaytteiden vertailumittauksista ja kuinka monta prosenttia vasta-
aineen pAb1 signaali on suurempi kuin vasta-aineyhdistelman mAb3-2+mAb4-2.

Nayte 1 2 3 4 5 6 7
AmAUsum mAb3-2+mAb4-2 | 367,99 | 304,61 | 451,73 | 543,91| 189,57| 469,9| 844,24
AmAUsum pAbl 561,69 | 532,87 | 624,88| 914,42 352,64 | 709,63 | 939,39
AmAUsum ero (%) 53 75 38 68 86 51 11

4.2 Kylmakuivaus

Kylmakuivattujen korkkien vertailua varten pipetoitua vasta-ainetta vastaan mitattiin yh-

desta naytteestd kymmenen rinnakkaista mittausta niin, etta vasta-aine pipetoitiin kyvet-

tiin mittauksen aikana. Naytteena kaytettiin kaupallisen kalibraatiokitin naytetta, jonka

pitoisuus oli 600 ng/ml. Kylmakuivatuista korkeista toistettiin samanlainen kymmenen

rinnakkaisen mittauksen sarja. Tulokset olivat hyvin samanlaiset, mutta kylmakuivattujen

korkkien mittaustulokset olivat hieman matalammat kuin vertailusarjan tulokset (kuva

17). Kylmakuivaus hukkaa keskimaarin 6 % vasta-ainetta prosessin aikana.

Kylmékuivatut korkit vs. pipetoitu vasta-aine
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Kuva 17. Kylmakuivattujen korkkien ja vertailuna mitattujen pipetoitujen vasta-aineiden signaalit

ovat yhtenevaiset.
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Mittaustulosten keskiarvo oli 6 % pienempi kylmakuivatuilla korkeilla. Mittausten keski-
hajonta ja CV % taas ovat hieman suurempia kuin pipetoiduilla vasta-aineilla tehdyilla

mittauksilla (taulukko 6).

Taulukko 6.  Kylmakuivattujen korkkien ja pipetoiduilla vasta-aineilla mitattujen rinnakkaismit-
tausten erot.

Pipetoidut vasta-aineet | Kylmdkuivatut korkit
Rinnakkaismittaukset | (AmAUsum) (AmAUsum)
1 317,15 291,07
2 338,69 335,77
3 342,14 329,62
4 335,88 301,63
5 321,52 292,3
6 350,26 296,06
7 337,16 311
8 306,38 323,89
9 350,75 335,04
10 329,78 322,13
Keskiarvo 332,971 313,851
Keskihajonta STDEV 14,36 17,66
Variaatio CV % 4,31 5,62

Rinnakkaismittauksista pipetoitujen vasta-aineiden tulokset olivat normaalijakautuneita,
mutta kylmakuivattujen korkkien mittaustulokset eivat olleet normaalijakautuneita. Tulok-
sista laskettiin tdstd huolimatta parittaisella kahden otoksen testilld keskiarvoille, onko

keskiarvojen ero tilastollisesti merkitseva.

P (0,01) < 0,05, jonka perusteella keskiarvojen ero on tilastollisesti merkitseva 95 %:n

luottamustasolla (taulukko 7).



Taulukko 7.

t-Test: Paired Two Sample for Means

Parittainen kahden otoksen testi keskiarvolle.

Pipetoitu vasta-aine

Kylmdkuivattu vasta-aine

Mean 332,97 313,85
Variance 206,28 311,65
Observations 10,00 10,00
Pearson Correlation 0,27
Hypothesized Mean Difference 0,00
df 9,00
t Stat 3,09
P(T<=t) one-tail 0,01
t Critical one-tail 1,83
P(T<=t) two-tail 0,01
t Critical two-tail 2,26

34
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5 Yhteenveto

Opinnaytetyon tarkoitus oli tutkia, voiko QuikRead go -laitteella mitata analyytti x:n pitoi-
suuksia nayteliuoksessa. Testauksia varten hankittiin erilaisia analyytti x:n vasta-aineita
ja esikasiteltiin ne kiinnittdmalla ne lateksipartikkeleihin. Vasta-aineiden kiinnittaminen
lateksipartikkeleihin onnistui suurimmaksi osaksi hyvin. Kahden vasta-aineen kohdalla

kouttauksessa tapahtui epaspesifista sitoutumista, mika vaikutti mittaustuloksiin.

Analyytti x antoi kaupallisen kalibraatiokitin naytteilla heti ensimmaisten mittausten koh-
dalla mitattavaa signaalia QuikRead go -laitteella. Mittauksissa yksittdinen monoklonaa-
linen vasta-aine ei toiminut, mutta kun vasta-aineen yhdisti toisen monoklonaalisen
vasta-aineen kanssa, muodostui mitattava signaali. Polyklonaalinen vasta-aine antoi yk-
sindankin mitattavan signaalin. Monoklonaalinen vasta-aine valikoitui kuitenkin jatkomit-

tauksiin, koska sen tuottaminen on tasalaatuisempaa kuin polyklonaalisen vasta-aineen.

Analyytti x:aa tutkittin myos potilasverinaytteilld, joiden CRP-pitoisuus oli tunnettu. Tut-
kimuksissa selvisi, etta analyytti x:n pitoisuus ei ole suoraan verrannollinen CRP-pitoi-
suuden kanssa. Tama johtuu todennakdisesti siita, etta analyytti x:n ja CRP:n aktivoitu-
misen ja hajoamisen aikakehys on erilainen. On mahdollista, ettd analyytti x:n pitoisuus
on ehtinyt kaantya jo laskuun, kun CRP-pitoisuus vasta nousee. Tata pitaisi kuitenkin

tutkia lisda potilasverinaytteilla, joiden naytteenottoajankohta on tarkasti tiedossa.

Kylmakuivaus ei vaikuttanut vasta-aineiden ominaisuuksiin mittauksissa. Mittaukset kyl-
makuivatuilla korkeilla antoivat keskimaarin 6 % pienempaa signaalia kuin ne mittaukset,
joissa vasta-aine pipetoitiin kyvettiin. Tulosten tilastollinen ero laskettiin parittaisella kah-
den otoksen testilla keskiarvoille. Mittausten keskiarvojen ero on tilastollisesti merkitseva
95 %:n luottamustasolla. Kylmakuivaus hukkaa vasta-ainetta prosessin aikana ja siihen
voisi varautua kylmakuivaamalla korkkeihin enemman vasta-ainetta. Kylmakuivauksen
onnistuminen oli kuitenkin tarkeaa testin jatkokehityksen ja tuotannollistettavuuden kan-

nalta.

Tutkimuksissa selvisi, etta analyytti x:n pitoisuus nayteliuoksessa on kvantitatiivisesti mi-
tattavissa QuikRead go -laitteella. Analyytti x:n ominaisuuksia merkkiaineena pitaa kui-
tenkin viela tutkia, jotta analyytistad voidaan kehittda luotettava merkkiaine diagnostisiin

testeihin.
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