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Taman Radiometer Turku Oy:n tuotekehitykselle tehdyn tutkimuksen tarkoituksena oli maarittaa,
pystytaankd uusien biotinylointireagenssien seka uuden kehitteilla olevan immunoanalysaattorin
yhdistelméalla parantamaan Prokalsitoniini (PCT) immunomaarityksen lapimenoaikaa, ilman etta
se vaikuttaa madrityksen keskeisiin toimivuusparametreihin. PCT maarityksen lapimenoaika
AQT90 FLEX immunoanalysaattorissa on talla hetkella 20 min 18 s ja sen maarityksen
herkkyysvaatimus on 0.033 ng/L.

Opinnaytetydssa testattiin viisi uutta biotinylointireagenssia PCT vasta-aineeseen konjugoituna.
Naiden biotinyloitujen vasta-aineiden avulla valmistettin immunoanalysaattoriin  sopivia
kuivareagenssikaivoja kayttaen referenssi leimavasta-aineen liséksi kahta uudella fluoresoivalla
Europium-kelaatilla leimattua vasta-ainetta. Kuivareagenssikaivot testattiin uudella kehitteilla
olevalla immunoanalysaattorilla ja tuloksia verrattiin AQT90 FLEX referenssi PCT méaaritykseen.
Tulosten vertailussa kaytettin maarityksen keskeisia toimintaparametreja, kuten méaarityksen
herkkyytté seké& sen variaatiokerrointa.

Opinnaytetyon PCT maarityksesta saadut tulokset haluttiin varmistaa my6s Troponiini | (Tnl)
maarityksella. Yksi parhaimmalta vaikuttaneen biotinylointireagenssin avulla konjugoitujen Tnl
vasta-aineiden avulla valmistettiin kuivareagenssikaivoja, joiden toimivuus testattiin uudella
kehitteilla olevalla immunoanalysaattorilla.

Tulosten perusteella kaikki uusilla biotinylointireagensseilla valmistetut kuivareagenssikaivot
referenssi leimavasta-aineella antoivat paremman herkkyyden kuin PCT referenssimaaritys.
Kahdella uudella leimavasta-aineella ei ollut vaikutusta PCT maarityksen herkkyyteen. Kaksi
parhaimmalta vaikuttaneista biotinylointireagensseista, sekd PCT referenssimaaritys testattiin
uuden immunoanalysaattorin Ilyhyimmalla mahdollisella inkubaatioajalla. Tulosten mukaan
naiden kaikkien kolmen reagenssikaivon herkkyys riittdd PCT herkkyysvaatimuksen 0.033 ng/L
tayttamiseen, ollen referenssimaarityksella 0.019 ng/L ja kahdella testatulla maarityksella 0.011
ng/L ja 0.010 ng/L. Tama tarkoittaa, ettéd uusilla biotinylointireagensseilla PCT maaritykseen
saadaan kaksi kertaa parempi herkkyys. Talloin PCT maarityksen lapimenoajaksi saadaan 7 min
50 s. Tnl maarityksessa uudella biotinylointireagenssilla nahtiin myds etua sen antaman noin
12 % korkeamman signaalitason vuoksi referenssimaaritykseen nahden, mutta maaritys vaatii
vield optimointia variaation vahentamiseksi.
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RAPID PCT ASSAY IN IMMUNOANALYZER BY
REDUCING INCUBATION TIME

The purpose of the present study commissioned by Radiometer Turku’s R&D department was to
determine whether the combination of new biotinylation reagents and a new immunoanalyzer
could improve the turnaround time (TAT) of the procalcitonin (PCT) immunoassay without
affecting the key performance parameters. The TAT for the PCT assay on the AQT90 FLEX
Immunoassay analyzer is currently 20 min 18 s and the assay has a sensitivity requirement of
0.033 ng/L.

Five new biotinylation reagents conjugated to PCT antibody were tested in the study. These
biotinylated antibodies were used to prepare dry reagent wells suitable for the immunoassay
analyzer. In addition to the reference labeled antibody, two new fluorescent Europium chelates
labeled with the antibody were used. The reagent wells were tested with a new immunoanalyzer
and the results were compared with the reference PCT assay in AQT90 FLEX. The key
performance parameters of the assay, such as the sensitivity of the assay and its coefficient of
variation, were used to compare the results.

The results of the PCT assay in the study were also confirmed with the Troponin | (Tnl) assay.
Dry reagent wells were prepared using Tnl antibody conjugated to one of the best-performing
biotinylation reagents and tested for functionality with a new immunoanalyzer.

Based on the PCT results, all dry reagent wells prepared using new biotinylation reagents with
the reference Eu-labeled antibody had better sensitivity results than the PCT reference assay.
The two new Eu-chelate labeled antibodies had no effect on the sensitivity of the PCT assay. Two
of the best-performing biotinylation reagents, as well as the PCT reference assay, were tested
with the shortest possible incubation time for the new immunoanalyzer. The results show that the
sensitivity of all three reagent well alternatives is sufficient to meet the PCT sensitivity requirement
of 0.033 ng/L, with 0.019 ng/L for the reference assay and 0.011 ng/L and 0.010 ng/L for the two
assays tested. The results show that the new biotinylation reagents provide twice the sensitivity
for the PCT assay. Based on results, the TAT of the PCT assay is 7 min 50 s. The Tnl assay with
the new biotinylation reagent also had an advantage due to its approximately 12 per cent higher
signal level over the reference assay, but the assay still requires optimization in order to reduce
variation.

KEYWORDS:

Immunoassay, antibody, biotin, conjugation, chromatography.
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1 JOHDANTO

Tama opinnaytetyo toteutettiin Radiometer Turku Oy:n tuotekehitykselle. Tutkimuksen
tarkoituksena oli maarittaa, pystytaanké uusien biotinylointireagenssien seka uuden ke-
hitteilla olevan immunoanalysaattorin yhdistelmalla parantamaan immunomaarityksen
lapimenoaikaa ilman etta se vaikuttaa maarityksen keskeisiin toimintaparametreihin.
Testattavista viidesta biotinylointireagensseista nelja oli syntetisoitu Radiometer Turku

Oy:n orgaanisessa laboratoriossa ja yksi oli kaupallinen.

Radiometer Turku Oy valmistaa immunomaaritysreagensseja AQT90 FLEX immu-
noanalysaattoriin. AQT90 FLEX analysaattoreita kdytetaan sairaaloissa ja keskuslabora-
torioissa maarittAmaan potilaan veresta erilaisia sairauksiin liittyvid analyytteja. Opinnay-
tetyon taustalla on asiakaskyselyn pohjalta maaritelty tavoite parantaa Prokalsitonii-
nimaarityksen (PCT) lapimenoaikaa. Maarityksen lapimenoajalla tarkoitetaan aikaa, joka
kuluu naytteen syéttamisen ja tuloksen saamisen valilla. Talla hetkella PCT maarityksen

lapimenoaika AQT90 FLEX analysaattorissa on 20 minuuttia ja 18 sekuntia.

Immunomaarityksen keskeisid toimintaparametreja ovat muun muassa maarityksen
herkkyys seka variaatio. PCT maarityksen herkkyys AQT90 FLEX analysaattorissa tulee
olla vahintaan 0.033 ng/L ja variaatiokertoimen mahdollisimman pieni, mutta enintdan
10 % PCT pitoisuudessa 0.05 ng/L. Opinnaytetytn tuloksia verrattiin naihin raja-arvoihin.
Maarityksen lapimenoaikaa voidaan laskea vahentamalla inkubaatioaikaa, mutta se
usein vaikuttaa naihin toimintaparametreihin heikentavasti. Tutkittavien uusien
biotinylointireagenssien odotetaan nopeuttavan maarityksen kinetiikkaa seka laskevan
maarityksen taustasignaalia, jolloin inkubaatioajan vdhentadminen uskotaan olevan mah-
dollista vaikuttamatta maarityksen toimintaparametreihin. Myds uuteen immunoanaly-

saattoriin on tehty parannuksia AQT90 FLEX immunoanalysaattoriin verrattuna.

Tutkimuksessa testattiin kaikkia viittd uutta biotinylointireagenssia PCT analyytilla. Kay-
tettava biotinylointimenetelma ja sen olosuhteet seka kaytettava immunomaaritys olivat
ennalta maariteltyja yrityksen toimesta, joten ne pysyivat muuttumattomina tdman tyon
aikana. Biotinylointireagenssien toimivuutta testattin myds kahden Radiometer Turku
Oy:n orgaanisessa laboratoriossa syntetisoidun kirkkaamman leimareagenssin kanssa.
Yksi tutkimusten mukaan parhaimmalta vaikuttaneista biotinylointireagensseista testat-

tiin lopuksi myds Troponiini | analyytilla.
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2 IMMUNOMAARITYKSEN PERUSTEITA

2.1 Vasta-aine

Vasta-aine on glykoproteiini, joka koostuu kahdesta kevyesté ja kahdesta raskaasta po-
lypeptidiketjusta. Raskas ketju jakautuu kahteen osaan, joiden valissa on taipunut sa-
rana-alue. Ketjut ovat kiinnittyneet toisiinsa disulfidi- eli rikkisidoksella. Vasta-aine jakau-
tuu kolmeen fragmenttiin, kahteen antigeenin sitoutumisalueeseen (Fragment anti-gen
binding region, Fab) ja yhteen kiteytettavissa olevaan alueeseen (Fragment crystalli-
zable region, Fc). Jokaisessa vasta-aineessa on kaksi antigeenin sitoutumiskohtaa. Si-
toutumiskohta voi sitoutua koko antigeeniin tai tiettyyn osaan antigeenista, kuten sen
pintamolekyyleihin. Vasta-aineet kuuluvat immunoglobuliineihin, joilla on useita erilaisia
alatyyppeja. Yleisin immunomaarityksissa kaytettava vasta-ainetyyppi on Immunoglobu-
liini G eli 19G. 1gG:n kayttd immunomaarityksisséa perustuu sen korkeaan tuottoastee-
seen, korkeaan affiniteettikykyyn, stabiilisuuteen puhdistusprosessien aikana seké sen
useaan funktionaaliseen sitoutumiskohtaan. (Wild 2013: 7, 245; Sztefko 2011: 3-4). Ku-
vassa 1 on esitetty tyypillisen 1gG vasta-aineen rakenne. Opinndytetydssa tutkittavien
biotinylointireagenssien tarkoituksena on sitoutua raskaiden ketjujen valisiin disulfidi- eli
rikkisidoksiin.

Antigeenin

/ sitoutumiskohta

Disulfidisidoksia

Fab
Kevyt

polypeptidiketju

Raskas polypeptidiketju

V = muuttuva alue (variable)
C = pysyva alue (constant)

Kuva 1. IgG vasta-aineen rakenne (Hermanson, 2013: 868, muokattu).
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Kaupallisia vasta-aineita voidaan tuottaa synteettisesti tai immunisoimalla laboratorio-
eldaimid immunogeenilla. Immunogeeni on molekyyli, joka saa aikaan immuunivasteen
elimistdon injektoituna. Immuunivaste taas aktivoi elaimen immuunijarjestelman B-lym-
fosyytit tuottamaan haluttua vasta-ainetta. Yleisimmin immunomaarityksessa kaytetaan
polyklonaalisia, monoklonaalisia tai rekombinantteja vasta-aineita. Polyklonaalisilla
vasta-aineilla tarkoitetaan antiseerumia, joka sisaltédd heterogeenisen seoksen erilaisia
vasta-aineita. Antiseerumi erotetaan immunisoidun eldimen veresta ja sen koostumus
vaihtelee jokaisen eldaimen ja jokaisen veren kerayskerran valilla. (Wild, 2013: 248-249).
Usein polyklonaalista antiseerumia voidaan kayttaa sellaisenaan, mutta jotkut analyytti-
set tekniikat vaativat ainakin jonkinlaisen esipuhdistuksen, jotta valtytdan ei-haluttujen
proteiinien sitoutumiselta (Sztefko 2011:4).

Monoklonaaliset vasta-aineet (MAb) sisaltavat ainoastaan yhtd haluttua vasta-ainetta.
Tama voidaan mahdollistaa kayttamalla hybridisoluja, jotka ovat yhden B-lymfosyyttiso-
lulinjan ja myeloomasolun fuusioita. B-lymfosyytit kestavéat huonosti elimiston ulkopuo-
lella, joten yhdistamalla ne kestéviin myeloomasoluihin, saadaan soluviljelyolosuhteisiin
sopiva hybridisolulinja. Namé& hybridisolut tuottavat vain yhdenlaista, eli monoklonaalista
vasta-ainetta ja niiden tuotantomaarat ovat helposti nostettavissa kaupallista valmistusta
vastaaviin maariin. Kuvassa 2 on esitetty monoklonaalisten vasta-aineiden tuotantopro-
sessi. Kuvan kohdassa A. immunisoidaan laboratorioel&in, jonka perna otetaan talteen
syntyneen immuunivasteen jalkeen. Pernasta eristetddn B-lymfosyyttisolut, jotka fuusi-
oidaan myeloomasolujen kanssa ja kasvatetaan elainsoluviljelyyn sopivassa kasvatus-
liuoksessa (kohta B ja C). Seulonnalla (D) kasvatetuista soluista erotetaan haluttua
vasta-ainetta tuottavat hybridisolut, jotka kloonataan (E). Kloonattujen hybridisolujen
avulla voidaan tuottaa haluttua vasta-ainetta erilaisilla soluviljelytekniikoilla (F). (Wild,
2013: 250). Opinnaytetydssa kaytettiin kaupallisia, monoklonaalisia, immunisoidun hiiren
pernasolujen ja myeloomasolujen hybridien avulla valmistettuja Prokalsitoniini (PCT) ja
Troponiini | (Tnl) vasta-aineita (Hytest Datasheet 4C10; Hytest Datasheet 4T21).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Annina Siltanen
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Kuva 2. Monoklonaalisten vasta-aineiden (MAb) valmistusprosessi (Wild, 2013: 250).

Rekombinantit vasta-aineet ovat synteettisesti in vitro valmistettuja vasta-aineita, joiden
tuottamiseen ei tarvita eldaimid. Niiden kysynta diagnostiikkamarkkinoilla kasvaa koko
ajan, koska niiden avulla pystytaan raataléimaan tarvittava spesifisyys seka affiniteetti
kohdeantigeenia kohtaan. Rekombinantti-DNA-tekniikassa vasta-aineita voidaan val-
mistaa esimerkiksi hiivasoluissa, gram-negatiivisissa ja -positiivisissa bakteerisoluissa,
hydnteissoluissa tai siirtogeenisissa kasvi- tai elainsoluissa. Rekombinantit vasta-aineet
ovat yleensa vain vasta-aineen osia. Pienin biologisen aktiivisuuden omaava vasta-ai-
neen osa on sen V (variable) -alue, eli antigeenin sitoutumiskohta (Kuva 1). Se tarvitsee
kuitenkin koossa pysyakseen esimerkiksi aminohappopeptidilinkkerin tai siihen voidaan
littdd C (constant) -alue, jotta vasta-aineen Fab -osio sailyy. (Frenzel & Hust & Schirr-
mann, 2013).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Annina Siltanen
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2.2 Analyytin eli antigeenin sitoutuminen vasta-aineeseen

Immunomaarityksessa analyyttia, johon vasta-aine sitoutuu, kutsutaan antigeeniksi
(Wild, 2013: 8). Antigeeni voi olla mik& tahansa aine, jonka antigeenisuus perustuu sen
molekyylirakenteessa olevaan alueeseen, eli epitooppiin. Vasta-aineessa oleva vastaa-
va antigeenin sitoutumiskohta tunnistaa antigeenin epitoopin. Antigeeni toimii yleensa
my06s immunogeening, joka aikaansaa immuunivasteen jalkeisen vasta-ainetuotannon
laboratorioeldimessé. Antigeenin ja vasta-aineen sitoutumisreaktiossa on mukana erilai-
sia voimia, kuten elektrostaattisia voimia, Wan der Waalsin dipoli-dipoli vuorovaikutuksia
seka hydrofobisia voimia. Lisdksi reaktiossa syntyy vetysidoksia, kun elektronegatiiviset
atomit, kuten typpi ja happi jakavat vetyioneja. Mitd paremmin antigeenin epitooppi sopii
vasta-aineen sitoutumiskohtaan, sitd voimakkaampi ei-kovalenttinen sidos niiden valille
syntyy. Vasta-aineen sitoutumiskohdan sitoutumisvoimakkuutta sitd vastaavaan anti-
geenin sitoutumiskohtaan kutsutaan affiniteetiksi. Aviditeetilla puolestaan tarkoitetaan
kaikkien vasta-aine-antigeenisidosten yhteisesti aiheuttamaa sidosvoimaa. (Sztefko,
2011: 7). Spesifinen sitoutuminen on yksi vasta-aineen tarkeimmistéd ominaisuuksista
(Hemmila, 1991: 13).

Vasta-aineen ja antigeenin sitoutumisreaktio voi saavuttaa tasapainon jo sekunneissa,
tai se voi vieda useita tunteja. Reaktioaikaan vaikuttaa muun muassa immunomaarityk-
sen olosuhteet, kuten pH tai lampotila. Nykyaan kaupallisilta immunomaarityksilta vaadi-
taan nopeaa reaktioaikaa, jolloin reaktio ei valttamatta edes ehdi saavuttaa tasapainoa.
Antigeenin (Ag) ja vasta-aineen (Ab) reaktiota voidaan kuvata joukkotoimintalakiin pe-
rustuvana kineettisena perusyhtalona (Kaava 1), jossa [Ag — Ab] on antigeeni-vasta-ai-
nekompleksi, Ka assosiaationopeusvakio ja Kd dissosiaationopeusvakio. (Wild, 2013:
29).

Ka
[Ag] + [Ab] &= [Ag — Ab]
Ka

Kaava 1. Antigeenin ja vasta-aineen kineettinen perusyhtalo (Wild, 2013: 29).

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Annina Siltanen
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2.3 Immunomaaritys

Immunomaaritys on biokemiallinen testi, jossa naytteessa olevan analyytin eli antigeenin
maaraa mitataan siitd saatavan signaalin avulla. Analyytti ei itsessédan tuota signaalia,
vaan maadritys vaatii toimiakseen jonkin signaalia tuottavan tekniikan, kuten kolorimetri-
an, fluoresenssin tai kemiluminesenssin. Immunometrisessa maarityksessa naytteesta
mitattava analyytti sitoutuu yleensa muovipintaan kiinnitettyyn vasta-aineeseen. Maari-
tyksen toinen, signaalia tuottava, merkkiainetta sisaltdva vasta-aine sitoutuu analyytin
toiseen sitoutumiskohtaan. Muovipintaan sitoutuneesta vasta-aineesta voidaan kayttaa
termia kerddva vasta-aine (capture antibody) ja signaalia tuottavasta vasta-aineesta ter-
mid leimattu vasta-aine (labeled antibody). (Wild, 2013: 7-8). Immunomaaritys itsessaan
perustuu vasta-aineen ja antigeenin spesifiseen sitoutumiseen. Vasta-aineessa on sille
tyypillinen sitoutumiskohta, johon ainoastaan siihen sopivan epitoopin omaava anti-
geeni pystyy sitoutumaan. Maarityksessa kaytettava vasta-aine sitoo siis ainoastaan ha-
luttua antigeenid. Tama tekee immunomaarityksesta spesifisen, vaikka naytteessa olisi
lAsna useita eri antigeeneja. (Sztefko, 2011: 7). Kuvassa 3 on esitetty immunometrisen
maarityksen eri komponentit. Maaritysta voidaan kutsua myos Sandwich -méaaritykseksi.

Merkkiaine

D
- N/

Keraavilla vasta- Leimattu vasta-aine
aineella

paéllystetty kiinted

faasi

Kuva 3. Immunometrisen maarityksen komponentteja (Wild, 2013: 7, muokattu).

Heterogeenisessa immunomaarityksessa sitoutumisreaktion jalkeen sitoutumattomat
leimatut vasta-aineet pestéén pois puskuriliuoksella. llman sitoutumattomien leimavasta-
aineiden pesua, maarityksesta saataisiin aina sama signaali riippumatta analyytin maa-
rasta naytteessa. Pesun jalkeen muovipintaan muodostuneista keraava vasta-aine —
analyytti — leimattu vasta-aine komplekseista voidaan mitata signaali. On myds niin sa-
nottuja homogeenisia immunomaarityksia, joissa signaali muodostuu vain sitoutuneissa

leimavasta-aineissa ja talldin sitoutumattomien komponenttien pesua ei tarvita. Immu-
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nometrisessa maarityksessa naytteesta saatu signaali on suoraan verrannollinen nayt-
teen pitoisuuteen nahden. Naytteen konsentraatio saadaan vertaamalla naytteesta saa-
tavaa signaalia standardikayréaan. Standardikayra muodostuu tiedetyn analyyttipitoisuu-
den omaavasta liuoksesta tehtyjen laimennosten, eli standardien antamista signaaleista.
(wild, 2013: 7-8).

2.4 Aikaerotteinen fluoresenssi

Eri immunomaarityksissa on kaytdssa useita erilaisia merkkiaineita. Ensimmaiset kayte-
tyt merkkiaineet olivat radioaktiivisia, mutta radioaktiivisen materiaalin kayton rajoitukset
ovat edesauttaneet vahemman ongelmallisten merkkiaineiden kayttdonottoa. (Hemmila,
1991: 39). Nykyaan uusien merkkiaineiden kehityksella pyritaan saamaan yha herkem-
pid maarityksia nostamalla maarityksen signaalitasoa ja laskemalla sen taustasignaalia.
Liséksi erityisesti immunometrisissd méaarityksissa on tarkedd minimoida leimatun im-
munoreagenssin epaspesifinen sitoutuminen. Aikaerotteiseen fluoresenssiin perustuva
maaritys kayttaa merkkiaineena fluoresoivaa molekyylia. Esimerkki fluoresoivasta mole-
kyylistd on europium-kelaatti, joka voidaan konjugoida vasta-aineeseen. (Wild, 2013:
275-276). Opinnaytetyossa kaytettavan AQT90 FLEX immunoanalysaattorin seka kehit-
teilla olevan uuden immunoanalysaattorin toiminta perustuu aikaerotteiseen fluoresens-

siin.

Mitattava signaali saadaan aikaan tietyn aallonpituuden omaavalla eksitaatiovalolla. Ta-
vanomaisen fluoresenssimaarityksen haittapuolena voidaan pitd& taustasignaalin ai-
heuttamaa interferenssia. Kun maarityksen kaikkia komponentteja viritetd&n valolla,
myds muut kuin halutut komponentit emittoivat valoa takaisin. Aikaerotteisessa fluore-
senssissa eksitaation eli virityksen ja kelaatin lahettaman signaalin mittauksen valilla on
aikavali. Maarityksessa kaytettava fluoresoiva lantanidi-ioni, kuten Europium, absorboi
valohiukkasen ja virittyy sen antamasta energiasta. Absorboitu valohiukkanen on lyhy-
empdad aallonpituutta kuin valohiukkanen, jonka lantanidi emittoi signaalina. Taté absor-
boidun valon aallonpituuden ja emittoidun valon aallonpituuden eroa kutsutaan Stokesin
siirtymaksi. (Wild, 2013: 275-276). Stokesin siirtym& mahdollistaa herkdn maarityksen,
koska viritysvalo sammuu ennen kuin kelaatti emittoi sitd. Nain saadaan mitattua koko
emissiovalopiikki, ilman etta viritysvalo néakyy mittauksessa interferenssina. Esimerkiksi
europiumilla Stokesin siirtymé& on yli 200 nm ja sen emittoima valopiikki on asettunut

erittdin suppealle aallonpituudelle. Nain taustasignaalin aiheuttama interferenssi voidaan
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poistaa kokonaan. Lisdksi maarityksen herkkyytta lisda se, ettd vasta-aineeseen voi-
daan kiinnittaa useita Europium-kelaatteja, jolloin maarityksestd saadaan enemman sig-
naalia. Europiumilla on myds monia muita etuja muihin lantanideihin verrattuna, kuten
sen emittoiman signaalin pitk& hajoamisaika (>500 ns) seka sen korkea kvanttisaanto,
eli sen absorboimien ja emittoimien fotonien suhde. (Hemmila & Laitala, 2005). Ku-
vassa 4 on esitetty erdén orgaanisen fluoroforin eksitaatio- ja emissiovalopiikit sekéa Eu-

ropium-kelaatin pitka Stokesin siirtyma.

Stokesin siirtyma

—

Eksitaatio Emissio Eksitaatio Emissio

Valon intensiteetti
Valon intensiteetti

300 400 500 300 500 700

Aallonpituus, nm Aallonpituus, nm

Orgaaninen fluorofori Eu-kelaatti

Kuva 4. Erdén orgaanisen fluoroforin seka europium-kelaatin eksitaatio- ja emissiovalo-
jen erot (Radiometer Turku Oy perehdytysmateriaali, muokattu).
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3 AQT90 FLEX IMMUNOANALYSAATTORI

3.1 Immunomaaritys kuivatuilla reagenssikaivoilla

AQT90 FLEX immunoanalysaattorin toiminta perustuu yksittaisille mikrotiitterikaivoille
kuivattuihin reagensseihin. Immunomaaritys voidaan siis tehda yhdella, kaikki analyytti-
spesifiset komponentit sisaltavilla, stabiileilla kuivatuilla reagenssikaivolla. Ainoastaan
nayte ja kaikille analyyteille yhteisesti sopiva pesuliuos lisatddn maaritykseen. Maaritys
tapahtuukin taysin automatisoidusti immunoanalysaattorissa kayttden aikaerotteista
fluoresenssia signaalin mittaukseen. Itsestdan fluoresoiva ja stabiili Europiumkelaatti on
ollut edellytyksené kuivakemian kayttdonotossa immunomaarityksissa. Kelaatilla leimat-
tu vasta-aine erotetaan reagenssikaivon saalistavasta vasta-aineesta valikerroksella.
Valikerros siséltaa puskuroivien aineiden lisaksi muun muassa proteiineja ja sokereita,
jokaisen eri analyytin vaatimilla pitoisuuksilla. Sen sisaltdmat ainesosat suojaavat herk-
ki& vasta-aineita kuivausprosessin aikana, seka toimivat estoaineina naytteen hairitsevia
tekijoitéd kohtaan. Valikerros voi myos laskea maarityksen taustaa, jolloin maarityksen
herkkyys paranee. (Lovgren & al, 1996). Kuva 5 esittda kuivatun immunoreagenssikai-

von sisaltaméat komponentit.

Leima vasta-aine

Valikerros

Saalistava vasta-aine

Streptavidiini pinnoitus

Kuva 5. Kuivatun reagenssikaivon kokoonpano (Radiometer Turku Oy perehdytysmate-
riaali).
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3.2 AQT90 FLEX immunoanalysaattorin toimintaperiaate

Immunomaarityksia tehdaan jatkuvasti kliinisissa laboratorioissa, joten taysin automati-
soidulle maarityslaitteelle on markkinoilla ollut tarvetta (Lévgren & al, 1996). AQT90
FLEX on potilaan vierihoitoon kehitetty immunoanalysaattori, jota kaytetddn sen herkan
maarityksen vuoksi myods sairaaloiden keskuslaboratorioissa. Analysaattorin kayttd on
tehty mahdollisimman helpoksi, eikd esimerkiksi naytteen esipipetointia tarvita, vaan po-
tilaan verindyte voidaan sy6ttaa suoraan laitteeseen keraysputkessaan. Immunoanaly-
saattorin suljettu ja automaattinen systeemi antaa tuloksen maksimissaan viidesta eri
analyytistd yhdessa nayteajossa. Taulukossa 1 on esitetty AQT90 FLEX analysaattorin
tunnistamat analyytit seka niiden lapimenoajat. (AQT90 FLEX esite, 2018).

Taulukko 1. AQT90 FLEX immunoanalysaattorin analyytit ja niiden lapimenoaika.

Taulti tai tila Analyytti Lapimenoaika (min:s)
Sydaninfarkti Troponiin | 18:19
Troponiini T 12:18
CKMB 18:09
Myoglobin 18:09
Sydamen vajaatoiminta NT-proBNP 10:10
Infektio CRP 12:11
PCT 20:18
Laskimotukos D-Dimer 20:10
Raskaus BhCG 18:09

AQT90 FLEX immunoanalysaattori kayttaa siis maarityksessaan yksittaisille mikrotiitteri-
levyn kaivoille kuivattuja analyyttikohtaisia reagensseja. Kuivatut reagenssikaivot paka-
taan RTKU:n tuotannossa joko 16 tai kahdeksan reagenssikaivoa sisaltaviin reagenssi-
kasetteihin (Kuva 6). Kasetit syotetdaan analysaattoriin ennen maaritysta ja ne sailyvat
laitteen sisallda 10 — 31 vuorokautta analyytista riippuen. (AQT90 FLEX esite, 2018).
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Kuva 6. AQT90 FLEX reagenssikasetti (AQT90 FLEX esite, 2018).

Reagenssikaivojen pesuun tarvittava puskuriliuos saadaan laitteeseen syotettavasta liu-
ospakkauksesta. Liuospakkaukseen keratdan myds kaikki analysaattorin tekema jate,
kuten pesuihin kaytetty puskuriliuos seka kaytetyt reagenssikaivot. Yhden liuospakkauk-
sen kanssa voidaan méaarittaa noin 200 reagenssikaivoa. Potilaan nayte syttetaan sille
varattuun putkitelineeseen, josta laitteen neula pipetoi tarvittavan maaran naytetta. Ku-

vassa 7 on esitetty AQT90 FLEX immunoanalysaattori.

&/

Kuva 7. AQT90 FLEX immunoanalysaattori (AQT90 FLEX esite, 2018).
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AQT90 FLEX maarityksessa naytteen syottaja valitsee analysaattorin naytolta potilas-
naytteesta testattavat analyytit. Analysaattorin carvo-pumpullinen neula lapéisee poti-
lasnayteputken septumin ja ottaa naytetta analyytille spesifisen maaran. Samalla analy-
saattori hakee halutun analyytin reagenssikasetista yhden reagenssikaivon, johon neula
injektoi ndytteen. Kaivoon lisatdan myos puskuriliuosta laimentamaan naytetta. Taman
jalkeen analysaattori inkuboi maarityskaivoa ravistelemalla. Inkuboinnin jalkeen rea-
genssikaivon sitoutumattomat komponentit pestéaan pois ja kaivo kuivataan. Tamén jal-
keen analysaattorin optinen yksikko virittda maarityskaivon vasta-aineeseen sitoutuneen
kelaatin UV valolla ja kaivon antama signaali luetaan. Optisen yksikon viritysaallonpituus
on 340 nm ja kelaatti emittoi luettavan signaalin aallonpituudella 616 nm (Rodenko & al.
2016). Kalibroidulla analysaattorilla saatu signaali voidaan muuttaa analyytin pitoisuu-
deksi naytteessa. (Kuva 8).

UV 340 nm

I

Kuva 8. AQT90 FLEX immunomaaritys (Radiometer Turku Oy perehdytysmateriaali).

AQT90 FLEX analysaattorin optinen yksikkd kayttaa kelaatin viritykseen xenon salama-
lamppua. Mita pidempi virityksen ja emission valilld oleva Stokesin siirtyméa on, sita pa-
rempi signaali-taustasuhde naytteesta saadaan. Signaali-taustasuhde taas edesauttaa
maarityksen herkkyytta. Sen vuoksi AQT90 FLEX reagenssikaivojen leimattu vasta-aine
siséltaa europium-kelaattia, jonka Stokesin siirtyma on tunnetusti pitka. Salamalampun
huonona puolena voidaan ndhda siita aiheutuvaa valon jalkiloistetta, joka huonontaa sig-

naali-taustasuhdetta rajoittaen samalla maarityksen herkkyyttd. (Rodenko & al. 2016).

AQT90 FLEX analysaattori ajoittaa automatisoidut toimintansa aikaslotteihin. Yksi aikas-
lotti tarkoittaa 2 minuutin aikajaksoa. Laitteen toimiessa se tarvitsee yhden aikaslotin

naytteen pipetointiin, yhden tai useamman aikaslotin naytteen inkubointiin ja yhden ai-
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kaslotin naytteen pesuun, kuivaukseen seké signaalin mittaukseen. Nain ollen laitteen
prosessoiman naytteen minimilapimenoaika on kolme aikaslottia. Lisaksi laite tarvitsee
tietyn ajan muuhun prosessointiin. Tassa opinnaytetydssa referenssind kaytettava ny-
kyinen tuotannossa oleva PCT maaritys kayttad maarityskaivon inkubointiin 8 aikaslot-
tia, eli 16 minuuttia. Asiakasvaatimusten perusteella lapimenoaikaa halutaan nopeuttaa

uudessa kehitteillda olevassa immunoanalysaattorissa.

3.3 Kehitteilla oleva uusi AURA immunoanalysaattori

Markkinoilla olevilta immunomaarityslaitteilta vaaditaan nopeutta seka maarityksen herk-
kyyttd. Herkkyydella tarkoitetaan sitd, ettd yha pienempia maaria kohdeanalyyttid pysty-
tdan maarittamaan potilaan verestad. Tallaisia erittdin herkkia immunomaarityslaitteita
onkin saatu markkinoille, mutta ne ovat keskittyneet sairaaloiden keskuslaboratoriolait-
teiksi. AQT90 FLEX analysaattorin kehitysty6td onkin jatkettu paamaarana saavuttaa
markkinoille viel&kin nopeampi ja herkempi vierihoitolaite. (Rodenko & al. 2017).

AQT90 FLEX immunoanalysaattori kayttaa siis optisessa yksikdssaan xenon salamava-
loa kelaatin virittamiseen. Tutkimusten mukaan kelaatin viritykseen kaytetylla UV LED
valolla voidaan saada maaritykseen lisaa herkkyyttd. LED valoa on kaytetty muun mu-
assa virtaussytometriassa seka fluoresenssimikroskopiassa aallonpituudella 365 nm.
Tama viritysaallonpituus ei kuitenkaan ole optimaalinen aikaerotteisessa fluoresenssissa
kaytettaville lantanidikelaateille. Tutkimuksissa on nyt saatu kehitettya optinen yksikko,
jonka toimintaperiaate on sama kuin xenon salamalampulla, mutta se kayttaa viritykseen
UV LED valoa aallonpituudella 340 nm. (Rodenko & al. 2017). Opinnaytetydssa kaytet-
tiin kehitysvaiheessa olevaa uutta immunoanalysaattoria maarittamaan tydssa valmistet-
tavia kuivareagenssikaivoja. Uutta kehitteilla olevaa immunoanalysaattoria kutsutaan
opinnaytetydssa nimityksella AURA. AURA laitteessa aikaslotit ovat eri pituisia kuin
AQT90 FLEX analysaattorissa. Yksi AURA analysaattorin aikaslotti on pituudeltaan 2
min 29 s ja se tarvitsee yhden naytteen kasittelyyn vahintaan kolme aikaslottia, kuten
AQT90 FLEX analysaattori. Opinnaytety0ssa kaytettavan referenssi AQT PCT maarityk-
sen inkubaatioaika uudessa analysaattorissa on 6 aikaslottia, eli 14 min ja 54 s. Lisates-
tausten referenssi Tnl maarityksen inkubointiaika uudessa analysaattorissa on 4 aikas-

lottia, eli 9 min 56 s.

Optiseen yksikkdon tehtyjen muutosten lisdksi AURA-laitteeseen on tehty muitakin pa-

rannuksia AQT90 FLEX analysaattoriin verrattuna. Ulkoasun lisaksi inkuboinnin aikaista
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ravistelua on tehostettu, seka maarityskaivojen pesuun tarkoitettua pesuria muutettu.
Analysaattorin kdyttaman pesupuskurin reseptid on myds muokattu lisdamalla pesua te-

hostavia aineita.

3.4 Prokalsitoniini ja Troponiini biomarkkerina

Prokalsitoniini (PCT) on 116 aminohaposta muodostuva peptidi, jota muodostuu ihmisen
kilpirauhas- ja rasvakudoksessa. Sita vapautuu pienissd maarissa myos terveen inmisen
elimistdssd, mutta yleistulehduksellisessa tilassa, sepsiksessa, sen pitoisuus potilaan
veressa kohoaa nopeasti. Mikrobin aiheuttamassa sepsiksessa tai trauman jalkeisessa
monielinvauriossa elimiston tulehdusvaste stimuloi voimakkaasti elimist6d tuottamaan
Prokalsitoniinia. Terveen ihmisen veressa PCT:n pitoisuus jaa alle 0.1 ng/ml, kun taas
sepsiksessa pitoisuus ylittdéa 2 ng/ml. Vakava sepsis diagnosoidaan veren PCT pitoi-
suuden ollessa 2-10 ng/L ja septinen shokki pitoisuuden ylittdessa 10 ng/L. (Rowland,
Hilliard & Barlow, 2015; Meisner, 2010).

Sepsis on vakava yleistulehduksellinen tila, joka vaatii aina potilaan tehohoitoa. Sepsik-
sen, eli verenmyrkytyksen vakavat oireet johtuvat suurelta osin elimiston puolustusreak-
tiosta veressé olevaa mikrobia vastaan. Vuonna 2001 Yhdysvalloissa tehdyn tutkimuk-
sen mukaan tehohoidosta huolimatta sepsiksen kuolleisuusprosentti on keskimaérin 28
%. Potilaan ikd on tarkein kuolleisuuteen vaikuttava tekija ja yli 85 vuotiaista sepsis-po-
tilaista jo 38 % kuolee. Sepsiksen hoito tuo myds merkittavid kustannuksia. Yhdysval-
loissa sepsispotilaiden hoitokustannukset vuonna 2001 olivat noin 17 miljardia dollaria
ja kustannusten oletetaan kasvavan 1.5 % vuosivauhtia. Diagnoosin viivAstyminen vai-
keuttaa potilaan toipumista ja lisaa terveydenhuollon kustannuksia. Sen vuoksi nopea

diagnoosi on avain asemassa sepsiksen hoidossa. (Angus & al, 2001).

Troponiini | (Tnl) on 209 aminohaposta muodostuva peptidi. Se on maailmanlaajuisesti
kaytetyin biomarkkeri sydaninfarktin diagnosoinnissa (Rodenko & al. 2017). Sydaninfark-
tissa Tnl analyyttia vapautuu verenkiertoon kuolioon menneesta sydanlihaksesta, jolloin
se voidaan havaita potilaan veresta. Tnl maarityksia tehdaan potilaan vierihoitoon tarkoi-
tetuilla laitteilla seké sairaaloiden laboratorioissa. Maaritykset eroavat toisistaan muun
muassa herkkyyden osalta, ja markkinat vaativatkin yha herkempia troponiinimaarityk-
sid. (Vylegzhanina & al. 2017; Chenevier-Gobeauxa & al. 2018). AQT90 FLEX immu-
noanalysaattorilla PCT ja Tnl pitoisuudet voidaan mitata potilaan kokoveresta tai siitéa

erotetusta plasmasta tai seerumista (AQT90 FLEX esite. 2018).
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4 KONJUGOINTIKEMIA

Vasta-aineen biotinylointiprosessissa biotinylointireagenssi konjugoidaan eli yhdistetaén
vasta-aineeseen, jolloin saadaan immunomaarityksessa tarvittava keraava vasta-aine.
Biotinylointireagenssin sitoutuminen ei kuitenkaan saa vaikuttaa antigeenin sitoutumis-
kohtaan, jotta vasta-aineen biologinen aktiivisuus sailyy (Hermanson, 2013: 867). Opin-
naytetydssa testattiin viittd uudenlaista biotinylointireagenssia (diSH-1 - diSH-4 ja
BMCC) seka yhta referenssibiotinylointireagenssia (BITC) vasta-aineeseen konjugoitu-
na. Uudenlaisia biotinylointireagensseja voidaan kutsua paikkaspesifisiksi, koska ne si-
toutuvat ennalta maaréattyyn kohtaan vasta-aineessa. Referenssibiotinylointireagenssi
taas sitoutuu satunnaisesti vasta-aineen pinnalla oleviin aminoryhmiin. Myds opinnayte-
tydssa testattavat uudenlaiset biotinylointireagenssit voidaan jakaa kahteen eri ryhmaan
niiden konjugointitekniikan perusteella. Referenssibiotinylointireagenssi mukaan lukien
opinnaytetytssa kaytettiin siis kolmea erilaista konjugointitekniikkaa. Tarkoituksena ol
selvittdd tuoko vasta-aineen paikkaspesifinen biotinylointi etuja immunomaarityksen

herkkyyteen verrattuna satunnaisesti sitoutuvaan biotinylointireagenssiin.

Satunnaisesti sitoutuva referenssibiotinylointireagenssi, eli BITC, sitoutuu vasta -aineen
pinnalla oleviin aminoryhmiin. BITC reagenssi on kaytossd AQT PCT madrityksessa.
Vasta-aineen pinnalla voi olla jopa 90 aminoryhm&a, mutta vain 20-30 naista voidaan
konjugoida (Hermanson, 2013: 867). TAma tarkoittaa, ettd biotinyloidussa vasta-aineliu-
oksessa on maéarittelematén maaré erilaisia vasta-ainemolekyyleja. BITC reagenssin
konjugointi vasta-aineeseen tapahtuu sen padssa olevan isotiosyanaatti (NCS) -ryhman
avulla (Kuva 9). Rakennekaavassa vasemmalla on nahtavissé biotinylointireagenssin
biotiinip&a&, jonka tarkoituksena on kiinnittaa biotinyloitu vasta-aine streptavidiinilla pin-

noitetun mikrotiitterilevyn kaivon pohjalle.

O
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Kuva 9. BITC biotinylointireagenssin rakennekaava (Radiometer Turku Oy perehdytys-
materiaali).
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Vasta-aineen pinnalla olevat aminoryhmét (NH2) reagoivat isotiosyanaatin kanssa ja si-
tovat biotinylointireagenssin vasta-aineen pintaan. Tama reaktioyhtalé on esitetty Kaa-
vassa 2, jossa R1 kuvaa isotiosyanaattiin kiinnitettya biotinylointireagenssia ja R2 tassa
tapauksessa vasta-ainetta. Biotinylointireagenssi voidaan sitoa mihin tahansa proteiiniin,

jossa esiintyy vapaita aminoryhmia.

S
1l
R,N=C=S + R,NH, —— R,NH-C-NHR,

Kaava 2. Isotiosyanaatin sitoutuminen vasta-aineen aminoryhmaéan (Radiometer Turku
Oy perehdytysmateriaali).

Uusilla paikkaspesifisilla biotinylointireagensseilla on mahdollisuus aikaansaada yksi tai
korkeintaan muutama homogeeninen vasta-ainemolekyyli. Naiden reagenssien toimin-
taperiaatteena on sitoutua vasta-aineiden fragmenttien valisiin rikkisiltoihin. Ennen kon-
jugointireaktiota, ndma rikkisillat avataan pelkistavalla reagenssilla. Tassa opinnayte-
tydssa vasta-aineiden pelkistykseen kéaytettiin TCEP-HCI (20490, Thermo Scientific) pel-
kistysreagenssia. TCEP-HCI reagenssi on trialkyylifosfiini, jossa fosforiin on sitoutu-
neena kolme alkyyliryhmaa. Trialkyylifosfiini pelkistaa ainoastaan disulfidisidoksia, eika
ole reaktiivinen proteiinien muita funktionaalisia ryhmia kohtaan (Thermo Scientific,
TCEP-HCI Instructions manual). Kuvassa 10 on esitetty TCEP reagenssin toimintaperi-
aate. R kuvaa pelkistettavan proteiinin rakennekaavaa, opinndytetydn tapauksessa tama

proteiini on vasta-aine.

0O, __OH (o) OH

SH
R
; + R/S“S’R + H’O‘H —_— ;O/ +

HO P OH HO Pz OH _R
jo(\/ \/T EK\\/ \/j)r HS

TCEP

Kuva 10. TCEP reagenssin toimintaperiaate (Thermo Scientific, TCEP-HCI Instructions
manual).

Neljd opinnaytetytssa testatuista uusista biotinylointireagensseista oli syntetisoitu
RTKU:n orgaanisessa laboratoriossa, ndiden reagenssien nimityksina kaytetaan diSH-
Bio-1, diSH-Bio-2, diSH-Bio-3 ja diSH-Bio-4. Kuvassa 11 on esitetty diSH-biotinylointi-

reagenssin pelkistetty rakennekaava. R kuvaa alifaattista k&sivartta, joka on jokaisella
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syntetisoidulla diSH-bioreagenssilla erilainen. diSH-biotinylointireagenssit koostuvat
funktionaalisesta, vasta-aineeseen sitoutuvasta 3,4-ditiofenolimaleimidi -ryhmasta (ku-
vassa vasemmalla) sekd maarityskaivon streptavidiiniin sitoutuvasta biotiinista (kuvassa
oikealla) (Schumacher & al. 2014).

0
)\N H

HN

Kuva 11. diSH-biotinylointireagenssin pelkistetty rakennekaava.

Biotinylointireagensseja kutsutaan crosslinkereiksi, eli silloittajiksi, koska niiden tarkoitus
on sitoa reaktiivisten ryhmien avulla kaksi biomolekyylia yhteen (Hermanson, 2013: 867).
diSH-biotinylointireagenssien paikkaspesifisyys perustuu niiden kykyyn sitoutua vasta-
aineeseen funktionaalisen 3,4-ditiofenolimaleimidi —ryhman kautta. Konjugointireak-
tiossa naiden bioreagenssien maleimidiryhmaan sitoutuneet rikkiatomit irtautuvat fenoli-
ryhmista ja sitoutuvat vasta-aineen rikkisiltoihin. Ennen diSH-reagenssien konjugoin-ti-
reaktiota, vasta-aineen fragmenttien valiset rikkisidokset avataan pelkistavalla TCEP-
HCl-reagenssilla. Nain syntyvét tioliryhmat ovat vapaana bioreagenssin sitoutumista var-
ten. Koska diSH-biotinylointireagenssit ovat divalenttisia, oletuksena on, etta ne pystyvat
sitoutumaan kahden rikkisidoksen valiin vasta-aineessa. Nain vasta-aineen eri fragmen-
tit pysyvat yhdessa. (Schumacher & al. 2014). Kuvassa 12 on esitetty pelkistetysti diSH-
biotinylointireagenssin sitoutuminen proteiinin SH-ryhmé&én. Ennen konjugointireaktiota
proteiinien valiset rikkisidokset avataan pelkistysreaktiossa. Divalenttina diSH-reagenssi

pystyy sitoutumaan kahteen avonaiseen rikkisiltaan.
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Kuva 12. Divalentin diSH-biotinylointireagenssin toimintaperiaate.

Myds BMCC biotinylointireagenssi on paikkaspesifinen sen sitoutuessa vasta-aineen va-
paaseen tioliryhméén. Opinndytetydssa testattava EZ-Link™ BMCC-Biotin (Thermo
Scientific, 21900) on kaupallinen tuote. Kuvassa 13 on esitetty sen rakennekaava
(Thermo Scientific, EZ-Link BMCC-Biotin Instructions manual). BMCC reagenssi koos-
tuu funktionaalisesta, vasta-aineeseen sitoutuvasta maleimidi-ryhmasta (kuvassa va-
semmalla) seka maarityskaivon streptavidiiniin sitoutuvasta biotiinista (kuvassa oike-

alla).

Kuva 13. BMCC-Biotiinin rakennekaava (Thermo Scientific, EZ-Link BMCC-Biotin Inst-
ructions manual).

BMCC sitoutuu vain yhteen vapaaseen tioliryhm&an, jolloin pelkistys- ja konjugointireak-
tion jalkeen vasta-ainemolekyylin raskaat ketjut eivat ole en&a toisissaan kiinni. TAma ei
kuitenkaan vaikuta vasta-aineen biologiseen aktiivisuuteen, kunhan sen raskas- ja ke-
vytpolypeptidiketjut pysyvét yhdessa (Hermanson, 2013: 867). Myds BMCC:n konjugoin-
ti vasta-aineeseen vaatii, ettd vasta-aineen fragmenttien valiset rikkisidokset avataan
pelkistavalla TCEP-HCIl-reagenssilla. Kuvassa 14 on esitetty pelkistetysti BMCC-rea-

genssin sitoutuminen proteiinin vapaaseen SH-ryhmaan.
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Kuva 14. BMCC biotinylointireagenssin toimintaperiaate.

Biotinyloidun vasta-aineen vaikutus méaarityksen toimivuusparametreihin on kriittinen, jo-
ten biotinylointiprosessin optimointiin kannattaa panostaa. (Wild, 2013: 279). Tassa opin-
naytetydssa ei kuitenkaan optimoitu biotinylointiprosessia, vaan mukailtiin tuotekehityk-

sessa aiemmin testattua biotinylointiprotokollaa.
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5 MENETELMAT JA MATERIAALIT

5.1 Vasta-aineen biotinylointiprosessi

Opinnaytetydn ensimmaisessa vaiheessa biotinyloitiin viisi uutta biotinylointireagenssia
PCT vasta-aineeseen (4C10, Hytest). Referenssina kaytettiin BITC biotinylointireagens-
sia PCT vasta-aineeseen konjugoituna. Referenssi-BIO-PCT on kaytdéssa AQT PCT
maarityksessa ja se saatiin valmiina RTKU:n tuotannosta (3-178). Opinnaytety6n toises-
sa vaiheessa kolme erilaista Tnl vasta-ainetta (19C7, MF4 ja 560cc, Hytest) biotinyloitiin
diSH-BIO-1 reagenssilla. Toisin kuin PCT immunomaarityksessd, Tnl madrityksessa
kaytetaan kolmea kerdavaa vasta-ainetta yhden sijaan. Referenssind Tnl maarityksessa
kaytettiin RTKU:n tuotekehityksessa valmistettuja BMCC biotinylointireagenssilla konju-
goituja Tnl vasta-aineita.

5.1.1 Konjugointireaktio

Konjugointireaktion alussa tehtiin vasta-aineiden puskurinvaihto ja pitoisuusmaaritys.
Uusien divalenttien diSH-biotinylointireagenssien konjugointireaktio tapahtuu 5 mM nat-
riumboraattipuskurissa, joka sisaltdd 25 mM NaCl ja 1 mM EDTA, pH 8.00 (Schumacher
& al. 2014). BMCC biotinylointireagenssin konjugointi PCT vasta-aineeseen tapahtuu 0.5
M fosfaattipuskurissa, pH 7.2 (Thermo Scientific, EZ-Link BMCC-Biotin Instructions ma-
nual). PCT ja Tnl vasta-aineiden sailytysliuoksena kaytetddn natriumfosfaattipuskuria,
pH 7.4. Puskuriin on lisatty sadildntaaineeksi 0.09 % NaN3 ((Hytest Datasheet 4C10; Hy-
test Datasheet 4T21). diSH-biotinylointireagensseilla konjugoitavien vasta-aineiden sai-
lytysliuos vaihdettiin 5 mM boraattipuskuriin kayttden kertakayttoisia lllustra NAPTM 5
(GE Healthcare) puhdistuspylvaita. BMCC-reagenssilla konjugoitaessa puskurinvaihtoa

ei tehty.

Tnl vasta-aineet konsentroitiin minimipitoisuuteen 6.5 mg/ml kayttden Amicon Ultra-15
30 K (Merck Millipore Ltd) -konsentraattoria. PCT vasta-aineiden konsentraatio oli riitta-

va ilman konsentrointia.

Puskurinvaihdon ja konsentroinnin jalkeen vasta-aineliuosten konsentraatio mitattiin ab-
sorbanssimittauksella UV-1800 (Shimadzu) UV-Vis -spektrofotometria kayttaen, aallon-

pituudella 280 nm.
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Konjugointireaktion seuraavassa vaiheessa avattiin vasta-aineen rikkisillat pelkistysrea-
genssilla seka konjugoitiin biotinylointireagenssi vasta-aineen vapaaseen tioliryhmaan.
diSH- sekd BMCC biotinylointireagensseilla konjugoitavat PCT vasta-aineet pelkistettiin
TCEP-HCI liuoksella reaktiopitoisuudessa 0.2 mM. diSH-BIO-1 biotinylointireagenssilla
konjugoidut Tnl vasta-aineet pelkistettiin TCEP-HCI liuoksella reaktiopitoisuudessa 0.05
mM.

Pelkistysreaktiota ei inkuboitu, vaan heti TCEP-HCI lisayksen jalkeen reaktioliuokseen
lisattiin  biotinylointireagenssi. Biotinylointireagenssit liuotettiin  Dimetyylisulfoksidiin
(102952, Merck) ennen reaktion kokoamista. Taulukossa 2 on esitetty opinndytetydssa
tehtyjen konjugointireaktioiden kokoonpanot. Bioreagenssin molaarinen ylimééara on las-
kettu vasta-aineen reaktiossa olevan moolimaaran mukaan. Tnl vasta-aineita biotinyloi-
tiin kolme erilaista, mutta kaikki samalla reaktiokokoonpanolla. Yhteensa opinnayte-

tydssa tehtiin kahdeksan erilaista biotinylointireaktiota.

Taulukko 2. Opinnaytetydssa tehtavien biotinylointireaktioiden kokoonpanot.

PCT- PCT- PCT- PCT- PCT-  Tnl-
Reagenssin diSH- diSH- diSH- diSH- BMCC  (iSH-
reaktiopitoisuus BIO-1  BIO-2  BIO-3  BIO-4 BIO-1
Vasta-aine (mg/ml) 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5 2.5
TCEP-HCI (nM) 0.2 0.2 0.2 0.2 0.2 0.05
Bioreagenssin
molaarinen ylimaara 10 X 20 X 20 X 40 X 100 X 10 X

Biotinylointireaktion kokoamisen jalkeen reaktioliuoksia inkuboitiin huoneenlammadssa
OI/N (16 — 24 h).

5.1.2 Konjugoidun vasta-aineen puhdistus

Immunomaarityksen toimivuusparametreja voidaan parantaa konjugoidun vasta-aineen
puhdistuksella. Kromatografisia menetelmid kaytetaan yleisimmin konjugaattien puhdis-
tusmenetelmé&né. Se perustuu liuoksen eri komponenttien erotteluun esimerkiksi mole-
kyylikoon perusteella. Opinnadytetydssa konjugaattien puhdistuksessa kaytettiin geeli-

kromatografiapylvastd. Pylvdan sisalla oleva huokoinen geelimatriisi paastaa
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suuremmat molekyylit nopeammin lapi, koska pienet molekyylit jaavat kulkiessaan huo-
koisen materiaalin onkaloihin pidemmaksi aikaa kiinni. Talléin suurimolekyyliset vasta-
aine-konjugantit lapaisevat pylvdan ennen vasta-aineen kanssa reagoimattomia

biotinylointi-reagenssimolekyyleja. (Hermanson, 2013: 895-896).

Kaikki opinnaytetydssa biotinyloidut vasta-aineet puhdistettiin HiLoad 16/600 Superdex
(GE Healthcare Bio Sciences AB) geelikromatografiapylvaalla. Kaytetty kromatografia-
laitteisto oli BioLogic Duo Flow. Eluointiliuoksena kaytettiin RTKU:n tuotannon valmis-
tamaa 500 mM TSA puskuria (3-2) laimennettuna kaanteisosmoosin avulla puhdistet-

tuun veteen suhteessa 1:10.

Kromatografialaitteisto mittaa geelipylvaéasta tulevan eluointiliuoksen absorbanssia aal-
lonpituudella 280 nm ja piirtdd puhdistusajosta kromatogrammin. Koska vasta-aine ab-
sorboi aallonpituudella 280 nm, kromatogrammista néhtiin missa vaiheessa ajoa talteen
kerattava liuos sisalsi halutun vasta-aine-konjugantin. Eluointiliuos ohjattiin numeroitui-
hin nayteputkiin, eli fraktioihin. Vasta-ainetta sisaltavat fraktiot yhdistettiin kromato-gram-
min perusteella. Kuvassa 15 on esimerkki diSH-BIO-1 kromatografia-ajon kromato-

grammista seka yhdistetyista nayteputkista (kuvassa viivoitettu alue).

Project: KE634

Method: KE634 pos 5 loop 2 mL
User: General Run Date: 10:26:25 AM 04-18-20 Run: KE7938 puhdistus
Printed: 18. huhtikuuta 2020

BioLogic DuoFlow Run Report
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Kuva 15. diSH-BIO-1 kromatografia-ajon kromatogrammi.
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5.1.3 Biotinyloidun reagenssin testaus

Biotinyloidun reagenssin testaus aloitettiin vasta-aineen pitoisuusmaarityksella. Jokai-
sen fraktioista yhdistetyn reagenssin vasta-ainepitoisuus mitattiin liuoksesta absorbans-
simit-tauksella UV-1800 (Shimadzu) UV-Vis-spektrofotometria kayttaen, aallonpituudella
280 nm. Absorbanssituloksesta laskettiin vasta-aineen pitoisuus kayttamalla vasta-ai-
neen molaarista absorbtiokerrointa €, jonka arvo maaritetdan tunnetun vasta-aineen pi-
toisuu-den mukaan. e-kerroin kertoo kuinka paljon valoa vasta-aine absorboi tietylla aal-
lonpi-tuudella (Stephenson, 2003: 243-244). Opinndytetydssa kaytetyn vasta-aineen ¢
oli RTKU:n tuotekehityksessa etukateen maaritetty olevan 1.34 (ml/mg*cm). Vasta-ai-

neen pitoisuus voidaan laskea Kaavan 3 avulla.

A(280 nm)
€

¢ (vasta — aine) =

Kaava 3. Vasta-aineen pitoisuuden laskukaava (Stephenson, 2003: 244).

Reaktion saanto-% kertoo, kuinka paljon vasta-aineesta saatiin puhdistuksesta talteen.
Vasta-aineen pitoisuudesta laskettiin tilavuutta apuna kayttden vasta-aineen massa.
Massasta voidaan laskea biotinylointireaktion saanto-% vertaamalla sita reaktion alussa
olevan vasta-aineen massaan. Saanto kertoo, kuinka paljon alussa olevasta vasta-ai-
neesta on konjugointireaktion ja geelikromatografiapuhdistuksen jalkeen tallella. Saan-

to-% lasketaan Kaavan 4 mukaisesti.

m(MAD, loppu)
m(MAD, alku)

Saanto — % =

Kaava 4. Reaktion saanto-% laskukaava.

Immunomaarityksessa yleensa ainakin yksi reaktiokomponentti on sitoutuneena kiinto-
kantajaan ja opinnaytetyon kuivareagenssikaivojen valmistuksessa kaytettava biotiini-
streptavidiinisidos on voimakkain tunnettu ei-kovalenttinen sidos (Wild, 2013:19). Sitou-
tumiskapasiteettimaarityksessa tutkittiin kuinka suuri osa biotinyloidussa reaktioliuok-
sessa olevista vasta-aineista sitoutuu streptavidiinilla pinnoitettuun maéaarityskaivoon.
Tasta voidaan paatella, kuinka monta prosenttia vasta-aineista on sitoutunut biotiinin si-
saltdvaan biotinylointireagenssiin. Onnistuneen biotinylointireaktion lopputuotteella on
hyva sitoutumiskapasiteetti. Sitoutumiskapasiteettimaaritys on RTKU:n spesifinen maa-

ritysprosessi.
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Sitoutumiskapasiteettimaarityksessa biotinyloidut vasta-aineet laimennettin RTKU:n
tuotannosta saatavaan BioMADb-puskuriin pitoisuuksissa 1.25 ng/ul ja 0.25 ng/ul. Valmis-
tettuja laimennoksia inkuboitiin levyravistelijassa (RT, 2 h) RTKU:n tuotannosta saata-
vissa streptavidiinilla pinnoitetuissa maarityskaivoissa (3-182) 200 pl / kaivo. Inkuboinnin
jalkeen streptavidiiniin sitoutumattomasta vasta-aineliuoksesta siirrettiin 100 ul DELFIA®
anti-mouse IgG kaivoihin (4007-0010, PerkinElmer), jonka pintaan liuoksen vasta-aineet
sitoutuivat sitd seuraavan inkuboinnin aikana (RT / 1 h, levyravistelijassa). Sitoutumat-
tomat vasta-aineet pestiin pois RTKU:n tuotannosta saatavalla pesupuskurilla (3-99) ja
kaivoihin lisattiin fluoresoivaa merkkiainetta sisaltavdd DELFIA® Eu-Rabbit-anti-mouse
IgG liuosta (AD0124, PerkinElmer) 200 pl / kaivo. Inkuboinnin (RT, 2 h, levyravistelijas-
sa) jalkeen sitoutumaton merkkiaine pestiin pois ja tilalle kaivoihin liséttiin 200 pl DEL-
FIA® Enhancement Solution -kehitysliuosta (1244-105, PerkinElmer), joka kehittaa fluo-
resoivan merkkiaineen. Biotinyloiduista vasta-aineliuoksista tehtiin myos standardisuora
DELFIA® anti-mouse IgG kaivoille, joita kasiteltiin samalla tavalla kuin streptavidiinikai-
voissa inkuboituja naytteitd. Kehitetyista maarityskaivoista mitattiin fluoresoiva signaali
kayttaen VICTOR Multilabel Plate Reader -laitetta (PerkinElmer). Biotinyloitujen vasta-
aineiden sitoutumiskapasiteettiprosentit laskettiin vertaamalla néaytteiden signaaleja

standardisuoran signaaleihin.

Sitoutumiskapasiteetin perusteella laskettiin biotinyloitujen vasta-aineliuosten biotinyloi-
tujen vasta-aineiden pitoisuudet kertomalla pitoisuusmaarityksesta saatu pitoisuus sitou-
tumiskapasiteettiprosentilla. N&ita pitoisuuksia kaytettiin tulevassa manuaalisessa im-

munomaarityksessa seka varsinaisessa reagenssikaivojen valmistuksessa.

Opinnaytetytssa valmistettuja biotinyloituja vasta-aineita kaytettiin myds manuaalisessa
immunomaarityksessa, jotta varmistutaan niiden toimivuudesta ennen varsinaisten rea-
genssikaivojen valmistusta. Manuaalisessa immunomaarityksessa kaytettavat reagens-
sit ovat liuosmuodossa, joten testausmenetelmasta kaytetdan myos nimitystd marka-
maaritys. Manuaalinen maaritys antaa jonkun kasityksen reagenssien toimivuudesta,
mutta lopullinen testaus tehdaén aina kuivareagenssimuodossa. Manuaalinen immuno-

maaritys on RTKU:n spesifinen maéaritysprosessi.

Immunomaéaaritys tehtiin irtokaivoilla 96-kuoppalevylla (Single Well, Nunc). Immunomaa-
rityksessa biotinyloidut vasta-aineet laimennettiin RTKU:n tuotannosta saatavaan Bio-
MAb-puskuriin (3-143) pitoisuudessa 6.0 ng/pl. Yhdessa PCT immunomadrityksessa
kaytettiin yhta biotinyloitua vasta-ainetta ja Tnl maarityksessa kolmea biotinyloitua vasta-

ainetta. Laimennoksia inkuboitiin levyravistelijassa RTKU:n tuotannosta saaduissa
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streptavidiinilla pinnoitetuissa maarityskaivoissa 50 pl / kaivo (RT, 0.5 h). Sitoutumaton
vasta-aine pestiin pois RTKU:n tuotannosta saatavalla pesupuskurilla (3-99). Maaritys-
kaivoihin lisattiin standardinaytteita A-F 20 ul / kaivo, jotka sisélsivat haluttua analyyttia
tiedetyissa pitoisuuksissa valilla 0 - 82.7 ng/L (PCT) ja 0 - 228 623 ng/ml (Tnl). Standar-
deja A-B pipetoitiin 12 rinnakkaisnaytetta ja standardeja C-F 6 rinnakkaisnaytetta. Nayt-
teet on valmistettu RTKU:n tuotannossa (PCT 2-110, Tnl 2-70) ja niiden analyyttipitoi-
suudet on maaritetty AQT immunoanalysaattorissa. Leimavasta-aine lisattiin maarityk-
seen pitoisuudessa 10.0 ng/ul (PCT, TEKES-Eu) ja 3.0 ng/ul (Tnl, Leima2) analyytti-
spesifiseen valikerrosliuokseen laimennettuna 10 pl / kaivo. PCT valikerros saatiin
RTKU:n tuotannosta (3-177) ja Tnl valikerros RTKU:n tuotekehityksesta. Maarityskaivoja
ravisteltiin levyinkubaattorissa +36 ‘C:ssa 20 min. Inkuboinnin jalkeen maarityskaivot
pestiin pesupuskurilla (3-99) ja niiden pinta kuivattiin levykuivaimessa +64 ‘C:ssa. Lam-
potilatemperoinnin jalkeen maarityskaivoista mitattiin Europiumin fluoresoiva signaali
kayttden VICTOR Multilabel Plate Reader -laitetta (PerkinElmer).

Immunomaaritystuloksista maaritettiin taustasignaali seka laskettiin keskihajonta (Stan-
dard Deviation, SD), variaatiokerroin (Coefficient of Variation, CV %), spesifinen signaali
seka herkkyys oletetulla 10 % variaatiokertoimella. Saatuja tuloksia verrattiin referens-
simadritykseen. Taustasignaali on analyyttia sisaltdméattéman naytteen (std A) signaa-
lien keskiarvo. Spesifinen signaali saadaan vahentamalla taustasignaalien keskiarvo

naytteen signaalien keskiarvosta.

Keskihajonnan, eli SD laskentakaava on esitetty Kaavassa 5, jossa n = aineiston luku-
maéara ja xi — x = aineiston arvojen poikkeama keskiarvosta. Keskihajonta kertoo kuinka

kaukana keskiarvosta naytteen antamat signaalit ovat.

Liz (i —%)?

n

SD =
Kaava 5. Keskihajonnan (SD) laskentakaava.
Variaatiokertoimen, eli CV:n laskukaava on esitetty Kaavassa 6, jossa KAsignaai tarkoittaa
naytteen antamien signaalien keskiarvoa. Variaatiokertoimella voidaan vertailla kahden

eri maarityksen signaalien hajontaa. Opinnaytetydssé variaation vertailuun kaytetaan

prosentuaalista variaatiokerrointa (CV %), jonka laskukaava on esitetty Kaavassa 7.
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SD

V=—-——
KAsignaali

Kaava 6. Variaatiokertoimen (CV) laskentakaava.
CV % 5D 100
0= > X
KAsignaali
Kaava 7. Prosentuaalisen variaatiokertoimen (CV %) laskentakaava.

Spesifinen signaali kertoo, kuinka paljon naytteesta saadaan signaalia, kun siitd on va-

hennetty taustasignaalin osuus. Kaava 8 esittaa spesifisen signaalin laskukaavan.
SpeSifinen Signaali = KAsignaali - KAtaustasignaali

Kaava 8. Naytteen spesifisen signaalin laskentakaava.

Maarityksen herkkyydella tarkoitetaan sitd analyytin pitoisuutta, joka maarityksella yhden
naytteen perusteella on mahdollista méaéarittaa. Kaava 9 esittaa herkkyyden laskentakaa-
van. Opinnaytetydssa herkkyys lasketaan kayttaen oletusta, etta maarityksen prosentu-
aalinen variaatiokerroin 10 %. Talloin pystytd&n eliminoimaan esimerkiksi manuaalisen

maarityksen pipetoinnista johtuvat variaatioerot.

2% CV = KAtaustasignaali * Cnéiyte
Spesifinen signaali

Herkkyys =

Kaava 9. Maarityksen herkkyyden laskentakaava.

5.2 Leimareagenssien testaus

Biotinylointireagenssien toimivuutta testattiin myos kolmella eri leimareagenssilla. Lei-
mareagenssien konjugointiin kaytettiin PCT vasta-ainetta (4C10, Hytest). Maarityksessa
kaytettiin kerd&vana vasta-aineena RTKU:n tuotannon PCT-BIO reagenssia (3-178). Re-
ferenssina kaytettava PCT leima-vasta-aine (3-179) saatiin RTKU:n tuotannolta. Tata
leimareagenssia kutsutaan opinnaytetydssa TEKES-Eu. Testattavat kaksi uudenlaista
leimareagenssia saatiin RTKU:n tuotekehitykselta. Niita kutsutaan opinndytetydssa nimi-
tyksilla Leimal ja Leima2. Leima2 on kaytossd opinnaytetyon Tnl -maérityksessa. Lei-
maz2 toimivuus NT-proBNP analyytilla on testattu YAMK opinnéytety0ssa ja todettu sen

olevan nelja kertaa kirkkaampi kuin referenssina kaytettava leimareagenssi (Jaakkola,
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2018). Oletuksena siis oli, ettd uusilla leimareagensseilla saadaan PCT maarityksen sig-

naalitasoa nostettua, jolloin my6s herkkyys paranee.

Leimareagenssit Leimal ja Leima2 testattiin manuaalisella PCT immunomaarityksella
kayttaen samoja parametreja kuin biotinylointireagenssien testauksessa. TEKES-Eu lei-
mavasta-ainetta kaytettiin immunomaarityksessa referenssileimana. Leimal ja Leima2
reagenssien laimentamiseen testattiin kahta eri valikerrosta, PCT-maarityksen referens-

sivélikerrosta (3-177) seka tuotekehityksen Tnl-maarityksen valikerrosta.

5.3 Kuivareagenssikaivojen valmistus

Opinnaytetydn PCT ja Tnl kuivareagenssikaivot valmistettiin RTKU:n tuotekehityksen pi-

lottilaitteilla. Kappaleessa 3.1 on esitetty kuivattujen reagenssikaivojen kokoonpano.

5.3.1 Prokalsitoniini reagenssikaivojen valmistusprosessi

PCT reagenssikaivojen referenssina kaytettiin RTKU:n tuotannon valmistamia AQT PCT
reagenssikaivoja (51-27). Opinnaytetydén PCT reagenssikaivojen valmistuksen ensim-
maisessa vaiheessa kerdvat vasta-aineet kiinnitettiin RTKU:n tuotannossa valmistettu-
jen streptavidiinilla pinnoitettujen mikrotiitterikaivojen (3-182) pintaan. Kaivot olivat 96-
kuoppalevylla. Opinnaytetydssé biotinyloidut uudet keraavat vasta-aineet seka referens-
sivasta-aine (PCT-BIO, 3-178) laimennettiin BioMab puskuriin (3-143) pitoisuudessa 8
ng/ul. Laimennoksia inkuboitiin streptavidiinikaivoissa huoneenlammdsséa O/N 50 pl /
kaivo. Inkuboinnin jalkeen kaivot pestiin levypesurilla (PerkinElmer) RTKU:n tuotannosta
saatavalla pesupuskurilla (3-99). Pestyihin kaivoihin annosteltiin kahta eri vélikerrospus-
kuria 40 pl / kaivo, riippuen valmistettaviin kaivoihin myéhemmin annosteltavasta leima-
vasta-aineesta. Valikerros kuivattiin kaivoihin O/N kayttden kuivauskaappia olosuhteissa
+32 °C/ RH 5%.

Kuivattuihin PCT reagenssikaivoihin annosteltiin leimavasta-aine RTKU:n tuotekehityk-
selle valmistetulla leima-annostelijalla. Leima-annostelu tapahtui kuivatilassa, jossa il-
man suhteellinen kosteus on alle 10 %. Kaivoihin annosteltiin 1 pl joko PCT referenssi-
leimavasta-ainetta (3-179) tai Leimal- tai Leima2-vasta-ainetta. Leimavasta-aineet lai-
mennettiin ennen annostelua leimapuskuriin, joka koottiin RTKU:n tuotannosta saatavis-

ta reagensseista, pitoisuudessa 300 ng/pl. Leima-annostellut reagenssikaivot kuivattiin
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3 vuorokautta kuivauskaapissa olosuhteissa +35 ‘C/RH 0%. Taulukossa 3 on esitetty

valmistettujen PCT-kuivareagenssikaivojen kokoonpanot.

Taulukko 3. PCT-kuivareagenssikaivojen kokoonpanot.

Nimike Keraava vasta-aine Leimavasta-aine Valikerros
AQT PCT PCT-BIO PCT-TEKES-Eu PCT (3-177)
Kaivo2 PCT-diSH-BIO-1 PCT-TEKES-Eu PCT (3-177)
Kaivo3 PCT-diSH-BIO-2 PCT-TEKES-Eu PCT (3-177)
Kaivo4 PCT-diSH-BIO-3 PCT-TEKES-Eu PCT (3-177)
Kaivo5 PCT-diSH-BIO-4 PCT-TEKES-Eu PCT (3-177)
Kaivo6 PCT-diSH-BMCC PCT-TEKES-Eu PCT (3-177)
Kaivo7 PCT-BIO PCT-Leimal Tnl tuotekehitys
Kaivo8 PCT-diSH-BIO-1 PCT-Leimal Tnl tuotekehitys
Kaivo9 PCT-diSH-BIO-2 PCT-Leimal Tnl tuotekehitys
Kaivol0 PCT-diSH-BIO-3 PCT-Leimal Tnl tuotekehitys
Kaivoll PCT-diSH-BIO-4 PCT-Leimal Tnl tuotekehitys
Kaivol2 PCT-diSH-BMCC PCT-Leimal Tnl tuotekehitys
Kaivol3 PCT-BIO PCT-Leima2 Tnl tuotekehitys

5.3.2 Troponiini | reagenssikaivojen valmistusprosessi

Tnl reagenssikaivojen referenssind kaytettiin RTKU:n tuotekehityksen valmistamia Tnl
reagenssikaivoja, joissa kerdavat vasta-aineet ovat biotinyloitu BMCC-reagenssilla ja lei-
mavasta-aineena on kaytetty Leima-2 reagenssia. Troponiini | reagenssikaivojen val-
mistuksessa keraava vasta-aine kiinnitettiin kaupallisten streptavidiinilla pinnoitettujen
mikrotiitterikaivojen pintaan. Kaivot olivat 96-kuoppalevylla. Naiden streptavidiinikaivojen
valmistajaa ei opinndytetydssa mainita. Tnl reagenssikaivoissa kaytettiin kolmea eri ke-
réévaa vasta-ainetta laimennettuna BioMab puskuriin (3-143) pitoisuudessa 29.4 ng/pl.
Laimennoksia inkuboitiin 2 pl streptavidiinikaivoissa 30 min, jonka jalkeen kaivot pestiin
levypesurilla (PerkinElmer) RTKU:n tuotannosta satavalla pesupuskurilla (3-99). Pestyi-
hin kaivoihin annosteltin RTKU:n tuotekehitykseltd saatua Tnl spesifista valikerrospus-
kuria 40 pl / kaivo. Valikerros kuivattiin kaivoihin O/N kayttaen kuivauskaappia olosuh-
teissa +32 °C/ RH 5%.
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Kuivattuihin reagenssikaivoihin annosteltiin leimavasta-aine RTKU:n tuotekehitykselle
valmistetulla leima-annostelijalla, 1 pl / kaivo. Leima-annostelu tapahtui kuivatilassa,
jossa ilman suhteellinen kosteus on alle 10 %. Kaivoihin annosteltiin Leima-2 -reagens-
silla leimattua Tnl vasta-ainetta, joka saatiin RTKU:n tuotekehityksestd. Leima-vasta-
aine laimennettiin leimapuskuriin, joka koottiin RTKU:n tuotannosta saatavista reagens-
seista, pitoisuudessa 30 ng/pl. Leima-annostellut reagenssikaivot kuivattiin O/N kuivaus-
kaapissa olosuhteissa +35 “C/ RH 0%. Taulukossa 4 on kuvattu valmistettujen Tnl rea-
genssikaivojen kokoonpanot. Kaivol4-ref on RTKU:n tuotekehityksessé kehitteilld ole-

van Tnl maarityksen reagenssikaivokokoonpano.

Taulukko 4. Tnl-kuivareagenssikaivojen kokoonpanot.

Nimike Keraavat vasta-aineet Leimavasta-aine Valikerros

Kaivol4-ref Tnl 1-BMCC Leima-2 Tnl tuotekehitys
Tnl 2-BMCC

Tnl 3-BMCC

Kaivol5 Tnl 1-diSH-BIO-1 Leima-2 Tnl tuotekehitys
Tnl 2-diSH-BIO-1

Tnl 3-diSH-BIO-1

5.3.3 Reagenssikaivojen pakkaus kasetteihin

Leima-annostelun jalkeisen kuivauksen jalkeen PCT ja Tnl kuivareagenssikaivot pakat-
tiin 96-kuoppalevylta AQT90 FLEX analysaattoriin sopiviin reagenssikasetteihin. Jokai-
seen reagenssikasettiin pakattiin 16 reagenssikaivoa RTKU:n tuotekehityksen pakkaus-
linjalla. Pakkaus tapahtui kuivatilassa, jossa ilman suhteellinen kosteus on alle 10 %.
Reagenssikasetti koostuu muovisesta aihiosta, johon reagenssikaivot annostellaan. Ai-
hion keskelle asetetaan adsorbentti, jonka tarkoituksena on poistaa mahdollinen kosteus
kuivatuista reagenssikaivoista. Aihion molemmat pinnat laminoitiin umpeen. Kasetteihin
tulostettiin viivakoodillinen etiketti, jossa oli jokaisen valmistetun eranumeron tiedot. Jo-
kainen kasetti pakattiin erilliseen absorbentin sisdltdvaan foliopussiin, jotta ympariston

kosteus ei padése vaikuttamaan reagenssikaivojen sailyvyyteen.
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5.4 5.4 Reagenssikaivojen testaus immunoanalysaattorilla

Jokainen reagenssikasettivariaatio (AQT PCT, Kaivo2 - Kaivol5, Taulukko 3 ja Tauluk-
ko 4) testattiin uudella kehitteilla olevalla AURA immunoanalysaattorilla. Tarkoituksena
oli verrata uusien biotinylointireagenssien tuloksia referenssimaaritykseen (AQT PCT ja
Kaivol4-ref).

5.4.1 Prokalsitoniinikaivojen testaus

Opinnaytetydn ensimmaisessa vaiheessa testattin TEKES-Eu-leimavasta-aineella val-
mistetut reagenssikasetit (reagenssinimitykset AQT PCT (ref), Kaivo2 — Kaivo6). Tes-
taus tehtiin uudella kehitteilld olevalla AURA immunoanalysaattorilla kayttden inkubaa-
tioaikana referenssina olevaa inkubaatioaikaslottia 6 (14 min 56 s). Liséksi reagenssi-
vaihtoehdoilla AQT PCT, Kaivo2 ja Kaivo6 testattiin my6s lyhyempid inkubaatioaikaslot-
teja 3 (7 min 27 s) ja 1 (2 min 29 s). M&arityksisséa kaytettiin RTKU:n tuotannon valmis-
tamia PCT standardeja A-K (2-108) pitoisuuksissa 0-119 ng/L. Rinnakkaisnaytteiden
maéara standardeilla A-B oli 6 ja muilla standardeilla 4. Lisaksi AURA maarityksissa kay-
tettiin RTKU:n tuotannosta saatavia PCT LOW -kontrolleja (2-111, 0.66 ng/L) seka
RTKU:n tuotekehityksessa valmistettuja naytteita HPL3 (0.085 ng/L) sekad EPL3 (0.053
ng/L), rinnakkaisnaytteiden maaran ollessa 4. Standardien, kontrollin sekéa naytteiden
pitoisuudet oli maaritetty AQT90 FLEX analysaattorilla, kalibroidulla PCT maarityksella.
Samat naytteet testattiin myds AQT90 FLEX analysaattorilla kdyttaen kalibroitua AQT
PCT maaritysta. Standardeissa ja LOW kontrollissa PCT antigeenina on kaytetty kaupal-
lista antigeenia (Hytest) ja HPL3 ja EPL3 naytteissa antigeeni on natiivia, eli peraisin

potilasnaytteista (PromedDx).

Reagenssinimityksilla AQT PCT, Kaivo2 ja Kaivo6 testattiin liséksi potilasnaytteita (Pro-
medDx) Taulukon 5 mukaisesti. Taulukossa on esitetty jokaisella inkubaatioaikaslotilla
testattujen rinnakkaisnaytteiden lukuma&éara. Lukumaaraan vaikutti ndytteen riittavyys.
Potilasnaytteet maaritettiin uudella kehitteilla olevalla AURA immunoanalysaattoril-la in-
kubaatioaikasloteilla 6 ja 1 sekd AQT90 FLEX analysaattorilla kalibroidulla PCT maari-
tyksellda. AQT90 FLEX méaarityksesta saatuja pitoisuuksia kaytettiin potilasndytteiden to-

dellisina pitoisuuksina ja niiden avulla laskettiin maaritysten herkkyys.
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Taulukko 5. Kaivol-ref, Kaivo2 ja Kaivo6 reagenssikaseteilla maaritetyt potilasnaytteet.

Potilasnayte, Kaivol-ref Kaivo2 Kaivo 6 AQT
PCT pitoisuus

Slot 6 Slot 1 Slot 6 Slot 1 Slot6 Slotl1 Slot8
P1, 0.14 ng/L 2 2 2 2 2 2 2

P2, 3.69 ng/L 2 2
P3, 6.24 ng/L 1 2
P4, 73.7 ng/L 2 2
P5, 0.18 ng/L
P6, 0.37 ng/L
P7,1.18 ng/L
P8, 2.15 ng/L
P9, 29.8 ng/L

NN NN NNNN
NN NN NNNN
NN NN NNNN
R B, RPN RPN NN

N N N N DN P NMDNDN

Herkkyyden liséksi yhtena vertailtavana toimintaparametrina kaytettiin maarityksen vari-
aatiota. M&aritysten variaatiokertoimien avulla laskettiin méaaritysten RMS (Root Mean
Square) CV arvot. RMS CV kuvaa maaritysten keskimaaraisen variaation paremmin kuin
variaatiokertoimista laskettu keskiarvo. RMS CV voidaan laskea Kaavan 10 avulla (Wild,
2013:13), jossa CV kuvaa maarityksen variaatiokerrointa testiajosta 1 testiajoon n ja N

kuvaa yhdessa testiajossa olevien rinnakkaisnaytteiden lukumaaraa.

CV2N; + CVZN, + - CV.2N,
RMS CV = 14V1 21%2 n‘Yn
N1+N1+"'+Nn

Kaava 10. RMS (Root Mean Square) CV:n laskentakaava (Wild, 2013:13).

Uusia leimareagensseja sisaltavat PCT reagenssikasetit (Kaivo7-Kaivo13) testattiin uu-
della kehitteilla olevalla AURA analysaattorilla, standarditasolla A, 0 ng/L (tausta) seka
PCT LOW kontrollilla (0.66 ng/L). Naita tuloksia verrattiin AURA analysaattorilla maari-
tettyyn referenssimaaritykseen AQT PCT. Lisaksi reagenssikaseteilla AQT PCT ja Kai-
vo7 tehtiin listesteja laimennetulla PCT LOW kontrollilla. Laimennoksia tehtiin RTKU:n
proteiinipuskuriin (3-142) suhteissa 1:2 (0.33 ng/L) ja 1:4 (0.165 ng/L). Lisatestauksessa
haluttiin selvittdd uusien leimareagenssien mahdollisesti aiheuttama interferenssi. Im-

munomaarityksessa epaspesifista sitoutumista voi aiheuttaa joko naytteen tai itse reak-
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tion reagenssin sisaltama komponentti (Meulenberg, 2014). Epaspesifiseen sitoutumi-
seen liittyvat testaukset tehtiin uudella kehitteilla olevalla immunoanalysaattorilla kaytta-

en inkubaatioaikana aikaslottia 6.

5.4.2 Tnl reagenssikaivojen testaus

Opinnaytetydssa valmistetut Troponiini | reagenssikasetit (Kaivol4-ref ja Kaivol5) tes-
tattiin uudella AURA immunoanalysaattorilla tuotekehityksen Tnl maarityksen referenssi-
inkubaatioaikaslotilla 4 (9 min 56 s) seké pienemmilla inkubaatioaikasloteilla 3 (7 min 27
s) ja 1 (2 min 29 s). Maaritykset tehtiin RTKU:n tuotekehityksessa valmistetuil-la stan-
dardeilla A-J, joiden Tnl pitoisuudet olivat valilla 0-58.6 ng/ml. Rinnakkaisnayttei-den
maéara standarditasoilla A-E oli 10 ja standardeilla F-J 5 rinnakkaista. Lisaksi reagenssi-
kasetit testattiin tuotekehityksessa valmistetuilla natiivia antigeenia sisaltavilla naytteilla
HPL1-HPL4 (0.4-7.3 ng/ml) sekd EPL1-EPL3 (0.5-0.9 ng/ml). Nailla naytteilla testattujen
rinnakkaisnaytteiden maara oli 5. Tnl reagenssikasettien tuloksista laskettiin naytteiden
spesifiset signaalit, maarityksen herkkyys sekd RMS CV.
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6 TULOKSET

6.1 Biotinyloitujen reagenssien testaustulokset

Biotinyloitujen reagenssien toimivuuden testauksessa laskettiin jokaisen reagenssin pi-
toisuudet (Kaava 3) ja saanto (Kaava 4), seka maaritettiin niiden sitoutumiskapasitee-tit.
Liséksi suoritettiin manuaalinen immunomaaritys luvun 5.1.3 mukaisesti. Biotinylointi-
reagenssin kokonaispitoisuudella tarkoitetaan vasta-aineen pitoisuutta reagenssiliuok-
sessa ja saannolla vasta-aineen maaraa liuoksessa reaktion alkuun verrattuna. Sitoutu-
miskapasiteettimaarityksessa testattiin kuinka suuri osa biotinyloiduista vasta-aineista
pystyy sitoutumaan streptavidiinikaivon pinnalle. Sitoutumiskapasiteettiprosentin perus-
teella laskettiin biotinyloitujen reagenssien todelliset pitoisuudet. Todellisella pitoisuudel-
la tarkoitetaan reagenssiliuoksessa olevien konjugoituneiden vasta-aineiden pitoisuutta.
Taulukossa 6 on esitetty opinnaytetydssa biotinyloitujen PCT ja Tnl vasta-aineiden pitoi-
suudet, saantoprosentit seka todelliset biotinyloitujen vasta-aineiden pitoisuudet.

Taulukko 6. Biotinyloitujen vasta-aineiden testaustulokset.

Vasta-ai- Biotinyloidun
neen pitoi- vasta-aineen
suus Sitoutumiska- pitoisuus
Biotinyloitu vasta-aine  (M3/M) Saanto-% pasiteetti (mg/ml)
PCT-diSH-BIO-1 1.2 65 % 49 % 0.6
PCT-diSH-BIO-2 1.3 51 % 58 % 0.7
PCT-diSH-BIO-3 1.0 54 % 47 % 0.5
PCT-diSH-BIO-4 1.0 68 % 32 % 0.3
PCT-BMCC 0.4 69 % 95 % 0.4
Tnl1-diSH-BIO-1 0.9 48 % 33% 0.3
Tnl2-diSH-BIO-1 14 73 % 13% 0.1
TnlI3-diSH-BIO-1 1.8 60 % 13% 0.2

Manuaalisten immunomaaritysten tuloksista laskettiin jokaisen maarityksen taustasig-
naalien keskiarvo seka jokaisen naytteen prosentuaalinen variaatiokerroin (Kaava 7) ja

spesifinen signaali (Kaava 8). Standardi A taustasignaalin, naytteen spesifisen signaalin

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Annina Siltanen



40

seka naytteen pitoisuuden avulla laskettiin maarityksen herkkyys 10 % variaatiokertoi-
mella (Kaava 9). Standardin B (PCT 0.2 ng/L, Tnl 19.3 ng/ml) herkkyytta kaytettiin vertai-
lutekijana eri biotinylointireagenssien valilla. Taulukossa 7 ja Taulukossa 8 on esitetty
PCT ja Tnl manuaalisista immunomaaritystuloksista lasketut standardi B variaatiot, spe-
sifiset signaalit seka herkkyydet 10 % variaatiokertoimella. Troponiinimaarityksessa kay-

tettiin kaikkia kolmea biotinyloitua vasta-ainetta (Tnl1-Tnl3) yhdessa maarityksessa.

Taulukko 7. PCT immunomaaritystuloksista lasketut toimintaparametrit.

Ref. PCT  diSH- diSH- diSH- diSH- BMCC
BIO-1 BIO-2 BIO-3 BIO-4

Maarityksen taustasignaali 642 891 905 744 874 711

Std B variaatio (CV %) 6.5 15.8 11.2 6.7 10.9 11.9
Std B spesifinen signaali 351 237 270 280 232 352

Herkkyys (10 % CV)

ng/L (std B) 0.062 0.127 0.113 0.090 0.128 0.068

Taulukko 8. Tnl immunomaé&aritystuloksista lasketut parametrit.

BMCC (ref) diSH-BIO-1
Mé&arityksen taustasignaali 549 553
Std B variaatio (CV %) 10.5 1.9
Std B spesifinen signaali 2 496 2485
Herkkyys (10 % CV)
ng/ml (std B) 0.850 0.861

6.2 Leimattujen vasta-aineiden testaustulokset

RTKU:n tuotekehityksessa valmistettujen leimattujen PCT vasta-aineiden Leima-1 ja
Leima-2 toimivuus testattiin manuaalisella immunomé&arityksella kappaleen 5.2 mukai-
sesti. Immunomaaritysten tuloksista laskettiin maarityksen taustasignaalien keskiarvo,
seka jokaisen naytteen prosentuaalinen variaatiokerroin (Kaava 7) ja spesifinen signaali

(Kaava 8). Standardi A taustasignaalin, ndytteen spesifisen signaalin seka naytteen pi-
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toisuuden avulla laskettiin maarityksen herkkyys 10 % variaatiokertoimella (Kaava 9).
Standardin B (0.2 ng/L) herkkyytta kaytettiin vertailutekijana eri leimareagenssien valilla.
Taulukossa 9 on esitetty leimareagenssien PCT manuaalisten immunomaaritysten tulok-
sista lasketut standardi B variaatiot, spesifiset signaalit seka herkkyydet 10 % variaatio-

kertoimella. Tassa maarityksessa kaytettiin PCT spesifista valikerrosta (3-177).

Taulukko 9. Leima-vasta-aineiden immunomaarityksista lasketut parametrit (PCT vali-
kerros).

TEKES-Eu (ref) Leima-1 Leima-2
Maarityksen taustasignaali 642 4 169 5 146
Std B variaatio (CV %) 6.5 17.1 15.3
Std B spesifinen signaali 351 -1 591 -2 041
Herkkyys (10 % CV)
ng/L (std B) 0.062 -0.085 -0.089

Uusilla leimareagensseilla havaittiin, ettd niiden taustasignaali oli suurempi kuin std B
signaali. Taman vuoksi testattiin madritysta myos tuotekehityksen Tnl vélikerroksella.
Tama valikerros sisaltaa epaspesifista sitoutumista vahentavia estoaineita. Taulukossa
10 on esitetty uudella vélikerroksella tehtyjen immunomaaritysten toimivuusparametrit.
Taman testin perusteella myos uusien leimareagenssien avulla valmistettujen PCT kui-
vareagenssikaivojen valmistuksessa kaytettiin tuotekehityksen Tnl spesifista valiker-

rosta.

Taulukko 10. Leimavasta-aineiden immunomaarityksista lasketut parametrit (tuotekehi-
tyksen Tnl valikerros).

TEKES-Eu (ref) Leima-1 Leima-2
Maarityksen taustasignaali 479 306 1215
Std B variaatio (CV %) 7.8 13.0 15.3
Std B spesifinen signaali 451 999 1286
Herkkyys (10 % CV)
ng/L (std B) 0.043 0.010 0.032
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6.3 Kuivareagenssikaivojen testaustulokset

Opinnaytetydssa valmistetut kuivareagenssikaivot testattiin uudella AURA immu-
noanalysaattorilla kappaleen 5.4 mukaisesti. Tarkoituksena oli verrata uusien biotinyloin-
tireagenssien toimivuusparametreja referenssimaaritykseen (AQT PCT ja Kaivol4-ref).
Opinnayteyon varsinainen tulos uusien biotinylointireagenssien osalta saadaan vertaa-
malla uudella analysaattorilla maaritettyjen tulosten toimintaparametreja (herkkyys ja va-

riaatiokerroin) keskenaan.

6.3.1 PCT reagenssikaivojen tulokset

PCT vasta-aineella biotinyloituja reagensseja testattiin kolmella eri leimareagenssivaih-
toehdolla. Referenssi TEKES-Eu leimareagenssia kayttamalla valmistetut kuivarea-
genssikaivot (AQT PCT, Kaivo2-Kaivo6) testattiin kappaleen 5.4.1 mukaisesti kayttaen
inkubaatioaikaslottia 6 (ref). Lisdksi inkubaatioaikasloteilla 3 ja 1 testattiin reagenssivaih-
toehdot AQT PCT, Kaivo2 ja Kaivo6. Samoilla naytteilla testattiin myds AQT PCT kayt-
téen kalibroitua AQT90 FLEX analysaattoria. Kuivareagenssien kokoonpanot ovat nah-
tavissd Taulukossa 3. Kuivakaivovaihtoehdoilla AQT PCT, Kaivo2-Kaivo6 saadut toimi-
vuusparametritulokset ovat nahtavissa Taulukossa 11. Samassa taulukossa on nahta-
villa myds AQT90 FLEX analysaattorilla saadut tulokset. Vertailtavina toimivuusparamet-
reina kaytettiin naytteiden PCT LOW kontrolli (0.66 ng/L), HPL3 (0.085 ng/L) ja EPL3
(0.053 ng/L) herkkyyksia 10 % variaatiokertoimella.
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Potilasnaytteet (Taulukko 5) testattiin uudella AURA analysaattorilla PCT kuivakaivo-
vaihtoehdoilla AQT PCT, Kaivo2 ja Kaivo6 inkubaatioaikasloteilla 6 ja 1. Kalibroidun
AQT90 FLEX PCT maarityksen tuloksia kaytettiin potilasnaytteiden pitoisuuksina. Jokai-
sesta potilasnaytteesta laskettiin herkkyys 10 % variaatiokertoimella (Kaava 9). Taulu-

kossa 12 on esitetty testattujen potilasnaytteiden herkkyydet.

Taulukko 12. Potilasnaytteiden herkkyydet reagenssivaihtoehdoilla AQT PCT, Kaivo2 ja
Kaivo6.

Potilasnayte AQT PCT Kaivo2 Kaivo 6
Slot 6 Slot 1 Slot 6 Slot 1 Slot 6 Slot 1
P1, 0.14 ng/L 0.072 0.026 0.023 0.015 0.030 0.014
P2, 3.69 ng/L 0.017 0.023 0.011 0.016 0.011 0.014
P3, 6.24 ng/L 0.012 0.028 0.010 0.023 0.009 0.019
P4, 73.7 ng/L 0.004 0.007 0.003 0.004 0.003 0.003
P5, 0.18 ng/L _ _ 0.013 0.014 0.012 0.011
P6, 0.37 ng/L _ _ 0.010 0.013 0.010 0.011
P7,1.18 ng/L _ _ 0.009 0.012 0.008 0.008
P8, 2.15 ng/L _ _ 0.008 0.012 0.007 0.008
P9, 29.8 ng/L _ _ 0.003 0.006 0.003 0.005
Herkkyyksien
KA (10% CV) | 0.026 0.021 0.010 0.013 0.010 0.010

Kaivo2 ja Kaivo3 maaritysten potilasndytesignaalien korrelaatio AQT90 PCT maarityk-
sen signaaleihin verrattuna on nahtavilla Kuvio 1 ja Kuvio 2. Korrelaation avulla voidaan
nahda mittaako uudet maaritykset uudella AURA immunoanalysaattorilla samaa kuin re-
ferenssimaaritys AQT90 FLEX analysaattorissa. Mita lahempana korrelaatiokerroin R2

on lukua 1.0, sitd vahvempi méaaritysten valinen korrelaatio on.
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PCT potilasnaytteiden signaalien korrelaato AQTS0 FLEX referenssimaarityksen

ja Kaivo2 maarityksen valilla
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Kuvio 1. PCT potilasnaytesignaalien korrelaatio referenssiin Kaivo2 reagenssikaivoilla.

PCT potilasniytteiden signaalien korrelaato AQT90 FLEX referenssimaérityksen

ja Kaivo6 maarityksen vililla
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Referenssi PCT signaali (AQT90 FLEX)

Kuvio 2. PCT potilasnaytesignaalien korrelaatio referenssiin Kaivo6 reagenssikaivoilla.

Koska herkkyyden lisaksi yhtena vertailtavana toimintaparametrina kaytettiin maarityk-
sen variaatiota, laskettiin AQT PCT, Kaivo2 ja Kaivo6 maaritysten RMS CV arvot. RMS

CV laskettiin Kaava 10 avulla. Taulukossa 13 on esitetty naiden maaritysten RMS CV
arvot. Arvojen laskemiseen on kaytetty naytteiden LOW PCT Ctrl, HPL3 ja EPL3 variaa-

tiokertoimet inkubaatioaikasloteilla 6, 3 ja 1.
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Taulukko 13. Reagenssikaivojen Kaivol-ref, Kaivo2 ja Kaivo6 RMS CV arvot.

Kaivol-ref Kaivo2 Kaivob

RMS CV 4.5 10.1 3.6

PCT reagenssikaivot uusilla leimavasta-aineilla (Kaivo7-Kaivol3) testattiin kappaleen
5.4.1. mukaisesti. Reagenssikaivovaihtoehdoilla Kaivo7-Kaivol2 leimavasta-aineena
kaytettiin reagenssia Leima-1 ja vaihtoehdolla Kaivol3 reagenssia Leima-2 (Taulukko
3). Testaus tehtiin uudella AURA immunoanalysaattorilla kayttaen inkubaatioaikaslottia
6 ja referenssina kaytettiin AQT PCT AURA-tuloksia. Taulukossa 14 on esitetty PCT rea-
genssikaivojen toimivuusparametrit leimavasta-aineella Leima-1 ja Taulukossa 15 leima-

vasta-aineella Leima-2 seka vertailuna AQT PCT tulokset.

Taulukko 14. Reagenssikaivojen Kaivo7-Kaivol2 toimivuusparametrit.

Kaivo7 Kaivo8 Kaivo9 Kaivol0 Kaivoll Kaivol2

Taustasignaali 3071 2620 2505 2421 2394 2718
LOW Ctrl CV% 7.6 0.3 3.2 3.8 4.5 2.9
LOW Citrl spesifinen

signaali 16 672 16762 17477 14155 15 854 20 543
LOW Ctrl herkkyys

(10 % CV, ng/L) 0.020 0.017 0.015 0.018 0.016 0.014

Taulukko 15. Reagenssikaivojen Kaivol3 sekd AQT PCT (ref) toimivuusparametrit.

Kaivo13 AQT PCT

Taustasignaali 2 657 3 849
LOW Citrl CV% 7.1 2.3
LOW Citrl spesifinen signaali 13203 27 616
LOW Ctrl herkkyys

(10 % CV, ng/L) 0.024 0.015
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Koska aiemman tutkimuksen (Jaakkola, 2018) mukaan uudet leimareagenssit Leima-1
ja Leima-2 antoivat NT-proBNP analyytilla korkeampaa spesifista signaalia kuin refe-
renssina kaytetty TEKES-Eu, testattiin uudella analysaattorilla AQT PCT ja Kaivo7 PCT
LOW Citrl:sta tehdyilla laimennoksilla. Taman testin perusteella voitiin maarittaa, johtuu-
ko uusien leimavasta-aineiden alhainen signaalitaso maarityksen epaspesifisesta sitou-
tumisesta. Kuviossa 3 on ndhtavissa naytteen laimentamisen vaikutus maaritysten sig-

naalitasoon.

Kaivol-ref ja Kaivo7 sigaalitasot laimennetulla PCT LOW
Ctrl-naytteelld

30000

25000

20000

15000

Signal

10000

5000

PCT LOW Ctrl PCT LOW Ctrl 1:1 PCT LOW Ctrl 1:4
W Kaivol-ref 27616 12160 5354
M Kaivo7 16672 6741 2755

Kuvio 3. PCT LOW Ctrl -naytteen laimennosten antamat signaalitasot.

6.3.2 Tnl kuivareagenssikaivojen tulokset

Opinnaytetydssa valmistettujen Troponiini | reagenssikaivojen kokoonpanot on esitetty
Taulukossa 4. Tnl reagenssikaivot testattiin kappaleen 5.4.2 mukaisesti. Reagenssikai-
vovaihtoehdot Kaivol4-ref ja Kaivol5 testattiin standardeilla ja naytteilla kayttéden inku-
baatioaikaslottia 4 (ref), 3 ja 1. Saadut tulokset on esitetty Taulukossa 16. Vertailtavina
toimivuusparametreina kaytettiin naytteiden HPL1-HPL4 sekd EPL1-EPL3 spesifisia sig-

naaleja seké herkkyyksia 10 % variaatiokertoimella (Kaava 9).
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Taulukko 16. Reagenssikaivojen Kaivol4-ref ja Kaivol5 toimivuusparametrit inkubaatio-

aikasloteilla 4, 3 ja 1.

Inkubaatioaikaslotti | |Inkubaatioaikas- | Inkubaatioaikas-
4 lotti 3 lotti 1
Kaivo14- Kaivo15 | Kaivo14- Kaivo15 | Kaivo14- Kaivo15
ref ref ref
Taustasignaali 397 351 339 351 303 313
HPL1 spesifinen signaali 542 848 411 649 208 319
HPL1 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.065 0.037 0.073 0.048 0.129 0.087
HPL2 spesifinen signaali 724 908 541 723 281 382
HPL2 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.069 0.049 0.079 0.061 0.136 0.103
HPL3 spesifinen signaali 923 1068 700 900 347 406
HPL3 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.076 0.058 0.086 0.069 0.154 0.136
HPL4 spesifinen signaali 6 933 7273 4 927 6 369 2196 2699
HPL4 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.084 0.071 0.101 0.081 0.202 0.169
EPL1 spesifinen signaali 466 573 353 501 177 216
EPL1 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.083 0.060 0.093 0.068 0.166 0.140
EPLZ2 spesifinen signaali 664 775 483 670 229 273
EPL2 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.085 0.064 0.099 0.074 0.187 0.162
EPL3 spesifinen signaali 77 930 589 768 288 341
EPL3 herkkyys (10 % CV, ng/ml) 0.090 0.066 0.101 0.080 0.184 0.161
Herkkyyksien KA (10 % CV, ng/ml)  0.080 0.059 0.090 0.069 0.165 0.137

Testattujen Tnl reagenssikaivojen keskimaaraisen variaation selvittdmiseksi reagenssi-

kaivovaihtoehtojen Kaivol4-ref ja Kaivol5 RMS CV arvot (Kaava 10) laskettiin kaikista

maaritetyistd HPL ja EPL naytteista, kayttaen kaikkia testattuja inkubaatioaikaslotteja 4,

3 ja 1. Laskuissa kaytettyjen rinnakkaisnaytteiden lukumaara N on 5. Tnl reagenssikai-

vovaihtoehtojen lasketut RMS CV arvot on esitetty Taulukossa 17.
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Taulukko 17. Reagenssikaivojen Kaivol4-ref ja Kaivol5 RMS CV arvot.

Kaivol4-ref Kaivol5

RMS CV 3.4 7.4
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7 PAATELMAT

Opinnaytetydn tavoitteena oli tutkia, pystytaankd uusien biotinylointireagenssien seka
uuden kehitteilla olevan immunoanalysaattorin yhdistelmalla nopeuttamaan PCT méaari-
tyksen lapimenoaikaa. Tavoitteen toteutumisen edellytyksena oli, ettei maarityksen no-
peutuminen vaikuttaisi sen tarkeimpiin toimintaparametreihin, kuten herkkyyteen tai vari-
aatioon. Herkkyyden raja-arvona pidettin AQT90 FLEX analysaattorin PCT herkkyys-
vaatimusta, joka on 0.033 ng/L. Variaation tulee olla mahdollisimman alhainen, mutta
ehdoton vaatimus sille oli AQT90 FLEX analysaattorin PCT variaatiokerroinvaatimus,
alle 10 % CV PCT pitoisuudessa 0.05 ng/L.

AQT90 FLEX referenssiajoissa saavutettiin testatuilla naytteilla PCT herkkyyden kes-
kiarvoksi 0.027 ng/L (Taulukko 11). Referenssimaarityksen inkubaatioaikaslottina kaytet-
tiin nykyisen PCT maarityksen vaatimaa inkubointiaikaa, eli inkubaatioaikaslottia 8. Nain
ollen AQT referenssimaarityksen inkubaatioaika oli 16 min. Uudella kehitteilla olevalla
immunoanalysaattorilla testatun PCT referenssimaarityksen inkubaatioaikana kaytettiin
inkubaatioaikaslottia 6, eli 15 min 54 s. Télle maaritykselle saatiin herkkyyden keskiar-
voksi 0.023 ng/L (Taulukko 11).

Manuaalisessa immunomaarityksessa, jossa reagenssit olivat liuosmuotoisina, uusilla
biotinylointireagensseilla ei nahty etua méaarityksen herkkyydessa (Taulukko 7). Syyta
tahan ei varmasti tiedeta, mutta nayttaisi silta, etta uudet biotinylointireagenssit kestavat
kuivausta paremmin kuin referenssimaaéritys. Opinnaytetytn tavoitteena olikin nahda,
toimiiko uudet reagenssit paremmin kuivakaivoissa. Uusien biotinylointireagenssien
avulla ja referenssi TEKES-Eu leimavasta-aineella valmistettujen kuivareagenssikaivo-
jen maaritystulokset nayttivat olevan herkkyyden osalta parempia kuin referenssimaari-
tys. Inkubaatioaikaslotilla 6 testattujen uusilla biotinylointireagenssien avulla valmistettu-
jen kuivareagenssikaivojen (Kaivo2-Kaivo6) herkkyydet vaihtelivat valilla 0.010-0.017
ng/L referenssimaarityksen herkkyyden ollessa 0.023 ng/L (Taulukko 11).

Jatkotesteihin inkubaatioaikasloteilla 3 ja 1 valittiin diSH-BIO1 -reagenssilla seka BMCC
-reagenssilla valmistetut PCT reagenssikuivakaivot (Kaivo2 ja Kaivo6). Jatkotesteihin
valintaan vaikuttivat herkkyyden liséksi biotinylointireaktion onnistuminen seka reagens-
sin syntetisoinnin helppous. BMCC reagenssi on kaupallinen, joten sité ei tarvitse synte-
tisoida RTKU:n laboratoriossa. Lisaksi sen biotinylointireaktion saanto-% oli korkea

(Taulukko 6) seka sitoutumiskapasiteetti hyva, koska sille on jo aiemmin tehty optimoin-
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tia RTKU:n tuotekehityksessa. diSH-BIO1 syntetisoidaan itse, mutta sen syntetisointi-
prosessi oli helpompi muihin biotinylointireagensseihin verrattuna. Lisaksi my®s sen

biotinylointireaktion saanto-% on korkeahko.

Inkubaatioaikaslotilla 3 maaritettyjen naytteiden herkkyyksien keskiarvot nailla kuivakai-
vovaihtoehdoilla olivat valilla 0.009-0.010 ng/L, referenssin herkkyyden ollessa 0.021
ng/L (Taulukko 11). Uuden analysaattorin maarityksessa inkubaatioaikaslotti 3 tarkoittaa
inkubaatioaikaa 7 min 29 s. Inkubaatioaikaslotilla 1 testattujen AQT PCT referenssin
seka diSH-BIO1 (Kaivo2) ja BMCC (Kaivo6) maaritystulokset uudella immunoanalysaat-
torilla nayttivat olevan herkkyyden osalta samaa tasoa kuin inkubaatioaikasloteilla 6 ja 3
testatut naytteet. Referenssimaarityksen AQT PCT herkkyyden keskiarvon ollessa 0.019
ng/L, Kaivo2 maarityksen herkkyys oli 0.011 ng/L ja Kaivo6 maarityksen herkkyys oli
0.010 ng/L (Taulukko 11). Uuden analysaattorin maarityksessa inkubaatioaikaslotti 1 tar-
koittaa inkubaatioaikana 2 min 29 s. Suurin tekija maarityksen hyvan herkkyyden pysy-
vyyteen inkubaatioajasta riippumatta liittyy maérityksen taustasignaaliin. Kaikilla testa-
tuilla kuivakaivovaihtoehdoilla myds méaarityksen taustasignaali laski inkubaatioajan las-
kiessa. Maarityksen herkkyyden laskukaava (Kaava 9) huomioi naytteen spesifisen sig-
naalin lisaksi myds maarityksen taustasignaalin. Inkubaatioajan laskiessa, tunnetusti
my0s naytteesta saatava signaali pienenee. Opinnadytetydssa testatuilla kuivakaivoilla
maarityksen tausta naytti kuitenkin laskevan samassa suhteessa naytteen signaalien

kanssa, joten vaikutus herkkyyteen oli pieni.

PCT potilasnaytteiden antamien signaalien korrelaatio AQT90 FLEX referenssimaarityk-
seen verrattuna oli hyvat molemmilla testatuilla reagenssikaivovaihtoehdoilla Kaivo?2 ja
Kaivo6 (Kuvio 1 ja Kuvio 2). Korrelaatiokertoimet inkubaatioaikaslotilla 6 olivat R2 =
0.9969 (Kaivo2) ja R2 = 0.9909 (Kaivob6) ja inkubaatioaikaslotilla 1 korrelaatiokertoimet
olivat R2 = 0.9822 (Kaivo2) ja R2 = 0.9766 (Kaivo6). Korrelaatio on sitd voimakkaampi,
mitd lahempéna lukua 1.0 se on. Saatujen korrelaatiokertoimien perusteella voidaan
paatella, ettd opinnaytetydssa valmistetut PCT reagenssikaivot mittaavat reagenssikai-

vosta samaa kuin referenssimaaritys.

Uusilla leimareagensseilla ei saatu odotettua parannusta méaarityksen herkkyyteen.
Aiempien tutkimusten (Jaakkola, 2018) perusteella kuivakaivojen naytteestd antaman
spesifisen signaalin odotettiin Leimal ja Leima2 reagensseilla olevan kaksi kertaa kor-
keampia kuin referenssileima TEKES-Eu:lla. N&in ei kuitenkaan ollut, vaan uudet leima-
reagenssit antoivat vain noin 60 % referenssileimalla valmistettujen kuivakaivojen sig-

naalista (Taulukko 14 ja Taulukko 15). Tama ei ilmeisesti kuitenkaan johtunut maarityk-
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sen epaspesifisesta sitoutumisesta, koska siind tapauksessa naytteen antaman signaa-
lin olisi pitanyt nousta referenssimaaritystéd voimakkaammin naytettéa laimennettaessa
(Kuvio 3). Uusien leimareagenssien mahdollinen kaytto tulevaisuudessa PCT maarityk-
sessd vaatiikin viela listestausta ja optimointia esimerkiksi vasta-aineeseen konjugoin-
nin osalta. Opinnaytetydssa saatiin kuitenkin optimoitua Leimal ja Leima2 reagenssien
avulla suoritettavaa PCT maaritysta vaihtamalla PCT spesifinen valikerros tuotekehityk-
sen Tnl spesifiseen valikerrokseen. Nain saatiin maarityksen taustaa laskettua huomat-
tavasti (Taulukko 9 ja Taulukko 10). Uusien leimareagenssien tutkimusta tAman opin-
naytetyon puitteissa ei kuitenkaan jatkettu, koska ne eivéat antaneet referenssi TEKES-

Eu -leimaa parempia tuloksia.

Opinnaytetydssa haluttiin myos testata, saadaanko diSH-BIO1 biotinylointireagenssilla
etua tuotekehityksessa olevaan Tnl maaritykseen, jossa kaytossa on BMCC biotinyloin-
tireagenssi. Inkubaatioaikasloteilla 4, 3 ja 1 testattujen Kaivol4-ref (BMCC) ja Kaivol5
(diSH-BIO1) tulosten perusteella néahtiin, ettéd diSH-BIO1 biotinylointireagenssin avulla
valmistettujen kuivareagenssikaivojen antamien spesifisten signaalien taso on keski-
maarin noin 12 % korkeampi kuin BMCC:n (Taulukko 16). Tama parantaa Kaivol5 mé&a-
rityksen herkkyytta verrattuna referenssimaaritykseen Kaivol4-ref. Inkubaatioaikaslotilla
4 mitattujen herkkyyksien keskiarvot olivat 0.08 ng/ml (Kaivol4-ref) ja 0.06 ng/ml (Kai-
vol5). Inkubaatioaikaslotilla 3 testattujen maaritysten keskimaaraiset herkkyydet olivat
0.09 ng/ml seka 0.07 ng/ml ja inkubaatioaikaslotilla 1 en&& 0.165 ng/ml ja 0.137 ng/ml.
Herkkyyksien heikentymiseen inkubaatioajan laskiessa nayttaisi vaikuttavan jo alun pe-
rin matala taustasignaali. Taustasignaalin lasku verrattuna naytteiden signaalitason las-
kuun ei ole riittava yllapitamaan maarityksen herkkyytta. Tuotekehityksen Tnl maarityk-
sen tarkeimpéana toimintaparametrina nahdaén sen herkkyys, eikd maarityksen lapime-
noaikaa ole tarvetta laskea. Nain ollen diSH-BIO1 reagenssi nayttaisi hyvalta vaihtoeh-
dolta BMCC reagenssiin verrattuna. Toisaalta diSH-BIO1 biotinylointireaktion huonompi
saanto-% ja sitoutumiskapasiteettitulos (Taulukko 6) seka maéarityksen suurempi variaa-
tio (Taulukko 17) BMCC reagenssiin verrattuna tarkoittaa, etta sen kayttdonotto vaatii

useiden eri prosessien optimointia.

Maaritysten herkkyyksien laskemiseen kaytetty kaava (Kaava 9) kayttaa oletusvariaatio-
kertoimena arvoa 10 % CV. Todellisuudessa maarityksen herkkyyteen vaikuttaa myds
sen variaatio, joten variaatiokertoimen halutaan olevan mahdollisimman pieni. Tassa
opinnaytetytssa referenssimaarityksind kéaytettin RTKU:n tuotannon valmistamia PCT

reagenssikuivakaivoja ja RTKU:n tuotekehityksen valmistamia Tnl reagenssikaivoja,
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joiden valmistusprosesseja on optimoitu pitkélle. Opinnaytetytssa valmistettujen
biotinyloitujen vasta-aineiden tai kuivareagenssikaivojen valmistusprosessia ei ollut mil-
laan tavalla optimoitu, joten niistd aiheutuvien variaatiolahteiden oletetaan olevan suu-
rempia kuin referenssimaaritysten. Taman vuoksi paadyttiin vertailemaan 10 % CV vari-
aatiokertoimella laskettuja herkkyyksia. Maarityksista laskettujen RMS CV arvojen (Tau-
lukko 13 ja Taulukko 17) perusteella voidaan kuitenkin nahda, ettéa diSH-BIO1 rea-gens-
silla valmistettujen kuivareagenssikaivojen variaatio oli muita vertailtuja biotinylointi-rea-
gensseja korkeampi lapi testien. TAma luultavasti tarkoittaa, etta diSH-BIO1 biotinyloin-
tireaktio vaatii viela optimointia.

Loppupaatelména voidaan sanoa, etta opinnaytetydn tarkoituksena ollut PCT méaarityk-
sen lapimenoajan nopeuttaminen uudella immunoanalysaattorilla on mahdollista. Tes-
tien avulla laskettujen herkkyyksien perusteella PCT maarityksen inkubaatioajaksi joko
diSH-BIO1 tai BMCC biotinylointireagenssien seka uuden analysaattorin yhdistelmalla
riittdd yksi inkubaatioaikaslotti. Talléin PCT maarityksen inkubaatioajaksi jad 2 min 29 s
ja lapimenoajaksi 7 min 50 s. Nykymaarityksen lapimenoaika AQT90 FLEX analysaatto-
rissa on 20 min 18 s, joten parannusta l&pimenoaikaan saadaan 12 min 28 s. Myos PCT
referenssimaaritykselld paastaan herkkyysvaatimukseen 0.033 mg/L inkubaatioaikaslo-
tilla 1, mutta diSH-BIO1 ja BMCC reagensseilla méarityksen herkkyys nayttaisi samalla
inkubaatioajalla olevan noin kaksi kertaa parempi. BMCC reagenssin biotinylointireakti-
on toimivuus, seka silla valmistettujen reagenssikaivojen pieni variaatio tekee siitéd diSH-
BIO1 reagenssiin ndhden paremman vaihtoehdon. On kuitenkin otettava huomioon, etta
opinnaytetyssa testattujen naytteiden ja rinnakkaisnaytteiden lukumaara on suhteelli-
sen pieni, joten varmuuden saamiseksi tarvitaan viela lisatestausta. Taman tutkimuksen
luotettavuutta kuitenkin lisaa se, etta tulokset ovat olleet saman suuntaisia lapi tutkimuk-

sen.
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