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TERBIUM-KELAATIN KAYTTOONOTTO JA
OPTIMOINTI LEIMAUSPROSESSISSA

Opinnaytetydn tavoitteena oli ottaa kayttdon uusi terbium-kelaattierd ja optimoida sen kayttoa
tuotannon leimausprosessia varten. Kayttéonotto ja optimointi suoritettin Labmaster Oy:n
laadunhallintajarjestelmien seka laakinnallisia instrumentteja sek@ reagensseja koskevien
saaddsten mukaisesti. Aiemmin yrityksessa oli kaytetty vain yhta, toisen valmistajan valmistamaa
terbium-kelaattia. Ty toteutettiin Labmaster Oy:n Kaarinassa sijaitsevissa laboratoriotiloissa.

Uudella terbium-kelaattieralla tehtiin kaksi leimausta. Leimatut vasta-aineet karakterisoitiin
maarittamalla leima-aste levynlukijalla ja vasta-aineen pitoisuus spektrofotometrisesti

biofotometrilla. Kaytannén kokeellinen toiminnan osoittaminen suoritettiin
elektrokemiluminesenssista syntyvda valoa mittaavalla Labmaster LUCIA™ Analyzer
-vierianalytiikkalaitteella. Laadunvalvontana toimivat karakterisointi seka

elektrokemiluminesenssin  mittaukset. Niilld varmistuttin uuden kelaatin oikeanlaisesta
toiminnasta Labmaster Oy:n leimausprosessissa. Tulosten oikeellisuus varmistettiin kayttamalla
yrityksen sisaisen ohjeistuksen mukaisia menetelmia seka suorittamalla mittaukset rinnakkaisilla
naytteilla.

Karakterisoinnin ja laadunvalvonnan tuloksena uusi terbium-kelaattiera voitiin hyvaksya kayttéon
yrityksen leimausprosessissa. Sen havaittiin antavan samankaltaisia tuloksia aikaisemmin
kaytdssa olleen kelaattierdn kanssa. Uusi terbium-kelaattierd tulee jatkossa mahdollistamaan
Labmaster Oy:n tuotannon laajentamista ja Labmaster LUCIA™ Analyzer -vierianalytiikkalaitteella
suoritettavien testien kehittamista.
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INTRODUCTION AND OPTIMIZATION OF
TERBIUM CHELATE IN LABELING PROCESS

The aim of the thesis was to introduce a new batch ot terbium chelate and optimize its use for the
production’s labeling process. The introduction and optimization were performed in accordance
with Labmaster Oy’s quality management systems and regulations for medical instruments and
reagents. Previously, the company had used only one terbium chelate from another manufacturer.
The practical work of the thesis was carried out in Labmaster Oy’s laboratory premises in Kaarina.

Two labels were made with the new batch of terbium chelate. The labeled antibodies were
characterized by determining the labeling degree with a plate reader and the antibody
concentration spectrophotometrically with a biophotometer. A practical experimental
demonstration of performance was performed with a Labmaster LUCIA™ Analyzer point-of-care
device measuring light from  electrochemiluminescence.  Characterization  and
electrochemiluminescence measurements served as quality control. They ensured the correct
operation of the new chelate in Labmaster Oy’s labeling process. The accuracy of the results was
confirmed by using methods in accordance with the company’s internal guidelines and by
performing measurements on parallel samples.

As a result of the characterization and the quality control, a new batch of terbium chelate could
be approved for use in the company’s labeling process. It was found to give similar results to a
previously used chelate batch. In the future the new batch of terbium chelate will enable the
expansion of Labmaster Oy’s production and the development of tests for the Labmaster LUCIA™
Analyzer.

KEYWORDS:

terbium, point-of-care, luminescence



SISALTO

KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO
1 JOHDANTO

2 LABMASTER OY
2.1 Labmaster LUCIA™ Analyzer

3 TEORIA

3.1 Laatujarjestelmat

3.2 Vierianalytiikka

3.3 Lantanidikelaatit

3.4 DELFIA® -teknologia

3.5 Elektrokemiluminesenssi

3.6 Kromatografia

4 LEIMAUSPROSESSI

4.1 Koeleimaus
4.1.1 Kelaattiiliuoksen valmistus
4.1.2 Leimareaktio
4.1.3 Karakterisointi
4.1.4 ECL-mittaus
4.1.5 Tulokset

4.2 Varsinainen leimaus
4.2.1 Leimareaktio
4.2.2 Karakterisointi
4.2.3 ECL-mittaus
4.2.4 Tulokset

5 POHDINTA JA YHTEENVETO

LAHTEET

10
10
11
11
13
14
15

16
17
17
18
19
19
19
20
20
22
23
23

26

27



KAAVAT

Kaava 1. DTPA-ITC-Tb-kelaatin ylimaara koeleimauksessa.
Kaava 2. DTPA-ITC-Tb-kelaatin ylimaara varsinaisessa leimauksessa.

KUVAT

Kuva 1. LUCIA™ Analyzer ja kasetteja.

Kuva 2. Esimerkkeja lantanidikelaateista. (Wang ym. 2005, 5.)

Kuva 3. Europium-kelaatin emissiospektri. (CD-Bioparticles. (Mukaillen))
Kuva 4. Aikaerotteinen fluorometria. (BMG Labtech. (Mukaillen))

Kuva 5. FPLC prosessikaavio. (News-Medical.Net 2019. (Mukaillen))
Kuva 6. Victor X4 -levynlukija.

Kuva 7. Tyossa kaytetty kromatografialaitteisto, kolonni ja naytelooppi.
Kuva 8. Ty0ssa kaytetty fraktionkeraaja.

Kuva 9. Varsinaisen leimauksen puhdistuskromatogrammi.

Kuva 10. Puhdistuskromatogrammin ensimmainen piikki.

Kuva 11. Puhdistuskromatogrammin toinen piikki.

KUVIOT

Kuvio 1. Leimausprosessin prosessikaavio.

TAULUKOT

Taulukko 1. Kelaattilaimennosten signaalit

Taulukko 2. Koeleimauksen karakterisoinnin tulokset.

Taulukko 3. Koeleimausten LUCIA™-mittaustulokset.

Taulukko 4. Varsinaisen leimauksen karakterisoinnin tulokset.
Taulukko 5. Varsinaisen leimauksen LUCIA™ ECL-mittausten tulokset.

18
20

12
12
14
15
18
21
22
23
24
24

16

17
19
20
24
25



KAYTETYT LYHENTEET TAI SANASTO

CRP C-reaktiivinen proteiini

CV % Variaatiokerroin, keskihajonnan ja keskiarvon suhdeluku
DTPA Dietyleenitriamiinipentaetikkahappo

DELFIA® Lantanidikelaatteihin ja aikaerotteiseen fluorometriaan pe-

rustuva maaritysmenetelma

(Dissociation-enhanced lanthanide fluorescence immonoas-

say)

ECL Elektrokemiluminesenssi

FPLC Nopean proteiinin kromatografia (fast protein liquid chroma-
tography)

IgG Immunoglobuliini G

ISO International Organization for Standardization

ITC Isotiosyanaatti

KA Keskiarvo

POC Point-of-care tai vierianalytiikka

us Mikrosekunti, 10 sekuntia

Tb Terbium

UP Ultrapuhdas



1 JOHDANTO

Opinnaytetydssa suoritettiin uuden DTPA-ITC-Tb-kelaattieran (Dietyleenitriamiinipenta-
etikkahappo-isotiosyanaatti-terbium) kayttéénotto ja optimointi leimausprosessissa. Ke-
laattiera karakterisoitiin ja sille suoritettiin kokeellinen toiminnan ja soveltuvuuden tarkas-
tus Labmaster Oy:n leimausprosessiin. Kelaattieralle suoritettiin kaksi leimausta, joista
ensimmaisella varmistettiin kelaattieran toiminta ja toinen valmistettiin Labmaster Oy:n

tuotannon ohjeiden mukaisesti jatkokayttéa varten.

Opinnaytetydn kaytannon tyévaiheet toteutettin Labmaster Oy:n Kaarinassa sijaitse-
vissa laboratoriotiloissa noudattaen ISO 13485:2016 ja 1SO 9001:2015-standardien
edellyttamia toimintatapoja. Yhtiossa on aiemmin kaytetty vain yhta kelaattieraa, jonka
vaheneminen on johtanut uuden kelaattieran tarpeeseen toiminnan jatkumisen takaa-
miseksi. Eri valmistajalta peraisin olevan kelaattieran toiminta Labmaster Oy:n leimaus-
prosessissa tarkastettiin. Sen soveltuvuus testattiin vertaamalla uutta eraa aiemmin kay-
tdssa olleeseen ja toimivaksi todettuun kelaattieraan. Leimattua kelaattieraa tullaan hyo-
dyntamaan Labmaster Oy:n LUCIA™ Analyzer -diagnostiikkatyokalun kehittamisessa ja

tuotannon laajentamisessa.

Opinnaytetyon alussa esitelladn kohdeyritys Labmaster Oy seka yrityksen diagnostiik-
katyokalu Labmaster LUCIA™ Analyzer. Teoriaosuudessa kasitellaan yrityksen laatujar-
jestelmia, vierianalytiikkaa, lantanidikelaatteja ja niiden kaytt6a DELFIA®-maarityksessa,
elektrokemiluminesenssia seka kromatografiaa. Teorian jalkeen kuvataan opinnaytetyon
kaytannon tyovaiheet, jotka ovat koeleimaus seka varsinainen leimaus seka niistad saa-

dut tulokset. Lopuksi esitetdan pohdintaa tydnkulusta.



2 LABMASTER OY

Labmaster Oy on Kaarinassa sijaitseva, vuonna 1985 perustettu diagnostiikka-alan yri-
tys. Se keskittyy tuottamaan innovatiivisia point-of-care -diagnostiikkatytkaluja rutiini-
diagnostiikan ja tutkimuksen sovelluksiin. Labmaster Oy:n tuotevalikoima sisaltaa diag-

nostiikkatyokaluja ihmisille tai elaimille suoritettaviin in vitro-analyyseihin.

2.1 Labmaster LUCIA™ Analyzer

Labmaster Oy:n merkittavin tuote on vierianalytiikkalaite Labmaster LUCIA™ Analyzer
(Kuva 1). Labmaster LUCIA™ Analyzer on katodiseen elektrokemiluminesenssiin perus-
tuva analyyttinen instrumentti, jota kaytetdan analyyttien kvantitatiiviseen tai kvalitatiivi-
seen madrittdmiseen naytteesta. Naytteena voidaan kayttdd puskuriliuoksella laimen-
nettua verta tai veresta erotettuja komponentteja. Esimerkiksi Labmaster LUCIA™ CRP
-testilla (C-reaktiivinen proteiini) voidaan maarittaa veresta tai seerumi naytteestd CRP-
arvo, jonka kohoaminen kertoo mahdollisesta tulehduksesta. LUCIA™-mittauksissa
kaytetdan kertakayttoisia kasetteja (Kuva 1). Kasetit on kasitety vasta-aineella, joka

maarittda mitattavan analyytin.

Testin tulos perustuu immunokemiallisen kompleksin muodostumiseen vasta-aineiden
ja analyytin valilla. Kompleksissa on analyytin tunnistavia vasta-aineita, joilla analyytti
sitoutuu LUCIA™-kasetin piisiruun. Luminoforilla leimattu vasta-aine kuivataan
membraanikalvolle tai suoraan piisirulle. Nayte annostellaan LUCIA™-kasetin piisirulle,
jossa vasta-aine reagoi analyytin kanssa. Sitoutumaton vasta-aine erotetaan
automaattisella pesuvaiheella. Leimattu vasta-aine-analyyttikompleksi viritetdan
sahkovirralla. Aiheutuva elektrokemiluminesenssi mitataan mikroprosessorilla, joka
laskee analyytin konsentraation. Mittatulos nakyy Labmaster LUCIA™ Analyzerin
ruudulla. (Labmaster 2021.)



Kuva 1. Labmaster LUCIA™ Analyzer ja kasetteja.
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3 TEORIA

3.1 Laatujarjestelmat

Laatujarjestelmilla tarkoitetaan laadunhallintajarjestelmia prosessien ja johtamisen laa-
dun osoittamiseksi seka varmistamiseksi. Laatujarjestelman voi sertifioida ainoastaan
Finaksen akkreditoima, eli patevaksi todettu, sertifiointilaitos. Laatusertifikaatin yritys saa
lapaistyaan akkreditoidun sertifiointilaitoksen suorittaman auditoinnin, jossa arvioidaan
puolueettomasti tayttaako organisaatio sille asetetut vaatimukset. (Talentree.) Labmas-
ter Oy:lla on ISO 13485:2016 seka ISO 9001:2015 -standardeille sertifikaatit in vitro -
diagnostisten Iaakinnallisten laitteiden, reagenssien ja instrumenttien suunnitteluun, ke-
hittdmiseen ja valmistukseen. ISO-standardit ovat Kansainvalisen Standardisoimisjarjes-
tén (ISO, International Organization for Standardization) luomia kansainvalisesti tunnus-

tettuja standardeja.

ISO 9001:2015 -standardissa maaritellaan yleisesti organisaation laadunhallintajarjes-
telmia koskevat vaatimukset. Se ja siina esitetyt vaatimukset ovat yleisia ja kaikille orga-
nisaatioille tarkoitettuja riippumatta niiden koosta, tyypista tai niiden tuottamista tuotteista
ja palveluista. ISO 9001:2015 tarkoituksena on toimia organisaation tai yrityksen todis-
teena osoittaakseen kykynsa tuottaa tuotteita ja palveluita, jotka tayttavat tuotetta tai pal-
velua koskevat lakien ja viranomaisten vaatimukset sekd asiakkaiden vaatimukset. Li-
saksi sen tarkoitus on lisata asiakastyytyvaisyytta. Siihen pyritdan soveltamalla jarjestel-
maa, joka sisaltda varmistavia prosesseja jarjestelmien parantamiseen seka viranomais-

ten ja lakien vaatimusten tayttdmiseen. (Suomen Standisoimisliitto SFS ry 2015.)

ISO 13485:2016 on kansainvalisesti tunnustettu laadunhallintajarjestelma laakinnallisille
laitteille. Se on tarkoitettu organisaatioille, jotka haluavat osoittaa pystyvansa tarjoamaan
Iaakinnallisia laitteita seka niihin liittyvia palveluita tayttden asiakkaiden ja viranomaisten
asettamat vaatimukset. (Suomen Standisoimisliitto SFS ry 2016.) ISO 13485:2016 -ser-
tifikaatin omaava organisaatio osoittaa sitoutumisensa turvallisuuteen ja laatuun seka

sitd usein edellytetdan osana laakinnallisten laitteiden hyvaksymisprosessia (DNV).
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3.2 Vierianalytiikka

Vierianalytiikka eli point-of-care tai POC on laboratoriotasoista diagnostista analytiikkaa,
joka suoritetaan kliinisen laboratorion ulkopuolella vierimittareilla. Vieritesti voidaan suo-
rittaa potilaan vierella paikasta riippumatta, jolloin yksittdinen testitulos saadaan nope-
asti. Tama nopeuttaa hoitopaatoksia yksittaisten diagnostisten testien kautta seka mah-
dollistaa tiettyjen parametrien pitkaaikaisen seurannan myds hoitoyksikon ulkopuolella.
(Roche 2020.)

Sisko Vuorisen (2009, 9) mukaan vieritutkimuksia tarvitaan, kun laboratoriopalvelut eivat
ole saatavissa ja paatds hoidosta on tehtava nopeasti. Kliininen kayttdéarvo saavutetaan
hyvin valitulla ja tarpeeseen sopivalla vieritestilla, jonka laatu on riittavaksi osoitettu ja
perinteiseen tutkimukseen verrattuna hyoty potilaalle on riittava. Vieritutkimusten valit-
semiseen vaikuttavia tarkeimpia tekijoita ovat laadulliset, tekniset seka taloudelliset teki-
jat. Valintaan vaikuttavat siten saatavilla olevien testien taso, kayttdolosuhteet, testien

laatu, hinta seka laitteen ik&. (Vuorinen 2009, 9.)

Vierianalytiikan on laadultaan taytettava tarpeeksi suurella tarkkuudella samat vaatimuk-
set kuin Kliinisen laboratorion analytiikkalaitteiston tulee tayttaa. Tarkeaa on tulosten oi-
keellisuus, valmistuminen vaaditussa ajassa ja mahdollisuus yhdistda oikea mittauksen
suorittaja ja potilas tulokseen. Tarkoituksena on luotettavien tuloksien saaminen tarkoi-
tuksenmukaisesti toimivilla laitteilla kliinisen paatéksenteon hyddynnettavaksi. (Roche
2020.)

3.3 Lantanidikelaatit

Lantanideja ovat jaksollisen jarjestelman f-lohko eli alkuaineet jarjestysnumeroiltaan 58—
71. Lantanideille tyypillisia ominaisuuksia ovat elektronirakenteesta johtuvat lumi-
nesenssi seka magneettiset ominaisuudet. Niiden kayttd muun muassa luminoivissa ma-
teriaaleissa perustuu niistd muodostettavien yhdisteiden emission variin seka voimak-
kuuteen. Lantanidit ovat pehmeita ja hopeanvarisia ja kuuluvat harvinaisiin maametallei-
hin. (Kirkkala 2020, 13-20.)
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Kelaatti koostuu keskusatomista seka yhdesta tai useammasta ligandista. Keskusatomi
on metalli-ioni ja ligandit keskusatomiin liittyneita ioneja tai molekyyleja, joilla on yksi tai
useampi vapaa elektronipari. Keskusatomin ymparille kovalenttisilla sidoksilla liittyvat li-
gandit asettuvat sen ymparille muodostaen mahdollisimman pysyvan rakenteen.
(Peda.net 2018.)

Lantanidikelaatit (Kuva 2) muodostuvat lantanidista ja yhdesta tai useammasta ligan-
dista. Ne eivat ole itsessaan fluoresoivia. Niiden fluoresointi kaynnistyy liitettya ligandia
virittdmalla. Viritetty ligandi johtaa viritysenergiansa lantanidille. Viritysenergian vastaan-
ottanut lantanidi emittoi valoa ja kyseinen signaali voidaan mitata. Jokaisella lantanidi-
kelaatilla on oma viritystaajuutensa, joka eroaa selkeasti emissiotaajuudesta. (Hagan &
Zuchner 2011.)
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Kuva 2. Esimerkkeja lantanidikelaateista. (Wang ym. 2005, 5.)

Tama johtuu lantanidikelaateille ominaisesta suuresta Stokesin siirtymasta, jolloin viritys-
ja emissiopiikeilla ei ole paallekkaisyyksia (Kuva 3). (CD-Bioparticles.)
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Kuva 3. Europium-kelaatin emissiospektri. (CD-Bioparticles. (Mukaillen))
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Kuvassa 3 olevan europium-kelaatin emissiospektrista kay ilmi, ettd europium-kelaatti
virittyy parhaiten noin 350 nm alueella ja emittoituu parhaiten yli 600 nm alueella. Viritys-

valolla ja emissiovalolla ei ole paallekkaisyyksia.

3.4 DELFIA® -teknologia

DELFIA® (dissociation-enhanced lanthanide fluorescence immonoassay) on Perki-
nElmer Wallac Oy:n kehittdma tekniikka, jolla mitataan intensiteettia aikaerotteisen fluo-
rometrian ja lantanidikelaattien avulla. Teknologian etuja ovat mm. laaja nayteyhteenso-

pivuus, signaalin pitkad vakaus, suuri mitta-alue seka skaalautuvuus. (PerkinElmer.)

DELFIA® -maaritykset on luotu havaitsemaan yhdiste tai biomolekyyli kayttaen lantani-
dikelaattiin liitettyja reagentteja erottamaan sitoutumaton reagentti huuhtomalla ylimaa-

raiset aineet pesuvaiheiden avulla. (PerkinElmer.)

Teknologia perustuu lantinidikelaattien fluoresenssiin. DELFIA® -teknologiassa kayte-
taan eniten europiumia, samariumia ja terbiumia. Nailla lantanidikelaateilla merkittyjen
vasta-aineiden emission hiipumisaika on huomattavasti pidempi kuin perinteisten fluoro-
forien. Tama mahdollistaa aikaan perustuvan erottelun tehokkaan hyédyntamisen taus-
tasateilyn vaikutuksen vahentamiseksi. Suuri Stokesin siirtyma ja kapea emissiopiikki
vaikuttavat kasvavaan signaali-kohinasuhteeseen. Lantanidikelaatti hajoitetaan lisaa-
malla mittaliuosta, jolloin muodostuu uusi, erittain fluoresoiva kelaattirakenne. Tama nos-
taa DELFIA® -maarityksen tarkkuutta. (PerkinElmer.)

Lantanidikelaattien virittyminen tapahtuu, kun valoa osuu tietylla aaltopituudella atomin
elektronipilveen siirtden osan elektroneista perusenergiatasosta korkeammalle energia-
tasolle. Flueresoivat yhdisteiden elektronit palaavat perusenergiatasolle sateilemalla
energiaa. Tama energian sateily on emissiovaloa. Emissiovalo on aina matala energi-
sempi viritysvaloon verrattuna, silla prosessissa energiaa muuttuu valon lisaksi myos

[dmmdksi. (PerkinElmer.)

DELFIA®-maarityksessa lyhyt, jokaiselle lantanidille spesifi virityspulssi virittad merkkiai-
neen. Ennen varsinaista mittausta aikaa kuluu 400 us, jonka aikana taustafluoresenssi
ehtii laantua. Fluoresenssi luetaan 400-800 s valilla maarityksen aloittamisesta 615 nm
alueella. Millisekunnin kohdalla tulee uusi virityspulssi. Sekunnin aikana mittaus tapah-
tuu 1 000 kertaa ja tulos on naiden mittausten summa. Kyseistd menetelmaa kutsutaan

aikaerotteiseksi fluorometriaksi (Kuva 4). (PerkinElmer.)
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Kuva 4. Aikaerotteinen fluorometria. (BMG Labtech. (Mukaillen))

3.5 Elektrokemiluminesenssi

Luminesenssi on virittyneesta materiasta emittoituvaa valoa, kun se palaa perustilaansa.
Emittoituva valo voi olla ndkyvaa, ultravioletti- tai infrapunavaloa ja sita esiintyy jokai-
sessa materian olomuodossa. Luminesenssi voidaan jaotella keston mukaan fluoresens-
siksi ja fosforenssiksi. Fluoresenssi kestaa tyypillisesti alle 10 sekuntia ja fosforenssi yli
106 sekuntia. (Obodovskiy 2019.) Luminesenssi voidaan jaotella myos viritystavan mu-
kaan. Se voidaan saavuttaa valolla, mekaanisella arsytyksella, sdahkdmagneettisella sa-
teilylla, lampodenergialla tai kemiallisilla reaktioilla. Naista jalkimmaista kutsutaan kemilu-

minesenssiksi. (Rautiainen 2017, 5.)

Kemiluminesenssissa luminesenssin saa aikaan kemiallisesta reaktiosta johtuva elekt-
ronien virittyminen. Siina virittynyt valituote emittoi valoa hajotessaan lopputuotteeksi.
Kemiluminesenssia on kahta erilaista. Elektrokemiallisesta reaktiosta syntyvaa kemilu-
minesenssia kutsutaan elektrokemiluminesenssiksi ja biokemiallisesta reaktiosta synty-
vaa bioluminesenssiksi. (Rautiainen 2017, 5.) Virittyminen voi tapahtua kemiallisesti kah-
della tavalla, jotka ovat luminoforin hajoaminen ja elektroninsiirtoreaktio (Fredriksson
2019, 4).

Elektrokemiluminesenssissa kemiallinen viritys tapahtuu elektrolyyttisesti tuotettujen yh-
disteiden avulla. Elektrodille syotetaan jannitetta, joka kaynnistaa elektroninsiirtoketjun.
Taman johdosta elektrodin laheisyydessa tapahtuu luminesenssia. Elektrokemilumi-
nesenssin etuja on matalan taustasignaalin takia matala herkkyys ja mahdollisuus virit-

tdad sama luminofori useaan kertaan. (Fredriksson 2019, 4.)
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3.6 Kromatografia

Kromatografia on kemiallisten yhdisteiden eristamiseksi, puhdistamiseksi ja maaritta-
miseksi kehitetty menetelma. Sita voidaan kayttda analyyttisend tyokaluna detektorin
kanssa selvittamaan liuoksen komponentit tai puhdistustytkaluna erottamaan liuoksen
komponentit toisistaan. Kromatografiassa on kaksi faasia: liikkuva faasi ja kiintea faasi.
Liikkuvan faasin perusteella kromatografia voidaan jakaa neste-, kaasu ja kiintedkroma-
tografiaan. Kiintean faasin mukaan kromatografia voidaan jakaa paperi-, pylvas-, ioni-,
ohutkerros-, korkeapaine- ja affiniteettikromatografiaan seka geelisuodatukseen. (Ther-
moFisher Scientific 2019.)

Kromatografia on selektiivinen erotusmenetelma. Sen tarkoituksena on erottaa kaksi tai
useampi yhdiste toisistaan. Kromatografia perustuu adsorbenttimateriaalilla taytetyn ko-
lonnin eli pylvaan sisalla kulkevien yhdisteiden erilaisiin etenemisnopeuksiin. Kolonni on
taytetty kiintoaineella, johon yhdisteet adsorboituvat. Adsorptio tarkoittaa aineen tarttu-
mista toisen aineen pintaan. Adsorboitumisen ollessa voimakasta, yhdisteet kulkeutuvat
kolonnin lapi hitaasti. Vastaavasti adsorboitumisen ollessa heikkoa eteneminen on no-

peaa. (LUT University.)

Opinnaytetyodssa kaytettiin nopean proteiinin nestekromotagrafiaa (FPLC tai fast protein
liquid chromatography). FPLC-tekniikka on tarkoitettu proteiinien ja muiden suurten bio-
molekyylien puhdistamiseen. FPLC-jarjestelma sisaltaa tyypillisesti pumpun, UV/VIS-de-
tektorin, sahkdnjohtokykymittarin ja fraktionkeraajan (Kuva 5) . Nayte syétetdan kroma-
tografiin ja sitd pumpataan eluutioliuoksen kanssa valitun kolonnin lapi UV/VIS-detekto-
rille, jonka jalkeen fraktionkeraaja keraa eluaatin talteen. UV/VIS-detektorin piirtdman

kromatogrammin mukaan voidaan valita oikeat fraktiot. (Bio-Rad Laboratories.)

J

-
; P {5 { i

My theen injekoint kolonni Dietektori  FraktionkerddjE

-
dte

Kuva 5. FPLC prosessikaavio. (News-Medical.Net 2019. (Mukaillen))
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4 LEIMAUSPROSESSI

Tyon tavoitteena oli uuden valmistajan DTPA-ITC-Tb-kelaattieran (Dietyleenitriamiini-
pentaetikkahappo-isotiosyanaatti-terbium) toiminnan ja soveltuvuuden maarittdminen
Labmaster Oy:n leimausprosessiin (Kuvio 1). Tyon suoritus suunniteltiin tapahtuvaksi
kahdessa vaiheessa, jotka olivat koeleimaus ja varsinainen leimaus. Koeleimaus tehtiin
nopeammilla, mutta vahemman tarkoilla puhdistusmenetelmilld kuin varsinainen lei-
maus. Hyvaksyntakriteerit uudelle DTPA-ITC-Tb-kelaattierdlle olivat kelaatilla tehtyjen
vasta-ainekonjugaattien toiminta LUCIA™ elektrokemiluminesenssi-systeemissa (ECL-
systeemissd) ja anti CRP-Tb vasta-aineelle asetetun hyvaksyntarajan tayttyminen.
Leima-asteen hyvaksyttavat rajat ovat aiemmin Labmaster Oy:ssa maaritetyt leima-as-
teet 7-12 Tb/IgG. Leima-asteella tarkoitetaan terbiumin ja immunoglobuliini G:n (IgG)

suhdetta toisiinsa.

Leima-aineen ja _
' PNt Puhdistus

vasta-aineen Inkubointi ] .

yhdistaminen kromatografisesti

DTPA-

puhdistetun IgG- ja Th-

Fraktioiden
keraaminen

) pitoisuuden
20N, MEEVE

lisaaminen

Laadunvalvonta
LUCIA™ ECL-
mittauksilla

Kuvio 1. Leimausprosessin prosessikaavio.
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4 1 Koeleimaus

Koeleimauksessa tavoitteena oli leimatun vasta-aineen karakterisointi ja uuden kelaatin
toimivuuden kokeellinen toimivuuden varmistaminen Labmasterin LUCIA™ CRP-mittauk-

sissa.

4 1.1 Kelaattiiliuoksen valmistus

Kelaattiliuos valmistettiin liuottamalla noin 1,5 mg DTPA-ITC-Tb-kelaattia 500 pl ultra-
puhdasta vetta. Kelaattiliuoksen pitoisuus maaritettiin PerkinElmerin Victor X4 -levynlu-
kijalla (Kuva 6Kuva 1) kayttden aikaerotteista fluorometriaa. Naytteet valmisteltiin teke-
malla kuoppalevylle 10“4-10" laimennossarja DELFIA® Enhancement Solution -kehitys-
liuokseen. Laimennoksia inkuboitiin ravistelussa huoneenlammadssa 30 min. Laimennuk-
siin lisattiin levydispenserillda 50 pl Tb-kehitysliuosta. Kuoppalevya inkuboitiin viisi mi-
nuuttia ravistelussa ja 5 minuuttia ilman ravistelua. Levy mitattiin Victor X4 -levynlukijalla,
josta pitoisuus saatiin vertaamalla 1 nM Tb-standardin antamaan signaaliin. Saadut tu-
lokset ovat esitettyna alla olevassa taulukossa (Taulukko 1). Suhteuttamalla laimennok-
sista saatu signaali 1 nM Tb-standardin antamaan signaaliin, saadaan kelaattiliuoksen
pitoisuudeksi 4,05 mM.

Taulukko 1. Kelaattilaimennosten signaalit

Laimennosten signaalin KA 1,72E+12

1nM Tb standardin KA 4 24E+05
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Kuva 6. Victor X4 -levynlukija.

4.1.2 Leimareaktio

Leimareaktiota varten valmistettiin Na-karbonaattipuskuria 10,45 pH:lla. Reaktioon pipe-
toitiin vasta-ainetta ja Na-karbonaattipuskuria, sekd suhteessa vasta-aineen maaraan

44-kertainen molekylaarinen ylimaara DTPA-ITC-Tb-kelaattia (

Kaava 1). 44-kertainen kelaattiylimaara perustuu aiemmin Labmasterilla kaytettyihin las-

kennallisiin ylimaariin. Reaktioseosta inkuboitiin +4 °C:ssa yon yli.

Kaava 1. DTPA-ITC-Tb-kelaatin ylimaara koeleimauksessa.

. , - 0,5mg
Ylimaara « Leimattava vasta ainemaara 44+ —————7—
N ainemolekyylin molekyylimassa 150000 mol 362 ul
- -
Kelaatin pitoisuus 4048 uM ks

Reaktioseosta puhdistettiin kayttdamalla Cytivan NAP-5 ja NAP-10-geelisuodatuspyl-
vaita. Reaktioseosta puhdistettiin ensin NAP-5-pylvaalla, jonka eluaatti suodatettiin
NAP-10-pylvaalla. NAP-10-pylvaan eluaatista kerattiin noin 70 %, jolloin valtyttiin keraa-

masta vapaata kelaattia.
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4 1.3 Karakterisointi

Geelisuodatusten jalkeen eluaatti mitattiin spektrofotometrisesti biofotometrilla ja sen ter-
biumpitoisuuden keskiarvoksi saatiin 0,32 mg/ml. Leima-aste maaritettiin Victor X4 -le-
vynlukijalla. Koeleimauksen karakterisoinnin tuloksien laskemiseen kaytettiin Labmaster
Oy:n laskupohjaa. Koeleimauksen karakterisoinnin tulokset 16ytyvat taulukosta 2 (Tau-

lukko 2. Koeleimauksen karakterisoinnin tulokset.).

4.1.4 ECL-mittaus

Elektrokemiluminesenssimittaukset tehtiin Labmaster Oy:n Labmaster LUCIA™ Analyzer
-laitteella. ECL-mittausta varten valmistettiin laimennettua vasta-ainepoolia, jota kaytet-
tiin LUCIA™ Analyzer:ssa toimivien membraanien valmisteluun. Membraanit valmistel-
laan annostelemalla vasta-ainetta membraanille. Valmisteltuja membraaneja kaytettiin
CRP-mittauksien tekemiseen kaytetyissa kaseteissa LUCIA™-jarjestelmalla. Uusien
membraanien lisdksi mitattiin myds aikaisemmin testattua kelaattia, jonka leima-aste oli
12. Mittauksia tehtiin molemmilla kelaateilla, jokaisella naytteen pitoisuudella 3 rinnak-
kaista. Koeleimauksen LUCIA™ ECL-mittaustulokset ovat esitettyina taulukossa 3 (Tau-

lukko 3. Koeleimausten LUCIA™-mittaustulokset.)

4.1.5 Tulokset

Koeleimauksen karakterisoinnin (Taulukko 2) seka LUCIA™-mittaustulokset (Taulukko 3)
ovat esitettyina alla olevissa taulukoissa. Koeleimauksen LUCIA™-mittaustulokset olivat
signaalitasoiltaan seka signaali/tausta-suhteeltaan yhdenmukaiset vertailukohteen

kanssa.

Karakterisoinnin tuloksena saatin uudelle kelaatille terbium-pitoisuudeksi 16,3 pM, pitoi-

suudeksi 0,228 mg/ml, leima-asteeksi 10,7 Tb/IgG ja saannoksi 27 %.

Taulukko 2. Koeleimauksen karakterisoinnin tulokset.

Th-pitoisuus Korjattu pitoisuus

Leima-aste (Tb/IgG) Saanto
(M) (mg/mi)
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16,3 0,228 10,7 27 %

Taulukko 3. Koeleimausten LUCIA™-mittaustulokset.

Membraani Nayte mg/L Emission KA S/N
Uusi 0 879 -
Uusi 50 59214 67
Vertailu 0 809 -
Vertailu 50 57068 71

4.2 Varsinainen leimaus

Varsinaisen leimauksen tavoitteena oli valmistaa leimattua vasta-ainetta mahdollisim-
man suurella saannolla Labmasterin tuotannon kayttoon. Leimaus toteutettiin Labmaster
Oy:n tuotanto-ohjeiden mukaisesti kromatografisesti. Leimauksessa kaytettiin kohdassa

4 1.1 valmistettua kelaattiliuosta.
4.2.1 Leimareaktio

Leimareaktiossa tarkoituksena on yhdistaa vasta-aine kaytettyyn kelaattiin siten, etta
saanto seka seoksen laatu pysyvat korkeina. Leimareaktiota varten valmistettiin Na-kar-
bonaattipuskuria, jolle sdadettiin 10,45 pH reaktion optimaalista toimintaa varten. Reak-
tioon pipetoitiin vasta-ainetta ja Na-karbonaattipuskuria, seka suhteessa kaytetyn vasta-

aineen maaraan 44-kertainen molekylaarinen ylimaara Tb-DTPA-ITC-kelaattia (
Kaava 1). Reaktiota inkuboitiin +4 °C:ssa yon yli.

Kaava 2. DTPA-ITC-Tb-kelaatin ylimaara varsinaisessa leimauksessa.

. , I 1mg
Leimattava vasta ainemaara 44 « ——Qg
150000 =

Vasta ainemolekyylin molekyylimassa mol
ﬁ

Ylimaara =

. - 72,5ul
Kelaatin pitoisuus 4048 uM
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Kromatografialaitteistoa (

Kuva 7

Kuva 7. TyOssa kaytetty kromatografialaitteisto, kolonni ja naytelooppi.) kaytettiin 1 ml
nayteloopilla. Letkujen sisaltd vaihdettiin 20 % EtOH:sta ultrapuhtaaseen veteen. Lait-
teistoon kiinnitettiin pylvas, jota tasapainotettiin yon yli TSA:lla. Pylvaan taustasignaali
tarkistettiin Victor X4 -levynlukijalla. Pylvaan signaalin keskiarvo oli 780 ja taustasignaali

562. Signaalit olivat Labmaster Oy:n tuotannon ohjeissa maariteltyjen hyvaksymisrajojen

sisalla.

Kuva 7. Tyossa kaytetty kromatografialaitteisto, kolonni ja naytelooppi.

Leimareaktio suodatettiin 0,22 ym suodattimella. Injektoitiin suodatettu reaktioliuos kro-
matografialaitteiston looppiin oikean ohjelman ollessa kdynnissa. Vasta-ainetta sisalta-
vat fraktiot otettiin talteen fraktionkeragjalla (Kuva 8) kromatografin absorbanssikayran
(Kuva 9) mukaan. Absorbanssikdyraan muodostui piikkeja leimatun IgG:n ja vasta-ai-
neettoman Tb-kelaatin kulkiessa UV/VIS-detektorin ohi. Piikkien perusteella valittiin kayt-

to6on sopivat fraktiot. Fraktioiden yhteenlasketuksi tilavuudeksi mitattiin 2,2 ml.
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Kuva 8. Tyossa kaytetty fraktionkeraaja.

4.2.2 Karakterisointi

Karakterisointi suoritetaan leimatulle vasta-aineelle sen kayttékelpoisuuden seka laadun
tarkastamiseksi. Leimattua vasta-aine poolia laimennettiin 1/100 0,5 M HCL.:IIa. Siita teh-
tiin 1/10 jatkolaimennoksia kehitysliuokseen (DELFIA® Enhancement solution) 10 asti.
10-3-105-laimennoksia pipetoitiin kuoppalevyyn kolmena rinnakkaisena. Kehitysliuosta
pipetoitiin taustanaytteeksi kolme rinnakkaista. Levya inkuboitiin ravistelussa, jonka jal-
keen kaivoihin lisattiin Tb-kehitysliuosta levydispenserilld. Levya inkuboitiin ravistelussa
seka pdydalla. Kolmeen kaivoon pipetoitiin 1 nM Tb-standardia. Naytteiden Tb-signaali
mitattiin levynlukija Victor X4:11a terbium-kelaatille kaytetylle ohjelmalla.

Vasta-aineen pitoisuus mitattiin neljalla rinnakkaisella mittauksella biofotometrilla. Tulos
hyvaksyttiin CV %:n ollessa alle 10 %. Seos sailéttiin lisdamalla siihen DTPA puhdistet-
tua BSA:ta.
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4.2.3 ECL-mittaus

Elektrokemiluminesenssimittaukset tehtiin Labmaster Oy:n Labmaster LUCIA™ Analyzer
-laitteella. ECL-mittausta varten valmistettiin laimennettua vasta-ainepoolia, jota kaytet-
tiin LUCIA™ Analyzer:ssa toimivien membraanien valmisteluun. Membraanit valmistel-
laan annostelemalla vasta-ainetta membraanille. Vasta-aineella paallystettyja mem-
braaneja kaytettiin CRP-mittauksissa kaytettavien kasettien kokoamiseen. Uuden kelaa-
tin vertailukelaattina kaytettiin aikaisemmin toimivaksi todettua, leima-asteeltaan 12
Tb/IgG kelaattia. Mittauksia tehtiin molemmilla kelaateilla, jokaisella naytteen pitoisuu-
della 3 rinnakkaista. Varsinaisen leimauksen ECL-mittauksien tulokset 16ytyvat taulu-

kosta 5 (Taulukko 5. Varsinaisen leimauksen LUCIA™ ECL-mittausten tulokset.)

4.2 .4 Tulokset

Varsinaisen leimauksen kromatogrammit (Kuva 9, Kuva 10, Kuva 11), karakterisoinnin
tulokset (Taulukko 4) seka LUCIA™-mittauksien tulokset (Taulukko 5) ovat esitettyna alla

olevissa kuvissa ja taulukoissa.

Kromatogrammeissa nakyy A/24—A/26 kohdalla ensimmainen piikki, joka on leimattua
IgG:ta ja A/39—A/40 kohdalla toinen piikki, joka on vapaaksi jaanytta Tbh-kelaattia. Lei-
mattu IgG painaa enemman, kuin Tb-kelaatti iiman vasta-ainetta, joten se kulkeutuu pyl-
vaan lapi nopeammin ja siten havaitaan UV/VIS-detektorilla ensin muodostaen ensim-

maisen piikin.

AL A5 BB AS-N11 NR2ANW | NISANTT | MIBAD | NZLAB NMAE  ND-NX | NN | MBASS | AJSASE | AVISAML | NN NHSAAT

Kuva 9. Varsinaisen leimauksen puhdistuskromatogrammi.
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Kuva 10. Puhdistuskromatogrammin ensimmainen piikki.

Kuvassa 10 on suurennettuna kuvassa 9 nakyva ensimmainen piikki. Kromatogram-
missa on leimatun IgG:n havaitsemisesta UV/VIS-detektorin muodostama kromato-

grammi.

Kuva 11. Puhdistuskromatogrammin toinen piikki.

Kuvassa 11 on suurennettuna kuvassa 9 nakyva toinen piikki. Kromatogrammissa on

vapaaksi jaaneen Tb-kelaatin havaitsemisesta UV/VIS-detektorin muodostama kroma-

togrammi.

Taulukko 4:n tulokset on laskettu Labmasterin laskupohjalla. Karakterisoinnin tuloksena
saatin uudelle kelaatille liuoksen kelaattipitoisuudeksi 0,33 mg/ml, terbium-pitoisuudeksi
15,0 uM, leima-asteeksi 7 Tb/IgG ja saannoksi 72,6 %. Saanto-%:lla tarkoitetaan pro-

senttuaalista maaraa kelaattista, joka on sailynyt prosessin lapi.

Taulukko 4. Varsinaisen leimauksen karakterisoinnin tulokset.

Th-pitoisuus (uM) | Pitoisuus (mg/ml) | Leima-aste (Tb/IgG) | Saanto-%

15,0 0,33 7 72,6
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Taulukko 5:ssa on esitetty kahden eri leiman emissioiden keskiarvot, signaali/tausta-
suhde ja ero signaali/tausta-suhteessa verrattaessa uutta ja vertailu-leimaa. Nollanayt-
teiden emissioiden keskiarvo on taustan suuruus.

Taulukko 5. Varsinaisen leimauksen LUCIA™ ECL-mittausten tulokset.

Niyte mg/L Leima Emission keskiarvo | S/N Ero S/N %
0 Uusi 353 - -
0 Vertailu 887 - -
5 Uusi 3138 8,9 48,7
5 Vertailu 5301 6,0 -
200 Uusi 194598 551 106,5
200 Vertailu 236744 267 -

Taulukon 5 emissioiden keskiarvo kertoo Labmaster LUCIA™ Analyzer:lla tehtyjen mit-
tauksien tuloksien keskiarvon. Uutta ja vertailu leimaa on vertailtu signaali/tausta-suh-
teen perusteella. Uuden ja vertailuleiman valilld 5 mg/L naytteessa ero oli 48,7 % ja 200
mg/L naytteessa 106,5 %. Tama tarkoittaa uudella leimalla tarkempaa mittaustulosta

vanhaan verrattuna.
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5 POHDINTA JA YHTEENVETO

Opinnaytetyon tarkoitus oli uuden DTPA-ITC-Tb-kelaattieran kayttdonotto. Ennen opin-
naytetydn aloittamista Labmaster Oy:n tuotannossa oli kaytetty vain yhta, toisen valmis-
tajan tuottamaa kelaattieraa. Tavoitteena oli tarkastella uuden kelaattieran toimintaa ja
soveltuvuutta Labmasterin leimausprosessiin. Tarkastelu suoritettiin toteuttamalla kaksi
erillista leimausta. Leimaukset olivat onnistuneita ja uuden kelaattieran toiminta ja sovel-
tuvuus todettiin Labmaster Oy:n tuotantoon sopivaksi. Opinnaytetyon tulosten seurauk-

sena kelaattieraa voidaan tulevaisuudessa kayttaa Labmaster Oy:n tuotannossa.

Leimattu kelaatti karakterisoitiin seka sen toimintaa ja soveltuvuutta tarkoitukseensa tes-
tattiin kokeellisesti LUCIA™ ECL-mittauksilla. Todettiin uudella DTPA-ITC-Tb-kelaatilla
tehtyjen vasta-ainekonjugaattien toimivan LUCIA™ ECL-systeemissa ja tayttavan anti
CRP-Tb vasta-aineelle asetetun leima-asteen hyvaksyntarajan. Matalammasta leima-
asteesta johtuen uudella kelaatilla tehdyn konjugaattieran signaalitaso (7 Tb/IgG) oli al-
haisempi kuin verrokkieran (12 Tb/IgG). Uudella konjugaatilla saatiin kuitenkin korke-
ampi signaali/tausta-suhde molemmilla kalibraatiopisteillda. Korkeampi signaali/tausta-

suhde tarkoittaa korkeampilaatuista ja selkeampaa tulosta.

Ennen leimauksia kelaatti liuotettiin veteen, jonka on havaittu vaikuttavan negatiivisesti
kelaatin aktiivisuuteen ajan kuluessa. Jatkossa aktiivisuuden sailyttamisen varmista-

miseksi kelaatin liuotus tehdaan natriumasetaattiin.

Tuloksissa olevien kromatogrammien kayra on jatkuvasti nouseva kuten kuvasta 9 ha-
vaitaan. Tama johtuu kaytetyn kromatografin ja kolonnin kunnosta ja erityisesti systee-
min sisalle paasseista ilmakuplista. Opinnaytetydn leimauksissa kaytettiin tutkimus- ja
kehityskayttoon tarkoitettua kromatografia seka kolonnia. Jatkossa tama tullaan elimi-
noimaan tuotannon kromatografin ja parempikuntoisen kolonnin kaytélla. Kayran nousun
vaikutuksen arvioidaan vaikuttavan valmistetun kelaatin laatuun minimaalisesti, jos ol-

lenkaan. Arviointi on suoritettu vertaamalla uudella ja vertailukelaateilla saatuja tuloksia.
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