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Monoklonaaliset vasta-aineet ovat nousseet viime vuosina merkittaviksi terapeuttisina pro-
teiineina seka diagnostiikassa. Monoklonaalisia vasta-aineita kaytetaan erityisesti syopien
ja autoimmuunitautien hoidossa. Kasvamassa oleva terapeuttisten vasta-aineiden maara
lisda tarvetta myos tehokkaille analyysimenetelmille vasta-aineiden karakterisoimiseksi.
Pienetkin muutokset vasta-aineen monimutkaisessa rakenteessa voivat vaikuttaa olennai-
sesti valmisteen tehoon ja turvallisuuteen.

Opinnaytetyo tehtiin Yliopiston Apteekin analyyttisessa laboratoriossa. Tyon tarkoituksena
oli kehittaa kapillaariseen isoelektriseen fokusointiin (CIEF) perustuva analyysimenetelma
monoklonaalisten vasta-aineiden varausten heterogeenisyyden tutkimiseen. Menetelmalla
oli tarkoitus korvata perinteinen geelilld ajettava isoelektrinen fokusointi (IEF) monoklonaa-
listen vasta-aineiden rutiinianalytiikassa. Lisaksi tdssa opinnaytetydssa haluttiin vertailla
clEF:n ja kapillaarivydhyke-elektroforeesin (CZE) soveltuvuutta monoklonaalisten vasta-
aineiden varausprofiilien tutkimiseen. Menetelmien pystyttdmisen jalkeen validoitiin mo-
lemmat menetelmét ja tulosten perusteella arvioitiin menetelmien vahvuuksia ja heikkouk-
sia.

CZE:n etuna oli yksinkertaisempi naytteenkasittely ja pienemmat analyysikustannukset
kuin clEF:ssa. clEF:lla saadaan kuitenkin vasta-aineen varausprofiilin lisaksi selville myds
isoformien pl-arvot, mika ei ole mahdollista CZE:lla. Migraatioaikojen toistettavuudessa oli
ongelmia molemmilla menetelmilla, mutta CZE:ll& migraatioaikojen toistettavuus oli hieman
parempi. clEF-menetelmalla saatiin kuitenkin toistettavia pl-arvoja, kun kaytettiin sisaisena
standardina pl-markkereita.

Validoinnin tulosten perusteella molemmat menetelmat soveltuvat aiottuun kayttotarkoituk-
seen. clEF:lla ja CZE:lla saatuja tuloksia ei voi verrata suoraan toisiinsa, koska menetel-
mat antavat erilaista tietoa vasta-aineen ominaisuuksista. Yhdessa muiden analyysimene-
telmien kanssa clEF ja CZE ovat tehokkaita tydkaluja monoklonaalisten vasta-aineiden
karakterisointiin.

Avainsanat monoklonaaliset vasta-aineet, varausten heterogeenisyys, clEF,
CZE, validointi
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Monoclonal antibodies have become increasingly significant as therapeutic proteins and
diagnostic tools over the last few years. Monoclonal antibodies are used in particular to
treat cancers and autoimmune diseases. The growing number of therapeutic monoclonal
antibodies also increases the need for powerful analytical methods to characterize mono-
clonal antibodies. Even very small changes in the structure of a monoclonal antibody could
compromise the effectiveness and safety of a therapeutic product.

The thesis was done in the analytical laboratory of University Pharmacy. The aim of this
thesis was to develop a capillary isoelectric focusing method (clEF) for the analysis of
monoclonal antibody charge variants. The purpose of the clEF method was to replace the
traditional gel isoelectric focusing (IEF) as a routine analytical method for monoclonal anti-
bodies. Additionally, the clEF method and a capillary zone electrophoresis (CZE) method
were compered with each with respect to their suitability for the analysis of monoclonal
antibody charge variants. After method set ups both methods were validated. The valida-
tion results were used to evaluate benefits and flaws of both methods.

The most significant benefits of CZE compared to clEF were simpler sample preparation
and lower cost of analysis. However, with clEF it is possible to obtain information about the
pl values of different isoforms, which is not possible with CZE. The repeatability of the mi-
gration times was problematic in both methods, but repeatability was a little better in CZE.
On the other hand, good repeatability of the pl values was achieved with clEF when pl
markers were used as internal standards.

The validation results indicate that both methods are suitable for intended use. Results
obtained from clEF and CZE are not fully comparable because the methods give infor-
mation about different properties of the monoclonal antibody. Together with other analyti-
cal methods, clEF and CZE are powerful tools for the characterization of monoclonal anti-
bodies.

Keywords monoclonal antibodies, charge variants, clEF, CZE, valida-
tion
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Lyhenteet

ANOVA Analysis of variance. Tilastollinen menetelmd, jolla voidaan tarkastella

tulosten vaihtelua ryhmien sisalla ja valilla.

CE Capillary electrophoresis. Kapillaarimigraatiotekniikka, joka perustuu va-

rautuneiden yhdisteiden liikkumiseen sahkokentassa.

clEF Capillary isoelectric focusing. Isoelektriseen fokusointiin perustuva mene-

telma kapillaarielektroforeesilla.

CZE Capillary zone electrophoresis. Varauksellisten yhdisteiden erottaminen

sahkdkentan avulla kapillaarielektroforeesilla.

EOF Electro-osmotic flow. Kapillaarin sisdseinamaan muodostuvan kaksois-
kerroksen ja sahkokentan aiheuttama elektrolyyttiliuoksen virtaaminen
kohti katodia.

iclEF Imaging capillary isoelectric focusing. clEF-menetelma, jossa detektointi

tapahtuu koko lapinakyvan kapillaarin matkalta.

IEF Isoelectric focusing. Yhdisteiden erottaminen sahkékentan avulla niiden

isoelektriseen pisteen perusteella.

Ig Immunoglobulin. Immuunijarjestelmaan kuuluva glykoproteiini, joka tun-

nistaa elimistolle vieraita rakenteita eli vasta-aine.

kDa Kilodalton. Molekyylipainon yksikko, joka vastaa 1000 daltonia.

mAb Monoclonal antibody. Vasta-aine, joka tunnistaa vain yhden antigeenisen
epitoopin.

pl Isoelectric point. Molekyylille ominainen pH, jossa sen kokonaisvaraus on
nolla.
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1 Johdanto

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli kehittda kapillaariseen isoelektriseen fokusoin-
tiin (clEF) perustuva analyysimenetelm& monoklonaalisten vasta-aineiden (mAb) vara-
usten heterogeenisyyden tutkimiseen. Menetelmalla haluttiin korvata perinteinen geelil-
|& ajettava isoelektrinen fokusointi (IEF) monoklonaalisten vasta-aineiden rutiinianalytii-
kassa. Lisdksi tdssa opinnaytetydssa haluttiin vertailla clEF-menetelméan ja kapillaari-
vybhyke-elektroforeesin (CZE) soveltuvuutta monoklonaalisten vasta-aineiden varaus-
ten heterogeenisyyden tutkimiseen. Menetelmien pystyttdmisen jalkeen validoitiin seka
ClEF- ettd CZE-menetelmat. Validoinnin tulosten perusteella arvioitin menetelmien

vahvuuksia ja heikkouksia.

Opinnaytetyd tehtiin Yliopiston Apteekin analyyttisessa laboratoriossa. Analyyttinen
laboratorio vastaa Yliopiston Apteekin omien varastovalmisteiden ja raaka-aineiden
analysoinnista seka tarjoaa sopimusanalytiikkaa muiden tahojen tarpeisiin. Laboratori-
olla on Fimean lupa kemiallisten analyysipalvelujen tuottamiseen ladketeollisuudelle.
Laboratoriolla on kaytéssa monipuolinen laitevalikoima ja nykyaikaiset analyysimene-

telmat GMP-ymparistéssa (Good Manufacturing Practice). [1.]

Aluksi kerrotaan lyhyesti monoklonaalisista vasta-aineista ja tassa tyossa kaytetysta
immunoglobuliini M:n (IgM) vasta-aineesta. Tdman jalkeen kasitelldan kapillaarielektro-

foreesin (CE) yleista teoriaa ja tarkemmin clEF- ja CZE-menetelmat.

2 Teoria

2.1 Monoklonaaliset vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) ovat glykoproteiineja, jotka tunnistavat spesifisen
rakenteen eli epitoopin ja pystyvat sitoutumaan siihen. Yhta antigeenia vastaan voi
syntya useita vasta-aineita, jotka tunnistavat erilaisia epitooppeja. Tallaista vasta-
aineiden seosta kutsutaan polyklonaaliseksi vasta-aineeksi. [2, s. 624.] Monoklonaali-
set vasta-aineet ovat identtisid vasta-aineita, jotka tunnistavat vain yhden epitoopin [3,
s. 508].



Monoklonaaliset vasta-aineet ovat viime vuosina nousseet merkittaviksi seka terapeut-
tisina proteiineina etta kliinisessa diagnostiikassa [4; 5]. Monoklonaalisia vasta-aineita
kaytetaan erityisesti syopien ja autoimmuunitautien hoidossa. Kasvamassa oleva tera-
peuttisten monoklonaalisten vasta-aineiden maara lisaa tarvetta myos tehokkaille ana-
lyysimenetelmille. Pienetkin muutokset vasta-aineen monimutkaisessa rakenteessa

voivat vaikuttaa olennaisesti valmisteen tehoon ja turvallisuuteen. [6.]

2.1.1 Rakenne

Vasta-aineet rakentuvat perusyksikoista, joita kutsutaan domeeneiksi. Vasta-aineen
proteiinirunko koostuu kahdesta identtisestd raskaasta ketjusta (H-ketju) ja kahdesta
identtisesta kevyesta ketjusta (L-ketju). [2, s. 626; 5; 6.] Molemmissa ketjuissa on yksi
variaabeli (V) domeeni ja yksi tai useampi vakiodomeeni (C). Lisaksi proteiinirunkoon
on liittynyt hiilihydraattiosa. Vasta-aineen perusrakenne eli monomeeri on Y-kirjaimen
muotoinen (Kuva 1.). Vasta-aineen molemmat variaabelit HL-parit pystyvat sitoutu-
maan antigeeniin, eli yksi monomeeri voi tarttua yhta aikaa kahteen samanlaiseen epi-

tooppiin. [2, s. 626.]

Keuyt ketju

Raskas ketju

Fab

Ketjujen valiset
rikkisillat
s Sarana-alue
~ Komplementtiin
5 sitoutuva osa
s Ketjujen sisais Hiilihydraatti
rikkisillat

Kuva 1. Vasta-aineen perusrakenne. Vy ja V| ovat variaabeleita domeeneja, Cy ja C_ ovat
vakiodomeeneja. [7, muokattu.]



Elimistdssa B-lymfosyytit ja niistéd erilaistuneet plasmasolut ovat erikoistuneet tuotta-
maan vasta-aineita [2, s. 626]. H- ja L-ketjut syntetisoidaan soluissa erikseen ja koo-
taan sitten yhteen. H-ketjut liittyvat toisiinsa kahdella tai useammalla kovalenttisella
rikkisillalla. Rikkisillat muodostavat H-ketjujen valille sarana-alueen. L-ketju kiinnittyy H-
ketjuun yleensa yhdella rikkisillalla ja ei-kovalenttisilla sidoksilla. Vasta-aineen mono-

meerin molekyylipaino on tyypillisesti n. 150 kilodaltonia (kDa). [2, s. 626; 5.]

Immunoglobuliinit jaetaan viiteen luokkaan: IgA, IgD, IgE, IgG ja IgM. Luokat eroavat
toisistaan H-ketjun vakiodomeeneja koodaavien geenien (q, 0, €, y ja p) osalta (Kuva
2.). H-ketjun vakiodomeenit muodostavat vasta-aineen Fc-osan (fragment crystalliza-
ble), joka huolehtii efektorifunktioista eli vuorovaikutuksesta immuunijarjestelméan solu-
jen kanssa. [2, s. 630-633; 6.] Eri efektorifunktioihin tarvitaan erilaiset Fc-rakenteet ja
Fc-osa vaikuttaa olennaisesti vasta-aineen aktiivisuuteen ja tehoon [6]. Myds L-ketjua
koodaavia geeneja on kaksi erilaista (k ja A). L-ketjun rakenteella ei tiedeta olevan vai-
kutusta vasta-aineen efektorifunktioihin. H- ja L-ketjujen variaabelit domeenit muodos-
tavat vasta-aineen Fab-osan (fragment antigen-binding), joka sitoutuu antigeeniin. [2,
s. 630-633; 6.]

sekretorinen
komponentti

sarana — .

J-ketju

IgA (dimeeri)

Cel
Ce2
Ce3
Ced

IgE

Kuva 2. Eri Ig-luokkien rakenteet [2, s. 630, muokattu].



2.1.2 Immunoglobuliini G (IgG)

IgG:n tehtavana elimistdéssd on neutraloida toksiineja, saostaa antigeeneja, aktivoida
immuunipuolustuksen komplementtijarjestelma seka opsonoida bakteereita. IgG:n puo-
liintumisaika on poikkeuksellisen pitka, koska se sitoutuu punasolujen ja endoteelisolu-
jen pinnalla olevaan erityiseen Fc-reseptoriin. Taman takia IgG on yleisin veresta |6yty-

vistd immunoglobuliineista. [2, s. 632.]

Toistaiseksi suurin osa terapeuttisista monoklonaalisista vasta-aineista kuuluu raken-
teeltaan IgG-luokkaan [6; 8]. IgG:n rakennetta kaytetddn usein kuvaamaan vasta-
aineiden perusrakennetta. IgG esiintyy monomeerina. [2, s. 632.] IgG:n H-ketjussa on
kolme vakiodomeenia ja yksi variaabeli domeeni, ja L-ketjussa on yksi kumpaakin do-
meenia. IgG:t jaetaan H-ketjun vakiodomeenien rakenteellisten erojen perusteella viela
alaluokkiin 19gG1-4. Eri alaluokkien rakenteet eroavat toisistaan H-ketjuja yhdistavien
rikkisiltojen maaran ja sijainnin, sekd sarana-alueiden kokojen osalta. [5.] Proteiinianti-
geenien vasta-aineista suurin osa kuuluu 1gG1-luokkaan, ja hiilihydraattiantigeenien
vasta-aineet kuuluvat yleensd IgG2-luokkaan. IgG3- ja IgG4-luokkien vasta-aineita

esiintyy hyvin vahan. [2, s. 632.]

2.1.3 Immunoglobuliini M (IgM)

IgM:n tehtdvana elimistdssad on neutraloida toksiineja ja aktivoida immuunipuolustuk-
sen komplementtijarjestelma. Solukalvoon kiinnittyneend monomeerina IgM voi myoés
toimia B-lymfosyyttien antigeenireseptorina. IgM:aa esiintyy veressa runsaasti immuni-
saation alussa. IgM:n tunnistavaa vasta-ainetta voidaan hyddyntaa diagnostiikassa
infektion vaiheen selvittdmiseen. Jos veresta |0ytyy huomattavasti IgM:848, voidaan

paatella infektion olevan juuri meneilldan tai askettain sairastettu. [2, s. 632-633.]

IgM:n H-ketjussa on nelja vakiodomeenia ja yksi variaabeli domeeni, ja L-ketjussa on
yksi kumpaakin domeenia. IgM-molekyylin hiilihydraattiosa on suurempi kuin 1gG:ss3,
mista johtuu monomeerin suurempi molekyylipaino n. 190 kDa. Veressa kiertava IgM
esiintyy pentameerind. Monomeerien Fc-osat muodostavat yhtenaisen levyn, joka si-
saltdd kaksi domeenia jokaisesta H-ketjusta. Domeenit liittyvat yhteen rikkisiltojen ja
pienen kiinnitysmolekyylin, J-ketjun, avulla. IgM:n H-ketjun (u) rakenteen erikoispiirteet

johtavat molekyylien polymerisoitumiseen. [2, s. 632-633.]



2.1.4 Anti-human IgM -vasta-aine

Tassa tyossa kaytetty monoklonaalinen vasta-aine oli anti-human IgM -vasta-aine, joka
tunnistaa ihmisen IgM:n. Rakenteeltaan vasta-aine kuuluu IgG1-alaluokkaan. Vasta-
aine oli tuotettu in vitro kasvatetuissa hiiren hybridoomasoluissa, ja sen puhdistamises-
sa oli kaytetty proteiini A -affiniteettikromatografiaa. Valmistajan mukaan vasta-aineen
isoformien pl-arvojen tulisi olla valilld 6,4-5,5. Vasta-aine oli valmisteessa monomeeri-

na ja sen puhtausaste oli > 95 %. [9.]

2.1.5 Hybridoomasolut

Monoklonaalisia vasta-aineita tuotetaan usein hybridoomasoluissa. Teknologia kehitet-
tiin vuonna 1975 ja sitd hydédynnetdan mm. diagnostisissa ja terapeuttisissa sovelluk-
sissa. Hybridoomasolut ovat soluklooneja, jotka tuottavat identtisia vasta-aineita ja voi-
vat jakautua loputtomasti. Klooneista valitaan haluttuja vasta-aineita muodostavat solut

ja niitd kaytetdan vasta-aineiden tuottamisessa. [3, s. 508-509.]

Hybridoomasolut valmistetaan immunisoimalla esim. hiiri halutulla antigeenilla. Hiiren
pernasta eristetdan vasta-aineita tuottavia B-lymfosyytteja, jotka fuusioidaan hiiren
myeloomasolujen kanssa. Syntyvissa hybridoomasoluissa on molempien solujen perin-
tdéaines sekd myeloomasolun kyky jakautua loputtomasti. Soluja kasvatetaan spesifi-
sessa mediumissa, jossa vain hybridoomasolut pystyvat jakautuman. Hybridoomasolu-
jen tuottamat vasta-aineet testataan ja sopivat kloonit valitaan jatkokasvatukseen. [3, s.
509.]

2.1.6 Vasta-aineiden varausprofiili

Fysikaaliset ja kemialliset muutokset vasta-aineen rakenteessa voivat vaikuttaa sen
varausprofiiliin. Proteiinit ovat luonnostaan epastabiileja molekyyleja, mikd asettaa
haasteita niiden fysikaaliselle ja kemialliselle sailyvyydelle. [10.] Vasta-aineiden ylei-
simpia fysikaalisia hajoamismekanismeja ovat denaturoituminen eli molekyylin sekun-
daari- tai tertidarirakenteen rikkoutuminen ja aggregoituminen eli molekyylien polymeri-
soituminen [5]. Merkittavid kemiallisia muutoksia ovat mm. deaminaatio eli aminoryh-
mien poisto molekyylista ja glykosylaatio eli sokerirakenteiden entsymaattinen kiinnit-

tdminen molekyyliin [8; 10]. Suurimmassa osassa terapeuttisia proteiineja on jokin



post-translationaalinen eli proteiinisynteesin jalkeinen muutos verrattuna natiiviin prote-

iiniin [8].

Proteiinissa esiintyviin post-translationaalisiin muutoksiin vaikuttavat sen tuottamisessa
kaytetty solulinja, tuotanto-olosuhteet seka proteiinin puhdistamisessa kaytetyt mene-
telmat. Glykosylaatio on usein olennainen lopullisen proteiinin toiminnan kannalta el
post-translationaaliset muutokset voivat olla myoés tarkoituksenmukaisia. [5; 8.] Glyko-
proteiinien tuottamiseen kaytetdankin yleensa eukaryoottisoluja, koska ne kykenevat
tekem&an proteiineihin post-translationaalisia muutoksia. Eukaryoottisolujen vaatimas-
sa tuotantoymparistossa proteiinit joutuvat kuitenkin tekemisiin solulinjan tuottamien
yhdisteiden ja kaytetyn ravintoliuoksen (medium) kanssa, mika voi johtaa ei-toivottujen

muutosten syntymiseen. [8.]

Proteiinin varausprofiilin muutoksia voidaan tutkia mm. elektroforeettisilla analyysime-
netelmilla. Poikkeavien varausten havaitseminen ei kuitenkaan ole ongelmatonta, kos-
ka muutokset ovat usein monimutkaisia ja muuttunutta proteiinia saattaa olla hyvin va-
han verrattuna haluttuun proteiiniin. Varausprofiilin muutos voi olla hyvin pieni, mika
asettaa korkeat vaatimukset analyysimenetelman erotuskyvylle. Myds kaytetty ana-
lyysimenetelma voi aiheuttaa muutoksia proteiinin varausprofiiliin, jos menetelma vaatii

esim. naytteen laimentamista tai puskurinvaihtoa. [10.]

Muutokset vasta-aineiden rakenteessa voivat vaikuttaa niiden aktiivisuuteen ja tera-
peuttisten valmisteiden turvallisuuteen [5; 10]. Taman takia tarvitaan tehokkaita ja no-
peita analyysimenetelmia mahdollisten muutosten havaitsemiseen. Seuraavissa lu-
vuissa on kasitelty tarkemmin CZE- ja clEF-tekniikoita sek& niiden soveltamista mono-

klonaalisten vasta-aineiden varausprofiilien tutkimiseen.

2.2 Kapillaarielektroforeesi (CE)

Yhdisteiden erottuminen CE:ssa perustuu ionien erilaisiin elektroforeettisiin liikkuvuuk-
siin sahkdkentassa. Erottuminen tapahtuu ohuen kapillaarin sisalla. [11, s. 1; 12, s.
220.] CE:lld voidaan erottaa nopeasti ja tehokkaasti varattuja yhdisteitd pienistakin
naytemaarista [11, s. 1]. Yhdisteiden erottumiseen vaikuttavat niiden liikkuvuus, diffuu-
sio, vuorovaikutukset kapillaarin seindman kanssa, elektro-osmoosi ja sahkovirran ai-

heuttama Joule-lampd. Erotukseen vaikuttavia olosuhteita ovat mm. pH, Iampdtila,



sahkokentan voimakkuus, viskositeetti, ionivahvuus seka kapillaarin pituus ja halkaisija.

[12, s. 222-228.]

CE:ssa taustaelektrolyyttind on yleensa sahkéa johtava puskuriliuos. CZE ja clEF ovat
molemmat jatkuvia elektrolyyttisysteemeja, eli taustaelektrolyytti pysyy samana koko
erottumisen ajan. CZE:ssa taustaelektrolyytin koostumus pysyy samana koko kapillaa-
rin pituudelta (kineettinen prosessi) ja erottuvat yhdisteet liikkuvat tasaisella nopeudella
sahkokentassa. clEF:ssa taustaelektrolyytin koostumus muuttuu lineaarisesti tai asteit-
tain kapillaarin pituuden funktiona (tasapainoprosessi), jolloin myds sahkdkentta ja yh-

disteiden liikkuvuus muuttuvat migraatiomatkalla. [11, s. 5-6; 12, s. 220-222.]

Paallystamattomien synteettisesta piidioksidista valmistettujen silikakapillaarien sisa-
seindmassa on vapaita silanoliryhmia (Si-O-H), jotka ionisoituvat pH:n ollessa yli 2-3.
Elektrolyyttiliuoksen positiivisten ionien kulkeutuessa sahkodisen vetovoiman vaikutuk-
sesta seindman lahelle muodostuu sahkdinen kaksoiskerros (Kuva 3.). Osa positiivi-
sesti varautuneista ioneista jaa pysyvasti kiinni seindmaan, ja ne muodostavat Sternin
kerroksen. Sternin kerroksen viereen muodostuu diffuusiokerros ja naiden kerrosten
valilla vallitsee tasapainotila. Diffuusiokerros on varauksellinen, ja se liikkkuu sahkdken-
tassa kohti katodia. Diffuusiokerroksen liikkuminen aiheuttaa liuotinmolekyylien liikkkeen
samaan suuntaan, ja tata liikettd kutsutaan elektro-osmoottiseksi virtaukseksi (EOF).

[11,s.6ja 14; 12, s. 222-225.]

Sternin Kerros Diffuusiokerros
/ |

Silikaseini

Kuva 3. Sahkdinen kaksoiskerros silikakapillaarin seinamassa [12, s. 223].



Elektro-osmoosi on tarkeé ilmié CE:n kannalta. CZE:ssd EOF on olennainen resoluuti-
on kannalta, mutta esim. clEF:ssd EOF halutaan minimoida, koska se vaikuttaa nayte-
vyOhykkeiden mobilisointiin [11, s. 17; 12, s. 250-251]. EOF:iin voidaan vaikuttaa mm.
muuttamalla elektrolyyttiliuoksen pH:ta ja ionivahvuutta, sdhkdkentan voimakkuutta ja
ldmpdtilaa [11, s. 17]. Elektrolyyttiliuoksen valmistaminen vaatii huolellisuutta, silla pie-
netkin erot ionivahvuuksissa ja pH:ssa voivat vaikuttaa erotukseen. S&hkoinen kak-
soiskerros on hyvin ohut verrattuna kapillaarin sisdhalkaisijaan, mistd johtuu CE:lle
tyypillinen tylppa virtausprofiili (Kuva 4.) ja elektroferogrammien teravat piikit. [12, s.
222-232.]

-
@

clektro-
osmoottinen |

virtaus

silikuk:c]»illzm ri

Kuva 4. Elektro-osmoottinen virtaus kapillaarissa [12, s. 224].

CE-menetelmat ovat laajassa kaytdssa terapeuttisten proteiinien analysoinnissa mui-
den menetelmien rinnalla. CE-menetelmia kaytetddn mm. monoklonaalisten vasta-
aineiden identifioimiseen ja puhtauden maarittamiseen. Proteiinien monimutkaisten
rakenteiden takia yksittdiset analyysimenetelmat eivat riitd taydelliseen karakterisoin-
tiin, vaan proteiinien ominaisuuksia joudutaan tutkimaan useilla erilaisilla menetelmilla.
[13.]

IEF ja ioninvaihtokromatografia ovat olleet pitkdan rutiinianalytikkaa monoklonaalisten
vasta-aineiden varausten heterogeenisyyden tutkimisessa, mutta clEF- ja CZE-
menetelmien kaytté on lisdantynyt viime vuosina [14]. CE-menetelmien etuina ovat
mm. nopea erotus, korkea resoluutio, analyysien automatisointi, pieni reagenssien ku-
lutus ja pienet naytetilavuudet [11, s. 1; 12, s. 220-222; 15, s. 237-239]. CZE:la ja



clEF:lId on myds mahdollista analysoida samoissa olosuhteissa useita erilaisia nayttei-
ta [16; 17]. Massaspektrometria on yleistymassa proteiinien analytiikassa ja mahdolli-
suus liittdd massaspektrometri detektoriksi lisdd CE-menetelmien kayttdmahdollisuuk-
sia [13].

Yksi suurimmista rajoituksista CE-menetelmissa on makromolekyylien, kuten proteiini-
en, adsorboituminen kapillaarin sisdseinamaan. Proteiinien reversiibeli adsorptio piden-
tda migraatioaikoja ja huonontaa erottumista. Irreversiibeli adsorptio johtaa naytteen
haviamiseen ja EOF:n muutoksiin. [13.] Adsorboitumista ei pystyta estdmaan koko-
naan, mutta sitd voidaan vahentda kapillaarin huuhtelulla (NaOH, HCI), kayttamalla
paallystettyja kapillaareja ja lisaamalla taustaelektrolyyttiin esim. pinta-aktiivisia aineita

tai neutraaleja polymeereja [12, s. 227; 13].

2.2.1 Kapillaarivydhyke-elektroforeesi (CZE)

CZE on yksinkertaisin kapillaarimigraatiotekniikka, josta kaytetdan kirjallisuudessa
usein myds termia CE. CZE:ssd yhdisteiden erottuminen perustuu niiden erilaisiin
elektroforeettisiin liikkuvuuksiin elektrolyyttiliuoksessa. Molekyylin elektroforeettiseen
liikkuvuuteen vaikuttavat sen varaus ja hydrodynaaminen sade kaytetyissa olosuhteis-
sa. [11, s. 6; 12, s. 248; 16.] CZE soveltuu vain varauksellisten yhdisteiden erottami-
seen [12, s. 248].

CZE:ssa EOF kuljettaa varautuneet yhdisteet detektorille. Migraationopeuteen vaikut-
tavat mm. sahkodkentan voimakkuus, pH, ionivahvuus, elektrolyyttiliuoksen konsentraa-
tio, viskositeetti, lampdtila, lisdaineet seka kapillaarin pituus ja halkaisija. [11, s. 8; 12,
s. 248.] Monoklonaalisten vasta-aineiden tutkimisessa CZE:ta kaytetdadn vasta-
aineiden identifioimiseen seka isoformien, varausprofiilien ja erien puhtauden maarit-

tamiseen [13].

CZE:lla on hyva erotuskyky, kun eliminoidaan proteiinin ja kapillaarin seinaman valinen
vuorovaikutus. Korkealla tai matalalla pH:lla voidaan vahentaa adsorptiota kapillaarin
seinamaan, mutta liilan suuri ero taustaelektrolyytin pH:ssa ja proteiinin isoelektrisessa
pisteessa voi muuttaa proteiinin rakennetta. [18.] He tutkimusryhmineen [16] analysoi
monoklonaalisten vasta-aineiden varausten heterogeenisyyttd kayttamalla paallysta-

matontad  silikakapillaaria. = Tutkimuksessa  todettiin, ettd  konsentroitu  6-
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aminokapronihappo (EACA)-puskuri ja kapillaarin huuhteleminen hapolla (0,1 N HCI)

vahensivat tehokkaasti adsorptiota.

Toinen tutkimusryhma kaytti taustaelektrolyytin lisdaineina EACA:n lisaksi trietyleenitet-
ramiinia (TETA) ja hydroksipropyylimetyyliselluloosaa (HPMC) [18]. EACA toimii kah-
taisionina, joka muodostaa vuorovaikutuksia kapillaarin seinaman vapaiden silanoli-
ryhmien kanssa. HPMC on lineaarinen polymeeri, joka adsorboituu neutraaleihin pin-
toihin. HPMC:n adsorboituminen kapillaarin seinamaan vahentaa vuorovaikutusta pro-
teiinin ja seindman valilla. TETA puolestaan kilpailee proteiinien kanssa silanoliryhmiin
sitoutumisesta. Adsorboitunutta proteiinia voidaan poistaa huuhtelemalla kapillaaria

hapolla, jolloin silanoliryhmat protonoituvat ja proteiinia irtoaa seindmasta. [16; 18.]

Monoklonaalisten vasta-aineiden varausprofiilien maarittdmisestd CZE:lld on tehty
useita tutkimuksia, joissa on myds arvioitu menetelman soveltuvuutta tdhan tarkoituk-
seen [14; 16; 18; 19]. CZE-menetelmien arvioinneissa kiinnostuksen kohteena on ollut
erityisesti toistettavuus, koska olosuhteiden muutokset johtavat helposti varausprofiilin
muuttumiseen. Sekd migraatioaikojen ettéd isoformien suhteellisten osuuksien on 0soi-

tettu olevan toistettavia CZE-menetelmilla. [14; 16; 19.]

2.2.2 Kapillaari-isoelektrinen fokusointi (clEF)

clEF:ssd yhdisteiden erottuminen perustuu niiden isoelektriseen pisteeseen (pl).
Isoelektrinen piste on pH-arvo, jossa molekyylin kokonaisvaraus ja elektroforeettinen
likkuvuus ovat nolla. [11, s. 11; 12, s. 250-251.] clEF:ll& voidaan erottaa kah-
taisioniyhdisteita, joiden pl-arvot eroavat toisistaan. Proteiinit ovat positiivisesti varau-
tuneita pl-arvoaan matalammassa pH:ssa ja negatiivisesti varautuneita pl-arvoaan kor-
keammassa pH:ssa. clEF:ssa varautuneet proteiinit liikkuvat sahkdkentassa kohti vas-
takkaisesti varautunutta elektrodia. Migraation suunta on aina kohti pienempaéa varaus-
ta ja elektroforeettista liikkuvuutta. [15, s. 263-266.] Monoklonaalisten vasta-aineiden
analytiikassa clEF:a kaytetdan isoformien, varausprofiilien ja erien puhtauden maarit-

tamiseen [13].

clEF:n vaatiman pH-gradientin muodostamisessa kaytetaan kantaja-amfolyytteja. Kan-
taja-amfolyytit ovat yleensd rakenteeltaan alifaattisia aminokarboksyylihappoja, jotka

muistuttavat peptideitd kokonsa ja kemiallisten ominaisuuksiensa puolesta. [20.] Kan-
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taja-amfolyyttien kattama pH-alue valitaan kayttétarkoituksen mukaan [12, s.
250-251]. Saatavana on useita eri pH-alueen kattavia kaupallisia amfolyytteja, joita
voidaan my0Os yhdistella tarpeen mukaan. pH-gradientti muodostetaan asettamalla ka-
pillaarin paat elektrolyyttiliuoksiin, joilla on eri pH:t. Yleensa kapillaarin katodin puolei-
nen paa on emaksisessa liuoksessa (katolyytti) ja anodin puoleinen happamassa liuok-
sessa (anolyytti). [11, s. 11; 12, s. 250-251; 20.] Kantaja-amfolyytit jarjestyvat sahko-
kenttddn pl-arvoaan vastaavaan pH:hon ja muodostavat ndin pH-gradientin [12, s.
250-251].

Perinteisessa clEF-analyysissd EOF pyritddn minimoimaan ja analyysissa on kaksi
vaihetta: fokusointi ja mobilisointi (Kuva 5.) [12, s. 250]. clEF voidaan tehda myds yksi-
vaiheisena, jolloin fokusointi ja mobilisointi tapahtuvat yhta aikaa ja yhdisteet kulkeutu-
vat detektorille EOF:n vaikutuksesta. Kolmantena vaihtoehtona on kayttaa lapinakyvaa
kapillaaria, jossa detektointi tapahtuu koko kapillaarin matkalta (imaging clEF, iclEF) ja

erillistd mobilisointivaihetta ei tarvita. [6.]

INJEKTOINTI

am ifh)m\ niiyte
/

[ 1
!

NaOH t H,PO,

FOKUSOINTI
~@=———00 Siihkokenttii

NaOH H,PO,

MOBILISOINTI

[
NaOH 1 NaOH -

Kuva 5. clEF:n erotusmekanismi. Naytteen mobilisointiin voidaan kayttda useita erilaisia tek-
niikoita. [12, s. 250, muokattu.]

Fokusoinnissa varautuneet yhdisteet liikkuvat sahkokentdssa isoelektristd pistettdan
vastaavaan kohtaan pH-gradientissa, jolloin naytevyohyke konsentroituu hyvin kapeak-
si vyohykkeeksi. Fokusoinnin jalkeen naytevyohykkeet mobilisoidaan eli siirretdan de-

tektorille. [11, s. 11; 12, s. 250-251.] Mobilisointi voidaan tehda painovoimalla, paineel-
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la, vakuumilla tai kemiallisesti esim. vaihtamalla toisen elektrolyyttiliuoksen koostumus-
ta[12, s. 250-251; 15, s. 291]. Kemiallisessa mobilisoinnissa taustaelektrolyytin muut-
tuminen siirtdd pH-gradienttia haluttuun suuntaan [15, s. 291]. Kemiallinen mobilisointi
on usein parempi vaihtoehto kuin paineen kayttaminen, koska paine aiheuttaa piikkien

levenemista [21].

Suurimpia ongelmia clEF-menetelmissd ovat pH-gradientin epastabiilius ja proteiinien
vuorovaikutus kapillaarin seindman kanssa. clEF-analyysille on ominaista pH-
gradientin valuminen kohti toista elektrodia fokusoinnin aikana [20]. Tdma voi johtaa
pH-gradientin aaripaihin fokusoituvien proteiinien siirtymiseen katolyyttiin tai anolyyttiin.
lImiéta voidaan vahentaa optimoimalla katolyytin ja anolyytin konsentraatioita ja koos-
tumusta seka lisdamalla naytteeseen katodista ja anodista stabilaattoria. Stabilaattorit
edustavat pH-alueen aaripaita kaytetylla pl-valilla, jolloin pH-gradientin valuminen joh-
taa ensisijaisesti vain stabilaattoreiden haviamiseen. Esimerkiksi iminodiasetaattihapon
(IDA; pl n. 2,2) ja arginiinin (pl n. 10,7) on osoitettu parantavan pH-gradientin stabiiliut-
ta pl-valilla 3-10. [21.]

Myds EOF vaikuttaa pH-gradientin stabiiliuteen [20]. Taman takia clEF-analyyseissa
kaytetdan usein neutraalia kapillaaria, jolla saadaan pienennettyd EOF:ia [20; 22].
Neutraali kapillaari véhentad myos proteiinien ja kapillaarin seindman valisia vuorovai-
kutuksia [22]. clEF:n toistettavuus varsinkin migraatioaikojen osalta ei ole yhtd hyva
kuin muilla CE-menetelmilld, minka takia naytteissa kaytetdan sisdisena standardina
pl-markkereita [20; 23].

Fokusoinnissa proteiinit konsentroituvat hyvin kapeiksi vyohykkeiksi, mika voi johtaa
niiden aggregoitumiseen. Lisaksi proteiineilla on taipumus aggregoitua pH:ssa, joka on
l&hella proteiinin pl-arvoa. Proteiinien pysymista liukoisessa muodossa voidaan paran-
taa lisdamalld naytteeseen ureaa. [21.] My6s naytteen konsentraation pienentaminen,
kapillaarin Iampdétilan laskeminen, jannitteen pienentaminen seka fokusointi- ja mobi-

lisointiaikojen lyhentaminen vahentavat proteiinien aggregoitumista [24].

Myds clEF-menetelmien soveltumista monoklonaalisten vasta-aineiden varausprofiilien
maarittamiseen on arvioitu useiden tutkimusryhmien toimesta [17; 21; 24; 25]. clEF:lla
maaritettyjen pl-arvojen ja varausprofiilien on osoitettu olevan toistettavia seka labora-

torion sisalla ettd laboratorioiden valilld [17; 21]. Tang ym. [24] kehittivat yleispatevan
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clEF-menetelman, jolla voidaan analysoida useita erilaisia monoklonaalisia vasta-
aineita samoissa olosuhteissa. Samassa tutkimuksessa vertailtiin clEF- ja IEF-
menetelmia ja osoitettiin, ettd eri menetelmilld saadut isoformien suhteelliset osuudet ja
pl-arvot vastasivat toisiaan [24]. Taman perusteella IEF:n korvaamista clEF:lla voidaan

pitda varteenotettavana vaihtoehtona.

2.2.3 Kapillaarielektroforeesilaite

CE-laitteisto on suhteellisen yksinkertainen. Laitteisto koostuu jannitelahteesta, pusku-
ri- ja naytepdydista, kapillaarista ja detektorista (Kuva 6.). Lisdlaitteina voi olla mm.
automaattinen naytteensyottaja, erilaisia detektoreita ja termostointiyksikko kapillaarille
seka puskuri- ja naytepoydille. Sama peruslaitteisto soveltuu useille erilaisille kapillaa-
rimigraatiotekniikoille. [11, s. 4-5; 12, s. 227-228.]

Kapillaari L detektori
( o

|

|
|
| “tot

elektrolyyttiastia

BN

ml

elektrodi p;! elektrodi

niiyteastia jiannitelihde

Kuva 6. Kaaviokuva CE-laitteistosta [12, s. 227].

CE-analyyseissa kaytettyjen kapillaarien sisahalkaisija on yleensd 25-100 ym. Ohut
kapillaari mahdollistaa korkean jannitteen aiheuttaman Iammon tehokkaan johtumisen
pois kapillaarista. Kapillaarit ovat yleensa ulkopinnaltaan polyimidilla paallystettyja sili-
kakapillaareja. Analyysimenetelmasta riippuen kapillaarin sisdseinama voi olla paallys-

tamaton, paallystetty tai stationaarifaasilla pakattu. Kapillaarin paallystdminen parantaa
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EOF:n kontrollointia ja vahentda yhdisteiden adsorptiota kapillaarin sisdseinamaan.
[12, s. 238-239.]

Lampdtilan kontrollointi analyysin suorituksen aikana on tarkeaa, koska lampdtila vai-
kuttaa virran toistettavuuteen, puskurin viskositeettiin, yhdisteiden pKs-arvoihin ja
EOF:iin. Taman takia kapillaari, sekd usein myo6s puskuri- ja naytepdydat, termostoi-

daan vakiolampétilaan ilma- tai nestekierron avulla. [12, s. 229-232.]

Naytteen injektointi tapahtuu yleensa automaattisella naytteensyaéttajalla. Naytteen
injektiossa voidaan kayttaa elektrokineettista tai hydrodynaamista injektiota [11, s. 24—
25]. Elektrokineettisessa injektiossa taustaelektrolyytti korvataan nayteliuoksella ja jan-
nitteen aiheuttama elektromigraatio siirtdd naytteen kapillaariin. Hydrodynaamisessa
injektiossa voidaan kayttda vetovoimavirtausta, painetta tai vakuumi-imua. [11, s. 34—
37.] Elektrokineettisessa injektiossa kapillaariin siirtyva naytemaara riippuu jannitteesta
ja jannitteen vaikutusajasta. Hydrodynaamisessa injektiossa naytemaaraan vaikuttavat
paine-ero kapillaarissa ja injektioaika. [11, s. 24—25.] CE-analyyseissa kaytettava injek-

tiotilavuus on yleensa 2-20 nl [12, s. 232].

Analyysit suoritetaan useimmiten siten, ettd EOF on kohti katodia. Detektori on sijoitet-
tu kapillaarin katodin puoleiseen paahan ja naytteiden injektiot tehddan anodin puolei-
sesta paasta. [11, s. 13.] Tavallisin CE:ssa kaytetty detektointimenetelma on suoraan
kapillaarista mitattava absorptio tai fluoresenssi. Suoraan kapillaarissa tapahtuva de-
tektointi vaatii detektioikkunan tekemisen kapillaariin eli polyimidikerroksen poistamisen
pieneltd alueelta. Detektioikkuna voidaan tehda usealla eri tavalla, joista yksinkertaisin
on detektioikkunan polttaminen. [11, s. 55; 12, s. 240.] Detektointi tapahtuu erotettavi-

en yhdisteiden ohittaessa detektioikkunan [15, s. 291].
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3 Tyodssa kaytetyt laitteet ja reagenssit

Tyossa kaytettiin seuraavia laitteita:

o CE: ProteomelLab PA 800, Beckman Coulter
. 32 Karat -ohjelmisto, versio 8.0
o Detektori: UV Detector Module, Beckman Coulter

. clEF kapillaari: Neutral Capillary 30,2 cm, 50 uym (I.D.), Beckman Coulter,
USA, Lot: M506642, S502212, M506701

. CZE kapillaari: Bare Fused Silica 30,2 cm, 50 ym (I.D.), Polymicro Tech-
nologies, Lot: ANMKOSA

. Analyysivaaka: Mettler Toledo XP 205, Mettler Toledo XP 504

. Eppendorf Centrifuge 5415D

. pH-mittari: Mettler Toledo SevenMulti

. Labdancer, IKA

. Vortex Genie 2, Scientific Industries

. Amicon Ultra-0,5 Ultracel 10K, Millipore, Irlanti, Lot: ROKA72706

. Finnpipetteja.

Lisaksi kaytettiin muita laboratorion yleisia valineita.
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Tyossa kaytetyt reagenssit olivat

J Arginiinihydrokloridi, Ajinomoto, Japani, Lot: 65192

. Iminodiasetaattihappo (IDA), Sigma-Aldrich, Kiina, Lot: BCBD7749V

. Urea, Merck, Saksa, Lot: 65447

. clEF Gel, Beckman Coulter, USA, Lot: M504541

. Ortofosforinappo 85 %, Merck, Saksa, Lot: K42745373

J Natriumhydroksidi (NaOH) 1 M, Merck, Saksa, Lot: HC41445437

. Vakeva etikkahappo 100 %, Merck, Saksa, Lot: K45886263 432

. pl-markkerit (pl 10,0; 9,5; 7,0; 5,5; 4,1), AB Sciex, USA, Lot: M503687
. Pharmalyte 3—-10 for IEF, GE Healthcare, Ruotsi, Lot: 10040852

. eCAP 50 mM Tris Buffer pH 8, Beckman Coulter, USA, Lot: M410194

. Hydroksipropyylimetyyliselluloosa (HPMC), Sigma-Aldrich, Kiina, Lot:
MKBV9071V

. Trietyleenitetramiini (TETA), Merck, Saksa, Lot: S6205092 503

. 6-aminokapronihappo (EACA), Sigma-Aldrich, Kiina, Lot: BCBQ1658V
. Suolahappo (HCI) 0,1 N, Merck, Saksa, Lot: HC303140

. Natriumkloridi (NaCl), Merck, Tanska, Lot: K44269504

. Natriumdivetyfosfaattimonohydraatti, Merck, Saksa, Lot: A0537846 507
. Natriumsitraatti, Merck, Saksa, Lot: 65589

. Natriumatsidi (NaN3), Sigma-Aldrich, Saksa, Lot: BCBC9930V

. Ultrapuhdas vesi tyyppi 1, Milli-Q, Millipore.

Kaikki tyossa kaytetyt reagenssit olivat analyysilaatua tai 1aakelaatua.
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4 Tyon suoritus

4.1 Validointi

Analyysimenetelman validoinnilla voidaan osoittaa, ettd kyseinen menetelma soveltuu
aiottuun kayttétarkoitukseen seka arvioida menetelman suorituskykya [26, s. 25]. Vali-
doinnissa tehtavat tutkimukset perustuivat ICH:n (International Conference on Harmo-
nisation) ohjeistukseen [27]. Validoinnissa tutkittavia parametreja olivat spesifisyys,
menetelman toistettavuus, laboratorion sisdinen uusittavuus, lineaarisuus, toteamis- ja
maaritysraja sekd menetelman haavoittuvuus. Lisdksi tutkittiin molemmilla menetelmilla
kapillaarin stabiiliutta ja nayteliuoksen sailyvyytta seka testattiin, kuinka moneen perak-
kaiseen injektioon voidaan kayttdd samoja puskuri- ja huuhteluliuospulloja CZE-

menetelmassa.

Seuraavissa luvuissa on esitetty lyhyesti validoitavien parametrien teoriaa ja kuvattu
validoinnin suoritus molempien menetelmien osalta. Validoinnissa kaytetty monoklo-
naalinen vasta-aine oli Anti-h IgM 7408 SPRN-5 5,1 mg/ml (Lot: 0033195, kv. 2.2.2018,
#10084, Medix Biochemica, Espoo, Suomi).

4.2 Ajo-olosuhteet

Validoinnissa kaytetyt ajo-olosuhteet valittiin menetelmien ohjeiden mukaisesti [28; 29].
Yleiset ajo-olosuhteet on keratty Taulukkoon 1. Kapillaarin kunnostus tydpaivan alussa

ja huuhtelu sailytysta varten tehtiin menetelmien ohjeiden mukaisesti [28; 29].

Taulukko 1. Validoinnissa kaytetyt yleiset ajo-olosuhteet clEF- ja CZE-menetelmille.

Parametri clEF CZE
Lampétila
kapillaari 20 °C 25°C
naytepdoyta 10 °C 20 °C
Maksimivirta 20 pA 300 pA
Detektointi uv uv
aallonpituus 280 nm 214 nm
data rate 2 Hz 4 Hz
Apertuuri 200 uym 800 um
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Ajoissa kaytettavat puskuri- ja huuhteluliuokset valmistettiin menetelmien ohjeiden mu-
kaisesti. clEF-menetelmassa puskuri- ja huuhteluliuospullot vaihdettiin uusiin kuuden
injektion tai 24 tunnin jalkeen [28]. CZE-menetelmalle ei ollut vastaavaa ohjeistusta,

joten puskuri- ja huuhteluliuosten stabiiliutta tutkittiin validoinnin yhteydessa.

clEF-menetelmassa naytteen injektoinnin kesto oli 99,9 s ja paine 25 psi. Fokusoinnis-
sa kaytettiin 25 kV:n jannitetta ja fokusoinnin kesto oli 15 minuuttia. Kemiallisessa mo-
bilisoinnissa kaytettiin 30 kV:n jannitettd ja mobilisoinnin kesto oli 30 minuuttia. [28.]
CZE-menetelmassa naytteen injektoinnin kesto oli 10,0 s ja paine 0,5 psi. Erotuksessa

kaytetty jannite oli 30 kV ja erotuksen kesto oli 20 minuuttia. [29.]

4.3 Naytteiden kasittely

clEF-analyysia varten vasta-aineelle tehtiin suolanpoisto Ultracel 10K -filtteriputkilla.
Suolanpoistossa kaytettiin 20 mM Tris-puskuria, jonka pH oli 8. Liuos valmistettiin pipe-
toimalla 4 ml 50 mM Tris-puskuria ja 6 ml vettd 15 ml:n Falcon-putkeen. Suolanpoisto
tehtiin menetelmasséa olevan ohjeen mukaisesti [28]. Naytettd kuitenkin sentrifugoitiin
vahintdan 30 minuuttia, koska nayte ei konsentroitunut ohjeessa annetussa 5 minuutis-
sa. Vasta-aine laimennettiin lopuksi alkuperaiseen pitoisuuteen 5,1 mg/ml 20 mM Tris-

puskurilla.

Suolanpoiston jalkeen vasta-aine jaettiin mikrosentrifugiputkiin 10 pl/putki ja naytteet
sailytettiin —20 °C:ssa analysointiin asti. Analysoitavat clEF-naytteet valmistettiin mene-
telmasséd olevan ohjeen mukaisesti ja vasta-ainepitoisuus nayteliuoksessa oli 0,2

mg/ml [28]. Naytteet pipetoitiin Taulukon 2. mukaisesti.

Taulukko 2.  Naytteen valmistus clEF-analyysiin [28].

Reagenssi Pipetoitava maara (pl)
3 M urea-clEF Gel 200

Pharmalyte 3-10 12

Katodinen stabilaattori 20

Anodinen stabilaattori 2

Jokaista pl-markkeria (3 kpl) 2

Nayte 10

Lopputilavuus 250
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CZE-analyysia varten vasta-aine laimennettiin vedelld pitoisuuteen 1 mg/ml. Laimen-

nokset tehtiin analyysipaivana.

4.4 Vasta-aineen isoformien maarittaminen

Vasta-aineen merkittdvat isoformit (piikit) maaritettiin elektroferogrammista. clEF-
menetelmassa isoformien pl-arvot laskettiin sisdisind standardeina kaytettyjen kaupal-
listen pl-markkereiden migraatioaikojen perusteella. clEF-menetelman validoinnissa
tarkasteltiin isoformien migraatioaikoja ja pl-arvoja, kun taas CZE-menetelmassa tar-

kasteltiin vain migraatioaikoja.

Validointisuunnitelman mukaan tarkoitus oli tutkia myos piikkien pinta-aloja, mutta tama
jatettiin tekematta. Eri ajojen piikkien integroiminen samoilla parametreilla osoittautui
hankalaksi, ja aina ei ollut mahdollista integroida kaikkia piikkeja optimaalisesti. Piikki-
en integroinneista johtuen pinta-alojen hajonnat olivat suuria ja pinta-alojen tarkastelu

ei antanut lisdinformaatiota validoitaviin parametreihin.

4.5 Spesifisyys

Spesifisyydella tarkoitetaan menetelman kykya mitata vain tarkoitettua analyyttia [26, s.
27]. Menetelman spesifisyyttd voidaan tutkia kartoittamalla maaritysta hairitsevat teki-

jat, kuten taustamatriisin vaikutus [27, s. 4].

clEF-menetelman spesifisyydessa testattiin, ettd suolanpoistossa kaytettdva puskuri-
liuos (20 mM Tris-puskuri pH 8) ei hairitse vasta-aineen piikkien maaritysta. Naytteen
tavoin kasitellystd puskuriliuoksesta ajettiin elektroferogrammi, josta tarkistettiin, etta
taustasta ei tule hairitsevia piikkeja samalle kohdalle kuin vasta-aineen isoformien pii-
kit.

CZE-menetelman spesifisyydessa testattiin, ettd vasta-aineen oma puskuriliuos ei héai-
ritse piikkien maaritysta. Maaritysta varten tehtiin valmistajan antaman koostumuksen
mukainen puskuriliuos (37 mM sitraatti; 125 mM fosfaatti; 0,9 % NaCl; 0,095 % NaNjs,

pH 6,0) [9]. Naytteen tavoin laimennetusta puskuriliuoksesta ajettiin elektroferogrammi,
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josta tarkistettiin, etta taustasta ei tule hairitsevia piikkeja samalle kohdalle kuin vasta-

aineen isoformien piikit.

4.6 Menetelman toistettavuus

Menetelman toistettavuudessa tutkitaan perakkaisten mittaustulosten paikkansapita-
vyyttd, kun mittaukset suoritetaan samoissa olosuhteissa samasta homogeenisesta

naytteesta [27, s. 5].

Kummankin menetelman toistettavuutta tutkittin analysoimalla vasta-aineesta kuusi
rinnakkaista naytetta, joista jokainen injektoitiin kerran. Tuloksista laskettiin keskiarvo,

keskihajonta (SD), suhteellinen keskihajonta (RSD) ja 95 %:n luottamusvali.

4.7 Laboratorion sisainen uusittavuus

Laboratorion sisaisella uusittavuudella osoitetaan menetelman olevan toistettava muut-
tuneissa olosuhteissa, esim. eri analyysipaivina, kun analysoidaan samaa homogeenis-

ta naytetta [27, s. 5].

Kummankin menetelman uusittavuutta tutkittiin kolmena eri paivana. Jokaisena paiva-
na analysoitiin vasta-aineesta yksi nayte, joka injektoitiin 10 kertaa. Tuloksista laskettiin
keskiarvo, SD, RSD ja 95 %:n luottamusvali. Eri paivien tuloksia vertailtiin keskenaan

varianssianalyysin (ANOVA) ja t-testin avulla.

4.8 Lineaarisuus

Menetelman lineaarisuudella tarkoitetaan sen kykya antaa lineaarinen korrelaatio vas-

teelle ja analyytin pitoisuudelle tietylla pitoisuusalueella [26, s. 28].

clEF-menetelman lineaarisuutta tutkittiin valmistamalla vasta-aineesta Taulukon 3. mu-
kaiset laimennokset veteen. Jokaisesta pitoisuudesta valmistettiin kolme rinnakkaista
naytetta ja jokainen nayte injektoitiin kerran. Pitoisuudet vaihtelivat valilld 20-98 % me-

netelmassa kaytetysta pitoisuudesta.
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Taulukko 3.  clEF-menetelman lineaarisuuden tutkimiseen valmistetut laimennokset. Pitoisuus
5 mg/ml laimennettiin naytteesta (5,1 mg/ml) ja loput laimennokset tehtiin pitoisuudesta 5
mg/ml. Laimennosten valmistamisessa kaytettiin vetta.

Pitoisuus | Kantaliuos | Vesi Pitoisuus nayteliuoksessa | Taso
1 mg/ml 8 ul 32 pl 0,04 mg/ml 20 %
2 mg/ml 12 yl 18 pl 0,08 mg/ml 40 %
3 mg/ml 18 yl 12 yl 0,12 mg/ml 60 %
4 mg/ml 24 yl 6 pl 0,16 mg/ml 80 %
5 mg/ml 93 pl 2yl 0,2 mg/ml 98 %

CZE-menetelman lineaarisuutta tutkittiin valmistamalla vasta-aineesta Taulukon 4. mu-
kaiset laimennokset veteen. Jokaisesta pitoisuudesta valmistettiin kolme rinnakkaista
naytettd ja jokainen nayte injektoitiin kerran. Pitoisuudet vaihtelivat valilla 30-200 %

menetelmassa kaytetysta pitoisuudesta.

Taulukko 4. CZE-menetelman lineaarisuuden tutkimiseen valmistetut laimennokset. Pitoisuus
2 mg/ml laimennettiin naytteesta (5,1 mg/ml) ja loput laimennokset tehtiin pitoisuudesta 2
mg/ml. Laimennosten valmistamisessa kaytettiin vetta.

Pitoisuus Kantaliuos | Vesi Taso
0,3 mg/ml 15,8 ul 89,2 ul 30 %
0,5 mg/ml 22,5 ul 67,5 ul 50 %
0,8 mg/ml 36 pl 54 pl 80 %
1 mg/ml 45 pl 45 pl 100 %
2 mg/ml 84,3 ul 130,7 pl 200 %

Tuloksista piirrettiin vasta-aineen jokaiselle merkittavalle isoformille lineaarisuuskuvaa-

ja pitoisuuden suhteena piikin pinta-alaan seka maaritettiin korrelaatiokertoimet.

4.9 Toteamis- ja maaritysraja

Toteamisraja on analyytin pienin pitoisuus, joka voidaan todeta luotettavasti. Maaritys-
raja on kvantitatiivisen mittauksen pienin pitoisuus, jolle voidaan esittaa epavarmuusar-

vio. Maaritysraja tutkitaan aina analyytin taustamatriisissa. [26, s. 29-30.]

Tassa tydssa menetelman toteamis- ja maaritysrajalla pyrittiin selvittdmaan pienin vas-
ta-ainepitoisuus, jolla voidaan luotettavasti tutkia varausten heterogeenisyytta. Kum-
mankin menetelman toteamisrajaa tutkittiin tekemalla vasta-aineesta kolme laimennos-

ta, jotka olivat lineaarisuuden tutkimiseen kaytettyja liuoksia laimeampia (Taulukko 5.).
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Laimennosten valmistamiseen kaytettiin lineaarisuuden liuoksia 1 mg/ml (clEF) ja 0,3

mg/ml (CZE). Kaikki laimennokset tehtiin veteen.

Taulukko 5.  clEF- ja CZE-menetelmien toteamisrajojen tutkimiseen valmistetut laimennokset.
Kantaliuokset 1 mg/ml ja 0,3 mg/ml valmistettiin lineaarisuuden tutkimisen yhteydessa.

clEF CZE
Pitoisuus Kantaliuos Vesi Pitoisuus Kantaliuos Vesi
0,5 mg/ml 1mg/ml75ul | 7,5l 0,1 mg/ml 0,3mg/ml 10yl | 20 yl
0,1 mg/ml 0,5mg/ml 3 ul | 12 pl 0,01 mg/ml 0,3 mg/ml 1,2 yl | 33,8 yl
0,01 mg/ml | 0,1 mg/ml 1yl | 9yl 0,001 mg/ml 0,01 mg/ml 3 yl | 27 yl

Tuloksista tarkasteltiin piikkien erottumista taustasta ja arvioitiin pitoisuutta, jolla kaikki-
en merkittdvien isoformien piikit ovat luotettavasti todettavissa. Maaritysrajan tutkimi-

seen kaytettiin lineaarisuuden tuloksia.

4.10 Haavoittuvuus

Menetelman haavoittuvuutta tutkimalla pyritaan selvittamaan, miten analyysin suorituk-
sessa tapahtuvat pienet muutokset vaikuttavat menetelman antamiin tuloksiin [26, s.
33]. Haavoittuvuuden tutkimisella saadaan tietoa menetelman luotettavuudesta nor-

maalissa kaytdssa [27, s. 5].

clEF-menetelman haavoittuvuudessa tutkittiin suolanpoiston vaikutusta tuloksiin. Suo-
lanpoiston vaikutuksen tutkimiseksi vasta-aineelle tehtiin suolanpoisto kayttamalla eri

sentrifugointiaikoja.

CZE-menetelman haavoittuvuudessa tutkittiin ajopuskurin valmistamisen vaikutusta
tuloksiin. Ajopuskurin vaikutuksen selvittamiseksi valmistettiin kaksi erillistd EA-
CA/TETA-liuosta menetelméan ohjeen mukaisella koostumuksella ja ndista liuoksista
valmistettiin kaksi sarjaa ajossa kaytettavia puskureita [29]. Kummankin ajopuskurin

valmistamisessa kaytettiin samaa 1 %:sta HPMC-liuosta.
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4.11 Kapillaarin stabiilius

Kapillaarin stabiiliutta tutkimalla pyrittiin selvittdmaan, kuinka monta perakkaista injek-
tiota samalla kapillaarilla voidaan tehda, niin ettd piikkien resoluutiot ja migraatioajat

pysyvat hyvaksyttavina.

Validointisuunnitelmasta poiketen kapillaarin stabiiliuden selvittamista varten ei tehty
erillisia maarityksia. Kapillaarin stabiiliutta arvioitiin samalla kapillaarilla tehtyjen perak-

kaisten injektioiden elektroferogrammien perusteella.

4.12 Nayteliuosten sailyvyys

Tassa tydssa haluttiin myos selvittdd, kuinka hyvin valmistetut nayteliuokset sailyvat
CE-laitteen naytepoydalla ja jaakaapissa. Vuorokauden sailyvyys laitteessa takaisi tur-
vallisen analysoinnin yon yli ja jadkaappisailytys mahdollisuuden valmistaa naytteet jo

analyysia edeltavana paivana.

Nayteliuoksen sailyvyyttd CE-laitteen naytepdydalla tutkittin kummallakin menetelmal-
18. Sailyvyytta tutkittiin tekemalld kolme injektiota samasta naytteesta kahtena perak-
kaisena paivana. Naytetta ei poistettu laitteesta maaritysten valissa, ja maarityskertojen

vali oli vahintaan 24 tuntia.

Nayteliuoksen sailyvyytta jadkaapissa tutkittiin vain CZE-menetelmalla. Sailyvyytta tut-
kittiin tekemalld kolme injektiota samasta naytteestd kahtena perakkaisend paivana.
Naytettd sailytettiin maarityskertojen valissa jadkaapissa (+2...+8 °C), ja maarityskerto-

jen vali oli vahintaan 24 tuntia.

4.13 Puskuri- ja huuhteluliuosten stabiilius

CZE-analyysissa kaytettavien puskuri- ja huuhteluliuosten stabiiliutta arvioitiin kapillaa-
rin stabiiliuden yhteydessa. Tarkoituksena oli selvittaa liuosten erotuskapasiteettia ja
sailyvyytta laitteessa. Tulosten perusteella arvioitiin, kuinka moneen perakkaiseen in-

jektioon voidaan kayttaa samoja puskuri- ja huuhteluliuospulloja.
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5 Tulokset ja tulosten tarkastelu

5.1 Spesifisyys

Menetelmien spesifisyyttd tutkittin ajamalla elektroferogrammit vasta-aineen tausta-
matriisista. clEF-menetelmassa taustamatriisina oli suolanpoistossa kaytetty 20 mM
Tris-puskuri. Tris-puskurin elektroferogrammissa havaittiin kaksi pienta piikkia, joiden
migraatioajat erosivat selkeasti vasta-aineen piikkien migraatioajoista (Kuva 7. ja Kuva
8.).
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Kuva 7. Suolanpoistossa kaytetyn 20 mM Tris-puskurin clEF-mé&arityksen elektroferogrammi.
Piikit 1 ja 2 ovat puskurin aiheuttamia ja isommat piikit ovat pl-markkereita (pl 7,0; 5,5 ja
4,1).
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Kuva 8. Vasta-aineen (0,2 mg/ml) clEF-maéarityksen elektroferogrammi.

CZE-menetelmassa taustamatriisina oli vasta-aineen oma puskuriliuos. Puskuriliuok-
sen ei todettu aiheuttavan elektroferogrammiin maaritysta hairitsevia piikkeja (Kuva 9.
ja Kuva 10.).
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Kuva 9. Vasta-aineen oman puskurin (37 mM sitraatti; 125 mM fosfaatti; 0,9 % NaCl; 0,095 %
NaN3s, pH 6,0) CZE-maarityksen elektroferogrammi. Piikki 1 on puskurin aiheuttama.
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Kuva 10. Vasta-aineen (1 mg/ml) CZE-maarityksen elektroferogrammi.

Menetelmien todettiin olevan spesifisia tutkittavalle vasta-aineelle, koska taustamatriisi

ei hairinnyt isoformien maaritysta.

5.2 Menetelman toistettavuus

Menetelmien toistettavuutta tutkittiin kuudesta rinnakkaisesta naytteesta. Maarityksista
laskettiin keskiarvo, SD, RSD ja 95 %:n luottamusvali jokaiselle isoformille (Taulukko 6.
ja Taulukko 7.). Luottamusvali laskettiin kaavalla

ts

Luottamusvali = x + N (1)

jossa x on mittausten keskiarvo, t on t-arvo, s on keskihajonta ja n on mittausten luku-
maara (n = 6; t = 2,571).
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clEF-maarityksen toistettavuuden tulokset: migraatioaika (min), keskiarvo (min),
SD, RSD (%) ja 95 %:n luottamusvali.

Migraatioaika (min) | Keskiarvo (n=6) | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 27,23 0,16 0,57 27,23 +£0,17

Piikki 2 27,44 0,08 0,30 27,44 + 0,09

Piikki 3 27,68 0,08 0,28 27,68 + 0,09

Piikki 4 27,86 0,08 0,27 27,86 + 0,09

Piikki 5 27,93 0,09 0,31 27,93 +0,10

pl-arvo Keskiarvo (n =6) | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 6,33 0,04 0,64 6,33 + 0,05

Piikki 2 6,26 0,02 0,27 6,26 + 0,02

Piikki 3 6,17 0,02 0,22 6,17 £ 0,02

Piikki 4 6,11 0,02 0,23 6,11+ 0,02

Piikki 5 6,08 0,02 0,27 6,08 + 0,02

clEF-menetelmassa isoformien migraatioaikojen RSD:t olivat < 0,57 % ja pl-arvojen

RSD:t olivat < 0,64 %. Piikin 1 resoluutio ei ollut optimaalinen kaikissa erotuksissa,

mika vaikeutti piikin integroimista. Integroinnit saattoivat vaikuttaa saatuihin migraatio-

aikoihin, ja tdman takia RSD:t olivat suurempia kuin muilla piikeilld. Tarkasteltaessa

yksittaisten tulosten osumista 95 %:n luottamusvalille huomattiin, ettd vain yhdessa

naytteessa ei ollut yhtaan poikkeavaa tulosta. Tulosten hajonnat varsinkin pl-arvoissa

olivat pienid, minka takia myos luottamusvalit olivat hyvin kapeita. Tama saattaa selit-

taa tulosten poikkeamisen luottamusvalilta. Kaikkien isoformien pl-arvot osuivat valmis-

tajan ilmoittamalle valille 6,4-5,5 [9].

Taulukko 7.

SD, RSD (%) ja 95 %:n luottamusvali.

Migraatioaika (min) | Keskiarvo (n=6) | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 10,31 0,01 0,10 10,31 £ 0,02
Piikki 2 11,14 0,02 0,15 11,14 £ 0,02
Piikki 3 11,82 0,02 0,16 11,82 £ 0,03
Piikki 4 12,94 0,04 0,28 12,94 £ 0,04
Piikki 5 13,97 0,04 0,29 13,97 £ 0,05
Piikki 6 15,87 0,04 0,25 15,87 £ 0,05

CZE-maérityksen toistettavuuden tulokset: migraatioaika (min), keskiarvo (min),
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CZE-menetelmassa piikkien migraatioaikojen RSD:t olivat < 0,29 %. Tuloksia tarkastel-
taessa huomattiin, ettd kolmen ensimmaisen piikin RSD:t olivat pienempia kuin my6-
hemmin tulevien kolmen piikin. Tama saattoi johtua myohemmin detektorille tulevien
isoformien vuorovaikutuksista kapillaarin seindman kanssa. Elektroferogrammeista
voitiin todeta, ettd kolme viimeista piikkia olivat myds hieman leveampia ensimmaisiin
piikkeihin verrattuna. Tama saattoi johtua proteiinien adsorboitumisesta kapillaarin sei-
namaan. Luottamusvalitarkastelussa todettiin, ettd vain ensimmaisena analysoidussa

naytteessa oli 95 %:n luottamusvalilta poikkeavia tuloksia.

Molemmilla menetelmilld rinnakkaisten naytteiden RSD:t olivat pienia, minka perusteel-
la menetelmat ovat toistettavia. CZE:ll& migraatioaikojen toistettavuus oli kuitenkin pa-

rempi kuin clEF:lla.

5.3 Laboratorion sisainen uusittavuus

Menetelmien laboratorion sisadistd uusittavuutta tutkittiin analysoimalla vasta-aineesta
yksi ndyte kolmena eri paivana. Jokaisesta naytteesta tehtiin 10 injektiota. Tuloksista
laskettiin keskiarvo, SD, RSD ja 95 %:n luottamusvali jokaiselle isoformille. Tulokset
laskettiin seka yksittaisten paivien maarityksille (Liite 1. ja Liite 2.) etta kaikille kolmelle
maarityskerralle (Taulukko 8. ja Taulukko 9.). Luottamusvali laskettiin kaavalla 1 (n = 3;
t = 4,303).
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Taulukko 8.  clEF-maarityksen laboratorion sisdisen uusittavuuden tulokset kolmelta analyysi-
paivalta. Eri analyysipaivien tulokset on ilmoitettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika

(min), keskiarvo (min), SD, RSD ja 95 %:n luottamusvali.

Migraatio-

aika (min) Piikki 1 Piikki 2 Piikki 3 Piikki 4 Piikki 5
Paiva 1. 27,55 27,73 27,92 28,09 28,18
Paiva 2. 28,13 28,32 28,52 28,69 28,76
Paiva 3. 27,79 28,02 28,27 28,46 28,53
Keskiarvo 27,83 28,02 28,23 28,42 28,49

SD 0,29 0,29 0,30 0,30 0,29

RSD (%) 1,05 1,05 1,07 1,07 1,03

95 %:n luot-

tamusvali 27,83+0,73 | 28,02+0,73 | 28,23+0,75 | 28,42+0,76 | 28,49 +0,74
pl-arvo Piikki 1 Piikki 2 Piikki 3 Piikki 4 Piikki 5
Paiva 1. 6,32 6,25 6,18 6,11 6,08

Paiva 2. 6,32 6,25 6,18 6,11 6,09

Paiva 3. 6,34 6,27 6,19 6,12 6,10
Keskiarvo 6,33 6,25 6,18 6,11 6,09

SD 0,01 0,01 0,00 0,00 0,01

RSD (%) 0,19 0,14 0,07 0,08 0,15

95 %:n luot-

tamusvali 6,33+ 0,04 6,25+ 0,03 6,18 + 0,02 6,11 £ 0,02 6,09 £ 0,03

clEF-maarityksessa isoformien migraatioaikojen RSD:t vaihtelivat jonkin verran eri pai-
vind tehdyissa analyyseissa, kuitenkin jokaisena paivana RSD:t olivat < 1,12 %. pl-
arvojen RSD:t olivat kaikkina analyysipaivina < 0,04 % ja kaikki pl-arvot osuivat valmis-

tajan ilmoittamalle valille 6,4-5,5 [9].

clEF:n migraatioaikojen luottamusvalitarkastelussa havaittiin, ettd yksittaisten paivien
kaikki tulokset eivat osuneet 95 %:n luottamusvalille. Tulosten hajonnat olivat pienia,
jolloin myds luottamusvalit olivat kapeita. Kolmen paivan maarityksista laskettu luotta-
musvali oli laajempi ja neljadd mittaustulosta lukuun ottamatta tulokset osuivat 95 %:n
luottamusvalille. Poikkeavat mittaustulokset olivat kaikki samasta injektiosta. pl-arvojen
luottamusvalitarkastelussakaan yksittaisten paivien kaikki tulokset eivat osuneet 95
%:n luottamusvalille. pl-arvojen hajonnat olivat pienempia kuin migraatioaikojen ja luot-
tamusvalit olivat erittain kapeita. Myos kolmen paivan maarityksista lasketut luottamus-

valit olivat erittdin kapeita ja seitseman mittaustulosta ei osunut 95 %:n luottamusvalille.
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clEF:n kolmen maarityskerran tuloksia vertailtin keskendan ANOVA:lla (yksisuuntai-
nen, 95 %:n luottamustaso) ja t-testilld (kaksisuuntainen, 95 %:n luottamustaso). Kay-
tettava t-testi valittiin tutkimalla ensin F-testilla, erosivatko eri ryhmien varianssit tilastol-
lisesti merkitsevasti. Migraatioaikojen vertailussa ANOVA:lla kaikkien maarityskertojen
tulokset erosivat tilastollisesti erittédin merkitsevasti (P < 0,001). Maarityskertoja vertail-
tiin viela pareittain t-testin avulla, ja kaikki tulokset erosivat tilastollisesti merkitsevasti
(P < 0,05). pl-arvojen vertailussa ANOVA:lla piikkien 1, 2 ja 5 tulokset erosivat tilastolli-
sesti merkitsevasti (P < 0,01; P < 0,001 ja P < 0,01). M&arityskertojen vertailu pareittain
t-testilla osoitti, ettd ensimmaisen ja toisen maarityskerran pl-arvot eivat eronneet tilas-

tollisesti merkitsevasti millaan isoformilla.

Taulukko 9.  CZE-maarityksen laboratorion sisdisen uusittavuuden tulokset kolmelta analyysi-
paivalta. Eri analyysipaivien tulokset on ilmoitettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika

(min), keskiarvo (min), SD, RSD ja 95 %:n luottamusvali.

Migraatio-

aika (min) Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Paiva 1. 10,18 11,00 11,66 12,76 13,75 15,46
Paiva 2. 10,21 11,04 11,71 12,83 13,85 15,67
Paiva 3. 10,36 11,21 11,89 13,02 14,06 15,96
Keskiarvo 10,25 11,08 11,75 12,87 13,89 15,69
SD 0,10 0,11 0,12 0,14 0,16 0,25
RSD (%) 0,94 0,99 1,01 1,05 1,15 1,62
95 %:n luot- | 10,25 11,08 11,75 12,87 13,89 15,69
tamusvali +0,25 + 0,28 + 0,30 + 0,34 + 0,40 + 0,64

Myds CZE-maarityksessa isoformien migraatioaikojen RSD:t vaihtelivat jonkin verran
paivakohtaisesti. Kaikkina maarityskertoina RSD:t olivat < 1,43 %. Migraatioaikojen
luottamusvalitarkastelussa havaittiin, etta yksittaisten paivien maarityksissa suurin osa
tuloksista ei osunut 95 %:n luottamusvalille. Tulosten hajonnat olivat pienid, jolloin
myos luottamusvalit olivat kapeita. Kaikki tulokset osuivat kuitenkin kolmen paivan

maarityksista lasketulle 95 %:n luottamusvalille.

CZE:n kolmen maarityskerran tuloksia vertailtin keskendan ANOVA:lla (yksisuuntai-
nen, 95 %:n luottamustaso) ja t-testilld (kaksisuuntainen, 95 %:n luottamustaso). Kay-
tettava t-testi valittiin tutkimalla ensin F-testilla, erosivatko eri ryhmien varianssit tilastol-
lisesti merkitsevasti. Migraatioaikojen vertailussa ANOVA:lla kaikkien maarityskertojen

tulokset erosivat tilastollisesti erittdin merkitsevasti (P < 0,001). Maéarityskertojen vertai-
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lu pareittain t-testilla osoitti, ettd ensimmaisen ja toisen maarityskerran tulokset erosivat

tilastollisesti merkitsevasti vain piikilla 6 (P < 0,05).

Molemmissa menetelmissa analyysit tehtiin samalla kapillaarilla eli piikkien migraatio-
ajoissa esiintyy myos kapillaarista riippumatonta vaihtelua. Migraatioaikojen RSD:t ei-
vat muuttuneet systemaattisesti, eli kapillaarin kayttoialla ei todennakoisesti ollut vaiku-
tusta tuloksiin. Jos kaytettavissa olisi ollut useampia kapillaareja, olisi voitu testata vai-

kuttaako eri kapillaarin kayttaminen tuloksiin.

clEF-menetelman todettiin olevan uusittava, kun kaytetaan pl-markkereita. Vaikka mig-
raatioajat erosivat tilastollisesti merkitsevasti, isoformeille lasketut pl-arvot olivat toistet-
tavia. CZE-menetelméssa migraatioajoissa oli merkittdvaa vaihtelua, mutta RSD:t olivat
pienia. CZE-menetelman toistettavuuden arvioiminen oli hankalaa, koska migraatio-

aikojen vaihtelulle asetettuja vaatimuksia ei ollut tiedossa.

5.4 Lineaarisuus

Vasta-aineen antaman vasteen lineaarisuutta tutkittin molemmilla menetelmilld ana-
lysoimalla viisi eri pitoisuutta. Tuloksista piirrettiin lineaarisuuskuvaajat vasta-aineen
kaikille isoformeille (Liite 3. ja Liite 4.). Korrelaatiokertoimet laskettiin lineaarisuusku-

vaajien suorien selitysasteiden perusteella kaavalla

r=VRZ @)

jossa r on korrelaatiokerroin ja R? on suoran selitysaste. Kaikkien lineaarisuuskuvaajien

korrelaatiokertoimet olivat > 0,99 (Taulukko 10. ja Taulukko 11.).

Taulukko 10. clEF-menetelmalle lasketut korrelaatiokertoimet.

Piikki R? r

1 0,98414 0,99204
2 0,99606 0,99803
3 0,99649 0,99824
4 0,98735 0,99365
5 0,98050 0,99020
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Taulukko 11. CZE-menetelmalle lasketut korrelaatiokertoimet.

Piikki R? r

1 0,99733 0,99866
2 0,99877 0,99938
3 0,99714 0,99857
4 0,99878 0,99939
5 0,99658 0,99829
6 0,98753 0,99375

Koska kyseessa oli kvalitatiivinen analyysi, suorien lineaarisuutta ei tutkittu tarkemmin.
Korrelaatiokertoimien perusteella voitiin todeta, ettd vasta-aine kayttaytyi lineaarisesti

tutkituilla pitoisuusalueilla.

5.5 Toteamis- ja maaritysraja

Validointisuunnitelman mukaan menetelman toteamisrajaa oli tarkoitus arvioida silma-
maaraisesti hyvin laimeista vasta-aineliuoksista. Valmistetut liuokset olivat kuitenkin
liian laimeita ja piikkien integroiminen ei onnistunut. Taman takia seka toteamis- etta

maaritysrajan tutkimiseen kaytettiin lineaarisuuden tuloksia.

Toteamis- ja maaritysrajat laskettiin erikseen vasta-aineen jokaiselle isoformille lineaa-

risuuskuvaajien suorien y-akselin leikkauspisteen keskihajonnan avulla kaavoilla

3,3X0

Toteamisraja = ja (3)
ga

Maaritysraja = 1og>< z, (4)
A

jossa o on suoran kulmakerroin ja ga on y-akselin leikkauspisteen keskihajonta [27, s.
12]. Y-akselin leikkauspisteiden keskihajonnat laskettiin Microsoft Excelin LINEST-
toiminnon avulla. Kummankin menetelman lasketut toteamis- ja maaritysrajat on esitet-

ty Taulukossa 12.
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Taulukko 12. Y-akselin leikkauspisteen keskihajonnan avulla lasketut toteamis- ja maaritysra-

jat. * clEF-menetelmallad saadaan erotettua vasta-aineelle vain viisi isoformia.

Toteamisraja (mg/ml) Madritysraja (mg/ml)
Piikki clEF CZE clEF CZE
1 0,80 0,11 2,43 0,33
2 0,40 0,07 1,20 0,22
3 0,38 0,11 1,14 0,34
4 0,30 0,07 0,91 0,22
5 0,89 0,12 2,70 0,37
6 * 0,23 * 0,71

Eri isoformeille lasketuista toteamis- ja maaritysrajoista valittiin koko menetelméan ra-
jaksi suurin pitoisuusarvo. Tulosten perusteella toteamisrajoiksi saatiin cIEF-
menetelmalle 0,9 mg/ml ja CZE-menetelmalle 0,2 mg/ml. M&aritysrajoiksi saatiin clEF-

menetelmalle 2,7 mg/ml ja CZE-menetelmalle 0,7 mg/ml.

5.6 Haavoittuvuus

clEF-menetelman haavoittuvuutta tutkittin tekemalld naytteelle suolanpoistot kaytta-
malla eri sentrifugointiaikoja. Kummastakin naytteesta oli tarkoitus tehda kolme injektio-
ta, mutta kapillaarin katkeamisen takia molemmista suolanpoistoista saatiin vain yhden
injektion tulokset ja suolanpoiston vaikutusta ei saatu validoitua. Lisaksi 1. suolanpois-
ton naytteessa yhden pl-markkerin piikki havisi ja pl-arvot jouduttiin laskemaan kahden
pisteen standardisuoralla. Eri suolanpoistojen migraatioajat ja pl-arvot erosivat toisis-
taan n. 2 %, mutta eron merkitsevyyden selvittdmiseksi olisi tarvittu lisdd maarityksia
(Taulukko 13.).
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Taulukko 13. clEF-menetelman haavoittuvuuden tulokset: migraatioaika (min) ja tulosten ero
(%).

Migraatioaika (min)

Suolanpoisto | Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5
1 30,375 30,567 30,775 31,000 31,108
2 29,750 29,933 30,133 30,333 30,450
Ero (%) 2,06 2,07 2,09 2,15 2,12
pl-arvo

Suolanpoisto | Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5
1 6,184 6,120 6,051 5,976 5,940

2 6,312 6,247 6,177 6,106 6,065
Ero (%) 2,03 2,04 2,04 2,13 2,06

CZE-menetelman haavoittuvuutta tutkittiin tekemalld yhdesta naytteesta kolme injektio-
ta kahdella eri puskurisarjalla. Maaritysten tuloksia vertailtiin t-testilld (kaksisuuntainen,
95 %:n luottamustaso) seka laskemalla keskiarvojen ero (%) (Taulukko 14.). Kaikkien
isoformien tulokset erosivat tilastollisesti erittdin merkitsevasti 95 %:n luottamustasolla
(P < 0,001). Elektroferogrammeja tarkasteltaessa todettiin, ettd eri puskureilla ei kui-

tenkaan ollut huomattavaa vaikutusta piikkien muotoihin.

Taulukko 14. CZE-menetelman haavoittuvuuden tulokset. Eri puskureiden tulokset on ilmoitet-
tu kolmen injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD, keskiarvo-

jen ero (%) ja P-arvo (95 %:n luottamustaso).

Migraatioaika (min)

Puskuri 1 Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Keskiarvo 10,92 11,82 12,54 13,74 14,85 16,78
SD 0,02 0,04 0,04 0,06 0,07 0,11
RSD (%) 0,18 0,30 0,32 0,44 0,44 0,66
Puskuri 2 Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Keskiarvo 10,58 11,41 12,10 13,22 14,26 16,07
SD 0,02 0,02 0,03 0,04 0,04 0,08
RSD (%) 0,14 0,18 0,21 0,27 0,28 0,52
Keskiarvojen ero (%) | 3,08 3,44 3,51 3,83 3,93 4,27
P-arvo 0,00002 | 0,00006 | 0,00009 | 0,00020 | 0,00019 | 0,00086

CZE-menetelman todettiin olevan herkka muutoksille ajopuskurin koostumuksessa,
joten puskureiden valmistamiseen tulee kiinnittda erityista huomiota. Téssa tydssa ei

ehditty tutkia menetelmien haavoittuvuutta muiden parametrien osalta. Molemmilla me-
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netelmilld voisi tutkia viela esim. kapillaarin ja naytepdydan lampdtilojen ja erotuksessa

kaytettadvan jannitteen muutosten vaikutusta tuloksiin.

5.7 Kapillaarin stabiilius

Kapillaarin stabiiliutta kummassakin menetelmassa arvioitiin samalla kapillaarilla tehty-

jen perakkaisten injektioiden elektroferogrammien perusteella.

Kapillaarin erotuskyvyn todettiin huononevan melko nopeasti clEF-analyysissa (Kuva
11.). Jo 30 injektion jalkeen vasta-aineen piikkien muodot olivat muuttuneet huomatta-
vasti verrattuna ensimmaisiin injektioihin. Tama vaikeutti erityisesti ensimmaisen ja
viimeisen piikin integroimista, mika saattoi vaikuttaa saatuihin migraatioaikoihin. Kapil-
laarin erotuskyvyn nopea huononeminen saattoi johtua naytteen suolanpoistosta. Tas-
sa tydssa kaytettyjen 10K-filtteriputkien I&paisevyys oli liilan pieni tutkittavalle molekyy-
lille ja naytteen konsentroiminen vaati pitkid sentrifugointeja. Samalla naytteeseen
saattoi myos jaada liikaa suoloja. Kayttamalla vastaavia 100K-filtteriputkia olisi voitu

saada parempia tuloksia.

5. injektio

0.06 ' 0.06

0.04

30. injektio

0.00 0.00

Kuva 11. Vasta-aineen (0,2 mg/ml) elektroferogrammit 5. injektiosta ja 30. injektiosta samalla
kapillaarilla.
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CZE-analyysissa kapillaarin erotuskyvyssa ei havaittu merkittdvaa muutosta tehtyjen
injektioiden maaran kasvaessa (Kuva 12.). Kapillaarin todettiin kuitenkin katkeavan

herkasti pidemmissa ajoissa.

0.020 0.020
0.015 4 \ 0.015
2 10. injektio 2
0.010 / D, - £0.010
|
0.005 40. injektio [ 0.005
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Kuva 12. Vasta-aineen (1 mg/ml) elektroferogrammit 10. injektiosta ja 40. injektiosta samalla
kapillaarilla.

Naiden tulosten perusteella clEF-analyysissa kapillaarin kaytettavyyttd rajoittavana
tekijana on kapillaarin erotuskyky ja CZE-analyysissa kapillaarin kestavyys. CZE-
analyysissa kapillaarin katkeaminen oli todennédkdisesti sattumaa ja kapillaarin todelli-
sen kestavyyden arvioimiseksi tarvittaisiin lisdd maarityksia. clEF-analyysissa nayt-

teenkasittelyn optimoiminen saattaisi parantaa kapillaarin kaytt6ikaa.

5.8 Nayteliuosten sailyvyys

Tassa tydssd haluttiin selvittda, kuinka hyvin valmistetut nayteliuokset sailyvat CE-

laitteen naytepdydalld (huoneenldmpd) tai jadkaapissa (+2...+8 °C).

clEF-menetelman nayteliuoksen sailyvyyttd CE-laitteen naytepdydalla tutkittiin tekemal-
I& kolme injektiota samasta naytteesta kahtena perakkaisena paivana. Naytetta ei pois-
tettu CE-laitteesta maaritysten valissa. Maaritysten tulokset on koottu Liitteeseen 5.

Maarityskertojen tuloksia verrattiin t-testin avulla (kaksisuuntainen, 95 %:n luottamus-
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taso). Migraatioajoista piikin 3 tulokset ja pl-arvoista piikin 1 tulokset erosivat tilastolli-
sesti merkitsevasti 95 %:n luottamustasolla (P < 0,05).

CZE-menetelman nayteliuoksen sailyvyytta tutkittin tekemalld kahdesta naytteesta
kolme injektiota kahtena perakkaisena paivana. Toista naytetta sailytettiin analyysien
vélissa CE-laitteessa ja toista jadkaapissa. Maaritysten tulokset on koottu Liitteeseen 6.
Maarityskertojen tuloksia verrattiin t-testin avulla (kaksisuuntainen, 95 %:n luottamus-
taso). Huoneenlampdsailytyksessa piikkien 1 ja 6 tulokset erosivat tilastollisesti merkit-
sevasti 95 %:n luottamustasolla (P < 0,05 ja P < 0,001). Elektroferogrammeja tarkastel-
taessa huomattiin, etta piikkien muodot olivat muuttuneet huomattavasti ensimmaiseen
maaritykseen verrattuna (Kuva 13.). Jaakaappisailytyksessa kaikkien piikkien tulokset
erosivat tilastollisesti merkitsevasti 95 %:n luottamustasolla (P < 0,05). Elektrofero-
grammeja tarkasteltaessa ei kuitenkaan todettu huomattavaa muutosta piikkien muo-

doissa.

0.015 — e 0,015

Name

Peak 5

0.010 4 t0.010

Peak 1
Peak 2
Peak 3
Peak 4
Peak 6

0.005 + t0.005

0.000 + +0.000

Kuva 13. Vasta-aineen (1 mg/ml) elektroferogrammi vuorokauden huoneenlampdsailytyksen
jalkeen.

Naiden tulosten perusteella clEF:n nayteliuosta voidaan sailyttda vuorokauden ajan
CE-laitteessa ilman, etta isoformien pl-arvot muuttuisivat merkittavasti. CZE:n nayteliu-
os tulisi kuitenkin valmistaa mahdollisimman lahella analysointia ja ajot suunnitella niin,

etta viimeisena analysoitavat naytteet eivat olisi lilan pitkaan laitteessa.
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5.9 Puskuri- ja huuhteluliuosten stabiilius

CZE-analyysissa kaytettavien puskuri- ja huuhteluliuosten stabiiliutta tutkittiin kapillaa-
rin stabiiliuden yhteydessa. Tarkoituksena oli selvittaa liuosten erotuskapasiteettia ja
sailyvyytta laitteessa. Elektroferogrammien tarkastelun perusteella paatettiin, ettd sa-
moja puskuri- ja huuhteluliuospulloja voi kayttaa 15 perakkaiseen injektioon tai 24 tun-

tia laitteeseen siirtamisesta.

6 Analyysien hinnat

Tassa tyossa haluttin myos selvittdd yksittdisen analyysin kustannuksia kummallakin
menetelmalla. Taulukkoon 15. ja Taulukkoon 16. on koottu analyyseissa tarvittavien
tarvikkeiden ja reagenssien hinnat seka laskettu kustannusarvio yhta analyysia kohti.

Yleisia laboratoriossa kaytettavia tarvikkeita ei huomioitu kustannuksissa.

Taulukko 15. clEF-analyysin tarvikkeiden ja reagenssien hinnat.

Tarvike/Reagenssi Maara Hinta (€) Hinta/analyysi (€)
eCAP Neutral Capillary 50 um 1 kpl 303 10,1
eCAP clEF Gel 100 ml 243 4,13
pl Marker Kit PA800 (5 x 200 pl) 1 kpl 632 3,79
Pharmalyte 3-10 25 ml 425 0,2
Amicon Ultra-0,5 10K 24 kpl 111 4,63
eCAP 50 mM Tris Buffer pH 8 100 ml 52 0,26
Arginiinihydrokloridi 1 kg 339 0
Iminodiacetic acid 25¢ 23,7 0
Urea 1 kg 144.5 0,11
Phosphoric acid 85 % 1 kg 44 0
0,1 M NaCOH 500 ml 83,3 0,07
Acetic acid glacial 25| 90,9 0

Yhteensa 2491,4 23,29
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Taulukko 16. CZE-analyysin tarvikkeiden ja reagenssien hinnat.

Tarvike/Reagenssi Maara Hinta (€) Hinta/analyysi (€)

Fused Silica Capillary 50 um 10m 33 0,03

Triethylenetetramine 50 ml 363 0,02

6-Aminocaproic acid 25¢ 39 0,82

Hydroxypropylmethylcellulose 25¢ 52,7 0,01

Acetic acid glacial 251 90,9 0

0,1 N HCI 500 ml 59,6 0,36
Yhteensa 638,2 1,24

clEF-menetelman kustannusten todettiin olevan huomattavasti suurempia kuin CZE-
menetelman. Myos clEF-analyysiin tarvittavien reagenssien ja kapillaarien hankkiminen
vaatii suurempia rahallisia investointeja. Tassa tydssa kaytetty CE-laitteisto soveltuu
molemmille analyysimenetelmille, mika vahentaa olennaisesti laitteiden hankkimiseen

liittyvia kustannuksia.

7 Yhteenveto

Opinnaytetydssa kehitettiin ja validoitin clEF-menetelm& monoklonaalisten vasta-
aineiden varausten heterogeenisyyden tutkimiseen. Lisaksi tydssa vertailtiin clEF:n ja
CZE:n soveltuvuutta kyseiseen kayttétarkoitukseen validoimalla molemmat menetel-

mat.

Validoinnilla osoitettiin molempien menetelmien soveltuvan monoklonaalisten vasta-
aineiden varausprofiilien tutkimiseen. CZE:n merkittdvimpina etuina clEF:iin verrattuna
olivat yksinkertaisempi naytteenkasittely ja pienemmat analyysikustannukset. clEF:1a
saadaan kuitenkin vasta-aineen varausprofiilin lisdksi selville my6s isoformien pl-arvot,
mika ei ole mahdollista CZE:lla. Laadunvarmistusta ajatellen clEF-menetelma voisi olla
kaytettavampi, koska se antaa enemman tietoa vasta-aineen ominaisuuksista kuin
CZE.

Monoklonaalisista vasta-aineista tutkittavat ominaisuudet ja niille asetetut vaatimukset
rippuvat valmistajien asettamista laatuvaatimuksista. Yleisesti ottaen vasta-aineen
tulisi vastata valmistajan referenssia, eika varausprofiilissa saisi ndkya uusia tai taval-
lista intensiivisempia piikkeja. Tassa tyossa kaytetylle vasta-aineelle ei ollut olemassa

CZE:lla maaritettya referenssia, joten tulosten oikeellisuudesta ei voitu varmistua. clEF-
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menetelmalld maaritettyjen isoformien pl-arvot olivat kaikissa analyyseissa valmistajan

ilmoittamalla valilla.

Migraatioaikojen toistettavuudessa oli ongelmia molemmilla menetelmilla. CZE:ll& mig-
raatioaikojen toistettavuus oli hieman parempi kuin clEF:lla. clEF-menetelmalla saatiin
kuitenkin toistettavia pl-arvoja, kun kaytettiin sisaisena standardina pl-markkereita.
clEF-menetelman migraatioaikojen huonon toistettavuuden epailtiin johtuvan naytteen
suolanpoistosta. Tydssa kaytettyjen filtteriputkien pidatyskyky oli liian suuri kaytetylle
vasta-aineelle. Taman takia naytteeseen saattoi jaada liikaa suolaa, mika voi huonon-
taa pH-gradientin stabiiliutta. Lisdksi naytteen konsentroimisen vaatimat pitkat sentrifu-

gointiajat saattoivat vaikuttaa vasta-aineen rakenteeseen.

CZE:ssa yleensa proteiinin adsorptio kapillaarin sisdseindmaan huonontaa erottumista
ja migraatioaikojen toistettavuutta. Tydssa kaytetyn vasta-aineen isoformien pl-arvot
olivat melko lahelld CZE:ssa kaytetyn taustaelektrolyytin pH:ta, mika saattoi lisata ad-
sorptiota. Leveammat piikit kolmella viimeiselld isoformilla voisivat johtua juuri proteiinin
adsorptiosta. Vasta-aineen pl-arvoa korkeampi pH voisi vahentaa sahkaoisia vuorovai-

kutuksia, mutta tama vaikuttaisi todennakdisesti myds muilla tavoilla erottumiseen.

Migraatioaikojen huono toistettavuus aiheuttaa epatarkkuutta myds piikkien pinta-
aloihin. Menetelmien optimoinnilla voitaisiin parantaa migraatioaikojen toistettavuutta,
jolloin olisi mahdollista asettaa raja-arvoja myds piikkien pinta-aloille tai isoformien suh-
teellisille osuuksille. Yksi mahdollisuus parantaa molempien menetelmien toistettavuut-

ta olisi kayttaa isoformien maarittdmisessa mobiliteettia migraatioajan sijasta.

Validoinnin tulosten perusteella molemmat menetelmat soveltuvat aiottuun kayttotarkoi-
tukseen. clEF:Ila ja CZE:ll4 saatuja tuloksia ei voi verrata suoraan toisiinsa, koska me-
netelmat antavat erilaista tietoa vasta-aineen ominaisuuksista. Yhdessa muiden ana-
lyysimenetelmien kanssa clEF ja CZE ovat tehokkaita tydkaluja monoklonaalisten vas-

ta-aineiden karakterisointiin.
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clEF-menetelman uusittavuus

Taulukko 1.  Laboratorion sisdisen uusittavuuden ensimmaisen maarityskerran tulokset. Tu-
lokset on laskettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD

ja 95 %:n luottamusvali.

Paiva 1.

Migraatio-

aika (min) Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 27,55 0,29 1,05 27,55+ 0,21

Piikki 2 27,73 0,31 1,11 27,73 +£0,23

Piikki 3 27,92 0,31 1,10 27,92 + 0,23

Piikki 4 28,09 0,32 1,12 28,09 + 0,23

Piikki 5 28,18 0,31 1,09 28,18 + 0,22

pl-arvo Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 6,32 0,01 0,18 6,32 + 0,01

Piikki 2 6,25 0,01 0,16 6,25 + 0,01

Piikki 3 6,18 0,01 0,17 6,18 + 0,01

Piikki 4 6,11 0,01 0,17 6,11+ 0,01

Piikki 5 6,08 0,01 0,18 6,08 + 0,01

Taulukko 2.  Laboratorion sisdisen uusittavuuden toisen maarityskerran tulokset. Tulokset on

laskettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD ja 95 %:n

luottamusvali.
Paiva 2.
Migraatio-
aika (min) Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 28,13 0,05 0,19 28,13+ 0,04
Piikki 2 28,32 0,06 0,20 28,32 £ 0,05
Piikki 3 28,52 0,05 0,18 28,52 + 0,04
Piikki 4 28,69 0,05 0,19 28,69 £ 0,04
Piikki 5 28,76 0,05 0,19 28,76 + 0,04
pl-arvo Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 6,32 0,01 0,16 6,32 + 0,01
Piikki 2 6,25 0,01 0,12 6,25 + 0,01
Piikki 3 6,18 0,01 0,10 6,18 + 0,01
Piikki 4 6,11 0,01 0,12 6,11+ 0,01
Piikki 5 6,09 0,01 0,13 6,09 £ 0,01
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Taulukko 3. Laboratorion sisadisen uusittavuuden kolmannen maarityskerran tulokset. Tulok-
set on laskettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD ja

95 %:n luottamusvali.

Paiva 3.

Migraatio-

aika (min) Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 27,79 0,14 0,52 27,79+ 0,11

Piikki 2 28,02 0,13 0,48 28,02 +0,10

Piikki 3 28,27 0,13 0,48 28,27 £ 0,10

Piikki 4 28,46 0,14 0,47 28,46 + 0,10

Piikki 5 28,53 0,14 0,49 28,53 +0,10

pl-arvo Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 6,34 0,03 0,40 6,34 + 0,02

Piikki 2 6,27 0,01 0,21 6,27 + 0,02

Piikki 3 6,19 0,01 0,21 6,19+ 0,01

Piikki 4 6,12 0,01 0,23 6,12 + 0,02

Piikki 5 6,10 0,01 0,22 6,10 + 0,02
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Laboratorion sisdisen uusittavuuden ensimmaisen maarityskerran tulokset. Tu-

lokset on laskettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD

ja 95 %:n luottamusvali.

Paiva 1.

Migraatioaika (min) | Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 10,18 0,01 0,05 10,18 £ 0,01

Piikki 2 11,00 0,01 0,11 11,00 £ 0,01

Piikki 3 11,66 0,01 0,11 11,66 + 0,01

Piikki 4 12,76 0,02 0,18 12,76 £ 0,02

Piikki 5 13,75 0,02 0,16 13,75+ 0,02

Piikki 6 15,46 0,02 0,13 15,46 £ 0,02

Taulukko 2.

Laboratorion sisaisen uusittavuuden toisen maarityskerran tulokset. Tulokset on

laskettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD ja 95 %:n

luottamusvali. Piikin 6 tulokset on laskettu 9 injektion keskiarvona, koska piikki 6 havisi yh-

dessa injektiossa.

Paiva 2.

Migraatioaika (min) | Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 10,21 0,09 0,89 10,21 £ 0,07

Piikki 2 11,04 0,12 1,08 11,04 £ 0,09

Piikki 3 11,71 0,13 1,10 11,71+ 0,10

Piikki 4 12,83 0,17 1,29 12,83 +0,12

Piikki 5 13,85 0,17 1,25 13,85+0,13

Piikki 6 15,67 0,22 1,43 15,67 £ 0,16
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Taulukko 3. Laboratorion sisadisen uusittavuuden kolmannen maarityskerran tulokset. Tulok-

set on laskettu 10 injektion keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD ja

95 %:n luottamusvali.

Paiva 3.

Migraatioaika (min) | Keskiarvo | SD RSD (%) | 95 %:n luottamusvali
Piikki 1 10,36 0,02 0,20 10,36 £ 0,02

Piikki 2 11,21 0,04 0,36 11,21 £ 0,03

Piikki 3 11,89 0,05 0,38 11,89 £ 0,04

Piikki 4 13,02 0,07 0,56 13,02 £ 0,06

Piikki 5 14,06 0,08 0,56 14,06 + 0,06

Piikki 6 15,96 0,09 0,57 15,46 £ 0,07
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clEF-menetelman lineaarisuus
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Kuva 1. Piikin 1 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin yksi injektio
jokaisesta pitoisuudesta.
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Kuva 2. Piikin 2 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin yksi injektio
jokaisesta pitoisuudesta.
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clEF
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Kuva 3. Piikin 3 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin yksi injektio
jokaisesta pitoisuudesta.
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Kuva 4. Piikin 4 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin yksi injektio
jokaisesta pitoisuudesta.
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Kuva 5. Piikin 5 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin yksi injektio
jokaisesta pitoisuudesta.
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CZE-menetelman lineaarisuus

CZE
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Kuva 1. Piikin 1 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittamiseksi tehtiin kolme rinnak-
kaista naytettd jokaisesta pitoisuudesta. Kaikista naytteistd tehtiin yksi injektio. Lineaa-
risuuskuvaaja piirrettiin kolmen maarityksen keskiarvoista.
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Kuva 2. Piikin 2 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin kolme rinnak-
kaista naytettd jokaisesta pitoisuudesta. Kaikista naytteistd tehtiin yksi injektio. Lineaa-
risuuskuvaaja piirrettiin kolmen maarityksen keskiarvoista.
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Kuva 3. Piikin 3 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin kolme rinnak-
kaista naytettd jokaisesta pitoisuudesta. Kaikista naytteistd tehtiin yksi injektio. Lineaa-
risuuskuvaaja piirrettiin kolmen maarityksen keskiarvoista.
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Kuva 4. Piikin 4 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin kolme rinnak-
kaista naytettd jokaisesta pitoisuudesta. Kaikista naytteistd tehtiin yksi injektio. Lineaa-
risuuskuvaaja piirrettiin kolmen maarityksen keskiarvoista.
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CZE
Lineaarisuus piikki 5
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Kuva 5. Piikin 5 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin kolme rinnak-
kaista naytettd jokaisesta pitoisuudesta. Kaikista naytteistd tehtiin yksi injektio. Lineaa-
risuuskuvaaja piirrettiin kolmen maarityksen keskiarvoista.
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Lineaarisuus piikki 6
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Kuva 6. Piikin 6 lineaarisuuskuvaaja. Standardisuoran maarittdmiseksi tehtiin kolme rinnak-
kaista naytettd jokaisesta pitoisuudesta. Kaikista naytteistd tehtiin yksi injektio. Lineaa-
risuuskuvaaja piirrettiin kolmen maarityksen keskiarvoista.
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clEF-menetelman nayteliuoksen sailyvyys

Taulukko 1.  Migraatioaikojen tulokset nayteliuoksen sailyvyydesta CE-laitteen naytepdydalla
(huoneenlampd). Tulokset on ilmoitettu kolmen maarityksen keskiarvona: migraatioaika
(min), keskiarvo (min), SD, RSD, keskiarvojen ero (%) ja P-arvo (t-testi, kaksisuuntainen, 95

%:n luottamustaso).

Migraatioaika (min)

0 vrk Piikki 1 Piikki 2 Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5
Keskiarvo 26,63 26,82 27,03 27,19 27,31
SD 0,17 0,18 0,18 0,18 0,20
RSD (%) 0,64 0,66 0,67 0,68 0,72

1 vrk Piikki 1 Piikki 2 Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5
Keskiarvo 27,01 27,23 27,45 27,61 27,72
SD 0,01 0,02 0,03 0,03 0,03
RSD (%) 0,04 0,08 0,12 0,10 0,10
Keskiarvojen ero (%) | 1,41 1,51 1,54 1,52 1,49
P-arvo 0,0604 0,0573 0,0161 0,0600 0,0695

Taulukko 2.  pl-arvojen tulokset nayteliuoksen sailyvyydesta CE-laitteen naytepdydalla (huo-
neenldmpo). Tulokset on ilmoitettu kolmen maarityksen keskiarvona: pl-arvo, keskiarvo,

SD, RSD, keskiarvojen ero (%) ja P-arvo (t-testi, kaksisuuntainen, 95 %:n luottamustaso).

pl-arvot

0 vrk Piikki 1 Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki4 | Piikki 5
Keskiarvo 6,32 6,25 6,18 6,12 6,08
SD 0,00 0,00 0,00 0,00 0,01
RSD (%) 0,05 0,04 0,02 0,02 0,12

1 vrk Piikki 1 Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki4 | Piikki 5
Keskiarvo 6,34 6,26 6,18 6,12 6,08
SD 0,01 0,00 0,00 0,00 0,00
RSD (%) 0,11 0,05 0,03 0,04 0,07
Keskiarvojen ero (%) | 0,21 0,04 0,03 0,00 0,04
P-arvo 0,0448 0,3057 0,2386 0,9937 0,6226
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CZE-menetelman nayteliuoksen sailyvyys

Taulukko 1.  Tulokset nayteliuoksen sailyvyydesta CE-laitteen naytepdydalld (huoneenlampd).
Tulokset on ilmoitettu kolmen maarityksen keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo

(min), SD, RSD, keskiarvojen ero (%) ja P-arvo (t-testi, kaksisuuntainen, 95 %:n luottamus-

taso).
Huoneenldmpd Migraatioaika (min)
0 vrk Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Keskiarvo 10,92 11,82 12,54 13,74 14,85 16,78
SD 0,02 0,04 0,04 0,06 0,07 0,11
RSD (%) 0,18 0,30 0,32 0,44 0,44 0,66
1 vrk Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Keskiarvo 11,04 11,89 12,63 13,76 14,86 16,55
SD 0,06 0,04 0,06 0,08 0,07 0,09
RSD (%) 0,50 0,34 0,44 0,55 0,48 0,56
Keskiarvojen ero (%) 1,09 0,59 0,71 0,10 0,07 1,37
P-arvo 0,0246 0,0863 0,0846 0,8222 0,8660 0,0007

Taulukko 2.  Tulokset nayteliuoksen sailyvyydesta jadkaapissa (+2...+8 °C). Tulokset on ilmoi-
tettu kolmen maarityksen keskiarvona: migraatioaika (min), keskiarvo (min), SD, RSD, kes-

kiarvojen ero (%) ja P-arvo (t-testi, kaksisuuntainen, 95 %:n luottamustaso).

Jaakaappi Migraatioaika (min)

0 vrk Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Keskiarvo 10,98 11,91 12,66 13,92 15,07 17,18
SD 0,02 0,03 0,03 0,04 0,03 0,07
RSD (%) 0,19 0,22 0,24 0,25 0,19 0,38

1 vrk Piikki 1 | Piikki 2 | Piikki 3 | Piikki 4 | Piikki 5 | Piikki 6
Keskiarvo 10,91 11,82 12,56 13,80 14,93 16,96
SD 0,02 0,02 0,03 0,04 0,04 0,09
RSD (%) 0,14 0,17 0,20 0,25 0,24 0,55
Keskiarvojen ero (%) | 0,70 0,76 0,76 0,86 0,88 1,24
P-arvo 0,0068 0,0093 0,0129 0,0139 0,0071 0,0312




