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Natriumatsidia (NaNs) kaytetaan yleisesti kemiallisena sailontaaineena laboratori-
oissa. Sen kayttoon liittyy kuitenkin turvallisuusriskeja kemikaalin myrkyllisyyden kan-
nalta. Natriumatsidi aiheuttaa pitkaaikaisessa altistumisessa vahaisillekin maarille ter-
veyshaittoja ja kuormittaa ymparistda. Opinnaytetyd toteutettiin monoklonaalisia
vasta-aineita tuottavassa suomalaisessa yrityksessa, jossa natriumatsidia kaytetaan
lopputuotteiden ja puskuriliuosten sailontaaineena.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tutkia, voidaanko vasta-aineiden puhdistusvaiheessa
kaytettava natriumatsidi jattaa pois puskuriliuoksista ja lisata se vasta lopputuottee-
seen. Tavoitteen onnistuessa prosessimuutoksen myo6ta voitaisiin vahentaa merkitta-
vasti natriumatsidin kulutusta ja samalla tyoturvallisuus paranisi. Toisena tavoitteena
oli tutkia, kuinka pitkaan tutkittava puskuriliuos sailyy ilman natriumatsidia.

Ty0 koostui validointisuunnitelmasta, tyon teoreettisen taustan tarkastelusta ja kvali-
tatiivisesta tutkimuksesta laboratoriossa. Tutkimuksia varten tehtiin yhteensa 12 puh-
distusta kahdella eri vasta-ainepitoisuudella ja naytemaaralla. Kaikista naytteista
otettiin laadunvalvontanaytteet laadunvalvontalaboratoriolle analysoitavaksi. Jokai-
sen naytteen tuli olla naytekohtaisten tuotespesifikaatioiden mukainen. Puskuriliuok-
sista valittiin nelja yrityksessa kaytetyinta liuosta reaaliaikaisiin sailyvyyskoemittauk-
siin. Naytteet Iahetettiin SynLabille analysoitavaksi neljan viikon valein kolmen kuu-
kauden ajan.

Tutkimuksessa havaittiin, ettei natriumatsidin lisays lopputuotteisiin aiheuttanut tuot-
teiden laatuun merkittavia muutoksia. Suurimmat eroavaisuudet tuloksissa tulivat im-
munoreaktiivisuusmaarityksissa, kun tuloksia verrattiin nykyisen menetelman mukaan
tuotettuun vasta-ainereferenssiin. Kaikki laadunvalvonnan testit tutkittavien nayttei-
den kohdalla olivat kuitenkin tuotespesifikaatioiden mukaiset. Myds puskuriliuosten
reaaliaikaisten sailyvyyskokeiden tulokset kolmen kuukauden ajalta olivat negatiivi-
set. Sailyvyyskokeita jatketaan viela kolmen kuukauden ajan, mutta prosessimuutok-
sen hyvaksymisen jalkeen, uusi prosessikaavio voidaan ottaa kayttoon laboratori-
ossa saatujen testitulosten perusteella.

Avainsanat: monoklonaaliset vasta-aineet, affiniteettikromatografia,
natriumatsidi
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Sodium azide (NaNs) is commonly used as a chemical preservative in laboratories. It
is extremely toxic and will cause health issues and harm to the environment. This
thesis work was conducted in the production unit of monoclonal antibodies in a Finn-
ish biotechnology company where sodium azide is used in antibody purification pro-
cess with buffer solutions preservative.

The aim of the thesis work was to investigate whether sodium azide could be omitted
from the buffer solutions and be added to the final product at the end of the process.
With this process change, the consumption of sodium azide in the laboratory would
be significantly reduced and safety at work would be improved. The second aim was
to investigate how long the shelf life in the buffer solutions without sodium azide is.

This thesis work consisted of validation project, literature review and empirical re-
search at the laboratory. The antibody samples used in the research were selected in
the validation project. There were 12 samples with two different concentrations and
milligram amount of antibody. Test samples were taken from all the samples to qual-
ity control laboratory and each sample had to be within the product specifications.
The four most used buffer solutions were selected to a real-time shelf life testing and
the samples were sent to SynLab every four weeks for three months.

It was found that adding the sodium azide to the final product did not cause any
changes in product quality. Only immunoreactivity in samples was lower when the re-
sults were compared to a reference sample. However, all samples met the quality
specifications in every quality control test. The results of a real-time shelf life test
were negative in all buffer solutions for a period of three months. Shelf-life tests will
be continued for another three months. Based on the test results, a new process can
be used after the process change is accepted.

Keywords: Monoclonal antibodies, Affinity chromatography, Sodium
azide
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HPLC: High Performance Liquid Chromatography. Korkean erotuskyvyn
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1 Johdanto

Opinnaytetyo toteutettiin suomalaisessa bioteknologia-alan yrityksessa mo-
noklonaalisten vasta-aineiden tuotanto-osaston kromatografian laboratoriossa.
Yritys tuottaa ja kehittaa immunodiagnostisia raaka-aineita seka diagnostisia
testeja, joita kaytetaan esimerkiksi terveydenhuollossa. Yritys toimii maailman-
laajuisesti, se on sertifioitu kansainvalisen ISO 13485 -standardin mukaisesti ja
se noudattaa toiminnassaan FDA:n (Food and Drug Administration) QSR-vaati-

muksia (Quality System Regulation). [1.]

Natriumatsidi (NaNs) on myrkyllinen ja terveydelle haitallinen kemikaali, minka
vuoksi sen kasittely vaatii erityistd huomiota. Se on kuitenkin yleisesti kaytetty
sailontaaine laboratorioissa, silla se estaa tehokkaasti mikrobikasvustojen muo-
dostumista [2]. Vasta-ainetuotannossa kaytetaan natriumatsidia puskuriliuok-
sissa parantamaan liuosten ja vasta-aineiden sailyvyytta. Talla hetkella nat-
riumatsidia lisataan puskuriliuoksiin liuosten valmistusvaiheessa, jolloin kasitel-
tavien puskuriliuosten maarat voivat olla useita kymmenia litroja. Tyossa tehtiin
koeasetelma, jossa puhdistettiin tutkimukseen valittua vasta-ainetta affiniteetti-
kromatografia-menetelmalla ja laadunvalvonnassa maaritettyja tuloksia analy-

soitiin kvalitatiivisesti.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tutkia, voidaanko natriumatsidi lisata lopulliseen
lopputuotteeseen vasta puskurinvaihdon jalkeen, jolloin natriumatsidia ei tarvit-
sisi lisata suuriin puskuriliuosmaariin ja natriumatsidin kulutus seka kasittelyaika
laboratoriossa saataisiin lyhyemmaksi. Taman tavoitteen toteutuessa saataisiin
turvallisempi tydoymparisto ja tyovaiheet laboratorion tyontekijoille seka kehitet-
tya ymparistoystavallisempi menetelma natriumatsidin kayttomaaran vahenty-
essa. Tyon toisena tavoitteena oli maarittaa ilman natriumatsidia olevien pusku-
riliuosten sailyvyysaika. Tata varten tehtiin reaaliaikaiset sailyvyyskoemittaukset
valituille puskuriliuoksille neljan viikon valein kolmen kuukauden ajan ja nayttei-

den ottoa tullaan viela jatkamaan opinnaytetyon jalkeen.



2 Tyoturvallisuus ja kemikaalit
2.1 Tyoturvallisuus

Tyossa kayvista ihmisista yli puolet altistuu kaasuille, polyille tai kemiallisille ai-
neille. Suurin ammattitauteihin altistava tekija seka terveysuhka on tydpaikoilla
kaytettavat kemikaalit. Vaikka kemiallisille aineille altistuminen tydymparistossa
aiheuttaa harvoin akillisia oireita, pitkaaikaisella altistumisella kemiallisille ai-
neille pienissakin pitoisuuksissa voi olla kroonisia sairauksia aiheuttava vaiku-
tus. [3.]

Turvallisen tyoskentelyn edellytyksena on laboratoriossa kaytossa olevien kemi-
kaalien turvalliset kayttotavat sekd niiden ominaisuuksien tunteminen. Kemikaa-
leilla voi olla ymparistdlle seka terveydelle haitallisia vaikutuksia, ja ne voivat ai-
heuttaa rajahdys- tai tulipalovaaran, esimerkki tallaisesta kemikaalista on nat-
riumatsidi. Vaarallisuus riippuu kaytettavan kemikaalin kayttotavoista, -maarista
seka sen yleisista ominaisuuksista. Jokaisella kemikaalilla on olemassa kaytto-
turvallisuustiedote, joka tulee olla nahtavilla tyopaikalla. Kayttoturvallisuustiedot-
teesta selviaa ohjeet kemikaalin kaytosta seka havittamisesta turvallisesti, ja
sita tarvitaan tyopaikalla myos kemikaaliriskiarvioinnissa [4]. Vaaralliset kemi-

kaalit tulee aina sailyttaa laboratoriossa lukollisessa kemikaalikaapissa.

TyOpaikalla tulee tunnistaa kemialliset vaaratekijat seka tyontekijoéiden mahdolli-
nen altistuminen kemikaaleille. Kemialliset riskit tulee arvioida ja laittaa tarkeys-
jarjestykseen ja paattaa seka toteuttaa mahdolliset toimenpiteet vaaratilantei-
den ja altistumisten ennaltaehkaisemiseksi. Lisaksi tulee varmistaa, etta kemi-
kaaleja kasittelevilla tyontekijoilla on tarpeeksi riittava perehdytys seka ohjeet
kemikaaliturvallisuudesta ja tyotavoista. Kemikaaleja kasittelevassa tyopaikassa
tulee seurata jatkuvasti edella mainittuja asioita turvallisuuden yllapitamiseksi
[4]. Kemikaalien kanssa toimimiseen on asetettu myOs kemikaalilaki (744/1989),
jonka tavoitteellisena tehtavana on torjua ja ennalta ehkaista kemikaaleista ai-

heutuvia terveys- tai ymparistohaittoja [5].



2.2 Natriumatsidi (NaN3)

Natriumatsidia kaytetaan yleisesti sairaaloissa seka laboratorioissa kemiallisena
sdiléntdaineena. Se on voimakas hapettaja ja ehkaisee nain ollen tehokkaasti
mahdollisten bakteerikasvustojen muodostumista [2]. Natriumatsidi on atsidi-
suola ja epaorgaaninen yhdiste, joka on kiinteassa muodossaan hajuton ja vari-
ton. Silla on korkea kiehumispiste ja sen sulamispiste on 275°C. Korkean kiehu-
mis- ja sulamispisteensa vuoksi syntyville aerosoleille altistuminen on yleista la-
boratorioissa, joissa natriumatsidia kaytetaan. Happamissa olosuhteissa nat-
riumatsidi voi muodostaa kaasumaista ja vaarallista vetyatsidia. Muodostunut
hoyry on vaarallisinta suljetuissa paikoissa, joissa ilma ei vaihdu kunnolla eika
kaasu paase poistumaan tilasta. Natriumatsidi on myrkyllinen ja terveydelle
seka ymparistolle haitallinen aine, ja se voi aiheuttaa rajahdysvaaran joutues-
saan kosketuksiin kiinteiden metallien kanssa [6]. Natriumatsidia pidetdan myds
metabolisena inhibiittorina [7]. Se inhiboi oksidatiivista fosforylaatiota eli solujen
aineenvaihduntaa ja estaa solujen hapen saantia, jolloin esimerkiksi elektronien
siitdminen substraatilta hapelle hairiintyy ja energian saanti ATP:n eli adenosii-

nitrifosfaatin valmistamiseksi estyy [8].

Yleisimpia lyhytaikaisen altistumisen oireita, jotka iimenevat lyhytkestoisen nat-
riumatsidipolylle tai kaasulle altistumisen seurauksena ovat paansarky, yska,
kirkkaan liman eritys nenasta, silmien punotus, ihoarsytys, pahoinvointi seka
heikotus [6]. Pitkan aikajakson jatkuvalla altistumisella voi olla herkistavia vaiku-
tuksia, jolloin oireita saattaa jatkossa ilmeta jo pienille maarille altistumisen seu-

rauksena.

Natriumatsidin myrkyllisyyden vuoksi, sen kayttéa on hyva pyrkia valttdamaan
mahdollisuuksien mukaan. Vaikka natriumatsidi on kemiallisena sailontaai-
neena tehokas, sen tilalle voitaisiin harkita toista sailontaainetta, joka ei aiheut-
taisi vakavia terveys- tai ymparistohaittoja. Tallaisia sailontaaineita ovat esimer-
kiksi erilaiset biosidivalmisteet, kuten ProClin™ joita kaytetaan in vitro -diagnos-

tiikassa (IVD). Esimerkiksi Lee Biosolutions kayttaa ProClinia sailontaaineena



tuotteissaan [9]. Ne ovat vesiliukoisia ja kayttovalmiita nesteita, joilla ei ole ter-
veyshaittoja, toksikologisia ongelmia tai havittamisongelmia suositelluilla kaytto-
tasoilla. Ne eivat esta vasta-aineiden sitoutumista, ja ne pysyvat vakaana laa-
jalla pH-alueella [10]. Biosidivalmisteiden sisaltamien tehoaineiden avulla este-
taan haitallisten mikrobien kasvu tuotteessa. On kuitenkin huomioitava, etta bio-
sidiasetusta taydentavat saadokset, jotka koskevat biosideja, sisaltyvat kemi-
kaalilainsdadantoon Suomessa. Ainoastaan biosidiasetuksen vaatimusten mu-

kaisia biosidivalmisteita saa myyda ja kayttaa Suomessa [11].

3 Vasta-aineet

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) ovat kiinteita proteiineja, jotka sitoutuvat
niille vastaaviin antigeeneihin ja ovat tarkea osa immuunipuolustusjarjestelmaa.
Esimerkiksi bakteerilla tai viruksella voi olla useita epitooppeja eri antigeeneille,
jotka aiheuttavat erilaisten vasta-aineiden tuoton solussa [12, s.498]. Monoklo-
naalisilla vasta-aineilla (MAb) tarkoitetaan vasta-aineita, jotka ovat spesifisia yh-
den antigeenin tietylle epitoopille. Nama vasta-aineet ovat identtisen solukloonin

tuottamia ja peraisin yhdesta B-solusta [13].

Monoklonaalisia vasta-aineita voidaan tuottaa hybridoomatekniikalla, jonka 10y-
sivat Georges Kohler, Niels Kaj Jerne seka César Milstein. He jakoivat fysiolo-
gian ja ladketieteen Nobelin palkinnon vuonna 1984 tekniikan I6ytamisesta [13].
Hybridoomasoluilla tarkoitetaan keinotekoisia soluja, jotka muodostetaan erista-
malla plasmasolujen esiasteet ja fuusioimalla ne kuolemattomiin myelooma-
soluihin [14].

3.1 1gG-vasta-aineet ja alaluokat

Vasta-aineet ovat glykoproteiineja, joiden perusrakenne on Y:n mallinen. Run-
gossa on kaksi raskasketjua (HC) seka kevytketjua (LC), jotka ovat kiinnittyneet
toisiinsa rikkisilloilla sekad nonkovalenttisilla sidoksilla. Kuvassa 1 nékyvien Y:n
mallisten molekyylien sakaroita kutsutaan Fab-osiksi (antigen-binding frag-

ments), joiden kaksi paikkaa toimivat antigeenin sitoutumisalueina. Fab-osat



ovat littyneet molekyylin Fc-osaan (Crystallizable Fragments) sarana-alueella
[15]. Monomeerit ovat yhdesta perusrakenneyksikosta koostuvia immunoglobu-

lineja.

Immunoglobuliinit (Ig) voidaan luokitella viiteen eri luokkaan niiden rakenteessa
esiintyvien raskasketjujen mukaan. IgG-, IgE- ja IgD-luokan immunoglobuliinit
ovat yhdesta perusrakenneyksikdsta koostuvia monomeereja kun taas IgA- ja
IgM-immunoglobuliineihin on liittynyt kaksi tai viisi monomeeria. Naista immuno-
globuliini G (IgG) muodostaa noin 80 % vasta-aineiden kokonaismaarasta. 1gG
vasta-aineet muodostavat humoraalisen immuunivasteen viruksia ja bakteereita
seka erilaisia toksiineja vastaan. Ne aktivoivat komplementtijarjestelmaa, joka
kuuluu yleiseen immuunivasteeseen. Sitoutuessaan antigeenin kanssa ne in-
dusoivat fagosytoosia eli solusyontia [12, s. 499]. IgG-vasta-aineet varmistavat
my0os vastasyntyneen lapsen immuunipuolustuksen ensimmaisten elinkuukau-
sien ajan, silla ne ovat ainoita immunoglobuulineja, jotka |apaisevat istukan ras-
kausaikana [16]. Immunoglobuliini G esiintyy neljassa erilaisessa alaluokassa,

jotka ovat 1gG1, 1gG2, 1gGs seka 1gG4 (kuva 1).

Antigeenin sitoutumisalue

a

Kewyt
ketju

Raskas
ketju IgG1 Fe IgG2 IgG3 IgG4

Kuva 1. Vasta-aineiden rakenne ja IgG-vasta-aineiden alaluokat, joista

IgG1 on yleisin. [Muokattu 17.]

Alaluokat eroavat toisistaan toiminnoiltaan, mihin vaikuttavat rikkisiltojen maara
ja sijainti raskasketjujen valissa. IgG1- seka IgGs-vasta-aineet aktivoivat tehok-

kaasti komplementtia, toisin kuin 1gG2, joka aktivoi sita vain heikosti ja 1gG4, joka



ei aktivoi komplementtia ollenkaan. Kun jonkun antigeenin stimulaatio on toistu-
vaa ja pitkaaikaista, IgG4 vasta-aineet vastaavat tahan reagoimalla. IgG2-vasta-
aineet taas muodostavat immunoreaktion polysakkaridikapselin omaaville bak-

teereille. [15.]

3.2 Monoklonaalisten vasta-aineiden (MADb) tuotto ja puhdistus

Hybridoomatekniikassa hiiri immunisoidaan halutulla kohdeantigeenilla, jolloin
elain alkaa tuottamaan kohdeantigeenille vastaavia vasta-aineita. Tuottamisen
jalkeen hiiren perna poistetaan ja se lyysataan yksittaisiksi soluiksi. Hybridoo-
masolut muodostetaan fuusioimalla hajotuksesta saadut yksittaiset solut jatku-
vasti jakautuvien myeloomasolujen kanssa. Fuusioituneiden solujen erottelemi-
nen fuusioitumattomista soluista tapahtuu selektiivisella kasvatusliuoksella. Se-
lektiivisella kasvatusliuoksella pystyvat jakaantumaan ainoastaan tavoitellut fuu-
sioituneet hybridisolut. Pernakudoksen B-solut tuottavat saman antigeenin eri
epitooppeja kohtaan vasta-aineita, joten yksittaisten hybridoomasolujen synty-
neet solukloonit tulee testata ja solukloonit tulee viljella erillaan muista kloo-
neista [14]. Valittuja ja eristettyja hybridoomasoluja voidaan kasvattaa tuotta-

maan suuria maaria monoklonaalisia vasta-aineita solumediumiin.

Soluviljely ja kasvatus toteutetaan aina erillisissa puhdastiloissa, joissa asepti-
nen tyoskentely on erityisen tarkeaa kontaminaatioiden valttamiseksi. Yksi tar-
keimmista vaiheista monoklonaalisten vasta-aineiden tuotannossa on solulinjan
valitseminen. Solujen on oltava stabiileja ja eritettava haluttua vasta-ainetta oi-
keassa muodossa riittdvissa maarissa. Yksinkertaisin monoklonaalisten vasta-
aineiden soluviljelytapa on tuotanto, jossa solut siirrostetaan bioreaktoriin, joka
on steriloitu ja valmisteltu kasvatusmedialla. Media sisaltaa kaikki solujen kas-
vuun ja vasta-aineiden valmistukseen tarvittavat ravintoaineet. Ravinteiden al-
kupitoisuus ja jatteen tuotto maaraavat enimmaispitoisuuden, jonka solut voivat
saavuttaa mediassa. Saavuttaessaan enimmaistiheyden solujen elinkyky heik-
kenee nopeasti. Tuotantoprosessi voi kestaa 4—7 paivaa tai useamman kuukau-

den, jolloin tuottavuus saavuttaa halutun pisteen [18]. Soluviljelya voidaan to-



teuttaa bioreaktoreissa myOs seuraamalla solujen kasvuvaihetta seka tilaa ja li-
saamalla mediaan ravintoaineita sen mukaisesti. Tuoton jalkeen solumedia har-
vestoidaan, erat konsentroidaan ja ne voidaan siirtaa pakkaseen

-20 °C:seen ennen harvestointierien poolausta. Kun poolaus on tehty, pooli voi-

daan jakaa pienempiin eriin ja pakastaa myohempaa puhdistamista varten [19].

Vasta-aineiden puhdistaminen voidaan toteuttaa affiniteettikromatografisesti re-
kombinanttiproteiini-A:lla, joka toimii spesifisena ligandina ja sitoo nonkovalentti-
sesti |gG-vasta-aineita niiden Fc-osasta [20]. Kromatografian ajo-olosuhteet
saadetaan aina spesifiselle sitoutumiselle suotuisiksi. Affiniteettikromatografia-

ajon kromatogrammin malli on nahtavissa kuvassa 2.

Pylvaan Vasta-aineen Epa-
tasapainotus —» sitoutuminen —» puhtauksien —p Eluointi —» Pylvain pesu ja
\ pylvaiseen pesu regenerointi
J
Vaihto [
@ Naytteen TN eluutio- |
S syottd uskuriin f
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Kolonnitilavuus (CV)

Kuva 2. Affiniteettikromatografia-ajon tyypillinen kromatogrammi. Kuvaajassa
nakyy UV (ultravioletti) -tason vaihtelu ajovaiheiden aikana sinisena viivana.

Naytteensyoton kesto eli kolonnitilavuuksien (CV) maara riippuu puhdistettavan

naytteen maarasta. [Muokattu 20.]

Eluutiovaiheessa pylvaaseen sitoutunut kohdeproteiini saadaan kerattya tal-
teen, kun pylvaaseen syotetaan sitraattipuskuria oikeassa suhteessa. Jokaisella
vasta-aineella on spesifinen pH-arvo, jossa ne eluoituvat ulos pylvaasta. pH-ar-

voa voidaan saataa sitraattipuskurin maaralla suhteessa natriumfosfaattipusku-



rin maaraan. Tarvittava sitraattipuskurin maara, joka tarvitaan pH:n alenta-
miseksi ja siten vasta-aineen eluoitumiseksi pylvaasta happamuuden myo6ta, on
vasta-ainekohtainen. Eluointi tapahtuu epaspesifisesti pH-arvon muuttuessa al-
haisemmaksi sitraattipuskurin vaikutuksesta. Kohdeproteiini eluoituu pylvaasta
puhdistettuna, ja keratyn liuoksen konsentraatio on riippuvainen pylvaan koosta.
[19.]

3.3 Vasta-aineiden kaytto

Kyky tuottaa juuri haluttua vasta-ainetta suuria maaria mahdollistaa myos vasta-
aineiden laajat kayttomahdollisuudet [21]. Monoklonaalisten vasta-aineiden
suuri spesifisyys on hyodyllista etenkin terapeuttisissa sovelluksissa [19]. Mo-
noklonaalisia vasta-aineita on kaytetty terveydenhuollossa ihmisissa jo vuosi-
kymmenen ajan. Huomattavia edistysaskelia on tehty syopatutkimuksissa, jotka
koskevat endogeenisen immunologisen aktiivisuuden manipulointia kasvaimia
vastaan ja erilaisten sytotoksisten aineiden kohdistamista syopiin. Vasta-aineilla
on edelleen tarkea merkitys monien sairauksien hoidossa. Esimerkiksi vesirok-
koa, kurkkumataa, jaykkakouristusta, hepatiitti B:ta ja vesikauhua ehkaistaan ja

hoidetaan vasta-aineiden avulla yha [22].

Vasta-aineet, joita kaytetaan potilaiden hoitamisessa, ovat yleensa peraisin hii-
resta. Niiden kayttoon liittyy kuitenkin haasteita. Yksi naista haasteista on ihmi-
sen elimistoon kohdistuva immuunireaktio, joka aiheutuu vieraan elainlajin pro-
teiinista ja voimistuu toistuvassa kaytossa. Tallaista immunogeenisuutta pysty-
taan kuitenkin jonkin verran vahentamaan kemiallisesti manipuloimalla hiiren
vasta-aineita. Geenitekniikka mahdollistaa haluttujen immunoglobuliinigeenien
osien yhteen liittamisen, jotka voivat olla peraisin eri elainlajeista. Ihmisen
vasta-aineen pysyvat osat voivat olla yhdistettyna esimerkiksi hiiren vasta-ainei-
den vaihteleviin osiin, jolloin kyseessa on kimeerinen, "humanisoitu” vasta-aine.
Nama vasta-aineet aiheuttavat vahemman immuunireaktioita ihmisessa kuin

elainperaiset, vieraat vasta-aineet. [21.]



Monoklonaaliset vasta-aineet eivat ole kaytossa vain terapeuttisissa sovelluk-
sissa, vaan ne ovat yksi laboratoriotutkimuksissa yleisimmin kaytetyista vali-
neista. Ne ovat monien tekniikoiden ja Iahestymistapojen perustana [23]. Val-
miita vasta-aineita voidaan kayttaa myos erilaisten pikatestien tuotannossa. Pi-
katesteja on kehitetty Suomessa esimerkiksi veritestauksiin ja niita on olemassa
raskauden seurantaan, ruoansulatushairididen seulontaan seka esimerkiksi tar-

tuntatautien tunnistamiseen ja diagnosointiin [24].

Raskauden seurantatesteilla voidaan tunnistaa ja poissulkea ennenaikaisen
synnytyksen riskeja seka diagnosoida ennenaikainen lapsivedenmeno. Ruoan-
sulatuselimiston testeilla voidaan diagnosoida akuutti haimatulehdus, tunnistaa
ulosteen piileva veri ja mahasuolikanavan verenvuoto ja suoliston tulehdustila.
Tartuntatautitesteilla voidaan tehda CRP-testi (C-reaktiivinen proteiini) nopeasti
tai tunnistaa influenssavirus. Lisdksi maailmanlaajuisen pandemian aiheuttanut
koronavirus-infektio COVID-19 (corona virus disease) voidaan testata aiemmin
sairastuneelta henkildlta pikatestin avulla tunnistamalla spesifisesti kehoon erit-

tyneita vasta-aineita. [24.]

4 Vasta-aineiden puhdistusprosessin muutostavoitteet

Vasta-aineiden tuotanto koostuu "upstream”- eli tuottovaiheesta ja
"downstream’- eli puhdistusvaiheesta seka lopputuotteen laadunvalvontates-
tauksista. Koko tuotantoprosessi tapahtuu aina valvotuissa ja saadellyssa labo-

ratorio-olosuhteissa, joissa ei esiinny elainperaisia tuotteita.

Yrityksen nykyisen vasta-aineiden puhdistusprosessin vaiheet seka uuden puh-

distusprosessin mukana tulevat muutokset ovat kuvattuna kuvassa 3.
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Kuva 3. Lopputuotteen nykyinen puhdistusprosessi yrityksessa ja prosessimuu-

toksen mukana tulevat muutokset, jotka on merkitty kuvaan punaisella.

Nykyisessa prosessissa natriumatsidia lisatdan puskuriliuoksiin liuosten valmis-
tusvaiheessa. Kromatografiapuhdistuksen jalkeen, vasta-aineen loppupuskuri
vaihdetaan diasuodatuksella tai dialyysimenetelmalla. Puskuriliuoksen maara
verrattuna pylvaasta eluoituneen vasta-aineliuoksen maaraan, on noin 20-ker-
tainen ja diasuodatuksessa 6-kertainen. Puskuriliuosten valmistuksessa seka
kummassakin puskurinvaintomenetelmassa, tyontekija joutuu kasittelemaan
suuria maaria natriumatsidia sisaltavia liuoksia, jolloin myos terveysriskit kasva-

vat.

Puskuriliuoksia valmistetaan usein suurempia eria samalla kertaa, minka seu-
rauksena sailytettavien liuosten maarat ovat usein useita kymmenia litroja. Pus-
kuriliuoksia sailytetaan laboratoriossa huoneenlammaossa suurissa suljetuissa
astioissa, mutta astioiden ei voida olettaa olevan taysin tiiviita. Natriumatsidia
voi paasta hoyrystymaan laboratorion huoneilmaan astioista. Tyontekija voi al-
tistua paivan aikana naille syntyneille hoyryille, vaikka huoneessa onkin tehos-

tettu ilmanvaihto.
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Prosessimuutosten myota natriumatsidi lisataan vasta lopputuotteeseen 10-pro-
senttisesta natriumatsidikantaliuoksesta ja puskuriliuokset valmistetaan ilman
natriumatsidia. Nain ollen natriumatsidin kulutus laboratoriossa saadaan pie-
nemmaksi ja tyovaiheet turvallisemmiksi seka kasittelyaikaa lyhyemmaksi. Muu-
toksen seurauksena, natriumatsidin vuosikulutusta saataisiin pienennettya 10-
kertaisesti nykyisesta kulutuksesta. Ennustettu kulutusmaara on laskettu yrityk-

sen aikaisemman vuoden tuotantomaarien avulla.

5 Laadunvalvonta (QC)

5.1 Laadunvalvonta ja sen merkitys

Vasta-aineet ovat bioteknologia-alalla yleisimmin kaytettyja valineita. Niiden
kaytossa voi esiintya kuitenkin ongelmia, kuten ristireaktiivisuus, jossa vasta-
aine sitoutuu kohdeproteiininsa lisaksi muihin proteiineihin seka vasta-aineen
vaihtelevuus, jossa eri vasta-aine-erat voivat toimia eri tavalla. Lisaksi erilaiset
kokeet ja koeolosuhteet voivat muuttaa proteiinin ulkomuotoa ja siten sen sitou-
tumiskykya. Nama ongelmat voivat johtaa valheellisiin testituloksiin tai erilaisten
projektien hylkaamiseen seka tuhlata aikaa, rahaa ja raaka-aineita. Huonosti
karakterisoidut vasta-aineet vaikuttavat kokeiden toistettavuuteen ja luotetta-

vuuteen ja naihin perustuvat paatelmat voivat olla perusteettomia. [25].

On kuitenkin selvaa, etta kiinnostus monoklonaalisia vasta-aineita kohtaan kas-
vaa niiden laajojen kayttomahdollisuuksien myota. Taman vuoksi, vasta-ainei-
den laadunvalvonta on erityisen tarkeaa niita tuottavissa laboratorioissa ja
vasta-aineiden kehitykseen, tuotantoon ja jakeluun liittyvia prosesseja on valvot-
tava jatkuvasti. Tuotteiden laatuun liittyy usein kysymyksia, kun mietitaan esi-
merkiksi kuinka toistettavissa olevat erat ovat. Kuinka puhdas vasta-aine on?
Kuinka homogeeninen tuote on? Onko tuotteessa olemassa joitain modifikaati-
oita eli muunnoksia, kuten translaation jalkeisia modifikaatioita? Mika on vasta-
aineen konsentraatio? Muun muassa naita kysymyksia tutkitaan laadunvalvon-

nassa.
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Korkean toistettavuuden, spesifisyyden, herkkyyden ja laajojen ominaisuuksien
perusteella, massaspektrometriasta (MS) on tullut hyvin kaytetty tekniikka myos
monoklonaalisten vasta-aineiden laadunvalvonnassa [23]. Taman lisaksi laa-
dunvalvonnassa kaytetaan yleisesti myos muita menetelmia vasta-aineiden laa-
dun tarkastamisessa, kuten korkean erotuskyvyn nestekromatografiaa (High

Performance Liquid Chromatography, HPLC).

Vasta-aineita, tai muita tuotteita valmistava yritys, voi hakea tuotteelleen CE-
merkintaa. Merkinnalla vakuutetaan, etta tuote tayttaa sita koskevien EU:n di-
rektiivien ja asetusten vaatimukset. Kun tuote on CE-merkitty, se voi liikkua

EU:n alueella vapaasti. [26.]

5.2 Yrityksessa kaytettavat laadunvalvontatestaukset

Yrityksen laadunvalvonnassa, vasta-aineista testataan immunoreaktiivisuutta,
tuotteen puhtautta, homogeenisuutta, isoelektrista aluetta seka vasta-aineen
konsentraatiota. Tuotteen konsentraation eli proteiinipitoisuuden maaritys teh-
daan spektrofotometrisesti laskemalla ja mittaamalla tuotteen absorbanssia aal-
lonpituudella 280. [27.]

Immunoreaktiivisuutta testataan ELISA-testilla, eli entsyymivalitteisella immuno-
sorbenttimaarityksella, josta saatua fluoresenssisignaalia mitataan aikarajoittei-
sella fluoresenssilla. Immunoreaktiivisuustestissa maaritetdan se vasta-aine-
laimennos, joka sitoo 50 % leimatusta antigeenista verrattuna immunoreaktiivi-
seen totaaliin. Testattavan vasta-aineen 50-prosenttista laimennosta verrataan
referenssivasta-aineen vastaavaan laimennokseen ja ndiden suhde lasketaan.
[27.]

Tuotteen puhtausmaarityksessa vasta-aine denaturoidaan, eli hajotetaan lam-
molla erillisiksi kevyeksi ja raskasketjuksi. Nayte injektoidaan polymeerigeelilla
taytettyyn kapillaariin sahkovirran avulla, jonka seurauksena kevyt ja raskas
ketju erottuvat toisistaan sahkokentassa koon perusteella. Monitorointiin kayte-
taan diodirividetektoria (PDA) aallonpituusalueella 190—400 nm. Kevytketjut ja
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raskasketjut synnyttavat elektroforeesilaitteelle tulevaan kuvaajaan erilliset pii-
kit, joiden lisaksi nakyvissa ei saa olla muita piikkeja tuotteen ollessa puhdas.
[27.]

Isoelektrisessa fokusoinnissa kaytetaan iCE-kapillaarielektroforeesilaitetta kapil-
laari-isoelektriseen fokusointiin (clEF). Menetelmaa kaytetaan vasta-aineiden
isoelektrisen alueen (pl-alueen) maarittamiseen. Kapillaarielektroforeesissa
piilla pinnoitettuun kapillaariin ajetaan vasta-ainetta sahkovirran suuntaisesti,
jolloin vasta-aine asettuu sen isoelektriseen pisteeseen (pl). Vasta-aineelle saa-
daan aikaan profiili, jossa nakyy piikkeja vasta-aineen eri isoformeille pl-arvojen
mukaan, silla vasta-aineessa saattaa olla variaatiota siitd minkalainen nettova-

raus silla on. [28.]

Homogeenisuusmaaritykseen kaytetaan HPLC-laitetta eli korkean erotuskyvyn
nestekromatografia-laitetta ja silla tutkitaan, sisaltaako tuote monomeerimuodon
lisaksi aggregaattimuotoja, kuten dimeerimuotoja, jotka voivat vaikuttaa haitalli-
sesti antigeenin sitoutumiseen. Homogeenisuuden maaritys on hyvin tarkeaa,

silla se kertoo tuotteen toimivuudesta halutulla tavalla. [28.]

6 Projektissa kaytetyt materiaalit ja menetelmat
6.1 Vasta-aineen puhdistus ja lopputuotteen valmistus

Projekti aloitettiin validointisuunnitelmalla, jonka laati kromatografialaboratorion
prosessipaallikkd. Suunnitelmassa paatettiin kokeellisiin testauksiin tuleva
vasta-aine ja naytemaarat seka kirjattiin koko projektin suoritus. Naytteiksi valit-
tiin naytteet A, B, C ja D, jotka olivat kaikki samaa vasta-ainetta ja ne valittiin yri-
tyksen tarpeiden mukaisesti. Katsottiin, etta natriumatsidin lisdaminen pieniin
lopputuotetilavuuksiin on haastavampaa kuin isoihin maariin lisdaminen, silla
natriumatsidiliuos voi vaikuttaa lopputuotteen laatuun herkemmin pienissa tila-

vuuksissa.
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Edellisten vuosien myynnin perusteella laskettiin ja ennustettiin, valitun vasta-
aineen menekki tulevina vuosina. Suurien vasta-ainemaarien varastoimisen ei
todettu olevan kustannustehokasta, ja nain ollen isoimmat naytemaarat jatettiin
pois koeasetelmasta. Valitun vasta-aineen naytemaarat ovat kuvattuna taulu-

kossa 1.

Taulukko 1. Puhdistettavan vasta-aineen ja rinnakkaisnaytteiden maarat.

A 100 IgG1 1 3
B 1000 IgG+ 1 3
C 100 IgG: 5 3
D 1000 IgG+ 5 3

Jokaisesta vasta-aine maarasta (mg) ja pitoisuudesta (mg/ml) tehtiin kolme rin-
nakkaisnaytetta. Jokaisesta naytteesta tehtiin laadunvalvonnassa testaukset,
joista saatuja tuloksia verrattiin referenssinaytteen tuloksiin, joka oli saman
vasta-aineen edellista eraa pitoisuudella 5 mg/ml. Saatujen tulosten perusteella
katsottiin, vaikuttaako natriumatsidin lisays puhdistusprosessin loppuvaiheessa
tuotteen laatuun. Puhdistettavan vasta-aineen tuotespesifikaatiot ovat nahta-

vissa liitteessa 1.

6.1.1 Puskuriliuos ilman natriumatsidia

Samalla vasta-aineella voidaan kayttada monia eri puskuriliuoksia esimerkiksi eri
pH-arvoilla. Koeasetelman lopputuotteiden puskuriliuokseksi valittiin yrityksessa
eniten kaytetty puskuriliuos, joka soveltui tutkittavalle vasta-aineelle. Puskuriliu-

oksen tiedot ovat nahtavissa taulukossa 2.
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Taulukko 2. Puskuriliuoksen koostumus ilman natriumatsidia.

50 mM Trinatriumsitraatti (CsHsNasO7[12H,0)

Natriumsitraattiiuos \ -+ mkloridi (NaCl) 0,9 %

50 mM Sitruunahappomonohydraatti (CeHsO7[1H20)

Sitruunahappoliuos i mkioridi (NaCl) 0,9 %

Natriumsitraatin pH saadettiin sitruunahappoliuoksella pH-arvoon 6,04.

6.1.2 Supernatantin kasittely

Supernatantin kasittely tehtiin yrityksen ohjeen mukaisesti. Ennen tyon aloitta-
mista varmistettiin, etta tydskentelytilat ovat puhtaat eika tyoskentelypisteessa
ole muita tuotteita. Supernatanttia sulatettiin puhdistukseen tarvittava maara.
Ennen kromatografista puhdistusta, supernatantti suodatettiin ja suodoksesta
mitattiin pH, jonka arvo piti olla yli 7,5 vasta-aineen pylvaaseen sitoutumisen

varmistamiseksi.

6.1.3 Vasta-aineiden puhdistus affiniteettikromatografisesti (AC)

Kromatografiapylvas valittiin puhdistettavan vasta-aineen milligrammamaaran
mukaisesti ja pylvaan vasta-aineen sitomiskapasiteetin mukaan. Kromatogra-
fiapylvaat olivat itse pakattuja. Puhdistettavan proteiinimaaran suhde pylvaan
tilavuuteen ei saanut ylittda kloonikohtaista sitoutumista, joka on IgG1 alaluokan
vasta-aineilla 15 mg/ml proteiini-A -geelia. Vasta-ainepuhdistukset tehtiin AKTA
Purifier -kromatografialaitteistolla. Kaytetyt pylvaat eri vasta-ainemaarissa ovat

nahtavissa taulukossa 3.
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Taulukko 3. Kromatografiapuhdistuksissa kaytetyt pylvaat.

Vasta-ainemaara (mg) 100 1000
Pylvaan tilavuus (ml) 22 72
Virtausnopeus (ml/min) 3 10
Maksimikapasiteetti (mg) 330 1080

Puhdistuksissa kaytetyt puskurit olivat pH-arvolla 8,2 oleva natriumfosfaattipus-
kuri (0,1 M) seka pH-arvolla 2,9 oleva sitraattipuskuri (50 mM). Ajo-ohjelma ja
vaiheiden kestot ovat nahtavissa taulukossa 4.

Taulukko 4. Kromatografiapuhdistusten ajo-ohjelma. Eluoinnin seka naytteen-
syoton aika vaihtelivat riippuen syotettavan naytteen maarasta ja kaytetysta vir-

tausnopeudesta pylvaan mukaan (taulukko 3).

Tasapainotus 3 22
Naytteensyottod - -
Pesu natriumfosfaattipuskurilla 10 72
Eluointi 6 -
Jalkipesu (100 % sitraattipuskuria) 3 22
Tasapainotus natriumfosfaattipuskurilla 3 22
CIP-pesu natriumhydroksidilla (NaOH) 2 15
Regenerointi natriumfosfaattipuskurilla 7 51
Regenerointi natriumfosfaattipuskurilla (sis. NaN3) 3 22

Vasta-aineen eluointi tapahtui natriumfosfaattipuskurin ja sitraattipuskurin sekoi-
tussuhteella, jossa sitraattipuskurin suhdeosuus oli 75 %. Eluoinnin jalkeen laite

pestiin sitraattipuskurilla (pH 2,9), jolloin pylvaasta irtosivat jaljelle jaaneet
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vasta-ainejadmat ja mahdolliset epapuhtaudet. Jalkipesun jalkeen pylvas tasa-
painotettiin natriumfosfaattipuskurilla (pH 8,2). Seuraavaksi pylvaalle tehtiin
CIP-pesu (Clean In Place) natriumhydroksidilla, jossa irtosivat erityisen tiukasti
sitoutuneet epapuhtaudet ja sitoutuneet vasta-ainejaamat ja estettiin pylvaan
tukkeutuminen seka vasta-aineiden ristikontaminaatiot. Lopuksi pylvas re-
generoitiin natriumfosfaattipuskurilla, johon oli lisatty natriumatsidia mikrobikon-
taminaatioiden ehkaisemiseksi pylvaassa. Pylvas irrotettiin laitteesta ja laitteen
letkusto pestiin viela natriumhydroksidilla, jonka pitoisuus oli 0,2 M ja joka vii-

dennella pesukerralla 1 M.

6.1.4 Fraktion kasittely ja dialysointi

Kromatografialaitteistolta saadun fraktion tilavuus katsottiin, tuotteen ulkonakd
arvioitiin ja tuotteen pH mitattiin. pH-mittauksen jalkeen fraktion konsentraatio
maaritettiin spektrofotometrisesti absorbanssin avulla. Spektrofometrimaarityk-
seen nayte laimennettiin pitoisuuteen 1 mg/ml, jolloin aallonpituudella A2so mo-
laarinen absorptiokerroin proteiinille on 1,4, joka on saatu Beerin ja Lambertin

laista seuraavasta yhtalosta:

A=€-b-c (1)

jossa A on absorbanssi
€ on molaarinen absorptiokerroin
b on kyvetin paksuus

c on mitattavan aineen konsentraatio.

Fraktion konsentraatio laskettiin edella mainitun kaavan mukaan. Ennen dialyy-
sia maaritettiin viela fraktion proteiinimaara seka puhdistusvaiheessa syntynyt
havikki.

Taman jalkeen nayte siirrettiin Medicell-dialysointiletkuun (DTV.12000.06 Size
No.6, halkaisija 21,5 mm) dialyysia varten. Letku laitettiin erlenmeyeriin, johon

lisattiin natriumatsiditonta puskuriliuosta vahintaan 20-kertainen maara fraktion
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tilavuuteen nahden niin, etta letku peittyi puskuriliuoksella. Nayte siirrettiin dia-
lysoitumaan kylmioon (+8 °C) ja dialyysissa kaytettiin magneettisekoittajaa. Kol-
men tunnin dialyysin jalkeen, erlenmeyeriin vaihdettiin puskuriliuos ja dialysoin-

tia jatkettiin yon yli (o/n) sekoituksen kanssa.

6.1.5 Lopputuotteen kasittely ja natriumatsidin lisays

Yonyli-dialysoinnin jalkeen, naytteen pH mitattiin. pH-arvon ollessa noin 6,0 voi-
tiin varmistua dialysoinnin onnistumisesta eli puskuriliuoksen vaihtumisesta
naytteessa. Naytteesta maaritettiin konsentraatio spektrofotometrilla, laskettiin
proteiinimaara seka saanto samalla tavoin kuin ennen dialyysia. Maaritysten jal-
keen, nayte laimennettiin haluttuun loppupitoisuuteen lisaamalla puskuriliuosta.
Laimentamisen jalkeen, lopputuotteeseen lisattiin 10-prosenttista natriumatsidi-

liuosta niin, etta natriumatsidipitoisuus oli 0,095 %.

Natriumatsidiliuosta lisattaessa, naytteen tuli olla magneettisekoituksessa, jotta
natriumatsidi sekoittuu tuotteeseen mahdollisimman tasaisesti. Naytteen pH mi-
tattiin seka laimentamisen etta natriumatsidin lisayksen jalkeen. Lopuksi nayte
suodatettiin saildépulloon 0,2 ym:n membraanisuodattimen lapi, joka suodatti
lopputuotteesta mikrobit ja tuotteen lopullinen konsentraatio maaritettiin spektro-
fotometrilla. Lopputuotteen konsentraation tuli olla maaritetyissa tavoiterajoissa
(liite 2). Lopuksi naytteen ulkonakd arvioitiin ja siita otettiin laadunvalvontanayt-

teet ja naytevarastonaytteet.

6.2 Laadunvalvonnan testaukset naytteille

Jokaisesta puhdistetusta lopputuote-erasta toimitettiin testausnayte laadunval-
vontalaboratoriolle. Laadunvalvontatesteilla eli QC-testeilla (Quality Control)
varmistettiin, etta tuote tayttaa sille asetetut tuotespesifikaatiot ja se voidaan va-
pauttaa myyntiin. Laadunvalvontatesteihin kuului konsentraation tarkastaminen,
immunoreaktiivisuuden maaritys, IEF eli isoelektrinen fokusointi (Isoelectric Fo-

cusing), puhtausmaaritys, homogeenisuusmaaritys seka tuotteen ulkonadn arvi-
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ointi. Kaikissa testeissa naytteita verrattiin samaan referenssinaytteeseen laa-
dunvalvontalaboratorion kaytantojen mukaisesti. Referenssinaytteena kaytettiin
edellista loppueraa samasta vasta-aineesta, ja se oli pitoisuudeltaan 5 mg/ml.
Laadunvalvonnalliset testaukset naytteille suorittivat laadunvalvontalaboratorion

laborantit.

6.3 Reaaliaikaiset sailyvyyskokeet puskuriliuoksille

Reaaliaikaisiin sailyvyyskoemittauksiin valittiin nelja laboratoriossa yleisimmin
kaytettya puskuriliuosta, joissa kaikissa on talla hetkella natriumatsidia. Jokai-
sesta puskuriliuoksesta tehtiin kolme erilaista versiota, jotka olivat seuraavanlai-

set:

1) Liuoksesta jatettiin pois natriumatsidi ja sita ei suodatettu.

2) Liuoksesta jatettiin pois natriumatsidi mutta se suodatettiin

0,2 um:n membraanisuodattimen lapi.

3) Laboratoriossa kaytdssa oleva puskuriliuos, jossa natriumatsidia.

Puskuriliuokset X ja Y olivat samaa puskuria, jotka tehtiin pH-arvoilla 6,0 seka
7,0. Tata puskuriliuosta on laboratoriossa naissa molemmissa pH-arvoissa ja
haluttiin tietda, vaikuttaako eri pH-arvo tuotteen sailyvyyteen. Testattavia pusku-

riliuoksia oli yhteensa 12 kappaletta.

Jokaista puskuriliuosta valmistettiin 1 | ja ne sailytettiin huoneenlammadssa. Jo-
kaisesta pullosta otettiin 600 yl naytetta ja lahetettiin analysoitavaksi SynLabille
bioburden-testia varten. Bioburden testauksella tutkittiin tuotteen tai sen sisalta-
man mikrobikontaminaation taso yksikolla cfu (pesakkeen muodostava yksikko).
Testauksessa kaytettiin elatusaineena kystiini-laktoosi-agaria, eli CLED-maljaa.
Uudet naytteet lahetettiin SynLabille neljan viikon valein ja pulloja sekoitettiin

aina ennen naytteiden ottamista.



20

7 Tulokset

7.1 Tutkittavan vasta-aineen puhdistustulokset

Jokaisen puhdistetun naytteen lopulliset saannot olivat hyvat. Havikki sai olla
enintdan 30 % eika havikkimaara ylittanyt tatd maaraa minkaan tuotteen koh-

dalla. Lopputuotteiden maaritystulokset ovat nahtavissa taulukossa 5.

Taulukko 5. Tutkittavan vasta-aineen lopputuotteiden saannot ja havikki.

A1 95 19 17
A2 106 22 17
A3 97 15 13
B1 876 124 12
B2 887 113 11
B3 847 153 15
C1 82 28 26
C2 84 28 25
C3 86 26 23
D1 912 88 9

D2 857 143 14
D3 828 172 17

Lopputuotteiden C1-C3 kokonaishavikki oli selvasti suurin. Ero kokonaishavikki
maarissa johtuu todennakadisesti loppupitoisuuksien erosta. Naytteet A1-A3
seka B1-B3 laimennettiin pitoisuuteen 1 mg/ml, jolloin loppusuodatuksessa saa-
tiin suodattimeen jaava naytemaara paremmin huuhdeltua. Naytteiden C1-C3
seka D1-D3 loppupitoisuus oli noin 5 mg/ml, eika lopputuotteita tarvinnut lai-
mentaa dialyysin jalkeen. Laimentamattomana vasta-ainetta jai luultavimmin

enemman suodattimeen loppusuodatusvaiheessa, silla suodatinta ei voitu
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huuhdella suodatuksen jalkeen, jottei nayte laimenisi liikaa. Kromatografialait-
teen piirtdmat esimerkkikuvaajat affiniteettikromatografiapuhdistuksista nayt-

teille C1 ja D1 on nahtavissa kuvissa 4 ja 5.

pH

Mayttesn
-~ sydttd

Kuva 4. Naytteen C1 kromatografiapuhdistuksen kuvaaja. Naytteen vasta-aine
maara oli 100 mg ja fraktion kerays tapahtui automaattisesti (kuvan kohta F2)

UV-tason noustessa yli 20mAU.

Naytteissa A1-A3 seka C1-C3 kaytettiin pienempaa pylvasta, jossa maksimika-
pasiteetti oli 330 mg. Pylvas ei ylikuormittunut ja eluointi tapahtui automaatti-

sesti laitteen ohjelmiston toimesta UV-tason noustessa yli 20 mAU.
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pH

Maytteen
-~ sydttd

Uy

Kuva 5. Naytteen D1 kromatografiapuhdistuksen kuvaaja. Naytteen vasta-aine-

maara oli 1 000 mg ja eluointi jouduttiin tekemaan manuaalisesti.

Naytteissa B1-B3 sekd D1-D3 kaytettiin samaa kromatografiapylvasta, jossa
maksimikapasiteetti oli 1 080 mg, mutta pylvas ylikuormittui kromatografia-ajon
aikana. Taman takia eluoinnit tehtiin manuaalisesti ajon aikana, silla UV-taso oli
jo eluoinnin alkaessa yli 20 mAU, jolloin laite aloittaa fraktion kerayksen auto-

maattisesti.

7.2 Laadunvalvonnan (QC) tulokset

Kaikki tutkittavat naytteet lapaisivat laadunvalvontatestit tuotespesifikaatioiden
mukaisesti. Tulosten perusteella voitiin todeta, ettei natriumatsidin lisays ole ai-
heuttanut vasta-aineen laatuun merkittavia muutoksia. Laadunvalvonnasta saa-

tujen tulosten yhteenveto on nahtavissa liitteessa 3.
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7.2.1 Immunoreaktiivisuus

Kaikissa naytteissa immunoreaktiivisuus oli tuotespesifikaation mukainen (80—
120 %). Naytteiden ja referenssin arvojen valilla oli kuitenkin pienta eroavai-
suutta, joka ei ollut tassa tapauksessa merkitsevaa. Referenssinaytteena kay-
tetty edellinen loppuera samasta vasta-aineesta, aiheuttaa ajoittain eroavai-
suutta ja pitkalla aikavalilla myos liukuvuutta tuloksiin. Rinnakkaisnaytteiden
keskiarvoista ja referenssinaytteen arvoista piirretty kuvaaja on nahtavissa ku-

vassa 6.

Naytteiden immunoreaktiivisuuksien keskiarvot ja

referenssi

—~ 130
X
D B e e
5

110
:g [ L L 4 g
£ 1
< 1% D1-D3
S 2 A1-A3 B1-B3 c1-C3
C [ — ®
£ 80 | mmmmmmmm—e oo
E 70

—@— Naytteiden keskiarvot —@— Referenssi ===-- Raja-arvot

Kuva 6. Naytteiden immunoreaktiivisuuksien keskiarvot ja referenssi.

Tuotteen kyky sitoutua immunologisesti vasta-aineeseen on nain ollen tavoittei-
den mukainen, vaikka naytteiden immunoreaktiivisuudet ovat lahempana alem-
paa raja-arvoa kuin referenssinayte. Aikaisemmissa tuloksissa ei kuitenkaan ole
ollut havaittavissa nain suurta yhtakkista eroavaisuutta referenssin ja naytteen

valilla ja syyta tamanhetkiselle alenemalle tullaan viela miettimaan tarkemmin.

7.2.2 |EF-profiili (Iso Electric Focusing)

Isoelektrisessa fokusoinnissa naytteiden pl-arvot olivat tuotespesifikaatioiden

mukaiset (7,0-7,9). Saadut pl-arvot naytteille ovat kuvattuna taulukossa 6.



Taulukko 6. Naytteiden pl-arvot isoelektrisessa fokusoinnissa.

A1
A2
A3
B1
B2
B3
C1
C2
C3
D1
D2
D3

7,2-17,7
7,2-7,8
7,3-7,8
7,2-7,8
7,3-7,8
7,2-7,8
7,3-7,7
7,3-7,7
7,3-7,7
7,3-7,7
7,3-7,7
7,3-7,7

24

Naytepitoisuuksissa 1 mg/ml eli naytteissa A1-A3 ja B1-B3 IEF-profiilin kuvaa-

jassa piikit fokusoituivat hieman eri tavalla kuin naytepitoisuudessa 5 mg/ml.

Kuvassa 7 on nahtavissa naytteen B1 IEF-profiili.

Kuva 7. Naytteen B1 IEF-profiili, jossa kuvaajan alkupaan piikit fokusoituivat

heikommin vasta-ainepitoisuuden ollessa 1 mg/ml.

E99'L

LI
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Naytteiden A1-A3 ja B1-B3 kaikkien naytteiden IEF-profiilit olivat kuvan 6 kaltai-
sia. Eroavaisuus naytepitoisuuksien 5 mg/ml ja 1 mg/ml IEF-profiilien valilla on
tutkittavalle vasta-aineelle ominaista. Yleisesti menetelmasta tiedetaan, etta
mita matalampi vasta-aineen konsentraatio on, sita hankalampi piikkien varaus-
profiilin erottelu yleensa on. Laadunvalvonnan menetelmaohjeessa on myds
mainittu, etta pitoisuuksilla 1 ja 2 mg/ml olevat tuotteet ajetaan matalammassa
Ig-pitoisuudessa kuin pitoisuudella = 5 mg/ml olevat tuotteet. Tama johtuu lop-
putuotteiden sisaltdmasta suolasta. Isoelektrinen fokusointi on todella herkka
menetelma ja siitd saaduissa tuloksissa on lahes aina havaittavissa pienia eroa-

vaisuuksia. Naytteen C1 IEF-profiili on nahtavissa kuvassa 8.

Bt
Ger L

LD L

Kuva 8. Naytteen C1 IEF-profiili, jossa piikit ovat fokusoituneet paremmin pitoi-

suuden ollessa 5 mg/ml.

IEF-profiileita tarkastelemalla ja vertailemalla referenssinaytteen profiiliin, voitiin
todeta, etta naytteet koostuvat halutusta vasta-aineesta eivatka ne sisalla yli-
maaraisia komponentteja. Kaikissa naytteissa oli havaittavissa referenssinayt-
teen mukaiset, vasta-aineelle ominaiset kolme selkeinta piikkia kuvaajan loppu-

paassa.
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7.2.3 1gG-puhtausmaaritys

Kaikissa lopputuotteissa puhtaus oli tuotespesifikaatioiden mukainen (295 %).
Naytteen A1 puhtausmaarityksesta elektroforeesilaitteella saatu kuvaaja on

nahtavissa kuvassa 9.

001235 D.o125

LC

D007 = D.007E

A AU

D.0050 0.00S0

LG 0.0000

Kuva 9. Naytteen A1 puhtausmaarityksen kuvaaja, joka on saatu elektroforee-
silla. Kuvaajassa nakyy absorbanssiarvot ajan funktiona muodostaen piikit kevyt
ketjulle (LC) ja raskasketjulle (HC). Kuvaajassa ei ole havaittavissa muita piik-

keja, jotka kertoisivat tuotteen sisaltamista epapuhtauksista.

Tutkittavien naytteiden puhtausmaaritysten tulokset olivat referenssinaytteen
kanssa samanlaiset. Lukuun ottamatta yhta naytetta, kaikissa naytteissa seka
referenssinaytteessa IgG-puhtaus oli 100 %. Naytteessa D3 IgG-puhtaus oli
98,6 % ja naytteen kuvaajassa oli havaittavissa ylimaarainen piikki kevyt- ja ras-

kasketjun piikkien lisaksi. Naytteen D3 kuvaaja on nahtavissa kuvassa 10.
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0016 1 n.ons
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HC

.
—
) plikki

0000+ 0.000

hMnudas

Kuva 10. Naytteen D3 puhtausmaarityksen kuvaaja, jossa on havaittavissa yli-

maarainen piikki (piikki 1) kevyt- ja raskasketjun piikkien lisaksi.

Naytteen D3 kuvaajassa esiintyva piikki saattaa johtua esimerkiksi menetelman
satunnaisvaihtelusta, eika se aiheuta merkittavaa epapuhtautta naytteessa, silla

naytteen puhtausprosentti taytti tuotespesifikaation hyvaksytysti.

7.2.4 Homogeenisuusmaaritys

Kaikkien naytteiden homogeenisuus eli monomeerien osuus tuotteessa oli tuo-
tespesifikaatioiden mukainen (295 %). Tutkittavien naytteiden seka referenssi-
naytteen monomeerien osuudet olivat 100 %. Naytteen A1 HPLC-laitteella

saatu kuvaaja on nahtavissa kuvassa 11.
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Kuva 11. HPLC-laitteelta saatu kuvaaja naytteelle A1, jossa nakyy monomee-
rien UV-taso ajan funktiona. Naytepiikin retentioajan 9,889 vieressa nakyy pus-

kurista peraisin olevat piikit, joilla ei ole naytteen tuloksen kannalta merkitysta.

Tulokset osoittavat, ettei tutkittavien naytteiden monomeerien osuus eroa refe-
renssinaytteen monomeerien osuuksista. Lopputuotteissa ei siis esiinny aggre-
gaattimuotoja, jotka vaikuttaisivat haitallisesti vasta-aineen haluttuun toimivuu-

teen.

7.3 Reaaliaikaiset sailyvyyskokeet puskuriliuoksille

Reaaliaikaisten sailyvyyskoemittausten cfu-tulokset kolmen kuukauden ajalta
olivat kaikkien puskuriliuosten kohdalla negatiivisia. Nykyinen sailyvyysaika nat-
riumatsidia sisaltamattomille puskuriliuoksille on 3 kk ja natriumatsidia sisalta-
ville 6 kk. Kolmen kuukauden ajalta olevat sailyvyyskokeiden tulokset ovat nah-
tavissa taulukossa 7. Raja-arvona Bioburden testaukselle ja hyvaksytylle tulok-
selle pidetaan arvoa 0-100 cfu. Kaikkien naytteiden kohdalla arvo on ollut tahan

mennessa 0 cfu.



Taulukko 7. Reaaliaikaisten sailyvyyskoemittausten tulokset puskuriliuoksille.

X1

X2

X3

Y1

Y2

Y3

T1

T2

T3

Z1

z2

Z3

ilman natrium-
atsidia
ilman suodatusta

ilman natrium-
atsidia
suodatettu

sisaltaa
natriumatsidia

ilman natrium-
atsidia
ilman suodatusta

ilman natrium-
atsidia
suodatettu

sisaltaa
natriumatsidia

ilman natrium-
atsidia
ilman suodatusta

ilman natrium-
atsidia
suodatettu

sisaltaa
natriumatsidia

ilman natrium-
atsidia
ilman suodatusta

ilman natrium-
atsidia
suodatettu

sisaltaa
natriumatsidia

6.01

6.01

6.01

6.99

6.99

7.07

6.02

6.02

6.02

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.

neg.
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Vaikka tahanastiset testitulokset ovat olleet kaikkien puskuriliuosten kohdalla ne-

gatiivisia, sailyvyyskokeiden jatkuessa liuosten sailyvyydessa voi ilmeta eroavai-

suuksia pidemmalla aikavalilla, joka selvitetaan kokeiden jatkamisella.
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8 Yhteenveto ja paatelmat

Opinnaytetyon tarkoituksena oli saada aikaan monoklonaalisten vasta-aineiden
puhdistusprosessiin prosessimuutos, jossa natriumatsidia ei lisattaisi puskuriliu-
oksiin, vaan vasta lopputuotteeseen. Prosessimuutos onnistui odotetulla tavalla
ja kaikki testatut tuotteet lapaisivat laadunvalvonnassa tehdyt testit tuotespesifi-
kaatioiden mukaisesti. Prosessimuutoksen hyvaksymisen jalkeen, natriumatsi-
din vuosikulutus vahenee 10-kertaisesti nykyisesta kulutusmaarasta. Puskuriliu-
osten valmistusvaiheessa ei tarvitse enaa lisata natriumatsidia liuoksiin, vaan
liuokset valmistetaan ilman natriumatsidia. Natriumatsidi tullaan lisaamaan 10-
prosenttisesta natriumatsidiliuoksesta lopputuotteeseen uusien ohjeiden mukai-

sesti niin, etta tuotteen natriumatsidipitoisuus lopussa on noin 0,095 %.

Kromatografiapuhdistukset tutkittavalle vasta-aineelle onnistuivat hyvin. Vaikka
1 000 mg:n puhdistuksissa kaytetty pylvas ylikuormittui ja eluointi jouduttiin suo-
rittamaan koneella manuaalisesti, saannot olivat jokaisen naytteen kohdalla kui-
tenkin suhteellisen hyvat ja havikkimaarat olivat pienet. Natriumatsidin lisaami-
nen lopputuotteeseen onnistui ongelmitta jokaisen tuotteen kohdalla. Ainoa
haaste lisaamisen kannalta oli loppukonsentraatio ja laimennosten laskeminen.
Laimennettavien naytteiden kohdalla tuli varmistaa laskemalla, ettd konsentraa-
tio osuu tavoiterajoihin. Laskemisesta huolimatta, konsentraatio saattoi jaada
osassa naytteista liilan korkeaksi ensimmaisen laimennoksen jalkeen, jonka
vuoksi naytetta piti laimentaa viela lisaa. Nain ollen, laimentamiseen kaytetta-
vaan natriumatsidittomaan puskuriliuokseen tuli lisata 10-prosenttista natriumat-
sidiliuosta niin, etta naytteen natriumatsidipitoisuus pysyisi pitoisuudessa 0,095

%. Tama toi tydbhon oman haasteensa kaytannon ja ajan kannalta.

Jatkotutkimuksena voitaisiin esimerkiksi miettia natriumatsidin lisayksessa kay-
tettdvan sekoituksen validointia seka vaihtoehtoista sailontaainetta natriumatsi-
dille, kuten biosideja, jolloin natriumatsidin kaytto laboratoriossa voitaisiin jattaa
kokonaan pois. Tama vaatisi kuitenkin laajempia tutkimusasetelmia ja muutok-

sia seka vaikutuksia asiakkaiden kannalta. Vaikka analysoidut naytteet lapaisi-
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vat laadunvalvonnalliset testit tuotespesifikaatioiden mukaisesti ja prosessimuu-
tos voidaan kasittelyn jalkeen hyvaksya, olisi prosessivalidointia voitu jatkaa
viela useammilla naytteilla. Esimerkiksi tekemalla puhdistuksia eri vasta-ainek-
looneille ja kayttamalla eri puskuriliuoksia ja katsoa, onko eri vasta-aineiden tai

puskuriliuosten valilla eroavaisuuksia laadunvalvonnan testitulosten kohdalla.

Lopputuotteeseen lisattava natriumatsidin maara on laskennallinen ja sen
maara saattaa heitella pyoristysten mukaan pienia maaria, silla pipettien tark-
kuus ei riita pienimpiin desimaaleihin. Vaikka uuden prosessikaavion mukaan
valmistettu tuote on paasaantoisesti samanlainen kuin nykyisen prosessikaa-
vion mukaan tuotettu tuote, olisi hyva ottaa myos testatuista naytteista saily-

vyysseurattava era sailyvyyden varmistamiseksi.

Tahanastiset kolmen kuukauden Bioburden-testin tulokset puskuriliuoksille ovat
olleet negatiivisia. Sailyvyysseurantaa tullaan jatkamaan puskuriliuosten koh-
dalla viela ainakin 3 kuukauden ajan, jotta varmistutaan natriumatsidittomien
puskuriliuosten sailyvyydesta. Projektissa saatiin tarkeaa tietoa siita, etta lahitu-
levaisuudessa voidaan siirtya natriumatsidittomiin puskuriliuoksiin ja vahentaa
natriumatsidin kayttéa laboratoriossa merkittavasti ja saada turvallisempi tydym-

paristo ja tyovaiheet tyontekijoille.
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(1)

Laadunvalvonta-testit ja tuotespesifikaatiot puhdistettavalle

vasta-aineelle

Ulkonakd

Immunoreaktiivisuus

IEF (Iso Electric Focusing) profiili

IgG-puhtaus

Monomeerien osuus tuotteessa

Proteiinikonsentraatio

Silmamaaraisesti

FIA (Fluorometric
immunoassay)

clEF (capillary isoelectric
focusing)

CE

(kapillaarielektroforeesi)

HPLC-SEC

Absorbanssi (280 nm)

Kirkas

80-120 %

7,0-7,9 pl

295 %

295 %

Laadunvalvonnan (QC)
mittaus/vasta-ainetuotannon
(MVA-tuotanto) mittaus
=95-105 % (15 %)



Lopputuotteen konsentraation raja-arvot

Liite 2
(1)

Konsentraatio Hyvaksyntarajat Tavoiterajat
ja ilmoitustarkkuus tuotannossa tuotannossa
mg/ml mg/ml mg/ml
0,9-1,1(1,0+x10 %) 0,90-1,10 0,95-1,05
1,0-1,1 1,01-1,10 11,05
1,0-3,0 1,00-3,0 1,05-2,86
22,1 22,1 22,21
2,0-2,5 2,00-2,50 2,11-2,38
2,3-2,8(2,5+10%) 2,25-2,75 2,37 -2,62
22,6 22,6 22,74
2,0-4,0 2,0-4,0 2,11-3,81
3,0-6,0 3,0-6,0 3,16 -5,7
4,5-5,5(5,0+ 10 %) 4,5-5,5 4,7 -5,2
>6,0 >6,1 >6,4

> 8,0 >8,1 > 8,5

>9,0 >9,1 >9,6
9,0—11,0(10,0+10 %) 9,0-11,0 9,5-10,5

> 10,0 2> 10,0 210,5
>11,0 >11,1 >11,7




Yhteenveto laadunvalvonnan testituloksista

Testattavat tuotteet: A, B, CjaD

Liite 3
(1)

Testi Pitoisuus | Immuno-reaktiivisuus Isoelektrinen fokusointi lgG Purity Homogeenisuus
{FIA)
Vaatimus | QC/MVA Test/Ref pl:7,0-7.9 .
m 95 105 % 80-120% Profiili vastaa referenssia | > Puhtaus | 295 % monomeeria
Al 100 % 86 % . 7217 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

A2 100 % B23% . 218 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

A3 100 % B4 % . 7318 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

Bl 100 % Bl% . 7218 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

B2 100 % B4 % . 7,318 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

B3 100 % 06 % . 1218 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

C1 100 % 86 % . 7317 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

c2 OB % B2% . 130 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

c3 100 % B4 % . 7317 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

D1 95% 03 % . 7317 100 % 100 %
Profiili vastaa referenssid

7377

D2 98 % B9 % o 100 % 100 %

Profiili vastaa referenssid
7377

D3 OB % o0 % T 98,6 % 100 %

Profiili vastaa referenssid
Testaustulos:

- Tuote-erat téyttavat laadunvalvontavaatimukset.
- Referenssierdna kdytettiin aiemmin testattua samaa tuote-erdd.

- MNaytteestd D1 laadittiin poikkeama 240002652,

koska ndytteen ensimmaiset pitoisuusmittaukset eivat tayttdneet hyvaksymiskriteeria QC/MVA 95 - 105 %
MVA R vusintamittauksen ja eran pitoisuuden paivityksen jdlkeen hywdksymiskriteer tayttyi.
- Alkuperdiset testausdokumentit arkistoidaan laadunvalvonnassa.
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