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Opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida GSP® Neonatal hTSH kit leimavasta-
aineen erakoon kasvatusta leimavalmistuksen tuotantolinjalla. Verifioinnin
avulla kantaliuoksen erakokoa kasvatettiin vastaamaan kaupallista kysyntaa,
samalla vapauttaen tuotanto- ja laadunvalvontakapasiteettia.

GSP® Neonatal hTSH kit on vastasyntyneiden perinnolliseen kilpirauhasen
vajaatoiminnnan seulontaan tarkoitettu tuote, jonka avulla vastasyntyneen
veresta voidaan analysoida kilpirauhasen vajaatoimintaan viittaavan hTSH-
hormonin pitoisuus. Tuote on suunniteltu kaytettavaksi yhdessa GSP® -

maarityslaitteen kanssa.

Verifioinnissa testattiin uuden maksimierdkoon toimivuutta kantaliuoksen
laadunvalvontakriteerien ja kombinaatiotestin vaatimusrajojen tayttymisen

avulla. Hyvéaksytty verifiointiera vapautettiin kaupalliseen kayttoon.
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Verification of increase in batch size of
GSP® Neonatal hTSH kit's europium-
labelled antibody solution

The purpose of the thesis was to verify the increased batch size of GSP®
Neonatal hTSH kit's europium-labelled antibody solution. The purpose of the
verification was to respond to product demand and release productional
resources in tracer manufacturing.

The GSP® Neonatal hTSH kit is a product used to screen for congenital
hypothyroidism in newborn infants. The tendency for congenital hypothyroidism
can be analyzed by guantitative determination of human thyroid stimulating
hormone from an infant’s blood sample. The kit is designed to be used with the
GSP® instrument.

In the verification process, an increased batch size was manufactured. Tracer
manufacturing quality control and release testing quality control were performed
on the manufactured batch. The verification batch was released for commercial
use after approval of the fulfilment of quality control criteria.
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1 Johdanto

Wallac Oy on Turussa sijaitseva Revvity Inc. -konserniin kuuluva yritys, joka
suunnittelee, valmistaa ja jakelee In vitro- diagnostisia laakinnallisia
instrumentteja, komponentteja ja ohjelmistotuotteita. Valmistettavien tuotteiden
kayttokohteita ovat vastasyntyneiden synnynnaisten sairauksien seulonta,
raskaudenaikaisen terveydentilan seuranta ja virusinfektioiden,
endokrinologisten ja naistentautien seka syovan diagnosointi ja seuranta.
(Wallac Oy, 2023A.)

Opinnaytetyon toimeksianto GSP® Neonatal hTSH kit leimavasta-aineen
erakoon kasvatuksen verifiointi suoritettiin leimavalmistuksen tuotantolinjalla,
tavoitteena kasvattaa kantaliuoksen erakokoa kaupallisen kysynnan seka
tuotanto- ja laadunvalvontakapasiteetin vapauttamisen vuoksi. GSP® Neonatal
hTSH kit on vastasyntyneiden perinnélliseen kilpirauhasen vajaatoiminnnan
seulontaan tarkoitettu tuote, jonka avulla vastasyntyneen veresta voidaan
analysoida kilpirauhasen vajaatoimintaan viittaavan hTSH-hormonin pitoisuus
GSP® -maarityslaitteella. (PerkinElmer, 2021.)

Opinnaytetyon teoriaosuudessa kasitellaan 1vVD-laakinnallisten laitteiden
saanndstelya, Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelméd, GSP® Neonatal hTSH
kit — tuotetta ja sen toimintaperiaatetta, DELFIA-teknologiaa seka kantaliuoksen
valmistusta, laadunvalvontaa ja pullotusta. Opinnaytetyon kaytannén
osuudessa kasitelldaan verifiointiprosessin suunnittelua ja toteuttamista, saatuja
laadunvalvonnallisia tuloksia ja lopuksi yhteenvetoa toimeksiannon tavoitteiden

saavuttamisesta.



2 IVD-laakinnaéllisten laitteiden sadnnostely

Laakinnallinen laite on mika tahansa instrumentti, véaline, koje, materiaali,
ohjelmisto, implantti, In Vitro-reagenssi, laite, laitteisto tai vastaava tarvike, jolla
voi olla yksi tai useampi kayttotarkoitus seuraavista: ladkinnalliseen
tarkoitukseen suunnattua laitetta voidaan kayttaa sairauden tai vamman
diagnosaoitiin, tarkkailuun, lievitykseen tai hoitoon sekéa vamman kompensointiin.
Laakinnallinen laite voi toimia anatomisen tai fysiologisen toiminnon tukena,
muunteluna tai korvaavana osana. Muita kayttotarkoituksia ladkinnéalliselle
laitteelle voivat olla tutkimustoiminta, elintoimintojen yllépito ja tukeminen seka
hedelmdttymisen saately. Laakinnallisia laitteita voidaan hyddyntaa toisten
laakinnallisten laitteiden ja tarvikkeiden desinfioinnissa seké In Vitro-
tutkimusdatan keruussa ihmisperaisista naytteista. (Suomen
Standardisoimisliitto SFS, 2016.)

In vitro -diagnostisiksi laékinnallisiksi laitteiksi (IVD) luokitellaan ihmiskehon
ulkopuolella (In vitro) suoritettavissa tutkimuksissa kaytettavia laitteita. 1VD-
laitteiden tarkoituksena on analysoida ihmiskehosta otettuja naytteita
patologisen tai fysiologisen toiminnon tai tilan, alyllisen kehitysvamman,
synnynnaisen fyysisen vamman seka taudin tai sairauden
sairastumismahdollisuuden selvittamiseen. IVD-laitteita kaytetaan myos
yhteensopivuuden ja turvallisuuden maarittdmiseen vastaanottajien kesken,
hoitovasteen tai reaktioiden ennustamiseen seka hoitotoimenpiteiden
maarittelemiseen tai tarkkailemiseen. 1VD-laitteiksi luokitellaan kalibraattorit,
vertailumateriaalit, ohjelmistot, laitteet, instrumentit, diagnostiikkasarjat,
laitteiston osat ja jarjestelmat seka reagenssit ja reagenssituotteet, joita voidaan
kayttda yksindan tai yhdessa muiden ladkinnallisten laitteiden kanssa.
(Euroopan parlamentti ja neuvosto, 2017.) Invasiiviseen naytteenottoon tai
suoraan ihmiskehosta naytteen keraamiseen tarkoitetut tuotteet eivét ole 1VD-
tuotteita, jonka takia ne luokitellaan MDR-asetuksen 2017/745 mukaan

la&kinnallisiksi laitteiksi (PitkAnen ym. 2020).
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Wallac Oy noudattaa toiminnassaan EN 1ISO 13485:2016-
laadunhallintajarjestelmastandardia, Suomen lakia; Laki eraista EU-direktiivissa
saadetyista laakinnallisista laitteista (629/2010) ja Laki laakinnallisista laitteista
719/2021, Euroopan IVD 98/79/EY -direktiivid, soveltavasti Euroopan IVDR
2017/746 asetusta, amerikkalaisen FDA:n laatujarjestelmasaadoksia (QSReq)
ja Kanadalaisen CMDR:an SOR/98-282 asetusta seka tarpeen mukaan muita

maakohtaisia viranomaismaarayksia (Wallac Oy, 2023A).

EN ISO 13485:2016 on ISO 9001:2015-johtamisjarjestelmastandardiin
perustuva kansainvalinen standardi, joka méaarittelee vaatimukset
saannénmukaisesti asiakkaiden ja viranomaisten vaatimuksia tayttavalle,
ladkinnallisia laitteita ja palveluita tuottavalle organisaatiolle. Standardi sisaltaa
vaatimukset tuotteen toteuttamiseen, resurssien hallintaan, johdon vastuuseen
seka seuranta-, mittaus-, analysointi- ja parantamisprosesseihin liittyen.
(Suomen Standardisoimisliitto SFS, 2016.)

2.1 IVD-laitteiden sdédnnoéstely Suomessa

Suomessa laakinnallisten laitteiden turvallisuuden yllapitoa ja edistysta ajaa laki
eraista EU-direktiiveissa saadetyista laakinnallisista laitteista 629/2010. Lakia
sovelletaan IVD-laitteiden ja mahdollisten lisdlaitteiden suunnittelu- ja
valmistusprosesseihin sekd markkinoille saattamiseen tarvittaviin
toimenpiteisiin, kuten steriloimiseen, asennukseen, kayttdonottoon,
markkinointiin, huoltoon, jakeluun ja laitteiden suorituskyvyn arviointiin liittyviin
tutkimuksiin. (Finlex, 2010.)

Laki laékinnallisista laitteista 719/2012 sisaltaa saadokset laakinnallisten
laitteiden ja niiden lisélaitteiden seka IVD-laitteiden markkinoinnista ja
markkinoinnin jalkeisesta valvonnasta, ammattimaisesta huollosta ja
asennuksesta, vaaratilanteiden valvonnasta seka talouden sisaisten ja ulkoisten

toimijoiden ja laitosten rekisterdinnista (Finlex, 2021).



11

2.2 IVDR-asetus 2017/746

In vitro-diagnostisia ladkinnallisia laitteita koskeva IVD 98/79/EY -direktiivi on
korvattu Euroopan parlamentin ja neuvoston IVDR-asetuksella 2017/746.
Asetuksen avulla pyritaan turvaamaan In vitro -diagnostisten laakinnallisten
laitteiden moitteeton toiminta potilaiden ja kayttajien terveyden suojelun tason
kannalta, huomioiden pienet ja keskisuuret organisaatiot. Asetus tuo myos
mukanaan korkeat turvallisuus- ja laatuvaatimukset. (Euroopan parlamentti ja

neuvosto, 2017.)

IVDR-asetuksen 2017/746 yksi merkittdvimmista muutoksista on ladkinnallisten
laitteiden uusi luokitusjarjestelmé, jonka tavoitteena on maarittaa valmistajalle
luokituksen mukaiset menettelyt ja laadunhallintajarjestelman tason voidakseen
saada laakinnéllisen laitteen markkinoille. Ennen laiteluokittelua tuotteen on
oltava kvalifioitu laakinnalliseksi laiteeksi tai In vitro- diagnostiseksi
ladkinnalliseksi laitteeksi. MDR asetuksen 2017/745 mukaiset MD-laitteet
voidaan luokitella riskitasossa kasvaviin luokkiin I-11l ja IVD-tuotteet luokkiin A-
D. Luokan A laitteiden vaatimustenmukaisen toiminnan valvonta on
organisaation omalla vastuulla, lukuun ottamatta steriileiksi maariteltyja
tuotteita, jolloin laadunhallintajarjestelmien auditointi suoritetaan
viranomaisvalvonnan alaisena ISO 13485-standardin mukaan. (Pitk&nen ym.
2020.)

Laakinnallisen tuotteen vapauttamiseksi kaupalliseen kayttoon Euroopassa,
tuotteella pitdé olla CE-merkinta, jonka mukaan tuotteen on vastattava MDR- ja
IVDR-asetuksia seké mahdollisia muita sdénnoksia ja EU-direktiiveja koskien
tuotteen kayttotarkoitusta. Sellaisissa tilanteissa, joissa viranomaistaho ei valvo
CE-merkinnan vaatimuksen tayttymista tuotteelle, kantaa valmistaja vastuun

vaatimusten toteutumisesta itse. (Pitkanen ym. 2020.)
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2.3 FDA:n laatujarjestelmasaados

Laakinnallisten laitteiden valmistajien on noudatettava Amerikkalaisen FDA:n
laatujarjestelmasaadosta (QSReg) voidakseen vapauttaa tuotteensa
kaupalliseen tarkoitukseen USA:ssa. Myyntitarkoitukseen soveltuva
ladkinnallinen laite tai lisalaite on méaaritelty 21 CFR 820.3(l) -standardissa
kayttoon soveltuvaksi tai funktionaaliseksi laiteeksi, joka on pakkaustavasta,
merkinnoista ja mahdollisesta steriloinnista riippumaton laite. Jotkin
komponentit, kuten veriputket ja diagnostiset rontgenkomponentit on
valmistettava QSReg-asetuksen mukaan, silla ne toimivat osana laakinnallisia
laitteita. (U.S. Food And Drug Administration FDA, 2022.)

Varmistuakseen tuotteen vaatimusten tayttymisesta valmistajan on perustettava
laatujarjestelma. FDA: n saantelemien tuotteiden, kuten la&kkeiden, biologisten
aineiden, laitteiden ja elintarvikkeiden tuotantoa kasittelevat laatujarjestelmat
tunnetaan nykyisina hyvina tuotantokaytantdind (CGMP current good
manufacturing practices). (U.S. Food And Drug Administration FDA, 2022.)
Nykyiset hyvat tuotantokaytannét (CGMP) keskittyvat jatkuvaan parantamiseen
ja laadunvalvontaan hyédyntaen uusimpia standardeja ja tekniikoita. Hyvat
tuotantokaytannot (GMP), ovat joukko periaatteita, jotka auttavat valmistajia
kehittam&an prosesseja laadun varmistamiseksi (Ascendia Pharmaceuticals,
2021.)

FDA:n liittovaltion rekisterin 21 CFR 862-892 -regulaation mukaan laakinnalliset
laitteet ovat vapautettu GMP-vaatimuksista. Vapautus GMP-vaatimuksista ei
vapauta laitevalmistajia yleisista rekistereitd koskevista vaatimuksista tai
valitustiedostojen sailyttamisesta. Tutkintalaitepoikkeuksen (IDE) mukaisesti
valmistettuja laakinnallisia laitteita ei ole vapautettu QS-asetuksen 21 CFR
820.30 -mukaisista valvontavaatimuksista. (U.S. Food And Drug Administration
FDA, 2022.)
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3 Wallac Oy:n laadunhallintajarjestelma (QMS)

Wallac OY:n laadunhallintajarjestelma (QMS) perustuu toisiinsa linkitettyihin
prosesseihin, joiden avulla saadaan varmuus valmistettavien tuotteiden ja
palveluiden toimivuudesta ja turvallisuudesta seka asiakkaiden ja viranomaisten

asettamien vaatimusten tayttymisesta (Wallac Oy, 2023A).

3.1 Muutostenhallinta

Muutostenhallinta on prosessisarja, jonka avulla varmistetaan tuotteen
tehokkuuden ja turvallisuuden sailyminen vaatimusten mukaisena muutoksen
jalkeen. Syita muutoksille ovat mahdollinen ongelmanratkaisu, Audit-havainnot,
prosessiparannukset, tuotteen kehitys, korjaavat ja ehkéisevat toimenpiteet

seka uudet tuotteet ja muuttuneet vaatimukset. (Wallac Oy, 2022A.)

Muutostenhallintaprosessi voidaan jakaa viiteen eri vaiheeseen. Prosessi alkaa
muutoksen suunnittelusta ja muutoksen vaikutuksen arvioinnista lopputuotteen
kannalta. Taman jalkeen muutokselle tehddan dokumentoitu arvio verifioinnin
tai validoinnin tarpeesta. Muutettavien kohteiden tiedot ja muutokseen liittyva
data sisallytetddn muutosehdotukseen, jonka jalkeen muutosehdotus
arvioidaan, kommentoidaan ja hyvaksytaan. Hyvaksytty muutos otetaan
kayttoon tiedottamisen ja tarvittavien henkildstokoulutusten jalkeen. (Wallac Oy,
2022A.)

3.2 Muutoksen verifiointi

Verifiointi on kertaluontoinen varmistuminen tuotteen vaatimusten tayttymisesta
tarkastuksen tai testauksen muodossa. Taydellisessa verifioinnissa prosessin
tuottamalle tuotteelle tehdaan 100 % tutkimukseen ja testaukseen perustuva
analyysi vaatimusten tayttymisesta, jolloin prosessi ei vaadi erillista validointia.
(Wallac Oy, 2022B.)
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Validointi on ennalta hyvaksytyn suunnitelman mukaan toteutettu, objektiiviseen
nayttéon perustuva osoitus validoitavan kohteen kayttdtarkoituksen perusteella
asetettujen vaatimusten tayttymisesta toistettavasti. IVD-tuotteiden
valmistukseen liittyvat prosessit, jotka eivat ole verifioitavissa on validoitava.
Validoinnin laajuus maaraytyy riskiperusteisesti kattaen valmistus- ja
puhdistusprosessit, laitteet, tilat, hyodykkeet, ohjelmistot, testimenetelmat ja
tietojarjestelmat. (Wallac Oy, 2022B.)

Tehtdessa muutoksia validoidussa tilassa olevaan prosessiin tai tuotteeseen,
arvioidaan uudelleenvalidoinnin tarve riskiperusteisesti. Mikali riskiarvion
perusteella toistettavuuden osoitus ei ole tarpeellinen, voidaan validointi
suorittaa verifiointina, jolloin riittda varmuus verifioitavan kohteen vaatimusten
sdilymisesta. Vastaavuusverifiointi on objektiiviseen nayttdon perustuva osoitus
siitd, ettd testimenetelmaan tehtava muutos ei vaikuta menetelméan
toimivuusparametrien spesifikaatioihin. Vastaavuusverifioinnin
toimivuusparametrien osoitus ei ole yhta laaja kuin validoinnissa. (Wallac Oy,
2022C.)

3.3 Poikkeamien hallinta

Poikkeama on tila, jolloin jonkin tuotteen tai prosessin vaatimukset ovat jadneet
tayttymatta tai prosessin kulussa on ilmennyt jotakin poikkeavaa.
Poikkeamakasittelyn avulla pyritd&n tunnistamaan, keraddméan, analysoimaan,
dokumentoimaan ja arvioimaan mahdollista materiaalin tai tuotteen
vaatimuksenmukaisuutta koskevaa tietoa. Ohjeistettu poikkeamakasittely on
nopea ja jarjestelmallinen prosessi, jonka avulla pyritdan valttdmaan ja/tai
minimoimaan poikkeamasta johtuvat seuraukset tehokkaiden korjaavien
toimenpiteiden avulla. Tilanteissa, joissa esimerkiksi jonkin tuotteen
laadunvalvontatulokset eivat tayta sille asetettua hyvaksymiskriteerid, tulos
kasitelladn OOS-prosessin (Out Of Specifications) kautta. Esimerkiksi
tilanteissa, joissa OOS-tulokselle on selkea syy, kuten esimerkiksi kayttaja- tai

laitevika, tulos voidaan mitatdida, jolloin maarityksen laadunvalvonta uusitaan.
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Jos OOS-tulos on todellinen, eiké selkeaa syyta poikkeavalle tulokselle ole,

tuloksen kasittelyssa siirrytaan poikkeamaprosessiin. (Wallac Oy, 2022G.)

Poikkeamienhallinta toimii osana CAPA-jarjestelmaa (Corrective and Preventive
actions), jonka tavoitteena on tunnistaa prosesseja ja tuotteiden
vaatimustenmukaisuutta tukevia muutoksia auditointitulosten,
laatukatselmuksien, poikkeamakasittelytulosten, tiedon analysoinnin ja

markkinoille saattamisen jalkeisen seurannan avulla. (Wallac Oy, 2023D.)

Poikkeamaselvityksen laatii toiminnon asiantuntija, jonka perusteella
asiantuntija ja laatu luovat toimintaohjausjarjestelmaan dokumentoidun
riskiarvion. Poikkeaman kayttopaatoksen hyvaksymisesté vastaa laatu.
Poikkeamaselvitys voidaan sulkea laatuspesialistin toimesta, kun vaadittavat
toimenpiteet, kuten muutoksen hyvaksyminen tai vaadittava koulutus on pidetty
seka kasittely oheisissa prosesseissa, kuten validointi, toimittajavalituksen

kasittely tai sdilyvyystestaus ovat suoritettu. (Wallac Oy, 2022G.)
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4 GSP® Neonatal hTSH kit — tuote ja sen
toimintaperiaate

Seulontojen avulla pyritaan I6ytamaan suurentuneen riskin omaavat,
seulottavaan tautiin sairastuvat yksilot. Vastasyntyneiden lasten seulonta
mahdollistaa tarpeeksi aikaisen hematologisten, immunologisten ja
aineenvaihdunnallisten sairauksien havaitsemisen ja sita kautta riittavan
aikaisen hoidon saamisen, joka turvaa lapsen henkisen ja fyysisen kehityksen.
Seulontojen avulla pystytaan estamaan kuolemia ja parantamaan vaeston

elaméanlaatua. (Lapatto ym. 2018.)

4.1 Kilpirauhasen vajaatoiminta

Tyreotropiini (hTSH human thyroid stimulating hormone) on glykoproteiineista
rakentuva hormoni, joka erittyy aivolisakkeen etulohkossa. Tyreotropiini stimuloi
kilpirauhasen toimintaa, kuten tyroksiinin (T4) ja 3,5,5'-trijodityroniinin (T3)
synteesia ja eritysta. Tyreotropiiniin maaraa elimistossa saatelee
hypotalamuksen tuottama tyreotropiinia vapauttava hormoni (TRH). Lisaksi
tyreotropiinin saatelyyn vaikuttaa kilpirauhashormonien ominaisuus heikentaa

tyrotrooppisten solujen reaktiokykya TRH-hormoniin. (PerkinElmer, 2021.)

Hypotyreoosi eli kilpirauhasen vajaatoiminta on synnynnainen endokrinologinen
sairaus, joka aiheutuu kilpirauhashormonien tuotannon puutteesta tai
kilpirauhasen kehityshairiostd. Suomessa syntyy keskimaarin yksi
hypotyreoosia sairastava lapsi 35 000 syntynytta lasta kohti. Vastasyntyneen
kilpirauhanen voi olla alikehittynyt, kehittynyt vaaraan paikkaan tai puuttua
kokonaan. Kilpirauhashormonien tuotannosta johtuva vajaatoiminta on osana
aivolisdkkeen yleista vajaatoimintaa, jonka yhteydessa yleensa esiintyy myos
muita aivolisakeperaisten hormonien tuotannon hairi6ita. (Riikka Kurkijarvi,
2015.)

Sikion hTSH-hormonin erittyminen alkaa ensimmaisen raskauskolmanneksen

aikana, jolloin hTSH-hormonin pitoisuuden kasvu on huomattava. Sikién
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kilpirauhasen toiminta on aidista rippumatonta, silla kilpirauhashormonit eivat
pysty kulkeutumaan istukan kautta. Heti syntyman jalkeen sikion elimistossa
tapahtuu suuri hTSH-hormonin pitoisuuden kasvu, joka stabilisoituu normaalille
tasolle muutaman vuorokauden kuluttua, mikali lapsella ei ole synnynnaista
kilpirauhasen vajaatoimintaa. Kohonnut hTSH-hormonin pitoisuus
vastasyntyneen veressad mahdollistaa herkkyyden ja spesifisyytensa vuoksi

aikaisen taudin diagnosoinnin ja ladkityksen aloittamisen. (PerkinElmer, 2021.)

Kilpirauhashormonit ovat suuressa osassa lapsen kasvun, hermoston
kehityksen ja aineenvaihdunnan saatelyssa. Hoitamaton kilpirauhasen
vajaatoiminta voi johtaa vakaviin kehityshairidihin ja pahimmillaan pysyvaan

kehitysvammaisuuteen. (Riikka Kurkijarvi, 2015.)

4.2 Naytteenotto

GSP® Neonatal hTSH kit -tuote on tarkoitettu vastasyntyneiden perinndélliseen
kilpirauhasen vajaatoiminnan seulontaan. Naytteenotossa vastasyntyneen
kantapaasta kerataan verinayte filtteripaperille, jota ilmakuivataan suojassa
suoralta valolta vahintaan 3 tuntia +18 — +25 °C asteessa. Kuivuneesta
filtteripaperista analysoidaan potilaan veren sisaltama hTSH-pitoisuus GSP® -

maarityslaiteella. (PerkinElmer, 2021.)

4.3 GSP® Immunomaarityksen toimintaperiaate

GSP® Neonataali hTSH méaaritys on "Sandwich”-tekniikkaan perustuva
kiintedfaasinen fluoroimmunometrinen maaritys, jossa kaksi monoklonaalista
vasta-ainetta ovat kohdistettuna kahta hTSH-molekyylin antigeenideterminanttia
vasten. GSP® Neonatal hTSH kit -tuotteen hTSH-hormonia sisaltavat kontrollit,
testinaytteet seka kalibraattorit reagoivat samanaikaisesti
mikrotiitterikuoppalevyyn kiinnitettyjen monoklonaalisten vasta-aineiden 13
hTSH-alayksikdiden ja mé&arityspuskurissa olevien europiumilla leimattujen
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monoklonaalisten vasta-aineiden a - ja 3 hTSH-alayksikdiden kanssa.
(PerkinElmer, 2021.)

GSP® Neonataali hTSH maarityksessa kaytettava "Sandwich”-tekniikka
perustuu ei-kilpailevaan aikaerotteiseen fluoresenssimaaritykseen (IFMA), jossa
europium alkuaineella leimatut vasta-aineet eivat kilpaile sitoutumispaikoista

naytteen kanssa (PerkinElmer, n.d A).

hTSH molekyyli
o —— .
g % -+ + YU y Inkubointi
Eu-leimattu
Kiinteafaasinen anti-hTSH IgG

anti-B hTSH IgG

° .|_ DELFIA Inducer = /

u

Kuva 1, GSP® Neonatal hTSH immunomaarityksen periaate (mukaillen
PerkinElmer, 2021).

Fluoresenssimittaus

GSP® Neonataali hnTSH méaarityksessa kaytettdva maarityspuskuri uuttaa
filtteripaperille kuivatuista veritaplistda hTSH-hormonia mikrotiitterikuoppalevyn
kaivoihin. Mikrotiitterikuoppalevyé inkuboidaan, jonka jalkeen DELFIA®
Inducerin lisdyksen mydta europium-ionit irroitetaan leimatuista vasta-aineista,
jolloin muodostuu voimakkaasti fluoresoivia kelaatteja. Jokaisen
mikrotiitterikuoppalevyn kaivon fluoresenssi on suoraan verrannollinen hTSH-

hormonin pitoisuuteen naytteessa. (PerkinElmer, 2021.)
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5 DELFIA-teknologia

Immunomaaritysten avulla sairautta indikoivan proteiinin maara naytteessa
voidaan maarittaa radioisotoopeilla, luminoforeilla tai entsyymeilla leimattujen
vasta-aineiden avulla. Verrattuna moniin fluoroforeihin, lantanoidikompleksit
mabhdollistavat huomattavasti suuremman herkkyyden omaavan maarityksen
suorittamisen fluoresenssin pitkaikaisyyden vuoksi. Lantanoidit ovat myos
huomattavasti pienempia molekyyleja kuin perinteisesti kaytetyt fluoroforit,
jonka ansiosta ne eivat vaikuta biologisen molekyylin rakenteeseen.
(A.K.Hagan & T.Zuchner, 2011.)

DELFIA (dissociation-enhanced lanthanide fluorescence immunoassay) on
aikaerotteiseen fluoresenssiin (TRF) perustuva teknologia, jonka avulla voidaan
havaita yhdisteitd ja biomolekyyleja kayttden kelaattileimattuja reagensseja.
Sitoutumattomat reagenssit erotetaan pesuvaiheiden avulla. DELFIA-maaritys
perustuu kelaattien siséltamien lantanoidien, kuten europiumin, samariumin ja
terbiumin, ominaisuuteen fluoresoida. Kaytettavien lantanoidien fluoresenssin
purkautumisaika on huomattavasti pidempi verrattuna perinteisesti kaytettyihin
fluoroforeihin, mika mahdollistaa autofluoresoivan taustasignaalin
pienentamisen tehokkaan ajallisen resoluution hyédyntamisen ansiosta.
(PerkinElmer, n.d B.)

Lantanoidien kayttd immunomaarityksissa edellyttaa niiden sisallyttamisen
immunokompleksiin kayttaen kelatoivia aineita joko suoralla leimauksella tai
epasuoralla leimauksella sekundaaristen reagenssien leimaamisen kautta.
Immunomaarityksessa kaytettava lantanoidikelaatti koostuu lantanoidi-ionin
kelatoivasta ja kohteena olevaan biomolekyyliin kiinnittyvasta ryhmasta.
Immunokompleksin on kyettava korkeaan valon absorptioon, energiansiirtoon ja
emissioon. (A.K.Hagan & T.Zuchner, 2011.)
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Kuva 2, Europium lantanoidin fluorensenssin purkautuminen (mukaillen
PerkinElmer, 2022A).

Aikaerotteisessa fluorometriassa biologisten fluoroforien akillisesti purkautuva
taustasateily (kuvan 2 kuvaaja 2) ei hairitse mittausta huomattavasti hitaammin
purkautuvan lantanoidileiman tuottaman sateilyn ansiosta (kuvaaja 1).
Fluoroforien 1-20 mikrosekunnin purkautumisaikaan verrattuna
lantanoidileiman purkautumisaika on 10—1000 mikrosekuntia, jolloin mittausta
hairitseva taustasateily on ehtinyt purkautua. Fluoresenssin mittaus tapahtuu
400-800 mikrosekunnin aikaikkunan sisélla. (PerkinElmer, 2022A.)
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Kuva 3, Stokesin siirtyma europium lantanoidin fluorensenssin mittauksessa
(mukaillen PerkinElmer, 2022B).

Stokesin siirtyma eli siirtymaero viritys eli eksitaatio- ja purkautumis- el
emissioaallonpituuksien valilla on yksi merkittavimmista tekijoista DELFIA-
teknologiassa. Fluoresenssin mittaus tapahtuu 400 us kuluttua eksitaatiosta,
jolloin ei-spesifinen taustasateily on ehtinyt purkautua. Mita leveampi on
Stokesin siirtymd, sen suurempi on mittauksen herkkyys. (PerkinElmer, 2022B.)
Stokesin siirtyman lisaksi kapeat emissiopiikit lisdévat taustakohinan ja
signaalin suhdetta, mika vaikuttaa mittauksen herkkyyteen. Maarityksen
herkkyytta lisda myos dissosiaatio-lisdys-periaate, jossa lantanoidikelaatin
dissosioituessa DELFIA® Enhancement-, DELFIA® Enhancer- tai DELFIA®
Inducer-kehitysliuoksen lisayksen seurauksena muodostuu voimakkaasti

fluoresoiva kelaatti suojaavaan misellaariliuokseen. (PerkinElmer, n.d B.)
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5.1 AutoDELFIA®

AutoDELFIA® on taysin automatisoitu immunomaaritysjarjestelma, jota
kaytetaan neonataali- ja prenataaliseulontaan. AutoDELFIA® -laite koostuu
ohjaavasta tietokoneesta, potilasnaytteita kasittelevasta nayteprosessorista ja
reagenssien annostelusta seka levyjen inkuboinnista, pesusta ja mittauksesta
vastaavasta levyprosessorista. Nayteprosessori on automaattinen
nesteenkasittely-yksikko, joka aspiroi kalibraattorit, naytteet ja kontrollit sekéa
annostelee ne 96 kuopan mikrotiitterikuoppalevyllle. Kasiteltavat naytteet ovat
tyypillisesti seeruminaytteita. Levyprosessori on AutoDELFIA® -laitteen padosa,
joka mahdollistaa reagenssien annostelun, pesuvaiheen, inkuboinnin ja
naytteen seka merkkiaineen laimennuksen ja naytteen mittauksen
aikaerotteisella fluorometrilla. AutoDELFIA® -laitteella on mahdollista mitata
europiumin, terbiumin ja samariumin aikaerotteiset fluoresenssit samasta

mikrotiitterikuoppalevysta. (PerkinElmer, 2022A.)

5.2 GSP®

GSP® -laite on vastasyntyneiden seulonnan kvalitatiiviseen ja kvantitatiiviseen
analyysiin tarkoitettu suuren suoritustehon omaava analysaattori. Taysin
automatisoitu GSP® -laite pystyy suorittamaan samanaikaisesti useampia
toimintoja, kuten inkuboida lampékontrolloiduissa olosuhteissa, annostella
reagensseja, suorittaa mittauksia ja pesta mikrotiitterikuoppalevyja.
Filtteripaperille keratyt vastasyntyneiden analysoitavat naytteet GSP® -laiteella
leikataan AutoPuncher -laitteella 96 kuoppaisten mikrotiitterikuoppalevyjen
kaivoihin sopiviksi ympyran muotoisiksi paloiksi. GSP®-laiteella on mahdollista
mitata europiumin aikaerotteisen fluoresenssin lisaksi absorbanssia,

luminesenssia ja promt fluoresenssia. (PerkinElmer, 2022B.)
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5.3 Lantanoidikelaattien muodostuminen

DELFIA® -maarityksissa lantanoidit sitoutuvat vasta-aineiden tai substraattien
kanssa dietyleenitriamiinitetra-asetaattiin (DTTA) muuodostaen Ln-DTTA-
kelaatteja, jotka dissosioituvat 3,2 pH:n omaavassa 2-naftoyylitrifluoriasetonia
(2-NTA) sisaltavassa mittaliuoksessa, jolloin muodostuu voimakkaasti
fluoresoivia Ln-2-NTA-komplekseja. Korkeat Cu?*-, Ca?*-, Zn?*- ionien, sitraatin
ja EDTA:n pitoisuudet voivat hairitd Ln-DTTA-kelaatteja vapauttaen Ln-leiman
ennenaikaisesti johtaen vaaristyneeseen mittaustulokseen. (Fingerhut &
Torresani, 2013.)

GSP® -laitteella suoritettavissa maarityksissa kaytetaan dietyleenitriamiinipenta-
asetaattia (DTPA) Ln-leiman sitomiseen vasta-aineeseen, jolloin syntyy Ln-
DTPA-kelaatteja. Ln-DTPA-kelaatit ovat Ln-DTTA-kelaatteja vakaampia, eivatka
ne reagoi Cu?*-, Ca?*-, Zn?*- ionien, sitraatin tai EDTA:n kanssa. Ln-DTPA
hajoaminen vaatii 2,3 pH:n omaavan mittaliuoksen, mutta 2-NTA ei muodosta
stabiileja komplekseja Ln-DTPA-kelaattien kanssa kyseisessa pH:ssa.
Kompleksien stabiilisuuden liséamiseksi kaytetdan 1-(2-bentsofuryyli)-4,4,5,5,5-
pentafluori-1,3-pentadionia (BFPP) sisaltavaa mittaliuosta. EDTA ei hairitse
GSP® -laitteella suoritettavia immunomaarityksia, jolloin tulosten vaaristymisia ei

ilmene. (Fingerhut & Torresani, 2013.)
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6 Kantaliuoksen valmistusprosessi

Immunoglobuliinit eli vasta-aineet ovat B-solujen membraaneilla ja
plasmasoluissa esiintyvid, antigeeneja sitovia proteiineja. Verenkiertoon
erittyneet vasta-aineet toimivat immuniteetin efektoreina neutraloimalla tai
eliminoimalla selektiivisesti mahdolliset antigeenit. Kaikkia immunoglobuliineja
yhdistdad samankaltaiset tekijat, kuten rakenteelliset ominaisuudet, kyky
kiinnittyd antigeeneihin ja osallistuminen maarattyyn maaraan erilaisia
efektoritoimintoja. Suurin osa veressa esiintyvista vasta-aineista ovat IgG:ta el
immunoglobuliini G:t&, jolla on erityisen suuri merkitys sikion kehittymisessa ja

suojelemisessa mahdollisilta taudinaiheuttajilta. (Kuby, 1994.)

— Fab-fragmentit

DD

I 1 H-ketiy |— Fc-fragmentit
DD

(-G

Kuva 4, Immunoglobuliinin tyypillinen rakenne (mukaillen Cytiva, 2021).
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Immunoglobuliinit voidaan jakaa H-ketjun komponenttien perusteella viiteen
paaluokkaan, joita ovat IgG, IgA, IgM, IgD ja IgE. Fab-fragmentin jokainen H- ja
L-ketju sisaltdd 100-110 aminohaposta koostuvan, antigeenin
sitoutumiskohtana toimivan V-alueen, joka tyypillisesti vaihtelee vasta-aineiden
valilla. Immunoglobuliinimolekyylin Fc-fragmentin alueella esiintyy rajoittunutta
rakenteellista variaatiota, jonka mukaan L-ketju maaraytyy joko k- tai A-
tyyppiseksi ketjuksi sekd H-ketju maaraytyy u-, y-, a-, 6- tai e-tyyppiseksi
ketjuksi. Taittuneet H- ja L-ketjut muodostavat disulfidisidoksista rakentuvia
domaineja, joista jokainen sisaltdé noin 110 aminohapon ylijadman. (Kuby,
1994.)

GSP® Neonatal hTSH kit -tuotteessa, kuten useimmissa Wallacissa
valmistettavissa tuotteissa, on kaksi spesifisté 1gG vasta-ainetta. Nama ovat
hiiren hybridomasoluissa tuotettuja monoklonaalisia vasta-aineita.
Hybridomasolulinja on eristettyjen plasmasolujen esiasteiden ja kuolemattomien
solujen hybridi. Monoklonaalinen hybridoomasolulinja tuottaa vain yhdenlaista
eli monoklonaalista vasta-ainetta, koska kaikki solulinjan solut periytyvat

samasta solukloonista. (Cytiva, 2021.)

6.1 Leimausprosessi

Leimavalmistuksessa valmistetaan biotiinilla, europiumilla ja samariumilla

leimattuja vasta-aineliuoksia, antigeeneja, leimastandardeja seka leimapareja
(Wallac Oy, 2022D). Leimakannan valmistuksen eri osa-alueet voidaan jakaa
kuvan 5 mukaisiin valmistusvaiheisiin, joista kerrotaan tarkemmin seuraavissa

kappaleissa.
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Kuva 5, Eu-leimatun hTSH kantaliuoksen valmistuksen vuokaavio. (Wallac,
2020)

Kantaliuoksen valmistusprosessi alkaa leimausprosessia ja kromatografista
puhdistusta edellyttavien liuosten valmistuksella, kaytettavan
kromatografialaitteiston kolonnin tasapainotuksella ja vasta-aineen
sulattamisella. Vasta-ainetta voidaan tarvittaessa yhdistaa toisen erén kanssa,
jolloin yhdistetylle vasta-aineseokselle lasketaan uusi pitoisuus. Eri kannoista
yhdistetylle kantaliuokselle suoritetaan laadunvalvonta pullotuksen jalkeen.
(Wallac Oy, 2022D.)

Leimausastiaan mitattuun vasta-aineeseen lisdtaan tarvittavat leimausprosessin
liuokset ja viimeisena veteen liuotettu leimausreagenssi. Seoksen pH mitataan
ja tarvittaessa saadetaan oikeaksi, jonka jalkeen leimattava vasta-aineseos
siirretd&n inkuboitavaksi kontrolloituihin olosuhteisiin inkubointikaappiin
analyyttikohtaisen ajan ja lampdtilan mukaisesti. Inkuboitunut seos puhdistetaan
valittomasti inkubointikaapista poisoton jalkeen. (Wallac Oy, 2022D.)
Leimausprosessin kannalta merkittavimpia kriittisia tekijoita ovat
leimauslampdtila, pH-arvo, aika seka vasta-aineen ja kelaatin konsentraatiot
(PerkinElmer, 2008).
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6.2 Puhdistus pylvaskromatografilla

Kantaliuoksen puhdistus perustuu kokoekskluusiokromatografiaan el
molekyylikoosta riippuvaiseen erotukseen. Pienempien molekyylien hitaampi
eluoituminen isompiin molekyyleihin verrattuna perustuu niiden tarttumiseen
geelin huokosiin. Erotus toteutetaan isokraattisesti kayttaen samaa puskuria
lapi ajon. Nayte eluoituu liikkuvan faasin mukana. (Cytiva, 2020.) Kantaliuoksen
puhdistuksessa kaytetddn 50/60 kokoista Superdex 200 -geelilla pakattua
kolonnia, jonka tilavuus on 1080 ml ja suurin kasiteltava naytemaéara on 50 ml
(Wallac Oy, 2022E).

IgG
Vapaa Eu

Absorbanssi / Fluoresenssi (cps)

Aggregaatti

Fraktiot

Kuva 6, Kromatografialaitteiston antaman pylvaskromatogrammin
esimerkkikuvaaja (mukaillen Wallac Oy, 2022E).

Kuvassa 6 on mallinnettuna pylvaskromatografialaitteistolla suoritettavan
leimatun vasta-aineseoksen puhdistuksen kuvaaja, jossa ensimmaisena
eluoituu kaytettavan vasta-aineen mahdollinen IgG-aggregaatti, leimautunut
monomeeri-IgG ja viimeisena vasta-aineeseen leimautumaton Eu-
leimausreagenssi. Yhdistettavat fraktiot valitaan absorbanssi- ja
fluoresenssikayran avulla jakamalla kuvaaja viiteen yhta korkeaan osaan, joista

valitaan nelja korkeinta osaa. Fraktiot, jotka osuvat paéallekkain 1IgG-aggregaatin
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tai sitoutumattoman Eu-leimausreagenssin kanssa hylataan. (Wallac Oy,
2022E.)

Jokaisesta valitusta fraktiosta tehdaan laimennos kayttaen DELFIA® Induceria.
Valmistetuista laimennoksista mitataan fluoresenssiarvot, jonka avulla

lasketaan leimakannan IgG-saanto kaavalla 1. (Wallac, 2020.)

Kaava 1, yhdistettyjen fraktioiden IgG-saanto (Wallac, 2020).

cps (yhd.)
cps

X applikoitu proteiinimaara = mg, jossa
Cps (yhd.) = Yhdistettyjen fraktioiden yhteenlaskettu fluoresenssi
Cps = Kaikkien fraktioiden yhteenlaskettu fluoresenssi

Applikoitu proteiinim&ara = Vasta-aineen maara (mg)

Valitut fraktiot yhdistetdan yhdeksi leimatuksi vasta-aineseokseksi. Yhdistetysta
vasta-aineseoksesta ja Eu-standardiliuoksesta tehdaan laimennokset DELFIA®
Inducerin kanssa. Valmistetuista naytteista mitataan fluoresenssiarvot, joiden
perusteella lasketaan leimatun vasta-aineseoksen Eu-pitoisuus kaavalla 2.
(Wallac, 2020.)

Kaava 2, leimatun vasta-aineseoksen Eu-pitoisuus (Wallac, 2020).

Laimennoskerroin X cps (pooli) X 100 nM y
=n

cps (Eu — standardi)

Kantaliuoksen 1gG-pitoisuuden méaarittdminen suoritetaan spektroskopisen
analyysin avulla. Mittaus perustuu Lambertin-Beerin lakiin, jonka mukaan
absorption amplitudi maaraytyy mitattavan aineen sisaltavien molekyylien
absorptiokykyyn, méaraéan ja aineessa kulkevan valon matkaan.
Absorboituneen valon maaré on suoraan verrannollinen mitattavan aineen
konsentraatioon ja valon kulkemaan matkaan. Lambertin-Beerin laki voidaan

iimaista kaavalla 3. (Jerome James Workman, Jr, 2016.)
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Kaava 3, Lambertin-Beerin laki (Jerome James Workman, Jr, 2016).

A()) = ecl, jossa
€ = molaarinen absorptiviteetti (L*mol-1 *cm-1)
¢ = konsentraatio (mol/L)
| = Valon kulkema matka kyvetissa (cm)

Leimatulle vasta-aineseokselle lasketaan absorbanssiarvoon ja fluoresenssiin
perustuen leimaussuhde Eu/lgG. Mikéli leimaussuhde ei ole analyyttikohtaisten
rajojen sisalla, voidaan kantaliuos mahdollisesti silti hyvaksya
laadunvalvontakriteerien taytyttya. (Wallac, 2020.)

6.3 Laadunvalvonta ja pullotus

AutoDELFIA® -laitteella suoritettavaa kantaliuoksen laadunvalvontaa varten
valmistetaan kantaliuoslaimennos. Referenssileimana kaytetaan aiemmin
hyvaksyttya leimaeraa. Maarityksessa tehdaan standardikuvaaja kayttaen
aiemmin hyvaksyttyd GSP Neo TSH-leimakomponenttia 25 ng anti-TSH-
Eu/kuoppa ja referenssikayra kayttaen mikrotiitterikuoppalevylle annosteltavia,
filtteripaperille kuivattuja kalibraattoreita. Kantaliuoksen laadunvalvonnassa
tarkasteltavia kriteereja ovat naytteen signaali, taustasignaali seka signaalien
valinen suhde ja herkkyys. (Wallac, 2020.)

Kantaliuos siirtyy pullotettavaksi laadunvalvonnan tulosten ollessa
hyvaksymisrajoissa. Pullotettavan leimalaimennoksen valmistuksen eri osa-

alueet voidaan jakaa kuvan 6 mukaisiin vaiheisiin.
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Kuva 7, pullotettavan leimalaimennoksen valmistuksen tydvaiheet (Wallac Oy,
2023C)

GSP® Neonatal hTSH kit -tuotteen toimivuus testataan kombinaatiotestin avulla
loppulaadunvalvonnan toimesta kayttaden hyvéaksyttya komponenttien

yhdistelmaa.
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7 Kantaliuoksen erakoon kasvatuksen
verifiointiprosessi

Eu-leimatun anti-hTSH kantaliuoksen erdkoon kasvatuksen verifioinnissa
kantaliuoksen alkuperéainen erdkoko 40 mg nostettiin 135 mg:aan kantaliuoksen
kaupallisen kysynnén seké tuotanto- ja laadunvalvontakapasiteetin
tehostamisen ja vapauttamisen vuoksi. Verifioinnin tarve ja laajuus arvioitiin
suunnitelmaan riskiperusteisesti. Kantaliuoksen erdkoon kasvatus voitiin
suorittaa uudelleenvalidoinnin sijasta verifiointiprosessina perustuen muutoksen
tuomaan matalaan riskiasteeseen, samansuuruisten kantaliuosten
rutiiniomaiseen olemassa olevaan tuotantoon ja valmistusprosessin sailymiseen
ennallaan. Erdkoon kasvatusta voidaan pitda matalariskisena muutoksena,
koska leimausprosessin olosuhteet, kuten aika, lampdtila, puskuri ja leiman
pitoisuus sailyvat samoina. Eli leimausprosessin kriittiset tekijat pysyvét

muuttumattomina. Verifiointiera testattiin inkuboinnin minimiajalla.

Verifiointi toteutettiin ennalta hyvaksytyn suunnitelman ja siihen liittyvien
DRAFT-tydohjeiden mukaan, joiden hyvaksymisprosessiin osallistuivat
verifiointivastaava, tuotannon edustaja seka validointi- ja laatuasiantuntija.
Verifiointiprosessiin liittyva dokumentaatio hyvaksyttiin laatujarjestelma- ja
viranomaisvaatimuksia vasten. Kyseinen muutos ei vaatinut

rekisterdintitoimenpiteita.

7.1 Isoelektrinen fokusointi

Saapuneelle vasta-aineelle tehtiin isoelektrinen fokusointi, jonka tarkoituksena
oli verrata testattavan ja aiemmin hyvaksytyn, referenssiné toimivan vasta-
aineen samankaltaisuus (Wallac Oy, 2022F). Isoelektrinen fokusointi perustuu
amfoteeristen molekyylien, kuten peptidien, entsyymien ja proteiinien
isoelektrisisté pisteistd johtuvaan erottumiseen toisistaan. Erottuminen
tapahtuu, kun geeliin luodaan pH gradientti, jolloin positiivisesti varautuneet

proteiinit liikkuvat kohti katodia ja negatiivisesti varautuneet proteiinit liikkuvat
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kohti anodia, kunnes ne saavuttavat itselleen tyypillisen, isoelektrisen el
varauksettoman pH arvon. (Reiner Westermeier, 2016.) Geelin proteiinit
varjataan Coomassie blue-vérilla. Densitometri detektoi sinisen varin
intensiteetin nayteriveittain. Kuvassa 8 on elektroforeesiajon jalkeen skannattu
geeli. Skannatusta geelistd analysoitiin testattavan naytteen, referenssina
toimivan naytteen ja standardien ajautuneet proteiinibandit
laadunvalvontakriteerien mukaisesti. standardien vyohykkeet tunnistettiin
taulukon 1 mukaan. (Wallac Oy, 2022F.)

Taulukko 1, Standardien tunnistettavat vyohykkeet. (Wallac Oy, 2022F)

Vy6hykenumero Analysoitava vyohyke IEP (pl)
1. Lentil lectin 8.2
2. Lentil lectin 7.8
3. Human carbonic anhydrase 6.5
4, Bovine carbonic anhydrase 6.0
5. B- Lactoglobulin B 5.1
6. Phycocyanin 4.7

Analysoitavan anti-TSH-vasta-aineen IEF-profiili on kuvassa 9 ja referenssina
toimivan vasta-aineen IEF-profiili on kuvassa 10. Laatuvastaavan antaman
kayttopaatoksen ja dokumentaation hyvaksynnan perusteella testattava vasta-

aine-era hyvaksyttiin kantaliuoksen valmistukseen.

7.2 Kantaliuoksen valmistus ja laadunvalvontatulosten poikkeamaselvitys

Verifioitava kantaliuosera valmistettiin leimavalmistuksen tiloissa aiemmin
hyvéksytyn tyd-ohjeen DRAFT-version mukaan kayttden europiumille
tarkoitettuja valineita, kolonneja ja astioita seka kvalifioituja laitteistoja.
Poikkeavasta tuloksesta aloitettiin poikkeamaselvitys, jonka osana

kantaliuoksesta valmistettiin lisdtestind koepullotus ja kombinaatiotesti.
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Kantaliuoksen koepullotus ja kombinaatiotesti suoritettiin nimikkeiden tyo-

ohjeiden mukaisesti.

7.3 Loppulaadunvalvonnan kombinaatiotesti

GSP® Neonatal hTSH kit — tuote muodostuu hyvaksytyista kittikomponenttien
yhdistelmésta, joiden spesifikaatioiden mukainen toimivuus ja kemiallinen
yhteensopivuus testataan loppulaadunvalvonnan toimesta kombinaatiotestin
avulla. Kombinaatiotestissa tarkasteltavia parametreja ovat testattavan ja
referenssina toimivan yhdelméan kontrollien pitoisuudet, ero
tavoitepitoisuudesta, testattavan yhdelméan tavoitepitoisuus ja ero
tavoitepitoisuudesta 95 %:n rajalla sekd hajonta. Maaritys suoritetaan kahdella
eri laitteella laitekohtaisen hajonnan vuoksi. (Wallac Oy, 2023E.)
Kombinaatiotestissa kaytettavat kontrollit kayttaytyvat maarityksessa
potilasnaytteiden kaltaisesti. Kontrollien arvojen perusteella saadaan varmuus
lopputuotteen toimivuudesta kayttotarkoituksessaan. Asiakkaalle ilmoitettavat
eri tulostyyppien raja-arvot hTSH-hormonin pitoisuudelle veressa ovat

kuvattuna taulukossa 2.

Taulukko 2, Neonatal hTSH — kit tuotteen potilasnaytteiden maaritystulosten
raja-arvot (PerkinElmer, 2021A).

Neonatal hTSH kit — tuotteen testattavien naytteiden tulostyyppien raja-arvot

Negatiivinen tulos Epamaarainen tulosalue Positiivinen tulos

<9.0 puU/mL 9.0-18.0 pU/mL >18.0 puU/mL
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8 Verifioinnin tulokset

Saapuneesta vasta-aineesta analysoitiin ennakkonayte IEF-menetelmalla.

Standardia sisaltavat naytelinjat tayttivat laadunvalvontakriteerit
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Kuva 8, geelielektroforeesiajon jalkeen densitomterilla skannattu IEF-geeli.
Geelin naytelinjoissa 1 ja 15 on ajettuna standardit, naytelinjassa 2 on ajettuna
testattava vasta-aine ja naytelinjassa 3 on ajettuna referenssina toimiva vasta-
aine. Muissa naytelinjoissa ajetut naytteet eivat liity verifiointiprosessiin.
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Kuva 9, testattavan anti-TSH vasta-ainenaytteen isoelektrinen profiili.

63
0.247 51

0.217 62
0187

0157 6.3

Intensity (OD)

0127

0,097

0.067 A,

080 R

0037

0.00 025 075 1.00

Kuva 10, referenssina toimivan anti-TSH vasta-ainenaytteen isoelektrinen
profiili.

Testattavan ja referenssina toimivan vasta-aineen isoelektriset profiilit

vastasivat TSH vasta-aineelle asetettuja vaatimuksia.



8.1 Kantaliuoksen laadunvalvontatestin tulokset
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Kantaliuoksen AutoDELFIA® -laitteella suoritettavan laadunvalvonnan

hyvaksymiskriteerit ja tulokset ovat taulukossa 3.

Taulukko 3, AutoDELFIA® -méaarityksen laadunvalvonnan hyvaksymiskriteerit ja
tulokset (Wallac, 2020).

MITTAUS RAJOISSA
Taustasignaali Kylla
Signaali
Signaali Poikkeama*
Signaalien suhde Kylla
Herkkyys Kylla

*Testattavan naytteen signaalitaso on alle hyvaksymisrajan, hyvaksytty poikkeamalla.

8.2 Kombinaatiotestin tulokset

GSP® Neonatal hTSH kit — tuotteen kombinaatiotestin tulokset ovat taulukossa

4.

Taulukko 4, Kombinaatiotestin loppulaadunvalvonnan kontrollien pitoisuuden

keskiarvon tulokset.

Kontrolli Tavoite- Tulos pU/mL Tulos pU/mL Ero tavoite- Ero tavoite-
pitoisuus (Testattava) (Referenssi) pitoisuudesta pitoisuudesta %
pu/mL % (Referenssi)

(Testattava)
C1 Kit
) 15.0 15.0 15.4 25 0.2
kontrolli
C2 Kit
) 59.2 62.4 63.9 7.9 5.3
kontrolli
QA1
. 15.7 15.6 15.9 1.2 -0.8
kontrolli
QA2
) 64.6 65.3 65.1 0.7 1.2
kontrolli
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8.3 Verifiointiprosessin yhteenveto

Valmistetun kantaliuoksen Eu/lgG-suhde taytti laadunvalvontakriteerit.
Testattavan kantaliuosnaytteen laadunvalvontatuloksissa oli todellinen OOS-
tulos naytteen signaalitasossa. Lisatestind suoritettavan kombinaatiotestin
tulosten perusteella, leimalaimennos taytti signaalivaatimukset osana lopullista
kayttotarkoitustaan. Hyvaksytty leimalaimennos siirrettiin pullotettavaksi
pullotuspalvelun linjastolle. Kombinaatiotestissa testattavat kontrollit ja
tasokalibraattorit tayttivat niille asetetut kriteerit. Vaatimukset tayttanyt
verifiointierd vapautettiin kaupalliseen kayttdon muutoksen hyvaksymisen

jalkeen.
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9 Yhteenveto

Opinnaytetyon tavoitteena oli todentaa Eu-leimatun anti-hTSH kantaliuoksen
uuden maksimierakoon toimivuus verifiointiprosessin avulla. Verifioinnissa
testattiin hyvaksytysti kantaliuoksen valmistusta minimiajalla ja isomman
kolonnin toimivuutta puhdistusvaiheessa. Valmistetulle kantaliuokselle
suoritettiin laadunvalvonta AutoDELFIA® -laitteella.

Kantaliuoksen laadunvalvontatuloksista avattiin poikkeamaselvitys testattavan
naytteen signaalitason alittaessa vahaisesti hyvaksymisrajan. Osana
poikkeamaselvitysté, kantaliuoksesta valmistettiin lisatestina suoritettava
kombinaatiotesti. Lisatestin hyvaksymisrajoissa olevien tulosten perusteella,
kantaliuos voitiin siirtaa pullotettavaksi. Pullotettu leimalaimennos testattiin
hyvéksytysti osana lopullista GSP® Neonatal hTSH kit — tuotetta. Testattavan
leiman loppulaadunvalvonnan signaalitason vaatimus tayttyi. Valmistettu
verifiointiera ei vaatinut sailyvyystestausta valmistettavien komponenttien
koostumuksien ja valmistusprosessien ennallaan sailymisen vuoksi.
Verifiointiprosessissa ei syntynyt uusia riskeja komponenttien
valmistusprosessien ja lopullisen tuotteen kayttotarkoituksen kannalta. Liian
matalan signaalitason valttamiseksi jatkossa, on pyrittava kayttamaan

inkuboinnin minimiajasta suurempaa sallittua leimausaikaa.

Verifiointi hyvaksyttiin aiemmin laaditun suunnitelman ja komponenttien
valmistusprosesseihin liittyvien DRAFT-ty6ohjeiden mukaan. Suunnitelman ja
tydohjeiden hyvaksymiseen osallistuivat verifiointivastaava, tuotannon edustaja
seka validointi- ja laatuasiantuntija. Kaikki verifiointiin vaadittava dokumentaatio
hyvaksyttiin laatujarjestelma- ja viranomaisvaatimuksia vasten. Verifioinnin
tuoma muutos ei aiheuttanut uudelleen rekisterdinnin tarvetta.
Kombinaatiotestitulosten perusteella valmistettu era voitiin vapauttaa
kaupalliseen kayttoon verifiointiin liittyvdn dokumentaation ja siihen liittyvan

muutoksen hyvaksymisen jalkeen.



Opinnaytetyodlle asetetut tavoitteet saavutettiin onnistuneesti. Muutoksesta
voidaan raportoida ty6aikasaastod, eika kantaliuoksen valmistusta tarvitse

tehda jatkossa yhté usein.
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