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Prosessia, jossa biotiini sitoutuu kovalenttisesti proteiiniin tai muuhun
makromolekyyliin, kutsutaan biotinyloinniksi. Térked osa biotinylointia on maérittaa
biotinyloituun johdannaiseen sitoutuneiden biotiinien méérd, jota tdssd tutkielmassa
kutsutaan biotinylointiasteeksi, silld se vaikuttaa merkittdvisti biotinyloidun yhdisteen
toimivuuteen. Pro gradu -tutkielman kirjallisessa osiossa perehdytddn erilaisiin
biotinylointiasteen mairitysmenetelmiin ja vertaillaan niiden toimivuutta. Yleisesti
kiytetyn 4’-hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappoméirityksen (HABA-mairitys)
lisdksi késitellddn entsyymivilitteistd immunosorbenttimédritysté, nestekromatografiaa,
massaspektrometriaa ja elektroforeettista liikkuvuussiirtymamadritystd. Liséksi
tarkastellaan maaritysmenetelmié, joissa hyO0dynnetddn biotiinin kykyd sammuttaa
(strept)avidiinin luonnollista fluoresenssia tai Biotektive Green -reagenssia.
Kirjallisessa osiossa vertaillaan myds erilaisia tapoja tuottaa detektoitava signaali.

Tutkielman  kokeellisessa  osiossa  optimoitiin  Radiometer Turku  Oy:n
laadunvalvonnassa  kéytettdvdd  maddritystd, jolla  mitataan  biotinyloidun
monoklonaalisen vasta-aineen (Bio-mAb) biotinylointisaanto immunomadrityksen
avulla. Biotinylointisaannolla tarkoitetaan tdssd tutkielmassa sitd, ettd kuinka suuri
osuus biotinyloiduista vasta-aineista on biotinyloitunut. Pddméédrdnd oli parantaa
médrityksen luotettavuutta, tarkkuutta ja toistettavuutta. Lisdksi haluttiin parantaa
dissosiaatiotehostetun lantanoidifluoresenssi-immunomaérityksen (DELFIA)
herkkyyttd, jotta korkean biotinylointisaannon Bio-mAb:ien biotinylointisaannot
voidaan médrittdd mahdollisimman tarkasti. Myos kayttdjaystivallisyyttd pyrittiin
kehittimddn ja optimoimaan juuri kdyttotarkoitukseen sopivat parametrit. Optimointi
suoritettiin testaamalla eri pituisia inkubaatioaikoja, reagenssien pitoisuuksia ja muita
vaihtoehtoisia menetelmid. Lisdksi médritettiin toimivampi standardikdyrd, optimoitiin
ndytteen ja standardien pitoisuudet sekd ndytereplikoiden maird. Myds streptavidiinin
ja eri streptavidiinilevyerien vaikutusta médritykseen tutkittiin. Optimoinnin ansiosta
madritys parani ja lisdksi saatiin tirkedd tietoa siitd, ettd miten erilaiset parametrit
vaikuttavat mééritykseen.

Asiasanat: Biotiini, biotinylointiaste, biotinylointisaanto, DELFIA, HABA, IgG,
immunomddiritys, proteiini, streptavidiini
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1 JOHDANTO

Prosessia, jossa biotiini (kuva 1) sitoutuu kovalenttisesti proteiinin tai muuhun
makromolekyyliin  kutsutaan biotinyloinniksi. Biotinylointi on vasta-aineiden
leimausmetodi, jota voidaan hyddyntii useissa biotieteellisissd tutkimuksissa'™ kuten
immunomairityksissi>®, biotiini-leimatuissa DNA-koettimissa®, bioreaktoreissa ja
biosensoreissa.* Biotiinin konjugoiminen on helppoa’ ja kaupallisesti on myynnissi
useita  biotinylointireagensseja, joilla voidaan liittdd biotiini  proteiineihin,
hiilihydraatteihin, nukleiinihappoihin ja muihin biomolekyyleihin*®. Biotiinin
suhteellisen pienen koon ansiosta se voidaan konjugoida moniin proteiineihin ilman, etti

niiden biologiset aktiivisuudet muuttuvat'.

0
NH 4

\\\\\\\

HN & OH
H S

Kuva 1. Biotiinin rakenne.

Tarked osa biotinylointia on méaérittdé biotinyloituun johdannaiseen sitoutuneiden
biotiinien méiird*’, jota tissi tutkielmassa kutsutaan biotinylointiasteeksi, silld se
vaikuttaa merkittdvésti biotinyloidun yhdisteen toimivuuteen. Liian pieni mééré biotiinia
voi johtaa siihen, ettd yhdiste sitoutuu huonosti kohteeseen kuten avidiiniin,
streptavidiiniin tai anti-biotiiniin, kun taas liian suuri maard biotiinia voi huonontaa
leimatun yhdisteen aktiivisuutta. Proteiiniin kiinnittyneiden funktionaalisten biotiinien
méiiri antaa siten arvion biotinyloidun reagenssin toimivuudesta.*>>!* Marittimalla
biotinylointiaste voidaan my0s seurata johdannaisten eristimisen ja puhdistuksen
tehokkuutta sekii eri erien yhdenmukaisuutta.’ Lisiksi sen avulla voidaan optimoida
biotinylointireaktiota.!’ !> Vaikka biotinylointiaste tulisikin méritti4 erityisesti hiljattain
valmistetuille biotinyloiduille yhdisteille, se tulisi tarkistaa sddnndllisesti myds

varastoiduista materiaaleista, jotta voidaan varmistaa niiden stabiilisuus.'

Biotinylointiasteen madrittdimistd hankaloittaa se, ettd biotiini on vaikea
detektoida, silli sen luontainen absorptio on hyvin ldhelli proteiinien ja

nukleiinihappojen absorptiota.? Biotinylointiasteen médrittimiseksi on kuitenkin



kehitetty erilaisia méiéritysmenetelmid. Méadrityksissd on voitu kayttdd esimerkiksi 4’-
hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappoa (HABA), entsyymivilitteistd immuno-
sorbenttimédritystd (ELISA), nestekromatografiaa (LC) tai massaspektrometriaa (MS).
Lisdksi on voitu hyddyntdd biotiinin kykyd sammuttaa (strept)avidiinin luonnollista
fluoresenssia tai Biotektive Green -reagenssia. Vastaavasti signaalin havaitsemiseen on
kaytetty usein absorbanssia tai fluoresenssia, mutta myds esimerkiksi hopeavérjdysta.
Biotinylointiasteen méérittimiseksi on my0s tarjolla useita kaupallisia méérityspaketteja,

joista monet perustuvat juuri HABA:n hyddyntdmiseen.

Té&min Pro gradu -tutkielman kokeellisessa osiossa optimoitiin Radiometer Turku
Oy:ssd laadunvalvonnassa kiytettdvdd testid, jolla médritetddn biotinyloidun
monoklonaalisen vasta-aineen (Bio-mAb) biotinylointisaanto. Téassd tutkielmassa
biotinylointisaannolla tarkoitetaan sité, etti kuinka suuri osa biotinyloiduista vasta-
aineista on biotinyloitunut. Tydssd tutkitut ndytteet olivat Radiometer Turku Oy:ssd
biotinyloituja monoklonaalisia vasta-aineita (mAb). Bio-mAb-liuoksen
kokonaispitoisuus oli méaéritetty absorbanssin avulla ja biotinyloituneen mAb:in osuus

Bio-mAb:issa médritettiin mittaamalla ensin biotinyloitumattoman mAb:in mééra.

Biotinylointisaannon maérittdmiseksi méérityksessd hyodynnettiin biotiinin
affiniteettia streptavidiiniin (SA) sekd dissosiaatiotehostettua lantanoidifluoresenssi-
immunomadritystd (DELFIA). TyOn tavoitteena oli parantaa méiérityksen luotettavuutta,
tarkkuutta ja toistettavuutta. Lisdksi haluttiin parantaa immunomaiirityksen herkkyytta,
jotta korkean biotinylointisaannon Bio-mAb:ien biotinylointisaannot voidaan maarittaa
mahdollisimman tarkasti. Biotinylointisaanto tulee maadrittdé, jotta voidaan varmistaa,
ettd biotinylointireaktio toimii hyvin, jolloin biotinylointisaannot ovat mahdollisimman
lahelld 100 %:a, mikd taas vidhentdd materiaalihukkaa tuotannossa. Myds
kayttdjaystavillisyyttd pyrittiin kehittdmién ja optimoimaan juuri kdyttotarkoitukseen
sopivat parametrit. Optimointi suoritettiin testaamalla eri pituisia inkubaatioaikoja,
reagenssien pitoisuuksia ja muita vaihtoehtoisia menetelmid. Lisdksi maédritettiin
toimivampi standardikdyrd, optimoitiin ndytteen ja standardien pitoisuudet sekd

ndytereplikoiden méérd. Myos SA:n ja eri SA-levyerien vaikutusta méiiritykseen tutkittiin.



KIRJALLINEN OSA




2 IMMUNOMAARITYS

Immunomaédritys on tekniikka, jossa kiytetdéin vasta-aineita sitomaan haluttu analyytti
niytteestd.!* Vasta-aineet ovat spesifisesti sitoutuvia ja biologisesti aktiivisia proteiineja,
jotka toimivat ihmisten ja eldinten luonnollisessa immuniteetissa.” Koska analyyttii on
yleensd vain hyvin pieni miird, pelkdstddn sen eristiminen niytteestd ei riitd, vaan
tarvitaan myds reagenssi,’ joka saa aikaan mitattavan signaalin.!* Ti#td reagenssia
kutsutaan leimaksi. Analyysi suoritetaan mittaamalla leiman signaali hyddyntiden
esimerkiksi radioaktiivista séteilyd, fluoresenssia tai entsyymii niin, ettd fraktio on joko
sidottuna tai vapaana. Mittausten avulla voidaan piirtdd standardisuora, jonka avulla
tuntemattoman analyytin konsentraatio voidaan méirittds.!° Leimaa kiyttimalli maritys

on herkempi, havaitsemisrajat ovat hyvin matalia ja miritysti on helpompi seurata.”!°

Immunomaédritystd hyddynnetddn monissa tarkeissé farmaseuttisissa analyyseissi
kuten sairauksien diagnosoimisessa, terapeuttisissa lddkeaineen seurannoissa ja
ladkekehitykseen liittyvissd kliinisissd farmakokinetiikka- ja  bioekvivalenssi-
mittauksissa.!® Tamin lisiksi sitd voidaan hyddyntii ympiristd-, oikeusliike-, sotilas- ja
elintarviketieteissd. Immunomadéritysti on kéytetty jo 1900-luvulla ja se onkin

osoittautunut yhdeksi tuottoisimmista teknisisti saavutuksista ldéike- ja biotieteissd.'*

Immunomaédrityksen etuina ovat luontainen valikoivuus ja herkkyys suurelle
joukolle biologisissa niytteissi esiintyville analyyteille.! Lisiiksi miirityksessi kiytetyt
laiteet, vilineet ja reagenssit ovat suhteellisen halpoja. Immunomairityksen
ainutlaatuinen spesifisyys, herkkyys ja monimuotoisuus perustuvat seuraaviin kolmeen

vasta-aineen ominaisuuteen:'*

e Vasta-aineen avulla voidaan eristdd erittdin laaja-alaisesti erilaisia luonnonmukaisia
ja keinotekoisia kemikaaleja, biomolekyylejd, soluja ja viruksia. Tdmd ominaisuus
perustuu sithen, ettd vasta-aineet ovat proteiineja ja niiden sitoutumiskohdat
muodostuvat aminohapposekvensseistd, joista voidaan muodostaa erittdin suuri
joukko erilaisia kombinaatioita. Kaikilla 22 aminohapolla on omat ainutlaatuiset
sitoutumis- ja suuntautumisominaisuudet ja lisdksi aminohappoketjut voivat kiertya
ja taittua tarjoten useita sitoutumiskohtia.'*

e Vasta-aine sitoutuu hyvin spesifisti juuri tiettyyn kohteeseen.'*

e Vasta-aineen ja analyytin vélilld on vahva ei-kovalenttinen sidos, joka kestdd

kisittelyn ja signaalia tuottavan vaiheen.'*



Jotta analyytin pitoisuus ndytteessd voidaan miérittdd, tulee madrittdd myos
standardisuora. Standardisuora tehddin siten, ettd samassa maarityksesséd tuntemattomien
ndytteiden lisdksi mitataan eri laimennosten signaalit liuoksesta, joissa analyytin mééra
on tunnettu. Kaupallisissa méérityspaketeissa hyddynnetdédn usein etukdteen kalibroituja
liuoksia. Standardisuoran avulla saadaan mitattua analyytin méérd kvantitatiivisesti,

mutta joissain tapauksissa riittii pelkistiéin kvalitatiivinen mééritys.!'*

2.1 IMMUNOMAARITYSTYYPIT

Immunomadritykset voidaan jakaa muutamiin péédtyyppeihin niiden toimintatavan
perusteella. Kéiytettdvd tyyppi valitaan analyytin luonteen, kéytettdvissd olevan
leimausmetodin ja méadrityksen vaatimien analyyttisten parametrien eli herkkyyden,

dynaamisen alueen ja tarkkuuden mukaan.'

2.1.1 Immunometrinen immunomaaritys

Yksinkertaisin  immunomédritysmetodi on immunometrinen eli ei-kilpaileva
immunomadritys. Tatd maaritystd hyddynnetéén silloin, kun tutkitaan suuria analyytteja,
joissa on enemméin kuin yksi paikka, johon vasta-aine voi sitoutua eli epitooppi.
Maiirityksessd vasta-aine sidotaan kiintedén faasiin kuten muovipinnalle, josta se sitoo
ndytteessd olevan analyytin. Tdmaén liséksi detektointia varten tarvitaan leimattu vasta-

aine, joka sitoutuu spesifisesti saman analyytin ei-limittiiseen epitooppiin.'*

Madritys suoritetaan siten, ettd analyytin annetaan aluksi sitoutua kiintedén faasiin
sidottuun vasta-aineeseen. Seuraavassa vaiheessa lisdtddn ylimddrin leimattua vasta-
ainetta ja inkuboidaan. Lopuksi sitoutumaton leimattu vasta-aine pestién pois, mitataan
leimatun vasta-aineen signaali ja timén avulla méaritetddn analyytin pitoisuus ndytteessa
(kaavio 1). Tallaista immunomairitystd kutsutaan myods sandwich- eli
voileipdmaidritykseksi, koska vasta-aineiden ja analyytin muodostama rakennelma
muistuttaa voileipii.'*!> Vastaavanlainen méritys voidaan muodostaa my®ds siten, etti
analyytti on sidottu kiintedén faasiin, jolloin ndytteessd oleva vasta-aine sitoutuu siithen.

T#hin vasta-aineeseen taas sidotaan toinen leimattu vasta-aine.'
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Vasta-aineella Naytteen Leimattu Sitoutumaton leimattu
paallystetty analyytti  vasta-aine vasta-aine eristetaan
kiintea faasi

Kaavio 1. Inmunometrisen immunomérityksen toimintaperiaate.'*

2.1.2 Kilpaileva immunomadaritys

Immunometrinen immunomaddritys toimii parhaiten silloin, kun analyytti on suuri
molekyyli, johon kaksi vasta-ainetta pystyy sitoutumaan samanaikaisesti. Pienten
molekyylien kuten lddkeaineiden tapauksessa immunometrinen médritys ei kuitenkaan
toimi, jolloin voidaan hyddyntdd kilpailevaa immunomairitystd. Tédssd médrityksessa
kiytetddn vain yhtd vasta-ainetta ja sitdkin on tarkka rajattu midrd (kaavio 2).
Kilpailevassa immunoméiirityksesséd analyytti on leimattu ja sen méérd on my0s tarkasti
rajattu. Vasta-aineeseen sitoutuneen analyytin méédrd on epésuorasti verrannollinen
niytteessi olevan analyytin méidriin.'* Méiiritys voidaan suorittaa siten, etti joko

antigeeni tai vasta-aine on sidottu kiinte#n faasiin.'

4t o : AIry + 4
Kiintedaan Naytteen Leimattu Sitoutunut vasta-aine Sitoutumaton
faasiin sidottu analyytti analyytti eristetddn vapaasta materiaali aspiroidaan
vasta-aine merkkiaineesta tai dekantoidaan

Kaavio 2. Kilpailevan immunomiirityksen toimintaperiaate.'*

2.1.3 Heterogeeninen ja homogeeninen immunomaaritys

Heterogeenisessd immunomairityksessi sitoutumaton leima poistetaan kiinteésté faasista
ennen signaalin mittaamista esimerkiksi pesemaélld, silld muussa tapauksessa signaalin
suuruus  vastaisi  lisdtyn leiman eikd analyytin pitoisuutta. Homogeeninen

immunomadritys toimii taas siten, ettd leima tuottaa signaalin vain siind tapauksessa, jos



se on kiinnittynyt analyyttiin tai vasta-aineeseen. Niin ollen leimaa ei tarvitse poistaa
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ennen signaalin mittaamista.* Kaavioiden 1 ja 2 esimerkit ovat heterogeenisid

immunomaarityksii, ja kaaviossa 3 on esimerkki homogeenisesta immunomaarityksesta.

-
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Vasta-aine Naytteen Leimattu Signaali syntyy, kun analyytti
analyytti analyytti sitoutuu vasta-aineeseen

+
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Kaavio 3. Esimerkki homogeenisesta immunomérityksesti.'*

3 SIGNAALIN TUOTTAMINEN LEIMAN AVULLA

Leiman kiyttdminen tekee immunomairityksen seuraamisesta helpompaa ja liséksi se
parantaa herkkyytti ja alentaa toteamisrajoja.”!> Tissd luvussa tutustutaan erilaisiin
leima-aineisiin, joilla immunoméérityksessd kaytetyt yhdisteet voidaan leimata sekd

niiden toimintaperiaatteisiin.

3.1 RADIOISOTOOPIT

1960-luvulla alkanut radioisotooppien hyddyntdminen immunomaérityksissd oli
modernin immunomairitysteknologian alku. Radioimmunomaérityksen etuna on sen
suuri herkkyys, tarkkuus ja monikiyttdisyys.”!> Lisiksi niyte tai ympiristd ei juurikaan
vaikuta médritykseen.” Tutkimuksissa hyddynnetiiin useimmiten radioaktiivisia '*I-, *H-
tai '“C-atomeita,’”> mutta myds esimerkiksi '’'I-leimattua insuliinia'é, ihmisen
globuliinia!” tai °’C-leimattua Bis-vitamiinia on kiytetty. Radioisotooppien
hyddyntdmisen huono puoli on kuitenkin séteily ja sen aiheuttamat riskit, isotooppien
lyhyt elinikd ja radioisotooppien kallis valmistus. Lisdksi radioimmunomiiritys on
monimutkainen suorittaa, mikd lopulta johti muiden leima-aineiden suosion

kasvamiseen.”!?



3.2 LUMINOIVAT YHDISTEET

Luminesenssi viittaa kaikenlaiseen valon emittoitumiseen yhdisteestd, joka on
viritystilassa'®, hehkumistilaa lukuun ottamatta. Luminesenssi-immunomairityksessi
hyddynnetddn luminoivia tai luminogeenisid yhdisteitd leima-aineina. Termid kdytetdan
myo0s sellaisista immunomadrityksistd, joissa kéytetddn esimerkiksi entsyymeja,
substraatteja tai kofaktoreita leima-aineina valoa tuottavissa reaktioissa. Luminesenssi-
immunomadrityksissd hyodynnetddn vain kemiluminesenssia, johon kuuluu myds
bioluminesenssi. Yleensd kemiluminesenssireaktiot ovat hapetusreaktiota, joissa erilaiset
orgaaniset molekyylit hapettuvat. Bioluminesenssin tapauksessa entsyymi katalysoi
kyseisen reaktion.” Miirityksen etuna on korkea suorituskyky, alhainen toteamisraja ja

hyvi tarkkuus. '

3.3 FLUORESOIVAT YHDISTEET

[Imi6td, jossa luminoiva molekyyli viritetdin fotonien avulla, kutsutaan
fotoluminesenssiksi. Fotoluminesenssi perustuu siithen, ettd kun molekyyli absorboi valoa,
korkeimmalla miehitetylld orbitaalilla oleva elektroni siirtyy korkeammalle viritystilalle.

Kun timai viritystila purkautuu, molekyyli emittoi fotonin.”

Fotoluminesenssi jaetaan edelleen fluoresenssiin ja fosforenssiin. Fluoresenssissa
virittyneen elektronin spin on vastakkainen sen perustilalla olevan parin kanssa. Téten
paluu perustilaan on spin-sallittu ja tapahtuu nopeasti fotonin emission kautta (10 x 10
s). Fosforenssissa virittyneen elektronin spin on saman suuntainen kuin perustilassa
olevan elektronin. Koska elektroneilla on samansuuntaiset spinit, paluu perustilaan on

spin-kielletty ja emissio tapahtuu hitaasti (0,001-1 s).'8

Fluoresenssia  hyOdyntdvissd  immunoméadérityksissi  leimana  kéytetdén
fluoresoivia merkkiaineita, fluoresoivilla ilmaisimilla merkittyjd immunoreagensseja tai
fluorogeenisid yhdisteiti.” Fluoresoivat yhdisteet ovat yleensi aromaattisia.'s
Fluoresenssin etuna on sen luontainen spesifisyys, silld mitattu signaali méaritetdan seka
viritys- ettd emissioaallonpituuksien avulla ja spesifisyyttd voidaan vield parantaa
fluoresenssin elinaikaan perustuvan tekniikan avulla, jota kutsutaan aikaerotteiseksi
fluoresenssiksi.” Aikaerotteisessa fluoresenssissa leima-aine fluoresoi pidempiin kuin
tausta joten, kun fluoresenssin vaimenemisen signaali mitataan ajan funktiona,

taustasignaali voidaan erottaa niytesignaalista.'® Aikaerotteista fluorometriaa varten



tarvitaan monimutkaisemmat ja kalliimmat laitteet, mutta se antaa enemmén tietoa

molekyylisti. !>

Spesifisyyden lisdksi fluoresenssiin perustuvalla detektoinnin etuna on hyva
herkkyys.”!® Kiytinnon sovelluksissa fluorometriset menetelmét ovat kuitenkin herkkiz
erilaisille hiiridille.” Lisiksi fluorogeenisiéi substraatteja hyddyntivilld méirityksilld on

hyvin rajallinen dynaaminen alue.'?

3.3.1 Dissosiaatiotehostettu lantanoidifluoresenssi

Atomit eivit yleensd fluoresoi, mutta poikkeuksen tekevit fotoluminoivat lantanoidit
Eu’’, Sm*", Tb** ja Dy**.!® Leimauksessa lantanoidi-ioni kytketiin leimattavaan
reagenssiin bifunktionaalisen kelatoivan aineen avulla.! Tillaiset kelaatit ovat stabiileja,
bioyhteensopivia ja sitoutuvat spesifisti.’ Ne eiviit kuitenkaan fluoresoi, joten menetelmi
vaatii lisdvaiheen, joka aktivoi fluoresenssin. DELFIA-menetelmédssé leimattu reagenssi
saadaan fluoresoivaksi alhaisessa pH:ssa, kun B-diketonia on ylimdirin ldsni. Naissi
olosuhteissa lantanoidi-ioni dissosioituu leimatusta reagenssista ja muodostaa uuden
kelaatin B-diketonin kanssa. $-Diketoni absorboi valoa ja vilittd4 energian lantanoidille,
joka siten virittyy ja emittoi. Koska luminoivat lantanoidikelaatit fluoresoivat pitkdén,
aikaerotteista fluorometriaa voidaan hyddyntdi niiden havaitsemisessa.!” Midrityksen

toimintaperiaate on esitetty kaaviossa 4.

340 nm
t=0
613 nm
t=0,4-0,8 ms
Immunomadaritys, jossa  Fluoresenssin Aikaerotteinen
kaytetdan europiumia kehitys fluoresenssi

leima-aineena

Kaavio 4. Dissosiaatiotehostetun lantanoidifluoresenssi-immunomadrityksen (DELFIA)
toimintaperiaate. '
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3.4 ENTSYYMIT

Vasta-aineiden tavoin entsyymit ovat proteiineja, jotka kiinnittyvét valikoituihin
kohteisiin. Erona vasta-aineisiin on kuitenkin se, ettd ne pystyvit katalysoimaan tiettyja
reaktioita.”!* Entsyymien katalysoimissa reaktioissa substraatin avulla saadaan aikaa
reaktio, joka voi tuottaa vérid tai kehittdd fluoresenssia tai luminesenssia. Naitd

1415 Jokainen

ominaisuuksia voidaan mitata optisilla tai elektronisilla laitteilla.
entsyymimolekyyli pystyy kuluttamaan monta substraattimolekyylid, jonka ansiosta
signaaleja syntyy herkdsti. Entsyymi-leima-ainetta hyodyntavdd madritystd kutsutaan
entsyymivilitteiseksi immunosorbenttimairitykseksi (ELISA) ja sen toimintaperiaate on

esitetty kaaviossa 5.1

Immunomaaritys, jossa Substraatti Detektoitavan signaalin
kdytetdan entsyymia kehittyminen
leima-aineena

Kaavio 5. Entsyymivilitteisen immunosorbenttiméirityksen (ELISA) toimintaperiaate.'*

3.5 MUuUUT LEIMA-AINEET

Edelld mainittujen lisdksi on testattu my6s muita vaihtoehtoisia leima-aineita, joista toiset
ovat toimineet ja toiset eivdt. Niitd vaihtoehtoisia leima-aineita ovat olleet punasolut,

bakteriofagit, vapaat radikaalit, liposomit'®, metallit ja metallikelaatit'®.”

4 BIOTIININ AFFINITEETTI AVIDIINIIN JA STREPTAVIDIINIIN

Funktionaalisten biotinyloitujen proteiininen ja peptidien kehittiminen on olennaista
avidiinia ja biotiinia hyddyntivissi tekniikoissa®'. Biotiinilla on suuri affiniteetti avidiniin

ja sen johdannaisiin kuten SA:n Y. Avidiini on kananmunan valkuaisesta eristetty
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eméksinen glykoproteiini, kun taas SA on Streptomyces avidii -bakteerista eristetty
proteiini, jolla on ldhes yhtd suuri molekyylipaino, mutta joka ei ole eméksinen tai
glykolysoitu. Molemmilla on kuitenkin yhti suuri affinitetti biotiiniin (Ko = 107> M™1).”
T4mai on vahvin ei-kovalenttinen biologinen vuorovaikutus proteiinin ja ligandin vilill4.!
Jokaisessa (strept)avidiinissa on neljd sitoutumiskohtaa, johon biotiini ja biotinyloidut
komponentit voivat sitoutua.*®  Biotiini-(strept)avidiini-systeemien kiyttd onkin
lisddntynyt huimasti erilaisissa bioteknisissd, analyyttisissd ja terapeuttisissa
sovelluksissa.* Myds monet biotinylointiasteen méiritysmenetelmit perustuvat biotiinin

ja avidiinin tai biotiinin ja SA:n vilisiin vuorovaikutuksiin.’

5 BIOTINYLOINTIASTEEN MAARITYSMENETELMAT

Biotinylointiasteen maaritysmenetelmié vertailtaessa tulee ottaa huomioon useita asioita.
Mairityksen tulisi olla luotettava, toistettava ja tarkka. Lisdksi ndytettd tulisi kulua
mahdollisimman vdhén. Mairitys tulisi my0s mielelldédn olla helppo ja nopea suorittaa, ja
sitd varten olisi hyvé 16ytyé valmiit reagenssit ja laitteet. Alhaiset kustannukset ovat myds

toivottuja.

Biotinylointiasteen maadrittimiseksi on kehitetty erilaisia méérityksid, joita
esitellddn tdssd kappaleessa. Toiset médrityksistd mittaavat kokonaisuudessaan kaikkien
proteiiniin sitoutuneiden biotiinien mddrdn, kun taas toiset vain funktionaalisten

biotiinien eli niiden, jotka pystyviit osallistumaan sidoksen muodostamiseen.*!3

5.1 NAYTTEIDEN ESIKASITTELY

Osa madrityksistd vaatii esikésittelyvaiheen, jossa biotinyloitu yhdiste hajotetaan

esimerkiksi ensyymin*!%1322"2 taj hydrolyysin**!

avulla ennen varsinaista maaritysta.
Proteiinin entsymaattista hajottamista kutsutaan proteolyysiksi. Jos proteiinia ei ole
hajotettu ennen madritystd, steerinen este ja verkkositoutuminen voivat vaaristd tuloksia.
Talloin madritys aliarvioi biotinylointiasteen suuruuden, eikd vilttdmattd méariti oikein
edes funktionaalisten biotiinien méar4a.*!>!3 Tillaisen esikisittelyvaiheen haittapuolena
on se, ettd hajottamiseen kuluu useita tunteja, eikd se vilttiméttd takaa sitd, ettd

hajoaminen tapahtuu kokonaan ja steeriset esteet poistuvat.'

Proteolyysissd voidaan hyodyntda proteinaasi K:ta, joka on Tritirachium album-

sienestd eristetty entsyymi. Se kykenee hydrolysoimaan luonnollisia proteiineja.?®
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Suurimmassa osassa proteolyysid hyodyntdvissd médrityksissd proteolyysin annettiin

122224 'mutta Bayerin ja Wilchekin'® tutkimuksen perusteella jo 3 tunnin

tapahtua yon yli
inkubaation aikana proteinaasi K hajottaa proteiinin tiysin. Kuitenkin Rao et al.:in*
mukaan 3 tunnin inkubaatio ei riittdnyt biotinyloidun piparjuuriperoksidaasin (HRP)
tdydelliseen hajottamiseen, eikd biotinyloitu HRP hajonnut tdysin edes 24 tunnin
inkubaation jélkeen. Proteinaasi K:n méédrdaa lisddmalld saatiin enemmdin biotiinia
irtoamaan, mutta siltikddan kaikkea biotiinia ei saatu irrotettua. Niin ollen Rao et al.*

totesivat happohydrolyysin olevan parempi menetelmid biotiinin tidydelliseen

irrottamiseen proteiinista kuin proteolyysi proteinaasi K:n avulla.

5.2  4’-HYDROKSIATSOBENTSEENI-2-KARBOKSYYLIHAPPO-MAARITYS

4’-Hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappo- eli HABA-maéiritys (kuva 2) on yksi
yleisimmin kiytetyisti metodeista biotinylointiasteen mérittimiseksi.>*!%?7  Siti

hyddynnetiin niin kaupallisissa®?%?»283! kuin ei-kaupallisissa!*?>3233

madrityksissa.
Menetelmi perustuu siihen, etti HABA:lla on absorbtiomaksimi 500 nm*?, kun se on
sitoutunut avidiiniin. HABA:n ja avidiini vélinen affiniteetti ei ole kuitenkaan kovin suuri
(Ka=5,8 x 10 M)*, joten biotiini voi helposti korvata avidiiniin sitoutuneen
HABA:n.* Titen kun biotiinia tai biotinyloitua yhdistetti lisitiin HABA:aja avidiinia
sisdltdviin seokseen, ne korvaavat avidiniin sitoutuneen HABA:n ja absorbanssi laskee.
Absorbanssissa tapahtuneen muutoksen avulla voidaan méérittdd biotiinin pitoisuus

niytteessi (kaavio 6).+*2

o) OH OH

/

Kuva 2. 4’-Hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihapon (HABA) rakenne.
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Avidiini HABA Avidiini-HABA- Biotinyloitu Vapaan HABA:n
kompleksin proteiini absorbanssi on paljon
absorptiomaksimi heikompi kuin
on 500 nm sitoutuneen

Kaavio 6. 4’-hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappo- eli HABA-miirityksen
toimintaperiaate.

HABA-mairitys voidaan tehdd my0s siten, ettd biotinylointiaste méadritetddn
fluoresenssin avulla. Fluoresenssia voidaan hyddyntdd, koska avidiini fluoresoi, kun
HABA korvautuu biotiinilla. Biotinylointiaste mé&éritetddn vertaamalla néytteen
fluoresenssia biosytiini-standardikuvaajaan. Thermo Fisher Scientificin:n*® mukaan timi
madritys vaatii huomattavasti vihemmin ndytettd ja on paljon herkempi kun
kolorimetrinen HABA-miiritys.

Kaikkiaan HABA-mééritys on yksinkertainen, toistettava ja nopea suorittaa.

1025 silld kaikki proteiinissa oleva

Steeriset esteet kuitenkin huonontavat sen toimivuutta
biotiini ei pysty samanaikaisesti sitoutumaan avidiiniin.!® Lisiksi HABA:n ja
biotinyloidun proteiinin vilinen korvausreaktio ei mene koskaan loppuun.’ Tilldin
médritys aliarvioi biotinylointiasteen suuruuden.** Niin ollen menetelmi kykenee vain
antamaan arvion niiden biotiinien méaarasti, jotka pystyvit sitoutumaan avidiiniin, mutta
jattdd huomiotta ne biotiinit, jotka eivét sitoudu varsinkin, jos proteiinissa on monta
biotiinia.* Lisdksi HABA-méiritys antaa vain keskiméiriisen proteiiniin sitoutuneiden
biotiinien méérin eik kerro mitéin niiden jakautumisesta.'!** Absorbanssiin perustuvan
madrityksen haittana on myds huono herkkyys, jonka takia useita nanomooleja proteiinia
joudutaan kuluttamaan biotinylointiasteen médrittimiseksi.*!'>?! Vaikka HABA-
méiritystd kiytetdinkin paljon, Lu ja Zenobin’® mukaan se ei ole hyvi miiritys

biotinylointiasteen maérittamiseksi.

5.2.1 Valikappaleen lisddmineen

HABA-méiirityksessd avidiinin tai SA:n ja biotiinin vélilli olevan steerisen esteen
viahentdmiseksi voidaan kéyttdd biotinylointireagensseja, jotka liittdvdt pidemmén
vilikappaleen biotiinin ja proteiinin viliin*®3%3¢, Greenin® artikkelin mukaan biotiini
reagoi avidiinin kanssa vain silloin, kun biotiinin ja proteiinin vélilld on ainakin viisi

metyleeniryhméa.
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Rao et al.:in* tutkimuksessa vertailtiin pitkiketjuista biotiinijohdannaista sellaisen
johdannaisen kanssa, jossa ei ollut vélikappaletta. Vélikappaleen todettiin pienentdvén
tulosten virhettd, mutta kuitenkin noin 1,3 biotiinia per naudan seerumin albumiini (BSA)
oli steerisesti estynyt sitoutumaan avidiiniin. Ndin ollen vaikuttaa siltd, ettd vaikka
vilikappale parantaakin menetelmédn toimivuutta, se ei kuitenkaan kykene ainakaan

mittaamaan kokonaisbiotinylointiastetta.

5.2.2 Proteolyysi ennen maaritysta

Tyypillisesti biotinyloiduissa proteiineissa on useita biotiineja eivitkd ne kaikki
valttdmatta pysty sitoutumaan samanaikaisesti SA:n, silld SA on monivalenssinen, jolloin
suurimpiin proteiineihin kiinnittyneiden biotiinien ei ole mahdollista sitoutua

12 Tidten osassa HABA-

samanaikaisesti  kaikkiin neljd&n sitoutumiskohtaan.
madritysmenetelmissd suositellaan, ettd biotinyloitu yhdiste hajotetaan ennen HABA-
médritysti. Esimerkiksi Abcam:in®® méiirityksessd kehotettiin hajottamaan biotinyloitu
yhdiste trypsiini-entsyymilld, jos proteiinissa on enemmaén kuin viisi biotiinia ja vasta-
aineessa enemmiin kuin kymmenen. Thermo Fisherin Scientific:n*? mukaan biotinyloitu
yhdiste voidaan pilkkoa proteinaasisekoituksen avulla ennen absorbanssin mittaamiseen
perustuvaa HABA-méiritystd steerisen esteen vdhentdmiseksi, mutta se ei ole
vilttimitontd. Jos proteolyysia ei suoriteta ennen méairitystd, niin silloin saadaan selville

funktionaalisten biotiinien maara.

5.3 ENTSYYMIVALITTEINEN IMMUNQOSORBENTTIMAARITYS

Tdssd  kappaleessa  esitellddan ~ ELISA:aan  perustuvia  mééritysmenetelmid

biotinylointiasteen méérittdmiseksi.

5.3.1 Absorbanssidetektointi

Téassd madrityksessd biotinyloitu proteiini hajotettiin ensin proteinaasi K:n avulla, jonka
jalkeen suoritettiin kilpaileva ELISA-médritys siten, ettd ensin hajotettuja niytteitd
inkuboitiin anti-Bio-Ab:n kanssa. Seuraavaksi ne siirrettiin mikrotiitterilevylle, joka oli
padllystetty biotinyloidulla ihmisen seerumin albumiinilla (HSA). Detektoinnissa

vertailtiin néytteiden ja referenssien absorbansseja biotinylointiasteen laskemiseksi.'?

Madrityksessd kaytettiin streptavidiinin sijaan anti-Bio-Ab:ia, koska sen avulla

saadaan sopiva herkkyysalue ilman, ettd biotinyloitua proteiinia tarvitsee laimentaa



15

miljoonakertaisesti, mikd voisi heikentdd tarkkuutta. Médritys ei ole niin herkkd, ettid
muista ldhteistd tulleet pienet méérdt biotiinia vaikuttaisivat tuloksiin, mutta se on
kuitenkin tarpeeksi herkkd, jotta ei kuluta turhan paljon tutkimusmateriaalia.'? Toisaalta
Rispens ja Ooijevaar-de Heerin'> mukaan liian herkkd méiritys on hankala
rutiinikdytossd. Madrityksen haittapuolena on se, ettd anti-Bio-Ab:illa voi olla erilainen
affiniteetti biotinyloituihin yhdisteisiin, joissa on erilainen vilikappale biotiinin ja
proteiinin vélilld. Néin ollen standardin tulisi olla valmistettu samasta reagenssista kuin
se, jolla proteiini on biotinyloitu. Lisdksi HABA-miirityksiin verrattuna tdmén

madrityksen kesto on suhteellisen pitka.

5.3.2 Fluoresenssipolarisaatiodetektointi

Téssé kilpailevassa ELISA-méarityksessd anti-biotiini-mAb:iin sitoutumisesta kilpailivat
fluoresoivalla  fluoreskeinilla leimattu  biotiini sekd biotinyloitu  proteiini.
Biotinylointiaste =~ maddritettiin ~ mittaamalla  fluoreskeinilla  leimatun  biotiinin
fluoresenssipolarisaatio.” Fluoresenssipolarisaatiossa fluoresoiva yhdiste viritetdin
polarisoidun valon avulla, jolloin emissio riippuu yhdisteen rappeutumisvakiosta ja
konjugaatin kiertoliikkeesti.!®> Biotinyloidulle BSA:lle herkkyysalue oli 2—20 nmol/l ja
variaatiokertoimeksi kaikilla mitatuilla konsentraatioilla biotinyloitua BSA:ta saattiin alle
1 %, miki osoittaa hyvii toistettavuutta.” Midritys on kuitenkin herkki steerisen esteen
vaikutukselle*®, joten oikeellisen tuloksen takaamiseksi tulisi kiyttid biotinyloitua
proteiinia, jossa proteiinin ja biotiinin vélilldi on vilikappale steerisen esteen
vihentimiseksi.” Rao et al.* kritisoi biotiinin kiiyttimisti standardina tissi miirityksess,

silld se voi indusoida erilaisen fluoresenssisignaalin kuin biotinyloitu proteiini.

5.4 KORKEAN EROTUSKYVYN NESTEKROMATOGRAFIAA HYODYNTAVA MAARITYS

My6s HPLC:td on voitu hyddyntdd biotinylointiasteen maédrittdmisessd ja tdssd
kappaleessa esitetddn madritykset, joista toisessa hyddynnetdén absorbanssidetektointia

ja toisessa fluoresenssidetektointia.

5.4.1 Absorbanssidetektointi

Smith et al.:in?’ mafrityksessd hyddynnettin  HPLC:td, johon oli kytketty
hydrolyysiderivoija. Tdmd maiéritys toimii kuitenkin vain sellaisilla biotinyloiduilla

yhdisteilld, joissa biotiinin ja proteiinin tai peptidin vélissd on 6-aminoheksaanihappo-
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vilikappale, silld  analyysi perustuu  6-aminoheksaanihapon  johdannaisten
fenyylitiokabamyylien  kvantitoimiseen.  Maarityksessd  tehddén tdten ensin
happohydrolyysi, sitten muodostetaan fenyylitiokarbamyyli-johdannainen ja lopuksi
suoritetaan kidnteisfaasi-HPLC-mittaus (RP-HPLC).

Mairityksen avulla voidaan mitata matalia jopa pikomolaarin suuruisia maaria
biotinyloituja yhdisteitd. Madrityksen etuna on myds se, etti samassa mittauksessa
saadaan kvantitatiivisesti sekd biotiinin ettd proteiinin tai peptidin madrat.
Happohydrolyysi ei lisdksi vaikuttanut 6-aminoheksaanihappoon, silld sen retentioaika
oli sama ennen hydrolyysid ja sen jdlkeen. Médrityksen kaytettdvyyttd rajoittaa kuitenkin
se, ettd se toimii vain sellaisilla yhdisteill4, joissa on 6-aminoheksaanihappo-vilikappale.

HPLC-menetelmi myds hukkaa yleensi jonkin verran materiaalia.?!

5.4.2 Fluoresenssidetektointi

Téssd madrityksessa biotinyloidulle proteiinille (HRP, BSA ja alkalinen fosfataasi) tehtiin
proteolyysi proteinaasi K:n avulla tai happohydrolyysi, jolloin biotiini saatiin irrotettua
biotinyloidusta proteiinista. Seuraavaksi irronnut biotiini eristettiin RP-HPLC:n avulla.
HPLC:sté tulleeseen effluenttiinvirtaan sekoitettiin reagenssivirran avulla fluoreseiini-
isotiosyanaatilla (FITC) leimattua streptavidiinia, jonka fluoresenssi vahvistuu, kun
biotiini sitoutuu sithen. Kolonnin jilkeisessd detektoinnissa hyddynnettiin fluoresenssia
mittaavaa  sitoutumismédritystd.* Tissi madrityksessi biotinyloidun yhdisteen
tdydellinen hajottaminen on vélttimatontd, silld vapaa biotiini ja biotinyloidut peptidit
tehostavat fluoresenssia eri tavalla.’” Biotinyloimattomat aminohapot eivit kuitenkaan

tehosta streptavidiini-FITC:n fluoresenssia.*

Rao et al.:in* miirityksen etuna on matala havaitsemisraja, miki pienentii
madritykseen tarvittavan biotinyloidun proteiinin mairaa. Talld maaritykselld maaritetyt
biotinylointiasteet olivat lisdksi suurempia kuin HABA-maéritykselld mitatut, silld toisin
kuin HABA-médéritys, tima miéritys perustuu biotinyloidusta konjugaatista irronneiden
biotiinien mittaamiseen, jolloin steeriset esteet eivdt vidristd tuloksia. Lisdksi
happohydrolyysin avulla saatiin irrotettua kaikki biotinyloituihin proteiineihin sitoutunut
biotiini. Fluoresenssidetektointia kayttavalla HPLC-maiiritykselld on myo0s selkedsti
alhaisempi toteamisraja (LOD) kuin absorbanssidetektointia hyodyntivélla (taulukko 1).
Maiirityksen heikkoutena on kuitenkin se, ettd happohydrolyysin kestdd 18—24 tuntia,

mika hidastaa méérityksen suorittamista.
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5.5 MASSASPEKTROMETRIAA HYODYNTAVA MAARITYS

Myo6s massaspektrometriaa on hyoOdynnetty biotinylointiasteen maérittdmisessa.
Ionisaatiotekniikoista ~ esimerkiksi ~ matriisiavusteinen  laser-desorptio-ionisaatio
(MALDI)>>¥3% nopea atomipommitus (FAB)?!, sdhkdsumutusionisaatio (ESI)'!'*° ja
pinta-avusteinen laser-desorptio-ionisaatio (SELDI)** ovat osoittautuneet toimiviksi ja
biotinylointiaste on voitu miirittdd, kun on verrattu proteiinin massaa ennen ja jilkeen
biotinyloinnin. ' Nestekromatografia-ESI-MS- eli LC-ESI-MS-tekniikkaa

hyddyntimalli biotinylointiaste on toisaalta voitu médrittid padpiikin avulla.>

Massaspektrometriaan perustuvan méérityksen etuna on se, ettd sen avulla
voidaan analysoida ndytteen koostumus eli nidytteessd olevat eri biotinylointiasteiset
biotinyloidut johdannaiset ja niiden suhteelliset madrdt. Se on myds helppo ja nopea
suorittaa.’ Proteiinin koko ja heterogeenisyys kuitenkin rajoittavat méirityksen kiyttod ja
kustannukset ovat myds korkeat.!®* Lisiksi esimerkiksi MALDI-MS hyddyntéiminen
vaatii, ettd niytetti esikisitelldin paljon ennen médritystd.** MALDI-MS myds yliarvioi
johdannaisen méadrdn, mikd johtuu ilmeisesti addukteista kuten alkalimetalleista tai
pienistd molekyyleistdi. LC-ESI-MS on tarkempi kuin MALDI-MS, silld jopa 7
massayksikén muutoksia voidaan mitata sen avulla.!!*° Liséksi ESI-MS:ssi ionisaatio on
pehmei, joten fragmentaatiota tapahtuu vain vihin tai ei yhtién.!! SELDI- lentoaika- eli
SELDI-TOF-menetelmén etuna on taas se, ettd biotiinia ei tarvitse irrottaa biotinyloidusta
molekyylistd. Liséksi se on nopea, tarkka ja yksinkertainen suorittaa. Kultaproteiininsirua
(Ciperghen) kiyttamélld ei myOskddn tarvitse poistaa edes reagoimatonta tai inaktiivista
biotinylointireagenssia, miki edelleen nopeuttaa miirityksen suorittamista.** Titen
vaikka MALDI-MS onkin toimiva menetelmd, sen sijaan kannattaisi kuitenkin suosia

esimerkiksi ESI-MS- tai SELDI-TOF-menetelmia.

5.6 MAARITYS, JOKA HYODYNTAA BIOTIININ KYKYA SAMMUTTAA (STREPT)AVIDIININ

LUONNOLLINEN FLUORESENSSI

Der-Balian et al.:in*! kehittimin méiritysmenetelmiin avulla voidaan méadrittii
biotinyloidun proteiinin funktionaalisten biotiinien madrd. Téssd menetelméssi
hy6dynnettiin biotiinin kykyd sammuttaa avidiinin tai SA:n tryptofaaniryhmén

fluoresenssia.*!** Miiritys suoritettiin titraamalla SA:ta siséltivid Bisfenoli S -liuosta
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biotiiniliuoksella ja mittaamalla fluoresenssi aina lisdyksen jélkeen. Biotiinia lisidmalla

40 % SA:n fluoresenssista saatiin sammutettua.*!

Kun vastaava mittaus tehdéén siten, ettd biotiinin tilalla on biotinyloitu proteiini,
niin proteiinin luontainen fluoresenssi pitdisi tuntea, silld se saattaa nostaa
kokonaisfluoresenssia. Der-Balian et al.*! suorittivat vastaavanlaisen titrauksen siten, ettd
titranttina oli vapaa biotiini ja SA:ta, johon oli lisdtty biotinyloitua proteiinia, titrattiin.
Tamin titrauksen avulla voidaan maarittdd niiden sitoutumispaikkojen madrd, joihin
biotiini ei ole tarttunut biotinyloidussa proteiinissa. Kun titi verrataan sithen mairdin
biotiinia, joka tarvitaan, jotta saavutetaan kdfinnekohta, kun biotinyloitua proteiinia ei ole
ldsnd, niin proteiinin biotinyloitumisaste voidaan maédrittdd, kun tiedetdin vapaan

biotiinin pitoisuus ja biotinyloidun proteiinin méra. 4!

Rao et al.:in* mukaan vaikka timi méritys onkin yksinkertainen, herkki ja
toistettava, se on steerisesti hyvin estynyt, minké takia se aliarvioi biotinylointiasteen
suuruuden. Der-Balian et al.:in*! mukaan steerinen este ei kuitenkaan haittaa maritysti,
silld tdrkeintd on tietdd funktionaalisten biotiinien miérd, joka kertoo suoraan sen, etti
kuinka hyvin biotinyloidun proteiinin voidaan olettaa toimivan immunomaérityksessi.*!

Naéin ollen menetelma sopii parhaiten juuri funktionaalisten biotiinien maarittimiseen.

5.7 ELEKTROFOREETTINEN LIIKKUVUUSSIIRTYMAMAARITYS

Tassd madrityksessd hyodynnettiin  elektroforeettista litkkkuvuussiirtymamaaritysta
(EMSA). Tutkimuksen kohteena oli biotinyloitu RNA (Bio-RNA), jonka hidastamisessa
kéytettiin SA:ta denaturoimattomalla polyakryyliamidigeelilld. Muodostettuja SA-Bio-
RNA-komplekseja detektoitiin hopeavérjayksen avulla. Hopeavérjdayksen etuna on se,
ettd luonnollisia nukleiinihappoja ei tarvitse leimata ja lisdksi biotinylointiaste voidaan
arvioida jopa silmdmédrdisesti. Menetelmd toimii kuitenkin vain matalan
biotinylointiasteen niytteilld, joissa on nukleiinihappo. Mikédli halutaan parantaa
madrityksen tarkkuutta, voidaan hyddyntéé radioaktiivista leimaa, silld hopeaviarjayksen

intensiteetti ei kasva lineaarisesti virjittyjen nukleiinihappojen pitoisuuden kanssa.

Ennen kuin biotinyloidut néytteet siirrettiin denaturoimattomille geeleille, niitd
inkuboitiin SA-ylimddrdn kanssa. Ndin ollen sitoutuneen SA:n midrd vastaa
sitoutuneiden biotiinien madrdd. SA:n tulisi muuttaa Bio-RNA:n elektroforeettista

liikkkuvuutta sen verran, ettd voidaan erottaa biotinyloidut RNA-molekyylit toisistaan
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nithin sitoutuneiden biotiinien mukaan. Méérityksen avulla pystyttiin oletettavasti
erottamaan Bio-RNA:t, joissa oli 0—3 biotiinia. SA ei osoittanut ei-spesifistd sitoutumista
nukleiinihappoihin néissd olosuhteissa, silld ei-biotinyloidun RNA:n elektroforeettinen
litkkkuvuus ei muuttunut, kun niité inkuboitiin ja elektroforesoitiin SA:n kanssa. Avidiini

taas sitoutui epdspesifisesti jopa denaturoidulla geelilli.*’

Madritys ei vaikuta parhaalta mahdolliselta vaihtoehdolta biotinylointiasteen
madrittdmiseen, silld silmdmairdiseen arviointiin perustuva menetelma ei ole erityisen
tarkka. Vaikka radioaktiivisen leiman avulla voitaisiin parantaa herkkyyttd, sen
hyodyntdminen on kuitenkin hankalaa kuten kappaleessa 4.1 mainittiin. Méadrityksen
heikkoutena on my®ds se, ettd sen avulla pystytdin mittaamaan biotinyloituja yhdisteita,

joissa on maksimissaan 3 biotiinia.

5.8 BIOTEKTIVE GREEN -REAGENSSIA HYODYNTAVA MAARITYS

Seki Batchelor et al.:in® etti Thermo Fisher Scientific:in** miirityksessd hyddynnettiin
Biotektive Green -reagenssia. Tami reagenssi muodostuu avidiinista, joka on leimattu
fluoresoivalla viriaineella ja sammuttajaligandeilla, jotka ovat kiinnittyneet biotiinia
sitoviin ~ kohtiin.  Sammuttajaligandit = sammuttavat  vériaineen  fluoresenssin
resonanssienergian siirtyméin avulla (kaavio 6). Batchelor et al.:in®> maérityksessi
viriaineena kiytettiin Alexa Fluor® 488:ia ja sammuttajaligandina toimi HABA. Kun
proteiiniin sitoutunut biotiini korvaa fluoresenssin sammuttavan vériaineen, se saa aikaa
fluoresenssin, joka on verrannollinen lisdtyn biotiinin madrddn. Steerisen esteen
vihentdmiseksi, ennen méadritystd voidaan suorittaa lisdvaihe, jossa biotinyloitu proteiini
hajotetaan proteinaasin avulla. Tistikin huolimatta Batcherol et al.:in? tulosten mukaan
madritykselld mitattu kokonaisbiotinylointiaste oli hieman alhaisempi kuin oletettu arvo.
Syyni saattaa olla se, ettd biotiinijohdannaisilla on alempi affiniteetti Biotective Green -

reagenssiin kuin vapaalla biotiinilla. T4ten vapaata biotiinia ei tulisi kdyttdd standardina.

Tdlla menetelmidlld voidaan madrittdd sekd kokonaisbiotinylointiaste ettd
funktionaalisten biotiinien médrd. Madrityksen etuina ovat myds nopeus, suuri
suoritusteho ja herkkyys.? Lisiksi kun HABA-méiritys vaati noin 1 mg proteiininiytetti,
niin tdmd menetelmd vaatii minimissdin 600 ng yksinkertaisesti biotinyloitua

immunoglobuliini G:td (IgG), jonka molekyylipaino on 150 000. Molekyyleille, joilla on



20

pienempi molekyylipaino tai joissa on enemmén biotiinia, vihempikin maird ndytetta
riittdd. >

Vaikka tdssd médrityksessd kaytetddnkin Biotektive Green -reagenssia, méadritys
toimii hyvin pitkdlti samalla tavalla kuin HABA-maéiritys. Erona on vain se, ettid

detektointi on tdssd menetelméssi oletettavasti tarkempi kuin HABA-méérityksessa, silld

HABA-maiirityksesséd kdytetdén yleensd absorbanssia detektoinnissa.

®

+ @
®
®

Biotektive Green Biotinyloidun proteiinin Fluoresenssin
-reagenssi lisdys muodostuminen

. = Avidiini () = variaine

O = Sammuttajaligandi . = Biotinyloitu proteiini

Kaavio 7. Biotektive Green -reagenssin toimintaperiaate.*
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5.9 YHTEENVETO

Taulukkoon 1 on koottu tdssa tutkielmassa mainittuja biotinylointiasteen maaritysmenetelmii ja niiden ominaisuuksia.

Taulukko 1. Yhteenveto kirjallisessa osiossa esitetyistd biotinylointiasteen madritysmenetelmisti. RNA: ribonukleiinihappo, HABA: 4’-
hydroksiatsobentseeni-2-karboksyylihappo, ELISA: entsyymivilitteinen immunosorbenttimédritys, RP-HPLC: kdinteisfaasi-korkean erotuskyvyn
nestekromatografia, ESI-MS: sdhkosumutusionisaatio-massaspektrometria, SELDI-TOF-MS: pinta-avusteinen laser-desorptio-ionisaatio-
lentoaika massaspektrometria, MALDI-TOF-MS: matriisiavusteinen laser-desorptio-ionisaatio-lentoaika massaspektrometria, EMSA:
elektroforeettinen litkkuvuussiirtymémaéaéritys, Bio: biotiini, IgG: immunoglobuliini G ja LOD: toteamisraja.

Biotinyloitu Biotinyloidun Menetelmii Detektointi Lineaarinen Niytteen kulutus | LOD/pmol Miirityksen kesto | Viite
yhdiste yhdisteen alue
hajottaminen

Proteiini HABA Absorbanssi 200? 33

Proteiini Ei/Proteolyysi HABA Absorbanssi 22

Proteiini HABA Fluoresenssi 10-60 pmol 750 ng Bio-IgG:té 5 min 28
biotiinia

Proteiini HABA Absorbanssi 2-16 uM biotiinia 5 min 29

Proteiini Ei/Proteolyysi HABA Absorbanssi 10-300 pM 60 15 min 23
biotiinia

Proteiini HABA Absorbanssi 2-16 pM biotiinia 5 min 30




Proteiini

Proteiini/peptidi

Proteiini

Proteiini

Proteiini

Proteolyysi

Happo-hydrolyysi

Ei/Proteolyysi

Absorbanssi

Absorbanssi

MALDI-TOF-MS

Hopeavirjiys

Biotektive Green Fluoresenssi

-reagenssi

1 pg Bio-proteiinia

0,6 ug Bio-1gG:td

4-80

1 h (hydrolyysi
mukaan lukien)

5 min
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6 JOHTOPAATOKSET

Huomioiden sen, ettd kuinka paljon biotinyloituja yhdisteitd hyddynnetdédn erilaisissa
tutkimuksissa, proteiinien biotinylointiasteen médrittdimiseen liittyvid
tutkimusartikkeleita 10ytyy suhteellisen vdhén. Lisdksi se, ettei monissa artikkeleissa
mainittu maarityksen LOD:ia, ndytteenkulutusta tai maéaérityksen kestoa, hankaloitti
niiden vertaamista keskenddn. Kaikkiaan kuitenkin vaikutti siltd, ettd kullakin
madritysmenetelmalld oli omat etunsa ja heikkoutensa. Siind missdé HABA- ja Biotektive
Green -médritykset olivat helppoja ja nopeita suorittaa, ne kirsivit steerisestd esteesti
eivitkd anna tarkinta tulosta vilttdmattd edes proteiiniin sitoutuneiden funktionaalisten
biotiinien méiristi.* Vaikka steeristd estetti onkin voitu vihentdi vilikappaleiden tai
biotinyloidun proteiinin hajottamisen avulla, niin toisinaan nekdin eivit valttimatta
riittdneet mahdollisimman oikeellisen tuloksen mairittdmiseksi. MS-tekniikat olivat
ehdottomasti tarkimpia, silld niiden avulla voidaan méérittdd, jopa ndytteen sisdltamét
eriasteisesti biotinyloituneet proteiinit sekd niiden jakautuminen néytteessd. Toisaalta
MS-menetelmissd tarvittavat laitteet ovat hyvin kalliita ja ndytettd joudutaan

mahdollisesti esikdsitteleméén paljon ennen maaritysta.

Ne madritykset, jotka perustuvat proteiiniin sitoutuneen biotiinin kykyyn sitoutua
kovalenttisesti avidiiniin tai SA:han, madrittdvat funktionaalisten eli sidokseen
osallistuvien biotiinien madrdn absoluuttisen kvantitatiivisen méérén sijaan. Tdten ne
yleensd aliarvioivat proteiiniin tai peptidiin sitoutuneen biotiinin méérin. Toisaalta, koska
suurinta osaa biotinyloiduista yhdisteistd hyddynnetddn juuri (strept)avidiini-biotiini-
systeemeissi, timi on usein riittivi tieto.?*!* Titen kuten Batchelor et al.:kin? kirjoittaa
artikkelissaan, ennen médritysmenetelmén valintaa tirkeind on tietdd, ettd haluaako
selvittdd nidytteen kokonaisbiotinylointiasteen vai riittddko funktionaalisten biotiinien
midrdn tietdminen. Funktionaalisten biotiinien m&drdd mittaavat madritykset ovat
keskiméérin paljon helpompi ja nopeampi suorittaa, silld esimerkiksi biotinyloidun

yhdisteen hajottaminen proteolyysin tai happohydrolyysin avulla vie useita tunteja.

Siind missi kirjallisessa osiossa mainitut méaritykset pyrkivit selvittiméén joko
funktionaalisten biotiinien méérén tai kuhunkin proteiiniin tai peptidiin kiinnittyneiden
biotiinien lukumadirén, pro gradu -tutkielman kokeellisen osion méérityksen tavoitteena
oli selvittdd, ettd kuinka moneen biotinyloituun vasta-aineeseen biotiini oli sitoutunut eli

biotinylointisaanto. Kokeellisessa osiossa tavoitteena ei ollut 16ytdd vaihtoehtoista
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madritysmenetelmdd, vaan optimoida kaytossd oleva maédritys, jotta se toimisi

mahdollisimman hyvin tutkitulla Bio-mAb:illa.

Madéritys taas suoritettiin siten, ettd tutkittavaa Bio-mAb-liuosta inkuboitiin ensin
streptavidiinilevylld (SA-levy), jolloin biotinyloitunut mAb sitoutuu SA:iin. Seuraavassa
tyovaiheessa SA-levyltd otettiin ndyte, jonka tulisi sisdltdd ainoastaan biotinyloimatonta
mAb:ia.  Tille ndytteelle  suoritettiin ~ DELFIA-immunomairitys,  jolloin
fluoresenssisignaalin avulla voitiin maarittdd biotinyloimattoman mAb:in mairi ja sen

avulla laskea biotinyloidun vasta-aineen mééari ja vastaavasti biotinylointisaanto



KOKEELLINEN OSA
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7 MATERIAALIT JA MENETELMAT

Téssé luvussa esitetddn tydssd kdytetyt materiaalit ja tutkimusmenetelmaét.

7.1 NAYTTEET

Ty0ssa kaytettiin ndytteind sekd Bio-mAb:eja (taulukko 2) ettd mAb:ia.

Taulukko 2. Tydssé kdytetyt biotinyloidut monoklonaaliset vasta-aineet (Bio-mAb) sekd
niiden biotinylointisaanto alkuperdiselld protokollalla mitattuna. Vasta-aineet on
biotinyloitu Radiometer Turku Oy:ssd. mAb: monoklonaalinen vasta-aine, NT-proBNP:
N-terminaalinen pro B-tyypin natriureettinen peptidi ja Tnl: troponiini L.

Erinumero mAb:n tunnistama | Biotinylointisaanto (%)
antigeeni
KE7370 NT-proBNP 95
14791 Tnl 94
KE7467 NT-proBNP 88
KE7406 NT-proBNP 83
KE7301 NT-proBNP 75
KE7259 NT-proBNP 68
KE7052 NT-proBNP 65
KE7017 NT-proBNP 46

7.2 REAGENSSIT

Tyosséd kiytetyt reagenssit on esitetty taulukossa 3. Vesi puhdistettiin Milli-Q Direct 8
Water Purification System -laitteella (Merck KGaA, Darmstadt, Germany).
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Taulukko 3. Ty0ssd kdytetyt reagenssit. IgG: immunoglobuliini G.

Reagenssi Valmistaja
Bio-mAb-puskuri Radiometer Turku Oy
SA-irtokaivot Radiometer Turku Oy
Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava levy Wallac Oy

Kanissa tuotettu hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava Eu-

N1-leimavasta-aine

PerkinElmer Inc.

Kanissa tuotettu hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava Eu- Kaivogen Oy
N1-leimavasta-aine

Kehitysliuos (Europium Fluorescence Intensifier) Kaivogen Oy
Pesuliuoskonsentraatti 10x Radiometer Turku Oy
Pesuliuoskonsentraatti 20x Radiometer Turku Oy
500 mM TSA Radiometer Turku Oy
Streptavidiini IBA GmbH

7.3 MENETELMAT

Téssd kappaleessa esitellddn tutkimuksessa kdytetyt menetelmat.

7.3.1 Biotinylointisaannon maaritysmenetelma: alkuperdinen menetelma

Tyossd optimoitiin  mikrotiitterilevylld tehtdvdd menetelmidd, jonka alkuperdinen

protokolla on seuraava (kuva 3):

Vaihe 1: Bio-mAb-liuos laimennettiin konsentraatioon 0,50 tai 0,25 ng/ul Bio-

mAb-puskurilla (ndyte). SA:lla paillystetty 96-formaatin mikrotiitterilevy pestiin kaksi

kertaa pesuliuoksella DELFIA-mikrotiitterilevypesurilla (ADIL Instruments, Strasbourg

Schiltigheim, Ranska) ja sen jilkeen SA-levyn yhdeksddn kuoppaan pipetoitiin 200 pl



28

laimennettua Bio-mAb:ia. Levyn annettiin inkuboitua kevyessd ravistelussa Wallac-
levyravistelijassa (Wallac Oy, Suomi/Heidolph, Lansi-Saksa) huoneenldammossd (RT)
1,0 tunnin ajan. Inkuboinnin aikana valmistettiin standardilaimennokset 0; 0,010; 0,050;

0,10 ja 0,20 ng/pl Bio-mAb-liuoksesta.

Vaihe 2: Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava levy pestiin kerran pesuliuoksella.
Inkuboinnin jélkeen siirrettiin 100 pl livosta jokaisesta SA-levyn kuopasta hiiren IgG-
vasta-ainetta tunnistavan levyn vastaavaan kuoppaan ja lisdksi pipetoitiin jokaista
standardilaimennosta kolmeen tyhjdin kuoppaan 100 pl. Kaikkiin kuoppiin liséttiin vield
100 pl Bio-mAb-puskuria ja levyn annettiin inkuboitua kevyessé ravistelussa RT:ssd

kaksi tuntia.

Vaihe 3: Ennen inkuboinnin paéttymistd valmistettiin PerkinElmerin leimatusta
vasta-aineesta eli leimasta (kanissa tuotettu hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava Eu-N1-
leimavasta-aine) 0,50 ng/ul laimennos. Inkuboinnin paétyttyd hiiren IgG-vasta-ainetta
tunnistava levy pestiin kaksi kertaa pesuliuoksella ja jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 200
pul leiman laimennosta, minkd jilkeen ndytteitd inkuboitiin jilleen kaksi tuntia

ravistelussa RT:ss4.

Vaihe 4: Inkuboinnin péityttyd stripsit pestiin kuusi kertaa pesuliuoksella ja
nithin annosteltiin 200 pl kehityslivosta 1296-041 DELFIA® Plate Dispense -
annosteljjalla (Wallac Oy, Turku, Suomi). Tdmén jilkeen inkuboitiin vield 5 min
ravistelussa RT:ssd ja tulokset mitattiin Victor™ X4 -levylukijalla (PerkinElmer,

Singapore) Europium 1 s -protokollalla (taulukko 4).

Vaihe 1 A"4 Vaihe 2 Vaihe 3 Vaihe 4
I \ Bio-mAb-puskuri kehitysliuos 340 nm 615 nm
Y,_ v 7
g D YyyY j EY ?j

SA IevV hiiren 1gG-vasta-ainetta ——
tunnistava levy mittaus levylukijalla

Y =mAb [ ) =SA ‘=pesu

X = biotinyloitunut mAb % = leima (PerkinElmer)

Y = hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava vasta- iﬁ?* = viritetty [eima

aine

Kuva 3. Biotinylointisaannon alkuperdinen maéritysmenetelma.



29

Taulukko 4. Levylukijan mittausparametrit.

Emissioaallonpituus 615 nm
Viritysaallonpituus 340 nm
Viive 400 us
Aikaikkuna 400 us

Talld menetelmdlld tutkittiin useita eri erid N-terminaalisen pro B-tyypin
natriureettisen peptidin (NT-proBNP) tunnistavia Bio-mAb:eja seki yhti erdd troponiini
I:td (Tnl) tunnistavaa Bio-mAb:a. Jokaisesta néytteestd ja standardista tehtiin kuitenkin
useampi laimennos kuin alkuperdisessd menetelmissd. Tutkimukset suoritettiin tatad
protokollaa mukaillen ja tehdyt optimoinnit ja muutokset mainitaan kunkin testin tai

kuvan yhteydessa.

Liséksi testattiin menetelmén modifikaatiota siten, ettd testi suoritettiin kokonaan
SA-levylld, jolloin immunomééritysvaihe jatettiin suorittamatta. Tdssd modifikaatiossa
testindytteet ja standardit pipetoitiin suoraan SA-levylle ja niitd inkuboitiin 1 h.
Inkuboinnin jilkeen SA-levy pestiin kaksi kertaa ja leima annosteltiin suoraan SA-levylle.
Leiman lisdyksen jalkeen kuppeja inkuboitiin 2 h, ne pestiin ja niihin lisdttiin kehitysliuos.

Protokolla suoritettiin loppuun kuten alkuperdisessd menetelmassa.

7.3.1.1 Biotinylointisaannon laskeminen

Biotinylointisaantoa laskettiin kahden ldhimmén datapisteen avulla lineaarista
interpolaatiota hyddyntden. Néytteen sisdltdimén biotinyloitumattoman mAb:n pitoisuus
saatiin ndiden kahden datapisteen maiérittdmiltd suoralta ja sen avulla laskettiin

biotinylointisaanto.

Esimerkiksi Bio-mAb-liuoksesta laimennetulle niytteelle (Bio-mAb-erd
KE7370), jossa analyyttid oli 0,25 ng/ul ja standardilaimennoksille mitattiin
alkuperdiselld protokollalla kuvan 4 mukaiset signaalit. Lineaarista interpolaatiota
hyodyntden piirretyn standardikdyrdn ja ndytteen signaalin leikkauspisteen avulla

voidaan miérittdd hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle siirtyneen noin 0,013
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ng/ul biotinyloitumatonta mAb:a. Tdten Bio-mAb:n biotinylointisaannoksi voidaan
laskea:

c(biotinyloitunut mAb)
c(Bio-mAb)

Biotinylointisaanto =

_ c(Bio-mAb) — c(biotinyloitumaton mAb)
B c(Bio — mAb)

0,25 ng/ul — 0,013 ng/ul
_ g/u g/u:%%

0,25 ng/pl

4,0E+06
3,5E+06

3,0E+06
-=Standardit

2,5E+06 ® Niyte

2,0E+06

Signaali

1,5E+06

1,0E+06

5,0E+05

0,0E+00
0,00 0,05 0,10 0,15 0,20 0,25

Bio-mAb:n pitoisuus (ng/pl)

Kuva 4. Alkuperiiselld protokollalla mitattu niytteen signaali niytepitoisuudella 0,25
ng/ul ja standardilaimennosten signaalit Bio-mAb:n pitoisuuden funktiona.

7.3.2 Leima ja sen pitoisuuden optimointi

Téssd tydvaiheessa testattiin leimaa eri pitoisuuksilla kdyttiden standardina Bio-mAb-erdd

KE7370. Lisdksi testattiin toisen valmistajan vastaava leima.

7.3.2.1 PerkinElmerin leima

PerkinElmerin leimaa testattiin immunomadritysté (vaiheet 2—4) hyddyntiden seuraavasti:
Kuutta standardikdyrda varten pipetoitiin kutakin Bio-mAb-laimennosta 0; 0,0025; 0,10
ja 0,40 ng/ul kolme rinnakkaista niytettd hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle.

Kahden tunnin inkubaation jilkeen lisdttiin kullekin standardilaimennossarjalle leimaa
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seuraavissa pitoisuuksissa: 0,031; 0,063; 0,13; 0,25; 0,50 ja 1,0 ng/ul. Loput vaiheet

suoritettiin kuten alkuperdisessa protokollassa.

7.3.2.2 Kaivogen Oy:n leima

Kaivogen Oy:n leimaa testattiin tekemélld immunomaédritys (vaiheet 2—4) kahdella eri
leiman pitoisuudella: 0,50 ja 0,063 ng/pl. Vertailun vuoksi sama testi suoritettiin
PerkinElmerin leimalla, jotta voitiin testata Kaivogen Oy:n leiman toimivuutta
PerkinElmerin leimaan verrattuna. Tdmén jilkeen optimoitiin Kaivogen Oy:n leiman

pitoisuus kuten kappaleessa 7.3.2.1.

7.3.3 Reaktiokinetiikan testaus

Néissd testeissd testattiin eri inkubaatioaikoja ja yritettiin nopeuttaa reaktiotasapainon

saavuttamista.

7.3.3.1 Biotinyloituneen vasta-aineen sitoutumisen kinetiikka streptavidiinilevylle

Prosessin, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle vaiheessa 1 (kuva 3),
kinetiikkaa tutkittiin mittaamalla Bio-mAb-erin KE7370 néytteiden signaalit kahdessa
eri pitoisuudessa ja testaamalla inkubaatioaikoja aikavélilli 0,5—1,5 tuntia noin 15
minuutin vélein. Tamén jalkeen suoritettiin testi, jossa testattiin Bio-mAb-erélld KE7259
inkubaatioaikoja 1 ja 2,5 h. Edellisen mittauksen jédlkeen testattiin vield Bio-mAb-erilld
KE7370 ja KE7052 inkubaatioaikoja aikavélilld 1,3—3 tuntia noin 20 minuutin vélein.
Menetelmadd tutkittiin myds inkuboimalla SA-levyd lampdétilassa 35 °C (inkubaattori:

1IEMS incubator/shaker (Thermo Fisher Scientific Oy, Finland)).

7.3.3.2 Biotinyloitumattoman vasta-aineen sitoutumisen kinetiikka hiiren IgG-vasta-

ainetta tunnistavalle levylle

Biotinyloitumattoman mAb:n sitoutumista hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle
vaiheessa 2 (kuva 3) testattiin suorittamalla immunomairitys (vaiheet 2—4) ja mittaamalla
signaali Bio-mAb-erdstd KE7370 laimennetuille standardeille eri inkubaatioajoilla.

Inkubaatioaikoja testattiin puolen tunnin vélein aikavélilld 0,5-3 tuntia.

7.3.3.3 Leiman sitoutumisen kinetiikka biotinyloitumattomaan vasta-aineeseen

Leiman sitoutumista biotinyloitumattomaan mAb:iin vaiheessa 3 (kuva 3) tutkittiin
suorittamalla immunomaéritys (vaiheet 2—4) Bio-mAb-erdstd KE7370 valmistetuille

standardeille ja inkuboimalla niitd vaiheessa 3 puolen tunnin vélein aikavalilld 0,53
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tuntia. Lisdksi tehtiin testi, jossa my0s suoritettiin immunomaéritys standardeille, mutta
25 ng leimaa liséttiin tilavuudessa 50 tai 200 pl. Inkubaatioaika testattiin aikavélilld 0,5—2
tuntia puolen tunnin vilein leiman tilavuudella 50 pl. Leiman tilavuudella 200 pl testattiin

vain 2 tunnin inkubaatioaika.

7.3.4 Naytteiden ja reagenssien tilavuuksien optimointi

Madrityksen toimivuutta tutkittiin lisidmalla ndyte SA-levylle pienemmassa tilavuudessa.
Lisdksi testattiin erilaista protokollaa vaiheessa 2 ja Bio-mAb-puskurilisdyksen

tarpeellisuutta.

7.3.4.1 Streptavidiinilevylle lisdtyn ndytteen tilavuus

Téssd testissd vaiheessa 1 (kuva 3) SA-levylle liséttiin ndyte tilavuuksissa 30—200 ul eri
analyytin pitoisuuksilla. Aluksi testattiin Bio-mAb-erélld KE7370 néytetilavuudet 30, 50,
100 ja 200 pl ja vaiheen 1 inkubaatioajat 1 ja 2,5 h. Seuraavissa testeissé testattiin vield
tilavuudet 30 ja 50 pl vaiheen 1 inkubaatioajoilla 1-3 tai 0,53 h puolen tunnin vélein.
Lopuksi tehtiin vield varmistustesti, jossa Bio-mAb-erien KE7370 ja KE7052
ndytetilavuus oli 30 pl, analyyttid oli ndytteessd 0,10; 0,40 tai 1,5 ng/pul ja vaiheen 1
inkubaatioaika oli 0,173 h.

Kun Bio-mAb-liuosta pipetoitiin SA-levylle alle 200 pl tilavuus, nidytteisiin
lisattiin inkuboinnin jdlkeen Bio-mAb-puskuria, jotta SA-levylld olevan ndytteen tilavuus
olisi 200 pl ennen hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle siirtdmistd. Tdmén
jilkeen SA-levyd ravisteltiin hetki ja vaiheet 2—4 suoritettiin kuten alkuperdisessa
menetelméassd. Samalla testattiin my0s protokollaa, jossa SA-levylté pipetoitiin 100 pl:n
sijaan 30 pl néytettd, joka siirrettiin hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle, johon

oli lisétty 70 pl Bio-mAb-puskuria.

7.3.4.2 Streptavidiinilevyltd hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle lisétyn

ndytteen tilavuus

Téssé testattiin erilaista protokollaa vaiheessa 2 (kuva 3). Kaikkiaan yhdelletoista Bio-
mAb-erdstd KE7052 valmistetulle laimennokselle (pitoisuudet vélilld 0,02—10 ng/ul)
suoritettiin alkuperdisen menetelmdn mukainen maéritys, mutta osalle néytteista
kéytettiin erilaista protokollaa, kun ne siirrettiin hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle
levylle. Téssé protokollassa SA-levyltd pipetoitiin 100 pl:n sijaan vain 30 pl nidytettd
hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle, johon oli valmiiksi lisdtty 70 pul Bio-mAb-
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puskuria. Taten lopputilavuus hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oli 100 pl.
Loput vaiheet suoritettiin alkuperdisen menetelmdn mukaisesti muutoksin, jotka

mainitaan kunkin kuvan yhteydessa.

7.3.4.3 Vaiheessa 2 lisdtty Bio-mAb-puskuri

Téssd kokeiltiin, ettd onko vaiheessa 2 (kuva 3) tapahtuvalla 100 pul Bio-mAb-puskurin
lisdykselld vaikutusta madrityksen toimivuuteen. Madritystd testattiin Bio-mAb-erdn

KE7370 laimennoksille 0,53 ja 1,7 ng/ul.

7.3.4.4 Biotinyloidun vasta-aineen mittauspitoisuuden optimointi

Téssd testissd suoritettiin madritys, mitattiin signaali ja mairitettiin biotinylointisaanto
neljille Bio-mAb-erdlle (KE7370, KE7467, KE7301 ja KE7052) yhdelldtoista eri
ndytelaimennoksella pitoisuusvililld 0,020—10 ng/ul. Bio-mAb-erdllda KE7052 testattiin

myds vastaavaa protokollaa kuin kappaleessa 7.3.4.2.

7.3.5 Tulosten analysointi biotinylointisaannon laskemiseksi

Téssd kokeessa madritettiin immunomaédrityksen (vaiheet 2—4) dynaaminen alue ja
standardikdyrdan muoto Kaivogen Oy:n leimaa kdyttden. Sen lisdksi tutkittiin méarityksen

tarkkuutta ja toistettavuutta eri ndytereplikoiden mééralla.

7.3.5.1 Standardikdyrdn sovitus ja standardien pitoisuudet

Téassd hyodynnettiin kohdassa 7.3.5 mainitussa testissd mitattuja standardeja. Bio-mAb-
eristi  tehtiin  kaikkiaan neljitoista  standardilaimennosta, joille suoritettiin
immunomadritys (vaiheet 2—4) ja mitattiin signaalit. Standardilaimennosten pitoisuudet
olivat: 0; 0,00050; 0,00090; 0,0016; 0,0028; 0,0050; 0,0089; 0,016; 0,028; 0,050; 0,089;
0,16; 0,28 ja 0,50 ng/pl.

7.3.5.2 Nadytereplikoiden mddré

Bio-mAb-erien KE7370 ja KE7052 kantaliuokset laimennettiin pitoisuuteen 1,5 ng/ul ja
madritys suoritettiin hyddyntden vaiheessa 2 alkuperdisti ja kappaleen 7.3.4.2 mukaista
protokollaa. Kayttden tiettyjd valikoituja standardipitoisuuksia signaalit mitattiin
kuudella replikalla. Tuloksia vertailtiin laskemalla keskivirheet eri replikoiden maéralla
potenssifunktion logaritmimuunnoskaavassa In(signaali) = a *
In(pitoisuus (ng/pul)) + b esiintyville parametreille a ja b. Regressio tehtiin pienimmén

neliosumman menetelmalla.
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7.3.6 Streptavidiinilevyerien vertailu

Téssd testissé testattiin eri SA-levyerien vaikutusta mééritettyyn biotinylointisaantoon.
Kaksitoista eri SA-levyeréé testattiin kolmella Bio-mAb-erdn KE7370 laimennoksella,
joiden pitoisuudet olivat 0,50; 1,5 ja 5,0 ng/ul. Néytteelld, jonka pitoisuus oli 1,5 ng/ul,

testattiin myds vaiheessa 2 kohdan 7.3.4.2 mukaista protokollaa.

7.3.7 Streptavidiinin vaikutus mittaustuloksiin

Mahdollisen SA-levyltd irtoavan SA:n vaikutusta mittaustuloksiin mitattiin kahden
standardisarjan avulla, joissa oli Bio-mAb:a kuudessa eri pitoisuudessa: 0; 0,00050;
0,0028; 0,016; 0,089 ja 0,50 ng/ul. Ensimmaéinen standardisarja mitattiin optimoidun
protokollan mukaan, mutta toiseen standardisarjaan liséttiin 50 mM TSA:han liuotettua

SA:a sen verran, ettd sen maard oli molaarisesti 100-kertainen Bio-mAb:iin verrattuna.

8 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Téssd kappaleessa tarkastellaan alkuperdiselld menetelmilld saatuja tuloksia sekd
tutkitaan erilaisten parametrien optimoinnin vaikutusta madrityksen. Lopuksi

tarkastellaan optimoidun menetelmén toimivuutta.

8.1 INAYTELAIMENNOSTEN TESTAAMINEN

Alkuperiiselld menetelmalld tutkittiin viittd eri erdd NT-proBNP-antigeenia tunnistavia
Bio-mAb:eja, yhtd erdd Tnl-antigeenia tunnistavaa Bio-mAb:a ja yhtd erdd
biotinyloitumatonta mAb:a. Kuvassa 5 on esitetty biotinylointisaanto Bio-mAb:n
pitoisuuden funktiona. Kuvan 5 perusteella voidaan todeta, ettd ndytteen pitoisuus
vaikuttaa mitattuun biotinylointisaantoon. Tulosten perusteella ei voida kutenkaan
havaita mitddn selkedd trendid siitd, ettd miten biotinylointisaanto muuttuu eri
ndytelaimennoksilla. Médrityksen toimivuuden parantamiseksi tulisi kuitenkin méarittaa
Bio-mAb:n pitoisuus tai pitoisuusalue, jolla voidaan mitata NT-proBNP-antigeenia

tunnistaville Bio-mAb:eille mahdollisimman oikeellisia biotinylointisaantoja.
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Kuva 5. Eri Bio-mAb-erilld mitattu biotinylointisaanto eri néytepitoisuuksilla.
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. PerkinElmerin
leiman pitoisuus oli 0,063, 0,13* tai 0,50 ng/ul**. Naytteen KE7259 mittaus toistettiin
kerran (testit 1 ja 2).

Ty0Ossd testattiin my0s maédritystd, joka tehtiin kokonaan SA-levylld ilman

immunomadiritysvaihetta, mutta tulokset eivit olleet toistettavia (liite 1, kuvat 44—48).

8.2 LEIMA JA SEN PITOISUUDEN OPTIMOINTI

Madritys pyrittiin optimoimaan Bio-mAb:lle, jonka biotinylointiaste on korkea
(80—100 %), silld Radiometer Turku Oy:ssd Bio-mAb:ien biotinylointisaannot ovat
keskimédrin korkeita. Téaten méérityksessd oltiin erityisesti kiinnostuneita mittaamaan
matalia mAb-konsentraatioita, silld korkean biotinylointiasteen Bio-mAb:sta siirtyy
hyvin vdhdn mAb:a hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle. Téami vaatisi
mittausmenetelmén herkkyyden parantamista. Ndin ollen testattiin, ettd millainen
vaikutus leiman pitoisuudella olisi herkkyyteen. Mikili kaytettdvin leiman mééraa

pystyttdisiin vahentdmé&én, siitd olisi myds taloudellista hyotya.
8.2.1 PerkinElmerin leima

Téssd  testissd  tutkittiin ~ PerkinElmerin  leiman  pitoisuuden  vaikutusta
immunomadritykseen (vaiheet 2—4) (kuva 6 ja liite 2, kuva 49). Kuvan 4 mukaan
herkkyyttd voidaan parantaa vihentdmalld leiman pitoisuutta, silld signaali/tausta-suhde
kasvoi erityisesti matalilla leiman pitoisuuksilla, mutta variaatiokerroin ei juurikaan

muuttunut. Tulosten mukaan leiman pitoisuuden kannattaa kuitenkin olla vahintdén 0,063
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ng/ul. Tatd pienemmalld leiman pitoisuudella (0,031 ng/ul) herkkyys ei endd parane.
Lisédksi hyvin pienet pitoisuudet ovat herkempié taustasignaalin vaikutukselle ja erilaisille
virheille esimerkiksi pipetoinnissa. Méérityksen herkkyyttd verrattiin alkuperdiselld
leiman pitoisuudella 0,50 ng/ul ja pitoisuudella 0,063 ng/ul. Tulosten perusteella voidaan
laskea, ettd leiman pitoisuudella 0,063 ng/ul pystytdin mittaamaan biotinylointisaantoja,
jotka ovat korkeintaan 98,2 % (signaali/tausta-suhde on 5). Alkuperdiselld leiman
pitoisuudella vastaavasti voitaisiin mitata parhaimmillaan 97,8 %:n biotinylointisaantoja
(signaali/tausta-suhde on 5). Vaikka muutos korkeimmassa mitattavassa biotinylointi-
saannossa oli hyvin vihdinen, jatkotutkimuksissa pédéddyttiin kiyttdméddn leimaa

pitoisuudessa 0,063 ng/ul.

35
30
25 -=-1,0 ng/ul
©
=2 —.—
2 20 0,50 ng/pl
g 0,25 ng/ul
® 15 0,13 ng/pl
& 0,063 ng/pl
v 10
0,031 ng/pl
5
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25

Bio-mAb:n pitoisuus (ng/pl)

Kuva 6. Bio-mAb-pitoisuuden (KE7370) vaikutus mitattuun signaali/tausta-suhteeseen
eri leimapitoisuuksilla (PerkinElmer).

Testeissd huomattiin myo6s, ettd PerkinElmerin leiman taustasignaali oli
epatavallisen korkea, minkd arveltiin johtuvan siitd, ettd tuotteen valmistusprosessissa
tehtdvd puhdistus vapaan kelaatin poistamiseksi ei ole riittdvd. Néin ollen péaddyttiin
testaamaan toisen valmistajan (Kaivogen Oy) vastaava leima, jota verrattiin

PerkinElmerin leimaan.

8.2.2 Kaivogen Oy:n leima

Toisen valmistajan leimaa testattiin, koska haluttiin selvittdd, saavutettaisiinko sen avulla

parempi herkkyys immunomaédrityksessd, jolloin voitaisiin mitata korkeampia
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biotinylointisaantoja tarkemmin. Kaivogen Oy:n leimaa tutkittiin PerkinElmerin leiman

rinnalla mittaamalla Bio-mAb:sta KE7370 valmistetuille standardeille signaalit kahdella

eri leiman pitoisuudella (kuva 7 ja 8). Tuloksista voitiin todeta, ettd PerkinElmerin leimaa

kayttiden saadut signaalit standardin pitoisuudella 0 ng/pul ovat huomattavasti korkeammat

kuin Kaivogen Oy:n leimalla saadut. Kun kéytettiin PerkinElmerin leimaa, taustasignaali

oli jopa 20 kertaa suurempi leiman pitoisuudella 0,063 ng/ul ja 40 kertaa suurempi

pitoisuudella 0,50 ng/ul (kuva 7). Lisdksi signaali/tausta-suhteet olivat huomattavasti

suuremmat Kaivogen Oy:n leimalla kuin PerkinElmerin (kuva 8), mikd parantaa

immunomairityksen herkkyyttd. Téten jatkotutkimuksissa

Kaivogen Oy:n leimaa.

4,5E+06
4,0E+06
3,5E+06
3,0E+06
2,5E+06

2,0E+06

Signaali

1,5E+06
1,0E+06
5,0E+05

0,0E+00

0,00

0,05

0,10 0,15

Bio-mAb:n pitoisuus (ng/ul)

0,20

paddyttiin  kdyttimain

--0,50 ng/pl
(Kaivogen Oy)

--0,063 ng/ul
(Kaivogen Oy)
0,50 ng/pl
(PerkinElmer)

--0,063 ng/ul
(PerkinElmer)

Kuva 7. Kahden eri valmistajan leimojen vertailu kahdessa eri leimapitoisuudessa.
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Kuva 8. Kahden eri valmistajan leimojen vertailu kahdessa eri leimapitoisuudessa.
My6s Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus optimoitiin. Mitattu signaali ja
signaali/tausta-suhde Bio-mAb:n ja leiman funktiona on esitetty kuvissa 9 ja 10 sekd
liitteen 2 kuvissa 50 ja 51. Oletettavasti immunomairityksen dynaaminen alue kasvaa
suurilla pitoisuuksilla, mutta kuitenkin jo pitoisuus 0,13 ng/pl riitti hyvdéin
signaali/tausta-suhteeseen, joten taloudellisista syistd leiman pitoisuutta voitaisiin
pienentdd (kuva 9). Lisdksi kuvan 10 perusteella voidaan todeta, ettd
immunomadritykselld on paras herkkyys leiman pitoisuudella 0,13 ng/ul, silld
signaali/tausta-suhde on silloin suurimmillaan Bio-mAb:n pitoisuudella 0,0025 ng/ul.
Pitoisuutta 0,0025 ng/pl suuremmilla Bio-mAb:n pitoisuuksilla signaali/tausta-suhde
kasvaa hieman, kun leiman pitoisuutta kasvatetaan. Tydssd oli kuitenkin tdrkedmpdd
saavuttaa hyva herkkyys immunomaarityksessd kuin laaja dynaaminen alue, jotta voidaan
mitata mahdollisimman tarkasti pienid pitoisuuksia biotinyloitumatonta Bio-mAb:a.
Téten leiman pitoisuus paddyttiin pienentdméédn pitoisuuteen 0,13 ng/ul. Vastaavalla
tavalla kuin kappaleessa 8.2.1 voidaan laskea, ettd Kaivogen Oy:n leiman pitoisuudella
0,13 ng/ul pystytddn mittaamaan biotinylointisaantoja, jotka ovat korkeimmillaan 99,9 %

(signaali/tausta-suhde on 5).
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Kuva 9. Bio-mAb-pitoisuuden (KE7370) vaikutus mitattuun signaali/tausta-suhteeseen
eri leiman pitoisuuksilla (Kaivogen Oy).
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Leiman pitoisuus (ng/pl)

Kuva 10. Kaivogen Oy:n leiman pitoisuuden vaikutus mitattuun signaali/tausta-
suhteeseen eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370).

8.3 REAKTIOKINETIIKAN TESTAUS

Tassd luvussa esitelldédn eri vaiheissa tehtyjen kinetiikkatestien tuloksia.
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8.3.1 Biotinyloituneen vasta-aineen sitoutumisen kinetiikka streptavidiinilevylle

Vaiheessa 1 (kuva 3) SA-levylle sitoutuvan biotinyloituneen mAb:n kinetiikkaa
tutkivassa testissd saatiin korkean biotinylointisaannon Bio-mAb-erdlle KE7370 ja
matalan biotinylointisaannon Bio-mAb-erille KE7259 kuvien 11, 12, 13 ja 14 mukaiset
tulokset. Kuvien 11 ja 13 perusteella voidaan todeta, ettd tunnin inkubaatio on liian lyhyt
kummallakin Bio-mAb-erilld, silld signaali laskee jyrkédsti koko inkubaation ajan. Néin
ollen reaktio ei ole vield saavuttanut tasapainoa ja todellista biotinylointisaantoa ei voida
myOskdan madrittdd (kuva 12 ja 14). Edellisten testien tulosten pohjalta tutkimusta
jatkettiin testaamalla pidempid inkubaatioaikoja samoilla Bio-mAb-erilldi KE7073 ja
KE7052. Tulokset on esitetty kuvissa 15, 16, 17 ja 18. Kuvien 15 ja 17 mukaan signaalit
laskevat vield kolmenkin tunnin inkubaation jilkeen ja tdten reaktiotasapainoa ei ole
saavutettu eikd tarkkaa biotinylointisaantoa voida mairittdd (kuva 16 ja 18). 3 tuntia
pidempi inkubaatio olisi kuitenkin méérityksen suorittamisen kannalta epdkédytannollinen,
vaikka vaiheen 2 inkubaatio lyhennettdisiin 0,5 tuntiin. Signaaleissa voidaan myds

havaita tapahtuvan jyrkka lasku noin 2,5 tunnin jélkeen, eika syyté tdlle tiedeta.

1E+06
1E+06
8E+05

—-0,38 ng/pl
6E+05

Signaali

—--0,19 ng/pl

AE+05
2E+05

OE+00
0,3 0,5 0,8 1,0 1,3 1,5 1,8

Inkubaatioaika (h)

Kuva 11. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370). Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/ul.
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100
95
90

85

-+-0,38 ng/ul
80

--0,19 ng/ul

75

Biotinylointisaanto (%)

70

65
0,3 0,5 0,8 1,0 1,3 1,5 1,8

Inkubaatioaika (h)

Kuva 12. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus médéritettyyn biotinylointisaantoon eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370).
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/pl.

5,0E+05
4,0E405 \
--0,50 ng/ul
—  3,0E+05 0,25 ng/ul
(1]
© '\ 0,13 ng/ul
o0
Y 2,0E+05 0,063 ng/ul
‘\ 0,031 ng/ul
1,0E+05
0,0E+00
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Inkubaatioaika (h)

Kuva 13. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7259). PerkinElmerin
leiman pitoisuus oli 0,063 ng/ul. Vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty tuntiin.
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100

95
90 --0,50 ng/ul
]
c -+-0,25 ng/pl
o 85
'.E 0,13 ng/ul
3 80 --0,063 ng/pl
z
= 0,031 ng/ul
e 75
o

70

65

0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Inkubaatioaika (h)

Kuva 14. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus maédritettyyn biotinylointisaantoon eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7259).
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. PerkinElmerin
leiman pitoisuus oli 0,063 ng/ul. Vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty tuntiin.

4,5E+05

4,0E+05

3,5E+05

3,0E+05 0,19 ng/ul
2,5E+05 -+-0,06 ng/pl
2,0E+05 0,02 ng/pl
1,5E+05 \

Signaali

1,0E+05
5,0E+04

0,0E+00
1,2 1,4 1,6 1,8 2,0 2,2 2,4 2,6 2,8 3,0 3,2

Inkubaatioaika (h)

Kuva 15. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370). Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/ul. Vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.
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100

95

90

—~=-0,19 ng/pl
85

—-0,06 ng/pl

80 0,02 ng/pul

75

Biotinylointisaanto (%)

70

65
1,2 1,4 1,6 1,8 20 22 24 26 28 30 3.2

Inkubaatioaika (h)

Kuva 16. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus maédritettyyn biotinylointisaantoon eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370).
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.

1,E+06

9,E+05 —_—

8,E+05 “\

7,E405

6,E+05 0,19 ng/ul

5,E+05 0,06 ng/ul

4,E+05 ‘\./\'\ 0,02 ng/pl

3,E+05

Signaali

2,E+05
1,E+05

0,E+00
1,2 14 1,6 1,8 2 2,2 2,4 2,6 2,8 3 3,2

Inkubaatioaika (h)

Kuva 17. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7052). Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.
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65
60
55

50 --0,19 ng/pl

_// --0,06 ng/pl
45 e g/u

/ \/ 0,02 ng/pl
40

35

Biotinylointisaanto (%)

30
1,2 1,4 1,6 18 2 2,2 2,4 2,6 2,8 3 3,2

Inkubaatioaika (h)

Kuva 18. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus maédritettyyn biotinylointisaantoon eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7052).
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/pul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.

Reaktiotasapainon saavuttamista yritettiin nopeuttaa inkuboimalla SA-levyd
lampotilassa 35 °C, mutta se ei vaikuttanut juuri mitenkdén reaktioon (liite 3, kuvat 52 ja
53). Téten inkubointi tehddin myos optimoidussa miirityksessd huoneenldimmdssa.
Kaikkien tdssd kappaleessa esitettyjen tulosten perusteella pdddyttiin pidentdméédn

vaiheen 1 inkubaatioaika 2,5 tuntiin.

8.3.2 Biotinyloitumattoman vasta-aineen sitoutumisen kinetiikka hiiren IgG-vasta-

ainetta tunnistavalle levylle

Téssé testissd tutkittiin vaiheessa 2 (kuva 3) biotinyloitumattoman mAb:n sitoutumista
hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle ajan funktiona. Testin tarkoituksena oli
optimoida inkubaatioaika, jotta saavutetaan mahdollisimman korkea signaali/tausta-
suhde ja siten mahdollisimman hyvd immunomaiérityksen herkkyys. Mitatut signaalit ja
signaali/tausta-suhteet inkubaatioajan funktiona on esitetty kuvissa 19 ja 20. Kuvan 20
mukaan optimaalisin inkubaatioaika olisi 1dhempédnd tuntia kuin alkuperdistd 2 tuntia,
silli tunnin inkubaation jédlkeen signaali/tausta-suhde oli suurimmillaan ja
variaatiokerroin oli pieni. Inkubaatioaika péatettiin lyhentdd 0,5 tuntiin, silld jo 0,5 tunnin
inkubaation jilkeen signaali/tausta-suhde oli ldhes yhtéd korkea kuin tunnin inkubaation

jélkeen.
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6,E+05
k//—*——\——o_‘_\___'—.__‘_‘
5,E+05
4,E+05 -0 ng/l_ll
= 0,01 ng/pl
®  3,E+05 e/u
)
a 0,05 ng/pl
2,E+05
-=-0,20 ng/ul
1,E+05 R e o S —
0,E+00 !
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Inkubaatioaika (h)

Kuva 19. Vaiheen 2, jossa biotinyloitumaton mAb sitoutuu hiiren IgG-vasta-ainetta
tunnistavalle levylle, inkubaatioajan vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-
pitoisuuksilla (KE7370). PerkinElmerin leiman pitoisuus oli 0,063 ng/ul.

4,E+01
3,E+01 ﬁ\
3,E+01
£ -0 ng/ul
S
%s- 2,E+01 --0,01 ng/pl
©
8 2,E+01 0,05 ng/ul
oo
vy ——
1,E+01 0,20 ng/ul
5,E+00 e e U
0,E+00
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Inkubaatioaika (h)
Kuva 20. Vaiheen 2, jossa biotinyloitumaton mAb sitoutuu hiiren IgG-vasta-ainetta

tunnistavalle levylle, inkubaatioajan vaikutus signaali/tausta-suhteeseen eri Bio-mAb-
pitoisuuksilla (KE7370). PerkinElmerin leiman pitoisuus oli 0,063 ng/pl.

8.3.3 Leiman sitoutumisen kinetiikka biotinyloitumattomaan vasta-aineeseen

Signaali ajan funktiona leiman sitoutumisprosessille vaiheessa 3 (kuva 1) on esitetty

kuvissa 21 ja 22. Kuvan 22 mukaan signaali/tausta-suhde on ldhelld maksimia jo 2 tunnin
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inkubaation jéilkeen. Tétd pidempi inkubaatioaika pidentiisi testin kokonaiskestoa
turhaan. Myoskdan lyhyempi inkubaatioaika ei olisi suositeltava, silld se taas huonontaisi

signaali/tausta-suhdetta.

1E+06
1E+05
,,/,,f«/'f--'-"#—'_‘)¢#-A——ﬁ.f)ﬂJr—’* ~-0ng/ul
‘s .
2 1E+04 0,01 ng/ul
(1]
X 0,05 ng/ul
-+-0,20 ng/pl
1E+03 T e
1E+02
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Inkubaatioaika (h)

Kuva 21. Vaiheen 3, jossa leiman sitoutuu biotinyloitumattomaan mAb:iin,
inkubaatioajan vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370).
Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty
0,5 tuntiin.

4,5E+02
4,0E+02
3,5E+02

3,0E+02

-0 ng/ul
2,5E+02

—-0,01 ng/ul

2,0E+02 0,05 ng/pl

Signaali/tausta

1,5E+02 --0,20 ng/pl

1,0E+02

5,0E+01 /f/

0,0E+00

0 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5

Inkubaatioaika (h)

Kuva 22. Vaiheen 3, jossa leiman sitoutuu biotinyloitumattomaan mAb:iin,
inkubaatioajan vaikutus signaali/tausta-suhteeseen eri Bio-mAb-pitoisuuksilla (KE7370).
Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty
0,5 tuntiin.
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Vaiheen 3 reaktiota kokeiltiin nopeuttaa lisddmalld leima pienemmaissi
tilavuudessa. 25 ng leimaa liséttiin 50 tai 200 pl tilavuudessa vastaten leiman pitoisuuksia
0,50 ja 0,13 ng/ul. Tulokset on esitetty kuvassa 23 ja liitteen 3 kuvassa 54. Kuvan 23
mukaan 2 tunnin inkubaation jilkeen signaali/tausta-suhde on huomattavasti suurempi
lisdttdessd leima 200 pl tilavuudessa 50 pl tilavuuteen verrattuna. Sen lisdksi eri
inkubaatioajat eivdt suuresti vaikuttaneet mitattuihin signaali/tausta-suhteisiin, kun
niytteisiin lisdttiin 50 pl leimaa pitoisuudessa 0,50 ng/ul, joten miiritystd tullaan
jatkamaan niin, ettd vaiheessa 3 inkuboidaan 2 tuntia ja kuoppiin lisdtddan 200 pl leimaa

pitoisuudessa 0,13 ng/pl.

4,5E+02 =0 ng/ul (1gG-Eu:
A 200 pl, 25
4,0E+02 Hl, 25 ng)
0,010 ng/pl (IgG-
3,5E+02 Eu: 200 pl, 25 ng)
0,050 ng/pl (IgG-
3,0E+02 Eu: 200 pl, 25 ng)

256402 ¢ | Il 0,20 ng/pl (1gG-Eu:
200 pl, 25 ng)
2,0E+02 A 0 ng/ul (1gG-Eu:

200 pl, 25 ng)

Signaali/tausta

1oE02 4 0,010 ng/pl (IgG-
1,0E+02 Eu: 200 pl, 25 ng)
0,050 ng/pl (1gG-
5,0E+01 H_’_H{_’_%_‘_: Eu: 200 pl, 25 ng)
c R fu:
0,0E+00 e 5 5 & 0,20 ng/pl (IgG Eu
200 pl, 25 ng)
0,0 0,5 10 15 2,0

Inkubaatioaika (h)
Kuva 23. Vaiheen 3, jossa leiman sitoutuu biotinyloitumattomaan mAb:iin,
inkubaatioajan vaikutus signaali/tausta-suhteeseen eri Bio-mAb:n pitoisuuksilla

(KE7370) ja leiman tilavuuksilla (Kaivogen Oy). Vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty
0,5 tuntiin.

8.4 NAYTTEIDEN JA REAGENSSIEN TILAVUUKSIEN OPTIMOINTI
Tilavuustesteissd saadut tulokset on esitetty seuraavissa kappaleissa.

8.4.1 Streptavidiinilevylle lisdtyn ndytteen tilavuus

Koska SA-levylld tapahtuva reaktio on hyvin hidas eikd ldmpdtilan nostaminen

nopeuttanut reaktiota, kokeiltiin lisdtd ndytettd pienemmassd tilavuudessa SA-levylle.
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Reaktio tapahtuu nopeammin, kun analyytin pitoisuus ndytteessé on korkea, mutta SA-
kupin pinta tulee liian tdyteen, jos analyyttid on liikaa, joten ndytteen pitoisuutta ei voi
kasvattaa. Tdaten SA-kuppiin tulee laittaa sama massa analyyttid, mutta pienemmaéssa
tilavuudessa. Analyytin massa néissd ndytteissa oli 16 tai 50 ng ja niitd inkuboitiin SA-
levylld 1 tai 2,5 h. Naytteitd pipetoitiin Taulukko 5 mukaisesti ja tulokset on esitetty
kuvissa 24 ja 25. Kun analyytti liséttiin ndytetilavuudessa 30 tai 50 pl, jo tunnin
inkubaatio vaikutti riittdvén, silld mitattu signaali ja miéritetty Bio-mAb-saanto eivit
juurikaan eronneet toisistaan inkubaatioajoilla 1 ja 2,5 tuntia, eikd analyytin massa

mydskdin juuri vaikuttanut tulokseen. Erityisesti 30 pl ndytetilavuus vaikutti lupaavalta.

Taulukko 5. SA-levylle lisittyjen ndytteiden tilavuudet sekd analyyttien massat ja
pitoisuudet.

Niéyte | Niytteen tilavuus | Analyytin massa | Analyytin pitoisuus
(ul) (ng) (ng/nl)

1 200 50 0,25

2 200 16 0,080

3 100 50 0,50

4 100 16 0,16

5 50 50 1,0

6 50 16 0,32

7 30 50 1,7

8 30 16 0,53
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1,7E+05
1,5E+05
1,3E+05
1,1E+05 ~--2,5h (50 ng)

9,0E+04 --2,5h (16 ng)
1 h (50 ng)

Signaali

7,0E+04
--1 h (16 ng)

5,0E+04

3,0E+04
— -

1,0E+04
0 25 50 75 100 125 150 175 200 225

SA-levylle lisdtyn néytteen tilavuus (ul)

Kuva 24. Vaiheessa 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, SA-levylle lisdtyn
ndytteen tilavuuden vaikutus mitattuun signaaliin, kun ndytettd (KE7370) inkuboitiin 1
tai 2,5 tuntia ja analyytin massa ndytteessd oli 16 tai 50 ng. Kaivogen Oy:n leiman
pitoisuus oli 0,12 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.

100
.%:_—:

95
X 90
e —-+-2,5h (50 ng)
5 85
§ ~-2,5h (16 ng)
_E 80 1 h (50 ng)
]
z ~-1 h (16 ng)
_§ 75
o

70

65

0 50 100 150 200

SA-levylle lisdtyn naytteen tilavuus (ul)

Kuva 25. Vaiheessa 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, SA-levylle lisdtyn
ndytteen tilavuuden vaikutus méadritettyyn biotinylointisaantoon, kun niytettd (KE7370)
inkuboitiin 1 tai 2,5 tuntia ja analyytin massa ndytteessd oli 16 tai 50 ng.
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,12 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.
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Tutkimusta jatkettiin testaamalla nédytteen tilavuuden pienentdmisen vaikutusta
reaktiokinetiikkaan. Néytteet valmistettiin siten, ettd ndytetilavuus oli 30 tai 50 ul ja
analyytin massa oli 16 tai 51 ng (taulukko 6) ja niitd inkuboitiin 1-3 h puolen tunnin
vélein. Kuvasta 26 voidaan todeta, ettd, signaalit alkavat laskea jyrkésti 2,5 tunnin
inkuboinnin jilkeen, kun analyytin massa oli 16 ng. Syyta tille ei tiedetd, eikd ndytteiden
haihtuminen kaivoista vaikuta selitykseltéd silld ndytteen haihtuessa signaalit nousisivat
(liite 4). Analyytin massalla 51 ng lasku oli tasaisempaa. Kuvan 27 perusteella voidaan
taas todeta, ettd kummallakin analyytin massalla 16 ja 51 ng, signaalit olivat suhteellisen
lahelld toisiaan ndytteen tilavuudesta riippumatta. Lisdksi ndytteilld, joissa analyytin
massa oli sama, biotinylointisaannot olivat melkein samat kaikilla inkubaatioajoilla.

Taulukko 6. SA-levylle lisittyjen ndytteiden tilavuudet sekd analyyttien massat ja
pitoisuudet.

Niéyte | Niytteen tilavuus | Analyytin massa | Analyytin pitoisuus

(uD) (ng) (ng/pl)
1 50 51 1,0
2 50 16 0,32
3 30 51 1,7

4 30 16 0,53




9,0E+04
8,0E+04
7,0E+04
6,0E+04

5,0E+04

Signaali

4,0E+04
3,0E+04
2,0E+04
1,0E+04

0,0E+00

0,5 1,0 15 2,0 2,5

Inkubaatioaika (h)

—-50 ul (51 ng)
-+-50 pl (16 ng)
30 ul (51 ng)

--30 ul (16 ng)

3,0 3,5

51

Kuva 26. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin, kun néytettd (KE7370) pipetoitiin SA-levylle 30 tai 50 pl
ja Bio-mAb:n massa néytteessd oli 16 tai 51 ng. Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13
ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.

100

95

90

85

80

75

Biotinylointisaanto (%)

70

65
0,5

—

1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

Inkubaatioaika (h)

—-50 pul (51 ng)
50 pl (16 ng)
30 pl (51 ng)

—--30 pl (16 ng)

3,5

Kuva 27. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus maédritettyyn biotinylointisaantoon, kun néytettd (KE7370) pipetoitiin SA-
levylle 30 tai 50 pl ja Bio-mAb:n massa ndytteessd oli 16 tai 51 ng. Biotinylointisaanto
laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntien. Leimana kiytettiin Kaivogen Oy:n

leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.

Naytetilavuuden 30 pl, testaamista jatkettiin ndytteilld, joissa analyyttid oli

kolmessa eri pitoisuudessa: 0,10; 0,40 ja 1,5 ng/ul. Mittauksissa testattiin Bio-mAb-erid

KE7370 ja KE7052, mutta jilkimmiisen kohdalla vaiheessa 2 suoritettiin kappaleen
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7.3.4.2 mukainen protokolla. Naytteitd inkuboitiin SA-levylld 0,173 tuntia ja tulokset
on esitetty kuvissa 28 ja 29. Bio-mAb-erdan KE7370 tapauksessa voidaan todeta, ettd
matalimmilla pitoisuuksilla 0,10 ja 0,40 ng/ul, signaalissa tapahtuu selvdd laskua
aikavililla 0,17—1,0 h, tdméin jilkeen signaali on ldhes vakio, kunnes signaaliin tulee
jyrkka lasku taas 2,5 h jilkeen (kuva 28). Suuremmalla pitoisuudella 1,5 ng/ul, signaali
laskee koko inkubaation ajan. Sama ilmid voidaan todeta Bio-mAb-erdlli KE7052
tehdyissd mittauksissa. Kuvan 29 perusteella voidaan vield todeta, ettd
biotinylointisaannot noudattavat samaa kaavaa kuin signaalit, tosin silld erolla, etti

biotinylointisaannot kasvavat, kun signaalit pienenevit ja pédinvastoin.

2,0E+05
1,8E+05
--1,5 ng/ul
1,6E+05 (KEZ370)
1,4E+05 ~-0,40 ng/pl
! (KE7370)
- 1,2E+05 0,10 ng/ul
©
® 1,0E+05 (KE7370)
i) —-1,5 ng/ul
()

8,0E+04 \\ (KE7052)
6,0E+04 0,40 ng/pl

(KE7052)
4,0E+04 0,10 ng/ul
2,0E+04 (KE7052)

0,0E+00
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Inkubaatioaika (h)

Kuva 28. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin, kun naytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pl. Bio-mAb-eridn
KE7052 néytteiden kohdalla vaiheessa 2 hyddynnettiin kappaleen 7.3.4.2 mukaista
protokollaa. Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika
oli lyhennetty 0,5 tuntiin. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylli oleville néytteille
lisdtty 100 pl Bio-mAb-puskuria.
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110
100 1,5 ng/ul
(KE7370)
— --0,40 ng/ul
90
S // (KE7370)
,.2 % 0,10 ng/ul
g (KE7370)
= y —--1,5 ng/ul
E 70 T (KE7052)
E / 0,40 ng/ul
§ 60 / (KE7052)
o /" 0,10 ng/ul
50 / (KE7052)
40
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Inkubaatioaika (h)

Kuva 29. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus méidritettyyn biotinylointisaantoon, kun néytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pl.
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyddyntden. Bio-mAb-erdn
KE7052 ndytteiden kohdalla vaiheessa 2 hyddynnettiin kappaleen 7.3.4.2 mukainen
protokolla. Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli
lyhennetty 0,5 tuntiin. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville néytteille
lisdtty 100 pl Bio-mAb-puskuria.

Tulosten perusteella nédytetilavuus pédéddyttiin pienentimééin tilavuuteen 30 pl

reaktion nopeuttamiseksi.

8.4.2 Streptavidiinilevyltd hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle siirretyn

naytteen tilavuus

Tassa testissd testattiin vaiheessa 2 (kuva 3) kappaleen 7.3.4.2 mukaista protokollaa, jotta
médritys toimisi hyvin myds matalan biotinylointisaannon néytteilld (kuvat 30 ja 31). Jos
Bio-mAb-erédn biotinylointisaanto on matala, biotinyloitumatonta mAb:a siirtyy paljon
SA-levyltd hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle, jolloin néytteelle mitatut
signaalit voivat olla niin suuria, ettd ne eivdt vélttimattd osu standardikdyrdn
dynaamiselle alueelle. Vaikka optimoinnissa prioriteettina olivatkin korkean
biotinylointisaannon ndytteet, tulisi madritykselld voida mitata myds matalan
biotinylointisaannon niytteitd. Kuvan 30 perusteella voidaan todeta, ettd kappaleen
7.3.4.2 mukaisen protokollan hyddyntdminen pienentdd signaaleja ja toimii siten hyvin

optimoidussa méadrityksessa.
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Optimoidussa menetelmissd kaikille néytteille suoritetaan mairitys siten, etti
vaiheessa 2 hyodynnetdin seké alkuperdista ettd kappaleen 7.3.4.2 mukaista protokollaa.
Jos néytteelld on korkea biotinylointisaanto (yli 75 %), biotinylointisaanto voidaan laskea
vaiheessa 2 alkuperdisen ja kappaleen 7.3.4.2 mukaisesti késiteltyjen nédytteiden tulosten
avulla ja ndistd tuloksista voidaan laskea keskiarvo. Jos néytteelldi on matala
biotinylointisaanto (alle 75 %), niin silloin kdytetdén vain vaiheessa 2 kappaleen 7.3.4.2
mukaisesti mééritettyjd signaaleja biotinylointisaannon laskemiseksi. Syyné tdhan on se,
ettd Bio-mAb-erdlld KE7052 tehtyjen testien mukaan matalan biotinylointisaannon Bio-
mAb-erilld vaiheessa 2 alkuperdisen ja kappaleen 7.3.4.2 mukaisen protokollan avulla

maidritetyt biotinylointisaannot eroavat selvisti toisistaan.

8E+05
7E+05 -Kohdan 7.3.4.2
GE+05 mukainen
protokolla
SE+05 Alkuperdinen
= protokolla®
T 4E+05
oo -e-Alkuperdinen
Y ae0s protokolla**
2E+05 -=-Alkuperdinen
protokolla
1E+05
4E+01
0,01 0,1 1 10

Bio-mAb:n pitoisuus (ng/ul)

Kuva 30. Bio-mAb-erin KE7052 pitoisuuden vaikutus mitattuun signaaliin néytteilld,
jotka oli vaiheessa 2 kisitelty alkuperdisen tai kappaleen 7.3.4.2 mukaisen protokollan
mukaan. Kaikki alkuperdiselld protokollalla mitatut niytteet mitattiin samassa testissi
(myo0s *- ja **-merkityt). Néytettd pipetoitiin SA-levylle 30 ul ja Kaivogen Oy:n leiman
pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-
vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleviin naytteisiin ei lisidtty 100 ul Bio-mAb-puskuria.
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Kuva 31. Bio-mAb-erdin KE7052 pitoisuuden vaikutus maédritettyyn biotinylointi-
saantoon ndytteilld, jotka oli vaiheessa 2 késitelty alkuperdisen tai kappaleen 7.3.4.2
mukaisen protokollan mukaan. Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota
hyodyntden. Néytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pl ja Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli
0,13 ng/pl. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta
tunnistavalla levylld oleviin ndytteisiin ei lisdtty 100 pl Bio-mAb-puskuria.

8.4.3 Vaiheessa 2 lisatyn Bio-mAb-puskurin tilavuus

Téssd testissd testattiin, miten vaiheen 2 (kuva 3) Bio-mAb-puskurin lisddamétta
jattdminen vaikuttaa madritykseen. Tulokset on esitetty kuvassa 32. Tuloksista voidaan
todeta, ettd kun puskuria ei lisdtd, mitatut signaalit ovat hieman korkeammat. Téten
puskurilisdys ei ole vilttimédton maéarityksen toimivuuden kannalta ja se voidaan jattaa

pois optimoidusta médrityksesta.
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Kuva 32. Vaiheen 2 (kuva 1) puskurilisdyksen vaikutus mitattuihin signaaleihin.
Signaalit mitattiin Bio-mAb-erdn KE7370 niytteille kahdessa analyytin pitoisuudessa.
TESTI 1 ja 2 suoritettiin samassa kokeessa. Niytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pl ja
Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja
vaiheen 2 0,5 h.

8.5 BIOTINYLOIDUN VASTA-AINEEN NAYTEPITOISUUDEN OPTIMOINTI

Naissé testeissd pyrittiin médrittdméadn SA-levylle lisdtyn Bio-mAb-ndytteen pitoisuus,
jolla voidaan mitata mahdollisimman monenlaisia Bio-mAb-erid, mutta toimivuus
korkean biotinylointisaannon Bio-mAb-erilld oli prioriteettina. Tulokset on esitetty
kuvissa 33, 34 ja 35. Korkean biotinylointisaannon Bio-mAb-erien KE7370, KE7467 ja
KE7301 sekéd vaiheessa 2 kappaleen 7.3.4.2 protokollan mukaan kasitellyilld Bio-mAb-
erdn KE7052 (protokolla 7.3.4.2) naytteilld voidaan huomata sama ilmid. Kun Bio-
mAb:n pitoisuus on vélilld 0,4—3 ng/ul, signaalin, josta on vdhennetty taustasignaali,
kulmakerroin Bio-mAb:n pitoisuuden funktiona on melkein vakio (kuva 34). Till6in
myds mdidritetty biotinylointisaanto on ldhes vakio (kuva 35). Matalan
biotinylointisaannon néytteelle KE7052 ei 10ydetty vastaavaa aluetta. Koska nidytteen
biotinylointisaantoa ei voida etukiteen tietdd, jotta mdiiritys olisi universaali, tulisi
optimoida niytteen pitoisuus siten, ettd kulmakerroin olisi mahdollisimman vakio kaikilla
Bio-mab:eilla. Bio-mAb:in pitoisuus 1,5 ng/ul tdytti hyvin tdmén kriteerin, joten
padtettiin, ettd optimoidussa mdiirityksessd mitataan néytteitd, joissa Bio-mAb:n

pitoisuus on 1,5 ng/ul (optimipitoisuus).
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Kuva 33. Bio-mAb:n pitoisuuden vaikutus mitattuun signaaliin. Vaiheessa 2 KE7052
(protokolla 7.3.4.2) késiteltiin kappaleen 7.3.4.2 protokollan mukaan, muut taas
alkuperdisen protokollan mukaan. Néytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pl ja Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h.
Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville néytteille ei lisdtty 100 pl Bio-
mAb-puskuria.
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Kuva 34. Bio-mAb:n pitoisuuden vaikutus signaalin kulmakertoimeen ((signaali-
taustasignaali)/Bio-mAb:n pitoisuus). Vaiheessa 2 KE7052 (protokolla 7.3.4.2)
kasiteltiin kappaleen 7.3.4.2 protokollan mukaan, muut taas alkuperdisen protokollan
mukaan. Néytettd pipetoitiin SA-levylle 30 ul ja Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13
ng/pl. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta
tunnistavalla levylld oleville naytteille ei lisdtty 100 ul Bio-mAb-puskuria.
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Kuva 35. Bio-mAb:n pitoisuuden vaikutus mééritettyihin biotinylointisaantoihin.
Biotinylointisaanto laskettiin lineaarista interpolaatiota hyodyntden. Vaiheessa 2 KE7052
(protokolla 7.3.4.2) Kkasiteltiin kappaleen 7.3.4.2 protokollan mukaan, muut taas
alkuperdisen protokollan mukaan. Naytettd pipetoitiin SA-levylle 30 ul ja Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h.
Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville néytteille ei lisdtty 100 pl Bio-
mAb-puskuria.

8.6 TULOSTEN ANALYSOINTI BIOTINYLOINTISAANNON LASKEMISEKSI

Madrityksen toimivuuden parantamiseksi haluttiin madrittdd standardikdyrd ja
pitoisuusalue, jolla standardien datapisteet osuvat mahdollisimman hyvin kéyrélle. Sen

lisdksi selvitettiin tarvittavien replikoiden maird néytteille.

8.6.1 Standardikdyra ja standardien pitoisuudet

Yksi optimoinnin tavoitteista oli méiérittdd standardikdyrd, joka toimisi hyvin erilaisilla
Bio-mAb-erilld, silla alkuperdisessd madrityksessd kdytetty toisen asteen yhtdld ei
kuvannut standardisuoraa tarpeeksi hyvin. Sen takia timédn tyon aikana kéytettiin
lineaarista interpolaatiota, jolla kylld saatiin méaéritettyd Bio-mAb:n biotinylointisaanto,
mutta joka ei ollut lopullisen médrityksen kannalta optimaalisin vaihtoehto. Lineaarisessa
interpolaatiossa standardikuvaaja muodostetaan kahden vierekkdisen pisteen avulla, joten
se on hyvin virhealtis. Téten tulisi 16ytdd funktio, joka vastaisi mahdollisimman hyvin

lineaarista interpolaatiota. Tétd varten madritettiin  standardit neljille eri
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biotinylointiasteen Bio-mAb-erille. Tulokset on esitetty kuvassa 36 ja niiden perusteella
todettiin, ettd kun standardien pitoisuudet ovat vililld 0,00050—0,050 ng/ul, signaalin ja
Bio-mAb:n pitoisuuden logaritmien vélinen riippuvuus on lineaarinen. Talla
pitoisuusalueella voitaisiin  hyddyntdd potenssifunktion logaritmimuunnoskaavaa
In(signaali)=a*In(pitoisuus (ng/ul)) +b. Kuvassa 37 on esitetty kappaleessa 8.6
mitatuille néytteille médritetyt biotinylointisaannot potenssifunktion
logaritminmuunnoskaavaa hyodyntden. Kuvassa 38 taas on esitetty, ettdi miten
potenssifunktion logaritminmuunnoskaavaa ja lineaarista funktiota kéyttden madritetyt
biotinylointisaannot eroavat toisistaan. Tuloksista voidaan todeta, ettd kummallakin
tavalla madritetyt biotinylointisaannot ovat hyvin ldhell4 toisiaan, varsinkin kun mitataan
optimoidulla pitoisuudella 1,5 ng/ul. Tosin tilld ndytepitoisuudella mitattaessa matalan
biotinylointisaannon Bio-mAb-erille KE7052 vaiheessa 2 kappaleen 7.3.4.2 protokollan
mukaan kisiteltyjen ndytteiden (protokolla 7.3.4.2) biotinylointisaanto on lihempéna
lineaarisella interpolaatiolla méiéritettyd biotinylointisaantoa kuin vaiheessa 2
alkuperdiselld protokollalla késiteltyjen ndytteiden. Madrityksessd eri laskutavoilla
laskettuja biotinylointisaantoja, kun SA-levylle lisdtyn Bio-mAb:n pitoisuus on 1,5 ng/pl,
on verrattu taulukossa 7. Lopulliselle standardisuoralle valittiin pitoisuuksiksi 0 ng/ul ja
seitsemdn pitoisuutta véliltd 0,00050—0,050 ng/ul: 0,00050; 0,0010; 0,0020; 0,0050;
0,010; 0,020 ja 0,050 ng/pl.
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Kuva 36. Eri Bio-mAb-erille mitatut standardisuorat ja standardisuorien ulkopuolelle
jatetyt pisteet (ei standardisuoralle). Vaiheessa 2 ndytteet késiteltiin seké alkuperdisen ettd
kappaleen 7.3.4.2 mukaisen protokollan mukaan (protokolla 7.3.4.2). Néytettd pipetoitiin
SA-levylle 30 pl ja Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Vaiheen 1
inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld
oleville niytteille ei lisdtty 100 ul Bio-mAb-puskuria.
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Kuva 37. Bio-mAb:n pitoisuuden vaikutus médritettyyn biotinylointisaantoon.
Standardisuoran sovituksessa hyddynnettiin potenssifunktion logaritminmuunnoskaavaa.
Vaiheessa 2 KE7052 (protokolla 7.3.4.2) késiteltiin kappaleen 7.3.4.2 protokollan
mukaan, muut taas alkuperéisen protokollan mukaan. Naiytettd pipetoitiin SA-levylle 30
ul ja Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/pul. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h
ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville néytteille ei
lisdtty 100 pl Bio-mAb-puskuria.
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Kuva 38. Miiritettyjen biotinylointisaantojen vertailu, kun botinylointisaannot laskettiin
potenssifunktion logaritminmuunnoskaavan tai lineaarisen interpolaation avulla.
Vaiheessa 2 KE7052 (protokolla 7.3.4.2) Kkaésiteltiin kappaleen 7.3.4.2 protokollan
mukaan, muut taas alkuperdisen protokollan mukaan. Niytettd pipetoitiin SA-levylle 30
ul ja Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/pl. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h
ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville néytteille ei
lisatty 100 pl Bio-mAb-puskuria.

Taulukko 7. Eri tavoilla mééritetyt biotinylointisaannot eri Bio-mAb-erille, kun SA-
levylle lisdtyn Bio-mAb:n pitoisuus oli 1,5 ng/pl.

Biotinylointisaanto (%)
Alkuperdinen | Lineaarinen Potenssifunktion
interpolaatio logaritminmuunnos

KE7370 95 98 98
KE7467 88 93 92
KE7301 75 88 87
KE7052 65 72 75
KE7052 (protokolla 7.3.4.2) 65 66 65
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8.6.2 Replikoiden maara

Tdmid koe suoritettiin, jotta voitaisiin paéttdd madrityksessd tarvittavien replikoiden
maara. Potenssifunktion logaritmimuunnoskaavassa In(signaali) = a *
In(pitoisuus (ng/pul)) + b esiintyville parametreille a ja b madritettiin keskivirhe eri
standardireplikoiden maarélld. Lisdksi médritettiin variaatiokerroin eri maarélla
ndytereplikoita. Tulokset on esitetty kuvissa 39 ja 40 ja liitteessd 5. Kuvien 39 ja 40
tulosten perusteella voidaan todeta, etti mitd vdhemmin replikoita mitataan, sitd
suurempi on keskivirhe. Kuitenkin jo neljilla replikalla keskivirhe on ldhes yhtd matala
kuin viidelld tai kuudella replikalla, joten neljdkin replikaa olisi tarpeeksi. Nelja replikaa
olisi myods hyvad méérd, koska silloin yhdelle riville voidaan pipetoida tasan kolme
ndytettd. Naiden tulosten perusteella ndytereplikoita tullaan mittaamaan 4 per néyte,
mutta standardien replikoiden méérd pdadyttiin pitimain entiselldéin eli kolme replikaa

per standardi.
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Replikoiden maara (kpl)

Kuva 39. Méirityksen keskivirhe eri miérdlla standardireplikoita, kun viimeisimpind
mitatut replikat jatettiin pois laskuista, kun replikoiden méérad vihennettiin. Leimana
kaytettiin Kaivogen Oy:n valmistetta pitoisuudessa 0,13 ng/ul. Vaiheen 2 inkubaatioaika
oli 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville néytteille ei lisdtty 100 pl
Bio-mAb-puskuria.
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Kuva 40. Madrityksen keskivirhe eri miérélld standardireplikoita, kun ensimméisini
mitatut replikat jétettiin pois laskuista, kun replikoiden méérdd vahennettiin. Leimana
kéytettiin Kaivogen Oy:n valmistetta pitoisuudessa 0,13 ng/ul. Vaiheen 2 inkubaatioaika
oli 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld oleville ndytteille ei lisdtty 100 pl
Bio-mAb-puskuria.

8.7 STREPTAVIDIINILEVYERIEN VERTAILU JA STREPTAVIDIININ VAIKUTUS MAARITYKSEEN

Téssd testissd tutkittiin, vaikuttaako kaytetty SA-levyerd mééritykseen. Tétd varten
testattiin optimoidulla protokollalla Bio-mAb-erdstda KE7370 laimennetuilla niytteilld
erilaisia SA-levyjd. Tulokset on esitetty kuvissa 41 ja 42. Tulosten perusteella voidaan
paételld, ettd aika viimeiseen kdyttopdivadn ei ilmeisesti vaikuta mitattuihin signaaleihin
ja madritettyihin biotinylointisaantoihin. Edes SA-levyn viimeisen kayttopdivin
ylittyminen ei  ndytd  vaikuttavan  mdiéritykseen.  Myoskddan  SA-levyn
biotiininsitomiskapasiteetilla ei vaikuttanut olevan mitdén vaikutusta maéaritykseen.
Lukuun ottamatta pitoisuutta 5,0 ng/ul eri SA-levyilld mitattujen ndytteiden vélilld ei
mydskdin ollut suurta eroa. On mahdollista, ettd koska pitoisuus 5,0 ng/ul on korkea, SA-
levyn kapasiteetti ylittyy, mika vaaristdd tuloksia. Kuitenkin kun analyytin pitoisuus oli
1,5 ng/ul, sekd vaiheessa 2 alkuperdisen ettd kappaleen 7.3.4.2 mukaisen protokollan
mukaan késitellyilld néytteilld, eri SA-levyilld mitatut signaalit ja vastaavasti maéritetyt
biotinylointisaannot olivat hyvin ldhelld toisiaan, silld niiden keskihajonta oli vain noin
4 %. Niin ollen voidaan todeta, ettd kaytetty SA-levyerd ei vaikuta optimoidulla

madritykselld tehtyihin testeihin.
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Kuva 41. Mitattu signaali eri erien SA-levyilld, kun ndytteind oli kolme Bio-mAb-erésti
KE7370 laimennettua pitoisuutta: 0,5; 1,5 ja 5,0 ng/ul. Néytteet, joissa analyyttid oli 1,5
ng/pl, késiteltiin vaiheessa 2 sekd alkuperdisen ettd kappaleen 7.3.4.2 mukaisen
protokollan mukaan (protokolla 7.3.4.2). Néytettd pipetoitiin SA-levylle 30 ul ja
Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/pl. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja

vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levyll4 oleville niytteille ei lisétty
100 pl Bio-mAb-puskuria.
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Kuva 42. Médritetty biotinylointisaanto eri erien SA-levyilld, kun néytteind oli kolme
Bio-mAb-erdstd KE7370 laimennettua pitoisuutta: 0,5; 1,5 ja 5,0 ng/ul
Biotonylointisaannot maédritettiin lineaarisen interpolaation avulla. Naytteet, joissa
analyyttid oli 1,5 ng/ul, kisiteltiin vaiheessa 2 seké alkuperiisen ettd kappaleen 7.3.4.2
mukaisen protokollan mukaan (protokolla 7.3.4.2). Néaytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pul
ja Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Vaiheen 1 inkubaatioaika oli 2,5 h ja

vaiheen 2 0,5 h. Hiiren [gG-vasta-ainetta tunnistavalla levyll oleville nédytteille ei lisétty
100 pl Bio-mAb-puskuria.
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Liséksi testattiin, ettd vaikuttaako SA-levyltd mahdollisesti irtoava SA
madritykseen. Tétd varten suoritettiin immunomaddritys (vaiheet 2—4) standardeille ja
datapisteistd piirrettiin standardikédyrdt siten, ettd toisiin standardeihin liséttiin SA:a
molaarisesti 100-kertainen mééra Bio-mAb:iin (KE7370) verrattuna. Tulokset on esitetty
liitteessd 6. Tulosten perusteella voidaan todeta, ettd SA:n lisddiminen ndytteisiin ei

juurikaan vaikuta signaaleihin, eikd siten mydskédn maaritykseen.

8.8 OPTIMOITU MAARITYS

Lopullisen optimoidun méédrityksen vaiheet olivat seuraavat (kuva 43):

Vaihe 1: SA:lla paillystetty 96-mikrotiitterilevy pestiin 2 kertaa pesuliuoksella
DELFIA-mikrotiitterilevypesurilla (ADIL Instruments, Strasbourg Schiltigheim,
Ranska). Neljaan kuoppaan pipetoitiin 30 pl 1,5 ng/ul Bio-mAb:a Bio-mAb-puskurissa.
Levyn annettiin inkuboitua kevyessd ravistelussa Wallac-levyravistelijassa (Wallac Oy,

Suomi/Heidolph, Lénsi-Saksa) huoneenlammdossé (RT) 2,5 tunnin ajan.

Vaihe 2: Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava levy pestiin kerran pesuliuoksella.
Inkuboinnin péityttyd SA-levylld oleviin kuoppiin lisdttiin 170 ul Bio-mAb-puskuria,
ravisteltiin hetki kevyesti ja ravistelun jélkeen 100 pl ndytettd siirrettiin jokaisesta SA-
levyn kuopasta hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavan levyn vastaavaan kuoppaan. SA-
levyltd otettiin my0s toiset ndytteet siten, ettd pipetoitiin 30 pl ndytettd SA-levyltd hiiren
IgG-vasta-ainetta tunnistavan levyn kuoppaan, johon oli pipetoitu valmiiksi 70 pl Bio-
mAb-puskuria. Liséksi pipetoitiin jokaista standardilaimennosta (0; 0,00050; 0,0010;
0,0020; 0,0050; 0,010; 0,020 ja 0,050 ng/ul) kolmeen tyhjdin kuoppaan 100 pl. Lopuksi

levyn annettiin inkuboitua kevyessé ravistelussa RT:ssd 0,5 tuntia.

Vaihe 3: Inkuboinnin padtyttyd hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava levy pestiin
kaksi kertaa pesuliuoksella ja jokaiseen kuoppaan pipetoitiin 200 pl leimaa, jonka
pitoisuus oli 0,13 ng/ul. Tdmin jilkeen ndytteitd inkuboitiin kaksi tuntia ravistelussa

RT:ssa.

Vaihe 4: Inkuboinnin péityttyd stripsit pestiin kuusi kertaa pesuliuoksella ja
nithin annosteltiin 200 pl kehityslivosta 1296-041 DELFIA® Plate Dispense -
annostelijalla (Wallac Oy, Turku, Suomi). Pesun jéilkeen inkuboitiin vield 5 min
ravistelussa RT:ssd ja tulokset mitattiin VictorTM X4 -levylukijalla (PerkinElmer,
Singapore) Europium 1 s -protokollalla (taulukko 4, kappale 7.3.1).
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Taulukkoon 8 on vield selvennetty alkuperdiseen médritykseen tehdyt muutokset

ja kuvassa 43 on esitetty optimoidun méérityksen protokolla.

Taulukko 8. Ty0ssa tehdyt optimoinnit.

Vaihe | Optimoinnin kohde Alkuperiinen Optimoitu

Analyytin pitoisuus ndytteessd (ng/ul) 0,25 tai 0,50 1,5

1 Naytteen tilavuus (ul) 200 30
Inkubaatioaika (h) 1 2,5
Néytteen tilavuus (ul) 100 30 tai 100

2 | puskurin lisdys (u1) 100 Ei puskuria
Inkubaatioaika 2 0,5
Leiman valmistaja PerkinElmer Kaivogen Oy

> Leiman pitoisuus (ng/pl) 0,50 0,13
Inkubaatioaika 2 2

{?he 1 Maihe 2 Vaihe 3 %}g Va:(}; ;VSHUOS sonm 615 mm

5}\‘5\5 Yy Yyﬁfv \?\YE‘>

‘ = pesu
% = leima (Kaivogen Oy)

g} = viritetty leima

SA-levy hiiren IgG-vasta-ainetta
tunnistava levy

Y -mab (O =sa

¥ = biotinyloitunut mAb

Fluoresenssin
mittaus levylukijalla

Y = hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistava vasta-
aine

Kuva 43. Optimoidun méérityksen protokolla.
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9 LOPPUPAATELMAT

Tyon tarkoituksena oli parantaa miérityksen luotettavuutta ja tarkkuutta sekd parantaa
immunomairityksen herkkyyttd. Sitd varten pyrittiin optimoimaan parametrit juuri

kayttotarpeisiin sopiviksi. Kaiken kaikkiaan tyon tavoitteet saavutettiin hyvin.

Leiman pitoisuutta pienentdmalld ja vaihtamalla PerkinElmerin leima Kaivogen
Oy:n leimaan saatiin immunomairityksen herkkyyttd parannettua. Inkubaatioaikojen
testaaminen oli optimoinnin kannalta lopulta hyvin tirkedd, silld silloin huomattiin, ettd
vaiheessa 1 tunnin inkuboinnin aikana biotinyloituneen mAb:n sitoutuminen SA-levylle
ei ehtinyt tapahtua loppuun, mikd vairisti tuloksia. Inkubaatioaikaa pidentdméalla
reaktiolla oli enemmin aikaa tapahtua ja suurempi pitoisuus analyyttid pienemmaéssi
ndytetilavuudessa nopeutti reaktiota entisestddn. Néytteen lisddminen kahdessa eri
tilavuudessa hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalle levylle mahdollisti myds pienen
biotinylointisaannon niytteen biotinylointisaannon mittaamisen ja lisdksi tarjoaa
mahdollisuuden varmistaa korkean biotinylointiasteen Bio-mAb:n biotinylointisaannon
oikeellisuuden. My0s potenssifunktion logaritmimuunnoskaavaa hyodyntévin
standardikdyrdn kéyttdminen paransi médritystd. Lisdksi niytteelle saatiin valittua
pitoisuus, jolla saadaan mahdollisimman oikeellisia tuloksia erilaisilla Bio-mAb-erilla.
My6s replikoiden mééra saatiin optimoitua niin, ettd keskivirheet ovat tarpeeksi pienet,
mutta mééritys on silti kdytdnndllistd suorittaa. Edelleen voidaan todeta, ettei SA-levyerd

tai mahdollisesti SA-levyltd irtoava SA vaikuta optimoituun mééritykseen.

Tyon padmaiirand oli lisdksi médrityksen kayttdjdystiavillisyyden parantaminen ja
mahdollisesti myos testin yksinkertaistaminen, mutta maédrityksen toimivuuden
takaamiseksi tété tavoitetta ei saavutettu. Vaikka maarityksesta saatiinkin poistettua turha
Bio-mAb-puskurin lisdys vaiheessa 2, niin samaan vaiheeseen liséttiin yliméddrdinen
tyovaihe, kun SA-levyltd siirretdéin ndytteet kahdessa eri tilavuudessa hiiren IgG-vasta-
ainetta tunnistavalle levylle. Mydskéén testin kokonaiskestoa ei saatu lyhennettyé, silld

vaikka vaiheen 2 inkubaatioaika lyheni, niin vastaavasti vaiheen 1 piteni.

Kaiken kaikkiaan tdmd ty® osoittaa, ettd Bio-mAb:in biotinylointisaannon
madritysmenetelmid kaytettdessd on hyvid tarkistaa erilaisten parametrien vaikutus

madritykseen, jotta voidaan mitata mahdollisimman oikeellisia biotinylointisaantoja.

Kirjallisessa osiossa kisiteltiin biotinylointiasteen mééritysmenetelmié, koska

biotinylointisaannon = mééritysmenetelmistd  ei  10ytynyt  tutkimusartikkeleita.
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Biotinylointiastetta mittaavia maérityksié taas oli useita ja niiden tavoitteena oli varmistaa,
ettd biotinyloitu proteiini biotinyloituu hyvin ja toimii méarityksessid. Radiometer Turku
Oy:n biotinylointisaannon mééritys taas suoritettiin, jotta tuotannossa tapahtuva hukka
pystyttéisiin arvioimaan ja minimoimaan. Tdma on hyvi esimerkki siitd miten toisinaan
akateemiset ja kaupalliset tai teolliset intressit eroavat toisistaan. Tdstdkin huolimatta
erilaisia biotinylointiasteen maaritysmenetelmid voitaisiin varmasti soveltaen hyodyntaa

myos biotinylointisaannon méérittimisessa.
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LUTTEET

Liite 1. Kokonaan SA-levylli tehdyt testit (ei immunomaééritysvaihetta).

7,E+05
6,E+05
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1,E+05
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Bio-mAb:n pitoisuus (ng/ul)
Kuva 44. Bio-mAb-eristd KE7370 JA KE7017 laimennetuille ndytteille mitatut signaalit,

kun testi tehtiin kokonaan SA-levylld ilman immunomaéiritysvaihetta. Kédytetyn leiman
pitoisuus oli 0,063 ng/ul (PerkinElmer).
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Kuva 45. Bio-mAb-erille KE7370 mitattu standardikdyrd ja Bio-mAb-erille KE7406,
KE7301, KE7052 ja KE7017 mitatut signaalit ndytepitoisuudella 0,005 ng/ul, kun testi

tehtiin kokonaan SA-levylld ilman immunomaiéritysvaihetta. Kiytetyn leiman pitoisuus
oli 0,063 ng/ul (PerkinElmer).
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Kuva 46. Standardikdyrd Bio-mAb-erdlle KE7370 SA-levyerdlld 15281 ja saman Bio-
mAb-erdn signaalit ndytepitoisuuksilla 0 ja 0,005 ng/ul SA-levyerilld 14909, kun testi
tehtiin kokonaan SA-levylld ilman immunomairitysvaihetta. Kdytetyn leiman pitoisuus
oli 0,063 ng/ul (PerkinElmer).
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Kuva 47. Bio-mAb-erélle KE7370 mitattu standardikdyrd ja Bio-mAb-erille KE7406,
KE7301, KE7052 ja KE7017 mitatut signaalit niytepitoisuuksilla 0,005 ja 0,03 ng/ul,
kun testi tehtiin kokonaan SA-levylld ilman immunomaéadritysvaihetta. Kédytetyn leiman

pitoisuus oli 0,063 ng/ul (PerkinElmer).
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Kuva 48. Bio-mAb-erille KE7370 mitattu standardikdyrd ja Bio-mAb-erille KE7406,
KE7301, KE7052 ja KE7017 mitatut signaalit niytepitoisuudella 0,20 ng/ul, kun testi
tehtiin kokonaan SA-levylld ilman immunomairitysvaihetta. Kéytetyn leiman pitoisuus

oli 0,063 ng/ul (PerkinElmer).
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Liite 2. Leima ja sen pitoisuuden optimointi.
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Kuva 49. Bio-mAb-pitoisuuden (KE7370) vaikutus mitattuun signaaliin eri
leimapitoisuuksilla (PerkinElmer).
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Kuva 50. Bio-mAb-pitoisuuden (KE7370) vaikutus mitattuun signaaliin eri
leimapitoisuuksilla (Kaivogen Oy).
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Kuva 51. Kaivogen Oy:n leiman pitoisuuden vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb-
pitoisuuksilla (KE7370).

Liite 3. Reaktiokinetiikan testaus.
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Kuva 52. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin, kun Bio-mAb-erid KE7370 ja KE7467 inkuboitiin
kahdessa eri lampdtilassa ja analyytin pitoisuus ndytteessd oli 0,19 ng/ul. Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin. RT:
huoneenlampo.
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Kuva 53. Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus méadritettyyn biotinylointisaantoon, kun Bio-mAb-erid KE7370 ja KE7467
inkuboitiin kahdessa eri ldampdtilassa ja analyytin pitoisuus néytteessd oli 0,19 ng/ul.
Standardisuoran sovituksessa hyddynnettiin lineaarista interpolaatiota. Kaivogen Oy:n
leiman pitoisuus oli 0,50 ng/ul ja vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin. RT:

huoneenlampo.
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<0 ng/pl (IgG-Eu: 50 pl,
25 ng)
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l, 25 ng)
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200 pl, 25 ng)
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2,5

Kuva 54. Leiman biotinyloitumattomaan mAb:iin sitoutumisen (vaihe 3) inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin eri Bio-mAb:n pitoisuuksilla (KE7370) ja leiman

tilavuuksilla (Kaivogen Oy). Vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.
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Liite 4 Vaiheen 1, jossa biotinyloitunut mAb sitoutuu SA-levylle, inkubaatioajan
vaikutus mitattuun signaaliin, kun néytettd (KE7370) pipetoitiin SA-levylle 30 tai 50 pl
ja Bio-mAb:n massa niytteessd oli 16 tai 51 ng. TESTI 1: SA-levylld mahdollisesti
tapahtuvaa haihtumista ei yritetty estdd. TESTI 2: SA-levylld mahdollisesti tapahtuvaa
haihtumista pyrittiin vihentiméan. Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/ul ja
vaiheen 2 inkubaatioaika oli lyhennetty 0,5 tuntiin.

1,4E+05
~-TESTI 1: 50 pl
1,2E+05 (51 ng)
~TESTI 1: 50 pl
1,0E+05 (16 ng)
TESTI 1: 30 pl
= 8,0E404 =\ (51 ng)
@
[ =
~=-TESTI 1: 30 pl
2 6,0E404 ~ ®

(16 ng)

o \ TESTI 2: 30 pl
(51 ng)

2,0E+04 \ TESTI 2: 30
(16 ng)

0,0E+00
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5

Inkubaatioaika (h)

Liite S. Variaatiokertoimet eri méardlld nidytereplikoita, kun viimeisind mitatut
ndytereplikat jdtettiin pois laskuista, kun replikoiden méédrdad vdhennettiin. Niytteet,
joiden pitoisuus oli 1,5 ng/ul, késiteltiin vaiheessa 2 alkuperiisen ja kappaleen 7.3.4.2
(merkitty *:114) mukaisen protokollan avulla. Néaytettd pipetoitiin SA-levylle 30 pl ja
leimana kéytettiin Kaivogen Oy:n valmistetta pitoisuudessa 0,13 ng/ul. Vaiheen 1
inkubaatioaika oli 2,5 h ja vaiheen 2 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylla
oleville niytteille ei lisdtty 100 ul Bio-mAb-puskuria.

ST 1: 0 ng/pl
100 ST 1: 0,00050 ng/!
9 ST 1: 0,0010 ng/l
ST 1: 0,0020 ng/pl
80 ST 1: 0,0050 ng/pl

-=-ST 2: 0,00050 ng/pl

30 ST 2: 0,001 ng/pl
+ST 2:0,0020 ng/pl
20 " - 5T2:0,0050 ng/pl
— s __ —
——

LS ST 1: 0,010 ng/l
% 70 T -5T1:0,020 ng/pl
E 60 --ST1: 0,050 ng/ul
x —--TESTI 1: 1,5 ng/pl
= 50 [ —~TESTI 1*: 1,5 ng/pl
8 40 T ST 2: 0 ng/pl

P

10 8T 2: 0,010 ng/pl
- — : % ST 2:0,020 ng/pl
6

[=—————= —
0 ST 2: 0,050 ng/pl

3 4 5 --TESTI 2: 1,5 ng/ul
Replikoiden maira (kpl) —~-TESTI 2*: 1,5 ng/pl
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Liite 6. Standardikuvaajat, kun standardit mitattiin optimoidulla menetelmallé niin, ettd
toisiin standardeihin lisdttiin SA:a molaarisesti 100-kertainen mdédrd Bio-mAb:iin
(KE7370) verrattuna (Standardit+SA). Kaivogen Oy:n leiman pitoisuus oli 0,13 ng/pl.
Vaiheen 2 inkubaatioaika oli 0,5 h. Hiiren IgG-vasta-ainetta tunnistavalla levylld
standardeihin ei lisitty 100 pl Bio-mAb-puskuria.
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1E+05
- —-Standardit
o
©
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