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Sydaninfarkti on maailmanlaajuisesti yleisin kuolinsyy. Sen diagnosoinnissa
hyodynnetddn sydanperdisen troponiinin (cardiac troponin I, cTnl, tai T,
cTnT) mittausta verindytteestd. Diagnoosi on tarkeda saada nopeasti, joten
troponiineille on pyritty kehittdm&aan nopeasti toteutettavia, erityisherkkia
vieritesteja. Tutkielmassa esitelldén kolme Kliinisessa kaytossé olevaa ja
kolme viime vuosina kehitettya viel& tutkimusvaiheessa olevaa korkean
herkkyyden cTnl-testia.

Siemens ATELLICA VTLi hs-cTnl, LSI Medience PATHFAST hs-cTnl ja
Quidel/Alere TriageTrue hs-cTnl ovat kaupallisia korkean herkkyyden
vieritesteja cTnl:lle. Siemens ATELLICA VTLI -testissa mittaaminen
perustuu optomagneettiseen biosensoriin, LS| Medience PATHFAST -
testissa kemiluminesenssiin ja Quidel/Alere TriageTrue -testisséa
fluoresenssiin. Testit mahdollistavat cTnl:n mittaamisen kédessa pidettavalla
tai poydalle sopivalla laitteella 8—20 minuutissa 0,7-2,3 ng/l herkkyysrajalla.

Viime vuosina cTnl:n vieritestaukseen on kehitetty AlGaAs/GaAs korkean
elektroniliikkuvuuden transistoriin (high electron mobility transistor, HEMT)
perustuva testi, mikrofluidiikkaan perustuva useaa merkkiainetta samaan
aikaan mittaava testi ja pintatehostettuun Raman-sirontaan (surface-enhanced
Raman scattering, SERS) perustuva kvantitatiivinen lateraalivirtaustesti.
Testit pystyvat mittamaan cTnl-pitoisuuden 0,5-20 minuutissa 1,0-20,0 ng/l
herkkyysrajalla.

Nykyiset kaupalliset hs-cTnl-testit ovat toimivia, mutta testejd voi kehittda
yhé paremmiksi. Tulevaisuudessa voisi olla mahdollista saada sydaninfarktin
diagnosointiin testi, joka antaa tuloksen lahes saman tien. Testeilla voisi
myos mitata useampaa sydaninfarktin merkkiainetta yhtd aikaa. Y lipaataan
sydaninfarktin diagnosoinnissa hs-cTn-vieritestit tulevat todennékoisesti
yleistymaan.
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1 Johdanto

Sydaninfarkti on maailmanlaajuisesti yleisin kuolinsyy. Se vaikuttaa varsinkin
kehittyneiden maiden vanhempaan vaestdon. (Salari ja muut 2023.) Sydéninfarkti
johtuu syddmen hapensaannin heikkenemisesté (Thygesen ja muut 2018). Hapenpuute
johtuu yleensé jonkinlaisesta tukkeumasta verisuonissa. Sydaninfarktia ei voi
diagnosoida pelkkien oireiden perusteella, koska ne voivat viitata myds moniin muihin
sairauksiin. Usein diagnosoimisessa kédytetaan sydansédhkokayraa eli elektrodiagrammia
(EKG). Vain syddmen kammioiden alaosiin vaikuttava sydaninfarkti nékyy EKG-
kayralla, joten sydaninfarktin diagnosoimisessa kéytetddn myaos verindytteista

havaittavia merkkiaineita. (Twerenbold ja muut 2017.)

Troponiinit ovat proteiineja, jotka osallistuvat lihaksen supistumiseen. Sydanperdinen
troponiini | (cardiac troponin I, cTnl), sydanperéinen troponiini T (cardiac troponin T,
cTnT) ja troponiini C muodostavat kompleksin, joka osallistuu sydanlihaskudoksen
saatelyyn. Troponiineista cTnl:td ja cTnT:td ilmenee vain sydanlihaksessa. (Katrukha
2013.) Nykyisin sydaninfarktin diagnosoimisen kultaisena standardina pidetd&n cTnl:n
mittaamista (Thygesen ja muut 2018). Sen taso verenkierrossa nousee sydaninfarktin
alkaessa ja saavuttaa huippunsa noin 12 tuntia oireiden alkamisen jalkeen. cTnl-taso voi

pysyé koholla useamman paivén. (Hillis ja Fox 1999.)

Kun havaitaan cTn-taso, joka on korkeampi kuin terveiden 99. persentiilin viiteraja-
arvo, voidaan diagnosoida sydanlihasvaurio. Joillain ihmisilla on sairaus, jonka takia
cTn-taso on kroonisesti koholla. Tamén takia sydénlihasvauriota voi kutsua akuutiksi
vain, jos muutaman tunnin siséll& toistetussa mittauksessa havaitaan cTn-tason nousu tai
lasku. Kuvassa 1 on havainnollistettu cTnl:n tason muutos sydaninfarktissa.
Sydaninfarktin diagnosoimiseen tarvitaan cTn-mittausten liséksi jokin muu siihen
viittaava tekija, esimerkiksi tyypillisia sydaninfarktin oireita tai EKG:ss& nakyvia

muutoksia. (Thygesen ja muut 2018.)
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Kuva 1. cTnl:n maaran muutokset veressa ajan funktiona. Pinkilla on kuvattu
suunnilleen cTnl-konsentraation muutos akuutin sydaninfarktin oireiden alkamisesta,
vihredlla cTnl-konsentraatio kroonisessa sydanvammassa ja sinisella 99. persentiilin

ylempi viitearvo. (Muokattu kuvasta Thygesen ja muut 2018)

Korkean herkkyyden testit (high sensitivity test, hs-testit) pystyvat havaitsemaan hyvin
pieni& pitoisuuksia mitattavaa molekyylid. Jotta cTn-testid voi kutsua hs-testiksi, sen
pitad pystyd havaitsemaan cTn-pitoisuus ainakin 50 %:lla terveista ihmisisté ja
terveiden 99. persentiilin tuloksen vaihtelukerroin saa olla enintadan 10 %. Mita
pienempié pitoisuuksia testi havaitsee, sitd aikaisemmassa vaiheessa diagnoosi voidaan
tehda. (Thygesen ja muut 2018.) Hs-testeissa cTn:n mittauksen pitdisi tapahtua
ensimmadisen kerran heti, kun mahdollista, ja toisen mittauksen kahden tunnin sisalla
ensimmaisesta mittauksesta. Tulokset pitdisi saada tunnin sisalla ndytteen ottamisesta.
(AlHabeeb ja muut 2022.)

Vieritestit ovat testejd, joiden avulla diagnoosi voidaan tehdd potilaan l&hella ja
nopeasti. Ne eivét sijaitse keskuslaboratoriossa vaan niitd voi kéyttaa paivystyksessa
heti ndytteenoton jalkeen. Sydéninfarktin diagnoosi nopeutuu varsinkin, jos testill4 voi
tehdd ensimmaisen mittauksen jo ambulanssin kyydissé. Nopea diagnosointi
sydaninfarktissa on erityisen tarkedd, koska sairaalaan padsyn jalkeen hoitamaton

potilas kuolee usein alle 24 tunnissa (Wu ja muut 2019).

Tassa tutkielmassa selvitetdan, millaisia sydanperdisten troponiinien havaitsevia

korkean herkkyyden vieritestej4 on jo olemassa ja millaisia parannuksia uudet tekniikat



voivat niihin tuoda. Luvussa 2 esitelldan kliinisessa kaytossé olevat testit ja luvussa 3
esitellddn kolme kehitteilla olevaa testimenetelmaa.

2 Kaytossa olevat testit

Kliiniseen kayttéon on hyvaksytty kolmen eri yrityksen sydénperaisen troponiinin hs-
vieritestit. Nama ovat Siemens ATELLICA VTLI hs-cTnl -vieritesti, LSI Medience
PATHFAST hs-cTnl -vieritesti ja Quidel/Alere TriageTrue hs-cTnl -vieritesti.
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2023.) Ne
kaikki perustuvat ei-kilpailevaan immunomaéaritykseen ja maarittdvét cTnl:n pitoisuutta.
Toisin sanoen cTnl Kiinnittyy seka sitojavasta-aineeseen etta signaalia tuottavaan
leimattuun vasta-aineeseen. Laitteiden toimintaperiaatteet eivét kuitenkaan ole
samanlaiset. Eroja on esimerkiksi leimatekniikoissa, laitteen koossa ja mittausajassa.
(Dittmer ja muut 2010; Quidel Cardiovascular Inc. 2018; U.S. Food and Drug
Administration 2018.) Tassa luvussa esitelldan kliinisessa kaytossa olevien hs-cTnl-

vieritestien toimintaperiaatteet ja ominaisuudet.

2.1 Optomagneettiseen biosensoriin perustuva testi

Siemens ATELLICA VTLI hs-vieritestissa cTnl:n mittaaminen perustuu
optomagneettiseen biosensoriin. Testissa kdytetadn nanopartikkeleita, joiden pintaan on
Kiinnitetty paljon anti-cTnl-vasta-ainetta. Testikasetin mittauspinta on péallystetty anti-
cTnl-vasta-aineilla ja sen molemmin puolin I6ytyy sahkdmagneetit, joita kytketdan
paalle ja pois. Testimenetelma esitell&dn kuvassa 2. Nayte laitetaan testikasettiin, jossa
ovat tarvittavat reagenssit. Testin molemmin puolin olevia magneetteja laitetaan paalle
vuorotellen, jolloin nanopartikkelit liikkuvat vaihtaen suuntaa aina kohti p&élla olevaa
magneettia, jolloin nanopartikkelien pinnalla olevat vasta-aineet sitoutuvat ndytteesta

tulleisiin cTnl-molekyyleihin. Sekoittumisen jélkeen sensorin puolella oleva magneetti
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laitetaan péélle, jolloin se ohjaa partikkelit anti-cTnl-vasta-aineella paallystetylle
pinnalle. Pintaan kiinnitetyt anti-cTnl-vasta-aineet sitoutuvat cTnl:n eri epitooppiin kuin
magneettisten partikkelien pinnalla olevat vasta-aineet. Lopuksi alempi magneetti
laitetaan pois péélta ja ylempi kytketaan paalle, jolloin sitoutumattomat partikkelit

liikkuvat pois mitattavan alueen péalta.

Mittauspinnalle kiinnittyneiden nanopartikkelien maaré selvitetdén kohdistamalla
mittauspintaan valoa tietyssa kulmassa testikasetin alapuolelta. Mittauspinnalta
heijastuvan valon maarad havaitaan CCD-kameralla. Mittauspinnalla olevat
nanopartikkelit saavat heijastuvan valon maaran vaheneméan. Nanopartikkelien maara
mittauspinnalla ja samalla cTnl:n konsentraatio naytteessa saadaan selville mittaamalla,

paljonko heijastuvan valon maéra on vahentynyt. (Dittmer ja muut 2010.)
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Kuva 2. Optomagneettiseen biosensoriin perustuvan cTnl-testin toimintaperiaate.
Ylh&alla vasemmalla on kuvattu tilanne, jossa magneetit eivat ole toiminnassa. cTnl-
molekyylit sitoutuvat magneettisten nanopartikkelien pinnalla oleviin vasta-aineisiin.
YIh&alla keskella alempi magneetti vetad nanopartikkelit puoleensa, jolloin niihin
kiinnittyneet cTnl-molekyylit sitoutuvat sitojavasta-aineisiin. Ylhaalla oikealla ylempi

magneetti vetda nanopartikkelit, joihin ei ole sitoutunut cTnl-molekyylid, pois



mittauspinnalta. Alhaalla on kuvattu, kuinka LED-valolla valaistaan mittauspinnalle
sitoutuneita magneettipartikkeleita, jolloin takaisin heijastunut valo paatyy kameralle,
jonka avulla heijastuneen valon maara mitataan (Muokattu kuvista Dittmer ja muut
2010).

Testilaitetta pystyy kantamaan k&dessé ja siind on akku, joka voi tayteen ladattuna
tekemdan noin 60 testid. Testilaitteen koko on 25 cm x 5,2 cm x 8,5 cm ja paino akun
kanssa 780 grammaa. (Siemens Healthcare Diagnostics Inc. 2021.) Néytteena voi
kayttadé kokoverta tai plasmaa (International Federation of Clinical Chemistry and
Laboratory Medicine 2023). Laite antaa tuloksen noin kahdeksassa minuutissa.

(Siemens Healthcare Diagnostics Inc. 2021.) Laitteen ulkoasu on esitetty kuvassa 3.

------

Kuva 3. Siemens ATELLICA VTLi hs-vieritesti. Vasemmalla on tarvittavat reagenssit
sisaltava testikasetti, johon nayte ladataan. Oikealla on analyysilaite, johon kasetti

syotetaan (Siemens Healthcare Diagnostics Inc. 2022).

International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) on

raportoinut Siemens ATELLICA VTLi hs-vieritestin nollandytteen rajaksi 0,55 ng/l
seké& havaitsemisrajaksi plasmalla 1,2 ng/l ja kokoverelld 1,6 ng/l. Testilla pystyttiin
havaitsemaan cTnl:td terveistd henkiloistd 84 %:lla. Testin 99. persentiilin 22,9 ng/I,
jossa sen vaihtelukerroin on plasmalla 6,5 % ja kokoverelld 6,1 %. (International

Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2023)



2.2 Kemiluminesenssiin perustuva testi

LSI Medience PATHFAST hs-cTnl-testissé cTnl:n mittaaminen perustuu
kemiluminesenssiin. Myos téssa testissa kaytetdan magneettisia partikkeleja, jotka on
pinnoitettu monoklonaalisella anti-cTnl-vasta-aineella. Ne laitetaan reaktioputkeen
alkaaliseen fosfataasiin kiinnitettyjen anti-cTnl-vasta-aineiden, pinta-aktiivista ainetta
sisaltdvan puskurin ja ndytteen kanssa. Néaytteen cTnl sitoutuu magneettisiin
partikkeleihin kiinnitettyihin anti-cTnl-vasta-aineisiin ja alkaaliseen fosfataasiin
konjugoidut vasta-aineet sitoutuvat cTnl:n eri epitooppiin. (U.S. Food and Drug

Administration 2018.) Testimenetelma esitelld&n kuvassa 4.

Sitoutuneiden cTnl-molekyylien erottelu muusta liuoksesta suoritetaan kéyttaen
Magtration-tekniikkaa. Magtratiossa pesu suoritetaan kertakayttisessa kérjessa
magneettisesti. Karjessa on sdilio, valiosa ja ohut kérki. Reaktioliuos imetaan sailioon.
Erottelu tehddan véliosassa. Magneettiset partikkelit saadaan pysymaan valitilassa sen
ulkopuolelle tuodun magneetin avulla. Magtraatiossa tarvitaan vahemman osia kuin
monissa muissa vastaavissa tekniikoissa, joten se on niihin verrattuna yksinkertaisempi

ja halvempi. (Obata ja muut 2001.)

Magneettisen pesun jalkeen testiputkeen lisatdadn kemiluminesenssinen substraatti, joka
reagoi alkaalisen fosfataasin kanssa tuottaen valoa. Valo mitataan luminometrilla ja sen
madra on suoraan verrannollinen cTnl:n konsentraatioon. (U.S. Food and Drug
Administration 2018.)

Immunoreaktio Pesu i i i i i
Magneetti Kemiluminesenssireaktio Detektio
Niyte o K 461 nm
Q= 9= Q~e- Q<
agneettisiin » »x Q- Kemiluminesenssi
partikkeleihin kiinnitetyt ’ substraatti
. > Q<@
vasta-aineet »
= > ® ) I
O D=

alkaaliseen fosfataasiin
kiinnitetyt vasta-aineet
c¢Tnl »Muut komponentit

Kuva 4. LSI Medience PATHFAST hs-cTnl -testin toimintaperiaate. Testiputkessa ovat
magneettisiin partikkeleihin kiinnitetyt vasta-aineet. Putkeen liséatdan nayte ja
alkaaliseen fosfataasiin kiinnitetyt vasta-aineet. cTnl-molekyylit sitoutuvat
magneettisiin partikkeleihin konjugoituneisiin vasta-aineisiin ja alkaaliseen fosfataasiin

konjugoituneisiin vasta-aineisiin. Magneettinen pesu tapahtuu kertakayttoisessa
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karjessa, josta alkaaliseen fosfataasiin sitoutuneet cTnl-molekyylit vapautetaan toiseen
reaktioputkeen. Sinne lisataan kemiluminesenssi substraatti, joka reagoi alkaalisen

fosfataasin kanssa tuottaen valoa, joka mitataan. (Polymedco 2020)

Kaikki reagenssit ladataan kertakéyttokasetille, joka laitetaan poytatasolle laitettavan
analyysilaitteen sisadn. Laitteella voi ajaa kuusi testid yhté aikaa. (Kurihara ja muut
2008.) Laitteen koko on 34 cm x 57 cm x 47 cm ja paino 28 kg (Polymedco 2020).
Laitteeseen voi ladata myds muiden molekyylien mittaamiseen tarkoitettuja kasetteja
(Kurihara ja muut 2008.) Kasetin ja analyysilaitteen ulkoasut nédkyvét kuvassa 5.
Né&ytteend voi kayttdd kokoverta tai plasmaa (International Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine 2023). Analyysi kestda noin 17 minuuttia
(Kurihara ja muut 2008).

Kuva 5. LSI Medience PATHFAST hs-cTnl-testi. Oikealla on testikasetti, johon nayte
ladataan. Vasemmalla on analyysilaite, johon kasetti sy6tetaan (Polymedco 2020).

IFCC on raportoinut LSI Medience PATHFAST hs-cTnl-testin nollandytteen rajaksi 1,23
ng/l sek& havaitsemisrajaksi 2,33 ng/l. Terveista 66,3 %:lla havaittiin cTnl:t4. Testin 99.
persentiiili on 27,9 ng/l, jossa sen vaihtelukerroin on 6,1 %. (International Federation of

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 2023.)

2.3 Fluoresenssiin perustuva testi



Quidel/Alere TriageTrue hs-cTnl-vieritestisséd cTnl:n mittaaminen perustuu
fluoresenssiin. Testissd fluoresoiviin aineisiin konjugoidut anti-cTnl-vasta-aineet
reagoivat cTnl:n kanssa. Vasta-aineet, joihin cTnl on sitoutunut, liikkuvat
kertakayttoisella testikasetilla kapillaarivoimien avulla niille spesifisille alueille.

Testikasetin osat esitelldan kuvassa 6.

Mittaus-ja __|
kontrollialueet

—Jatesailio

Aikaportti |

Veren suodatin

Nayteportti

Kuva 6. Nayte kulkee nayteportin kautta testikasetille. Kaytettdessa kokoverta veren
suodatin suodattaa punasolut pois naytteesta. Nayte kulkee kapillaarivoimien avulla
testissa eteenpdin. Nayteportin muoto varmistaa, etté nayte kulkee sopivalla

nopeudella. Naytteen mitattavat komponentit sitoutuvat mittaus- ja kontrollialueille.

Loput naytteesta paatyy jatesailioon (Muokattu kuvasta Quidel 2020).

Nayte kulkee testikasetilla, mutta sen analysoimiseen tarvitaan suurempi laite, johon
kasetti syotetddn. Testikasetin ja analyysilaitteen ulkoasut nakyvét kuvassa 7.
Analysointi tapahtuu Triage MeterPro -laitteessa. (Quidel Cardiovascular Inc. 2018).
Laite kayttaa laser diodia viritysvalonlahteend. Laserin valo osuu laitteen sisalla olevaan
testiin, jolloin testissé oleva fluoresenssivariaine tuottaa fluoresenssia. Tuotetut fotonit
menevat valodetektorille, jossa silikoninen fotodiodi havaitsee fluoresenssin. (U.S.
Food and Drug Administration 2019.) Laite mittaa fluoresenssin seka testin mittaus-

ettd kontrollialueilta. Mittausalueen fluoresenssi suhteutetaan kontrollialueen



fluoresenssiin. Suhteutettu fluoresenssi on suoraan verrannollinen cTnl:n

konsentraatioon. (Quidel Cardiovascular Inc. 2018.)
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Kuva 7. Quidel/Alere TriageTrue hs-cTnl-vieritesti. Vasemmalla on testikasetti, johon
on kuivatettu tarvittavat reagenssit ja johon nayte ladataan (Quidel Corporation
2023a). Oikealla on analyysilaite, johon kasetti sydtetaan (Quidel Corporation 2023b).

Triage MeterProta on mahdollista kantaa ja sit4 voi kdyttdd myos muiden analyyttien
mittaamiseen (Quidel 2020). Laitteen koko on 15 cm x 9,5 cm x 17 cm (Aspromonte ja
muut 2023). Néaytteena kdytetddn kokoverta tai plasmaa. Kokoverta kayttaessa
punasolut erotetaan plasmasta testilaitteen sisalla olevan suodattimen avulla. Tulos

saadaan 20 minuutissa. (Quidel Cardiovascular Inc. 2018.)

IFCC on raportoinut Quidel/Alere TriageTrue hs-cTnl-vieritestin nollandytteen rajaksi
plasmalle 0,4 ng/l ja kokoverelle 0,5-0,8 ng/l seka havaitsemisrajaksi plasmalle 0,7-1,6
ng/l ja kokoverelle 1,5-1,9 ng/l. Terveistd yli 50 %:lla havaittiin cTnl:ta. Testin 99.
persentiiliksi ilmoitettiin 20,5 ng/l, jossa vaihtelukerroin on plasmalle 5,0-5,9 % ja
kokoverelle 5,9-6,5. (International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory
Medicine 2023.)

3 Kehitteilla olevat testit
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Erilaisia hs-cTnl-testeja on kehitetty vuosien varrella useita ja uusia menetelmia
kehitetdan jatkuvasti. Hs-cTnl-testien kehittdmisessa pyritddn mahdollisimman
herkkiin, nopeisiin ja pieniin ratkaisuihin. Tassa luvussa esitelladn kolme erilaista hs-
cTnl-testimenetelmé&d, jotka on kehitetty viime vuosina, mutta joita ei ole vield

kaupallistettu.

3.1 Transistoriin perustuva testi

Luo ja muut (2020) ovat kehittdneet erittdin nopean testin, joka perustuu AlGaAs/GaAs
korkean elektroniliikkuvuuden transistoriin (high electron mobility transistor, HEMT).
HEMT:ssa on kanava korkean tiheyden kaksiulotteiselle elektronikaasulle. Testin
rakenne on esitetty paapiirteittain kuvassa 8. Kanava on lahella HEMT:n pintaa, jolloin
sen johtavuuteen voidaan vaikuttaa ulkoisilla keinoilla. HEMT koostuu kuudesta
kerroksesta: 300 nm:n puskurikerroksesta, 15 nm:n kanavakerroksesta, 4 nm:n
eristekerroksesta, piistd muodostuvasta 6-kerroksesta, 25 nm:n raja-alueesta ja 30 nm:n
peitekerroksesta. HEMT:n paalla on sahkovirran lahteen ja nielun vélissa Au-portti,
johon vaikuttamalla muutetaan sahkon johtavuutta. Testissa kaytettiin 6-

merkaptoheksaanihappoa yhdistaméan anti-cTnl-vasta-aineet Au-porttiin.

Positiivisesti varautunut
cTnI molekyyli

\
sitojavasta-aine

6-merkaptoheksaanihappo

Au-portti

Dielektrinen portti
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Kuva 8. HEMT-biosensoriin perustuvan cTnl-testin toimintaperiaate. Positiivisesti
varautunut cTnl-molekyyli sitoutuu vasta-aineeseen, joka on 6-merkaptoheksaanihapon
kautta kiinnitetty Au-porttiin. Positiivisesti varautunut cTnl saa Au-portin ja sen alla
olevan dielektrisen portin polarisoitumaan. Dielektrinen polarisaatio vahentdd HEMT-

kanavassa kulkevan sahkovirran maarad (Muokattu kuvista Luo ja muut 2020).

Kiinnittyessaan tunnistavalle alueelle séhkdiset biomolekyylit saavat aikaan
vastakkaisen varauksen HEMT:n kanavassa, mik&4 muuttaa kanavan konduktanssia.
Analyytin pitoisuus saadaan selville mittaamalla HEMT:ss& kulkeva sahkdvirta. cTnl-
pitoisuuden ollessa suurempi HEMT:n l&hteen ja nielun valilla kulkeva sahkovirta
muuttuu pienemmaéksi. Naytteen lisadmisen jalkeen sahkovirran maara ensin lisaantyy
nopeasti ja sitten tasaantuu sellaiseksi, etta sen voi mitata. Alussa havaittava nousu
johtuu liuoksen lisaédmisen aiheuttamasta mekaanisesta vérahtelysta. Luo ja muut (2022)
pitivéat sahkovirtaa tarpeeksi tasaisena, jos sen vaihtelu oli alle 1 pA 10 sekunnin aikana.

Laitetta testattiin naudan seerumin albumiinilla, terveen ihmisen seerumilla ja
sydéaninfarktipotilaiden seerumeilla. Testi havaitsi pitoisuuksia 1-10 000 ng/l ja tulos
saatiin alle 30 sekunnissa. cTnl:n mittaukseen on kehitetty myos Si-FET-testi ja GaN-
HEMT-testi. Niiden havaitsemisrajoiksi on maaritetty 5 ng/l ja 6 ng/l, joten GaAs-
HEMT on niitd herkempi. Transistoriin perustuvan menetelmén voi yhdistaa

mikroelektroniikkatekniikkaan, minka takia laitteesta saa pienen. (Luo ja muut 2020.)

3.2 Useaa merkkiainetta samaan aikaan mittaava testi

Yin ja muut (2021) ovat kehittaneet testin, joka cTnl:n lisaksi mittaa samanaikaisesti
néytteestd kahta muuta sydaninfarktin merkkiainetta: kreatiini kinaasi-MB:ta (creatine
kinase-MB, CK-MB) ja myoglobiinia. CK-MB:ta vapautuu verenkiertoon 3 tuntia
sydéninfarktin alkamisen jalkeen ja se saavuttaa huippunsa suunnilleen 24 tunnin
kohdalla. Myoglobiinia vapautuu noin tunti sydaninfarktin alkamisen jélkeen ja se

saavuttaa huippunsa noin 6 tunnin sydaninfarktin alkamisesta.

Merkkiaineiden havaitsemisessa kaytetadan aritmeettisen spiraalin muotoista

mikrofluidista kasettia. Laitteessa on kaksi polydimetyylioksaanikerrosta, joiden
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ulkopuolilla on mikrokanavat ja keskella silikonifilmi. Filmi on paallystetty
kolmenlaisilla vasta-aineilla, joista jokainen tunnistaa eri merkkiainetta. Nayte kulkee
kasetilla mekaanisen venttiilin kautta. Testin séilidita vaihdetaan painetyyppisella

vivulla. Vivun toimintaperiaate on kuvattuna kuvassa 9.

[ ———
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Kuva 9. Useaa sydaninfarktin merkkiainetta mittaavan mikrofluidisen kasetin osat.
Venttiili yhdistaa ensimmaisessa asennossa sdiliot a ja b kanavaan, toisessa asennossa
sailion ¢ ja kolmannessa sailion d. Kasetilla reagenssit kulkevat spiraalin muotoisen
mikrokanavan kautta reaktioalueella mutkittelevalle mikrokanavalle, jossa analyytit
paatyvat niille spesifisille reaktioalueille. Vihrealla on merkitty cTnl:n, punaisella CK-

MB:n ja sinisella myoglobiinin sitoutumisalueet (Muokattu kuvista Yin ja muut 2021).

Kun venttiili on ensimmaisessé asennossa, se yhdistéa vasta-aineiden ja ndytteen sailiot
paédkanavaan. Spiraalin mallisessa kanavassa tapahtuu sekoitus, jonka jalkeen neste
kulkee reaktioalueen poikki mutkittelevaan kanavaan. Nesteen pumppaus lopetetaan ja
liuosta inkuboidaan 15 minuuttia, minkéa jalkeen pumppu avataan ja neste paatyy
poistokammioon. Venttiili laitetaan toiseen asentoon, jolloin 0,5 %:n fosfaattipuskuroitu
suolaliuos (0,5 % Phosphate-buffered saline solution, PBST) menee padkanavaan. Tasta

seuraa 15 s pesua, jonka jalkeen PBST poistetaan.

Venttiilin kolmannessa asennossa kemiluminesenssisubstraatti pd&see mikrokanavaan,
jossa se reagoi vasta-aineisiin kiinnitettyjen entsyymien kanssa ja sitoutumaton
substraatti paatyy jatekammioon. Kuten kuvasta 9. nékyy, kolme poikittaista
mikrokanavaa ristedd kolmen pitkittaisen vasta-aine liuskan kanssa silikonifilmilla eli

havaitsemiskohtia on yhteensd yhdeksén. Havainnointi tehdéan kemiluminesenssikuva-
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analyysijarjestelman avulla. Jokaisen merkkiaineen konsentraatio lasketaan kolmen

alueen keskiarvojen avulla.

Laite on pieni ja sen voi valmistaa 3D-tulostuksen avulla, miké& on halvempaa kuin
litografia ja monet muut menetelmat. Testin herkkyysraja cTnl:lle on 1,02 pg/ml.
Herkkyysrajat CK-MB:lle ja myoglobiinille ovat 1,37 pg/ml ja 4,15 pg/ml. Testin tulos

saadaan alle 20 minuutissa. (Yin ja muut 2021)

3.3 Kvantitatiivinen lateraalivirtaustesti

Song ja muut (2022) ovat kehittaneet lateraalivirtaustestin, joka perustuu
pintatehostettuun Raman-sirontaan (Surface-enhanced Raman scattering, SERS).
Lateraalivirtaustesti on laajasti kaytetty vieritestimenetelmad. Yleensa
lateraalivirtaustesteja kaytetddn kvalitatiivisissa mittauksissa, jolloin ne eivat sovellu

hyvin cTnl-mittauksiin sydaninfarktin diagnosoinnissa.

Raman-sirontavaikutuksen saavat aikaan lasersateet, jotka osuvat molekyyleihin.
SERS:iin perustuvassa lateraalivirtaustestissé havaitaan analyytteja kayttamalla
nanopartikkeleita, jotka tehostavat Raman-sirontaa. Metallisten nanopartikkelien
ympérille muodostuu sdhkdémagneettinen kentta laserin osuessa niihin. Tallaisia

nanopartikkeleita kutsutaan SERS tageiksi.

Songin ja muiden (2022) ei-kilpailevassa immunomaarityksessa signaali saadaan anti-
cTnl-vasta-aineisiin konjugoiduista Au-nanopartikkeleista, joihin on sitoutunut Raman
reporttereita. Raman-sironnan aikaansaama SERS-signaali eli sironneen valon taajuuden

muutos mitataan. Kuvassa 10. on kuvattu, kuinka signaalin mittaus toimii.
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Kuva 10. SERS-signaalin mittaukseen perustuvan lateraalivirtaustestin
toimintaperiaate. Vasemmalla on kuvattuna tilanne, jossa tulos on negatiivinen ja
oikealla tilanne, jossa tulos on positiivinen. Negatiivisessa testissa laser osuu
testiviivalla vain sitojavasta-aineisiin. Positiivisessa testissa sitojavasta-aineisiin on
sitoutunut cTnl-molekyylejd, jotka ovat sitoutuneet SERS-tageihin. SERS-tagit
muodostuvat Au-nanopartikkeleista, joiden pinnalla on anti-cTnl-vasta-aineita ja

Raman reporttereita (Song ja muut 2023).

Song ja muut (2022) testasivat eri aallonpituuksien ja tehokkuuksien lasereita.
Tutkimuksen perusteella 638 nm ja 3mW laser oli paras testilaitetta varten. Lisaksi 50

nm Au-nanopartikkelin SERS-tagilla havaittiin paras signaalin intensiteetti.

Alin cTnl-pitoisuus, joka testilla voitiin havaita, oli 20 ng/l. Ilman SERS:ia tehdyll&
lateraalivirtaustestilla alin havaittu pitoisuus oli 156 ng/l ja fluoresenssiin perustuvalla
lateraalivirtaustestilla 49 ng/l. Testissa ei tarvita erillisia pesuja. Lateraalivirtaustestin
tulosviivan intensiteetin perusteella pystyttiin laskemaan cTnl:n konsentraatio, joten se

toimii my6s kvantitatiivisena testina.

Testia testattiin my6s muilla proteiineilla. Tutkimuksessa ei havaittu vaaria positiivisia

tuloksia. Testitulokset saatiin 15 minuutissa. (Song ja muut 2023) Testiperiaate on
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yhteensopiva mikrofluidisten ja paperiin perustuvien immunomaaritysten kanssa.
Menetelmaé voi kayttdd muutenkin kuin lateraalivirtaustesteissa. (Savifion-Flores ja
muut 2022)

4 Yhteenveto

Tassa tutkielmassa esiteltiin yhteenséd kuusi sydaninfarktin diagnosoimiseen tarkoitettua
korkean herkkyyden cTnl-testid. Kolme testeisté oli kliinisessa kaytossa olevia ja kolme
vield kehitysvaiheessa. Taulukkoon 1. on koottu kaikkien tutkielmassa esiteltyjen
Kllinisten ja taulukkoon 2. kehitysvaiheessa olevien hs-cTnl-testien keskeisimmat
ominaisuudet. Kaupallisilla testeilld saadaan tulokset 8—20 minuutissa ja
havaitsemisraja on 0,7-2,33 ng/l. Siemens ATELLICA VTLi hs-cTnl on nopein ja
pienikokoisin, mutta LSI Medicene PATHFAST hs-cTnl - ja Quidel/Alere TriageTrue
hs-cTnl -testien analyysilaitteilla voidaan testata muitakin merkkiaineita kuin cTnl:ta.
PATHFAST-analysointilaitteella voidaan mitata kuutta ndytetta yhtd aikaa (Kurihara ja
muut 2008).

Luon ja muiden (2020) kehittamd HEMT-transistoriin perustuvalla testilaitteella tulos
saadaan alle minuutissa, mik& on nykyisia testeja selvasti nopeampaa. Testin herkkyys
on samaa luokkaa kaytossa olevien laitteiden kanssa. Tekniikassa ei myosk&an tarvita

leima-aineita, kuten muissa tutkielmassa esitellyissa menetelmissa.

Yinin ja muiden (2021) useampaa sydéninfarktin merkkiainetta mittaava testi on
kestoltaan ja herkkyydeltdan samaa luokkaa nykyisten testien kanssa. Erona nykyisiin
testeihin silla pystytd&dn mittaamaan kolmea sydaninfarktin merkkiainetta samaan
aikaan. Merkkiaineet ovat koholla eri aikaan, joten testill4 saadaan varmempi tulos
pidemman aikavélin aikana. Liséksi krooniset sairaudet, joiden takia jokin
merkkiaineista on aina koholla, hairitsevat testitulosta vahemman. Haittapuolena
useamman merkkiaineen testaamisessa on se, ettd testeissa tarvitaan jokaiseen

merkkiaineeseen sitoutuvat vasta-aineet, mika lisaa reagenssien maaréa.
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Taulukko 1. Tutkielmassa esiteltyjen kaupallisten hs-cTnl vieritestien ominaisuudet

Kesto
Osat

Havaitsemisraja

Periaate

Kertakayttoiset osat

Monikayttoisyys

Siemens ATELLICA
VTLI

hs-cTnl

8 minuuttia

Kadessa kulkeva laite
ja testikasetti

1,2-1,6 ng/l

Optomagneettinen
biosensori
Nanopartikkelit, vasta-
aineet, puskuriliuos,
testikasetti

vain cTnl

LSI Medience
PATHFAST
hs-cTnl

17 minuuttia

Poydalla seisova
analyysilaite ja
testikasetti

2,33 ng/l

Kemiluminesenssi ja
magtratio
Kemiluminesenssi
substraatti,
vasta-aineet, puskuri,
magneettiset partikkelit,
testikasetti

Kasetilla vain cTnl,
analyysilaitteella useat
siihen sopivat analyytit
ja kuusi néytetta
kerralla

Quidel/Alere
TriageTrue

hs-cTnl

20 minuuttia

Poydalla seisova
kannettava
analyysilaite ja
testikasetti
0,7-1,9 ng/l

Fluoresenssi ja
kapillaarivoimat
Vasta-aineet,
puskuri, fluoresoivat
aineet,

testikasetti

Sirulla vain cTnl,
analyysilaitteella
useat siihen sopivat
analyytit

Taulukko 2. Tutkielmassa esiteltyjen tutkimusvaiheessa olevien hs-cTnl vieritestien

ominaisuudet

Kesto
Osat

Havaitsemisraja

Periaate

Kertakayttoiset osat

Monikayttoisyys

Luo ja muut (2020)
HEMT-testi

Alle 30 sekuntia

HEMT-biosensori ja
sahkovirtaa mittaava
laite

1 ng/l

AlGaAs/GaAs korkean
elektroni-

lilkkuvuuden transistori
Puskuri

HEMT:Il4 vain cTnl,
analyysilaitteella
sahkdvirta

Yin ja muut (2021)
useamman
merkKiaineen testi
Alle 20 minuuttia

Testikasetti ja
kemiluminesenssi-
kuva-analyysi-
jarjestelma

1,02 ng/l

Kemiluminesenssi ja
mikrofluidiikka

Vasta-aineet, PBST,
kemiluminesenssisubs
traatti, puskuri

Sirulla useat kolme
merkKkiainetta,
analyysilaitteella
kemiluminesenssi

Song ja muut (2022)
SERS-testi

15 minuuttia

Lateraalivirtaustesti ja
Raman-spektrin
mittaava laite

20 ng/l

Pintaparenneltu Raman-
sironta ja lateraalivirtaus

Vasta-aineet, puskuri,
SERS-tagit

Testilla vain cTnl,
analyysilaitteella
Raman-sironta

Songin ja muiden (2022) kehittdmé& SERS-mittaukseen perustuva lateraalivirtaustesti on

nopeudeltaan samaa luokkaa kayttssé olevien testien kanssa. Testin herkkyys on

huonompi kuin muiden testien, mutta parempi kuin lateraalivirtaustestien yleensa. Testi
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toimii kvalitatiivisena myds ilman analyysilaitetta. Tdma ei riitd sydaninfarktin

diagnosointiin, mutta sen poissulkeminen voisi olla mahdollista ilman analyysilaitetta.

Tulevaisuudessa sydaninfarktin analysoimiseen voisi olla mahdollista saada testejé,
joilla tulos saadaan lI&hes saman tien. Liséksi on mahdollista tehda testi, jolla voidaan
mitata useampia merkkiaineita samasta naytteestd, jolloin tulos on varmempi.
Lateraalivirtaustestit eivat vield sovellu sydaninfarktin diagnosointiin yhta hyvin kuin

kaytossa olevat tekniikat, mutta niistdkin on mahdollista kehittdaa kvantitatiivisia.

Sydaninfarktia hoidetaan ladkkeilld ja mahdollisesti pallolaajennuksella (Lu ja muut
2015), mutta ilman tehokasta diagnosointia potilas voi kuolla ennen kuin ehtii saamaan
hoitoa. Korkean herkkyyden vieritestien avulla sydaninfarktipotilaiden diagnosoinnista
voidaan saada tarkempaa ja nopeampaa, jolloin potilaat voivat saada hoitoa
aikaisemmassa vaiheessa. Kuitenkin diagnosointiin tarvittavan kahden mittauksen takia
jopa alle 10 minuutin testilla voi kestéa tunteja ennen kuin diagnoosi on tehty. Liséksi
vieritestit tuovat paljon kuluja sairaanhoidolle. Uusilla tekniikoilla aikaa voitaisiin
lyhent&a entisestéén ja tulokset voisivat olla varmempia. Lisaksi voitaisiin panostaa
mahdollisimman halpoihin ratkaisuihin. Tassa tutkielmassa esitellyt uudet
testimenetelmat vaativat kuitenkin paljon jatkokehittelyd ennen kuin ne voidaan
kaupallistaa. Tulevaisuudessa korkean herkkyyden vieritestit tulevat todennékdisesti

jatkamaan yleistymistéan ja auttamaan potilaiden hoitoa entistd enemman.
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