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Opinnaytetyodn tarkoituksena oli maarittéad, minka asteinen hemolyysi vaikuttaa tutkittavien
analyyttien mittaustuloksiin Kliinisesti merkitsevasti ja luoda hemolyysi-indeksille raja-arvot
Siemens Healthineersin Atellica® Solution -laitteelle. Ty toteutettin HUSLAB-talon auto-
maatiolaboratoriossa Helsingin Meilahdessa.

Opinnaytetytta varten valmistettiin nelja eritasoista hepariiniplasmapoolia, yksi fluoridiok-
salaattiplasmapooli, kaksi EDTA-plasmapoolia ja hemolysaatti. Pooleista valmistettiin he-
molysaattilaimennossarjat, joihin lisattiin kasvavina pitoisuuksina hemolysaattia. Sarjoihin
lisattiin myds vetta. Hepariininaytesarjoista analysoitiin AFOS, ALAT, ASAT, CK, CRP, hap-
toglobiini, kalium, LD, CK-MBm ja myoglobiini kahtena rinnakkaisena mittauksena. Fluori-
dioksalaattindytesarjasta analysoitiin laktaatti ja EDTA-naytesarjoista ammoniumioni kah-
tena rinnakkaisena mittauksena. Tulokset analysoitiin Microsoft Excel -taulukko-ohjelmaa
kayttaen. Hemolyyttisille naytteille laskettiin variaatiokertoimet Dahlbergin menetelmalla.
Hemoglobiinipitoisuuksien raja-arvot maaritettin HUSLABIn sisdisen variaatiokertoimen laa-
tutavoitteiden perusteella analyyttikohtaisesti. Hemolyysin aiheuttaman héairion suuruutta
tarkasteltiin erotuksen ja eroprosentin avulla referenssitasoon verraten.

Hemolyysi ei aiheuttanut Kliinisesti merkittdvaa poikkeamaa myoglobiini- ja CRP-tuloksiin.
LD-, kalium-, ammoniumioni- ja ASAT-pitoisuudet nousivat merkittavasti jo alhaisilla hemo-
globiinipitoisuuksilla (alle 0,5 g/l). ALAT- ja CK-pitoisuudet nousivat merkittavasti kohtalai-
silla hemoglobiinipitoisuuksilla (alle 1,5 g/l). Laktaattipitoisuus nousi merkittavasta hemoglo-
biinipitoisuuden ollessa yli 4 g/l. AFOS-pitoisuus laski merkittavasti hemoglobiinipitoisuuden
ollessa yli 1,5 g/l ja haptoglobiinipitoisuus laski hemaoglobiinipitoisuuden ollessa yli 0,2 g/l.
Haptoglobiini-, CRP- ja myoglobiinitutkimuksissa analyytin pitoisuustasolla ei ollut vaikutusta
hemolyysin aiheuttaman hairion suuruuteen. ALAT-, AFOS-, ASAT-, CK- ja LD-tutkimuk-
sissa hemolyysi aiheutti suhteellisesti suuremman muutoksen matalilla analyyttipitoisuuk-
silla korkeisiin verrattuna.

Analyyttien pitoisuuden nousu johtui tyypillisesti punasolujen siséltamistd komponenteista.
Spektrofotometrisen interferenssin vaikutus tuloksiin arvioitin melko pieneksi. Opinnayte-
tyossa tuotetut tulokset ovat sovellettavissa Atellica® Solution -laitteelle konfiguroitavina he-
molyysi-indeksin rajoina.

Avainsanat hemolyysi, hemolyysi-indeksi, interferenssi
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The purpose of this final project was to determine whether hemolysis causes a clinically
significant change in the measuring results of the analytes that were chosen for this project.
The aim was to generate hemolysis index decision limits for each analyte using Atellica®
Solution system by Siemens Healthineers. The project was carried out in the HUSLAB Au-
tomation Laboratory in Meilahti, Helsinki.

Four heparin plasma pools, one fluoride-oxalate plasma pool, two EDTA plasma pools and
a hemolysate were prepared. All the pools were divided evenly into seven tubes and hemol-
ysate was gradually added into them. Water was also added. ALP, ALT, AST, CK, CRP,
haptoglobin, potassium, LD, CK-MBm and myoglobin were analyzed from the heparin sam-
ple sets as two parallel measurements. Lactate was analyzed from the fluoride-oxalate sam-
ple set and ammonium ion from the EDTA sample sets also as two parallel measurements.
The results were analyzed with Microsoft Excel. Dahlberg’s equation was used to calculate
the coefficient of variation for each hemolyzed sample and HUSLAB's target values for the
coefficient of variation were used to evaluate the threshold value for the hemoglobin con-
centration. The degree of interference caused by hemolysis was analyzed using percentage
calculations and the results were compared to the non-hemolyzed reference level.

Hemolysis had no clinically significant impact on the values of myoglobin and CRP. The
concentrations of LD, potassium, ammonium ion and AST raised significantly at low hemo-
globin concentrations (below 0,5 g/l). The values of ALT and CK elevated significantly at
moderate hemoglobin concentrations (below 1,5 g/l). The values of lactate elevated signifi-
cantly when hemoglobin concentration exceeded 4,0 g/l. The values of ALP decreased when
hemoglobin concentration exceeded 1,5 g/l. The values of haptoglobin decreased when he-
moglobin concentration exceeded 0,2 g/l. In the haptoglobin, CRP and myoglobin measure-
ments the level of analyte concentration had no effect on the extent of the hemolysis inter-
ference. In the ALT, ALP, AST, CK and LD measurements hemolysis caused a relatively
bigger change at low analyte concentrations compared to high analyte concentrations.

The increase in the concentration of the analytes was typically due to the components within
the red blood cells. The effect of spectrophotometric interference on the results was esti-
mated to be quite insignificant. The results of this final project can be applied as the config-
urable hemolysis index decision limits for the Atellica® Solution system.

Keywords hemolysis, hemolysis index, interference
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1 Johdanto

HUSLAB on Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HUS) laboratoriopalveluita tuot-
tava yksikko ja osa HUS Diagnostiikkakeskusta. HUSLAB-talon automaatiolaboratorioon
Helsingin Meilahdessa on keskitetty suurin osa HUSIn alueella tehtavista kliinisen ke-
mian ja immunokemian laboratoriotutkimuksista: automaatiolinjastolla kulkee noin 14000
nayteputkea paivassa ja jopa 3000 putkea tunnissa. (HUS 2019b; Salmenkivi 2018;
Sneck 2019d.)

HUSLAB-talon automaatiolaboratoriossa kayttssa olleet Abbott Architect -laitteet korva-
taan syksyn 2019 aikana uusilla Siemens Healthineersin Atellica® Solution -laitteilla. He-
molyysi-indeksille tehtiin verifiointi, jossa laitevalmistajan ehdottamat hemolyysi-indeksin
raja-arvot tarkistettiin ja paivitettiin vastaamaan automaatiolaboratorion tarpeita. (Sneck
2019a.) Hemolyysi-indeksi on laskennallinen arvio hemolyysin asteesta naytteessa, joka
perustuu absorbanssin mittauksiin spektrofotometrisesti eri aallonpituuksilla hemoglobii-
nin absorptiospektriin perustuen. Absorbanssin mittaukset muokataan kayttokelpoisiksi
tuloksiksi algoritmien avulla, jolloin lopullinen hemoglobiinipitoisuus saadaan mittayksik-
kona esimerkiksi g/l. (Lippi 2015: 162—-163.) Opinnaytety0 tehtiin kiinnostuksesta kliini-

seen biokemiaan.

In vitro -hemolyysia tapahtuu, kun verinaytteen solut hajoavat ja niiden sisaltamat kom-
ponentit vapautuvat plasmaan tai seerumiin. Hemolyysia tapahtuu melko helposti nayt-
teenoton yhteydesséa, kun solut joutuvat puristuksiin, seké vajaatayttdisessa vakuumi-
putkessa paineen vaikutuksesta. Hemolyysiad voi tapahtua myds in vivo elimistdssa ta-
pahtuvan verisolujen hajoamisen seurauksena, johon ei voida vaikuttaa naytteenotolla
tai naytteen kasittelylla. Soluista vapautuvat komponentit puolestaan vaikuttavat tunne-
tusti useampien analyyttien mittaustuloksiin. Hemolyysia voidaan mitata ja sen vaiku-
tusta arvioida hemolyysi-indeksin avulla. Erdiden analyyttien kohdalla hemolyysitason

nousu saattaa estdd analyytin mittaamisen luotettavasti.

Verifioinnin tarpeeseen vaikutti se, etta laitevalmistajan ehdottamat alkuperédiset hemo-
lyysi-indeksit eivéat olleet tarpeeksi kattavia automaatiolaboratorion kayttoon. Laiteval-
mistaja ei myoskaan ollut tutkinut hemolyysin aiheuttamaa hairiota kovin pitkalle kliinisen

kemian ja immunokemian tutkimusten osalta, jolloin alkuperaiseksi rajaksi oli laitevalmis-



tajan toimesta asetettu hyvin matala hemolyysi-indeksi. Matalaa rajaa kaytettdessa tar-
peettoman suuri maara naytteita jaisi kiinni hemolyysisté johtuen, vaikka hemolyysilla ei
valttdmatta olisikaan niin suurta merkitysta annetulla rajalla. HUSLABIlla on kaytdssa
my6s muilla analysaattoreilla méaaritettyja vanhempia hemolyysi-indeksin raja-arvoja,
jotka eivat kuitenkaan valttamatta suoraan sovellu kaytteenotettaviksi Atellica® Solution
-laitteilla. Tam&n vuoksi raja-arvot haluttiin tarkistaa nimenomaan uusilla Siemens
Healthineersin laitteilla. (Sneck 2019c.)

Opinnaytetytn tarkoituksena oli selvittaa, kuinka suuri hemoglobiinipitoisuus aiheuttaa
Kliinisesti merkittavan poikkeaman opinnaytetydssa tutkittujen kliinisen kemian ja immu-
nokemian analyyttien pitoisuuksiin. Lisaksi tutkittiin, onko analyyttien pitoisuustasoilla
vaikutusta hemolyysin aiheuttaman poikkeaman suuruuteen. Opinnaytetydn tavoitteena
oli tuottaa luotettavia tuloksia, joiden perusteella voitiin maaritella hemolyysi-indeksille

raja-arvot analyyttikohtaisesti.

2 Hemolyysi ja sen mittaaminen

Hemolyysilla tarkoitetaan ilmi6td, jossa punasoluista, valkosoluista ja verihiutaleista va-
pautuu solukalvojen vaurioitumisen takia hemoglobiinia sekd muita intrasellulaarisia
komponentteja plasmaan tai seerumiin (Thomas 2002: 95). Naytteen hemolyyttisyys vai-
kuttaa voimakkaasti laboratoriotutkimustulosten luotettavuuteen ja tarkkuuteen, silla he-
molyysi aiheuttaa erilaista interferenssia kliinisessa laboratoriodiagnostiikassa. Interfe-
renssilla eli hairiolla tarkoitetaan mita tahansa kliinisesti merkittavaa poikkeamaa mitatun
analyytin pitoisuudessa, joka aiheutuu naytteen toisesta komponentista tai ominaisuu-
desta. Hemoglobiinin spektriset ominaisuudet voivat aiheuttaa spektrofotometrista inter-
ferenssia erityisesti sellaisten analyyttien maarityksissa, jotka perustuvat absorbanssin
mittauksiin tietyilla aallonpituuksilla. Biologisella interferenssilla tarkoitetaan verisolujen
komponenttien vapautumista in vivo, eli elimistdssa. Analyyttisessa interferenssissa ve-
risolujen komponenttien vapautuminen tapahtuu naytteenoton jalkeen in vitro, eli koe-
putkessa. (Dolci — Panteghini 2014: 39; Lippi — Salvagno — Montagnana — Brocco — Guidi
2006: 311; Thomas 2002: 95.)

Hemolyysin maéaraa voidaan arvioida laboratoriossa ennen kemiallisen analyysin tekoa,
jotta voidaan erottaa naytteet, joiden tutkimuksia hemolyysi mahdollisesti hairitsee. He-
molyysi voidaan havaita silmamaaraisesti erotellun plasman punertavana varina, kun

hemoglobiinikonsentraatio on yli 0,3 g/l (Lippi ym. 2009: 935; World Health Organization



2002: 13). Automatisoidun hemolyysi-indeksin kaytto tarjoaa kuitenkin objektiivisemman
ja tarkemman arvion naytteen hemolyysin asteesta kuin klassinen naytteen visuaalinen
tarkastaminen (Dolci — Panteghini 2014: 39). Hemolyysi-indeksin avulla hemolyysin
maaraa voidaan arvioida naytteen absorbanssiin perustuen, spektrofotometriaan perus-
tuvassa mittauksessa. Hemolyysin kvantifioinnissa voidaan kayttaad myos plasman tai

seerumin vapaan hemoglobiinin pitoisuusmittausta.

2.1 Hemolyysi in vivo ja in vitro

Hemolyysi voi tapahtua joko in vivo (elimistdssa) tai in vitro (koeputkessa). Naytteen in
vivo -hemolyysi voi olla seurausta vasta-ainetuotannosta, laékeaineiden biokemiallisista
vaikutuksista, toksisista aineista, entsyymipuutoksista, tai potilaan perinnéllisesta tai
hankituista sairaudesta. Nama ovat naytteenottajasta riippumattomia tekijoita joihin nayt-
teenottaja ei kytdnnossa voi omalla toiminnallansa tai naytteenottotekniikallansa vai-
kuttaa. Epdiltdessa naytteen in vivo -hemolyysia tulisi eroteltua plasmaa tarkastella huo-
lellisesti, jotta voidaan poissulkea mahdollisuus ylimaaraisesta in vitro -hemolyysista.
(Lippi ym. 2006: 311-312; Thomas 2002: 96.)

Naytteen in vitro -hemolyysi aiheutuu useimmiten naytteen sopimattomasta kasittelysta
naytteenoton aikana tai sen jalkeen kuljetuksessa ja sailytyksessa (Thomas 2002: 95).
Naytteenotossa naytteenottotekniikan ja staasin kaytdn ohella hemolyysia voivat aiheut-
taa pistokohdan puhdistuksessa kaytetyn ihon puhdistusaineen joutuminen naytteeseen,
neulan liian pieni l[&pimitta, naytteenoton suoritusvaikeudet, laskimon pieni koko, mustel-
mainen naytteenottokohta, ndyteputken alitdyttyminen, seka nayteputken ylenmaarai-
nen sekoittaminen naytteenoton jalkeen. Naytteen kuljetuksen aikana hemolyysia ai-
heuttavat nayteputken altistaminen aarimmaisille lampétiloille tai nayteputken mekaani-
nen vaurioituminen kuljetuksessa. Naytteen kasittelyssa ennen varsinaista analysointia
viivastynyt sentrifugointi sekd sentrifugointi liian korkeilla kierrosnopeuksilla ajallisesti
lian kauan tai ennen kuin naytteen koagulaatioprosessi on ohi aiheuttavat hemolyysia.
Naytteen sailytyksessa sailytysolosuhteilla, kuten lampdtilalla ja sailytysajalla, on vaiku-
tusta hemolyysin syntyyn. Kokoverinaytteita ei tulisi jaadyttaa, silla kylmassa ymparis-
téssé hemolyysia syntyy punasolujen solukalvojen hajoamisen seurauksena. (Carraro —
Servidio — Plebani 2000: 306; Higgins 2018; Lippi ym. 2006: 311; Lippi ym. 2008: 765—
766.)



2.2 Hemolyysin seuraukset

Naytteen hemolysoituminen tulee tavallisimmin nakyviin vasta naytteen sentrifugoinnin
jalkeen, kun plasma tai seerumi on eroteltu kokoveresta. Talléin nahdaan punasolujen
vaurioitumisesta johtuva plasman tai seerumin vaaleanpunainen tai punertava savy, kun
vapaan hemoglobiinin konsentraatio on 0,1-0,3 g/l. Hemolysoitumattomassa naytteessa
vapaan hemoglobiinin konsentraation ylarajana pidetdén 0,2 g/l plasmassaja 0,5 g/l see-
rumissa. Vapaan hemoglobiinin konsentraation ylittdéessa 0,3 g/l hemolyysi nékyy sel-
vasti ja talléin punasoluista noin 0,5-1 % on hajonneita. Vaikka hemolyysia ei olisi visu-
aalisesti havaittavissa, intrasellulaaristen komponenttien vapautuminen plasmaan tai
seerumiin on mahdollista. Jo pelkastdéan verihiutaleiden tai valkosolujen hajoaminen voi
vaikuttaa laboratoriotutkimustuloksiin. (Lippi ym. 2006: 312; Lippi ym. 2009: 935; Tho-
mas 2002: 95-96.)

Hemolyysin aiheuttama interferenssi on riippuvainen hemolyysin asteesta seka kaytet-
tavasta analysointimenetelmasta. Verisoluista ymparoivddn nesteeseen vapautuneet
solukomponentit voivat reagoida tai kilpailla analyyseissa kaytettavien reagenssien
kanssa, tai vaihtoehtoisesti virheellisesti nostaa tai laimentaa tutkittavien analyyttien pi-
toisuuksia hemolyysisté johtuen. Pitoisuuksien muutokset ovat seurausta konsentraatio-
gradientista solujen ja plasman valilla. Interferenssia tapahtuu esimerkiksi silloin, kun eri
komponenttien konsentraatio plasmassa on alhaisempi kuin punasoluissa ja punaso-
luista vapautunut sisaltd siten nostaa naiden analyyttien pitoisuuksia. Analyyteista esi-
merkiksi alaniiniaminotransferaasi, aspartaattiaminotransferaasi, kalium, kreatiniini,
kreatiinikinaasi, laktaattidehydrogenaasi ja rauta saavat kohonneita pitoisuuksia hemo-
lyysista johtuen. Hemolyysin seurauksena laimenemiselle alttiita analyytteja ovat puo-
lestaan albumiini, alkalinen fosfataasi, bilirubiini, glukoosi, gammaglutamyylitransferaasi,
lipaasi, natrium ja urea. (Dolci — Panteghini 2014: 39; Koseoglu — Hur — Atay — Cuhadar
2011: 83; Lippi ym. 2006: 314; Lippi ym. 2008: 766; Lippi — Cervellin — Favaloro — Plebani
2012: 46.)

Hemolyysi voi aiheuttaa interferenssia myos immunokemiallisissa méaéarityksissa (Dolci —
Panteghini 2014: 39). Immunokemiallisissa maarityksissa interferenssia syntyy enem-
man verisolujen hajoamisessa vapautuneista komponenteista kuin vapaasta hemoglo-
biinista plasmassa tai seerumissa. Solukomponentit voivat hairita vasta-aine-antigee-
nireaktioita, varinmittausmaarityksia seka entsyymireaktioita, joissa kaytetdan erilaisia

leimattuja vasta-aineita. Interferenssia syntyy myoés, kun maarityksissa kaytetyt vasta-



aineet ristireagoivat verisoluista vapautuneiden yhdisteiden kanssa tai vapautuneet yh-
disteet sitoutuvat tutkittavaan analyyttiin ja peittavat vasta-aineiden sitoutumispaikkoja.
Hemolyysi voi myds kiihdyttaa tai vaimentaa immunoreaktioita. (Lippi ym. 2012: 49.)

2.3 Hemolyysin mittaaminen hemolyysi-indeksin avulla

Hemolyysin aiheuttamaa interferenssia plasma- tai seeruminaytteessa voidaan nykyai-
kaisilla kemian analysaattoreilla automaattisesti mitata ja arvioida hemolyysi-indeksin
(H-indeksi) avulla. Tuloksena saadaan kvantitatiivinen tai semikvantitatiivinen arvio he-
molyysin asteesta naytteesséa. Tulos voidaan ilmaista myds kvalitatiivisesti (Lippi — Ple-
bani 2012: 186). Hemolyysi-indeksi on laskelma, joka perustuu absorbanssin mittauksiin
eri aallonpituuksilla spektrofotometrisesti hemoglobiinin absorptiospektriin perustuen
(Lippi 2015: 162-163).

Hemoglobiini absorboi merkittavasti valilla 340-440 nm ja 540-580 nm. Hemoglobiinin
absorptiohuippu on noin 415 nm:ssa (kuvio 1), jonka lisaksi se absorboi voimakkaasti
myds 540 ja 575 nm:ssa. Taten hemolyysi aiheuttaa ilmeisen kasvun ndilla alueilla mi-
tattujen analyyttien pitoisuuksissa. (Koseoglu ym. 2011: 83; Thomas 2002: 97.) Hemo-
lyysi-indeksin optisessa arvioinnissa voidaan yhdistella eri aallonpituuksia ja kayttaa esi-
merkiksi useampaa aallonpituutta samanaikaisesti tai absorptiohuippuja parittaisilla aal-
lonpituuksilla. (Lippi 2015: 162-163; Lippi — Favaloro — Franchini 2018: 434.)

Absorbanssin mittaukset muokataan tuloksiksi ennalta méaériteltyjen algoritmien avulla
ja lopullinen hemoglobiinikonsentraatio voidaan muuntaa tavanomaiseksi mittayksikoksi,
kuten g/l. Laskelmien lisaksi voidaan tarvita korjauskertoimia paallekkaisten hairiospekt-
rien eliminoimiseksi. Hemolyysi-indeksin maarityksen etuja rutiinidiagnostiikassa ovat
sen taysautomatisoitu maaritys, nopea lapimenoaika ja pieni naytevolyymi. Maaritys ei
my06sk&an aiheuta suuria lisékustannuksia, silla testimenetelmissa naytteiden laimennus
tapahtuu tyypillisesti vedelld, suolaliuoksella tai Tris-puskurilla. (Lippi 2015: 162-163;
Lippi ym. 2018: 434.)
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Kuvio 1. Hemoglobiinin absorptiospektri, josta nahdaan, ettd oksihemoglobiinin (HbO2) ja deok-
sihemoglobiinin (Hb) absorptiohuippu on noin 415 nm:ssa (Wikimedia Commons.
2010). Hapen sitoutuminen hemoglobiiniin on reversiibelid eli palautuvaa. Oksihemo-
globiinissa happi on sitoutuneena hemoglobiiniin. Deoksihemoglobiini ei ole sitoutunut
happeen, mutta se pystyy muodostamaan sidoksen, mikali happea on kaytettavissa.
(Ehrmeyer — Ancy 2013: 383.)

Hemolyysi-indeksi on pelkka arvio hemolyysin asteesta, silla se perustuu hemoglobiinin
maaran arviointiin. Kuten ylla on todettu, kaikki hemolyysi ei sisdlla hemoglobiinin va-
pautumista plasmaan tai seerumiin ja toisaalta hemoglobiinin perusteella ei voida luotet-
tavasti arvioida muiden soluista vapautuvien komponenttien maaraa, jotka osaltaan vai-
kuttavat interferenssin syntymiseen. Hemoglobiini on kuitenkin tarkea interferenssin ai-
heuttaja ja automatisoituna menetelména hemolyysi-indeksi on toimiva tapa hemolyyt-
tisten naytteiden osoittamiseen automatisoidussa laboratoriossa. (Lippi — Plebani 2012:
184-187.)

2.4 Hemolyyttisen naytteen aiheuttamat toimenpiteet

Ensisijainen toimi hemolyysin aiheuttaman virheen valttAmiseksi on pyrkid vahentamaan

hemolyysia aiheuttavia preanalyyttisia tekijoita. Kaikki hemolyyttiset naytteet tulisi doku-



mentoida ja selvittdd hemolyysin aiheuttava tekijd. Kun hemolyysihairio aiheutuu hemo-
globiinin toiminnasta kromogeenina eli variaineena liuoksessa, hairidvaikutusta voidaan
estdd vaihtamalla mittausaallonpituutta (kayttamalla toista aallonpituutta hyddyntavaa
menetelmad), kayttamalla mittauksessa kahta eri aallonpituutta, dialyysia tai kineettisia
menetelmid, deproteinisaatiolla (kuten proteiinisuodatus) tai kayttamalla naytenollausta
reaktiossa (Sonntag 1986: 137). Kliinisen kemian analyyseissa on tyypillisesti kaytetta-
vissa ainoastaan yksi mittausmenetelma, joten ensimmaiset vaihtoehdot ovat siten usein
poissuljettuja. Proteiinisuodatuksen tarkoituksena on poistaa naytteesta proteiini ja sen
mukana tutkimusta héairitseva hemoglobiini. Tama ei sovi kaikkien analyyttien mittauk-
seen ja on tyolasta. (World Health Organization. 2002: 14.) Naytenollauksessa reaktio-
nollaksi maaritetaan naytteen lahtétilanne ennen reaktiota, jolloin menetelma ottaa huo-

mioon ainoastaan absorbanssissa tapahtuneen muutoksen (Sonntag 1986: 137).

Jos hemolyysi hairitsee tutkimusta, eika hairit ole poistettavissa menetelméavalinnalla tai
esikasittelylla, ei tulosta tulisi vastata. Hairion poistoon on kehitetty korjausyhtald, jolla
naytteen todellisen pitoisuuden voisi laskea hemoglobiinin mittauksen jalkeen. Yhtalo ei
kuitenkaan pysty huomioimaan hemolyysin erilaisia syntytapoja, minka takia sita ei suo-
sitella kaytettavaksi rutiininomaisessa analytiikassa. (World Health Organization. 2002:
14; Guder 1986: 126; Lippi — Cadamuro — von Meyer — Simundic 2018: 5-6.)

Hemolyyttiselle naytteelle voidaan maarittaa toimenpiteet hemolyysi-indeksin perus-
teella. Hemolyysi-indeksi voidaan siirtdé laboratorion LIS-jarjestelm&én valiohjelmiston
kautta. Jarjestelméan tallennetaan hemolyysi-indeksin raja-arvot, jotka osoittavat kliini-
sesti merkittdvan hairion rajan kullekin testille, sek& p&aatoksentekorajat ja testitulosten
kasittelyssa tarvittavat toimenpiteet. Kun hemolyysi-indeksi on analyytille maaritetyn
raja-arvon ylapuolella, tulos kasitelladn automaattisesti ennalta maaritettyjen kriteerien
mukaisesti. Tama voi tarkoittaa naytteen yhteyteen lisattdvaa kommenttia kliinikolle, tu-
loksen liputtamista tai naytteen hylkaamista. Talla tavoin kliinisesti merkittdva hemolyy-
sin aiheuttama interferenssi, hemolyysi-indeksin arvot ja toteutetut korjaustoimenpiteet

arkistoidaan LIS-jarjestelmaan lisdarviointeja varten. (Dolci — Panteghini 2014: 39.)
2.5 Hemolyysin aiheuttaman interferenssin tutkiminen hemolysaatin avulla
Hemolyysin tutkimuksissa naytteet tyypillisesti hemolysoidaan keinotekoisesti tai niihin

lisataan solujen sisaltamia komponentteja. Lippin (2012: 352) mukaan esimerkiksi puh-

distetun hemoglobiinin kayttd hemolyysin vaikutuksen tutkimisessa on kyseenalaista,



silla se ei ota huomioon muuta soluista vapautuvaa sisaltéd. Jos tutkimus tehdaan val-
mistamalla hemolysaatti, suosittelee Lippi (2012: 352) kayttamaan kokoverta pestyjen
punasolujen sijaan hemolysaatin valmistuksessa, silla my6s valkosolujen ja verihiutalei-
den hajotessa vapautuvalla solunsisallolla voi olla vaikutusta hemolyysin aiheuttamissa
hairidissd. Tarkempien hairiomekanismien tutkimuksessa voi olla joskus perusteltua

kayttaa solun sisaisia komponentteja erikseen.

Hemolysaatti voidaan valmistaa hajottamalla naytteen punasolut. TA&méa onnistuu tehok-
kaasti pakastamalla punasoluja -10°C — -40°C asteen lampétilassa 30 minuutin ajan.
Kuitenkin tutkittaessa hemolyysin aiheuttamia hairidtekijoita, parempi tulos saadaan, jos
punasolujen lisdksi myos valkosolut ja verihiutaleet hajoavat. Téahén tarvitaan joko
alempi lampotila tai pidempi pakastusaika. Muita vaihtoehtoja hemolysaatin valmista-
miseksi on solujen hajotus veden kanssa joko detergentin avulla tai ilman, sonikaatio eli
hajotus @aniaaltojen avulla, veren puristaminen ohuen neulan lapi, sekoittaminen metal-
lisauvan avulla tai hajotus kudoshomogenisaattorin avulla. Jos hemolysaatin valmistuk-
sessa kaytetaan liuoksia, on huomioitava sen lisddmisella oleva laimentava vaikutus ja
se, ettd kaytettdvan liuoksen sisaltamat molekyylit voivat vaikuttaa mittaustuloksiin.
(Lippi 2012: 352—-353.)

Sonntag (1986: 128) kaytti tutkimuksessaan yhden luovuttajan plasmaa, josta osa he-
molysoitiin pakastamalla kokoverena ja erottelemalla sen jalkeen. Tutkimuksessa hemo-

lysoitunutta plasmaa siirrettiin kasvavana maarana ei-hemolysoituneeseen plasmaan.

Nordic Hemolysis Projectissa 2014 tehtiin kahdeksan luovuttajan naytepoolista nelja eri
tasoista hemolyyttistd naytettd, jotka lahetettiin 143 pohjoismaiseen laboratorioon ana-
lysoitavaksi. Hemolyysi aiheutettiin hemolysaatin avulla, joka valmistettiin samojen luo-
vuttajien hepariinikokoveresta sailyttamalla sitd kahden tunnin ajan -80°C:n lampoti-
lassa. Hemolysaattia lisattiin naytteisiin tietyt maarat halutun hemoglobiinikonsentraation
saamiseksi. (EQAnord. 2014.)

Koseoglu ym. (2011: 80) kerasivat hepariiniverindytteet 16 terveeltd luovuttajalta. Kulta-
kin keréattiin viisi n&yteputkea, joista nelja hemolysoitiin puristamalla ndyte useita kertoja
ohutneulaisen ruiskun I&api, jotta solujen hajoaminen muistuttaisi ndytteenotosta johtuvaa

hajoamista. Solujen hajoaminen oli nin ollen riippuvainen henkilén punasolujen mekaa-



nisesta kestavyydesta ja tuloksena saatiin vaihtelevia vapaan hemoglobiinin pitoisuuk-
sia. Tutkimuksessa naytteet ryhmiteltiin vapaan hemoglobiinin pitoisuuden mukaisiin

ryhmiin ja niista mitattiin halutut parametrit.

Lippin ym. (2009: 935) tutkimuksessa yhdelta potilaalta kerattiin 50 ml verta kymmeneen
lisdaineettomaan vakuumiputkeen, joista yksi nayte hemolysoitiin kokoverena pakasta-
malla yon yli ja muiden naytteiden seerumit poolattiin yhdeksi naytteeksi ja pakastettiin
yon yli. Vapaa hemoglobiini mitattiin kokoverinaytteen supernatantista spektrofotomet-
rilla kayttaen syanmethemoglobiinimenetelmada. Poolatusta naytteesta valmistettiin viisi
sarjalaimennosta jakamalla se ja lisaamalla osanaytteisiin kasvava maara hemolysoitua

seerumia. Lopullinen vapaan hemoglobiinin konsentraatio vaihteli valilla 0,09-2,0 g/l.

Guderin (1986: 126) mukaan uusien laitteistojen ja reaktiokittien kayttéonoton yhtey-
dessa tulisi tehda testi eri hemolyysitasoilla. Tamé voidaan tehda lisdamalla naytteisiin
hemolysoitua ekstraktia tai seisottamalla naytteitd eripituisia aikoja tietyissa lampoti-
loissa. Jalkimmaisessa plasma tai seerumi voi hemolysoitua ilman, ettd hemoglobiinin

konsentraatio kasvaa.

3 Verifiointi

Verifiointi eli todentaminen on objektiivisen nayton esittamista siita, etta tietty kohde tayt-
taa maaritellyt vaatimukset. Verifiointi on suppeampaa kuin validointi ja toisinaan verifi-
ointia kaytetddn, kun menetelméa on jo muualla validoitu esimeriksi tuotevalmistajan toi-
mesta. Verifiointia tehdaan myds, kun aiemmin validoituun menetelmaan tehdaan muu-
toksia esimerkiksi laitteiden osalta. Validoinnilla tarkoitetaan objektiivista menettelya,
jolla arvioidaan menetelman ja laitteen soveltuvuutta ja suorituskykya tiettyyn kayttotar-
koitukseen. Validoinnilla tuotetaan ennalta suunniteltujen testien avulla erilaisia vertai-
luarvoja parametreille, jotka kuvaavat menetelman luotettavuutta. Tilastollisten menetel-
mien avulla voidaan tunnistaa kohtia, jotka ovat kriittisia tulosten luotettavuuden kan-
nalta. Validoinnin vaatimukset ovat tapauskohtaisia ja ne asetetaan menetelman ja kayt-
tétarkoituksen mukaan. Validoinnin laajuuteen vaikuttavat tutkittava analyysimenetelméa
ja sen kayttotarkoitus. (Hagg 2016: 6-8.)

Toistettavuus tarkoittaa tulosten valista tasmallisyytta, joka saavutetaan, kun maaritykset
tehddan samoissa olosuhteissa, samasta naytteesta lyhyen aikavalin sisalla kayttaen

samoja tekijoita, laitteita, reagensseja ja lampatiloja. Toistettavuutta testataan tekemalla
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useita rinnakkaismaarityksia erityyppisista naytteista eri pitoisuusalueilla. Naytesarjan si-
sainen toistettavuus ilmaisee menetelman toistettavuuden samoissa kayttdolosuhteissa
yhden mittaussarjan sisalla. Naytesarjojen sisédinen vaihtelu on yleensa naytesarjojen
valista vaihtelua pienempaa. Mikali naytesarjojen valinen vaihtelu on merkittavaa, tulee
vaihtelun syy selvittdd. Naytesarjan valinen toistettavuus ilmaisee menetelmén toistetta-
vuuden eri paiving, kun tekijat, laitteet, reagenssit ja lampdétilat vaihtelevat laboratorion
sisélla. Toistettavuuden tarkastelussa naytteista lasketaan keskiméaarainen pitoisuus eli
keskiarvo (ka), keskihajonta (s) ja variaatiokerroin (CV%). Variaatiokerroin ilmoittaa tu-
losten hajonnan, kun maaritykset tehdaan toistetusti samasta naytteesta. Maaritysten
variaatiokertoimelle ei voida maarittaad yksiselitteista kaikkia menetelmia koskevaa raja-
arvoa, silla sallittu variaatio riippuu tutkimuksen kayttétarkoituksesta. (Ehder 2005: 37;
Hagg 2016: 31, 44-45; Sneck 2019b.)

Nayte koostuu yhdesta tai useammasta tutkittavasta aineesta eli analyytista seka nayte-
taustasta eli matriisista. Analyytin pitoisuuden mittaukseen voivat vaikuttaa myos nayt-
teen muut analyytit ja matriisi. Spesifisessa analyysimenetelméssa mittauksesta saata-
va signaali on peréisin vain tutkittavasta analyytista. Selektiivisyys kuvaa sita, kuinka
hyvin analyytit voidaan erottaa matriisista ja kuinka hyvin niiden pitoisuudet voidaan
maarittdd, kun matriisissa esiintyy muita komponentteja. (Jaarinen — Niiranen 2005: 11.)

Selektiivisyyden testaamiseksi laitteen analyysimenetelma tulee tuntea hyvin. Selektii-
visyyskokeissa ndytematriisiin voidaan lisata systemaattisen virheen aiheuttavaa taus-
tatekijaa standardinlisdyssarjana. Menetelmén selektiivisyys osoitetaan laimennossar-
jan lineaarisuuden perusteella. Mikali menetelméa tuottaa vasteen ainoastaan mitatta-
valle analyytille, se on spesifinen ja tulos siten rijppumaton taustatekijasta. Spesifisyytta
voidaan osoittaa mittaamalla ndytematriisia, joka ei sisalla tutkittavaa analyyttia. Usein
taydellista spesifisyytta ei voida mittausmenetelmilla saavuttaa, mutta tietyn asteinen se-
lektiivisyys on tarkoitukseen nahden taysin riittava. Menetelma maaritellaan selektii-
viseksi, kun muiden komponenttien vaste on alle 20 % mittauksen alarajan vasteesta.
(Hagg 2016: 29-31, 45.)

Selektiivisyyden lisaksi tarkastellaan hemolyysin aiheuttamaa mittausvirhettad. Mittaus-
virhe tarkoittaa suureen mitatun arvon ja referenssiarvon erotusta (Hagg 2016: 26). Sys-
temaattinen virhe on mittausvirheen osa, joka pysyy mittausta toistettaessa vakiona tai

vaihtelee ennustettavalla tavalla (Hiltunen ym. 2011: 14).
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4 Kemialliset menetelmat

Analyyttiset menetelmaét ja instrumentit tarjoavat perustan kaikille mittauksille, joita teh-
daén modernissa kliinisen kemian laboratoriossa (Drees — Petrie — Wu 2013: 101). Opin-
naytetydssa kaytettyja kemiallisia mittausmenetelmia olivat potentiometria seka fotomet-
risistd menetelmista kolorimetria ja immunoturbidometria. Immunoturbidometriassa mi-
tataan fotometrisesti vasta-aineiden sitoutumisesta aiheutuvaa samentumaa. Se luetaan
toisinaan immunokemialliseksi menetelméaksi vasta-aineiden hytdyntamisen vuoksi,
joka nakyy myds menetelman nimessa. Tassa tydssa se luokitellaan kuitenkin fotomet-
riseksi ja siten kemialliseksi menetelmaéksi, silla kliinisen kemian analysaattoreissa im-
munoturbidometriset mittaukset tehd&an tavallisessa kemian moduulissa immunoke-
mian moduulin sijaan. Hemolyysi-indeksin ja plasman hemoglobiinin mittauksessa kay-

tettiin spektrofotometrista mittausta.

4.1 Potentiometria

Potentiometriassa mitataan sahkopotentiaalia, joka aiheutuu vapaiden ionien aktiivisuu-
desta. loniselektiiviset elektrodit (ISE) ovat herkkia yksittaisia ioneja kohtaan ja niiden
potentiaali maaraytyy mielenkiinnon kohteena olevan ionin pitoisuuden mukaan. Ne siis
tuottavat pienen jannitteen joutuessaan kosketuksiin tiettyja ioneja sisaltdvan liuoksen
kanssa. loniselektiivisen elektrodin lisdksi mittauslaitteisto sisaltaa vertailu- eli referens-
sielektrodin ja yhdessad ndma elektrodit muodostavat sahkdparin. Referenssielektrodin
tehtavana on tuottaa stabiili sahkoinen potentiaali ilman ioniselektiivisen elektrodin hai-
rintdd. Referenssielektrodi eristetdén nayteliuoksesta suolasillan avulla, jolloin suolasil-
lan ja ndyteliuoksen véliseen rajapintaan muodostuu myG6s pieni jannite. Menetelméssa
ioniselektiivinen elektrodi ja referenssielektrodi upotetaan naytteeseen ja niiden valista
jannitettda mitataan: referenssielektrodin potentiaali sailyy vakiona ja ioniselektiivisen
elektrodin potentiaali muuttuu mitattavan ionin pitoisuuden mukaisesti. Elektrodien vali-
nen mitattu jannite kertoo kiinnostuksenkohteena olevan ionin pitoisuuden. (Drees ym.
2013: 112; Lee-Lewandrowski — Burnett — Lewandrowski 2000: 347; Opetushallitus
2010.)
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4.2 Fotometria ja spektrofotometria

Fotometriassa mitataan valon aiheuttamaa sateilyenergiaa vakio-olosuhteissa (Halonen
2004: 66). Tyypillisesti fotometriassa kaytetaan hyvéaksi valon lapaisevyytta eli transmit-
tanssia tai imeytymista eli absorptiota véliaineessa (Akerman — Jokela 2014: 55). Nay-
tekyvetissa olevan liuoksen lapi johdetaan valoa, joka sisaltaa vain kyseisen aallonpi-
tuusalueen omaava valoa (Akerman — Jokela 2014: 56). Kun valo osuu vérillista ndytetta
siséltavaan naytekyvettiin, osa valosta absorboituu liuokseen ja loppuosa valosta trans-
mittoituu ja osuu detektorille (Halonen 2004: 67).

Valo on aaltomaisesti etenevaa sdhkdémagneettista sateilyenergiaa, jonka valoaaltojen
valinen etaisyys eli aallonpituus vaihtelee valilla 200—1000 nm. Aallonpituus on riippu-
vainen energian maarasta ja valon vari puolestaan aallonpituudesta. Nakyvan valon aal-
lonpituus on 380—700 nm ja sen alapuolella oleva alue on ultraviolettialue, <380 nm, joka
ei ole silmin nakyva. (Halonen 2004: 66; Akerman — Jokela 2014: 54.) Infrapunaséteilyn

aallonpituus on 700 nm—1 mm (Liew 2001).

Spektrofotometrilla pystytddn erottelemaan eri aallonpituudet toisistaan ja mittaamaan
kutakin aallonpituutta vastaavat intensiteetit ultraviolettialueelta infrapuna-alueelle
saakka jatkuvasti sdadettavan monokromaattorin avulla (Halonen 2004: 67). Nayttee-
seen tulevan ja sen lapi kulkeneen valon intensiteettien suhde mitataan aallonpituuden
funktiona. Tutkittavan analyytin absorptio saadaan selville, kun naytteen absorptiosta
vahennetaan taustan osuus, joka aiheutuu naytekyvetin pinnoista tapahtuvista heijas-

tuksista ja naytetaustan eli matriisin absorptiosta. (Jaarinen — Niiranen 2005: 55.)

Aallonpituuksien erottelu saadaan aikaan monokromaattorilla eli prismalla tai hilalla.
Prismassa valkoinen valo, joka siséaltaa kaikkia nakyvan alueen aallonpituuksia, jakaan-
tuu useiksi eri vareiksi eli spektriksi. Tavallisimmin kaytetdén hilaa, silla se erottaa eri
aallonpituudet paremmin kuin prisma. Hilojen yhteydessa kaytetaan usein suodattimia.
Suodatin lapaisee tietyn aallonpituuskaistan valoa, joka mahdollistaa valon jakamisen
spektrialueisiin. (Halonen 2004: 68; Jaarinen — Niiranen 2005: 4647, 57.)

Spektrofotometrin pddkomponentteja ovat valonlahde, monokromaattori, naytetila ja va-
lodetektori. Monokromaattorilla erotellaan haluttu aallonpituus kaikkia aallonpituuksia si-

saltavasta sateilysta. Valonsade ohjataan sisdanmenoraon kautta peilien valityksella hi-
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lalle. Hila hajottaa sateen eri aallonpituuksia siséltavaksi spektriksi ja hilan asento maa-
rad, minka aallonpituuden omaava sade ohjautuu monokromaattorin ulosmenorakoon.
Mitd kapeampi ulosmenorako on, sitd kapeampi aallonpituuskaista tulee ulos, sateilyn
kokonaisintensiteetti pienenee ja kohina kasvaa. (Halonen 2004: 68—70; Jaarinen — Nii-
ranen 2005: 55-57.)

Naytetilassa on kyvetti, jossa on kaksi yhdensuuntaista optista pintaa ja mittausvalo kul-
kee kohtisuoraan niiden lapi. Monissa kliinisen kemian analysaattoreissa kaytetaan lapi-
virtauskyvetteja, joissa liuokset aspiroidaan pumpun avulla kyvettiin. Valodetektori muut-
taa valon sahkdiseksi signaaliksi, jonka voimakkuus on suoraan verrannollinen valon in-
tensiteettiin eli detektorin pinnalle osuvien valonsateen fotonien lukumaaraan. Lopuksi
signaali johdetaan tietokoneelle, jonka avulla lasketaan yhdisteen pitoisuus. (Halonen
2004: 68—70; Jaarinen — Niiranen 2005: 57-59.)

4.2.1 Kolorimetria

Kolorimetria on spektrofotometrilla tehtava mittaus, jossa mitataan absorbansseja tie-
tyilla nakyvan valon aallonpituuksilla, perustuen mitattavan kohteen variin ja absorptio-
spektriin. Kun liuosta katsotaan silmin valkoisessa valossa, se absorboi valoa tietyilla
aallonpituuksilla ja havaittu vari muodostuu niistd aallonpituuksista, jotka eivat absor-
boidu. Véariaineella on absorptiomaksimi, joka on aallonpituudeltaan kaukana havaitusta
varistd. Lisaksi voi olla muita absorptiohuippuja. Yhdisteen pitoisuus voidaan maarittaa
yhdisteen maksimiabsorption aallonpituudella tapahtuvassa mittauksessa Lambert-Bee-
rin lain mukaan, jos mittauksessa kaytetddn monokromaattista valoa, liuoksen absorptio
on vahaista, eika liuoksessa ole optisesti hairitsevia yhdisteita. Useammin kuitenkin pi-
toisuusmaarityksessa kaytetaan pitoisuusvakiota, silla mitattavan yhdisteen absorbanssi
on suoraan verrannollinen sen pitoisuuteen liuoksessa edella kuvatuin edellytyksin. (Ha-
lonen 2004: 66—67.)

Hemoglobiinin mittauksessa voidaan suoraan mitata naytteessa valmiina olevaa varil-
listé yhdistettéa. Usein kuitenkin tarvitsee ensin tuottaa varillinen yhdiste kemiallisen tai
entsymaattisen reaktion kautta. Téallaisissa reaktioissa muodostuvan reaktiotuotteen
maéra on verrannollinen mitattavan yhdisteen maaraan, jolloin mittauksissa voidaan tie-
tylla pitoisuusalueella hyoddyntaa reaktiotuotteen absorbanssia. Entsymaattisissa
substraattimaarityksissa kaytetadn kahden pisteen kineettistd mittausta, jossa absor-

banssi mitataan usein tietyin aikavalein. Tall6in absorbanssien erotus on verrannollinen
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l[Ahtbaineen konsentraatioon. Entsyymiaktiivisuusmaarityksissa kuluvan substraatin tai
muodostuvan tuotteen absorbanssin perusteella mitataan entsyymin aktiivisuutta nayt-
teessd. Useissa entsymaattisissa reaktioissa kuluu tai muodostuu NADH:ta tai
NADPH:ta, joiden pitoisuutta voidaan mitata aallonpituudella 340 nm. (Akerman — Jokela
2010: 69-70.)

4.2.2 Immunoturbidometria

Immunoturbidometriassa maaritetddn kvantitatiivisesti erilaisia proteiineja spesifisten
vasta-aine-antigeenireaktioiden avulla. Vasta-aine-antigeenikompleksit aiheuttavat sus-
pensiossa agglutinaatiota eli saostumista, joka johtaa turbiditeetin eli sameuden muo-
dostumiseen. Sameus vaikuttaa suoraan lapaisevéan valon voimakkuuteen ja mitattavan
signaalin intensiteetti laskee johtuen siitd, ettd suspensiossa olevat hiukkaset siroavat
valoa. Valon voimakkuuden vahenemista mitataan spektrofotometrisesti ja voimakkuus
korreloi tutkitun analyytin pitoisuuteen naytteessa. Partikkeliavusteisessa immunotur-
bidometriassa kaytetddn vasta-aineilla paallystettyja partikkeleita, jotka muodostavat
komplekseja naytteen antigeenien kanssa. Partikkeliavusteinen menetelma on hyoédylli-
nen, kun antigeenia esiintyy vain pienia maaria naytteessa. Mikroskooppiset partikkelit
suurentavat suspensiossa muodostuneiden immunokompleksien kokoa ja monistavat
mitattavan signaalin intensiteettia. Taten ne lisaavat merkittavasti menetelman herk-
kyytta. (DiaSys 2004: 2; Moore 2000: 251.)

Immunoturbidometrisen reaktion kannalta on tarkeaa, ettd suspensiossa vasta-aine-an-
tigeenisuhde on optimaalinen, jolloin saavutetaan maksimaalinen saostuminen. Jos an-
tigeenin pitoisuus ylittda tietyn tason, vasta-aine saturoituu eli kyllastyy. Tasta seuraa
sameuden vahentymista ja mitattavan signaalin intensiteetti laskee. Tata kutsutaan
hook-vaikutukseksi. (DiaSys 2004: 2.) Reagenssit ja ndyte eivat saa myoskaan sisaltaa
mitd&n ulkopuolisia partikkeleita tai hiukkasia, jotka voivat aiheuttaa valon sirontaa. Nay-
tettd voidaan esikasitella polyetyleeniglykolilla (PEG), joka parantaa vasta-aine-anti-
geeni-interaktiota. PEG on ioneja sisaltamatdn polymeeri, joka on hydrofiilisempi kuin
antigeeni tai vasta-aine. Taten se sitoo vetta itseensa ja mahdollistaa hopean immuno-
kompleksien muodostumisen. (Moore 2000: 251; Wu 2013: 165.)
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4.3 Tutkitut kemian analyytit

Tassa kappaleessa esitellaan lyhyesti opinnaytetydssa tarkasteltujen kemian analyyttien
merkitys elimistdssa, kliininen kayttd ja analyysimenetelma. Lisaksi tarkastellaan tutki-

muksiin vaikuttavia hairidtekijoita erityisesti hemolyysin vaikutuksen kannalta.

4.3.1 Alaniiniaminotransferaasi

Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) on transferaasien ryhmaan kuuluva entsyymi. Ent-
syymi katalysoi aminoryhman reversiibelia siirtymista alaniinilta a-ketoglutaraatille pyri-
doksaalifosfaatin toimiessa koentsyymina. Lopputuotteena reaktiossa muodostuu gluta-
maattia ja pyruvaattia. Pyruvaatilla on tarkea osa sitruunahappokierrossa, jossa se ha-

pettuu elimistdn soluille energianlahteeksi. (Esani 2014: 17; Johnson-Davis 2013: 278.)

Korkeita ALAT-pitoisuuksia tavataan maksan parenkyymisoluissa; pienempié pitoisuuk-
sia puolestaan luurankolihaksissa, munuaisissa, keuhkoissa ja sydamessa. Entsyymi
kuvastaa melko spesifisesti maksasoluvauriota, joten Kliinisesti ALAT-maaritys soveltuu
parhaiten maksa- ja sappisairauksien arviointiin. llman maksavauriota ALAT-pitoisuus
nousee kohtalaisesti sepsiksessé, keuhkoinfarktissa, lihasdystrofioissa seka sydamen ja
munuaisten vajaatoiminnassa. Sydanlihaskudoksessa on pienia maaria ALAT-aktiivi-
suutta ja entsyymin pitoisuus sdilyy yleensé normaalina akuutissa sydaninfarktissa, ellei
infarktia seuraa sekundaarinen maksan vaurioituminen. (Alaniiniaminotransferaasi, plas-
masta. 2019; Johnson-Davis 2013: 278-279.)

ALAT-maaritys perustuu entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen. Menetelmassa koentsyy-
mina toimiva pyridoksaali-5’-fosfaatti liittyy alaniiniaminotransferaasin inaktiiviseen muo-
toon, eli apoentsyymiin (kuvio 2). Liittymisen seurauksena transferaasi muuttuu aktii-
viseksi (Marshall 2011a: 2). ALAT katalysoi aminoryhman siirron alaniinilta a-ketogluta-
raatille, jonka seurauksena muodostuu pyruvaattia ja glutamaattia. Pyruvaatti pelkistyy
laktaatiksi laktaattidehydrogenaasin katalysoidessa reaktiota. Samassa reaktiossa vas-
taava méard NADH:ta hapettuu NAD*:ksi. NADH:n absorbanssin laskua mitataan foto-
metrisesti aallonpituudella 340/410 nm ja absorbanssin alenemisnopeus on suoraan ver-
rannollinen alaniiniaminotransferaasin aktiivisuuteen naytteessa. (Alanine Aminotrans-
ferase. 2017; Ferrier 2017: 250-251.)
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ALAT + pyridoksaali-5'-fosfaatti —— Aktivoitunut ALAT

ALAT
L-alaniini + a-ketoglutaraatti —— Pyruvaatti + L-glutamaatti

LD
Pyruvaatti + NADH — Laktaatti + NAD™*

Kuvio 2. Reaktiokaava ALAT-maaritykselle (mukaillen Alanine Aminotransferase. 2017).

Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttdd ALAT-maarityksessa, silla hemolyysi aiheuttaa
virheellisen korkeita aktiivisuuksia néaytteessa (Alaniiniaminotransferaasi, plasmasta.
2019). Hemolyysissa ALAT-entsyymin katalyyttisen pitoisuuden kasvu on seurausta pu-
nasoluista vapautuvasta intrasellulaarisesta ALAT-entsyymistd, jonka pitoisuus on noin
7-kertainen plasmaan verrattuna (Sonntag 1986: 132). Kuitenkaan Esanin (2014: 17)
mukaan punasolujen sisaltamalla ALAT-entsyymilla ei ole hairitsevaa vaikutusta mittaus-

tuloksiin.
4.3.2 Alkalinen fosfataasi

Alkalinen fosfataasi (AFOS) kuuluu ryhmaan entsyymeja, jotka katalysoivat erilaisten
fosfomonoestereiden hydrolyysia alkalisessa eli emaksisessa pH:ssa. AFOS on epa-
spesifinen entsyymi, silla se reagoi monien eri substraattien kanssa. Entsyymi toimii va-
pauttaen epaorgaanisen fosfaatin orgaanisesta fosfaattiesterista ja saman aikaisesti re-
aktiossa syntyy sivutuotteena alkoholia. Toimiakseen entsyymi tarvitsee aktivaattorik-
seen joko Mg?*- tai Zn?*-ioneja. (Johnson-Davis 2013: 279-280; Sharma — Pal — Prasad
2014: 269.)

AFOS-aktiivisuutta esiintyy useimpien kudosten solupinnoilla. Korkeita entsyymipitoi-
suuksia tavataan suolistossa, maksassa, luustossa, ja istukassa. Maksassa entsyymia
on seka sinusoideissa ettd ohuissa maksansisaisissa sappitiehyissd. Entsyymin aktiivi-
suus luustossa rajoittuu luumatriksia syntetisoiviin osteoblasteihin. Aikuisilla suurin osa
AFOS-entsyymista on normaalisti maksaperaista; kasvuikaisilla lapsilla luustoperéinen
entsyymi on vallitseva muoto. Loppuraskaudessa AFOS-aktiivisuus nousee istukkape-
raisen entsyymin vaikutuksesta ja raskaudenaikaiset komplikaatiot voivat nostaa entsyy-
min pitoisuutta. AFOS-pitoisuuden nousun selvittdmisessa voidaan kayttaa isoentsyymi-

tutkimusta, jonka avulla maaritetddn, mista elimistosta vapautunut AFOS on peraisin.
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Tutkituimmat ovat maksa-, luusto-, suolisto- ja istukkaperaiset isoentsyymit. (Alkalinen
fosfataasi, plasmasta. 2018; Johnson-Davis 2013: 279; Sharma ym. 2014: 269.)

Entsyymin pitoisuuden kohoamisella on suurin diagnostinen merkitys maksan ja sappi-
teiden sairauksissa seka luuston sairauksissa. Maksa- ja sappiperaisissa hairidissa ent-
syymiaktiivisuuden kohoaminen on vallitsevaa obstruktiivisissa eli ahtauttavissa tiloissa.
Esimerkiksi sappiteiden ahtaumassa pitoisuuden nousu on seurausta kiihtyneesta ent-
syymin synteesista, jota sapen kertyminen indusoi. Suolistoperaisen entsyymin kohoa-
minen voi johtua suolistoperaisista kasvaimista. Luustoperdisen entsyymin nousua ha-
vaitaan tiloissa, joihin liittyy osteoblastien lisaantynytta aktiivisuutta. Tallaisia tiloja ovat
esimerkiksi Pagetin tauti, luusarkooma, riisitauti ja hyperparatyreoosi. Entsyymin aktiivi-
suus on merkittavasti vahentynyt hypofosfatasiassa, joka on perinnéllinen aineenvaih-

duntasairaus. (Alkalinen fosfataasi, plasmasta. 2018; Johnson-Davis 2013: 279.)

AFOS-maaritys perustuu entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen. Menetelmassa alkalinen
fosfataasi katalysoi substraattina toimivan p-nitrofenyylifosfaatin transfosforylaatiota p-
nitrofenoliksi (kuvio 3). Substraatti on varitén yhdiste, joka muuttuu hydrolysaation seu-
rauksena keltaiseksi. Puskurina ja pH:n saéatelijana toimii 2-amino-2-metyyli-1-propanoli
eli AMP. Mg?*- ja Zn?*-ionit toimivat aktivaattoreina ja tehostavat reaktiota emaksisesséa
ymparistdssa, jonka pH-arvo on 10,25. Muodostuneen p-nitrofenolin maara maaritetdan
mittaamalla absorbanssin kasvu fotometrisesti aallonpituudella 410/478 nm ja absor-
banssin kasvu on suoraan verrannollinen alkalisen fosfataasin aktiivisuuteen naytteessa.
(Alkaline Phosphatase. 2018; Johnson-Davis 2013: 281.)

) ) ) AFO0S, Mg**, zZn%t ] ] )
p-nitrofenyylifosfaatti + AMP p-nitrofenoli + AMP + Fosfaatti

Kuvio 3. Reaktiokaava AFOS-maaritykselle (mukaillen Alkaline Phosphatase. 2018).

Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttdd AFOS-maarityksessa (Alkalinen fosfataasi, plas-
masta. 2018). Hemolyysi aiheuttaa intrasellulaaristen Mg?*- ja Zn?*-ionien vapautumisen
naytteeseen, jonka seurauksena vapaiden ionien konsentraatio kasvaa. Pitoisuuden
kasvulla on inhibitorinen vaikutus reaktiossa kaytettavien aktivaattorien sekd AFOS-ent-
syymin aktiivisuuteen, jonka seurauksena entsyymin pitoisuus voi laskea virheellisen
matalaksi ndytteesséa. (Farah — Al-Atoom — Shehab 2012: 125, 127.) Johnson-Davisin

(2013: 281) mukaan hemolyysi voi puolestaan aiheuttaa entsyymin pitoisuuden vahaista
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nousua, silla punasolujen sisaltama AFOS-pitoisuus on 6-kertainen seerumiin verrat-
tuna. Talléin hemolyysisséd punasoluista vapautuva AFOS-entsyymi aiheuttaa interfe-
renssia nostamalla entsyymin pitoisuuden virheellisen korkeaksi. My6és Sonntag (1986:
133) on arvioinut, etta AFOS-aktiivisuus kasvaa hemolyysin seurauksena, silla punaso-

luista vapautuvat fosfomonoesteraasit nostavat entsyymin aktiivisuutta.

4.3.3 Ammoniumioni

Ammoniakkia (NHsz) muodostuu aineenvaihdunnassa proteiinien ja aminohappojen ka-
taboliassa. Maksassa tapahtuvan glutamaatin deaminaation seurauksena muodostuu a-
ketoglutaraattia ja ammoniakkia. Suurin osa elimisttn ammoniakista absorboituu suolis-
tosta, misséa koolonin bakteeriperéiset proteaasit, ureaasit ja amiinioksidaasit katalysoi-
vat ammoniakkia proteiineista, aminohapoista ja ureasta. Suolistosta ammoniakki absor-
boituu porttiverenkierron kautta maksan parenkyymisoluihin, joissa siitd metaboloituu
ureaa ureasyklin avulla. Pieni osa ammoniakista muuntuu glutamaatiksi, joka varastoituu
maksaan, aivokudokseen ja luurankolihaksiin. Glutamaatti voidaan muuttaa glutamii-
niksi, joka toimii tdrkedna metabolisena polttoaineena kudoksille ja aminoryhmien lah-
teena puriineille ja pyrimidiineille. Osa endogeenisesta ammoniakista on peraisin luuran-
kolihaksista, silla ammoniakkia muodostuu anaerobisissa aineenvaihduntareaktioissa
fyysisen rasituksen vaikutuksesta. (Ammoniume-ioni, plasmasta, paastotilassa. 2018;
Frank 2013: 257; Gifford — Nguyen — de Koning — Seiden-Long 2018: 37-38; Hartmann
2000: 387; Hashim — Cuthbert 2014: 233; Hawke 2012: 1.)

Normaalissa fysiologisessa pH:ssa suurin osa eli noin 97 % veren ammoniakista esiintyy
ammoniumionina (NHs*-ioni) (Hawke 2012: 1). Hyperammonemia hdiritsee aivojen ai-
neenvaihduntaa ja voi johtaa maksakoomaan. Maksasairaudet kuten maksan vajaatoi-
minta, vaikea hepatiitti, maksakirroosi ja Reyen oireyhtyma ovat yleisimpia syitd NH,*-
ionin metabolian hairiintymiseen. Naissa tiloissa maksan kyky muuntaa ammoniakkia
ureaksi on hairiintynyt. NH4*-ionin maaritysta kaytetdan myos epéiltdessa vastasynty-
neilla ja pienilla lapsilla ureasyklin seka rasvahappo- ja aminohappoaineenvaihdunnan
synnynnaisia entsyymipuutoksia. Tietyilla [adkeaineilla on ammoniakin tuotantoa lisé&va
vaikutus, jolloin ammoniakin muodostuminen ylittdd maksan metabolisen kapasiteetin ja
ammoniakin siirtyminen ureasykliin estyy. Munuaisten vajaatoiminnassa ureapitoisuu-
den nousu johtaa NH4*-ionin pitoisuuden nousuun. Pitoisuuden nousu voi olla myods seu-

rausta ndytteen virheellisesta kasittelysta, silla NH4*-ioni on epastabiili analyytti ja herkka
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erilaisille preanalyyttisille hairidtekij6ille. (Ammonium-ioni, plasmasta, paastotilassa.
2018; Frank 2013: 257; Gifford ym. 2018: 37; Hashim — Cuthbert 2014: 233.)

Ammoniumionin entsymaattisessa maarityksessd NH.*-ioni reagoi a-ketoglutaraatin ja
NADPH:n kanssa glutamaattidehydrogenaasin katalysoidessa reaktiota (kuvio 4). Sa-
malla reaktiossa lasna oleva NADPH hapettuu NADP*:ksi ja reaktiossa muodostuu glu-
tamaattia ja vetta (Hawke 2012: 2). NADPH:n hapettumisesta johtuvaa absorbanssin
laskua mitataan fotometrisesti aallonpituudella 340/694 nm ja absorbanssin alenemisno-

peus on suoraan verrannollinen NH4*-ionin pitoisuuteen naytteessa. (Ammonia. 2017.)

GLDH
« -ketoglutaraatti + NH,* + NADPH —— L-glutamaatti + NADP* +H,0

Kuvio 4. Reaktiokaava NH4*-ionin maaritykselle (mukaillen Ammonia. 2017).

Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttaa analyysissa, silla hemolyysi aiheuttaa huomatta-
vaa interferenssia nostamalla NH4*-ionin pitoisuuden virheellisen korkeaksi (Ammonia.
2017). Punasolujen sisdinen NH4*-ionin pitoisuus on noin 2—-3-kertainen plasmaan ver-
rattuna (Frank 2013: 258). Naytteenottoon liittyy myds erityispiirteita, silla naytteenoton
jalkeen NH4*-ionin pitoisuus naytteessa nousee aminohappojen entsymaattisen hajoa-
misen ja punasoluista vapautuvan NH4*-ionin vuoksi (Favresse ym. 2017: 65). Naytteen-
otto tulisi suorittaa ilman staasia kylmanaytteenottona, jolloin kaytetaan esijaadytettya
nayteputkea, joka kuljetetaan jaissa analysoivaan laboratorioon. Plasman erottelu tulisi
tapahtua kylmasentrifugia kayttden 15 minuutissa naytteenotosta, silla kokoverinayt-
teessa NH4*-ionin pitoisuus nousee nopeasti in vitro aminohappojen deaminaation seu-
rauksena. Naytteen analysointi tulisi suorittaa valittomasti plasman erottelun jalkeen, kui-
tenkin viimeistdan 30 minuutin kuluttua naytteenotosta. (Ammonium-ioni, plasmasta,
paastotilassa. 2018; Frank 2013: 258; Hashim — Cuthbert 2014: 233; Hawke 2012: 1;
Nikolac — Omazic — Simundic 2014: 991.)

4.3.4 Aspartaattiaminotransferaasi

Aspartaattiaminotransferaasi (ASAT) on transferaasien ryhmaan kuuluva entsyymi. Sen
tehtavana on katalysoida aminoryhman reversiibelia siirtoa aspartaatin ja a-ketogluta-
raatin valilla pyridoksaalifosfaatin toimiessa koentsyymind. Entsyymistd on olemassa
kaksi isoentsyymifraktiota, jotka sijaitsevat sytoplasmassa ja mitokondrioissa. Solun-

sisdinen ASAT-pitoisuus voi olla 7000-kertainen verrattuna solunulkoiseen pitoisuuteen.



20

Sytoplasminen isoentsyymi on seerumissa vallitseva muoto, kun taas solujen nekroosia
aiheuttavissa sairauksissa mitokondriaalinen muoto voi olla huomattavankin koholla.
(Johnson-Davis 2013: 277-278.)

Entsyymi on laajalti jakautunut kehossa eri kudoksiin, joten entsyymin maaéritys on ku-
doslahteen suhteen epaspesifista. Korkeita entsyymipitoisuuksia tavataan sydamessa,
maksassa ja luurankolihaksissa; pienempid pitoisuuksia puolestaan munuaisissa, hai-
massa ja punasoluissa. Tutkimusta kaytetddn padasiassa maksa- ja lihasperéaisten sai-
rauksien diagnostiikassa. ASAT-pitoisuuden nousua tavataan virusperaisissa, toksisissa
ja iskeemisissa hepatiiteissa, seka alkoholi-, lddkeaine- ja autoimmuunihepatiiteissa.
Myds maksakirroosi, maksakarsinooma ja maksametastaasit seka lihasdystrofiat, lihas-
rasituksen jalkitilat ja tulehdukselliset lihassairaudet aiheuttavat kohonneita ASAT-pitoi-
suuksia. (Aspartaattiaminotransferaasi, plasmasta. 2018; Johnson-Davis 2013: 277—-
278.)

ASAT-méaaritys perustuu entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen. Menetelmassa koentsyy-
mina toimiva pyridoksaali-5’-fosfaatti liittyy aspartaattiaminotransferaasin inaktiiviseen
muotoon, eli apoentsyymiin (kuvio 5). Liittymisen seurauksena transferaasi muuttuu ak-
tiiviseksi (Marshall 2013b: 2). ASAT katalysoi aminoryhman siirron aspartaatilta a-keto-
glutaraatille ja reaktiossa muodostuu glutamaattia ja oksaloasetaattia. Oksaloasetaatti
pelkistyy malaatiksi malaattidehydrogenaasin katalysoidessa reaktiota. Samassa reak-
tiossa vastaava maard NADH:ta hapettuu NAD*:ksi. NADH:n absorbanssin laskua mita-
taan fotometrisesti aallonpituudella 340/410 nm ja absorbanssin alenemisnopeus on
suoraan verrannollinen aspartaattiaminotransferaasin aktiivisuuteen naytteessa. (Aspar-
tate Aminotransferase. 2017; Ferrier 2017: 250-251.)

ASAT + pyridoksaali-5'-fosfaatti —— Aktivoitunut ASAT
ASAT
L-aspartaatti + a-ketoglutaraatti —— Oksaloasetaatti + L-glutamaatti

MDH
Oksaloasetaatti + NADH —— Malaatti + NAD™

Kuvio 5. Reaktiokaava ASAT-madritykselle (mukaillen Aspartate Aminotransferase. 2017).
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Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttaa analyysissa, silla punasolujen sisainen ASAT-ak-
tiivisuus on noin 40-kertainen plasmaan verrattuna (Aspartaattiaminotransferaasi, plas-
masta. 2018; Sonntag 1986: 133). Hemolyysissa punasoluista vapautuva ASAT-ent-
syymi aiheuttaa huomattavaa interferenssia nostamalla entsyymin pitoisuuden virheelli-

sen korkeaksi (Aspartate Aminotransferase. 2017).

4.3.5 C-reaktiivinen proteiini

C-reaktiivinen proteiini (CRP) on maksan hepatosyyttien syntetisoima akuutin faasin pro-
teiini, joka nousee tulehduksellisissa tiloissa muita yleisesti kaytossa olevia akuutin faa-
sin proteiineja nopeammin ja voimakkaammin (C-reaktiivinen proteiini, plasmasta.
2018). Myds siledlihassolut, makrofagit, endoteelisolut, lymfosyytit ja adiposyytit osallis-
tuvat proteiinin synteesiin. Proteiinin synteesia saatelee proinflammatorinen sytokiini in-
terleukiini 6, jota vapautuu makrofageista inflammaatiovasteen seurauksena. Elimis-
tossd CRP sitoutuu erilaisten mikrobien polysakkaridirakenteisiin, vaurioituneista so-
luista vapautuneisiin yhdisteisiin ja muihin molekyyleihin. Patogeeneihin sitoutunut CRP
edistaa komplementtijarjestelman, neutrofiilien ja makrofagien aktivaatiota seka mikro-
organismien fagosytoosia. (Keil 2013: 225-226; Kratz — Lee-Lewandrowski — Lewand-
rowski 2000: 274; Rifai — Warnick — Remaley 2008: 427-428; Sproston — Ashworth 2018:
2.)

C-reaktiivisen proteiinin maaritysta kaytetaan erilaisten akuutin faasin reaktioiden totea-
misessa ja seurannassa. CRP on kuitenkin epaspesifi tulehdusmarkkeri, silla se ei ole
elinkohtainen eika taten kerro, mihin elimeen kudosvaurio kohdistuu. Plasmapitoisuus
nousee jyrkasti kudosnekroosissa seka infektioiden ja inflammaatioreaktioiden yhtey-
dessa. Lyhyen puoliintumisaikansa vuoksi pitoisuuden lasku tapahtuu nopeasti terveh-
tymisvaiheessa. Pitkdan koholla oleva CRP indikoi sairaustilan pitkittymista ja uudelleen-
nousu tilan aktivoitumista tai komplikaatiota. CRP-pitoisuus nousee voimakkaasti bak-
teeriperaisissa infektioissa ja maaritysta voidaan kayttdd antibakteerisen hoidon tehon
seurannassa. Maaritysta kaytetddn myos kudostuhon toteamisessa ja sen laajuuden ar-
vioimisessa esimerkiksi akuutissa sydaninfarktissa, seka liséksi malignien tautien ja pos-
toperatiivisten komplikaatioiden seurannassa. (C-reaktiivinen proteiini, plasmasta. 2018;
Keil 2013: 225-226; Kratz ym. 2000: 274; Roberts 2012: 1-3.)

CRP-maaritys tapahtuu partikkeliavusteista immunoturbidometriaa hyddyntéaen. Mene-

telméssa kaytetty lateksireagenssi sisaltdd polystyreenilateksipartikkeleita, jotka on
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paallystetty janiksen anti-CRP-vasta-aineella. Kun antigeeni eli C-reaktiivista proteiinia
siséltavd plasmanayte sekoitetaan lateksireagenssin kanssa, muodostuu agglutinaa-
tiota, joka puolestaan johtaa suspensiossa sameuden lisaantymiseen. Agglutinaatiossa
muodostuneet vasta-aine-antigeenikompleksit siroavat valoa. Naytekyvetin lapaisseen
valon voimakkuuden vahenemista mitataan spektrofotometrisesti aallonpituudella 571
nm. Analyytin pitoisuus naytteesséa on lateksipartikkeleiden aiheuttaman sironneen valon
voimakkuuden funktio. Lopullinen CRP-pitoisuus maaritetdan kalibraatiokayralta, joka on
muodostettu kuudesta eritasoisesta kalibraattorista, joiden CRP-pitoisuus tunnetaan.
(CRP. 2017.)

Hemolyysilla ei ole vaikutusta CRP-maaritykseen, ellei hemolyysi ole erittdin voimakasta
(Roberts 2012: 2). Naytteen epatavallisen korkea CRP-pitoisuus voi saada aikaan hook-

vaikutuksen, jolloin mitattu tulos jaa virheellisen alhaiseksi (CRP. 2017).

4.3.6 Haptoglobiini

Haptoglobiini on maksan hepatosyyttien syntetisoima az-glykoproteiini. Molekyylin fysio-
logisena tehtavana on poistaa verenkierrosta vapaa, punasolujen ulkoinen hemoglobiini.
Haptoglobiini sitoo plasmaan hemolyysissa vapautuneen hemoglobiinin ja taten estaa
hemoglobiinin ja raudan menetyksen virtsaan. Muodostuneet haptoglobiini-hemoglobii-
nikompleksit ovat suurehkoja, joten ne eivat kokonsa puolesta paase erittymaan munu-
aisten glomerulusten kautta. Nain haptoglobiini saastdd munuaistubuluksia ja estaa
niissa syntyvia vaurioita, silla vapaa hemoglobiini on munuaistoksista. Haptoglobiinin eli-
minoimiseksi maksan ja pernan retikuloendoteliaalisolut poistavat nopeasti haptoglo-
biini-nemoglobiinikompleksit verenkierrosta; hemiryhmat hajoavat raudaksi ja bilirubii-
niksi seka aminohapot kierratetdan uusiokayttoon. (Gupta — Ahern — Nakhl — Forte 2011:
1; Haptoglobiini, plasmasta. 2018; Keil 2013: 222-223; Kratz ym. 2000: 272.)

Haptoglobiinimaaritysta kaytetdan in vivo -syntyisen hemolyysin toteamiseksi. Proteiinin
pitoisuus voi olla mittaamattoman alhainen hemolyyttisissa tiloissa. Pitoisuuden laskua
aiheuttavat intra- ja ekstravaskulaarinen hemolyysi, hemolyyttiset anemiat, hemoglobi-
nopatiat, hemolyyttiset verensiirtoreaktiot, inefektiivinen erytropoieesi, malaria ja DIC-o0i-
reyhtyma. Vakavassa akuutissa hemolyysissa haptoglobiinivarastot voivat kokonaan eh-
tya 6—12 tunnissa, silla maksassa tapahtuva proteiinisynteesi ei ehdi vastaamaan prote-

iinin kasvavaan kulutukseen. Pitoisuuden korjaantumiseen voi kulua siten viikkokin. Hap-
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toglobiini maaritelladn myos yhdeksi akuutin faasin proteiineista, silld sen pitoisuus nou-
see monien infektioiden, inflammaatioiden ja kudosvaurioiden yhteydessa. Mikali akuutin
faasin reaktioon liittyy hemolyyttinen tila, haptoglobiinipitoisuuden nousu voi puuttua.
(Haptoglobiini, plasmasta. 2018; Keil 2013: 222-223; Kratz ym. 2000: 272.)

Haptoglobiinin maaritys tapahtuu immunoturbidometrisesti. M&arityksessé vasta-ai-
neena on vuohen antihaptoglobiinivasta-ainetta. Vasta-aineen reagoidessa antigeenin
eli plasmanaytteen haptoglobiinin kanssa muodostuu liukenemattomia komplekseja,
jotka voidaan mitata niiden tuottaman turbiditeetin perusteella. Muodostuneiden komp-
leksien maéara vaihtelee suhteessa haptoglobiinin pitoisuuteen naytteessa. Reaktiossa
polyetyleeniglykolin kayttd kiihdyttdd vasta-aine-antigeenikompleksien muodostumista.
Muodostuneet vasta-aine-antigeenikompleksit siroavat valoa. Naytekyvetin lapaisseen
valon voimakkuuden vahenemistd mitataan spektrofotometrisesti aallonpituudella
340/694 nm. Lopullinen haptoglobiinipitoisuus maaritetdan kalibraatiokayralta, joka on
muodostettu kuudesta eritasoisesta kalibraattorista, joiden haptoglobiinipitoisuus tunne-
taan. (Haptoglobin. 2017.)

In vitro -hemolyysilla ei ole pitoisuutta nostavaa tai laimentavaa vaikutusta haptoglobii-
nimaaritykseen, silla punasolujen hajoamisen aikana muodostuneet haptoglobiini-hemo-
globiinikompleksit eliminoidaan heti verenkierrosta monosyyttien ja kudosten makrofa-
gien toimesta. Taman ominaisuutensa vuoksi haptoglobiinimaaritystd hyddynnytetaan
usein in vivo- ja in vitro -hemolyysin erottamiseksi toisistaan. (Wan Azman — Omar —
Koon — Tuan Ismail 2019: 95.) Shih, McFarlane ja Verhovsek (2013: 445) kannattavat
kuitenkin ndkemyst&, jonka mukaan preanalyyttisten virhetekijoiden aiheuttama in vitro -
hemolyysi johtaa naytteessa virheelliseen matalaan haptoglobiinipitoisuuden. Mydskaan
laitevalmistajan mukaan hemolysoitunutta naytetta ei tulisi kayttaa analyysissa. Antigee-
nin ylimaarasta johtuva hook-vaikutus on mahdollinen tavattaessa korkeita haptoglobii-

nipitoisuuksia. (Haptoglobin. 2017.)

4.3.7 Kalium

Kalium on elektrolyytti ja térkein intrasellulaarinen kationi. Kaliumin tehtavana on séa-
della neuromuskulaarista artyvyyttd, sydamen supistustoimintaa, intrasellulaarisen nes-
temaaran tilavuutta, sekd katalysoida erilaisten entsyymien toimintaa ja solujakautu-

mista. Monet solutoiminnot edellyttavat, etta elimist6 yllapitaa alhaista K*-ionitasapainoa
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solunulkoisessa nesteessa. Tasta syysta vain noin 2 % kehon kokonaiskaliumin maa-
rasta kiertdd plasmassa ja 98 % on varastoituneina soluihin. Korkeasta intrasellulaari-
sesta pitoisuudesta vastaa Na*/Ka*-pumppu, joka kuljettaa jatkuvasti kaliumia soluihin
konsentraatiogradienttia vastaan. Na*/Ka*-pumppu yllapitaa ja sdataa ionigradientteja,
joilla on merkitysta hermoimpulssien kulkuun seka lihasten supistuvuuteen. Kun pumpun
aktiivisuus véhenee, kaliumia diffundoituu soluista ulos plasmaan enemman kuin sita
pumpataan soluihin sisélle. Jos pumpun toiminta estyy, kaliumia menetetaan ekstrasel-
lulaariseen nesteeseen. (Harwell 2013: 353-354; Kalium, plasmasta. 2018; Kardalas
ym. 2018: 135-136; Scott — LeGrys — Klutts 2008: 432—-433.)

Kaliumin maaritysta kaytetaan neste- ja elektrolyyttitasapainon seka happo-emastasa-
painon seurantaan. Hypokalemia on usein seurausta kaliumin lisddntyneesta menetyk-
sesta joko ruoansulatuskavanan tai munuaisten kautta. Kaliumia voi myds siirtya liikaa
soluihin. Harvinaisissa tapauksissa hypokalemian taustalla on kaliumin vahentynyt
saanti ravinnosta. Hyperkalemia aiheutuu yleensa kaliumin liiallisesta saannista, heiken-
tyneesta kaliumin erittymisesta tai solutason muutoksista. Munuaisten vajaatoiminnassa
kaliumin eritys heikkenee, jolloin pitoisuus voi keraéntya myrkylliselle tasolle elimistossa.
Solutasolla kaliumia vapautuu solunulkoiseen nesteeseen lisdéntyneen kudostuhon tai
katabolian aikana. Pseudohyperkalemiaa tulisi epdill&, kun laboratoriossa naytteesta mi-
tattu kaliumarvo on poikkeuksellisen korkea, mutta potilas ei kliinisesti osoita hyperkale-
mian merkkeja. (Harwell 2013: 354—-355; Higgins 2018; Kardalas ym. 2018: 136-138;
Scott ym. 2008: 433.)

Kaliumin maarittaminen naytteestéa tapahtuu potentiometrisesti ioniselektiivisella elektro-
dilla. Maaritys voidaan tehda suorasti tai epasuorasti. (Kalium, plasmasta. 2018.) K*-
ioneille selektiivisessa elektrodissa kantajamolekyylind toimiva valinomysiini on liitetty
PVC-membraaniin. Valinomysiini on neutraali ionofori ja sen rakenne sallii K*-ionien
muodostaa spesifeja komplekseja itsensad kanssa (SYNCHRON® Systems 2011). Sitou-
tuminen aiheuttaa impedanssimuutoksen, joka korreloi K*-ionipitoisuuden kanssa. Sisai-
sena elektrolyyttiliuoksena kaytetdan KCl-liuosta. (Harwell 2013: 357.)

Epasuorassa menetelmassa laimennettu nayte sijoitetaan anturiin ja K*-ionit muodosta-
vat tasapainotilan elektrodin pinnan kanssa. Membraanin ja ndyteliuoksen rajapinnassa
tuotettu sdhkoéinen potentiaali syntyy suhteessa naytteessé olevien K*-ionien aktiivisuu-

den logaritmiin (D’Orazio — Meyerhoff 2008: 84). Naytteessa syntynytta sahkoistéa poten-



25

tiaalia verrataan standardiliuoksella tuotettuun potentiaaliin ja K*-ionien pitoisuus laske-
taan kayttamalla Nernstin yhtaloa. Suorassa menetelméassé laimennusta ei kayteta. (A-
LYTE Integrated Multisensor. 2018; Scott ym. 2008: 434.)

Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttda analyysissa, silla kaliumin keskimaéarainen pitoi-
suus punasoluissa on noin 23-kertainen plasmaan verrattuna (Kalium, plasmasta. 2018;
Scott ym. 2008: 433). Hemolyysissa punasoluista vapautuva kalium aiheuttaa huomat-
tavaa interferenssia nostamalla naytteen kaliumpitoisuuden virheellisen korkeaksi (De-
laney 2013: 1). Naytteenottoon ja naytteen kasittelyyn tulee kiinnittaa erityista huomiota.
Naytteenotossa tulee huomioida oikeaoppinen putkijarjestys, ettei K2-EDTA-antikoagu-
lanttia joudu kaliumnaytteeseen. Plasma tai seerumi tulisi erotella 3—4 tunnin kuluttua
naytteenotosta, silla naytteen lampdétilan laskiessa Na*/Ka*-pumpun aktiivisuus vahenee
ja kaliumia diffundoituu passiivisesti verisoluista plasmaan tai seerumiin. (Harwell 2013:
356; Higgins 2018.)

4.3.8 Kreatiinikinaasi

Kreatiinikinaasi (CK) on entsyymi, joka osallistuu ATP-molekyylien regeneraatioon eli-
mistdn supistumis- ja kuljetusjarjestelmissa. Entsyymin paéasiallinen fysiologinen toi-
minta tapahtuu lihassoluissa, joissa se varastoi korkeaenergista kreatiinifosfaattia. Jo-
kainen lihasten supistumissykli johtaa ADP:n ja kreatiinifosfaatin kayttoon ja lopputuot-
teena muodostuu kreatiinia ja ATP:td. CK-entsyymi katalysoi kaksisuuntaista reaktiota.
Tama johtaa suhteellisen tasaisiin lihasten ATP-pitoisuuksiin. Korkeita entsyymipitoi-
suuksia tavataan luurankolihaksissa, sydanlihaksessa ja aivokudoksessa; pienempia pi-
toisuuksia puolestaan munuaisissa, keuhkoissa, pernassa, maksassa ja haimassa.
(Johnson-Davis 2013: 271.)

Tutkimusta hyédynnetdan paaosin lihastautien diagnostiikassa. CK-pitoisuuden nousu
on herkka indikaattori etenkin sydaninfarktissa, lihasdystrofioissa ja rabdomyolyysissa.
Entsyymin aktiivisuus nousee myo6s lihastraumojen, lihasperéisten infektioiden ja fyysi-
sen rasituksen yhteydessa, seka kouristusten, leikkausten ja intramuskulaaristen injek-
tioiden jalkeen. Kohonneita pitoisuuksia tavataan keskushermostoperaisissa halvauk-
sissa, kohtauksissa ja rappeumissa, jolloin veri-aivoesteen vaurioitumisen seurauksena
entsyymia vapautuu perifeeriseen verenkiertoon. CK-pitoisuuteen vaikuttavat vaihdellen
yksilon lihasmassan maara ja fyysinen kunto, sukupuoli ja ikd. (Johnson-Davis 2013:

271; Kreatiinikinaasi, plasmasta. 2018.)
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CK-maaritys perustuu entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen. Menetelméassa kreatiiniki-
naasi katalysoi reaktiota kreatiinifosfaatin ja ADP:n valilla ja reaktiossa muodostuu
kreatiinia ja ATP:ta (kuvio 6). ATP fosforyloi glukoosin glukoosi-6-fosfaatiksi heksokinaa-
sin katalysoidessa reaktiota. Mg?*-ionit toimivat reaktioissa aktivaattoreina (Johnson-Da-
vis 2013: 267). Mg?*-ionien optimaalinen pitoisuusalue on kapea, silla Mg?*-ioneilla on
suurissa maéarin reaktioon inhibitorinen vaikutus (Panteghini — Bais 2008: 318). Glukoosi-
6-fosfaattidehydrogenaasi katalysoi glukoosi-6-fosfaatin hapettumista 6-fosfoglukonaa-
tiksi ja samaan aikaan NADP* pelkistyy NADPH:ksi. Muodostuneen NADPH:n maara
maaritetaan mittaamalla absorbanssin kasvu fotometrisesti aallonpituudella 340/596 nm
ja absorbanssin kasvu on suoraan verrannollinen kreatiinikinaasin aktiivisuuteen nayt-
teessa. (Creatine Kinase. 2018; Ferrier 2017: 106, 145-146.)

2+

CK, Mg
Kreatiinifosfaatti + ADP —— Kreatiini + ATP

2+

HK, M
ATP + D-glukoosi Y, ADP + Glukoosi-6-fosfaatti

G—6—PDH
Glukoosi-6-fosfaatti + NADP* ——— 6-fosfoglukonaatti + NADPH

Kuvio 6. Reaktiokaava CK-méaaritykselle (mukaillen Creatine Kinase. 2018).

Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttaa analyysissa, silla hemolyysi aiheuttaa huomatta-
vaa interferenssia nostamalla entsyymin pitoisuuden virheellisen korkeaksi (Creatine Ki-
nase. 2018). Vaikka punasoluissa ei kaytannodssa ole solunsisdista kreatiinikinaasia, ne
sisaltavat kuitenkin runsaasti adenylaattikinaasia. Adenylaattikinaasi on entsyymi, joka
reagoi ADP:n kanssa tuottaen ATP:t4, joka puolestaan osallistuu maaritysreaktioon ai-
heuttaen virheellisen korkean CK-pitoisuuden naytteessa. Adenylaattikinaasin toimintaa
voidaan inhiboida lisaamalla reaktioon joko adenosiinimonofosfaattia tai diadenosiini-
pentafosfaattia (Koseoglu ym. 2011: 84). Seerumindytteessad CK-pitoisuus sailyy suh-
teellisen epavakaana ja entsyymin aktiivisuus vahenee nopeasti sulfhydryyliryhman ha-
pettumisen seurauksena entsyymin aktiivisessa kohdassa. Entsyymin inaktivaatiota voi-
daan estaa lisaéamalla reagenssiin jokin sulfhydryyliryhmén sisaltdva yhdiste, kuten N-
asetyylikysteiini. (Johnson-Davis 2013: 275; Panteghini — Bais 2008: 318.)
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4.3.9 Laktaatti

Laktaatti on molekyyli, jota muodostuu elimistdssa pyruvaatista anaerobisen glykolyysin
aikana. Paaosa laktaatista muodostuu lihaksissa. Hapenpuutteen aikana laktaatti on gly-
kolyysin lopputuote. Hapan laktaatti-ioni siirtyy soluista verenkierron kautta maksaan,
jossa sen poistuminen tapahtuu glukoneogeneesin avulla. My6s munuaisissa voi tapah-

tua jonkin verran laktaatin eliminaatiota. (Andersen ym. 2014.)

Laktaatin kohoamisen syyna voi olla lisd&ntynyt laktaatin muodostus tai alentunut pois-
tuminen. Solujen altistuessa hapettomuudelle veren laktaattipitoisuus nousee, ja yleisin
syy kohonneelle laktaatille onkin heikentynyt verenkierto, jonka seurauksena hapen-
saanti kudoksissa vahenee. Syyna kohonneelle laktaatille voi olla myds maksan toimin-
nan heikkeneminen. Potilaat, joilla laktaatti on koholla, ovat erittédin huonokuntoisia. Lak-
taatti on maitohapon vastinemas, ja sen muodostuminen aiheuttaa happamoitumista.
Laktaattiasidoosista voidaan puhua, kun veren pH laskee laktaatin vaikutuksesta alle
7,35. (Andersen ym. 2014; Laktaatti, plasmasta, paastotilassa. 2018.)

Entsymaattisessa substraattimaarityksessa laktaattioksidaasi hapettaa laktaatin, jolloin
muodostuu pyruvaattia ja vetyperoksidia. Muodostunut vetyperoksidi reagoi edelleen re-
aktioseoksessa olevan kromogeenin kanssa peroksidaasientsyymin vaikutuksesta, jol-
loin muodostuu variainetta (kuvio 7). Muodostuneen variaineen maara on verrannollinen
laktaatin maaraan ja se maaritetaan mittaamalla absorbanssin kasvu fotometrisesti aal-
lonpituudella 545/694 nm. (Lactate. 2017.)

Laktaattioksidaasi

Laktaatti + 0, Pyruvaatti + H,0,

. . L . Peroksidaasi _ L.
H,0, + 4-aminoantipyriini + Kromogeeni —— Violetti variaine + 4 H,0

Kuvio 7. Reaktiokaava laktaattimaaritykselle (mukaillen Lactate. 2017).

Laktaatti analysoidaan fluoridioksalaattiplasmasta. Muuhun lisdaineeseen otettu nayte
sdilytetaan kylmassa, jotta valtetaan laktaattiarvojen kohoaminen lammon seurauksena.
Nayte otetaan ilman staasia ja erotellaan 30 minuutin kuluessa naytteenotosta. Potilaan
tulee olla levossa vahintddn 30 minuuttia ennen naytteenottoa. (Laktaatti, plasmasta,

paastotilassa. 2018.)
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Hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttda analyysissa. Hemolyysi voi nostaa mittauksen ab-
sorbanssia aallonpituusvalilla 540-580 nm, mika voi aiheuttaa virheellisen korkean lak-
taattituloksen (Dolci — Panteghini 2013: 39). Toisaalta hairidvaikutusta vahentaa se, etta
mittauksessa kaytetaan kahta aallonpituutta (Sonntag 1986: 137). Punasoluista vapau-
tuvan raudan peroksidaasiaktiivisuus voi virheellisesti voimistaa mittausrektiota (Dolci —
Panteghini 2013: 39).

4.3.10 Laktaattidehydrogenaasi

Laktaattidehydrogenaasi (LD) on solun sytosolifraktiossa esiintyva vedynsiirtajaent-
syymi, joka katalysoi laktaatin konversiota pyruvaatiksi koentsyymi NAD*:n avulla. Re-
aktio tapahtuu myds toiseen suuntaan. Entsyymi voidaan erottaa viideksi erilaiseksi frak-
tioksi LD-1-LD-5, joista kukin koostuu neljasta H- tai M-alayksikosta tai niiden yhdistel-
mista. (Johnson-Davis 2013: 276; Laktaattidehydrogenaasi, plasmasta. 2018.)

Korkeita entsyymipitoisuuksia tavataan sydamessd, maksassa, luurankolihaksissa, mu-
nuaisissa, haimassa ja punasoluissa; pienempia pitoisuuksia puolestaan keuhkoissa, si-
leissé lihaksissa ja aivoissa. Entsyymin pitoisuus nousee monissa erilaisissa elimiston
hairidissa ja elinvaurioissa, mutta nousu on kudoslahteen suhteen epaspesifista. Tutki-
musta kaytettdessa indikaationa voi olla esimerkiksi sydan- tai keuhkoinfarkti, maksa-
vaurio, munuaisvaurio, lihasvaurio, pernisiddsi anemia, hemolyyttinen sairaus, leukemia
tai muu maligni sairaus. Epéaspesifisyytensa vuoksi plasman LD-pitoisuuden ollessa ko-
holla on usein suotavaa tehda isoentsyymifraktiointi entsyymin aktiviteetin kudosalkupe-
ran selvittamiseksi. (Johnson-Davis 2013: 275; Laktaattidehydrogenaasi, plasmasta.
2018.)

LD-méaaritys perustuu entsyymiaktiivisuuden mittaamiseen. Menetelméassé laktaattide-
hydrogenaasi katalysoi substraattina toimivan L-laktaatin hapettumista pyruvaatiksi (ku-
vio 8). Samalla reaktiossa lasna oleva NAD" pelkistyy NADH:ksi. Laktaattidehydro-
genaasin entsymaattinen aktiivisuus naytteessd on suoraan verrannollinen NADH:n
muodostumisnopeuteen. Muodostuneen NADH:n maara maaritetddn mittaamalla absor-
banssin kasvu fotometrisesti aallonpituudella 340/410 nm. (Lactate Dehydrogenase.
2018.)
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LD
L-laktaatti + NAD* + HY —— Pyruvaatti + NADH

Kuvio 8. Reaktiokaava LD-maaritykselle (mukaillen Lactate Dehydrogenase. 2018).

Punasolujen sisainen LD-pitoisuus on noin 100-150-kertainen seerumiin verrattuna,
jonka vuoksi hemolyyttista naytetta ei tulisi kayttaa analyysissa (Johnson-Davis 2013:
277). Hemolyysissa punasoluista vapautuva LD aiheuttaa huomattavaa interferenssia
nostamalla entsyymin pitoisuuden virheellisen korkeaksi (Lactate Dehydrogenase.
2018). My0ds verihiutaleet siséltavat suuria pitoisuuksia laktaattidehydrogenaasia, jolla
voi olla vaikutusta plasmanéaytteista analysoituihin tuloksiin (Panteghini — Bais 2008:
322).

5 Immunokemialliset menetelmét

Immunokemialliset menetelméat hyddyntavat immunologisia ilmidita eli vasta-aineiden ja
antigeenien valisia kemiallisia reaktioita, jotka ovat erittain spesifisia ja sensitiivisia. Kiin-
nostuksen kohteena oleva molekyyli voi olla vasta-aine tai antigeeni ja tavoitteena voi
olla ndiden havaitseminen tai kvantifiointi. Menetelmat perustuvat antigeenien selektiivi-
seen, reversiibeliin ja ei-kovalenttiseen sitoutumiseen vasta-aineiden avulla. Sitoutumi-
seen vaikuttavat kummankin reaktantin pitoisuus, vasta-aine-antigeenikompleksien spe-
sifisyys, affiniteetti eli sitoutumisen voimakkuus, aviditeetti eli kaikkien sidosten aiheut-
tama sidosvoima, seka reaktio-olosuhteet. (Immunochemical Techniques. 2017: 308—
309; Wu 2013: 161.)

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit ovat glykoproteiineja, jotka jaotellaan eri luokiksi IgG,
IgA, 1gD, IgM ja IgE. Rakenteellisesti vasta-aineita kuvataan Y-kirjaimen muotoisina mo-
lekyyleind, joista kukin siséltaa nelja polypeptidia: kahta identtistéa polypeptidiyksikkda
kutsutaan raskasketjuiksi ja vastaavasti kahta muuta kevytketjuiksi. Vasta-aineen raken-
teessa on toiminnallinen Fab-alue, joka sitoutuu antigeeniin. Antigeenin kohtaa, johon
vasta-aine sitoutuu, kutsutaan epitoopiksi tai antigeeniseksi determinantiksi. Antigeenit
ovat elimistdlle vieraita aineita, jotka indusoivat elimistdssa biologista immuunivastetta
ja vasta-aineiden synteesia. Antigeeniné voivat toimia lahes kaikki riittdvan suuret bio-
molekyylit ja niissa on yleensé useita kohtia, jotka voivat sitoutua vasta-aineisiin eri spe-
sifisyydelld. (Immunochemical Techniques. 2017: 308, 310; Wu 2013: 161.)
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Vasta-aineita voidaan valmistaa laboratoriokéytt6on kahdella eri tapaa. Monoklonaaliset
vasta-aineet on tuotettu jatkuvasti jakautuvista plasmasolulinjoista. Ne on suunnattu vain
yhté epitooppia vastaan, eli ne ovat identtisia kopioita rakenteellisesti ja antigeenispesifi-
sesti. Polyklonaaliset vasta-aineet on tuotettu immunisoimalla koe-elaimia antigeeneill&.
Siten ne ovat monoklonaalisten vasta-aineiden seoksia, jotka ovat spesifisia useille eri

antigeeneille. (Immunochemical Techniques. 2017: 312; Wu 2013: 162.)

5.1 Immunokemiluminometria

Immunokemiallisista menetelmisté opinnaytetydssa kaytettiin kaksoisvasta-ainetekniik-
kaa hyodyntavdd immunokemiluminometriaa. Kaksoisvasta-ainetekniikassa kiintean
faasin vasta-aineen liséksi kaytetdan yleensa leimattua vasta-ainetta. Molemmat vasta-
aineet tunnistavat kiinnostuksen kohteena olevan antigeenin. (Wu 2013: 169-170.)

Luminesenssia tapahtuu sahkoisen, biokemiallisen tai kemiallisen reaktion vaikutuk-
sesta, jolloin atomin tai molekyylin viritystila purkautuu ja atomi palaa alemmalle ener-
giatasolleen. Reaktiossa ylimaaradinen energia vapautuu valona, kun atomi tai molekyyli
emittoi samalla fotonin eli valokvantin. Kemiluminesenssi on kemiallisen reaktion aiheut-
tamaa sahkdmagneettista emissiota eli sateilya, joka tuottaa valoa. (CD Creative Diag-
nostics® 2019; Tiensuu 2000: 13; Wu 2013: 167.)

Leimamenetelmassa vasta-aine merkitaan kiinnittamalla siihen molekyyli, joka mahdol-
listaa vasta-aine-antigeenikompleksien havaitsemisen pienillakin pitoisuuksilla lisaten
analyyttista herkkyytta maarityksessa. Leimattua vasta-ainetta tarvitaan ylimaarin, jotta
leimavasta-aine ei muodostu reaktiota rajoittavaksi tekijaksi. Antigeenin pitoisuus nayt-
teessa on suoraan verrannollinen siihen, kuinka paljon sité on sitoutuneena leimavasta-
aineeseen. (Wu 2013: 166—170.) Opinnaytetydssa tutkittujen immunokemian analyyttien
menetelmat kayttavat leimavasta-aineena luminesoivaa akridiiniesteria. Akridiiniesteri
on rengasrakenteinen orgaaninen molekyyli, jossa on esterisidos. Eméaksisissa olosuh-
teissa vetyperoksidin vaikutuksesta akridiiniesterin esterisidos katkeaa ja jaljelle jaa
epastabiili molekyyli, N-metyyliakridoni. Reaktiossa emittoituu valoa aallonpituudella 430
nm, kun epastabiili molekyyli palaa takaisin vakaampaan perustilaansa. (CD Creative
Diagnostics® 2019; Wu 2013: 167.)
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Leimamenetelmaa kaytettdessa vasta-aine-antigeenisuhde on lineaarinen tiettyyn pis-
teeseen saakka, jonka jalkeen se on altis hook-vaikutukselle. Hook-vaikutuksessa ana-
lyytin konsentraatio ylittda analyyttisen mittausalueen. Kun naytteessa esiintyy erittain
suuria antigeenipitoisuuksia, leimavasta-aine saturoituu eli kyllastyy, jonka seurauksena
kaksoisvasta-ainetekniikalle ominaista sandwich-rakennetta ei muodostu ja emittoituva
signaali jaa virheellisen alhaiseksi. Naytettd voidaan laimentaa, jolloin saadaan korke-
ampi, mutta tarkempi lopullinen tulos (McCudden — Willis 2013: 671; Wu 2013: 169—
170.)

5.2  Tutkitut immunokemian analyytit

Tassa kappaleessa esitelladn lyhyesti kreatiinikinaasin MB-alayksikon ja myoglobiinin
merkitys elimistdssa, kliininen kaytto ja analyysimenetelma. Lisdksi tarkastellaan tutki-
muksiin vaikuttavia hairiotekijoita erityisesti hemolyysin vaikutuksen kannalta.

5.2.1 Kreatiinikinaasin MB-alayksikk®

Kreatiinikinaasi esiintyy dimeering, joka koostuu kahdesta alayksikdsta. Alayksikot voi-
daan erottaa kolmeksi erilliseksi molekyylimuodoksi, joita ovat CK-BB (aivoperainen),
CK-MB (sydanperainen) ja CK-MM (lihasperdinen). Tavallisesti seerumista noin 94 % on
MM-isoentsyymia ja noin 6 % MB-isoentsyymia. Herkilla menetelmilla my6s pienia méa-
ria BB-isoentsyymid voidaan havaita seerumissa. Samoin luurankolihaksissa esiintyva
MM-isoentsyymi muodostaa valtaosan entsyymin aktiivisuudesta MB-isoentsyymin
osuuden jaadessa alle 4 %. Sydanlihaksessa suurin osa CK-aktiivisuudesta on MM-
isoentsyymia ja noin 20 % MB-isoentsyymia. (Johnson-Davis 2013: 271-272; Kreatiiniki-

naasi, plasmasta. 2018.)

Vaikka hybridimuotoista MB-isoentsyymia tavataan pienissda maarin muissakin kudok-
sissa, sydanlihaskudos on olennaisesti ainoa kudos, josta MB-isoentsyymia siirtyy see-
rumiin merkittavissa maarin. MB-isoentsyymin immunokemiallista maaritysté kaytetaan-
kin hyddyksi erilaisten sydanlihasperaisten sairauksien diagnostiikassa. CK-MB-pitoi-
suus nousee akuutissa sydaninfarktissa, iskeemisessa sydénlihasvauriossa, angina
pectoris -kivussa, inflammatorisissa sydanlihassairauksissa sekad sydanlihaskirurgisten
toimenpiteiden yhteydessa. (Johnson-Davis 2013: 273; Kreatiinikinaasi, MB-alayksikkd,

massa, plasmasta. 2018.)
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CK-MB-isoentsyymin madritys naytteestd tapahtuu immunokemiluminometrisesti ja me-
netelméssa hyoddynnetaan kaksoisvasta-ainetekniikkaa (Creatine Kinase MB. 2017,
Kreatiinikinaasi, MB-alayksikkd, massa, plasmasta. 2018). Isoentsyymista mitataan sen
massakonsentraatio entsymaattisen aktiivisuuden sijaan, jolloin voidaan havaita myos

entsymaattisesti inaktiivinen MB-isoentsyymi (Johnson-Davis 2013: 274).

Maarityksessé leimavasta-aineena on hiiren monoklonaalista anti-CK-MB-vasta-ainetta,
joka on leimattu akridiiniesterilla. Maarityksen kiintedn faasin vasta-aine on hiiren mo-
noklonaalista anti-CK-BB-vasta-ainetta, joka on kovalenttisesti sidottu paramagneettisiin
partikkeleihin. Antigeenin eli CK-MB-isoentsyymin havaitsemiseksi kiintean faasin vasta-
aine kiinnittaa itseensa antigeenin. Reagoimattomat molekyylit pestaan pois ja reaktioon
lisataan leimattu detektorivasta-aine. Toisessa pesussa vapaa sitoutumaton leimavasta-
aine pestaan pois. Leimavasta-aine signaloi valoa ja signaali on verrannollinen detekto-
rivasta-aineeseen kiinnittyneen antigeenin maaraan, eli CK-MB-pitoisuus naytteessa on
suoraan verrannollinen suhteellisten valoyksikkdjen (relative light unit, RLU) maaraan,
jotka mittaustekninen laitteisto havaitsee. (Creatine Kinase MB. 2017; Wu 2013: 169-
170.)

Hemolyysilla on vahemman haitallista vaikutusta CK-MB-isoentsyymin massamaarityk-
siin kuin entsyymiaktiivisuuteen perustuviin menetelmiin. Hemolyysi voi toisaalta aiheut-
taa hairiota massamaarityksiinkin erittain korkeilla hemoglobiinipitoisuuksilla. (Ozcan —
Karakas — Ylcel 2012: 382.) Naytteen poikkeuksellisen korkea CK-MB-pitoisuus voi ai-
heuttaa paradoksaalista laskua RLU-yksikkéjen maaraan hook-vaikutuksen takia. Myos
naytteessa mahdollisesti olevat epatavanomaiset vasta-aineet voivat reagoida maarityk-
sessa johtaen virheellisen korkeaan tai matalaan tulokseen. (Creatine Kinase MB. 2017.)
Hairitseva vasta-aine kiinnittyy seka leimavasta-aineeseen etta kiinteédn faasin vasta-ai-

neeseen ja tuottaa signaalin ilman mitattavaa analyyttia (Wu 2013: 172).

5.2.2 Myoglobiini

Myoglobiini on globulaarinen hemoproteiini, joka koostuu yhdesta 154 aminohappoa si-
saltavasta polypeptidiketjusta ja porfyriinirenkaasta, jonka keskusta sisaltaa ferrorauta-
atomin. Myoglobiini on primaarinen happea kuljettava proteiini luurankolihaksissa ja sy-
danlihaksessa ja suurimmaksi osaksi liuenneena sytoplasmaan. Kuten hemoglobiini,
myoglobiini pystyy reversiibelisti sitomaan happea. Hemoglobiinista poiketen silla on ra-

kenteessaan kuitenkin vain yksi happea sitova kohta, jonka affiniteetti on hyvin korkea.
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Kudostasolla myoglobiini pystyy vastaanottamaan happea hemoglobiinilta ja joko sailyt-
tamaéan vastaanottamansa hapen tai toimittamaan sen lihassoluihin esimerkiksi lisdan-
tyneen metabolisen aktiivisuden aikana. Normaaleissa olosuhteissa myoglobiini kiertéaa
veressa sitoutuneena plasmaproteiineihin. Kun myoglobiinipitoisuus nousee merkitta-
vasti, proteiinien sitoutumiskapasiteetti ylikuormittuu ja myoglobiinia erittyy nopeasti virt-
saan. (Gossman — Foris — Richards 2019; Keil 2013: 227.)

Myoglobiinipitoisuus nousee erilaisissa lihassairauksissa ja -vammoissa kuten lihasdys-
trofioissa, myosiiteissa, myopatioissa, palovammoissa ja rabdomyolyysissa. Pitoisuuden
nousua voi esiintyd myds jo minimaalisissa lihastraumoissa kaatumisen, fyysisen rasi-
tuksen tai intramuskulaaristen injektioiden yhteydessa. Myoglobiinipitoisuuden nousua
aiheuttavat lisdksi elimiston pitkaaikainen immobilisaatio, metaboliset sairaudet, infek-
tiot, epileptiset kohtaukset, tietyt ladkkeet, seka pitkittynyt paihteiden kayttd. Edella mai-
nitut syyt voivat aiheuttaa epatasapainon lihasenergian tuotannon ja kulutuksen valilla,
mika johtaa lihasten vaurioitumiseen ja taten myoglobiinin vapautumiseen. (Gossman
ym. 2019; Keil 2013: 227-228; Lawrence — Broussard 2013: 432; Myoglobiini, plas-
masta. 2018.)

Myglobiinin ma&éaritys naytteestd tapahtuu immunokemiluminometrisesti, ja menetel-
massa hyddynnetaan kaksoisvasta-ainetekniikkaa (Myoglobin. 2017; Myoglobiini, plas-
masta. 2018). Maarityksessa leimavasta-aineena on vuohen polyklonaalista antimyoglo-
biinivasta-ainetta, joka on leimattu akridiiniesterilla. Maarityksen kiintean faasin vasta-
aine on hiiren monoklonaalista antimyoglobiinivasta-ainetta, joka on kovalenttisesti si-
dottu paramagneettisiin partikkeleihin. Antigeenin eli myoglobiinin havaitsemiseksi kiin-
teén faasin vasta-aine kiinnittda itseensa antigeenin. Reagoimattomat molekyylit pes-
t&én pois ja reaktioon lisataan leimattu detektorivasta-aine. Toisessa pesussa vapaa Si-
toutumaton leimavasta-aine pestaan pois. Leimavasta-aine signaloi valoa ja signaali on
verrannollinen detektorivasta-aineeseen kiinnittyneen antigeenin maaraan, eli myoglo-
biinin pitoisuus naytteessa on suoraan verrannollinen suhteellisten valoyksikkdjen (RLU)

maaraan, jotka mittaustekninen laitteisto havaitsee. (Myoglobin. 2017; Wu 2013: 170.)

Ozcanin ym. (2012: 384) mukaan hemolyysilla ei ole hairitsevaa vaikutusta myoglobii-
nipitoisuuden maarityksessa. Muihin maarityksen virheldhteisiin lukeutuvat naytteen
poikkeuksellisen korkeasta myoglobiinipitoisuudesta johtuva hook-vaikutus sek& nayt-

teessé mahdollisesti olevat epatavanomaiset vasta-aineet (Myoglobin. 2017).



34

6 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tarkoituksena oli maarittdd, minka asteinen hemolyysi vaikuttaa tutkitta-
vien analyyttien mittaustuloksiin kliinisesti merkitsevasti ja luoda hemolyysi-indeksille
raja-arvot. Tavoitteena oli tuottaa luotettavia tuloksia, joita voidaan automaatiolaborato-
riossa hybdyntaa laitteille asetettavina autovalidointikriteereina. Tydssa analysoitiin he-
molysaattilaimennossarjoista kaikkiaan 25 analyyttia ja opinnaytetydssa kasiteltiin naista

12. Kaikki tulokset jaivat automaatiolaboratorion hyédynnettaviksi.

Tutkimuskysymykset:

1) Kuinka suuri hemoglobiinipitoisuus aiheuttaa kliinisesti merkittavan poikkeaman
tutkittujen analyyttien pitoisuuksiin?

2) Vaikuttaako analyytin pitoisuustaso hemolyysin aiheuttaman poikkeaman suu-

ruuteen?

7 Opinnaytetydn menetelmat

Opinnaytetydn aiheen toimeksiantajana toimi HUSLAB-talon automaatiolaboratorio,
jonka tiloissa ja laitteilla opinnaytety6n kaytanndn osuus suoritettiin. Tyota ohjasivat ke-
misti Mia Sneck, erikoistuva kemisti Eveliina Korhonen ja Metropolian lehtori Merja Ojala.
Opinnaytetydén aiheena oli hemolyysi-indeksin verifioiminen Siemens Healthineersin
Atellica® Solution -laitteille, kliinisen kemian ja immunokemian analyyteille. Mydhemmin

opinnaytetytssa laitekokonaisuuteen viitataan vain Atellica® Solution -nimella.

Opinnaytetydssa esiteltaviksi valittiin analyytteja niiden tunnetun hemolyysiherkkyyden
perusteella. Opinnaytety6ta ohjaavilta kemisteiltd opinnaytetydn tekijat saivat valintaa
varten listan HIL-indekseista, jotka ovat Siemens Healthineersin listaamia ehdotettuja
rajoja Atellica® Solution -laitteelle. Listauksen matalien hemolyysi-indeksien perusteella
tutkittavaksi valittin ALAT, kalium ja CK edustamaan analyytteja, jotka ovat tunnetusti
hemolyysiherkkid. Osan analyyteistd (ASAT, LD ja ammoniumioni) tiedettiin kirjallisuu-
den perusteella olevan hemolyysille herkkia, mutta niille ei I0ytynyt viela kayttokelpoista
tutkittua tietoa Atellica® Solution -analysaattoreiden hemolyysih&iriosta. Mydskaan im-
munokemian analyyteille ei ollut ehdotettua hemolyysirajaa. CRP valittiin ei-hemolyy-

siherkaksi verrokiksi. Analyyttien lopullisessa valinnassa tarkasteltiin analyyttikohtaisia
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menetelmaohijeita, erityisesti niissé olevia virheldhdetaulukoita tai suosituksia hemolyyt-
tisten naytteiden valttdmisestd. Hemolyysiherkkien analyyttien ohella pyrittiin valitse-
maan analyyttejd, joiden hemolyysihairion kliinisestd merkityksesta ei ollut varmuutta.

Opinnaytetyo toteutettiin maarallisen tutkimuksen menetelmin. Maarallisessa tutkimuk-
sessa tarkastellaan muuttujien vélista tilastollista yhteyttd. Muuttujat jaetaan riippumat-
tomiin eli selittéviin ja riippuviin eli selitettaviin muuttujiin. (Kankkunen — Vehvilainen-Jul-
kunen 2015: 55.) Tassa tydssa selittavan muuttujan asemassa olivat naytteen hemolyyt-
tisyytta kuvaavat naytteen hemolyysi-indeksi ja vapaan hemoglobiinin pitoisuus. Selitet-
tavid muuttujia taas olivat mitattujen analyyttien pitoisuudet. Mittausmenetelméana kay-
tettiin kemian ja immunokemian analysaattorilla seké spektrofotometrilla tapahtuvaa mit-

taamista.

Opinnaytetydn mittaukset tehtiin kolmen paivan aikana 29.8., 30.8. ja 17.9. Ensimmai-
sena paivana valmistettiin hemolysaatti ja valittiin hepariiniplasmanaytteet seka tehtiin
niista naytepoolit. Seuraavana paivana mitattiin hemolysaatti, valmistettiin fluoridiok-
salaattiplasmasta laktaattindytepooli ja valmistettiin hepariini- ja laktaattipooleista hemo-
lysaattilaimennossarjat sekd analysoitiin ne. Kolmantena péaivana tehtiin ammoniumionin
analysoimista varten EDTA-plasmapoolit ja hemolysaattilaimennossarjat seka analysoi-
tiin ne. Ty6vaiheet toteutettiin opinnaytety6td ohjaavien kemistien ohjeiden mukaisesti.

Tulokset analysoitiin syys-lokakuun aikana 2019.

7.1 Naytemateriaalin keruu ja naytepoolien valmistus

Hepariiniplasmanadytemateriaaliksi  keréttin HUSLAB-talon automaatiolaboratoriosta
vuorokauden vanhoja, havitettéavaksi joutuvia plasmanaytteitd, joista potilastulokset oli jo
analysoitu. Naytemateriaalia kaytettiin naytepoolien ja hemolysaattien valmistukseen.
Sopivien potilasnaytteiden kerdamiseksi luotiin aluksi valintakriteerit. Tarkoituksena ol
kerata kiinnostuksen kohteena olevien analyyttien pitoisuuksien suhteen toisistaan poik-
keavia naytteita. Tutkimusvalikoiman laajuuden ja ajankaytén vuoksi ei ollut tarkoituk-
senmukaista loytaa jokaiselle analyytille naytetta, jossa analyytin pitoisuus oli suhteelli-
sen korkea ja vastaavasti naytetta, jossa analyytin pitoisuus oli matala. Téaten hakuehtoja

rajattiin koskemaan kahta tutkittavaa analyyttia.
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Ensimmaisenda valintakriteerind hepariinindytteille oli kerétéd potilasnaytteitd, joissa oli
joko matala tai korkea plasman ALAT-pitoisuus. Toisena valintakriteerina oli keraté poti-
lasnaytteitd, joissa oli joko korkea tai todella korkea plasman CRP-pitoisuus. Eritasoisten
naytteiden kerddmisella pyrittiin varmistamaan, etta myos muiden tutkittavien analyyttien
pitoisuudet sijoittuisivat mahdollisimman laajalle skaalalle ja etté analyyttien pitoisuudet

eivat laimenisi liikaa laimennossarjoja valmistettaessa.

Naytteita kerattiin aluksi ylimaarin, jonka jalkeen naytepoolien valmistusta varten seulot-
tiin edustavimmat naytteet. Jokaisen potilasnaytteen eroteltua hepariiniplasmaa tarkas-
teltiin visuaalisesti ja naytteet, jotka olivat silminnahden joko hemolyyttisia tai lipeemisia,
hylattiin. Hemolyysiasteen tuli olla naytteissd matala, jotta saatiin matalan hemolyysias-
teen vertailunayte, johon hemolysaatilla kasiteltavia naytteita voitiin verrata ja siten luo-
tettavasti todeta hemolyysiasteen vaikutus tulostasoon. Lipeemisid naytteita ei hyvak-
sytty, silla tiettyjen analyyttien pitoisuuksien mittaamiseen hyddynnettiin naytteiden sa-
meuden mittaamista. Naytteita kasiteltiin nimettémina ja potentiaalisesti tartuntavaaralli-

sina seka niista poistettiin potilaiden tunnistamiseen johtavat tiedot.

Naytepoolien valmistukseen kaytettiin valikoitujen ALAT- ja CRP-naytteiden plasmaa.
Nelja naytepoolia valmistettiin yhdistamalla plasmat 10 ml lisdaineettomiin putkiin, jotka
merkittiin numeroilla 1, 2, 3 ja 4. Jokaiseen pooliin pipetoitiin plasmaa ad 10 ml, eli jokai-
nen pooli sisélsi 67 eri naytteen plasmat. ALAT-naytteistd plasmat yhdistettiin omiksi
pooleikseen siten, ettéd pooli 1 sisalsi hemolysaattien valmistuksen yhteydessa eroteltu-
jen ja muiden matalien ALAT-n&ytteiden plasmat (ALAT-pitoisuus oli noin 10-40 U/l) ja
pooli 2 sisélsi korkeiden ALAT-naytteiden plasmat (ALAT-pitoisuus oli yli 100 U/I). CRP-
naytteistd plasmat yhdistettiin omiksi pooleikseen siten, etta pooli 3 sisélsi korkeiden
CRP-naytteiden plasmat (CRP-pitoisuus oli noin 100 mg/l) ja pooli 4 sisélsi todella kor-
keiden CRP-naytteiden plasmat (CRP-pitoisuus oli noin 200 mg/l). Lopuksi jokaista teh-

tya poolia sekoitettiin huolellisesti koeputkiravistelijalla.

Laktaattipooli valmistettiin toisena tutkimuspdaivana. Laktaatin tutkimista varten kerattiin
kaikki havitettavaksi menevat fluoridioksalaattiplasmat, joita oli silla hetkella saatavilla.
Plasmat tarkastettiin visuaalisesti samoin kuin hepariinindytteiden kohdalla ja kaikki so-
veltuvat naytteet yhdistettiin 10 ml lisdaineettomaan putkeen, joka sekoitettiin huolelli-
sesti koeputkiravistelijalla. Pooli merkittiin L-kirjaimella ja sen kokonaistilavuudeksi saa-

tiin noin 4 ml.
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Ammoniumionipoolit valmistettiin kolmantena tutkimuspaivana. Vanhentuneita NH4*-io-
ninaytteita oli keratty edellisella viikolta ja naytteet oli pakastettu. Naiden lisaksi kerattiin
vuorokauden sisalla otettuja, huoneenlammaossa sdilytettyja naytteitd, jotka olivat me-
nossa havitettaviksi. Naytteiden NHs*-ionipitoisuudet tarkistettiin ja ne jaoteltiin arvoil-
taan kohonneisiin (NH4™-ionin pitoisuus oli 50 pmol/l tai enemman) ja normaaleihin
(NH4*-ionin pitoisuus oli alle 50 umol/l). Kaikki naytteet olivat seisseet useita tunteja huo-
neenlammaossa, minka vuoksi pitoisuudet olivat todennakdisesti kohonneet alkuperai-
seen mittausajankohtaan verrattuna. Pitoisuuksien tarkastamisella pyrittiinkin ennen
kaikkea saamaan naytepoolit hieman eri tasoisiksi, eika pitoisuuksien muutoksella ollut
merkitysta lopullisten tulosten kannalta, silla kaikki tutkimusnaytteet analysoitiin saman-

aikaisesti.

Ammoniumionipoolien tekoa varten valittiin kaikki huoneenlampoiset naytteet seka viisi
pakastettua ja sulatettua naytetta. Naytteet tarkastettiin visuaalisesti valinnan yhtey-
dessa eikd hemolyyttisid tai sameita naytteitd otettu mukaan tutkimukseen. Pakasti-
messa olleet naytteet sentrifugoitiin ennen niiden lisddmista pooleihin. Sentrifugointiin
kaytettiin Hettich™ ROTIXA 500 RS -lattiasentrifugia, johon asetettiin RCF- eli g-arvoksi
2000, ajaksi 10 minuuttia ja lampdtilaksi +20°C. Kaikkiin tyon aikana suoritettuihin sentri-
fugointeihin kaytettiin kyseisia arvoja, joten arvoja ei ole myéhemmin tekstisséa erikseen
mainittu. Normaaliarvoja antaneet naytteet yhdistettiin pooliksi Al ja korkeita arvoja an-
taneet naytteet pooliksi A2 10 ml lisdaineettomiin putkiin, jotka sekoitettiin huolellisesti

koeputkiravistelijalla. Kummankin poolin tilavuudeksi saatiin noin 5 ml.

7.2 Hemolysaattien valmistus

Hemolysaatteja valmistettiin ensin nelja eripitoista seosta, jotta niista voitiin lopuksi valita
suurimman hemoglobiinipitoisuuden omaava seos. Tavoitteena oli valmistaa mahdolli-
simman vahva hemolysaatti, jotta sen lisaaminen laimentaisi mahdollisimman véahan tut-
kittavia naytepooleja. Hemolysaattien valmistukseen kaytettiin neljan satunnaisesti vali-
tun matalan ALAT-n&ytteen heparinisoidun kokoveren punasoluosaa. Plasma pipetoitiin
pois prim&ariputkista, jolloin putkien pohjalle jaljelle jai ainoastaan punasoluosa. Pipetoi-
taessa oli tarkoituksellista saada pois kaikki plasma, jotta sen pitoisuudet eivat vaikuttaisi
lopullisiin mittaustuloksiin niissé& naytteissa, joihin hemolysaattia lisattaisi. Samalla me-
netettiin myds punasolujen pinnalla oleva valkosolut ja verihiutaleet siséltava buffy coat
-kerros ja pieni osa punasoluista. Eroteltuja plasmoja ei heitetty pois, vaan ne hyddyn-

nettiin yhden naytepoolin valmistukseen edella kuvatulla tavalla.
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Hemolysaatit nimettiin kirjain-numeroyhdistelmilla H1, H2, H3 ja H4. Jokaisen hemo-
lysaatin viskositeettia alennettiin lisdamalla solujen joukkoon pieni maéra vetta taulukon
1 mukaisesti. Veden lisdyksen tavoitteena oli alentaa hemolysaattien osmoottista pai-
netta ja samalla tehostaa solujen hajoamista. Veden lisdéamisen jalkeen jokaista hemo-
lysaattia sekoitettiin huolellisesti koeputkiravistelijalla. Hemolysaatteja pakastettiin yh-
den tunnin ajan -80°C:ssa. Pakastuksen tarkoituksena oli maksimoida hemolysaattien

kaikkien solujen hajoaminen.

Taulukko 1. Hemolysaatteihin lisatyn veden mé&aré eri kerroilla.

Hemolysaatti | Veden lisdys 1. kerran | Veden lisdys 2. kerran
H1 250 pl 3000 pl
H2 500 pl 2000 pl
H3 750 pl 1000 pl
H4 1000 pl 1000 pl

Pakastusajan jalkeen hemolysaatit haettiin huoneenlampd66n ja niiden annettiin sulaa
yhden tunnin ajan. Sulatuksen jalkeen hemolysaatit sekoitettiin huolellisesti koeputkira-
vistelijalla ja sentrifugoitiin Hettich™ ROTIXA 500 RS -lattiasentrifugilla solukappaleiden
poistamiseksi. Sentrifugoinnin jalkeen jokainen hemolysaatti siirrettiin primaariputkesta
omaan erotteluputkeen siten, etta primadariputkien pohjalle jatettiin pieni méaara punaso-

lujen kappaleita sisdltavaa massaa.

Erotteluputkiin lisattiin toisen kerran pieni maara vetta (taulukko 1). Hemolysaatit sekoi-
tettiin huolellisesti koeputkiravistelijalla, jonka jalkeen ne sentrifugoitiin jalleen Hettich™
ROTIXA 500 RS -lattiasentrifugilla. Sentrifugoinnin tarkoituksena oli saada hemolysaat-
tien supernatantti ja sakka erottautumaan toisistaan, jotta kemian ja immunokemian ana-
lysaattoreiden naytepipetit eivat tukkeutuisi solumassasta. Hemolysaatit ajettiin hemato-
logian Sysmex XE-5000 -virtaussytometrilla hemoglobiinipitoisuuden selvittamiseksi.
Saatujen soluparametrien perusteella hemolysaatit sisélsivét vield tdssa vaiheessa liikkaa
soluja, joten hemolysaattien kéasittelya jatkettiin. Jokaista hemolysaattia sekoitettiin viela
k&sin pipetoimalla punasoluosaa edestakaisin erotteluputkessa, jotta toistuva mekaani-
nen liike hajottaisi lisda soluja. Lopuksi hemolysaatit vietiin -80°C:n pakkaseen 15 tunnin

ajaksi.
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Pakastusajan jalkeen hemolysaattien annettiin sulaa huoneenlammaossa. Sulamista no-
peutettiin hieman lammittamalla putkia kasin, jonka jalkeen putket sentrifugoitiin Het-
tich™ ROTIXA 500 RS -lattiasentrifugilla. Hemolysaatit ajettiin toistamiseen Sysmex XE-
5000 -virtaussytometrilla hemoglobiinipitoisuuden selvittdmiseksi. Jatkoon hemolysaat-
tilaimennossarjojen valmistukseen valittin hemolysaatti H3, jonka lopullinen hemoglobii-
nipitoisuus oli 146 g/l. Valintaa perusteltiin sill&, etta kaikista hemolysaateista H3 antoi

korkeimman hemoglobiinipitoisuuden.

7.3 Hemolysaattilaimennossarjojen valmistus ja analysointi

Toisena paivana valmistettiin viidesta naytepoolista (naytepoolit 1, 2, 3, 4 ja L) seitseman
naytteen hemolysaattilaimennossarjat, jotka sisélsivat tasot 0—6. Kullakin tasolla oli he-
moglobiinille oma tavoitepitoisuus, joka loytyy laimennostaulukoista 2 ja 3. Tavoitepitoi-
suuksien perusteella tutkimusnaytteisiin lisattiin hemolysaattia. Hemolysaatin aiheutta-
man laimenemisen kompensoimiseksi naytteitd laimennettiin vedella hemolysaatin li-
saysta vastaava maara. Kaikkiin naytteisiin lisattiin siis sama nestetilavuus, mutta hemo-
lysaatin ja veden suhde vaihteli. Referenssinaytteena kaytettiin tasoa 0, johon lisatiin
vain vetta. Vahvimman tason 6 néaytteisiin lisattiin vain hemolysaattia. Hemolysaatti-

laimennossarjan valmistusta havainnollistaa kuvio 9.
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Kuvio 9. Hemolysaattilaimennossarjan valmistus. Kaikkiin sarjan naytteisiin lisattiin sama neste-
tilavuus. Vahvimpaan naytteeseen lisattiin pelkkda hemolysaattia ja referenssinayttee-
seen pelkkaa vetta.

Veden lisayksella pyrittiin siihen, ettd kaikissa samasta naytepoolista peréisin olevat tut-
kimusnaytteet siséltaisivat teoriassa saman plasmapitoisuuden tutkittavaa analyyttia,
silla hemolysaatin sisaltama vesi ja punasoluista vapautuva siséltd myds laimensi nayt-
teitéd. Nain havaittujen mittausvirheiden voitiin olettaa johtuvan puhtaasti hemolyysista ja
hemolyyttisia tasoja voitiin verrata referenssinaytteiden tuloksiin. Tarvittavat hemolysaa-
tin ja veden maarat laskettiin ja pipetointikaaviot laadittiin Microsoft Excel -taulukkolas-
kentaohjelmaa kayttaen. Hemolysaatin laimennuskaava on kuviossa 10. Veden maara
laskettiin kullekin tasolle vahentamalla naytteen kokonaistilavuudesta kaytettdvan nay-
tepoolin ja hemolysaatin méaarat.

_ (c2xv2)
- cl

Kuvio 10. Laimennuskaava, jossa v1 on tarvittavan hemolysaatin maaré, c1 on hemolysaatin pi-
toisuus, v2 on naytteen lopullinen tilavuus ja c2 on tavoiteltu hemoglobiinipitoisuus.
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Naytepooleja 1-4 kaytettiin 1 ml kuhunkin tasoon 0—6. Lisaksi jokaiseen naytteeseen
lisattiin yhteensé 66 pl vettéa tai hemolysaattia taulukon 2 mukaisesti. Siten naytesar-
joissa 1-4 kunkin laimennoksen kokonaistilavuus oli 1,066 ml. Hepariininytesarjoissa
tutkimusnaytteita oli yhteensé 28.

Taulukko 2. Naytepoolien 1-4 laimennostaulukko.

Hemolyysitaso | Naytteen koko- | Lisatyn poolin | Hemolysaatin Veden maara
naistilavuus maara maara

Taso 0: 0 g/l 1,066 ml 1000 pl oul 66 pl

Taso 1: 1 g/l 1,066 ml 1000 pl 7ul 59 pl

Taso 2: 2 g/l 1,066 ml 1000 pl 15 pl 51 pl

Taso 3: 3 g/l 1,066 ml 1000 pl 22 ul 44 pl

Taso 4: 5 g/l 1,066 ml 1000 pl 37 ul 29 pl

Taso 5: 7 g/l 1,066 ml 1000 pl 51 pl 15 pl

Taso 6: 9 g/l 1,066 ml 1000 pl 66 pl oul

L-naytepoolia kaytettiin kuhunkin tasoon 500 pl, minka lisaksi jokaiseen naytteeseen li-
sattiin yhteensa 33 pl vetta tai hemolysaattia taulukon 3 mukaisesti. L-naytesarjan nayt-
teiden kokonaistilavuus oli siten 533 pl. Tasolla 1 pipetoitava hemolysaatin méaéra jou-
duttiin nostamaan 5 pl:aan, silla pienemman maaran pipetointi ei ollut mahdollista kéay-

tettavissa olevilla valineilla. L-ndytesarjassa oli yhteensa seitseméan tutkimusnaytetta.

Taulukko 3. Naytepoolien L, Al ja A2 laimennostaulukko.

Hemolyysitaso | Naytteen koko- | Lisatyn poolin Hemolysaatin Veden maéra
naistilavuus maara maara

Taso 0: 0 g/l 0,533 ml 500 pl oul 33 ul

Taso 1: 1 g/l 0,533 ml 500 pl 5ul 28 ul

Taso 2: 2 g/l 0,533 ml 500 pl 7 pl 26 pl

Taso 3: 3 g/l 0,533 ml 500 pl 11l 22 ul

Taso 4: 5 g/l 0,533 ml 500 pl 18 ul 15 pl

Taso 5: 7 g/l 0,533 ml 500 pl 26 pl 7 pl

Taso 6: 9 g/l 0,533 ml 500 pl 33 ul oul
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Naytesarjat pipetoitiin siten, ettd sama henkild pipetoi kokonaiset sarjat, jotta valtyttaisi
pipetointik&sialan vaikutukselta. Naytesarjojen naytteet merkittiin viivakoodein laitteelle
syottamista varten. Kaksiosaisissa merkinnoissa ensimmainen numero tai kirjain tarkoitti
naytepoolin numeroa ja toinen numero hemolyysitason numeroa. Esimerkiksi merkinta
1-1 tarkoitti 1-naytesarjan 1-tasoa. Ennen naytteiden analysointia kaikkien analyyttien
kontrollitulokset tarkastettiin laitteilta. Laitteet eivat olleet viela tuotannossa, joten kont-
rollien rajoja ei ollut viela paivitetty laitteille. Rajojen puuttuessa tuloksista tarkistettiin,
ettd ne olivat pysyneet riittdvan samanlaisina pidemmalla aikavalilla. Plasman magnesi-
umin kontrollituloksissa oli hieman enemman vaihtelua, joten sen kontrolli ajettiin viela
ennen analysoinnin aloittamista uudelleen ja tarkistettiin, etta tulos saavuttaa sisdisen

laadunohjauksen kriteerit.

Jokaisesta tutkimusnaytteesta mitattiin hemolyysi-indeksi ja kaikki naytetyypille soveltu-
vat kemian ja immunokemian analyytit kahtena rinnakkaisena mittauksena Atellica® So-
lution -laitteella. Hepariinindytteistd mitatut kemian analyytit olivat alkalinen fosfataasi
(AFOS), alaniiniaminotransferaasi (ALAT), aspartaattiaminotransferaasi (ASAT), kreatii-
nikinaasi (CK), C-reaktiivinen proteiini (CRP), haptoglobiini (Haptog), kalium (K) ja lak-
taattidehydrogenaasi (LD). Kemian analyytit analysoitiin CH11-laitteella. Lyhenne CH
viittaa Siemens Healthineersin nimikointiin kemian moduulista ja numerointi on HUSLA-
Bin antama jarjestysnumero laitteille. Immunokemian moduulista kaytetd&n vastaavasti
IM-lyhennetta. Hepariininaytteistd mitatut immunokemian analyytit olivat kreatiinikinaa-
sin MB-alayksikkd (CK-MBm) ja myoglobiini (Myogl). Immunokemian mittauksiin kaytet-
tiin IM9-laitetta. Naiden opinnaytetydssa tarkasteltavien analyyttien lisaksi hepariininéyt-
teista analysoitiin kemian analyytit bilirubiini (Bil), konjugoitu bilirubiini (Bil-Kj), rauta (Fe),
kreatiniini (Krea), magnesium (Mg), reumafaktori (RF), transferriinireseptori (TfR), uraatti
(Uraat) ja urea (Urea) sekd immunokemian analyytit 25-OH-D-vitamiini (D-25), B-tyypin
natriureettinen peptidi (BNP), vapaa tyroksiini (T4-V) ja troponiini | (Tnl). L-sarjan nayt-
teistd analysoitiin laktaatti (Laktaat) CH11-laitteella. Kaikki tulokset tuotiin Siemens
Healthineersin omalle muistitikulle ja tulostiedosto purettiin seka siirrettiin Microsoft Ex-

cel -taulukkolaskentaohjelmaan.

Kaikista naytteistd mitattiin lopuksi vapaan hemoglobiinin pitoisuus Varian Cary® 100
Conc -spektrofotometrilld. Ennen mittausten aloittamista spektrofotometrin toiminta var-

mistettiin ajamalla sisédisen laadunohjauksen kontrollindyte. Tutkimusnaytteitd oli tassa
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vaiheessa jaljella pieni maara, joten naytteitéd laimennettiin 0,9 % natriumkloridiliuok-
seen, silla spektrofotometrin naytekyvettiin tarvittava ndytemaaréa oli 800 pl. Laimenta-
misessa kaytettiin 1:10, 1:20 ja 1:40 laimennossuhteita. Kutakin laimennosta valmistet-
tiin 1 ml, joka siirrettiin mittauksen ajaksi kertakayttdiseen naytekyvettiin. Tavoitteena oli
paastd hemoglobiinipitoisuudessa lahelle tavoiteltua hemoglobiinipitoisuutta ja saada
asteittain eri pitoisia naytteita. Hepariinindytesarjan 4 naytteet 4-5 ja 4-6 olivat loppuneet
kokonaan ja ne jouduttiin valmistamaan uudelleen alkuperaisesta naytepoolista hemo-

globiinimittausta varten.

Ammoniumioninaytteet analysoitiin kolmantena paivana. Valissa olevan kahden viikon
ajan hemolysaattia sdilytettiin pakastimessa -80°C:n lampdétilassa. Hemolysaatti sulatet-
tiin, sekoitettiin koeputkiravistelijalla, sentrifugoitiin Hettich™ ROTIXA 500 RS -lattiasen-
trifugilla ja ajettiin uudelleen hemoglobiinipitoisuuden selvittdmiseksi Sysmex XE-5000 -
virtaussytometrilla, silla pitkdaikainen pakastus olisi saattanut hajottaa lisda soluja ja sita
kautta muuttaa hemolysaatin hemoglobiinipitoisuutta. Hemolysaatin hemoglobiinipitoi-
suudeksi saatiin kuitenkin edelleen 146 g/l, joten hemolysaattilaimennossarjojen valmis-
tuksessa saatettiin kayttaa samoja pipetointimaaria kuin laktaattinaytteiden kanssa. Nay-
tepooleja Al ja A2 kaytettiin kuhunkin tasoon 500 pl, minka lisksi jokaiseen naytteeseen
lisattiin yhteensa 33 pl vetta tai hemolysaattia taulukon 3 mukaisesti. Al- ja A2-nayte-
sarjojen naytteiden kokonaistilavuus oli siten 533 pl. Naihin kahteen naytesarjaan viita-
taan tydssa myds yhteisesti A-naytesarjoina. A-naytesarjoissa oli yhteensa 14 tutkimus-

naytetta.

Naytesarjat pipetoitiin siten, ettd sama henkild pipetoi samat tilavuudet, jotta pipetointi-
kasiala ei aiheuttaisi eroavaisuuksia sarjojen sisalla. Naytesarjojen naytteet merkittiin vii-
vakoodein laitteelle sydttdmistd varten. Ennen naytteiden analysointia Atellica® Solution
-laitteella CH5, laiteelle tehtiin ammoniumionin vakiointi ja sille ajettiin kontrollit. Analy-
sointiin valittiin uudempi reagenssipakkaus, jonka kontrollit asettuivat paremmin tavoite-
valeille. Kaikista A-naytesarjojen naytteista analysoitiin hemolyysi-indeksi seka ammoni-
umioni (NHs*-ioni) kahtena rinnakkaisena mittauksena. Tulokset tuotiin muistitikulle ja

kasiteltiin samoin kuin aiemmatkin tulokset.

A-sarjojen naytteista mitattiin viel& hemoglobiinipitoisuudet Varian Cary® 100 Conc -
spektrofotometrilla. Naytteet laimennettiin 0,9 % natriumkloridiliuokseen mittausta varten
kayttaen 1:10 laimennossuhdetta. Kutakin laimennosta valmistettiin 1 ml, joka siirrettiin

mittauksen ajaksi kertakayttdiseen naytekyvettiin.
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7.4 Tulosten analysointimenetelmat

HUSLAB kayttaa verifioinnissa analyyttikohtaisia laatutavoitteita sarjan siséiselle variaa-
tiokertoimelle. Naita kaytetddn saman naytteen rinnakkaisille mittauksille, jotka eivét saa
poiketa toisistaan enempaa kuin laatutavoitteen verran. Tulokset eivéat saaneet poiketa
enempadd myoskaan hemolyysin seurauksena, jotta voitiin todeta, ettd kyseessé olevalla
tasolla hemolyysilla ei ollut kliinisté vaikutusta pitoisuuksiin. Laatutavoitetta kayttamalla
pyrittiin [0ytamaan se hemolyysitaso, joka ylittaa analyyttikohtaisen laatutavoitteen ja
nain muodostaa Kliinisesti merkittdvan hemolyysihairion rajan. Sen vuoksi referenssita-
son ja hemolyyttisen tason vertailussa kaytettiin sarjan sisaista variaatiokerrointa ja sille
maaritettyd rajaa. Laskeminen toteutettiin Microsoft Excel -taulukkolaskentaohjelmalla.

Ensin tarkastettiin rinnakkaismittausten vélinen toistettavuus laskemalla kahden rinnak-
kaisen mittauksen valinen keskiarvo (ka), keskihajonta (s) ja variaatiokerroin (CV%).
Keskiarvo kuvaa havaintoarvojen keskimaaraista suuruutta. Keskihajonta kuvaa havain-
toarvojen keskimaaraista hajontaa eli sita, kuinka kaukana havaintoarvot ovat keskimaa-
rin jakauman keskiarvosta. Variaatiokerroin on keskihajonnan ja keskiarvon valinen
suhde, joka ilmaistaan prosentteina. Se ilmaisee sitd, kuinka monta prosenttia muuttujan
arvot keskimaarin poikkeavat keskiarvosta. (Nummenmaa — Holopainen — Pulkkinen
2014: 75, 82-84; Vilkka 2007: 122-125.)

Keskiarvon ja keskihajonnan laskemisessa kaytettiin Microsoft Excelin valmiita kaavoja
keskiarvolle ja otoskeskihajonnalle. Variaatiokerroin laskettiin keskihajonnan prosentti-
osuutena keskiarvosta. Variaatiokertoimiin yli HUSLABIn tavoitteiden reagoitiin. Taméan
jalkeisissa laskuissa kaytettiin rinnakkaismittausten keskiarvoa tai edustavampaa mit-
taustulosta. Joissakin tapauksissa oli kaytettavissa ainoastaan yksi tulos kahden rinnak-

kaisen mittaustuloksen sijaan, jolloin sita kaytettiin laskuissa.

Sarjan sisaisen variaatiokertoimen laskemisessa kaytettiin Dahlbergin menetelma4, joka
ottaa huomioon kaikki naytesarjat ja niiden sisaltamat pitoisuuserot hajonnan ja variaa-
tiokertoimen laskemisessa. Laskemisessa kaytettiin parittaisia mittauksia, referenssita-
soa rinnakkain hemolyyttisen tason kanssa. Referenssitason ja hemolyyttisen tason kes-
kiarvoista nahtiin, kuinka paljon naytteen pitoisuus keskim&éarin muuttui. Dahlbergin ha-
jontaluvun (s(d)) laskennassa kaytettiin kunkin naytteen referenssitason ja hemolyysita-

son erotusten summaa seka naytteiden lukumaaraa (kuvio 11). Suuri hajontaluku kertoo,
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ettd arvot poikkeavat enemman toisistaan, mutta koska kaavassa kaytetaan toista po-

tenssia, tieto muutoksen suunnasta haviaa.

d2

Kuvio 11. Kaavassa s(d) kuvaa Dahlbergin hajontaa, jossa Z on summa, d? on kahden mittauksen
valinen erotuksen nelié ja n on naytteiden lukumaara kerrottuna kahdella (mukaillen
Springate 2012: 158-159).

Dahlbergin hajonnan ja naytteiden keskiarvojen keskiarvon avulla laskettiin Dahlbergin
variaatiokertoimet (CV%) kullekin hemolyysitasolle. Naytteiden keskiarvojen keskiarvolla
tarkoitetaan parittaisten mittausten keskiarvojen vélista keskiarvoa, eli kaikkien laskussa
mukana olevien naytteiden keskiarvoa. Dahlbergin variaatiokertoimen kaava on esitetty
kuviossa 12. Dahlbergin variaatiokerrointa verrattiin HUSLABIn sisdisen variaatiokertoi-

men laatutavoitteeseen.

s(d
CV%=Q><100%
ka

Kuvio 12. Dahlbergin variaatiokertoimen (CV%) kaava. Kaavassa s(d) on Dahlbergin hajonta ja
ka mittausten keskiarvojen keskiarvo.

Tuloksena saadut variaatiokertoimet kuvattiin kaaviossa hemoglobiinipitoisuuden funk-
tiona. Kuvaajasta maaritettiin hemoglobiinipitoisuus, jolla HUSLABIn laatutavoite ylittyi.
Muuntokuvion ja taulukon perusteella maaritettiin, mitd hemolyysi-indeksia ja laitteen
mittaamaa tarkkaa arvoa maaritetty raja vastasi. Nain saatiin kullekin analyytille raja lait-
teen mittaamalle tarkalle hemolyysi-indeksille, joka tdssa tydssa on muunnettu yksik-
koon gll, jotta se olisi vertailukelpoinen spektrofotometrilla mitattujen hemoglobiinipitoi-

suuksien kanssa.

Naytesarjojen rinnakkaistulosten keskiarvot kuvailtin myos kaaviona, jossa kunkin nay-
tesarjan tulokset esitetdaan erikseen hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuvaajasta tar-
kasteltiin sitd, mihin suuntaan ja kuinka paljon analyytin pitoisuus muuttui hemolyysin
seurauksena. Lisdksi kuvaajasta arvioitiin, oliko analyytin pitoisuustasolla merkitysta sii-

hen, kuinka paljon tulos muuttui hemolyysin seurauksena.
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Naytesarjojen sisalla laskettiin liséksi kullekin hemolyysitasolle erotus ja eroprosentti re-
ferenssitasosta. Erotus laskettiin vahentamalla referenssitason tulos hemolyyttisen ta-
son tuloksesta. Eroprosentti laskettiin erotuksen prosenttiosuutena referenssitason tu-
loksesta. Tuloksista tarkasteltiin hemolyysin aiheuttamaa absoluuttista ja prosentuaalista
muutosta ja arvoitiin, oliko tutkittavan analyytin pitoisuustasolla vaikutusta hemolyysin

aiheuttamaan mittausvirheeseen.

8 Tulokset jatulosten tulkintaa

Kunkin analyytin tulokset esitellaan tassa kappaleessa erikseen omissa alakappaleis-
saan. Tuloskoostetaulukossa esitellaan tiivistetysti analyyttikohtaiset tulokset. Kunkin
hemolyysitason keskimaarainen hemoglobiinikonsentraatio spektrofotometrilla ja lait-
teella mitattuna seka hemolyysi-indeksi on ilmoitettu niistd naytteista, joista kyseinen
analyytti on analysoitu. Taulukossa ilmaistaan kunkin tason mitattujen analyyttipitoisuuk-
sien keskiarvo. Todellisena naytteen pitoisuutena pidetdan 0-tasoa, silla hemolyysin ai-
heuttama pitoisuuden kasvu voi kertoa mittausvirheesta, eika jokaisen analyytin kohdalla
ole kyse todellisesta analyytin pitoisuuden muutoksesta. Tata pohditaan tarkemmin tu-
losten tarkastelussa. Taulukossa kerrotaan hemolyyttisten naytteiden kohdalla Dahlber-
gin menetelmalla lasketut tunnusluvut: hajontaluku ja variaatiokerroin. Nama on laskettu
vertaamalla hemolyyttisia naytteita 0-tason naytteeseen, kuten Tulosten analysointime-
netelmat -kappaleessa on kuvattu. Kunkin analyytin kohdalla on oma tulostaulukko vas-

taavilla tiedoilla.

Taulukossa 4 on kuvattu hemolyysi-indeksien ja hemoglobiinipitoisuuksien vastaavuudet
Siemens Healthineersin materiaalin mukaan. Taulukon hemoglobiinikonsentraatiot ovat

Atellica® Solution -laitteen antamien tulosten mukaiset, muunnettuina yksikkdén g/l.
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Taulukko 4. Hemolyysi-indeksien ja hemoglobiinipitoisuuksien vastaavuudet Siemens
Healthineersin (2019) mukaan.

Hemolyysi-indeksi | Hemoglobiinikonsentraatio (g/l)

0 <=0,10

1 0,11-1,30
2 1,31-2,49
3 2,50-4,99
4 5,00-7,49
5 7,50-9,99
6 >=10,00

Kuviossa 13 on esitetty Atellica® Solution -laitteella mitattujen hemoglobiinipitoisuuksien
ja Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattujen hemoglobiinipitoisuuksien vas-
taavuudet. Molemmat tulokset on muunnettu yksikkdon g/l. Kuviosta nahdaan, etta Atel-
lica® Solution -laitteen antamat tulokset olivat hieman spektrofotometrilla mitattuja kor-
keammat, noin pitoisuudesta 0,6 g/l ylospain. Pitoisuuden ollessa yli noin 0,6 g/l spekt-
rofotometrilla mitatut pitoisuudet olivat hieman korkeammat, silla Atellica® Solution -laite

antaa hemoglobiinipitoisuuksille myds negatiivisia arvoja.
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o0

Hemoglobhiinipitoisuus spektrofotometrilla (g/l)

-1 0 1 2 3 - 5 6 7 8 9 10 11 12

Hemoglobiinipitoisuus Atellica Solution-laitteella (g/1)

Kuvio 13. Atellica® Solution -laitteella ja Varian® Cary 100 Conc -spektrofotometrilla mitattujen
hemoglobiinipitoisuuksien vastaavuudet. Jokainen kuvion piste vastaa yhta opinnéayte-
tyossa kaytettya naytettd. Jos samasta naytteesta oli useita tuloksia, kuviossa kaytettiin
naiden keskiarvoa.

Opinnaytetyon kuvaajissa kaytetddn Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitat-
tuja hemoglobiinipitoisuuksia. Vaikka tuloksissa kerrotaan hemoglobiinipitoisuuden vai-
kutuksesta analyytin tuloksiin, on huomattava, ettd naytteisiin lisatyssa hemolysaatissa
on muitakin komponentteja hemoglobiinin liséksi, jotka vaikuttavat analyytin mittaustu-

lokseen. Myds naihin paneudutaan tarkemmin Pohdinta-osiossa.

8.1 Alaniiniaminotransferaasi

HUSLABIN laatutavoite ALAT-maarityksen sisdiselle variaatiokertoimelle on 3 %. ALAT-
tuloksista kaikki olivat analysointikelpoisia, joten naytekohtaiseen tarkasteluun otettiin 28
tutkimusnaytteen tulokset. Tutkimusnaytteiden ALAT-pitoisuus vaihteli valilla 25—-215 U/l
ja keskimaarainen ALAT-pitoisuus oli 128 U/I. Rinnakkaistulosten véliset variaatiokertoi-

met vaihtelivat valilla 0—3,49 % ja keskim&arainen variaatiokerroin oli 0,84 %. Ainoastaan
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naytesarjan 4 nayte 4-3 ylitti tavoitellun variaatiokertoimen (CV% = 3,49 %). Naytteen
tulosten keskiarvo oli kuitenkin looginen 2- ja 4-tasojen valilla, joten sita paatettiin kayttaa
laskelmissa. Muiden tutkimusnaytteiden variaatiokertoimet vaihtelivat valilla 0-1,99 %.

ALAT-entsyymin tulostaulukosta (taulukko 5) néahdaan, ettd ALAT-pitoisuuden keskiar-
vot kasvoivat muutoin loogisesti, mutta tasolla 2 keskiarvo laski verrattuna edelliseen
tasoon 1. Vastaava kasvu nakyy myods Dahlbergin hajonnassa ja variaatiokertoimessa.
Variaatiokerroin ylitti siséiselle variaatiokertoimelle maaritetyn 3 % rajan tasoilla 1 (CV%
= 7,14 %) ja 3 (CV% = 7,98 %), mutta tasolla 2 raja alittui (CV% = 1,53 %). Tasolla 1
naytesarjojen 1-4 keskiméaarainen hemoglobiinipitoisuus oli 0,95 g/l ja hemolyysi-indeksi
vaihteli valilla 1-2. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli kes-
kimaarin 1,24 g/l. Talléin ALAT-pitoisuus oli keskimaarin 126 U/l, erotus O-tasosta oli
keskimaarin 6 U/l (vaihteluvali oli -2—25 U/l) ja eroprosentti O-tasosta oli keskimaarin 1,7
% (vaihteluvali oli -4,5—6,6 %). Tasolla 3 naytesarjojen 1-4 keskimaardinen hemoglobii-
nipitoisuus oli 2,83 g/l ja hemolyysi-indeksi oli 3. Kyseisella tasolla laitteen vastaava he-
moglobiinikonsentraatio oli keskimaarin 3,70 g/I. Talldin ALAT-pitoisuus oli keskimaarin
128 U/, erotus O-tasosta oli 9 U/l (vaihteluvali oli 3—28 U/I) ja eroprosentti O-tasosta oli
8,0 % (vaihteluvali oli 4-10,4 %).

Taulukko 5.  Tuloskooste ALAT-entsyymille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat nayte-
sarjojen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seké laitteen
antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silla ne mitattiin sa-
moista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi um jonta

g/ (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 120

Taso 1 0,95 1,24 1-2 126 8,755 7,14

Taso 2 1,80 2,52 2-3 122 1,846 1,53

Taso 3 2,83 3,70 3 128 9,890 7,98

Taso 4 4,72 6,26 4 131 10,97 8,76

Taso 5 6,29 8,52 4-5 134 12,876 10,17

Taso 6 8,27 10,98 5-6 136 14,424 11,29
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Kaikkien naytesarjojen ALAT-pitoisuudet esitellaén kuviossa 14 hemoglobiinipitoisuuden
funktiona. Kuviosta ndhdaan, ettd naytesarjan 2 pitoisuudet olivat selkedsti muita nayte-

sarjoja suuremmat, kuten naytesarjojen valmistuksessa oli tarkoituskin.
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Kuvio 14. ALAT-pitoisuus sarjoissa 1-4.

Kuviossa 15 esitellaan matalat ALAT-pitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona.
Naytesarjan 3 pitoisuus oli suurin ja pienilla hemoglobiinitasoilla pitoisuudessa tapahtui
heilahtelua. Tasolla 1 ndytesarjan 3 ALAT-pitoisuus oli laskenut O-tasoon verrattuna, kun
taas tasolla 2 se oli korkeampi verrattuna 0-tasoon. Suuremmilla hemoglobiinitasoilla
ALAT-pitoisuus kasvoi merkittavasti. Kaikissa naytesarjoissa tapahtui selkea pitoisuuden

kasvu suuremmilla hemoglobiinipitoisuuksilla.
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Kuvio 15. Matalat ALAT-pitoisuudet (néytesarjat 1, 3 ja 4).

Kuviossa 16 esitelladn naytesarjan 2 ALAT-pitoisuudet, jotka olivat huomattavasti muita
naytesarjoja korkeammat. Myos korkeilla pitoisuuksilla ALAT-pitoisuus kasvoi merkitta-
vasti suuremmilla hemolyysitasoilla. Kuvion ruutuvali on kutakuinkin sama, kuin kuviossa
15, joten suurilla ALAT-pitoisuuksilla muutos oli maaréallisesti suurempi korkeilla hemo-
globiinipitoisuuksilla, kuin vastaavasti matalammilla ALAT-pitoisuuksilla. Tasolla 2 tapah-
tui selittamatdn heilahdus, jonka vuoksi hemolyysin vaikutusta oli hankala arvioida pie-
nemmilla hemolyysitasoilla. Taman heilahduksen vaikutus nakyy myos variaatiokertoi-

missa taulukossa 5.
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Kuvio 16. Korkeat ALAT-pitoisuudet (ndytesarja 2).

Hemolyysi hairitsi ALAT-pitoisuuden maaritysta. ALAT-pitoisuus nousi merkittavasti voi-
makkaan hemolyyttisissa tutkimusnaytteissa. Matalilla hemoglobiinipitoisuuksilla esiintyi
voimakasta arvojen heilahtelua erityisesti korkeammilla ALAT-pitoisuuksilla, mink&
vuoksi hemolyysi-indeksin alarajaa ei voitu luotettavasti maarittaa kaikkien tulosten pe-

rusteella.
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Jattdmalla Dahlbergin menetelmasta pois ndytesarjan 2 tulokset, jotka sisalsivat eniten
tuloksiin vaikuttavaa heilahtelua, saatiin ALAT-entsyymille taulukon 6 mukaiset tulokset.
Tulosten keskiarvot kasvoivat loogisesti hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa ja Dahlber-
gin tunnusluvut kasvoivat vastaavasti hairiovaikutuksen lisd&ntyessa. Variaatiokerroin
ylitti tavoiterajan tasolla 2 (CV% = 3,46 %), jolloin naytesarjojen 1, 3 ja 4 keskim&arainen
hemoglobiinikonsentraatio oli 1,78 g/l ja hemolyysi-indeksi vaihteli valilla 2—3. Kyseisella
tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli keskimaéarin 2,54 g/l. Talléin ky-
seisten tutkimusnaytteiden ALAT-pitoisuus oli keskimaarin 36 U/l, erotus O-tasosta oli

keskimaarin 2 U/l ja eroprosentti O-tasosta oli keskimaarin 5 %.

Taulukko 6.  Tuloskooste matalien ALAT-tulosten vertailulle (néytesarjat 1, 3 ja 4, joiden ALAT-
pitoisuus on alle 50 U/l). Hemoglobiinipitoisuudet ovat ndytesarjojen 1, 3 ja 4 kes-
kimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen antamina tulok-
sina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silla ne mitattiin samoista naytteista
kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi ((SID)] jonta

1) (s(d))

Taso 0 0,07 0,04 0 34

Taso 1 0,94 1,23 1-2 34 0,967 2,84

Taso 2 1,78 2,54 2-3 36 1,208 3,46

Taso 3 2,88 3,71 3 37 1,857 5,24

Taso 4 4,81 6,35 4 40 3,80 10,32

Taso 5 6,21 8,43 4-5 41 5,109 13,54

Taso 6 8,29 10,95 5-6 44 6,607 17,03

Kuviossa 17 esitetaan ALAT-entsyymin kolme alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipi-
toisuuden funktiona. Kuviossa on kaytetty jalkimmaisen laskun mukaisia variaatiokertoi-
mia, joissa oli mukana ainoastaan naytesarjojen 1, 3 ja 4 tulokset. Kuviossa HUSLABIn
laatutavoite variaatiokertoimelle on esitetty punaisella katkoviivalla. Kéyran avulla inter-
poloitiin hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylittyi. Kuvion perusteella se oli noin 1,20 g/l
spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella tama vastasi Atel-
lica® Solution laitteen hemoglobiinitulosta 1,4 g/l. Siemens Healthineersin (2019) mu-
kaan hemolyysi-indeksi 2 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota valilla 1,31-2,49 g/l Atel-

lica® Solution -laitteella mitattuna.
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Kuvio 17. ALAT-entsyymin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon madritys. Variaatiokerroin ylitti
ALAT-entsyymille maaritetyn 3 % rajan (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemo-
globiinipitoisuus oli noin 1,20 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Taulukossa 7 naytesarjat on jarjestetty kasvavan ALAT-pitoisuuden mukaisesti. Taulu-
kossa on esitetty ndytesarjojen erotukset ja eroprosentit O-tasosta kahdella hemolyysi-
tasolla 3 ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 2,83 g/l ja tasolla 6 keski-
maarin 8,27 g/l. Taulukosta ndhdaan, ettd korkeimman tason naytesarjassa ALAT-pitoi-
suuden absoluuttinen muutos oli suurempi kuin pienilla pitoisuuksilla, mikd nahdaéan
my0s kuvioista 15 ja 16. Prosentuaalinen muutos jai siitd huolimatta pienemmaksi kor-
kean tason naytesarjoissa. Tasolla 6 matalimman naytesarjan eroprosentti 0-tasoon
nahden oli 37 % ja korkeimman tason eroprosentti oli 10 %. Hemolyysin aiheuttama hai-

rid oli siis suhteellisesti pienempi korkeilla ALAT-pitoisuuksilla.

Taulukko 7. ALAT-pitoisuuden muutos referenssitasoon ndhden naytesarjoissa 1-4. Esityskel-
poisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja 6.
Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla (U/l) | sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
3(um 6 (UM solla 3 solla 6
Naytesarjal | 25 3 9 10 % 37 %
Naytesarja4 | 31 3 10 10 % 31 %
Néaytesarja 3 | 46 2 9 4% 19 %
Naytesarja2 | 376 28 37 7% 10 %
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Matalilla ALAT-pitoisuuksilla (ALAT-pitoisuuden ollessa noin alle 50 U/l) hemolyysi hai-
ritsi ALAT-méaaritystd. ALAT-pitoisuus nousi merkittavasti, kun hemoglobiinipitoisuus oli
yli 1,20 g/l, laitteen hemoglobiinitulos oli yli 1,4 g/l tai hemolyysi-indeksi oli yli 2. Tallgin
ALAT-tutkimukselle mé&aritetty variaatiokertoimen tavoiteraja ylittyi. Hemolyysin aiheut-
tama hairio oli suhteellisesti pienempi korkeilla ALAT-pitoisuuksilla.

8.2 Alkalinen fosfataasi

HUSLABIN laatutavoite AFOS-maarityksen sisaiselle variaatiokertoimelle on 3 %. Kai-
kista 28 tutkimusnaytteesté saatiin rinnakkaiset AFOS-tulokset, joiden valinen variaatio-
kerroin oli tavoitetason sisalla. Variaatiokertoimet vaihtelivat valilla 0-2,38 % ja keski-
maarainen variaatiokerroin oli 0,27 %. Kaikki rinnakkaistulosten keskiarvot otettiin mu-
kaan tutkimukseen. Tutkimusnaytteiden AFOS-pitoisuus vaihteli valilla 53-159 U/l ja
keskimaardinen AFOS-pitoisuus oli 116 U/I.

Tuloskoostetaulukossa 8 kuvataan Dahlbergin menetelmalld saadut tulokset. AFOS-tu-
lokset laskevat hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Dahlbergin hajontaluku seka vari-
aatiokerroin suurenivat hairidvaikutuksen lisaantyessa hemoglobiinipitoisuuden kasvun
myo6tad. Variaatiokerroin alitti HUSLABIN tavoitteen (CV% = 2 %) viela tasolla 1 naytesar-
jan hemoglobiinipitoisuuden ollessa 0,95 g/l kun hemolyysi-indeksi vaihteli valilla 1-2.
Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli keskimaarin 1,24 g/l.
Tasolla 2 variaatiokertoimen tavoiteraja ylittyi (CV% = 4,52 %) hemoglobiinipitoisuuden
ollessa keskiméaarin 1,80 g/l ja hemolyysi-indeksi vaihteli valilla 2—-3. Kyseisella tasolla
laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli keskiméaarin 2,52 g/I. Talléin AFOS-pitoi-
suus oli keskimaarin 120 U/l, keskimaardinen erotus O-tasoon verrattuna oli -8 U/l ja

keskimaarainen eroprosentti 0-tasoon verrattuna oli -6,7 %.
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Taulukko 8.  Tuloskooste AFOS-entsyymille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat nayte-
sarjojen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen
antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silla ne mitattiin sa-
moista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi ((87i)} jonta

C) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 128

Taso 1 0,95 1,24 1-2 125 2,533 2,00

Taso 2 1,80 2,52 2-3 120 5,618 4,52

Taso 3 2,83 3,70 3 117 8,296 6,77

Taso 4 4,72 6,26 4 112 11,88 9,92

Taso 5 6,29 8,52 4-5 108 14,755 12,53

Taso 6 8,27 10,98 5-6 103 18,155 15,74

Kuviossa 18 esitetddn AFOS-entsyymin nelja alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipitoi-

suuden funktiona. Kuviossa HUSLABIn laatutavoite variaatiokertoimelle on esitetty pu-

naisella katkoviivalla. Kéyréan perusteella interpoloitu hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylit-

tyy, oli noin 1,30 g/l spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella

tama vastasi

Atellica® Solution laitteen hemoglobiinitulosta 1,5 g/l. Siemens

Healthineersin (2019) mukaan hemolyysi-indeksi 2 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota

valilla 1,31-2,49 g/l Atellica® Solution -laitteella mitattuna.
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Kuvio 18. AFOS-entsyymin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon maéritys. Variaatiokerroin ylitti
AFOS-entsyymille méaéritetyn 3 % rajan (merkitty punaiselle katkoviivalla), kun hemo-
globiinipitoisuus oli noin 1,30 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Kuvio 19 nayttaa AFOS-pitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Naytesarjat
edustivat karkeasti kolmea pitoisuustasoa: 80, 120 ja 160 U/l. AFOS-pitoisuus laski ta-

saisesti hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa kaikilla pitoisuustasoilla.
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Kuvio 19. AFOS-pitoisuudet sarjoissa 1-4.
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Taulukossa 9 on esitetty naytesarjojen eroprosentit O-tasosta tasoilla 3 ja 6. Tasolla 3
hemoglobiinipitoisuus oli keskim&érin 2,83 g/l ja tasolla 6 keskimaarin 8,27 g/l. Taulu-
kosta nahdaan, ettéd korkeamman AFOS-pitoisuuden omaavissa naytesarjoissa prosen-
tuaalinen pitoisuuden muutos hemolyysin seurauksena oli pienempi, kuin matalan tason
naytesarjoissa. Myos absoluuttinen erotus oli pienempi korkean tason naytesarjoissa.
Hemolyysin vaikutus oli siis pienempi korkean tason naytesarjoissa seka absoluuttisesti,

etta suhteellisesti.

Taulukko 9.  AFOS-pitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 1-4. Esitys-
kelpoisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja
6.
Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla (U/l) | sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
3 (U 6 (U/) solla3 solla 6
Naytesarjal | 81 -13 -27 -16 % -33%
Naytesarja2 | 121 -16 -29 -13% -24 %
Naytesarja 3 | 152 -10 -24 -7 % -16 %
Naytesarja4 | 159 -6 -22 -4 % -14 %

Hemolyysi hairitsi AFOS-entsyymin pitoisuusmittausta. Hemoglobiinipitoisuuden kasva-
essa tutkimusnaytteiden AFOS-pitoisuus laski. Hemolyysin vaikutus oli merkittava, kun
hemoglobiinipitoisuus oli yli 1,30 g/l, laitteen hemoglobiinitulos oli yli 1,5 g/l tai hemolyysi-
indeksi ylitti tason 2. Talldin tutkimukselle maaritetty variaatiokertoimen tavoiteraja ylittyi.

Hemolyysin aiheuttama mittausvirhe oli pienempi korkeilla AFOS-pitoisuuksilla.

8.3 Ammoniumioni

HUSLABIN laatutavoite ammoniumionimaarityksen sisaiselle variaatiokertoimelle on 2
%, kun NH4*-ionin pitoisuus naytteessa on 50 umol/l tai enemman. Sisaisena variaatio-
kertoimena kaytetaan 4 %, kun NH4*-ionin pitoisuus naytteessa on alle 50 pmol/l. Kaikki
A-sarjan tutkimusnaytteet olivat NH4*-ionipitoisuudeltaan yli 50 pmol/l, joten tulosten tar-
kastelussa kaytettiin pienemp&é variaatiokerrointa. Tutkimusnaytteiden NH4*-ionipitoi-
suus vaihteli valilla 91,2—-330,9 pmol/l ja rinnakkaistulosten keskimé&éardinen NH4*-ionipi-

toisuus oli 200,2 pmol/I.
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Kaikki tulokset olivat analysointikelpoisia, joten ndytekohtaiseen tarkasteluun otettiin 14
tutkimusnaytteen tulokset. Rinnakkaistulosten valiset variaatiokertoimet vaihtelivat valilla
0,34-6,27 % ja keskimaarainen variaatiokerroin oli 1,67 %. Al-sarjan tutkimusnaytteet
2 (CV% = 2,57 %), 5 (CV% = 6,27 %) ja 6 (CV% = 3,61 %) ylittivat sallitun variaatioker-
toimen. Korkeasta variaatiokertoimesta huolimatta tulokset hyvaksyttiin tarkasteluun.

Tuloskoostetaulukossa 10 on esitettyna Dahlbergin kaavalla tuotetut sisaiset variaatio-
kertoimet eri hemolyysitasoille, seka Dahlbergin hajonnat. Tulosten keskiarvo ja hemo-
lyysin aiheuttama hairion maéra kasvoivat loogisesti hemoglobiinikonsentraation kasva-
essa. Tama heijastui kasvaviin Dahlbergin hajontalukuihin ja variaatiokertoimiin. Kun
ammoniumionin variaatiokerroin oli 5,69 %, se ylitti tavoitteellisen variaatiokertoimen ta-
solla 1, kun A-naytesarjojen keskimaardinen hemoglobiinikonsentraatio oli 1,03 g/l ja he-
molyysi-indeksi oli 1. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli
keskimaarin 1,12 g/l. NH4*-ionipitoisuus oli talléin keskimaarin 177,2 umol/l, erotus O-

tasosta oli 12,2 umol/l ja eroprosentti 0-tasosta oli 10 %.

Taulukko 10. Tuloskooste ammoniumionille (A-sarja). Hemoglobiinipitoisuudet ovat naytesarjo-
jen Al ja A2 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen
antamina tuloksina.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi (umol/l) jonta

g/ (s(d))

Taso 0 0,05 0,01 0 163,5

Taso 1 1,03 1,12 1 177,2 9,699 5,69

Taso 2 1,53 1,69 2 178,0 10,364 6,07

Taso 3 2,32 2,55 3 189,0 18,018 10,22

Taso 4 3,76 4,23 3 210,4 33,18 17,75

Taso 5 5,02 5,70 4 222,7 41,848 21,67

Taso 6 6,61 7,43 4 248,7 60,272 29,25

Kuviossa 20 on esitettyna NH4"-ionin kolme alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipitoi-
suuden funktiona. Kuvioon on piirretty punainen katkoviiva merkitsemaan HUSLABIn
laatutavoitetta, joka NHs™-ionimaarityksen sisdiselle variaatiokertoimelle on 2 %, kun

NH4*-ionin pitoisuus tutkimusnaytteessa on 50 umol/l tai enemman. Kayran avulla voitiin
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interpoloida hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylittyi. Kuvion perusteella raja oli noin 0,40
g/l spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella tdméa vastasi
Atellica® Solution laitteen hemoglobiinitulosta 0,35 g/l. Siemens Healthineersin (2019)
mukaan hemolyysi-indeksi 1 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota valilla 0,11-1,30 g/l
Atellica® Solution -laitteella mitattuna.
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Kuvio 20. NH4*-ionin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon maéritys. Variaatiokerroin ylitti NH4*-io-
nille maaritetyn 2 % laatutavoitteen (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemoglobii-
nipitoisuus oli noin 0,40 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Kuviossa 21 esitelladn NH4*-ionipitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuviosta
nahdaan, ettd naytesarjan A2 pitoisuudet olivat selkeasti naytesarjan Al pitoisuuksia
suuremmat. Molempien naytesarjojen NH4*-ionipitoisuustaso nousi melko tasaisesti ja

saman suuntaisesti hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa.
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Kuvio 21. Ammoniumionipitoisuudet naytesarjoissa Al ja A2.

Taulukossa 11 on esitettyna pitoisuuksien erot ja eroprosentit kahdella hemolyysitasolla
3 ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 2,32 g/l ja tasolla 6 keskimaéarin
6,61 g/l. Pitoisuuden absoluuttinen muutos kasvoi molemmissa naytesarjoissa hemolyy-
sin aiheuttaman hairion kasvaessa. Absoluuttinen muutos oli suunnilleen yhta suurta
naytesarjojen valilla kummallakin tasolla 3 ja 6. Naytesarjan Al kohdalla eroprosentit
olivat suurempia: tasolla 3 eroprosentti O-tasosta oli 29 % ja tasolla 6 eroprosentti 0-
tasosta oli 95 %. Vastaavasti ndytesarjassa A2 tasolla 3 eroprosentti O-tasosta oli 12 %
ja tasolla 6 eroprosentti O-tasosta oli 39 %. Eroprosentit siis kasvoivat enemman mata-
lammalla pitoisuustasolla. Tuloksista voitiin todeta, ettd hemolyysin aiheuttamalla héiri-

olla oli enemmaén vaikutusta matalilla NHs"-ionipitoisuuksilla.

Taulukko 11. NHs*-ionipitoisuuden muutos referenssitasoon ndhden naytesarjassa A. Esityskel-
poisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja 6.

Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
(umol/l) 3 (umolf) 6 (umolf) solla 3 solla 6

Naytesarja 92,2 27,1 87,8 29 % 95 %

Al

Naytesarja 234,8 27,3 92,6 12 % 39 %

A2
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Hemolyysilla oli hairitseva vaikutus NH4 -ionimaaritykseen: hemoglobiinikonsentraation
kasvaessa NH4"-ionipitoisuus kasvoi. Matalilla NH4*-ionipitoisuuksilla hemolyysin aiheut-
tama hairid oli huomattavampaa, kuin korkeilla NH4™-ionipitoisuuksilla. Hemolyysin vai-
kutus oli merkittavaa, kun hemolyysi-indeksi oli 1 tai enemman, kun hemoglobiinipitoi-
suus oli yli 0,40 g/l ja laitteen hemoglobiinitulos oli yli 0,35 g/I. Talldin analyytille m&arite-
tyn variaatiokertoimen ylaraja ylittyi.

8.4 Aspartaattiaminotransferaasi

HUSLABIN laatutavoite ASAT-maarityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 3 %. Tutki-
musnéaytteiden keskima&arainen ASAT-pitoisuus oli 135 U/l ja ASAT-pitoisuus vaihteli va-
lilla 25-367 U/l. Kaikista tutkimusnaytteista saatiin rinnakkaistulokset, joiden variaatio-
kertoimet alittivat tavoitetason. Variaatiokertoimet vaihtelivat vélilla 0,03-1,23 % ja kes-
kimaarainen variaatiokerroin oli 0,43 %. Kaikkien 28 tutkimusnaytteen rinnakkaistulosten

keskiarvot otettiin mukaan tulosten tarkasteluun.

Tuloskoostetaulukossa 12 esitetaan kullekin naytetasolle keskimaarainen hemoglobii-
nipitoisuus, tulosten keskiarvo seka Dahlbergin menetelmalla lasketut tunnusluvut. Tu-
losten keskiarvo kasvoi hemoglobiinikonsentraation kasvaessa. Talldin hemolyysin ai-
heuttama virhe kasvoi, mika ndhdaan Dahlbergin hajontaluvuista. Variaatiokerroin ylitti
HUSLABIN laatutavoitteen jo tasolla 1, jolloin variaatiokertoimeksi saatiin 6,88 %, nayte-
sarjojen 1-4 keskimaarainen hemoglobiinikonsentraatio oli 0,95 g/l ja hemolyysi-indeksi
vaihteli valilla 1-2. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli kes-
kimaarin 1,24 g/l. Tason 1 ndytesarjojen keskimaarainen ASAT-pitoisuus oli 106 U/l, ero-
tus O-tasoon oli keskimaarin 10 U/l ja eroprosentti O-tasoon oli keskimaarin 22,2 % (vaih-
teluvali oli 3,7-36 %).
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Taulukko 12. Tuloskooste ASAT-entsyymille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat nayte-
sarjojen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen
antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelivat, silla ne mitattiin sa-
moista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi ((87i)} jonta

CI) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 97

Taso 1 0,95 1,24 1-2 107 6,983 6,88

Taso 2 1,80 2,52 2-3 117 14,668 13,71

Taso 3 2,83 3,70 3 126 21,053 18,88

Taso 4 4,72 6,26 4 148 36,22 29,63

Taso 5 6,29 8,52 4-5 166 49,179 37,44

Taso 6 8,27 10,98 5-6 186 63,260 44,76

Kuviossa 22 on esitetty ASAT-tutkimusnaytteiden kahden ensimmaisen tason Dahlber-

gin variaatiokertoimet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kaavioon on piirretty apuviiva

merkitsemaan HUSLABIN tavoiterajaa, joka on 3 %. Kaaviosta voitiin interpoloida hemo-

globiinipitoisuus, jonka kohdalla tavoiteraja ylittyi. Kaaviosta lukemalla tdma raja oli noin

hemoglobiinipitoisuuden 0,45 g/l kohdalla spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muun-

tokuvion 13 perusteella tAma vastasi Atellica® Solution -laitteen hemoglobiinitulosta 0,45

g/l. Siemens Healthineersin (2019) mukaan hemolyysi-indeksi 1 vastaa hemoglobii-

nikonsentraatiota valilla 0,11-1,30 g/l Atellica® Solution -laitteella mitattuna.
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Kuvio 22. ASAT-entsyymin hemolyysi-indeksin raja-arvon maaritys. Variaatiokerroin ylitti ASAT-
entsyymille maaritetyn 3 % rajan (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemoglobiinipi-
toisuus oli noin 0,45 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

ASAT-pitoisuuksien muutosta eri naytesarjoissa havainnollistaa kuvio 23. Kuviosta nah-
daan, etta naytesarjassa 2 oli merkittavasti suurimmat pitoisuudet, mutta pitoisuuden
absoluuttisen muutoksen suuruus oli kutakuinkin yhtélainen eri pitoisuustasoilla. Hemo-
lyysin vaikutus ASAT-pitoisuuteen oli lahes lineaarinen naytesarjoissa 1, 2 ja 4. Prosen-
tuaalinen muutos oli kuitenkin pienempi suurilla pitoisuuksilla. ASAT-pitoisuus suureni

hemolyysin vaikutuksesta.
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Kuvio 23. ASAT-pitoisuudet sarjoissa 1-4.



64

Taulukossa 13 on esitetty pitoisuuksien erot ja eroprosentit kahdella hemolyysitasolla 3
ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 2,83 g/l ja tasolla 6 keskim&arin 8,27
g/l. Taulukosta nahdaan, etta ASAT-pitoisuuden absoluuttinen muutos oli yhtalainen he-
molyysitason sisalla. Tasolla 3 muutos oli noin 30 U/l ja tasolla 6 noin 90 U/I. Prosentu-
aalinen muutos taas oli huomattavasti korkeampi matalilla tasoilla, silla saman suuruinen

muutos oli matalaan lahtdtasoon ndhden moninkertainen.

Taulukko 13. ASAT-pitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 1—4. Esityskel-
poisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja 6.

Naytesarja Pitoisuus 0- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla (U/l) | sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
3 (U 6 (U/) solla 3 solla 6
Naytesarjal | 25 29 87 115 % 343 %
Naytesarja4 | 44 31 94 70 % 214 %
Naytesarja3 | 38 30 90 79 % 235 %
Naytesarja2 | 279 29 88 10 % 31 %

Hemolyysi hairitsi ASAT-pitoisuuden mittausta. ASAT-pitoisuus kasvoi merkittavasti jo
pienilla hemoglobiinipitoisuuksilla. Hemolyysi hairitsi ASAT-maaritysta merkitsevasti he-
moglobiinipitoisuuden ollessa yli 0,45 g/l tai laitteen hemoglobiinituloksen ollessa yli 0,45
g/l, mikad vastasi hemolyysi-indeksia 1. Talléin analyytille maaritetyn variaatiokertoimen
laatutavoite ei enaa tayttynyt. Hemolyysi aiheutti kullakin pitoisuustasolla yhtalaisen ab-
soluuttisen mittausvirheen ja siten suhteellinen muutos oli korkeilla ASAT -pitoisuuksilla

pienempi.

8.5 C-reaktiivinen proteiini

CRP-tutkimuksessa normaalit arvot olivat niin matalia, ettd ne menivét alle menetelméan
mittausalueen (<4 mg/l) (CRP. 2017). CRP-tutkimuksessa naytesarjojen 1 ja 2 kaikki
tulokset olivat pitoisuudeltaan alle mittausalueen, mink& vuoksi naité tuloksia ei kaytetty
tydssa lainkaan. Naytekohtaiseen tarkasteluun otettiin yhteensé 14 tutkimusnaytetta.
Tutkimusnaytteiden CRP-pitoisuus vaihteli valilla 103,5-176,3 mg/l ja keskim&&rainen
CRP-pitoisuus oli 139,38 mg/l.
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HUSLABInN laatutavoite CRP-tutkimuksen siséiselle variaatiokertoimelle on 2 %. Kaikkien
naytesarjojen 3 ja 4 naytteiden rinnakkaistulosten variaatiokertoimet alittivat tavoiterajan,
joten niitd kaytettiin tulosten tarkastelussa. Variaatiokertoimet vaihtelivat valilla 0-1,13
% ja keskim&arainen variaatiokerroin oli 0,44 %. CRP-tutkimukselle voidaan kayttaa
my0s yleista tavoiterajaa, joka on 10 %, silla tuloksen kliininen luokitus ei muutu, jos se
pysyy tdman rajan sisélla (Sneck 2019c).

Tuloskoostetaulukossa 14 on huomioitu ainoastaan naytesarjojen 3 ja 4 naytteet. Hemo-
globiinikonsentraatiosarakkeessa on naiden kahden naytesarjan hemoglobiinipitoisuuk-
sien keskiarvot. CRP-tulosten keskiarvo laski hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. He-
molyysin aiheuttaman hairion maara kasvoi loogisesti, mika nadhdaén kasvavista Dahl-
bergin hajontaluvuista ja variaatiokertoimista. Variaatiokerroin ylitti 2 % rajan tasolla 4
(CV% = 2,35 %), jolloin hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 4,78 g/l ja hemolyysi-in-
deksioli 4. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli keskimaarin
6,28 g/l. Talldin CRP-pitoisuus oli keskimaéarin 139,0 mg/l, erotus 0-tasosta oli keskimaa-
rin -2,3 mg/l ja eroprosentti O-tasosta oli keskimaaérin -1,8 %. Yleinen tavoiteraja 10 % ei

ylittynyt milla&n hemolyysitasolla.

Taulukko 14. Tuloskooste C-reaktiiviselle proteiinille (naytesarjat 3 ja 4). Hemoglobiinipitoisuu-
det ovat naytesarjojen 3 ja 4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitat-
tuina seka laitteen antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelivat,
silla ne mitattiin samoista naytteista kahdella eri laitteella.

Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber-
Taso biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo gin ha- Dahlber-
suus (g/l) | teentulos | deksi (mg/h) jonta gin CV%
(9/) (s(d))
Taso O 0,08 0,04 0 141,3
Taso 1 0,95 1,24 1-2 140,3 0,700 0,50
Taso 2 1,73 2,57 2-3 140,1 0,901 0,64
Taso 3 2,94 3,74 3 139,9 1,087 0,77
Taso 4 4,78 6,28 4 139,0 1,64 2,35
Taso 5 6,30 8,67 5 138,1 2,285 3,27
Taso 6 8,34 11,03 5-6 137,0 3,109 4,47

Kuviossa 24 esitetddn variaatiokertoimet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuviossa

HUSLABIN laatutavoite variaatiokertoimelle, joka CRP-tutkimukselle on 2 %, on esitetty
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punaisella katkoviivalla. Kayran perusteella interpoloitu hemoglobiinipitoisuus, jolla ta-
voiteraja ylittyy, oli noin 4,40 g/l spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion
13 perusteella tAma vastasi Atellica® Solution laitteen hemoglobiinitulosta 5,6 g/l. Sie-
mens Healthineersin (2019) mukaan hemolyysi-indeksi 4 vastaa hemoglobiinikonsent-
raatiota valilla 5,00-7,49 g/l Atellica® Solution -laitteella mitattuna. Yleinen tavoiteraja 10

% on niin korkea, ettei se nay kuvassa lainkaan.

w -
= oo

Dahlbergin CV%
- ]
(9] = (9] [a=] (9] w (9]

o
o

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00
Hemoglobiinipitoisuus (g/1)

Kuvio 24. CRP:n hemolyysi-indeksin raja-arvon maaritys. Variaatiokerroin ylitti CRP:lle maarite-
tyn 2 % rajan (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemoglobiinipitoisuus oli noin 4,40
g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Kuviossa 25 esitetddn CRP-konsentraatio hemoglobiinikonsentraation funktiona. Nayte-
sarjat edustivat kahta pitoisuustasoa, joista kummatkin olivat korkeita, kuten naytesarjo-
jen valmistuksessa oli tarkoituskin. Normaalia tai hieman matalampaa tasoa edustavaa
naytesarjaa ei ollut. Kuvasta nahdaan, ettei hemoglobiinikonsentraatiolla ollut juurikaan
vaikutusta ndytesarjan pitoisuuteen kummallakaan pitoisuustasolla. Naytesarjan 4 arvot
olivat hieman naytesarjan 3 arvoja suuremmat. Naytesarjan 4 pitoisuudet laskivat hie-

man voimakkaammin korkeilla hemoglobiinipitoisuuksilla.
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Kuvio 25. CRP-pitoisuudet sarjoissa 3—4.

Taulukosta 15 nahdaan, etta prosentuaalinen muutos oli yhtalainen kummallakin pitoi-
suustasolla. Muutos oli kuitenkin pieni korkeimmallakin hemolyysitasolla. Hemolyysin ai-
heuttama muutos oli korkeimmillaankin niin pieni, ettei se vaikuta potilastydssa tehta-

vaan Kliiniseen paatoksentekoon.

Taulukko 15. CRP-pitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 3 ja 4. Esitys-
kelpoisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja

6.
Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
(mg/l) 3 (mg/l) 6 (mg/l) solla 3 solla 6
Naytesarja 3 | 107 -1 -3 -1% -3%
Naytesarja4 | 175 -2 -5 1% -3%

Hemoglobiinipitoisuus ei vaikuttanut CRP-mittaukseen merkittavasti alhaisina pitoisuuk-
sina. Hemolyysi aiheutti hairiota CRP-mittaukseen korkeilla hemoglobiinipitoisuuksilla.
CRP-tulos laski hemoglobiinikonsentraation kasvaessa. Hemolyysin aiheuttama interfe-
renssi oli merkittdvaa hemolyysi-indeksin ollessa 4 tai enemman, silla talléin variaatio-
kertoimen analyyttikohtainen tavoiteraja ylittyi. Tama ei kuitenkaan ollut kliinisesti mer-
kittavaa, silla tulostaso pysyi samana, eikd hemolyysin aiheuttama muutos vaikuttaisi

tutkimuksen Kkliinisessa kaytdssa (Sneck 2019c). Variaatiokertoimet eivat ylittaneet
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yleistd 10 % tavoiterajaa. Hemolyysi ei siis vaikuttanut CRP-tulokseen kliinisesti merkit-

sevasti, eiké vaikutuksessa ollut eroa kahden CRP-pitoisuustason valilla.

8.6 Haptoglobiini

HUSLABIN laatutavoite haptoglobiinimaarityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 3 %.
Tulosten analysoinnista jatettiin pois ndytesarjan 4 naytteet 4-1, 4-2 ja 4-3, silla naiden
naytteiden kohdalla haptoglobiinipitoisuus ylitti laitteiston mittausalueen ylarajan (>3,4
g/l) (Haptoglobin. 2017). Jotta kaikilla tasoilla oli kasiteltdvana yhté paljon tutkimusnéyt-
teitd, jatettiin tulosten analysoinnista pois myos loput naytesarjan 4 naytteet 4-0, 4-4, 4-
5ja 4-6.

Naytekohtaiseen tarkasteluun otettiin 21 tutkimusnaytteen tulokset. Tutkimusnaytteiden
haptoglobiinipitoisuus vaihteli valilla 0,77-2,61 g/l ja rinnakkaistulosten keskimaarainen
haptoglobiinipitoisuus oli 1,25 g/l. Rinnakkaistulosten véliset variaatiokertoimet vaihteli-
vat valilla 0,01-2,03 % ja keskimaarainen variaatiokerroin oli 0,56 %. Kaikkien tutkimus-

naytteiden variaatiokertoimet alittivat tavoitetason.

Tuloskoostetaulukossa 16 on esitettynd Dahlbergin kaavalla tuotetut sisaiset variaatio-
kertoimet eri hemolyysitasoille, seka Dahlbergin hajonnat. Tulosten keskiarvot alenivat
lahes kaikilla tasoilla hemoglobiinikonsentraation kasvaessa. Tasolla 4 keskiarvo oli yhta
suuri kuin tasolla 3. Dahlbergin hajontaluvut ja variaatiokertoimet kasvoivat verrattuna
tasoon 1, paitsi tasolla 2, jonka kohdalla keskiarvo ja kyseiset luvut alenivat. Kun hapto-
globiinin variaatiokerroin oli 10,49 %, se ylitti tavoitteellisen variaatiokertoimen tasolla 1,
kun naytesarjojen 1-3 keskiméaardinen hemoglobiinikonsentraatio oli 0,96 g/l ja hemo-
lyysi-indeksi vaihteli valilla 1-2. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikon-
sentraatio oli keskimaarin 1,24 g/l. Haptoglobiinipitoisuus oli talléin keskimaarin 1,39 g/l,
erotus O-tasosta oli -0,04 g/I (vaihteluvali oli -0,18-0,25 g/l) ja eroprosentti O-tasosta oli -
9 % (vaihteluvali oli -20-11 %).
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Taulukko 16. Tuloskooste haptoglobiinille (sarjat 1-3). Hemoglobiinipitoisuudet ovat naytesarjo-
jen 1-3 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen an-
tamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silla ne mitattiin sa-
moista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi (a/l) jonta

CI) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 1,44

Taso 1 0,96 1,24 1-2 1,39 0,149 10,49

Taso 2 1,78 2,50 2-3 1,27 0,120 8,83

Taso 3 2,78 3,68 3 1,17 0,205 15,74

Taso 4 4,71 6,30 4 1,17 0,209 16,04

Taso 5 6,34 8,50 4-5 1,16 0,209 16,03

Taso 6 8,45 10,87 5-6 1,15 0,223 17,22

Kuviossa 26 on esitettyna haptoglobiinin nelja alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipitoi-

suuden funktiona. Kuvioon on piirretty punainen katkoviiva merkitsemaan HUSLABIn

laatutavoitetta, joka haptoglobiinimaarityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 3 %. Kay-

ran avulla voitiin interpoloida hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylittyi. Kuvion perusteella

raja oli noin 0,30 g/l spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perus-

teella tam& vastasi Atellica® Solution laitteen hemoglobiinitulosta 0,2 g/l. Siemens

Healthineersin (2019) mukaan hemolyysi-indeksi 1 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota

valilla 0,11-1,30 g/l Atellica® Solution -laitteella mitattuna.



70

20
18
16

14
12
10

Dahlbergin CV¥%

[ I S R A« -

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00
Hemoglobiinipitoisuus (g/1)

Kuvio 26. Haptoglobiinin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon méaaritys. Variaatiokerroin ylitti hap-
toglobiinille maaritetyn 3 % laatutavoitteen (merkitty punaisella katkoviivalla), kun he-
moglobiinipitoisuus oli noin 0,30 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitat-
tuna.

Kuviossa 27 esitellaén haptoglobiinipitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuvi-
osta ndhdaan, etta naytesarjan 3 pitoisuudet olivat korkeampia kuin naytesarjojen 1 ja 2
pitoisuudet. Naytesarjan 3 ensimmaisella tasolla tapahtui pitoisuudessa jyrkka, selitta-
matdn nousu, jonka jalkeen pitoisuus laski hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Nayte-
sarjan 3 pitoisuudessa ei kuitenkaan tapahtunut suuria muutoksia suuremmilla hemolyy-
sitasoilla hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa, vaan pitoisuustaso sailyi suhteellisen
muuttumattomana. Yhden korkeampaa pitoisuustasoa edustavan naytesarjan perus-
teella on haastavaa sanoa, oliko pitoisuuden nousu matalalla hemolyysitasolla todellista.
Naytesarjojen 1 ja 2 pitoisuustasot olivat l&ahes yhtaldisia. Naytesarjojen kéayrat kulkevat
kuvion asteikolla paallekkain ja lahes vaakasuoraan, mutta pitoisuuksien muutos tapah-
tui selkeasti 0-tasoon verrattuna. Myds naytesarjojen 1 ja 2 pitoisuudet laskivat hemo-
globiinipitoisuuden kasvaessa, eika muutos ollut huomattava korkeilla hemolyysitasoilla
verrattuna matalampiin tasoihin.
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Taulukossa 17 on esitettyna pitoisuuksien erot ja eroprosentit kahdella hemolyysitasolla

3 ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 2,83 g/l ja tasolla 6 keskiméaéarin

8,27 g/l. Pitoisuuden absoluuttinen muutos laski maltillisesti kaikissa naytesarjoissa he-

molyysin aiheuttaman hairion kasvaessa, eika niiden ero ollut suuri sarjojen valilla. Nay-

tesarjassa 3 oli korkeampi lahtétason haptoglobiinipitoisuus ja my6s erotukset olivat suu-

rempia verrattuna naytesarjoihin 1 ja 2. Eroprosentit sailyivat kuitenkin suhteellisen

muuttumattomina naytesarjojen valilla. Nailla perusteluilla voitiin todeta, ettei haptoglo-

biinin pitoisuustasolla ollut juurikaan vaikutusta hemaolyysin aiheuttamaan hairiéén.

Taulukko 17. Haptoglobiinipitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 1-3.

Esityskelpoisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysita-

sot 3 ja 6.
Naytesarja Pitoisuus 0- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla (g/1) sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
3 (g/) 6 (g/l) solla 3 solla 6
Naytesarja2 | 0,97 -0,18 -0,20 -19% 21 %
Naytesarjal | 1,00 -0,21 -0,22 21 % -22 %
Naytesarja 3 | 2,34 -0,42 -0,46 -18 % -20 %
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Hemolyysilla oli hairitseva vaikutus haptoglobiinimaaritykseen: hemoglobiinikonsentraa-
tion kasvaessa haptoglobiinipitoisuus pieneni. Haptoglobiinin pitoisuustasolla ei ollut vai-
kutusta hemolyysin aiheuttaman hairion suuruuteen, silla ndytesarjojen eroprosentit oli-
vat yhtalaisida. Korkealla haptoglobiinipitoisuudella hemolyysin vaikutusta oli kuitenkin
vaikea arvioida, silla pitoisuustasossa tapahtunut heilahdus matalalla hemolyysitasolla
saattoi olla virheellista tulosta. Hemolyysin vaikutus oli merkittdvaa, kun hemolyysi-in-
deksi oli 1 tai enemman, hemoglobiinipitoisuus oli yli 0,30 g/l ja laitteen hemoglobiinitulos

oli yli 0,2 g/l. Talléin analyytille maaritetyn variaatiokertoimen ylaraja ylittyi.

8.7 Kalium

HUSLABInN laatutavoite kaliummaarityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 1 %. Kaikki
tulokset olivat analysointikelpoisia, joten naytekohtaiseen tarkasteluun otettiin 28 tutki-
musnaytteen tulokset. Tutkimusnaytteiden K*-ionipitoisuus vaihteli valilla 3,63-6,58
mmol/l ja rinnakkaistulosten keskim&arainen K*-ionipitoisuus oli 4,93 mmol/l. Rinnak-
kaistulosten véliset variaatiokertoimet vaihtelivat valilla 0-0,53 % ja keskimaarainen va-
riaatiokerroin oli 0,11 %. Kaikkien tutkimusnaytteiden variaatiokertoimet alittivat tavoite-

tason.

Tuloskoostetaulukossa 18 on esitettynd Dahlbergin kaavalla tuotetut sisdiset variaatio-
kertoimet eri hemolyysitasoille, seka Dahlbergin hajonnat. Tulosten keskiarvo ja hemo-
lyysin aiheuttama hairion méaara kasvoivat loogisesti hemoglobiinikonsentraation kasva-
essa ja Dahlbergin tunnusluvut kasvoivat vastaavasti hairidvaikutuksen lisdaantyessa.
Kun kaliumin variaatiokerroin oli 5,31 % se ylitti tavoitteellisen variaatiokertoimen tasolla
1, kun naytesarjojen 1-4 keskimaarainen hemoglobiinikonsentraatio oli 0,95 g/l ja hemo-
lyysi-indeksi vaihteli valilla 1-2. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikon-
sentraatio oli 1,24 g/l. K*-ionipitoisuus oli talldin keskiméaarin 4,0 mmol/l, erotus O-tasosta
oli 0,29 mmol/l (vaihteluvali oli 0,28—0,31 mmol/l) ja eroprosentti O-tasosta oli 7,8 % (vaih-
teluvali oli 7,3-8,2 %).
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Taulukko 18. Tuloskooste kaliumille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat naytesarjojen 1—
4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen antamina
tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silla ne mitattiin samoista nayt-
teista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi (mmol/l) jonta

CI) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 3,8

Taso 1 0,95 1,24 1-2 4,0 0,207 531

Taso 2 1,80 2,52 2-3 4.4 0,437 10,75

Taso 3 2,83 3,70 3 4,7 0,641 15,24

Taso 4 4,72 6,26 4 53 1,09 24,18

Taso 5 6,29 8,52 4-5 59 1,496 31,10

Taso 6 8,27 10,98 5-6 6,5 1,941 37,88

Kuviossa 28 on esitettyna K*-ionin kaksi alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipitoisuu-
den funktiona. Kuvioon on piirretty punainen katkoviiva merkitseméaan HUSLABIn laatu-
tavoitetta, joka K*-ionimaarityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 1 %. Kayran avulla
voitiin interpoloida hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylittyi. Kuvion perusteella raja oli noin
0,25 g/l spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella tdméa vas-
tasi Atellica® Solution -laitteen hemoglobiinitulosta 0,15 g/l. Siemens Healthineersin
(2019) mukaan hemolyysi-indeksi 1 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota valilla 0,11—
1,30 g/l Atellica® Solution -laitteella mitattuna.



74

12

10

Dahlbergin CV%
(=]

0,00 0,50 1,00 1,50 2,00
Hemoglobiinikonsentraatio (g/!)

Kuvio 28. K*-ionin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon méaaritys. Variaatiokerroin ylitti K*-ionille
maaritetyn 1 % laatutavoitteen (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemoglobiinipi-
toisuus oli noin 0,25 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Kuviossa 29 esitelladn K*-ionipitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuviosta
nahdaan, etta kaikkien naytesarjojen K*-ionipitoisuus nousi lineaarisesti hemoglobiinipi-
toisuuden kasvaessa.
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Kuvio 29. K*-ionipitoisuudet sarjoissa 1-4.

Taulukossa 19 on esitettyna pitoisuuksien erot ja eroprosentit kahdella hemolyysitasolla

3 ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 2,83 g/l ja tasolla 6 keskimé&éarin
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8,27 g/l. Pitoisuuden absoluuttinen muutos kasvoi maltillisesti kaikissa naytesarjoissa
hemolyysin aiheuttaman hairion kasvaessa. Koska naytesarjojen tasot olivat lahella toi-
siaan ja ne edustivat kaikki lahes samaa pitoisuustasoa, ei naytesarjojen valille syntynyt
suurta eroa erotuksiin tai eroprosentteihin. Koska naytesarjoihin ei saatu aikaiseksi riit-
tavaa pitoisuustasojen vaihtelua, tasmallista vastausta toiseen tutkimuskysymykseen ei

saatu.

Taulukko 19. K*-ionipitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 1-4. Esityskel-
poisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja 6.

Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
(mmol/l) 3 (mmol/l) 6 (mmol/l) solla 3 solla 6
Naytesarja2 | 3,64 0,89 2,76 24 % 76 %
Naytesarja4 | 3,76 0,91 2,82 24 % 75 %
Naytesarjal | 3,76 0,93 2,72 25 % 72 %
Naytesarja3 | 3,86 0,90 2,68 23 % 69 %

Hemolyysilla oli hairitseva vaikutus K*-ionimaaritykseen: hemoglobiinikonsentraation
kasvaessa K*-ionipitoisuus kasvoi. K*-ionipitoisuuden vaikutusta hemolyysin aiheutta-
man poikkeaman suuruuteen ei voitu osoittaa naytesarjojen lahes saman pitoisuustason
vuoksi. Hemolyysin vaikutus oli merkittavaa, kun hemolyysi-indeksi oli 1 tai enemman,
hemoglobiinipitoisuus oli yli 0,25 g/l ja laitteen hemoglobiinitulos oli yli 0,15 g/I. Talléin

analyytille maaritetyn variaatiokertoimen ylaraja ylittyi.

8.8 Kreatiinikinaasi

HUSLABIN laatutavoite CK-maarityksen sisaiselle variaatiokertoimelle on 3 %. Tutkimus-
naytteiden CK-pitoisuus vaihteli valilla 52—-4233 U/l ja keskima&arainen CK-pitoisuus oli
153 U/I. Tulosten analysoinnista jatettiin pois naytesarjan 2 ensimmaisten rinnakkaismit-
tausten tulokset, jotka ylittivat menetelman mittausalueen yléarajan (>1300 U/I) (Creatine
Kinase. 2018). Naytesarjan 2 naytteista tarkasteluun valittiin toinen rinnakkaistulos, joka
oli numeerinen. Laitteisto oli konfiguroitu automaattisesti laimentamaan liian korkeat tu-
lokset, jolloin lopullinen mittausalueen ylaraja ulottui 7800 U/l saakka (Creatine Kinase.

2018). Nain ollen naytesarjasta 2 ei voitu laskea rinnakkaismittausten valisia variaatio-
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kertoimia ja tulosten tarkastelussa kaytetyt tulokset oli saatu laimentamisen seurauk-
sena. Naytesarjojen 1, 3 ja 4 naytteiden variaatiokertoimet vaihtelivat valilla 0-4,94 % ja
keskimaarainen variaatiokerroin oli 0,94 %. Ainoastaan naytesarjan 4 naytteen 4-3 vari-
aatiokerroin ylitti 3 % rajan. Naytteen tulos oli kuitenkin looginen ja linjassa sarjan muiden
naytteiden kanssa, joten tyossa kaytettiin rinnakkaismittausten keskiarvoa. Tyohon otet-
tiin kaikkiaan 28 tutkimusnaytteen tulokset.

Tuloskoostetaulukossa 20 esitetaan tulosten keskiarvot ja Dahlbergin menetelmalla saa-
dut tulokset rinnakkain hemoglobiinimaaritysten keskiarvojen kanssa. CK-pitoisuus kas-
voi loogisesti hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Hemolyysin aiheuttaman hairion kas-
vusta kertoo Dahlbergin hajontaluku. Variaatiokerroin ylitti tavoitellun 3 % rajan tasolla
5, jossa se oli 3,29 %. Talloin keskimaarainen hemoglobiinikonsentraatio oli 6,29 g/I, CK-
pitoisuus oli 1190 U/, erotus O-tasosta oli 53 U/l (vaihteluvali oli 37—60 U/l) ja eroprosentti
O-tasosta oli 47 % (vaihteluvali oli 1-108 %). Hemolyysi-indeksi vaihteli valilla 4-5. Ky-

seiselld tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikonsentraatio oli keskimaarin 8,52 g/l.

Taulukko 20. Tuloskooste CK-entsyymille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat naytesarjo-
jen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen an-
tamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silld ne mitattiin sa-
moista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi wun jonta

(g/) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 1137

Taso 1 0,95 1,24 1-2 1145 5,687 0,50

Taso 2 1,80 2,562 2-3 1150 10,617 0,93

Taso 3 2,83 3,70 3 1164 20,256 1,76

Taso 4 4,72 6,26 4 1174 27,08 2,34

Taso 5 6,29 8,52 4-5 1190 38,257 3,29

Taso 6 8,27 10,98 5-6 1208 51,514 4,39

Kuviosta 30 n&hd&an, ettd naytesarjan 2 pitoisuudet olivat selvasti muita naytesarjoja
korkeammat. Taman vuoksi kayrat kulkevat kuvion asteikolla lahes vaakasuoraan ja pi-

toisuuden muutoksen suuntaa on vaikea arvioida.
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Kuvio 30. CK-pitoisuudet sarjoissa 1-4.

Kuviossa 31 esitetaan matalat CK-tulokset hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuviosta
erottuu paremmin, ettd kolme alimman tason naytesarjaa poikkesivat hieman toisistaan
pitoisuudeltaan. Hemolyysi nosti naytteen CK-pitoisuutta kutakuinkin yhtélaisesti kai-
kissa kolmessa naytesarjassa. Kuvion perusteella CK-pitoisuus muuttui merkittavasti jo

alemmilla hemoglobiinipitoisuuksilla.
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Kuvio 31. Matalat CK-pitoisuudet (néytesarjat 1, 3 ja 4).

Kuviossa 32 havainnollistetaan korkeiden CK-pitoisuuksien muutosta hemoglobiinikon-
sentraation seurauksena. Ruutuvalit ovat kutakuinkin samat kuin kuviossa 31. My6s kor-
keilla pitoisuuksilla hemoglobiinilla oli nostava vaikutus CK-pitoisuuteen, mutta kuvion

perusteella vaikutus nayttaisi olevan pienempi, kuin matalilla CK-pitoisuuksilla. Arvoissa
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tapahtui myos huomattava maara heittelya, mika voi johtua siita, etté laite oli laimentanut

naytteita.
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Kuvio 32. Korkeat CK-pitoisuudet (naytesarja 2).
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Taulukosta 21 nahdaan, ettd CK-pitoisuus muuttui vdhemman korkeammilla pitoisuuk-

silla seka absoluuttisesti, ettd prosentuaalisesti. Korkeinta tulosta naytesarjasta 2 pidet-

tiin epéluotettavana, silla se ei ollut linjassa muiden tulosten kanssa.

Taulukko 21. CK-pitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 1-4. Esityskel-

poisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja 6.

Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla (U/l) | sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
3 (U 6 (U/) solla 3 solla 6
Naytesarja4 | 52 27 86 51 % 165 %
Naytesarjal | 141 23 80 16 % 57 %
Naytesarja 3 | 167 19 72 11 % 43 %
Naytesarja 2 | 4187 41 47 1% 1%

Hemolyysi hairitsi CK-maaritysta. CK-pitoisuus nousi voimakkaasti erityisesti matalan ta-

son naytesarjoissa, joiden naytteita laite ei ollut laimentanut. Naytesarjassa 2 hemoglo-

biinipitoisuuden vaikutus oli vahaisempi, mika vaikutti kaikista tutkimusnaytteista lasket-

tuihin Dahlbergin tunnuslukuihin. T&mé&n vuoksi kaikista tutkimusnaytteista laskettua tu-

losta ei voitu pitaa luotettavana matalan tason CK-naytteille.
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Taulukon 22 CK-tuloksista jatettiin kokonaan pois korkein naytesarja 2. Tulosten kes-
kiarvo, Dahlbergin hajonta seka variaatiokerroin kasvoivat edelleen loogisesti. Variaatio-
kerroin ylitti tavoiterajan jo tasolla 1 (CV% = 4,59 %), jolloin hemoglobiinipitoisuus oli
0,94 g/l ja hemolyysi-indeksi vaihteli valilla 1-2. Kyseisella tasolla laitteen vastaava he-
moglobiinikonsentraatio oli keskim&aérin 1,23 g/l. Talldin keskimaarainen CK-pitoisuus oli
128 U/, erotus O-tasoon oli 8 U/l ja eroprosentti O-tasoon oli 8 %.

Taulukko 22. Matalien naytteiden CK-tulosten kooste (naytesarjoista 1, 3 ja 4). Hemoglobiinipi-
toisuudet ovat naytesarjojen 1, 3 ja 4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotomet-
rilld mitattuina seka laitteen antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaih-
televat, silla ne mitattiin samoista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi ((SID)] jonta

1) (s(d))

Taso 0 0,07 0,04 0 120

Taso 1 0,94 1,23 1-2 128 5,697 4,59

Taso 2 1,78 2,54 2-3 137 12,257 9,52

Taso 3 2,88 3,71 3 143 16,253 12,36

Taso 4 4,81 6,35 4 162 29,80 21,12

Taso 5 6,21 8,43 4-5 179 41,513 27,78

Taso 6 8,29 10,95 5-6 200 56,359 35,26

Kuviossa 33 on esitetty CK-entsyymin kaksi alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipitoi-
suuden funktiona. Kuviossa on kaytetty jalkimmaisen laskun mukaisia variaatiokertoimia,
joissa on mukana ainoastaan naytesarjojen 1, 3 ja 4 tulokset. Kaavioon on piirretty apu-
viiva merkitsemaan HUSLABIn variaatiokertoimen tavoiterajaa, joka on CK-entsyymille
3 %. Kaaviosta voitiin interpoloida hemoglobiinipitoisuus, jonka kohdalla tavoiteraja ylit-
tyi. Kaaviosta lukemalla tdma raja oli noin hemoglobiinipitoisuuden 0,65 g/l kohdalla
spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella tama vastasi Atel-
lica® Solution -laitteen hemoglobiinitulosta 0,65 g/l. Siemens Healthineersin (2019) mu-
kaan hemolyysi-indeksi 1 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota valilla 0,11-1,30 g/l Atel-

lica® Solution -laitteella mitattuna.
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Kuvio 33. CK-entsyymin hemolyysi-indeksin raja-arvon méaaritys. Variaatiokerroin ylitti CK-ent-
syymille maaritetyn 3 % rajan (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemoglobiinipitoi-
suus oli noin 0,65 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Matalilla CK-pitoisuuksilla (CK-pitoisuuden ollessa noin alle 170 U/l) hemolyysi hairitsi
CK-méaaritysta. Hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa CK-pitoisuus kasvoi. Hemolyysi héi-
ritsi CK-maaritystd merkitsevasti hemoglobiinipitoisuuden ollessa yli 0,65 g/l tai laitteen
hemoglobiinituloksen ollessa yli 0,65 g/l, mika vastasi hemolyysi-indeksia 1. Talléin ana-
lyytille maaritetyn variaatiokertoimen laatutavoite ei enaa tayttynyt. Todella korkeilla CK-

pitoisuuksilla hemolyysin vaikutus tuloksiin oli vahainen.

8.9 Kreatiinikinaasin MB-alayksikk®

HUSLABIN laatutavoite CK-MBm-tutkimuksen siséiselle variaatiokertoimelle on 6 %. Tut-
kimusnaytteiden CK-MB-pitoisuus vaihteli valilla 0,60-2,90 ng/l ja keskimaarainen CK-
MB-pitoisuus oli 1,54 ng/l. Rinnakkaisten mé&aritysten tarkastelussa kahdeksan tutkimus-
naytteen variaatiokerroin ylitti tavoitellun 6 % rajan. Rinnakkaismittausten valiset variaa-
tiokertoimet vaihtelivat valilla 0-16 % ja keskimaarainen variaatiokerroin oli 4,41 %. Kai-
kille rinnakkaismittauksille yhteisesti Dahlbergin menetelmalla laskettu variaatiokerroin
ylitti 6 % tavoiterajan ollen 10,2 %. Naytesarjan 2 naytteelta 2-2 puuttui rinnakkaistulos
kokonaan, joten sitd ei huomioitu laskelmissa. Tuloksista oli mahdotonta karsia kaikki

epéaluotettavat tulokset hemolyysin vaikutuksen selvittamiseksi.
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Tuloskoostetaulukosta 23 nahdaén, etta tulosten keskiarvot vaihtelivat hieman, samoin

kuin Dahlbergin hajontaluvut seké variaatiokertoimet. Variaatiokerroin ylitti 6 % rajan ta-

soilla 2 ja 4, mutta ei tasoilla 1 ja 3.

Taulukko 23. Tuloskooste CK-MBm-tutkimukselle (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat
naytesarjojen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka
laitteen antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelivat, silla ne mitat-
tiin samoista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi (ng/l) jonta

(9/l) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 1,45

Taso 1 0,95 1,24 1-2 1,44 0,018 1,22

Taso 2 1,80 2,52 2-3 1,53 0,144 9,65

Taso 3 2,83 3,70 3 1,54 0,064 4,27

Taso 4 4,72 6,26 4 1,61 0,13 8,24

Taso 5 6,29 8,52 4-5 1,61 0,129 8,40

Taso 6 8,27 10,98 5-6 1,59 0,105 6,89

Variaatiokertoimia havainnollistaa kuvio 34, jossa ne on esitetty hemoglobiinipitoisuuden

funktiona. Variaatiokertoimet vaihtelivat voimakkaasti HUSLABIn laatutavoitteen ympa-

ristdssa, joka naytetddn kuvassa punaisena katkoviivana.
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Kuvio 34. CK-entsyymin MB-alayksikén variaatiokeroimet. Punaisella katkoviivalla on merkitty
6 % raja-arvo. Hemoglobiinipitoisuudet on ilmoitettu Varian Cary® 100 Conc -spektro-
fotometrilla mitattuina.

Kuviossa 35 on esitetty kaikkien rinnakkaistulosten keskiarvot suhteessa hemoglobiinipi-
toisuuteen. Kuviossa kayrien suurin trendi oli ylospain, eli nayttaa silta, etta CK-MB-pi-
toisuus olisi kasvanut hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Kayrista ei kuitenkaan voitu

tehda tasmallista tulkintaa vaihtelevien arvojen vuoksi.
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Kuvio 35. CK-MB-pitoisuus sarjoissa 1-4.
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Hemolyysi saattoi vaikuttaa CK-MBm-tutkimukseen. CK-MB-pitoisuus mahdollisesti kas-
voi hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Arvojen vaihtelevuuden takia selke&é linjausta
hemolyysi-indeksin raja-arvosta oli mahdotonta tehda.

8.10 Laktaatti

HUSLABINn laatutavoite laktaattimaarityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 1,5 %.
Laktaattimittauksissa oli mukana vain yksi ndytesarja L. Tulosten analysoinnista jatettiin
pois naytteen L-3 jalkimmainen tulos, silla rinnakkaistulokset poikkesivat liilkaa toisistaan:
naytteen L-3 ensimmainen mittaustulos oli 1,08 mmol/l ja toinen mittaustulos oli puoles-
taan 0,91 mmol/l. Ensimmaista tulosta kaytettiin laskuissa, koska se oli paremmin lin-
jassa suhteessa muiden naytetasojen tuloksiin.

Naytekohtaiseen tarkasteluun otettiin kuitenkin kaikki tulokset. Tutkimusnaytteiden lak-
taattipitoisuus vaihteli valilla 0,91-1,13 mmol/l ja rinnakkaistulosten keskim&arainen lak-
taattipitoisuus oli 1,07 mmol/l. Rinnakkaistulosten véliset variaatiokertoimet vaihtelivat
valilla 0,09-8,42 % ja keskimaarainen variaatiokerroin oli 1,54 %. Ainoastaan nayte L-3
ylitti sallitun variaatiokertoimen (CV% = 8,42 %), mutta korkeampi tulos hyvaksyttiin tar-
kasteluun. Korkeaa variaatiokerrointa selitti edella kuvattu rinnakkaistulosten kohtalaisen

suuri ero.

Tuloskoostetaulukossa 24 on esitettynd Dahlbergin kaavalla tuotetut sisaiset variaatio-
kertoimet eri hemolyysitasoille, sekd Dahlbergin hajonnat. Koska naytesarjoja oli vain
yksi, tulostaulukon keskiarvosarakkeen arvo on kyseisen tason tutkimusnaytteen tulos.
Tasolla 2 pyoristetty tulos oli yhtd suuri kuin tasolla 1, mutta Dahlbergin hajontaluku ja
variaatiokerroin laskivat. Paasaantoisesti kuitenkin tulokset, sekéa Dahlbergin hajontalu-
vut ja variaatiokertoimet kasvoivat hemoglobiinikonsentraation kasvaessa. Kun laktaatin
variaatiokerroin oli 2,18 % se ylitti tavoitteellisen variaatiokertoimen tasolla 4, kun hemo-
globiinikonsentraatio oli 4,38 g/l ja hemolyysi-indeksi oli 4. Kyseisella tasolla laitteen vas-
taava hemoglobiinikonsentraatio oli 5,08 g/l. Laktaattipitoisuus oli talléin 1,09 mmaol/I,

erotus O-tasosta oli 0,033 mmol/l ja eroprosentti O-tasosta oli 3 %.
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Taulukko 24. Tuloskooste laktaatille (sarja L). Hemoglobiinipitoisuudet ovat naytesarjan L pitoi-
suudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen antamina tuloksina.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi (mmol/l) jonta

(9/l) (s(d))

Taso 0 0,16 0,17 1 1,06

Taso 1 1,30 1,50 2 1,07 0,010 0,93

Taso 2 1,79 2,05 2 1,07 0,009 0,87

Taso 3 2,83 3,21 3 1,08 0,013 1,26

Taso 4 4,38 5,08 4 1,09 0,023 2,18

Taso 5 6,19 7,18 4 1,09 0,026 2,40

Taso 6 7,93 9,06 5 1,12 0,047 4,29

Kuviossa 36 on esitettyna laktaatin variaatiokertoimet hemoglobiinipitoisuuden funk-
tiona. Kuvioon on piirretty punainen katkoviiva merkitsemaan HUSLABIn laatutavoitetta,
joka laktaattimaarityksen sisdiselle variaatiokertoimelle on 1,5 %. Kayran avulla voitiin
interpoloida hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylittyi. Kuvion perusteella raja oli noin 3,2 g/l
spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella tAma vastasi Atel-
lica® Solution -laitteen hemoglobiinitulosta 4,0 g/I. Siemens Healthineersin (2019) mu-
kaan hemolyysi-indeksi 3 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota valilla 2,50-4,99 g/l Atel-

lica® Solution -laitteella mitattuna.
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Kuvio 36. Laktaatin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon maéaritys. Variaatiokerroin ylitti laktaatille
maaritetyn 1,5 % laatutavoitteen (merkitty punaisella katkoviivalla), kun hemoglobiinipi-
toisuus oli noin 3,2 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuna.

Kuviossa 37 esitellaan yhden naytesarjan laktaattipitoisuus hemoglobiinipitoisuuden
funktiona. Laktaattipitoisuus nousi hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa 0O-tasolta tasolle
1, mutta sen jalkeen kaantyi hieman laskuun tasolla 2. Taméan jalkeen pitoisuuden nousu
jatkui tasolle 6 saakka.
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Kuvio 37. Laktaattipitoisuudet sarjassa L.
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Hemolyysilla oli hairitseva vaikutus laktaattimaaritykseen korkeilla hemolyysitasoilla.
Vain yhden mittauksissa mukana olleen naytesarjan perusteella ei voitu osoittaa, vaikut-
tiko laktaatin pitoisuustaso hemolyysin aiheuttamaan héairioén. Hemolyysin vaikutus oli
merkittdvad, kun hemolyysi-indeksi oli 3 tai enemman, hemoglobiinipitoisuus oli yli 3,2
g/l ja laitteen hemoglobiinitulos oli yli 4,0 g/l. Tallbin analyytille maaritetyn variaatioker-
toimen ylaraja ylittyi.

8.11 Laktaattidehydrogenaasi

HUSLABIN laatutavoite LD-mé&aéarityksen sisaiselle variaatiokertoimelle on 2 %. Tulosten
analysoinnista jatettiin pois sellaiset tulokset, joiden kohdalla LD-pitoisuus ylitti laitteiston
mittausalueen ylarajan (>750 U/l) (Lactate Dehydrogenase. 2018). Jos kaytettavissa oli
toinen rinnakkainen tulos, se valittiin tarkasteluun. Yli mittausalueen ylarajan anteita tu-
loksia olivat ndytesarjan 1 naytteet 1-5 ja 1-6, naytesarjan 2 naytteet 2-4, 2-5 ja 2-6,
naytesarjan 3 naytteet 3-4, 3-5 ja 3-6 seka naytesarjan 4 naytteet 4-4, 4-5 ja 4-6. Kaik-
kien naiden naytteiden kohdalla ensimmainen mittaustulos oli enemman kuin 750 U/I.
Laitteisto oli konfiguroitu automaattisesti laimentamaan lilan korkeat tulokset, jolloin lo-
pullinen mittausalueen ylaraja ulottui 4500 U/l saakka (Lactate Dehydrogenase. 2018).
Taten toinen mittaustulos vaihteli naytteen mukaan valilla 885—-1541 U/I. Naytesarjan 1

nayte 1-4 hylattiin kokonaan, silla molemmat mittaustulokset olivat yli 750 U/I.

Edella mainittujen tulosten poissulkukriteerien mukaisesti naytekohtaiseen tarkasteluun
otettiin 16 tutkimusnaytteen tulokset. Tutkimusnaytteiden LD-pitoisuus vaihteli valilla
173-1541 U/l ja rinnakkaistulosten keskimaarainen LD-pitoisuus oli 438 U/I. Rinnakkais-
tulosten valiset variaatiokertoimet vaihtelivat valilla 0,02—-0,78 % ja keskimaarainen vari-
aatiokerroin oli 0,25 %. Kaikkien tutkimusnaytteiden variaatiokertoimet alittivat tavoiteta-

son.

Tuloskoostetaulukossa 25 on esitettynd Dahlbergin kaavalla tuotetut sisdiset variaatio-
kertoimet eri hemolyysitasoille, seka Dahlbergin hajonnat. Tulosten keskiarvo ja hemo-
lyysin aiheuttama hairion maéara kasvoivat loogisesti hemoglobiinikonsentraation kasva-
essa. Tama heijastui kasvaviin Dahlbergin hajontalukuihin ja variaatiokertoimiin. Kun LD-
entsyymin variaatiokerroin oli 26,97 % se Yylitti tavoitteellisen variaatiokertoimen tasolla
1, kun naytesarjojen 1-4 keskimaarainen hemoglobiinikonsentraatio oli 0,95 g/l ja hemo-
lyysi-indeksi vaihteli valilla 1-2. Kyseisella tasolla laitteen vastaava hemoglobiinikon-

sentraatio oli keskimaarin 1,24 g/I. LD-pitoisuus oli talldin keskimaarin 377 U/l, erotus 0-
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tasosta oli 121 U/I (vaihteluvali oli 118-126 U/l) ja eroprosentti O-tasosta oli 51 % (vaih-
teluvali oli 33—-70 %).

Taulukko 25. Tuloskooste laktaattidehydrogenaasille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat
naytesarjojen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka
laitteen antamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelivat, silla ne mitat-
tiin samoista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Tulosten Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- keskiarvo | gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi um jonta

(9/l) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 256

Taso 1 0,95 1,24 1-2 377 85,418 26,97

Taso 2 1,80 2,52 2-3 503 174,672 45,99

Taso 3 2,83 3,70 3 615 253,331 58,17

Taso 4 4,72 6,26 4 937 462,21 75,69

Taso 5 6,29 8,562 4-5 1142 627,339 89,70

Taso 6 8,27 10,98 5-6 1406 813,212 97,82

Kuviossa 38 on esitettynd LD-entsyymin kaksi alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipi-

toisuuden funktiona. Kuvioon on piirretty punainen katkoviiva merkitseméaéan HUSLABIN

laatutavoitetta, joka LD-maarityksen sisdiselle variaatiokertoimelle on 2 %. Kayran avulla

voitiin interpoloida hemoglobiinipitoisuus, jolla raja ylittyi. Kuvion perusteella raja oli noin

0,12 g/l spektrofotometrilla mitattuna tuloksena. Muuntokuvion 13 perusteella taméa vas-

tasi Atellica® Solution -laitteen hemoglobiinitulosta 0,0 g/l. Siemens Healthineersin

(2019) mukaan hemolyysi-indeksi 1 vastaa hemoglobiinikonsentraatiota valilla 0,11—

1,30 g/l Atellica® Solution -laitteella mitattuna. Hemoglobiinipitoisuus alle 0,11 g/l vastaa

hemolyysi-indeksia 0 (Siemens Healthineers 2019).
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Kuvio 38. LD-entsyymin hemoglobiinipitoisuuden raja-arvon maaritys. Variaatiokerroin ylitti LD-
entsyymille maaritetyn 2 % laatutavoitteen (merkitty punaisella katkoviivalla), kun he-
moglobiinipitoisuus oli noin 0,12 g/l Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitat-
tuna.

Kuviossa 39 esitellddn LD-pitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuviosta néh-
daan, ettd kaikkien naytesarjojen LD-pitoisuus nousi jyrkasti hemoglobiinipitoisuuden
kasvaessa. Naytesarjojen 1-4 |lahtotason pitoisuus vaihteli keskimaarin valilla 170-350
U/l ja korkeimmalla hemolyysitasolla naytesarjojen pitoisuudet olivat yli 1300 U/I.
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Kuvio 39. LD-pitoisuudet sarjoissa 1-4.
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Taulukossa 26 on esitettyna pitoisuuksien erot ja eroprosentit kahdella hemolyysitasolla
3 ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskim&arin 2,83 g/l ja tasolla 6 keskimaarin
8,27 g/l. Pitoisuuden absoluuttinen muutos kasvoi kaikissa naytesarjoissa hemolyysin
aiheuttaman hairion kasvaessa. Tasolla 3 absoluuttinen muutos 0-tasosta oli suurempaa
matalamman tason néytesarjoissa. Tasolla 6 absoluuttinen muutos 0-tasosta oli kaikkien
naytesarjojen kohdalla suunnilleen yhta suurta. Taulukosta ndhdaan, etta naytesarjan 1
kohdalla eroprosentit olivat suurimmillaan: tasolla 3 eroprosentti O-tasosta oli 210 % ja
tasolla 6 eroprosentti O-tasosta oli 661 %. Naytesarjan 4 kohdalla eroprosentit olivat puo-
lestaan pienimpid: tasolla 3 eroprosentti O-tasosta oli 102 % ja tasolla 6 eroprosentti O-
tasosta oli 333 %. Eroprosentit siis pienenivét, kun LD-pitoisuustaso nousi. Tuloksista
voitiin todeta, ettd hemolyysin aiheuttamalla hairidlla oli korkeilla LD-pitoisuuksilla va-

hemman vaikutusta.

Taulukko 26. LD-pitoisuuden muutos referenssitasoon nahden naytesarjoissa 1-4. Esityskelpoi-
suuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3 ja 6.

Naytesarja Pitoisuus O- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti
tasolla (U/l) | sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-
3 (Ul 6 (U solla 3 solla 6
Naytesarjal | 173 364 1146 210 % 661 %
Naytesarja 3 | 206 360 1137 175 % 553 %
Naytesarja 2 | 290 348 1132 120 % 390 %
Naytesarja 4 | 356 362 1185 102 % 333 %

Hemolyysilla oli hairitseva vaikutus LD-maaritykseen: hemoglobiinikonsentraation kas-
vaessa LD-pitoisuus kasvoi. Kuitenkin suurilla LD-pitoisuuksilla hemolyysin aiheuttama
hairio oli lievempé&a, kuin matalilla LD-pitoisuuksilla. Hemolyysin vaikutus oli merkittavaa,
kun hemolyysi-indeksi oli 0 tai enemmaén, hemoglobiinipitoisuus oli yli 0,12 g/l ja laitteen

hemoglobiinitulos oli 0,0 g/l. Tall6in variaatiokertoimelle maaritetty tavoiteraja ylittyi.

8.12 Myoglobiini

HUSLABINn laatutavoite myoglobiinim&arityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 4 %.
Naytesarjan 4 naytteestd 4-6 oli saatavilla vain yksi tulos, silla tuntemattomasta syysta
analysaattori ei ollut mitannut analyytin pitoisuutta kahtena rinnakkaisena mittauksena.

Tulosten analysointiin valittiin tdten vain ensimmainen kyseisen naytteen mittaustulos.
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Naytekohtaiseen tarkasteluun otettiin 27 tutkimusnéaytteen tulokset. Tutkimusnaytteiden
myoglobiinipitoisuus vaihteli valilla 34,70-92,20 pg/l ja rinnakkaistulosten keskimaarai-
nen myoglobiinipitoisuus oli 58,64 ug/l. Rinnakkaistulosten valiset variaatiokertoimet
vaihtelivat valilla 0,13—4,95 % ja keskim&arainen variaatiokerroin oli 1,4 %. Ainoastaan
naytesarjan 2 nayte 2-4 ylitti sallitun variaatiokertoimen (CV% = 4,03 %). Korkeasta va-
riaatiokertoimesta huolimatta tulos hyvaksyttiin.

Tuloskoostetaulukossa 27 on esitettynd Dahlbergin kaavalla tuotetut sisaiset variaatio-
kertoimet eri hemolyysitasoille, sekd Dahlbergin hajonnat. Tulosten keskiarvo oli suurim-
millaan O-tasolla ja tulosten keskiarvo laski lievasti hemoglobiinikonsentraation kasva-
essa. Tasolla 3 keskiarvo kuitenkin nousi verrattuna tasoihin 1 ja 2, jonka jalkeen kes-
kiarvo taas laski kohti tasoa 6. Dahlbergin hajontaluvut ja variaatiokertoimet laskivat kai-
killa tasoilla verrattuna tasoon 1. Tuloksista ndhdaan, ettd myoglobiinin variaatiokerroin

ei ylittanyt millaan tasolla tavoitteellista variaatiokerrointa.

Taulukko 27. Tuloskooste myoglobiinille (sarjat 1-4). Hemoglobiinipitoisuudet ovat naytesarjo-
jen 1-4 keskimaaraiset pitoisuudet spektrofotometrilla mitattuina seka laitteen an-
tamina tuloksina. Hemolyysi-indeksin tulokset vaihtelevat, silla ne mitattiin sa-
moista naytteista kahdella eri laitteella.

Taso Hemoglo- | Hb-pitoi- Hemo- Keskiarvo | Dahlber- Dahlber-
biinipitoi- | suus, lait- | lyysi-in- (V)] gin ha- | gin CV%
suus (g/l) | teen tulos | deksi jonta

(g/) (s(d))

Taso 0 0,06 0,04 0 59,1

Taso 1 0,95 1,24 1-2 57,1 1,847 3,18

Taso 2 1,80 2,52 2-3 57,8 1,196 2,05

Taso 3 2,83 3,70 3 58,2 1,220 2,08

Taso 4 4,72 6,26 4 57,9 1,17 2,00

Taso 5 6,29 8,562 4-5 57,5 1,436 2,46

Taso 6 8,27 10,98 5-6 57,2 1,454 2,50

Kuviossa 40 on esitettynd myoglobiinin kuusi alinta variaatiokerrointa hemoglobiinipitoi-
suuden funktiona. Kuvioon on piirretty punainen katkoviiva merkitsemaan HUSLABIn
laatutavoitetta, joka myoglobiinim&arityksen siséiselle variaatiokertoimelle on 4 %. Ku-

vion perusteella raja ei ylittynyt milladn hemoglobiinipitoisuudella.
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Kuvio 40. Myoglobiinin variaatiokertoimet. Variaatiokerroin ei ylittdnyt myoglobiinille maaritettya 4
% laatutavoitetta (merkitty punaisella katkoviivalla) milladn hemolyysitasolla. Hemoglo-
biinipitoisuudet on ilmoitettu Varian Cary® 100 Conc -spektrofotometrilla mitattuina.

Kuviossa 41 esitelladn myoglobiinipitoisuudet hemoglobiinipitoisuuden funktiona. Kuvi-
osta ndhdaan, etta naytesarjojen 2 ja 3 pitoisuudet olivat selkeasti naytesarjojen 1 ja 4
pitoisuuksia suuremmat. Naytesarjan 2 pitoisuus oli korkeimmillaan tasolla 2, jonka jal-
keen pitoisuus laski ja sailyi suhteellisen muuttumattomana hemaoglobiinipitoisuuden
kasvaessa. Naytesarjan 3 pitoisuus oli korkeimmillaan tasolla 3, jonka jalkeen pitoisuus
hieman laski ja sailyi tasaisena hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Naytesarjojen 1 ja
4 kayrat kulkevat kuvion asteikolla paallekkain ja lahes vaakasuoraan, joten naytesarjo-
jen tarkkaa pitoisuustasojen muutosta hemolyysitason kasvaessa oli vaikea arvioida.
Naytesarjojen 1 ja 4 pitoisuuksien muutos oli lahes huomaamaton korkeilla hemolyysita-

soilla verrattuna lahtétilanteen 0-tasoon.
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Kuvio 41. Myoglobiinipitoisuudet sarjoissa 1-4.
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Taulukossa 28 on esitettyna pitoisuuksien erot ja eroprosentit kahdella hemolyysitasolla

3 ja 6. Tasolla 3 hemoglobiinipitoisuus oli keskimaarin 2,83 g/l ja tasolla 6 keskiméaéarin

8,27 g/l. Pitoisuuden absoluuttinen muutos vaheni naytesarjoissa hemolyysin aiheutta-

man hairion kasvaessa, mutta naytesarjan 3 absoluuttinen muutos kasvoi hieman tasolla

3 verrattuna 0-tasoon. Naytesarjojen eroprosentit olivat kuitenkin melko yhtalaisia mo-

lemmilla tasoilla 3 ja 6, joten pitoisuustasolla ei ollut suoranaisesti vaikutusta hemolyysin

aiheuttamaan hairioon.

Taulukko 28. Myoglobiinipitoisuuden muutos referenssitasoon ndhden naytesarjoissa 1-4. Esi-

tyskelpoisuuden takaamiseksi taulukossa on esitetty ainoastaan hemolyysitasot 3

ja 6.

Naytesarja Pitoisuus 0- | Erotus O-ta- | Erotus O-ta- | Eroprosentti | Eroprosentti

tasolla (ug/l) | sostatasolla | sostatasolla | O-tasosta ta- | O-tasosta ta-

3 (ng/l) 6 (ug/l) solla 3 solla 6

Naytesarja4 | 37,00 -0,35 -1,30 1% -4 %
Naytesarjal | 37,95 -0,60 -1,95 -2 % -5 %
Naytesarja 3 | 69,25 0,45 -1,65 1% -2 %
Naytesarja2 | 92,30 -3,35 -2,95 -4 % -3%
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Hemolyysilla oli hairitseva vaikutus myoglobiinimaaritykseen: hemoglobiinikonsentraa-
tion kasvaessa myoglobiinipitoisuus laski. Hemolyysin aiheuttama hairio oli samaa luok-
kaa eri tasoisissa naytesarjoissa, joissa oli eri myoglobiinipitoisuus. Tarkkaa hemolyysi-
indeksia ja hairitsevaéd hemoglobiinipitoisuutta ei voitu osoittaa, silla analyytille maéarite-
tyn variaatiokertoimen ylaraja ei ylittynyt millaan hemolyysitasolla.

9 Pohdinta

Tulosten tarkastelussa opinnaytetydssa saatuja tuloksia reflektoidaan analyyttikohtai-
sesti teoriaosuudessa esitettyihin tietoihin, seka verrataan Siemens Healthineersin maa-
rittdmiin rajoihin. Johtopaatoksissa kiteytetaan vastaukset opinnaytetyon tutkimuskysy-
myksiin. Opinnaytetyon eettisyytta ja luotettavuutta pohdintaan omissa kappaleissaan,
jonka liséksi tarkastellaan opinnaytetydprosessin aikana syntyneita kehittdmisehdotuk-
sia, seka opinnaytetyon tekijoiden ammatillista kasvua.

9.1 Tulosten tarkastelu

Hemoglobiinipitoisuuksien ja hemolyysi-indeksien mittaustulokset loivat pohjan analyyt-
tikohtaiselle hemolyysihairion tarkastelulle. Tarkoituksena oli tuottaa hemolysaatti-
laimennossarjoihin naytteita, joissa hemoglobiinipitoisuus on lahelld tavoitepitoisuutta ja
kasvaa asteittain. Hemoglobiinipitoisuus mitattiin hemolysaatista eri laitteella kuin lopul-
lisista naytteista, joten laitekohtaiset erot voivat vaikuttaa lopputulokseen. Spektrofoto-
metrilla mitattuina hemoglobiinitulokset jaivat yleisesti ottaen hieman alle tavoitellun pi-
toisuuden. Atellica® Solution -laitteen hemoglobiinitulokset taas olivat keskimaarin tavoi-
tetasoja korkeammat. Naytteisiin saatiin kuitenkin kattavasti eri pitoisuuksia eri hemo-

lyysi-indeksien alueilta.

Opinnaytetydssa havaitut hemolyysihairidt kuvaavat analyyttista interferenssia, eli inter-
ferenssia, joka aiheutuu verisolun komponenttien vapautumisesta naytteenoton jalkeen
in vitro (Dolci — Panteghini 2014: 39). Paasaantdisesti hemolyysin aiheuttama interfe-
renssi opinnaytetyssa tutkituissa naytteissa johtui punasoluista vapautuneesta hemo-
globiinista sek& muista intrasellulaarisista komponenteista (Lippi ym. 2012: 43). Hemo-
globiinin liséksi punasolut sisaltavat erilaisia rakenneproteiineja, entsyymeja, lipideja ja
hiilihydraatteja, ja monet naistd komponenteista voivat reagoida tai kilpailla analyyseissa

kaytettavien reagenssien kanssa (Lippi ym. 2008: 766). Hemolyysista aiheutui taten mi-
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tattujen pitoisuuksien virheellinen nousu useimpien tutkittujen analyyttien kohdalla. Pitoi-
suus nousi ALAT-, ASAT-, CK- ja LD-entsyymien kohdalla. My6s laktaatti, NHs™-ioni ja
K*-ioni saivat kohonneita pitoisuuksia hemolyysisté johtuen. AFOS-entsyymiin kohdalla
mitatut pitoisuudet laskivat virheellisen matalaksi hemolyysin aiheuttaman hairiévaiku-
tuksen takia.

Opinnaytetydssa tutkimusnaytteiden ALAT-pitoisuudet nousivat virheellisen korkeiksi
hemolyysin seurauksena. Nain oli erityisesti matalilla ALAT-pitoisuuksilla jo matalista he-
moglobiinipitoisuuksista alkaen. Tama selittyy silla, ettéd punasolut sisaltavat 7-kertaisen
ALAT-pitoisuuden plasmaan verrattuna (Sonntag 1986: 132), vaikka Esanin (2014: 17)
mukaan punasolujen sisaltamalla ALAT-entsyymilla ei ole hairitsevaa vaikutusta mittaus-
tuloksiin. Myds korkeilla ALAT-pitoisuuksilla hemolyysilla oli selke&sti tuloksia nostava
vaikutus. Korkea naytesarja jouduttiin kuitenkin jattamaan pois lopullisesta tuloksesta,
silla matalilla hemoglobiinipitoisuuksilla tulokset vaihtelivat liikaa. Saatu hemaoglobiinipi-
toisuuden raja onkin yleistettavissa matalille ALAT-tuloksille, joissa ALAT-pitoisuus on
noin alle 50 U/l. Hemolyysin aiheuttama hairio oli suhteellisesti pienempi korkeilla ALAT-
pitoisuuksilla mataliin verrattuna, vaikka absoluuttinen mittausvirhe oli korkeilla pitoi-

suuksilla suurempi.

Tutkimusnaytteiden AFOS-pitoisuus laski hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa, aiheut-
taen virheellisen matalan hemoglobiinipitoisuuden hemolyysin seurauksena. Punasolut
sisdltavat noin 6-kertaisen AFOS-pitoisuuden plasmakonsentraatioon verrattuna, joten
punasolujen hajoaminen nostaa plasman AFOS-pitoisuutta (Johnson-Davis 2013: 281,
Sonntag 1986: 133). Lippin ym. (2008: 766) mukaan AFOS-entsyymi laimenisi punaso-
lujen hajoamisen seurauksena, mutta mikali punasolujen AFOS-pitoisuus on plasmaa
korkeampi, tama selitys ei tunnu uskottavalta. Lippin ym. (2006: 314) mukaan AFOS-
entsyymin hemolyysihairidé johtuu hemoglobiinin spektrisistd ominaisuuksista tai kemial-
lisista reaktioista hemolysaatin ja reaktiokomponenttien valilla. Tuloksen lasku selittyykin
hemolyysissa punasoluista vapautuvilla Mg?*- ja Zn?*-ioneilla, joiden konsentraation
kasvu plasmassa jarkyttdd mittausreaktion tarvitsemaa tasapainoa (Farah ym. 2012:
125, 127). Reaktio tarvitsee tietyn pitoisuuden naita ioneja, ja niiden ylimaara kaantaa
aktivaattorivaikutuksen inhibitoriseksi, jolloin tulos jaa virheellisen matalaksi (Farah ym.
2012: 125, 127). Hemolyysi aiheutti suuremman hairion matalilla AFOS-pitoisuuksilla
kuin korkeilla pitoisuuksilla. AFOS-pitoisuustasolla oli selke& vaikutus hemolyysin aiheut-

tamaan hairiodn seka absoluuttisesti etta prosentuaalisesti.
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A-sarjan tutkimusnaytteiden NH4"-ionipitoisuus nousi virheellisen korkeaksi hemoglobii-
nikonsentraation kasvaessa. Molemmissa naytesarjoissa Al ja A2 pitoisuuden nousu oli
tasaista. Punasolujen sisdinen NHas"-ionipitoisuus on noin 2—3-kertainen plasmaan ver-
rattuna, jolloin punasolujen hajotessa in vitro niista vapautuvat NH4*-ionit nostivat tutki-
musnaytteiden pitoisuuden virheellisen korkeaksi (Ammonia. 2017; Frank 2013: 258).
Pitoisuustasolla oli merkitysta hemolyysin aiheuttaman hé&irion suuruuteen: matalan ta-
son naytesarjassa NH4*-ionipitoisuus nousi enemman hemolyysin aiheuttaman hairio-

vaikutuksen kasvaessa, kuin korkeamman tason naytesarjassa.

Tutkimusnaytteiden ASAT-pitoisuudet nousivat virheellisen korkeiksi hemolyysin seu-
rauksena. Nousu oli tasaista ja lahes lineaarista hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa. Pu-
nasolujen sisaltama ASAT-pitoisuus on noin 40-kertainen plasmaan verrattuna (Sonntag
1986: 133). ASAT-pitoisuus nousikin ALAT-pitoisuutta voimakkaammin: kun entsyymiak-
tiivisuus oli 25 U/l, hemolyysitasolla 3 ALAT-pitoisuus nousi 10 % 0-tasoon verrattuna ja
ASAT-pitoisuus nousi 115 %. Hemolyysi aiheutti eritasoisiin naytteisiin yhta suuren ab-
soluuttisen muutoksen kunkin hemolyysitason sisalla. Siten muutos oli suhteellisesti suu-
rempi matalilla pitoisuuksilla. Tutkimusnaytteen pitoisuustaso vaikutti siis siihen, kuinka
suuren suhteellisen muutoksen hemolyysi aiheutti naytteessa.

Tutkimusnaytteiden CK-pitoisuus nousi virheellisen korkeaksi hemolyysin seurauksena.
CK-pitoisuuden ollessa laitteen mittausalueen sisélla hemolyysin aiheuttama pitoisuuk-
sien nousu oli voimakasta jo matalilla hemoglobiinipitoisuuksilla. Nousua tapahtui myos
korkeimmalla pitoisuustasolla, mutta se oli lievempaa. Pitoisuuden ylittdessa mittausalu-
een laite laimentaa naytettéd automaattisesti. Laimennetuissa tuloksissa hemolyysin vai-
kutus voi vahentyd. Korkeimman néytesarjan tulokset olivat kuitenkin vaihtelevimpia, jo-
ten ei kenties ole viisasta luottaa laimentamisen vahentavan hemolyysin vaikutusta ta-
saisesti. Lopullisista tuloksista mittausalueen ylittava naytesarja jatettiin kokonaan pois.
Vaikka punasolut eivat sisdlla CK-entsyymia, niista vapautuva adenylaattikinaasi risti-
reagoi mittausreaktiossa tuottamalla ATP:t4, joka nostaa virheellisesti CK-mittaustulosta
(Johnson-Davis 2013: 275; Panteghini — Bais 2008: 318). Hemolyysin aiheuttamassa
tuloksen vaaristymassa ei siis kreatiinikinaasin kohdalla ole kyse todellisesta pitoisuuden
kasvusta, kuten monien muiden analyyttien kohdalla. Opinnaytetydssa ei ollut mahdolli-
suutta lisata reaktioon adenosiinimonofosfaattia tai diadenosiinipentafosfaattia, joilla

adenylaattikinaasin toimintaa voisi inhiboida (Koseoglu ym. 2011: 84). Hemolyysi aiheultti
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suuremman hairién matalilla CK-pitoisuuksilla kuin korkeilla pitoisuuksilla. CK-pitoisuus-
tasolla oli siis vaikutusta hemolyysin aiheuttamaan hairioon seké absoluuttisesti etta pro-

sentuaalisesti.

Naytesarja L edusti opinnaytetydssa laktaattia. Tutkimusnaytteiden laktaattipitoisuus
nousi virheellisen korkeaksi vasta suuremmilla hemolyysitasoilla, eli laktaattia voitiin pi-
taéd suhteellisen vakaana analyyttind hemolyysin aiheuttamalle hairidvaikutukselle aina-
kin matalammilla hemolyysitasoilla. Koska mittauksissa oli mukana vain yksi naytesarja,
ei laktaatin pitoisuustason tarkkaa vaikutusta hemolyysin aiheuttamaan hairioén voitu
luotettavasti osoittaa. Laktaattipitoisuuden nousua selitti ainakin osittain menetelmaa
hairitseva kemiallinen interferenssi (Lippi ym. 2012: 45). Punasoluista in vitro vapautu-
neiden hemoglobiinimolekyylien rauta-atomien peroksidaasiaktiivisuus reagoi substraat-
timenetelméassa kaytetyn vetyperoksidin kanssa, jolloin mittausreaktio voimistui (Dolci —

Panteghini 2013: 39). Tasta seurasi virheellisen korkea laktaattipitoisuus.

Tutkimusnaytteiden LD-pitoisuus nousi virheellisen korkeaksi hemoglobiinipitoisuuden
kasvaessa. Kaikkien naytesarjojen kohdalla pitoisuus nousi jyrkasti ja lahestulkoon line-
aarisesti hemolyysin aiheuttaman hairidvaikutuksen kasvaessa. Punasolujen sisdinen
LD-pitoisuus on noin 100-150-kertainen plasmaan verrattuna, joten hemolyysisséa puna-
soluista in vitro vapautunut LD-entsyymi aiheutti huomattavaa interferenssia nostamalla
tutkimusnaytteiden LD-pitoisuuden virheellisen korkeaksi (Johnson-Davis 2013: 277;
Lactate Dehydrogenase. 2018). Punasolujen lisdksi myos verihiutaleet sisdltavat suurina
pitoisuuksina LD-entsyymid, jolloin hairibvaikutus kasvoi plasmanaytteistd analy-
soiduissa tuloksissa (Panteghini — Bais 2008: 322). Pitoisuustaso vaikutti hemolyysin
aiheuttaman hairion suuruuteen: hemolyysin aiheuttama hairio oli lievemp&a suurilla LD-

pitoisuuksilla, kuin matalilla LD-pitoisuuksilla.

Kalium valittiin edustamaan potentiometrisesti mitattavaa analyyttia. Tutkimusnaytteiden
K*-ionipitoisuus nousi virheellisen korkeaksi hemolyysin aiheuttaman hairidvaikutuksen
takia. Pitoisuuden nousu oli lineaarista kaikkien naytesarjojen kohdalla, mutta absoluut-
tisesti naytteiden pitoisuus ei noussut paljoa. Toisaalta tutkimuksen viitealue on kapea,
ja pienikin muutos voi siksi olla merkittava. Punasolujen sisainen K*-ionipitoisuus on noin
23-kertainen plasmaan verrattuna, joten hemolyysissa punasoluista in vitro vapautuneet
K*-ionit aiheuttivat huomattavaa interferenssia nostamalla tutkimusnaytteiden K*-ionipi-

toisuuden virheellisen korkeaksi (Delaney 2013: 1; Scott ym. 2008: 433). Pitoisuustason
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vaikutusta hemolyysin aiheuttaman hairion suuruuteen ei opinnaytetytssa voitu luotet-

tavasti osoittaa, silla naytesarjat edustivat lahes samaa K*-ionipitoisuustasoa.

CRP ja CK-MBm ovat tutkimuksia, joihin hemolyysilla ei pitaisi olla vaikutusta, ellei he-
molyysi ole erittain voimakasta (Roberts 2012: 2; Ozcan ym. 2012: 382). Molemmat me-
netelmat perustuvat vasta-aineiden kayttoon ja hemolyysissa soluista vapautuvilla kom-
ponenteilla voi olla vaikutusta vasta-aine-antigeenireaktioihin (Lippi ym. 2012: 49).

Tutkimusnaytteiden CRP-tulokset laskivat hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa, mutta
lasku ei ollut Kliinisesti merkittavad. CRP on akuutin faasin proteiini, jonka plasmapitoi-
suus nousee tulehduksissa nopeasti ja voimakkaasti (C-reaktiivinen proteiini, plasmasta.
2018). CRP-tuloksen suuruusluokalla on enemman merkitysta kuin tasmalliselld pitoi-
suudella, minka vuoksi sille voidaan sallia suurempaa vaihtelua hemolyysista johtuen
kuin muille analyyteille (Sneck 2019c). Hemolyysin vaikutus ei eronnut juurikaan opin-

naytetydssa kaytettyjen kahden pitoisuustason valilla.

Opinnaytetydn tulosten perusteella on mahdollista, ettd hemolyysi vaikuttaa merkitta-
vasti CK-MBm-tutkimuksen tulokseen. Tutkimusnaytteiden pitoisuuksien keskiarvo oli
korkeimmilla hemolyysitasoilla korkeampi kuin referenssitasolla. Tulosten perusteella ei
kuitenkaan voitu tehda luotettavaa johtopaatdsta siitd, milloin hairidvaikutus olisi merkit-
tavaa tulosten vaihtelevuuden takia. Myoskaan siita, poikkesiko hairidvaikutus eri pitoi-

suustasoilla, ei voitu tehd& paatelmia.

Hemolyysille suhteellisen vakaata analyyttia edusti haptoglobiini. Wan Azman ym.
(2019: 95) esittivat, ettéd in vitro -syntyisella hemolyysilla ei olisi vaikutusta naytteen hap-
toglobiinipitoisuuteen, silla punasolujen hajoamisen seurauksena muodostuneet hapto-
globiini-hemoglobiinikompleksit eliminoituvat heti verenkierrosta RES-jarjestelmén mo-
nosyyttien ja kudosten makrofagien toimesta. Shih ym. (2013: 445) olivat kuitenkin sita
mielta, etta naytteen haptoglobiinipitoisuus voi saada virheellisen matalan tuloksen pre-
analyyttisten virhetekijoiden aiheuttaman in vitro -hemolyysin vaikutuksesta. TAma tar-
koittaisi sitd, ettd ndyteputkessa in vitro hajonneiden punasolujen hemoglobiini sitoutuisi
naytteen haptoglobiiniin muodostaen komplekseja sen kanssa, jolloin ndytteessa olevat

monosyytit eliminoisivat ne. Tasta seuraisi naytteen haptoglobiinipitoisuuden lasku.

Opinnetydssa saaduissa tuloksissa haptoglobiinipitoisuus paasaantoisesti laski hemo-

globiinikonsentraation kasvaessa in vitro -hemolyysin seurauksena. Poikkeuksena oli
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naytesarja 3, jossa oli lahtbasetelmassa naytesarjojen korkein haptoglobiinipitoisuus.
Naytesarjan 3 osalta haptoglobiinipitoisuus ensin nousi hemolyysin vaikutuksesta, mutta
laski suuremmilla hemoglobiinikonsentraatioilla ja tdman jalkeen sailyi suhteellisen
muuttumattomana, vaikka hemolyysitaso kasvoi. Yhden korkean naytesarjan perusteella
ei voitu luotettavasti osoittaa, oliko tulos todellinen vai esimerkiksi mittaustekninen virhe.
Matalamman pitoisuuden naytesarjoissa haptoglobiinipitoisuudet laskivat hemoglobii-
nikonsentraation kasvaessa ja pitoisuudet sailyivat myds suhteellisen muuttumattomina
korkeillakin hemolyysitasoilla verrattuna lahtétasoon. Tuloksista tehtiin kuitenkin yhteen-
veto eroprosenttien perusteella, etta haptoglobiinin pitoisuustasolla ei ollut juurikaan vai-

kutusta siihen, kuinka suuren hairién hemolyysi aiheutti pitoisuuden mittauksessa.

Myoglobiini edusti hemolyysin suhteen stabiilia analyyttid, johon hemolyysilla ei Ozcanin
ym. (2012: 384) mukaan ollut pitoisuutta hairitsevaa vaikutusta. Opinnaytetydssa saa-
duissa tuloksissa myoglobiinipitoisuus laski naytesarjoissa hemolyysin aiheuttaman héi-
rion kasvaessa, mutta yksikaan Dahlbergin variaatiokerroin ei ylittdnyt myoglobiinille
asetettua tavoitteellista variaatiokerrointa. Talla perustelulla myoglobiinille ei opinnayte-
tydssa voitu tarkasti osoittaa hairitsevaa hemoglobiinipitoisuutta ja siten verifioida hemo-
lyysi-indeksia. Siten opinnadytetydssa saadut tulokset eivat taysin puolla esitettya argu-
menttia, silla hemolyysi kuitenkin hairitsi mittaustuloksia, joskin hairidvaikutus jai lievaksi.
Pitoisuuden laskua saattoi selittaéa maarityksessd kaytettyjen vasta-aineiden risti-
reagointi verisoluista vapautuneiden yhdisteiden kanssa (Lippi ym. 2012: 49). Tutkimus-
naytteiden myoglobiinipitoisuudella ei ollut suurta vaikutusta hemolyysin aiheuttaman
hairion suuruuteen, silla kaikissa tutkimusnaytteissa myoglobiinipitoisuus sailyi suhteel-

lisen muuttumattomana, vaikka hemolyysitaso kasvoi.

Mittausteknisesti hemolyysi aiheutti spektrofotometrista interferenssia opinnaytetyéssa
tutkittujen analyyttien pitoisuuksiin. Hemoglobiinille ominaiset absorptiospektrit sijoittuvat
aallonpituusalueille 340-440 nm ja 540-580 nm (Lippi ym. 2018: 434). Hemoglobiinille
voidaan maarittdd myos spesifit absorptiospektrin huiput, jotka esiintyvat aallonpituuk-
silla 415, 540 ja 575 nm. Hemolyysi aiheuttaa taten kasvua kyseisilla aallonpituuksilla
mitattujen analyyttien pitoisuuksiin (Koseoglu ym. 2011: 83; Thomas 2002: 97). Hemo-
lyysin aiheuttama spektrofotometrinen interferenssi on kutakuinkin lineaarista ja riippu-

vainen vapaan hemoglobiinin lopullisesta pitoisuudesta ndytteessa (Lippi ym. 2012: 45).

Tutkittujen analyyttien kohdalla mitattiin fotometrisesti joko absorbanssin laskua tai kas-

vua, jolloin absorbanssin alenemis- tai kasvunopeus oli suoraan verrannollinen mitatun
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analyytin pitoisuuteen naytteessa. Absorbanssin laskua mitattiin kahdella aallonpituu-
della ALAT-entsyymin (340/410 nm), NHs™-ionin (340/694 nm) ja ASAT-entsyymin
(340/410 nm) kohdalla (Alanine Aminotransferase. 2017; Ammonia. 2017; Aspartate
Aminotransferase. 2017). Absorbanssin kasvua mitattiin kahdella aallonpituudella
AFOS-entsyymin (410/478 nm), CK-entsyymin (340/596 nm), laktaatin (545/694 nm) ja
LD-entsyymin (340/410 nm) kohdalla (Alkaline Phosphatase. 2018; Creatine Kinase.
2018; Lactate. 2017; Lactate Dehydrogenase. 2018). ALAT-, ASAT- ja LD-entsyymien
kohdalla molemmat kaytetyt aallonpituudet sijoittuivat aallonpituusalueille, joilla hemo-
globiini absorboi voimakkaasti. AFOS- ja CK-entsyymien seka laktaatin ja NH4*-ionin
kohdalla vain toinen kaytetty aallonpituus sijoittui kyseisille aallonpituusalueille. Yhden-
k&an analyytin mittausaallonpituus ei osu hemoglobiinin absorptiohuippujen kohdalle, jo-
ten spektrofotometrisen interferenssin osuus hemolyysihairién synnyssa voi olla kaikkien

analyyttien kohdalla melko vahainen.

ALAT- ja ASAT-entsyymien mittausreaktiossa mitataan NADH:n hapettumista NAD*:Kksi,
jolloin absorbanssi alenee NADH:n absorptiohuippujen kohdalla (Alanine Aminotransfe-
rase. 2017; Aspartate Aminotransferase. 2017). Hemoglobiini absorboi merkittavasti
kummallakin aallonpituusalueella. Hemoglobiini siten nostaa paatepistemittauksen ab-
sorbansseja, joten syntyy virheellisen vahainen absorbanssin lasku. Talléin mitatun ent-
syymiaktiivisuuden tulisi kasvaa hemoglobiinilisdyksen suhteessa. ALAT- ja ASAT-ent-
syymien pitoisuudet kasvoivat opinnaytetydssd hemoglobiinipitoisuuden kasvaessa,
mutta tdma selittyy todennakdisemmin muilla hemolyysissa vaikuttavilla tekijoilla. NHa*-
ionin mittausreaktiossa mitataan vastaavasti NADPH:n absorbanssin laskua (Ammonia.
2017). Kahdesta mittausaallonpituudesta hemoglobiini absorboi merkittavasti vain toi-
sella. Kahden mittausaallonpituuden kayttdminen voi vahentaa hemoglobiinin aiheutta-
maa interferenssia (Sonntag 1986: 137). Myods NH,*-ionin pitoisuudet kasvoivat hemo-

globiinikonsentraation kasvaessa.

LD-entsyymin mittausrektiossa mitataan puolestaan NADH:n muodostumista, jolloin ab-
sorbanssi kasvaa sen absorptiohuippujen kohdalla (Lactate Dehydrogenase. 2018). Mit-
tauksissa kaytettavat aallonpituudet olivat siten samat kuin ALAT- ja ASAT-entsyymien
mittauksissa. CK-entsyymin maarityksessa mitataan NADPH:n maaran kasvua lahes sa-
moilla aallonpituuksilla kuin NH4™-ionin mittausreaktiossa (Creatine Kinase. 2018). Mo-
lemmissa mittauksissa hemoglobiinin absorbanssin tulisi mittausaallonpituuksilla kasvat-
taa loppumittauksen absorbanssia ja siten kasvattaa mittaustulosta. LD- ja CK-entsyy-

mien tapauksessa entsyymien pitoisuudet kasvoivat naytteissa hemoglobiinipitoisuuden
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kasvaessa, mutta pitoisuuden voimakas nousu selittyi myds muilla tekijoilla. CK-entsyy-
min kohdalla vain toinen mittausaallonpituus oli hemoglobiinin absorptioalueella, joten

pelkan spektrofotometrisen interferenssin vaikutus tulokseen voi olla melko véhéinen.

Myds AFOS-entsyymin ja laktaatin mittauksissa mitataan absorbanssin kasvua kahdella
aallonpituudella varillisen reaktiotuotteen avulla (Alkaline Phosphatase. 2018; Lactate.
2017). Myds néaiden kohdalla spektrofotometrisen interferenssin tulisi nostaa mitattavan
analyytin pitoisuutta. Opinnaytetydssa laktaatin pitoisuus nousi hemoglobiinipitoisuuden
kasvaessa. AFOS-pitoisuus kuitenkin laski tutkimusnaytteissa hemoglobiinipitoisuuden
kasvaessa, joten taman on selityttavd muilla hemolyysisséa vaikuttavilla tekijoilla kuin

spektrofotometrisella interferenssilla.

Naytteen sameudesta johtuvaa valon voimakkuuden vahenemista mitattiin spektrofoto-
metrisesti C-reaktiivisen proteiinin ja haptoglobiinin kohdalla. Voimakkuus korreloi tutki-
tun analyytin pitoisuuteen naytteessa. (DiaSys 2004: 2.) C-reaktiivista proteiinia mitattiin
yhdella aallonpituudella (571 nm) ja haptoglobiinia kahdella aallonpituudella (340/694
nm) (CRP. 2017; Haptoglobin. 2017). C-reaktiivisen proteiinin kohdalla molemmat kay-
tetyt aallonpituudet ja haptoglobiinin toinen kaytetty aallonpituus sijoittuivat hemoglobii-

nin kanssa samoille aallonpituusalueille.

CRP-maarityksessa naytekyvetin lapaisevan valon intensiteetti mitataan kerran rea-
genssin lisayksen jalkeen (CRP. 2017). Hemoglobiinin absorptio kyseisella aallonpituu-
della voi siten vahentdd mitattavan valon intensiteettia ja nostaa CRP-tulosta. Opinnay-
tetydssa CRP-tulokset kuitenkin laskivat lievasti hemoglobiinin maarén kasvaessa. CRP-
tulokset olivat molemmissa naytesarjoissa suhteellisen korkeita. Naytteen epétavallisen
korkea CRP-pitoisuus voi saada maarityksessa aikaan hook-vaikutuksen, jolloin mitattu
tulos jaa virheellisen alhaiseksi. Hook-vaikutus on kuitenkin relevanttia vain, jos naytteen
CRP-pitoisuus on yli 1180 mg/l. (CRP. 2017.) Taten hook-efektin vaikutus CRP-maari-
tykseen ei tuntunut sopivalta vaihtoehdolta pitoisuuden laskun kannalta. Jaa siten epa-
selvéksi, mika aiheutti CRP-pitoisuuden laskun tutkimusnaytteissa. Jos punasolujen si-
sainen CRP-pitoisuus on matala, voi kyse olla laimenemisvaikutuksesta punasolujen si-

salloén vapautuessa riittdvassa maarin. Tama selittaisi CRP-pitoisuuden laskun hitauden.

Myds haptoglobiinituloksen kohdalla on mahdollista, ettd hemoglobiinin absorptio vaikutti
tulokseen toisella mittausaallonpituudella. Haptoglobiinin kohdalla vaikutus on kuitenkin

melko merkitykseton, silla menetelmd kayttdd kahden mittausaallonpituuden liséksi



101

kahta mittauspistettd, ennen ja jalkeen reagenssin lisddmisen (Haptoglobin. 2017). Me-
netelm& ottaa télldin huomioon ainoastaan absorbanssissa tapahtuneen muutoksen.
Tatéa kutsutaan naytenollaukseksi, joka on yksi keino vahentaa hemolyysin vaikutusta
tulokseen (Sonntag 1986: 137).

Taulukossa 29 on esitetty opinnaytetyssa tuotetut hemoglobiinipitoisuuksien rajat Atel-
lica® Solution -laitteella mitattuina pitoisuuksina, seka niitd vastaavina hemolyysi-indek-
seind. Taulukossa tuotetut rajat on esitetty rinnakkain Siemens Healthineersin (2019)
ehdottamien rajojen kanssa. Taulukkoon on myds koottu hemolyysin aiheuttaman muu-
toksen suunta kullekin analyytille. ASAT-entsyymille, CK-MB-alayksikdlle, haptoglobii-
nille, LD-entsyymille, myoglobiinille ja NH4*-ionille ei ollut valmiiksi ehdotettua rajaa, joten
niiden osalta opinnaytetytssa saatiin taysin uutta tietoa. Valmiita rajoja ei mydskaan ole
maaritetty laitteen antamien tarkkojen pitoisuuksien mukaisesti, vaan hemolyysi-indek-
sien perusteella. Koska tietyn hemolyysi-indeksin pitoisuusalue on laaja, voi hylatyiksi

joutua paljon sellaisia naytteita, joihin hemolyysi ei todellisuudessa vaikuta merkittavasti.
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Taulukko 29. Siemens Helthineersin Atellica® Solution -laitteelle ehdottamien hemolyysi-indek-
sirajojen vertailu opinnéytetydssé tuotettuihin rajoihin. Hemoglobiinipitoisuuden
raja on esitetty laitteen antamana tuloksena, minka lisksi on esitetty kyseisté tu-
losta vastaava hemolyysi-indeksi. Hemolyysin aiheuttaman muutoksen suuntaa

havainnollistetaan nuolella ylgs (pitoisuus kasvoi) tai alas (pitoisuus laski).

Analyytti Analyytin pitoi- | Siemens Hemoglobii- Hemoglobii-
suuden muu- Healthineersin | nipitoisuus nipitoisuutta
tos (2019) ehdot- (g/), jollaana- | vastaava he-

tama hemo- lyytille m&ari- molyysi-in-
lyysi-indeksin telty variaatio- | deksi
raja kertoimen laa-

tutavoite ylittyi

AFOS ! 6 1,5 2

ALAT 1 2 1,4 2

ASAT 1 - 0,45 1

CK 1 1 0,65 1

CK-MB 1 - - -

CRP l 5 - ei hairitse

Haptoglobiini l - 0,2 1

Kalium 1 1 0,15 1

Laktaatti 1 3 4,0 3

LD 1 - 0,0 0

Myoglobiini - - - ei hairitse

Ammoniumioni 1 - 0,35 1

Taulukosta 29 nahdaan, etta niiden analyyttien osalta, joille oli olemassa valmiiksi ehdo-
tettu raja, opinnaytetydssa maaritetty raja vastasi suurelta osin ehdotettua. AFOS-ent-
syymin kohdalla ehdotettujen rajojen mukaan hemolyysi ei juurikaan vaikuttaisi AFOS-
tulokseen. Opinnaytetydssa hairio alkoi kuitenkin olla merkittdvaa, kun hemaoglobiinipi-
toisuus ylitti 1,5 g/l, mik& vastaa hemolyysi-indeksia 2, kun ehdotettu raja olisi 6. Ehdo-
tetun rajan kohdalla on kenties kaytetty toisenlaista kriteeria, ja on mahdollista, etta
AFOS-entsyymille voitaisi sallia hieman suurempikin poikkeama. Nain voi olla myds mui-
den analyyttien kohdalla, sill& ty6ssa rajoiksi saadut hemoglobiinipitoisuudet ovat kaut-
taaltaan hyvin matalat, vaikka tarkoituksena oli tuottaa rajat siten, etta kiinni jaisi mah-

dollisimman vahan naytteita.
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Laktaattidehydrogenaasin variaatiokerroin ylitti laatutavoitteen jo hemoglobiinipitoisuu-
den ollessa 0,0 g/l. Vaikka laite mittaakin myds negatiivisia hemoglobiinipitoisuuksia, ei
tallaisen rajan kayttaminen ole automaatiolaboratoriossa mahdollista, silla l&hes kaikki
tulokset jaisivat kiinni. LD-entsyymin tulokselle on sallittava suurempi vaihtelu ja kaytet-
tava toisella tapaa maaritettyd hemolyysirajaa. Samoin kaliumille, haptoglobiinille, NH4*-
ionille ja ASAT-entsyymille maéritetyt rajat ovat hyvin matalat, alle 0,5 g/l. LD-, kalium-
ja haptoglobiiniarvot muuttuvat merkittavasti jo ennen kuin hemolyysi on silminndhden
havaittavissa punaisena varina (Lippi ym. 2009: 935; World Health Organization 2002:
13). Voi olla tarpeen sallia naille analyyteille suurempi vaihtelu, jotta rajat olisivat todelli-

sessa tilanteessa kayttokelpoiset.

Koska taulukossa ilmaistulla hemolyysi-indeksilla ndytteeseen vasta alkaa tulla kliinisesti
merkittdvaa muutosta hemolyysin seurauksena, voi olla myds perusteltua asettaa lait-
teelle autovalidointikriteeriksi yhta korkeampi hemolyysi-indeksi. Tall6in suurin osa opin-
naytetydssa tuotetuista rajoista jattdisi kiinni vdhemman naytteitd, kuin Siemens
Healthineersin ehdottamat rajat. Thomaksen (2002: 95-96) mukaan hemolysoitumatto-
massa naytteessa hemoglobiinipitoisuuden ylarajana pidetdan 0,2 g/l plasmassa. Vaikka
hemolyysia ei olisi visuaalisesti havaittavissa, intrasellulaaristen komponenttien vapau-
tuminen plasmaan tai seerumiin on mahdollista ja jo pelkastdén verihiutaleiden tai val-
kosolujen hajoaminen voi vaikuttaa laboratoriotutkimustuloksiin (Lippi ym. 2006: 312;
Lippi ym. 2009: 935; Thomas 2002: 95-96.) Siksi mink&&n raja-arvon valinnalla ei voida

taysin poissulkea hemolyysin vaikutusta.

Opinnaytetytssa hemolyysin aiheuttaman hairion kliinisen merkitsevyyden arvioinnissa
kaytettiin HUSLABIn laatutavoitteita rinnakkaismittausten véliselle, siséiselle variaatio-
kertoimelle. Laatutavoitteet olivat analyyttikohtaisia ja ne vaihtelivat valilla 1-6 %. Ylei-
nen laatutavoite on 10 % ja sita voidaan soveltaa sellaiselle analyytille, jonka suuruus-
luokalla on tarkkaa pitoisuutta enemman merkitysta kliinisessa paatdksenteossa (Sneck
2019c). Tata rajaa kaytettiin opinnaytetydssa CRP-tutkimukselle. Koska osa analyyteista
antoi kaytetylla raja-arvolla hyvin matalia rajoja hemoglobiinipitoisuudelle, voi olla tar-
peen soveltaa muihinkin tutkimuksiin korkeampaa rajaa. Laatutavoitteita voidaan myo6s

paivittdd uusien menetelmien myota.
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9.2 Johtopaatokset

Hemolyysi ei aiheuttanut kliinisesti merkitsevaa poikkeamaa myoglobiini- ja CRP-tulok-
siin, kun hemoglobiinipitoisuus oli keskimaéarin alle 8,30 g/l spektrofotometrilla mitattuna
ja Atellica® Solution -laitteen tuloksena keskimaarin alle 11,0 g/l. ALAT-, ASAT-, NH4*-
ioni-, kalium-, CK-, laktaatti- ja LD-tuloksiin hemolyysi aiheutti kliinisesti merkitsevan nou-
sun. AFOS- ja haptoglobiinitulokset taas laskivat virheellisen mataliksi hemolyysin seu-

rauksena.

LD-entsyymi oli opinnaytetydssa hemolyysille herkin analyytti. Hemolyysin aiheuttama
LD-pitoisuuden kasvu oli merkittdvaa jo laitteen mittaaman hemoglobiinipitoisuuden ol-
lessa yli 0,0 g/l. Tasolla 1 LD-pitoisuus kasvoi hemolyysin vaikutuksesta keskimaarin 51
%. Hemolyysi nosti merkittavasti kaliumpitoisuutta hemoglobiinipitoisuuden ollessa yli
0,15 g/l, ammoniumionipitoisuutta hemoglobiinipitoisuuden ollessa yli 0,35 g/l, ASAT-
pitoisuutta hemoglobiinipitoisuuden ollessa yli 0,45 g/l ja CK-pitoisuutta hemoglobiinipi-
toisuuden ollessa yli 0,65 g/l. Nama analyytit olivat erittdin herkkia hemolyysille. Tasolla
1 ndiden analyyttien pitoisuudet kasvoivat hemolyysin vaikutuksesta noin 6—22 %. ALAT-
pitoisuutta hemolyysi nosti merkittéavasti hemoglobiinipitoisuuden ollessa yli 1,4 g/l ja lak-
taattipitoisuutta hemoglobiinipitoisuuden ollessa yli 4,0 g/l. Tasolla 1 ALAT-pitoisuus

nousi keskimaarin 1,7 % ja laktaattipitoisuus 1,3 %.

Haptoglobiinitulos laski merkittavasti hemolyysin vaikutuksesta hemoglobiinipitoisuuden
ollessa yli 0,2 g/l laitteen mittaamana tuloksena. AFOS-pitoisuus laski merkittavasti he-
moglobiinipitoisuuden ollessa yli 1,5 g/l. Tasolla 1 haptoglobiinipitoisuus laski keskimaa-

rn 9 % ja AFOS-pitoisuus keskimaarin 3 %.

Haptoglobiini-, CRP- ja myoglobiinitutkimuksissa analyytin pitoisuustasolla ei ollut vaiku-
tusta hemolyysin aiheuttaman héairion suuruuteen. Myoglobiinin kohdalla tulos pysyi
melko muuttumattomana kaikilla pitoisuustasoilla. Myds CRP-pitoisuuteen hemolyysilla
oli erittéain vahan vaikutusta. ALAT-, AFOS-, ASAT-, CK- ja LD-tutkimuksissa hemolyysi
aiheutti suhteellisesti suuremman muutoksen matalilla analyyttipitoisuuksilla korkeisiin
verrattuna. AFOS- ja CK-tutkimuksissa hemolyysin aiheuttama hairié oli my6s absoluut-
tisesti suurempi matalilla analyyttipitoisuuksilla. ALAT-tutkimuksessa absoluuttinen ero-
tus referenssitasoon verrattuna oli korkeissa naytesarjoissa suurempi kuin matalissa,

mutta prosentuaalinen ero jai siitd huolimatta alemmaksi. Ammoniumionin, ASAT-ent-
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syymin, LD-entsyymin kohdalla hemolyysi aiheutti eri tasoisissa ndytesarjoissa yhtalai-
sen absoluuttisen muutoksen, ja siten prosentuaalinen muutos oli matalan tason nayt-
teissa suurempi. ASAT- ja LD-néaytteiden pitoisuudet kasvoivat moninkertaisiksi hemo-
lyysin vaikutuksesta.

Laktaattitutkimuksessa oli mukana vain yksi néytesarja, joten laktaatin pitoisuustason
vaikutusta hemolyysihairion suuruuteen ei voitu todeta. Samoin kaliumin kohdalla kaikki
naytesarjat olivat pitoisuudeltaan samaa luokkaa, joten tulkintaa ei voitu tehda luotetta-
vasti. CK-MBm-tutkimuksen tulokset olivat niin vaihtelevia, ettd sen osalta vastauksia

tutkimuskysymyksiin ei saatu lainkaan.

9.3 Eettisyys

Opinnaytetyon eri vaiheissa noudatettiin tutkimusetiikan nakdkulmasta hyvaa tieteellista
kaytantoa: opinnaytetydn suunnittelu-, toteutus- ja raportointivaineessa seké tulosten tal-
lentamisessa, esittamisessa ja arvioinnissa toimittiin rehellisesti, huolellisesti ja tarkasti.
Kaytetyt tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmat olivat tieteellisen tutkimuksen

kriteerien mukaisia ja eettisesti kestavid. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012: 6.)

Kaikkea opinnaytetyon toteutusvaiheen aikana tutkittavaa biologista naytemateriaalia
kasiteltiin naytteen luovuttajan yksityisyyttd ja oikeuksia kunnioittaen, seka salassapito-
velvollisuutta noudattaen. Tietosuojasta ja tietoturvasta huolehdittiin koko opinnaytety6-
prosessin ajan (Arene 2018: 4). Naytemateriaalina kaytettiin vanhentuneita, havitetta-
vaksi joutuvia potilasnaytteita, joista potilastulokset oli jo analysoitu. Naytteita kasiteltiin
nimettdmina seka niista poistettiin potilaiden tunnistamiseen johtavat tiedot. Tehtévia la-
boratoriotutkimuksia varten hankittiin vain niiden suorittamisen kannalta valttamaton

tieto. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017: 2-3.)

Tulokset esitettiin avoimesti ja vastuullisesti, kuten tieteellisen tiedon luonteeseen kuu-
luu. Tulokset esitettiin sellaisenaan eika niitd anastettu, tekaistu tai tarkoituksellisesti
muokattu tai esitetty siten, ettd havaintoihin perustuneet tulokset olisivat vaaristyneet.
Aikaisempiin julkaisuihin ja kirjallisuuteen viittaaminen tapahtui asianmukaisella tavalla
alkuperaisia tekijoita kunnioittaen. Opinnaytety0 tarkistettiin suunnittelu- ja raportointivai-
heiden aikana Turnitin-plagiaatintunnistusjarjestelmassa. Opinnaytetyén suunnittelu-,

toteutus- ja raportointivaiheiden aikana syntyneet tietoaineistot tallennettiin tieteelliselle
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tiedolle asetettujen vaatimusten mukaisesti. (Arene 2018: 1; Tutkimuseettinen neuvotte-
lukunta 2012: 6, 8-9.)

Opinnaytetydn toteutusta varten haettiin tutkimuslupa yhteistyéorganisaatiolta HUSIlta,
jonka maaritelman mukaan tieteellinen tutkimus perustuu tutkimussuunnitelmaan, nou-
dattaa hyvia tieteellisia kaytantdja ja tuottaa julkaistavaksi tarkoitettuja tuloksia (HUS
2019a). Tutkimuslupa myonnettiin HUSLABIIn ajalle 1. elokuuta—31. joulukuuta 2019 ja
lupa saatiin 11. huhtikuuta 2019. Tutkimuslupa myonnettiin silla edellytykselld, etté opin-
naytetyon tekijat toimittavat opinnaytetyén valmistuttua raportin tutkimusluvan myonta-
jalle. Mydskaan esteita opinnaytetyon julkistamiselle avoimeen Theseus-julkaisuarkis-
toon ei ollut, silla opinnaytetydhon ei sisallytetty lain mukaan salassa pidettavia tietoja
eika yhteistyborganisaatiota koskevia liike- tai ammattisalaisuuksia. Tutkimusluvan
ohella tydn toimeksiantajan kanssa laadittiin kirjallinen sopimus, jossa maariteltiin opin-
naytetyota koskevat oikeudet, aikataulut, tekijyytta koskevat periaatteet, vastuut ja vel-
vollisuudet seka aineistojen sailyttamista ja kayttdoikeuksia koskevat seikat. (Arene
2018: 6, 8, 12; Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2012: 6.) Opinnaytetydn aikana synty-
neet aineistot ja materiaalit, sek& valmis opinnaytetydn raportti luovutettiin tyon toimek-
siantajan kayttoon opinnaytetydprosessin paatyttya.

9.4 Luotettavuus

Maarallisen tutkimuksen luotettavuutta arvioidaan tarkastelemalla tutkimuksen validi-
teettia eli patevyytta ja reliabiliteettia eli luotettavuutta. Validiteetti ja reliabiliteetti muo-
dostavat yhdessa tutkimuksen kokonaisluotettavuuden, jota arvioidaan kaytettavissa
olevien tietojen perusteella. Validiteetilla tarkoitetaan tutkimusmenetelman kykya mitata
juuri sita, mita on tarkoituskin mitata. Validiteetin arvioinnissa kiinnitetdan huomiota sii-
hen, kuinka hyvin tutkimusote ja siina kaytetyt menetelmat vastaavat tukittavaa ilmi6ta.
(Heikkilda 2014: 177-178; Hiltunen 2009: 3; Vilkka 2015: 193-194.)

Opinnaytetydssa hemolyysin vaikutuksen toteamisessa kaytettiin Dahlbergin menetel-
maa, joka on tarkoitettu sarjan sisdisen variaation tarkasteluun. Tama tarkastelunako-
kulma sopi myds hemolyysin aiheuttaman mittausvirheen arviointiin, silla hemolyysille
haluttiin sellaiset rajat, ettei sen aiheuttama muutos ylittaisi rinnakkaistuloksille muuten-
kin sallittua vaihtelua. Talla menetelmalla voitiin siis luotettavasti osoittaa, milloin hemo-

lyysin aiheuttama muutos ylitti normaalille variaatiolle asetetun rajan.
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Hemolysaattilaimennossarjojen valmistuksessa otettiin huomioon se, ettd naytteet lai-
menivat hemolysaattia lisattdessa ja hemolysaatiin pyrittin saamaan mahdollisimman
vahan vierasta plasmaa, joka voisi vaikuttaa tulokseen. Naytteiden mittaustulokset vas-
tasivat mahdollisimman luotettavasti hemolyysin vaikutusta, jota naytteissa tapahtuu pu-
nasolujen hajotessa.

Lippi (2012: 352) suosittelee kayttamaan kokoverta pestyjen punasolujen sijaan hemo-
lysaatin valmistuksessa, silla myds valkosolujen ja verihiutaleiden hajotessa vapautu-
valla solunsisallélla voi olla vaikutusta hemolyysin aiheuttamissa hairidissa. Punasolujen
hajoaminen on tehokasta, kun niitd pakastaa -10°C — -40°C:n lampédtilassa 30 minuutin
ajan, mutta valkosolujen ja verihiutaleiden hajoaminen vaatii pidemman ajan tai alhai-
semman lampdtilan (Lippi 2012: 352-353). Opinnaytetytssa ei kaytetty kokoverta, vaan
pelkkda punasoluosaa, mutta kaytettiin pakastusta -80°C:n lampdétilassa 15 tunnin ajan.
Jos naytteista ei olisi poistettu buffy coat -kerrosta, olisi hemolysaatissa myos valkoso-
luista ja verihiutaleista vapautunutta sisaltda, mika kuvaisi viela paremmin todellista he-
molyysia. Lippin (2012: 352-353) mukaan hemolysaatin punasolujen pitéisi kuitenkin

olla taysin hajonneita.

Analyytin pitoisuustason vaikutus hemolyysih&irioon voitiin luotettavasti osoittaa vertai-
lemalla erotuksia ja eroprosentteja. Samoja tuloksia paateltin myds analyyttien kuvaa-

jista, jolloin menetelmalle saatiin kaksoisvarmistus.

Reliabiliteetilla tarkoitetaan tulosten tarkkuutta ja pysyvyytta, eli mittauksen kykya antaa
ei-sattumanvaraisia tuloksia ja mittaustulosten toistettavuutta. Luotettavuuden edellytyk-
sené on tutkimuksen teko tutkimukselle asetettujen kriteerien mukaisesti (Heikkila 2014:
176). Sisainen reliabiliteetti varmistetaan mittaamalla sama tilastoyksikkd useampaan
kertaan. Kun mittaukset ovat toistettavissa myods muissa tutkimuksissa, tutkimus on ul-
koisesti reliaabeli. Luotettavuutta arvioidaan tilastollisilla menettelytavoilla (Hirsjarvi
2009: 231). (Heikkila 2014: 178; Vilkka 2015: 194.)

Opinnaytetydssa kaikki analyytit mitattiin kaikista naytteista kahtena rinnakkaisena mit-
tauksena. Néain voitiin osoittaa, etta tutkimuksen lahtokohdat ovat kunnossa; ettd mene-
telmén sisainen variaatio on riittavan hyvalla tasolla, jotta tutkimus voidaan tehda. Jos
rinnakkaismittaukset poikkesivat liilkaa toisistaan, valittiin tutkimukseen joko luotettavam-
pana pidetty tulos tai tulosten keskiarvo. Kaikki tyon vaiheet raportoitiin selkedasti, joten

koejarjestely on toistettavissa samanlaisena.
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Opinnaytetydstd saadut tulokset ovat yleistettéavissa vain niille pitoisuusvéleille, joita
tyossa kaytettiin. Jos tuloksia jatettiin pois, se huomioitiin tulosten tulkinnassa. My6s ko-
konaistulokseen vaikuttavia epaluotettavia naytetuloksia jatettiin pois, jotta saataisi luo-
tettava tulos muiden naytteiden osalta. Analysaattorin antamiin poikkeaviin tuloksiin rea-

goitiin tai niitd kommentoitiin luotettavuuteen vaikuttavana seikkana.

Kaikista naytteista ei saatu luotettavia tuloksia opinnéytety6ta varten. Monista naytteista
saatiin kahden rinnakkaisen tuloksen sijaan vain yksi tulos. Liséksi laitteen tekemét au-
tomaattilaimennokset hairitsivat tulosten analysointia. Kaksi naytetta, naytesarjan 4 nayt-
teet 4-5 ja 4-6 loppuivat kesken analysoinnin aikana, minka takia nama naytteet joudut-
tiin valmistamaan uudelleen hemoglobiinin mittausta varten. Naista naytteista mitatut he-
moglobiinipitoisuudet voivat poiketa niiden naytteiden pitoisuuksista, joista analyysit on
tehty, vaikka uudelleen valmistus pyrittiin toteuttamaan tasmalleen samoin kuin ensim-
mainen. Hemolysaatin mittauksessa kaytettiin eri analysaattoria kuin lopullisten nayttei-
den mittauksessa, mika saattoi vaikuttaa siihen, ettei lopullisissa tuloksissa paasty taysin

tavoiteltuihin hemoglobiinipitoisuuksiin.

OpinnaytetyOstéa saatiin jarkevia ja loogisia tuloksia muutamasta luotettavuutta vahenta-
vasta seikasta huolimatta. Nama tulokset ovat hyddynnettavissa laboratoriossa, jota var-
ten ne on tuotettu. Tydskentelyn ja dokumentoinnin tarkkuudella ja huolellisuudella py-
rittiin valttdmaan satunnaisvirheiden syntymista seka varmistettiin, etta tulokset esitettiin

sellaisina kuin ne ovat.

9.5 Kehittamisehdotukset

Opinnaytetydn suunnitteluvaiheessa ei ollut viela riittavan suurta kasitysta siita, mita
tydssa tulee tapahtumaan. Suunnitteluvaiheessa yhtena tutkimuskysymyksena oli, miten
hemolyysin vaikutusta voidaan vahentaa esimerkiksi laimentamalla. Kysymykseen haet-
tiin vastausta kirjallisuudesta ja l0ydetysta tiedosta on maininta tyon teoriapohjassa.
Koejarjestelyyn ei kuitenkaan aikataulusyista suunniteltu sellaista osaa, joka mahdollis-
taisi johtopaatosten tekemisen siitd, parantaako laimentaminen hemolyyttisen naytteen

tuloksen luotettavuutta. Siispa kysymys paadyttiin lopulta poistamaan opinnaytetydsta.

Menetelman selektiivisyytta voidaan tutkia lisaamalla naytematriisiin systemaattisen vir-

heen aiheuttamaa taustatekijaa standardinlisdyssarjana. Taman jalkeen selektiivisyytta
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tarkastellaan laimennossarjojen lineaarisuuden avulla. (Hagg 2016: 29.) Opinnayte-
tydssa ei tehty laimennossarjoja naytteista, joihin hemolysaattia lisattiin. Nain toimien
olisi voitu tehda johtopaatoksid menetelman selektiivisyydesta ja siita, voiko laimenta-
malla saada luotettavampia tuloksia hemolyyttisesta naytteesta. Jatkotutkimuksena se-
lektiivisyyskoe olisi hyva tehda.

Ongelmallista opinnaytetyon tulosten tulkinnassa oli se, ettd hemolyyttiset tasot kattoivat
huonosti matalia hemolyysitasoja. Hemolyysitasojen tulisi kattaa kaikki hemolyysi-indek-
sit valilla 0—6. Eri laitteilta saatiin erilaisia hemolyysi-indeksin tuloksia, minka vuoksi taméa
toteutui tydssa vain osittain. Matalien tasojen lisdééaminen parantaisi raja-arvon maarityk-
sen luotettavuutta niille analyyteille, joilla hemolyysi vaikuttaa merkittavasti jo matalilla
hemoglobiinipitoisuuksilla. Lisaksi tulisi olla tarkemmin tiedossa laitteen tarvitsema nayt-
teen hukkatilavuus ja varautua siihen, ettd analyyseja joudutaan toistamaan useampaan
kertaan. Joidenkin naytteiden kohdalla naytemaara osoittautui turhan niukaksi ja tama

saattaa olla syyna siihen, etta joistakin naytteista ei saatu kahta rinnakkaista tulosta.

Opinnaytetytssa ei saatu kunnollisia tuloksia CK-MB-tutkimuksesta. Rinnakkaismittaus-
ten vélilla oli suuria eroja. Jatkotutkimusehdotuksena on CK-MB-tutkimuksen verifioinnin
tarkastaminen ja testin toistaminen tdman jalkeen tarvittaessa uudelleen. On mahdol-
lista, ettd hemolyysi vaikuttaa merkitsevasti tuloksiin, ja tama olisi hyva vield osoittaa

luotettavasti.

Haptoglobiinin kohdalla korkeasta naytesarjasta saadut tulokset ensin nousivat matalilla
hemoglobiinipitoisuuksilla ja sen jalkeen laskivat korkeammilla tasoilla. Koska tulosten
analysoinnista jatettiin kokonaan pois toinen korkeamman pitoisuuden omaava nayte-
sarja 4, on haastavaa sanoa vain yhden korkean naytesarjan perusteella, kuinka korkea
haptoglobiinipitoisuus todellisuudessa kayttaytyy hemolyysin vaikutuksesta. Kannattavin
vaihtoehto olisi luoda kokonaan uusi koeasetelma, jossa olisi kaytdssa vain korkean hap-
toglobiinipitoisuuden omaavia naytteitd. Nain voitaisiin luotettavasti osoittaa, kuinka he-

molyysi vaikuttaa korkeisiin haptoglobiinipitoisuuksiin.

Kaliumin ja laktaatin osalta opinndytety6ssa ei saatu tarpeeksi luotettavia vastauksia sii-
hen, kuinka kyseisten analyyttien pitoisuustaso vaikutti hemolyysin aiheuttaman héairion
suuruuteen. Jatkotutkimusehdotuksena naista analyyteistd kannattaisi valmistaa mah-

dollisimman laajaskaalaiset ndytesarjat, jotka kattaisivat analyyttien pitoisuuksia seka
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matalilla etté korkeilla tasoilla. Talldin voitaisi osoittaa, onko pitoisuustasolla vaikutusta

siihen, kuinka suuren hairion hemolyysi aiheuttaa pitoisuuden mittauksessa.

9.6 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydn tekeminen sujui hyvin. Opinnayteyon tekijdiden valinen tyonjako toimi ja
kumpikin paasi hyodyntamaan omia vahvuuksiaan ja kehittymaan paremmaksi epévar-

memmilla osa-alueilla.

Opinnaytetydn prosessissa opinnaytetyon tekijat kehittyivat ison kokonaisuuden hallin-
nassa ja aiheen rajaamisessa. Jokaisen tapaamisen jalkeen kokonaisuus selkiytyi pa-
remmin. Ohjaustapaamisissa ja seminaarissa opinnaytety6ta opittiin sanoittamaan ja
oma asiantuntijuus aiheesta syveni. Aiheen rajaus kehittyi lopulliseen muotoonsa ana-
lyytteja valitessa. Suunnitteluvaiheessa kyse oli muutamasta analyytista, ja tutkimusky-
symyksia oli enemman. Analyytteja valikoitui kuitenkin lopulta enemman. Tydskentelyn
aikataulutus onnistui kohtuullisesti, joskin tydskentelypéaivat olivat pitkat ja tekemista oli
paljon. Tulosten kasittelyyn kului paljon aikaa, mutta kahden tekijan resurssit riittivat tyén

tekemiseen aikataulussa.

Opinnaytetydn aiheen kautta syventyminen tutkittaviin analyytteihin sekd hemolyysiin ja
sen syihin on syventanyt omaa osaamista ja tuonut lisaa valmiuksia parantaa analyysien
laatua omassa tydssa. Tiedon keraaminen on valaissut entistéd paremmin preanalytiikan
merkitysta ja lisdnnyt motivaatiota myds naytteenottotyon tekemiseen. Aiheeseen pereh-
tyminen paransi tiedonhaun taitoja ja lahdekriittisyytta. Aihetta on tutkittu jo hyvin kauan
ja lahteiksi valikoitui uudempien tutkimusten ohella my6s varhaisia tutkimuksia, joista oli

osattava tunnistaa, mika tieto on sailynyt muuttumattomana tahan paivaan.

Opinnaytetydn tutkimusosuutta suunnitellessa ja toteuttaessa opinnaytetyon tekijat sai-
vat kaytannon kokemusta tutkimuksen tekemisestéa. Asiantuntijuus kehittyi huomatessa,
mit& asioita tulee ottaa huomioon koejarjestelyssa, jotta saadut tulokset kertovat luotet-
tavasti tutkittavasta ilmiésta. Rutiininomaisen analytiikan jarjestely vaatii valtavan maa-
ran valmistelua ennen kuin paastaén potilastulosten analysointivaiheeseen. Opinnayte-
tyon tekijoille on ollut hienoa paéasta seuraamaan ja olemaan osana tata prosessia. Ko-
kemus on lisdnnyt kiinnostusta ja arvostusta analysaattoreilla tehtavia tutkimuksia koh-

taan.
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