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Tama opinnaytetyd on tehty yhteistydssd Turun yliopistollisen keskussairaalan (Tyksin)
genomiikan osaston kanssa ja sen tavoitteena on auttaa osastoa siirtymaan kroonisen
myelooisen leukemian jaanndstautianalytiikassa kaytettavastda LDT TagMan-PCR-tekniikkaa
hyodyntavasta menetelmasta uuteen Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) menetelmaan. Uusi Xpert
BCR-ABL Ultra (CE-IVD) menetelma lyhentaa tulosten vastaamisaikaa muutamaan paivaan, kun
taas vanhalla menetelmalla se saattoi kestdd viikon. Tassa opinnaytetydssa raportoidaan
Cepheidin Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) menetelmalld ajetut laitevalmistajan MMQCI-
validointinaytteista saadut tulokset.

Krooninen myelooinen leukemia (KML) on kantasolujen sy®pasairaus, valkosolujen maara
verenkuvassa nousee ja verisolut eivat kypsy kunnolla. Tdma johtuu kromosomien 9 ja 22
translokaation seurauksena syntyneestd BCR-ABL fuusiogeenista, joka aiheuttaa verisolujen ja
niiden esiasteiden tyrosiinikinaasiaktiivisuuden kohoamisen. Vuodessa KML:&an sairastuu n. 50
ihmistd ja diagnoosin jalkeen he aloittavat tyrosiinikinaasin estolaakityksen, jonka jalkeen
hoitovastetta seurataan. Jaannostautianalytiikkaa seurataan siihen suunnitelluilla menetelmilla
ensin 3kk ja sitten 6kk valein. Tavoitteena oli siirtya vanhasta LDT TagMan-PCR-menetelmasta
uuteen Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) menetelmaan.

Laitevalmistajalta saadut MMQCI-validointinaytteet ajettiin, tulokset tilastoitiin ja niistd laskettiin
tilastollisin menetelmin keskiarvo, suhteellinen virhe, systemaattinen virhe, kertaluokkaero,
keskihajonta, variaatiokerroin ja mittausepavarmuus. Saatuja arvoja verrattiin laitevalmistajalta
saatuihin arvoihin, joiden perusteella voidaan todeta MMQCI-naytteilld tehdyn validoinnin
hyvaksyminen.

Tyksin genomiikan osasto siirtyi uuteen Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) menetelmaan
heindkuussa 2020.
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VALIDATION

This thesis has been made in by co-operation with the Turku University Hospital (Tyks) genomic
department and the target was to help the department to switch the old LDT TagMan-PCR -
method into a new Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) -method which is used to monitor the BCR-
ABL fusion transcript in chronic myeloid leukemia patients. The new Xpert BCR-ABL ultra (CE-
IVD) -method shortens the diagnostic respond time from one or two weeks to only a few days.
This thesis reports the results of manufacturers MMQCI-validation samples which are run with
the Cepheid Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) -method.

Chronic myeloid leukemia is a cancer of stem cells which increases the leukocyte volume in blood
count and the blood cells do not mature properly. This is a result from translocation of
chromosomes 9 and 22: this translocation creates the BCR-ABL fusion gene, which causes the
increased tyrosine kinase activation in the blood cells and their precursors. Approximately 50
people are diagnosed with CML in a year. After having got the diagnosis, they start a tyrosine
kinase inhibitor medication, and their residual disease is monitored. Monitoring the residual
disease is made with appropriate methods and its frequency is at first 3 months and then 6
months. The target of the study was to switch from the old LDT TagMan-PCR -method to the new
Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) -method.

The MMQCI-validation samples from the manufacturer were run with the new method, statistics
were made from the results and mean, systematic error, relative error, order of magnitude
difference, standard deviation, coefficient of variation and uncertainty were calculated with
statistic methods. The results were compared to manufacturer’s reference values and based on
these values the conclusion was that the validation with manufacturer's MMQCI-validation

samples was verified.

Tyks genomic department accepted and switched to the new Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) -
method in July of 2020.
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1 JOHDANTO

Krooninen myelooinen leukemia (KML) on luuytimessd muodostuvien kantasolujen
sybpasairaus, joka vaikuttaa verisolujen tuotantoon. Kromosomien 9 ja 22 valisen
translokaation seurauksena syntyy niin sanottu Philadelphia-kromosomi (Ph-
kromosomi) ja BCR-ABL -fuusiogeeni, joka aiheuttaa pysyvan ABL
tyrosiinikinaasiaktiivisuuden kohoamisen, joka johtaa veren valkosolujen maaran
nousuun. (Salonen, 2019; Cumbo ym. 2019.) Hoitamattomana KML potilaille kehittyy
blastikriisi, joka on akuuttia leukemiaa muistuttava tila. Useimmat potilaat, jotka ovat
saaneet taudin alkuvaiheessa hoitoa, saavuttavat pitkdn remissiovaiheen. (Hasserjian,
2012, 3.)

Hoitona KML:aan on tyrosiinikinaasiestaja Imatinibi, joka on tdsmalaake ja silla on hyva
hoitovaste (Ross & Hughes 2004, 12-19). Ensimmaisenpolven tyrosiinikinaasin estaja
Imatinib tuli markkinoille vuonna 1998, joka oli merkittava askel KML:n hoidossa. Taman
lddkkeen ansiosta potilaat voivat elaa tavallista elamaa, ilman ettd KML vaikuttaa

elinikdan. (Koskenvesa ym. 2017, 14-15.)

Laakityksen aloittamisen jalkeen veriarvoja seurataan verikokein 1-2 viikon valein puoli
vuotta ja kuuden hoitokuukauden jalkeen kerran kuukaudessa. Kolmen ensimmaisen
hoitokuukauden aikana soluarvot saattavat laskea, mutta palautuvat luuydintuotannon
normalisoituessa 3-4 kuukauden jalkeen. Veressa olevien valkosolujen maara
normalisoituu yleensa 3-4 viikon kuluttua hoidon aloittamisesta. Kun arvot ovat
vakiintuneet, seuranta tehdaan kolmen kuukauden vélein. (Koskenvesa ym. 2017, 19-
20.)

Diagnoosin ja hoidon aloittamisen jalkeen hoitovasteen seuranta tapahtuu maarittamalla
BCR-ABL-fuusiogeenin lahetti-RNA:n maara veressa RT-qPCR-tekniikalla (Reverse
transcription quantitative real-time polymerase chain reaction). Tama menetelma on
luotettava ja herkkd taudin seurannassa. Hoitovastetta seurataan veresta tehtavalla
PCR:ll4d ensin kolmen kuukauden véalein, kun vaste on tavoitearvoissa, seuranta tehdaan
kuuden kuukauden valein. Fuusiogeenin tuottaman RNA:n maaraa vertaillaan veressa
normaalisti esiintyvan geenin eli kontrolligeenin tuottaman RNA:n maaraan. (Ruutu ym.
2007, 325-326.)

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Etunimi Sukunimi



Tama on kvantitatiivinen toiminnallinen opinnaytety6 solu- ja molekyylibiologiaan liittyen.
Taman opinnaytetydn aihe on Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) -menetelman validointi
MMQCI-validointinaytteilld Tyksin (Turun yliopistollinen keskussairaala) genomiikan
vastuualueelle. Menetelmaa kaytetdan KML:n jaannostautianalytiikassa. Taman
opinnaytetyon tarkoitus on ajaa laitevalmistajan toimittamat MMQCI-validointinaytteet
Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) -kitilld ja saada validointi onnistuneesti I&pi. Taman
opinnaytetydn tavoitteena on auttaa Tyksin genomiikan vastuualuetta siirtymaan
vanhasta, paljon manuaalista ty6ta vaativasta TagMan-PCR-tekniikkaa hyddyntavasta
LDT (Laboratory Developed Test, suom. Laboratoriossa kehitetty testi) menetelmasta
uuteen, tehokkaampaan Gene Xpert-laitteella tehtdvaan Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD)
-menetelmaan. Siirtyminen vanhasta menetelmastd uuteen nopeutuu naytteiden
lapimenoaika laboratoriossa. Uusi menetelméa vapauttaa henkiléstéd muihin tehtaviin,
koska laitteisto tekee lyhyen esivalmistelun jalkeen eristys-, synteesi- ja PCR-vaiheet
automaattisesti. Hoitovastetta seurataan veresta tehtavalla PCR:lla kolmesta kuuteen
kuukautta kuukauden valein vasteesta riippuen (Koskenvesa ym. 2017, 19).
Potilasnaytteita tulee laboratorioon analysoitavaksi viikoittain ja vanhalla menetelmalla

naytteiden lapimenoaika on suhteellisen hidas.
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2 KESKEISET KASITTEET

2.1 Krooninen myelooinen leukemia ja taudin diagnosointi

Krooninen myelooinen leukemia (KML) on luuytimessa muodostuvien kantasolujen
sybpasairaus, joka vaikuttaa verisolujen tuotantoon. Tauti etenee hitaasti ja iimenee
neutrofiilien lisdantymisena verenkuvassa. KML:aan sairastuu vuosittain noin 50 ihmista,
taudin puhkeamisen syytad ei tunnetta tarkasti. Taudin kehityksen vaiheet tunnetaan

kuitenkin erittéin hyvin. (Salonen, 2019.)

Kromosomien 9 ja 22 valilla kaksi geenia yhdistyvat vaarin, jolloin syntyy niin kutsuttu
philadelphia-kromosomi ja BCR-ABL1 fuusiogeeni. Kromosomissa 9 sijaitseva ABL1-
geeni ja kromosomissa 22 sijaitseva BCR-geeni muodostavat BCR-ABL1 —fuusiogeenin.
(Salonen,  2019; Cumbo  ym. 2019). Tama  fuusiogeeni  aiheuttaa
tyrosiinikinaasiaktiivisuuden kohoamisen, joka johtaa veren valkosolujen maaran
nousuun (Cortes ym 2005, 1306; Cumbo ym. 2019). Todetussa leukosytoosissa
neutrofiilien maara kohoaa ja havaitaan myés vasemmalle siirtyma granulopoieesissa eli

verisolut eivat kypsy normaalisti (Koskenvesa 2019).

Suurin osa potilaista ovat oireettomia ja heilla KML todetaan peruslaboratoriotestien
yhteydessa (Salonen, 2019). Kromosomitutkimuksella voidaan todeta Ph-kromosomi
luuydin- tai verinaytteesta ja PCR:lla samoista naytetyypeista voidaan etsia BCR-ABL1
fuusiogeenia diagnoosivaiheessa. Myos hoidonseurannassa kaytetddn PCR-
menetelmaa, jolla tutkitaan BCR-ABL1 fuusiogeenin maaraa veressa ladkkeen
aloittamisen jalkeen. (Ruutu ym 2007, 326.) Hoitamattomana KML potilaille kehittyy
blastikriisi, joka on akuuttia leukemiaa muistuttava tila. Useimmat potilaat, jotka ovat
saaneet taudin alkuvaiheessa hoitoa, saavuttavat pitkdn remissiovaiheen. (Hasserjian,
2012, 3))

Yhtena hoitoina KML:&an on tyrosiinikinaasin estaja imatinibi, joka on tdsmalaake ja silla
on hyva hoitovaste (Ross & Hughes 2004, 12-19).

Diagnoosi voidaan tehda osoittamalla Ph-kromosomi G-raita tai FISH-menetelmilla seka
kayttamalla molekyylibiologista menetelmaa eli PCR:8a. Veren tai luuytimen soluista
tehtava G-raitatutkimus osoittaa Ph-kromosomin yleisimman translokaation

(9;22)(q34;911), joka on noin 90%:lla tai vaihtoehtoisen translokaation, joka on noin
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10%:lla potilaista. Jos Ph-kromosomia ei saada nakyviin G-raitatutkimuksella, BCR-ABL-
fuusiogeeni voidaan osoittaa PCR-tekniikalla mahdollisimman laajaa alukevalikoimaa
kayttden. Joissain tapauksissa translokaatiossa voi olla jokin kolmas kromosomi
mukana, mutta BCR-ABL-fuusiogeeni voidaan silti osoittaa normaalisti. Taudin
alkuvaiheilla noin 15%:lle potilaista syntyy submikroskooppinen haviama kromosomissa

9, joka lisda alttiutta taudin transformaation. (Ruutu ym. 2007, 325-326.)

Verenkuvassa oireinen tauti ilmenee valkosolujen maaran nousulla eli valkosoluja on
veressa 100-500 x 10x9/l. Lieva anemia havaitaan, kun maara ylittdd 150 x 10x9/l.
Punasolut ovat normokromisia, normosyyttisia ja niiden elinika on lyhentynyt. Valkosolut
ovat enimmakseen neutrofiileja, kypsia tai Iahes kypsia ja liuska- tai sauvatumaisia. Osa
valkosoluista on epakypsia ja nain ollen verestda voidaan havaita blasteja,
promyelosyytteja, myelosyytteja ja metamyelosyytteja. Noin kolmasosalla potilaista

todetaan myo6s trombosytoosi. (Ruutu ym. 2007, 326.)

Luuydinnaytteessa nahdaan myelooisia soluja ja rasvan osuus on vahentynyt seka
fibroosia eli sidekudoksen lisdantymista on havaittavissa osalla potilaista. Suhde
myelooisten ja erytrooisten solujen valilld on 25:1, kun normaalisti se on 2-5:1. Taudin
edetessa blastien maara luuytimessa nousee 5%:sta jopa 20%:iin, jolloin puhutaan
blastikriisista. (Ruutu ym. 2007, 326.)

Kontrolligeeneind voidaan kayttad GUSB tai ABL1. Tulos esitetdan prosenttilukuna,
logaritmisena  vahenemana ja MR  (Molecular  Response) -luokkana.
Laboratoriokohtaisten korjauskertoimien avulla tuloksia voidaan vertailla eri
laboratorioiden valilla. Laboratoriokohtainen korjauskerroin mahdollistaa vertailun
kansainvalisella 1S-asteikolla (International Scale). Tulosta voidaan vertailla myo6s
lahtétasoon, jolloin kaytetadan logaritmiasteikkoa ja MR-luokkia. Kolmen hoitokuukauden
jalkeen tavoitetulos on <10 prosenttia, kuuden kuukauden jalkeen hoitotavoite on
MR2(<1,0%) ja 12 kuukauden jalkeen tavoitellaan MR3(<0,1%). MR-luokkia tulisi
kayttda kuvaamaan hoidon toimivuutta ja sairaudessa tapahtuvia muutoksia. MR3-tason
saavuttaneilla ja siind pysyneilld potilailla on hyvin pieni riski sairauden etenemiselle.
(Koskenvesa ym. 2017, 19-20.)
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2.2 BCR-ABL jaanndstautianalytiikka ja hoidon seuranta

Hoidon seuranta perustuu verindytteesta tehtdvaan RT-gPCR:aan, jonka tuloksena
saadaan BCR-ABL1-fuusiotranskriptin maara elimistdssa. Reverse transcriptase
quantitative PCR:lla maaritetddan BCR-ABL1 mRNA:n maard, joka suhteutetaan
kaytettavaan vertailugeenin (GUSB tai ABL1) mRNA:han. Kuten edella kuvattu, tama
tulos esitetdan 1S-asteikolla (Cross ym. 2015). Hoitovastetta seurataan ensin kolmen
kuukauden valein, josta siirrytddn kuuden kuukauden seurantaan. MR-asteikkoa
kaytetdan hoidon tavoitteiden seurantaan, kolmen kuukauden kuluttua hoidosta
tavoitteena on saavuttaa taso MR1 (<10%), 6 kuukauden jalkeen MR2 (1.0%) ja 12
kuukauden tavoite on MR3 (0.1%). MR-asteikko on seuraavanlainen: MR1 (10%), MR2
(1.0%), MR3 (0.1%) =MMR (major molecular response), MR4 (0.01%), MR4.5
(0.0032%) ja MR5 (0.001%). TKI-hoidon tavoite on, etta potilas saavuttaa MR3 tason. 2-
3 vuoden hoitojakson jalkeen sairauden uusiutumisen riski pienenee merkittavasti niilla

potilailla, jotka saavuttava ja sailyttavat MR3 tason. (Koskenvesa ym. 2017, 19-21.)

Tyksin genomiikan vastuualueella on kaytéssa laboratoriossa kehitetty TagMan-PCR-
tekniikka, josta he siirtyvat uuteen kaupalliseen Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD)
menetelmaan. Uusi menetelma perustuu RT-gPCR-tekniikkaan, joka on sama kuin
vanhassa menetelmassa, ja lisdksi ns. nested-PCR-tekniikkaan. Uusi menetelma on
automatisoitu ja reaaliaikainen. Naytteeksi kdy EDTA-veri, josta valmistetaan lysaatti
ennen kasettiin pipetoimista, automaatio vahentaa tyéntekijan tydmaaraa seka lyhentaa
analyysin kestoa ja tulos saadaan nopeammin 2,5 tunnissa. Jokainen kasetti sisaltaa
World Health Organisaation hyvaksymat standardit. Uusi menetelma nayttaa tuloksen
IS-asteikolla sekd MR-luokituksen ja menetelmallda paastaan 0.00301S/4.52MR
herkkyyteen. (Cepheid 2019, 19-26.)

2.3 Kroonisen myelooisen leukemian hoito

KML:a4 on tutkittu viimeisten vuosikymmenien aikana paljon ja tieto taudin vaiheista on
johtanut tehokkaiden ladkkeiden kehittdmiseen (Ruuttu ym. 2007, 328).
Tutkimuskayttoéon vuonna 1999 tullut tyrosiinikinaasiestdja (TKE) Imatinibi vakiintui

nopeasti osaksi normaalia hoitoa, koska se antoi hyvia tuloksia hoitovasteesta. Tama
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paivittain otettava ladke muutti taudin ennustetta ja mahdollisti potilaille melko normaalin
elaman. Laaketta alettiin kayttdmaan laajemmin KML potilaiden hoitoon Suomessa
vuonna 2001. Ladke estdd KML potilaila BCR-ABL-fuusiogeenin tuottamaa
tyrosiinikinaasiproteiinia toimimasta, joka normalisoi solujen jakautumisen ja elinkaaren.
(Koskenvesa ym. 2017, 14-15.)

Toisen sukupolven tyrosiinikinaasin estajia ovat bosutinibi, dasatinibi ja nilotinib.
Dasatinibi ja nilotinibii ovat olleet Suomen markkinoilla vuodesta 2006-2007 ja bosutinibi
tuli vasta vuonna 2013. Kaikilla kolmella 1aakkeella on tehty ladketutkimuksia, potilaita
on seurattu yli kymmenen vuoden ajan. Laakkeet ovat osoittautuneet erittdin hyvin

toimiviksi ja siedetyiksi. (Koskenvesa ym. 2017, 14-15.)

Laakityksen aloittamisen jalkeen veriarvoja seurataan verikokein 1-2 viikon valein puoli
vuotta ja kuuden hoitokuukauden jalkeen kerran kuukaudessa. Kolmen ensimmaisen
hoitokuukauden aikana soluarvot saattavat laskea, mutta palautuvat luuydintuotannon
normalisoituessa 3-4 kuukauden jalkeen. Veressa olevien valkosolujen maara
normalisoituu yleensad 3-4 viikon kuluttua hoidon aloittamisesta. Kun arvot ovat
vakiintuneet, seuranta tehdaan kolmen kuukauden valein. (Koskenvesa ym. 2017, 19-
20.)

2.4 In vitro-diagnostiikka (IVD)

In vitro-diagnostiikka termia kaytettdessa tarkoitetaan potilaasta tai terveesta ihmisesta
otetun naytteen diagnostista tutkimista. Kaytdnnossad tdama tarkoittaa laboratorioon
tulevia naytteitd ja niiden tutkimiseen kaytettyja laitteita ja menetelmid. Euroopan
parlamentti ja neuvosto ovat tehneet direktiivin in vitro-diagnostiikassa kaytetyista
laitteista. Tama direktiivi koskee laitteiden valmistajia ja pitdd sisallddn saadoksia
koskien suunnittelua, valmistusta ja markkinoille saattamista. Nama kansalliset
sdadokset ovat tulleet voimaan 1.6.2000, tdydentaen aikaisempia yhteisia 1aakinnallisten
laitteiden sdadoksia. (Himberg 2004, 2-19.)

Vuonna 2017 toukokuussa tehtiin uusi IVD-asetus, joka taydentaa aikaisempaa
direktiivid. Uudella asetuksella on viiden vuoden siirtymajakso, mika loppuu toukokuussa
2022. Uuden asetuksen on maara lisatd Euroopan komission ja viranomaisten tekemaa

valvontaa, selventaa laitteiden riskiluokitusta sekd selventda valmistajien ja muiden
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taloudellisten toimijoiden vastuuta. IVD-asetuksessa on tarkennettu, ettd IVD-
madritelma pitda sisalladn myds testit, joita kaytetdan tauti- ja sairausalttiuden
selvittdmiseen eli diagnostiikan ja laakehoidon ohjelmistot seka laitteet. Uuden
asetuksen myo6ta valmistajien vastuu lisdantyy, ja velvollisuuteen kuuluu saanndllinen

suorituskyvyn testaus seka niiden julkaisu. (Euroopan komissio 2018.)

2.5 Aikaisemmat tutkimukset

Seuraava osio kasittelee aikaisempia tutkimuksia, jotka liittyvat Kroonisen myelooisen
leukemian hoitoon ja jaanndstautianalytiikassa kaytettdvaan laitteistoon. Ensimmaiset
kaksi tutkimusta kasittelevat aikaisemmassa kappaleessa mainitun Imatinibin
toimivuutta la8kkeena ja viimeinen kasittelee jaanndstautianalytiikassa kaytettavan
Xpert BCR-ABL laitteen luotettavuutta.

Bjorkholm (2011) teki Ruotsissa tutkimuksen, jossa han vertaili KML-potilaiden
eloonjaamista vuosien 1973-2008 valilla. Kroonisen myelooisen leukemian hoito muuttui
radikaalisti Ruotsissa 2001 marraskuussa, kun ensimmainen tyrosiinikinaasiestajalaake
tuli markkinoille (Imatinib mesylat). Tutkimuksessa oli viisi ryhmaa, joista jokainen ryhma
piti sisalldaan viiden vuoden aikavalin, ja havainnointiyksikkdna olivat potilaat ovat
saaneet diagnoosin taman aikavalin sisalla. Aineisto oli otettu Ruotsin syoparekisterista
ja kaikista vuosina 1973-2008 diagnoosin saaneista potilaista oli arvioitu eloonjaaminen.
Kokonaisotanta on n=3173, joista miehia on 1796 ja naisia 1377, heidan keski-ikdnsa on
62-vuotta. Tulokset olivat vuosina 1973-1979 0.21 (95% CI, 0.17:sta 0.24:84n), vuosina
1980-1986 0.23 (95% Cl, 0.20:sta 0.27:4an), vuosina 1987-1993 0,37 (95% CI, 0.33:sta
0.41:een), vuosina 1994-2000 0.54 (95% CI, 0.50:sta 0.58:aan) ja vuosina 2001-2008
0.80 (95%Cl, 0.75:sta 0.83:een). Yhteenveto kertoo, etta tulokset parantuivat jokaisessa
vertailuryhmassa, mutta myds ik oli merkittava tekija eloonjaamisessa. Suurin muutos
tuloksissa esiintyi kuitenkin vuosina 2001-2008 potilailla, jotka olivat 79-vuotiaita tai sita
nuorempia. Johtopaatoksena oli, ettd Imatinib mesylat kaytdén lisdantyminen vuodesta

2001 on vaikuttanut merkittavasti potilaiden selviytymiseen taudista.

Hochaus ym. (2018) tutki pitkdkestoisen Imatinib-hoidon vaikutuksia kroonisessa
myelooisessa leukemiassa. Tassa tutkimuksessa oli otettu satunnainen otanta potilaita,
joilla oli juuri diagnosoitu kroonisessa vaiheessa oleva KML. Tutkimus selvitti
pitkdkestoisen Imatinib-hoidon vaikutuksia KML-potilaisiin. Potilaita kirjattiin 16:sta eri

maasta ja 177:sta eri keskuksesta. Potilaiden ikdjakauma oli 18:sta 70:een vuoteen ja
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kokonaisotanta oli n=1106. Kokonaisotanta jaettiin kahteen yhtadsuureen ryhmaan, joka
piti sisalldan 553 potilasta. Toisen ryhman hoito oli Imatinib ja toisen Interferon alfa
cytarabin, ryhmien siséllda olevien havaintoyksikdiden selviytymistd vertailtiin.
Kummankin ryhman havaintoyksikdille oli sallittu liikkuvuus ryhmien valilla, jos l1aake ei
antanut hematologista vastetta 6 kuukauden sisalla, sopimattomia sivuvaikutuksia ilmeni
tai potilaalla oli haluttomuutta jatkaa laakitysta. Seitseman vuoden jalkeen kokeilua
laajennettin  koskemaan ainoastaan Imatinib-ryhmaa. Jokaista havaintoyksikkda
seurattiin keskimaarin 10,9 vuotta. Tuloksia tarkasteltaessa Interferon alfa plus
cytarabine-ryhmasta 65,6% oli siirtynyt Imatinib-ryhmaan ja heidan hoitonsa kesti
keskimaarin 0,8 vuotta. Analyysi keskittyi siten tarkastelemaan vain Imatinib-ryhmaan
satunnaisesti valittuja havaintoyksikoitd. 48,3% Imatinib-ryhman satunnaisesti
valikoiduista havaintoyksikoista suoritti tutkimushoidon Imatinibilla, 82,8% heista saavutti
sytogeneettisen vasteen. Vakavat sivuvaikutukset Imatinib-ryhmassa olivat harvinaisia
ja ilmenivat ensimmaisen hoitovuoden sisélla. Yhteenvetona todettiin, ettd melkein 11
vuoden seurantajakson aikana Imatinib sailytti tehokkuutensa ja pitkaaikainen yllapito ei

aiheuttanut kumulatiivista tai mydhaistoksista vaikutusta (Hochhaus ym. 2018, 1-8).

Dufresne ym. (2007) tekema tutkimus arvioi Xpert BCR-ABL menetelman kykya havaita
BCR-ABL fuusiogeeni KML-potilailla. Analyysin herkkyyttd testattiin valmistamalla
standardikayra, joka tehtiin laimentamalla CML solulinjaa normaalina kontrollina
olleeseen kokovereen. Standardikayran arvojoukko oli 0,001%:sta 0,1%:iin K-562 soluja,
jokainen laimennos ajettiin nelja kertaa. Analyysin stabiliteettia testattiin ajamalla jaettu
standardiliuos heti, 24 tunnin kuluttua sailytys 4C° ja 96 tunnin kuluttua sailytys 4C°.
Standardikayran arvojoukko oli 10 K-562-solua 200uL:ssa aina 10000:een K-562-soluun
200uL:ssa. Jokainen standardiliuos ajettiin kaksi kertaa. Aineistona kaytettin 14
hoidossa olevan KML-potilaan kokoveri- ja/tai luuydinnaytettd seka 11 potilasta, joilla oli
KML:&an viittaavia oireita. Naytteet pitivat sisalladan myds 10 normaalia kontrollia.
Naytteet, standardit ja kontrollit lyysattiin seka pipetoitiin kasettiin laitevalmistajan
ohjeistamalla tavalla ennen ajoa. Herkkyystestauksen standardikayran kaikkiin tuloksiin
saatiin regressiokerroin r2=0,98 ja variaatiokertoimen prosentti oli korkeimmassa kohtaa
kayraa 24% ja matalassa kohtaa kayraa se oli 15%. Stabiliteettia testatessa havaittiin,
ettd merkittdvaa eroa ei ollut ajettaessa liuos heti tai 24 tunnin kuluttua. 96 tunnin
sailytyksen jalkeen kayran lineaarisuus heikkeni. 14 Imatinib hoidossa olleesta potilaasta
11:sta havaittiin positiivinen tulos Xpert BCR-ABL Monitor assay:ta kaytettdessa.
Arvojoukko otannan sisalla oli 0,00050%:sta 44%:iin. Potilas, jolla oli alhaisin BCR-

ABL%, sai negatiivisen tuloksen 2 kertaa analyysin kertoessa matalasta pitoisuudesta
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l&helld alarajaa. Yhdentoista potilaan joukosta, joilla oli KML:&an viittaavia oireita vain
yksi sai positiivisen tuloksen. Kymmenen normaalia kontrollia osoittautui negatiivisiksi.
Yhteenvetona Xpert BCR-ABL Monitor assay on luotettava menetelma havaita BCR-

ABL fuusiogeeni KML-potilailla.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetydn tarkoituksena on Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD) menetelman
validointi Tyksin genomiikan vastuualueelle. Menetelmaa kaytetdan kroonisen
myelooisen leukemian jaanndstautitutkimuksessa. Taman opinnaytetyon tavoitteena on
auttaa korvaamaan Tyksin genomiikan vastuualueella talla hetkelld kaytossa oleva
kvantitativinen TaqMan-PCR-tekniikka uudella Xpert BCR-ABL Ultra (CE-IVD)
menetelmalld. Uuden menetelman kayttddnotto mahdollistaa nopeamman tulosten
valmistumisen, pienentdd kontaminaation riskia ja vapauttaa tydntekijan muihin
tehtaviin, laitteiston tehdessa analyysiprosessin. Laitteisto ja menetelma vastaavat

uuden IVD-asetuksen mukaisia saadoksia.
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4 KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetydn toteutus

Taman opinnaytetydn kaytanndn toteutus suoritettin  Tyksin genomiikan ja
mikrobiologian  laboratorioissa.  Verifioinnissa  kaytettavat  kontrollit  tulivat
laitevalmistajalta ja lisdksi kollegani ajoivat potilasnaytteitd uudella ja vanhalla
menetelmalld rinnakkain. Tama tutkimus kasittelee valmistajan kontrolleilla tehtavaa
validointia ja sen tuloksia. Aineistona oli kolme laitevalmistajan kontrollipaneelia, yksi
paneeli sisaltda kaksi kertaa 0%, 0,0032%, 0,01%, 0,1%, 1% ja 10% kontrollit eli
yhteensd 12 kappaletta yhdessa kontrollipaneelissa. Verifioinnissa tehtyyn tarkkuus,
spesifisyys, lineaarisuus ja tasmallisyys tutkimukseen tarvittiin kolme sarjaa valmistajan
kontrolleja (Xpert BCR-ABL IS Panel C130), jotka pitavat sisallaan viisi positiivista ja
yhden negatiivisen kontrollin. Lisaksi tarvitaan myds kolme valmistajan kittia (Xpert BCR-
ABL Ultra kits). (Bates ym.) Verifiointiin kaytetyt valmistajan kitit ja kontrollit hankki
Genomiikan osasto kevaalla 2020. Kittien ja kontrollien hankkimisesta aiheutui
kustannuksia toimeksiantajalle. Verifiointi kesti noin kahdeksan tyopaivaa, kun ajettiin
kolme naytettd paivassa. Kahtena paivana vaihdoimme pipetoijaa ja ajoimme
paneeleista 2 ja 3 kontrollindytteet 0%, 0,1% ja 1%. Kontrollindytteet analysoitiin kevaalla
2020 Xpert BCR-ABL Ultra-menetelmalla, jonka jalkeen tuloksia vertailtiin

laitevalmistajalta saatuihin odotusarvoihin.

Tama opinnaytetyd on osa bioanalyytikkokoulutuksessa kaynnissa olevaa Turku CRC:n
tutkimuslupahanketta (T12/022/19). Tavoitteena on vastata ty6eldman tarpeisiin ja

muutoksiin sekd yhdistaa tydeldma oppimisymparistdon.

4.2 Toteutuksen eri vaiheet

Verifioinnissa tehtavaan tarkkuus, spesifisyys, lineaarisuus ja tasmallisyys tutkimukseen
tarvittin kolme valmistajan kittia (Xpert BCR-ABL Ultra kits) ja kolme valmistajan
kontrollisettia (MMQCI controls: Xpert BCR-ABL IS Panel C130) (Bates ym), jotka pitivat
sisallaan viisi positiivista ja yhden negatiivisen kontrollin. Verifiointi kestdd noin

kahdeksan ty6paivaa, kun ajetaan kolme naytetta paivassa. (Bates ym.)
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Valmistajan kontrollien lisaksi osasto ajoi potilasnaytteitd uudella seka vanhalla
menetelmalla rinnakkain. Potilasnaytteiksi valittin mukaan eri jaanndstautitasoilla olevia

naytteita.
Yksi kontrollisetti pitaa sisallaan:

- 2x4.5ml of Xpert BCR-ABL 0%IS

- 2x4.5ml of Xpert BCR-ABL 0,0032%IS
- 2 x4.5ml of Xpert BCR-ABL 0,01%IS

- 2 x4.5ml of Xpert BCR-ABL 0,1%IS

- 2x4.5ml of Xpert BCR-ABL 1%IS

- 2x4.5ml of Xpert BCR-ABL 10%IS

Kitin mukana tulevat reagenssit:

- Proteinase K (PK) 10 x 130ul/pullo
- Lysis Reagent (LY) (Guanidinium Chloride) 10 x 5.3ml/pullo
- Wash Reagent 10 x 2.9ml/ampulli

Kitin mukana tuleva kasetti sisaltaa:

- Bead 1, 2, 3 ja 4 (kylmakuivatut) 1kpl/kasetti
- Rinse Reagent 2.0ml/kasetti
- Elution Reagent 2.5ml/kasetti

Kitit ja kontrollit pitavat sisallaan tarvittavat kasetit. Lisaksi validoinnin suorittamiseen
tarvitaan pipetteja, pipetin karkia, absoluuttista etanolia, vorteksi ja mikrosentrifuugi,

jotka ovat kaytettavissa Tyksin genomiikan laboratoriossa. (Bates ym.)
Verifioinnin tydvaiheet:

Tarkeaa: Kasetti poistetaan pakkauksesta ennen kuin nayte valmistetaan. Analyysi
aloitetaan 60 minuutin kuluessa siita, kun nayte ja pesureagenssin on lisatty kasettiin.

(Bates ym.)
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Naytteen valmistaminen:

Kontrolli ja reagenssit tulee olla huoneenlampdéisia (18-25 astetta). Proteinaasi K (PK)
mikrosentrifugoidaan. Kontrollipaneelin komponentit sekoitetaan juuri ennen kayttda
kaantelemalla 5-10 kertaa ja vorteksoidaan 10-15 sekuntia keskinopeudella. 4ml
paneelin komponenttia lisatdan 50ml falcon-putkeen, jossa 100ul Proteinase K:ta. Vaihe
on sama Kkuin verinaytteellda tehdessa. Naytettd sekoitetaan vorteksissa
maksiminopeudella 3 sekuntia ja Inkuboidaan huoneenldammossa 1 minuutti.
Naytteeseen lisatédan 2,5ml Lysis Reagenssia (LY) ja vorteksoidaan 10 sekuntia
maksiminopeudella. Naytettd inkuboidaan 5 minuuttia huoneenlammobssad ja
vorteksoidaan maksiminopeudella 10 sekuntia ja jalleen inkuboidaan 5 minuuttia
huoneenlammodssa. Nayte sekoitetaan naputtelemalla putken pohjaa 10 kertaa ja 1ml
valmista lysaattia uuteen 50ml falcon-putkeen. Tahan lisdtaan 1.5ml Lysis Reagenssia.
Naytettd vorteksoidaan maksimikierroksilla 10 sekuntia ja inkuboidaan 10 minuuttia
huoneenlammdssa. Samaan putkeen lisatdan 2ml abs. etanolia. Naytetta sekoitetaan
vorteksissa maksimikierroksilla 10 sekuntia ja siirretddn sivuun odottamaan. Jaljella

oleva PK ja LY voidaan havittaa. (Bates ym.)
Kasetin valmistaminen:

Kasetti poistetaan pakkauksesta ja tarkistetaan, ettd kasetti on kayttdkelpoinen. Jos
kasetti on vaurioitunut, sita ei voi kayttaa. Kasetin kansi avataan ja puristetaan Washing
Reagent ampullista kasetissa sille tarkoitettuun kammioon. Valmisteltu nayte

pipetoidaan kokonaan kasetin naytekammioon. Kansi suljetaan hyvin. (Bates ym.)

Seuraavaksi valmistellaan laite ja edetaan laitteen ohjelman antamien ohjeiden mukaan.
Luetaan viivakoodi kasetin kyljesta ja syotetdan tarvittavat tiedot koneelle. Koneesta

avautuu vapaana oleva paikka, johon kasetti asetellaan ja kdynnistetaan ajo. (Bates ym.)

4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa eli maarallisessa tutkimuksessa tietoja tarkastellaan
numeerisesti. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tarkastellaan kysymyksia, kuinka moni,
kuinka paljon ja kuinka usein. Numeeriset arvot ryhmitelldén ja esitetdan tulokset
sanallisesti kuvaillen seka katsotaan yhtalaisyyksia ja eroavaisuuksia. (Vilkka 2007, 13-
24)
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Kvantitatiivisessa tutkimuksessa maaritetddn ensin tutkimusongelma eli tutkitaan
aihealuetta, rajataan se, asetetaan tavoitteita ja hankitaan taustatietoa. Aikaisempiin
tutkimuksiin ja kirjallisuuteen perehtymisen jalkeen mietitddan mahdollisia hypoteeseja
seka aloitetaan tutkimussuunnitelman laatiminen. Suunnitelmaan tulee tasmentaa
tavoitteita, valita menetelma, budjetoida ja aikatauluttaa tutkimus, paattaa tapa hankkia
tietoa, maarittaa perusjoukko seka otanta ja valita aineiston kasittelytapa. Suunnitelman
jalkeen tehdaan tiedon kerdamiseen suunnitellut tydkalut esim. lomakkeet. Tietojen
keraamisen jalkeen, ne kasitelladn ja analysoidaan. Tulokset raportoidaan ja tehdaan
johtopaatokset, jonka jalkeen mietitdan, miten tulokset voidaan hyoddyntaa. (Heikkila
2014.)

Tarkastelemalla laitteen sekd menetelman tarkkuutta, toistettavuutta ja lineaarisuutta,
saadaan kuva laitteen ja menetelman luotettavuudesta (Vilkka 2007, 19-24). Tassa
opinnaytety0ssa tarkastellaan menetelman verifioinnissa saatuja tuloksia ja vertaillaan

niita laitevalmistajan antamiin viitearvoihin.

Tasta kvantitatiivisestd tutkimuksesta laadittin ensin suunnitelma, jossa tarkasteltiin
aikaisempia tutkimuksia ja kirjallisuutta aiheeseen liittyen. Suunnitelmassa esitettiin
tutkimusongelma, tavoitteet, teoriaa aiheeseen liittyen, tutkimusmenetelman valinta ja
aineiston keruun suunnittelu. Tassa tapauksessa havaintoyksikéitéa olivat Cepheidin
Xpert BCR-ABL Ultra-menetelmalla mitatut tulokset laitevalmistajalta saaduista MMQCI-
validointinaytteista. Saadut havaintoyksikot tilastoitiin ja laskettiin tilastollisin menetelmin
keskiarvo, suhteellinen virhe, systemaattinen virhe, kertaluokkaero, keskihajonta,
variaatiokerroin ja mittausepavarmuus. Vertaamalla tuloksia ja tilastollisesti laskettuja

arvoja laitevalmistajalta saatuihin arvoihin, voidaan todeta menetelma luotettavaksi.

4.3 Opinnaytetydn eettiset lahtokohdat

Etiikka filosofian osa-alueena tutkii kasityksia siitd, mikad on oikein tai vaarin, hyvaa tai
pahaa sekd moraalisia kysymyksia. Tutkimuksessa se tarkoittaa hyvia toimintatapoja,
joita jokainen tutkija tulee pyrkia noudattamaan, jotta tutkimuksista saadut tulokset ovat
luotettavia ja tutkimukseen osallistuneita ihmisia on kohdeltu hyvin. Tutkimukseen
osallistuvien  oikeuksia  tulee  kunnioittaa, ottaa  huomioon  yksityisyys,
itsemaaraamisoikeus ja ihmisarvo. Haittojen, riskien ja vahinkojen aiheuttamista tulee
valttda tutkimuksessa mukana oleville tahoille. Vaikka tutkija ei olisi samaa mielta

tutkittavien kanssa, nama nakemyserot eivat saa vaikuttaa vaaristavasti
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tutkimustuloksiin. Tutkijan asema tai tulokset eivat mydskaan saa hankaloittaa muiden
ihmisten elamaa ja erityisesti eettiset kysymykset nousevat pintaan, kun tutkitaan
vahemmist6ja, alakulttuureita tai muuten hankalassa tilanteessa olevia ryhmia. Tutkija
on myos vastuussa tekemastaan tieteesta, eika nain ollen saa haitata tieteen edistymista
esimerkiksi toimimalla epaeettisesti, jolloin aihealueen tai kohderyhman tutkiminen
hankaloituu. Tutkimusta tehdessa on hyva pohtia miten tutkimus hyodyttaa ja keta.
(Vuori 2020.) Hyva tutkimusetiikka pitda sisalldan tutkimussuunnitelman. Kaikki aineisto
ja lahteet esitellddn avoimesti. Tutkimus tehdaan ja raportoidaan huolellisesti, jotta

tulokset ovat mahdollisimman luotettavia. (TENK 2013, 6.)

Tassa opinnaytetydssa ei kasitella potilasaineistoa. Verifiointi tehdaan laitevalmistajan
kontrolleilla ja saatuja tuloksia vertaillaan laitevalmistajan antamiin viitearvoihin. Kaikki
menetelman verifioinnista saadut tulokset julkaistaan tdssa opinndytetydn raportissa.

Tassa opinnadytetydssa noudatetaan hyvaa tutkimusetiikkaa.
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5 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

5.1 Tulokset

Validoinnilla tarkoitetaan varmentamista, ettd menetelma on vaatimuksia vastaava ja
kayttotarkoitukseen sopiva. Validoinnista saaduilla tuloksilla selvitetdan menetelman ja
laitteen luotettavuutta seka laillisuutta kayttotarkoitukseen. Menetelman ja laitteiden
tulee vastata sille asetettuja saadoksia ja lakeja ennen kayttdonottoa, jotka voidaan

varmentaa validoinnilla. (Hagg 2016, 7.)

Verifiointi on validointia suppeampi ja talla voidaan osoittaa, etta mittaustulokset
vastaavat maaritettyja vaatimuksia. Kun uusi menetelma on kaytéssd muualla ja se on
validoitu valmistajan toimesta diagnostiikkaan, voidaan verifiointi tehda, kun uusi

menetelma otetaan kayttéon. (Hagg 2016, 7-8; Labquality 2020.)

Kaikki toukokuussa ajetut MMQCI-validointinaytteet menivat hyvaksytysti 1api ja
verifiointi eteni seuraavaan vaiheeseen. Heinakuussa 2020 Xpert BCR-ABL Ultra-
menetelma otettiin kayttdon Tyksin genomiikan osastolla. Tassa raportissa kuvailtu
validoinnin kaytannontoteutus sujui ongelmitta, iso kiitos siitd sairaalageneetikko Mirkka
Montoselle seka genomiikan osaston ylilaakari Veli Kairistolle, jotka organisoivat ja

aikatauluttivat kaytannontoteutuksen.

(Kuva 1 ja 3) Verifioinnissa ajettiin kolmen kontrollipaneelin naytteet ja tulokset tilastoitiin
Exceliin. Tuloksista laskettiin ensin jokaisen kontrollindytteen kolmen eri paneelin
odotetun ja havaittujen tuloksien keskiarvo. Nummenmaa ym. (2014, 74-75.) kertoo
”Kaikki havaintoarvot siis lasketaan yksinkertaisesti yhteen ja saatu summa jaetaan
havaintojen lukumaarallda.” Havaitusta keskiarvosta vahennettiin laitevalmistajan
odotettu tulos, josta saadaan systemaattinen virhe. Mittaustulokset saattavat olla lahella
toisiaan, mutta kaukana odotetusta tuloksesta, jos virhe on systemaattinen (TIM
Jyvaskylan Yliopisto 2020). Suhteellinen virheprosentti saadaan jakamalla
systemaattinen virhe odotetulla tuloksella. Eloranta (2018, 8/9) kuvaa "Mittauksen
suhteellinen virhe kuvaa mittaustuloksen tarkkuutta suhteessa mittausvirheeseen.”

Kertaluokka ero saadaan jakamalla havaittu keskiarvo odotetulla tuloksella. Tieteen

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Etunimi Sukunimi



23

termipankki selventaa ”Kertaluokka on matemaattinen merkintatapa, joka kuvaa kuinka
funktiota rajoitetaan, kun funktion argumentit kasvavat loputtomasti tai [ahestyvat tiettya
lukua.” Excel-taulukkoon on syoétetty jokaiselle kontrollindytteelle laitevalmistajan
ilmoittama hyvaksytyn kertaluokkaeron raja-arvo. Keskihajonta kuvaa kuinka paljon
mitatut tulokset poikkeavat keskiarvosta eli lasketaan havainnon erotus keskiarvosta ja
otetaan niiden keskiarvo (Nummenmaa ym. 2014). Variaatiokerroin saadaan jakamalla
keskihajonta  havaitulla  keskiarvolla. ~ Nummenmaa ym. 2014 selventaa
“Variaatiokertoimella ei siis ole varsinaista mittayksikkéa, vaan se ilmoittaa, kuinka
monen keskiarvon paassa muuttujan arvot keskimaarin ovat keskiarvosta.” Lisaksi
ajettiin viela kolmesta eri paneelista naytteet 0%, 0,1% ja 1% kolmen eri pipetoijan
toimesta ja naista tuloksista laskettiin arvot samoin tilastollisin menetelmin kuin ylla on

esitetty.

Lineaarinen regressiokuvaaja esittdd kahden muuttujan valistd yhteyttd. Kuvaajan
regressiosuora nayttaa kuinka voimakas yhteys muuttujilla on ja onko yhteys positiivinen
vai negatiivinen. Alaspain laskeva suora kertoo muuttujien negatiivisen yhteyden ja
yléspain nouseva suora taas positiivisen yhteyden. Suorien positiivinen tai negatiivinen
yhteys kuvataan myos suorien kulmakertoimella eli regressiokertoimella, jos kerroin on
negatiivinen, suora laskee ja positiivisella kertoimella suora on nouseva. (KvantiMOTV
2008.)

(Kuva 2) Kuvassa on esitetty lineaarinen regressiokuvaaja BCR-ABL 0,0032-10%
naytteistd, mista voidaan havaita muuttujien positiivinen korrelaatio ja regressiokerroin
on 0,988.

(Kuva 4) Kuvassa on esitetty lineaarinen regressiokuvaaja BCR-ABL 0%, 0,1% ja 1%
naytteistd kolmen eri pipetoijan ajamana. Voidaan havaita muuttujien positiivinen

korrelaatio ja regressiokerroin on 0,9981

Tuloksista tehtyjen laskujen ja kuvaajien avulla voidaan tehda johtopaatds, etta verifiointi
laitevalmistajan MMQCI-validointinaytteillda meni hyvaksytysti 1api ja menetelma siirtyi

potilasnaytteilla tehtavaan verifiointiin.
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BCR-ABL % 10 1 0,1 0,01 0,003 0
Paneeli 1 (%) 12,6 2,1 0,1 0,01 0,003 0
Paneeli 2 (%) 9,5 1,8 0,1 0,02 0,004 0
Paneeli 3 (%) 8,2 2,4 0,2 0,02 0,008 0

Systemaattinen virhe -2,3 -0,2 0 0 0
Suhteellinen
virheprosentti (sv) -19% -7% 0 0 0
Kertaluokkaero (ke) 0,8 0,9 1,1 1,1 0,9
Hyvaksytty (ke) <2 <2 <22 <2,25 <3
Keskihajonta % 1,84 0,25 0,03 0,01 0,002
Variaatiokerroin (cv) 18 % 12% 25% 36 % 46 %
Hyvaksytty cv 50 % 50 % 50 % 50 % 100 %

Kuva 1. Laitevalmistajalta saatujen MMQCI-validointindytteiden tulokset ja tarvittavat
laskut. Mittausepavarmuus 36%.
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Lineaarinen regressiokuvaaja odotettu vs.
havaittu BCR-ABL 0,0032 - 10%

14
y =1.2294x + 0.188 .®
12 R?=0.993 .7
0 et e ®
8 “'...‘_,..-: ..............
6 et et
..................... y =0.9982x + 0.2053
A R2=0.988
2 ,us-.'.‘.‘- .....
0@
0 2 4 6 8 10 12
® Odotettu MMQCI % ® Keskiarvo havaittu %
~~~~~~~~~ Linear (Odotettu MMQCI %) +-------- Linear (Keskiarvo havaittu %)

Kuva 2. Lineaarinen regressiokuvaaja odotettu vs. havaittu BCR-ABL 0,0032 - 10%.

BCR-ABL % 1 0,1 0
Odotettummaci% 220 0109 0
Pipetoija 1 (ka) 2,080 0,125 0
Pipetoija 2 2,060 0,097 0
Pipetoija 3 1,7 0,1 0
Systemaattinen virhe -0,30 -0,004

Suhteellinen virheprosentti

(sv) -13% -4 %
Kertaluokkaero (ke) 0,9 1,0
Hyvaksytty (ke) <2,5 <2,2
Keskihajonta % 0,2 0,01
Variaatiokerroin (cv) 8% 14 %
Hyvaksytty cv 50 % 50 %

Kuva 3. Eri paneelista olevien MMQCI-validointinaytteiden 1%, 0,1% ja 0% tulokset
kolmen eri pipetoijan ajamana. Mittausepavarmuus 17%.
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Lineaarinen regressiokuvaaja odotettu vs.
havaittu BCR-ABL 0%, 0,1% ja 1%

2.50
y =2.3114x - 0.0579 i
2.00 R2=0.9977 . °
1.50 R y =2x-0.045
TSI R?=0.9981

1.00 e

0.50 et

0.00 @

0.00 0.20 0.40 0.60 0.80 1.00 1.20
-0.50
® Odotettu MMQCI % ® Keskiarvo havaittu %
--------- Linear (Odotettu MMQCI %) -------+- Linear (Keskiarvo havaittu %)

Kuva 4. Lineaarinen regressiokuvaaja odotettu vs. havaittu BCR-ABL 0%, 0,1% ja 1%.

5.2 Tasmaavyys

Tasmaavyydella mitataan menetelman kykya mitata samaa tai samankaltaista naytetta
tietyissa olosuhteissa toistuvasti mahdollisimman tarkasti (Hagg 20016, 32.)
Toistettavuutta mitattiin ajamalla laitevalmistajalta saatuja tietyn pitoisuuden omaavia

kontrollinaytteita kolme sarjaa.

5.3 Toistettavuus

Toistettavuudella halutaan mitata menetelmdn kykya analysoida pitoisuudeltaan
tunnettujen naytteiden tulosten yhtapitdvyys mahdollisimman tarkasti monta kertaa
samoissa olosuhteissa (Hagg 2016, 31.) Menetelman toistettavuutta mitattiin ajamalla
uudestaan kontrollipaneeli 2. ja 3. naytteet 1%, 0,1% ja 0%, mutta kahden eri pipetoijan

toimesta.
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5.4 Mittausepavarmuus

Laskemalla mitatuista suureista mittausepavarmuus, voidaan tarkastella mittauksen
luotettavuutta. Sisaiset ja ulkopuoliset tekijat vaikuttavat aina mitattuihin tuloksiin, joten
mittausepavarmuus tulee laskea aina mitatuista suureista. Mittausepavarmuus kuvaa

mitattujen suureiden vaihtelua. (Finas 2016.; Hiltunen ym. 2011, 35.)

Ohjeet mittausepdvarmuuden laskemiseen
lokaisella yksitt3iselld mittaustuloksella on virheens3, jolla se eroaa mittaustuloksen todellisesta arvosta.

Mittausepavarmuuden osatekijat voidaan jakaa systemaattisiin ja satunnaisiin tekijoihin:

- Systemaattinen virhe (bias) voi johtua mm. kdytdssa olevasta menetelmdstd, kalibroinnista,
annostelun paikkansapitavyydestd, olosuhteiden kuten lamp&tilan poikkeamisesta, sensorin
ikadntymisesta
Satunnaisepavarmuutta aiheuttavat mm. reagenssit, eri henkiloiden tydtavat, ndytteen
esikasittely ja sailytys, ndytematriisi, eri laitteet ja menetelmat

Mittausepavarmuuden arviointi perustuu menetelman suorituskyvysta saatuun tietoon. Se lasketaan
seuraavasti:

U = [VCV(sis)? + CV{val)? + CV(syst)? ] x2

u = kokonaismittausepavarmuus (ilmoitetaan prosentteina esim. U =+10 %)

Tykslabin tavoite mittausepavarmuudelle (=suorituskykyvaatimus ), kirjataan sulkuihin lasketun U-arvon
viereen (esim. Tykslab tavoite suorituskywvylle £15 %)

CW(sis) = menetelman sarjan sisdinen variaatiokerroin (%)

Cw{val) = menetelman sarjojen valinen variaatiokerroin (%)

CV(syst) = systemaattisen virheen tuottama epdvarmuus (%)

Kerroin 2 Kaytettaesss kerrointa 2 on analysoitavan aineen pitoisuus epdvarmuusrajojen sisalla noin
95 %:n todenndkdisyydella.

Kuva 5. Mittausepavarmuuden laskeminen. (Tykslab Laatukasikirja. 2020)

Ensin tarvitaan systemaattisen virheen tuottama epavarmuusprosentti, joka on
suhteellinen virheprosentti. (Kuva 1.) Suhteellisten virheprosenttien keskiarvo kerrotaan
kahdella, jolloin tulokseksi saadaan 0,0027. Sarjojen valinen variaatiokerroin saadaan
jakamalla keskihajonnan keskiarvo havaittujen keskiarvojen keskiarvolla, josta saadaan
tulokseksi 0,17, joka kerrotaan kahdella ja siitd saadaan tulokseksi 0,0294. KvantiMOTV
2008 selventaa variaatiokerrointa seuraavasti ”Variaatiokerroin on hajontaluku, joka
suhteuttaa keskihajonnan aineiston keskiarvoon”. Suhteellisen virheprosentin
keskiarvoon lisataan sarjojen valinen variaatiokerroin, jolloin summaksi saadaan 0,0321.
Tasta tuloksesta otetaan nelidjuuri, joka kerrotaan kahdella ja tulokseksi saadaan 0,36.
Nain ollen kaikkien kolmen paneelin MMQCI-validointindytteiden mittausten

mittausepavarmuus on +36%. (Tykslab Laatukasikirja 2020.)
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MMQCI-validointinaytteilld tehtavan toisen osan ajojen mittausepavarmuus laskettiin
tuloksista seuraavasti. (Kuva 3.) Ensin tarvitaan systemaattisen virheen tuottama
epavarmuusprosentti, joka on suhteellinen virheprosentti. Suhteellisten virheprosenttien
keskiarvo kerrotaan kahdella, jolloin tulokseksi saadaan 0,0072. Sarjojen valinen
variaatiokerroin saadaan jakamalla keskihajonnan keskiarvo havaittujen keskiarvojen
keskiarvolla, josta saadaan tulokseksi 0,085, joka kerrotaan kahdella ja siitd saadaan
tulokseksi 0,0072. Suhteellisen virheprosentin keskiarvoon lisatéén sarjojen valinen
variaatiokerroin, jolloin summaksi saadaan 0,0144. Tasta tuloksesta otetaan nelidjuuri,
joka kerrotaan kahdella ja tulokseksi saadaan 0,17. Nain ollen MMQCI-
validointindytteiden toisen osan mittausten mittausepavarmuus on +17%. (Tykslab
Laatukasikirja 2020.)

5.5 Menetelmat

PCR:lla (Polymerace chain reaction) voidaan monistaa DNA:ta ja tiettyd geenialuetta
littmalla siihen haluttuja alukkeita. PCR:n rajoituksena on, etta tutkittava alue ei ole
kovin laaja, eli silla voidaan monistaa pienia mutaatioita ja rakennemuutoksia. Reaktiot
tapahtuvat PCR-laitteessa, johon laitetaan koeputki, jossa on nayte ja halutut alukkeet
Ensin kaksijuosteinen DNA lammitetdan 95 C° eli denaturoidaan, jolloin juosteet irtoavat
toisistaan. Denaturoinnin jalkeen lampdtilaa lasketaan n. 50-60 C°:een, jolloin mukana
olevat alukkeet kiinnittyvat yksijuosteisen DNA:n tutkittavaan alueeseen. Kiinnittymisen
jalkeen lampdtilaa nostetaan 72C°:een, jolloin DNA-Polymeraasi alkaa kopioimaan
juostetta. Tama sykli toistetaan useita kertoja ja lopputuloksena saadaan Vyli
miljoonakertainen maard DNA:ta. Kaanteiskopioijaentsyymin avulla voidaan RNA:sta
tehda cDNA:ta, joka taas voidaan monistaa PCR-menetelmalld. Tata kutsutaan RT-
PCR:ksi. (Horelli-Kuitunen & Orpana 2016.)

PCR:n tulos saadaan, kun nayte pipetoidaan agaroosigeelille, ajetaan ja luetaan siita,
kun taas RT-PCR:da voidaan seurata reaaliaikaisesti fluoresenssimolekyylin avulla
monitorista jokaisen syklin valissa. Fluoresenssimolekyyli voi sitoutua DNA:han tai olla
sitoutuneena alukkeisiin ja koettimiin, jolloin se voidaan havaita, kun DNA:n pitoisuus
nousee. RT-PCR voi olla kvalitatiivista, jolloin merkkiaine joko 16ytyy syklin jalkeen tai
sitten ei. RT-gPCR:ssé eli kvantitatiivisessa PCR:ssa taas voidaan laskea jokaisen syklin
jalkeen kopioiden maara, niihin sitoutuneiden fluoresenssimolekyylien avulla. (Bio-Rad
Laboratories 2006.)
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Nested PCR on muunnelma PCR:st3, joka pitda sisalladn kaksi joukkoa alukkeita
kahteen onnistuneeseen PCR ajoon eli PCR ajetaan kaksi kertaa perakkain. Nested
PCR on yksi herkimmistd PCR menetelmista ja on siksi erittain herkka kontaminaatioille.

(Deepachandi 2019.)

Xpert BCR-ABL ultra -menetelmd kayttdd nested RT-qPCR:4a, joka tapahtuu
tutkimuskasetin sisalla. Kasetin sisalla tapahtuu RNA:n eristys, reverse transcription eli

cDNA valmistus ja nested gPCR. (Cepheid 2021).
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6 POHDINTA

Tama opinnaytetyd sai alkunsa syksylld 2019; aihe tuli Tyksin genomiikan
vastuualuejohtaja, osastonylilddkariin Veli Kairistolta. Aiheeksi valikoitui kroonisen
myelooisen leukemian jaanndstautianalytiikassa kaytettdvan Xpert BCR-ABL Ultra CE-
IVD-menetelman validointi. Aihe oli ajankohtainen, tarked ja se vastasi suoraan
tydeldman tarpeisiin. BCR-ABL jaanndstautianalytiikkaa tehdaan genomiikan osastolla
viikoittain ja tdman wuuden menetelman kayttdéonotto Iyhentdd vastausaikaa

huomattavasti.

Suunnitelman teko piti sisélldan kasitteisiin perehtymista, koska aikaisempaa kokemusta
BCR-ABL fuusiogeenin jaannostautianalytiikasta sekad validoinnista ei tekijalla ollut.
Tiedonhaku ja suunnitelman tekeminen vei paljon aikaa, ja suunnitelma valmistui
kevaalla 2020. Opinnaytetyésuunnitelman tekeminen opetti paljon tilastollisista
menetelmistd seka tiedon etsimisesta ja seulomisesta. Artikkeleiden lukeminen ol
mielenkiintoista, aihe opetti paljon uutta tietoa verisydvista, genetiikasta ja menetelmista,
joita kaytetdan verisairauksien diagnostiikkaan. Xpertin BCR-ABL Ultra CE-IVD-
menetelma on uusi ja haastavaa oli I6ytaa tuoreita Iahteitd suunnitelmaan ja raporttiin.
Mittausepavarmuuden selittdminen osoittautui vaikeaksi ja siihen liittyvat viitteet oli myos
haastava l6ytaa, koska jokainen artikkeli kertoi hieman eri kaavan laskea. Opinnaytetyon
kaytdnndn toteutus alkoi genomiikan osastolla toukokuussa 2020, ja se valmistui
toukokuun 2020 aikana. Kaytannon toteutuksessa ei ilmennyt haasteita, kaikki sujui
erittdin hyvin. Kiitos siitd sairaalageneetikko Mirkka Montoselle, joka suunnitteli
verifioinnin ja toteutuksen aikataulun sekad auttoi tilastollisten menetelmien kanssa.
Tulokset olivat hyvid laitevalmistajan validointinaytteistd seka rinnakkain ajetuista
potilasnaytteista ja uusi menetelma otettiin kayttoén Tyksin genomiikan osastolla
heindkuussa 2020.

Syksylla 2020 sopimuspaperit allekirjoitettin ja raportin kirjoittaminen alkoi.
Suunnitelman ja raportin kirjoittaminen oli hieman raskasta, koska samaan aikaan oli
muita opintoja ja t6ita. Opinnaytetydn tekeminen oli prosessina erittain mielenkiintoinen
ja opetti paljon tutkimuksen tekemisesta prosessin aikana luetuista artikkeleista seka

oppimateriaaleista. Tutkimuksissa kaytettaviin menetelmiin seka tilastollisiin menetelmiin
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tutustuminen oli mielenkiintoista ja hyodyllista, ajatellen mahdollisia tulevia opintoja ja
ammatin vaatimaa perehtymistd uusiin tutkimusartikkeleihin. Opinnaytetyd vastasi
suoraan tyéelaman tarpeisiin ja oli nain ollen mielekas seka hyddyllinen. Opinnaytetytn
tekeminen oli ammatillisesti kasvattavaa ja syventavaa, josta on varmasti hyotya
tulevaisuudessa bioanalyytikkona toimiessa.
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