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Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) on entsyymi, joka liittyy maksasolujen sisalla olevien ent-
syymien aineenvaihduntaan. Maksasolujen lisaksi entsyymia esiintyy pienina pitoisuuksina
my6s muissa kudoksissa kuten lihakset, keuhkot, sydan ja munuaiset. Maksavauriossa
ALAT-entsyymit vapautuvat vaurioituneista maksasoluista verenkiertoon ja aiheuttaa aktii-
visuuden nousun, joka voidaan mitata veren plasmasta. Tutkimusta kaytetaan ensisijaisesti

maksasoluvaurion tai -tulehduksen diagnostiikassa.

Taman opinnaytetyon tarkoitus oli selvittdd Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) entsyymin sai-
lyvyys pakkasessa —20° C ja —70° C eripituisia sailytysaikoja seka verrata saatuja tuloksia

toisiinsa.

Tutkimuksessa kaytettiin maarallista eli kvantitatiivista tutkimusmenetelmaa, jolla saatiin nu-
meraalista tietoa tuloksista eri sailytysajoista seka sailytyslampdétilojen vaikutuksesta ALAT-
pitoisuuteen. Tilastointiohjelmia hyédyntaen tutkimustulokset tallennettiin ja niitd pystyttiin
vertailemaan. Tuloksista pystyttiin havainnoimaan kuinka eroavaisuus tuli esille —20° C ja —

70° C olevien naytteiden sailytyksessa.

Opinnaytety0 toteutettiin kokonaisuudessaan HUS diagnostiikkakeskuksen Meilahden au-
tomaatiolaboratoriossa. Opinnaytetyota varten kerattin HUS Helsingin ja Uudenmaan yli-
opistollisen sairaalan potilaista otettuja ylijagaméaplasmanaytteita litium-hepariiniputkiin.
Otokseen valittiin korkeita seka matalia ALAT-arvoja sisaltavia naytteita, jotta tuloksia voitiin
vertailla laajalla tulosasteikolla. Tutkimukseen kerattiin 62 yljaamanaytetta, joista saatiin yh-

distettyd 31 kappaletta eri tasoltaan olevia pooleja.

Avainsanat Alaniiniaminotransferaasi (ALAT)



Abstract

Author Milka Tiljander, Tiia Makela
Title ALAT enzyme sample shelf-life
Number of Pages 27 pages + 1 appendices
Date 6 April 2022
Degree Biomedical Laboratory Scientist
Degree Programme Biomedical Laboratory Science
Instructors Heidi Malava, Lecturer
Pipsa Kulovesi, Specializing Clinical Chemist

Alamine transaminase (ALAT) is an enzyme, which connects to the enzymes inside liver
cells metabolism. In Addition to liver cells these enzymes are also present in small quantities
in other tissues such as muscles, lungs, heart, and kidneys. In Liver damage ALAT-enzymes
are released by damaged liver cells into blood circulation which can be measured in blood

plasm. This project can be used primarily in liver cell damage or infection diagnosis.

The purpose of this thesis is to find out whether the ALAT enzyme shelf-life while stored
frozen at —20° C and —70° C differ from each other at different time points.

Quantitative research method was used in this, in which numerical data on the results of
different storage times and the effect of storage temperatures on the ALAT-quantity was
obtained. Using statistical programs, the study results were saved, and they could be com-
pared. The results were able to detect, how the difference emerged at -20° C and —70° C

during sample storage

The thesis was completed in its entirety at the Meilahti automation laboratory of the HUS
diagnostic center. Surplus plasma samples taken into lithium heparin tubes were used for
this study. 62 surplus samples were collected of which 31 pools of different levels were

combined.

Keywords Alamine transaminase (ALAT)
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1 Johdanto

Terveydenhuollon rakenteelliset muutokset Suomessa ovat johtaneet myds laboratorio-
toiminnan yhdistymiseen alueellisiksi keskuksiksi erillisten laboratorioyksikéiden sijaan.
Yhdistamisella haetaan saastéja automaation, toiminnan ja massatuotannon tehostami-
sella ja kapasiteetin kayton parantamisella. Julkiset toimijat haluavat luoda isoja toimi-
joita kustannus syiden liséksi vastatakseen kansainvalisten yhtididen luomaan kustan-
nuspaineeseen. (Schénberg 2019.) Keskuslaboratoriot kuljettavat naytteitd pitkia mat-
koja jopa Keski-Eurooppaan saakka. Suuri osa laboratorionaytteista kestaa hyvin kuljet-
tamista ja sen aiheuttamaa viivetta analyysin aloittamisessa. Naytteiden kuljetukseen
kuluva aika on vain osa ajasta, joka kuluu ndytteenotosta analysointiin. Tarkea osa ket-
jussa on myos aika, joka kuluu ennen kuin nayte lahtee kuljetukseen seka kuinka nope-
asti se analysoidaan keskuslaboratoriossa. (Aalto 2019.)

Kuljetuksen lisaksi naytteita sailytetdén erilaisiin tarkoituksiin. Sailytys voi olla lyhyt- tai
pitkédkestoista. Laboratorio seuraa naytteiden sailytykseen seka kuljetukseen ja sita
kautta naytteen tulostasoon vaikuttavia tarkeita tekijoitd, kuten kuluva kuljetukseen aika
ja kuljetus- ja sailytysolosuhteet kuten esimerkiksi lampdtila. Tutkimustiede kehittyy koko
ajan uusien teknologioiden ja uusien standardien myo6td. Usein naytteet keratadan ja niita
sdilytetaan pitkan ajan ennen kayttéa. Biopankkiin kerattyja naytteita kaytetaan mm. ter-
veydenhuollon laadun parantamiseen ja viiterajojen rakentamiseen. (Grankvist & Gomez
& Nybo & Lima-Oliveira & Von Meyer 2018; Tuck ym. 2010.)

Eri lampdtilojen vaikutusta sailyvyyteen on tehty monia tutkimuksia. Tutkimuksista saatu
tieto ja tulokset alaniiniaminotransferaasi (ALAT) entsyymin sailyvyydesta ovat osittain
ristiriitaisia. (Shimizu & Ichihara 2019.) Taman opinnaytetytn tavoitteena oli selvittaa ala-
niiniaminotransferaasi (ALAT) entsyymin sailyvyys pakkasessa —20° C ja —70° C eripi-
tuisia sailytysaikoja seké verrata saatuja tuloksia toisiinsa. Tutkimustulosten raportointi
perustuu EFML (European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine)
antamiin suosituksiin laboratorioiden ulkoiselle laadunarvioinnille. ALAT-mittauksien va-
lisiksi eroiksi EFML suosittaa 10,1 % rajaa. (European Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine (EFLM).

Tutkimus keskittyy ALAT-pitoisuuteen litium-hepariiniplasmassa, koska tutkimuksen ti-
laajana toimiva Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiiri HUSLAB kayttaa tutkimusma-

teriaalina plasmaa eika seerumia.



2 Alaniiniaminotransferaasi-entsyymi (ALAT)

Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) on entsyymi, joka liittyy maksasolujen sisélla olevien
entsyymien aineenvaihduntaan. Maksasolujen lisaksi entsyymia esiintyy myds pienina
pitoisuuksina myds muissa kudoksissa kuten lihakset, keuhkot, sydan ja munuaiset.
ALAT aktiivisuus maksasoluissa on noin 3000 kertaa korkeampi kuin veren seerumin
ALAT aktiivisuus. (Liu & Que & Xu & Peng 2014.) Maksavauriossa ALAT-entsyymit va-
pautuvat vaurioituneista maksasoluista verenkiertoon ja aiheuttaa aktiivisuuden nousun,
joka voidaan mitata veren plasmasta tai seerumista. Tutkimusta kaytetaan ensisijaisesti
maksasoluvaurion tai -tulehduksen diagnostiikassa. (Alaniiniaminotransferaasi (P-
ALAT). 2021.) Yleisia syitéa ALAT-pitoisuuden nousuun ovat lihavuus ja siita johtuva ras-
vamaksa seké jatkuva runsas alkoholin kayttd. Hepatiittivirukset voivat myods nostaa ve-
ren ALAT-pitoisuutta taudin eri vaiheissa. ALAT-pitoisuus voi nousta myds ilman mak-
savauriota. Nousun voi aiheuttaa esimerkiksi verenmyrkytys, keuhkoinfarkti, lihassairau-
det, sydamen tai munuaisten vajaatoiminta. (Nykopp 2015.)

ALAT-pitoisuuden maaritys kuuluu sairaanhoidossa useimpiin rutiininomaisesti otettaviin
laboratoriotutkimuksiin. Esimerkiksi Helsingin ja Uudenmaan Sairaanhoitopiirin labora-
torio HUSLAB:ssa tehdaan vuosittain noin 650 000 ALAT-maaritysta. (Jokelainen 2016.)
Aikaisemmin laboratoriotutkimuksissa materiaalina kaytettiin lahinna veren seerumia,
mutta nykyadn automaation myoéta tutkimuksista suurin osa maaritetaan plasmasta,
koska se soveltuu muun muassa paremmin automaatiolaitteiden vaylastdihin (Tapola
2004: 25; Veritutkimukset ja veren aineosat 2022).

2.1 Nayte ALAT-entsyymin maaritykseen

ALAT-entsyymin pitoisuus voidaan méaarittdd veren seerumista tai plasmasta (Alanine
Aminotransferase P5P (ALTPLc)). Yleisesti laboratorioiden kayttama tutkimusmateriaali
ALAT- entsyymin maarityksessa on litium-hepariiniplasma (Huslab ohjekirja 2021). Ve-
ren tilavuudesta 55 % on plasmaa. Plasma on veren nesteméainen osa ilman verisoluja
(punasolut, valkosolut ja trombosyytit). Plasmasta sisaltdd 90 % vetta ja loppu 10 % mm.
happea, hiilidioksidia, hormoneita, kuona-aineita ja plasmaproteiineja kuten fibrino-
geeneja eli hyytymistekijoitd kun taas seerumissa ei ole verisolujen lisaksi hyytymisteki-
joita (Mathew & Sankar & Varacallo 2021, Veri. Peda oppimateriaalit). Plasmanayte ote-
taan ja sekoitetaan putkessa, joka sisdltaa antikoagulanttia eli hyytymisenestoainetta,
joka ALAT-entsyymin maarityksessa on litiumhepariini. Nayteputki tulee tayttdd nayt-
teenotossa tarpeeksi tayteen ja sekoittaa hyvin, jotta veren ja antikoagulantin suhde on

optimaalinen. (Tuck ym. 2010.)



Plasman hyétyja seerumiin nahden on hyytymisen aiheuttamien hairididen ehkaisy seka
analyysiajan saastd. Plasmanéayte voidaan sentrifugoida eli erottaa verisolut plasmasta
heti naytteenoton jalkeen, kun taas seeruminaytteen hyytymiselle tulee antaa 30—60 mi-
nuuttia aikaa ennen sentrifugointia. Seeruminaytteissa, joiden hyytymisenesto on huono,
voi hyytymien muodostuminen jatkua sentrifugoinnin jalkeen tai riittamatén hyytyman

muodostuminen fibriinijadnnoksilla voi tukkia naytteenottopipetin. (Tuck ym. 2010).

2.2 Maaritysmenetelma

ALAT on entsyymi, joka koostuu 496 aminohaposta. ALAT-entsyymi katalysoi aminoryh-
mien siirtymista L-alaniinista a-ketoglutaraattiin. Tasta aineenvaihduntareaktiosta syntyy
lopputuotteena L-glutamaattia ja pyruvaattia (Kuvio 1). Reaktiossa tarvitaan koentsyy-
mina pyridoksaalifosfaattia. (Liu & Que & Xu & Peng 2014.)

NH» HOOC 0 HOOC NH» 0]
S . e U A |
L-alanine a-Ketoglutarate L-glutamate Pyruvate

Kuvio 1. ALAT-entsyymin katalysoima aminohappoaineenvaihduntareaktio (Liu & Que & Xu &
Peng 2014).

ALAT-entsyymin aktiivisuutta mitataan plasmasta entsyymiaktiivisuus maarityksella.
Entsyymi reagoi aina tietyn rakenteen omaavan substraatin kanssa. Substraattia pitaa
olla suuri maara, jotta reaktiossa voidaan mitata entsyymin maaraa mittaamalla absor-
banssin eli valon imeytymisen muutosta véliaineessa tietylla aallonpituudella. (Akerman
& Jokela 2010: 47-48, 67-69.) Maaritysmenetelma on fotometrinen, IFCC:n (Interna-
tional Federation of Clinical Chemistry and laboratory Medicine) suosituksen mukaan
(Huslab ohjekirja 2021).

Naytteen laatu on tarkea osa luotettavan laboratoriotuloksen saamiseksi. Hemoglobiinin
(H), bilirubiini (1) lipidien (L) korkeat pitoisuudet ndytteessé voivat heikentdd naytteen
laatua, aiheuttaa analyyttista harhaa ja hairita fotometristd mittausta. Naiden naytteen
laatua héairitsevien aineiden pitoisuus eli HIL-indeksi voidaan mitata analysaattorin teke-
malla maarityksella. Usein kuitenkin hemoglobiinin, bilirubiinin ja lipidien tunnistaminen
seerumista tai plasmasta suoritetaan silmamaaraisella tarkistuksella. HIL indeksit ovat

tarke& osa laadunvarmistusta. (Lippi 2018.) Hemolyysi aiheuttaa naytteessa ALAT-pitoi-



suuden nousun, mutta-maaritysta ei hairitse hemolyysi (Hemoglobiini), ikteerisyys (bili-
rubiini) tai lipemia (lipidit) jos HIL-indeksi on < 10 %. (Alanine Aminotransferase P5P
(ALTPLc); (Vita laboratoriokasikirja 2021.)

2.3 Viitealueet

ALAT-pitoisuus on normaali, kun se on pienempi kuin viitealueen ylaraja. ALAT-entsyy-
min viitealueet ovat ldhes yhdenmukaiset eri laboratorio tutkimusohjekirjojen mukaan
seka seerumin etta plasman kohdalla. Useimmissa laboratorioiden tutkimusohjekirjoissa
viitealueet ovat: Lapset, 0-16 v, alle 40, U/l, Miehet, alkaen 17 v, alle 50, U/I, Naiset,
alkaen 17 v, alle 35, U/l. (Huslab ohjekirja 2021; Vita laboratoriokasikirja 2021.) Nordlab
laboratorioiden 17-vuotiaiden tyttdjen viiteraja on hieman korkeampi 40 U/l (Nordlab
2017). Synlab laboratorioiden tutkimusohjekirjassa lasten viitealueita ei ole méaaritelty
(Synlab).

Taulukko 1. ALAT-entsyymin viitealueet eri laboratoriossa (Huslab ohjekirja 2021.) (Synlab.) (Vita
laboratoriokasikirja 2021.) (Nordlab 2017.)

Laboratorio Alat- viitealue

Naiset, alkaen | Miehet, alkaen | Lapset 0-16 v.

17 v. 17 v.
Vita-laboratoriot <35Ul <50 U/l Alle 40 U/I
HUSIab < 35U/ <50 U/l Alle 40 U/I
Nordlab < 35U/ <50 U/l Lapset 0-16 v. alle

40 U/l

Pojat 17 v. 10-50
u/l

Tytot 17 v. 10-40
u/l

Synlab <35 U/l <50 U/l -




3 Naytteen sailytys

Laboratorio tutkimusprosessiin siséltyy kolme erilaista vaihetta. Preanalyyttinen vaihe
pitda sisallaén tutkimuslahetteen, potilaan esivalmistelun ja naytteenoton, naytteen esi-
kasittelyn, kuljetuksen ja sdilytyksen. Analyyttinen vaihe siséltaa naytteen analysoinnin
ja siihen liittyvan laadun varmistuksen. Postanalyyttiseen vaiheeseen kuuluu tulosten
tarkastelu ja hyvaksyminen. Yleisin syy virheellisiin laboratorioanalyysin tuloksiin johtuu
virheista preanalyyttisessé vaiheessa. (Grankvist ym. 2018.) Ihmisen verinayte on biolo-
gista ainetta, jossa tapahtuu aineenvaihduntareaktioita myos kehon ulkopuolella. Nayt-
teessa tapahtuvat muutokset pyritddn pysayttamaan ja minimoimaan kasittelemalla
nayte oikein, sailyttamaan ja kuljettamaan se sellaisena kuin se oli naytteenottohetkella
elimistdsséa naytteen analysoimiseen saakka. (Matikainen & Miettinen & Wasstrom 2016:
42-43))

Laitevalmistaja Siemens healthineers Atellica® Solution —analysaattori menetelmé&oh-
jeen mukaan ALAT-madrityksessa eroteltu plasma tai seerumi nayte voidaan sailyttaa
enintddn 7 vuorokauden ajan 2—8° C lampdtilassa tai 30 paivaa pakastettuna -20° C
(Alanine Aminotransferase P5P (ALTPLCc)).

Useat tutkimusraportit osoittavat ALAT-entsyymin sailyvyyden olevan epavakaa lyhytai-
kaisessa sailytyksessa huoneenlammaossa ja jadkaappilampdtilassa 4° C. Pitkaaikais-
sailytyksesta -20° C:ssa, -25° C:ssa ja -30° C:ssa useimmat tutkimukset osoittivat ALAT-

entsyymin asteittaisen laskun 28—-90 paivan aikana. (Shimizu & Ichihara 2019.)

Shimizun ja Ichiharan (2019) tekema tutkimus oli ensimmainen, jossa arvioitiin seerumin
biokemiallisten aineiden vakautta kuudessa eri lampdtilassa samanaikaisesti. Seitseman
seeruminaytettd sailytettiin 25° C, 4° C, 0° C, -10° C, -20° C ja -30° C lampdtilassa ja
analysoitiin paivind 1, 3, 7, 14, 28 ja 56. Tutkimuksen tuloksista selvisi, ettd ALAT-ent-
syymi oli erittdin epavakaa varsinkin seitsemannesta paivasta eteenpdin, mutta sen sta-
biilisuus parani huomattavasti, kun naytetta sailytettiin -30° C:ssa. Tutkimuksessa kui-
tenkin huomattiin, ettd ALAT-aktiivisuus oli melko vakaa 4° C:ssa 14 paivaan saakka.
(Shimizu & Ichihara 2019.)

Turkkilaiset Cuhadar, Koseoglu, Atay ja Dirican (2013) tutkivat 15 potilaan seerumi nayt-
teista 17 eri kliinisen kemian analyyttejd, kun naytteet sailytettiin -20° C jaettuna A ja B
ryhmaan. Lahtotason mittauksen jalkeen naytteet sailytettiin -20° C kokeen ajan. A

ryhma pidettiin jAddytettyna yksi, kaksi ja kolme kuukautta, jonka jalkeen analysoitiin nii-



den stabiilisuus. Ryhma B koostui yhdestd kymmeneen kertaan jaadytys- ja sulatusjak-
soja. Tuloksia verrattiin lahtétilanteen pitoisuuksiin. Alaniiniaminotransferaasin (ALAT)
tulokset olivat vakaat kaikissa olosuhteissa seerumissa 3 kuukauden jalkeen, jopa 10

kerran jaadytys-sulatusjakson. (Cuhadar & Koseoglu & Atay & Dirican 2013.)

Cray, Rodriguez, Zaias ja Altaman (2009) tutkivat varastointilampdétilan ja ajan vaikutuk-
sia rottien seerumin Kliinisiin biokemiallisiin analyyseihin. Tassa tutkimuksessa arvioitiin
17 eri entsyymin pitoisuutta rotan seerumissa jadhdytyksen aikana 4 ° C:ssa ja pitkaai-
kaisessa varastoinnissa -20° C:ssa ja -70° C:ssa. Naytteet analysoitiin ensimmaisen pai-
van 0-nayteen jalkeen 7 pv, 30 pv, 90 pv ja vuoden (360 pv) kohdalla. Tutkimuksen tu-
loksena oli seitsemén vuorokauden kuluttua jaéadytyksesta, ettd useat pitoisuudet 0soit-
tivat pienia muutoksia, mutta merkittavia muutoksia ei havaittu naytteissa, jotka oli jaa-
dytetty -20° C tai -70 asteessa. Rotan seerumi naytteiden pitkaaikainen yli seitseman
vuorokauden jaadyttaminen -20° C: n pakastimessa johti taas moniin muutoksiin pitoi-
suuksissa. Nama muutokset voivat liittyd korkeampaan lampétilaan (suhteessa -70° C).
Alaniiniaminotransferaasi osoitti varhaisia merkittavid laskuja 90 paivan kuluttua. 360
paivan kohdalla alaniiniaminotransferaasi aktiivisuus oli laskenut 54 % kun sita oli saily-
tetty -20° C asteessa. Rotan seeruminaytteiden jaadyttaminen -70° C:ssa johti vain va-
haisiin muutoksiin pitoisuuksissa, ja muutokset olivat alle 10 % jopa 360 paivan sailytyk-
sen jalkeen. TAma havainto on tutkimuksen mukaan yhdenmukainen ihmiskirjallisuuden
kanssa. (Cray & Rodeiquez & Zaias & Altman 2009.)

Vuonna 2019 julkaistussa katsauksessa Stevens, Hoover, Wang ja Zanetti tekivét yh-
teenvedon Pubmed ja EMBASE tietokannoissa julkaistuista tutkimuksista, joissa tutkittiin
erilaisten esianalyyttisten tekijdéiden vaikutuksia ihmisen plasman ja seerumin aineen-
vaihduntaan. Plasmanaytteet nayttavat sietdvan paremmin lyhyita viiveita naytteen ka-
sittelyssa kuin seeruminaytteet. Seeruminaytteet voivat tarjota suuremman herkkyyden.
Useimpiin aineenvaihduntatuotteisiin eivat vaikuta viiveet, kun sailytysaika ennen analy-
sointia on pienempi kuin 2 tuntia huoneenlammossa ja jopa 24 tuntia 0-4° C:ssa. Saily-
tys pakastettuna -80° C:ssa enintdaan 30 kuukautta ei vaikuta aineenvaihduntatuotteisiin.
Havainnot siitd, mika naytemateriaali tarjoaa paremman toistettavuuden, ovat katsauk-

sen mukaan ristiriitaisia. (Stevens & Hoover & Wang & Zanetti 2019.)



4 Tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on tutkia ja selvittdd, onko sailytysajan pituudella
ennen naytteen analysointia merkitysta saatuihin analyysituloksiin, kun naytteita sailyte-
taan pakastettuina —20° C ja—70° C eripituisia aikoja. Tutkimuksen tavoitteena on saada
tuloksia, joita voidaan hyddyntééa laboratorion toiminnassa, myéhemmissa tutkimuksissa
ja ALAT- analyysiohjeissa sekd naytteiden sailyvyyden seka kuljetuksen arvioinnissa.
Taman opinnaytetyon tilaajan mukaan epadilysta on, etta pitkaén sailytettyjen naytteiden
tulokset eivat valttamatta ole luotettavia ja ALAT-entsyymi on osoittautunut tdssa haas-
tavaksi. Tutkimuksen tuloksia voidaan hyoddyntaa siihen, kuinka voidaan arvioida saily-
tettyjen naytteiden tulosten luotettavuutta.

Tutkimuskysymykset ovat:

Eroavatko —20° C ja —70° C asteessa séilytettyjen ALAT-naytteiden pitoisuudet vertailu-
naytteesta (nollanayte, huoneenlampo).

Milla tavalla litiumhepariiniplasman ALAT-pitoisuudet eroavat vertailundytteesta saatui-

hin tuloksiin?

Milloin sailytetty nayte ei ole enaa luotettavasti analysointikelpoinen? Vaikuttaako saily-

tysaika?

5 Opinnaytetydn menetelmat

5.1 Menetelmélliset Iahtokohdat

Tutkimuksessa kaytettiin maarallista eli kvantitatiivista tutkimusmenetelmaa, koska ta-
voitteena oli saada numeerisia tuloksia eri séilytysaikojen ja sailytyslampdatilojen vaiku-
tuksesta ALAT- pitoisuuteen. Tutkimus kohdentui eri muuttujien mittaamiseen ja niiden
valisten yhteyksien tarkasteluun ja raportointiin tilastollisia menetelmia hyodyntaen.

5.2 Aineiston keruu

Tutkimus kohdistui maksan toimintaan liittyvan alaniiniaminotransferaasi (ALAT) entsyy-

min mittaamiseen. Muuttuuko analyytin tulostaso, jos naytetta sailytetdaan eri lampoti-



loissa eripituisia aikoja. Tutkimusaineistona kaytettiin HUS Helsingin ja Uudenmaan yli-
opistollisen sairaalan potilaista litium-hepariiniputkiin otettuja ylijaama plasmanaytteita.
Otokseen valittiin korkeita sek& matalia ALAT-pitoisuuksia sisaltavia naytteitd, jotta tu-

loksia voitiin vertailla laajalla tulosasteikolla.

Naytteiden keraaminen toteutui Meilahden HUSLAB kliinisen kemian laboratoriossa,
jossa laboratorion henkilokunta kasitteli ndytteet ennen analysointia. Naytteista analy-
soitiin ensiksi pyydetyt potilastutkimukset. Potilastulosten valmistuttua kerattiin ylijaama
naytteet talteen opinnéytetydn ohjaajan erikoistuvan kemistin kanssa. Naytteiden keraa-
minen, analysointi ja pakastaminen aloitettin maanantaina 28. Helmikuuta 2022. Nayt-
teenotto oli tapahtunut edellisen illan / yon aikana laboratoriohoitajien ottamina.

Opinnaytetyota varten valittiin 62 eritasoista ylijaama naytetta litium-hepariiniplasmaa.
Naytteiden ensimmaisena analysointipdivana plasmanaytteet yhdistettiin niin kutsutuiksi
pooleiksi. Yhteen pooliin yhdistettiin kaksi suurin piirtein samantasoista ALAT-entsyymi-
naytettd. Eri tulostasoisia pooleja tehtiin yhteensa 31 kappaletta. Minimi nayteméaara yh-
teen pooliin oli yhteensa 2,4 ml. Jokainen pooli jaettiin kahteentoista osaan. Kuusi ep-
pendorf-putkea edusti —20° C ja toiset kuusi eppendorf-putkea edusti -70° C. Jokaiseen
eppendorf-putkeen siirrettiin vahintdan 200 ul plasmaa. Kaikkiin eppendorf-putkiin mer-
kittiin taman jalkeen poolin sailytysaste (-20, -70), aakkonen, joka edusti aikaa A, (O-
nayte), B (24 h), C (1 vko), D (2 vko), E (1 kuukausi), F (1 vuosi) seka poolin numero 1-
31.

Taulukko 2. Tutkimusasetelma.

Plasmojen yhdistdminen ----> Poolit numeroidaan 1-31

Eppendorf-putket ----> Numeroidaan 1-31, aakkostetaan A-F, aste -20° C & -70° C

Poolin plasma jaetaan eppendorf-putkiin ----> Naytettd 200 ul/putki

Pooli 1A: Analysoidaan naytteenkerayspaivana ----> 0-nayte (vertailunayte)

Pooli 1B: Pakastetaan -20° C ----> Analysoidaan 24 h kuluttua




Pakastetaan -70° C ----> Analysoidaan 24 h kuluttua

Pooli 1C: Pakastetaan -20° C ----> Analysoidaan 1 viikon kuluttua

Pakastetaan -70° C ----> Analysoidaan 1 viikon kuluttua

Pooli 1D: Pakastetaan -20° C ----> Analysoidaan 2 viikon kuluttua

Pakastetaan -70° C ----> Analysoidaan 2 viikon kuluttua

Pooli 1E: Pakastetaan -20° C ----> Analysoidaan 1 kuukauden kuluttua

Pakastetaan -70° C ----> Analysoidaan 1 kuukauden kuluttua

Pooli 1F: Pakastetaan -20° C ----> Analysoidaan 1 vuoden kuluttua

Pakastetaan -70° C ----> Analysoidaan 1 vuoden kuluttua

5.3 Naytteiden analysointi

Naytteet analysoitin HUSLAB Meilahden kliinisen kemian Siemens Atellica-analysaatto-
rilla. Laitteen ALAT-entsyymin mittausalue on 9,0-1000 U/I. Tutkimuksen ensimmaéisena
paivana naytteiden kasittelyn ja eppendorf putkiin erottelun jalkeen analysoitiin ensim-
maiset A-naytteet (0-nayte). Taman jalkeen muut erotellut ja merkityt plasmanéaytteet
pakastettiin. Viisi eppendorf-putkea jokaista poolia pakastettiin — 20° C pakkaseen ja viisi
eppendorf-putkea — 70° C pakkaseen. Seuraava analysointi tapahtui seuraavana pai-
vana, jolloin analysoitiin B-naytteet (24 h). C-naytteet (1 vko) analysoitiin viikon kuluttua,
D-naytteet (2 vko) analysoitiin kahden viikon kuluttua ja E-naytteet (1 kk) analysoitiin
yhden kuukauden kuluttua. F-naytteet (1 vuoden) jaivat pakastimeen sailytettaviksi ja ne

analysoidaan vuoden kuluttua tutkimuksen toimeksiantajan tutkimusryhméan puolesta.

Analysointipaivina naytteet otettiin sailytyksesta tunti aikaisemmin huoneenlampé6n su-
lamaan. Taman jalkeen naytteet sekoitettiin vortex-sekoittajalla yksitellen ja siirrettiin ep-
pendorf putkista Siemens Atellica laitteelle soveltuviin nayteputkiin, joihin tulostettiin vii-
vakooditarrat. Naytteet sentrifugoitiin 2500 g x 10 minuuttia Megafuge 16R-sentrifugilla.
Taman jalkeen naytteet analysoitiin valittbmasti Siemens Atellica® Solution -analysaat-

torilla.
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5.4 Aineiston analysointimenetelmat

Opinnaytetytssa mitattin ALAT-entsyymin pitoisuutta 31 litium-hepariiniplasma nayte
poolista. Analysoidessa naytteita, niista kerdéntyi numeraalista tietoa, joka keratiin tal-
teen Siemens Atellica®-laitteen muistista. Tilastointiohjelmia hyddyntden saadut tulokset
tallennettiin taulukoiksi. Tutkimusaineisto analysoitiin Excel Microsoft taulukkolaskenta
ohjelmalla. Tutkimustuloksista saatua tietoa esitetaan tilastollisina tunnuslukuina, tauluk-

koina, kuvioina ja kirjallisesti.

Suhteellinen eroprosentti kertoo, kuinka paljon prosentuaalisesti pitoisuuksien kesken
esiintyy muutosta. Naméa muutokset ilmaistaan % lukuna. Naista muutoksista lasketaan
keskiarvo, jolla voidaan osoittaa suhteellisista muutoksista keskiarvo laskemalla % luvut

yhteen ja jakamalla ne laskettavalle ndytemaaralle.

Matalin ALAT-pitoisuuden maara naytepoolissa oli 12 U/l ja korkein 829,6 U/l. Osassa
tutkimusnaytteista oli ALAT-pitoisuuden maara laskenut sailytyksen jalkeen alle mittaus-

alueen <9 U/I, jolloin ero % olisi todellisuudessa ollut hieman korkeampi.

6 Tulokset

Tutkimukseen valittiin korkeita sekd matalia ALAT-pitoisuudeltaan sisaltavid naytteita,
jotta tuloksia voitiin vertailla laajalla tulosasteikolla. Tutkimuksen litium-hepariiniplasma
naytteistd yhdistetyt 31 poolia jaettiin kolmeen eri tulostasoluokkaan viitealueiden mu-
kaan. Laboratorio tutkimusohjekirjojen normaalin viitealueen < 50 U/l sisalla olevia poo-
leja oli yhteensa 10 kappaletta (Huslab ohjekirja 2021). Korkealla viitealueella 58,9-192
U/l olevia pooleja 13 kappaletta ja erittdin korkealla viitealueella 235,1-829,6 U/l olevia

pooleja yhteensa 8 kappaletta.

6.1 Normaalilla viitealueella olevien ALAT-naytteiden sailyvyys

Taulukko 3 siséltéa normaalilla viitealueella (<50 U/l) olevien 10 poolin analysoinnin tu-
lokset, kun naytteita on sailytetty -20° C eripituisia aikoja. Pystysarake kertoo analysointi
ajankohdan A (0-nayte), B (24 h), C (1 vk) D (2 vk) ja E (1 kk) sek&a ALAT-entsyymin
pitoisuuden. Ero % kertoo, kuinka paljon ALAT-entsyymin pitoisuus on muuttunut suh-

teessa alkuperaiseen A 0-naytteeseen. Tutkimustuloksissa havaitaan suurta ALAT-pi-
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toisuuden laskua 24 h, 1 vk, 2 vk ja 1 kk kohdalla (ero % 1-70,3). Pooleissa 1-3 havai-
taan pitoisuuden laskevan alle mittausalueen 9 U/l vuorokauden (24 h) ja 1 vk kohdalla

seka pooleissa 4-5 yhden kuukauden (1 kk) kohdalla.

Taulukko 3. Normaalilla viitealueella olevat pitoisuusarvot seka suhteellinen ero % saaduista tu-

loksista ALAT-entsyymin -20° C sailyvyydesta.

Pooli A B c D E
200 C oh o h B ero % 1 vko Cero% 2 ko Dero % 1 kk E ero %
1 13,1 9,6 26,7 % <9,0 31,3 % <9,0 31,3% <9,0 31,3 %
2 12,0 <9,0 25,0 % <9,0 25,0 % <9,0 25,0 % <9,0 25,0 %
3 16,0 11,9 25,6 % <9,0 43,8 % <9,0 43,8 % <9,0 43,8 %
4 251 16,5 343 % 13,3 47,0 % 16,6 33,9 % <9,0 64,1 %
5 30,3 19,1 37,0% 12,4 59,1 % 17,2 43,2 % <9,0 70,3 %
6 30,1 21,0 30,2 % 15,9 472 % 22,7 24,6 % 13,6 54,8 %
7 39,0 16,7 57,2% 24,4 37,4 % 25,4 34,9 % 22,4 42,6 %
8 41,3 38,3 73% 18,2 55,9 % 30,7 25,7 % 28,3 31L5%
9 41,9 41,5 1,0% 35,9 14,3 % 19,9 52,5 % 23,9 43,0 %
10 50,3 25,7 48,9 % 21,9 56,5 % 31,4 37,6 % 32,1 36,2 %

Pistediagrammi kuvaa taulukon 3 normaalilla viitealueella olevien poolien 1-10 ALAT-
entsyymi pitoisuuden muutosta yhden kuukauden aikana sailyttaessa naytteita -20° C
(kuvio 2).
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Kuvio 2. Normaalilla viitealueella (<50 Ul/l) olevien naytteiden ALAT-pitoisuudet eri tutkimusajan-

kohtina mitattuina sailyttdessa naytteita -20° C.
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Taulukko 4 sisaltdd normaalilla viitealueella (<50 U/I) olevien 10 poolin analysoinnin tu-
lokset, kun naytteita on sailytetty -70° C eripituisia aikoja. Pystysarake kertoo analysointi
ajankohdan A (0-nayte), B (24 h), C (1 vk) D (2 vk) ja E (1 kk) sekd ALAT-entsyymin
pitoisuuden. Ero % kertoo, kuinka paljon ALAT-entsyymin pitoisuus on muuttunut suh-
teessa alkuperadiseen A 0-naytteeseen. Tuloksista voidaan havaita pientd ALAT-pitoi-
suuden laskua ja nousua 24 h, 1 vk, 2 vk ja 1 kk kohdalla. Poolissa 2 havaitaan selkea

poikkeama ero % tuloksissa 24 h ja 1 vk ajankohdassa.

Taulukko 4. Normaalilla viitealueella olevat pitoisuusarvot ja suhteellinen ero % saaduista tulok-
sista ALAT-entsyymin -70° C sailyvyydesta.

Pooli A B C D E

700 ¢ oh sah B ero % 1vko Cero% 2 vko D ero % 1Kk Eero%
1 13,1 12,5 4,6 % 13,8 -5,3% 13,0 0,8 % 12,9 1,5%
2 12,0 14,9 -24,2 % 14,6 -21,7 % 11,6 3,3% 12,1 -0,8 %
3 16,0 16,0 0,0 % 17,0 -6,3 % 16,2 -1,3% 16,0 0,0 %
4 251 25,0 0.4 % 25,6 -2,0% 24,8 1.2% 25,7 -2,4 %
5 30,3 28,1 7,3% 29,7 2,0% 28,5 5,9 % 28,3 6,6 %
6 30,1 29,9 0,7 % 311 -3,3% 30,9 -2,7% 30,3 -0,7 %
7 39,0 37,9 2,8% 40,0 -2,6 % 38,0 2,6 % 38,6 1,0%
8 41,3 41,5 -0,5 % 43,8 -6,1 % 41,4 -0,2% 42,0 -1,7%
9 41,9 42,2 -0,7 % 43,5 -3,8 % 41,6 0,7% 43,2 -3,1%
10 50,3 51,0 -1,4 % 51,7 -2,8% 49,1 2,4 % 50,2 0,2 %

Pistediagrammi kuvaa taulukon 4 normaalilla viitealueella olevien poolien 1-10 ALAT-
entsyymi pitoisuuden muutosta yhden kuukauden aikana sailyttaessa naytteita -70° C
(kuvio 3).
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Kuvio 3. Normaalilla viitealueella (<50 U/l) olevien naytteiden ALAT-pitoisuudet eri tutkimusajan-

kohtina mitattuina sailyttaessa naytteita -70° C.

6.2 Korkealla viitealueella olevien ALAT-naytteiden sailyvyys

Taulukko 5 sisaltda korkealla viitealueella (58,9-192 U/l) olevien ALAT-entsyymi poolien
11-23 analysoinnin tulokset, kun naytteita on sailytetty -20° C eripituisia aikoja. Pysty-
sarake kertoo analysointi ajankohdan A (0-nayte), B (24 h), C (1 vk) D (2 vk) ja E (1 kk)
seka ALAT-entsyymin pitoisuuden. Ero % kertoo, kuinka paljon ALAT-entsyymin pitoi-
suus on muuttunut suhteessa alkuperdiseen A 0-naytteeseen. Tutkimustuloksissa ha-
vaitaan suurta ALAT-pitoisuuden laskua 24 h, 1 vk, 2 vk ja 1 kk kohdalla (ero % 4,5—
74,5).

Taulukko 5. Korkealla viitealueella olevat pitoisuusarvot ja suhteellinen ero % saaduista tuloksista

ALAT-entsyymin -20° C sailyvyydesta.

Pooli A B C D E
200 C oh o4 h B ero % 1 vko Cero% 2 vko Dero % 1 Kk E ero %
11 63,5 25,2 60,3 % 17,7 72,1% 37,2 41,4 % 16,2 74,5 %
12 58,9 39,0 33,8% 41,6 29,4 % 25,2 57,2 % 33,0 44,0 %
13 69,3 52,4 24,4 % 21,4 69,1 % 46,5 32,9% 21,4 69,1 %
14 70,1 45,9 34,5 % 20,3 71,0 % 42,4 39,5 % 38,6 44,9 %
15 74,3 29,7 60,0 % 58,6 21,1 % 46,0 38,1 % 35,9 51,7 %
16 80,7 36,7 54,5 % 59,1 26,8 % 58,5 27,5% 58,1 28,0 %
17 97,8 93,4 4,5 % 83,3 14,8 % 65,3 33,2% 61,1 37.5%
18 192,0 63,4 67,0 % 142,7 25,7 % 1147 40,3 % 131,5 315%
19 131,0 69,1 47,3 % 105,4 19,5 % 89,4 31,8% 74,3 43,3 %




20 159,9 56,4 64,7 % 1351 155% 98,1 38,6 % 109,7 | 314 %
21 124,6 44,6 64,2 % 64,1 48,6 % 76,5 38,6 % 65,8 47,2 %
22 186,1 76,4 58,9 % 59,2 68,2 % 91,9 50,6 % 1194 | 358%
23 186,9 120,2 35,7 % 55,1 70,5 % 116,5 37,7 % 129,5 | 30,7 %
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Pistediagrammi kuvaa taulukko 5 korkealla viitealueella olevien poolien 11-23 ALAT-

entsyymi pitoisuuden muutosta yhden kuukauden aikana sailyttdessa naytteita -20° C

(kuvio 4).
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Kuvio 4. Korkealla viitealueella (58,9-192 U/l) olevien naytteiden ALAT-pitoisuudet eri tutkimus-

ajankohtina mitattuina sailyttadessa naytteita -20° C.

Taulukko 6 sisaltda korkealla viitealueella (58,9-192 U/1) olevien ALAT-entsyymi poolien

11-23 analysoinnin tulokset, kun naytteita on sailytetty -70° C eripituisia aikoja. Pysty-
sarake kertoo analysointi ajankohdan A (0-nayte), B (24 h), C (1 vk) D (2 vk) ja E (1 kk)
sekd ALAT-entsyymin pitoisuuden. Ero % kertoo, kuinka paljon ALAT-entsyymin pitoi-

suus on muuttunut suhteessa alkuperdiseen A 0-naytteeseen. Tuloksista havaitaan

vaihtelevasti pienta ALAT-pitoisuuden laskua seka nousua 24 h, 1 vk, 2 vk ja 1 kk koh-

dalla.

Taulukko 6. Korkealla viitealueella olevat pitoisuusarvot ja suhteellinen ero % saaduista tuloksista

ALAT-entsyymin -70° C sdilyvyydesta.

Pooli

-70°C

0h

24 h

B ero %

1 vko

Cero%

2 vko

D ero %

1kk

E ero %




11 63,5 63,3 0,3% 63,5 0,0 % 62,7 1.3% 64,4 -1,4 %
12 58,9 58,1 1.4% 59,8 -1,5% 58,0 1.5% 60,3 -2,4%
13 69,3 66,9 35% 70,2 1,3% 67,9 2,0% 69,5 -0,3%
14 70,1 69,1 1.4% 70,9 -1,1% 69,6 0,7 % 71,6 -2,1%
15 74,3 73,0 1,7% 75,7 -1,9% 74,7 -0,5% 76,6 -3,1%
16 80,7 79,1 2,0% 80,9 -0,2 % 81,6 -1,1% 84,1 -4,2 %
17 97,8 96,2 1,6 % 100,0 -2,2% 98,0 -0,2% 99,5 -1,7%
18 192,0 193,7 -0,9 % 196,8 -2,5% 195,6 -1,9 % 204,2 -6,4 %
19 131,0 126,8 32% 129,6 1,1% 130,9 0,1% 134,7 -2,8 %
20 159,9 155,0 3,1% 159,4 0,3% 156,2 2,3% 163,8 -2,4%
21 124,6 121,4 2,6 % 129,0 -3,5% 124,9 -0,2% 124,2 0,3%
22 186,1 183,7 1.3% 186,0 0,1 % 185,4 0,4 % 185,9 0,1%
23 186,9 190,5 -1,9% 188,5 -0,9 % 188,5 -0,9 % 192,0 -2,7%

15

Pistediagrammi kuvaa taulukko 6 korkealla viitealueella olevien poolien 11-23 ALAT-

entsyymi pitoisuuden muutosta yhden kuukauden aikana silyttdessa naytteita -70° C

(kuvio 5).
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Kuvio 5. Korkealla viitealueella (58,9—192 U/l) olevien naytteiden ALAT-pitoisuudet eri tutkimus-

ajankohtina mitattuna sailyttdessa naytteita -70 ° C.

6.3 Erittain korkealla viitealueella olevien ALAT-n&ytteiden sailyvyys.

Taulukko 7 sisaltaa erittdin korkealla viitealueella (235,1-829,6 U/l) olevien ALAT-ent-

syymi poolien 24-31 analysoinnin tulokset, kun naytteitd on sailytetty -20° C eripituisia

aikoja. Pystysarake kertoo analysointi ajankohdan A (0-nayte), B (24 h), C (1 vk) D (2

vk) ja E (1 kk) seka ALAT-entsyymin pitoisuuden. Ero % kertoo, kuinka paljon ALAT-
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entsyymin pitoisuus on muuttunut suhteessa alkuperaiseen A 0-naytteeseen. Tuloksista
havaitaan suurta ALAT-pitoisuuden laskua 24 h, 1 vk, 2 vk ja 1 kk kohdalla. Pooli 31 B-
naytteen (24 h) tulos on poikkeava, pitoisuus ei paljon laskenut, mutta 1 vk, 2 vk ja 1 kk

kohdalla pitoisuus laskee huomattavasti. Taméa on yksittainen tapaus.

Taulukko 7. Erittéin korkealla viitealueella olevat pitoisuusarvot ja suhteellinen ero % saaduista

tuloksista ALAT-entsyymin -20° C sailyvyydesta.

Pooli A B C D E
200 C oh 24 h B ero % 1 vko Cero% 2 vko D ero % 1 kk Eero%
24 235,1 212,2 9.7 % 65,8 72,0 % 171,7 27,0% 149,3 36,5 %
25 253,1 | 1179 | 534 % 2055 | 18,8 % 182,1 | 28,1 % 169,7 33,0%
26 302,3 261,6 13,5 % 87,4 71,1 % 219,8 27,3% 200,2 33,8 %
27 361,8 | 3304 | 87% 2808 | 22,4% 242,7 | 32,9% 230,4 36,3 %
28 584,3 | 294,7 | 49,6 % 409,1 | 30,0% 4428 | 242 % 385,8 34,0 %
29 521,8 | 354,1 | 321% 4044 | 225% 3430 | 343% 141,1 73,0 %
30 829,6 | 528,0 | 36,4% 670,6 | 19,2% 663,4 | 20,0 % 586,1 29,4 %
31 742,5 719,7 3,1% 583,8 21,4 % 362,1 51,2 % 501,4 325%

Pistediagrammi kuvaa taulukko 7 erittédin korkealla viitealueella olevien poolien 24-31
ALAT-entsyymi pitoisuuden muutosta yhden kuukauden aikana sdilyttaessa naytteita -
20° C (kuvio 6).
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Kuvio 6. Erittéin korkealla viitealueella (235,1-829,6 U/l) olevien naytteiden ALAT-pitoisuudet eri

tutkimusajankohtina mitattuina sailyttdessa naytteita -20° C.

Taulukko 8 siséaltaa erittain korkealla viitealueella (235,1-829,6 U/l) olevien ALAT-ent-

syymi poolien 24-31 analysoinnin tulokset, kun naytteitd on sailytetty -70° C eripituisia
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aikoja. Pystysarake kertoo analysointi ajankohdan A (0-nayte), B (24 h), C (1 vk) D (2
vk) ja E (1 kk) seka ALAT-entsyymin pitoisuuden. Ero % kertoo, kuinka paljon ALAT-
entsyymin pitoisuus on muuttunut suhteessa alkuperaiseen A 0-naytteeseen. Tuloksista
havaitaan pientd ALAT-pitoisuuden laskua sekéd nousua vaihtelevasti 24 h, 1 vk, 2 vk ja
1 kk kohdalla. Yhden vuorokauden kohdalla pitoisuus on laskenut pooleissa hieman.
Yhden ja kahden viikon kohdalla on pooleissa ALAT-pitoisuuden laskua ja nousua vaih-
televasti, nousua esiintyy kuitenkin enemman yhden viikon kohdalla. Yhden kuukauden
kohdalla kaikissa pooleissa esiintyy pitoisuuden nousua.

Taulukko 8. Erittdin korkealla viitealueella olevat pitoisuusarvot ja suhteellinen ero % saaduista

tuloksista ALAT-entsyymin -70° C sailyvyydesta.

Pooli A B C D E

700 ¢ oh sah B ero % 1vko Cero% 2 vko D ero % 1Kk Eero%
24 2351 | 2338 | 0,6% 236,8 | -0,7% 236,3 | -05% 238,1 -1,3%
25 253,1 | 2453 | 31% 2557 | -1,0% 2542 | -04% 264 -4,3 %
26 302,3 295 2,4 % 302,1 0,1 % 301,6 0,2% 310,4 -2,7%
27 361,8 | 3528 | 25% 3676 | -1.6% 359 0,8 % 367,2 -1,5%
28 584,3 | 566,5 | 3,0% 646,7 | -10,7% 580,3 | 0,7% 600,2 -2,7%
29 521,8 | 5094 | 24% 5271 | -1.0% 5258 | -0,8% 540,5 -3,6 %
30 829,6 | 8232 | 08% 836,1 | -0,8% 8229 | 08% 847,5 -2,2%
31 742,5 736,4 0,8 % 755,8 -1,8% 736,3 0,8 % 766,9 -3,3%

Pistediagrammi kuvaa taulukko 8 erittédin korkealla viitealueella olevien poolien 24-31
ALAT-entsyymi pitoisuuden muutosta yhden kuukauden aikana sailyttaessa naytteita -
70° C (kuvio 7).
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Kuvio 7. Erittéin korkealla viitealueella (235,1-829,6 U/l) olevien naytteiden ALAT-pitoisuudet eri
tutkimusajankohtina mitattuina sailyttdessa naytteita -70° C.

6.4 Eroprosentin keskiarvo

Seuraavassa tarkastellaan suhteellisen ero % keskiarvoja. Taulukoihin on koottu kaik-
kien eri viitealueella olevien naytteiden suhteellisen ero % tuloksista lasketut keskiarvot
normaaleille, korkeille ja erittdin korkeille ALAT-entsyymi naytteille.

Taulukko 9 tulosten perusteella voidaan todeta, ettd ALAT-entsyymi pitoisuuden laskua
oli vahiten normaalilla ja erittain korkealla viitealueilla olevissa naytteissa ensimmaisen
vuorokauden kohdalla, kun naytteita on sailytetty -20° C. Suurinta ALAT-pitoisuuden las-
kua oli havaittavissa korkealla viitealueella olevissa naytteissa. Erittain korkealla viitealu-
eella olevissa naytteissa ALAT-pitoisuuksissa laskua esiintyi vAhemman verrattuina nor-

maalilla tai korkealla viitealueella oleviin naytteisiin.

Taulukko 9. Ero % keskiarvo. ALAT-entsyymi -20° C

Viitealueet -20° C  Normaalit Korkeat Erittdin korkeat
B (24 h) 29,3 % 46,9 % 24,6 %
C (1 vko) 43,8 % 42,5% 34,7 %
D (2 vko) 352 % 39,0% 30,6 %

E (1 kk) 44,3 % 43,8 % 38,6 %
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Taulukko 10 tulosten perusteella voidaan todeta, ettéd ALAT-entsyymi pitoisuudet pysyi-
vat vakaana EFML (European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medi-
cine) suosituksen mukaisesti, kun naytteitd sdilytettiin -70° C lampdétilassa. Tuloksista
voidaan kuitenkin tehda huomio, etta matala -70° C lampédtila jopa hieman nostatti ALAT-

entsyymin pitoisuutta erityisesti 1 vilkon kohdalla kaikilla viitealueilla.

Taulukko 10. Ero % keskiarvo. ALAT-entsyymi -70° C

Viitealueet -70° C  Normaalit Korkeat Erittdin korkeat
B (24 h) -1,5% 1,5% 2,0%
C (1 vko) -3,4% 0,8 % 2,2 %
D (2 vko) 1,3% 0,3% 0,2%
E (1 kk) 0,1% 2,2% 2,7%
7 Pohdinta

7.1 Tulosten tarkastelu

Opinnaytetydn tavoitteena oli saada tutkimustuloksia lampétilan ja ajan vaikutuksesta
ALAT- naytteiden sailyvyyteen. Tutkimuksesta saatuja tuloksia verrattiin 0-naytteeseen
seka kaikkia tuloksia keskenaan. Tutkimusnayte poolit jaettiin analysoidun A (0-néayte)
tulosten mukaan kolmeen eri viitealueeseen, jossa naytteiden pitoisuudet olivat normaa-
lilla alueella (<50 U/l) korkealla alueella (58,9—192 U/l) seka erittdin korkealla alueella
(235,1-829,6 U/I), jotta saatuja tuloksia olisi helpompi tarkastella pienemmissa otok-
sissa. Pohdimme tuloksia ja seurasimme kuinka paljon suhteellinen ero % jokaisen nayt-
teen kohdalla oli. Miten eri sailytyslampdtila ja aika vaikutti ALAT- entsyymin sailyvyy-

teen.

EFML (European Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) suosittaa
ALAT-mittauksien valisiksi eroiksi 10,1 % rajaa (European Federation of Clinical Che-
mistry and Laboratory Medicine (EFLM)). Kaikki yli 10,1 % muutokset analyysituloksissa
ero % tarkasteltaessa viittasivat siihen, etta nayte ei ole enaa luotettavasti analysointi-
kelpoinen. ALAT-pitoisuus on silloin laskenut tai noussut yli sallitun maéaran, jolloin tu-

losta ei voida pitd& enédé luotettavana.
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Tutkimuksen aikana osassa naytemateriaalia esiintyi muutosta. Suuressa osassa hay-
tepooleista, jotka oli sailytetty -20° C lampétilassa esiintyi sakkaa sulatuksen jalkeen,

kun taas -70° C lampdtilassa sdilytetyissa naytteissa ei sakkaa esiintynyt.

Tutkimuskysymykseen eroavatko kaikki -20° C ja -70° C sailytettyjen ALAT-naytteiden
pitoisuudet vertailunaytteesta (0-nayte, huoneenlampd), tulokseksi saatiin, etta pitoisuu-
den eroavat. Eroavaisuutta oli eniten huomioitavissa -20° C sailytettyjen naytteiden koh-
dalla. -70° C pakkasessa séilytettyjen naytteiden kohdalla ero oli vahainen.

Tutkimuksessa haluttiin selvittdd milla tavalla litium-hepariiniplasman ALAT- pitoisuudet
eroavat vertailundytteesta (0-nayte, huoneenlampd) saatuihin tuloksiin. Kaikissa nayt-
teiss4, jotka oli sailytetty -20° C lampdtilassa huomattiin normaalien, korkeiden ja erittain
korkeiden viitealueiden ALAT-entsyymin pitoisuuksissa suuri lasku, kun niita oli sailytetty
24 h, 1 vko, 2 vko tai 1 kuukauden ajan. Suhteellinen ero % oli 13,5 % - 73 % valilla.
Tasta tutkimuksesta saadut tulokset osoittavat, ettd ALAT-litiumhepariini plasmanayte ei
sdily analysointikelpoisena -20° C lampdétilassa EFML (European Federation of Clinical
Chemistry and Laboratory Medicine) suositusten mukaisesti. Nain ollen tutkimuksen tu-
loksien perusteella voidaan kyseenalaistaa laitevalmistaja Siemens healthineers Atel-
lica® Solution —analysaattori menetelméohjeen mukainen sailytys 30 paivaa -20° C.
Vaikka tutkimustulos on prosentuaalisesti merkitseva, niin se ei valttamatta ole kliinisesti

merkitseva.

Tutkimustuloksista voidaan osoittaa, ettd ALAT-entsyyminaytteiden pitoisuudet olivat
sdilyneet hyvin naytteissa, jotka sailytettiin -70° C lampdétilassa 24 h, 1 vko, 2 vko seka
1 kuukauden ajan. Normaalien, korkeiden ja erittéin korkeiden viitealueiden suhteellinen
ero % oli 7,3 % - -6,4 % valilla. Tama tarkoittaa ALAT-entsyymin pitoisuus ndytteessé on
pienentynyt tai noussut prosentuaalisen maaran sailytyksen aikana verrattuna 0-néyt-
teeseen. Tutkimuksesta saadut tulokset osoittavat, etta ALAT-entsyymi litium-heparii-
niplasma nayte sailyy vakaana ja analysointikelpoisena -70° C lampdtilassa EFML (Eu-
ropean Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine) suosituksen mukai-
sesti, kun ero % ovat alle 10,1 %. Pooli 2 kohdalla (Taulukko 4.) nahdaan ALAT-entsyy-
min pitoisuudessa huomattava prosentuaalinen nousu 24 h (24,2 %) ja 1 vk (21,7 %)
kohdalla. Naiden naytteiden tulosta ei voida pitaa luotettavana. Epailyksena on kontami-

naatio naytteissa.
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Tutkimustuloksista haettiin myds vastausta tutkimuskysymykseen, milloin sailytetty
nayte ei ole endé luotettavasti analysointikelpoinen. Vaikuttaako sailytysaika nayttee-
seen. Taman tutkimuksen perusteella -20° C pakkasessa sailytetty ALAT-entsyymi li-
tium-hepariiniplasma nayte ei ole luotettavasti analysointi kelpoinen. Sailytysajalla ei ol-
lut merkitys -20° C lampotilassa sailytettyyn tulokseen, koska kaikissa sailytysajoissa
suhteellinen ero % oli suuri. Tutkimustulokset osoittivat -70° C lampétilassa sailytettyjen
ALAT-mittausten tulosten olevan luotettavia. Aika vaikutti 2 viikon ja 1 kuukauden saily-
tyksen jalkeen nostattamalla pitoisuuden arvoa hieman, mutta ndyte sailyi silti luotetta-
vasti analysointi kelpoisena.

Tuloksissa tarkasteltiin suhteellisen ero % keskiarvoja. Keskiarvojen tulosten perusteella
nahdaan sama lopputulos kuin suhteellisen ero % laskennassa. Keskiarvollisesti pitoi-
suuden lasku on suurinta -20° C lampdotilassa kaikilla viitealueilla eik&d ALAT- entsyymi-
naytteen pitoisuus saily luotettavana -20° C lampdtilassa. Keskiarvollisesti -70° C 1am-
potilassa esiintyi hieman pitoisuuden laskua sek& nousua, mutta pysyi vakaana ja ana-
lysointikelpoisena -70° C lampdétilassa EFML (European Federation of Clinical Chemistry
and Laboratory Medicine) suosituksen mukaisesti. Poolin 2 B (24 h) ja C (1vk) -70° C -
naytteiden tuloksia ei ole laskettu mukaan keskiarvoihin, koska niiden tuloksia ei voi pitaa

luotettavina, joka vaaristaisi kokonaistulosta.

7.2 Eettisyys

Eettisyys esiintyi koko opinnaytetydon prosessin ajan. Opinnaytety6ta tyostettiin teke-
malla itsenaista tyota ja kayttden itsendista tulkintaa omiin tuloksiin viitaten ja vertaillen
laboratorio ohjekirjojen viitealueisiin seka ulkoisen laadunvalvonnan suosituksiin. Bio-
analyytikon eettisid ohjeita noudattaen opinnaytetydsta saatuja tutkimustuloksia tuotiin
esille luotettavasti ja rehellisesti. Tutkimuksen pohjana oli bioanalyytikon lupauksen mu-
kaisesti halu kayttaa kliinista laboratoriotiedetta ihmiskunnan hyvaksi ja vaikuttaa kliini-
sen laboratorioalan kehittamiseen. (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset ohjeet
2017.) Opinnaytetytta tehdessé huomioitiin tutkimuseettisen neuvottelukunnan (TENK)
ohjetta, ihmiseen kohdistuvan tutkimuksen eettiset periaatteet ja ihmistieteiden eettinen
ennakkoarviointi suomessa (ihmiseen kohdistuvan tutkimuksen eettiset periaatteet ja ih-

mistieteiden eettinen ennakkoarviointi suomessa 2019).

Aineistonhallinta ja henkilGtietojen kasittely opinndytetydn aikana ja sen jalkeen toteutui

taysin luottamuksellisesti ja aineiston kasittely ja havittaminen tietosuojaa noudattaen
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(Tietosuojalaki 2018). Tutkimukseen Kerattiin ihmisperaista naytetta eli plasmaa ylijaa-
manaytteena. Esikasittelyn jalkeen nayteputket havitettiin tietosuojattuna biologisena jat-
teend. Jokaisen analysointi kerran jalkeen naytteet havitettiin asiallisesti ja oikeaoppi-

sesti biologisena jatteena.

Opinnaytetydhan tarvittiin tutkimuslupa, jota haettiin Helsingin ja Uudenmaan sairaan-
hoitopiiristd (Tutkimuslupa, opinnaytetyon tutkimuslupa ja tietolupa), sahkdisella hake-
muksella. Tutkimusluvan saaminen opinnaytetyolle oli valttamaton, koska tutkimukseen
tarvittin HUSLAB:n ylijdama plasmanaytteitd, analysaattoreita ja henkilokuntaa tueksi.
Ennen tutkimuksen aloittamista solmittiin yhteinen sopimus opinnaytetydntekijdiden,
Metropolia Ammattikorkeakoulun ja yhteistyétahon HUSLAB:n kanssa.

Opinnaytetyon kirjallinen osuus tarkistettiin Turnitin-ohjelman kautta plagioinnin esta-

miseksi.

7.3 Luotettavuus

Tutkimuksen teoriatietoa koottiin luotettavista ja mahdollisimman tuoreista lahteista. Lah-
deviittaukset on merkitty tarkasti tekstiin ja lahdeluetteloon. Luotettavuuteen kiinnitettiin
huomiota koko opinndytetydn prosessin ajan. Naytteiden analysointi tapahtui koko tutki-
muksen ajan samalla Siemens healthineers Atellica® Solution —analysaattorilla. Ennen
jokaista analysointia varmistettiin, etta analysaattorin ALAT-entsyymin mittausmene-
telma on vakioitu ja tulostaso hyvaksytty kontrolleilla, jotta saamamme tulokset ovat luo-
tettavia. Tutkimuksessa kaytettiin samaa LOT-erda reagensseissa koko prosessin ajan.
Siemens healthineers Atellica® Solution —analysaattori kdyttaa laitevalmistajan valmiita
liuoksia, mukaan lukien reagenssi, vakiointi ja kontrolliliuokset. Vakioliuos on mittanor-
maali, jonka tulos tiedetdan ja johon analysoitavan naytteen tulos perustuu. Paivittais-
kontrolleilla, joiden tulostaso tiedetaan, varmistetaan vakioinnin onnistuminen ja laitteen
toiminta. Laitevalmistajan suositus on kayttaa vahintaan kahta eri kontrollitasoa (matala
ja korkea) laadunvalvontaan. (Alanine Aminotransferase P5P (ALTPLc); Akerman & Jo-
kela 2010: 47.) Tutkimukseen kaytetty ndytemateriaali, litiumhepariini plasmandytteet ei-
vat olleet silméama&araisesti hemolyyttisia, lipeemisia tai ikteerisia. Tutkimuksen luotetta-
vuutta heikensi pooli 2 B (24 h) ja C (1 vk) naytteiden tulokset, jotka viittaavat siihen, etta

naytteet olisivat kontaminoituneet.

Rinnakkaisnaytteitd ei tassé tutkimuksessa tehty. Yhteistytssa tutkimuksen tilaajan

kanssa katsottiin, ettéd se ei ole valttamatontd, koska luotettavia tuloksia hyvalle otos
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maaralle saatiin kuitenkin aikaiseksi. Muutamia poikkeava tulos nadhdaan tutkimustulok-
sissa, mutta ne olivat hyvin huomattavissa tulosten perusteella. Yksittdinen poikkeava

tulos ei tasséa tutkimuksessa vaikuta itse kokonaistulokseen.

Tutkimustuloksista selvisi, ettd osa naytteistd, jotka oli sailytetty -20° C lampétilassa oli
ALAT-entsyymin pitoisuus laskenut alle laitteen mittausalueen < 9 U/I. Naissa tuloksissa
suhteellinen ero % laskelma ei ole taysin pitdva, koska tulos on laskettu 9 U/l mukaan,

vaikka tulos oli taman alle.

7.4 Johtopaatokset

Opinnaytetydssa tarkasteltiin lampdtilan vaikutusta ALAT-entsyymi litium-heparii-
niplasma naytteiden sailyvyyteen — 20° C ja — 70° C. Tulosten perusteella pystyimme
toteamaan, etta taman tutkimuksen perusteella -20° C lampdtilassa sailytetty ALAT-plas-
manayte ei ole luotettavasti analysointikelpoinen. Kaikissa sailytyslampotiloissa ALAT-
pitoisuus laski huomattavasti sailytyksen aikana ja ero %. olivat yli 10,1 %. Tutkimuksen
perusteella voidaan todeta ettd -70° C lampdtilassa sailytetty ALAT-plasmanayte pysyi
luotettavasti analysointikelpoisena. Aika vaikutti kahden viikon seka yhden kuukauden
kohdalla nostamalla ALAT- pitoisuutta naytteessa hieman, mutta nayte sailyi tasta huo-
limatta luotettavasti analysointikelpoisena ja ero % alle 10,1 U/I.

Tutkimustulokset ovat osittain ristiriidassa aikaisemman tutkimuskirjallisuuden kanssa,
joissa osassa tutkimustuloksien perusteella ALAT-entsyymi séilyy seerumissa hyvin -20°
C lampadtilassa pitkiakin aikoja. Tutkimuksissa, joissa sailytyslampétila on matala -70° C
ovat tulokset samansuuntaisia taman opinnaytetyon tutkimustulosten kanssa. Aikaisem-
pia tutkimuksia ALAT-entsyymin sdilytyksestd, jossa naytemateriaalina on plasma ei
juuri 18ytynyt, joten vertailua ei tdhén tutkimukseen pystytty tekeméén. Jotta ndille tutki-
mustuloksille saataisiin vahvistusta, tarvitaan lisaa ja laajempia tutkimuksia aiheesta.
Opinnaytetydn tutkimustulokset ovat tilastollisesti merkitsevia, mutta eivat valttamatta
kliinisesti merkitsevid potilaan hoidon kannalta, varsinkaan jos ALAT-entsyymin pitoi-

suus on normaaliviiterajoissa.

7.5 Kehittdmisehdotukset ja ammatillinen kasvu

Opinnaytetydssa tutkimme ja seurasimme, kuinka litium-hepariiniplasman ALAT-pitoi-
suuteen vaikutti sdilytys kahdessa eri miinus lampétilassa yhden kuukauden ajan. TAma
opinnaytetyon tutkimus jatkuu vield tasta opinnaytetydntekijdiden osuudesta eteenpain

vuoden paastd, jolloin toimeksiantajan tutkimusryhma analysoi viimeiset F-naytteet (1
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vuosi). Silloin saadaan pitkalla aikavalilla lisatietoa, kuinka ALAT-entsyymin pitoisuus

sdilyy nainkin pitkdn ajan jakson -20° C ja -70° C lampdtilassa.

Laitevalmistaja Siemens healthineers Atellica® Solution —analysaattori menetelméoh-
jeen mukaan ALAT-maadrityksessa eroteltu plasma tai seerumi nayte voidaan sailyttaa
enintdan 7 vuorokauden ajan 2-8 C lampdtilassa tai 30 paivaa pakastettuna -20° C (Ala-
nine Aminotransferase P5P (ALTPLc)). Taman tutkimuksen tulokset olivat ristiriidassa
laitevalmistajan ohjeen kanssa, joten jatkotutkimuksena olisi mielenkiintoista tutkia sai-
lyykd litiumhepariiniplasman ALAT-pitoisuus, kuinka kauan 2—-8° C lampdétilassa, milloin
ALAT- entsyymin pitoisuus laskee, niin ettei se ole enda luotettavasti analysointikelpoi-

nen.

Taman opinnaytetydn tutkimustulosten perusteella ALAT-entsyymin sailyvyys oli epava-
kaa -20° C litium-hepariiniplasmassa. Lisatutkimusehdotuksena on toistaa tama tutkimus
seeruminaytteista, koska osassa aikaisempia tutkimuksia oli tulosten perusteella ALAT-
entsyymi sdilynyt hyvin seerumindytteissa.

Meille opinnaytetydntekijoille tamé opinnaytetyd oli kokonaisvaltainen kokemus ja iso
projekti. Aloitimme opinnaytetydn laboratoriotydskentelyn naytteiden kasittelysta, jossa
hyva suunnitelmallisuus tuli esille kuinka tarkeéta oli osata havainnoida naytteiden mer-
kitseminen. Tyoskentelyn tarkkuus sekéa huolellisuus niin monen naytteen kasittelyssa
kerrallaan, loi mys omat paineensa. Tama asia toistui jokaisena analysointi paivana,
mutta isoimman haasteen toi opinnaytetydn aloituspaiva, niin monen naytteen ja vaihei-
den kasittelyiden vuoksi. Taman lisaksi oman oppimisen kehitysta esiintyi itse Kirjoitus-
osuudessa, jossa piti tuottaa tekstia kieliopillisesti oikein ja avata tutkimustuloksia seka
etsia luotettavaa lahdetietoa, johon tutkimuksen tuloksia verrattiin. Excel Microsoft tau-
lukkolaskenta ohjelma toi myds uutta kokemusta yrittaa itsenéisesti toteuttaa koulussa
opittua ja haastaa itsensa siina. Opinnaytety6 projektina oli opettavainen ja merkityksel-

linen seka tarkea meidan tulevalle ammatilliselle kehittymiselle.
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Taulukko 11. Tulosasetelma.
Pooli nro | A/0-nayte B/24h C/1vko D/2vko E/1kk F/lv
1 1x200ul/-20°C | 1x200ul/-20 | 1x200ul /-20 | 1 x 200 ul / 20 | 1 x 200 ul / -20 | 1 x 200 ul / -20
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