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Diabetes on aineenvaihdunnan sairaus, jossa veren glukoosipitoisuus kasvaa liian suureksi.
Diabeteksen kaksi pddmuotoaovat tyypin 1 diabetes jatyypin 2 diabetes. Pitk&aikainen
lilan korkea verensokeri johtaa elimiston proteiinien glykoitumiseen, mika voi aiheuttaa
elinmuutoksia silmissd, munuaisissa ja hermoissa seké sydan- ja verenkiertoelimistossa.
Terveyden kannalta on tarked, ettel glukoosin méara veressa vaihtele liikaa. Siksi
diabeteksen hoidossa puhutaan paljon hyvéasta hoitotasapainosta. Hyva hoitotasapaino on
paras keino torjua komplikaatioita. Diabeteksen hoitotasoa seurataan hemoglobiinin
glykoitumista kuvaavalla laboratoriotutkimuksella (GHbA ).

GHDbA 1c:n méritysmenetelmia on kdytdssa noin viisitoista. Menetelmien suuri méaré ja
standardisoinnin puute aiheuttavat sen, ettd GHbA j-tulokset eri laboratorioiden valilla
vaihtelevat huomattavasti menetelmasta riippuen. Lisdksi GHbA 1¢c:n méarittamista
vaikeuttaa hemoglobiinivarianttien esiintyminen tutkittavissa ndytteissd. Naméa
hemoglobiinivariantit voivat joko nostaatai laskea GHbA j-tulostariippuen kaytetysta
maéritysmenetelmasta. Diabeetikon hoitotasapainon kannalta on erittain térkeés, etta
saadut GHbA -tulokset ovat luotettavia.

Tassa opinnaytetytssa verrataan kolmen eri analysaattorin tulostasoa ja toistettavuutta
maarittamalla GHbA —pitoisuutta plasmanaytteistad. Nama anal ysaattorit ovat Bio-Rad
Variant™ |1 Hemoglobin Testing System, Bio-Rad D-10™ Dual Program ja DCA 2000°+.
DCA 2000°+ -analysaattori perustuu immunokemialliseen menetelmaan ja kaksi
ensimmaisté korkean erotuskyvyn nestekromatografiseen menetelmaan (HPLC). Ty6hon
kuuluu my6s Keski-Suomen alueella esiintyvan tuntemattoman hemoglobiinivariantin
erottaminen ja selvittaminen.

Tuloksiatarkastellaan lineaarisen regression avulla. Tutkimuksessamme kay ilmi, etta
Variant [I™ jaD-10™ antavat samantasoisia tuloksia. Naiden anal ysaattoreiden
heikkoutena on, etta ne eivét pysty erottamaan Keski-Suomen alueella esiintyvaa
hemoglobiinivarianttia. DCA 2000+ on kolmesta vertailtavasta laitteesta luotettavin, jos
ndytteessd esiintyy hemoglobiinivariantti.

Avainsanat: HbA 1., hemoglobiinivariantti, kromatografia, toistettavuus, menetelmavertailu
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Diabetes is a metabolic condition in which the amount of glucose in blood istoo high. There
aretwo main types of diabetes: type 1 diabetes and type 2 diabetes. Long-term high blood
glucose level leads to protein glycation in vivo, which can cause damage to eyes, kidneys,
nerves, heart and major arteries. The main aim of treatment of diabetes is to achieve blood
glucose as near to normal as possible. A good long-term glycaemia control isthe best way to
prevent complications related to diabetes. Measurement of glycated haemoglobin (GHbA () is
a common procedure for evaluating long-term control of diabetes.

About fifteen methods for the determination of GHbA ;. are commercially availableto clinical
laboratories. Due to large number of methods and the lack of international standardization
GHDbA c values vary considerably between methods. The measurement of GHbA ;. can be
affected by haemoglobin variants present in diabetic patients. These haemoglobin variants
may falsely increase or decrease GHbA 1. results depending on the method used. The optimal
therapy of diabetic patients requires validated GHbA ;. methods.

In this thesis we compare GHbA . results by three different analyzers. These analyzers are
Bio-Rad Variant™ |1 Haemoglobin Testing System, Bio-Rad D-10™ Dual Program and DCA
2000®+. The DCA 2000°+ is based on immunoassay and the first two are based on high
performance liquid chromatography (HPLC). This study also includes the separation and
identification of haemoglobin variant existing in Central Finland.

The results are examined by linear regression. Our study shows that Variant [I™ and D-10™
give very similar results but they lack the resolution necessary to differentiate the
haemoglobin variant existing in Central Finland. The DCA 2000+ is the most reliable
analyzer if haemoglobin variant is present in the sample.

Key words: HbA ., haemoglobin variant, reproducibility, method comparison
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1 JOHDANTO

Diabetes on aineenvaihduntasairaus, jossa insuliinin tuotanto on loppunut tai sen
vaikutus on heikentynyt (insuliiniresistenssi). Diabetes jaetaan kahteen paaryhmaan,
nuoruustyypin eli tyypin 1 jaaikuistyypin eli tyypin 2 diabetekseen. Hoitamattomana
diabetes aiheuttaa vakavia komplikaatioita. Tyypin 1 diabeetikoita on Suomessa noin
40 000 jatyypin 2 diabeetikoita yli 200 000. Diagnosoimattomia tyypin 2
diabeetikoita arvellaan olevan noin 200 000. (Saraheimo & Kangas 2003, 12.)

Diabeteksen hoidon perustavoite on haittavaikutusten ehkdiseminen pyrkimalla
pitamaan diabeetikon verensokeri niin 18hell& normaalia verensokeriarvoa kuin
mahdollista. Jotta vakavilta komplikaatioilta valtyttéisiin, on veren sokeritasapainon
seuranta erityisen tarkeda. Mittaushetkella vallitsevaa veren glukoosiarvoa seurataan
kotimittarilla ja pitkaaikaista glukoositasapainoa glykoituneen hemoglobiinin (GHb)
maaraéa mittaavalla laboratoriotutkimuksella. (Saraheimo & Kangas 2003, 12.)
Glykoituminen voi tapahtua useiden eri hemoglobiinien, esimerkiksi HbA:n monen eri
aminohappopéétteen kanssa, jolloin lopputuloksena on GHb. HbA:n kromatografinen
analyysi paljastaa lisaksi useita glykoituneita alalgjeja kuten HbA 15, HbA 1, ja HbA 1.
(Bry, Chen & Sacks 2001, 153-163.)

HbA 1. -méérityksid hairitsevat hemoglobiinivarianttien ja -johdannaisten esiintyminen
seka erilaiset tautitilat. Keski-Suomen aueella esiintyy tuntematon
hemoglobiinivariantti, jonka tiedetéén hairitsevan GHbA ;-fraktion mittaamista. Tama
tuntematon variantti vaikuttaa eri analysaattorien tuloksiin vaihtelevasti, joten tulokset
eivét ole keskenddn vertailukel poisia. Opinndytety0ssa pyrimme erottamaan ja
selvittdmaan taman variantin. Taloin rutiinikdyttoon voidaan valita analysaattori, jota

kyseinen variantti ei hairitse.

Opinnaytetydssamme teemme menetelméavertailun kolmen eri analysaattorin kesken
méaérittamalla GHbA ;—pitoisuutta plasmanéytteista. Kaytdssamme ovat Bio-Rad
Variant™ [l Hemoglobin Testing System, Bio-Rad D-10™ Dual Program seka DCA
2000®+ analysaattorit. DCA 2000®+-analysaattori perustuu immunokemialliseen
menetelmédn ja kaksi ensimmaisté korkean erotuskyvyn nesterkomatografiseen



menetelméaan (HPLC). Lisdks tutkimme Bio-Rad D-10™ Dual Program—
analysaattorin tulostasoa seka toistettavuutta potilasnaytteiden ja kaupallisten
kontrollien avulla. DCA 2000%+ ja Bio-Rad Variant™ 11 Hemoglobin Testing System
ovat kaytossa Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa. Bio-Rad
D-10™ Dual Program saadaan koekayttoon tutkimuksemme gjaksi.

Selvitamme méarityksissi kaytettavien anal ysaattoreiden periaatteet ja miten eri
hemoglobiinifraktiot vaikuttavat kyseisissa analyyseissa. L aadimme saaduista
tuloksista taulukot, analysoimme tuloksia lineaarisen regression avulla ja laadimme
tuloksista yhteenvedon. Teoreettisena taustana tulemme kdyttamaan alan uusimpia
arvostettuja ulkomaisia ja kotimaisia julkaisuja, kuten esimerkiksi Clinical Chemistry,
The New England Journal of Medicine, Kliinlab, Moodi seka Duodecimin julkaisemaa
teosta nimelta Diabetes.

Saimme opinndytetydmme aiheen Keski-Suomen sairaanhoitopiirin kliinisen kemian
laboratoriosta ja yhteyshenkilonamme toimii kemisti Marja-Leena Ruopuro.
Vastaavaa tutkimusta el ole Keski-Suomen sairaanhoitopiirissi ennen tehty.
Opinndytetydmme on kvantitatiivinen tutkimus, jossa analysoimme eri henkil6ilta
otettuja GHbA 1-nédytteita Valitsemme GHbA 1-ndytteet tydtamme varten
laboratorion jo analysoiduista ndytteist. Eettistd ongelmaa ei ole, koska naytteita
kasitelldan tuntemattomina.



2 DIABETES

Diabetes on joukko erilaisia ja -asteisia sairauksia, joille on yhteistd se, etté veren
sokeripitoisuus kasvaa liian suureksi. Diabetes on sokeriaineenvaihdunnan héirio,
jossa insuliinihormonin tuotanto on riittdmatonta tai se on loppunut haiman insuliinia
tuottavien solujen tuhoutumisen takia tai insuliinin vaikutus on heikentynyt
(insuliiniresistenssi). (Saraheimo & Kangas 2003, 8; Kansanterveyslaitos 2005.)
Pitkaaikainen liian korkea verensokeri johtaa elimiston valkuaisaineiden
sokeroitumiseen, mika voi aiheuttaa elinmuutoksia silmissg, munuaisissa ja hermoissa

seka sydan- ja verenkiertoelimisttssa (Saraheimo & Kangas 2003, 9.)

Diabeteksen kaksi paédmuotoaovat tyypin 1 (nuoruustyypin) diabetes jatyypin 2
(aikuistyypin) diabetes. Tyypin 1 diabeteksessa elimiston puuttuva insuliinineritys on
korvattava elinikéisella insuliinihoidolla ja tyypin 2 diabeteksessa ydinasiaon
valtimotautivaaran vahentaminen verensokerin, verenpaineen, veren rasvojen ja
hyytymistekijéiden hoidolla. (Saraheimo & Kangas 2003, 9.)

2.1 Diabeteksen seuranta

Normaali paastoverensokeriarvo (fB-Gluk) terveella henkil6l1& kokoverestd mitattuna
on 3,3-5,5 mmol/Il ja noin kahden tunnin kuluttua aterian jalkeen noin 7,8 mmol/I.
Paastoplasman (fP-Gluk) sokeripitoisuus terveella henkilélla on 4,0-6,0mmol/I.
(Ifanne-Parikka 2003, 46.)

Veren sokeritasapai noa voidaan seurata laboratoriokokeella, jossa ndytteesta
madritetaan veren hemoglobiiniin kiinnittyneen glukoosin méard. Tama niin sanottu
sokerihemoglobiinikoe, pitkasokeri tai HbA 1 kertoo keskimaéréisen
verensokeripitoisuuden takautuvasti noin 2-3 kuukauden agjalta. (Ilanne-Parikka 2003,
46.) Muutokset HbA1¢:n arvoissa ovat melko hitaita. Glukoositasapainon paraneminen
nakyy HbA . -arvon pienenemisend 46 viikon kuluessa, mutta huononeminen arvon

suurentumisena jo seitseman vuorokauden kuluttua. HbA ;¢ -arvon méarittdminen on



erityisen arvokas raskauden aikaisen diabeteksen hoidon seurannassa ja on vakiintunut
rutiinimenetelmaksi sekatyypin 1 etta tyypin 2 diabeteshoidon seurannassa.
Diabeteksen hoidon tavoitteena on pdastd GHbA ;. -arvoissa normaalitasolle, joka
terveella aikuisella on 4,0-6,0 %. Hyvéana tasona voidaan pitéd GHbA 1. -arvoja, jotka
ovat pienempia kuin 7,0-7,5 % ja valttavana, kun hoitotulos on 7,5-8,5 % vdlilla
GHDbA ¢ -arvon ollessa edella mainittuja arvoja korkeampi hoitotasapaino on huono.
Jos GHbA 1 -arvot ovat paastoverensokerimittauksin ndhden suhteettoman alhaiset
kertovat ne havaitsematta jaéneista hypoglykemiatiloista. (Y htyneet laboratoriot
laboratoriokasikirja 2006—-2007.)

2.2 Komplikaatiot

Glukoos yhdistyy kemiallisesti elimiston valkuaisaineisiin, jolloin niiden rakenne ja
toiminta muuttuu. Proteiinien glykoituminen on sita runsaampaa, mitd enemman
veressd ja muissa kudosnesteissa on glukoosia. Liialinen glykoituminen aiheuttaa
elinmuutoksia silmiin (retinopatia), hermoihin (neuropatia) ja munuaisiin (nefropatia).
Varsinkin kakkostyypin diabeteksessa on lisdantynyt sydéan- ja verisuonisairauksien
riski, korkea verenpaine, rasva-aineenvaihdunnan héirioita ja liséantynyt veren
hyytymistaipumus. Diabetekseen liittyy usein myos elimiston heikentynyt kyky
puolustautua infektioita vastaan seka lisdantynyt tulehdusalttius. (Saraheimo ym.
2003, 9; Kilpatric 2000, 335-339.)

Intensiivisen verensokerin kontrolloinnin ja diabeteksen aiheuttamien
komplikaatioiden yhteyttd on tutkittu kahdessa |lagjassa tutkimuk sessa, joita ovat
Diabetes Control and Complications Trial (DCCT) ja United Kingdom Prospective
Diabetes Study (UKPDS) (The Diabetes Control and Complications Trial Reseach
Group. 1993, 977-986; Kilpatric 2000, 335-339). Tutkimukset osoittavat selvasti,
ettd mita paremmin verensokeri pysyy normaaliarvoissa, niin sité pienempi riski on
sairastua diabeteksen aiheuttamiin komplikaatioihin. La&kareiden tulisikin hoitaa
diabetesta sairastavia potilaita intensiivisilla verensokerin kontrollointiohjelmilla
Tama asettaa paineita kliinisille laboratorioille, koska laboratorioiden tulisi tuottaa
toistettavia ja standardisoituja glykohemoglobiinin méarityksia. (Benjamin & Sacks
1994, 683-687; Schnedl, Liebminger, Roller, Lipp & Krejs 2001, 94-98.)



3 GLYKOITUNUT HEMOGLOBIINI ELI GHb

3.1 Hemoglobiini

Hemoglobiini (Hb) on proteiini, joka muodostuu neljésta punaisesta pigmenttiosasta
eli hemisté ja neljasta varittomasta proteiiniosasta eli globiinista (Hanninen &
Mahlamaki 2004, 263—268). Hemoglobiinin p&dasiallinen tehtéva on kuljettaa happea
keuhkoista kudoksiin (Lehtinen 2000, 161).

Terveen aikuisen veressa esiintyy pddasiassa kolmea eri hemoglobiiniketjua. Suurin
osaterveiden aikuisten hemoglobiinista on hemoglobiini A:ta (HbA), joka muodostuu
kahdesta a-ketjusta ja kahdesta b-ketjusta (o2p32). HbA:n osuus kaikesta aikuisen
hemoglobiinista on noin 95-98%. Noin 1,5-3,5 % aikuisen hemoglobiinista on
HbAZ2:3, joka siséltéd kaks alfa- ja kaks deltaglobiiniketjua (0202).
Fetaalihemoglobiini eli HbF sisdltda kaks alfa- ja kaksi gammaglobiiniketjua (o2y2).
HbF on sikiokauden pédéasiallinen hemoglobiinin muoto, joka vahenee ensimmaisen
ik&vuoden aikana aikuisten tasolle eli 0,5 %:iin. (Hanninen ym. 2004, 265-266; Huhti
1999.)

Normaali hemoglobiinimolekyyli on liukoinen, stabiili ja silla on hyvéa
hapenkuljetuskyky (Huhti 1999). Normaalisti a- ja B-ryhmittymien tuotteet ovat
tasapai nossa koko kehityksen gjan. Jos jompaakumpaa ketjua tuotetaan vahemman tai
se puuttuu kokonaan, seurauksena on globiiniketjujen epédtasapaino ja
punasolupoikkeavuudet. (L ehtinen 2000, 161.)

3.2 Glykoitunut hemoglobiini, GHb

Glykoituneet proteiinit syntyvét hitaassa ei-entsymaattisessa reaktiossa sokeriyksikon
japroteinin aminoryhmien valilla Lukemattomia elimiston proteiingja glykoituu,
mutta veren GHb on kliinisesti k&ytetyin glykemiatason mittari. (Sacks 2003, 1245—
1247.) Glykoituneiden proteiinien, Iahinna GHb, méaarityksia k&ytetéan

rutiininomaisesti diabetes mellitusta sairastavien henkilGiden pitkan ajan



sokeritasapainon seurannassa (Sacks, Burns, Goldstein, Maclaren, McDonald &

Parrott 2002, 426-472). GHb:n konsentraatio on suoraan verrannollinen verensokerin

keskikonsentraatioon ja punasolujen keskielinikdan. GHb:n konsentraatio ilmaisee

glukoosin keskiméaaraisen pitoisuuden edeltavilta 2—3 kuukaudelta. Glukoosin

aineenvaihdunnallisilla heilahduksilla, urheilusuorituksllatai ruokailullaei ole
vaikutusta GHb:n tuloksiin. (Sacks 2003, 1245-1247.)

Proteiinien glykoituminen on kolmivaiheinen tapahtuma (Kuvio 1):

1)

2)

3)

Proteiinien glykoituminen on ei-entsymaattinen reversiibeli sitoutuminen, jossa
sokerialdehydi tai ketoniryhma yhdistyy proteiinin vapaiden aminoryhmien kanssa
muodostaen labiilin Schiffin eméksen. Tasapaino saavutetaan muutaman tunnin
kuluessa, ja se on suoraan verrannollinen vallitsevaan glukoositasapainoon. Solun
ulkopuolisissa molekyyleissd aminoryhmaan liittyva sokeriyksikko on lahes aina
glukoosi, kun taas solunsisdiset proteiinit voivat reagoida useiden eri
natiivisokereiden tai fosforyloitujen sokereiden kanssa. Soluissa, joissa glukoos
|8péi see vapaasti solukalvon, esim. punasolu, on glukoosi glykoitumistuotteiden
padlahde. (Benjamin & Sacks 1994, 683-687.)

Schiffin emdsjohdannaiset jarjestyvét hitaasti uudelleen, jolloin muodostuu
stabiilimpia ketoamiinegja eli Amadori-tuotteita. Tasgpaino saavutetaan noin 46
viikossa. (Benjamin ym. 1994, 683-687.)

Kuukausien kuluessa Amadori-tuotteissa tapahtuu irreversiibelia
uudelleenjarjestaytymistd, jolloin ne reagoivat vapaiden aminoryhmien kanssa
muodostaen pitkalle kehittyneita glykoituneita lopputuotteita (AGE=advanced
glycation end products). Naméa rakenteet ovat hyvin heterogeenisiaja ne havaitaan
helposti proteiineista, kuten hemoglobiini ja kollageeni. AGE:t kerdantyvét i&n
my6ta, kuvastaen kohonnutta verensokeriajaliséantyvét potilailla, joiden diabetes
on huonossa hoitotasapainossa. Joissakin tutkimuksissa AGE-tuotteiden on
havaittu hairitsevét verisuonten normaalia toimintaa ja siten olevan yksi paasyy
diabeteksen aiheuttamien komplikaatioiden syntymiseen. (Benjamin ym. 1994,
683-687.)
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KUVIO 1. Hemoglobiinin glykoituminen. 1) rengasmuotoinen glukoosimolekyyli 2)
glukoosimolekyyli muuttuu spontaanisti lineaariseksi 3) glukoosin reaktiivinen
aldehydiryhma liittyy hemoglobiinin vapaaseen aminoryhméan ja syntyy Schiffin
emas 4) Schiffiin emds muuttuu spontaanisti Amadori-tuotteeksi. (Hospital Practice)

3.3 HbA¢

Glykoituminen voi tapahtua useiden eri hemoglobiinien (essm. HbA, HbA, jaHbF)
monen eri aminohappopéaétteen kanssa, jolloin lopputuloksena on glykoitunut Hb eli
GHb. HbA:n kromatografinen analyys paljastaa useita glykoituneita alalgjeja (HbA 14,
HbA 1, jaHbA 1), joita kutsutaan HbA;:ksi tai nopeiksi hemoglobiineiksi. HbA 1.:5s4
glukoosi on yhdistynyt HbA:n b-ketjun N-terminaalisen valiinin kanssa, mik& on
yleisin glykoitumisen tapahtumapaikka Hb tetrameerissi. Kuviossa 2 on esitetty
glukoosin liittyminen hemoglobiinin b-ketjun pd&assa olevaan NH-ryhmaan. Noin 80
% HbA1:std on HbA::t& ja HbA fraktio korreloikin parhaiten keskimaaréisen
verensokerikonsentraation kanssa. (Bry ym. 2001, 153-163; Benjamin ym. 1994, 683—
687.)



a-ketju

B-ketju

KUVIO 2. HbA;::n rakenne. Glukoosi liittyy hemoglobiinin b-ketjun N-
terminaaliseen aminohappoon. (Makita, Z.)

International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) méérittelee HbA 1c:n siten, etté
se on hemoglobiini, jonka b-ketjun joko yksi tai molemmat N-terminaaliset valiinit
ovat peruuttamattomasti glykoituneet. Muissa GHb:ssa glukoos, glukoosi-6-fosfaatti,
fruktoosi-1,6-difosfaatti tai pyruvaattihappo on sitoutunut johonkin muuhun
aminohappoon b-ketjussa tai a-ketjun NH,-pééhan. (Bry ym. 2001, 153-163.)
Glykoitumisen lagjuus seka a- ja b-ketjujen suhteet glykoitumistapahtumassa ovat
viela epéselvia. Kokonais-GHb:n mééra on kaikkien mahdollisten
glykoitumispaikkojen tayttymisen vuoksi noin 50 % korkeampi kuin yksin HbA¢:n
méaéra. (Schnedl, Liebminger, Roller, Lipp & Krejs 2001, 94-98.) HbA-tulos
ilmoitetaan prosentteina kokonaishemoglobiinista, jonka johdosta jo pienet heitot
mittauksissa aiheuttavat suuret muutokset tuloksissa. Kéytetysta
maaritysmenetelmasta riippuen, HbA 1. -konsentraatio terveella henkildlla on noin 4-6
%. (Schnedl ym. 2001, 94-98; Lahousen, Roller, Lipp & Schnedl 2002, 699—-703.)

HbA 1c:n muodostuminen tapahtuu erytrosyyttien keskiméaradisen elinian aikana (noin
120 péivad) ja HbA1c::n méara riippuu tané aikana olleesta glukoosin pitoisuudesta
(Kuvio 3). Eniten vaikutusta HbA1c-arvoon on ennen nédytteenottoa tapahtuneella
glykoitumisella. HbAc:n huono puoli on siing, etté se ei valttamatta ilmaise
glykeemista tasapainoa. Teoriassa potilaalla, jonka glukoositasapaino vaihtelee paljon



péivan aikana, voi olla sama HbA ;. arvo kuin potilaalla, jonka glukoos vaihtelee

hyvin vahan péivan aikana. (Kilpatric 2000, 335-339.)

Veren punasoluissa on happea
kuljettavaa hemoglobiini-nimisti

proteinia
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Hemoglobimin sokeroitummen on
suoraan verrannollinen veressi olevan
sokerin madirian
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Kun sokentasapaino on hyvi, 6,0 -
hemoglobinimolekyvleisti on

75 o

solceroituneita eli HbALC on alle 7.5 %

KUVIO 3. Veressd olevaa sokeria kiinnittyy punasolujen hemoglobiinin pintaan sitéa

enemman mita korkeampi verensokeritaso on. (llanne-Parikka 2003, 61.)
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4 GHb:N MAARITYSMENETELMAT

Glykoitunut hemoglobiini kuvastaa elimiston pitkén aikavalin sokeritasapainoa eli
mit& korkeampi veren glukoos on, sitd enemman glukoosia liittyy hemoglobiiniin.
Tulos ilmoitetaan yleensa glykoituneen fraktion prosentuaalisena osuutena
kokonaishemoglobiinista. (Penttila & Tiikkanen 2004, 99-102.) Glykohemoglobiinin
méaaritys on tehokas tutkimus diabetesta sairastavien potilaiden diagnosoinnissa ja
hoidossa (Bry ym. 2001, 153-163).

Hemoglobiinin glykoituminen muuttaa Hb-molekyylin rakennetta ja a entaa sen
positiivista varausta. Monet testimenetelmét perustuvat joko toiseen tai molempiin
ndihin muutoksiin. (Bry ym. 2001, 153-163.) Nykya&an kayttssa on yli 30 eri GHb:n
maéritysmetodia. Suurin osa menetelmista kuuluu kahteen eri padluokkaan.
Ensimmainen paédluokka sisdltéa menetelmét, joilla mitataan GHb:t& perustuen
glykoituneiden ja el-glykoituneiden komponenttien valiseen varauseroon. Esimerkkeja
ovat ioninvaihtokromatografia ja elektroforeesi. Toiseen pddluokkaan kuuluvat
menetelmét, jotka erottavat eri komponentit gykoituneiden ja ei-glykoituneiden
komponenttien erilaisen rakenteen perusteella. Esimerkkeja ovat muun muassa
boronaattiaffiniteettikromatografia jaimmunokemialliset menetelmét. Varaukseen ja
immunokemiaan perustuvat menetelméat mittaavat HbA c:ta eli HbA:ta, jossa glukoosi
on liittynyt hemoglobiinin beetaketjun N-terminaaliseen paédhan. Muut menetel mét
mittaavat glykoituneiden hemoglobiinien kokonaismaaréd, joka sisaltéd sekd HbA 1c:n
ettd muut hemoglobiini-glukoosi yhdistelmét. Yleisesti ottaen eri menetelmét
korreloivat hyvin keskendan eika jonkin menetelmén ylivoimaisuudesta ole mitéan
nayttda. (Sacksym. 2002, 426-472; Sacks 2003, 1245-1247.)
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4.1 Kromatografiset menetelmat

Suomessa HbA 1.:n méérittamiseen kéytetaén yleisimmin kationinvaihtopylvaalla
varustettuja nestekromatografisia menetelmia (Koskinen 1997, 81-82).
Kationinvaihtokromatografia erottelee hemoglobiinin aalgjit perustuen niiden
varausten eroon. Hemoglobiinin alalgjit eluoituvat kationinvaihtopylvaasta eri ajassa
riippuen puskurina kaytetyn liuoksen ionivahvuudesta. Spektrofotometri mittaa Hb:n
konsentraation jokaisesta kerétysta fraktiosta ja tul oksena saadaan kromatogrammi,
jossa eri fraktiot ndkyvét piikkeind. Konsentraatio saadaan laskemalla jokaisen piikin
pinta-ala. (Bry ym. 2001, 153-163.)

HDbA ;-pitoisuus lasketaan naytteestéd seuraavalla kaavalla (Bry ym. 2001, 153-163).

%HbA, =100" — DA:
HbA + HbA,_

jossa

%HDbA 1¢ = HbAc:n prosentuaalinen osuus naytteessa
HbA ¢ = HbAc:n pitoisuus ndytteessi

HbA = Hb:A:n pitoisuus naytteessa

4.2 Immunokemialliset menetelmat

Useat kaupalliset immunokemialliset menetelmé mittaavat HbA 1.:ta vasta-
ainevalitteisella latex-agglutinaation inhibitiolla tai immunoturbidometrisilla
menetelmilla. Vasta-aineet tunnistavat spesifisesti hemoglobiinin b-ketjun 4-10
ensimmaisté aminohappoa seké ketjun N-terminaaliseen pddhan sitoutuneen
glukoosin. Nama vasta-aineet eivét tunnista Schiffin emasté tai muita glykoituneita
hemoglobiineja, kuten kemiallisesti muodostuneita johdannaisia. (Bry ym. 2001, 153—
163.)
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5 HbA;. MAARITYSTEN ONGELMAT

Glykohemoglobiinin mittaus on tavallinen tapa mitata diabetesta sairastavien
henkil6iden pitkan ajan sokeritasapainoa (Bry ym. 2001, 153-163). GHb:n
tedtituloksiin eivét vaikuta ik, sukupuoli, vuodenaika tai etninen tausta (Sacks ym.
2002, 426-472).

HbA . -méarityksiin liittyy sen kayttokelpoisuudesta huolimatta lukuisia ongelmia
(Kilpatric 2000, 335-339). Kaikki sairaudet/tilat, jotka lyhentavét punasolujen elinik&a
(esimerkiksi hemolyyttinen anemia, akuutti verenvuoto) alentavat virheellisesti GHb:n
tuloksia riippumatta sita mik& menetelma on kaytdssa. C- ja E-vitamiinien on havaittu
laskevan testituloksia, johtuen mahdollisesta glykoitumisen estymisestd. Toisaalta C-
vitamiini voi nostaa tuloksia joissakin menetelmissd. Raudanpuuteanemian on havaittu
nostavan tuloksia, johtuen luultavasti vanhojen punasolujen liséantyneesta osuudesta.
(Sacks ym. 2002, 426-472.)

Hypertriglyseridemia, hyberbilirubinemia, uremia, munuaisten vajaatoiminta,
krooninen alkoholismi, krooninen salisylaattien kaytto ja opiaattiriippuvuus héiritsevét
joitain menetelmi&, nostaen virheellisesti tuloksia (Sacks ym. 2002, 426472,
Benjamin ym. 1994, 683-687; Kilpatric 2000, 335-339). Geneettiset variantit ja
kemiallisesti syntyneet hemoglobiinijohdannaiset voivat vaikuttaa huomattavasti
mittauksiin riippuen kayttssa olevasta kaupallisesta menetelmasta (Bry ym. 2001,
153-163). Useat hemoglobinopatiat vaikuttavat useimpiin méaritysmenetelmiin ja
varsinkin HbF voi vaihdella huomattavasti diabeteksessa ja raskauden aikana.
Riippuen hemoglopinopatiasta ja kaytdssa olevasta menetelmastd, tulokset voivat joko
laskea tai nousta virheellisesti. (Sacks ym. 2002, 426-472; Benjamin ym. 1994, 683—
687.)

Kliinisten laboratorioiden ja vierianalytiikkaa suorittavien yksikdiden tulee olla
tietoisia hemoglobiinivarianttien ja -johdannaisten seka erilaisten tautitilojen
aiheuttamista hairidista Hemoglobiinivarianttien tai -johdannaisten tunnistaminen
ennen maarityksia voi auttaa valitsemaan menetelman, johon kyseessa oleva variantti
tal johdannainen ei vaikuta. Laboratorioillatulisi olla kéytdssa myds vaihtoehtoinen
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pitkan ajan sokeritasapainon maaritysmenetelma henkildille, joilla jokin variantti tai
sairaus vaédristada tuloksia. (Bry ym. 2001, 153-163.)

5.1 Hemoglobinopatiat

Perinndlliset hemoglobiinisynteesin hairiot jaetaan talassemioihin ja
hemoglobinopatioihin, jotka ovat tavallisin geneettisten sairauksien ryhmaihmisilla
Talassemioissa rakenteeltaan normaalien hemoglobiiniketjujen tuotanto on
vahentynyt, hemoglobinopatioissa hemoglobiinimolekyyli on rakenteeltaan
epanormaali. (Schnedl ym. 2001, 94-98; Lehtinen 2000, 163.) Hemoglobinopatioissa
hemoglobiinimolekyylin rakenne on epanormaali johtuen globiiniketjugeenin
pistemutaatiosta. Pistemutaatiossa yks eméaspari vaihtuu DNA-ketjussa, mika johtaa
aminohapon muuttumiseen toiseksi aminohapoksi. Tdlaisia muuntuneita
hemoglobiineja kutsutaan varianteiksi. (Schnedl ym. 2001, 94-98.) Suurin osa
tunnetuista hemoglobiinimuunnoksista on B-ketjuvariantteja (L ehtinen 2000, 172).
Hemoglobinopatioita tavataan seké heterotsygoottisessa etta homotsygoottisessa
muodossa. Heterotsygoottien punasolut siséltavét sekd HbA:ta etta
varianttihemoglobiinia. Koska néilla henkildilla on harvoin oireita, heterotsygoottien
taudista k&ytetaén nimitystatrait (poikkeava piirre). Homotsygooteilta HbA puuttuu
taysin jataudin kliiniset ilmenemismuodot vaihtelevat. Tilaa kutsutaan anemiaksi.
(Lehtinen 2000, 172.)

Helmikuun 2006 alkuun mennessa variantteja on tunnistettu 928 kappaletta (HbVar: A
Database of Human Hemoglobin Variants and Thalassemias). Ajantasainen tietokanta
tunnistetuista varianteista on saatavilla www-muodossa osoitteessa:

http://globin.cse.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter. Suurin osa varianteista on syntynyt a,

b, gtai d hemoglobiiniketjujen pistemutaatioista (Bry ym. 2001, 153-163).
Varianttihemoglobiinin toiminta voi olla normaali, mutta usein se on kuitenkin
poikkeava, johtaen punasolujen hemolyysiin ja anemisoitumiseen (Huhti 1999).

L 6ydetyista varianteista noin puolet eivét aiheuta mitéan kliinisia oireita eli ne ovat
kliinisesti hiljaisia mutaatioita. Varianttihemoglobiini aiheuttaa kliinisid muutoksia
yleensd happiaffiniteetissata syntyy fysikaalisesti epavakaa Hb-molekyyli. (Schnedl
ym. 2001, 94-98; Lahousen ym. 2002, 699-703.)


http://globin.cse.psu.edu/cgi-bin/hbvar/counter.

14

Varianttien aiheuttama hairio riippuu kéytettavasta menetelmasté ja voi vaihdella jopa
saman menetelman eri modifikaatioissa (Schnedl ym. 2001, 94-98). Naytteesatulisi
tutkia mahdollisen variantin lasn&olo, jos potilaan glykoitunut hemoglobiiniarvo on yli
15 %, HbA 1. -tulokset ovat viitevélien alapuolellatai jostulokset ovat selvésti erilaiset
verrattuna muihin glukoositasapainon mittareihin. (Bry ym. 2001, 153-163; Sacks
2003, 1245-1247). Samoin jos eri menetelmilla saadut tulokset eroavat merkittavasti
toisistaan, tulisi arvioida, onko ndytteessa mahdollisesti variantti tai jokin
hemoglobiinin johdannainen. Tiedossataytyisi olla potilaan sairaushistoria, josta
selviaa mahdollinen hemoglobinopatia, punasolujen eliniéssa tapahtuneet muutokset
tal tila, joka suosii hemoglobiinin kemiallisia muutoksia. Kromatogrammien
manuaalinen tarkastelu voi paljastaa varianttien aiheuttamien poikkeavien piikkien
lasndolon. Jos variantti huomataan, tulisi ndyte gjaa eri maaritysmenetelmallaja
tavallisimmat variantit tulisi tunnistaa kromatografisesti tai elektroforeesilla. (Bry ym.
2001, 153-163.)

GHb:n moninaiset mé&aritystavat ovat tuoneet esille uusia variantteja, joista useat eivét
tuota mitdan fenotyyppista epanormaaliutta. 16 miljoonasta Amerikan diabeetikosta on
arvioitu, ettayli 150 000:lla on jokin geneettinen variantti. Maapallon joissakin osissa
on havaittu varianttihemoglobiinien osuuden olevan niinkin suuri kuin yksi
kolmasosaa testatuista diabeetikoista. (Bry ym. 2001, 153-163.) Tavallisimpia
hemoglobinopatioita ovat HbS, C, D Punjab ja E, joita jokaista esiintyy miljoonilla
ihmisilla (Huhti 1999).

HbS (b6Glu® Val) on yleisin epanormaali hemoglobiini. Sita esiintyy erityisesti
péaivantasagjan alueella Afrikassa. Eteld-Turkin vallitsevuus on 25 %, eréissa Kreikan
kylissa 32 % ja Y hdysvaltain mustaihoisella vaest6l1a keskimaarin 8 %. (Lehtinen
2000, 173.) HbS:n vaikutukset kationinvaihtokromatografiaan vaihtelevat riippuen
kaytetystd menetel mésta ja menetelman parametreista. Tutkimukset ovat osoittaneet,
ettd HbS variantti nostaa tuloksia Bio-Radin Variant™ HPLC-menetelméalla. DCA-
2000® menetelmaan HbS ei vaikuta, koska mutaatio ei ole tapahtunut vasta-aineiden
tunnistuskohdassa. (Bry ym. 2001, 153-163.)
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HbC (b6GIu® Lys) esiintyy 2-3 %:lla Amerikan afrikkalaisistaja jopa noin 30 %:lla
Lansi-Afrikan vaestostd. HbC variantti vaikuttaa useisiin menetelmiin samallatavalla
kuin HbS variantti. (Lehtinen 2000, 176-177; Bry ym. 2001, 153-163.)

HbD Punjab on yleisin I ntiassa Punjabin osavaltion sikheillg, joilla vallitsevuus on 2
%. Sita tavataan myods USA:n mustaihoisilla ja intiaaneilla seka yksittéisilla
valkoihoisillaympéri maailmaa. HbD heterotsygoottisuus ei aiheuta kliinisia eika
hematologisia poikkeavuuksia. (Lehtinen 2000, 177.)

HbE on maapallon toiseks yleisin hemoglobiinivariantti (Lehtinen 2000, 177). HbE
(b26GIu® Lys) esiintyy yleisimmin Kaakkois-Aasiassa, jossa sen esiintyvyys voi olla
jopa 30 % véestostéd. HbE; eluoituu usein HbA¢:n kyljessd useimmissa HPL C- tal
kationinvaihtokromatografiamenetelmissa. IIman tulosten korjausta menetelmét
antavat vadrid HbA 1 -tuloksia, jotka voivat olla merkittavasti liian korkeitatai matalia
riippuen kaytetystd menetelméasta. |mmunologisiin menetelmiin variantillaei ole
vaikutusta, koska mutaatio tapahtuu vasta-aineiden tunnistuskohdan ulkopuolella. (Bry
ym. 2001, 153-163.)

HbF:n osuus lapsen syntyessa on 70 % kokonaishemoglobiinista. Kuuden kuukauden
ikd8n mennessa HbF osuus laskee alle 5 %. Perinndllisyydesta johtuen joillakin
yksiloilla HbF:n osuus voi olla aikuisenakin jopa 30 % kokonaishemoglobiinista. b-
talassemia ja sirppisoluanemia potilailla HbF:n osuus kokonaishemoglobiinista voi
olla2-20 % vdlilla. HbF voi nousta vahan myos raskauden aikana, vakavissa
anemioissa ja joissakin leukemioissa. Alle 5 % HbF konsentraatiolla el pitéisi olla
merkittavaa vaikutusta suurimpaan osaan GHb menetelmistéa. Useimmat
kationinvaihtokromatografiatekniikat erottavat HoF:n HbA:sta ja GHbF:n HbA . st&,
jolloin saadaan oikea HbA 1 -tulos. Jotkin immunologiset menetelmét voivat antaa
virheellisen matalia HbA 1 -tuloksia. (Bry ym. 2001, 153-163.)
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5.1.1 Varianttien vaikutus kromatografisin menetelmiin

HPLC-menetelmét yleensi osoittavat hemoglobiinivariantin [asndolon, mutta niiden
erotuskyky ei ole tarpeeks hyva erottamaan varianttipiikkié naytepiikista.
Kromatogrammeissa voi ndkya yliméaraisia piikkeja variantin lasndollessa, jolloin
HbA1c:n tulokset ovat Kliinisesti joko liian korkeitata matalia. (Schnedl ym. 2001,
94-98; Lahousen ym. 2002, 699-703.) Kromatogrammien manuaalinen tarkastelu
varsinkin HPLC-menetelmia kaytettaessa antaa viitteita siitd, etté kyseessa voisi olla
joko hemoglobinopatiatai jokin muu mééritysta héiritsevatila. Koska hairiét ovat
menetelmakohtaisia, tulee valmistajan antamat ohjeet kéyda huolellisesti 18pi ennen
menetelman valintaa. Menetelmaa valittaessa laboratorion tulee ottaa huomioon
alueen potilaskannan mahdolliset erikoisuudet, kuten eri hemoglobinopatioiden korkea
esiintyminen. (Sacks ym. 2002, 426-472.)

Useat Hb-variantit korvaavat neutraalillaaminohapolla a- tai b-ketjun positiivisesti
varautuneen paéan. Muutos vahentéa glykoitumattoman variantti-Hb:n retentioaikaa,
jolloin se eluoituu yhdessa HbA ;¢:n kanssa ja saatu HbA 1 tulos on selvasti liian
korkea. Joidenkin potilaiden tuloksen on ilmoitettu olevan jopa 54 %. (Bry ym. 2001,
153-163.)

Hb-variantin eluaatio yhdessa HbA1.:n kanssa tal variantin eroaminen HbA 1-piikista
riippuu usein kaytossa olevasta menetelmastatai sen modifikaatiota. Tama johtuu
kaytetyista liuossekoituksista, pylvaasté ja muista eluaatio-olosuhteista, muun muassa
|ampdtilasta, paineesta, virtausnopeudesta ja ohjelma-gasta, jotka kussakin
menetelméassa ja laitteessa voivat olla erilaiset. Sama Hb-variantti voi siis atheuttaa
hyvin erilaisia HbA;-tuloksia riippuen kéytetysta menetelmasta. Liséksi HbA . -
tulosten laskemiseen kaytetyt yhtalot voivat johtaa vaariin tuloksiin, jos ne eivét
tunnista poikkeavia piikkeja. Téllaisissa tapauksissa laitteen tulisi antaa
varoitusmerkki tai mahdollistaa korjauksin oikean tuloksen saaminen. (Bry ym. 2001,
153-163.)

Variantti-Hb tai Hb:n johdannaiset, jotka eluoituvat erillédn HbA:statai HbA1.:sté
eivéat yleensa vaikuta HbA -mittauksiin. Vaaria HbA ;-tuloksia esiintyy, kun Hb-
varianttiatai hemoglobiinijohdannaista ei voi erottaa HbA- tai HbA-piikista Sama
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variantti voi joko virheellisesti nostaatal laskea HbA ;-tulosta riippuen kaytetysta

menetelmasta. (Bry ym. 2001, 153-163.) Kuvioissa 1-5 on esitetty eri tapoja, miten

varianttihemoglobiini voi muuttaa HbA ;c-tulosta.

Hha

wmo=
=
=
2]

Lo 1 ’

KUVIO 4. Vaianttien vaikutus HbA1c:n tulokseen

kromatografisessa menetelmassa (Bry ym. 2001, 153—
163).

1)

2)

3)

4)

5)

HbA erottuu HbA 1.:std, varianttiaei ole 1asnd, %

HbA 1 -tulos on oikein

Glykoitunut variantti HbX 1c on lasn&, mutta variantilla
ei ole vaikutusta % HbA ;-tulokseen, koska piikit

erottuvat toisistaan selvasti

Hemoglobiinivariantti HbX eluoituu yhdessd HbA 1¢:n
kanssa, jolloin % HbA1c-pitoisuus on virheel lisesti

lilan korkea

Glykoitunut HbX ;¢ eluoituu yhdessa HbA ;.:n kanssa,
jolloin % HbA1c-pitoisuus on virheellisesti hieman

kohonnut

Kokonais-HbA ja kokonais-HbX eluoituvat yhdessa,
jolloin % HbA1c-pitoisuus on virheellisesti liian
matala.

Muita kromatografiaan héiritsevasti vaikuttavia hemoglobiinifraktioita ovat
fetaalihemoglobiini (HbF), hemoglobiinin glutationi-addukti (HbA3) seka labiili
HbA 1, jos labiilin fraktion poistomenetelma on epétaydellinen (Koskinen 1997, 81—

82). HbF eluoituu yhdessd HbA1::n kanssa ja voi aiheuttaa virheellisesti kohonneita
HbA;c-arvoja aikuisilla diabeetikoilla (Schnedl ym. 2001, 94-98).
Fetaalihemoglobiiniongelma on kaytanndssa jaanyt pois uusien HbA;—menetelmien

korvattua vanhemmat HbA 1-menetelmét. Kuitenkin tapauksissa, joissa
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fetaalihemoglobiinitaso on niin korkea, ettéd merkittéva osa glykoituneesta
hemoglobiinista on glykoitunutta fetaalihemoglobiinia, joudutaan HbA 1.
suhteuttamaan HbAO-fraktioon totaalihemoglobiinin sijaan. Hemoglobiinin glutationi-
addukti on piikki, joka nousee HbA1.:n ja HbAO:n véliin ndytteen vanhetessa. Se voi
vaikuttaa HbA ;c-tulostukseen, jos kromatografian erotuskyky télla alueella on huono.
GHbA ;-fraktion luotettavien tulosten saaminen edellyttaa, ettd menetelmiin on liitetty
joko preanalyyttinen tai analyysivaiheessa tapahtuva labiilin fraktion poisto, jolloin
satunnaiset korkeat arvot, esimerkiksi paaston puuttuminen eivét vaikuta tuloksiin.
(Penttila & Tiikkanen 2004, 99-102.)

5.1.2 Varianttien vaikutus immunokemiallisiin menetelmiin

I mmunokemiallisia glykohemoglobiinimenetelmi& pidetdan glukoosispesifising ja
pitkalle automatisoituina. Niiden on toivottu ratkaisevan glykohemoglobiinin
mittausongelman silloin, kun potilaan hemoglobiini on osittain tai kokonaan muuta
kuin normaalia hemoglobiini A:ta. T&méa on erityisesti eteldisempien maiden ongelma,
mutta vaeston sekoittumisen vuoksi varianttien maéra on lisdantynyt muuallakin.
(Koskinen 1997, 82.)

I mmunokemialliset hemoglobiinin mé&ritysmenetel mét perustuvat spesifisten vasta-
aineiden kayttoon, jotkatunnistavat hemoglobiinin b-ketjun N-terminaalisen
glykoituneen aminohapon seka ketjun 4-10 ensimmaéistéd aminohappoa. Jos jokin
naista 4-10 aminohaposta vaihtuu mutaation seurauksena, el vasta-aine tunnista
sitoutumispaikkaansa ja HbA 1 tulokset voivat olla virheellisen matalia. Esimerkiksi
Hb Raleighin tapauksessa Va® Ala substituutiossa N-terminaalinen aminohappo
asetyloituu, jolloin glykoituminen estyy jatulokset laskevat. Myds muut N-
terminaalisen p&an aminohapposubstituutiot aiheuttavat saman ongelman, eikéa naiden
potilaiden pitk&n ajan sokeritasapainoa tulisi méarittda immunokemiallisella
menetelmalla (Bry ym. 2001, 153-163.)
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5.2 Hemoglobiinijohdannaiset

GHb:n méarittédmiseen voi geneettisten varianttien ohella vaikuttaa myos
hemoglobiinin kemialliset muutokset. Nama muutokset voivat jaljitella GHb:ta
fysikaalisesti ja kemiallisesti ja aiheuttaa GHb:n epéatarkkoja méérityksig, varsinkin jos
erotusmenetelmét perustuvat varauseroihin. Tavallisimpia johdannaisia ovat
karbamyloitunut hemoglobiini ja asetyloitunut hemoglobiini. (Bry ym. 2001, 153—
163.)

Karbamyloituminen tapahtuu terveissa yksildissa, muttaon yleisempaé potilailla,
joillaon alentunut munuaisten toiminta ja kohonneet seerumin ureapitoisuudet
(International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC)
2002, 78-89). Karbamyloitumisessa urea hajoaa spontaanisti elimistossa
ammoniakiksi ja syanaatiksi. Syanaatin protonaatio johtaa isosyanaattihapon
syntymiseen, joka reagoi proteiinien a- ja e-aminoryhmien kanssa muodostaen
karbamyyliyhdisteen. Hemoglobiinin b-ketjun N-terminaalinen valiini on erityisen
reaktiivinen isosyanaattihappoa kohtaan, jolloin syntyy stabiili karbamyyli-Hb.
Uremiapotilailla karbamyyli-Hb:n osuus voi olla jopa 3 % kokonaishemoglobiinista
Karbamyyli-Hb:n isoelektrinen piste on hyvin 1ahella HbA.:n vastaavaa, joten se voi
hairita varaukseen perustuvia GHb:n méarityksid. Immunokemiallisiin ja
boronaattiaffiniteettimenetelmiin el karbamyyli-Hb:ll& ole osoitettu olevan vaikutusta
uremiapotilailla. (Bry ym. 2001, 153-163.)

Asetyloitunutta hemoglobiinia esiintyy potilailla, jotka saavat suuria annoksia
aspiriinia (IFCC 2002, 78-89). HbA:n a- ja b-ketjujen lysiini-aminohappojen
asetyloituminen aspiriinin vaikutuksesta muuttaa asetyloituneen hemoglobiinin
varausta negatiivisemmaksi. Asetyloituminen muuttaa hemoglobiinin kromatografisia
ominaisuuksia, minka seurauksena HbA ;¢ pitoisuus kohoaa virheellisesti. (John 2003,
1199-1212))
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5.3 Vaihtoehtoiset menetelmat HbA1.:n méarittamiseen

Punasolujen elinikda lyhentévét patofysiologiset tilat ja hemoglobinopatioiden
esiintyminen rgjoittavat GHb-testien kaytt6a pitkéan atkavalin sokeritasapainon
tarkkailussa. Edella mainituissa tapauksissa tulisi kdyttda vaihtoehtoisia testgjg, kuten
glykoituneiden seerumin proteiinien (GSP) méritysta ja glykoituneen seerumin
albumiinin (GSA) mééritysta. Néiden testien kdyttssa tulee kuitenkin huomata
Seuraavat asiat: 1) Nama testit heljastavat glykeemistatilaavain noin 2 viikon gjalta ja
2) kumpaakaan testia ei ole tutkittu, korreloivatko tulokset diabeteksen aiheuttamien
komplikaatioiden kanssa samalla tavalla kuin GHb. (Bry ym. 2001, 153-163; The
Diabetes Control and Complications Trial Reseach Group 1993, 977-986.)

Glykoituneiden seerumin proteliinien maéritysmenetelmét kasittavéat erilaisia
kolorimetrisia ja kromatografisia menetelmi&. Tarkemmin on tutkittu
fruktoamiinimenetelméa ja fenyyliboronaattiaffiniteettikromatografiaa, mutta ndiden
kaytto kliinisesti on viela kiistanalaista. (Benjamin ym. 1994, 683-687.) Suositeltavin
vaihtoehto on fruktoamiinimenetelma. Fruktoamiinitesti ilmoittaa potilaan
glykeemisen tilan noin 1-2 viikon gjalta. Testin tulos riippuu seerumin proteiinien
glykoitumisesta ja tulokseen el vaikuta hemoglobiinivariantin [asndolo. (Schnedl ym.
2001, 94-98.)
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6 STANDARDISOINTI

Kliinisissa laboratorioissa on kdytdssa nykyaan noin viisitoista eri HbA.:n
maaritysmenetelma, jotka perustuvat ioninvaihto- tai affiniteettikromatografiaan,
elektroforeesiin jaimmunologisiin periaatteisiin. Kansainvalisesti ei ole kéytossa
sovittua referenssimenetelméata referenssimateriaalia, johon laboratorioiden
rutiinimaéritykset voitaisiin jaljittda. Useita kansallisia aloitteita menetelmien
yhtenéi stamiselle on kuitenkin olemassa, esimerkiksi USA:ssa NGSP (the National
Glycohemoglobin Standardization Program) sekd omat ohjelmat Japanissa ja
Ruotsissa. Nama standardisointiohjelmat perustuvat kuitenkin eri menetelmiin. (IFCC
2002, 78-89.) Kaupallisesti saatavilla olevat eri menetelmét mittaavat GHb:n eri
fraktioita, jolloin saatu HbA ;-tulos riippuu kaytetystéa menetelmasté (Schnedl ym.
2001, 94-98). Kansainvalisen standardoinnin puutteen vuoks HbA 1-tulokset
vaihtelevat huomattavasti menetelmasta riippuen (IFCC 2002, 78-89).

Usein rutiinimaéritysten referenssimenetelmana kéytetaén kationinvainto-HPLC:t4,
koska lagjaa arvostusta saaneessa DCCT -tutkimuk sessa on kéaytetty kyseista
menetelmaa HbA ; -pitoisuuksien méaritykseen. HPL C:11a on hyvatoistettavuus ja
pitkan gjan stabiilius, mutta toisaalta melko huono herkkyys. Saman verindytteen
HbA-tulokset voivat vaihdella riippuen kromatografisesta systeemistd, esimerkiksi
pylvéaén koosta, puskurien koostumuksesta ja eluaatiogjoista. HbA1c:ksi g ateltu piikki
saattaa sisdltaa vaihtelevia mééria yhdigteitd, joilla on sama eluaatioaika kuin
HbA 1 l1& (IFCC 2002, 78-89; Lahousen ym. 2002, 699—703.) Taméan
epaspesifisyyden vuoksi I|FCC:n toimesta ryhdyttiin kehittdmaan vakiota, jonka avulla
eri menetelmia voitaisiin paremmin verrata keskendén ja poistaa analyyseg a hairitsevét
tekijat. Tama vakio valmistui vuonna 1998. Nain saatiin ailkaan 18hes puhtaat HbAO-
jaHDbA-fraktiot. N&ita vakioita suositellaan primaarivakioiksi kaikille glykoituneen
hemoglobiinin menetelmia kayttaville referenssilaboratorioille ja luonnollisesti myds
menetelmi& ja menetelmien reagensseja valmistaville yrityksille. (Penttila ym. 2004,
99-102.)

Samaan aikaan vakioiden kehittdmisen kanssa | FCC ryhtyi kehittdmé&an menetelmaa,
jonka avulla voitaisiin spesifisesti maérittéd HbA ;-fraktion glykoitunutta osaa.
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Menetelman avulla eliminoitaisiin potilaan sairauksien tai niiden hoidon aiheuttamat
virheelliset tulokset samoin kuin poikkeavien hemoglobiinien antamat virheelliset
arvot. Menetelmassé késitell&an aldmiinista vapaata hemoglobiiniliuosta
endoproteinaasi Glu-C:114, joka lohkaisee kuuden aminohapon pituiset peptidit seka
HbAO-fraktion ettd HbA - fraktion B-ketjujen péista. Peptidien suhde maéritetéan
sitten nestekromatografialla kayttéen analyyseihin joko massaspektrometriaa tai
kapillaarielektroforeesia. (Penttila ym. 2004, 99-102; John 2003, 1199-1212.)
Variantit ja hemoglobiinijohdannaiset eivét vaikuta tdman menetelman tuloksiin, ja
sitd voidaan kayttda myos varianttien tunnistukseen (Bry ym. 2001, 153-163).
Referenssimenetelman paremman herkkyyden takia tulokset ovat ahaisempia, kuin
nykyisilla kaytossa olevilla kaupallisilla menetelmilla Uuden referenssimenetelméan
ka&yttoonotto muuttaisi siten viitearvoja, ja vaatisi kaytdssa olevien rutiinimenetelmien
uudelleen kalibroinnin referenssimenetelmaa vastaavalle tasolle. (Koskinen 1997, 81—
82.) Uusi referenssimenetelma on hyvaksytty IFCC:n jé&senien kesken vuonna 2002 ja
menetelmé voi osoittautua GHb méaéritysten maailmanlaajuisen standardisoinnin
perustaksi (Sacks 2003, 1245-1247; John 2003, 1199-1212). Referenssimenetelma
tulisi ottaa ké&ytt6on, mutta se tuskin tulee kysymykseen rutiinianal ytiikassa, koska
laitteisto on kallis sek& monimutkainen asentaa ettd kayttéa (Penttila ym. 2004, 99—
102; Sacks 2003, 1245-1247).
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7 TUTKIMUSTAVOITE JA TUTKIMUSTEHTAVAT

Opinnaytetyon tavoitteena on tehda menetelmavertailua kolmen GHbA ;.:ta
madrittavan analysaattorin kesken. Menetelmavertailut suoritetaan eritasoisilla
potilasnaytteilla. Kéytettavéat analysaattorit ovat Bio-Rad Variant™ |1 ja Bio-Rad D-
10™ Dual Program ja DCA 2000%+. Tydssa tutkitaan myos Bio-Rad D-10™ Dual
Program -laitteen tulostasoa ja toistettavuutta eritasoisten potilasnaytteiden ja

kaupallisten kontrollien avulla

Opinndytetydmme yhtend tavoitteena on erottaa ja tunnistaa uuden analysaattorin eli
Bio-Radin D-10™ Dual Program -laitteen avulla Keski-Suomen alueella esiintyva
HbAc-analyyseja hairitseva hemoglobiinifraktio.

Tutkimustehtavét:
1. Miten eri GHbA;-analysaattorit eroavat toisistaan periaatteiltaan ja
tuloksiltaan?
2. Mikéa glykoituneen hemoglobiinin fraktio esiintyy Keski-Suomen alueella?
3. Mika merkitystallafraktiolla on eri GHbA ;-analyyseissa?
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8 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

8.1 Tutkimuksen kulku

Analyysit suoritettiin Keski-Suomen keskussairaal an kliinisen kemian laboratoriossa
26.6.—11.7.2005. Néaytteet analyyseja varten keréttiin Bio-Rad Variant™ |1
Hemoglobin Testing System -anal ysaattorin edellisena péivana analysoiduista
naytteista Naytteista pyrittiin valikoimaan mahdollisimman eritasoisia HbA ;-
tuloksia. Kaikki kolmen viikon aikana tulleet varianttindytteet otettiin mukaan
tutkimukseen. Naméa naytteet oli Variant 11 -analysaattorin liséksi analysoitu myds
Bayerin DCA 2000°+-analysaattorilla.

Bio-Rad D-10™ Dua Program -laite oli kliinisen kemian laboratoriossa lainassa
tutkimuksemme gjan. Bio-Rad D-10™ Dual Program on nestekromatografinen
menetelméa, joka perustuu hemoglobiinimolekyylien erilaisiin varauksiin. Bio-Rad D-
10™ Dual Program -analysaattoriin kuuluu kaksi ohjelmaa. Lyhyell& ohjelmalla
maaritetédn HbAc:n prosentuaalinen pitoisuus kokonaishemoglobiinista ja pitkélla
ohjelmalla Az:n, F:n ja Aic:n prosenttiosuudet kokonaishemoglobiinista. Pitké ohjelma
soveltuu myos joidenkin epanormaalien hemoglobiinien havaitsemiseen. Molemmat
ohjelmat kéyttavét samaa pylvasta ja samoja puskuri- ja pesuliuoksia. Lyhyen

ohjelman kesto on 3 minuuttia ja pitkan ohjelman kesto 6,5 minuuttia per nayte.

Testasimme Bio-Rad D-10™ Dual Program -laitteen toistettavuutta eritasoisilia
potilasnaytteilla seké sarjojen valista tulostasoa kaupallisten kontrollien avulla.
Vertasmme Bio-Rad D-10™ -analysaattorin lyhytta ja pitkéa ohjelmaa toisiinsa
potilasnaytteiden avulla. Molempien ajo-ohjelmien tuloksia verrattiin myos Bio-Rad
Variant™ [1:n antamiin HbA ;c-tuloksiin. Varianttindytteitd anal ysoitaessa mukaan
|laitevertailuun otettiin DCA 2000°+, joka mittaa HbA1c-pitoisuutta téysin toisella
periaatteella kuin kaks muuta analysaattoria. Kaikki ndytegjot suoritettiin
laitevalmistgjan ohjeen mukaisesti.
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8.2 Nayte

Verindyte GHbA 1. -méaaritysta varten voidaan ottaa laskimosta tai kapillaarinaytteena
sormenpéasta. Nayte B-GHb-A1.:n analysointia varten otetaan K2-EDTA-
antikoagulanttia sisaltévaan nayteputkeen. Naytteenotto ei edellytd paastoa, koska
glykohemoglobiinin taso kuvastaa diabeteksen keskimaaraista tasapainoa 2-8 viikon
gjalta ennen naytteenottoa. Se @ dsiis kuvaa ndytteenottohetkella vallitsevaa veren
glukoositasoa. Nayte sdilyy huoneenldmmadssé yhden vuorokauden ja+ 4 °C:ssa
yhden viikon. (Y htyneet laboratoriot kasikirja; Sacks ym. 2002, 426-472.)
Potilasnéytteita tutkimuksessamme oli 42 kappaletta, joista teimme yhteensa 104
madritysta Bio-Rad D-10™ Dual Program -analysaattorilla. Rinnakkaismaarityk set
Bio-Rad Variant™ | Hemoglobin A1 Program -analysaattorillaja DCA 2000%+ -
analysaattorillateki Keski-Suomen keskussairaalan kliinisen kemian laboratorion
henkilokunta. Naytteet eivét vaatineet esikasittelya.

8.3 Kaytetyt reagenssit

Tutkimuksessa kaytetyt kontrolli- ja kalibraatioliuokset ndkyvét taulukossa 1.

TAULUKKO 1. Analyyseissa kaytetyt reagenssit ja niiden valmistaja

Reagenss Vamigaja
Lyphochek® Diabetes Control Bio-Rad Laboratoriot
Tasot 1ja2

Lyphochek® Hemoglobin A2 Control Bio-Rad Laboratoriot
Tasot1ja2

HbA ;. Calibrator/Diluent Set Bio-Rad Laboratoriot
HbA,/F/ A, Calibrator/Diluent Set Bio-Rad Laboratoriot




Kontrollien valmistus:
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Kaikki kontrollit valmistettiin samallatavalla laitteen tydohjeen mukaisesti siten, etta

kontrollin jadiluentin (laimennusneste) suhde oli 1:301. Laimennos tehtiin

pipetoimalla diluenttia 900 ul ndytekuppiin ja 3 pl kontrolliliuosta jonka jakeen

ndyteseos sekoitettiin hyvin.

K alibraattorien laimennus:

Kalibraattorit 1 ja 2 valmistettiin valmistajan ohjeen mukaisesti liséamalla 7 ml

diluenttia kylmakuivattua reagenssia sisdltavaan pulloon.

8.4 Kaytetyt mittalaitteet

Tutkimuksessa kaytetyt laitteet ovat taulukossa 2.

TAULUKKO 2. Analyyseissa kaytetyt mittalaitteet, niiden valmistajat ja tyypit

inhibitio

Mittalaite Vamistga Tyyppi

Kationinvaihto HPLC Bio-Rad Variant™ [l Hemoglobin
A1 Program

Kationinvaihto HPLC Bio-Rad D-10™ Dual Program

L atex-aggl utinaation Bayer DCA 2000°+

8.4.1 Mittalaitteiden toimintaperiaate

Kationinvaihto HPLC:

Kationinvaihtokromatografian erotuskyky perustuu hemoglobiinimolekyylien

erilaisiin sahkoisiin varauksiin. Laitteessa oleva pylvas on taytetty silikapartikkeleilla,

jotka on paallystetty negatiivisesti varautuneella stationdérifaasilla, johon positiivisesti
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varautuneet hemoglobiinimolekyylit sitoutuvat. Kationinvaihtokromatografiassa
liikkuva faasi sisdltéd kaksi puskuriliuosta, joista puskuri A:ssa on matala

suol apitoisuus ja puskuri B:ssa korkea. Hemoglobiinin alalgjit eluoituvat
kationinvaihtopylvaasta eri ajassa riippuen puskurina kaytetyn liuoksen
ionivahvuudesta. Ensimmaiseksi irtoavat pienemman positiivisen varauksen omaavat
Hb-molekyylit. Spektrofotometri mittaa Hb:n konsentraation jokaisesta kerétysta
fraktiostalaskemalla kunkin piikin pinta-alan. Hb-fragmenttien absorbanssi mitataan
aallonpituudella 415 nm ja jokaisen fragmentin prosenttiosuus lasketaan vertaamalla
sen méaraa totaali-Hb:n maéraan. Kationinvaihtokromatografit ovat taysin
automaettisia, eivétka vaadi labiilin fraktion poistoatai hemolysointia. Naytteessa
olevat poikkeavuudet voidaan havaita kromatogrammista. Kaikki automaattiset

HPL C- menetelmét toimivat samankaltaisella periaatteella. (Bry ym. 2001, 153-163.)

Tassa opinnaytetydssa kationinvai htokromatografisia menetelmiaolivat Bio Rad
Variant™ |1 Hemoglobin Testing System (kuva 1) ja Bio-Rad D-10™ Dual Program
(kuva ?2).

Kuva. M. Somppi
KUVA 1. Bio-Rad Variant 1™ Hemoglobin KUVA 2. Bio-Rad D-10™ Dud
Testing System Program (Bio-Rad Laboratories

2006)

Latex-agglutinaation inhibitio:

DCA 2000®+ analysaattorin toiminta perustuu latex-agglutinaation inhibitioon, joka
on immunologinen menetelma. DCA 2000°+ analysaattori (kuva 3) méarittdd HbAcn
jakokonaishemoglobiinin konsentraation, ja antaa HbA.:n tuloksen naiden suhteena.
Naytteet analysoidaan yksitellen kayttaen kertakayttoisia reagenssikasetteja, joissaon
kaikki reagenssit valmiina. Y hden naytteen analysointiaika on 6 minuuttia.
Analysaattorilla on hyva sarjojen sisdinen ja -valinen tarkkuus ja menetelma ovat
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kalibroitu reagenssivalmistgjan toimesta HPL C-referenssimenetel maé vastaan. (John
2003, 1199-1212.)

Periaatteena kokonaishemoglobiinimé&arityksessd on, etta kaliumferrosyanidi hapettaa
naytteen hemoglobiinin methemoglobiiniksi, joka yhdistyy tiosyanaatin kanssa.
Muodostuneen tiosyanaatti-methemoglobiinikompleksin varin intensiteetti 531 nm:ssa
on suoraan verrannollinen naytteen Hb-pitoisuuteen. (John 2003, 1199-1212.)

HbA ¢ n pitoisuus ndytteesta mitataan latex-agglutinaation inhibitiomenetelmalla.
Menetelméassa HbA 1c:n immunoreaktiivisesta osasta kopioidut synteettiset polymeerit
agglutinoivat HbA -spesifisella vasta-aineella paél lystettyjé latex-partikkel eita.
Agglutinaatio aiheuttaa valon sirontaa, joka mitataan absorbanssin kasvuna
aallonpituudella 531 nm. Naytteessa oleva HbA 1. kilpailee synteettisen polymeerin
kanssa rajoitetuista HbA 1 vasta-aineiden sitoutumiskohdista, jolloin agglutinaatio
estyy javalon sironta vahenee. Valon sironnan véaheneminen on verrannollinen
naytteessd olevan HbA.:n méardan. Lopuks laite laskee HbA1::n % -osuuden
kokonaisnemoglobiinista. (John 2003, 1199-1212.)

Kuva M. Somppi

KUVA 3. DCA 2000%+
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9 TILASTOLLISET MENETELMAT

Keskiarvot laskettiin seuraavalla kaavalla (Miller & Miller 2000, 20):

]
-_axX
X= ’

n

missa
X i = yksittaisen naytteen mittaustulos

n = naytteiden lukuméra

Standardipoikkeamat laskettiin seuraavasti (Miller & Miller 2000, 21):
_ é (Xi - ;()
S—\f—,
n-1
missa

X = keskiarvo
X i = yksittaisen naytteen mittaustulos

n = naytteiden lukumééra

Variaatiokerroin eli CV % laskettiin seuraavasti (Miller & Miller 2000, 23):

CV % = —* 100,

x| »n

missa
s = gandardipoikkeama
X = keskiarvo

Luottamusvali laskettiin seuraavalla kaavalla (Miller & Miller 2000, 29-31):

t S
0,05 (n) T '
n

jossat riippuu seka vapausasteesta (n-1) etté vaaditusta luottamustasosta

n=xz
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X = keskiarvo
t = t-jakauman taulukoitu arvo 95 %:n luottamustason mukaan
s = gandardipoikkeama

n = naytemaara

Té&ssa opinnaytetydssa menetel mévertailu suoritettiin lineaarisen regression (R?)
avulla Lineaarisellaregressiolla voidaan verrata kahta eri menetelméa, joissa
ndytekonsentraatiot ovat hyvin erilaisia. Menetelméssi x-akselille sijoitetaan
referenssimenetelman tulokset ja y-akselille uuden menetelman tulokset. Jokainen
saatu piste kuvastaa siten tulosta kahdella eri menetelmalla. (Miller & Miller 2000,
126-130.)

Lineaarisuutta kuvastaa korrelaatiokerroin (r), joka voi saada arvojavdilla— 1<r <+1
(Miller & Miller 2000, 111).

r=-1 taydellinen negatiivinen korrelaatio
r=1 taydellinen positiivinen korrelaatio

r=0 x:njay:nvdillaei lineaarista riippuvuutta
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10 TULOKSET

10.1 Bio-Rad D-10™ -analysaattorin sisainen tasovertailu

10.1.1 Lyhyt ajo

Bio-Rad D-10™ Dual Program —laitteen lyhyen ajon siséinen vertailu suoritettiin
kahdella eritasoisella potilasndytteella Rinnakkaisia méérityksia suoritettiin
molemmilla naytteilla 13 kappaletta. (Taulukko 3) Naytteen 1 HbAc-arvo oli 5,4 %,
joten se oli normaalirgjoissa (4,0-6,0 %). Naytteen 2 HbA-arvo 8,3 % viittaa
huonoon diabeteksen hoitotasapainoon (7,5-8,5 %). Néytteissa el Bio-Rad Variant™
Il -analysaattorin kromatogrammin perusteella esiintynyt hemoglobiinivarianttia (liite
2). Molempien naytteiden rinnakkaismaarityksista laskettiin keskiarvon liséksi
standardipoikkeama (), variaatiokerroin (CV %) ja luottamusvali (u). Naytteen 1
standardipoikkeamaksi saatiin 0,05, variaatiokertoimeksi 0,92 ja luottamusvaliks 5,39
+ 0,03. Néytteelle 2 vastaavat tulokset olivat s= 0,12, CV% = 1,45jap = 8,25 + 0,08.
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TAULUKKO 3. Bio-Rad D-10™: Lyhyen ajon siséinen vertailu kahdella eritasoisella

potilasnaytteella

Nayte 1 Nayte 2
1 54 8,5
2 53 8,0
3 53 8,1
4 54 8,2
5 54 8,2
6 54 8,3
7 54 8,3
8 54 8,3
9 54 8,3
10 54 8,3
11 54 8,3
12 5,5 8,3
13 54 8,2
Keskiarvo, X 5,392308 8,253846
Standardipoikkeama, s 0,049355 0,119829
Variaatiokerroin, CV% 0,92 1,45
Luottamusvali, p 5,39+ 0,03 8,25+ 0,08

10.1.2 Pitkd ajo

Bio-Rad D-10™ Dual Program -analysaattorin pitkan gjon siséinen vertailu

suoritettiin 10 kappal etta molemmilla potilasnéytteilld. (Taulukko 4) Naytteen 1
HbA -arvo (5,3 %) oli normaalirgjoissa (4,0-6,0 %) ja ndytteen 2 arvo (8,6 %)

normaalirajojen ylapuolella huonon hoitotasapainon alueella (7,5-8,5 %). Naytteissa

ei Bio-Rad Variant™ |1 —analysaattorin kromatogrammin perusteella esiintynyt
hemoglobiinivarianttia. Molempien naytteiden rinnakkaisméaarityksista laskettiin
keskiarvon liséksi standardipoikkeama (s), variaatiokerroin (CV %) ja luottamusvéli
(1). Naytteen 1 standardipoikkeamaksi saatiin 0,10, variaatiokertoimeksi 1,84 ja



luottamusvéliksi 5,26 + 0,07. Néytteelle 2 vastaavat tulokset olivat s= 0,05, CV% =
0,60 jap = 8,56 + 0,04.
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TAULUKKO 4. Bio-Rad D-10™: Pitkan gjon siséinen vertailu kahdella eritasoisella

potilasnaytteella

Nayte 1 Nayte 2
1 53 8,6
2 53 8,6
3 53 8,6
4 53 8,6
5 51 8,6
6 51 8,5
7 54 8,6
8 5,2 8,5
9 53 8,5
10 53 8,5
Keskiarvo, X 5,26 8,56
Standardipoikkeama, s 0,096609 0,05164
Variaatiokerroin, CV% 1,84 0,60
Luottamusvali, p 5,26 + 0,07 8,56 + 0,04

10.2 Bio-Rad D-10™ -analysaattorin sarjojen valinen tasovertailu

Bio-Rad D-10™ Dual Program -laitteen sarjojen vélinen vertailu seka lyhyelle etta
pitkalle ajolle toteutettiin kaupallisten kontrollindytteiden avulla. Lyhyen ajon

kontrolleina kaytettiin Lyphochek® Diabetes Bi-level Control -liuoksia, joitaoli kahta
eri tasoa: Low jaHigh. Pitkan ajon kontrollikitti oli Lyphochek® Hemoglobin A2 Bi-

level Control, joka sisélsi kaksi eritasoista kontrollia: Low ja High. Kontrollit gjettiin

jokaisena mittauspaivana ennen varsinaista ndyteajoa. Lyhyelle gjolle erillisia

mittaussarjoja suoritettiin 5 kappal ettaja pitkélle gjolle 8 kappaletta (Taulukko 5). Eri

paivina saaduista rinnakkaistuloksista laskettiin jokaiselle kontrolliliuokselle
keskiarvo, keskihgjonta, variaatiokerroin ja luottamusvali. Lyhyen ajon matalan



kontrollin (Low) kesiarvoks saatiin 5,3 %, standardipoikkeamaksi 0,07,
variaatiokertoimeks 1,33 jaluottamusvdliksi 5,30 £ 0,09. Lyhyen gjon korkean
kontrollin (High) vastaavat arvot olivat X = 9,7 %, s= 0,04, CV% 0,46 jap = 9,68 +
0,06. Pitkan ajon matalan kontrollin (Low) keskiarvoks saatiin 5,0 % ja
standardipoikkeamaksi 0,63. Variaatiokerroin oli 12,61 ja luottamusvéli 5,0 £ 0,5.
Pitkan ajon korkean kontrollin (High) rinnakkaistulosten arvoiks saatiin vastaavasti
X=6,9%,s=172,CV%2519japn=6,9+ 1,4

TAULUKKO 5. Bio-Rad D-10™: Sarjojen valinen vertailu kontrollingytteiden avulla

Lyhyt gjo Pitka ao
Low High Low High
1 53 9,7 1 53 9,7
2 5,4 9,7 2 55 6,0
3 5,2 9,7 3 5,6 6,1
4 53 9,7 4 5,5 6,0
5 53 9,6 5 5,2 9,6
6 4,2 58
7 4,2 59
8 4,3 5,8
Keskiarvo, X 5,30 9,68 4,98 6,86
Standardipoikkeama, s 0,070711 |0,044721 0,627353 |1,723731
Variaatiokerroin, CV% 1,33 0,46 12,61 25,19
Luottamusvali, p 5,30+ 0,09 | 9,68 + 0,06 50+05 (69+14

10.3 Bio-Rad D-10™ -analysaattorin pitkan ja lyhyen ajo-ohjelman valinen

vertailu

Bio-Rad D-10™ Dual Program -analysaattorin pitkaa ja lyhytta gjo-ohjelmaa
verrattiin 20 eritasoisella potilasnaytteella (kuvio 8). Néytteet valittiin edellisena
paivand Bio-Rad Variant™ II:lla analysoiduista naytteista siten, etté ne kattoivat

mahdollisimman lagjan HbA-pitoisuusalueen. Néytteissa el esiintynyt
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varianttihemoglobiinia Bio-Rad Variant™ |1 -analysaattorin kromatogrammin
perusteella. Saadut tulokset ndkyvét liitteessd 1 sivulla 1. Tuloksia tarkasteltiin
lineaarisen regression avulla siten, ettalyhyen agjon tulokset asetettiin x-akselille ja
pitkan gjon tulokset y-akselille. Mittauspisteisiin sovitetun suoran avulla saatiin
selville korrelaatiokerroin (R?), jonka arvo oli 0,9974.

14 y = 1,0023x + 0,0884
121 R?=0,9974

% HbAlc (pitka ajo)
(o0}

0 1 1
0 5 10 15
% HbA1c (lyhyt ajo)

KUVIO 8. Bio-Rad D-10™ gjo-ohjelmien valinen vertailu

10.4 Bio-Rad Variant™ Il jaBio-Rad D-10™ -analysaattoreiden valinen vertailu

Bio-Rad Variant™ |1 jaBio-Rad D-10™ -analysaattoreita verrattiin seka lyhyen ajo-
ohjelman etté pitkan gjo-ohjelman osalta. Bio-Rad D-10™:n lyhytta gjoa ja Bio-Rad
Variant™ [l -analysaattoria verrattiin 30 potilasnaytteel 14, jotka valittiin edellisena
jaBio-Rad Variant™ |1 analysaattoria verrattiin 20 potilasnaytteella (kuvio 10).
Naytteita oli 10 vahemman johtuen ajo-ohjelman pitk&sta gjoajasta. Naytemaéra
katsottiin kuitenkin riittavaksi. Naytteissa ei esiintynyt varianttihemoglobiinia Bio-
Rad Variant™ |1 -analysaattorin kromatogrammien perusteella. Tulokset on esitetty
liitteessa 1 sivulla 2. Eri menetelmia verrattiin toisiinsa lineaarisen regression avulla,
jossa kaytetty referenssimenetelma oli x-akselilla ja uusi menetelma y-akselilla.
Vertalltaessa Bio-Rad D-10™ -analysaattorin lyhyttad ohjelmaa ja Bio-Rad Variant™
Il -analysaattoria saatiin korrelaatiokertoimeksi 0,997. Bio-Rad D-10™ pitkan



ohjelman ja Bio-Rad Variant™ [l -analysaattorin valinen vertailu tuotti
korrelaatiokertoimeksi 0,9969.

14 {y =0,9961x - 0,1848
R%=0,997

% HbA1c (D-10, lyhyt ajo)

10
% HbAlc (Variant Il)

15

20
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KUVIO 9. Bio-Rad D-10™ |yhyen ohjelman ja Bio-Rad Variant™ || -analysaattorin

valinen vertailu

16
s 14 y = 0,9863x - 0,0188
g 121 R® = 0,9969
3 10 1
a 8
9 6-
<
£ 4
O\O
2 i
0 ' ! T
0 5 10 15

% HbAlc (Variant Il)

20

KUVIO 10. Bio-Rad D-10™ pitkén ohjelman ja Bio-Rad Variant™ |1 -analysaattorin

valinen vertailu
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10.5 Varianttindytteiden vertailu

Tutkimuksemme aikana kaikki esiin tulleet varianttindytteet (6 kappaletta) analysoitiin
kolmella eri analysaattorilla: Bio-Rad Variant™ |1 Hemoglobin A;. Program, DCA
2000%+ ja Bio-Rad D-10™ Dual Program. Bio-Rad Variant™ Il ja Bio-Rad D-10™
perustuvat kationinvaihtokromatografiaan ja DCA 2000®+ on immunokemiallinen
menetelmé. Bio-Rad D-10™ -analysaattorista valittiin méérityksiin pitk& ohjelma sen
teoreettisesti paremman erottelukyvyn perusteella. Analysoitavat varianttindytteet
valittiin Bio-Rad Variant™ |1 -analysaattorin kromatogrammien perusteella, eli
kromatogrammeissa nakyi varianttinemoglobiinille tyypillinen kaksoispiikki (liite 3).
Naytteet analysoitiin kerran tai kaksi kertaa viikossa, jotta sailytysaikaolisi
asianmukainen. Varianttindytteitéa analysoitiin 6 kappaletta jokaisella analysaattorilla.
Liséksi mukana vertailussaoli kaksi normaalia HbA 1-naytettd, joillatarkkailtiin
laitteiden tulostasoa. Tulokset on esitetty kuvioissa 11, 12 ja 13. Numeeriset tulokset
on esitetty liitteessa 1 sivulla 3. Eri menetelmi& verrattiin toisiinsa lineaarisen
regression avulla. DCA 2000°+-analysaattorin tulokset asetettiin x-akselille, koska
pidimme analysaattoria luotettavimpana varianttinaytteiden osalta. Bio-Rad Variant™
Il ja DCA 2000°+-analysaattoreiden valinen vertailu hemoglobiinivarianttingytteill&
antoi tulokseksi korrelaatiokertoimen 0,5879. Korrelaatiokertoimen arvo Bio-Rad D-
10™ pitk&4 ohjelmaa ja DCA 2000°+ -analysaattoria vertailtaessa oli 0,7401. Lopuksi
verrattiin vield Bio-Rad D-10™ -analysaattorin pitkda ohjelmaa ja Bio-Rad Variant™
I1-analysaattoria keskenaan, jolloin korrelaatiokertoimen arvoksi saatiin 0,9559.

y = 0,6542x + 0,6909 "
R%=0,5879

% HbA1lc (Variant Il)
O P N W M U1 OO N 00 ©

o
N

4 6 8 10 12
% HbAlc (DCA2000+)

KUVI0 11. Bio-Rad Variant™ |1 jaDCA 2000®+-analysaattoreiden valinen vertailu
hemoglobiinivarianttingytteilla
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8 y=0,7927x - 0,0642
R% = 0,7401

% HbA1c (D10, pitka)

0 2 4 6 8 10 12
% HbAlc (DCA2000+)

KUVI0 12. Bio-Rad D-10™ pitkan ohjelman ja DCA 2000°+-analysaattorin vélinen
vertailu hemoglobiinivarianttindytteilla

| y=1,0558x-0,1181

R® = 0,9559
| |

% HbAlc (D10, pitka ajo)
O P, N W b 01O N 0 ©

o
N

4 6 8 10
% HbAlc (Variant Il)

KUVIO 13. Bio-Rad D-10™ pitké&n ohjelman ja Bio-Rad Variant™ |1-analysaattorin
valinen vertailu hemoglobiinivarianttindytteilla
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11 TULOSTEN TARKASTELU

Opinnaytetydssé tarkastelimme Bio-Rad D-10" Dual Program -analysaattorin
toistettavuutta seka sarjan siséll& etta sarjojen vélilla. Lyhyen gjon sisdinen vertailu
tehtiin kahdella eritasoisella potilasnaytteella Suhteellinen hgjonta (CV %) tasolla 5,4
oli 0,92 jatasolla 8,3 suhteelliseksi hajonnaksi saatiin 1,45. Valmistajan vastaavassa
vertailussa vastaaviksi CV%:ksi saatiin 0,8 (HbA1-taso 6,0) ja 0,5 (taso 10,3) (Bio-
Rad 2004). Bio-Rad D-10" analysaattorin pitk&n ohjelman vastaavat tulokset olivat
tasolla 5,3 CV% 1,84 jatasolla 8,6 CV% 0,6. Vamistgjan luotettavuusvertailussa
tulokset olivat 0,8 (taso 5,9) ja 0,3 (taso 13,1) (Bio-Rad 2004). Tulostemme
perusteella voidaan todeta, etta seké lyhyt etta pitka gjo-ohjelma antavat varsin
toistettavia tuloksia ja menetelméa voidaan pitéa luotettavana. Tuloksien
luotettavuutta lisdavét valmistajan saamat vastaavat tulokset.

Bio-Rad D-10" Dual Program -analysaattorin sarjojen véalinen vertailu tehtiin kahdella
eritasoisella (High ja Low) kaupallisella kontrolliliuoksella. Matalan kontrollin CV%
oli 1,33 jakorkean kontrollin 0,46. Vamistajan vastaavat tulokset on saatu kahdella
eritasoisella potilasnéytteel 1, jolloin CV%:ks on saatu 2,7 ja 1,8 (Bio-Rad 2004).
Lyhyen go-ohjelman kontrollitulokset olivat varsin hyviaja vastasivat valmistajan
saamiatuloksia. Tuloksen arvoa vahentaé kuitenkin kontrollisarjojen véhainen maara
(5 kappaletta). Pitkan ajo-ohjelman kontrollindytteita g ettaessa meilla oli huomattavia
ongelmia. CV%:t seka matalalle (CV% = 12,61) etté korkeadle (CV% = 25,19)
kontrollinaytteelle olivat todella suuria. Pitk& ajo-ohjelma vaati kalibroinnin 24 tunnin
valein jaainakun lyhyesta ohjelmasta siirryttiin pitk&an ohjelmaan.
Kalibraatioliuoksen lyhyella kayttéidlla (10vrk) saattoi olla vaikutusta varsinkin
matalan kontrollindytteen tulosten laskuun. Uuden kalibraattorin liuotus e kuitenkaan
nostanut matalan kontrollin tulostasoa. Korkean kontrollinaytteen vaihteluille (CV% =
5,8-9,7) meilla ei ole mitdan selitysta. Vamistajallaei tulosten perusteella ole ollut
ongelmia sarjojen valista vertaillua tentdessa. Matalan potilasndytteen suhteellinen
hajonta sarjojen valisessa vertailussa oli 1,4 ja korkean potilasnaytteen CV% oli 0,8
(Bio-Rad 2004).
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Bio-Rad D-10" -analysaattorin pitkaa ja lyhytta ajo-ohjelmaa verrattiin eritasoisilla
potilasnaytteilla Pitk&jalyhyt ajo-ohjelma korreloivat hyvin keskengén (R? =
0,9974). Vamistajan saama korrelaatiokertoimen arvo R? = 0,9953 tukee

erinomaisesti saamiamme tuloksia (Bio-Rad, 2004).

Bio-Rad Variant ™ |1-analysaattoria verrattiin Bio-Rad D-10" -analysaattorin lyhyeen
ja pitk&an ajo-ohjelmaan. Seké lyhyen etta pitkan gjo-ohjelman tulokset vastasivat
Variant |l -analysaattorin tuloksia. Korrelaatiokertoimiksi saatiin lyhyelle gjo-
ohjelmalle R? = 0,997 ja pitkalle ajo-ohjelmalle R? = 0,9969. Laitevalmistajan tulokset
samoista testeisté vastasivat ssamiamme tuloksia (lyhyt ajo R? = 0,9945, pitka gjo R?
= 0,9843) (Bio-Rad, 2004). Ennen varsinaista ndyteajoa kalibroimme analysaattorin
tarvittaessa ja ajoimme kontrollindytteet. Jos kontrollindytteet eivét olleet valmistajan
asettamissa rajoissa, ajoimme kontrollit uudelleen. Piddmme tuloksia luotettavina,
koska néytegjossa el esiintynyt ongelmia ja naytteita gjettiin vain voimassaolevan
kalibroinnin aikana ja kontrollien ollessa rajoissa. Molemmat analysaattorit olivat
valmistgjan toimesta kalibroitu DCCT -tutkimuksen referenssimenetel méé vastaan.

Hemoglobiinivarianttindytteiden tarkastelussa mukaan tutkimukseen otettiin Bayerin
DCA 2000%+ -analysaattori. Varianttindytteita vertailtaessa laitteiden valiset erot
tulivat selvasti esiin. Bio-Rad Variant™ 11 ja Bio-RadD-10" -analysaattorit antoivat
jérjestelmallisesti matalampia tuloksia varianttinaytteille kuin DCA 2000®+-
analysaattori. Kromatografisten menetelmien ongelmatuli hyvin esille téssa
tutkimuksessa. Keski-Suomen alueella esiintyva hemoglobiinifraktio tulee niin 18hell&
HbAc-piikkia, ettd Bio-Rad Variant 11 jaBio-Rad D-10" -laitteiden erotuskyky ei
riita erottamaan sitd HbA-fraktiosta. Bio-Rad Variant |1 :sen kromatogrammissa
Havaitsimme, etté Bio-Rad D-10" -analysaattorin kromatogrammi ei osoita yhta
luotettavasti hemoglobiinivariantin |asn&oloa kuin Bio-Rad Variant 11™. Kahdessa
ndytteessa kaksoispiikki nékyy selvasti kromatogrammissa, mutta muissa naytteissa
varianttihemoglobiinin 1&sn&olo j84 epaselvaksi (liitteet 4 jab).

DCA 2000®+ -analysaattorin antamat korkeammat HbA1c-arvot varianttinaytteille
johtuvat todenndkoisesti menetelmésta. Menetelméssi vasta-aineet tunnistavat
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terminaaliseen pddhan sitoutuneen glukoosin (John 2003, 1204). Koska
immunokemiallinen menetelma antaa selvésti korkeampia tuloksia varianttindytteille
kuin kromatografiset menetelmét, voidaan olettaa, etta Keski-Suomen aueella
esiintyva hemoglobiinimutaatio on tapahtunut muualla kuin kolmen ensimmaisen
aminohapon alueella. Koska vasta-aine/antigeeni reaktio on spesifinen, voidaan tulosta

pitéa luotettavana.

Bio-Rad D-10"-anal ysaattorin pitkan ajo-ohjelman ja Bio-Rad Variant I1™-
analysaattorin vertailu hemoglobiinivarianttingytteilla osoitti, ettd analysaattoreiden
vélilla e ole merkittavad eroa (R? = 0,9559). Tamé johtuu luultavasti siita, etta
molemmat analysaattorit ovat saman valmistajan laitteita. Molemmat analysaattorit
perustuivat samaan menetelmaan, niissa oli samat puskuriliuokset ja lahes
samanlainen pylvas. Vain gjoaika per ndyte oli eri. Keski-Suomen alueella esiintyvaa
varianttia el ainakaan taman tutkimuksen perusteella ole mahdollista erottaa vain
gjoalkaa pidentamalla vaan taytyisi vaihtaa my6s muita parametreja, kuten
puskuriliuoksen koostumusta.
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12 POHDINTA

Diabeteksen lisdantyminen ja Suomen kansainvalistyminen asettaa HbA 1.:t&
médrittaville analyysilaitteille entista suuremmat vaatimukset. Tutkimuksemme
osoitti, etta jotkin variantit selvasti héiritsevat HbA j-analyyseja. Suomessa on
havaittu toistakymmenté varianttia (Ahola 2006, 11). M&aré on kuitenkin kasvussa,
sill& ulkomaalaisen vaeston lisééntyessa Suomeen tulee uusia hemoglobiinifraktioita
Tulosten luotettavuuden takia olisi hyva [oytaa rutiinik&ytt6on sellainen analysaattori,
johon variantit eivét vaikuta.

Jo ennen kuin paasimme aloittamaan analyyseja, kavi selville, ettd yksi
tutkimuksemme tavoitteesta el tule toteutumaan. Olimme odottaneet Bio-Rad D-10™
Dual Program-analysaattorin pystyvén erottamaan Keski-Suomen alueella esiintyvan
variantin. Ennen kuin paésimme testaamaan laitetta keskussairaalassa, kemisti Marja-
L eena Ruopuro oli jo asian tutkinut ja havainnut, ettel laite pysty erottamaan kyseista
varianttia. Jouduimme hyvaksymaan sen tosiasian, etté yhteen tutkimustentavéamme
el saatu ratkaisua. Odotuksemme uutta laitetta kohtaan olivat suuret ja kuvittelimme
tekevdmme |18pimurron Keski-Suomen alueella esiintyvan hemoglobiinivariantin
tunnistamisessa. Olimme pettyneitd, muttatotesimme, ettd opinndytetydmme el
suinkaan epaonnistunut tdman vuoksi. Painvastoin saimme uuttaintoa selvittééa miten

hemoglobiinivariantit syntyvét ja miten ne vaikuttavat eri analyyseissa

Osa analyyseista oli tehty meille valmiiksi, joten meille ja sopivien ndytteiden
valitseminen sek& uuteen laitteeseen perehtyminen. Koska Bio-Rad D-10 oli lainalaite,
el kenelldk&an laboratorion henkildkunnasta ollut kokemusta laitteen kaytosta.
Laitteen k&yton opettelimme melko omatoimisesti ja saimme samalla arvokasta
kokemusta itsenéi sen tutkimuksen suorittamisesta. Bio-Rad D-10™ -laitteen kaytto oli
helppo oppiajasita oli olemassa hyvét pikaohjeet. Tdman vuoks pystyimme
viimeisten analyysien kohdalla vuorottelemaan siten, ettéa vain toinen oli paikalla
kéyttamassa laitetta. Joitakin ongelmiakin esiintyi, esimerkiksi Bio-Rad D-10™:n
mukana tullut tulostuspaperi loppui kesken, jolloin kaikista analysoimistamme
naytteista el jaanyt kromatogrammia myohempéaé tarkastelua varten.
Tarkoituksenamme oli tehdd analyyseja enemman, mutta ilmeisesti kesdlomakauden
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vaikutuksesta nayteméarét olivat vahdisia Varsinkin variantteja sisdltavia ndytteita oli
koko tutkimuksen ajan poikkeuksellisen vahan. Laajempi materiaali

hemoglobiinivarianttien osalta olisi lisdnnyt tutkimuksen luotettavuutta.

Kaikkein mielenkiintoisinta oli tutkimustulosten valmistuttua ndhdéa tekemistdmme
taulukoista, kuinka paljon hemoglobiinivariantin esiintyminen vaikuttaa lopulliseen
tulokseen. Tutkimuksessamme kévi ilmi, etta Bio-Rad Variant 11™ ja Bio-Rad D-10™
ovat tuloksiltaan samantasoisia analysaattoreita. Molempien analysaattoreiden
heikkoutena on se, etta ne eivét pystyneet erottamaan Keski-Suomen alueella
esiintyvad hemoglobiinivarianttia. Rutiinikdyttéon Bio-Rad Variant™ |l -analysaattori
on selkeésti parempi vaihtoehto kuin Bio-Rad D-10™, koska Bio-Rad Variant™ Il on
tarkoitettu suurten ndytemaarien késittelyyn. Bio-Rad D-10™ -analysaattorilla voi gjaa
vain kymmenen néytetta kerrallaan, jonka jalkeen nayteteline on ladattava uudelleen.
Analysaattorin kayton tekee tyoladksi se, ettd pitka ajo-ohjelma vaatii kalibroinnin 24
tunnin valein ja/tal gjo-ohjelmaa vaihdettaessa. Myos Bio-Rad D-10™ - analysaattorin
kromatogrammitulosteessa oli puutteita verrattuna Bio-Rad Variant™ 11 -
analysaattorin tulosteeseen.

DCA 2000®+ on kolmesta vertailtavasta laitteesta luotettavin, jos ndytteessi esiintyy
hemoglobiinivariantti. Tutkimuksemme perusteella DCA 2000%+ -analysaattori olisi
paras vaihtoehto HbA;-méaarityksiin Keski-Suomen alueelle, mutta valitettavasti se el
sovellu suurten ndytemaérien analysointiin. Laitteen kayttokustannukset ovat suuret ja
sen kéyttd sitoo henkilokuntaa, koska laitteella voidaan analysoida vain yhta naytetta
kerrallaan. Kayttokustannuksista johtuen, emme voineet ottaa analysaattoria mukaan
normaalien HbA;-ndytteiden menetelmavertailuun. DCA 2000®+ -laitteen huonoksi
puoleksi koimme sen, etta laite ei anna méérityksen kulusta mitéén tulostetta.

Opinnadytetyomme pohjalta herési kiinnostavia jatkotutkimusaiheita. Koska Keski-
Suomen alueella esiintyva hemoglobiinivariantti jai selvittaméttg, jai tdman
arvoituksen ratkaisu tulevaisuuden haasteeksi. Hemoglobiinivariantin rakenteen
selvittaminen on t&ysin mahdollista nykytekniikoilla, esimerkiksi elektroforeesilla,
aminohappoanalyysillatai DNA-sekvensoinnilla. Harvalla laboratoriolla on
kuitenkaan mahdollisuutta kéyttaéa edella mainittuja menetelmi& niiden

monimutkaisuuden ja asiantuntijuuden puutteen vuoksi. Keski-Suomen



keskussairaalan kliinisesté laboratoriosta on lahetetty hemoglobiinivarianttindyte
Saksaan Bio-Radin laboratorioon tutkittavaksi, mutta maaliskuuhun — 06 mennessa
emme ole saaneet mitaan tietoa siitg, onko fraktio saatu erotettua. Tutkimuksen
edetessa meill& oli tarkoitus selvittdd myds fetaalihemoglobiinin (HbF) pitoisuutta
naytteista, koska D-10™ -analysaattorilla olisi pystytty luotettavasti méarittamaan
fetaalihemoglobiinia. Ongelmana K eski-Suomen keskussairaalan kliinisessa
laboratoriossa on se, ettd Variant 11 -analysaattorin tulokset fetaalihemoglobiinin
suhteen eivét ole luotettavia. Tutkimuksemme aikana ei kuitenkaan tullut yht&an

Opinndytetydn tekeminen opetti etsimaan tietoa eri lahteistd, muun muassa I nternetista
jakirjallisuudesta. Tarkeda oli huomata, ettd essmerkiksi kaikki Internetista saatu tieto
el valttaméatta ole luotettavaa. Taman vuoksi emme tyytyneet pelkéstdan Internetista
saatuun tietoon, vaan kdytimme alan arvostettuja kirjallisuusartikkeleita. Joskus myds
kirjalliset lahteet olivat ristiriidassa keskendan, jolloin pyysimme apua mm. DCA
2000°+:n maahantuojalta. K &ytimme tyshon paljon englanninkielista materiaalia,
koska suomenkielistatietoaoli hyvin vahan saatavilla.

Keski-Suomen alueella vallitsevan hemoglobiinivariantin 6ytymista lukuun ottameatta,
onnistuimme |6ytamaan vastaukset tydssdmme mainittuihin tutkimustehtéviin. Jos
Bio-Rad D-10™ olisi saapunut keskussairaalaan aikaisemmin, olisimme
todenndkdisesti saaneet tutkittavaksemme enemman hemoglobiinivarianttga siséltavia
naytteita ja tutkimuksen luotettavuus olisi parantunut. Mielestémme tutkimus on
kuitenkin hyvin suuntaa antava néiden kolmen analysaattorin luotettavuudesta ja

varianttien erotuskyvysta
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LIITTEET

LIITE 1. Analysaattoreiden valisen vertailun tulokset taulukoissa 1,2 ja 3 (3 sivua)
LIITE 2. Variant || —analysaattorin kromatogrammi, ei hemoglobiinivarianttia
LIITE 3. Variant || —analysaattorin kromatogrammi, hemoglobiinivariantti

LIITE 4. D-10 —analysaattorin kromatogrammi, hemoglobiinivariantti

LIITE 5. D-10 —analysaattorin kromatogrammi, hemoglobiinivariantti, joka e nay

tulosteessa



LIITE 1. (1/3)

TAULUKKO 6. Variant 11, D10 (lyhyt ohjelma) ja D10 (pitk& ohjelma).

Analysaattoreiden valinen vertailu eritasoisilla naytteil [&

Variant Il | D10 lyhyt | D10 pitka
1 10,3 10,3 10,4
2 9,0 8,7 8,7
3 6,7 6,5 6,6
4 9,7 9,3 9,3
5 7.2 6,9 7.2
6 5,8 5,7 5,7
7 5,9 5,7 5,8
8 5,2 5,1 5,1
9 7.3 7,0 7.3
10 5,3 5,0 5,2
11 7,0 6,7 7,0
12 6,0 5,8 5,8
13 6,7 6,6 6,6
14 5,2 5,1 5,2
15 7.7 7,6 7.7
16 7.8 75 75
17 8,3 8,1 8,1
18 14,3 13,9 14,1
19 5,7 54 5,5
20 6,2 5,9 6,1
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LIITE 1 (2/3)

TAULUKKO 7. Variant 11 jaD10 (lyhyt ohjelma).
Analysaattoreiden valinen vertailu eritasoisilla naytteilla

Variant 11 (%)| D10 (%)
1 8,3 8,2
2 5,6 55
3 10,3 10,3
4 9,0 8,7
5 6,7 6,5
6 9,7 9,3
7 7,2 6,9
8 10,5 10,2
9 3,9 3,6
10 11,7 11,8
11 5,8 57
12 5,9 57
13 5,2 51
14 7,3 7,0
15 5,3 5,0
16 7,0 6,7
17 6,0 5,8
18 6,7 6,6
19 5,2 51
20 7,7 7,6
21 7,8 7,5
22 8,3 8,1
23 14,3 13,9
24 5,7 54
25 6,2 5,9
26 6,5 6,2
27 8,7 8,3
28 5,8 5,6
29 6,6 6,5
30 58 5,6
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LIITE 1 (3/3)

TAULUKKO 8. Variantti naytteiden vertailu kolmella eri analysaattorilla (2 eri
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menetelmad). Mukana on myos tavallisia ndytteitd, joilla kontrolloitu laitteiden valista

tasoa
DCA Variant |1 D10 pitka gjo
1 7,6 4,9 5,6
2 5,2 3,4 3,8
3 10,6 6,5 7,2
4 8,0 8,2 8,1
5 4,1 3,5 3,1
6 4,7 3,3 3,0
7 6,0 4,1 4,2
8 6,8 6,3 6,5




LITE 2.

Naytteessi el ole hemoglobiinivarianttia (Variant 11)

,0o—-rKaa vumMm bystem
io-Rad Variant V-II Serial #

Patient Data (9$\[ka Analysis Data
Sample ID: Analysis Performed:
Patient ID: Injection Number:
Name : Run Number:
Physician: Rack ID:
Sex: Tube Number:
DOB: Report Generated:
Operator ID:
Comments:
Calibrated Retention
Peak Name Area % Area % Time (min)
Ala == 07 017
Alb = 1.3 0.26
LAlc/CHb Lo 1.6 0.70
Alc 5.8 e 0.90
P3 S 3.9 1.66
Ao e 88.6 1.81
Total Area:

Alc Concentration = 5.8 %

Analysis comments:

20.0

17.54

15.04

12.594

0.90

10.04

$Alc

6.0, 0.5 1.6 1.5 2.0 2.5 @

Time (min.)
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PATLENT KEPOKI]

V2 Alc

06/21/2005 21:04:26
1741

31

0003

2
06/21/?005 21:07:31

Peak

Area
17768
31232
39837
93866
95560

2172724

2450988




LITE 3.

Naytteessi on hemoglobiinivariantti (Variant 11)

/Rad CDM system
/-Rad Variant V-II Serial #

Patient Data
Sample ID: 407941
Patient ID:
Name :
Physician:
Sex: F
DOB: 01/04/1924
Comments:
Calibrated
Peak Name Area %
Alb ==
LAlc/CHb e
Alc 6.5
P3 —-—
Ro ——

Alc Concentration = 6.5

Analysis comments:

20.0

Analysis Data

Analysis Performed:

Injection Number:
Run Number:

Rack ID:

Tube Number:
Report Generated:
Operator ID:

Retention
Area % Time (min)
3.2 0.25
5.9 0.70
il 0.88
5.1 1.65
82.0 1.81

Total Area:

%

17.59

0 R SR
g.0 0.% 1.0 1:5% 2.0 2.5 3.
Time (min.)
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PATIENT REPORT
V2 _Alc

06/23/2005 23:18:44
1943

06/23/2005 23:21:50

Peak

Area
84845
141764
117653
137048
2185286

2666596




LITE 4.

Na&ytteessi on hemoglobiinivariantti (D-10)

Patient report

Blo-Rad DATE:06/28/2005
D-10 TIME:12:05
S/N: #DASA420014 Software version: 3.00B1
Sample ID: 4073941
Injection date 6/28/2005 12:05
Injection N*.5 Rack position:3
Method: HbAZ/F

0.05

0.041

0.03¢1

002¢

0.0 2:00 4.00 6:00

Peak table - ID: 407941

Peak Rime Height Area Area %
Ala 0.20 4608 176802 12
Alb 028 4717 34071 23
E 053 2396 15758 05"
LAic/CHD 088 B431 63788 42
Alc 084 7930 84414 T2
P3 1.41 9184 88466 58
AD 1867 168000 1172658 774
AZ 312 2110 37478 32
Total Area: 1514237

Concentration:

% F 0"

% Alc e

% A2 32




LIITE 5.

Naytteessi on hemoglobiinivariantti, joka el kuitenkaan ndy kromatogrammissa (D-
10)

Patient report

Blo-Rad DATE:07/11/2005
D-10 TIME:11:186
S/N: #DASA420014 Software version: 3.00B1
Sample ID: 357238
Injection date 7/11/20056 11:15
Injection N°:8 Rack position:2
Method: HbAZ/F

0.057

0.041

0.03

0.02

0.0 2:00 4:00 6:00

Peaktable - ID: 357238

Peak Rime Height Area Area %
Unknown 0.14 2898 6750 05
Ala 0.20 1685 4251 03
Alb 0.29 1878 8388 08
LA1g/CHb 0.71 769 5312 04
Alc 0.86 2840 28083 30*
P3 141 4827 32365 24
AD 165 226625 1247549 911
A2 3.11 1970 36300 32
Total Area: 1369018

Concentration:

% Alc 30"

% A2 3z




