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Pyruvaatti on kehon aineenvaihdunnassa esiintyva valituote, josta rakentuu eri prosessien
kautta useita solujen toiminnassa tarvittavia proteiineja ja entsyymeja. Silla on myos tarkea
rooli glukoosin muuntamisessa kehon hyddynnettavaksi energiamuodoksi aerobisen ja an-
aerobisen glykolyysin kautta.

Pyruvaatin maaritysta verestad kaytetaan, kun halutaan tutkia erilaisia aineenvaihduntasai-
rauksia ja kudosten hapensaannin puutoksia. Se ei yksittdisena tutkimuksena ole diagnos-
tisesti hyodyllinen, mutta sen ja laktaatin suhteella voidaan arvioida laktaattiasidoosin mah-
dollisuutta ja suuruutta. Paaasiallinen kohderyhma tutkimukselle on nuoret ja vastasynty-
neet lapset, joilta naitd vakavia aineenvaihduntasairauksia halutaan etsia. Pyruvaattipitoi-
suutta maaritetddn Suomessa padasiassa entsymaattisella menetelmalld, jossa kaytettava
nayte on proteiinisaostettua kokoverta. Taman naytemateriaalin pidemman aikavalin saily-
vyydesta pakastinlampétilassa on niukasti tutkimustietoa ja sen ymmartaminen auttaisi pa-
rantamaan tulosten luotettavuutta ja analysoinnin suunnittelua.

Tutkimus suoritettiin kayttamalla HUSLAB erikoiskemian laboratorion muista tutkimuksista
ylijdaneita verinaytteitd naytemateriaalina. Niistd muodostettiin kahdeksan eri nayte-eraa,
jotka esikasiteltiin ja niiden pitoisuuksia ja pitoisuuden muutoksia tutkittiin kuukauden ajan.
Jokaisesta nayte-erasta tehtiin myds kaksi erillistd eraa, joiden pyruvaattipitoisuutta nostet-
tiin keinotekoisesti, jotta saatiin laajempi skaala eri pyruvaattipitoisuuksia. Tulokset taulukoi-
tiin ja niita analysoitiin statistisin menetelmin. Tutkimuksen tulosten luotettavuutta arvioitiin
sarjojen valisen vaihtuvuuden maarittamisella, joka perustui kontrollien pitoisuuksien mittaa-
miseen. Lisaksi arvioitiin analyysisarjojen sisaista vaihtelua Dahlbergin menetelmalla.

Tutkimuksessa havaittiin, etta sailyvyys on analyysimenetelman statistisen hajonnan sisalla
aina noin 1,5 viikon ajan, jonka jalkeen pitoisuudet alkavat laskea. Pitoisuuksien laskun Klii-
nisen merkittadvyyden raja alkoi tdman tutkimuksen perusteella muodostua kolmen ja neljan
viikon valilld. Tutkimuksesta saadun tiedon perusteella pystytddn nyt muodostamaan pa-
rempi kuva pyruvaattinaytteiden sailyvyydesta ja voidaan tarkentaa olemassa olevaa tutki-
muksen ohjeistusta.

Avainsanat pyruvaatti, sailyvyys, entsymaattinen, aineenvaihdunta, kliininen
merkittavyys
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Pyruvate is a metabolic intermediate product that is transformed through varying processes
to become different enzymes and proteins that cells need to function. It also has a critical
role in the process where glucose is converted to ATP through aerobic and anaerobic gly-
colysis.

The determination of pyruvate in whole blood is used, when different metabolic disorders
and tissue oxygenation deficiencies are studied. It is not diagnostically useful as a single
test, but it is used in conjunction with lactate determination to get a lactate:pyruvate ratio
that can then be used to determine the level and severity of lactate acidosis. The main target
group for the test ranges from infants to young children who are the primary suspect group
for these severe metabolic disorders. Pyruvate levels in blood are analyzed mainly through
enzymatic methods in Finland and the samples used for the test are denatured whole blood.
The long-term stability of these samples in freezer storage have been studied very little, and
better understanding of the stability would allow for the improvement of planning the anal-
yses and better reliability for the results.

The study was carried out by using excess blood from different whole blood samples in the
HUSLAB clinical chemistry laboratory. Eight different sample pools were made that were
prepared in a similar way to the actual pyruvate test samples and the pyruvate levels of
these samples were determined at set intervals over the course of one month. Two separate
sample pools were prepared from each of the eight primary ones and those had their py-
ruvate levels artificially increased to have a wider range of pyruvate levels in the sample
material. The results were collected in charts and analyzed through statistical methods. The
reliability of the results was determined by the interassay coefficient of variability by analyz-
ing the results from all the control samples. The Dahlberg method was used to determine
the intra-assay coefficient of variability.

The results show that the stability was within statistical distribution for the used method for
approximately 1,5 weeks, after which a drop was noticed in the pyruvate concentration. The
limit for clinical significance was reached after three to four weeks of storage. Based the
results of this study there is now a better understanding of the stability of pyruvate test sam-
ples in freezer storage and the existing instructions for the test can be improved.

Keywords pyruvate, storage stability, enzymatic, metabolism, clinical sig-
nificance
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1 Johdanto

Pyruvaatti on keskeinen metabolinen tuote ja I&dhtdaine solun eri prosesseissa liittyen
paaasiassa energiantuotantoon prosesseille ja sen hyédyntamiseen. Sen pitoisuuden
maarityksella pyritdan tarkentamaan diagnooseja metabolisten tautien epailyissa ja ku-

dosten hapensaannin heikentymisissa. (Ranta 2019.)

Tutkimuksen tavoitteena oli selvittdd mahdolliset pyruvaattipitoisuuden muutokset, joita
voi tapahtua perkloorihappokasitellyn ja sentrifugoidun pyruvaattindytteen sailytyksen ai-
kana pakastinlampétilassa (-20°C). HUSLABIn toimipisteissa otetut, kasitellyt ja pakas-
tetut naytteet odottavat analysointia keskimaarin viikon verran, mutta ulkopuolelta tulevat
naytteet voivat olla sailytyksessa pidempaan riippuen niiden naytteenottoajasta ja saa-

pumisesta naytteiden vastaanottoon.

Tutkimuksella haluttiin varmistua pakkasessa sailytettyjen naytteiden todellisesta saily-
vyysajasta kuukauden sisélla ja nahda, laskevatko pitoisuudet erityisesti korkeilla pyru-
vaattipitoisuuksilla merkittavissa maarin. Huomiota kiinnitettiin Iahella viitearvoaluetta,
mutta kuitenkin sen ylapuolella oleviin alkupitoisuuksiin ja nilden mahdollisiin muutoksiin.
Lisaksi arvioitiin kliinisen merkittavyyden rajaa ja sen perusteella sailytyksen tulevaa oh-

jeistusta.
Opinnaytetyo toteutettiin HUS Diagnostiikkakeskuksen, HUSLABInN kliinisen kemian vas-

tuualueella, erikoiskemian laboratoriossa. Erikoiskemian laboratoriossa tutkimusta oh-

jasi kemisti Sirpa Ranta.

2 Pyruvaatti ja aineenvaihdunta
2.1 Pyruvaatti
)kfo
o

Lahestulkoon kaikkien eri elollisten organismien metaboliset reaktiot tapahtuvat

suurimmilta osin samojen mekanismien kautta. Suurimmat eroavaisuudet johtuvat
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erilaisista energianldhteistd. Aerobiset elidt kuten ihminen, kayttdvat happea
ravintoaineiden hapetukseen ja sitd kautta energiantuottoon. Energianlahteena voi
toimia rasvat, proteiinit tai hiilihydraatit. Solutasolla tapahtuvaan soluhengitykseen
tarvitaan kuitenkin glukoosia, jota keho joko pilkkoo ravinnosta tai valmistaa itse
tarpeidensa mukaan. Kun glukoosi on saatu kuljetettua soluun, sitd muokataan erilaisten
entsyymikatalysoitujen fosforylaatioreaktioiden, isomerisaatioiden seka dehydraatioiden
kautta siten, ettd lopputuotteena saadaan pyruvaattia tai hapettomissa olosuhteissa
laktaattia. Tata kutsutaan glykolyysiksi. Aerobisessa glykolyysissa syntyy myoés nettona
kaksi ATP (adenosiinitrifosfaatti) molekyylia ja kaksi NADH
(nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi) molekyylid, joten glykolyysi toimii jo itsessaan

energiantuotantoreaktiona. (Voet — Voet — Pratt 1999.)

Pyruvaatti on palorypéalehapon eli 2-oksopropaanihapon konjugaattiemas. Sita esiintyy
kdytannossa kaikkien eldvien organismien solujen energia-aineenvaihdunnassa ja
metabolisissa prosesseissa. Pyruvaatista solu voi valmistaa esimerkiksi rasvahappoja
energian varastointia varten, kolesterolia hormonisynteesien tarvetta varten tai
aminohappoja kaytettdvaksi proteiinisynteesiin. Pyruvaatti on myds mitokondrioissa
tapahtuvan sitruunahappokierron lahtoaine. Se on hydtysuhteeltaan glykolyysia
huomattavasti tehokkaampi energiantuotantoketju, mutta se on hitaampi. (Litwack
2018.)
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Kuvio 1. Glykolyysi. LDH, laktaattidehydrogenaasi; HK, heksokinaasi; FGI, fosfoglukoosi-
isomeraasi; FFK, fosfofruktokinaasi; TFI, trioosi fosfaatti isomeraasi; PK,
pyruvaattikinaasi; PD, pyruvaattidehydrogenaasi. (Litwack 2018. tekstin pohjalta O.L.).

Glykolyysin paavaiheet on esitelty kuviossa 1, jossa glukoosi muunnetaan pyruvaatiksi.
Aerobisissa olosuhteissa, siirryttyaan mitokondrioon, pyruvaatti hapettuu taysin
hiilidioksidiksi ja vedeksi sitruunahappokierron kautta. Anaerobisessa glykolyysissa, jota
tapahtuu hapettomissa olosuhteissa, pyruvaatti muuttuu edelleen laktaatiksi eli 2-
hydroksipropaanihapon konjugaattiemakseksi. Tata pelkistymisreaktiota katalysoi
laktaattidehydrogenaasi. Hiivoilla tdma fermentaatioprosessi johtaa etyylialkoholin

muodostumiseen. (Voet ym. 1999.)

Solut, jotka eivat sisalla mitokondrioita, kuten punasolut, saavat energiansa yksinomaan
anaerobisella glykolyysillda (Van Wik — van Soling 2005). Siind syntyy yhdesta
glukoosimolekyylista kaksi laktaattimolekyylia ja kaksi ATP-molekyylia. Laktaatti siirtyy

verenkierron mukana maksaan, jossa se toimii glukoneogeneesin raaka-aineena.
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Laktaatinmuodostuksen yhteydessa vapautuu vastaava maara protoneita, jotka johtavat

happamoitumiseen, jos keho ei pysty korjaamaan pH muutosta. (Litwack 2018.)

Glukoosia voidaan tarvittaessa vapauttaa myds glykogeenista, joka on maksan tuottama
glukoosivarasto. Glykogeeni on reilun sadan tuhannen glukoosimolekyylin muodostama
hyvin haaroittunut polymeeri. Tata glykogeenivarastoa riittda kuitenkin vain noin puolen
paivan tarpeisiin aivojen energiansaannin turvaamiseksi. Verenkierron noin 5 mM
glukoositasapainon  sailyttdmiseksi ja glukoosin tuottamiseksi anaerobiseen
energiantuottoon, vastareaktio glykolyysille on glukoneogeneesi. Tassa reaktiossa
(kuvio 2) laktaatti tai suoraan pyruvaatti muunnetaan glukoosiksi. Oksaloasetaatin
synteesi pyruvaatista tapahtuu mitokondrioissa tai vaihtoehtoisesti se kuljetetaan

malaatti-aspartaatti-jarjestelman avulla sytoplasmaan. (Litwack 2018.)

(IDH
OR H.C o OH
e :
o CH,
-2 -2
laktaatti OPO,4 FBF Okt OROS
H,C 0 OH / fruktoosi-6-fosfaatti
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5 & OH
o  FEPKK PO;? e o
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o o) OH
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Kuvio 2. Glukoneogeneesi. LDH, laktaattidehydrogenaasi; PKar, pyruvaattikarboksylaasi;
FEPKK, fosfoenolipyruvaattikarboksikinaasi; FBF, fruktoosibifosfataasi; FGI,
fosfoglukoosi-isomeraasi; G6F, glukoosi-6-fosfataasi. (Litwack 2018. tekstin pohjalta
O.L.).
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Tama johtaa niin sanottuun Corin sykliin, jossa maksa tuottaa glukoosia laktaatista ja
anaerobinen glykolyysi soluissa (lihassolut, punasolut ja suurin osa aivojen
hermosolujen energian tuotannosta) tuottaa energiaa ja laktaattia glukoosista. (Vazquez
2018.)

Kun glukoosipitoisuus veressa laskee, alkaa keho kayttdmaan myds aminohappoja
energiantuotantoon transaminaation kautta. Tietyt aminohapot muuntuvat suoraan eri
osiksi sitruunahappokiertoa, mutta alaniini ja alfa-ketoglutaarihappo muuntuvat
transaminaation kautta pyruvaatiksi ja glutamaatiksi. Tata reaktiota katalysoi

alaniiniaminotransferaasi (ALAT). (Litwack 2018.)

2.2 Laktaatti-pyruvaatti -suhde

Laktaatti-pyruvaatti -suhteella viitataan laktaatin ja pyruvaatin pitoisuuksien valiseen
suhteeseen veressd. Tahan suhteeseen vaikuttaa tarkeimpana laktaattidehydro-
genaasientsyymi. Soluissa tapahtuva glykolyysi johtaa anaerobisena laktaatin muodos-
tukseen ja sen pitoisuus veressd nousee. Tatd suhdetta kaytetdan laktaattiasidoosin
diagnostiikassa jatkotutkimuksena, kun mitaan erityista syyta kohonneelle laktaattipitoi-
suudelle ja kehon happamoitumiselle ei I16ydy. Suhteen tarkastelusta on myds erotusdia-
gnostista hyotya lastentautien puolella mitokondrion hengitysketjun toiminnan hairididen
ja synnynnaisen laktaattiasidoosin valilla. Mitokondrion hengitysketjun hairidissa lak-
taatti-pyruvaatti -suhde on usein yli 25. Jos laktaattiarvot ovat kohonneet, mutta suhde
on alle 25, syyna voi olla pyruvaatin metaboliaan liittyvat hairiét. (Feldman ym. 2017;
Debray ym. 2007.)

Muita aineenvaihduntaan liittyvia sairauksia, joiden diagnostiikassa laktaatti-pyruvaatti -
suhteen maarittdmisesta voi olla hydtya on esimerkiksi orgaanishappovirtsaisuudet, kon-
genitaaliset hyperammonemiat ja rasvahappo-oksidaation hairiét. Lisdksi glukoneoge-
neesin hairidissa, glukoosi-6-fosfataasin puutteessa ja pyruvaattikarboksylaasin puut-

teessa esiintyy poikkeuksellisia laktaatti-pyruvaatti -suhteita (TYKSLAB 2016.)

2.3 Aineenvaihduntasairaudet

Aiemmissa kappaleissa tarkasteltujen reaktioketjujen toiminnasta vastaa l&hes yksin-
omaan erilaiset entsyymit, jotka mahdollistavat yhdessd ATP molekyylin energian ja
NADH/NAD* hapetusketjun kautta elimistdn eri reaktioiden toiminnan. NADH/NAD® pari

toimii energiarikkaana elektroninsiirtokoentsyymina. (Voet ym. 1999.)
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Entsyymit ovat tiettyja biokemiallisia prosesseja varten rakennettuja proteiineja, jotka
usein sisaltavat eri alkuaineioneja tai pienimolekyylisia yhdisteitd kofaktoreina. Niiden
synteesi on koodattu geeneihin ja sita kautta niissa voi tapahtua mutaatioita. Nama muu-
tokset voivat oleellisesti muuttaa niiden toimintaa siten, etta jotkut elintarkeat reaktiot
eivat enaa etene halutulla tavalla. Talléin voi kayda niin, ettd substraatin pitoisuus ent-
syymin reaktioon kasvaa, kun sita ei hyddynneta, ja vastaavasti reaktiotuotteen pitoisuus
laskee. Tama voi johtaa my6s sekundaarisiin muutoksiin muissa mekanismeissa, jotka

hyoédyntavat reaktioketjun joitain substraatteja. (Tondo ym. 2015.)

Entsyymipuutoksia tiedetaan esiintyvan niin hiilihydraattien ja lipidien kuin aminohappo-
jenkin aineenvaihdunnassa. Jotkin niista eivat oireile valittdmasti, mutta aktivoituvat esi-
merkiksi flunssan tai ravinnonsaannin muutoksien yhteydessa. (Tondo ym. 2015.)
Vaikka seulonnalla pyritdan I6ytamaan nopeasti yleisimmat sairaudet, ei kaikkiin ole toi-
mivia hoitokeinoja ja talloin kyseisia tauteja ei valttamatta edes ole otettu mukaan seu-

lontaan.

2.3.1 Pyruvaattikarboksylaasi

Pyruvaattikarboksylaasi on mitokondriossa toimiva entsyymi, joka katalysoi oksaloase-
taatin synteesia pyruvaatista. Se on siten tarkeassa roolissa glukoneogeneesissa, joka
on osa kehon energia-aineenvaihdunnan prosesseja. Pyruvaattikarboksylaasin puutos
on hyvin harvinainen tauti, joka johtaa nopeasti syntyman jalkeen vaikeaan laktaat-
tiasidoosiin ja kohonneeseen veren ammoniakkipitoisuuteen. Taudin hoitaminen on ny-
kyisellaan viela hyvin haastavaa ja elinajanodote on alle vuosi. (Garcia-Cazorla ym.
2006.)

2.3.2 Pyruvaattidehydrogenaasi

Pyruvaattidehydrogenaasin puutos on toinen hyvin harvinainen sairaus, joka johtaa sai-
rauden tyypista riippuen laktaattiasidoosiin ja erilaisiin neurologisiin oireisiin. Tama mito-
kondriossa sijaitseva entsyymi katalysoi pyruvaatin muunnosta asetyylikoentsyymi-A:ksi
ja on siten tarkeassa osassa sitruunahappokiertoa. Sen puutos ajaa pyruvaattia laktaa-
tiksi, joka johtaa huomattavasti alhaisempaan energiantuottoon ja lisdantyneeseen hap-
pamoitumiseen. Puutoksen diagnostiikassa laktaatti-pyruvaatti -suhde on tarkea. Lisaksi
voidaan tutkia plasman ja virtsan aminohappopitoisuuksia. Vaikka ruokavaliota saatele-

malla voidaan vaikuttaa asidoosiin ja saada keho tuottamaan asetyylikoentsyymi-A:ta
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muita reitteja pitkin, on ennuste silti hyvin huono neurologisten oireiden takia. (De Meirleir
— Van Coster — Lissens 2006.)

3 Pyruvaatin analyysimenetelma

Pyruvaatin pitoisuutta veressa tutkitaan nykyaan entsyymipohjaisilla menetelmilla. Yksi
menetelmista hyddyntad NADH:n absorption laskun mittausta fotometrisesti reaktiossa,
jossa pyruvaatti pelkistetaan laktaatiksi laktaattidehydrogenaasilla (Wulkan — Verwers —
Neele — Mantel 2001). Toinen menetelma kayttaa pyruvaattioksidaasia naytteessa ole-
van pyruvaatin hajottamiseksi asetyylifosfaatiksi, vetyperoksidiksi ja hiilidioksidiksi. Muo-
dostunut vetyperoksidi reagoi edelleen ADPH:n (10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine,
10-asetyyli-3,7-dihydroksifenoksasiini) kanssa peroksidaasin katalysoimana ja muuttuu
fluoresoivaksi resorufiiniksi. Pyruvaattipitoisuus lasketaan tdssd menetelmassa standar-
dikayran perusteella (Cayman Chemical 2016). Tutkimuksen viitearvoja on esitetty tau-

lukossa yksi.

Naytteena tassa tutkimuksessa (B-Pyruv, kaytetaan yleisimmin EDTA-kokoverta (ethyle-
nediaminetetraacetic acid, etyleenidiamiinitetraetikkahappo, jonka kaliumsuola toimii an-
tikoagulanttina), joka otetaan ilman staasia. Paasto on suositeltu, mutta ei ehdoton. Py-
ruvaatti on pitoisuudeltaan hyvin epastabiili ndissa naytteissa, joten valittdbmasti nayt-
teenoton jalkeen verta pipetoidaan kahteen jaahauteessa olevaan, perkloorihappoa
(8%) sisaltavaan putkeen, 0,5 ml kumpaankin. Naytteet sekoitetaan voimakkaasti, mie-
luiten vortex-sekoittajalla, jonka jalkeen supernatantti erotetaan proteiinisakasta kyl-
masentrifugoinnilla (10°C/2600g/10min). Naytteiden sailytys tapahtuu pakastamalla, jos

niitd ei saada analysoitavaksi tunnin kuluessa. (Instruchemie 2017; Ranta 2019.)

HUSLAB erikoiskemia kayttaa pyruvaatin maaritykseen Instruchemien valmistamaa kit-
tia. Se perustuu pyruvaatin pelkistamiseen laktaatiksi laktaattidehydrogenaasin avulla
(kuvio 3). Reaktiossa NADH toimii elektroninluovuttajana ja hapettuu itse NAD*:ksi.
NADH:n pitoisuuden lasku reaktion edetessd on suoraan verrannollinen pyruvaatin pi-

toisuuteen ja se mitataan fotometrisesti aallonpituudella 340 nm. (Instruchemie 2017.)
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Kuvio 3. Instruchemie pyruvaatti-kitin reaktio (Instruchemie 2017. pohjalta O.L.).

Testikitin kontrollina kaytetdan Instruchemien korkean pitoisuuden laktaatti/pyruvaatti-
kontrollia, josta laimentamalla saadaan myds matalalle tasolle kontrolli. Kitissd on ana-
lyysin vakiointia varten standardiliuos. Ulkopuolista kontrollointia maarityksen toistetta-

vuuteen tehdaan normaalisti kerran kuukaudessa.

Pitoisuuden maaritys kittia kayttden etenee kaytdnnbssa seuraavasti: naytteeseen tai
vastaavalla tavalla kasiteltyyn kontrolliin lisatdan puskuria tietyssa suhteessa. Sekoite-
taan ja lisatdan NADH-reagenssia. Sekoitetaan ja mitataan absorbanssi. Lisataan LDH-

reagenssia, sekoitetaan ja mitataan absorbanssi viiden minuutin kuluttua.

Pyruvaatin pitoisuus pmol/l voidaan laskea absorbanssin muutoksesta, joka suhteute-
taan aina samassa sarjassa mitattuun vakioon. Kittivalmistajan tekeman validoinnin pe-

rusteella tulokset ovat lineaarisia pitoisuuksilla 5 — 340 ymol/l (CVsis% 3,5).

Taulukko 1. Tutkimuksen viitearvot (Fimlab 2018; Ranta 2019; Rivinoja 2018.).

ORGANISAATIO VIITEARVO (pmol/l)
HUSLAB 40-70
FIMLAB 30-70

NORDLAB 30 -80

4 Toteutus

Naytteiden sailyvyyttd suunniteltiin testattavan niin, ettd saataisiin tarvittavan laajalla
skaalalla tutkittua kuukauden kestavaa sailytysta pakastimessa viitearvoalueella ja Klii-
nisesti merkittavimmilla yli 70 uM pitoisuuksilla. Naytemateriaalina paadyttiin kayttamaan

HUSLABIn EDTA-verinaytteita naytteenoton sijasta. Nama naytteet ovat ylijaaneita nayt-

metropolia.fi ﬂMetropolia



9

teitd muista tutkimuksista ja niitd on sailytetty 4°C:ssa. Tama palvelee tutkimuksen tar-
peita riittavasti, kun ainoa kriteeri on humaaniperainen EDTA-verindyte ja naytteiden py-

ruvaattipitoisuuden lahtétasolla ei ole juurikaan merkitysta.

EDTA-ylijadmaverinaytteita kerattiin riittdva maara, jotta saataisiin statistisesti merkitta-
vaa tietoa sailyvyydesta (Myers — Well — Lorch 2013). Pyrittiin siis varmistamaan, etta
mahdolliset muutokset pitoisuuksissa johtuvat naytteiden sailyvyydesta eivatka joistain
muista yksittaisistda muuttujista. Toteutunut nayte-erien maara oli 8, joista jokaisesta teh-
tiin yksi era sellaisenaan ja kaksi eraa nostamalla keinotekoisesti nayte-eran pyruvaatti-

pitoisuutta.

Tutkimus aloitettiin yhdistamalla riittava maara EDTA-verinaytteitd, jotta saatiin noin 25
ml verta ja jaettiin se kolmeen 7 ml:n osaan. Kahteen osaan lisattiin pyruvaattiliuosta
pitoisuuden nostamiseksi. Lisays tehtiin niin, etta laskettu pitoisuuden nousu olisi valilla
50-200 uM. Metabolian vaikutus naihin pyruvaattilisdysten pitoisuuksiin ei ole tiedossa.
Kaikki kolme nayte-eraa kasiteltiin tdman jalkeen perkloorihapolla ja saadut superna-
tantit jaettiin osiin, jotka sailytettiin -20°C:ssa. Yhtenaisella preanalyyttiselld menetel-
malla varmistettiin, ettd pakastettavat nayte-erat ovat vertailukelpoisia keskenaan. En-
simmaisten naytteiden analysointi tehtiin verinaytteiden perkloorihappokasittelya seu-
raavana paivana, jolloin saatiin lahtétaso. Seuraavia analyyseja tehtiin 3-4 vuorokauden,
6-7 vuorokauden ja 9-10 vuorokauden jalkeen ja siitd eteenpain viikoittain aina neljaan

viikkoon asti.

Analyysit suoritettiin aiemmin kuvatulla menetelmalla, kayttaen Instruchemien kittia 2897
(manuaalimenetelma). Kaytanndssa seurattiin naytteessa tapahtuvaa absorbanssin las-
kua kayttaen spektrofotometria. Naytteessa olevan pyruvaatin pitoisuus laskettiin absor-
banssin muutoksesta, joka suhteutettiin samassa sarjassa mitattuun vakioon. Kussakin
aikapisteessa mitattuja pyruvaattipitoisuuksia verrattiin 1ahtétasoon. Tuloksista laskettiin
aikapisteiden valinen toistuvuus (variaatiokerroin, CV%), jota verrattiin sarjojen valiseen
toistuvuuteen (CVval%), seka laskettiin ero-% verrattuna lahtétasoon. Menetelman si-
sainen (CVsis%, Dahlbergin menetelma) ja sarjojen valinen toistuvuus (CVval%, kont-
rollindytteista) laskettiin tutkimuksen aikaisista analyysisarjoista. Tarkoituksena oli var-
mistaa menetelman toistuvuus tutkimusnaytteiden analysoinnin aikana, vaikka Inst-
ruchemien kitin menetelma on validoitu valmistajan toimesta. Saatuja eri aikapisteiden
tuloksia pystyttiin my6s vertaamaan lahtétasoon laskemalla tilastollinen merkittavyys ja

korrelaatio.
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4.1 Alkutestaus ja naytemateriaali

Viikon kestdneessa alkuvaiheessa suunniteltiin tutkimuksen kaytanndn suorittamista
tyon toteutuksen kannalta. Alkuperaisen suunnitelman naytemaaria, tarvittavia tilavuuk-
sia, analyysikittien maaria, reagenssien tilaamisia ja muita kaytannon asioita pohdittiin ja
testattiin. Suunnitelma myds muuttui ndytemateriaalin osalta naytteenotosta ylijagamave-

rinaytteiden hyodyntamiseen.

Analyysin suorittamista harjoiteltiin useilla sarjoilla ja sisaista toistuvuutta testattiin isoilla

sarjoilla samaa naytetta.

Kuten aiemmin todettiin, niin tutkimuksessa paadyttiin hyddyntdamaan erikoiskemian tyo-
pisteeseen saapuneiden naytteiden ylijadmaosuuksia. Naytteita oli sailytetty 4°C jaa-
kaappilampdtilassa, mutta eri nayte-erat ovat eri tutkimuksiin alun perin tarkoitettua nay-
temateriaalia. Potilaiden tila naytteenottohetkellda on tuntematon. Yhteen nayte-erdan
otettiin noin 13-15 nayteputken ylijadma verimaara. Se oli keskimaarin 25 ml, kun yhteen
tutkimuksen nayte-eraan tarvittin vahintdan 21 ml EDTA-verta. Etsimme tydpisteet,
joista jai ylijaamanaytteitd vain lyhyen jatkosailytyksen jalkeen, jotta naytteet olisivat

mahdollisimman tuoreita.

4.2 Naytteiden esikasittely

Jaakaapeissa sailytetyt ylijadmanaytteet kerattiin yhteen, EDTA-veri yhdistettiin 50 ml
sentrifugiputkeen ja laitettiin jadhtymaan jadhauteeseen. Yhdistetty ja jaahtynyt veri ja-
ettiin kolmeen 7 ml:n eraan, joista kahteen lisattiin 0,45 mM pyruvaattiliuosta (standardi-
liuos analyysikiteistd) vastaavan verimaaran poistamisen jalkeen. Lisatyt pitoisuudet las-
kettiin niin, ettd saatiin aikaan 50-200 uM keinotekoiset lisdykset naytteen pyruvaattipi-
toisuuteen. Pyruvaattilisdysten jalkeen jokaiseen nayteputkeen lisattiin mittalasilla 14 ml
8% perkloorihappoa (HUSLAB Liuoslaboratorio), joka oli esijaahdytetty jadhauteessa.
Valittémasti lisdyksen jalkeen nayteputkea sekoitettiin vortex-sekoittimella (vorteksonti)
voimakkaasti. Naytteiden annettiin seistd 5 minuuttia lisdysten jalkeen. Jokaisen putken
sisaltd jaettiin kahteen 15 ml sentrifugiputkeen ja ne sentrifugoitiin 10°C 2600g 10 mi-
nuuttia (Hettich Rotixa 50RS, swing-bucket). Erottuneet supernatantit yhdistettiin, sekoi-

tettiin, jaettiin 800 pl eriin tarroitettuihin sailytysputkiin ja pakastettiin -20°C.
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4.3 Analyysi

Analyysissa kaytettiin Instruchemien kittia 2897 (lot 90250518 ja lot 91121118) pyruvaa-
tin maarittdmiseen kokoveresta entsymaattisella menetelmalla. Kontrollina kaytettiin
Instruchemien korkean tason laktaatti/pyruvaattikontrollia 2896 (lot 53160217), josta teh-
tiin laimennos 1:2. Laimennoksella tehtya matalan tason kontrollia tehtiin kaksi rinnak-
kaista sarjan alkuun ja loppuun. Korkean tason kontrolli ajettiin sarjan lopussa. Menetel-
man vakiointiin kaytettiin kitin mukana tulevaa 0,45 mM pyruvaattiliuosta, josta tehtiin
1:10 laimennos rinnakkaisina sarjan alkuun ja loppuun. Vakion ja kontrollien laimentami-

seen kaytettiin Merckin Milli-Q-jarjestelmalla puhdistettua laboratoriovetta.

Joka viikko ajettiin yhden sarjan mukana myds ERNDIM (European Research Network
for evaluation and improvement of screening, Diagnosis and treatment of Inherited disor-
ders of Metabolism) SAS (Special Assays in Serum) level 2 ulkoinen kontrolli (lot
53160217). Kaksi viimeista viikkoa tata kontrollia ajettiin jokaisessa sarjassa. Kylma-
kuivatusta seerumista tehtiin pakkaseen valmiita kontrollieria perkloorihapposaostuk-
sella veteen liuottamisen jalkeen. Naytesarjaan otettiin tasta kontrollista yksi laimenta-

maton nayte ja yksi nayte, joka laimennettiin 1:2 laboratorioveteen.

Naytteet sulatettiin tuulettimen avulla ilmavirrassa noin 5-7 minuuttia silla valin, kun lai-
mennettiin ja saostettiin kontrollit. Saostukseen kaytettiin 1 ml jadkylmaa 8% perkloori-
happoa (HUSLAB Liuoslaboratorio) 15 ml sentrifugiputkissa ja kontrollin lisdyksen jal-
keen putket vorteksoitiin. Saostuksen jalkeen niita seisotettiin jadhauteessa 5 minuuttia.
Myds laimennettu vakio lisattiin perkloorihappoon ja vorteksoitiin. Sulaneet naytteet vor-
teksoitiin huolellisesti ja sentrifugoitiin saostettujen kontrollien kanssa 10°C 2600g 10
minuuttia. Sentrifugoinnin aikana merkittiin tarvittava maara kyvetteja ja pipetoitiin lai-
mennetut vakiot valmiiksi kyvetteihin. Fuugauksen jalkeen pipetoitiin kontrollit ja naytteet

kyvetteihin. Naytemaara kyveteissa oli 700 pl.

Kayttaen Eppendorf Multipette M4 toistopipettia, pipetoitiin jokaiseen kyvettiin 175 pl kitin
puskuriliuosta. Kyvetit vorteksoitiin lisdyksen jalkeen. Seuraavaksi pipetoitiin 175ul pus-
kuriliuokseen liuotettua NADH-reagenssia kyvetteihin ja jalleen vorteksoitiin kyvetit. Seu-
raavaksi siirryttiin spektrofotometrille (Cary 100 Conc UV-Vis) mittaamaan absorbanssit
340 nm aallonpituudella (Abs0). Mittausten jalkeen lisattiin 17,5 yl LDH suspensiota ja
vorteksoitiin kyvetti jokaisen lisdyksen jalkeen. Lisaykset ja niitd seurannut absorbanssin
mittaus (Abs1) suoritettiin jokaisessa sarjassa 5 minuutin kuluttua siita, kun ensimmaiset

kymmenen kyvettia oli pipetoitu.
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Mittausten jalkeen saadut absorbanssiarvot siirrettiin tulosteilta MS Excel taulukkolas-
kentaohjelmaan, jonka avulla laskettiin pyruvaattipitoisuudet kussakin naytteessa. Tu-

losten laskentaan kaytetty laskukaava on seuraava (Ranta 2020):

nayte(Abs0 — Abs1)
vakio(AbsO — Abs1)

naytteen pyruvaattipitoisuus (umol/l) = X vakion konsentraatio (umol/l)

Kaytetty analyysimenetelma on mukautettu erikoiskemian laboratorion kaytté6n kitin oh-

jeen perusteella.

5 Tulokset

5.1 Laadunarviointi

Tutkimuksen aikana tehtiin 36 analyysisarjaa yhdeksan eri ndyte-eran naytteista, joista
yksi era kaytettiin testausvaiheessa suunnitteluun ja harjoitteluun. Analysoitujen nayttei-
den kokonaismaara oli 464. Jokaisessa sarjassa oli mukana kahdet vakiot, kahdet ma-
talat kontrollit ja yksi korkea kontrolli. Sarjojen ndytemaarat vaihtelivat valilla 1-9. Viikoit-
tain analysoitiin myds ulkoinen SAS-kontrolli, joka otettiin mukaan kaikkiin sarjoihin kah-

della viimeisella viikolla. Kaikki naytteet, kontrollit ja vakiot analysoitiin rinnakkaisina.

Analyysisarjojen valisen toistuvuuden arviointia tehtiin kontrollien tulosten perusteella.
Saatuja tuloksia verrattiin HUSLABIn omiin pitkdn aikavalin kontrollituloksiin. Nama tu-
lokset on esitetty taulukossa kaksi ja numeeriset arvot kuviossa nelja. Tuloksista nah-
daan, ettd sarjojen valinen toistuvuus on hyvin linjassa HUSLABIin omien tulosten

kanssa. Sarjojen ulkoiselle toistettavuudelle kittivalmistaja ei ilmoita arvoa.
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Taulukko 2.  Kontrollien tulosarvot (matala, korkea).

HUSLABKITTI  HUSLAB SAS TUTKIMUS TUTKIMUS
(N=127) (N=25/23) KITTI (N=60/30)  SAS (N=13)

EalER 71 90 73 96
sd 16 6 1,9 2,3
cv 23 5,8 2,5 2,4
ka (uM) 205 260 213 278
sd 4,8 15 5,7 6,8
v 23 6,3 27 2.4

7 6,3

. 5.8

5

4

3 23 2,4 25 2.7 2,4 2,4

2
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Kuvio 4. Sarjojen valinen toistuvuus — kittikontrolli ja Erndim SAS (CVval%).

Sarjan sisaista toistuvuutta arvioitiin yhdella ensimmaisen viikon sarjoista, jossa yhta sa-
man pitoisuuden naytettad analysoitiin 16 kappaletta rinnakkain. Tatd yhden pitoisuuden
nayte-erda (ka 118 uM) oli valmistettu riittdva maara tutkimuksen harjoitteluun ja tes-
taukseen. Analysoidun sarjan perusteella laskettu variaatiokerroin CVsis% oli 1,1%. Se

saatiin laskemalla seuraavalla kaavalla:
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, keskihajonta
CVsis% =— x 100%
keskiarvo

Lisaksi hyddynnettiin Dahlbergin menetelmaa sarjojen sisadisen toistuvuuden arviointiin
(Kallner — Theodorsson 2020; Kim 2013; Siloaho ym. 1997). Siina tutkitaan sarjan jokai-

sen rinnakkaismittauksen valisen eron summaa. Kaytetty laskukaava on seuraavanlai-

nen:

2
D= |24

, jossa d = duplikaatin korkeampi arvo — duplikaatin matalampi arvo

Kaavassa n on sarjassa mitattavien duplikaattien maara. Talla kaavalla laskettiin viiden
eri paivina analysoidun sarjan (sarjojen naytteiden n=12-14) D:n arvoksi 0,8-3,2%. Kes-
kiarvo naille tuloksille oli 1,5%. Tulosta voidaan pitaa erittdin hyvana sarjojen sisaiselle
vaihtelulle (VTT 2016).

Lisaksi laskettiin tutkimukselle kokonaisvariaatio kaavalla (Siloaho ym. 1997):

CVtot = +/(kaCV (sis)? + kaCV (val)?)

Tasta saadaan tulokseksi ka(CVsis%) = 1,5%, ka(CVval%) = 2,5%; CVtot = 2,9%. Tama
tulos on myds hyvin linjassa niin HUSLAB kontrollitulosten kanssa (CVval = 4,1%) ja sen
perusteella tutkimuksessa tehtyjen analyysien toistettavuutta ja luotettavuutta voidaan

pitaa erittain hyvana.
5.2 Pyruvaatin sailyvyys naytteissa ilman lisayksia

Niiden naytteiden osalta, joiden pyruvaattipitoisuutta ei ole keinotekoisesti nostettu (pe-
rusnaytteet), ndhdaan niin variaatiokertoimen (kuvio 5) (CV%) kuin eroprosentin (kuvio
6) muutosten osalta laajaa vaihtelua nayte-erien kesken. CV%:n muutokset pysyttelevat
suurella osalla naytteista tasaisina ensimmaiset 1,5 - 2 viikkoa, jonka jalkeen muutoksia
alkaa nakya. Sama voidaan todeta tarkastelemalla eroprosentteja, joissa verrataan tilan-

netta kussakin aikapisteessa lahtdokonsentraatioon.
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Kuviossa 7 on listattu mitatut pitoisuudet aikapisteittdin. Tassd ndhdaan sama muutos
pitoisuuksissa kuin tarkasteltaessa variaatiokertoimia ja eroprosentteja kuvioissa 5 ja 6,

mutta tassa korostuvat nayte-erien valiset pitoisuudet.

Suurimmat muutokset tapahtuivat erassa yksi, jonka pyruvaattipitoisuus neljannen viikon
kohdalla oli laskenut 30% verrattuna muihin nayte-eriin, joilla muutokset olivat keskiar-
voltaan noin -17%. Nayte-era kolme oli myds poikkeava muihin verrattuna, silla sen pi-

toisuus oli noussut 15%.

16
14
12
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|
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2
0
0,5 vk 1 vk 1,5 vk 2 vk 3 vk 4 vk
— P —P 3P AP  cm—5P OP 7P cm—gpP

Kuvio 5. CV%:n muutos ajan suhteen perusnaytteilld (xP = naytepooli eli verindytteitd yhdista-
malla saatu seosnayte).
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Kuvio 6. Eroprosentin muutos ajan suhteen perusnaytteilla.
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Kuvio 7. Pyruvaattipitoisuuden muutos ajan suhteen perusnaytteilla.

Alla on esitetty vield keskiarvona eroprosentin muutokset ajan funktiona kaikille nayt-

teille, seka pelkille perusnaytteille.
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perus kaikki

Kuvio 8. Eroprosenttien keskiarvot ajan suhteen.

5.3 Pyruvaatin sailyvyys naytteissa, joihin on lisatty pyruvaattia

Tutkimuksessa haluttiin keinotekoisesti kasvattaa pyruvaattipitoisuuksien variaatiota eri
naytteissa lisdamalla pyruvaattia tiettyihin nayte-eriin. Pitoisuuksia valittiin kolme (50 pM,
100 uM ja 200 pM) ja jokaista pitoisuutta analysoitiin viidessa eri nayte-erassa. Naiden

naytteiden pitoisuuksien muutokset on esitetty kuviossa yhdeksan.
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Kuvio 9. Pyruvaattipitoisuudet eri nayte-erilla aikapisteittain (+x = pyruvaattilisays uM).

Verrattuna perusnaytteisiin, suurempia pyruvaattipitoisuuksien muutoksia havaittiin jo
tutkimuksen alkuvaiheessa naytteilla, joihin pyruvaattia oli lisatty. Kuviossa kymmenen
on esitetty kaikkien lisdyksia saaneiden nayte-erien variaatiokertoimen keskiarvon muu-
tokset ajan suhteen. Voidaan havaita, ettd muutokset ovat suhteellisen samansuuntaisia
riippumatta lisatysta pitoisuudesta. Muutosten jyrkkyys kasvaa kuitenkin suhteessa lisat-
tyyn pitoisuuteen.
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Kuvio 10. CV%:n muutos ajan suhteen naytteilld, joihin on lisatty pyruvaattia.
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6 Tulosten tarkastelu

6.1 Tulosten luotettavuuden arviointi

Tutkimuksessa kaytettyja nayte-eria oli kahdeksan. Naista nayte-erista kaksi oli keinote-
koisesti lisatyin pyruvaattipitoisuuksin ja yksi ilman lisdyksia. Lisattyja pitoisuuksia oli 50
MM, 100 uM ja 200 uM, jokaista viisi kappaletta. Keinotekoisia pitoisuuden lisdyksia ha-
luttiin tehda siita syysta, etta nahtaisiin, onko korkeammilla pitoisuuksilla nopeampi pitoi-

suuden lasku samalla aikavalilla kuin matalammilla pitoisuuksilla.

Tutkimuksen edetessa haluttiin myds tarkistaa pyruvaattilisdyksen aiheuttamaa naytteen
laimenemista ja sen vaikutusta, silld huomattiin kaikkien keinotekoisesti nostettujen pi-
toisuuksien laskevan nopeammin suhteessa naytteisiin ilman lisdyksia. Pieni nayte-era
valmistettiin kuten aiemmin on kuvattu, mutta kaytettiin 2 mM pyruvaattiliuosta poista-
matta verta ndytteesta. Tilavuuden muutos talla vakevdmmalla liuoksella ei ollut merkit-
tava. Taman nayte-eran sailyvyys oli samankaltainen kuin laimeampaa pyruvaattiliuosta

kaytettaessa, joten tilavuuden muutoksella ei nahty olevan vaikutusta sailyvyyteen.

Toinen pienen naytemaaran testi tehtiin silld oletuksella, ettéd naytteille tapahtuvalla lai-
mentamisella voisi olla vaikutusta sailyvyyteen. Taman todentamiseksi valmistettiin kaksi
eri naytetta, joista yksi oli laimentamaton ja toinen laimennettiin keittosuolaliuoksella suh-
teessa 1:3. Naiden eroprosentit verrattuna lahtétilanteeseen neljan viikon kohdalla olivat
-9% ja -23%. Tasta voidaan paatella, ettd laimentamisella olisi kuitenkin jokin sailyvyy-
teen vaikuttava tekija ja se korostaa kasiteltyjen naytteiden tulosten epavarmuutta suh-

teessa perusnaytteisiin.

Kaikkien kahdeksan nayte-eran tuloksia tarkasteltaessa paadyttiin siis siihen, ettd ne
naytteet, joihin oli lisatty keinotekoisesti pyruvaattia eivat kayttaytyneet samoin kuin pe-
rusnaytteet. Tdma voidaan havaita CV%:n huomattavasti jyrkemmasta noususta ja ero-
prosentin nopeasta laskusta naytteilld, joihin on lisatty pyruvaattia (kuviot 8, 10 ja 11).
Tasta syysta naita tuloksia ei otettu huomioon, kun arvioitiin tutkimuksen tulosten kliinista
merkitsevyyttd. Lisdksi todetaan, ettd pyruvaattipitoisuudet perusnaytteissa olivat osit-
tain huomattavasti korkeampia kuin tutkimusta suunniteltaessa arvioitiin (odote noin 100
MM ja alle), joten pelkastaan perusnaytteilla saatiin riittdvaa nayttéa eri konsentraatioiden
kayttaytymisesta sailytyksen aikana. Perusnaytteiden kohdalla ei myéskdan huomattu,
ettd korkeammat pyruvaattipitoisuudet laskisivat alempia pitoisuuksia nopeammin ajan

kuluessa.
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Kuvio 11. CV %:n keskiarvot verrattuna CVtot%.

Tarkasteltaessa eroprosentin kasvua lahtétilanteen ja eri aikapisteiden valilla, voidaan
todeta muutosten tapahtuvan noin 1,5 viikon sailytyksen jalkeen. Tama oli yhtenaista
kaikille nayte-erille, mutta kuitenkin vaihtelu oli suurinta erityisesti kolmen ja neljan viikon
kohdalla. Seuraavassa kuviossa on kuvattu kaikkien nayte-erien perusnaytteiden ero-
prosenttien muutokset toisiinsa suhteutettuna, jolloin nahdaan selkeasti, miten eroavai-

suudet kasvavat ajan mukana.
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Kuvio 12. Toisiinsa suhteutetut eroprosenttien muutokset naytteilld ilman pyruvaattilisaa.
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SPSS Statistics ohjelmalla tutkittin nayte-erien pyruvaattipitoisuuden muutoksia nayt-
teille ilman lisattya pyruvaattia tekemalla kahden riippuvan otoksen t-testi eri aikapis-
teilla. Tassa testissa verrataan kahden aikapisteen tulosten keskiarvojen eron merkitta-
vyytta (Weisstein 2020). Testin tulokset on taulukoitu alla. Merkitsevyystason p-arvoa
tarkasteltaessa voidaan todeta, ettd tulosten eron merkitsevyys nousee tilastollisesti

merkitsevaksi (p < 0,050) vasta neljan viikon kohdalla.

Taulukko 3. SPSS Statistics t-paired samples analyysi naytteille iiman pyruvaattilisayksia.

PARILLISTEN TULOSTEN EROT t df MERKIT-
ka sd keskivir- Eroje.r_1lluottamus- SE\(:_!?J(SSO
heen ka vali (95%)
matala korkea
0,5 VKO -2,9 7,8 2,8 -9,4 3,6 -1,044 7 0,331
1 VKO -3,0 8,5 3,0 -10,1 4,1 -0,996 7 0,352
1,5 VKO -2,6 9,5 3,4 -10,6 53 -0,78 7 0,461
2 VKO 4,4 13,0 4,6 -6,5 15,3 0,949 7 0,374
3 VKO 9,1 11,5 4,1 -0,5 18,7 2,243 7 0,06
4 VKO 16,0 16,8 5,9 1,9 30,1 2,691 7 0,031

6.2 Tulosten kaytettavyyden arviointi

Tulosten kliinisen merkittavyyden arvioinnin teki tutkimuksesta vastaava erikoislaakari
Tuukka Helin yhdessa kemisti Sirpa Rannan kanssa. He hyddynsivat muun muassa
Westgardin biologisen variaation taulukkoja eri analyyteille (Westgard 2014). Taulukon
lahteena kaytetyn tutkimuksen mukaan biologinen variaatio pyruvaatille olisi noin 15 %
(Panteghini — Pagani 1993). Tama variaatio on samaa luokkaa mitattuna saman yksilén
eri naytteista tai eri henkildiden naytteiden kesken. Tama auttoi ymmartamaan eri nayte-
erien valista vaihtelua alkukonsentraatioille. Pohdinnasta saatujen tietojen mukaan, tut-
kimuksessa havaitut muutokset pyruvaattipitoisuuksissa kasvavat kliinisesti merkittaviksi

vasta kolmannen viikon jalkeen, kun ne suhteutetaan tahan biologiseen variaatioon.

Variaatiokertoimen hajonta perusnaytteilla jaa matalaksi, kun sita verrataan biologisesta
variaatiosta johtuvaan vaihteluun. Hajonta on kahden viikon kohdalla 2,6-6,2%, kolmen
viikon kohdalla 3,0-8,7% ja neljannella viikolla 5,8-14,8%.

Yhden pyruvaattimaarityksesta tehdyn tutkimuksen osana tehdyssa pienen naytemaa-
ran (n=3) sailyvyyskokeilussa todettiin, ettd 15 paivan sisalla analysoiduilla naytteilla py-

ruvaattipitoisuuden muutos jaa alle kaksi kertaa naytteiden valisen keskihajonnan
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(Wulkan — Verwers — Neele 2001). Tama on linjassa tassa raportissa esitettyjen tulosten

kanssa.

Taman tutkimuksen perusteella ja esitetyn tiedon pohjalta voidaan todeta, etta pyruvaat-
tipitoisuudessa ei tapahdu merkittavid muutoksia alle kahden viikon sailytyksessa. Kol-
men viikon kohdalla tapahtuneet muutokset eivat ylita kliinisen merkittdvyyden rajaa ja
vasta neljan viikon kohdalla havaittiin muutoksia joiden CV%:n hajonta ylittda 10% ja ne
alkavat olla merkittdvia. HUSLAB ohjeistusta tullaan muuttamaan taman tiedon perus-
teella niin, ettd naytteet analysoidaan mahdollisuuksien mukaan kahden viikon aikana

naytteenotosta ja viimeistaan alle kolmen viikon kuluessa (Ranta 2020).

7 Pohdinta

Tutkimukseen saatiin haluttua eroavaisuutta eri nayte-erien valilla, vaikka paadyttiinkin
kayttamaan ylijadmaverinaytteita. Tayttd varmuutta nayte-erien valisesta erosta ei ollut
tutkimuksen alkuvaiheessa, silla tallaisten pidemman aikaa sailytettyjen verinaytteiden
pyruvaattipitoisuutta ei ole tutkittu. Tutkimuksessa kaytetty naytemateriaali ei ole taysin
edustavaa oikeisiin pyruvaattinaytteisiin verrattuna tdaman pidemman sailytyksen takia,
koska ei voida tietdd mitd muutoksia verinaytteissa tapahtuu sailytyksen aikana. Varsi-
naisessa pyruvaattindytteiden naytteenotossa on ensisijaisen tarkeaa, etta otettu veri-
nayte saostetaan perkloorihapolla valittdmasti naytteenoton jalkeen. Talla estetaan py-
ruvaattipitoisuuden muuttuminen pysayttdmalla entsyymitoiminta, jolloin mitattu pyru-
vaattipitoisuus kuvaa naytteenottohetkea. Tama ei toteudu naiden ylijadmanaytteiden
kohdalla. Eri naytteiden yhdistamisessd mahdollisesti tapahtuvat reaktiot ja niiden vai-
kutus pyruvaattimaaritykseen jaa myds tuntemattomaksi. Tehdyssa tutkimuksessa ent-
syymitoiminta pysaytettiin kuitenkin juuri ennen pakastusta, joten voidaan olettaa, etta
aiemman sailytyksen aikaiset muutokset pyruvaatissa eivat olleet oleellisia tutkimuksen

tavoitteelle.

Kaytettyjen naytteiden hemolyysin, eli punasolujen hajoamisen maarassa on todenna-
koisesti suurta hajontaa. Hemolyysia ei mitattu muodostetuista nayte-erista. Hemolyysin
tiedetdan kuitenkin vaikuttavan pyruvaattimittauksen tuloksiin soluista vapautuvien ent-
syymien ja aineenvaihduntatuotteiden kautta ja hemolyysia tapahtuu pitkdan sailyte-

tyissa verinaytteissa (Dimeski ym. 2011; Chuang ym. 2006).

Glykolyysi jatkuu myds naytteenoton jalkeen useiden tuntien ajan ja kuluttaa glukoosia

plasmasta muodostaen pyruvaattia (Monneret ym. 2016). Tama voi selittda joissain
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nayte-erissa todettuja korkeampia pyruvaattipitoisuuksia, kun hemolyysin maara on li-

saantynyt ja glykolyysi on saanut jatkua loppuun.

Tutkimuksen suunnitteluvaiheessa pohdittiin myoés, miksi esikasiteltyjen SAS-kontrollien
pitoisuudet eivat muutu sailytyksen aikana. Ne eivat ole kokoverinaytteita, vaan kylma-
kuivattuja seeruminaytteitd, mika osaltaan selittda eroa sailyvyydessa. Kayttéa varten
kylmakuivatut seeruminaytteet liuotetaan laboratorioveteen, jonka jalkeen ne saostetaan
perkloorihapolla ja sentrifugoidaan kuten muutkin kontrollit. Valmiita kontrolliliuos-eria
sailytetdan pakastimessa jopa useita viikkoja ennen kayttdéa. Voidaan siis miettia, etta
jokin tekija kokoverinaytteissa vaikuttaa pyruvaattipitoisuuden alenemiseen vaikkakin
entsyymitoiminta on lopetettu proteiinisaostuksella. Yksi sailyvyyteen vaikuttava tekija
voisi olla naytteisiin happokasittelyn aikana oksyhemoglobiinista muodostuva vetyperok-
sidi, joka lisaa pyruvaatin hapettumista hiilidioksidiksi ja asetaatiksi (Gallemann — Eyer
1990).

Toinen sailyvyyteen mahdollisesti vaikuttava tekija on sentrifugointiaika ja kaytetty sentri-
fugoinnin teho. Tutkimusta varten valmistetut nayte-erat jaettiin kahteen 15 ml sentrifugi-
putkeen proteiinisaostuksen jalkeen erottelua varten. Naytemaara jokaisessa putkessa
oli noin 10 ml. Sentrifugoinnin jalkeen naytteissa esiintyi silmin havaittavia maaria sakkaa
sulatuksen jalkeen. Tama sakka oli helppo havaita siind vaiheessa, kun sulatetut ja
sentrifugoidut naytteet pipetoidaan kyvetteihin. Sentrifugointiajan ja -tehon nostaminen
lisda todistetusti joidenkin analyyttien sailyvyytta plasmassa (Dimeski ym. 2011). On kui-

tenkin vaikea sanoa lisadisikd se pyruvaattinaytteiden sailyvyyttd merkittavasti.

Lisdksi verindytteissa esiintyy yksinkertaisempia orgaanisia ja epaorgaanisia aineita,
jotka eivat poistu esikasittelyssa, vaan pysyvat liuenneena happamassa superna-
tantissa. liman tarkempaa tutkimusta on kuitenkin mahdoton sanoa, ovatko nama aineet

sellaisia, jotka vaikuttavat naytteiden sailyvyyteen tai hairitsevat analyysia.

Analyysikitin ohjeessa mainitaan naytteiden pyruvaattipitoisuuden sailyvan stabiilina yh-
den kuukauden verran jadkaappilampdtilassa (2-6°C), jos naytteet puskuroidaan sentri-
fugoinnin ja erottelun jalkeen kitin mukana tulevalla puskurilla suhteessa 4:1 (Instruche-
mie 2017). Tama olisi kuitenkin erittdin haasteellista toteuttaa kaytannossa, koska pus-
kurin lisays pitaisi tehda heti erottelun jalkeen ja se vaatisi taas lisaa osaamista nayttei-

den kasittelijoille seka puskurin jakamista pyruvaattinaytteita ottaviin paikkoihin.
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Tutkimuksen naytemateriaalista saatujen tulosten koettiin kuitenkin olevan riittdvan tark-
koja tutkimuksen tavoitteisiin paasemiseksi. Naytteiden pitoisuudella nollatilanteessa ei
ollut ratkaisevaa merkitysta, kun haluttiin tarkastella vain esikasiteltyjen naytteiden sai-

lyvyytta pidemmalla aikavalilla.

8 Tutkimuseettiset nakokohdat

Aineenvaihduntatautien diagnostiikkaa tehdaan 1ahinna nuorille ja vastasyntyneille lap-
sille ja ideaalisesti ndytemateriaali kuvastaisi myo6s tata. Naytteiden sailyvyytta tarkastel-
taessa ei kuitenkaan ole merkittavaa, ettéa naytemateriaali olisi nimenomaan tutkimuksen
paaasialliselta kohderyhmalta. Biologisen variaation aiheuttamat erot pyruvaattipitoisuu-
dessa eivat ole niin merkittavia, etta tutkimusta ei voitaisi tehda taysi-ikaisten henkildiden
verinaytteista. Talloin saastytaan silta ongelmalta, etta tarvittaisiin suuria maaria veri-

naytteita pienilta lapsilta.

Alkuperaisen suunnitelman mukaisesti tdhan tutkimukseen olisi kaytetty vapaaehtoisten
taysi-ikaisten henkildiden anonyymisti luovuttamaa verta. Tutkimuslupaa haettaessa to-
dettiin kuitenkin, ettd sen kaltainen tutkimus, jossa otetaan verinaytteitad vain tutkimus-
tarkoitusta varten, ylittda opinnaytetyélle asetetut rajat. Tasta syysta suunnitelmaa muu-
tettiin ja tutkimus paadyttiin suorittamaan kaiken ikaisten henkildiden anonyymeilla yli-

ja@maverinaytteilla.

Tutkimukseen liittyvassa tiedonhaussa pyrittin hyédyntdamaan mahdollisuuksien mu-
kaan uusinta saatavilla olevaa tietoa. Tutkimuslupa haettiin HUS:in maarittdmien ohjei-
den mukaisesti opinnaytetyota varten. Potilasnaytteiden tietosuojasta huolehdittiin havit-
tamalla nayteputket asianmukaisesti ohjeistetulla tavalla tietosuojattuun biologiseen jat-
teeseen. Tutkimuksessa itsessaan ei ollut mitaan tarvetta tallentaa kaytettyjen nayttei-

den potilastietoja eika niita kasitelty tutkimuksen aikana. (TENK 2012.)
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