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Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) on paaosin maksassa esiintyva entsyymi, jonka maari-
tystd kaytetddn potilaan yleiskunnon sekd maksan kunnon seurannassa. Alaniiniamino-
transferaasi arvo on usein koholla maksasairauksissa. ALAT-mittauksessa mitataan aktiivi-
sen alaniiniaminotransferaasin maarad plasmasta tai seerumista. Aktivoituakseen alanii-
niaminotransferaasi tarvitsee koentsyymikseen B6-vitamiinin aktiivisen muodon, pyridok-
saalifosfaatin (P5P). Potilaiden P5P-pitoisuudet vaihtelevat ja matalia arvoja esiintyy muun
muassa alkoholin kayttajilla ja munuaissairauksien yhteydessa. ALAT-tulosten oikeellisuu-
den varmistamiseksi potilailla, joilla on matala B6-vitamiini, on kansainvélinen Kliinisen ke-
mian ja laboratoriolaédketieteen liitto (IFCC) suositellut P5P-reagenssin lisdamista ALAT-
maadaritykseen. Opinndytetytn tavoitteena oli saada lisaa tietoa P5P-reagenssin vaikutuk-
sista ALAT-mittaukseen, analysoimalla ylijadmanaytteita eri maarilla P5P-reagenssia.

Opinnaytetydssa mitattiin ALAT-aktiivisuus yhteensa 95 ylijaamanaytteestd, jotka oli keratty
kevaan 2021 aikana. Naytteistd mitattiin ALAT-aktiivisuus kolme kertaa eri maarilla P5P-
reagenssia. ALAT-aktiivisuus maaritettiin naytteista kayttamalla eri vakiointeja. Opinnayte-
tydssa kaytetyista naytteista 70:sta oli tiedossa B6-vitamiinipitoisuus. Naytteiden ALAT-mit-
taus suoritettiin HUS Diagnostiikkakeskuksen Meilahden automaatiolaboratoriossa Siemen-
sin Healthineers Atellica® Solution -analysaattoreilla. Saadut tulokset kasiteltiin kayttamalla
Validation Manager -ohjelmistoa. Tuloksista laskettiin keskim&aéarainen tulostasoero seka
laadittiin Bland-Altman- seka Passing-Bablok-kuvaajat.

Saaduilla tuloksilla voitiin todeta P5P-reagenssin poisjaamisella olevan alkuperdisilla nayt-
teilla keskimaarin -11,2 %:n vaikutus ja lisanaytteilla keskim&arin -11,9 %:n vaikutus ALAT-
tulostasoon. P5P-reagenssin maaran kaksinkertaistaminen nosti tulostasoa keskimaarai-
sesti 15,9 % ja suurimmat muutokset nahtiin matalan tason (<25 U/l) ALAT-naytteilla. Va-
kioinnin tekeminen ilman P5P-reagenssia ei vaikuttanut saatuihin tuloksiin. Tuloksia tarkas-
teltaessa ei havaittu selvaé trendia B6-vitamiinin vaikutuksista P5P-reagenssin kaytt6on.

P5P-reagenssin maaralla oli selked vaikutus ALAT-tuloksiin. Vaikutus on merkittava, etenkin
hoidon seurannassa, jos potilaan ALAT-aktiivisuus mitataan vaihtelevilla maarilla P5P-rea-
genssia. Koska opinnaytetydssa kaytetyissa naytteissa oli mukana vain kolme matalan B6-
vitamiinitason (<51 nmol/l) naytettd, ei P5P-reagenssin vaikutuksen riippuvuutta B6-vitamii-
nitasosta voitu luotettavasti arvioida. Aiheesta olisi hyva toteuttaa tulevaisuudessa laajempi
tutkimus, jossa on mukana enemman naytteita, joiden B6-vitamiinitaso on alle viitearvojen.

Alaniiniaminotransferaasi (ALAT), pyridoksaalifosfaatti,

Avainsan ) -
ainsanat B6-vitamiini
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Alanine aminotransferase (ALT) is an enzyme that is found in the liver. ALT assay is used
to monitor overall patient health and condition of the liver. ALT level is often elevated in
liver diseases such as hepatitis. ALT assay measures the amount of active ALT in plasma
or serum. In order to activate ALT needs pyridoxal phosphate (P5P), an active form of vita-
min B6, as a coenzyme. Patients’ levels of P5P differ and low levels of P5P can occur in
alcoholics and in kidney diseases. To make sure that measured ALT levels are valid, the
International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medicine (IFCC) recom-
mends adding a P5P reagent to ALT assay. The aim of this thesis was to determine the ef-
fects of different amounts of P5P reagent on ALT assay.

ALT assay was performed on 95 samples that had been collected during the spring of
2021. The samples were old patient samples that had all the requested assays performed
and answered. ALT assay was performed three times for each sample using different
amounts of the P5P reagent. An assay was also performed with a different calibration. Of
the 95 samples, 70 had a known vitamin B6 concentration. The ALT assay was performed
in the automation laboratory of HUS diagnostic Center situated in Meilahti using Siemens
Healthineers Atellica® Solution analyser. The results were analysed using Validation Man-
ager software. The program was used to calculate percent differences and to make Bland-
Altman and Passing-Bablok plots.

The results showed that absence of P5P reagent in the ALT assay led to -11,2 % lower
ALT levels on the original samples and -11,9 % lower ALT levels on the extra samples.
Doubling the amount of P5P reagent elevated the measured ALT levels by 15,9 %, affect-
ing lower ALT levels (<25 U/l) the most. Doing the calibration without the P5P reagent
didn’t affect the measured results. There were no clear trends visible while examining the
effects of vitamin B6 on the use of P5P-reagent.

Using the P5P reagent correctly has a clear effect on the measured ALT levels. The ef-
fects are significant especially if patients ALT levels were controlled using different
amounts of P5P reagent. Because there were only three samples with a low vitamin B6
level (<51nmol/l), it was not possible to reliably assess how the effect of P5P is dependent
on patient vitamin B6 level. In the future it would be good to conduct a larger study about
the subject and include more samples with low levels of vitamin B6.

alanine aminotransferase (ALT), Pyridoxal-5"-phosphate,
vitamin B6
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Sanasto

Absorbanssi — ilmaisee naytteeseen
absorboituvan eli imeytyvan valon
maara

ALAT — alaniiniaminotransferaasi, joka
on maksassa esiintyva entsyymi

Aminohappo - orgaaninen yhdiste,
jossa on karboksyyli- ja aminoryhma, toi-
mii proteiinien rakennusosina

Bland-Altman-kuvaaja — pisteanalyysi,
jossa vertaillaan mittauksien eroprosent-
teja analyytin pitoisuuteen naytteessa

Entsyymi — proteiini, joka toimii katalyyt-
tina elimistdn bioreaktioissa

Eroprosentti — mittauksien valinen ero-
tus jaettuna verrattavalla suureella

IFCC — Kansainvélinen kliinisen kemian
ja laboratoriolaaketieteen liitto

Inkubointi — naytteen lammittdminen
tietyssa lampdétilassa

Katalyytti — kdynnistaa tai nopeuttaa el
katalysoi kemiallista reaktiota

Koentsyymi — orgaaninen yhdiste, joka
toimii yhdessa entsyymin kanssa luoden
aktiivisen entsyymin

Kontrollointi — tarkastellaan laitteen
pdivittaista toimintaa, mittaamalla ana-
lyytti naytteilld, joiden pitoisuus on tie-
dossa

Korrelaatiokerroin — kuvaa mitattujen
tulosten valista riippuvuutta

Kvantitatiivinen — maarallinen

Kyvetti — mittausastia

LOT — eratunniste

Mittausalue — laitevalmistajan maaritta-
mat rajat, jolla analysaattori laskee tulok-
set luotettavasti

nmol/l — nanomoolia per litra

Naytenumero — naytteenottotilanteessa
naytteelle generoituva yksildllinen nu-
mero

Passing-Bablok-kuvaaja — kuvaa kah-
den muuttujan valista lineaarista riippu-
vuutta

P5P — pyridoksaalifosfaatti, joka on B6-
vitamiinin aktiivinen muoto

Reagenssi — kemiallisessa mittauk-
sessa kaytettava liuos tai aine, jossa on
tarvittavia reaktiotuotteita

Sentrifugointi — veren eri komponent-
tien erottelu toisistaan sentrifugissa kes-
kipakovoiman avulla

Substraatti — entsyymiin kiinnittyva
aine, joka muuttuu entsyymin vaikutuk-
sesta

U/l — yksikkoa per litra

Vakiointi — mittausmenetelman saata-
minen oikean tulostason saamiseksi

VITA Laboratoriot Oy — suomessa toi-
miva yksityinen laboratorioyritys

Ylijadmanayte — potilasnayte, josta on
kaikki pyydetyt tutkimukset mitattu ja
vastattu



1 Johdanto

Maksan kuntoa tarkastelevat testit, kuten alaniiniaminotransferaasin mittaus, ovat nykyi-
sin yha yleisemmin tilattuja laboratoriotesteja. Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) on paa-
asiassa maksassa esiintyva entsyymi, joka osallistuu kehon aineenvaihduntareaktioihin.
ALAT-mittaus on yleinen kliinisen kemian tutkimus, jolla voidaan tarkkailla maksan kun-
toa. Kohonnut ALAT-aktiivisuus veressa viittaa usein soluvaurioon maksassa. ALAT-ar-
voon veressa vaikuttavat muun muassa sukupuoli, ik& ja ylipaino. (Lala & Goyal & Bansal
& Minter 2021.)

ALAT-mittauksessa mitataan alaniiniaminotransferaasin aktiivisuuden méaaradd plas-
masta tai seerumista entsyymiaktiivisuusmaarityksella. Aktivoituakseen ALAT tarvitsee
koentsyymikseen pyridoksaalifosfaatin. (Akerman & Jokela 2010: 67—69.) Pyridoksaali-
fosfaatti (P5P) on yksi B6-vitamiinin aktiivisista muodoista, joka toimii koentsyymina mo-
nissa eri entsymaattisissa reaktioissa (Stover & Field 2015). Kansainvalinen Kliinisen ke-
mian ja laboratoriolaaketieteen liitto (IFCC) on suositellut P5P-reagenssin lisaamista
ALAT-mittaukseen. Nain voidaan varmistua, ettei potilaan pyridoksaalifosfaatin puute ai-

heuta virheellisen matalia ALAT-tuloksia. (Bergmeyer & Horder & Rej 1986.)

Opinnaytetyon tarkoituksena oli selvittdd ALAT-mittauksessa kaytettdvan P5P-reagens-
sin maaran vaikutuksia saatuihin ALAT-tuloksiin. Opinnaytetydssa suoritettiin ALAT-mit-
taus yhteensa 95 ylijagamanaytteestd, joista 70:sté oli tiedossa naytteen B6-vitamiinipi-
toisuus. ALAT-aktiivisuus mitattiin naytteista kayttamalla eri vakiointeja ja eri maaria
P5P-reagenssia. Nain pystyttiin luomaan kattava kuva P5P-reagenssin kayton vaikutuk-
sista ALAT-mittaukseen. Eri vakioinneilla tarkasteltiin korjaisiko vakiointi vaarasta P5P-
reagenssin maarasta johtuvaa eroa tulostasoissa. Saadut tulokset analysoitiin Finbiosof-
tin Validation Manager -ohjelmistolla. Tuloksista tehtiin parivertailuja, joista piirrettiin
Bland-Altman- sek& Passing-Bablok-kuvaajat seka laskettiin keskimaardinen tulosta-

soero sekd mittausten valinen korrelaatio.

Naytteiden analysointi suoritettin HUS Diagnostiikkakeskuksen Meilahden automaatio-
laboratoriossa Siemens Healthineers Atellica® Solution -analysaattoreilla. Opinnayte-
tyon tavoitteena oli saada lisaa tietoa ALAT-mittaukseen vaikuttavista tekijoistd. Opin-

naytetyo toteutettiin yhdesséd HUS Diagnostiikkakeskuksen kanssa.



2 Opinnaytetydn tausta

2.1 Tiedonhaku

Ensimmaiset tiedonhaut opinnaytetyota varten toteutettiin kayttamalla PubMedin ja Met-
Cat Finnan hakukoneita. Aineistoja haettiin hakusanoilla "vitamin B6”, "alanine ami-
notransferase”, ja” pyridoxal 5-phosphate”. Saatuja tuloksia rajattiin julkaisuvuoden, kie-
len ja saatavuuden perusteella. Hauista saatuja tuloksia oli tuhansia rajauksienkin
kanssa. Naisté tuloksista pyrittiin valitsemaan opinnaytetyon kannalta olennaiset tulokset
lukemalla tulosten tiivistelmi& ja otsikkoja. Tulosten paljouden takia on kuitenkin mahdol-

lista, ettd joitakin aihetta koskevia tuloksia on jaanyt huomaamatta.

Erillinen haku toteutettiin viela Lastu Finnan haukkoneella, hakusanoilla "laboratoriolaa-
ketiede”, "kliininen kemia” ja "alaniiniaminotransferaasi’. Hausta saaduille tuloksille ei
asetettu rajauksia ja kaytettava aineisto valittiin saatujen tulosten sisallysluettelon avulla.
Koska alaniiniaminotransferaasin mittausta ja P5P-reagenssin vaikutusta siihen on tut-
kittu 1980-luvulta alkaen, on mahdollista, etta julkaisuvuoden rajaaminen vuosiin 2011—
2021 on jattanyt pois aihetta koskevia tutkimuksia. TAman vuoksi aiheesta suoritettiin
viela vapaasanahaku Googlen hakukoneella. Hakusanoina kaytettiin vapaasti muotoil-
tuja fraaseja kuten "use of pyridoxal 5-phosphate” ja ” effects of pyridoxal 5-phosphate
in alanine aminotransferase”. Tehdyilla hauilla halutiin tdydentaa opinnaytetyon tietopoh-
jaa, etenkin osilta, joihin ei tuntunut I6ytyvan edellda mainituilla hauilla toivottuja tuloksia.

Opinnaytetyon tiedonhakuprosessia on kuvattu tarkemmin Liitteessa 1.

2.2 Alaniiniaminotransferaasi

Alaniiniaminotransferaasi (ALAT) entsyymi& esiintyy erityisesti maksasolujen sytoso-
lissa, mutta sita esiintyy myoés pienia méaaria lihaksistossa, suolistossa ja aivoissa. ALAT
katalysoi aminoryhmén siirtymista L-alaniinilta a-ketoglutaraatille, lopputuotteina reak-
tiosta syntyy pyruvaattia ja L-glutamaattia (Kuvio 1). Tapahtuma on osa aminohappojen
aineenvaihduntareaktioita. Edella mainitussa reaktiossa tarvitaan pyridoksaalifosfaatti
koentsyymiksi. (Liu & Que & Xu & Peng 2014.)

HaC” “COOH COOH — cooH | HsC” “COOH

L-alaniini a-ketoglutaraatti L-glutamaatti pyruvaatti



Kuvio 1. ALATIn katalysoima aminohappoaineenvaihduntareaktio (Liu & Que & Xu & Peng
2014).

Alaniiniaminotransferaasi mittaus (P -ALAT) on yleinen kliinisen kemian tutkimus, jossa
ALAT-aktiivisuus mitataan veren plasmasta. Testilla voidaan tarkastella maksan kuntoa
ja potilaan yleista vointia. Normaalitilanteessa ALAT-arvo on yli 17-vuotiailla naisilla alle
35 U/l ja yli 17-vuotiailla miehilla alle 50 U/I. Lapsilla (0—16 vuotta) arvo on alle 40 UI/l.
(HUSLAB 2021a.) Koholla oleva ALAT-arvo viittaa usein jonkin asteiseen maksavauri-
oon. Maksavaurion tapahtuessa maksasoluista vapautuu ALAT-entsyymid verenkier-
toon, kohottaen plasman/seerumin ALAT-arvoa. Matalat arvot ovat usein seurausta esi-
merkiksi ikdantymisesté. (Liu & Que & Xu & Peng 2014.)

B6-vitamiini on vesiliukoinen vitamiini, jota saadaan ravinnon kautta esimerkiksi peru-
noista ja pahkinoista (Stover & Field 2015). Sen viitearvot ovat 51-183 nmol/l (HUSLAB
2021b). ALATIn katalysoimassa aminohappoaineenvaihduntareaktiossa tarvittava pyri-
doksaalifosfaatti (P5P) on B6-vitamiinin aktiivinen muoto. Pyridoksaalifosfaatti (P5P) toi-
mii koentsyymina jopa 140 eri biokemiallisessa reaktiossa. Puutteellinen B6-vitamiinin,
ja ndin myos pyridoksaalifosfaatin, maara voi aiheuttaa esimerkiksi mikrosyyttista ane-
miaa, masennusta seka heikentynytta vastustuskykya. Se voi myos aiheuttaa virheelli-
sen matalia tuloksia ALAT-mittauksissa. B6-vitamiinin puutos voi olla seurausta munu-

aissairauksista, alkoholismista tai tiettyjen ladkeaineiden kaytosta. (Stover & Field 2015.)

2.3 ALAT-mittauksessa kaytettdva naytemateriaali ja sen sailyvyys

ALAT-mittaukseen soveltuu naytemateriaaliksi seerumi tai litium-hepariini plasma (Sie-
mens Healthineers 2019). Plasma erotellaan kokoveresta sentrifugoimalla nayteputki,
jossa on ollut antikoagulanttia. Sentrifugoinnissa punasolut, valkosolut ja trombosyytit
painuvat putken pohjalle ja kevyempi plasma nousee pinnalle. Plasma koostuu noin 90
% vedesta ja loput noin 10 % koostuu mm. fibrinogeenista, elektrolyyteistd, plasma pro-
teiineista ja immunoglobuliineista. Seerumi koostuu muuten samoista aineista kuin

plasma, mutta siina ei ole fibrinogeenia. (Mathew & Sankar & Varacallo 2021.)

Naytteiden sailytys on tarked osa analyysiprosessia. Laitevalmistajan menetelméaperiaa-
teohjeessa suositellaan ALAT-naytteitd sailytettdavan enintdén seitseman paivaa 2-
8°C:ssa tai 30 paivaa -20°C:ssa (Siemens Healthineers 2019). ALAT-aktiivisuuden séai-
lymista plasmassa ja seerumissa on tutkittu jo vuosikymmenien ajan. Vuonna 1987 to-
teutetussa tutkimuksessa tutkittiin seerumista ALAT-aktiivisuuden sailymista 22°C:ssa,

4°C:ssa, -20°C:ssa ja -80 °C:ssa. Neljaltatoista osallistujalta kerattiin seeruminaytteet,



joista mitattiin ALAT-aktiivisuus kolmen, kuuden, yhdeksan ja 24 tunnin valein ensimmai-
sena paivana. ALAT-aktiivisuus mitattiin myds kerran toisena, neljantend, kuudentena ja
kahdeksantena paivana. Osa naytteista sailytettiin eroteltuina omaan putkeen ja osa sai-
lytettiin verihyytyman paalla erottelemattomina. Kaikissa lampdtiloissa havaittiin ALAT-
aktiivisuuden laskua ajan kuluessa. Naytteissa, joita oli sailytetty -20°C:ssa, havaittiin 46
%:n ALAT-aktiivisuuden lasku kuudentena sailytyspaivana. Saman ajan -80°C:ssa séai-
lytetyissé naytteissa oli ALAT-aktiivisuus laskenut 8 %. Suositeltavaa siis on, etté pakas-
tettavia naytteita sailytetdan -80°C:ssa. (Williams & Williams & Kline & Dodd 1987.)

Vuonna 2009 julkaistussa tutkimuksessa tarkasteltin ALAT-aktiivisuutta 25 vuotta
-25°C:ssa Janus seerumi pankissa sailytetyista seeruminaytteista. Tutkimuksessa todet-
tiin 25 vuotta sailytettyjen naytteiden ALAT-aktiivisuuden laskeneen keskimaarin 73,4 %
verrattuna naytteenottopaivana mitattuun ALAT-aktiivisuuteen. Tutkimuksessa todettiin,
ettd naytteiden pitkdaikainen sailytys voi huomattavasti vaikuttaa saatuihin tuloksiin her-
kempien analyyttien, kuten ALATIn, kohdalla. (Gislefoss & Grimsrud & Mgrkrid 2009.)

2.4 Alaniiniaminotransferaasin mittausperiaate

Alaniiniaminotransferaasia mitataan potilaan plasmasta entsyymiaktiivisuusmaarityk-
sella. Entsyymit ovat proteiineja, jotka toimivat katalyytteina elimiston bioreaktioissa. Ent-
syymi reagoi aina vain tietyn rakenteen omaavan substraatin kanssa. Reaktion edelly-
tyksena on, ettd substraatti kiinnittyy entsyymin aktiiviseen keskukseen. Jotta reaktiossa
voidaan mitata entsyymin maaraa, pitdd substraattia olla suuri pitoisuus. Nain entsyy-
mista tulee reaktiota rajoittava tekija, jota voidaan mitata. Entsyymiaktiivisuuteen vaikut-
tavat myos reaktioliuoksen pH, lampotila, aktivaattorit ja inhibiittorit seka koentsyymit.
Entsyymeja mitattaessa on tarkeaa, etta nama tekijat ovat huomioitu ja sdadetty opti-

maalisiin m&driin ja tasoihin. (Akerman & Jokela 2010: 67-69.)

2.4.1 Mittauksessa kaytettavat reagenssit

ALAT-mittauksessa kaytetdan kahta eri reagenssia (Atellica CH ALTPLc R1 ja Atellica
CH ALTPLc R2) seka erikseen lisattavaa P5P-reagenssia (Atellica CH P5P_L) (Siemens
Healthineers 2019). Suosituksen P5P-reagenssin liséamisesta ALAT-mittaukseen on
antanut kansainvalinen kliinisen kemian ja laboratorioldéketieteen liitto (IFCC). P5P-rea-
genssin kayttd mittauksessa lisda saatujen tulosten luotettavuutta. (Bergmeyer & Horder
& Rej 1986.) IFCC on maailmanlaajuinen organisaatio, joka muun muassa asettaa glo-
baaleja standardeja yhteistydssé muiden organisaatioiden kanssa, seka tukee jasenidan

tieteellisissa ja opetuksellisissa pyrkimyksissa. Organisaation tavoitteena on parantaa



diagnoosien tieteellista tasoa ja laatua. (International Federation of Clinical Chemistry

and Laboratory Medicine.)

P5P-reagenssipullot tulee lisatd ALTPLc R1 -reagenssin reagenssikaivoihin ennen rea-
genssien lisddmista analysaattorille. Reagenssien yhdistdmisesséa ensin avataan varo-
vasti molempien pakkauksien korkit, jonka jalkeen pipetoidaan 300 mikrolitraa P5P-rea-
genssia ALTPLc R1 -reagenssin ensimmaiseen kaivoon. P5P-reagenssi voidaan myds
kaataa kaivoon, jolloin pullon sisaltd kaadetaan ravistamatta ylimaéraista reagenssia
ulos pullosta. Kaivo suljetaan ja seoksen homogenisoimiseksi ALTPLc R1 -reagenssi-
pakkausta kaannellaén varovasti. Taman jalkeen sama prosessi toistetaan ALTPLc R1
-reagenssin toiselle reagenssikaivolle. Mittauksessa tarvittava ALTPLc R2 -reagenssi on
heti kayttovalmis eiké vaadi esivalmisteluja. (Siemens Healthineers 2019.)

2.4.2 ALAT-mittauksessa tapahtuvat kemialliset reaktiot

Opinnaytetydn ALAT-mittauksissa kaytettavat Siemensin Healthineers Atellica® Solu-
tion —analysaattorit maarittavat aktiivisen ALATIn maaran naytteesta mittaamalla
NADH:n (nikotiiniamidiadeniinidinukleotidin) absorbanssin muutoksia aineenvaihdunta-
reaktioiden avulla (Kuvio 2). Absorbanssin muutoksia mitataan fotometrisesti 340/410
nm aallonpituuksilla. Reaktiossa ALATIn ensin aktivoi P5P, jonka jalkeen ALAT katalysoi
aminohappoaineenvaihduntareaktiota, jossa L-alaniini ja a-ketoglutaraatti reagoivat. L-
alaniinilta siirtyy aminoryhma a-ketoglutaraatille, jolloin lopputuotteeksi saadaan pyru-
vaattia ja L-glutamaattia. Pyruvaatti taas pelkistetaan laktaattidehydrogenaasin (LD) ka-
talysoimassa reaktiossa NADH:n kanssa laktaatiksi ja NAD:ksi. Joten mitd enemman
naytteessa on aktiivista ALATIa, sitd enemmaé&n pyruvaattia syntyy ja NADH:ta kuluu sen
pelkistamiseen. NADH:n kulutuksen nopeus on siis suoraan verrannollinen naytteen
ALAT-aktiivisuuteen. Mittauksessa kaytettavilla reagensseilla varmistetaan, ettéa reakti-
oiden rajoittava tekija on ALAT. (Siemens Healthineers 2019.)

ALAT + PSP ——— aktivoitunut ALAT

ALAT
L-alaniini + o-ketoglutaraatti. —— s pyruvaatti + L-glutamaatti

laktaattidehydrogenaasi (LD)
pyruvaatti + NADH _—» laktaatti + NAD



Kuvio 2. ALAT-mittauksessa tapahtuva kemiallinen reaktiosarja (Siemens Healthineers
2019).

Analysaattori aloittaa ALAT-mittauksen laimentamalla alkuperéisen naytteen yhden suh-
teessa viiteen. Taméan jalkeen analysaattori pipetoi laimennettua naytettd, laborato-
riovettd ja ALTPLc R1 -reagenssia, joka siséaltaa L-alaniinia ja laktaattidehydrogenaasia
seka erikseen lisattya P5P:ta, reaktiokyvettiin. Analysaattori mittaa ensimmaisen kerran
naytteen NADH:n absorbanssin maaran. Ensimmainen mittaus maarittda naytteen
NADH-pitoisuuden. Mittauksella on tarkoitus tarkastaa naytteen tausta absorbanssi en-
nen kuin naytteeseen lisatdan NADH:ta ALTPLc R2 -reagenssissa. Seuraavaksi samaan
reaktiokyvettiin lisatdan ALTPLc R2 -reagenssi, joka sisaltda a-ketoglutaraattia ja pelkis-
tettyd NADH:ta. TAman jalkeen ndyteseosta inkuboidaan 37 °C:ssa. Inkuboinnin aikana
toteutuu edellisessé kappaleessa selitetty kemiallinen reaktiosarja. Inkuboinnin jalkeen
mitataan NADH:n absorbanssin muutosta ajan funktiona, jonka avulla saadaan laskettua
aktiivisen ALATIn aktiivisuus plasmasta. (Siemens Healthineers 2019.)

2.4.3 P5P-reagenssin vaikutuksia ALAT-mittauksessa

P5P-reagenssin vaikutuksia ALAT-mittaukseen on tutkittu jo vuosikymmenien ajan.
Vuonna 2013 tehdyn kirjallisuuskatsauksen tavoitteena oli selvittdd kuinka P5P-reagens-
sin kayttd vaikuttaa alaniiniaminotransferaasin mittaukseen seka maksavaurion 16ytymi-
seen. Laboratoriot suorittavat ALAT-mittauksia P5P-reagenssin kanssa seka ilman sita
vaikkakin yksittaiset tutkimukset ovat osoittaneet P5P-reagenssin maaralla olevan 10—
20 %:n vaikutus tulostasoon. P5P-reagenssin kayton vaikutuksia maksavaurion [6ytymi-
seen ei olla systemaattisesti arvioitu eika siitéa ollut tehty kohdennettua tutkimusta. Kirjal-
lisuuskatsauksessa todetaan eri menetelmien aiheuttavan tulostasoeroja ALAT-méaaéri-
tyksissa laboratorioiden vélilla. Yhtendinen optimoitu testausmenetelméa parantaisi tutki-

musten vertailukelpoisuutta. (Tarrant & Meyer & Katavolos 2013.)

Yhdysvalloissa julkaistiin tutkimus vuonna 2015, jossa tutkittin matalan B6-vitamiinita-
son omaavan potilaan ALAT ja ASAT arvoja P5P-reagenssin kanssa ja ilman sitd. P5P-
reagenssin kanssa mitattu ALAT-arvo oli 20 % korkeampi kuin tulos, joka mitattiin rea-
genssilla, jossa ei ollut P5P-reagenssia. (Mills & Greene & Bainton & Lorey & Baumann
2015.) Koreassa vuonna 2017 toteutetussa tutkimuksessa analysoitiin 2318 potilasnay-
tettéd P5P-reagenssin kanssa seké ilman sita. Tutkimuksen tulokset osoittivat selvan eron
mittauksien valilla. Tulostaso oli korkeampi mittauksissa, jossa oli mukana P5P-rea-
genssi, kuin mittauksissa, josta P5P-reagenssi puuttui. Suurimmat erot mittauksien va-

lill& todettiin sydaninfarktipotilailla, joilla P5P-taso on usein matala. (Lee ym. 2017.)



Vuonna 2014 julkaistussa tutkimuksessa, tarkasteltiin P5P-reagenssin vaikutusta kroo-
nista munuaissairautta sairastavien potilaiden ALAT ja ASAT tuloksiin. Tutkimukseen
osallistui 104 dialyysissa kayvaa potilasta seka 69 tervetta kontrollipotilasta. Kohdehen-
KilGilta otettiin seeruminaytteet, joista suoritettiin ALAT-mittaus kertaalleen ilman P5P-
reagenssia ja sen kanssa. Saaduissa tuloksissa huomattiin matalampia tuloksia ALAT-
mittauksissa, joissa ei kaytetty P5P-reagenssia. ALAT-mittauksien keskiarvo ilman P5P-
reagenssia oli 24 U/l ja vaihteluvali 17-35 U/, P5P-reagenssin kanssa keskiarvo oli 27
U/l ja vaihteluvali 24—-35 U/I. Vaikutus n&kyi selvimmin matalan ALAT-tason naytteissa.
(Sharma & Baruah & Thakur & Mohapatra & Sharma 2014.)

Australiassa julkaistussa tutkimuksessa haluttiin vertailla IFCC:n menetelm&a ja muo-
kattua IFCC:n menetelmaa koskien P5P-reagenssin kayttéa. Muokatussa IFCC:n mene-
telmassa on usein joko suosituksia vahaisempi maéara tai ei ollenkaan P5P-reagenssia.
Tutkimuksessa mitattiin ALAT-arvo 320 naytteesta kayttamalla molempia edella mainit-
tuja menetelmid. Naytemateriaali oli keratty potilaista, jotka todennakdisemmin karsivat
B6-vitamiinin puutoksesta. ALAT-mittauksien tulosten keskiarvo oli 4,8 U/l pienempi mit-
tauksissa, joissa ei kaytetty P5P-reagenssia. Yhteenvetona tutkimuksessa todetaan, etta
muokatulla menetelmalld saadaan huomattavasti matalampia tuloksia kuin IFCC:n suo-
sittelemalla menetelmalla. Tutkimus on julkaistu posterimuodossa ja sisaltaa viela ver-

taisarvioimatonta tietoa. (Lawrence & Saleem & Coastes & Petrou & Bisazak.)

Tutkimuksissa (Tarrant ym. 2013; Mills ym. 2015; Lee ym. 2017; Sharma ym. 2014; Law-
rence ym.) todettiin yhdenmukaisesti matalampia tulostasoja ALAT-tuloksissa, jotka oli
mitattu iiman P5P-reagenssia. Tulostasojen erot selittyvat pdaasiassa aktivoitumatto-
man alaniiniaminotransferaasin poisjadmisellda mittauksista. Tutkimuksissa (Lawrence
ym.; Tarrantin ym. 2013) mainittiin, etta on aiheellista seurata IFCC:n antamaa suosi-
tusta P5P-reagenssin kaytdstd. Menetelmén yhtendinen kayttd parantaisi tulosten ver-

tailtavuutta laboratorioiden vélilla seka saatujen tulosten oikeellisuutta.

3 Tarkoitus ja tavoitteet

Opinnaytetyon tarkoituksena oli mitata P5P-reagenssin kayttomaaran vaikutusta ALAT-
mittaukseen Siemens Healthineers Atellica® Solution -analysaattorilla. Tyo6ll& haluttiin
selvittdd, kuinka suuria eroja voidaan havaita ALAT-mittauksien tuloksissa, riippuen
P5P-reagenssin méaarasta. Tydssa kiinnitettiin huomiota myds naytteiden B6-vitamiinita-

soihin ja sen vaikutuksiin ALAT-mittauksessa.



Opinnaytetyon tavoitteena oli saada lisa tietoa P5P-reagenssin kayttomaaran vaikutuk-
sista ALAT-mittaukseen. Opinnaytety6n tulosten avulla voidaan paremmin ymmartaa
muun muassa P5P-reagenssin poisjaamisen vaikutuksia ALAT-mittaukseen. Saatua tie-
toa pystytaan hyddyntamaéan opinnaytetyon tilaavassa yksikdssa. Esimerkiksi, kun arvi-
oidaan naytteiden uudelleen analysoinnin tarvetta, tilanteessa, jossa mittaukseen lisatyn
P5P-reagenssin maara on ollut virheellinen. Saatuja tuloksia voidaan hyédyntaa kehitet-
tdessd ALAT-maadritykseen liittyvia toimintatapoja laboratorioissa, joissa on kaytdssa
Siemens Healthineers Atellica® Solution -analysaattorit. Opinnaytetydn tavoitteena oli
my0s kasvattaa ja kehittaa tekijddnsa ammatillisesta nakokulmasta.

Opinnaytetydssa tarkasteltiin seuraavia tutkimuskysymyksia:

1. Miten P5P-reagenssin maara vaikuttaa ALAT-mittauksen tulostasoon?

2. Milla tavalla P5P-reagenssin vaikutus ALAT-tulokseen on riippuvaista naytteen B6-
vitamiinitasosta?

4 Opinnaytety6n toteutus

Opinnaytetydn lahestymistapa tutkimuskysymykseen oli kvantitatiivinen eli maarallinen.
Kvantitatiivisessa lahestymistavassa kasiteltdva aineisto on numeerisessa muodossa ja
sitd usein analysoidaan tilastollisin menetelmin. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa maari-
tetdan ensin tutkimusaihe, sitten kaydaan lapi kirjallisuutta ja tunnistetaan tutkimuksen
tavoitteet, keratddn ainestoa ja analysoidaan se ja lopuksi julkaistaan tulokset. Kvantita-
tiivisessa tutkimuksessa pyritddn usein joko kehittdmaan uutta teoriaa tai testaamaan
vanhaa teoriaa. (Roni & Merga & Morris 2020: 7-11.)

4.1 Resurssit ja toteutuksen eteneminen

Opinnaytetyd on 15 opintopisteen kokonaisuus, joka koostuu kolmesta kurssista. Yksi
opintopiste vastaa noin 27 tunnin tyota (Valtioneuvoston asetus yliopistojen tutkinnoista
794/2004 § 5). Opinnaytety0 vastaa siis kokonaisuudessaan noin 405 tunnin tyota. Tasta
5 opintopistetta eli 135 tuntia oli varattu suunnitelman tydstdmiseen, toiset 5 opintopis-
tetta eli 135 tuntia opinndytetyon toteuttamiseen ja raportin tekemiseen. Loput 5 opinto-

pistetta eli 135 tuntia kuluu tydn julkaisemiseen sekd mm. kypsyysnaytteeseen.

Opinnaytetyon toteutus aloitettiin aiheen valitsemisella ja suunnitelman kirjoittamisella
kevaalla 2021.Tyon aihe valikoitui HUS Diagnostiikkakeskuksen Meilahden automaatio-

laboratorion ehdottamista aiheista. Suunnitelmalla haluttiin maarittda tutkimuskysymyk-



set seka aikataulu opinnaytetyoélle. Tiedonhaku suoritettiin osana suunnitelmaa. Suunni-
telman valmistuttua tyélle haettiin HUSin mydntama tutkimuslupa tyon suoritusta varten.
Kevaan 2021 aikana keratyista naytteista (n=70) mitattiin ALAT HUS Diagnostiikkakes-
kuksen Meilahden automaatiolaboratoriossa. Mittauksien aikana péaéatettiin suorittaa
ALAT-mittaukset vield 25 lisédnaytteesta. Saadut tulokset analysoitiin kayttamalla Valida-
tion Manageri -ohjelmistoa. Tulokset kirjattiin opinnéytety6n raporttiin, joka esiteltiin se-

minaarissa syksylla 2021. Opinnaytetyon toteutusta on kuvattu kuviossa 3.

' Opinnaytetydn "

Aiheen TIEdcjjghaku Kerattyjen _ raportin Kypsyysnayte
valinta suunnitelman ndytteiden kirjoittaminen _ja tulosten
kirjoittaminen ALAT-mittaus ja tulosten julkaiseminen
. | . | analysoiminen | |
e -/ p. S/ . J T \_

Kuvio 3. Opinnaytetytn toteutuksen eteneminen.

4.2 Aineisto

Opinnaytety6ta varten kerattiin kevaan 2021 aikana 70 potilasnaytettd HUS Diagnostiik-
kakeskuksen Meilahden automaatiolaboratoriossa. Keratyista naytteista tuli naytteen-
otto paivasta kolme paivaa ennen tai jalkeen otettuna nayte B6-vitamiini mittaukseen.
B6-vitamiini analysoitiin VITA Laboratoriot Oy:ssa alihankintana. Naytteet olivat ylijaa-
manaytteitd, joista oli kaikki pyydetyt tutkimukset analysoitu ja vastattu. Naytteet olivat
litiumhepariini plasmaa seka seerumia. Molemmat naytemuodot soveltuvat ALAT-mit-
taukseen, joten naytemuodolla ei ole vaikutusta saatuihin tuloksiin. Kerétyista naytteista
erotettiin plasma/seerumi kerayshetkelld, joka pakastettiin -20 °C:kseen. Naytteisiin mer-

kattiin tAssa vaiheessa viela naytenumero ja kerayspaivamaara.

Naytteet analysoitiin HUS Diagnostiikkakeskuksen Meilahden automaatiolaboratoriossa
heindkuussa 2021. Aiemmin mainituissa tutkimuksissa (Gislefoss ym. 2009; Williams
ym. 1987) oli todettu ndytteen pitk&aikaisen sailytyksen laskevan ALAT-arvoa. Opinnay-
tetydssa kaytettyja naytteita oli sdilytetty annettuja suosituksia pidempéaéan. On siis mah-
dollista, etta naytteiden pitkdaikainen sailytys laski naytteiden ALAT-arvoa. Naytteiden
sailytys ei ole kuitenkaan vaikuttanut saatujen tulosten vertailukelposuuteen kesken&an,
silla kaikki analysoinnit naytteille tehtiin saman paivan aikana. Koska heti ensimmai-
sessa mittauksessa havaittiin huomattava mééara matalia ja alle analysaattorin mittaus-
alueen (<9 U/l) olevia tuloksia, paatettiin suorittaa ALAT-mittaus vield 25 ylijaadmanayt-

teestd. Naytteet oli otettu edellisend paivand. Mukaan valittiin spesifisesti korkeampia
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ALAT-arvoja. Nailla 25 lisanaytteella oli tarkoitus tarkastella kuinka P5P-reagenssin
maara vaikuttaa korkeisiin ALAT-tuloksiin. Naista 25 lisanaytteesta ei kuitenkaan ollut
tiedossa B6-vitamiinitasoa, joten naytteista saaduista tuloksista ei voitu tarkastella B6-

vitamiinin vaikutusta suhteessa P5P-reagenssin kayttdon.

4.3 Naytteiden analysointi

Naytteista mitattiin ALAT-aktiivisuus Siemens Healthineers Atellica Solutions -analysaat-
toreilla yhden paivéan aikana heindkuussa 2021. Ennen naytteiden ALAT-aktiivisuuksien
mittaamista, oli analysaattorilla ALAT-menetelma vakioitu ja tulostaso varmistettu paivit-
taiskontrollien avulla. Vakioinnilla tarkoitetaan mittausmenetelmén saatamista oikean tu-
lostason saamiseksi. Vakiointi suoritetaan kalibraattoreilla, joiden tulostaso tiedetaan.
(Wang & Hoffman 2017.) Vakiointi on aina syyta suorittaa, mikali reagenssien erdanumero
vaihtuu, kontrollien tulostaso muuttuu merkittavasti tai analysaattorille suoritetaan suuri
huolto. Laitevalmistaja on myds maaritellyt tietyt intervallit, jolloin testit tulisi vakioida.
(Siemens Healthineers 2019.) Paivittdiskontrolleilla tarkastetaan vakioinnin onnistumi-
nen seka paivittainen laitteen toiminta. Kontrolleina kaytetdan liuoksia, joiden mitattavien
analyyttien pitoisuus tiedetédan. (Theodorsson 2016.) Suositeltavaa on kayttaa vahintaan
kahta eri kontrollitasoa. Kontrolleista saatujen tuloksien tulisi olla ennalta asetetussa

vaihteluvdlissa. (Siemens Healthineers 2019.)

4.3.1 Naytteiden esikasittely ja reagenssien valmistus

Keratyt naytteet oli kerayspaivana sentrifugoitu, jonka jalkeen niista suoritettiin kaikki
pyydetyt tutkimukset. Naytteista taman jalkeen eroteltiin plasma/seerumi tehdaspuhtaa-
seen putkeen, johon merkittiin naytteenottopaiva ja naytenumero. Keratyt naytteet saily-
tettiin -20 °C:ssa niiden mittauspaivaan asti. Mittauspaivana naytteita sulatettiin huo-
neenlammaossa noin kahden tunnin ajan. Kun kaikki naytteet olivat sulaneet, niita sentri-

fugoitiin 10 minuutin ajan 3000 g.

Reagenssien valmistaminen oikein oli erittdin tarkea vaihe opinnaytetydon mittauksien ja
saatujen tulosten kannalta. Vaarin valmistetut reagenssit laskisivat saatujen tulosten luo-
tettavuutta ja toistettavuutta. Kaikki reagenssit olivat samaa valmistuseréaa (LOT). Rea-
gensseihin pipetoitiin kaatamisen sijaan tarvittava P5P-reagenssin maara. Nain voitiin
varmistua tarkasta P5P-reagenssin maarasta. llman P5P-reagenssia kaytettavat rea-
genssit olivat heti kdyttévalmiita. Yhteen ALTPLc R1 -reagenssin molempiin kaivoihin

pipetoitiin kaksinkertainen mé&éara eli 600 mikrolitraa P5P-reagenssia ja yhteen ALTPLc
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R1 -reagenssin molempiin kaivoihin pipetoitiin ohjeen mukaisesti 300 mikrolitraa P5P-

reagenssia.

4.3.2 Naytteiden ALAT-mittaus

Naytteiden esikasittelyn aikana luotiin analysaattoreilla eratilaus, jolla saatiin luotua jo-
kaiselle naytteelle yksil6llinen tunniste ja viivakooditarra. Eratilauksella saatiin méaaritet-
tya mitattavaksi analyytiksi ALAT. Naytteille luotiin tunnisteet testl-test70. Eratilauksen
luominen analysaattorille mahdollisti n&ytenumeroiden havittamisen ja nain myos nayt-
teiden pseudonymisoinnin. Naytenumeroille oli luotu lista, joka yhdisti ndytenumeron
juoksevaan tunnisteeseen. Kun analysaattorin luomat viivakooditarrat liimattiin nayteput-
kiin, katsottiin samalla, ettd putken naytenumero ja juokseva testinumero vastasivat lis-
tassa olleita tietoja. Listan avulla pystyttiin yhdistdmaan vield B6-vitamiinin tulos oikeaan
naytteeseen tulosten kasittelyvaiheessa. B6-vitamiinituloksen yhdistamisen jalkeen voi-
tiin havittaa lista, joka yhdisti naytenumeron ja analysaattorilla luodun juoksevan tunnis-
teen. Taman jalkeen tiettyd naytettd ei pystytty enda yhdistdmaan tiettyyn henkildon.
Tulosten kéasittelyssa ja analysoinnissa kasiteltiin naytteita analysaattorilla luoduilla tun-

nisteilla, joten toiminta oli anonyymia.

ALAT-mittaukset paatettiin aloittaa kayttdmalla suositusten mukaisesti valmistettua rea-
genssia. Ennen mittauksien aloittamista ALAT-menetelméa oli vakioitu ja tulostaso var-
mistettu kontrollien avulla. Naytteet asetettiin naytetelineissa analysaattoriin, jolloin ana-
lysaattori aloitti automaattisesti ALAT-mittauksen. Mittauksen jalkeen saadut tulokset
siirrettiin muistitikulle ja saadulle tiedostolle luotiin nimi ALAT_normaali. Seuraavaksi mi-
tattiin naytteiden ALAT-aktiivisuus kayttamalla reagenssia, johon ei ollut lisatty P5P-rea-
genssia eli puutteellinen reagenssi. Ensin pyydettiin suositusten mukainen reagenssi
pois analysaattorilta ja tilalle laitettiin puutteellinen reagenssi. Naytteiden ALAT-aktiivi-
suus mitattiin ja tulokset siirrettiin muistitikulle kansioon ALAT _ilmanP5P. Sama prosessi
toistettiin vield reagenssilla, johon oli pipetoitu kaksinkertainen maara (600 pl) P5P-rea-

genssia. Saadut tulokset siirrettiin muistitikulle kansioon ALAT_2xP5P.

Keratyille 25 lisanaytteelle luotiin samalla tavalla juoksevat eranumerot ALAT1-ALAT25
ja mitattavaksi analyytiksi valittin ALAT. Lisanaytteista mitattiin ensin ALAT suositellulla
maaralla (300 pl) P5P-reagenssia, jonka jalkeen tulokset siirrettiin muistitikulle kansioon
ALAT lisasarja_normaali. Taman jalkeen naytteistd mitattin ALAT viela reagenssilla,
josta puuttui P5P-reagenssi. Tulokset siirrettiin muistitikulla kansioon ALAT _lisasarja_il-

manP5P. Lis&naytteista paatettiin jattdd pois ALATIn mittaus kaksinkertaisella m&aralla
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P5P-reagenssia. Paatds tehtiin sen perusteella, ettad lisdnaytteilla haluttiin tarkastella

P5P-reagenssin puuttumisen vaikutusta korkeisiin ALAT-tuloksiin.

Kaikilla opinnaytetydssa mitattavilla naytteilla paatettiin viela suorittaa mittaus, jossa va-
kiointi oli suoritettu reagenssilla, joka ei sisélla P5P-reagenssia. Analysaattorille vaihdet-
tiin puutteelliset reagenssit ja suoritettiin vakiointi. Vakioinnin tuloksessa ei ollut poik-
keavuuksia ja analysaattori hyvaksyi tehdyn vakioinnin eikd antanut virheilmoituksia.
Kaikista keratyistd naytteistd mitattiin ALAT-aktiivisuus kyseisella vakioinnilla, kaytta-
malla puutteellista reagenssia. Kokeella oli tarkoitus tarkastella kuinka ilman P5P-rea-
genssia tehty vakiointi vaikuttaa ALAT-tulostasoon seké selvittaa havaitsisiko analysaat-

tori vakioinnissa ongelmia.

4.3.3 Tulosten analysointi

Opinnaytetydssa mitattiin ALAT-aktiivisuuksia yhteensa 95 naytteesta. Naista 95 nayt-
teesta 70:sté oli tiedossa B6-vitamiinipitoisuus ja lopuilla 25 lisanaytteella haluttiin tar-
kastella P5P-reagenssin vaikutusta korkeisiin ALAT-tuloksiin. Naytteista, joista oli B6-
vitamiinipitoisuus tiedossa, 32 naytteessa ALAT-taso oli alle analysaattorin mittausalu-
een (<9 U/l). Taméan vuoksi ndma 32 naytetta paatettiin jattad pois vertailusta, silla tu-
lokset eivat olisi luotettavia mittausalueen ulkopuolella. Loppujen lopuksi vertailuun
otettiin siis mukaan 63 naytteen tulokset, joista 38 naytteen B6-vitamiinipitoisuus oli tie-
dossa. Toteutetuille mittauksille luotiin omat sarjatunnisteet Validation Manager -ohjel-

mistolla (taulukko 1).

Taulukko 1.  Suoritetut mittaukset ja niille annetut sarjatunnisteet Validation Manager -ohjelmis-
tossa.

Validation Manager sarjatunniste Suoritettu mittaus

ALAT mitattu suositetulla maaralla P5P-

ATELLICAMAU CHI3 reagenssia (alkuperaiset naytteet n=70)

ALAT-mitattu ilman P5P-reagenssia (al-

Vertailusarja 1 kuperdiset naytteet n=70)

ALAT-mitattu kaksinkertaisella maaralla
Vertailusarja 2 P5P-reagenssia (alkuperaiset naytteet
n=70)

ALAT-mitattu ilman P5P-reagenssia va-
kioinnilla, joka on suoritettu ilman P5P-
reagenssia (alkuperaiset ja lisdnaytteet
naytteet n=95)

Vertailusarja 3
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ALAT-mitattu suositetulla maaralla P5P-

Vertailusarja 4 reagenssia (lisénaytteet n=25)

ALAT-mitattu ilman P5P-reagenssia (li-

Vertailusarja 5 sanaytteet n=25)

Opinnaytetytssa toteutetuista ALAT-mittauksista piirrettiin Bland-Altman ja Passing-
Bablok-kuvaajat seké laskettiin saatujen tulosten keskim&arainen tulostasoero. P5P-
reagenssin vaikutuksia ALAT-mittaukseen eniten havainnollistava on Bland-Altman-ku-
vaaja. Bland-Altman pisteanalyysi on vuonna 1983 kehitetty analyysimenetelma, joka
soveltuu hyvin kahden eri menetelméan vertailuun. Silla voidaan tarkastella kahden eri
menetelman yhtenevaisyytta eroprosenttien ja keskiarvojen avulla. Menetelmalla voi-
daan myos luoda rajat, johon 95 % tuloksista tulisi osua, keskiarvoeron mukaan. Pas-
sing-Bablok-kuvaajalla tutkitaan kahden eri menetelman korrelaatiota eli riippuvuutta.
Riippuvuutta kuvataan korrelaatiokertoimen avulla (r). Kerroin saa arvoin -1,0 ja +1,0
valilta. Mita lahempana kertoimen luku on yhta, sitd voimakkaampaa vertailtavien riip-
puvuus on. Riippuvuutta mitattaessa analysoidaan vain kahden muuttuja keskinaista
riippuvuutta eiké tulostasoeroja. Korkea korrelaatio ei suoranaisesti tarkoita, etta verrat-
tavat menetelmat ovat yhdenmukaiset. Passing-Bablok-kuvaajan avulla voidaan paa-

telld, miten tulostasoero kayttaytyy. (Giavarina 2015.)

Saatuja tuloksia analysoitiin paljon kayttamalla Bland-Altman-kuvaajaa. Kuvaajia teh-
dessa asetetiin mittaukset joko candidateiksi eli ehdokkaiksi tai comparativeiksi eli ver-
taileviksi. Kuvaajissa vertaillaan ehdokkaan tuloksia vertailevan tuloksiin. Kuvaajissa y-
akselille on sijoitettu verrattavien mittauksien eroprosentti. Eroprosentit on laskettu kaa-
valla, (candidate - comparative)/comparative. X-akselilla kuvataan naytteen ALAT-ar-
voa comparative mittauksiksi asetetuilla tuloksilla. Kuviossa 4 on esiteltyna Validation
Manager -ohjelmistolla luotu Bland-Altman-kuvaajan ominaisuuksia. Kuvioon asetettu-

jen numeroiden selitteet 16ytyvat taulukosta X.
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3.— -
g, —» 2 . . N
5. —»
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— Zero (y = 0) Mean differeance 95% CI Result ) Potential outlier @ Outlier
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Kuvio 4. Kuviossa esitelty Validation Managerilla luodun Bland-Altman-kuvaajan ominai-
suuksia.

Taulukko 2.  Selitteet kuviossa 4 esitellylle Bland-Altman-kuvaajalle.

Numero: Selite:

1 Kertoo, millainen vertailu on kyseessa. Esimerkki taulukossa ky-
seessé suhteellinen vertailu.

2 Numerot osoittavat kuinka suuri prosentuaalinen ero mittauksien va-
lilla oli.

3 Laskukaava, jolla eroprosentit on laskettu.

4 Numerot kertovat naytteen ALAT-arvon vertailtavassa (comparative)
mittauksessa.

5 limoittaa x-akselin yksikot.
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6 lImoittaa, mik& mittaus on asetettu vertailussa ehdokkaaksi.
7 limoittaa, mika mittaus on asetettu vertailussa vertailevaksi.
8 y=0 on kuvaajan nollakohta.
9 Mittauksien vélisten eroprosenttien keskiarvo. Nakyy yhtenaisena si-
nisena viivana kuvaajassa.
10 Kuvaa eroprosenteista lasketun keskiarvon luottamusvalia.
11 Yksittainen pallo kuvaa yhta saatua tulosta.
12 lImoittaa mahdollisen poikkeavan havainnon.
13 IiImoittaa poikkeavan havainnon.
5 Tulokset

Opinnaytetytssa vertailtiin ilman P5P-reagenssia tai kaksinkertaisella maaralla P5P-rea-

genssia mitattuja ALAT-tuloksia suositellulla maaralla P5P-reagenssia mitattuihin ALAT-

tuloksiin. Saatuja tuloksia tarkasteltiin myos naytteen B6-vitamiinitason funktiona. Tulok-

set analysoitiin kayttamalla Validation Manager -ohjelmaa sek& Microsoft Excelia. Teh-

dyista kuvaajista analysoitiin P5P-reagenssin vaikutusta ALAT-mittauksien tulostasoon

seka ALAT-arvon vaikutusta P5P-reagenssin vaikutukseen.

5.1 P5P-reagenssin maaran vaikutukset ALAT-mittaukseen

Opinnaytetydn ensimmaisena tutkimuskysymyksena oli selvittda P5P-reagenssin vai-

kutuksia ALAT-mittaukseen. Vaikutusta lahdettiin tutkimaan tulosten eroprosenttien ja

korrelaatioiden tarkastelulla. Kaikkien mittauksien valilla voidaan havaita vahva korre-

laatio (r>0,990). Kuitenkin kaikissa vertailuissa havaittiin vahintaan 11 %:n keskimaa-

réinen tulostasoero. Tarkat eroprosentit seka korrelaatiokertoimet ovat esitetty taulu-

kossa 3.

Taulukko 3.  Mittauksista tehtyjen vertailujen eroprosentit seka korrelaatiokertoimet.

tulokset

Vertailussa olevat mittaukset Mittauksien | Mittauk- Korkein ero-
vélinen ero- | sien kor- prosentti mit-
prosentti relaatio (r) | tauksien va-

lilla

Suositellulla maaralla P5P-reagens-

sia ja ilman P5P-reagenssia mitatut -112% 0,993 -36,6 %
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Suositellulla maaralla P5P-reagens-
sia ja kaksinkertaisella maaralla P5P- | 15,9 % 0,994 43,4 %
reagenssia mitatut tulokset

Suositellulla maaralla P5P-reagens-
sia ja ilman P5P-reagenssia mitatut -11,9% 0,997 -21,5%
tulokset lisanaytteilla

Normaalilla vakioinnilla suositellulla
maéaralla P5P-reagenssia ja ilman

- 0, 0
P5P-reagenssia mitatut ja vakioidut 13.5% 0,977 47,5 %
tulokset
Normaalilla vakioinnilla suositellulla
maaralla P5P-reagenssia ja ilman 13.6 % 0.097 206 %

P5P-reagenssia mitatut ja vakioidut
tulokset lisanaytteet

llman P5P-reagenssia ja vaaralla va-
kioinnilla ilman P5P-reagenssia mita- | -1,45 % 0,993 45,1 %
tut tulokset

llman P5P-reagenssia ja vaaralla va-
kioinnilla ilman P5P-reagenssia mita- | -1,94 % 1 -4,23 %
tut tulokset lisanaytteet

5.1.1 Naytteiden ALAT-mittaus ilman P5P-reagenssia

Kuvioissa 5, 6 ja 7 vertaillaan suositellulla maaralla P5P-reagenssia ja ilman P5P-rea-
genssia mitattuja ALAT-tuloksia. Kyseisissa kuvioissa on alkuperaisilla naytteilla (n=70)
mitatut tulokset. Matalien, alle analysaattorin mittausalueen (<9 U/I), tulosten vuoksi ver-
tailussa oli mukana 38 naytteen tulokset. Mittausten vaihteluvali suositellulla maaralla
P5P-reagenssia oli 9,1 U/l — 148 U/l ja ilman P5P-reagenssia 9,1 U/l — 146 U/I. Mittausten
keskimaarainen tulostasoero oli -11,2 % eli ilman P5P-reagenssia mitatut tulokset olivat
keskimaarin -11,2 % matalammat kuin suositellulla méaaralla mitatut. Suurin esiintyva
eroprosentti mittauksien valilla oli -36,6 %. Kuviolla 6 tarkastellaan mittauksien riippu-
vuutta. Kuvaajasta saatu korrelaatiokerroin (r) oli 0,993 viitaten vahvaan lineaariseen

riippuvuuteen mittausten valilla.
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Proportional comparative
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Kuvio 5. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan P5P-reagenssin puuttumisen vaikutuksia
ALAT-mittaukseen alkuperdisilla naytteilla.
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Kuvio 6. Passing-Bablok-kuvaaja, jolla tarkastellaan ALAT-mittauksien korrelaatiota.

Kuviolla 7 kuvataan mittausten ALAT-arvon vaikutusta poikkeamaan Passing-Bablok-
kuvaajalla. Kuvaajasta huomataan poikkeaman pysyvan suurin piirtein samankokoisena

naytteen ALAT-arvon ollessa >40 U/I.

Passing-Bablok

Bias %

40 60 B0 100 120 140 160
ATELLICA MAU CH13 (U/l)

— Zero(y =0) -- Goal Bias 95% CI

Kuvio 7. Passing-Bablok-kuvaaja, jolla kuvataan mahdollisen poikkeaman kayttaytymista
suhteessa naytteen ALAT-arvoon.

Analyysipaivana keréatyista lisanaytteista (n=25) suoritettiin myos vertailu, jolla tarkastel-
tiin P5P-reagenssin puuttumisen vaikutuksia. Mittausten vaihteluvali naytteilla oli 31 U/l
— 257 U/l suositellulla maaralla P5P-reagenssia ja 39,5 U/l — 291 U/l ilman P5P-reagens-
sia. Mittauksien valinen keskimaarainen tulostasoero oli -11,9 %. Suurin eroprosentti
mittauksien valilla oli -21,5 %. Tulos on siis hyvin samankaltainen kuin alkuperaisilla
naytteilld saatu tulos, vaikkakin nyt mukana oli enemmén korkeamman tason ALAT-tu-
loksia. Kuvioissa 8, 9 ja 10 vertaillaan suositellulla m&aralla P5P-reagenssia ja ilman
P5P-reagenssia mitattuja ALAT-tuloksia lisdnaytteilld. Kuviossa 8 huomataan, etta suuri

osa mitattuja tuloksia osuu eroprosentin keskiarvon lahelle. P5P-reagenssin puutos ei
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siis nayta vaikuttavan erityisesti johonkin tulostasoon. Kuviolla 9 tarkastellaan mittauk-

sien valista korrelaatiota ja korrelaatiokerroin oli 0,997. Mittauksien valilla on siis vahva
lineaarinen riippuvuus.

Proportional comparative

— Zero (y = 0) Mean difference 95% €1
Result ) Potential outlier & Outlier

Kuvio 8. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan P5P-reagenssin puuttumisen vaikutuksia
ALAT-mittaukseen lisanaytteilla.
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Passing-Bablok

Identity (y = x) Regression (y = -0.331 + 0.B89 x) 95% CI

Kuvio 9. Passing-Bablok-kuvaaja, jolla tarkastellaan ALAT-mittauksien korrelaatiota lisa-
naytteilla.

Kuviolla 10 kuvataan poikkeaman suhdetta ndytteen ALAT-arvoon. Kuviosta voidaan to-
deta poikkeaman suuruuden pysyvan suurin piirtein samana naytteen ALAT-aktiivisuu-

den kasvaessa.
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Passing-Bablok

100 125 150 175 200 225

Vertailusarja 4 (U/l)

— Zero (y =0) -- Goal Bias 95% CI

Kuvio 10. Passing-Bablok-kuvaaja, jolla kuvataan mahdollisen poikkeaman suhdetta néayt-
teen ALAT-arvoon liséanaytteilla.

5.1.2 ALAT-mittaus kaksinkertaisella maaralla P5P-reagenssia

Kuvioissa 11, 12 ja 13 verrataan kaksinkertaisella maaralla P5P-reagenssia mitattuja
ALAT-tuloksia suositellulla maéaralla P5P-reagenssia mitattuihin ALAT-tuloksiin. Alkupe-
raisistd (n=70) naytteistd vertailuun otettiin mukaan 43 naytetta. Loppujen 27 naytteen
ALAT-taso oli molemmilla maarilla P5P-reagenssia alle analysaattorin mittausalueen (<9
U/l). Mittausten vaihteluvali kaksinkertaisella maaralla P5P-reagenssia oli 9,3 U/l — 175
U/l, kun suositellulla maaralla P5P-reagenssia se oli 9,1 U/l — 146 U/I. Kaksinkertaisella
maaralla P5P-reagenssia saadut ALAT-tulokset osoittautuivat keskimaarin 15,9 % kor-
keammiksi kuin suositellulla maaralla P5P-reagenssia mitatut ALAT-tulokset. Kuvioilla
11 ja 12 tarkastellaan mittauksien yhtenevaisyyttd. Kuviosta 11 huomataan P5P-rea-
genssin kaksinkertaisen maarén vaikuttavan etenkin mataliin ALAT-tuloksiin (<25 U/).
Matalissa tuloksissa huomataan hyvinkin suuria, jopa 40 %:n eroavaisuuksia tulosten

valilla.
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Proportional comparative

— Zero (y = 0) Mean difference 95% Cl
Result () Potential outlier @ Outlier

Kuvio 11. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan P5P-reagenssin maaran kaksinkertaista-
misen vaikutuksia ALAT-mittaukseen.

Kuviossa 12 voidaan arvioida mittauksien riippuvuutta keskendan. Mittauksien korrelaa-
tio kerroin on r = 0,994 eli mittauksien valilla on vahva lineaarinen riippuvuus. Tama ei
kuitenkaan tarkoita, etta mittaukset olisivat yhtenevéat. Kuviolla 13 voidaan arvioida poik-
keavuuden suuruutta riippuen naytteen ALAT-arvosta. Kaksinkertaisella maaralla P5P-
reagenssia voidaan havaita suurempia eroja matalilla ALAT-arvoilla (<50 U/l). Korkeam-
milla ALAT-arvoilla (>50 U/l) eroja ei juurikaan esiinny.
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Passing-Bablok

100 125 150

ATELLICA MALN CH1 3 (L)

Identity {y = x) Regression (y = 2.8 + 0,975 x) 95% CI

Kuvio 12. Passing-Bablok-kuvaaja, jolla kuvataan kaksinkertaisella maaralla P5P-reagens-
sia ja suositellulla maaralla P5P-reagenssia mitattujen tulosten korrelaatiota.

Passing-Bablok

10

.10

25 50 75 100 125 150

ATELLICA MAU CH13 (u/l)

— Zero (y=0) -- Goal Bias 95% CI

Kuvio 13. Passing-Bablok-kuvaaja, jolla kuvataan mahdollisen poikkeaman suuruutta suh-
teessa naytteen ALAT-arvoon.
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5.1.3 ALAT-mittaus ilman P5P-reagenssia tehdylla vakioinnilla

Kuvioissa 14, 15, 16 ja 17 vertaillaan ilman P5P-reagenssia tehdyn vakioinnin vaikutusta
ALAT-mittaukseen. Vertailulla haluttiin selvittdé voisiko vakiointi auttaa korjaamaan P5P-
reagenssin puuttumisesta aiheutuvaa tulostasoeroa. Kuviossa 14 vertaillaan suositellulla
maaralla P5P-reagenssia mitattuja ALT-tuloksia, vaaralla vakioinnilla tehtyyn mittauk-
seen. Vaaralla vakioinnilla tehdyissé mittauksissa ei mydskaan kaytetty P5P-reagenssia.
Vertailussa oli mukana alkuperéisilla naytteilla tehdyt mittaukset (n=31). Mittausten kes-
kimaarainen tulostaosero oli -13,5 %. Tulokset ovat siis hyvin samankaltaiset kuin oikein
tehdylla vakioinnilla suoritetuissa mittauksissa. Validation Manager -ohjelma on ehdotta-
nut naytteen test19 tulosta mahdolliseksi poikkeamaksi. Taméa on hyvin mahdollista, silla

kyseisen naytteen tulos poikkeaa selvasti muista tuloksista.

Proportional comparative

— ZTero [y = 0) Mean difference 95% Cl
Result ) Potential outlier @ Outlier

Kuvio 14. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan ilman P5P-reagenssia suoritetun vakioin-
nin vaikutusta. Vertailun kohteena suositellulla maaralla P5P-reagenssia mitatut ALAT-
tulokset.

Kuviossa 15 vertaillaan alkuperaisilla naytteilla (n=31) ilman P5P-reagenssia tehtyja mit-
tauksia, joissa oli eri vakioinnit kaytdssa. Kuviosta voidaan n&hda eroprosentin olevan

hyvin lahell& nollaa (-1,45 %). Vakioinnin vaikutus saatuihin tuloksiin oli siis hyvin pieni.
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Vahainen tulostasojen vaihtelu voi myds selittya normaalilla vaihtelulla mittauksien va-
lilla, mikd on suurta etenkin matalan ALAT-arvon naytteilld (<20 U/l). Nayte test19 on

merkattu taas mahdolliseksi poikkeamaksi.

Proportional comparative

— Zero (y = 0) Mean difference 95% CI
Result () Potential outlier @ Outlier

Kuvio 15. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan ilman P5P-reagenssia suoritetun vakioin-
nin vaikutusta. Vertailussa mukana ilman P5P-reagenssia suoritetut mittaukset normaa-
lilla vakioinnilla.

Vakioinnin vaikutusta tarkasteltin myods keratyilla lisanaytteilla (n=25). Nain vakioinnin
vaikutusta voidaan tarkastella myos korkeamman tason ALAT-naytteilld. Kuviossa 16
vertaillaan ilman P5P-reagenssia tehdylla vakioinnilla mitattuja ALAT-tuloksia, IFCC:n
suositusten mukaisesti mitattuihin ALAT-tuloksiin. Virheellisella vakioinnilla suoritetussa
mittauksessa ei myoskaan ollut mukana P5P-reagenssia. Kuviossa 17 vertailussa on
edelleen vaaralla vakioinnilla tehdyt ALAT-tulokset. Tuloksia verrataan nyt ilman P5P-
reagenssia suoritettuihin ALAT-mittauksiin, jossa oli kuitenkin oikein suoritettu vakiointi
kaytossa. Kuviosta 16 huomataan, ettei ilman P5P-reagenssia tehty vakiointi muuttanut
saatuja tuloksia lisanaytteillakdan. Naytteiden eroprosentti on -13,6 % eli 1,7 % suurempi
kuin vertailussa, jossa kaikki ndytteet oli mitattu oikein tehdylla vakioinnilla ilman P5P-

reagenssia.
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Proportional comparative

=— Zaro (y = 0) Mean difference 95% CI
Result i Potential outlier & Outlier

Kuvio 16. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan ilman P5P-reagenssia suoritetun vakioin-
nin vaikutusta. Vertailun kohteena suositellulla méaaralla P5P-reagenssia mitatut ALAT-
tulokset lisdnaytteilla.

Kuviosta 17 huomataan tulosten olevan lahes samaa tulostasoa. Keskimaarainen tulos-
tasoero tulosten valilla oli -1,94 %, mik& todennakdisesti johtuu normaalista vaihtelusta
mittausten valilla. Kuvaajien 13, 14, 15 ja 16 seka tuloksista laskettujen eroprosenttien
perusteella voidaan tehda johtopaatds, ettd vakiointi ei pysty korjaamaan P5P-reagens-

sin puutteesta aiheutunutta virheellista tulostasoa
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Proportional comparative

Viertaill

— Zaro (y = 0) Mean difference 95% €I
Result ) Potential outlier @ Outlier

Kuvio 17. Bland-Altman-kuvaaja, jossa vertaillaan ilman P5P-reagenssia suoritetun vakioin-
nin vaikutusta. Vertailussa mukana ilman P5P-reagenssia suoritetut mittaukset normaa-
lilla vakioinnilla lisénaytteista.

5.2 B6-vitamiinitason merkitys ALAT-mittaukseen suhteutettuna P5P-
reagenssin kayttoon

Opinnaytetydssa haluttiin tarkastella B6-vitamiinitason vaikutuksia P5P-reagenssin
puutteesta aiheutuvaan tulostasoeroon. Vaikutusta lahdettiin tarkastelemaan suositel-
lulla maaralla P5P-reagenssia ja ilman P5P-reagenssia mitattujen tulosten eroprosentin
avulla. Eroprosenttia mittausten valilla verrattiin naytteen B6-vitamiinipitoisuuteen. Alku-
peréisista 70 naytteesta vertailuun voitiin ottaa mukaan 38 naytteen tulokset. Saadut tu-
lokset esitellddn kuviossa 18. Tuloksissa ei ole havaittavissa selkeda trendia B6-vitamii-

nipitoisuuden ja maaritetyn eroprosentin valilla.
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Kuvio 18. Kuvaajassa suositellulla méaaralla ja ilman P5P-reagenssia saatujen tulosten ero-

prosentti verrattuna naytteen B6-vitamiinipitoisuuteen.

Mittauksissa oli kolme naytettd, joiden B6-vitamiinipitoisuus oli alle viitearvojen (<51

nmol/l). Matalien B6-vitamiinitason omaavien naytteiden eroprosentit ja B6-vitamiinitasot

ovat esitetty taulukossa 3.

Taulukko 4.

Suus.

Matalan B6-vitamiinitason omaavien naytteiden eroprosentit ja B6-vitamiinipitoi-

Naytetunniste:

Mitattu eroprosentti (%)

Naytteen B6-vitamiinipi-
toisuus (nmol/l)

23 7,9 45
32 -36,6 36
59 -11,6 48
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6 Pohdinta

6.1 Tulosten tarkastelu

Opinnaytetyodn tavoitteena oli saada lisda tietoa P5P-reagenssin vaikutuksista ALAT-mit-
taukseen. Lisatiedolla pystytddn paremmin ymmartamaan ALAT-mittaukseen liittyvia
mahdollisia virhelahteita. Tavoitteen saavuttamiseksi ja aiheen keskittdmiseksi ideoitiin
kaksi tutkimuskysymysta. Ensimmaisella tutkimuskysymyksella pyrittiin selvittdmaan
P5P-reagenssin maaran vaikutuksia ALAT-mittauksesta saatuihin tuloksiin. Toisella tut-
kimuskysymyksella pyrittiin saamaan vastaus B6-vitamiinitason vaikutuksesta P5P-rea-
genssin puutteesta aiheutuvaan tulostasoeroon. Opinnaytetytssa oli tarkoitus saada
vastaukset tutkimuskysymyksiin suorittamalla ALAT-mittaus eri maéarilla P5P-reagenssia
ja analysoimalla saadut tulokset.

Opinnaytety6ta varten kerattyja naytteita oli sailytetty laitevalmistajan suosituksia pidem-
paan ja aikaisempien tutkimusten mukaan (Gislefoss ym. 2009; Williams ym. 1987) voi-
daan olettaa tdman laskeneen naytteiden ALAT-aktiivisuutta. Naytteiden ALAT-aktiivi-
suus olisi sailynyt todennékdisesti paremmin, jos naytteita olisi sailytetty -80 °C:ssa ku-
ten Williamsin ym. (1987) tutkimuksesta kay ilmi. Sailyvyys ei kuitenkaan vaikuta opin-
naytetydssa mitattuihin tuloksiin, silla kaikki mittaukset suoritettiin saman péaivan aikana.
Nain ei aiheutunut ALAT-aktiivisuuden muutoksia mittauksien valisséa ja mitatut tulokset
olivat vertailukelpoisia kesken&én. Sailyvyys kuitenkin laski joidenkin naytteiden ALAT-
arvoa alle analysaattorin mittausalueen (<9 U/l), jolloin niita ei voitu kayttaa vertailuissa,

laskien opinnaytetydn otoskokoa.

6.1.1 P5P-reagenssin merkitys ALAT-mittauksessa

Ensimmaiseen tutkimuskysymykseen vastaavat mittaukset, jotka suoritettiin ilman P5P-
reagenssia seka kaksinkertaisella maaralla P5P-reagenssia. llman P5P-regenssia mita-
tuissa tuloksissa havaittiin selvit prosentuaaliset erot verrattuna suositellulla maaralla
P5P-reagenssia mitattuihin tuloksiin (taulukko 3). Korkeamman ALAT-aktiivisuuden lisa-
naytteissa oli hieman korkeampi keskimaarainen tulostasoero verrattuna alkuperdisiin
naytteisiin, jossa oli mukana enemman matalan ALAT-tason néytteitd. Molemmissa ver-
tailuissa osassa naytteista laskettu eroprosentti oli positiivinen. Tarkoittaen, etta ilman
P5P-reagenssia mitattu tulos on ollut korkeampi kuin P5P-reagensilla mitattu tulos.
Naissa tuloksissa mittauksien eroprosentti on kuitenkin pieni ja erot mittauksien valilla

johtuvat todennékdisesti normaalista hajonnasta mittauksien valilla.
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Korrelaatiokertoimen seké Passing-Bablok-kuvaajan avulla pystyttiin arvioimaan mit-
tauserojen kehittymista. Alkuperaisilla naytteilla mittauksissa havaittava ero vaikuttaa py-
syvan suurin piirtein samankokoisena, kun naytteen ALAT-aktiivisuus on >40 U/I. Lisa-
naytteilla mittausten valinen ero vaikuttaa pysyvan tasaisesti -12 %:ssa ALAT-aktiivisuu-
den kasvaessa. Suoritetuilla vertailuilla korrelaatiokerroin oli lahella yhta, mutta mittauk-
sien keskimaarainen tulostasoero poikkesi huomattavasti. Tama johtunee siita, etta ver-

tailussa oli sama menetelma eri reagensseilla.

lIman P5P-reagenssia mitatuista tuloksista tehdyt vertailut olivat hyvin linjassa aikaisem-
min tehtyjen tutkimusten (Tarrant ym. 2013; Mills ym. 2015; Lee ym. 2017; Sharma ym.
2014; Lawrence ym.) kanssa. Tarrantin ym. (2013) kirjallisuuskatsauksessa todettiin il-
man P5P-reagenssia mitattujen tulosten tulostason olevan keskim&arin noin 10-20 %
matalammat. Millsin ym. (2015) toteuttamassa yksittaistutkimuksessa havaittiin ALAT-
arvon laskevan 20 % ja Sharman ym. (2014) tutkimuksessa havaittiin noin 11 %:n kes-
kimaaraiset tulostasoerot. Opinnaytetyon tuloksia tarkasteltaessa huomataan ilman
P5P-reagenssia mitattujen tulosten keskimaaraisien tulostasoerojen (taulukko 3) olevan
hyvin samankaltaiset kuin aikaisemmissa tutkimuksissa (Tarrant ym. 2013; Mills ym.
2015; Sharma ym. 2014).

llman P5P-reagenssia saatujen tuloksien merkitysta voidaan pohtia myds kontrolleille
asetettujen SD-rajojen avulla. Vertailussa tarkastellaan ilman P5P-reagenssia mitattua
tulosta niin sanottuun tavoitearvoon, joka on téssa tapauksessa suositellulla maaralla
P5P-reagenssia mitattu tulos. HUSLAB (2020) on asettanut ALAT-mittauksen matalan
tason kontrollille £2 SD kontrollirajan noin 12 %:iin ja korkean tason kontrollille £2 SD
kontrollirajan noin 10 %:iin. Opinndytetydn tuloksia tarkasteltaessa naytteet jaettiin ma-
talan (<50 U/I) ja korkean (>50 U/l) tason naytteisiin. N&in tuloksia voitaisiin vertailla luo-
tettavammin kontrolleille asetettuihin SD rajoihin. Alkuperaisten seka lisanaytteiden ma-
talan tason naytteiden (n=39) keskimaarainen eroprosentti oli -11,5 % ja korkean tason
naytteiden (n=24) keskimaarainen eroprosentti oli -11,3 %. Matalan tason naytteiden
keskim&érainen tulostasoero menisi siis vield kontrollille asetetun 12 %:n rajan sisaan,
vaikkakin joidenkin yksittaisten naytteiden eroprosentti oli huomattavasti suurempi. Kor-
kean tason naytteiden keskimaarainen tulostasoero olisi taas mennyt selvasti yli kontrol-
lille asetetusta 10 %:n rajasta. Saadut tulokset aiheuttaisivat kontrollirikkeen tai olisivat
hyvin [&hella sen aiheuttamista. Kuitenkin molemmat tulokset vaatisivat menetelman toi-

minnan tarkastelua sek& mahdollisesti menetelméan vakioinnin.
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CLIA (Clinical Laboratory Improvement Amendments) asettaa suosituksia mm. labora-
torioiden ulkoiselle laadunarvioinnille. Nykyaan ulkoisessa laadunarvioinnissa ALAT-mit-
tauksien valisiksi eroiksi suositellaan 15 %:n rajaa. (Clinical Laboratory Improvement
Amendments of 1988 (CLIA) 2019.) liman P5P-reagenssia mitattuja tuloksia tarkastelta-
essa huomataan tdman 15 %:n rajan toteutuvan kaikkien laskettujen keskimaaraisten
tulostasoerojen kohdalla. Kuitenkin kun tuloksia tarkastellaan yksittdin, huomataan etta
naytteista 13/63 eli noin 20 %:ssa tulokset ylittavéat CLIA:n asettaman 15 %:n rajan. P5P-
reagenssin puuttuminen ALAT-mittauksesta aiheuttaisi siis merkittavalle osalle potilaista
lian matalan ALAT-tuloksen.

Kaksinkertaisella maaralla P5P-reagenssia mitatut ALAT-tulokset osoittivat myds huo-
mattavan eron verrattuna suositellulla maaralla P5P-reagenssia mitattuihin tuloksiin.
Saadut tulokset olivat keskimaarin 15,9 % korkeampia. Mittauksissa havaitut erot koros-
tuivat etenkin matalan ALAT-arvon (<25 U/l) naytteilla ja tasaantuivat ALAT-arvon kas-
vaessa. ALAT-arvon noustessa (>50 U/l) erot mittauksien valilla haviavat melkein koko-
naan. Mittauksien vélinen riippuvuus oli vahva vaikkakin erot mittauksien valilla oli huo-
mattavat. P5P-reagenssin maaran kaksinkertaistamisesta ei 16ytynyt aikaisempia tutki-

muksia, joten on vaikea sanoa, olivatko saadut tulokset linjassa odotusten kanssa.

Vakioinnin vaikutusta P5P-reagenssin puutteesta aiheutuvaan tulostasoeroon tarkastel-
tiin suorittamalla vakiointi reagenssilla, josta puuttui P5P-reagenssi. Tehdyista vertai-
luista (kuviot 13, 14, 15 ja 16) voidaan huomata, ettei vakioinnin suorittaminen ilman
P5P-reagenssia vaikuttanut merkittavasti saatuihin tuloksiin. Erot mittauksissa olivat hy-
vin samankaltaiset kuin oikeaoppisesti suoritetulla vakioinnilla saadut. Vakiointi vaikutti
aiheuttavan epavakaampia tuloksia, jonka takia suurin mittausten valinen eroprosentti
oli jopa 47,5 %. Pienet vaihtelut saaduissa eroprosenteissa ovat todenndkoisesti seu-
rausta normaalista tulostasovaihteluista mittauksien valilla. Vakiointi ei siis merkittavasti

vaikuttanut P5P-reagenssin puutteesta johtuviin tulostasoeroihin.

Opinnaytetytssa toteutetuissa mittauksissa todettiin huomattavia eroja saaduissa tulos-
tasoissa riippuen P5P-reagenssin maarasta. Noin 11 %:n tulostasoero mittauksien valilla
ei valttamatta ole kliinisesti merkitseva, jos tulos on joka tapauksessa viitearvojen sisa-
puolella tai hyvin korkea. Tulokset kuitenkin muuttuvat kliinisesti merkittaviksi etenkin,
jos potilaan ALAT-arvo on viitearvon tuntumassa (<50 U/l). Todellisuudessa viiterajojen
ulkopuolella oleva tulos voi esiintya viiterajojen sisdpuolella ja nain normaalina tulok-
sena, mikali P5P-reagenssia ei ole kaytetty mittauksessa. Esimerkiksi naytteelld test63

ALAT-arvo on suositellulla maaralla P5P-reagenssia 54,1 U/l ja ilman P5P-reagenssia
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44,5 U/l. Kyseisessa naytteessa mittausten eroprosentti on ollut -17,7 %. Potilaan hoi-
donseurannassa ja arvioinnissa voi myods tapahtua virheita, jos ALAT mitataan valilla
ilman P5P-reagenssia ja vélilla sen kanssa. Silloin saadut tulokset eivét ole vertailukel-

poisia keskendan ja hyvinkin suuria tulotason vaihteluja saattaa esiintya.

Tulosten peilaaminen HUSLABIissa ALAT-menetelmélle asetettuihin kontrollirajoihin ja
CLIA:n asettamaan ulkoiseen laadunarvioinnin rajaan osoittaa kuinka merkittavasti P5P-
reagenssin puuttuminen vaikuttaa ALAT-tuloksiin. Merkittavia tulostasoeroja voidaan ha-
vaita kaikilla ALAT-tasoilla. P5P-reagenssin maaran kaksinkertaistamisella ei ole kovin-
kaan suurta kliinistd merkitystd. Suurimmat muutokset havaittiin matalan tason (<25 U/l)
ALAT-arvoilla, jolloin tulos pysyy viitearvojen sisalla eikd muutos ole siis kliinisesti mer-
kittava. On tarkedd, ettd reagenssin lisdysvaiheessa P5P-reagenssia osataan liséata oi-
keaoppisesti muiden reagenssien sekaan. Etenkin kun P5P-regenssin maarén vaihtelut

molempiin suuntiin aiheuttivat huomattavia eroja ALAT-mittauksissa.

6.1.2 B6-vitamiinitason merkitys P5P-reagenssin kayttoon

P5P-reagenssin puuttumisen vaikutuksen riippuvuutta naytteen B6-vitamiinitasosta ha-
luttiin tarkastella toisessa tutkimuskysymyksessa. Kuviolla 18 pystyttiin tarkasteleman
aiheuttaako esimerkiksi B6-vitamiinin puute suurempia eroja mitattujen ALAT-tulosten
valille riippuen kaytetysta P5P-reagenssin maarasta. Tuloksista ei saatu selvaa vas-
tausta B6-vitamiinin vaikutuksille ALAT-mittauksissa. Opinnaytetytssa kaytetyista nayt-
teistd mukana oli vain kolme vertailukelpoista naytetta, joiden B6-vitamiinitaso oli alle
viitearvojen (<51 nmol/l). Kirjallisuudessa (Stover & Field 2015; Liu ym. 2014) kerrotaan
B6-vitamiinin aktiivisen muodon eli pyridoksaalifosfaatin (P5P) aktivoivan ALATIn. Ja
koska ALAT-mittauksessa mitataan juuri aktiivisen ALATin maaréa on oletettavaa, etta
P5P-reagenssin puuttuminen vaikuttaa erityisesti juuri hyvin matalan B6-vitamiinitason
naytteissd, joissa on valmiiksi puutteellinen maara P5P:t4. Talléin ALAT ei aktivoidu ja

jaé mittauksen ulkopuolelle.

Opinnaytetydssa mukana oli kuitenkin vain kolme vertailuun soveltuvaa naytettd, mika
on otoskokona liian pieni tulosten luotettavaan arviointiin. Naytteen test32 tulokset voisi-
vat viitata matalan B6-vitamiinitason korostavan mittauksien vélisté eroprosentti ja néin
myods P5P-reagenssin puuttumisen vaikutuksia. Kahdella muulla matalan B6-vitamiinita-
son omaavalla naytteelld eroprosentit olivat kuitenkin lahellda keskimaaraista tulosta-
soeroa. Naytteiden test23 ja test59 tulokset ovat ristiriidassa naytteen test32 tulosten

kanssa. Viiterajoissa tai korkeammalla olevalla B6-vitamiinipitoisuudella ei vaikuta ole-
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van selkedd merkitystd P5P-reagenssista johtuviin tulostasoeroihin. Mittauksien keski-
maaraiset tulostasoerot vaihtelevat hyvin laajasti myds saman B6-vitamiinipitoisuuden

omaavilla naytteilla.

Naita yksittaisia tuloksia tarkastelemalla ei voida siis varmuudella todeta miten naytteen
B6-vitamiinitaso vaikuttaa P5P-reagenssin puutteesta aiheutuvaan tulostasoeroon. Yk-
sittaisia naytteitd tarkasteltaessa esiintyy kahdenlaisia tuloksia. Naytteista test23 ja
test59 saadut tulokset tukevat vaitetta, ettd naytteen B6-vitamiinitaso ei vaikuttaisi mer-
kittavasti PS5SP-reagenssin puutteesta johtuvaan tulokseen. Naytteen test32 tulokset puo-
lestaan osoittavat naytteen B6-vitamiinitasolla olevan vaikutusta P5P-reagenssin puut-
teesta johtuvaan tulostasoeroon. Jotta kysymykseen saataisiin luotettava vastaus tulisi
koe toistaa laajemmalla otoskoolla.

6.2 Eettisyys

Opinnaytetyon eettisyytta on hyva pohtia pitkin opinndytetyoprosessia. Eettisyys saa tut-
kijan pohtimaan, mik& on moraalisesti oikein tutkimuksen edetessa. Ammattikorkeakou-
lujen rehtorineuvosto, Arene ry, on saatanyt suositukset koskien opinnadytetydn eetti-
syyttd. Suositusten mukaan tyon eettisyytta ohjaa tyon aikana tehdyt sopimukset osa-
puolten valilla, opiskelijan saama koulutus ja ohjaus, plagiointiohjelmien kayttd ja lain-
saadantd kuten tietosuojalaki seka eettiset normistot. Opinnaytety6ta tehdessa tulee
noudattaa hyvaa tieteellistd kaytantoa ja valttaa eparehellista toimintaa, joka voisi esi-
merkiksi vaikuttaa tuloksiin. Hyvasta tieteellisesta kaytannosta on vuonna 2012 sovittu
ohjeet suomalaisten tiedeyhteisdjen valilla. Yhteisoilla oli tavoitteena luoda eettisyyden
ohjenuora, jota tieteilijat ja tutkijat kaikilla aloilla voivat noudattaa. (Kettunen & Karki &
Nareaho & Paallysaho 2019.)

Opinnaytetyota tehdessa noudatettiin edelld mainittuja ohjeita ja suosituksia. Tydlle han-
kittiin suunnitteluvaiheessa HUSLABIn myontama tutkimuslupa. Tutkimuslupa tulee ha-
kea aina, kun tutkimuksen kohteena ovat HUSIn potilaat tai heista otetut naytteet ja/tai
hyodynnetaan HUSIn tiloja, laitteita tai henkilokuntaa tutkimuksessa. Tutkimusluvalla ar-
vioidaan mm. ty6n eettisyytta. (Tutkimuslupa, opinndytetyon tutkimuslupa ja tietolupa.)
Osapuolten valille laadittin myds Metropolian sopimus opintoihin liittyvasta projektista,
jossa maéariteltin muun muassa tyon kesto sekd sen siséltd. Opinnaytety6sséa saadut
tulokset esitettiin mahdollisemman lapinakyvasti ilman ulkopuolisia vaikutuksia. Kaytetyt
l[&hteet merkittiin selke&sti Metropolian kirjallisen tydn ohjeita noudattaen. Plagioinnin es-

tamiseksi opinnaytetyd palautettiin Turnitiniin. Tydsta 10ytyi 1 %:n verran samankaltai-
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suuksia, jotka olivat padasiassa liittojen nimisté ja tydn etusivun asettelusta johtuvia. Pla-
gioinnin osalta tyd voidaan siis katsoa hyvin onnistuneeksi. Opinnaytetyossa keratyt
naytteet olivat pseudonymisoidut, eli naytteiden tietoja ei voida liittdd henkiléén ilman
lisatietoja. On hyva kuitenkin ottaa huomioon tietosuojaa ja henkilotietojen kéasittelya kos-
kevat lait ja suositukset. Henkil6tietojen kasittely tarkoittaa mitéa tahansa toimintaa, johon
liittyy esimerkiksi henkil6tietojen poistamista tai sailyttamista. Niiden poistossa tulee nou-
dattaa huolellisuutta ja varmistaa, ettei naytteita voida jaljittaa takaisin potilaisiin. (Hen-
kilotietojen kasittely.)

6.3 Luotettavuus

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan mitata tarkkailemalla reliabiliteettia eli toistettavuutta
ja validiteettia eli patevyyttd. Taman opinnaytetytn luotettavuutta lisdd akkreditoitujen
menetelmien kayttdminen. Naytteet analysoidaan samalla laitetyypilla ja reagensseilla,
jotka ovat kaytossa potilasnaytteiden analysointiin HUSLABIssa. Mittausmenetelméa on
vakioitu ja menetelman tulostaso tarkastettu paivittaiskontrollien avulla, tulosten oikeelli-
suuden varmistamiseksi. Tutkimuksen suorittamisen tarkka kuvaus ja saatujen tulosten
avoin raportointi takaavat tutkimuksen toistettavuuden. Luotettavuuteen voi vaikuttaa
naytteiden pitkaaikainen sailytys -20°C:ssa, joka on voinut lisata matalien ALAT-tulosten
osuutta tydssa. Sailytyksella ei pitdisi olla vaikutusta mittausalueella oleviin tuloksiin,

eika tehtyihin vertailuihin, koska ALAT-aktiivisuudet mitattiin kaikki saman paivan aikana.

Tyon tulosten luotettavuutta voi mahdollisesti heikentaa liian suppea otos seka tutkimuk-
sen paikkakohtaisuus. On myds mahdollista, ettd tutkimuksen tulosten toistettavuus
saattaa karsia otos koosta. Laajemmalla otoksella olisi mahdollista saada kattavampia
tuloksia, jolloin erot mahdollisten toistettujen tutkimusten valilla olisivat pienemmat. Tut-
kimuksen pieni otosmé&ara voi rajoittaa tutkimuksen soveltamista muihin tuleviin tutki-
muksiin. Kyseisella tutkimuksella on tarkoitus selvittda P5P-reagenssin kayton vaikutuk-
sia ALAT-maarityksessa Siemens Healthineersin Atellica® Solution -analysaattoreilla.
Tutkimuksen tuloksia ei siis voida luotettavasti suoraan soveltaa muihin analysaattorei-
hin tai muiden valmistajien reagensseihin, vaikkakin P5P-reagensilla on oletettavasti sa-

man kaltaisia vaikutuksia samaa menetelmaperiaatetta kaytavissa mittauksissa.

6.4 Kehittamisehdotukset ja ammatillinen kehittyminen

Opinnaytetydssa toteutetussa tutkimuksessa oli ideaalia suppeampi otoskoko. Koska ai-
noana naytteiden kerayskriteerina oli B6-vitamiinin maaritys kolmen vuorokauden si-

salla, ei naytteiden ALAT-tasoissa ollut suuria vaihteluja. Samankaltainen mittausvertailu
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olisi hyva suorittaa suuremmalla otoskoolla, naytteilla, joissa on korkeita seka matalia
ALAT-arvoja. Nain suoritetun mittausvertailun tuloksien toistettavuus paranisi opinnay-
tetydssa toteutettuun mittaukseen verrattua. Mittauksien kannalta olisi myds hyva, jos
kerattyja naytteita olisi sailytetty mahdollisimman vahén aikaa ja optimaalisessa lamp6-
tilassa ALATIn huonon sailyvyyden takia. P5P-reagenssin maaran kaksinkertaistami-
sesta ei ole suoritettu juuri lainkaan tutkimuksia. Tulevaisuudessa olisi hyva tutkia lisda
myos P5P-reagenssin maaran kaksinkertaistamisen vaikutuksia. Opinnaytetydssa to-
dettiin P5P-reagenssin puuttumisen vaikuttavan saatuihin ALAT-tuloksiin laskevasti.
Olisi hyva my0s harkita tyontekijoiden perehdyttamista P5P-reagenssin oikeanlaiseen
lisddmiseen ALTPLc R1 -reagenssin joukkoon.

Opinnaytetytssa toteutetuissa mittauksissa oli mukana vain kolme naytettd, joissa B6-
vitamiinitaso oli alle viitearvojen (<51 nmol/l). Jotta pystyttaisiin luotettavasti arvioimaan,
miten P5P-reagenssin vaikutus ALAT-tulokseen on riippuvainen B6-vitamiinitasosta,
olisi opinnaytetydssa toteutettu vertailu hyva toistaa laajemmalla otoskoolla. Vertailuun
olisi hyva saada mukaan suurempi méaara alle viitearvojen olevia B6-vitamiinitasoja (<51
nmol/l). Laajemman vertailun avulla pystyttaisiin arvioimaan, kuinka B6-vitamiinitaso vai-

kuttaa P5P-reagenssin puutteesta aiheutuvaan eroon tuloksessa.

Opinnaytetydn tekeminen sujui koko prosessin ajan hyvin ja aikataulussa pysyttiin. Tyon
tavoitteet saavutettiin paaosin ja tyo kehitti tekijadnsa alansa ammattilaisena. Tydsken-
tely yhteistyotahojen kanssa kehitti tarkeitd kommunikointi- ja yhteistyOtaitoja. Opinnay-
tetyon toteutti yksi bioanalyytikko-opiskelija. Yksin tytskenteleminen opetti vastuuta ja
itsendisen tyoskentelyn taitoja. Opinnaytetydssa paasi harjoittelemaan laajan kirjallisen
tyon seka tieteellisen tekstin kirjoittamista. Tyon tekemisessa vaadittiin kvantitatiivisen
tutkimuksen periaatteiden osaamista ja tyon toteutus opetti kuinka suorittaa tutkimuksel-
linen tyd. Saatujen tulosten analysoiminen, kayttamalla Validation Manageri -ohjelmis-
toa, lisdsi tuntemusta tilastollisista menetelmisté. Taulukoiden ja numeeristen arvojen
tulkinta kehitti kriittista ajattelua. Tyon tekeminen syvensi jo hankittuja kliinisen kemian
tietoja ja taitoja. Lisaksi mittauksien suorittaminen laajensi osaamista kaytetyn analy-
saattorin toiminnasta. Opinnaytetydprosessiin kuuluvat seminaarit ja opponoinnit paran-

sivat esiintymistaitoja ja siirsivat ajattelumaailmaa ammatillisempaan nékokulmaan.
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