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Olen tehnyt opinnaytetyéni HUSLABIIin kuuluvan immunologian yksikén toimenannosta.
Tyoni tarkoitus oli tutkia, kuinka komplementtipuutosnaytteeseen (S-C-DEF) kuuluvien
klassisen tien, lektiinitien ja oikotien aktiivisuudet seerumissa muuttuvat erilaisissa l|ampoti-
laolosuhteissa sailytettyina. Tutkin myos seerumigeeliputken soveltuvuutta komplementti-
naytteen sailytykseen. Aikaisempaa tutkimustietoa aiheestani ei ole, jonka takia tyoni
HUSLABIssa koettiin tarpeelliseksi.

Otin verindytteet kymmenelta (n=10) terveelta koehenkildltd. Poikkeuksena oli, ettd yhdella
koehenkildista oli synnynndainen lektiinitiepuutos. Kunkin koehenkildn verindytteista jaettiin
yhdeksan seeruminaytettd, joita sailytin kohtien A, B, C, D, E, F, G, H ja | mukaisesti. Sel-
vitin, kuinka komplementtiaktiivisuus sailyy eri tapauksissa. Verinaytteiden A, B, C, D an-
nettiin seista tunti ennen sentrifugointia, jonka jalkeen seerumit jaettiin ja A pakastettiin
suoraan -20 °C, B sailytettiin +4 °C vuorokausi, C sailytettiin huoneenlammdssa vuorokau-
si ja D sdilytettiin kolme vuorokautta +4 °C. Naytteet E, F seisoivat kaksi tuntia ennen sent-
rifugointia, jonka jalkeen seerumit jaettiin ja E pakastettiin -20 °C ja F sailytettiin kolme
vuorokautta +4 °C. Tutkin myds, kuinka komplementtiaktiivisuus sailyy +37 °C olosuhteis-
sa, kun seerumi seisoi tunnin ennen sentrifugointia ja heti sentrifugoinnin jalkeen jaettiin ja
G pakastettiin -20 °C ja H pakastettiin -20 °C, annettiin sulaa tunti huoneenlammdossa ja
pakastettiin uudelleen. Kohdassa | selvitin komplementtiaktiivisuuden sailyvyytta seerumi-
geeliputkessa HUSLABIn normaalin k&ytdnnon mukaisesti (kohta A). Lopuksi pakastin
kaikki naytesarjat -20 °C. Suoritin naytteiden analyysin Wieslab®-entsyymi-
immunologisella menetelmalla kayttden Labsystems iEMS Reader MF-fotometria.

Tulosteni mukaan klassisen tien, lektiinitien ja oikotien komplementtiaktiivisuus sailyy see-
rumissa hyvin kaikissa tutkimissani olosuhteissa. Naytesarja A on HUSLAB:n ohjeen mu-
kaisesti kasitelty, jonka tuloksiin vertasin muita naytesarjoja. Ainoastaan klassisessa tiessa
naytesarja C sailyy huonosti verrattuna normaaliin kaytantoon. Yksittaisia epaonnistuneita
tuloksia esiintyy l&hes jokaisessa naytesarjassa. Mikali HUSLAB aikoo lis&td komplement-
titutkimuksen (S-C-DEF) preanalyyttisiin ohjeisiin jonkin tutkimani sailytysmenetelman,
kannattaa siitd taman vuoksi tehda uusi koesarja rinnakkaisnaytteita kayttaen.

Avainsanat komplementtipuutosnayte, seerumi, sailyvyys
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The purpose of this study was to find out how the classical, MBL and alternative pathways
of complement in sera were activated in complement deficiency sample (S-C-DEF) when
stored at different temperatures. | also studied if the gel tube was suitable for complement
samples. There was no previous research into this subject, and therefore, HUSLAB, Hel-
sinki, Finland, wanted me to perform this study.

As for methods, | took blood samples on ten (n=10) healthy subjects with the exception
that one subject had MBL deficiency. The blood samples were divided into nine sera sam-
ples that were stored according to cases A, B, C, D, E, F, G, Hand I. | studied how com-
plement activity was preserved in each case. Blood samples A, B, C, D allowed to rest for
one hour before centrifugation, after which they were divided into sera samples. A samples
were directly frozen at -20°C. B samples were stored at +4°C for one night. C samples
were stored at room temperature for one night. D samples were stored for three nights at
+4°C. Samples E and F were allowed to rest for two hours before centrifugation, after
which they were divided into sera samples. E samples were directly frozen at -20°C. F
samples were stored for three nights at +4°C. Samples G and H were stored at +37°C for
one hour, then centrifuged at +37°C and divided into sera samples. G samples were di-
rectly frozen at -20°C. H samples were frozen at -20°C, allowed to melt at room tempera-
ture for one hour and then re-frozen. | samples were taken into gel tubes, allowed to rest
for one hour before centrifugation, when frozen at -20°C. In the end, all samples were fro-
zen at -20°C. The samples were analysed with the Wieslab® enzyme immunoassay tech-
nigue using the Labsystems iEMS Reader MF photometry.

According to my results, complement activity was preserved well in almost all of the stud-
ied conditions. The A samples were stored according to the HUSLAB's instructions. The
results of other samples were compared to the A sample results. Only the C samples in
classical pathway were preserved poorly compared to A sample. There were singular
poorly preserved samples in almost every sample series. If HUSLAB wants to use one of
these storing methods into their S-C-DEF pre-analytical instructions, another test series
should be performed using parallel samples.

Keywords complement deficiency sample, sera, preservation
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1 Johdanto

Suoritan opinnaytetydni HUSLABIIn kuuluvan immunologian yksikdén toimenannosta.
Tyoni tarkoituksena on tutkia, kuinka komplementtipuutosnaytteeseen (S-C-DEF) kuu-
luvat klassisen tien, lektiinitien ja oikotien aktiivisuudet muuttuvat seerumissa erilaisissa
lampdtilaolosuhteissa sdilytettyind. Tutkimukseni on tarpeellinen, koska HUSLAB tar-
vitsee tietoa komplementtindytteen sailyvyydesta, eika aikaisempia tutkimuksia tasta

aiheesta ole saatavilla.

Komplementilla tarkoitetaan suurimmaksi osaksi luontaiseen immuunijarjestelmaan
kuuluvia proteiineja, joiden paatehtavana on tuhota ja poistaa kehoon joutuneita mikro-
beja ja vieraita rakenteita seka valittaa tulehdusreaktioita (Meri 2011: 53). Komplement-
tipuutokset aiheuttavat monia erityyppisid sairauksia, kuten lisdantynytta infektioherk-
kyyttd, immuunikompleksitauteja tai syndroomia, joissa komplementti hairiintyy tuhoa-
maan omia kudoksia. Komplementtipuutosten seulonta kuuluu immuunipuutosten, au-

toimmuunitautien ja monien munuaistautien diagnostiikkaan. (Jarva ja Meri 2011: 276.)

Tutkimuksessani on mukana yhdeksan erilaista sailytysolosuhdetta (lite 1). Sailytys-
olosuhteet eroavat lAmpdtilan ja sailytysajan osalta. Naista sailyvyysolosuhteista halu-
taan saada tietoa, silla naytteenottolaboratoriossa komplementtindytteen oikeaoppinen
kasittely ei aina onnistu kdytannon syistd. Naytteen sailyvyytta +37 °C:een lampdtila-
olosuhteessa tutkitaan, jotta saadaan selville, onko komplementti- ja kryoglobuliinindy-
tettd mahdollista maarittad samasta nayteputkesta. Tutkimukseeni kuuluu myds selvit-
taa seerumigeeliputken soveltuvuus komplementtipuutosnaytteen sailytykseen. See-
rumia on mahdollista pipetoida geeliputkesta suoraan analyysia varten. Talléin seeru-
mia ei tarvitsisi erotella erilliseen nayteputkeen. Tdma vahentaisi naytteiden kontami-

naation riskia ja henkilokunnan tyovaiheita.

Mukana on HUSLABIn preanalyyttisen ohjeen (HUSLAB 2011) mukaisesti kasitelty
naytesarja, johon vertaan muita, toisella tavalla kasiteltyja naytesarjoja. Mikali tuloksis-
sa ilmenee, ettd seerumit sailyvat tutkimissani (lite 1) olosuhteissa, on HUSLABIlla
mahdollisuus muokata komplementtipuutosnaytteen preanalyyttistéa ohjetta naytteiden

sdilyvyyden osalta seka siirtya seerumigeeliputken kayttoon.



2 Komplementtijarjestelméa

Komplementti on ryhma veren proteiineja, joiden paatehtadvana on tuhota ja poistaa
kehoon joutuneita mikrobeja ja vieraita rakenteita seka valittda tulehdusreaktioita. Se
kuuluu paaosin luontaiseen immuunijarjestelmaan, mutta auttaa myods merkittavasti
opittua immuniteettia sen kaynnistymisvaiheessa ja toimiessaan edesauttajana mm.
vasta-aineiden vaikutuksille. Komplementti suorittaa tehtédviddn plasmassa, jossa se
toimii vaiheittain etenevana ketjureaktiona klassisen tien, lektiinitien tai oikotien kautta.
Komplementtiaktivaatiota s&aadellaén tarkasti erilaisin saatelytekijoin, silla liiallinen
komplementtiaktivaatio voi aiheuttaa kudosvauriota. (Meri 2011: 53-55.) Komplement-
tipuutokset aiheuttavat erilaisia sairauksia riippuen mika osa komplementin toiminnasta
on puutteellinen. Komplementtipuutosta epéiltdessa perustutkimuksiin kuuluu komple-
menttitoiminnan maarittdminen seerumista (S-C-DEF). (Jarva ja Meri 2000.)

2.1 Aktivaatiotiet

Komplementti voi aktivoitua kolmea erilaista tieta: klassista tietd, lektiinitietd tai oiko-
tietd. Kaikille aktivaatioteille on tyypillista C3-konvertaasin muodostus, joka pilkkoo
komplementin paaproteiinia C3. Lopuksi muodostuu membraaneja tuhoava kompleksi
(MAC). (Meri 2011: 53-55.) Seuraavissa luvuissa kuvaan paapiirteittéain komplementin
aktivaatioteiden vaiheet. Kuvio 1 havainnollistaa aktivaatioteiden paatapahtumat yksin-

kertaistettuina.

2.1.1 Klassinen tie

Klassinen aktivoitumistie kaynnistyy vasta-aineiden tartuttua kohderakenteisiinsa.
Klassinen tie voi aktivoitua myés DNA-histonikompleksien tai C-reaktiivisen proteiinin
vaikutuksesta. Aktivaatio alkaa, kun komponentti C1q tarttuu vasta-ainemolekyyleihin.
Aktivaatio etenee C4bC2a-konvertaasin muodostumiseen, joka sitoutuu kohderaken-
teen pinnalle. Tama on klassisen tien padentsyymi, joka pystyy aktivoimaan lukuisia
C3- ja C5-molekyyleja. C3- ja C5-proteiineista poistuvat C3a- ja C5a-osat ovat tuleh-
dusreaktioita aiheuttavia anafylatoksiineja. Muodostuvat C3b-molekyylit paallystavat
kohderakenteen pinnan, jotta siind olevat mikrobit on helpompi fagosytoida. C5b-9 mo-

lekyyleistd muodostuu membraaneja tuhoava kompleksi (MAC), joka muodostaa solu-



kalvoon ioneja lapaisevan reian ja tama johtaa solun kuolemaan. (Jarva ja Meri 2000;
Meri 2011: 55-56.)

2.1.2 Lektiinitie

Lektiinitie kaynnistyy, kun mannoosia sitova lektiini (MBL) sitoutuu mannoosia tai N-
asetyyliglukosamiinisokereita sisaltaviin rakenteisiin, joita esiintyy erdiden mikrobien,
kuten hiivojen, pinnoilla. Myos fikoliinit voivat aktivoida lektiinitietd. Ne sitoutuvat asety-
loituneisiin sokerirakenteisiin. Fikoliinit ja MBL ovat rakenteeltaan Clg-molekyylin kal-
taisia. Fikoliineihin ja MBL:iin sitoutuu C1r:n ja Cls:n asemasta MASP1, -2 ja 3:ksi ni-
mettyja proteiineja. MASP2 on naista tarkein, silla se pilkkoo C4- ja C2-proteiineja ak-
tiiviseksi C4b2a-konvertaasientsyymiksi. Lektiinitie etenee tastd eteenpain klassisen
tien kaltaisesti. MBL:n merkitysta immuunipuolustukselle ei viela tarkoin tiedeta. (Meri
2011: 57))

2.1.3 Oikotie

Oikotie voi aktivoitua vasta-aineista riippumatta. Oikotielle on ominaista jatkuvasti virit-
taytyneend oleminen ja nopea reagointi mikrobien ja muiden vieraiden rakenteiden
kanssa. Taméa perustuu C3:n jatkuvaan hydrolysoitumiseen, jolloin se muuttuu muo-
toon C3H20. C3H20 sitoo tekijaa B, joka puolestaan pilkkoutuu tekija D:n avulla Bb:ksi.
Muodostunut C3(H20)Bb on aktiivinen konvertaasientsyymi, joka pilkkoo C3-molekyyia
C3a:ksi ja C3b:ksi. Mikali aktivaattorin pinta on suotuisa C3b:lle, muuntuu tdma mole-
kyyli oikotien C3 ja C5 konvertaasientsyymiksi C3bBb. Muodostunut konvertaasient-
syymi sitoutuu kohteen pinnalle ja pilkkoo lukuisia uusia C3-molekyyleja C3b:ksi, jotka
muodostavat uusia C3-konvertaasientsyymejd. Téh&n toimintaan perustuu komple-
mentin oikotien tarkein ominaisuus, eli tehokas kyky voimistaa omaa aktivaatiotaan,
jolloin komplementtiaktivaatio voi jatkua. (Jarva ja Meri 2000 ; Meri 2011: 57-59.) C3 on
tarked tekija kaikissa komplementin aktivaatioreiteissd. C3:n puutos seka sen saateli-
j6ihin liittyvat puutokset ovat harvinaisia. Nama puutokset altistavat bakteeri-infektioille.
Komplementtireittien lopputeiden puutokset altistavat toistuville neisseria-infektioille,
silla membraanituhokompleksilla (MAC) on tarked merkitys gramnegatiivisten bakteeri-

en torjunnassa. (Jarva ja Meri 2011: 277-279.)
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Kuvio 1. Komplementin aktivaatioreitit (Overview of complement system 2006).

2.2 Komplementtipuutokset

Komplementtipuutoksia aiheuttavat komplementtijarjestelméssa yksittéisten tekijéiden
tai niiden toiminnan puutokset. Komplementtipuutosoireisiin liittyy lisdéntynytta infek-
tioherkkyyttd, immunokompleksien aiheuttamia oireita, tietyntyyppisid glomerulonefriit-
teja, turvotuskohtauksia tai suonensiséistéa hemolyysia riippuen komplementtipuutok-
sesta tai sen toimimattomuudesta. Tall6in tehdédé&n komplementin toiminnan perustut-
kimus (S—C-DEF), johon kuuluu klassisen tien lektiinitien ja oikotien aktiivisuuksien-,
seké C3- ja C4-pitoisuuksien madritykset. Viitearvojen (luvussa 2.3) mukaan tutkitaan
tarvittaessa tarkemmin komplementin osatekijoitd. Merkittévat komplementtipuutokset
ovat harvinaisia, kun taas osittaiset komplementtipuutokset ovat melko yleisia sattuma-
l[6ydoksia. Suomessa Kkliinisesti tarkeimmat komplementtipuutokset ovat Cl-estgjan
perinndllinen puutos (perinnéllinen angioddeema), osittaiset C4-alleelien (C4A- tai

C4B) puutokset ja kohtauksittainen ydllinen hemoglobinuria. (Jarva ja Meri 2000.)



2.2.1 Perinndllinen angiobdeema

Perinndllinen angiobdeema (HAE) johtuu C1-komponentin toimintaa estavan molekyy-
lin puuttumisesta, jolloin klassisen tien alkupaa aktivoituu ajoittain hallitsemattomasti.
HAE:n oireita ovat ajoittaiset, usein itsestddn ohimenevat turvotuskohdat eri puolella
kehoa. Usein laukaisevaa tekijaa kohtaukselle ei 16ydy. Oireet alkavat yleensa nuo-

ruusiassa ja lievenevat ikaantymisen myota. (Jarva ja Meri 2000.)

2.2.2 Lupus erythematosus disseminatus

Lupus erythematosus disseminatus (SLE) on tauti, jossa komplementin kyky kasitella
immunokomplekseja on hairiintynyt. Tama aiheuttaa immunokompleksien kertymista
kudoksiin, joka voi johtaa komplementin aktivaatioon ja tulehdusreaktioon. SLE-oireet
littyvat klassisen tien alkupdan komponenttien (Clg, Clr, Cls) seka C2- ja C4-
puutoksiin. (Jarva ja Meri 2000.)

2.2.3 Lisaantynyt infektioherkkyys

Lisaantynyt, bakteerien aiheuttama infektioherkkyys liittyy moniin, kuten komponenttien
C2, C3, C4 ja niiden saatelijatekijoiden H ja | puutoksiin. Komplementin loppupééan teki-
jéiden C5-C9 ja oikotien properdiini-séatelijamolekyylin puutokset altistavat toistuville
neisseria-infektioille, silla tata bakteeria tuhoaa komplementin aktivaatiossa lopussa
muodostuva membraaneja tuhoava kompleksi. (Jarva ja Meri 2000.) Myds mannoosia
sitovan lektiinin (MBL) puutos liittyy mahdollisesti lisd&ntyneeseen infektioherkkyyteen.
Tutkimustulokset tasta ovat ristiriitaisia. Noin 30 %:lta vaestostd puuttuu MBL, eiké
puutos aiheuta suurimmalle osalle terveysongelmia. MBL saattaa olla tarked ensim-
maisten elinvuosien aikana osana synnynnaistd immuniteettia, muttei endd myohem-
min. (Heitzeneder - Seidel - Forster-Waldl - Heitger 2012; Jarva ja Meri 2000.)

2.2.4 Munuaissairaudet

Komplementin hairiintynyt toiminta liittyy moniin munuaissairauksiin. Membranoprolife-
ratiivisessa glomerulonefriitissd C3-nefriittitekija (C3Nef) on auto-vasta-aine, joka kiin-
nittyy oikotien C3bBb-konvertaasientsyymiin ja tehostaa sen toimintaa. Voimakkaan

aktivaation vuoksi kehittyy munuaisvaurio ja C3-puutos. Hemolyyttis-ureeminen syn-



drooma (HUS) on oireyhtyma, johon liittyy endoteelivaurio, trombosytopenia ja munui-
asten toiminnan hairiot. Tauti liittyy infektioihin tai se on perinndllinen, jolloin HUS-
oireita esiintyy toistuvasti ilman infektiota. Taudissa oikotieaktivaation saately ei toimi.
(Jarva ja Meri 2000.)

2.2.5 Kohtauksittainen yollinen hemoglobinuria

Kohtauksittainen yollinen hemoglobinuria on hankinnainen anemia, joka johtuu mutaa-
tiosta luuytimen kantasolussa. Talloin kaikista kantasolun jalkelaisista puuttuvat GPI-
ankkurilliset molekyylit, joihin membraanituhokompleksia estavan protektiinin (CD59)
kuuluisi sitoutua. Puutteesta johtuen komplementti pystyy vaurioittamaan varsinkin tu-
mattomia soluja, kuten punasoluja. Taman seurauksena oireina ilmenee suonensisais-

ta hemolyyttistd anemiaa, verivirtsaisuutta ja laskimotukoksia. (Jarva ja Meri 2000.)

2.3 Komplementin maaritys seerumista

Komplementtipuutostutkimuksessa kaytetdan laskimosta saatua veren seerumia. See-
rumi tulee erottaa soluista 60 minuutin kuluessa naytteenotosta. Tama tarkoittaa, etta
naytteiden tulee seista vahintddn 30 minuuttia, muttei yli tuntia ennen sentrifugointia.
Naytteen sailytys ja kuljetus tapahtuu +4 °C lampdtilassa. Jos naytettd joudutaan sailyt-
tamaan yli vuorokauden, se pakastetaan -20 °C:ssa ja kuljetetaan analysoitavaksi tas-
sa lampotilassa pakastettuna. (HUSLAB 2011). Analyysimenetelman valmistajan mu-
kaan seerumi tulisi pakastaa tai kuljettaa vahintaan -70 °C, mutta HUSLABIlla ei ole
mahdollista syvajaadyttda naytteitd. Huomiotavaa on myds, etta ikteria, lipemia ja he-
molyysi vaikuttavat hairitsevasti naytteen analyysiin (Wieslab Complement system
screen. 2010). Vaikka analyysimenetelmén valmistajan (Wieslab Complement system
screen. 2010) ohjeen mukaan seerumia ei saisi sulattaa uudelleen analysoitavaksi,
HUSLAB tekee nain, jos potilaan nayte alittaa klassisen tien, lektiinitien tai oikotien
viitearvon. Tastad huolimatta naytteen tulokset saattavat uudelleen sulatuksen jalkeen
olla viitearvoissa, siksi naytteen sulatusta yhden kerran uudelleen voidaan pitaa luotet-

tavana. (Jarva 2012.)

HUSLAB kayttdada komplementtipuutosnaytteiden tutkimiseen Wieslab® complement
system screen entsyymi-immunologista analysointimenetelm&a (EIA). Ennen analyysia

naytteet tulee ohjeiden mukaan sulattaa suoraan pakastimesta lampdhauteessa (+37



°C) nopeasti ja sen jalkeen valittémasti siirtda sulaneet naytteet jddhauteelle. TAman
jalkeen seerumit pipetoidaan klassisen tien oikotien ja lektiinitien kuoppalevyille, jossa
tapahtuu immunologinen reaktio (Wieslab Complement system screen. 2010).

Analyysimenetelman periaatteena on mitata leimattujen vasta-aineiden avulla komple-
mentin aktiivisuuden maarda, syntyneiden terminaalikompleksien (C5b-C9) neoanti-
geeneja. Kayttépakkauksen levyn kuoppien pohjat on paallystetty aktivaattoreilla, joista
IgM aktivoi klassista tietd, mannaani lektiinitietd ja lipopolysakkaridi (LPS ) oikotieta.
Kuopissa muodostuneet komplementti-vasta-ainekompleksien maarét ovat verrannolli-
sia komplementin aktiivisuuteen. Aktiivisuutta mitataan Labsystems iIEMS Reader MF-
fotometrilla 405 nm aallonpituudella, jossa komplementin mittauksessa muodostuneen
absorbanssin varin intensiteetti korreloi komplementin aktiivisuutta. (Wieslab Comple-

ment system screen. 2010.)

IEMS-fotometrin tietokoneohjelma laskee tulokset prosentteina. Positiivisen kontrollin
absorbanssi tulee olla >1 ja negatiivisen kontrollin absorbanssi <0.2. Fotometri vahen-
taa taustasateilyn kontrollien ja tutkimusnaytteiden absorbansseista, jonka jédlkeen se
laskee komplementin aktiivisuuden seuraavasti. (N&sman. 2012.)

(Naytteen absosrbanssi — neqgatiivisen kontrollin abs.) x 100

(positiivisen kontrollin abs. — negatiivisen kontrollin abs.)

HUSLABINn ohjeen mukaan komplementtitutkimuksen viitearvot ovat eri aktivaatioteille
seuraavat (Komplementti, puutostutkimus. 2011):

S -CH100CI yli 74 %
S -CH100AI yli 39 %
S -CH100L yli 10 %

Alentunut arvo viittaa siihen, ettd komplementin komponentteja on aktivaatiossa kulu-
tettu. TAma johtuu siita, ettd komplementti on saattanut aktivoitua ja siten kulua mah-
dollisen sairauden johdosta. Tall6in voidaan tehd&&n lisatutkimuksia komplementin
yksittaisille tekijoille. (Wieslab Complement system screen. 2010.) Komplementtipuu-

tostutkimuksen tulkintaa havainnollistaa taulukko 1.



Taulukko 1. Komplementtipuutostutkimuksen tulkinta (N&sman. 2012).

Komplementin aktiivisuus alle viiteanojen |Komplementin komponentin/saatelijatekijan puute
K=klassinen tie, O=oikotie, L=lektiinitie

K C1

K, L C2,C4

L MBL, MASP

(@] properdiini, tekijat B, H, |

K, O, L C3, C5-C9

3 Aikaisemmat tutkimukset

Opinnaytteessani tutkin komplementin klassisen-, lektiini- ja oikotien aktiivisuuden sai-
lyvyytta seerumissa. Tutkittua tietoa l0ytyy vahan aiheesta, kuinka komplementtinayt-
teen sailytyksen suhteen tulisi toimia (Lachmann. 2009). Loysin yhden tutkimuksen,
jossa oli hieman samankaltaisuutta opinnaytetyoni kanssa: Mollnes, Garred ja Berg-
seth (1988) testasivat tutkimuksessaan komplementin komponentin C3 ja loppuvaiheen
terminaalikompleksin, MAC:in (membraaneja tuhoava kompleksi) pitoisuuksia erilaisis-
sa olosuhteissa. Naytteiden sdailyvyytta testattiin ja vertailtin seerumi-, hepariini-, sit-
raatti- ja EDTA-putkissa. Koehenkilbiné toimivat kuusi tervetta verenluovuttajaa. Hepa-
riini-, sitraatti- ja EDTA-putkien analyysit tehtiin plasmasta. Kaikki muut naytteet sentri-
fugoitiin naytteenoton jalkeen, paitsi seeruminayte. Kaikki naytteet laitettiin edella mai-
nitun kasittelyn jalkeen syvajaahan (-70 °C). Naytteitd pakastettiin ja sulatettiin toistu-
vasti 10 paivan aikana +4 °C ja +37 °C lampétilaolosuhteissa. Analysointi suoritettiin

entsyymi-immunologisella analyysimenetelmalla (EIA).

Tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd uudelleen sulatus ja korkea lampétila vaikuttavat
komplementin aktivoitumiseen nayteputkessa: on syyta sdailyttdd naytettd matalassa
l[Ampdtilassa, jolloin naytteen komplementin spontaani aktivaatio estyy. Nayte tulee
jaéhdyttaa +4 °C:een valittdbmasti naytteenoton jalkeen. Veresta eroteltu plasma saily-
tetdan +4 °C:ssa ennen syvajaadytysta (-70 °C), jonka tulee tapahtua kahdeksan tun-
nin sisélla. Mikali naytteen sailytyslampaotila (+4 °C) nousee, komplementti aktivoituu
nopeasti. Tulosten mukaan naytettd voi sulattaa +4 °C:een ja syvajaadyttaa -70 °C:een
useamman kerran ilman, ettd MAC:n pitoisuus merkittdvasti nousee naytteessa. Tutki-
muksen mukaan EDTA-putkesta eroteltu plasma soveltuu parhaiten komplementtitut-

kimuksiin, silla EDTA-antikoagulantti ehk&isee komplementin MAC:n aktivoitumista.



Mollnesin, Garredin ja Bergsethin (1988) tutkimuksessa oli tavoitteena tutkia plasmas-
sa tapahtuvaa komplementtiaktivaatiota, joka on jo tapahtunut elimistéssa. Opinnayte-
tydssani taas tutkin komplementin aktivaatiota seerumissa, jonka on tarkoitus tapahtua
naytteen analyysivaiheen aikana. Nayteputkien antikoagulanteilla on komplementtia
estava vaikutus (Seelen ym. 2004), eivatkd antikoagulanttiputket ole siten soveltuvia
Wieslab® complement system screen EIA-menetelmaan. Mollnesin, Garredin ja Berg-
sethin (1988) tutkimuksen lahtdkohta on siten erilainen, eikd se ole verrannollinen

opinnaytetyéhoni.

4 Tyon tarkoitus ja tyotd ohjaavat kysymykset

Opinnaytetyoni tarkoituksena on selvittdd, kuinka komplementin klassisen tien lek-
tiinitien ja oikotien aktiivisuudet sailyvat seerumissa erilaisissa lampadtilaolosuhteissa.
Aikaisempien tutkimusten puutteen vuoksi HUSLAB kaipaa aiheesta ajankohtaista tie-
toa. Tutkin myds, soveltuuko seerumigeeliputken kayttd komplementtianalyysiin. Ver-
taan, kuinka eri tavalla (B, C, D, E, F, G, H, |) sailytettyjen naytteiden tulokset poikkea-
vat naytesarjasta A, jota on kasitelty HUSLAB:n ohjeiden (HUSLAB. 2011) mukaisesti

pakastamalla (-20 °C) nayte suoraan sentrifugoinnin jalkeen.

4.1 Komplementtiaktiivisuuden sailyvyys jadkaapissa ja huoneenlammassa

Nayte on seerumiputkessa, joka sentrifugoidaan tunnin kuluessa naytteenotosta ja
seerumi erotellaan soluista sentrifugoinnin jalkeen. Seerumi jaetaan neljaan eppendorf-

putkeen (A, B, C ja D). Kuinka nayte sailyy, kun se tdman jalkeen

A) pakastetaan heti (-20 °C)?

B) sailytetddn vuorokausi jadkaapissa (+4 °C), jonka jalkeen se pakastetaan (-20 °C)?
C) sailytetddn huoneenlammadossa (+21 °C) vuorokausi, jonka jalkeen se pakastetaan (-
20 °C)?

D) séilytetaan kolme yota jaékaapissa (+4 °C), jonka jalkeen pakastetaan (-20 °C)?

Komplementtipuutosnaytteet sentrifugoidaan nykyisten ohjeiden mukaisesti tunnin (30-

60 min) kuluessa. HUSLAB:n kaytanténad on mieluiten pakastaa nayte heti sentrifu-
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goinnin jalkeen (A) tai sailyttaa sitd enintddn vuorokausi jadkaapissa (B), jotta komple-
mentti ei paase aktivoitumaan. (HUSLAB 2011.)

Selvitédn naytteiden sailyvyyttd huoneenlammadssa (+21 °C) vuorokauden ja jadkaapis-
sa (+4 °C) kolme y6td ennen pakastusta. Komplementtinayte pitd& poikkeuksellisesti
muihin naytteisiin ndhden pakastaa mahdollisimman pian. Pyyntoja komplementtinayt-
teista tulee naytteenottolaboratorioon harvakseltaan, jolloin naytteenottolaboratoriossa
ei aina muisteta pakastaa naitd naytteitd. Komplementtinayte saattaa unohtua viikonlo-
pun yli jadkaappiin, jolloin naytteen komplementtiaktiivisuus saattaa muuttua. (Jarva

2012.) Selvitan opinnaytetydssani, kuinka tama vaikuttaa tulosten luotettavuuteen.

4.2 Seisotusajan vaikutus ennen sentrifugointia komplementtiaktiivisuuteen

Nayte on seerumiputkessa, joka sentrifugoidaan kahden tunnin (1,5-2 h) kuluessa
naytteenotosta ja seerumi erotellaan soluista sentrifugoinnin jalkeen kahteen eppen-

dorf-putkeen E ja F. Kuinka nayte sailyy, kun se tdman jalkeen

E) pakastetaan heti (-20 °C)?
F) séilytetdan kolme yota jddkaapissa (+4 °C), jonka jalkeen pakastetaan (-20 °C)?

Helsingin yliopiston mukaan komplementtipuutosnayte voidaan sentrifugoida kahden
tunnin kuluessa naytteenotosta. Helsingin yliopistolla ohjeena on, ettd komplementti-
puutosndyte voi odottaa enintaan kaksi tuntia ennen sentrifugointia. Epaselvaa on,
mihin tdma tieto perustuu; onko aiheellista seisottaa naytetta kahta tuntia, ja vaikuttaa-
ko seisotus komplementin aktivaatioon. (Jarva 2012.) Sen takia selvitdn kohdan E) ja
F) mukaisesti, kuinka naytteen kahden tunnin seisotus ennen sentrifugointia vaikuttaa

tuloksiin.

4.3 Komplementtiaktiivisuuden sailyminen +37 °C:een lampdtilaolosuhteissa

Nayte on seerumiputkessa, jota sdilytetaan +37 °C:ssa tunti ennen sentrifugointia. Ta-
man jalkeen nayte sentrifugoidaan +37 °C:ssa ja seerumi erotellaan soluista eppen-
dorf-putkiin G ja H. Kuinka nayte sailyy, kun se tdman jalkeen

G) pakastetaan (-20 °C) heti?
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H) pakastetaan (-20 °C) heti ja sulatetaan huoneenlammossé (+21 °C) tunti, jonka jal-

keen se pakastetaan uudelleen (-20 °C)?

Selvitan, kuinka komplementtipuutosnayte sailyy +37 °C lampdtilassa. Tarkoituksena
on saada selville, onko kryoglobuliini- ja komplementtinaytteitd mahdollista maarittaa
samasta nayteputkesta. Kryoglobuliinit ovat yleensd immunoglobuliineja tai immuno-
komplekseja, jotka saostuvat tai muodostavat geelin, mikéli seerumin tai plasman lam-
potila laskee alle +37 °C (OYSLAB 2010). Kryoglobuliinien saostuminen kylmassa
saattaa aiheuttaa pienten verisuonten tukoksia elimiston periferiassa, jossa lampétila
on matalampi kuin muualla elimistéssa (Maha-suoli-sanakirja 2012). Kryoglobulinemia
liittyy tavallisesti autoimmuunisairauksiin ja paraproteinemiaan seké joihinkin virusinfek-
tioihin, mutta se voi olla myds itsendinen, hyvéanlaatuinen ilmi6é. Terveen henkilén nayte

ei viitearvojen mukaan sisalla kryoglobuliinia (OYSLAB 2010).

Ongelmana on, etta kryoglobuliinia sisaltava nayte aktivoi komplementtia voimakkaasti
kylmissd olosuhteissa. LAmpimissa olosuhteissa sdilytettynd kryoglobuliini ei kuluta
komplementtia (Lachmann. 2009). Ohjeiden mukaan komplementtipuutosnaytetta taas
tulisi sailyttdd vain kylmissa olosuhteissa, silla lampimissé olosuhteissa komplementti
aktivoituu (HUSLAB 2011; Wieslab Complement system screen 2010). Taman vuoksi,
kuten edellda mainittiin kryoglobuliininaytetta tulee sailyttaa +37 °C:ssa, alhaisempi |am-
potila ei ole suotavaa kryoglobulinemianaytteen analyysin kannalta (OYSLAB 2010).

4.4 Seerumigeeliputken soveltuvuus komplementtitutkimukseen

Nayte on seerumigeeliputkessa (1), joka sentrifugoidaan tunnin kuluessa naytteenotos-
ta. Seerumia ei siirretéa eppendorf-putkeen. Kuinka komplementtiaktiivisuus sailyy see-

rumissa, kun se pakastetaan geeliputkessa (-20 °C)?

Nykyisin seerumit erotellaan lisdaineettomasta seerumiputkesta (BD Vacutainer®) toi-
seen tyhjadn putkeen. Tama lisdéa tydvaiheita ja voi aiheuttaa ndytteen kontaminaatio-
ta, jolloin naytteen laatu karsii. Kun kaytdssa olisi vain geeliputki, ei naytteita tarvitsisi
erotella, silla geeli eristda tutkittavan seerumin veren muista komponenteista. Naytetta
voisi pipetoida geeliputkesta suoraan analysoitavaksi, jolloin vahennettéisiin tydvaiheita

ja ndin saastettaisiin aikaa.
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5 Opinnaytetyon toteutus

Suoritin opinnaytetyoni kaytannén osuuden HUSLABIn immunologian laboratoriossa
Helsingissa kahden viikon aikana kevaalla 2012. Ensimmainen viikko sisalsi tutkimuk-
seni verinaytteiden oton ja naytteiden kasittelyn (liite 1), tutustumisen Wieslab® comp-
lement system screen-entsyymi-immunologiseen menetelmaan yhdessa bioanalyytikon
kanssa rutiinitydoskentelyssa seka itsenaisen harjoitussarjan suorituksen. Seuraavalla

viikolla analysoin tutkimukseni naytteet, kun tutkimuksen suoritus oli minulle jo tuttua.

Otin verinaytteet opinnaytety6tani varten kymmeneltd (n=10) vapaaehtoiselta ja ter-
veelté laboratorion tyontekijaltd. Poikkeuksena oli, etta yhdella koehenkilgista oli tie-
dossa synnynnainen lektiinitien puutos. Sain opinnaytety6tani varten HUSLABIlta tut-
kimusluvan. Olen kasitellyt jokaisen koehenkilon tulokset luottamuksellisesti tassa ra-
portissa. Kultakin koehenkil6iltd kerasin verta kolme seerumiputkea (BD Vacutainer®, 5
ml) ja yhden seerumigeeliputken (BD Vacutainer®, 5 ml). Siirrostin naista nayteputkista
seerumit eppendorf-putkiin suunnitelmani mukaan (lite 1) seerumigeeliputkea lukuun-
ottamatta. Yhteensa eri tavalla kasiteltyja seeruminaytteitd sain yhdeltd henkil6lta yh-
teensa yhdeksan kappaletta. Kaiken kaikkiaan naytteiden yhteismaaréksi tuli yhteensa
90 kappaletta. Sovitun sailytysajan ja -tavan (lite 1) jalkeen siirsin kaikki naytteet pa-
kastimeen (-20 °C), josta sulatin ne klassisen- oiko- ja lektiinitien aktiivisuuksien mitta-

uksia varten.

Ohjaava laboratoriohoitaja huolehti naytteiden identifioimisesta nimitarroin ja viemalla
valittdmasti lampokasittelya vaativat naytteet lampdkaappiin (+37 °C) odottamaan sent-
rifugointia, kun itse keskityin ndytteenottoon. Kunkin naytteen kohdalle merkitsin nayt-
teenoton kellonajan. Nain pystyttiin kontrolloimaan, etta kaikki naytteet odottivat suun-
nitellun ajan ennen sentrifugointia. Naytteet A, B, C, D, G, H ja | seisoivat vahintaan 30
minuuttia, mutteivat yli tuntia. Naytteet E ja F seisoivat vahintaan tunnin ja 30 minuuttia,
muttei enempdad, kuin kaksi tuntia. Suoritin naytteenoton kahdessa erassé, jotta ehdin
sentrifugoida naytteet ajoissa ja niiden seisotusaika varmasti pysyi edella mainituissa

rajoissa.

Sentrifugoinnin jalkeen jaoin seerumit identifioituihin eppendorf-putkiin seerumigeeli-

putkia lukuun ottamatta seka siirsin naytteet jddkaappin, pakastimeen tai huoneenlam-
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poon tavotteideni mukaisesti (lite 1). Tarkastin naytteet silm&nmaaraisesti lipemian,

ikterian ja hemolyysin osalta ja kirjasin poikkeavat naytteet muistiin.

HUSLAB kayttdd komplementtipuutosnaytteiden tutkimiseen Wieslab® complement
system screen entsyymi-immunologista analysointimenetelmééd (EIA), jolla suoritin
opinnaytetyoni naytteiden analysoinnin iEMS-fotometria kayttden. Ennen analyysia
naytteet tulee ohjeiden mukaan sulattaa suoraan pakastimesta +37 °C lampdhautees-
sa nopeasti ja sen jalkeen laittaa valittbmasti sulaneet naytteet jddhauteelle. Analyysi-
vaiheeseen perehdyttavan bioanalyytikon suosituksesta ymmarsin kuitenkin, etta nayt-
teiden olisi parempi sulaa huoneenlammadssa, silla +37 °C lampdtila saattaisi aktivoida
komplementtia. Naytemaarat olivat myos niin pienid eppendorf-putkissa, jolloin [amp6-

haude olisi voinut lammittaa liikaa seerumia.

Annoin naytteiden siis sulaa huoneenlammadssa ja laitoin naytteen heti jadhauteelle kun
seerumissa vahaakaan nakyi sulamisen merkkeja. Sulatin kaikki naytteet talla tavoin,
paitsi seerumigeeliputket laitoin lampohauteeseen (+37 °C), silla toiselta taholta kuulin
mydhemmin, ettéd lampdhaude olisi huoneenlamp6a parempi vaihtoehto sulattaa nayt-
teet. Geeliputkessa on seerumin liséksi myos geeli, joten se sulaa hitaammin ja nayte
olisi joutunut sulamaan kauemmin huoneenlammadssa. On tarkeda saada naytteet no-
peasti jadhauteesen. Siksi pdatin ohjaajani kanssa sulattaa geeliputket lampdhautees-
sa (+37 °C).

6 Tulokset

Olen maarittdnyt klassisen-, lektiini- ja oikotien tulokset samalla tavoin. Tulosten arvi-
oinnissa kaytan laatikkojana-kuviota, mediaania, p-arvoa ja eroprosenttia. Valitsin laa-
tikkojana-kuvion (kuvio 2), koska se on havainnollinen esitystapa tarkasteltaessa mo-
nen eri muuttujan jakauman sijaintia ja hajontaa, seka sopii kayttéon erityisesti silloin,
kun muuttuja saa paljon eri arvoja. Laatikkojana-kuvio perustuu tunnuslukuihin, jotka

jakavat tarkasteltavan ryhman neljaan yhta suureen joukkoon.
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Kuvio 2. Laatikkojana-kuvio (Muuttujien kuvaaminen 2012).

Tunnusluvut ovat minimi, alaneljannes, mediaani, ylaneljannes ja maksimi. Tilasto-
ohjelma voi merkita todelliset minimit ja maksimit erityismerkilla, kun arvo poikkeaa
muista oleellisesti. (Laatikkojana-kuvio 2004.) Kayttamani tilasto-ohjelma ilmoittaa tahti-
ja pallo-kuvioin koehenkilon numerolla naytteet, jotka poikkeavat darimmaisesti nay-
tesarjaan nahden.

Arvioin mediaanin avulla ndytesarjojen keskimaaréista onnistumista. Kaytan mediaa-
nia, koska sen erityinen hyoty keskilukuna on, etta siihen eivat vaikuta muista muuttu-
jan arvoista huomattavasti poikkeavat suuret tai pienet arvot, toisin kuin keskiarvossa
(Keskiluvut 2003). Tutkimuksessani on useita yksittaisia naytteita, joiden tulokset ovat
epaonnistuneet, alle viitearvojen. Olen huomioinut tilastollisessa analyysissd myds néa-
ma naytteet. Suoritin uudelleen klassisen tien lektiinitien ja oikotien aktiivisuus-
pitoisuuksien maaritykset naytesarjoille A ja B (lite 1), silla ndissd naytesarjoissa kaksi
samaa koehenkilda saivat tuloksen 0 kaikkien aktiivisuusreittien (klassinen tie lektiinitie
ja oikotie) testeissa. Olen valinnut tilastolliseen analyysiin paremmin onnistuneet tulok-
set joko alkuperaisistad (Al, B1, liitteessa 2) tai uudemmista (A2, B2, liitteessa 2) nay-

tesarjoista.

Vertaan, kuinka monta prosenttia naytesarja A (lite 1) poikkeaa muista naytesarjoista
klassisentien, lektiinitien ja oikotien testeissa. Naytesarja A on kasitelty HUSLAB:n ylei-
sen kaytanndn mukaisesti, johon verrataan epatavallisesti (B, C, E, F, G, H ja I, liittees-
séa 1) kasiteltyja naytesarjoja. Arvioin poikkeavuuksien tilastollista merkitsevyyttd p-
arvolla. P-arvo ilmoittaa virheellisen paatelman todenndkdisyyden. Jos p-arvo on alle

0,05, voidaan tulosta pitaa tilastollisesti merkitsevana. (Taanila 2012.)
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6.1 Klassisen tien sailyvyyden tulokset

Arvioin klassisen tien tuloksia kuviossa 3. Nayttaa silta, ettéa klassisen tien pitoisuus
jopa paranee, kun naytteita (sarjat E ja F) on seisotettu kaksi tuntia huoneenlammaossa
ennen sentrifugointia verrattuna naytteisiin, joita on seisotettu tunti (sarjat A, B, ja C).
Naytteet myds sailyvat hyvin, kun niita on sailytetty jaédkaapissa (+4 °C) 1-3 vuorokaut-
ta heti sentrifugoinnin jalkeen. Myds geeliputkessa klassisen tien pitoisuus sailyy erin-
omaisesti, silla naytesarjassa | ei ole yhtdkaan viitearvon alittavaa tulosta. Naytesarjan
C naytteita on seisotettu vuorokausi huoneenlammaossa sentrifugoinnin jalkeen ennen
pakastusta. Taméa naytesarja on klassisen tien kaikista epaonnistunein, huonoiten sai-
lyva verrattuna muiden naytesarjojen mediaaneihin. Klassisen tien aktiivisuus sailyy
naytesarjoissa G ja H. Naytesarja H:n mediaani on tosin matalampi, kuin naytesarja
G:n. Tasta voidaan paatelld, ettéd sulatus aktivoi klassista tieta ja tuloksesta tulee siten

matalampi.
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Kuvio 3. Klassisen tien sailyvyyden tulokset (n=10)



16

Naytesarjat D (+20,7 %), E (+17,2 %), F (+13,6 %), G (+14.2 %) ja | (+8,3 %) eroavat
ilmoitetun prosentin verran naytesarjasta A: naytesarja A on epaonnistuneemmin saily-
nyt muihin naytesarjoihin nahden. Naytesarjat B (-0,6 %), C (-14,8 %) ja H (-7,7 %)
sailyvat huonommin naytesarjaan A verrattuna. Tilastollisesti merkitsevasti naytesarjas-
ta A poikkeaa huonoiten séilyva naytesarja C (p-arvo 0,031) ja parhaiten sailyva nayte-
sarja D (p-arvo 0,016). (Taulukko 2)

Taulukko 2.  Klassisen tien séilyvyyden tulokset

a b c d. e f g h
N=10
Mediaani 84.50 84.00 72.00 102.00 99.00 96.00 96.50 78.00 91.50
Minimi 0 0 0 85 73 11 60 28 82
Maksimi 104 108 101 119 117 117 112 130 110
P-anvo 0,398 0,031 0,016 0,445 0,820 0,352 0,156 0,211
Ero % -0,6 -14,8 +20,7 +17,2 +13,6 +14,2 -7,7 +8,3

6.2 Lektiinitien sailyvyyden tulokset

Arvioin lektiinitien tuloksia kuviossa 4. Mukana on yhdeksan (n=9) koehenkil6a, silla
yhdella koehenkil6lla on todettu synnynnéinen lektiinitien puutos. Lektiinitien pitoisuus
sailyy hyvin, riippumatta siitéa sailytetddnkd naytteita tunti tai kaksi huoneenlammossa
ennen sentrifugointia. Tosin ndytesarja F, jota on seisotettu kaksi tuntia huoneenlam-
massa ennen sentrifugointia, sailyy huonommin, kuin yhdenmukaisesti sailytetty nayte-
sarja D, jota on seisotettu tunti. Tulosten mukaan naytteet sailyvat hyvin, kun niitd on
sdilytetty jadkaapissa (+4 °C) 1-3 vuorokautta tai vuorokausi huoneenlammaossa heti
sentrifugoinnin jalkeen. My6s geeliputkessa lektiinitien pitoisuus sailyy erinomaisesti,
silla ndytesarjassa | ei ole yhtakaan viitearvon alittavaa tulosta. Lektiinitien aktiivisuus
sdilyy naytesarjoissa G ja H. Naytesarja H:n mediaani on matalampi, kuin naytesarja
G:n. Tasta voidaan paatelld, etta sulatus aktivoi lektiinitietd ja tuloksesta tulee siten

matalampi.
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Naytesarjat B (+ 37 %), C (+36 %), D (+8,1 %), E (+26 %), G (+42,4 %) ja | (+7,1 %)

eroavat ilmoitetun prosentin verran naytesarjasta A: naytesarja A on epaonnistuneem-

min sailynyt muihin néytesarjoihin ndhden. Naytesarjat F (-14,1 %) ja H (-13,1 %) saily-

vat huonommin néaytesarjaan A verrattuna. Lektiinitien testissa mik&an naytesarja ei

poikkea tilastollisesti merkitsevasti naytesarja A verrattuna. (Taulukko 3)

Taulukko 3.  Lektiinitien sailyvyyden tulokset
a. b. C. d. e. f. g. h.

N=9

Mediaani 99.00 136.00 135.00 107.00 125.00 85.00 141.00 86.00 106.00
Minimi 0 0 9 10 19 4 20 6 13
Maksimi 142 157 159 145 151 132 156 146 138
P-ano 0,844 0,688 0,219 0,438 0,078 0,109 0,078 0,156
Ero % +37,4| +364 +8,1| +263| -141 +42,4 -13,1 +7,1
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6.3 Oikotien sailyvyyden tulokset

Arvioin oikotien tuloksia kuviossa 5. Oikotien pitoisuus sailyy hyvin, kun naytteita on
sdilytetty tunti tai kaksi huoneenlammossa (+21 °C) ennen sentrifugointia. Oikotien
pitoisuus on jopa korkeampi, kun naytteita (sarjat E ja F) on seisotettu kaksi tuntia huo-
neenlammaossa (+21 °C) ennen sentrifugointia verrattuna naytteisiin, joita on seisotettu
tunti (sarjat A, B, C ja D). Tulosten mukaan naytteet sailyvat hyvin kun niitd on sailytetty
jaékaapissa (+4 °C) 1-3 vuorokautta tai vuorokausi huoneenlammadssa (+21 °C) heti
sentrifugoinnin jalkeen. MyGs geeliputkessa oikotien pitoisuus sailyy erinomaisesti, silla
naytesarjassa | ei ole yhtakaan viitearvon alittavaa tulosta. Oikotien aktiivisuus sailyy
naytesarjassa G ja H. Naytesarja H:n mediaani on matalampi, kuin naytesarja G:n.
Tasté voidaan paatella, ettd sulatus aktivoi oikotieta ja tuloksesta tulee siten matalam-

pi.
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Néaytesarjat B (+8,1 %), E (+8,1 %), F (+14,8 %), G (+12,1), H (+4,7 %) ja | (+16,8)
eroavat ilmoitetun prosentin verran naytesarjasta A: naytesarja A on epaonnistuneem-
min sailynyt muihin naytesarjoihin ndhden. Naytesarjat C (-4,7 %) ja D (-5,4 %) ovat
huonommin sailyneitd naytesarjaan A verrattuna. Oikotien testisséa mikaan naytesarja
ei poikkea tilastollisesti merkitsevasti naytesarja A verrattuna. (Taulukko 4.)

Taulukko 4.  Oikotien sailyvyyden tulokset

a. b. c. d. e. f. g. h.
N=10
Mediaani 74.50 80.50 71.00 70.50 80.50 85.50 83.50 78.00 87.00
Minimi 0 0 2 54 42 0 7 7 57
Maksimi 116 106 102 116 110 106 116 100 106
P-ano 0,867 0,078 0,008 0,609 1,000 0,875 0,297 0,984]
Ero % +8,1 -4,7 -5,4 + 8,1 +14,8 +12,1 +4,7 +16,8

6.4 Yhteenveto tuloksista

Tuloksissa havaitaan useita yksittaisia heikosti sailyneita poikkeamia osassa naytesar-
joista. Siita huolimatta kaikki klassisen tien, oikotien ja lektiinitien naytesarjat ovat me-
diaanien mukaan keskimaarin onnistuneesti sailyneita, silla suurin osa tuloksista ylittaa
viitearvot. Parhaiten ovat sailyneet lektiinitien (n=9, viitearvo 10 aktiivisuus %) ja oiko-
tien (n=10, viitearvo 39 aktiivisuus %) naytteet, joissa molemmissa 89 % naytesarjojen
naytteista ylittaa viitearvot. Klassisessa tiessa (n=10, viitearvo 79 aktiivisuus %) nay-
tesarjojen tuloksista 73 % ylittda klassisen tien viitearvon. Tulosten perusteella klassi-
sen tien, oikotien ja lektiinitien aktiivisuudet sailyvat HUSLAB:n ohjeista poikkeavissa
olosuhteissa, joita on testattu naytesarjoissa B, C, D, E, F, H ja I. Ainoastaan huonoiten
sdilynyt naytesarja C poikkeaa tilastollisesti merkitsevasti (p-arvo 0,031) seké parhaiten
sdilynyt naytesarja D (p-arvo 0,016) HUSLAB:n ohjeiden mukaisesti kasitellysta A-

naytesarjasta klassisen tien tuloksissa.
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7 Pohdinta tulosten luotettavuudesta

Opinnaytetydni komplementin klassisen tien, lektiinitien ja oikotien naytesarjat sailyvat
keskimaarin hyvin liitteen 1 mukaisissa olosuhteissa. Tulosten luotettavuuden osalta
pohdin, minkalaiset virheldhteet ovat voineet vaikuttaa satunnaisiin epaonnistuneisiin

naytteisiin. Lopuksi arvioin tulosten kayttokelpoisuutta.

7.1 Satunnaisesti epaonnistuneet tulokset

Lahes kaikissa naytesarjoissa esiintyy satunnaisia yksittaisia viitearvon alittavia tulok-
sia. Erityisen silmiinpistavaa on, etta kaksi naytettd (naytenumerot 9 ja 10) ovat saa-
neet komplementtitestien uusinnoista huolimatta arvot 0 kaikkien aktiivisuusreittien A ja
B-sarjoissa (liite 2), vaikka ndméa naytesarjat on kasitelty HUSLABIn ohjeiden (HUSLAB
2011) mukaisesti. Naytesarjalta A erityisesti odotin onnistuneita tuloksia, silla tama
naytesarja pakastettiin oikeaoppisesti heti tunnin seisotuksen ja sentrifugoinnin jalkeen,

jolloin komplementin ei pitaisi ehtid aktivoitua (Nasman. 2012).

Suoritin uusinnat alkuperaisista A ja B-sarjojen naytteistd, joita sailytin pakastimessa (-
20 °C). Uudet tulokset olivat osittain sulattamisesta huolimatta jopa alkuperaisia tulok-
sia parempia. Tama tukee kasitysta komplementtiarvon héailyvyydesta (Jarva 2012).
Ohjeissa (HUSLAB 2011; Wieslab Complement system screen. 2010) ei suositella
komplementtindytteen uudelleen pakastusta ja sulatusta, mutta HUSLAB:lla nain silti
tehddan, kun halutaan uudelleen maarittaa potilaan komplementtipitoisuus. Henkilo-
kunnan kokemuksen mukaan tulokset saattavat jopa parantua, kun sama nayte analy-
soidaan uudelleen sulatettuna (Jarva 2012). Tulokseni uusintanaytteista tukevat tata

kasitysta.

Tulokset olisivat olleet luotettavampia, jos olisin tehnyt naytteista rinnakkaismaaritykset
samaan aikaan ja maarittanyt komplementin lahtdtason (ns. 0-nayte) heti sentrifugoin-
nin jalkeen ennen naytteiden pakastusta. Tallgin naytteiden maara olisi nelinkertaistu-

nut. Resurssikysymyksenda tama ei ollut HUSLAB:Ila mahdollista.
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7.2 Seerumin sulatus

Kayttovalmisteen mukaan (Wieslab Complement system screen. 2010) komplementti-
naytteet olisi pitanyt sulattaa nopeasti ennen jddhauteeseen laittoa. HUSLAB:n ohjei-
den mukaan tama tarkoittaa, etta naytteet sulatetaan nopeasti lampdlevylla (+37 °C) |
ennen jadhauteeseen asettamista (HUSLAB 2011). Nain en ohjaajani kanssa kuiten-
kaan paattanyt tehda, kuin ainoastaan naytesarjan | kohdalla, jossa seerumit olivat
geeliputkissa. Geeliputkien siséllon sulamisessa olisi kestanyt huoneenlammaossa liian
kauan, jolloin komplementti olisi ehtinyt ei-toivotusti aktivoitua. Geeliputkissa olevien
naytteiden tuloksista yksikaan ei ollut alle viitearvojen missdan komplementtireitissa.
Taman perusteella nayttaisi kannattavalta sulattaa seerumit lampdhauteessa (+37 °C).

7.3 Seerumin pipetointi

Seeruminaytteiden pipetoinnissa kuoppalevyille analyysia varten on saattanut kayda
niin, etten ole pipetoinut riittdvaa maaraa naytetta kuoppaan huolellisesta tydskentelys-
tani huolimatta. Pipetoitava méaara oli pieni, vain 2,5 pl kuoppalevyd kohden. Taméa
maara pipetoidaan laimennusliuokseen. Normaalisti pipetointimaara on puolet suurem-
pi, mutta sovin ohjaajani kanssa, etta pipetoin pienemman maaran reagensseja saas-
taakseni. Silmamaaraisesti oli vaikeaa havaita, etta kaikki tarvittava naytemaaréa menee

kuoppaan pipetin karjesta

7.4  Muut virheldhteet

Kahden koehenkilon (naytenumerot 1 ja 2) naytteissa esiintyi hemolyysia. Sovin ohjaa-
jani kanssa, etta otan naytteet mukaan komplementin analyysiin hemolyysista huoli-
matta. Kayttdvalmisteen mukaan hemolyysi hairitsee naytteen analyysia (Wieslab
Complement system screen. 2010). Koehenkild 1:n seerumiputkessa 3. (lite 1) esiintyi
hemolyysia ja koehenkild 2:n kaikissa nayteputkissa esiintyi sitd. Hemolyysista huoli-
matta kyseisten koehenkilGiden tulokset ovat keskimaarin onnistuneita, silla satunnai-

sia epaonnistuneita tuloksia havaitaan monen muunkin koehenkilon kohdalla.

Kayttbvalmisteen ohjeen (Wieslab Complement system screen. 2010) mukaan komp-
lementtinaytteen seerumi tulisi sentrifugoinnin jalkeen valittomasti syvajaadyttaa (-70

°C). HUSLAB:lla ei ole mahdollisuutta syvajaadyttaa naytteitéd. Naytteiden sailytys ta-
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pahtuu pakastimessa (-20 °C) (HUSLAB 2011). Tulosteni mukaan komplementti sailyy
kuitenkin hyvin, vaikka naytteita sailytetdan pakastimessa (-20 °C). Tuloksissani on
kuitenkin useita satunnaisia, ep&onnistuneita arvoja. Saattaa olla mahdollista, etta
kaikkien ihmisten komplementit eivat saily samanlaisissa olosuhteissa vaan joidenkin

komplementti aktivoituu lammadssa herkemmin, kuin toisten.

7.5 Tulosten kayttokelpoisuus

Opinnaytetyoni tulosten perusteella komplementin klassisen tien, lektiinitien ja oikotien
aktiivisuus sailyy liitteen 1 mukaisesti sailytetyissa olosuhteissa. Yksittaisia epaonnis-
tuneita tuloksia esiintyy jokaisen komplementin aktiivisuusreitin tutkimuksessa, mutta
mediaanien mukaan komplementti sailyy keskimaarin hyvin kaikissa naytesarjoissa.
Ainoastaan klassisen tien naytesarjoista huonoiten sailynyt C (p-arvo 0,031) ja parhai-
ten sailynyt D (p-arvo 0,016) poikkeavat tilastollisesti melkein merkitsevasti. HUSLAB:n
ohjeiden mukaan sdilytettyyn naytesarjaan A nahden.

Tutkimukseni mukaan klassisen tien, lektiinitien ja oikotien aktiivisuudet sailyvét see-
rumissa, kun nayte seisoo huoneenlammassa (+21 °C) yhdestéa kahteen tuntiin ennen
sentrifugointia. Aktiivisuudet sailyvat, kun naytetta sailyttdaa yhdesta kolmeen vuorokau-
teen jadkaapissa (+4 °C) tai huoneenlammagssa (+21 °C) vuorokauden ennen pakas-
tusta (-20 °C). Klassisen tien aktiivisuus ei sdily luotettavasti huoneenlammaossa saily-
tettyna vuorokautta. Geeliputkessa komplementtipitoisuus sailyy erinomaisesti kaikissa

aktiivisuusreiteissa, kun naytetta kasitellaan HUSLABIn nykyisten ohjeiden mukaisesti.

Opinnaytteeni tulosteni mukaan on mahdollista tehda komplementtianalyysi naytteesta,
jota on sdilytetty +37 °C:een olosuhteissa ennen pakastusta (-20 °C). Sailyvyys hieman
huonontui ndytesarjassa H verrattuna naytesarjaan G kaikissa komplementin aktii-
visuusreiteissd. Naiden sarjojen tulokset eivat kuitenkaan poikkea tilastollisesti merkit-

sevasti HUSLABIn ohjeiden mukaan sdilytettyyn naytesarjaan A nahden.

Mikali HUSLAB aikoo lisatd komplementtitutkimuksen (S-C-DEF) preanalyyttisiin ohjei-
siin jonkin tutkimani sailytysmenetelméan, kannattaa siitd minusta tehda viel& varmuu-
den vuoksi uusi koesarja, jossa kaytetdan rinnakkaisnaytteitd. Tuloksia voidaan talléin
pitda luotettavampina. Naytteet kannattaa myds sulattaa lampdhauteessa, kuten ohjeet

suosittelevat.
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Koehenkildlta otettujen seeruminaytteiden sailytykset

2. seerumiputki:
ndytteiden seisotus huoneenlammassa

2 h ennen sentrifugointia
seerumin jako eppendorf-putkiin:

1. seerumiputki:
ndytteiden seisotus huoneenldammaossa 1 h ennen sentrifugointia
seerumin jako eppendorf-putkiin:
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4. seerumigeeliputki:

3. seerumiputki: néytteiden seisotus

ndytteiden seisotus 1 h ennen sentrifu-
gointia seka sentrifugointi + 37 °C
seerumin jako eppendorf-putkiin:
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Klassisen tien tulokset, aktiivisuus prosenttia (viitearvo 79 %)
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Oikotie, aktiivisuus prosenttia (viitearvo 39 %)

nayte >

n=10

W 00N U WN B

=
o

al
77
75
61
73
108
69
82
81

a2*
86

55

74

116
70
100
82

bl
83
18
68
79
98
70
85
92

76

b2 *
73
15
66
105
106
78
89

o

102
71
71

116
82

67

81

42

80

110
80

91

89

73
100

106
73
9

82
89

82
88
61
94
116
74
85

71
90

106
83
57
92

100
63
80
80
91
92

1. seerumiputki, sentrifugointi 1h sisalla =al, a2, b, c, d
2. seerumiputki, sentrifugointi 2h sisalla=e, f
3. seerumiputki, seisotus 1h ja sentrifugointi +37°C=g, h

naytesarjoista al ja b1.

Tahdella (*) merkityt naytesarjat a2 ja b2 ovat uusintoja (uudelleen sulatettuja)
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