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Opinnaytetyo toteutettiin HUS Diagnostiikkakeskuksen Erikoiskemialle. Ty6ta aloitettaessa
HUS alihankki seerumin inhibiini B-tutkimuksen Synlab alihankintalaboratoriosta. Tavoit-
teena oli verifioida seerumin inhibiini B-tutkimuksen menetelma ja ottaa se kayttéon Eri-
koiskemian omaan tuotantoon. Taman lisaksi tarkoituksena oli kuvata inhibiini B-tutkimuk-
sen taustaa ja tarkoitusta, seka avata siind kaytettdvaa ELISA-menetelmaa. Verifiointi voi-
daan tehda, jos menetelmalle on jo aiemmin tehty validointi tai siita on kertynyt paljon kayt-
tokokemusta. Verifioinnilla osoitetaan menetelman toimiminen siihen tarkoitettuun kaytto-
tarkoitukseen.

Inhibiinit ovat glykoproteiinihormoneja, joita erittyy naisilla munasarjojen granuloosaso-
luista ja miehilla kivesten Sertolin soluista. Inhibiineja kaytetddn monien sairauksien diag-
nostiikassa ja hoidon seurannassa. Ne ohjaavat myds omalta osaltaan sukurauhasten toi-
mintaa saatelemalla follikkelia stimuloivaa hormonia (FSH). Inhibiini B:n pitoisuuteen vai-
kuttavat ika ja sukupuoli. Seerumin Inhibiini B —tutkimuksen analysointiin kaytettiin En-
zyme-linked immunosorbent assay (ELISA) menetelmaa. Sita voidaan kayttaa osoitta-
maan myos hyvin pienia antigeenimaaria naytteesta, esimerkiksi peptideja tai proteiineja.
Pitoisuuden mittaus perustuu immunologiseen antigeeni-vasta-ainereaktioon, ja entsyy-
mivalitteiseen varinmuutokseen, joiden avulla voidaan maarittda antigeenin pitoisuus tutkit-
tavasta naytteesta.

Sarjan sisdinen variaatiokerroin ja sarjan valinen variaatiokerroin laskettiin Dahlbergin kaa-
valla. N&illa arvioitiin verifioitavan tutkimuksen toistuvuutta. Laatutavoitteeksi oli asetettu
enintdan 10 % variaatio. Sarjojen valinen toistuvuus tutkittiin analysoimalla kitin mukana
tulleita laadunohjausnaytteita - kontrolli | (matala arvo) ja Il (korkea arvo). Variaatiokertoi-
miksi tuli 6 % ja 0,8 %. Sarjan sisaiseksi variaatioksi saatiin 4,6 % laskemalla parinayttei-
den variaatioprosentti ja niisté keskiarvo. Tulokset olivat alle asetetun 10 % laatutavoit-
teen, joten ne olivat hyvaksyttavissa.

Vertailimme HUSIn analysaattorilla saatuja tuloksia Synlabissa saatuihin tuloksiin (n=91)
Bland-Altman seka Passing-Bablok-analyyseissa. Passing-Bablok-regressioanalyysilla
saatiin suoran yhtaloksi y (Erikoiskemian tulos) = 1,007x (Synlabin tulos) -3,482. Yhtalon
suoran kulmakerroin on Iahes yksi, joten menetelmien valilla ei ole tilastollisesti merkitse-
vaa eroa. Bland-Altmanin analyysilla selvitettiin menetelman absoluuttista ja suhteellista
eroa. Absoluuttisen Balnd-Altmanin tulos oli 4 ng/l eli tulokset eroavat keskimaarin 4 ng/l.
Suhteellisen Bland-Altmanin menetelmien keskimaarainen ero oli puolestaan 9,3 %. Tulok-
sista paatellen tutkimusta voidaan pitda luotettavana ja toistettavana. Inhibiini B tutkimus
voitiin ottaa luotettavasti kayttoon Erikoiskemialla.

Avainsanat Inhibiini B, ELISA, Verifiointi
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The thesis was carried out for the Laboratory of Endocrinology and Metabolism of the HUS
Diagnostics Center. The aim was to verify an inhibin B assay and to find out if it could be
introduced for production. In addition, the purpose was to describe the background and
purpose of the inhibin B measurements and to open the ELISA technology used in it. Veri-
fication can be done if the method has already been validated or has a lot of user experi-
ence. Verification demonstrates the function of the method for its intended use.

Inhibins are glycoproteins excreted from the ovarian granulosa cells in women and from
Sertoli cells of testis in men. Inhibin B is used in diagnostic and treatment of many dis-
eases. They also contribute to the functioning of the glands by regulating follicle stimulat-
ing hormone (FSH). Inhibin B concentration is affected by age and sex. Serum inhibin B in
this study was analyzed by the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). It is used to
indicate very small amounts of antigens such as hormones, or proteins from a sample. The
measurement is based on immunological antibody reactions and enzyme-mediated color
change to detect the desired concentration from a particular sample.

Intra-assay and inter-assay variation coefficients (CV) were calculated, to evaluate repeat-
ability of the assay. A CV of 10% was set as a quality target for verification. The CV be-
tween the assays was obtained by repeated analysis of quality control samples - control |
(low value) and Il (high value) included in the ELISA kit. The variation was 6% and 0,8%.
The intra-assay variation was 4,6 % by calculating the variation the average of pair sam-
ples i.e., the Dahlberg equation. The results were within the set 10% quality target, so they
were acceptable.

In the Bland-Altman and the Passing-Bablok analysis, we compared the results obtained at
HUS with the results obtained in Synlab (n=91). The slope of the fitting line in Passing-Ba-
blok-regression is very close to tone, so the results do not differ markedly. The Passing-
Bablok-regression analysis gave the equation y= 1,077x-3,482. Bland Altman plot explored
the absolute and relative difference between the methods. The Bland-Altiman analysis re-
vealed that the results by HUS and by Synlab differ on average by 4 ng/l. Average differ-
ence between the relative Bland-Altman methods was 9,3 %. Considering the results,
ELISA for serum inhibin B is suitable for the intended use. Inhibin B can be included relia-
bly for the laboratory’s production.

Keywords Inhibin B, ELISA, Verication
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1 Johdanto

Tama opinnaytetyd kasittelee seerumin inhibiini B:n tutkimuksen tarkoitusta ja kaytto-
kohteita seka ELISA-menetelman periaatetta. Opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida
inhibiini B-tutkimus kayttéon Dynex DS2-laitteelle. Tavoitteena oli ottaa kyseinen tutki-
mus kayttdon HUS Diagnostiikkakeskuksessa Erikoiskemialla. Verifioitava ELISA-me-
netelma Ansh Labs on voittanut kilpailutuksen avoimella menettelylla vuonna 2022. Ve-
rifiointi eli todentaminen on objektiiviseen nayttdon perustuvaa varmistumista siita, etta
ennalta maaritetyt vaatimukset tayttyvat (Labquality 2022). Verifiointi perustuu ISO
15189 laatustandardiin ja verifiointi aloitetaan aina tekemalla verifiointisuunnitelma (He-
lenius 2021).

Inhibiini B on glykoproteiinihormoni, jota erittyy naisilla munasarjoista ja miehilla kivek-
sista. Helsingin Uudenmaan Sairaalan (HUS) Diagnostiikkakeskus tarjoaa asiakkail-
leen seerumin inhibiini B-tutkimusta, jota vodaan hyddyntaa monen eri taudin tai oireen
selvittelyyn. Miehilla tutkitaan hypognadismia, infertiliteettia, anorkiaepailya tai murros-
ian hairioita ja naisilla kuukautiskierron seka murrosiankehityksen saatelyn hairioita.
Tutkimusta voidaan kayttaa myds inhibiinia tuottavien kasvainten seurannassa. (Kalra
ym. 2010: luku 1. Introduction; Fimlab 2022.)

Enzyme immunoassay (EIA) ja enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) menetel-
mat ovat molemmat laajalti kdytossa laboratoriolaaketieteessa ja diagnostiikassa. Ne
ovat myds kaytossa analyyttisena tydkaluna biolaaketieteen tutkimuksissa, kun halu-
taan tutkia tiettyja antigeeneja tai vasta-aineita naytteista. Inhibiinin pitoisuutta veresta
voidaan mitata muun muassa immunologiseen vasta-ainereaktioon perustuvalla
ELISA-tekniikalla. ELISA on biokemiallinen maaritys, jossa kaytetaan vasta-aineita ja
entsyymivalitteista varinmuutosta. Taman avulla havaitaan joko antigeenin lasndolo tai

vasta-aine ja sen pitoisuus tutkittavassa naytteessa. (Gran & Patel 201: 1.)

HUSLAB ja HUS kuvantaminen ovat yhdistyneet ja ovat nykyaan HUS Diagnostiikka-
keskus. Opinnaytetydssa puhuttaessa HUS Diagnostiikkakeskuksesta tarkoitetaan la-
boratoriota (ent. HUSLAB). Opinnaytety6ta aloittaessa HUS Diagnostiikkakeskus

hankki inhibiini B-tutkimuksen Synlab Suomi Oy alihankintalaboratoriosta. Laboratori-
ossa on kaytdssa akkreditoitu menetelma, jolla seerumindytteet analysoidaan. Synlab

kayttda analysoinnissa Beckman Coulterin valmistamaa inhiibini B menetelmaa. Inhi-



biini B naytteitd analysoidaan kerran viikossa ja tulokset valmistuvat seitsemassa arki-
paivassa. Naytemuotona toimii seerumi ja analyysiin riittdd 1 ml naytettd. Huoneenlam-
modssa nayte sailyy kaksi tuntia. Nayte lahetetdan kylmalahetyksena, mikali se on pe-
rilld kahdeksan tunnin kuluessa. Muissa tapauksissa nayte tulee pakastaa ja lahettaa
pakastettuna. (Synlab 2022.)

2 Validointi ja verifiointi

Validoinnissa arvioidaan jonkin menetelman tai laitteen soveltuvuutta aiottuun kaytto-
tarkoitukseensa, esimerkiksi naytteiden analysointiin. Validoinnissa tuotetaan haluttuja
vertailuarvoja parametreille, jotka kuvaavat tutkitun menetelman luotettavuutta ja sovel-
tuvuutta. Naille parametreille asetetaan etukateen tavoitellut ominaisuuksien vaatimuk-
set, jotka vaihtelevat kayttdtarkoituksen sekd menetelman mukaan. Vaatimukset tulee
asettaa tapauskohtaisesti. Validoinnilla varmennetaan, etta tulokset tayttavat sdannok-
sien ja lakien vaatimukset. Laajuuteen vaikuttaa tutkittava analyysimenetelma ja sen
kayttétarkoitus. (Hagg 2016: 7-8.)

Menetelman kelpuuttamiseen voi riittdd myos kevyempi menettely eli verifiointi. Jos
standardimenetelmalle on jo tehty taydellinen testaus esimerkiksi valmistajan toimesta
tai siitéa on kertynyt paljon kayttokokemusta, voidaan se vain verifioida. (Kemianseurat
2022.) Verifiointi on siis validointia suppeampi ja kevyempi menettely. Verifiointi mene-
telmalle riittdd, kun mittausmenetelma on jo muualla kaytdssa, ja menetelma on jo vali-
doitu. Verifiointi on riittdva myos, jos omassa laboratoriossa jo validoituun menetel-
maan tehdaan muutoksia esimerkiksi laitteissa, naytteen kasittelyssa tai tietojarjestel-
massa. Uusi menetelma voidaan hyvaksya kayttéon, kun verifiointi on hyvaksytty ja

loppupaatelmat tehty. (Hagg 2016: 6-8.)
2.1 Verifiointisuunnitelma

Verifiointi on suoritettava ennalta laaditun verifiointisuunnitelman mukaisesti, jonka hy-

vaksyy asianmukainen henkildkunta. Verifiointisuunnitelmassa tulee liséksi olla maari-

tettyna kayttétarkoitus, eli mihin tutkimusta kaytetaan, tutkimusmenettely, seka mittaus-
suure ja sen dokumentointi. Mittaussuureen kuvaaminen vaatii tietoa analyysista, ana-

lyysin kunnosta seka kaytetyn tutkimusmenettelyn ominaisuuksista. Verifiointisuunnitel-
massa on lisaksi yksilditava tutkijat ja henkild/henkilét, seka ne, joilla on asianmukaiset
valtuudet ammatillisen koulutuksen ja vastuun perusteella (Roelofsen-de Beer ym.

2019.) Laatutavoitteet maaritellaan joko verifioinnissa tai ennen verifiointia.



Menetelman tai laitteen, joka on aiemmin jo validoitu, verifioinnissa testaamiseen riittaa
20-50 potilasnaytetta. Otos tulisi valita niin, ettd ne edustavat kattavasti koko mittaus-
alueen tasaisesti. Mittausalueen korkeimpia tai matalampia tuloksia voi olla haastava
I6ytaa. Standardit vaativat analysoimaan minimissaan 5krt/pv viiden paivan ajan laa-

dunohjausnaytteita eli kontrolleja. (Helenius 2021.)

Verifiointisuunnitelmaa tehtaessa tulee asettaa tuloksille vaatimustaso, joka pitaa tayt-
tya. Vaatimukset valitaan jo olemassa olevan tiedon avulla ja esimerkiksi toimintajarjes-
telmassa kuvatulla tavalla eli, kuinka on laboratoriossa tapana toimia. Toistettavuuden
vaatimuksena voi olla esimerkiksi CV% alle 10 % tai vertailtavien tulosten ero ei saa
poiketa >20 % toisistaan. HUS Diagnostiikkakeskus on laatinut oman verifiointisuunni-

telman seka verifiointi raportin toimintajarjestelmansa mukaisesti.

2.2 |SO Standardit

Standardeilla luodaan yhteisia toimintatapoja ja ne luokitellaan ICS-luokituksella (Inter-
national Classification of Standards). Standardien tarkoituksena on suojella kuluttajia,
lisata tuotteiden yhteensopivuutta ja turvallisuutta, ja helpottaa seka kotimaista etta
kansainvalista kauppaa. (Standardi.) 1SO (International Organization for Standardiza-
tion) on itsenainen, valtiosta rippumaton kansainvalinen organisaatio. ISO on julkaissut
kansainvaliset standardit ja niihin liittyvat asiakirjat, jotka kattavat lahes joka alan tekno-
logiasta elintarviketurvallisuuteen, maatalouteen ja terveydenhuoltoon. (International
Organization for Standardization 2020.) ISO-standardien tarkoituksena on vakiinnuttaa
kaytantoja universaalisti. Ladketieteellisen laboratorion laatu- ja patevyysvaatimuksia
ohjaa ISO-standardi ISO 15189. Henkiléstoon, ymparistdolosuhteisiin, laboratorio-
analysaattoreihin, reagensseihin ja tarvikkeisiin sovelletaan saman standardin teknisia
vaatimuksia. Liséksi sita sovelletaan tutkimusten tulosten laadun varmistamisessa, tu-

losten raportoinnissa, seka tietojarjestelmien hallinnassa. (Pereira 2020.)

Standardit perustuvat riskienhallintaan, jossa laboratorioammattilaiset varmistavat, etta
paikalliset vaatimukset tayttyvat heidan tydskentelytilansa ja -tapojensa olosuhteissa.
ISO-standardi 15189 ohjaa |aaketieteellisten laboratorioiden henkildkunnan tekemista
seka siihen liittyvia kelpoisuusvaatimuksia. Tutkimusmenettelyjen validoinnissa ja verifi-
oinnissa tama tarkoittaa, etta laboratorion ammattilaiset kayttavat omaa harkintakyky-
aan siihen, mitka ominaisuudet tarvitsevat arviointia saavuttaakseen halutun laadun.

ISO 15189: 2012 mukaan laboratorion on ennen uuden tutkimusmenetelman kayttodn



ottamista tehtava sille validointi tai verifiointi. Tutkimusmenetelman on sovelluttava aio-
tun laboratoriolaaketieteellisen diagnostiikan kayttotarkoitukseen ja sen tulee tayttaa

asiaankuuluvat hyvaksymiskriteerit. (Roelofsen-de Beer ym. 2019.)

3 Inhibiini B ja sen tutkiminen

3.1 Inhibiini B:n tausta

Opinnaytetyon keskidssa ovat inhibiinit ja erityisesti inhibiini B, jota tutkitaan kayttaen
ELISA-menetelm&a. Inhibiini B on transformoiva kasvutekija beeta (TGFB) suurperhee-
seen kuuluva glykoproteiinihormoni, joka koostuu alfa-alayksikdsta (a) ja beeta-B-ala-
yksikosta (BB). Sita erittyy naisella munasarjojen granuloosasoluista ja miehilla kives-
ten Sertolin soluista. Taman liséksi sita tuotetaan jonkin verran mygs lisdmunuaisissa.
Inhibiini B ohjaa osaltaan sukurauhasten toimintaa saatelemalla aivolisakkeen etuloh-
kosta erittyvaa munarakkuloita kypsyttavaa eli follikkelia stimuloivaa hormonia (FSH).
(Vanttinen 2003.) FSH stimuloi naisilla munarakkuloiden kasvua seka naishormonin eli
estradiolin eritysta. Miehilla FSH:n tuotanto vaikuttaa sukusolujen tuotantoon. (Eerola
2022.)

Kliinisessa ladketieteessa inhibiineja kaytetaan nykyaan muun muassa merkkiaineena
munasarjakasvainten, erityisesti granuloosasolukasvainten diagnostiikassa seka hoi-
don seurannassa (Farkkila ym. 2015). Taman liséksi inhibiinin pitoisuuksia naisilla voi-
daan hyoddyntaa kuukautiskierron ja puberteettikehityksen hairididen selvittdmiseen ja
miehilla testosteronin puutoksen eli hypogonadismin, infertiliteetin, anorkiaepailyn seka
puberteettihairididen selvittdmiseen (Synlab 2022). Maaritysta voidaan myds hyodyn-

taa vastasyntyneen sukupuolen selvityksessa (Anttonen & ltkonen 2023).

Seerumin inhibiini B pitoisuus vaihtelee ian ja sukupuolen valilla. Tytéilla ja naisilla kuu-
kautiskierron vaihe saattaa vaikuttaa tulostasoihin, jonka vuoksi naytteenotto tulisi suo-
rittaa kuukautiskierron 3.—5. paivana. (Anttonen & ltkonen 2023, Synlab 2022.) Murros-
ikaisilla pojilla pitoisuudet puolestaan riippuvat puberteetin vaiheesta. Tulosten tulkin-

nassa on siis aina huomioitava kliininen kokonaiskuva. (Anttonen & Itkonen 2023.)



3.2 Inhibiini B tytdilla ja naisilla

Tyt6illa ja nuorilla naisilla inhibiinin pitoisuudet nousevat murrosian alkaessa. Taman
vuoksi inhibiini B:n mittauksen avulla pystytaan arvioimaan sukupuolirauhasten kyp-
syytta, seka diagnosoimaan tyttdjen ennenaikaista murrosikda. Naisten saavuttaessa
lisdantymisian, inhibiini B:n tasot muuttuvat kuukautiskierron mukana. Inhibiini B on tar-
keassa roolissa, silla se saatelee follikkelia stimuloivan hormonin (FSH) pitoisuutta.
(Laboratory Corporation of America 2022.) Taulukossa 1 on listattuna tyttdjen inhibiini

B:n viitearvot 15-vuoteen asti.

Taulukko 1. Inhibiini B viitearvot tytdt (Synlab 2022).

Ik Viitearvo

(ng/1)

Napanuoraveri Alle 18
Alle 3 kuukautta Alle 226
3-5 kuukautta Alle 208
6-8 kuukautta Alle 152
9-11 kuukautta Alle 67
12-20 kuukautta Alle 52
21-23 kuukautta Alle 66
2-5 vuotta Alle 72
6-9 vuotta Alle 130
10-11 vuotta Alle 186
12—-15 vuotta 20-360

Paivaa, jolloin kuukautisvuoto alkaa kutsutaan kuukautiskierron ensimmaiseksi pai-

vaksi. Ovulaatio tapahtuu noin kierron 14. paivana. Tata ajanjaksoa ennen ovulaatiota



kutsutaan follikulaariseksi vaiheeksi. Luteaalivaiheeksi puolestaan kutsutaan follikulaa-
risen vaiheen jalkeista ajanjaksoa, ennen kuukautisvuotoa, jolloin keltarauhanen (lute-
aalirauhanen) tuottaa progesteronia. (Niemela & Pulkki 2014: 152.) Menopaussi merkit-
see aikaa, jolloin kuukautiskierto loppuu. Se diagnosoidaan, kun kuukautisia ei ole ollut
12 kuukauteen. (Hall 2015.)

Munasarjassa kehittyvien munarakkuloiden granuloosasolut erittavat inhibiini B:ta (ei-
steroidihormoni) ja estrogeenia (steroidihormoni). Molemmat estavat follikkelia stimuloi-
van hormonin (FSH) eritysta. Inhibiini B vaikuttaa suoraan negatiivisesti aivolisdkkee-
seen, johtaen FSH:n erityksen vdhenemiseen. Taman vuoksi lisdantymisikaisten nais-
ten korkea inhibiini B:n pitoisuus seerumissa on yksi tarkeimmista tekijoistd FSH:n al-
haisen pitoisuuden yllapitdmiseksi seerumissa. Ikdantyessa seka munarakkuloiden
laatu ettd maara vahenevat, johtaen vahitellen seerumin inhibiini B:n pitoisuuden las-

kuun ja FSH:n estovaikutuksen heikkenemiseen. (Wen ym. 2021.)

Inhibiini B:n pitoisuudet ovat follikkelivaiheessa korkeat, ja arvot nousevat entisestaan
ovulaatiovaiheessa. Pitoisuus romahtavaa kuitenkin taas luteaalivaiheessa. Postmeno-
paussi vaiheessa olevilla naisilla inhibiini B:n taso on yleensa mittaamattoman matala,
koska sita tuottava granuloosasolut puuttuvat. (Laboratory Corporation of America
2021.) Taulukossa 2. on esiteltyna naisten ja tyttdjen inhibiini B:n pitoisuuksia eri kuu-

kautiskierron vaiheissa.

Taulukko 2. Naiset ja yli 16-vuotiaat tytot, joiden kuukautiskierto on saannoéllistynyt (Synlab

2022).
Kuukautiskierron vaiheet Viitearvo
(ng/1)
Follikkelivaine 30-90
Kuukautispaiva 1.-2. 15-70
Kuukautispaiva 3.-5. 45-120
Luteaalivaihe Alle 50
Ovulaatiohuippu 80-200

Postmenopaussi Alle 10



3.3 Inhibiini B pojilla ja miehilla

Pojilla ja miehilld inhibiini B:ta tuottavat kivesten Sertolin solut toimivat FSH:n erityksen
ensisijaisena saatelijana, joka on havaittavissa lapi koko elaman. Inhibiini B:n pitoisuu-
det ovat suhteellisen korkeat vastasyntyneilld poikavauvoilla, mutta laskevat vahitellen
ikdantyessa. Lapsuuden aikana seerumin inhibiini B:n perustasoja on kaytetty kivesku-
doksen lasnaolon ja toiminnan merkkiaineena. (Laboratory Corporation of America
2021.) Inhibiini B:n pitoisuudet pysyvat matalina murrosikdan asti, kunnes ne jalleen
nousevat. Tama on ensin FSH:n stimulaation seurausta ja sitten yhdistetyn FSH:n saa-
telyn seka jatkuvan spermatogeneesin eli siittididen muodostuksen seurasta. Aikuisella
seerumin inhibiini B:lld on selkea vuorokausivaihtelu, joka liittyy lI&heisesti testosteronin
erityksen vaihteluun. Inhibiini B:n tuotannon saately muuttuu lapi elaman. (Meachem &
Nieschlag & Simoni 2001.) Taulukossa 3. on listattuna poikien ja miehien inhibiini B vii-

tearvot.



Taulukko 3.  Inhibiini B viitearvot pojat ja miehet (Synlab 2022).

e Viitearvo

(ng/1)
Napanuoraveri 87-243
Alle 2 vuorokautta 128-300
2—6 vuorokautta 152486
7-9 vuorokautta 180—420
10-13 vuorokautta 227-405
14-19 vuorokautta 200-362
20-29 vuorokautta 268-450
30 vuorokautta — 2 kuukautta 254-513
3-5 kuukautta 204-427
6—-8 kuukautta 126-500
9-11 kuukautta 94-383
12-14 kuukautta 71-272
15-17 kuukautta 96-245
18-20 kuukautta 80-248
21-23 kuukautta 71-204
2-9 vuotta Alle 258
10-15 vuotta Alle 400

Yli 16-vuotiaat 120-400



Murrosika eli puberteetti on siirtymavaihe, jossa nuori kasvaa ja kehittyy lapsesta ai-

kuiseksi, ja sen tarkoituksena on saavuttaa sukukypsyys. Puberteetin vaiheita on luoki-
teltu kliinisesti Tanner-luokituksen mukaan. Se perustuu ulkoisten sukupuolikehityksen
merkkien konkreettisesti havaittaviin muutoksiin. Taulukossa 4 on kuvattuna poikien in-

hibiini B pitoisuuksia eri puberteettivaiheessa Tanner asteikolla 1-5. (Marttila 2020.)

Taulukko 4.  Pojat puberteettivaihe Tanner (Synlab 2022).

Viitearvo
Puberteetinvaihe
(ng/1)

Tanner | 35-182
Tanner Il 62—338
Tanner Il 78-323
Tanner IV 67-304
Tanner V 120-400

3.4 ELISA-menetelma

Vasta-aineet kuuluvat valkuaisaineisiin, joita kutsutaan immunoglobuliineiksi (Ig).
Vasta-aine muodostuu spesifin antigeenin vaikutuksesta. Antigeeni on puolestaan aine,
joka herattda immuunivasteen, jonka seurauksena muodostuu vasta-aineita. Vasta-
aine reagoi spesifisesti tietyn antigeenin kanssa. (Terveyskirjasto 2016.) ELISA-mene-
telma kayttda immunologian peruskonseptia, jossa vasta-aine sitoutuu antigeeniin.
Tama mahdollistaa hyvin pienten antigeenimaarien, kuten esimerkiksi hormonien tai
proteiinien havaitsemisen tai kvantitoinnin naytteesta. ELISA-menetelma voi olla joko
kompetitiivinen eli yhta vasta-ainetta hyodyntava tai sitten non-kompetitiivinen kahta
vasta-ainetta hyddyntava ns. “sandwich”’-menetelma. Valtaosa kaupallisista ELISA-
menetelmistd on non-kompetitiivisia. ELISA-menetelmassa antigeenien annetaan ensin
sitoutua yhteen sille spesifiseen kiintean faasin sidottuun vasta-aineeseen. Myéhem-
massa vaiheessa antigeeniin sitoutuu toinen, entsyymiin konjugoitu vasta-aine. Anti-
geenin lasnaolo voidaan osoittaa varimuutoksella, jonka tuottaa entsyymin kromogee-

ninen substraatti. ELISA-menetelma voi olla kvantitatiivinen tai kvalitatiivinen riippuen,
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millaisella mittarilla arvioidaan kolorimetrisia lukemia. ELISA-teknologiaa voidaan kayt-

taa useaan eri testiin vaihtamalla kaytettyja vasta-aineita. (Gran & Patel 2013: 1-2.)

Sandwich-tekniikkaa kaytetdan osoittamaan tiettya antigeenia naytteesta. Kuoppalevyn
kuoppien pintaan on kiinnitetty tutkittavalle yhdisteelle spesifia vasta-ainetta, jotta saa-
daan vangittua haluttu antigeeni naytteesta. Kuoppiin lisatdan puskuria ja tutkittavaa
naytettd. Naytteen lisdamisen jalkeen levya inkuboidaan, jotta tutkittava antigeeni ehtii
tarttua kiintedn faasin vasta-aineeseen. Sen jalkeen pestaan kiintedan faasiin sitoutu-
maton aine pois. Sitten kuoppiin voidaan lisata toinen spesifinen vasta-aine, johon on
konjugoitu jokin entsyymi ja inkuboidaan uudestaan. Nain vasta-aineiden annetaan ker-
rostaa antigeeni. Inkubaation jalkeen sitoutumattomat vasta-aine-entsyymi-konjugaatit
pestaan pois kuopista. Kuoppaan lisatdan substraatti, joka vaihtaa varia konjugoidun
entsyymin vaikutuksesta. Varimuutos voidaan mitata tyypillisesti spektrofotometrilla.
(Gran & Patel 2013: 1-2.)

3.5 Inhibiini B ELISA-menetelma

Inhibiini ”I6ydettiin” vuonna 1985, jonka jalkeen odotukset niiden kayttamisesta sai-
rauksien diagnostiikassa olivat suuret. Pitkdan ongelmana oli kuitenkin laadukkaiden
maaritysmenetelmien puute, eika inhibiinin maaritysta otettu laajaan kayttéon. (Blauer
& Vihko 1997.) Tuolloin kaytdssa ollut analyysi oli rajallinen toiminnoiltaan, koska se
tunnisti yksinomaan inhibiinin alfa-alayksikon eika siten pystynyt erottamaan vapaita
alfa-alayksikoita ja dimeerisia inhibiineja tai erottamaan inhibiini A:ta ja B:ta. Kehityksen
ja ajan my¢6ta inhibiini alfa- ja beeta-alayksikkdja vastaan kehitettiin monoklonaalisia
vasta-aineita, joita hyddyntamalla voitiin kehittaa spesifisia immunologisia inhibiini A ja
B menetelmia. (Makanji ym. 2014.) Monoklonaaliset vasta-aineet ovat laboratoriossa
tuotettuja, vain tiettya antigeenia tunnistavia vasta-aineita, jotka kayttaytyvat kuin ihmi-

sen immuunijarjestelman vasta-aineet (American Cancer Society 2023).

Tassa tydssa verifioitu inhibiini B:n ELISA on kvantitatiivinen sandwich-tyyppinen im-
munomaaritys. Ensiksi kalibraattorit, kontrollit ja halutut naytteet pipetoidaan mikro-
titrauskuoppiin, joissa inhibiini B-vasta-aine on kiinnitettyna kuoppien seinamiin. Kuop-
piin lisatdan puskuria A (Assay Buffer A), joka on proteiinipohjainen (naudan albumiini)
ja B (Assay Buffer B), jotka on optimoitu estdmaan epaspesifista sitoutumista kiintean
faasin vasta-aineeseen. Naiden jalkeen kuoppalevya inkuboidaan ja kuopat pestaan
sitoutumattomasta aineesta pois ja Inhibiini B jaa kiinnittyneena mikrotitrauskuoppien

seinilld olevaan inhibiini B-vasta-aineeseen. Ensimmaisen vaiheen jalkeen kuopat inku-
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boidaan toisen biotinyloidun inhibiini B-vasta-aineen kanssa, joka valmistetaan yhdista-
malla kittiin kuuluvat Biotin Conjugate -konsentraatti ja -diluentti. Naiden yhdistaminen
tehdaan juuri ennen pipetointia, koska seos on herkkad ympariston olosuhteille. Mikro-
titrauskuoppiin lisdtdan streptavidiini kompleksi, jossa on kiinni entsyymi (HRP) ja sen
jalkeen kuoppalevya inkuboidaan. Streptavidiini sitoutuu spesifisesti biotiiniin. Taman
jalkeen lisataan viela entsyymin substraatti eli kromogeeniliuos (TMB) ja kuoppalevylle
suoritetaan viimeinen inkubaatio. Entsyymin vaikutuksesta kromogeeniliuos muuttuu
varilliseksi. Viimeisen inkubaation jalkeen lisatdan pysaytysliuos, joka lopettaa entsyy-
mireaktion. Kitin ohjeesta poiketen ohjelman loppuun lisattiin kuoppalevyn sekoitus,
jotta pysaytysliuos levida koko naytteeseen. Ohjeistuksen taman lisddmiseen saimme
kemistilta. Pysaytysliuoksen jalkeen suoritetaan absorbanssin mittaus 450nm aallonpi-
tuudella. (AnshLab 2014.) Inhibiini B:ssa tapahtuva ELISA menetelma on kuvattu kuvi-

ossa 1.

3 — — - _ b | —)
h | | Pueia ja
TYTYYYYYYYYY ey Fr¥rFriy
156 kuoppainen kuoppabsuy 2. inhibiini 8 -vasta-aineella 3. KEucppaan E=itdan anbgeendd
paalystebyt miknotitbenkuoppa siealtivd ndytematbenaali seic
— psiounit
1 l Ekla-ain e
— I= 1 —
Purka ja
B e 2 — Pl L .I., A 1 L mkubEsto L 1 L 1 L
TYYrYYYryroy TYYYYYYYYeyy TYYYYYYYYYrYy
4 rFlimddrainen ndyic on pesty 5. Huoppaan lisdtaan seloundaanmen 6. Yimaardiset lbsopassa olevat
pais ja [@dljelke &d inhibdini B vasta wasta-aine, jos= on klinmdbbymescma. vasta-ainssi, jobhka elvwat ole
aincsiin kinnittyneet antigeenit. biotindind. Tama kinmittyy inhibiind Bhen kinnittyneend anbgeensibin.
' ko ja gaait
r -
& &

— -t e - — f‘f( I*r*f

Paria ja
YYYYYY $‘r‘? YYY T g‘r*r*r TTTT‘ll:*r YYYYYYYYYYyy
T Fuappaan lisdtadn Streptasddiing 8. Lisatddn TRE kramogesnilivos, 8, Tapahtuu varllinen muutbos

koempleksi, joasa con kil
eritryymi konjugaatii.

NS EEes

YYYrYyryYryryy

10, LisAtain Stop liuos, joka pysiyttad
lapattaa entsyymireaktion.
Taman j&lkeen mitaksan absorbanssi

Kuvio 1. Piirros ELISA-menetelmasta inhibiini B-tutkimuksessa.
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3.6 Dynex DS2

Inhibiini B -tutkimus verifioitin Dynex DS2-laitteelle. Taysautomaattinen DS2-ELISA-
analysaattori on avoin ja joustava jarjestelma, jota pystytdan kayttdmaan lahes mihin
tahansa ELISA-sovellukseen kliinisessa diagnostiikassa. Kayttgjan tulee suorittaa tietyt
toimenpiteet ennen analyysien suorittamista. Naita ovat naytteiden lataaminen ja tyoluet-
telon luominen (asetetaan naytteille suoritettavat analyysit), tarvikkeiden riittavyyden tar-

kistaminen, seka levyjen lataaminen ja ohjelman kaynnistaminen. (Clindia 2019: 9-60.)

Dynex DS2-laite sisaltaa kaksi naytekarkitelinetta, viivakoodinlukijan, liukuvat nayte-,
reagenssi- ja kontrollitelineet, kahden levyn inkubaattorin, kaksi erillista naytelevyn siir-
tajaa, kayttopaneeli puskureille, jatepullolle ja naytekarkien jateastialle seka laimennus-
kaivojen teline (Dynex Technologies 2023). Kansi suojaa analysaattoria muun muassa

valolta ja polyltd. Kuvassa 1 on Dynex DS2 laite.

Kuva 1. Erikoiskemian Dynex DS2 laite.
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4 Opinnaytetyon tavoitteet, tarkoitus ja tutkimuskysymys

Opinnaytetydn tarkoituksena oli verifioida inhibiini B-tutkimus DS2-analysaattorille HUS
Diagnostiikkakeskuksen Erikoiskemialla osana tutkimuksen aiottua kotiuttamisproses-
sia Synlab Suomi Oy:sta. Tama tehtiin arvioimalla aineistosta analysoituja tuloksia ja
pohdittiin, olivatko ne luotettavia ja toistettavissa. Tarkoituksena oli myos verifioinnin
merkityksen selventaminen. Verifioinnilla varmistettiin, etta laitteella ja siina kaytetta-
valla ELISA-menetelmalld saadaan luotettavia tuloksia potilaiden naytteista tulevaisuu-
dessa. Tavoitteena oli saada inhibiini B-tutkimus kayttéon Erikoiskemialle. Inhibiini B-
tutkimuksen tekeminen Erikoiskemian laboratoriossa on taloudellisesti kannattavampaa
kuin alihankinta. Naytteet saadaan analysoitua nopeammin, jolloin tulokset saadaan ai-
kaisemmin hoitavalle taholle ja 1aakareille, jotka hyddyntavat niita ja tulkitsevat ne poti-
laalle. My6s naytteiden sailyttdmisesta seka lahettamisesta johtuvat preanalyyttiset vir-
hetekijat voivat vahentya. Naytteita ei valttamatta tarvitse pakastaa ja lahettaa, joten

riski naytteiden sulamiseen pienenee.
Tyon tavoitteena oli saada vastaukset tutkimuskysymyksiin:
¢ Voidaanko inhibiini B- tutkimuksen menetelma ottaa kayttdon Erikoiskemialla?

e Mita tarkoittaa verifiointi?

5 Opinnaytetyon menetelmat

5.1 Menetelmalliset lahtokohdat

Tutkimukset on mahdollista jakaa karkeasti kahteen eri kategoriaan - teoreettisiin ja
empiirisiin tutkimuksiin. Teoreettinen tutkimus perustuu aiempien havaintojen kayttami-
seen perustana teorianmuodostamisessa, eika tassa kerata uusia tietoja. Empiirisessa
tutkimuksessa kasitellaan mittaustuloksia, jotka saadaan aistihavainnoista tai mittaus-
analysaattoreilla. (Nummenmaa & Holopainen & Pulkkinen 2017: 13—16.) Opinnaytety6
toteutettiin empiirisena tutkimuksena. Empiirisen tutkimuksen yksi ryhmista on kvantita-
tiivinen eli maarallinen tutkimus, joka vastaa kysymyksiin mika, missa, paljonko ja
miksi. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa edellytetaan, etta on riittavan suuri seka edus-
tava otos. lImidt kuvataan numeerisesti ja usein selvitetaan asioiden valisia riippuvuuk-

sia tai tapahtuneita muutoksia. (Heikkila 2014: 7-8.)
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5.2 Aineiston keruu ja keruumenetelma

Naytteiden kerdaminen tapahtui syksylla 2022 asiakkailta, joilta oli pyydetty inhibiini B-
tutkimus osana hoitosuunnitelmaa. Analyysiin kavi seka seerumigeeliputkeen, etta gee-
littdmaan seerumiputkeen otettu nayte. Automaatiolaboratorion naytteiden vastaanotto
erotteli naytteet heti, kun ne saapuivat sinne. Naytteet sentrifugoitiin kierroksilla 2000 g
10 minuutin ohjelmalla. Seerumi eroteltiin kahteen lisdaineettomaan erotteluputkeen.
Taman jalkeen naytteiden vastaanotto lahetti toisen erotteluputken analysoitavaksi
Synlabiin ja sailoi toisen erotteluputken pakkaseen -20 asteeseen. Naytteet sailytettiin
pakkasessa niin pitkdan, kunnes niita tarvittiin analysointia varten. Naytteet olivat luo-

tettavasti esikasitelty, koska ne oli kasitelty samalla tavalla kuin kaikki potilasnaytteet.

Naytteiden vastaanotto oli kerannyt inhibiini B naytteitd noin 200-250 kappaletta, joista
valikoitui analysointia varten 91 eri naytetta. Tutkimukseen valikoitui tarpeeksi laaja pi-
toisuusalue inhibiini B naytteista, jotka oli analysoitu Synlabissa. Mukaan valittiin mah-
dollisimman paljon eriarvoisia tuloksia ja naytteiden lukumaaraa voidaan pitaa edusta-
vana otoksena. Analysaattorista saadut tulokset syoétettiin Microsoft Office Excel —ohjel-
maan. Tulosten analysointiin kaytettiin ohjelman tilastollisia menetelmia ja laskentatau-
lukko-ohjelmaa. Kaytettyja menetelmia esitellaan kappaleessa 5.3 Aineiston analysoin-

timenetelma.

5.3 Toimintaymparisto, kohderyhma, hydodynsaajat

Toimintaymparistona toimi Erikoiskemian osasto. Opinnaytetydn kohderyhmana oli asi-
akkaat, joilta 14akari oli maarannyt inhibiini B-tutkimuksen maaritettavaksi. Lisaksi tutki-
muksen kohderyhmaan kuului myés Synlab Suomi Oy:n inhibiini B-tutkimuksen analy-

sointia suorittanut laboratorioalan yksikkd. Hyédynsaajana oli HUS.

Kaikki tuotoksien ja materiaalien oikeudet luovutettiin kokonaisuudessaan HUS Diag-

nostiikkakeskuksen kayttoon. Heilld on myds oikeus kayttaa ja paivittdd materiaalia.

5.4 Toiminnan etenemisen kuvaus

Opinnaytetyon prosessin etenemista kuvataan prosessikuviossa (kuvio 2), jossa on
merkittyna eri vaiheet opinnaytetyosta. Ensimmaiseksi tuli luoda verifiointisuunnitelma,

jonka pohjalta Iahdettiin tydstamaan verifiointia.
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Verifioinnin toteuttaminen aloitettiin ohjelmoimalla Dynex DS2-laitteelle ohjelma, jonka
avulla analysaattori analysoi naytteet. Ohjelmoimiseen kaytettiin DS-Matrix 1.40.3 oh-
jelmaa, joka oli valmiiksi asennettuna laitteen yhteydessa olevalle Erikoiskemian tieto-
koneelle. DS-Matrix 1.40.3. -ohjelmassa oli valmiiksi “stimulation mode”, missa pystyi
luomaan uusia ohjelmia. Erikoiskemian kemistiltd saatiin apua seka ohjelman kayttami-
sessa etta sen luomisessa. Ohjelma luctiin Inhibiini B-tutkimukseen kaytettavan kitin
AL-107-i mukana tulleen kayttdohjeen mukaan. Lisaksi mallia otettiin aiemmin kysei-
sella ohjelmalla tehdyista ohjelmista (Elastaasi ja Calpro) ja verrattiin inhibiini B:n ana-
lysointi ohjelmaa naihin. Ennen potilasndytteiden analysointia, testattiin ohjelman toimi-
vuutta ensimmaisen kerran vedellda. Onnistuneen vesitestauksen jalkeen pystyttiin aloit-

tamaan naytteiden analysointi.

Kaytetyn kitin ohjeiden mukaan naytteet sailyvat jddkaapissa +4°C, jos analysointi suo-
ritetaan 24 tunnin kuluessa, muuten pakastettuna —20°C tai —80°C. Kitin ohjeissa oli
myos mainittu, ettd naytteet kestaisivat sulattamisen ja uudelleen pakastamisen jopa
kolme kertaa. Naytteiden analysointi aloitettiin suunnitelman mukaisesti. Aloittamisen
jalkeen huomattiin, etta kontrollit ja vakiot eivat menneet tavoitearvoihin. Syyta huonoi-
hin tuloksiin yritettiin selvittaa suorittamalla lisaa testauksia laitteelle. Virheellisten tulos-
ten syyksi selvisi laitevika, silla laitteen pipetoidessa reagensseja kavi sama pipetointi-
karki vuorollaan jokaisessa reaktiokaivossa liian syvalla. Laitteelle jouduttiin tilamaan
huolto, jonka vuoksi varsinaisten naytteiden analysointi viivastyi. Tasta syysta paadyt-
tiin, ettd Erikoiskemian kemisti jatkaa naytteiden analysointia ja tulosten kirjaamista,
jotta inhibiini B saataisiin tavoiteaikataulun mukaisesti omaan tuotantoon. Taman
vuoksi myos lopullinen verifiointiraportti toteutettiin Erikoiskemian asiantuntijoiden toi-
mesta. Tulosten laskemista varten saatiin analysoitujen naytteiden data. Saadusta da-
tasta analysoitiin Bland-Altman sek& Passing-Bablok- regressioanalyysi. Naiden liséksi
laskettiin myo6s sarjojen sisdisen variaation hyddyntaen Dahlbergin kaavaa ja sarjojen
valisen toistuvuuden. Tuloksista pohdittiin niiden merkitysta seka sita, etta pystyttiinkd

inhibiini B ottamaan kayttéon Erikoiskemian omaan tuotantoon.
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Uenfl_ ointi Ohjelmointi Nal.ft.tmden
suunnitelma kasittely
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pohdinta ja analysointi ¥

Verifiointi
raportti

Kuvio 2. Prosessikaavio.

5.5 Aineiston analysointimenetelma

Tuloksia verrattiin alihankintalaboratorion antamiin tuloksiin Passing-Bablok ja Bland-

Altman analyyseilla. Tulostason vertailu suoritettiin keratyilla potilasnaytteilla. Ei-para-
metrisella Passing-Bablok-regressioanalyysilla voidaan osoittaa eri menetelmien vali-

nen lineaarinen yhteys, toisin sanoen yhtalon y= a + b x parametrit a ja b. Kerroin las-
ketaan ottamalla kaikkien kahden pisteen valisten suorien kulmakertoimien mediaani,

lukuun ottamatta suoria, joille b=0 ja tai b=aaretdon. Parametri a lasketaan a=mediaani
(yi — b xi). Seka a:lle etta b:lle lasketaan 95 % luottamusvalit. Passing-Bablok mene-

telma on pateva vain, kun x:n ja y:n valilla on lineaarinen suhde. (MedCalc 2022.)

Bland-Altman-analyysilla voidaan selvittaa kahden kvantitatiivisen menetelman abso-
luuttinen ja suhteellinen ero. Bland-Altmanin kuvaajassa vaakasuorat viivat rajataan
maarittamalla mittausten keskimaarainen ero (mean). Lisdksi maaritetdan sovitut rajat
(LoA). (MedCalc 2022.) Sovittujen rajojen sisaan lukeutuu 95 % mittausten valisista
eroista (Giavarina 2015). Kuvaajaa voidaan kayttda tunnistamaan satunnaista virhetta
tai systemaattista poikkeamaa. Mikali kahden mittauksen keskiarvon ero on jatkuvasti
positiivinen tai negatiivinen voi se viitata systemaattiseen poikkeamaan mittausteknii-
kassa. (DATAtab 2023.)
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Sarjan sisainen toistuvuus (CVsis) laskettiin kahden rinnakkaisen tuloksen variaatiosta
Dahlbergin kaavalla. Tama toteutettiin analysoimalla parinaytteet potilasnaytemateriaa-
lista. Lisaksi laskettiin sarjojen valinen toistuvuus (CVys ), jossa kirjattiin kontrollinayttei-
den toteuma verifioinnin aikana. Nayte materiaalina toimi kitin omat paivittaiskontrollit,
joita oli kahta eri tasoa. Sarjan sisainen toistuvuus kertoo menetelman toistettavuutta
samoissa mittausolosuhteissa yhden mittaussarjan sisalla. Sarjojen valinen toistuvuus
taas kertoo menetelman toistettavuuden laboratoriossa eri paivana, eri laitteilla, eri tar-
vikkeilla tai jopa eri henkilon suorittamana. (Hagg 2016.) Toistuvuus tarkoittaa mittauk-
sen tadsmallisyytta, joka saavutetaan toteuttaessa maaritys toistettavissa olosuhteissa
lyhyelld aikavalilla. Tallaisia toistuvuusehtoja voivat esimerkiksi olla samat tekijat, lait-
teet, reagenssit ja [Ampdtilat. Toistuvuus maaritetaan tekemalld useita rinnakkaismaari-
tyksia eri pitoisista naytteista. Yleisesti ottaen sarjojen sisdinen vaihtelu on sarjojen va-
listd vaihtelua pienemaa. Taman vuoksi, jos sarjojen valinen hajonta on merkittavasti
suurempi kuin sarjojen sisdinen hajonta, esiintyy sarjojen valilla todellista hajontaa. Syy

vaihteluun on aina pyrittava selvittamaan. (Metrologian neuvottelukunta 2011.)

Dahlbergin menetelmaa pystytaan hydédyntamaan tutkimusten valisen virheen varians-
sin arvioimiksesi. Menetelma olettaa, etta naytteelld on normaalijakauma ja se ei ole
puolueellinen. Toisen ja ensimmaisen mittauksen valisen eron varianssi on yhta suuri
kuin ensimmaisen ja toisen mittauksen virheiden varianssien summa. Dahlbergin ha-
jonta saatiin kayttamalla kaavaa (kuvio 3), jossa d on ensimmaisen ja toisen mittauk-

sen valinen ero ja n on ndytemaaran koko. (Hae-Young 2013.)

Luottamusvali eli Cl (confidence interval) on parametrin estimoinnin luotettavuutta ku-
vaava mitta. Se kuvaa perusjoukosta lasketun tuntemattoman parametriarvon sijaintia.
Yleisin kaytetty luottamusvali on 95 %, joka saadaan estimoidun keskivirheen ja t-ja-
kauman 95 % jakaumapisteiden avulla. Taman lisaksi voidaan myds kayttdd muun mu-
assa 90 %, 99 % tai 99,9 % luottamusvalia. (Tilastokeskus.)

Keskiarvo ilmoittaa, mihin kohtaan muuttujan jakauman keskikohta mitatulla alueella

asettuu. Se on niin sanotusti keskiluvuista kaikkein yleisin. Keskihajonta eli SD puoles-
taan kertoo, kuinka keskittyneitd havainnot ovat eli kuinka kaukana havainnot ovat kes-
kimaarin keskiarvosta. Keskimaaraisen etaisyyden ollessa suurempi, on myds jakauma

vahemman keskittynyt. (Tilastokeskus.)

Variaatiokerroin eli CV% on tilastollinen hajontaluku, jota pystytdan hyédyntamaan jat-
kuvien muuttujien vertailussa. Se saadaan laskemalla rinnakkaisten tuloksen keskiha-

jonta, joka jaetaan rinnakkaisten tulosten keskiarvolla. Variaatiokerroin ilmaistaan
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yleensa prosenttilukuna. (Tilastokeskus.) Kuviossa 4. on esitettyna Dahlbergin variaa-

tiokerroin, jota hyddynnettiin tulosten analysoinnissa.

Sd) = >d?
. 2n

Kuvio 3. Kaavasta saadaan Dahlbergin hajonta (S(d)), jossa lasketaan kahden eri mittauksen
erotusten nelildiden (d?) summa, jaettuna naytteiden lukumaara kerrottuna kahdella.
Naiden tulos laitetaan nelidjuureen. (Coelho & de Souza Galvao & Sato 2012.)

N
0

-100%

a

Kuvio 4. Kaaviossa lasketaan Dahlbergin hajonta jaettuna mittausten keskiarvojen keskiarvolla.
Tulos kerrotaan 100 %:lla, jolloin saadaan Dahlbergin variaatiokertoimen kaava (CV%).
Nain saadaan selville kahden eri tuloksen tasoero. (Tilastokeskus.)

5.6 Luvat ja tietosuojat

Opinnaytetydn tutkimuslupaa tulee hakea, jos kohteena ovat potilaat tai potilaista otetut
kudokset tai naytteet. Lisaksi tarvitaan opinnaytetyon tutkimuslupa, jos tutkimuksessa
kaytetdan HUS Diagnostiikkakeskuksen henkildkuntaa, tiloja, laitteita, tietojarjestelmia
tai rekistereita. (HUS.) Opinnaytetyon tutkimuslupaa haettiin HUSin ohjeiden mukai-

sesti heidan omilta verkkosivuiltaan.

Vertailutulokset haettiin MY+ ohjelmasta naytetunnisteella, jotka oli analysoitu Synla-
bissa. Naita tuloksia verrattiin verifioitavan laitteen tuloksiin, jolloin nahtiin myds potilai-
den tiedot. Tasta syysta tutkimusta ei ollut mahdollista toteuttaa anonyymina. Opinnay-
tetyOprosessin aikana kasiteltiin ihmisten henkilbtietoja. Niita ei ole liitetty tutkimukseen
eika ole julkaistu missaan. Opinnaytetyontekijoina allekirjoitimme HUS Diagnostiikka-

keskuksen salassapitosopimuksen.

Naytteita sailytettiin analysoinnin jalkeen osastolla pakastettuna suljetuissa, lapinaky-
mattdmissa riskijateastioissa noin kaksi kuukautta. Taman jalkeen ne havitettiin HUS
Diagnostiikkakeskuksen muun potilasjatteen mukana tietosuojattuna biologisena jat-
teena (Fortum). Tulokset jaivat HUS Diagnostiikkakeskukseen ja jatkossakin vain he
saavat kayttaa tietoja. Tuloksia kasitteli HUS Diagnostiikkakeskuksen vastuukemisti ja -
|aakari seka opinnaytetyon tekijat Emma Saari ja Jenna Koivula. Verifiointiprosessissa
saadut numeeriset tulokset sailytetdan, niin kauan kuin verifioitava menetelma on HUS

Diagnostiikkakeskuksen Erikoiskemialla kaytdssa. Potilastietoja sailytettiin vain tdaman
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opinnaytetydn suorittamisen ajan, kunnes verifiointiraportti hyvaksyttiin. Taman jalkeen

potilastiedot havitettiin tietosuojajatteeseen.

6 Tulokset

Seerumin inhibiini B-tutkimukselle oli asetettu 10 % laatutavoite verifiointisuunnitel-

massa. Tama tarkoittaa, etta sarjan sisaisesta (CVsis) ja sarjojen valisesta (CVay vari-

aatiosta laskettu mittausepavarmuus (uc=\/(CV5is%2 + CV,5,%%2)) saa olla enintdan 10
%. Passing-Bablokiin ja Bland-Altmanin analyyseihin kaytetyt tulokset on esitetty lit-

teessa 2.

6.1 Sarjojen valinen ja sisainen toistuvuus

Kontrolleja analysoitiin sarjojen valista toistuvuutta varten kahdesta eri kitista, joilla oli
eri erannumero eli LOT. Analysointi kertoja tuli yhteensa kuusi, joista neljassa oli sama
kitin eranumero (#072021) ja kahdessa eri kitin eranumero (#070622). Paadyimme
kayttdmaan vain yhden LOTin arvoja, jotta voimme vertailla niitd keskenaan. Paa-
dyimme valitsemaan LOTin, jolla oli toteutettu enemman analysointi kertoja. Taulu-

kossa 5 on selvyyden vuoksi kaytetty pyodristettyja lukuarvoja.

Taulukko 5.  Sarjojen valinen toistuvuus (LOT: #072021).
. .| Kontrolli I, | Kontrolli I, Kontrolli Il, | Kontrolli Il,
Analysointi L. L. . .
analysointi|analysointi| Keskiarvo analy- analy- |Keskiarvo2| LOT
vm.
s 1. 2. sointil. sointi2

19.12.2022 121 120 121 312 342 327 #072021
#072021

20.12.2022 130 129 129 312 333 323

21.12.2022 119 108 113 328 318 323 #072021

21.12.2022 114 108 111 331 325 328 #072021

Ka 119,0 325

s 7,1 2,44

CVval% 6 % 0,8 %

Sarjan valinen toistuvuus toteutettiin kahdella eri laadunohjausnaytteella - kontrolli |

(matala) ja Il (korkea). Kontrollit olivat jokaisessa analyysissa kuoppalevyn alussa seka
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lopussa. Laskimme tulosten keskiarvot ja ndiden keskiarvojen keskiarvot, seka hajon-
nat, joiden perusteella saimme sarjojen valiset variaatiokertoimet. Kontrollille | saimme

variaatiokertoimeksi 6 % ja kontrollille Il kertoimeksi 0,8 %.

Liitteessa 1 on rinnakkain analysoitujen 36 naytteen tulokset ja taulukoissa 6 on esitet-
tyna esimerkkituloksia. Sarjan sisainen variaatio tutkittiin analysoimalla 36 naytetta rin-
nakkaismaarityksina (A ja B). Sarjan sisaiseksi variaatiokertoimeksi saatiin 4,6 % Dahl-
bergin kaavalla laskemalla parinaytteiden CV% ja ndiden CV%:en keskiarvo. Variaatio-

kerroin pysyi 10 % laatutavoitteessa ja on ndin hyvaksyttavassa marginaalissa.

Taulukko 6.  Rinnakkaisten analysointien matalimmat ja korkeimmat eroprosentit.

Nayte A B Nayte A B

(<1 %) (ng/1) (ng/1) (>10 %) (ng/1) (ng/1)
2. 349,642 349,946 3. 32,247 20,896
4. 86,187 85,975 15. 73,389 65,864
22. 491,592 493,066 23. 52,169 43,796
31. 32,619 32,626 33. 373,026 421,063
36. 395,543 395,670 34, 32,068 18,913

Taulukkoon 6. on vasemmalla kerattyna parhaimpia mitattuja tuloksia. Naissa mittaus-
ten valinen ero on alle 1 % eli ovat I&hes identtisid. Oikealla puolella on esitetty arvoja,

jotka poikkeavat eniten toisistaan. Naiden eroprosentti on yli 10 %.

6.2 Kahden menetelman vertailu

Passing-Bablok-regressio on tekniikka kahden menetelman vertaamiseksi, jolla nah-
daan tuottavatko ne samanlaisia tuloksia vai eivat (MedCalc 2022). Kuviossa 5 naky-
van suoran yhtalé on y=1,077 (0,9961 to 1,142) x — 3,482 (-8,673 to 1,330), jonka kul-
makerroin on 1,077 ja leikkauspiste on —3,482. Koska seka kulmakertoimen etta vakion

95 % luottamusvali sisaltaa 1:n, ei tulosten valilla ole suhteellista eikd vakioeroa (bias).
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Passing-Bablok
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y =1,077x - 3,482
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Kuvio 5. Passing-Bablok kuvaaja. x-akselilla on HUS Diagnostiikkakeskuksessa analysoidut tu-
lokset ja y-akselilla on Synlabista saadut tulokset.

Bland-Altman kuvaaja on graafinen menetelma kahden mittaustekniikan vertaamiseksi
(MedCalc 2022). Kuvio 6 rajat saadaan laskemalla kahden mittauksen valisen eron
keskiarvo seka keskihajonta. Kuviossa Y-akselissa on kahden parillisen mittauksen va-

linen erotus (Synlab - HUS) ja X-akselilla on mittausten keskiarvo ((Synlab + HUS) /2).

Kuviossa 6 on selvitetty kahden menetelman absoluuttinen ero. Tulosten eron kes-
kiarvo on -4 ng/l, joka tulee kaikkien tulosten erotusten keskiarvosta. Tulokset siis eroa-
vat keskimaarin 4 ng/l toisistaan. Kuviossa LoA= -62,77-54,87. LoA=limits of agree-

ment on raja, joiden sisdan 95 % eroista asettuu.
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Bland-Altman
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Absoluuttinen ero Balnd-Altman kuvaaja.

Kuviossa 7 on selvitetty suhteellinen ero. Kuvaajassa on 95 %, joka kuvaa sita valia,

johon laskettu ero 95 % todennakdisyydellda osuu. Koska Cl sisaltda nollan, menetel-

malla ei ole tilastollisesti merkitsevaa vakioeroa. 95 % luottamusvali ulottuu -99 %—-117
%. Ero-% Bland-Altman kuvaajassa 9,3 % (95 % CI x-y).

Bland-Altman
225%
°
__175% ®
X
SV 125% @ecccccccccccccccccccccccceceea== -2
o 759 ‘. - <@=-95% ClI
o o ° (-99% to
@ 25% ) . e o 117%)
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© @ = o > > > > > - - - - - - -@ (9,3%)
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n
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Synlab (ng/l) + HUS (ng/l) / 2
Kuvio 7. Suhteellinen ero Bland-Altman kuvaaja.

7 Pohdinta

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli itse verifioida Erikoiskemian avustuksella seerumin

inhibiini B tutkimus Dynex DS2 laitteelle. Ohjelmoinnin seka useiden mittausten jalkeen
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laite ei kuitenkaan toiminut halutulla tavalla ja syyta tahan emme tienneet viela silloin.
Aikataulullisien syiden takia paatimme, etta Erikoiskemialta heidan oma kemistinsa sel-
vittaisi tilannetta, miksi laite ei toiminut halutulla tavalla. Syy huonoihin mittaustuloksiin
I6ytyi laitteesta. Laitteen pipetoidessa reagensseja kavi sama pipetointikarki vuorollaan
jokaisessa reaktiokaivossa liian syvalla. Paatimme tassa kohtaa, etta Erikoiskemian ke-
misti jatkaa inhibiini B naytteiden analysointia laitteen huollon jalkeen. Verifiointi raportti
suoritettiin my6s taman takia Erikoiskemian toimesta. Yhteistyd kemistien kanssa ol
jarkevinta, jotta aikataulu inhibiini B tutkimuksen omaan tuotantoon saamisessa ei vii-
vastyisi likaa. Vaikka emme paasseet suorittamaan koko prosessia alusta loppuun, ko-
emme kuitenkin, ettd saimme hyvan kokonaiskuvan verifioinnin toteuttamisesta, seka

Dynex DS2 laitteen ohjelmoinnista ja naytteiden analysoinnista.

7.1 Tulosten tarkastelu

Sarjan sisainen variaatio toteutettiin analysoimalla potilasnaytemateriaalista rinnakkais-
naytteita ja laskemalla niista variaatiokerroin. Nain saimme tietaa, minka verran tulok-
set vaihtelevat yhden analyysisarjan sisalla. Tulokset olivat hyvaksyttavissa asetettujen
laatutavoitteiden rajoissa. Sarjojen valisen variaation laskemiseksi vertailimme kontrolli-
naytteiden tuloksia, jotka oli analysoitu samalla analysaattorilla kaksi kertaa perakkain
saman paivan aikana. Myods nama tulokset olivat laatutavoitteen mukaisia. Tulosten
vaihteluvali ei erottunut liikkaa eri analysointi kerroilla. Kontrolli | sarjojen valinen variaa-
tiokerroin oli isompi kuin kontrolli Il. Taman johtuu siita, etta alhaisilla pitoisuuksilla
vaihtelu on prosentuaalisesti isompaa. Sarjan siséisella ja valisella variaatiokertoimella
selvitettiin menetelman toistettavuutta. Tulosten perusteella voidaan tulkita analysaatto-

rilla saatuja tuloksia toistettavina.

Bland-Altman seka Passing-Bablok-analyyseissa vertailtin HUSissa saatuja verifioita-
van laitteen potilastuloksia Synlabissa saatuihin tuloksiin. Vertailemalla tuloksia nahtiin,
ovatko HUSissa saadut tulokset vertailukelpoisia Synlabissa saatuihin tuloksiin. Pas-
sing-Bablokin kuvaajassa (kuvio 5.) nakyy, ettd HUSissa saaduista tuloksista laskettu
lineaarinen suora ei juurikaan poikkea kuvasta nakyvasta tavoiteltavasta suorasta. Me-
netelmien valilla ei ole tilastollisesti merkitsevaa eroa. Kuvaajassa nakyvat tulosten va-
liset erotusten pisteet ovat sijoittuneet lIahelle lineaarista suoraa. Poikkeuksena on yk-
sittainen arvo, joka sijoittuu kauemmaksi suorasta, joka tekee siitd poikkeavan arvon.

Tata ei kuitenkaan pideta merkittdvana, koska se on yksittainen poikkeama.

Bland-Altmanin absoluuttisessa kuvaajassa (kuvio 6.) punainen keskiviiva kuvaa mene-

telmien valisen eron keskiarvoa (ka = 4 ng/l). Kuvaajassa y-akselilla on erotus kahden
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menetelman valilla ja x-akselilla on pitoisuus. Se kuvaa, millainen ero on pitoisuuden
suhteessa. Mikali korkeilla pitoisuuksilla ero olisi suurempi kuin matalilla, sinisten pistei-
den pilvi taipuisi. Ei ole merkitysta liikutaanko korkeilla vai matalilla pitoisuuksilla mit-
taustulosten ero on molemmissa samaa suuruusluokkaa. Bland-Altmanin suhteelli-
sessa kuvaajassa (kuvio 7) luottamusvali 95 % CI kuvaa sita valia, johon laskettu ero
95 % todennakdisyydelld osuu. Suhteellinen ero-% on 9,3 %. HUSIn kaytettavan me-
netelman tulostaso eroaa Synlabissa kaytetystda menetelmasta 9,3 % eli tulokset ovat
HUSissa korkeampia kuin Synlabissa. Tulokset sisaltavat satunnaisvaihtelua. Bland-
Altman kuvaajassa havaitaan myds yksi poikkeava arvo. Poikkeava arvo on havainto
arvo, joka poikkeaa muista vastaavista havainto arvoista, seka voi vinouttaa kuvaajaa.
Usein poikkeavan arvon syy selvitetdan ja se voidaan poistaa, mutta tassa tapauk-
sessa paadyimme pitdmaan arvon, koska se ei merkittavasti muuta kuvaajaa tai mei-

dan lopputulostamme.

7.2 Luotettavuus

Luotettavuus eli reliabiliteetti iimaisee sen, kuinka luotettavasti ja toistettavasti kaytetty
menetelma mittaa haluttua ilmiéta (Avoin tiede 2018). Opinnaytetydn luotettavuus taa-
taan noudattamalla hyvia tieteellisia kaytantoja. Hyviin tieteellisiin kaytantoihin tutki-
muksessa kuuluu tiedeyhteison tunnustaminen ja toimintatapojen noudattaminen. Nii-
hin sisaltyy rehellisyyden, huolellisuuden ja tarkkuuden noudattaminen tutkimustyossa,
tulosten tallentamisessa ja esittamisessa, seka tutkimusten ja niiden tulosten arvioin-

nissa. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2021.)

Opinnaytetydssa kaytettiin useita luotettavia tiedonlahteita, kuten tieteellisia artikkeleita
tutkimusaiheestamme. Pidimme huolta siita, ettd olimme I&hdekriittisia tydskennellessa

ja vertailimme eri lahteiden tietoja keskenaan, varmistaaksemme tydn luotettavuuden.

Naytelaatua opinnaytetydssa voidaan pitada luotettavana. Naytteet olivat potilasnayt-
teita, jotka oli jaettu kahteen erotteluputkeen. Nain ollen naytteiden vastaanotto kasitteli
naytteitd samalla tavalla kuin potilasnaytteita. Analysointivaiheessa analysoitiin 91 eri
inhibiini B pitoisuuden omaavaa seeruminaytetta eri kertoina. Analysointiin saatiin hyvin
naytteitd matalista, keskitasosta ja korkeista pitoisuuksista. Aina ei ole mahdollista
saada monelta eri pitoisuudelta naytteita verifiointiin. Tama lisasikin verifioinnin luotet-
tavuutta. Sarjojen vélinen toistuvuus laskettiin analysointikerroista, joissa analysoitiin
kaksi eri tasoista kontrollia neljana eri paivana. Tuloksista laskettiin sarjojen valinen va-

riaatiokerroin, jota verrattiin laatutavoitteeseen. Vaikka tulokset ovat tavoitelluissa ar-
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voissa, analysointikertoja olisi voinut olla enemman osoittamaan toistettavuutta. Toi-
sella kitin eralla analysoiduista kontrolleista laskettiin myos sarjan valisen variaation ja
tulos oli laatutavoitteen mukainen. Tuloksia voidaan pitaa toistettavina. Sarjan sisdinen
toistettavuus laskettiin 36 naytteesta, jotka analysoitiin kahdella eri naytteella. Nayte-
maaraa voidaan pitaa luotettavana lukumaarana sarjan sisaisen variaation arviointiin.
Tutkimuksesta vastaava laakari teki lopullisen arvioin siita, oliko naytteiden skaala tar-

peeksi iso, jotta voitiin luotettavasti ottaa kayttodon uusi menetelma.

7.3 Eettisyys

Bioanalyytikko kasittelee kaikkea ndytemateriaalia eettisen ohjeen mukaan naytteen-
luovuttajan yksityisyytta ja oikeuksia kunnioittaen. Bioanalyytikko kayttaa vain hyvak-
syttyja menettelytapoja ja kantaa vastuun laboratoriotutkimusten luotettavuudesta seka
laadusta tutkimusprosessin aikana. Jos tutkimuksen aikana tulee ilmi sellaisia seikkoja,
jotka eivat vastaa tutkimukselle asetettuja vaatimuksia, esimerkiksi naytteenoton, nayt-
teiden kuljetuksen tai analysoinnin aikana tulee siita ilmoittaa tutkimuksen pyytajalle.
Bioanalyytikoiden velvollisuutena on kehittaa seka yllapitada ammattitoimintansa edellyt-
tamaa osaamista ja oppia uusia tieteellisin menetelmin tutkittuja toimintatapoja. Tavoit-
teena bioanalyytikoiden toiminnassa on asiakkaan oikeuksien kunnioittaminen ja hei-

dan hyvinvointinsa. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017.)

Opinnaytetytssa kasiteltiin pseudonymisoituja henkildtietoja sisaltavaa materiaalia.
Pseudonymisointi tarkoittaa henkilotietojen kasittelemista niin, etta henkilotietoja ei pys-
tytad yhdistdmaan tiettyyn henkildon ilman lisatietoja. Tallaiset lisatiedot sailytettiin huo-
lellisesti erilladn henkildtiedoista tydn aikana. Henkildtietoja ovat kaikki ne tiedot, jotka
kohdistuvat tunnistettuun tai tunnistettavissa olevaan luonnolliseen henkiléén. Tieto-
suoja on kaikkien perusoikeus, joka turvaa oikeuksien ja vapauksien toteutumisen kasi-
teltdessa henkildtietoja. Henkilttietojen kasittelyn tulee aina perustua lakiin. (Tietosuo-

javaltuutetun toimisto.) Tydskentelyssa kunnioitettiin ja noudatettiin tietosuojalakia.

Naytemateriaalin kerdaminen tapahtui syksylla 2022 1aakarin maaradamana, osana poti-
laan hoitoa. Naytteet olivat yljadmanaytteita, joista oli etukateen maaritetty inhibiini B
tulos Synlabissa. Taman vuoksi lupaa naytteenottoon ei tarvittu potilaalta, eika siita koi-

tunut mydskaan ylimaaraista haittaa potilaalle.
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7.4 Tulosten hydodyntaminen

Saatujen tulosten perusteella pystyttiin luotettavasti ottamaan HUS Diagnostiikkakes-
kuksen Erikoiskemialle kayttdon inhibiini B-tutkimus. Tutkimus on talla hetkella kay-
téssa HUSIn omassa tuotannossa. Opinnaytetyon valmistumisen jalkeen Erikoiskemia
saa opinnaytetyossa tuotetun materiaalin heidan omaan kayttoonsa, jota he pystyvat
hyddyntamaan muun muassa opetusmateriaalina. Tulokset julkistetaan esittamalle ne

ammattiyhteisdlle osastokokouksessa.

7.5 Kehittamisehdotukset

Verifiointisuunnitelman olisi voinut aloittaa tekemaan aiemmin ja varata siihen enem-
man aikaa. Jos suunnitelma olisi ollut laajempi niin itse tyon tekemiseen ja kirjoittami-
seen ei olisi kulunut niin paljoa aikaa. Koimme my0s, etta ohjaussuunnitelman tekemi-
seen ja koululta tullut aikataulu olisi voinut olla selkeampi. Tama olisi selkeyttanyt oman
aikataulun tekemista. Kohdallemme sattunut laitteen pipetointivirhe huomattiin vasta,
kun olimme jo analysoineet muutaman kerran naytteita. Taman olisi voinut huomata
aiemmin, ja saada laitehuollon nopeammalla aikataululla. Laite viasta ja lisaksi harjoit-
teluiden eriaikaisuudestakin johtuen aikataulumme muuttui niin, ettd emme ehtineet
itse analysoida naytteita. Onneksi kuitenkin Erikoiskemian kemisti pystyi analysoimaan
naytteet ja lahettdmaan meille datan. Viestintdan olisimme voineet panostaa enemman

paremman lapinakyvyyden takaamiseksi.

7.6 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetyon aihe saatiin HUS Diagnostiikkakeskuksen Erikoiskemialta. Opinnayte-
tyota Iahdettiin tydstamaan nopeasti, koska aihe oli mielenkiintoinen. Tyon edetessa
huomamattiin, kuinka laaja opinnaytetyon aihe on. Opinnaytetyd on pitka prosessi, joka

vaatii hyvaa aikataulutusta, seka kykya koko prosessin hahmottamiseen.

Ennen kuin paastiin analysoimaan naytteita, taytyi meidan ohjelmoida tietokoneelle ha-
luttu menetelma. Tahan saimme ohjeistusta kemistilta, seka kitin mukana tulleesta ma-
nuaalista. Manuaalissa oli kasimenetelmalla tehtavan analyysin vaiheet, jonka mukaan
rakensimme tietokoneelle analysointiohjelman. Muokkasimme sita analysaattorille sopi-
vaksi. Saimme ohjelmoinnilla kokemusta analysaattorin kaytdsta ja ohjelmoinnin toteu-
tuksesta. Taman lisaksi se kasvatti ymmarrystdmme menetelmasta. Saimme koke-

musta myos tutkimuksen verifioimisesta seka sen kayttdédnottamisesta laboratorioon.
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Koemme, ettd tdma on tuonut lisda valmiuksia tydelamaan vastaavanlaisten tdiden te-
kemisesta. Lahitulevaisuudessa mahdollisesti julkaisemme opinnaytetydsta artikkelin

Suomen kliinisen kemian yhdistyksen Kliinlab-lehdessa.

Opinnaytetyo oli kokonaisuudessaan iso oppimisprosessi. Tyo antoi arvokasta koke-
musta tutkimuksen verifioinnista, siina kaytettavastd menetelmasta ja laitteesta. Tyos-
kentely Erikoiskemialla antoi valmiuksia siirtya tydelamaan opintojen paatyttya. Lopuksi
haluamme yhdessa kiittda koko Erikoiskemian henkildkuntaa ja meidan kanssamme

tydskennelleitd kemisteja seka opinnaytetydn ohjaavaa opettajaa.
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Liite 1.

Rinnakkaisten analysointien (n=36) tulokset

A B
Nayte

(ng/1) (ng/1)
1 169,134 164,134
2 349,642 349,946
3 32,247 20,896
4 86,187 85,975
5 237,708 226,282
6 27,708 21,620
7 100,043 96,871
8 37,537 35,627
9 237,838 243,327
10 138,949 136,057
11 66,481 67,974
12 247,629 253,683
13 43,747 39,144
14 403,925 393,926
15 73,389 65,864
16 82,689 89,183
17 56,716 53,120
18 159,693 163,621
19 213,312 228,310
20 26,859 30,088
21 478,879 544,009
22 491,592 493,066
23 52,169 43,796
24 172,857 182,612
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Liite 2.

Passing-Bablok ja Bland-Altman analyysien naytteiden tulokset.
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