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STEROIDIHORMONIEN
MAARITTAMINEN MASSASPEKTRO-
METRIALLA, MENETELMAN HYODYT
VERRATTUNA IMMUNOLOGISIIN

MENETELMIIN

TEKSTI Anne Tykkyliinen ja Jaana Holappa-Girginkaya

1 JOHDANTO

Oikean analyysitekniikan valinta on heriittinyt paljon
keskustelua viime vuosien aikana miiritettiessi ste-
roidihormoneja. Immunologia (IA) ja nestekromato-
grafia-tandemmassaspektrometria (LC-MS/MS) ovat
yleisimmin kiytossd olevat menetelmat kliinisissa la-
boratorioissa maailmanlaajuisesti. N&itd menetelmii
on tutkittu paljon ja on olemassa uscita kansainvilisia
julkaisuja, joissa naiden menetelmien sopivuutta ste-
roidihormonien mm. kortisolin, estradiolin ja testos-
teronin mairittimiseksi on vertailtu ja arvioitu. Tai-
min kirjallisuuskatsauksen tarkoituksena on syventii
tictoa yleisesti steroidihormonien méiirittimisesti seki
vertailla menetelmien hyotyja ja haittoja yleisella ta-
solla.

Steroidihormonien tutkimisella on merkittivi rooli
mm. selvitettiessd endokrinologisia sairauksia. Joissa-
kin sairauksissa veren hormonipitoisuudet vaihtelevat
ja voivat olla siten hyvin pienid. Tamd asettaa kaytettii-
ville menetelmille erityisvaatimuksia sensitiivisyydessi
ja spesifisyydessi. Tarkkoja mittaustuloksia tarvitaan
oikean diagnoosin tueksi ja potilaan hoitamiseksi [1, 2].

Oikean menetelmin valinta steroidihormoneja mi-
tattaessa ci ole kuitenkaan niin yksiselitteistd, silli mo-
lemmilla menetelmilld on emat hyvit ja huonot puo-
lensa. Monessa kliinisessd laboratoriossa kiytetiiin
automaattianalysaattoria, esimerkiksi testosteronin
miiritykseen, ja niin sanottua suoraa immunologista

menetelmii, jossa analyysi tehddin ilman niaytteen esi-
kisittelyvaihetta. Timi analyysitekniikka on nopea ja
kitevd mutta sen on huomattu olevan epitarkka alhai-
sia pitoisuuksia mitattaessa mm. erilaisten ristireakti-
oiden vuoksi. Timi onkin yksi syy sithen, miksi mas-
saspektrometriaan perustuvien menetelmien kiytto on
lisddntynyt moninkertaiseksi viimeisimmin vuosikym-
menen aikana |2].

Nestekromatografia yhdistettyna tandemmassas-
pektrometriaan on osoittautunut tehokkaaksi tytka-
luksi ja se tulee muuttamaan steroidihormonien ana-
lysointitapaa kliinisissd laboratorioissa. Tekniikan
kehittymisen myoti titid menetelmia kiytetiin yhi
enemmin korvaamaan immunologisia menetelmia.
Markkinoille on tullut uusia kaupallisia sovelluksia ko-
konaisten steroidihormonipancelien madrittimiscksi ja
timd puolestaan tuo lisdd tyokaluja sairauksien diagn-
0sointiin ja seurantaan [3].

Erilaiset asiantuntijoiden julkaisut ja ammattikun-
tien kannanotot steroidihormonien mairittimisesti,
kuten esimerkiksi testosteronia mitattaessa, ovat yhti
mielti siitd, ettd eri menetelmien vililli on liikaa vaihte-
lua ja epitarkkuutta. Timin vuoksi mm. testosteronitu-
losten tarkkuuden ja luotettavuuden parantamiscksi on
perustettu hormonien standardointiohjelma (HoSt) [2].
Steroidihormonianalytiikan ja sen laadun parantami-
seksi tarvitaan jatkossakin lisdd asiantuntijoiden vilista
verkostoitumista ja yhteistyoti [4].
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2 STEROIDIHORMONIT

Hormonit on jaettu kemiallisen luonteensa perusteella
kahteen paaryhmain: vesiliukoisiin peptideihin tai
aminohappojohdannaisiin seki rasvaliukoisiin koles-
terolista syntyneisiin steroidihormoneihin. Veren hor-
monipitoisuudet ovat tyypillisesti hyvin pienii ja ne
vaihtelevat hormoneittain (1 pmol/l = 1 pmol/l). Kunkin
hormonin pitoisuus veressi on riippuvainen sen sitoutu-
misvoimakkuudesta reseptoriproteiiniin seki sen rytmi-
sestd piirteestd, kuten esimerkiksi vuorokausivaihtelusta
(kortisoli) tai kuukautiskierrosta (steroidihormonit) [5].
Steroidihormoneita erittyy mm. lisimunuaisista, suku-
puolirauhasista ja istukasta [5]. Ne ovat tarkeissa ase-
massa nestetasapainon saitelyssi, aineenvaihdunnassa,
stressivasteessa ja sukupuolisten ominaisuuksien kehit-
tymisessi [6].

Steroidihormonit ovat pienimolekyylisid, rasvaliu-
koisia ja valtaosa niistid on sitoutuneena verenkierrossa
spesifisiin kuljettajaproteiineihin (CBG eli kortikosteroi-
deja sitova globuliini ja SHBG eli sukupuolihormoneja
sitova globuliini). Vain pieni osa steroidihormoneista on
vapaana verenkierrossa [5]. Jos spesifinen kuljettajapro-
teiini puuttuu synnynndisesti, huolehtivat muut elimis-
ton proteiinit hormonien kuljettamisesta [1].

Steroidihormoneja ja niiden metaboliatuotteita on
tutkittu useiden vuosikymmenien ajan. Tekniikan kehit-
tymisen myota voidaan nykyisin yksittdisten steroidi-
hormonien lisiksi maarittid kokonaisia steroidihormo-
nipaneeleita [6]

3 MASSASPEKTROMETRIA
STEROIDIHORMONIEN MAARITTAMISESSA
Massaspektrometriaa on kiytetty steroidihormonien
tutkimiseen jo 1930-luvulta lihtien. Erityisesti ste-
roidihormonimetabolian tutkiminen ja virtsan steroi-
dihormoniprofiilin méarittiminen mahdollistuivat
1960-luvulla kaasukromatografia-massaspektrometrian
(GC-MS) kehittyessa. Steroidihormonien analysointiin
saatiin lisaa herkkyyttia kvadrupolimassa-analysaatto-
rin, nestekromatografian (LC) sekd parempien naytteen
uuttotekniikoiden myota 1980 — 1990-luvuilla [7].
Nestekromatografiassa niytteen sisaltimat analyytit
(steroidihormonit) erotellaan hairitsevistd yhdisteista
niiden polaarisuuden perusteella kiyttien kolonneja.
Steroidihormonit sitoutuvat kolonnin kiintedin faasiin,
josta ne eluoidaan muuttamalla liikkkuvan faasin polaa-
risuutta. Analyyttien kromatografisen erottelun jilkeen
niiyte muutetaan ionimuotoon massaspektrometrin io-
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nilihteen avulla. Naiti ionildhteitid ovat mm. ESI-ioni-
lahde (electrospray ionization) eli sahkésumutusionisaa-
tio seckd APCl-ionilihde (atmospheric pressure chemical
ionization). lonit kulkevat kaasufaasin mukana mas-
sa-analysaattoriin, jossa kvadrupolit pilkkovat ja erot-
televat ionit niiden massan perusteella [4, 7, 8]. Talla
analyysitekniikalla saadaan lisittyd menetelman spesifi-
syytta [2].

3.1. LC-MS/MS-menetelman hyodyt ja haitat

Nykyisin kliinisissd laboratorioissa kdytetdian kaasuk-
romatografiaa yleisemmin nestekromatografia-tan-
dem-massaspektrometria (LC-MS/MS) kolonnien kehit-
tymisen, HPLC (high pressure liquid cromatography)
-tekniikan seki helpomman niytteen esikasittelyn
vuoksi. Naytteen esikasittely on valttimatonta proteii-
nien poistamiseksi ndytteesti. Se pienentda matriisin vai-
kutusta ja pitda MS-laitteen puhtaampana [7]. LC-MS/
MS-menetelmastd on tullut yha suositumpi pienimole-
kyylisid steroidihormoneja mairitettidessd sen monien
hyodyllisten ominaisuuksien vuoksi. Muun muassa ana-
lyysiin tarvittavat niytemairit ovat pienempii ja analy-
sointiajat lyhyempia. Lisiksi menetelmin spesifisyys on
kehittynyt entisestdin ja silld pystytddn maarittimaan
useita steroidihormoneja kerrallaan seka tekemaan mit-
tauksia laajalla pitoisuusalueella (Taulukko 1) [3].

Steroidihormoneja analysoitaessa LC-MS/MS-me-
netelmin kayttéonotto vaatii yksittdisten steroidihor-
monien validoinnin. Validointi tehdadin kullekin ste-
roidihormonille tutkimalla erilaisia parametrejd, kuten
esimerkiksi selektiivisyys, sensitiivisyys, toistettavuus,
ja matriisivaikutus. Viimeisten vuosikymmenien aikana
menetelmien suorituskyky ja luotettavuus ovat parantu-
neet huomattavasti niiden laatuun vaikuttavien kritee-
rien seurauksena [7].

LC-MS/MS-menetelmassi on kuitenkin edelleen
kehitettavaa liittyen standardointiin eri laboratorioi-
den vililla. Kaikille steroidihormoneille ei nimittiin ole
saatavilla kaupallista sertifioitua standardia, joten ne
tiytyy valmistaa itse. Lisiksi kaikilla laboratorioilla ei
ole aikaa ja teknisid taitoja niiden standardien tekemi-
seen. Tama aiheuttaa tulostasoeroja laboratorioiden vi-
lille (Taulukko 1). Siksi standardien yhdenmukaistami-
nen olisi ddrimmdisen tirkeda spesifisyyden ja LC-MS/
MS-menetelmin laajemman kdyttoonoton kannalta [3).

Useiden eri lihteiden mukaan LC-MS/MS-laitteiden
kayttod pidetain hankalana. Tama johtuu todennikéi-
sesti siitd, ettd suuri osa laboratorioista on automatisoi-



tuja ja siksi henkildstén analyyttiset taidot ja tietotaso
tiltid osin puutteellisia. LC-MS/MS-tekniikan kehityksen
mydta laitteen kiytto on kuitenkin yksinkertaistunut ja
ylldpitohuolto helpottunut. Hyvi perchdytys mahdol-
listaa massa-analysaattorien kdyttéonoton laajemmalti
myds kiireisissd rutiinilaboratorioissa. Esimerkiksi Fte-
li-Manchesterin yliopistollisessa sairaalassa kliinisen
kemian laboratoriossa laitteet ovat piivystyslaborato-
rion rutiinikdytossid. Henkilkunnan taitotasoa pide-
tadn ylla riittavilla tyokierrolla [7].

4 IMMUNOLOGIA STEROIDIHORMONIEN
MAARITTAMISESSA

Immunologisia menetelmii on kiytetty steroidihormo-
nien tutkimiseen jo lihes 50 vuotta. Kyseinen mene-
telmi perustuu immunologiaan, jossa tutkittavan ana-
lyytin miiri saadaan selville merkkiaineella leimatun
antigeenivasta-ainercaktion avulla. Steroidihormonien
mairittimisessd kiytetyt immunologiset menetelmit
ovat ELISA (enzyme-linked immunosorbent assays),
FIA (fluoroimmunoassays) sekd RIA (radioimmunoas-
say) [9, 10].

4.1 Immunologisten menetelmien hyodyt ja haitat
Immunologiset menetelmiit soveltuvat kiytettiviiksi
suurien automaatiolaboratorioiden lisiksi myos pienissa
laboratorioissa, silli ne ovat helppokayttéisii. Mark-
kinoilla on saatavilla eri valmistajien kehittimii sovel-

luksia ja reagensseja. Laitteet ovat automatisoituja, jo-
ten analyysien suorittaminen on suhteellisen edullista.
Naiytteet civit vaadi esikisittelyd, joten potilaan hoi-
toon tarvittavat vastaukset saadaan nopeasti. Tulokset
ovat luotettavia laadunvalvonnan ollessa kidytossad (Tau-
lukko 1) [7].

Immunologisten menetelmien suurimpia haittoja
ovat spesifisyyden ja herkkyyden puute johtuen risti-
reaktioista samankaltaisten molekyylien kanssa, mat-
riisivaikutuksista, steroideja sitovien proteiinien esiin-
tymisestd ndytteissd sekd laboratorioiden vilisista
standardoinnista johtuvista tulostasocroista (Taulukko
1). Aikaisemmin nima ongelmat saatiin eliminoitua
niytteen esikisittelylld, kuten esimerkiksi konsentroi-
malla tai uuttamalla. Nykyisissd niin sanotuissa suorissa
immunologisissa menetelmissi niytteiti ei kuitenkaan
esikisitelli [7].

Esimerkiksi sukupuolihormoneja, kuten testos-
teroni ja estradioli, méiritettdessd alhaisilla pitoisuuk-
silla immunologisen menetelmin tarkkuus ja herkkyys
ovat riittdmattémid. Kirjallisuuden mukaan timi tu-
lee esille etenkin naisten ja lasten testosteronindytteiden
kohdalla, silli hormonimairi on niissd pieni verrattuna
miesten ndytteiden testosteronitasoihin. LC-MS/MS-me-
netelmiillii on puolestaan riittiivi herkkyys havaita
naisten ja lasten alhaiset testosteronipitoisuudet, mutta
MS-menetelmien vililla saattaa esiintyd huomattavaa
standardoinnista johtuvaa vaihtelua |7].

MENETELMA LC-M5-MS 1A

= Korkea spesifisyys ja herkkyys

# Lyhyet analysointiajat * Hyvi spesifisyys, jos laadunvalvonta

» Useiden steroidihormonien analysointi kunnossa

samanaikaisesti * Nopeat vastausajat rutiinianalytiikassa

HYODYT * Referenssimenetelma » Menetelmin kiyttd ei vaadi erityiskoulu-

® Mittaukset laajalla pitoisuusalucella tusta

* Mahdollisuus pystyttidd omia menetelmii * Reagenssit helpost saaravilla

* Soveltuu pienille molekyyleille * Kohruullinen hinta

® Osaavan henkilokunnan puute ¢ Mahd?llincn SP.CSi.ﬁstF " ia Loty

- e . . puute johtuen ristircagoinnista

» Kaikille steroideille ci saatavilla kaupallista  Matriisivaikutuksct

HAITAT standardia -> tulostasocrot laboratorioiden

valilla
* Laitteistot kalliita

= Steroideja sitovat proteiinit
* Laboratorioiden valiset tulostasoerot
* Jatkuvasti muuttuvat reagenssit

Taulukko 1. LC-MS/MS ja 1A-menetelmien byodyt ja haitat.
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5 YHTEENVETO

Johtopaatokseni voidaan sanoa, ettd sekd massaspekt-
rometrialla ettd immunologisilla menetelmilld saadaan
riittAvin tarkkoja ruloksia steroidihormoneja mairitet-
tdessd, kun laadunvalvonta ja standardointi ovat kun-
nossa. Kirjallisuuden mukaan massaspektrometrialla on
kuitenkin parempi spesifisyys kuin immunologisilla me-
netelmilli ja lisiksi silld voidaan mdirittid matalampia
pitoisuuksia. Tamin vuoksi massaspektrometria sovel-
tuu referenssimenetelméksi. Kyseinen menetelmi ei kui-
tenkaan vield sovellu kiytettiviksi kultaisena standar-
dina, silld eri tutkimusten mukaan laadunvalvonnassa
ja menetelmin validoinnissa on edelleen puutteita. Tilla
hetkelld kaikille yksittiisille steroidihormoneille ei kui-
tenkaan ole saatavilla kaupallisia standardeja. Tulevai-
suudessa yksittdiset steroidihormonit tulisikin validoida
kiyttien kaupallisia standardeja, jotka ovat kaikkien la-
boratorioiden saatavissa ja jotta laboratorioiden vilisii
tulostasoeroja saataisiin tasoitettua.

Vaikka LC-MS/MS-menetelmi on yleensi spesifi-
sempi ja herkempi, ei se voi korvata immunologisten
menetelmien tarvetta tiysin. Pienissd kliinisissi labo-
ratorioissa ja piivystyslaboratorioissa nimittiin tarvi-
taan yha immunologisia maarityksia rutiinimittauksissa,
silli nopeat vastaukset, laitteen helppokiyttiisyys ja
kustannustehokkuus ovat avainasemassa. LC-MS-MS-
menetelmi sopii puolestaan paremmin kiytettavaksi
suurempiin keskuslaboratorioihin, joissa on riittévisti
henkilékuntaa ja osaamista laitteen ja analytiikan ylla-
pitimiseksi.

Anne Tykkyliinen, laboratorioboitaja, kliinisen
asiantuntijan tutkinio-objelma, Savonia-ammatti-
korkeakoulu

Jaana Holappa-Girginkaya, tohtorikoulutettava,
terveystieteiden maisteri, bioanalytiikan lehtori,
Oulun ammaitikorkeakoulu
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