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Taman opinnaytetyon tavoitteena oli verifioida Randoxin valmistama lipoproteiini (a) -
menetelma Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) Biomarkkerit-laboratorion kayt-
toon. Verifioitava menetelma on immunoturbidimetrinen, ja sita mitataan Architect
c8000 -analysaattorilla.

Edellinen Quantian valmistama menetelma perustui massayksikoihin, eika ottanut
huomioon Lp(a)-partikkelin koon merkittavaa vaihtelua. Seka ihmisten valilla etta yk-
silGilla esiintyy eri kokoisia Lp(a)-partikkeleita. Uusi menetelma perustuu molaarisiin
yksikaihin ja ottaa huomioon partikkelin heterogeenisyyden.

Verifioinnissa maaritettiin sarjan sisainen ja sarjojen valinen toistettavuus, tarkkuus ja
laajennettu mittausepavarmuus. Sarjan sisainen toistettavuus maaritettiin kolmelta eri
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mittausepavarmuus oli 8,2 % (k = 2).

Koska edellinen menetelma korvattiin uudella, verifiointiin kuului myés menetelma-
vertailu. Menetelmavertailun pooli- ja yksittaisnaytteiden tulokset kasiteltiin erikseen.
Molemmille piirrettiin Altman-Bland-kuvaajat ja regressiosuorat. Randoxin menetelma
antoi 0,75-1,50 mg/dL korkeampia tuloksia edelliseen Quantian menetelmaan verrat-
tuna. Regressiosuoran kulmakertoimet olivat 1ahella yhta ja selitysasteet erittain kor-
keat. Verifioitava menetelma antaa siis luotettavia ja vertailukelpoisia tuloksia.
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The aim of this thesis work was to verify the Lipoprotein (a) assay manufactured by
Randox for use in the Biomarkers Laboratory of the Finnish Institute for Health and
Welfare (THL). The method under verification is immunoturbidimetric and is meas-
ured on Abbott’s Architect c8000 analyzer.

The previous method manufactured by Quantia was based on mass units, which did
not consider the significant variation in the size of Lp(a) particles. These particles ex-
hibit varying sizes, both among individuals and within the same individual. The new
method is based on molar units, which takes into account the heterogeneity of the
particle.

In the verification process, intra- and inter-assay repeatability, accuracy and ex-
panded measurement uncertainty were determined. Intra-assay repeatability was de-
termined at three different levels, with coefficients of variation ranging from 1.01 %—
1.38 %. The values were compared to those provided by the manufacturer and fell
within the range of manufacturer’s reported values. Inter-assay repeatability was de-
termined at two different levels, with coefficients of variation of 6.16 % and 1.69 %.
Accuracy was determined based on Labquality control samples, with an average de-
viation of —6.0%. Expanded measurement uncertainty was determined for low and
high concentrations, as well as combined, which was 8.2 % (k = 2).

Since the previous method was replaced by the new one, method comparison was
also included in the verification. The results of the method comparison for pooled and
individual samples were analyzed separately. Altman-Bland-plots and regression
lines were drawn for both. The Randox method yielded results 0.75-1.50 mg/dL
higher compared to the previous Quantia method. The slopes of the regression lines
were close to 1, with very high coefficients of determination. Therefore, the verified
method provides realiable and comparable results.

Keywords: Atherosclerosis, Cholesterol, Lipoprotein, Lipoprotein (a),
Immunoturbidimetry, Photometry, Verification
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Lyhenteet

ELISA:

HDL:

IDL:

IFCC:

KIV-2:

LDL:

sdLDL:

SRM:

THL:

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, entsyymivalitteinen immu-
nosorbenttimaaritys. Immunokemiallinen menetelma, joka perustuu
antigeeni-vasta-aine-vuorovaikutukseen, joka havaitaan entsyy-

miaktiivisuuden perusteella.

High-Density Lipoprotein, korkean tiheyden lipoproteiini. Kuljettaa

kolesterolia kudoksista takaisin maksaan.

Intermediate-Density Lipoprotein, keskitason tiheyden lipoproteiini.
VLDL:n ja LDL:n valimuoto. Kolesterolia kuljettava lipoproteiini.

International Federation of Clinical Chemistry and Laboratory Medi-
cine. Kansainvalinen kliinisen kemian ja laboratoriolaaketieteen jar-

jesto.

Kattavuuskerroin. Vastaa 95 %:n luottamustasoa.

Kringle IV — 2. Proteiinidomeeni, joka |6ytyy apolipoproteiini (a):sta

ja vaikuttaa sen pituuteen.

Low-Density Lipoprotein, matalan tiheyden lipoproteiini. Kuljettaa ko-

lesterolia kudoksiin ja myos valtimon seinamiin.

Small Dense Low-Density Lipoprotein, pienitiheyksinen LDL-partik-
keli. Pieni ja tihea LDL-partikkeli, joka on yhteydessa sydan- ja veri-

suonitauteihin.

Standard Reference Material, standardireferenssimateriaali. Tar-
kasti maaritelty materiaali, jota kaytetaan mittalaitteiden kalibrointiin

ja testien luotettavuuden varmistamiseen.

Terveyden- ja hyvinvoinnin laitos.



VLDL: Very-Low-Density Lipoprotein, erittdin pienen tiheyden lipoproteiini

Kolesterolia kuljettava lipoproteiini.

WHO: World Health Organization, Maailman terveysjarjesto. Yhdistyneiden
Kansakuntien erityisjarjesto, joka vastaa kansainvalisesta kansan-

terveydesta.



1 Johdanto

Yleisin kuolinsyy Suomessa on valtimotautien aiheuttamat verenkiertoelinten
sairaudet. Ateroskleroosi eli valtimonkovettumatauti kehittyy, kun ylimaaraista
kolesterolia kertyy verisuonen seinaman sisaan, jossa se hapettuu ja laukaisee
paikallisen tulehdusreaktion. Valtimotautien riskien arviointiin on yleisesti kuulu-
nut LDL-, HDL- ja kokonaiskolesteroli- seka triglyseridimaaritykset. [1.] Vahem-
man huomiota on saanut lipoproteiini (a), vaikka sen kohonnut pitoisuus on itse-
nainen riskitekija ateroskleroosissa ja vaikuttaa arviolta 1,4 miljardiin ihmiseen

maailmanlaajuisesti. [2.]

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli verifioida Randoxin valmistama Lp(a)-me-
netelma Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) Biomarkkerit-laboratorion
kayttoon. Laboratorio on akkreditoitu ja toimii keskuslaboratoriona useissa koti-
maisissa ja kansainvalisissa tutkimushankkeissa. Verifioitava menetelma on im-
munoturbidimetrinen, ja sita mitataan Abbotin Architect-analysaattorilla. Edelli-
nen menetelma perustui massayksikdihin, mika ei ottanut huomioon Lp(a)-par-
tikkelin koon merkittdvaa vaihtelua. Uusi menetelma, joka perustuu molaariseen
yksikk66n, ottaa huomioon Lp(a):n koon vaihtelun ja antaa nain ollen tarkempia

tuloksia.

Uusi menetelma on jo valmistajan toimesta validoitu, joten ennen kayttoonottoa
suoritettiin verifiointi ja menetelmavertailu. Verifiointiin kuului kontrollinaytteiden
sarjan sisaisen ja sarjojen valisten toistettavuuden maarittdminen. Menetelman
tarkkuus maaritettiin Labqualityn laadunvalvontakierrosten perusteella ja mit-
tausepavarmuus laskettiin kayttamalla laajennettua mittausepavarmuuden las-
kentakaavaa. Verifiointiin kuului myos menetelmavertailu, jossa analysoitiin
naytteita rinnakkain vanhalla ja uudella menetelmalla. Menetelmavertailusta piir-

rettiin Altman-Bland-kuvaajat ja regressiosuorat.



2 Lipoproteiinit ja niiden vaikutus ateroskleroosiin

2.1 Lipoproteiinien vaikutus ateroskleroosiin

Yleisin kuolinsyy Suomessa on ateroskleroosien eli valtimotautien aiheuttamat
verenkiertoelinten sairaudet. Ateroskleroosi voi aiheuttaa sepelvaltimon, aivo-
valtimon tai alaraajojen valtimoiden tukkeutumista. [1.] Valtimotauti kehittyy vuo-
sien kuluessa, kun ylimaaraista kolesterolia alkaa kertymaan verisuonen seina-
man sisaan. Kolesterolin hapettuessa se laukaisee paikallisen tulehdusreaktion.
Tulehdussolut muuttuvat makrofageiksi eli sydjasoluiksi, jotka syovat hapettu-
nutta kolesterolia yrittaen siivota verisuonen seinamaa. Hapettuneesta koleste-
rolista tayttynyttd makrofagia kutsutaan vaahtosoluksi. Useat vaahtosolut muo-
dostavat rasvajuosteen. [3; 4.]

Kun makrofagit lopulta kuolevat syotyaan likkaa hapettunutta kolesterolia, niiden
keraama kolesteroli vapautuu muodostaen plakin ytimen. Plakin paalle muodos-
tuu sidekudosta. Makrofagit valmistavat metalloproteinaasia, joka on kollagee-
nia hajottava entsyymi. Tama aiheuttaa plakin sidekudoskaton heikkenemista.
Haurastunut sidekudos voi yllattaen repeytya, jolloin siihen muodostuu verihyy-
tyma. Hyytyma voi tukkia verisuonen akillisesti ja aiheuttaa infarktin. llman re-
peytymista plakin kasvu ahtauttaa suonen ja estaa riittavan verenkierron kohde-
lihakselle. [3; 5, s. 276.]

Valtimotautien kehittymiseen vaikuttavat elintavat seka perinndllisyys. Elinta-
voista merkittavimmat tekijat ovat tupakointi, vahainen liikunta ja runsas tyydyt-
tyneiden rasvojen kaytto. Riskia lisaavat myos matala HDL-kolesteroli, korkeat
triglyseriditasot, diabetes ja lihavuus, joista viimeinen on yhteydessa korkeam-
piin verenpaine-, kolesteroli-, triglyseridi- ja sokeriarvoihin ja vahaiseen liikkun-

taan. Useampi riskitekija aiheuttaa korkeamman kuolemanriskin. [1.]

On myos tekijoitd, jotka suojaavat valtimotaudilta. Korkeampi HDL-kolesterolin
maara veressa vahentaa taudin riskia. Myos kalan, vihannesten ja hedelmien
syonti ja saanndllinen liilkunta on yhteydessa pienempaan valtimotaudin vaa-

raan. [1.]



Tarkeimmat maaritykset sydan- ja verisuonitautien riskien maarityksessa ovat
LDL-, HDL- ja kokonaiskolesteroli seka triglyseridit. [6.] Kokonaiskolesterolin
maaritys mittaa kolesterolin maaraa kaikista veressa olevista lipoproteiineista.
Triglyseridimaarityksessa taas mitataan kaikkien lipoproteiinien triglyseridit. [7.]
Hoidon tehokkuuden arvioinnissa tarkein mittari on LDL-kolesteroli. [6.] Koleste-

rolin viitearvot on esitettyna taulukossa 1.

Taulukko 1. Kolesterolin viitearvot [6.]

Kokonaiskolesteroli alle 5,0 mmol/L
LDL-kolesteroli alle 3,0 mmol/L
HDL-kolesteroli naisilla yli 1,2 mmol/L

miehilla yli 1,0 mmol/L

Triglyseridipitoisuus alle 1,7 mmol/L

Kun LDL-kolesterolipitoisuus, triglyseridipitoisuus tai HDL-kolesterolipitoisuus
eivat ole viitearvoissa, puhutaan dyslipidemiasta. [8.]

2.2 Lipoproteiinien rakenne ja luokittelu

Lipoproteiini on partikkeli, joka koostuu lipidi- ja proteiiniosasta (kuva 1). Lipo-
proteiinit kuljettavat rasvaliukoisia molekyyleja, kuten kolesterolia ja triglyseri-
deja, verenkierrossa. Lipoproteiineilla on hydrofobinen ydin, joka koostuu ei-po-
laarisista lipideista, kuten triglyserideista ja kolesteroliestereista. Ydinta ymparoi
hydrofiilinen kalvo, joka koostuu fosfolipideista, vapaasta kolsterolista ja apoli-
poproteiineista. Lipoproteiinit voidaan luokitella tiheyden, koon, lipidikoostumuk-
sen ja apolipoproteiinien perusteella (kuva 2). [9.]
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Kuva 1. Lipoproteiinin rakenne. [10, muokattu.]

Apolipoproteiini on lipoproteiinin proteiiniosa. Apolipoproteiini toimii molekyylina,
joka kykenee sitoutumaan ja tunnistamaan spesifisia lipoproteiinireseptoreita
solun pinnalla. [9.] Aineenvaihdunnan eri vaiheissa apolipoproteiinit ohjaavat li-
poproteiinien kulkua elimiston eri kudosten valilla muun muassa vuorovaikut-
taen eri reseptorien kanssa, toimimalla entsyymien kofaktoreina ja osallistu-
malla lipoproteiinien rakenteen yllapitoon. [7.] Kylomikronien tarkein rakennetta
yllapitava apolipoproteiini on apo B-48, joka syntetisoidaan suolistossa. ApoB-
100 on taas VLDL-, IDL-, LDL- ja Lp(a):n merkittavin apolipoproteiini ja se syn-
tetisoidaan maksassa. HDL:n paaasiallinen rakenteellinen apolipoproteiini on

apo A-l ja apo A-II. [9.]
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Kuva 2. Lipoproteiinien koot ja luokittelu. [11, muokattu.]

Ravinnosta saatu rasva on pilkottava, jotta elimistd voi kayttaa sita energiana ja
rakennusaineena. Lipoproteiiniaineenvaihdunta voidaan karkeasti jakaa kol-
meen osaan: eksogeeniseen reittiin, endogeeniseen reittiin ja kdanteiseen kole-

sterolin kuljetukseen. [9.]

Eksogeeninen lipoproteiinireitti alkaa suolistossa, jossa ravinnosta saadut ja
imeytyneet lipidit sisallytetaan kylomikroneihin. Kylomikronit likkuvat verenkier-
rossa kuljettaen kolesterolia ja triglyserideja. Lipoproteiinilipaasi hajottaa trigly-
serideja vapaiksi rasvahapoiksi verisuonten sisdkerroksen endoteelisoluissa.
Rasvahapot kulkeutuvat energianlahteeksi lihaksiin tai varastoituvat rasvaku-
dokseen. Jaljelle jadneet kylomikronijaanteet palaavat maksaan. Triglyseridien
maara vaikuttaa kylomikronien kokoon. Rasvainen ateria lisaa kuljetettavia
triglyserideja, kun taas paastotilassa kylomikronit ovat pienempia. [9.]

Endogeeninen lipoproteiinireitti alkaa maksasta, jossa muodostuu VLDL-lipo-
proteiineja (very low-density lipoprotein). Nama partikkelit kuljettavat



verenkierrossa kylomikronien tavoin triglyserideja, jotka lipoproteiinilipaasin vai-
kutuksesta vapautuvat elimiston kayttoon, joko lihaksiin energian lahteeksi tai
varastoon rasvakudokseen. Myos VLDL:n koko vaihtelee riippuen triglyseridien
maarasta. VLDL-partikkelit ovat kuitenkin pienempia kuin kylomikronit. Trigly-
seridien vapautuessa, VLDL-partikkeleista muodostuu IDL-partikkeleita (inter-
mediate-density lipoprotein). IDL on VLDL:n ja LDL:n valimuoto. IDL metaboloi-
tuu LDL:ksi (low-density lipoprotein). VLDL, IDL ja LDL eroavat toisistaan paa-
asiassa koostumuksensa suhteen. Kun triglyseridit vahenevat, kolesterolin suh-

teellinen osuus partikkelissa kasvaa. [9; 12.]

LDL-partikkelin ydin koostuu enimmakseen kolesterolista [12.], ja se kuljettaakin
suurimman osan verenkierrossa olevasta kolesterolista. LDL-kolesterolia kutsu-
taan "pahaksi kolesteroliksi”, koska sen suurentunut maara on erityisen haitalli-
nen terveydelle. [13.] Solujen, erityisesti maksasolujen pinnalla olevat LDL-re-
septorit saatelevat LDL-pitoisuutta verenkierrossa. LDL-reseptorit sitovat LDL-
partikkeleita solun sisalle, missa ne hajoavat ja vapauttavat kolesterolin solun
kayttoon. [5, s. 252.] Pieni maara LDL-reseptoreita on yhdistetty korkeisiin LDL-
tasoihin, kun taas suuri maara LDL-reseptoreita on yhdistetty mataliin LDL-ta-
soihin. [9.]

LDL-partikkelit vaihtelevat kooltaan, joista pienet ja tiheat partikkelit (sdLDL,
small-dense LDL) ovat aterogeenisempia eli valtimotautia edistavampia kuin
suuret partikkelit. Pienet ja tiheat LDL-partikkelit eivat kiinnity LDL-reseptoreihin
yhta tehokkaasti kuin suuremmat. Taman vuoksi ne viipyvat verenkierrossa pi-
dempaan, tunkeutuvat ja takertuvat valtimon seinamien sisdan. Ne ovat alttiim-

pia myos hapettumiselle, mika houkuttelee makrofageja puoleensa. [3; 9; 14.]

Tutkimukset ovat osoittaneet, etta sdLDL-pitoisuudet ovat korkeampia muun
muassa sydan- ja verisuonitautien, lihavuuteen liittyvien dyslipidemioiden seka
tyypin 1 ja 2 diabeteksen tapauksissa. sdLDL on yksi biomarkkereista, joka voi
auttaa tunnistamaan yksil6t, joilla on korkea riski sairastua sydan- ja verisuoni-
tauteihin. [14.]



Kaanteiseksi kolesterolin kuljetukseksi kutsutaan aineenvaihduntareittia, jossa
HDL-partikkelit keraavat kolesterolia aareiskudoksista ja kuljettavat sita takaisin
maksaan. HDL-partikkelit muodostuvat maksassa ja suolistossa. [9.] HDL-par-
tikkelit ovat anti-aterogeenisia, ja niilla on myos antioksidanttisia, tulehdusta eh-
kaisevia, veren hyytymista estavia ja apoptoosia eli ohjattua solukuolemaa eh-
kaisevia ominaisuuksia. [9.] HDL-partikkelit voivat kerata kolesterolia myos veri-
suonen sisakalvon makrofaagisoluista. [7.] HDL-kolesterolia kutsutaankin "hy-
vaksi kolesteroliksi”. [15.]

2.3 Lipoproteiini (a)

Lipoproteiini (a) muistuttaa rakenteeltaan LDL-partikkelia. Molemmat ovat pallo-
maisia, matalan tiheyden lipoproteiineja, joiden ydin koostuu kolesterolieste-
reista ja jota ymparoi fosfolipideista seka kolesterolista koostuva lipidikalvo. Ta-
man kalvon pinnalla on osittain uponneena yksi apolipoproteiini B-100. Lp(a)
eroaa LDL-partikkelista siten, ettd sen apoB-100:aan on kiinnittynyt kovalentti-
sella disulfidisidoksella apolipoproteiini (a) (kuva 3). [16.]

Apo(a) on glykosyloitunut vesiliukoinen proteiini, eikd se osallistu rasvojen kulje-
tukseen. Se syntetisoidaan maksan solulimakalvostossa, ja sen kiinnittyminen
LDL-partikkeleihin voi tapahtua maksasoluissa, niiden pinnalla tai verenkier-
rossa. Maksan pinnalla on my6s useita reseptoreita, jotka osallistuvat Lp(a)-par-
tikkeleiden poistoon verenkierrosta. Nama ovat usein LDL-reseptoreita. Lp(a)-
partikkelit poistuvat myos munuaisiin. [16.]

Apo(a):n monimuotoisuus perustuu pitkalti KIV-2 (kringle 1V-2) -kopioiden luku-
maaraan. Apo(a):n KIV jakautuu 10 osaan. KIV-1 ja KIV-3-10 esiintyvat yhtena
kappaleena, mutta KIV-2-osiossa voi olla useita identtisia kopioita. Kopiomaara
vaihtelee kolmesta yli 40:een. Toistot vaikuttavat merkittavasti Lp(a):n molekyy-
lipainoon, joka voi vaihdella 150:n ja 900:n kilodaltonin valilla. Jopa yksilon
apo(a):n koossa on paljon vaihtelua. [17.] Kopiomaaraa saatelee LPA-geeni,
joka sijaitsee kromosomissa 6g26-27. Vaihtelevia kokoja kutsutaan apo(a)-iso-
formeiksi. [18.]



Apo(a):n pituus on yhteydessa verenkierron Lp(a):n pitoisuuteen. Apo(a):n ol-
lessa lyhyt sen muodostuminen ja erittyminen maksasta on voimakkaampaa ja
nain myos Lp(a)-pitoisuus veressa on korkeampi. Apo(a):n ollessa pitka, Lp(a):n
pitoisuus veressa on pienempi. Lp(a)-pitoisuus maaraytyy geneettisesti ja vaih-
telee merkittavasti yksildiden, vaeston ja etnisten ryhmien valilla. Korkea pitoi-

suus lisaa riskia sairastua ateroskleroottiseen valtimotautiin. [16.]

Suuri pitoisuus Pieni pitoisuus
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Kuva 3. Lp(a):n rakenne verrattuna LDL-partikkeliin. Lp(a) muistuttaa LDL-par-
tikkelia, mutta sen apoB-100:an on kuitenkin kiinnittynyt apo(a), jonka pituus
vaihtelee KIV-2-kopiomaaran perusteella. Suuri pitoisuus on yhteydessa lyhy-
empaan apolipoproteiiniin, jossa KIV-2-kopioita on vahemman. Pieni pitoisuus
on yhteydessa pidempaan apolipoproteiiniin, jossa KIV-2-kopioita on enemman.
[16.]

Lp(a) osallistuu ateroskleroosin etenemiseen ainakin kolmella eri tavalla: se
edistaa valtimoiden kovettumista, veren hyytymista ja tulehdusreaktioita. Lp(a)
kiinnittyy valtimoiden seinamiin ja on herkempi hapettumaan kuin LDL. Hapettu-
minen ja siitd seurannut tulehdusreaktio saavat makrofagit keradmaan verisuo-

nen seinamilta kolesterolia. Tayttyessaan ne muuttuvat vaahtosoluiksi. [19.]

Korkeat Lp(a)-tasot edistavat plakin repeamista ja veritulpan muodostumista ve-
risuonissa. Apo(a)-proteiiniosa on samankaltainen plasminogeenin kanssa, ja

se kilpailee sitoutumispaikoista endoteelisoluissa. Plasminogeenin tehtavana on



hajottaa verihyytymia, mutta tama kilpailu voi heikentaa plasminogeenin kykya
toimia hyytymien liuottamisessa. Apo(a) varastoi hapettuneita fosfolipideja, mika

lisda tulehduksellista vaikutusta. [19.]

Lp(a):n pitoisuuden yksikkoina kaytetdan massayksikkda mg/dL ja molaarista
yksikk6a nmol/L. Kun Lp(a)-pitoisuutta mitataan massayksikoissa, se ottaa huo-
mioon koko Lp(a)-partikkelin massan. Lp(a):n rakenne vaihtelee kuitenkin suu-
resti seka ihmisten valilla, etta yksilolla. Molaarinen mittaus perustuu partikke-
lien lukumaaraan tietyssa pitoisuudessa. Molaarisesti mittaamalla saadaan ver-
tailukelpoisempia tuloksia yksildiden valilla, koska mittaus ei ole riippuvainen
partikkelin koosta tai sisallosta. [20.] Pyrkimys on siirtya molaaristen yksikoiden
kayttoon. [16.]

Lp(a):n pitoisuus vaihtelee alle 0,1 mg/dL:n ja yli 300 mg/dL:n valilla ja molaari-
sina yksikoina alle 0,2 ja 750 nmol/L:n valilla. On havaittu, etta riski sydan- ja
verisuonisairauksiin lisdantyy Lp(a)-pitoisuuden ollessa yli 30 mg/dL ja molaari-
sina yksik6ina 75 nmol/L. [16; 21.]

UK Biobank havaitsi, ettd mediaani Lp(a)-pitoisuus vaihteli eri etnisten ryhmien
keskuudessa (molaarisin yksikéin ilmaistuna, mediaanina): kiinalaisilla 16
nmol/L, valkoihoisilla 19 nmol/L, eteldaasialaisilla 31 nmol/L ja mustaihoisilla 75
nmol/L. Lp(a) pitoisuudet ovat yleensa noin 5-10 % korkeammat naisilla kuin
miehilla seka mustaihoisilla, etta valkoihoisilla henkil6illa. Miehilla Lp(a)-tasot
pysyvat suhteellisen vakaana, naisilla tasojen nouseminen vaihdevuosi-iassa
on yleista. Vaikka kohonnut Lp(a)-pitoisuus vaikuttaa 1,4 miljardiin ihmiseen
maailmanlaajuisesti, sen merkitysta sydan- ja verisuonitauteihin ei ole koros-
tettu riittavasti. [21.] Korkea Lp(a) on itsenainen riskitekija, jopa silloin kun hen-

kilolla on alhainen LDL-kolesterolipitoisuus. [2.]
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3 Lipoproteiini (a):n mittaus

3.1 Lipoproteiini (a):n mittaukseen liittyvat haasteet

Lipoproteiini (a):n mittaukseen plasmasta tai seerumista on useita eri menetel-
mia, kuten ELISA, nefelometria ja immunoturbidimetria. Lp(a)-pitoisuuden
tarkka mittaus on vaikeaa, koska kyseisen lipoproteiinin proteiiniosa, apo(a), on
hyvin vaihteleva kooltaan KIV-2 kopioiden vuoksi (kuva 3). Seka ihmisten valilla
etta yksildilla esiintyy eri kokoisia Lp(a)-partikkeleita. Yksilolla on kaksi geneetti-
sesti maaraytynytta isoformia, jotka peritaan vanhemmilta. Kokoerojen lisaksi
apo(a):n ja apoB:n kiinnittyminen toisiinsa ja apo(a):n samankaltaisuus plasmi-
nogeenin kanssa tuovat haasteita mittaukseen. [17.]

Lp(a):n mittausten tulosyksikét vaihtelevat. Perinteisesti on kaytetty massaan
perustuvia yksikditd, mg/dL ja mg/L, mutta uusimmissa menetelmissa kaytetaan
Sl-jarjestelman molaarista yksikk6a, nmol/L, jolloin tulos heijastaa Lp(a)-partik-
kelien lukumaaraa tilavuutta kohden. [16.] Kun Lp(a)-tulokset ilmoitetaan mas-
sayksikoita kayttaen, ne ottavat huomioon koko partikkelin massan, johon sisal-
tyy apo(a), apoB-100, kolesteroli, kolesteroliesterit, fosfolipidit ja triglyseridit.
Edella mainitut lipidit sisaltavat myos erilaisia rasvahappolajeja, joiden molekyy-
limassa vaihtelee ketjujen pituuden ja tyydyttyneisyyden suhteen. Lp(a) sisaltaa
myOs muita rasvaliukoisia molekyyleja ja hiilihydraattikomponentteja, jotka myos
ovat vaihtelevia kooltaan. Immunomaaritykset mittaavat Lp(a):n proteiiniosuutta
eivatka hiilinydraattien ja lipidien sisaltda, joten massayksikossa ilmaistut tulok-
set aiheuttavat mittausvirheita. [22.] N&itd mittausvirheita voidaan vahentaa, kun

mitataan partikkelien lukumaaraa massan sijaan. [17.]

Koska Lp(a)-partikkelien koko vaihtelee, haaste on valita maarityskalibraattorei-
hin sopivan kokoinen partikkeli. Kun naytteessa on suurempi Lp(a)-molekyyli
kuin kalibraattorissa, maaritys antaa korkeamman signaalin, koska KlV-2-vasta-
aineet reagoivat voimakkaammin suurempien Lp(a)-partikkelien kanssa verrat-
tuna pienempiin partikkeleihin. Tama voimakkaampi reaktio johtaa Lp(a)-arvo-

jen yliarviointiin, eli tulokset nayttaytyvat suurempina kuin ne todellisuudessa
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ovat. Kun naytteessa on taas pienempi Lp(a)-molekyyli kuin kalibraattorissa,
maaritys antaa matalamman signaalin, koska KlV-2-vasta-aineet reagoivat hei-
kommin pienempien Lp(a)-partikkelien kanssa verrattuna suurempiin partikke-
leihin. Tama heikompi reaktio johtaa taas Lp(a)-arvojen aliarviointiin, eli tulokset
nayttaytyvat pienempina kuin ne todellisuudessa ovat. Apo(a):n KIV-2-toistojen
maaralla on siis merkittava vaikutus Lp(a)-mittauksen tarkkuuteen. Referenssi-
materiaalilla, kalibrointimaarityksella ja naytteilla ei ole samaa Lp(a)-koostu-

musta, joten samanlainen immunoreaktiivisuus on vaikea saavuttaa. [17.]

Lp(a):n immunomaaritykseen tarvitaan vasta-aineita, jotka ovat spesifisia
apo(a):lle. Naita voidaan valmistaa puhdistetusta apo(a):sta tai puhdistetusta
Lp(a):sta. Vasta-aineen valmistaminen puhdistetusta apo(a):sta vaatii sen erot-
tamisen kokonaisesta Lp(a)-partikkelista pelkistamalla. Tama kuitenkin johtaa
disulfidisillan katkeamiseen apo(a):n ja apoB:n valilla, ja se myds katkaisee
kolme intraketjuista disulfidisidosta kussakin kringle-domeenissa. Tama muut-
taa apo(a):n konformaatiota ja sen immunoreaktiivisuutta, jolloin talla tavoin val-
mistetut vasta-aineet eivat tunnista apo(a):ta tehokkaasti. Jos vasta-aineita val-
mistetaan puhdistetusta Lp(a):sta, on polyklonaalisten ja monoklonaalisten

vasta-aineiden oltava reagoimatta apoB:n tai plasminogeenin kanssa. [17.]

Lp(a)-pitoisuudet tulisi mitata menetelmalla, jossa isoformikoon vaikutus on mi-
nimoitu kayttamalld asianmukaisia vasta-aineita kalibrointimateriaaleineen, jotka
on varmennettu jaljitettavyydesta WHO:n/IFCC:n vertailumateriaaleihin. Kun
mittausmenetelmat on kalibroitu ja standardisoitu kayttamalla tunnettua, varmis-
tettua vertailumateriaalia tulokset ovat vertailukelpoisia eri mittausten valilla.
Valmistajan Denka Seiken reagensseja hyodyntavat mittaukset ovat talla het-
kella kaupallisesti saatavilla olevista analyysimenetelmista luotettavimpia. Sen
sijaan, etta kalibroinnissa kaytettaisiin yhden korkean Lp(a)-pitoisuuden ka-
libraattorin laimennossarjaa, eri isoformikokojen vaikutusta on minimoitu kaytta-
malla viitta eri pitoisuuden sisaltavaa kalibraattoria, jotka sisaltavat eri kokoisia
Lp(a)-partikkeleita (kuva 4). Nama kalibraattorit on valmistettu erilaisista seeru-
mipooleista. [17; 22.]
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Kuva 4. Denka-kalibranttien kaavio, jossa on 5 eri Lp(a)-tasoa. [23, muokattu.]

3.2 Fotometria ja immunoturbidimetria kliinisessa kemiassa

Fotometriset menetelmat mittaavat valon lapaisevyytta (transmittanssia), imey-
tymista (absorptiota), sateilyd (emittoitumista), siroutumista, fluoresoitumista tai
heijastumista. Fotometrisessa mittauksessa polykromaattinen valo, eli valo, joka
sisaltaa useita eri aallonpituuksia, johdetaan esimerkiksi monokromaattoriin.
Tama hajottaa valon ja johtaa mittauskyvetteihin vain monokromaattisen valon
eli valon, joka sisaltaa vain tietyn aallonpituuden. Mitattavan aineen lapi kulkeva

transmittoitunut valo mitataan (kuva 5). [24, 5.93-94.]
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Monokromaattori

Mittauskyvetti

Detektori
Virtaldhde

Polykromaattinen Monokromaattinen Transmittoituva
valo valo valo

Kuva 5. Fotometrin pelkistetty toimintaperiaate [24, s. 93, mukaillen.]

Turbidimetria on yksi fotometrisista menetelmista ja sita kaytetaan kliinisessa
kemiassa esimerkiksi seerumin, plasman, virtsan ja selkaydinnesteen sisalta-
mien proteiinien pitoisuuksien mittaamiseen. Kliinisen kemian analysaattoreissa
hyodynnetaan paljon turbidimetriaa. [24, s. 92, 96, 105; 25, s. 66, 71-72.]

Immunokemiallinen maaritys perustuu spesifisten vasta-aineiden kayttoon, jotka
on suunniteltu tunnistamaan tietty yhdiste tai samanlaisen rakenteen omaavat
yhdisteet. Naissa menetelmissa esimerkiksi vasta-aine ja antigeeni sitoutuvat
toisiinsa muodostaen proteiinikompleksin, joka aiheuttaa reaktioseokseen sa-
meutta. Turbidimetriassa naytteen ja reagenssien seokseen ohjataan tietylla
aallonpituudella olevaa valoa, joka ei absorboi seoksen aineisiin. Valon osuessa
vasta-aine-antigeenikompleksiin se siroaa pois kulkusuunnasta. Mittauksessa
mitataan lapikulkeneen valon maaran vahenemista, johon vaikuttavat pitoisuus
ja partikkelikoko. [24, s. 105; 25, s. 71-72.]

Naytteen arvo saadaan vertaamalla naytteiden signaalia standardin signaaliin,
joka sisaltaa tietyn maaran mitattavaa ainetta. Kalibraattorin ja naytteen analyy-
tin tulisi olla rakenteellisesti samankaltainen, jotta sama immunoreaktiivisuus

partikkelia kohti saavutetaan. [17.]
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4 Architect c8000 ja verrattavat Lp(a)-menetelmat

Verifioinnissa kaytettiin seuraavaa laitetta ja reagensseja:
. Architect c8000 -analysaattori
Quantian reagenssit:

. Lp(a) Reagent Kit 7K00-03
. Lp(a) Control 5P84-11
. Lp(a) Calibrators 5P83-02

Randoxin reagenssit:

. Lp(a) Assay LP 2757
. Lp(a) Calibration Series LP 3403
. Lp(a) Control LE2661, LE2662, LE2663.

4.1 Architect c8000

Architect c8000 on Abbottin valmistama kliinisen kemian analysaattori. Jarjes-
telma kayttaa suodatinfotometriaa aallonpituuksilla 340—-804 nm, ja sen valon-
l&hteena on volframihalogeenilamppu. Maksimi analysointinopeus on 800 testia/
tunti. [26, s. 3.]

Architectin menetelmat perustuvat foto-, potentio- ja turbidimetriaan. Laite pys-
tyy analysoimaan seerumi-, plasma-, kokoveri-, virtsa- ja aivo-selkaydinnesteita.
[27.]

4.2 Randoxin ja Quantian Lp(a)-menetelmat

Aikaisemmin kaytossa on ollut Quantian reagensseja kayttama fotometrinen im-
munoturbidimetrinen menetelma. Menetelma mittaa Lp(a)-partikkelin massaa

tilavuutta kohden (mg/L), ja sen lineaarinen mittausalue on 13-900 mg/L. [28.]
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Uusi Randoxin reagensseja kayttdama Lp(a)-maaritys mittaa molaarista pitoi-
suutta (nmol/L). Menetelma on fotometrinen ja immunoturbidimetrinen. Menetel-
man on lisensoinut valmistaja Denka Seiken. Naytteessa oleva Lp(a) reagoi
vasta-aineilla paallystettyjen latex-partikkeleiden kanssa ja muodostaa anti-
geeni-vasta-ainereaktiossa sakan, jonka sameutta analysaattori mittaa turbi-
dimetrisesti aallonpituudella 700 nm. Lineaarinen mittausalue on 5-205 nmol/L.
Randoxin Lp(a) kalibrointimenetelma on jaljitettdvissd WHO/IFCC:n referenssi-
materiaaliin Lp(a) SRM 2B. [28.]

5 Randoxin Lp(a)-menetelman verifiointi

Randoxin Lp(a)-menetelma on valmistajan validoima, mutta ennen sen kayt-
toonottoa suoritetaan verifiointi, jotta voidaan todeta menetelman soveltuvan
Biomarkkerit-laboratoriolle ja Architect -analysaattorille. Verifiointi tehdaan
THL:n Kemiallisten menetelmien Validointiohjeen (TO-008) mukaan. Koska
edellinen menetelma korvataan uudella, ohella tehdaan myds menetelmaver-

tailu. [30, s. 10.] Valmistajan toimesta on testattu selektiivisyys ja mittausalue.

5.1 Kalibrointi

Randoxin Lp(a)-kalibrointisarja perustuu lyofilisoituun eli jaadytyskuivattuun ih-
misen seerumiin, joka sisaltaa lipoproteiini (a):ta. Lp(a)-pitoisuuksia on viidella
eri tasolla. Kalibrointisarja on tarkoitettu in vitro-diagnostiseen kayttéén. Lp(a)-
kalibraattorien molaariset arvot ovat jaljitettdvissd WHO/IFCC:n referenssimate-
riaaliin Lp(a) SRM 2B. [28.]

Jokaiseen kalibrointipulloon pipetoitiin 1 ml laboratoriovetta, minka jalkeen pullot
suljettiin korkilla ja niiden annettiin seista 30 minuuttia. Sen jalkeen niita sekoi-
tettiin, kunnes sisalto oli taysin liuennutta. Kalibraattorit olivat taman jalkeen

kayttovalmiita. Niiden sailytyslampdtila on +2—8°C ja ne sailyvat 14 paivan ajan.

Randoxin lisaksi myds edellinen Quantian menetelma kalibroitiin Architect -ana-
lysaattorilla. Kummallakin on 5 kalibrointitasoa ja yksi nollanayte. Kuvassa 6 on
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esitetty edellisen menetelman, Quantian, kalibrointikuvaaja, jossa x-akselilla on
konsentraatio yksikdssa mg/L. Kuvassa 7 on esitetty Randoxin kalibrointi, jossa
x-akselilla on konsentraatio yksikdssa nmol/L. Molempien y-akseli kuvaa absor-

banssia.

0,7
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0,3

Absorbanssi

0,2
0,1
-50 150 350 550 750 950

-0,1
Konsentraatio (mg/L)

Kuva 6. Edellisen menetelman, Quantian Lp(a)-kalibrointikuvaaja Lp(a), jonka
pitoisuusalue on 0-950 mg/L.
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Kuva 7. Verifioitavan menetelman, Randoxin Lp(a)-kalibrointikuvaaja, jonka pi-
toisuusalue on 0—-205,7 nmol/L.

5.2 Verifiointi

5.2.1 Selektiivisyys

Valmistajan toimesta on testattu mahdollisesti hairiGita aiheuttavat analyytit ja

niiden pitoisuustasot reagenssien kayton yhteydessa, eika niiden havaittu vai-

kuttavan tuloksiin. Testatut analyytit ja niiden pitoisuustasot on esitetty taulu-

kossa 2.

Taulukko. 2 Reagenssien kayton yhteydessa testatut mahdollisesti hairidita ai-
heuttavat analyytit ja niiden pitoisuustasot valmistajan mukaan. [28.]

Hemoglobiini

500 mg/dL

Vapaa bilirubiini

100 mg/dL

Konjugoitunut bilirubiini

100 mg/dL

Triglyseridit

1000 mg/dL

Intralipid

1000 mg/dL
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5.2.2 Mittausalue

Mittausalue on testattu valmistajan toimesta. Mittausalue on noin 0,93-90
mg/dL. Jos mittaustulos jaa maaritysrajan ulkopuolelle, mittaus uusitaan. Talléin
mittausalue laajenee 0,465-90 mg/dL:aan. Mittausalueeseen vaikuttaa ka-
libraattorin reagenssin vaihtuva era (lot). Molaarisina yksikkdina lineaarinen mit-
tausalue on 5-205 nmol/L. [28.]

Maaritysraja on testattu valmistajan toimesta. Pienin luotettavasti havaittu Lp(a)-
pitoisuus on 0,93 mg/dL. [28.]

5.2.3 Tarkkuus

Menetelmalle maaritettiin sarjan sisainen ja sarjojen valinen toistettavuus. Seka
sarjan sisaisessa etta sarjojen valisessa toistettavuudessa kaytettiin Randoxin
Lp(a)-kontrolleja. Sarjojen valinen toistettavuus maaritettiin ajamalla matalan ja
korkean tasoista kontrollia 21 paivana. Sisaisen toistettavuuden maaritykset

ovat taulukossa 3.

Sisainen toistettavuus laskettiin analysoimalla kolmen eri tason naytteita use-
asti, josta laskettiin keskiarvo (x), (kaava 1), keskihajonta (s), (kaava 2) ja vari-

aatiokerroin (cv %), (kaava 3).

- x1+x2+...xn
X==—— (1)
_ /E(X—f)z
§= n-1 (2)
cv% = - 100% (3)
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Taulukko 3. Sarjan sisaisen toistettavuuden maaritykset, yksikéssa nmol/L.

Taso 1 Taso 2 Taso 3
(Lot 2832CH) (Lot 2877CH) (Lot 2836CH)

26,79 36,43 54,6
27,08 35,82 54,1

27,46 36,05 54,6

27,08 35,87 53,82

36,84 55,24

36,15 54,05

35,92 54,56

35,5 53,68

35,96 53,91

36,38 53,41

Keskiarvo (nmol/L) 26,97 36,09 54,2
Keskihajonta (nmol/L) 0,37 0,38 0,55
Variaatiokerroin (%) 1,38 1,05 1,01

Sarjan sisaisen toistettavuuden arvoja verrattiin myos valmistajan antamien tu-
losten kanssa ja niista laskettiin poikkeama (bias %), (kaava 4). Sisaisen toistet-

tavuuden arvot verrattuna valmistajan ilmoittamiin tuloksiin ovat taulukossa 4.

bias % = “25ref . 100 % (4)
Xref

jossa,
X1qp = OMa arvo

Xref = valmistajan ilmoittama arvo
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Taulukko 4. Valmistajan asettamat viitearvot [28.] ja poikkeamat (bias %) verrat-
tuna omiin maarityksiin.

Taso 1 Taso 2 Taso 3
Oma arvo (nmol/L) 26,97 36,09 54,2
Tavoitearvo (nmol/L) 29,5 36,2 55,7
Alaraja (nmol/L) 23,6 29,0 44,6
Ylaraja (nmol/L) 35,4 43,3 66,8
Poikkeama (%) -8,50 -0,30 -2,70

Tason 1 osalta oma tulos on —8,50 % matalampi kuin valmistajan ilmoittama ta-
voitearvo. Tulokset sijoittuvat kuitenkin valmistajan ilmoittamien viitearvojen va-
liin. Tason 2 ja 3 saadut arvot ovat padosin yhtenevaisia eivatka poikkea merkit-

tavasti valmistajan ilmoittamista tavoitearvoista.

Sarjojen valiseen toistettavuuteen sisallytettiin 21 paivan matalan ja korkean ta-
son tuloksia, joita oli 37 kummassakin (lite 1). Naista laskettiin keskiarvo, keski-
hajonta ja variaatiokerroin. Taulukossa 5 on sarjojen valisen toistettavuuden

tunnusluvut.

Taulukko 5. Sarjojen valisen toistettavuuden tunnusluvut, yksikéssa (nmol/L).

Taso 1 Taso 3
(LPA2661L1) (LPA2663L3)
Naytteiden lukumaara 37 37
Keskiarvo (nmol/L) 35,04 70,54
Keskihajonta (nmol/L) 2,16 1,19
Variaatiokerroin (%) 6,16 1,69

Keskihajonta ja variaatiokerroin ovat tason 1 kohdalla korkeammat, kuin tason 3
kohdalla. Tulokset ovat kuitenkin hyvaksyttavaa tasoa.

Menetelman tarkkuus laskettiin ulkoisen laadunvalvontakierroksen perusteella.

Maarityksessa kaytettiin Labqualityn 09/23 ja 09/22 laadunvalvontakierroksen
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naytteita. Naytteista laskettiin poikkeamat oikeasta arvosta ja naiden keskiarvot,

jotka on esitetty taulukossa 6.

Taulukko 6. Laadunvalvontakierrosten naytteiden poikkeamat (bias %).

Kierros Oma tulos Oma tulos Tavoite Poikkeama
(nmol/L) (mg/L) (mg/L) (%)
09/23 103,76 433,37 460,56 -5,9
09/22 124,21 517,58 551,4 -6,1
Keskiarvo -6,0
Keskihajonta 0,002

5.2.4 Mittausepavarmuus

Laajennetun mittausepavarmuuden laskemiseen kaytettiin Validointiohjeen (TO-
008) mukaista kaavaa (kaava 5), joka on julkaistu Moodi 4/1997-lehdessa [29.]:

BIAS%)?
jcvsarjansiséinen%z + Cvsarjojenvélinen%z + (\/(T) + STD%Z)Z "2 (5)

jossa,

CV = variaatiokerroin

BIAS% = poikkeama

STD% = poikkeamien keskihajonta

2 = kattavuuskerroin, jolloin laajennettu mittausepavarmuus on 95 % luottamus-

tasolla

Sarjan sisaisen toistettavuuden eri tasojen variaatiokertoimien keskiarvo oli 1,15
%. Sarjojen valisten toistettavuuden variaatiokerroin matalalta pitoisuudelta oli
6,16 % ja korkealta pitoisuudelta 1,69 %. Naiden keskiarvo oli 3,92 %. Laajen-
nettu mittausepavarmuus laskettiin matalalta ja korkealta pitoisuudelta seka

niille yhteisesti.
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Ulkoisten laadunvalvontakierrosten perusteella laskettujen poikkeamien kes-

kiarvo oli —6,0 % ja niiden keskihajonta oli 0,002 nmol/L.

Taulukko 7. Laajennettu mittausepavarmuus.

Laajennettu mittausepavarmuus

Matala 12,5 %
Korkea 4.1 %
Yhteinen 8.2 %

Laajennettu mittausepavarmuus matalalta pitoisuudelta oli 12,5 % ja korkealta
pitoisuudelta 4,1 %. Naiden yhteinen laajennettu mittausepavarmuus on 8,2 %
(k =2).

6 Menetelmavertailu

Kun menetelmaa vaihdetaan, verifiointiin kuuluu myos menetelmavertailu. [30.]
Lp(a)-naytteita ajettiin seka edelliselld Quantian ettd verifioitavalla Randoxin
menetelmilla rinnakkain. Naytteissa oli seka yksittaisen ihmisen seeruminayt-
teita ettd seerumipooleja, jotka ovat 2—-3 ihmiselta yhdistettyja naytteita. Pooli-
naytteita oli 39 ja yksittaisnaytteita oli 113. Taulukossa 8 on esitetty naytteiden

tilastolliset tunnusluvut.

Taulukko 8. Poolinaytteiden ja yksittaisnaytteiden tilastolliset tunnusluvut.

Poolinaytteet Yksittaisnaytteet
Lukumaara 39 Lukumaara 113
Keskiarvo Keskiarvo
(mg/dL) 34,71 (mg/dL) 26,21
Keskiarvo Keskiarvo
(nmol/L) 75,10 (nmol/L) 54,95
Keskihajonta Keskihajonta
(mg/dL) 13,90 (mg/dL) 35,44
Keskihajonta Keskihajonta
(nmol/L) 32,74 (nmol/L) 79,12
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Koska yksittaisnaytteissa esiintyi huomattavasti korkeampia ja matalampia pitoi-
suuksia kuin poolinaytteissa, kasiteltiin nama tulokset erikseen. Yksittaisnayt-
teessd myds havaitaan kaksi eri kokoista Lp(a)-partikkelia, koska kummaltakin
vanhemmalta peritaan yksi variantti. 2—3 ihmiselta yhdistetyssa poolinaytteessa

naita variantteja on luonnollisesti useampi.

Randoxin menetelman maaritysraja on 5 nmol/L. Jos pitoisuusarvo on tatéd ma-
talampi, analysaattori ilmoittaa arvoksi <5 nmol/L. Naitd maaritysrajan alittavia

tuloksia esiintyi 18 yksittaisnaytteessa. Koska niita oli merkittava maara, ne si-

sallytettiin laskuihin. Vertailua varten kaytettiin maaritysrajan puolikasta 2,5

nmol/L. Mittausalueen ylittavat pitoisuudet laite laimentaa automaattisesti.

Aikaisempi Quantian menetelma kayttada mittayksikkdina mg/L ja uusi Randoxin
menetelma kayttaa mittayksikkdina nmol/L. Tulosten tarkastelua ja vertailua
varten Quantian tulosyksikdt muunnettiin mg/L:sta mg/dL:aan (kaava 6).

mg
L _mg
10 dL (6)

Randoxin nmol/L arvot muunnettiin mg/dL:ksi kayttamalla kirjallisuudesta saa-
tua kaavaa (kaava 7). Tama kaava on kehitetty mittaamalla 13 930:n Copenha-
gen General Population Study -tutkimukseen osallistuneen Lp(a)-arvot seka
mg/dL ettd nmol/L-yksikdissa, joista muodostettiin lineaarinen regressiosuora.
[31.]

mg _ ,nmol .
T (—L + 3,83 0,4587) (7)
Altman-Bland-kuvaaja piirrettiin keskiarvon ja erotuksien perusteella erikseen
poolinaytteille ja yksittaisnaytteille. Y-akselilla on menetelmien valisten tulosten
erotukset ja x-akselilla konsentraatiot yksikossa mg/dL.

Poolindytteiden osalta suurin erotus menetelmien valilla oli 5,06 mg/dL. Pooli-
naytteiden matalin pitoisuus on 6,77 mg/dL ja korkein pitoisuus on 89,90 mg/dL.

Keskiarvon mukaan Randoxin menetelman tulokset eroavat vanhan
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menetelman tuloksista 1,50 mg/dL, eli Randoxin menetelméa antaa noin 1,50
mg/dL korkeampia tuloksia. Menetelmien valinen tulosten hajonta kasvaa kor-
keammilla pitoisuuksilla. Luottamusvalien ulkopuolelle jaa 3 naytetta 39:sta.
Prosentuaalisesti tdma on 7,69 %. Nama ovat luottamusvalin ylarajan ulkopuo-
lella. Tulokset asettuvat y-akselin positiiviselle puolelle, kun konsentraatio ylittaa
40 mg/dL:n (kuva 8).
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Kuva 8. Altman-Bland-kuvaaja poolinaytteista. Menetelmien keskimaarainen
erotus on 1,50 mg/dL. 95 %:n luottamusvalin alaraja on —1,64 mg/dL ja ylaraja
4,63 mg/dL.

Yksittaisnaytteiden osalta suurin erotus menetelmien valilla on 9,07 mg/dL. Yk-
sittdisnaytteiden matalin pitoisuus on 2,10 mg/dL ja korkein pitoisuus on 210,82
mg/dL. Keskiarvon mukaan Randoxin menetelman tulokset eroavat edellisen
menetelman tuloksista 0,75 mg/dL, eli uusi menetelma antaa keksimaarin 0,75
mg/dL korkeampia tuloksia. 95 %:n luottamusvalin ulkopuolelle jaa 9 naytetta
113:sta. Prosentuaalisesti tdma on 7,96 %. Suurimmat luottamusrajan ylarajan
ylitykset olivat naytteilla, joilla oli korkein konsentraatio: 168,63 mg/dL ja 210, 82
mg/dL. Menetelmien valista tulosten hajontaa esiintyy myds konsentraation ol-
lessa noin 50-70 mg/dL. Luottamusvalin alarajan ulkopuolelle jaa kolme nay-
tettd (kuva 9).
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Kuva 9. Altman—Bland-kuvaaja yksittaisnaytteista. Menetelmien keskimaarainen
erotus on 0,75 mg/dL. 95 %:n luottamusvalin alaraja on —3,19 mg/dL ja ylaraja
4,69 mg/dL.

Regressiosuoria varten tulokset piirrettiin pisteina koordinaatistoon ja tehtiin
suorien sovitus. Seka pooli- etta yksittaisnaytteiden tulokset osuivat hyvin suo-

ralle.

Kulmakerroin havainnoi, kuinka paljon y:n arvo muuttuu, kun x:n arvo muuttuu
yhden yksikon. [32.] Se siis ilmaisee, kuinka paljon uuden menetelman arvo
muuttuu suhteessa vanhaan menetelmaan. Kulmakerroin oli poolinaytteilla
1,0767 ja yksittaisnaytteilla 1,0229. Koska kulmakerroin on hiukan suurempi
kuin 1, viittaa se siihen, etta uusi menetelma antaa hiukan korkeampia tuloksia
kuin vanha menetelma. Kulmakerroin on kuitenkin hyvin lahella lukua 1, mika
viittaa siihen, etta menetelmien tulostasojen valiset eroavaisuudet ovat vahai-

set.

Selitysasteella (R2) voidaan arvioida regressiosuoraa. Selitysaste havainnoi,
kuinka suuren osan muuttuja x selittdd muuttujan y vaihtelusta. [32.] Se siis il-
maisee, kuinka hyvin uuden menetelman arvot voidaan ennustaa vanhan me-
netelman arvojen perusteella. Selitysaste on parempi, kun pisteet ovat Iahella
regressiosuoraa. Kun selitysaste lahestyy arvoa 1, se osoittaa, etta uuden
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menetelman tuottamat arvot voidaan lahes taysin ennustaa vanhan menetel-
man arvojen avulla. Tassa tapauksessa poolinaytteiden selitysaste on 0,9937 ja
yksittaisnaytteiden 0,9974. Selitysasteet ovat erittain korkeita, joten menetel-
man valilla on vahva lineaarinen yhteys. Regressiosuorat poolinaytteille on esi-

tetty kuvassa 10 ja yksittaisnaytteille kuvassa 11.
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Kuva 10. Regressiosuora poolinaytteista. Matalin konsentraatio on 6,77 mg/dL
ja korkein kosentraatio 89,90 mg/dL.
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Kuva 11. Regressiosuora yksittaisnaytteista. Matalin konsentraatio on 2,10
mg/dL ja korkein konsentraatio 210,82 mg/dL.
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7 Johtopaatokset

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli verifioida Randoxin valmistama molaari-
nen Lipoproteiini (a) -menetelma Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) Bio-
markkerit-laboratorioon. Verifiointiin kuului my6s menetelmavertailu. Valmista-
jan toimesta oli maaritetty selektiivisyys ja mittausalue. Verifiointiin kuului sarjan
sisaisen ja sarjojen valisen toistettavuuden, tarkkuuden ja laajennetun mit-

tausepavarmuuden maarittaminen.

Sisainen toistettavuus maaritettiin kolmella eri tasolla, joiden keskihajonnat oli-
vat 0,37-55 nmol/L ja variaatiokertoimet 1,01-1,38 %. Tuloksia verrattiin val-
mistajan antamiin arvoihin ja ne sijoittuivat valmistajan antamien matalimpien ja
korkeimpien arvojen valiin. Sarjojen valinen toistettavuus maaritettiin kahdelta
eri tasolta, joiden keskihajonnat olivat 2,16 ja 1,19 nmol/L ja variaatiokertoimet
6,16 % ja 1,69 %.

Menetelman tarkkuuden maarittamiseen kaytettiin Labqualityn kontrollinaytteita.
Kahden eri kierroksen tulosten poikkeamien keskiarvo oli —6,0 %. Laajennetut
mittausepavarmuudet olivat matalalta tasolta 12,5 %, korkealta tasolta 4,1 % ja
naiden yhteinen laajennettu mittausepavarmuus oli 8,2 % (k = 2).

Menetelmavertailua varten pooli- ja yksittaisnaytteiden tulokset kasiteltiin erik-
seen. Yksittaisnaytteissa esiintyy kaksi eri kokoista Lp(a)-partikkelia, koska
kummaltakin vanhemmalta peritaan yksi variantti. 2—3 ihmiseltad yhdistetyssa
poolinaytteessa on siis useampia erikokoisia Lp(a)-partikkelia.

Yksittaisnaytteita oli yhteensa 113, joista 18 oli maaritysrajan 5 nmol/L alapuo-
lella. Laskemista varten arvoksi asetettiin maaritysrajan puolikas 2,5 nmol/L,
joka on keskiarvo 0:n ja 5:n valilta.

Tulosten vertailua varten verifioitavan Randoxin menetelman molaariset tulok-
set muutettiin kaavaa kayttamalla mg/dL:ksi, joka oli edellisen Quantian mene-

telman tulosyksikkd. Muuntokertoimien kaytto ei kuitenkaan aina ole valttamatta
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tarkka kaikille Lp(a)-isoformeille. Lp(a)-partikkeleilla on vaihteleva molekyyli-

paino ja apo(a):n KIV-2-rakenne.

Menetelmavertailua varten piirrettiin Altman-Bland-kuvaajat ja regressiosuorat.
Menetelmien valiset pitoisuuserot olivat 0,75-1,50 mg/dL. Verifioitava Randoxin
menetelma antaa hiukan korkeampia tuloksia edelliseen menetelmaan verrat-
tuna. Suurin osa naytteiden tuloksista sijoittui Altman-Bland-kuvaajien luotta-
musvalien sisapuolelle. Regressiosuoran kulmakertoimet olivat 1ahella lukua 1

ja selitysasteet erittain korkeat.

Kahden korkeimman tuloksen (>150 mg/dL) osalta menetelmien vélinen hajonta
oli suurempaa ja tulokset olivat luottamusvalien ylarajan ulkopuolella. Kyseiset
tulokset ylittivat Architect c8000 -analysaattorin kalibrointialueet. Lp(a)-pitoisuu-
det, jotka ovat yli 150 mg/dL, ovat kuitenkin vaestéssa harvinaisia.

Seuraavien tekijoiden ansiosta Randoxin molaarinen menetelma sopii parem-

min Lp(a)-pitoisuuksien mittaamiseen:

1. Menetelma laskee Lp(a)-partikkelien lukumaaran tietyissa pitoisuuksissa,
eika niiden massaa, joka koostuu useammasta komponentista ja joka on
erittain vaihteleva kooltaan ja rakenteeltaan. Molaarinen mittaus antaa

siis tarkempia tuloksia ja parantaa nain riskiryhmiin luokittelua.

2. Menetelma on jaljitettavissa WHO:n/IFFC:n referenssimateriaaliin, mika
lisaa tulosten luotettavuutta ja vertailukelpoisuutta eri yksildiden, ajan-

kohtien, laboratorioiden ja tutkimusten valilla.

3. Muut Kliiniset rasva-arvomittaukset, kuten kokonaiskolesteroli, LDL-kole-
steroli, HDL-kolesteroli ja triglyseridipitoisuus, perustuvat paaosin molaa-
risiin yksikoihin. Tasta syystd molaarisen menetelman kaytté Lp(a):n

maarittamisessa yhdenmukaistaa eri rasva-arvojen mittauksia.

Randoxin molaarisen Lp(a)-menetelman on osoitettu toimivan Architect c8000-

analysaattorilla ja se on voitu ottaa kayttoon.
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Sarjojen valinen toistettavuus

Taulukko 1. Sarjojen valinen toistettavuus (nmol/L).

Liite 1
1(2)

Sarjojen valinen toistettavuus (nmol/L)
Paivamaara LPA2661L1 LPA2663L3

20.6.2023 38,44 69,95
20.6.2023 38,59 72,72
27.6.2023 38,49 71,63
27.6.2023 38,88 71,53
27.6.2023 38,49 71,25
27.6.2023 39,17 71,77
27.6.2023 38,64 72,26
27.6.2023 38,88 72,23
14.9.2023 38,21 72,04
15.9.2023 34,07 68,71
19.9.2023 33,45 69,57
20.9.2023 33,07 70,1
21.9.2023 34,26 68,34
28.9.2023 32,92 68,79
29.9.2023 33,83 69,31
29.9.2023 34,03 69,16
2.10.2023 34,03 68,83
2.10.2023 34,17 70,47
3.10.2023 34,69 69,16
25.10.2023 33,67 70,54
26.10.2023 33,97 70,28
27.10.2023 34,3 70,13
27.10.2023 33,63 70,58




Liite 1

2(2)
31.10.2023 32,41 70,62
31.10.2023 34,93 71,89
1.11.2023 34,74 70,54
1.11.2023 35,27 72,23
2.11.2023 33,43 70,69
2.11.2023 34,06 70,17
7.11.2023 34,79 70,92
7.11.2023 33,97 71,48
8.11.2023 33,48 70,47
8.11.2023 33,38 69,6
9.11.2023 32,46 69,86
9.11.2023 33,77 72,38
13.11.2023 33,58 70,66
13.11.2023 34,5 69,1
Keskiarvo (nmol/L) 35,04 70,54
Keskihajonta (nmol/L) 2,16 1,19
Variaatiokerroin (%) 6,16 1,69




