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Glykoituneesta hemoglobiinista (HbA1c) puhutaan, kun glukoosi kiinnittyy hemo-
globiinin beetaketjun N-terminaalisen paan valiiniaminohappoon. HbA1c-tutki-
mus on kliinisessa kaytdossa muun muassa diabeteksen hoitotasapainon seuran-
nassa. Hemoglobiinista on olemassa erilaisia variantteja, jotka muuttavat hemo-
globiinin rakennetta. Hemoglobiini Tacoma on hemoglobiinin beetaketjun vari-
antti ja se todetaan usein sattumaldydoksena. On viitteita, etta se voi vaikuttaa
HbA1c-analyysimenetelmiin. Varianttia esiintyy Suomessa ja suomalaistaustai-
sella vaestolla. Etela-Pohjanmaalla hemoglobiini Tacoman esiintyvyys on 2 %.

Taman opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa hemoglobiini Tacoman tulos-
tasosta seka toistettavuudesta eri HbA1c-analyysimenetelmilla. Tarkoituksena oli
verrata kuuden vieritestilaitteen (Abbott Afinion 2, Aidian QuikRead go, Roche
Cobas b 101, SD Biosensor Standard F, Siemens Healthineers DCA Atellica ja
Hemocue HbA1c 501) ja Sebian Capillarys 3 -analysaattorin HbA1c-tutkimuksen
tuloksia Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelman tuloksiin. Tutkimuksen aineisto
koostui 22 normaalista ja 22 hemoglobiini Tacoma -naytteesta. Lisaksi selvitettiin
kaikkien analysoitavien menetelmien toistettavuutta hemoglobiini Tacoma -nayt-
teilla kahdella eri naytetasolla ja niita vastaavilla normaaleilla naytteilla. Toistet-
tavuudet tehtiin viisi kertaa. Opinnaytetyd tehtiin yhteistydssa Etela-Pohjanmaan
hyvinvointialueen kliinisen kemian ja mikrobiologian palveluyksikon kanssa.

Opinnaytetyon tutkimusmenetelmana kaytettiin kvantitatiivista tutkimusta. Laittei-
den antamat tulokset kasiteltiin Excel-taulukkolaskentaohjelmalla. Tuloksia ha-
vainnollistamaan kaytettiin hajontalukuja, systemaattista virhetta seka kuvaaijia ja
taulukoita.

Johtopaatoksena voidaan sanoa, ettd Standard F -vieritestilaite poikkeaa syste-
maattisesti tulostasomittauksissa hemoglobiini Tacoma -naytteilla. Tulosten poik-
keavuus referenssimenetelmasta on keskimaarin 17 mmol/mol. Tulosten perus-
teella Standard F -vieritestilaite ei valttamatta sovellu hemoglobiini Tacoma -nayt-
teiden tutkimiseen. Tutkimuksen tulokset korostavat hemoglobiinipoikkeavuuk-
sien tutkimisen ja huomioimisen merkitysta. Taman vuoksi hemoglobiini Taco-
man mahdollisia terveysvaikutuksia olisi jatkossa tarkeaa tutkia.

Asiasanat: hemoglobiini Tacoma, hemoglobiini A1c, kvantitatiivinen tutkimus
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When glucose is attached to the N-terminus of the hemoglobin’s beta chain’s
valine amino acid, it forms a unit called glycated hemoglobin, also known as
HbA1c. HbA1c is an important marker for evaluating glycemic control in diabetes.
There are multiple variants of hemoglobin, where the structure is altered by mu-
tations. Hemoglobin Tacoma is a beta chain variant, and it is often discovered as
an incidental finding. Hemoglobin Tacoma is especially prevalent in Finland and
in individuals with Finnish background. In Southern Ostrobothnia, the variant ap-
pears in 2 % of the population.

The objective of this thesis was to acquire information about hemoglobin Tacoma
results and repeatability with different HbA1c analysis methods. The purpose was
to compare the results of six different point-of-care analyzers (Abbott Afinion 2,
Aidian QuikRead go, Roche Cobas b 101, SD Biosensor Standard F, Siemens
Healthineers DCA Atellica, and Hemocue HbA1c 501) and Sebia Capillarys 3
Tera analyzer to the Roche Tina-quant Gen 3 method results. The research ma-
terial consisted of 22 normal samples and 22 hemoglobin Tacoma samples. Ad-
ditionally, repeatability of analyzed methods was tested with hemoglobin Tacoma
samples and normal samples corresponding with them at two different levels.
Repeatability was tested five times. The thesis was produced in co-operation with
the Clinical Chemistry and Microbiology Unit of the South Ostrobothnia Wellbeing
Services County

The thesis used a quantitative research method. The results were analyzed with
Microsoft Excel. They were exemplified by standard deviation, bias, graphs, and
tables.

In conclusion, the results of the study showed that the Standard F point-of-care
analyzer systematically deviates in the result comparison with hemoglobin Ta-
coma samples. The average deviation from the reference method was 17
mmol/mol. According to the results, the Standard F point-of-care analyzer may
not be suitable for the analysis of hemoglobin Tacoma samples. The results of
the study highlight the importance of studying and recognizing hemoglobinopa-
thies. Further research of the health effects of hemoglobin Tacoma could be ben-
eficial.

Key words: hemoglobin Tacoma, hemoglobin A1c, quantitative research
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1 JOHDANTO

Punasoluissa sijaitsevalla hemoglobiinilla on elimiston kannalta monia tarkeita
tehtavia mm. hapen ja hiilidioksidin kuljetus, mutta se liittyy myos muihin tarkeisiin
ilmioihin. Punasolun kiertaessa elimistossa keskimaarin 120 vuorokautta, sen he-
moglobiiniosaan liittyy glukoosia koko tana aikana. (Leppaluoto ym. 2019, 118—
119; llanne-Parikka 2019.) Talloin syntyy glykoitunutta hemoglobiinia el
HbA1c:ta, joka on tarkea tutkimus mm. diabeteksen diagnostiikassa ja sen hoito-

tasapainon seurannassa (llanne-Parikka 2019).

Hemoglobiinista on olemassa erilaisia variantteja, jotka muuttavat hemoglobiinin
rakennetta tai maaraa (Bain 2006, 20). Hemoglobiinivariantit voivat virheellisesti
nostaa tai laskea HbA1c tulosta, mikali ne hairitsevat diagnostisesti kaytettavaa
analyysimenetelmaa. Lisaksi variantit voivat aiheuttaa virheellisia tuloksia, mikali
variantti vaikuttaa esimerkiksi punasolun oletettuun 120 vuorokauden elinikaan.
(Strickland ym. 2017, 1901; llanne-Parikka 2019.) Potilaan oikeanlainen hoito
edellyttada hemoglobiinivariantin tunnistamista. Mikali potilaalla todetaan hemo-
globiinivariantti, kliinikon tulisi pohtia voiko tuloksia verrata viitearvoihin vai vain
potilaan aiempiin tuloksiin. (Little & Roberts 2009, 451; Dasauni ym. 2022; Kan-
gastupa ym. 2023, 56.)

Tahan mennessa erilaisia hemoglobiinivariantteja on l0ydetty jo yli 1400, joista
tassa opinnaytetydssa keskitytaan yhteen: hemoglobiini Tacomaan (Giardine ym.
2023). Opinnaytetydn aihe saatiin Etela-Pohjanmaan hyvinvointialueen kliinisen
kemian ja mikrobiologian palveluyksikon sairaalakemisti Paivikki Kangastuvalta,
joka on tutkinut kyseista varianttia. Han tutki hemoglobiini Tacoman yleisyytta
Suomessa kayttaen menetelmana kapillaarielektroforeesia. Tutkimuksessaan
Kangastupa ym. (2023) kertoo kyseista varianttia I0ytyvan Etela-Pohjanmaalta
eniten (2,0 %) muihin tutkimuksessa oleviin sairaanhoitopiireihin verrattuna. On
kuitenkin huomioitava, ettd kapillaarielektroforeesi HbA1c menetelmaa ei ole
suunniteltu varianttien tunnistamiseen, mutta silla voidaan havaita ja joskus myds
tunnistaa variantteja niiden ominaisen elektroferogrammin perusteella. On lisaksi
viitteita, etta hemoglobiini Tacoman tulokset voivat erota eri menetelmien valilla.
(Kangastupa ym. 2023, 52, 55-56; Kangastupa 2023a.)
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Taman opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa tietoa hemoglobiini Tacoman tulos-
tasosta seka toistettavuudesta eri HbA1c-menetelmilla. Tarkoituksena on verrata
kuuden vieritestilaitteen (Abbott Afinion 2, Aidian QuikRead go, Roche Cobas b
101, SD Biosensor F, Siemens Healthineers DCA Atellica ja Hemocue HbA1c
501) ja Sebian Capillarys 3 -analysaattorin HbA1c-tutkimuksen tuloksia Rochen
Tina-quant Gen 3 -menetelman tuloksiin. Lisaksi selvitetaan kaikkien analysoita-
vien menetelmien toistettavuutta hemoglobiini Tacoma-naytteilla kahdella eri

naytetasolla ja niita vastaavilla normaaleilla naytteilla.



2 HEMOGLOBIINI JA SEN OMINAISUUDET

Veren punainen vari johtuu verenkierrossa kiertavien punasolujen hemoglobii-
nista, joka on rautaa sisaltava proteiini. Punasolujen hemoglobiinin rauta-atomei-
hin sitoutuu sisaanhengityksesta tullutta happea, jota kuljetetaan elimistdon solu-
jen kaytettavaksi. Punasolujen rakenteen vuoksi hapen kuljettaminen elimistossa
on tehokasta. Taman lisaksi punasolujen aineenvaihdunta on anaerobista eli ne
eivat kuluta itse kuljettamaansa happea. (Hofforand & Moss 2016, 88, 92-93;
Leppaluoto ym. 2019, 118—119.) Happea tarvitaan elimistéssa soluhengitykseen.
Soluhengityksen lopputuotteena syntyy hiilidioksidia, jota hemoglobiini kuljettaa
keuhkoihin ja sita kautta elimiston ulkopuolelle. (Leppaluoto ym. 2019, 162, 174—
178.)

Hemoglobiinin proteiinirakenne mahdollistaa sen monet eri tehtavat ja ominai-
suudet elimistdssa. Hemoglobiini koostuu aminohapoista, jotka muodostavat po-
lypeptidiketjuja. Polypeptidiketjujen toisessa padssa on aminoryhma ja toisessa
karboksyyliryhma. Hemoglobiini koostuu yhteensa neljasta polypeptidiketjusta el
globiiniketjusta. Aikuisella nama globiiniketjut ovat yleensa kaksi alfaketjua ja
kaksi beetaketjua. (Heino & Vuento 2020, 42-45, 51-52, 57.) Alfaketjua koo-
daava geeni sijaitsee kromosomissa 16 ja ketju on 141 aminohappoa pitka. Bee-
taketjua koodaava geeni on kromosomissa 11 ja ketju on pituudeltaan 146 ami-
nohappoa. (Burtis & Bruns 2015, 501; Heino & Vuento 2020, 57.)

Globiiniketjujen laskostuttua ne ryhmittyvat neljaksi alayksikoksi eli tetrameeri ra-
kenteeksi. Laskostumisen aikana kuhunkin alayksikk6én muodostuu hydrofobi-
nen tasku, jossa sijaitsee rautaa (Fe?*) sisaltdva hemiryhma. (Bain 2006, 4-5,
215; Heino & Vuento 2020, 47—49, 51-52.) Punasolujen kuljettama happi sitou-
tuu juuri tdhan hemoglobiinin hemiryhmaan. Tetrameeri rakenteessa globiiniket-
jut ovat vuorovaikutuksessa keskenaan ja muodostavat nain yhden kokonaisen
molekyylin (kuva 1). (Bain 2006, 4—6; Heino & Vuento 2020, 51-52.)

Hemoglobiinista on olemassa erilaisia muotoja riippuen niiden alayksikdista. Ai-
kuisilla esiintyy eniten hemoglobiini A:ta (HbA), joka koostuu kahdesta alfa- ja
kahdesta beetaketjusta. Hemoglobiini A:ta on elimiston kaikesta hemoglobiinista
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noin 96-98 %. Hemoglobiinista on kuitenkin my6s muita muotoja, joissa kahden
alfaketjun kanssa on liittyneend gamma- tai deltaketjuja. Kun kaksi alfaketjua on
littyneena kahden gammaketjun kanssa, puhutaan fetaalihemoglobiinista
(HbF). Tama on vallitseva hemoglobiini muoto sikiOkaudella, mutta aikuisella sita
on noin 0,5-0,8 %. (Mehta & Hoffbrand 2014, 15; Hoffbrand & Moss 2016, 88.)
Sikiot tarvitsevat fetaalihemoglobiinia hapen kuljettamiseen istukan lapi, koska
HbA:n happiaffiniteetti on pienempi kuin HbF:lla (Mehta & Hoffbrand 2014, 50).
HbF korvautuu HbA:lla yleensa kuuden kuukauden ikaan mennessa. Mikali kaksi
alfaketjua on liittyneena kahden deltaketjun kanssa, muodostuu hemoglobiini
A2 (HbA2). Hemoglobiini A2:ta on elimistdssa noin 1,5-3,2 %. (Mehta &
Hoffbrand 2014, 15; Hoffbrand & Moss 2016, 88.)

KUVA 1. Hemoglobiinin viivakaava seka hemoglobiinin tetrameeri rakenne
(Kuva: Anni Maenpaa).

Normaalisti aikuisen naisen hemoglobiiniarvo on 117-155 g/l ja miehen 134-167
g/l. Hemoglobiiniarvo laskee, mikali elimistdssa hajoaa punasoluja tai niita ei tuo-
teta riittdvasti. Syita voivat olla esimerkiksi talassemiat seka erilaiset anemiat
esim. raudanpuuteanemia. (Tunturi 2022.) Joissain tilanteissa punasoluja voi olla
ylimaarin, joka havaitaan hemoglobiiniarvon kohoamisena. Syita voivat olla esim.
elimiston reaktio pitkaaikaiseen lilan vahaiseen hapensaantiin tai erilaiset geeni-

mutaatiot esim. polysytemia vera eli punasolujen ylimaara. (Lehto 2022.)



2.1 Glykoitunut hemoglobiini eli HbA1c

Verenkierrossa kiertavien punasolujen oletettu elinika on keskimaarin 120 vuoro-
kautta, jonka aikana veressa olevaa glukoosia sitoutuu ei-entsymaattisesti hemo-
globiiniin (Penttila, Halonen, Moilanen & Tiikkainen 2009, 25; llanne-Parikka
2019). Sitoutuminen tapahtuu kahdessa osassa. Ensimmaisessa vaiheessa glu-
koosin aldehydiryhma reagoi hemoglobiinin kanssa ja toisessa vaiheessa synty-
nyt molekyyli stabiloituu. Naiden vaiheiden jalkeen puhutaan glykoituneesta he-
moglobiinista. (Penttila ym. 2009, 25; Heino & Vuento 2020, 28.)

Diabeteksen diagnostiikassa ja seurannassa hyodynnetaan hemoglobiini A1c:ta
(HbA1c). HbA1c:tda muodostuu, kun glukoosi liittyy hemoglobiini A:n beetaketjun
N-terminaalisen valiiniaminohapon kanssa. Hemoglobiini A1c edustaa elimiston
glukoositasapainoa noin kahden kuukauden ajalta. (Penttila ym. 2009, 25; llanne-
Parikka 2019.) Glukoosin sitoutumista hemoglobiiniin tapahtuu sitd enemman
mita suurempi veren glukoosipitoisuus on (llanne-Parikka 2019). Glukoosin liian
suuri pitoisuus elimistdssa vaikuttaa myos diabeteksen komplikaatioihin (Penttila
ym. 2009, 25; llanne-Parikka 2019).

Normaali HbA1c viitearvo on 20—-42 mmol/mol ja diabeteksen diagnostinen raja
on 48 mmol/mol. Aikaisemmin Hba1c-arvon on taytynyt olla toistuvasti 48
mmol/mol tai yli, mutta uuden Kaypa hoito -suosituksen mukaan jo yksi 48
mmol/mol ylitys oikeuttaa diagnoosiin. (Insuliininpuutosdiabetes: Kaypa hoito -
suositus 2022; Tyypin 2 diabetes: Kaypa hoito -suositus 2024.) Diabeteksen hoi-
totasapainossa ideaalina pidetaan HbA1c-tulosta, joka on alle 53 mmol/mol. Koh-
talaisen sokeritasapainon viitevali on 53—75 mmol/mol ja huono sokeritasapaino
on yli 75 mmol/mol. (Etela-Pohjanmaan hyvinvointialue 2022.) Poikkeavia tulok-
sia voi aiheuttaa punasolujen poikkeuksellinen elinika, analyysimenetelma seka
hemoglobiinipoikkeavuudet eli hemoglobinopatiat (Penttila ym. 2009, 25, 27;
llanne-Parikka 2019).
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2.2 Hemoglobiinipoikkeavuudet

Hemoglobinopatiat tarkoittavat perinndllisia hemoglobiinimolekyylin  poik-
keavuuksia. Tallainen mutaatiosta johtuva poikkeavuus voi olla esimerkiksi maa-
rallinen tai rakenteellinen. Hemoglobiinin maarallisia poikkeavuuksia kutsutaan
talassemioiksi. Talassemioissa hemoglobiinimolekyylin globiiniketjun syntee-
sia saatelevalla alueella on tapahtunut mutaatio, joka johtaa hemoglobiinin syn-
teesin vahenemiseen. (Bain 2006, 20, 63.) Synteesin vaheneminen aiheuttaa li-
saksi epatasapainon globiiniketjujen maarassa, joka johtaa edelleen hemoglobii-
nin rakenteen epavakauteen (Wartiovaara-Kautto 2023). Kliinisesti merkittavia
talassemioita ovat alfa- ja beetatalassemiat, riippuen siitd kumpaan globiiniket-
juun mutaatio vaikuttaa. Talassemiat aiheuttavat mm. hemolyyttistd anemiaa.
(Bain 2006, 63; Wartiovaara-Kautto 2023.)

Hemoglobiinivariantit ovat hemoglobiinimolekyylin rakenteellisia poikkeavuuksia,
jotka johtuvat globiiniketjua koodaavalla alueella tapahtuvista mutaatiosta, ku-
ten esim. pistemutaatiosta, deleetiosta tai insertiosta. Hemoglobiinivariantit voi-
daan jakaa sen perusteella, missa globiiniketjussa (alfa, beeta, gamma, delta)
mutaatio on tapahtunut. Mutatoitunut globiiniketju vaikuttaa myos mutaation seu-
rauksiin. Mikali mutaatio tapahtuu alfaketjussa se vaikuttaa hemoglobiineihin F,
A ja A2. Mutaatio beetaketjussa vaikuttaa hemoglobiini A:han. Gammaketjussa
tapahtuvat mutaatiot vaikuttavat hemoglobiiniin F ja deltaketjun mutaatiot vaikut-
tavat hemoglobiiniin A2. (Bain 2006, 20, 190; Burtis & Bruns 2015, 505-506.)

Tahan mennessa erilaisia hemoglobiini variantteja on 16ydetty ympari maailmaa
jo 1429 kappaletta (Giardine ym. 2023). Eri varianttien nimeamiseen kaytetaan
esimerkiksi kirjaimia, variantin 16ytymispaikkaa seka perheen sukunimea, jolta
variantti on I0ydetty. Nykyaan kaytetdan myos systemaattista nimeamista, jossa
otetaan huomioon mutatoitunut ketju, mutaation sijainti ketjussa seka aminoha-
pon muutos. (Burtis & Bruns 2015, 505-506.) Yleisin hemoglobiinivariantti on
HbS, joka perittdessa molemmilta vanhemmilta aiheuttaa sairauden nimelta sirp-
pisoluanemia (Bain 2006, 141; Hoffbrand & Moss 2016, 215). Nimensa mukai-
sesti sairaudessa punasolut ovat sirpin mallisia. Talléin hemoglobiinin beetaket-

jussa on tapahtunut pistemutaatio nukleotidissa 20 ja sen seurauksena kuudes
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aminohappo glutamiini on vaihtunut valiiniksi. (Bain 2006, 139; Giardine ym.
2000.)
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3 HEMOGLOBIINI TACOMA

Hemoglobiini Tacoma on hemoglobiinivariantti, jossa mutaatio on tapahtunut
beetaketjussa. Hemoglobiini Tacoma jaetaan kahteen eri tyyppiin pistemutaation
perusteella: Tacoma ja Tacoma Il. Tacomaa esiintyy Amerikassa seka Pohjois-
Euroopassa, kun taas Tacoma ll:sta esiintyy Lahi-ldassa. (Giardine ym. 2015;

Giardine ym. 2021.) Tassa opinnaytetyossa keskitytaan Tacomaan.

Tacomassa beetaketjussa kohdassa 93 typpiemas guaniini muuttuu tymiiniksi ja
Tacoma ll:ssa samassa beetaketjun kohdassa guaniini muuttuu sytosiiniksi.
Nama molemmat pistemutaatiot aiheuttavat muutoksen aminohapossa 30, joka
muuttuu arginiinista seriiniksi. (Giardine ym. 2015; Giardine ym. 2021.) Koska
Tacoma on beetavariantti se vaikuttaa niihin hemoglobiinimuotoihin, joissa esiin-
tyy beetaketju esim. HbA (Bain 2006, 190). Hemoglobiini Tacoma mielletaan
usein epavakaaksi hemoglobiinivariantiksi (Kangastupa ym. 2023, 55). Tama ai-
heutuu mutaation aiheuttamasta konformaatiomuutoksesta hemoglobiini Taco-
man rakenteessa (Tucker & Perutz 1977, 415, 417).

Hemoglobiini Tacomasta on I6ydetty hetero- ja homotsygoottisia muotoja (Brim-
hall, Jones, Baur & Motulsky 1969, 2125; Kangastupa ym. 2023, 52). Hete-
rotsygoottisuus tarkoittaa, etta samasta geenista ilmenee kaksi erilaista muotoa
eli alleelia (variantin periytyminen vain toiselta vanhemmalta). Yleisesti hemoglo-
biinivarianteilla heterotsygoottisuus ei yleensa aiheuta kliinisia oireita. Kun sa-
masta geenista iimenee kaksi samanlaista alleelia (variantin periytyminen mo-
lemmilta vanhemmilta), puhutaan homotsygoottisuudesta. Homotsygoottisuus ai-
heuttaa yleensa suurempia terveyshaittoja. (Mehta & Hoffbrand 2014, 28-29.)
Hemoglobiini Tacoman esiintyvyys on Etela-Pohjanmaan alueella 2 % ja sen ter-
veysvaikutuksia ei viela tiedeta tarkasti. On kuitenkin viitteita, ettéd se vaikuttaa

analyysimenetelmiin ja saatuihin tuloksiin. (Kangastupa ym. 2023, 51-52, 54.)
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3.1 Hemoglobiini Tacoman tunnistaminen kapillaarielektroforeesilla

Sebian Capillarys 3 Tera -analysaattori kayttaa kapillaarielektroforeesimenetel-
maa (CE), jolla on mahdollista erottaa hemoglobiinivariantteja (Sebia 2022b). Ky-
seistd menetelmaa kaytetaan kliinisissa laboratorioissa ja sille on ominaista no-
pea ja tarkka mittaaminen. Kayttokohde kliinisissa laboratorioissa on proteii-
nipoikkeavuuksien testaaminen seka kroonisten sairauksien diagnostiikka ja seu-
ranta. Laitteisto koostuu elektrodista, kapillaareista, puskuriliuoksesta, detekto-
rista seka virtalahteesta. (Weston & Brown 1997, 154; Sebia 2022a.)

Menetelma perustuu ionimuodossa olevien komponenttien liikkumiseen sahko-
kentassa eri nopeuksilla (Jaarinen & Niiranen 2008, 178). Eri komponentit erote-
taan toisistaan kunkin elektroforeettisen liikkuvuuden ja pH:n avulla sah-
kdosmoottista virtausta kayttaen. Kun kapillaariin muodostuu jannite, sinne injek-
toitu elektrolyyttiliuos liikkkuu katodia eli negatiivista varausta kohti koko matkan
tasaisella nopeudella. Taman aikana detektori havaitsee elektrolyyttiliuoksen
komponentit ja piirtaa niista elektroferogrammin. Detektorille saapuu ensimmai-
sena kationit eli positiivisesti varautuneet ionit, silla ne liikkuvat nopeammin kohti
vastakkaisen varauksen omaavaa katodia. Tasaisen virtausnopeuden ansiosta
kapillaarielektroforeesimenetelmalld saadaan aikaan hyva erotuskyky, jonka an-
siosta elektroferogrammissa on tarkat ja kapeat piikit. (Jaarinen & Niiranen 2008,
178-180; Sebia 2022a.)

Sebian Capillarys 3 Tera -analysaattorin HbA1c-menetelmaa ei ole tarkoitettu he-
moglobiinivarianttien tunnistamiseen, mutta osa varianteista voidaan kuitenkin
havaita sen avulla (Sebia 2022c; Kangastupa ym. 2023, 52, 56). Kun HbA1c-
naytteitd analysoidaan kapillaarielektroforeesimenetelmalld, tetrameerinen he-
moglobiini hajoaa kahdeksi dimeeriksi. Hajoamisessa muodostuvat dimeerit ovat
hererodimeereja eli molemmat dimeerit sisaltavat alfaketjun lisaksi beeta-,
gamma- tai deltaketjun. (Kangastupa 2023b.) Glykoitunut hemoglobiini seka eri
hemoglobiinin muodot erottuvat elektroferogrammissa omina piikkeinaan niiden
koon ja varauksen perusteella (kuva 2). Lisaksi osa hemoglobiinivarianteista
muuttaa molekyylin varausta, joten myos ne voivat erottua kapillaariselektrofo-
reesissa, osa jopa omina piikkeindan. (Kangastupa ym. 2023, 52-53, 56; Kan-
gastupa 2023b.)
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KUVA 2. Normaalin HbA1c-naytteen elektroferogrammi (Kuva: Moona Kangas-
tie).

Hemoglobiini Tacoma ja sen hetero- tai homotsygoottisuudesta riippuen elektro-
ferogrammi piirtyy eri tavalla. Heterotsygoottinen hemoglobiini Tacoma nakyy
yleensa elektroferogrammissa pohjaviivasta erottuvana litteana piikkina seka
elektroferogrammin loppuun muodostuvana piikkina, joka muodostuu hajon-
neesta hemoglobiinista (kuva 3). Muita merkkeja Tacomasta on HbA2 prosentu-
aalinen nousu. Homotsygoottinen hemoglobiini Tacoma on haasteellisempi tun-
nistaa, silla sen elektroferogrammi vaihtelee eri potilaiden ja eri analysointi kerto-
jen valilla. Yhteista kaikille homotsygooteille Tacoma-naytteille on, ettd mene-
telma tunnistaa hemoglobiini Tacoman virheellisesti HbAO-piikiksi. Taman seu-
rauksena koko elektroferogrammi siirtyy oikealle. (Kangastupa ym. 2023, 52-55;
Kangastupa 2023b.)
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KUVA 3. Heterotsygootin hemoglobiini Tacoman elektroferogrammi, jossa

elektroferogrammi nousee pohjaviivasta alueilla 40-140 ja 180-280 (Kuva:
Moona Kangastie).

3.2 Aiemmat tutkimukset

Opinnaytetyon aiheesta on tehty kaksi aiempaa tutkimusta, jossa yhdessa ver-
rattiin Afinionin vieritestilaitteen tuloksia Tosoh G8 -menetelman tuloksiin tutkitta-
essa HbA1c-naytteita. Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittda, voiko Afinionin
vieritestilaitetta kayttda vaihtoehtoisena menetelmana Tosoh G8 -menetelmalle
HbA1c:n mittaamisessa Tacoma-potilaille. Idea syntyi siita, etta Afinionin vierites-
tilaite kayttaa boronaattiaffiniteetti maaritysta, jonka oletettiin olevan hairiétonta.
Menetelmaan aiheutuu hairiéta, mikali HbF:n pitoisuus on yli 15 %. Tutkimuk-
sessa tutkittin myds Rochen Tina-quant Gen 2 -menetelman soveltuvuutta
Tosoh G8 -menetelman vaihtoehtoiseksi menetelmaksi.

(Lenters-Westra,
Strunk,Campbell & Slingerland 2017, 2-3, 5.)

Lenters-Westran ym. (2017) tekemassa tutkimuksessa naytteet kerattiin Etela-
Pohjanmaan sairaanhoitopiirista, jossa ne analysoitiin Afinionin vieritestilaitteella
ja lahetettiin tutkittavaksi Euroopan glykohemoglobiinin referenssilaboratorioon
(ERL). Siella naytteet tutkittin kolmella eri menetelmalla: Tina-quant Gen 2
(Roche Diagnostics), Premier Hb9210 (Trinity Biotech) ja Tosoh G8 (Tosoh Bios-
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cience). Premier Hb9210 kaytettiin referenssimenetelmana. Naytteet varmistet-
tiin hemoglobiini Tacoma -varianteiksi DNA sekvensoinnin avulla. Suhteellinen
ero verrattuna Premier Hb9210 -menetelmaan oli Afionilla 16,8 %, Tosoh G8:lla
31,8 % seka Tina-quant Gen 2 -menetelmalla 21,5 %. (Lenters-Westraym. 2017,
3.)

Toinen aiheeseen olennaisesti liittyva tutkimus on yhteistyotahon sairaalakemisti
Paivikki Kangastuvan tutkimus. Tutkimuksessa haluttiin selvittda heterotsygootti-
sen hemoglobiini Tacoman ja muiden mahdollisten varianttien ilmenemista Suo-
messa. Aiemmissa tutkimuksissa hemoglobiini Tacomaa on 10ytynyt suomalai-
silta maahanmuuttajilta Ruotsista seka Pohjois-Amerikasta. Tutkimuksessa ana-
lysoitiin yhteensa 5059 HbA1c-naytettda Sebian Capillarys 3 Tera -analysaatto-
rilla, joka kayttaa kapillaarielektroforeesimenetelmaa. Naytteita kerattiin yhdesta-
toista sairaanhoitopiirista, joista jokaisesta saatiin noin 500 naytettd. Osa hemo-
globiini Tacoma -naytteista varmistettiin geneettisella testilla. (Kangastupa ym.
2023, 52.)

Koko 5059 naytteen maarasta hemoglobiini Tacoman heterotsygoottimuotoa l0y-
dettiin 38 naytteesta. Tutkimuksessa loydettiin Etela-Pohjanmaalta myos hemo-
globiini Tacoman homotsygoottinen muoto ja tutkimus on ensimmainen, joka on

osoittanut sen olemassaolon. (Kangastupa ym. 2023, 52.)

Tutkimuksessa kerrotaan, etta hemoglobiini Tacoma on ensimmaista kertaa ku-
vattu vuonna 1965. Hemoglobiini Tacomaa kasittelevia tutkimuksia I0ytyy tahan
paivaan mennessa vain alle kaksikymmenta. Aiheesta tarvittaisiin lisda tutkimuk-
sia, silla variantin kliinisista vaikutuksista on vain vahan tietoa. (Kangastupa ym.
2023, 54, 56.)
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4 LAITTEET JA MENETELMAT

Opinnaytety0ssa kaytetaan suuria laboratoriotiloissa kaytettavia analysaatto-
reita, joita ovat Sebian Capillarys 3 Tera -analysaattori seka Rochen automaa-
tiorata, jossa on Tina-quant Gen 3 -menetelma. Seindjoen keskussairaalassa
Tina-quant Gen 3 -menetelma on Rochen Cobas 8000 -laitekokonaisuuden
c502-moduulilla. Hemoglobiini Tacoman tunnistamiseen kaytetysta Sebian Ca-
pillarys 3 Tera -analysaattorin menetelmaperiaatteesta kerrotaan kappaleessa
3.1.

Naiden laitteiden lisaksi kaytetaan vieritestaukseen kaytettavia pienlaitteita. Vie-
ritestausta ja vierianalytiikkaa kaytetaan silloin, kun laboratoriotulosta tarvitaan
valittdmasti potilaan hoitoon tai laboratoriopalveluita ei ole saatavilla. Vieritestaus
eli point-of-care testing (POC) on saanut nimensa siita, etta analytiikkaa tehdaan
potilaan lahella esimerkiksi kotihoidossa. (Labquality 2021, 1, 1.1.) Opinnayte-
tyossa kaytettavia vieritestilaitteita ovat Afinion 2 (Abbott), QuikRead go (Aidian),
Cobas b 101 (Roche), Standard F200 (SD Biosensor), DCA Atellica (Siemens
Healthineers) seka HbA1c 501 (Hemocue). Liitteessa 1 on esitetty mm. laiteval-
mistajien ilmoittamat naytteiden sailyvyysajat seka tarvittavat naytemaarat. Tie-
dot liitteeseen on koottu laitevalmistajien menetelmainserteista. (Roche 2019, 6,
9, 11; Abbott 2020, 26-27, 29; HemoCue 2020; Roche 2022, 2-3, 5; Aidian 2023;
SD Biosensor 2023; Siemens Healthineers 2023; Kangastupa 2024b.)

4.1 Roche Tina-quant Gen 3

Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelma kayttaa turbidimetrista inhibitioimmuno-
maaritysta (TINIA). Menetelmassa HbA1c-nayte kilpailee polyhapteenin kanssa
vapaana olevista HbA1c-spesifisista vasta-aineista. Nama vasta-aineet on suun-
nattu beetaketjun N-terminaalisen paan valiiniryhmaa vastaan. Vasta-aine tun-
nistaa N-terminaalisesta paasta glykoituneen valiinin lisaksi kolme seuraava ami-

nohappoa. Testi tunnistaa kaikki hemoglobiinivariantit, jotka ovat glykoituneet
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beetaketjun N-terminaalisesta paasta seka omaavat identtiset vasta-aineen tun-
nistavat alueet HbA1c:n kanssa. (Roche Diagnostics 2019, 10-11; Roche
2022,1.)

Menetelmassa naytteen HbA1c reagoi anti-HbA1c-vasta-aineen kanssa ja muo-
dostaa antigeeni-vasta-aine-komplekseja. Kun lisataan puskuria seka polyhap-
teeneja, polyhapteenit reagoivat ylimaaraisen anti-HbA1c-vasta-aineiden
kanssa. Tastda muodostuu liukenemattomia vasta-aine-polyhapteenikomplek-
seja, jotka voidaan maarittaa turbidimetrisesti. Vapautunut hemoglobiini tunniste-
taan sen tunnusomaisen absortiospektrin perusteella jo esi-inkubaatiovaiheen ai-
kana. (Roche Diagnostics 2019, 10—-11; Roche 2022, 1.)

Tavallisimpien varianttien HbS, HbE, HbC ja HbD ei valmistajan mukaan pitaisi
vaikuttaa HbA1c-tulokseen menetelmaan valittujen vasta-aineiden vuoksi
(Roche Diagnostics 2019, 10; Roche 2022, 1). Tama perustuu siihen, etta taval-
lisimmissa varianteissa mutaatio ei sijaitse N-terminaalisen paan neljassa ensim-
maisessa aminohapossa. Menetelman tunnistaman alueen aminohapposek-
venssi ei siis muutu tavallisimmilla varianteilla. Talla hetkella tunnistetuista yli
1400:sta hemoglobiinivariantista vain 17:ssa epatavallisessa hemoglobiinivarian-
tissa mutaatio on tapahtunut N-terminaalisen paan neljassa ensimmaisessa ami-

nohapossa. (Roche Diagnostics 2019, 10—11; Giardine ym. 2023.)

4.2 Abbott Afinion 2

Afinion 2 on Abbottin vieritestilaite, joka on suunniteltu mittaamaan esim. pitkaai-
kaissokeria eli HbA1c:ta (kuva 4). Testikasetti sisaltaa reaktiosailidissa kaikki mit-
taukseen vaadittavat reagenssit kuten boorihappokonjugaatin sekd hemolysoi-
van liuoksen (kuva 5). Menetelmana laite kayttaa boronaattiaffiniteettimaaritysta.
Ensimmaisena nayte laimennetaan nesteeseen, jossa hemoglobiinia vapautuu
punasoluista. Taman jalkeen vapautunut hemoglobiini saostuu. Saostunut seos
siirtyy testikasetissa sailioon, jossa on sininen boorihappokonjugaatti. Sailiéssa
boorihappokonjugaatti sitoutuu vain glykoituneen hemoglobiinin cis-dioli raken-
teen kanssa. Reaktioseos jatkaa taman jalkeen matkaansa testikasetin kalvoput-

keen, jossa sijaitsee suodatinkalvo. Koko seos liuotetaan suodatinkalvon lapi ja
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kaikki saostunut, niin konjugoitunut kuin konjugoimaton, hemoglobiini jaa kal-
volle. Ylimaarainen konjugaatti pestaan testikasetin seuraavassa reaktiosaili-
Ossa. (Abbott 2020, 25-26.)

Analysaattori antaa numeerisen tuloksen kalvolla olevan saostuman perusteella.
Mittaaminen tapahtuu laskemalla valon voimakkuutta. Voimakkuus lasketaan gly-
koituneesta hemoglobiinista syntyvasta sinisen valon heijastuksesta ja kokomais-
hemoglobiinista syntyvasta punaisen valon heijastuksesta. Naiden valojen voi-
makkuuden valinen suhde on suoraan verrannollinen naytteen HbA1c prosentti-

osuuteen, jonka laite antaa yksikdssa mmol/mol. (Abbott 2020, 25,29.)

Analysaattorilla on muutamia hairitsevia tekijoitd seka rajoituksia, mutta merkitta-
via hairioita ei ole havaittu naytteista, joiden hemoglobiinin varianttien pitoisuudet
olivat alle 7 %. Yhdeksi hairitsevaksi tekijaksi mainittiin glukoosi, kun sen pitoi-
suus on yli 10 g/L. Testin rajoituksena on naytteet, joissa punasolujen elinkaari
on jostain syysta lyhentynyt. Talldin punasolujen altistuminen glukoosille vahe-
nee, joka aiheuttaa virheellisesti lian matalia HbA1c-arvoja. Testaukseen ei

voida mydskaan kayttaa hyytynytta naytetts. (Abbott 2020, 30-31.)

HbA1c

B 56 mmol/mol!

KUVA 4. Afinion 2 -vieritestilaite (Kuva: Anni Maenpaa).
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KUVA 5. Afinion 2 -vieritestilaitteen testikasetti. 1. Naytteenotin 2a. Konjugaatti
2b. Kalvoputki 2c. Pesuliuos 2d) Hemolysoiva liuos 2e. Tyhja 3. Optisesti luettava
alue (Kuva: Anni Maenpaa).

4.3 Aidian QuikRead go

QuikRead go on Aidianin valmistama vieritestilaite, jolla pystytdan maarittamaan
mm. HbA1c:ta (kuva 6). Mittausmenetelma on immunoturbidimetrinen ja HbA1c-
tulos saadaan saostumisreaktion avulla. Naytetta otetaan naytteenottimella, ase-
tetaan kyvettiin ja lisataan reagenssikorkki paalle. Reaktio tapahtuu kyvetissa,
jossa on hemolysoivassa liuoksessa lateksipartikkeleita. Hemolysoituneista pu-
nasoluista vapautunut hemoglobiini ja HbA1c sitoutuu passiivisesti lateksipartik-
keleihin siind suhteessa kuin niita veressa esiintyy. Kyvetista vapautuu HbA1c-
vasta-aineita ja ne sitoutuvat lateksipartikkelien HbA1c:en ja aiheuttaa saostu-
misreaktion. Saostumisreaktion samentuma mitataan fotometrisesti ja sen maara

on verrannollinen HbA1c:n maaraan. (Aidian 2023.)

Analysaattorin antamia tuloksia taytyy arvioida kriittisesti, mikali potilaalla on tila,
joka aiheuttaa lyhentynytta punasolujen elinikda. Tallaisia tiloja ovat mm. ras-

kaus, kohonnut fetaalinen hemoglobiiniarvo tai sirppisoluanemia. (Aidian 2023.)
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Sample Cotector

KUVA 6. QuikRead go -vieritestilaite seka testin suorittamiseen kaytettavat vali-
neet (Kuva: Moona Kangastie).

4.4 Roche Cobas b 101

Cobas b 101 -vieritestilaite on suunniteltu mm. glykoituneen hemoglobiinin eli
HbA1c:n kvantitatiiviseen mittaamiseen (kuva 7). Testikasetti imee verindytteen
automaattisesti sisdansa ja talloin testikasetti on asetettava analysaattoriin alle
minuutissa. Testikasetti sisaltaa kaikki tarvittavat reagenssit seka agglutinaatioon
vaadittavat lateksipartikkelit (kuva 8 ja 9). Laitteen mittausmenetelma perustuu
immunokompleksien syntymiseen ja niiden detektioon. (Roche 2019, 4-7.)

Reaktio tapahtuu kyvetissa kahdessa vaiheessa. Ensimmaisessa vaiheessa
nayte laimentuu ja sekoittuu TRIS-puskuriin, jonka tehtdvana on vapauttaa puna-
soluista mitattava hemoglobiini. Puolet naytteesta siirtyy reaktiokammioon ja se-
koittuu natriumlauryylisulfaatin kanssa (SLS). Tama hapettaa hemoglobiinin, jol-
loin muodostuu SLS:n ja varillisen kromoforin yhdiste. Tasta reaktiosta syntyvan
varin maara mitataan 525 nm:n aallonpituudella. Naytteesta lapi paasyn valon
maara on verrannollinen kokonaishemoglobiinipitoisuuteen. (Roche 2019, 5.)
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Toisessa vaiheessa HbA1c denaturoidaan kaliumferrisyanidilla ja sakkaroosi-
lauraatilla. Denaturoitu HbA1c sitoutuu lateksipartikkelissa olevaan HbA1c-vasta-
aineeseen. Agglutinaattori reagoi ylimaaraisten anti-HbA1c-vasta-aineiden
kanssa ja muodostuu immunokompleksi, joka mitataan 625 nm:n aallonpituu-
della. HbA1c pitoisuus korreloi kaanteisesti agglutinaation maaraan. Tulos ilmoi-
tetaan mitatun kokonaishemoglobiinipitoisuuden ja HbA1c-tuloksen suhteena.
(Roche 2019, 5.)

Analysaattoria kaytettdessa on huomioitava hemoglobiinivarianttien vaikutus,
silla ne voivat vaikuttaa punasolujen elinikaan seka hemoglobiinin glykoitumi-
seen. Taman seurauksena kaikki punasolujen elinikaa lyhentavat tekijat aiheut-
tavat virheellisen matalia tuloksia. Testi on spesifinen hemoglobiineille, jotka ovat
glykoituneet beetaketjun N-terminaalisesta paasta, joten yleisimmat hemoglobi-

nopatiat kuten HbAS eivat hairitse mittausta. Analysaattorin antama tulos tulee

aina suhteuttaa potilaan kliiniseen kuvaan. (Roche 2019, 9-11.)

KUVA 7. Cobas b 101 -vieritestilaite (Kuva: Anni Maenpaa).
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KUVA 8. Cobas b 101 -vieritestilaitteen mittauskyvetti (etupuoli) (Kuva: Anni Ma-
enpaa).

KUVA 9. Mittauskyvetin naytteenotto-osa (takapuoli) (Kuva: Anni Maenpaa).

4.5 SD Biosensor Standard F

SD Biosensor Standard F on fluoresenssi-immunomaaritysta kayttava vieritesti-
laite, jolla voidaan maarittad HbA1c-tulos kvantitatiivisesti (kuva 10). Laitteen toi-
mintaperiaate perustuu immunomaaritykseen ja reflektometriaan. Testin suoritta-

miseen tarvitaan testilaite, lateksitabletti seka puskuriliuosta sisaltava putki (kuva
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11). Verinayte imeytyy testikitin mukana tulleeseen pipettiin automaattisesti. Ta-
man jalkeen pipetti asetetaan puskuria sisaltavaan putkeen ja sekoitetaan valt-
taen ilmakuplien muodostumista. Puskurin tehtava on lyysata eli hajottaa puna-
solut seka vapauttaa glykoitunut hemoglobiini eli HbA1c. Testissa kaytettava la-
teksitabletti sisaltaa siniseksi varjattyja lateksimikropartikkeleita, jotka on konju-

goitu spesifisiin vasta-aineisiin. (SD Biosensor 2023.)

Menetelmassa mitataan glykoitunutta hemoglobiinia seka kokonaishemoglobii-
nia, joiden suhteena saadaan lopullinen tulos. Nayteseoksen siirtyessa testikal-
volla lateksipartikkeliin sitoutunut HbA1c immobilisoituu anti-HbA1c-vasta-aineen
paallystamaan viivaan. Nama anti-HbA1c-vasta-aineet sitoutuvat beetaketjun N-
terminaalisen paan muutamaan ensimmaiseen aminohappoon. (SD Biosensor
2023.) Glykoituneen hemoglobiinin detektio perustuu siis sandwich-tyyppiseen
menetelmaan, jossa kaytetaan kahta vasta-ainetta (SD Biosensor 2023; Kangas-
tupa 2024a). Testikasettiin muodostuu tdman seurauksena sininen viiva lateksi-
mikropartikkeleissa olevista vasta-aineista, joiden maara kuvastaa HbA1c:n pi-
toisuutta naytteessa. Kokonaishemoglobiini mitataan sille maaritetyn vyohyk-
keen varin intensiteettina. Kemiallinen- ja immunologinen reaktio, jolla viivat ovat
syntyneet testilaitteeseen, mitataan reaktioiden jalkeen optisella jarjestelmalla.
(SD Biosensor 2023.)

Analysaattori voi antaa epaluotettavia tuloksia potilaille, joilla on hemolyyttinen
anemia tai mikrobi-infektio. My6s hematokriitin poikkeamat voivat vaikuttaa testi-
tulokseen. (SD Biosensor 2023.)
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KUVA 11. SD Biosensor F HbA1c-testiin tarvittavat valineet 1. Puskuriliuos 2.
Testilaite 3. Pipetti (spoit) (Kuva: Anni Maenpaa).

4.6 Siemens Healthineers DCA Atellica

Siemensin Atellica DCA HbA1cDx -maarityksella analysoidaan glykoitunutta he-

moglobiinia kvantitatiivisesti (kuva 12). Verinayte imetaan kapillaaripidikkeeseen
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ja asetetaan testikasettiin. Taman jalkeen koko testikasetti asetetaan analysaat-
toriin (kuva 13). Kun testikasetti on analysaattorissa, folioliuska repaistaan irti tes-
tikasetista, jolloin testikasettiin vapautuu analyysissa tarvittava puskuri. Analy-
saattori kayttaa maaritysmenetelmana lateksiagglutinaatiomaarityksen inhibi-

tiota. (Siemens Healthineers 2023.)

HbA1c-tuloksen saamiseksi naytteesta taytyy maarittaa kokonaishemoglobiini
seka glykoitunut hemoglobiini. Kokonaishemoglobiini mitataan kayttamalla ka-
liumferrisyanidia, joka hapettaa naytteen hemoglobiinin methemoglobiiniksi.
Muodostunut methemoglobiini muodostaa reagenssikasetissa olevan tiosyanaa-
tin kanssa kompleksin. Tasta syntyy varillista tiosyaanimethemoglobiinia ja sen
varin kehittymisen voimakkuus on verrannollinen kokonaishemoglobiinipitoisuu-

teen, kun mittausaallonpituus on 531 nm. (Siemens Healthineers 2023.)

Varsinaisen HbA1c:n mittaamiseen hyddynnetaan lateksiagglutinaatiomaarityk-
sen inhibitiota. Reaktioon tarvitaan agglutinaattoriksi synteettinen polymeeri,
jossa on HbA1c:n immunoreaktiivisia osia. Taman lisaksi tarvitaan HbA1c-spe-
sifinen hiiren monoklonaalinen vasta-aine, joka sijaitsee lateksihiukkasissa. Nai-
den reagoidessa keskenaan tapahtuu agglutinaatio, joka lisaa valon sirontaa ja
absorbanssia. Lisaantynyt absorbanssi havaitaan aallonpituudella 531 nm. Ko-
koverinaytteessa oleva HbA1c kilpailee rajallisista lateksihiukkasten vasta-ainei-
den sitoutumiskohdista. Taman vuoksi agglutinaatio estyy ja valon sironta vahe-
nee. Tama havaitaan absorbanssin vahenemisena mitattaessa aallonpituudella
531 nm. Vertaamalla absorbanssia HbA1c:n kalibrointikdyraan, saadaan maari-
tettyd HbA1c-pitoisuus. Tulos saadaan HbA1c:n pitoisuuden ja kokonaishemo-

globiinin pitoisuuden suhteena. (Siemens Healthineers 2023.)

Laakarin tulee aina suhteuttaa analysaattorin antamat tulokset potilaan kliiniseen
tilaan, silla testilla on tiettyja rajoituksia. Mikali potilaalla on vaikea anemia tai po-
lysytemia, taytyy analysointiin kayttaa toista maaritystapaa. Tilat, jotka vaikutta-
vat punasolujen elinian lyhenemiseen aiheuttavat normaalia matalampia tuloksia.
Virheellisen korkeita tuloksia esiintyy mm. lyijymyrkytyksissa seka pernan puut-
tumisessa. On tutkittu, ettd hemoglobiinivariantit HbAC, HbAD, HbAE seka HbAS

eivat vaikuta testitulokseen. (Siemens Healthineers 2023.)
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KUVA 12. Atellica DCA -vieritestilaite ja testin suorittamiseen tarvittavat valineet
(Kuva: Moona Kangastie).

KUVA 13. Atellica DCA:n testikasetti (Kuva: Anni Maenpaa).

4.7 Hemocue HbA1c 501

HemoCue HbA1c 501 on vieritestilaite, jolla voidaan analysoida HbA1c 501 -jar-

jestelmalla pitkaaikaissokeria (kuva 14). Laite kayttaa maarityksessa boronaat-
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tiaffiniteetti menetelmaa, joka erottaa glykoituneen ja ei-glykoituneen hemoglobii-
nin toisistaan. Testi aloitetaan asettamalla reagenssipakkauksen naytteenotto-
osa naytteeseen, jolloin se imee naytteen automaattisesti. Taman jalkeen kaset-
tiosa asetetaan laitteeseen ja reagenssipakkaus painetaan kasetin sisalle (kuva
15). Talldin reagenssipakkausten aineet vapautuvat ja analysointi alkaa. Testika-
setti on kaytettava avaamisen jalkeen enintdan kahden minuutin kuluessa. (He-
moCue 2020.)

Reagenssipakkaus sisaltaa punasoluja hemolysoivia aineita, hemoglobiinia spe-
sifisesti sitovia aineita seka boronaattihartsia, joka sitoutuu glykoituneeseen he-
moglobiiniin cis-dioli-rakenteeseen. Hemoglobiininkokonaismaara mitataan foto-
metrisesti optisen anturin hajaheijastuksella. Huuhteluliuoksella huuhdellaan gly-
koitumaton hemoglobiini pois. Téma mahdollistaa fotometrisen mittauksen. Lo-

pussa naiden suhde lasketaan. (HemoCue 2020.)

Menetelmalla on muutamia rajoituksia, jotka liittyvat epanormaaleihin hemoglo-
biinipitoisuuksiin. Tallaisia ovat vakava anemia seka polysytemiat. On kuitenkin
tutkittu, etta tavallisimmat hemoglobiinivariantit C, D, E ja S eivat aiheuta hairiota
analyysimenetelmaan. Kuitenkin HbF arvot, jotka ovat yli 20 %, voivat aiheuttaa
hairiota. (HemoCue 2020.)

oLy

[HbA1c |
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1.0:44

KUVA 14. HbA1c 501 -vieritestilaite (Kuva: Moona Kangastie).



KUVA 15.

Vieritestilaitteen testikasetti (Kuva: Anni Maenpaa).
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5 OPINNAYTETYON TAVOITTEET, TARKOITUS JA TUTKIMUSKYSYMYK-
SET

Opinnaytetyon tavoitteena on tuottaa tietoa hemoglobiini Tacoman tulostasosta
ja toistettavuudesta eri HbA1c-analyysimenetelmilla. Opinnaytetydn aihe on hyo-
dyllinen kliinisen laboratorioalan kannalta, silla siita on erittain vahan aiempaa
tutkimustietoa. Tyon tulosten pohjalta saadaan lisaa tietoa siita, kuinka variantti
vaikuttaa analyysimenetelmien tuloksiin ja miten sen mahdollinen vaikutus nakyy

tuloksissa.

Opinnaytetyon tarkoituksena on verrata kuuden vieritestilaitteen (Abbott Afinion
2, Aidian QuikRead go, Roche Cobas b 101, SD Biosensor Standard F, Siemens
Healthineers DCA Atellica ja Hemocue HbA1c 501) ja Sebian Capillarys 3 Tera -
analysaattorin HbA1c-tutkimuksen tuloksia Rochen Tina-quant Gen 3 -menetel-
man tuloksiin. Lisaksi selvitetdan kaikkien analysoitavien menetelmien toistetta-
vuutta hemoglobiini Tacoma -naytteilla kahdella eri naytetasolla ja niitd vastaa-

villa normaaleilla naytteilla.

Opinnaytetyon tarkoituksen pohjalta muodostuu kaksi tutkimuskysymysta:

1. Miten eri vieritestilaitteiden ja Sebian Capillarys 3 Tera -analysaattorin tu-
lostaso on verrattavissa Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelméan tulosta-
soon hemoglobiini Tacoma -naytteilla?

2. Miten hemoglobiini Tacoma vaikuttaa toistettavuuteen?
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

OpinnaytetyOssa kaytetaan kvantitatiivista eli maarallista tutkimusta. Kvantitatii-
vinen tutkimusprosessi etenee vaiheittain aloittaen tutkimusongelmasta tai tutki-
muskysymyksista ja paatyen tulosten analysointiin ja raportointiin. (Kananen
2015, 197, 203.) Maarallisella tutkimusmenetelmalla pyritdan vastaamaan kysy-
myksiin; kuinka paljon ja kuinka usein. Tutkimusmenetelmalla pyritddn myos ym-
martamaan miksi asiat ilmenevat tutkimuksen osoittamalla tavalla. (Vilkka 2021,
23.)

Menetelma perustuu numeerisiin arvoihin, prosenttiosuuksiin, taulukoihin ja nai-
den kautta halutun ilmion selittdmiseen. Tutkimuksen muuttujat halutaan yleensa
numeeriseen muotoon, jotta dataa voidaan kasitella erilaisilla tilastollisilla ohjel-
milla. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 140; Heikkila 2014, 15-16.) Kvantita-
tiivisen tutkimuksen avulla pyritaan yleistamaan tutkittava asia tilastollisen paat-
telyn avulla. Sen avulla pystytaan yleensa hahmottamaan tilannetta, mutta asioi-
den varsinaisia syita ei pystyta selvittdmaan kokonaisuudessaan. (Heikkila 2014,
15.) Tutkimuksessa kaytettavan otoksen tulee olla riittdvan laaja ja edustava,
jotta tutkimus olisi tarpeeksi luotettava. Lisaksi kvantitatiivisessa tutkimuksessa
on tarkeaa tutustua aiempaan teoriaan, tehda johtopaatoksia aiemmista tutki-
muksista seka maaritella tutkimuksessa kaytettavat kasitteet. Lopuksi tutkimuk-
sen tekija tulkitsee numeeriset arvot sanalliseen muotoon ja kuvailee niiden mer-
kitysta tutkimuksen kannalta. (Hirsjarvi ym. 2009, 140; Heikkila 2014, 15-16.)

Kvantitatiivinen tutkimus sopii opinnaytetydn menetelmaksi, silla saadut tulokset
halutaan esittdaa numeerisessa muodossa. Talldin opinnaytetyon tulokset ovat
helpoiten tulkittavissa seka havainnollistettavissa erilaisten taulukoiden ja kuvaa-

jien muodossa
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7 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Opinnaytetyon aihe saatiin Etela-Pohjanmaan hyvinvointialueen kliinisen kemian
ja mikrobiologian palveluyksikolta. Prosessin suunnittelu aloitettiin kevaalla 2023.
Opinnaytetyon suunnitelma valmistui elokuussa 2023, jonka jalkeen allekirjoitet-
tiin opinnaytetydsopimus. Kesan ja syksyn 2023 aikana tutustuttiin lisaa aihee-
seen liittyvaan teoriaan ja kirjoitettiin opinnaytetyon teoriaosuutta. Syyskuussa
2023 laitevalmistajien edustajat perehdyttivat vieritestilaitteiden toimintaperiaat-
teisiin seka kayttoon. Naytteiden analysointi suoritettiin syys-lokakuussa 2023
Etela-Pohjanmaan hyvinvointialueen kliinisen kemian ja mikrobiologian palvelu-
yksikon laboratoriotiloissa. Aineiston analysointia suoritettiin syksylla 2023 ja sita
jatkettiin kevaalla 2024.

7.1 Aineiston keruu

Aineisto kerattiin Seinajoen keskussairaalassa vuoden 2023 syys-lokakuussa ja
koostui Seindjoen keskussairaalaan tulleista HbA1c-potilasnaytteista. Naytteet
olivat ylijadmanaytteita, joten opinnaytetydn vuoksi potilailta ei tarvinnut ottaa yli-
maaraisia naytteita. Kaikki opinnaytetydssa kaytettavat naytteet olivat K2 EDTA
laskimoverta ja sailytettiin BD Vacutainerin 5 ml:n putkissa. Naytteita sailytettiin

jaakaapissa 2-8 °C:ssa.

Naytteiden valinnassa hyddynnettiin Sebian Capillarys 3 Tera-analysaattoria,
jonka muodostaman elektroferogrammin perusteella voidaan tunnistaa hemoglo-
biini Tacoma seka normaali hemoglobiini. Laboratorion tyontekijoita ohjeistettiin
sadilyttamaan kaikki saapuneet Tacoma-naytteet ja ottamaan niille vastaavaa tu-
lostasoa oleva normaali nayte vastinpariksi. Sairaalakemisti Paivikki Kangastupa
valitsi opinnaytetyohon tulostasoltaan sopivat naytteet seka identifioi ne viivakoo-
dillisilla tarroilla potilastietojen suojaamiseksi. Naytteiden keraaminen aloitettiin
viikolla 38 ja keraamisen aikana Tacoma-naytteitd kertyi noin 35 kappaletta,

joista opinnaytetyohon valikoitui 22 naytetta.
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7.2 Naytteiden analysointi

Naytteet analysoitiin viikoilla 38—42. Naytteet analysoitiin viikoittain ja vahintaan
yhtena paivana viikossa. Analysointipaivat valikoituivat sita mukaan, kun nayt-
teitd kertyi. Naytteet analysoitiin Capillarys 3 Tera -analysaattorilla, Tina-quant
Gen 3 -menetelmalla seka jokaisella vieritestilaitteella. Analysoinnin Capillarys 3
Tera -analysaattorilla ja referenssimenetelmalla eli Rochen Tina-quant Gen 3 -
menetelmalla suoritti laboratorion henkilokunta. Vieritestilaitteilla analysoinnin

suorittivat opinnaytetyon tekijat.

Kaikille laitteille suoritettiin paivittain laitevalmistajan ohjeiden mukaisesti kontrol-
lit ja mahdolliset kalibraatiot. Kontrolleista saadut tulokset kirjattiin ylos erillisille
lomakkeille (liite 2). Kontrolli- ja reagenssierat pysyivat samoina kaikilla laitteilla
koko prosessin ajan. Kaikki kontrolleista saadut tulokset menivat kunkin valmis-
tajan ilmoittamiin tavoitearvoihin. Ennen analysointia naytteet otettiin huoneen-
lAmpoon ja niiden annettiin lammeta. Jokaisen naytteen laatu tarkistettiin manu-

aalisesti ja naytteet sekoitettiin rauhallisesti ennen niiden kayttda.

Opinnaytetyon tulostaso mittauksiin valikoitui yhteensa 44 naytetta eli 22 hemo-
globiini Tacoma -naytetta seka 22 normaalia naytetta. Aineistosta kaksi paria hy-
lattiin, koska tulokset eivat pysyneet laitteiden mittausalueella. Kaikki naytteet
analysoitiin yhden kerran jokaisella analysaattorilla. Mahdollisten poikkeavien tu-

losten tai virhekoodien kohdalla mittaus suoritettiin uudelleen.

Toistettavuus mittauksiin valittin kahdeksan naytetta, jotka analysoitiin jokaisella
laitteella. Mittaukset suoritettiin viisi kertaa matalalla ja korkealla tasolla. Ensim-
maisena mittaukset suoritettiin Cobas b101-, QuikRead go- ja Hemocue-vierites-
tilaitteilla seka Capilarys 3 -analysaattorilla ja Tina-quant Gen 3 -menetelmalla.
Lopuilla vieritestilaitteilla mittaukset suoritettiin eri paivana ja eri naytteilla rea-
genssien saatavuusongelmien vuoksi. Naytteen sailyvyytta testattiin muutamilla

naytteilla kolmen paivan kuluttua analysoimalla ne uudelleen vieritestilaitteilla.

Jokaiselle laitteelle oli luotu tuloksien seurantaan lomake, johon kaikki saadut tu-
lokset kirjattiin ylos. Mittausten ja kontrollien tulokset siirrettiin paivittain sahkai-

seen muotoon Excel-taulukkolaskentaohjelmaan.
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7.3 Aineiston analysointi

Tyon tulokset analysoitiin Excel-taulukkolaskentaohjelmalla. Tunnusluikuina kay-
tettiin seka sijainti- ettd hajontalukuja. Sijaintiluvuista kaytettiin keskiarvoa (ka),
jota hyoddynnettiin toistettavuuden mittaamisessa. My0Os hajontalukuja kaytettiin
toistettavuuden mittaamisessa. Hajontalukuna kaytettiin keskihajontaa (SD), joka
kuvaa mitattujen arvojen sijoittumista keskiarvon ymparille (Heikkila 2014, 86).

Keskihajonta lasketaan kaavan (1) mukaisesti (Microsoft n.d.)
> (x— %)
(n-1) (1)

Hajontaluvuista kaytettiin lisdksi variaatiokerrointa eli suhteellista keskihajontaa
(CV%). Tama on keskihajonnan ja keskiarvon valinen suhde. Variaatiokertoimen
avulla vertaillaan kahden otoksen keskihajontaa toisiinsa ja saadaan nain esille
kahden eri muuttujan suhteellinen hajonta. (Heikkila 2014, 87; Vilkka 2021, 143—
144.) Suhteellisen keskihajonnan laskeminen tapahtuu kaavan (2) esittamalla ta-

valla.
CV% = keskihajonta (SD) / keskiarvo x 100 % (2)

Analysoinnissa kaytettiin lisaksi systemaattista virhetta (bias). Systemaattinen
virhe laskettiin yksikk6ina seka prosentteina (bias%). Kaavoissa (3 ja 4) on esi-
tetty systemaattisen virheen laskentatavat. Taman perusteella saadaan tietoa tu-
lostasoeroista. Systemaattisen virheen vaikutus pysyy samana otoskoosta riip-
pumatta (Heikkila 2014, 177). Suhteellisen keskihajonnan ja systemaattisen vir-
heen laskemiseen on kaytetty kaavoja, jotka ovat kaytdssa Etela-Pohjanmaan

hyvinvointialueen kliinisen kemian ja mikrobiologian palveluyksikossa.
BIAS = (uusi/oma tulos — referenssitulos) (3)

BIAS% = (uusi/oma tulos — referenssitulos) / referenssitulos x 100 % (4)
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Tuloksia analysoitiin myds Pearsonin korrelaatiokertoimen (r) avulla. Se kertoo
muuttujien valisesta lineaarisesta riippuvuudesta, sen voimakkuudesta seka
suunnasta. Korrelaatiokerroin vaihtelee valilla -1 ... +1 ja mikali arvo on nolla, ei
muuttujien valilla ole lineaarista riippuvuutta. Pearsonin korrelaatiokerroin perus-
tuu oletukseen, ettd muuttujien valinen riippuvuus on lineaarinen. (Heikkila 2014,
192-193; Kestila-Kekkonen 2023.) Tuloksia tulkittaessa on myds muistettava,
etta otoskoon ollessa pieni voi yksittainen poikkeavuus vaikuttaa korrelaatioker-
toimeen huomattavasti. Selitysaste (R?) kertoo kuinka paljon selittdva muuttuja
selittaa selitettdvan muuttujan varianssista. Selitysaste saadaan laskettu suoraan
Excel-taulukkolaskentaohjelman avulla, jolloin korrelaatiokertoimen arvo korote-
taan toiseen potenssiin. (Heikkila 2014, 76, 91, 178.) Opinnaytetyohon valikoitiin
tasaisesti eri tulostasoa olevia naytteita, jonka vuoksi aineisto on symmetrinen.
Taman vuoksi aineistoin analysointi Pearsonin korrelaatiokertoimen avulla on pe-

rusteltua.
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8 TULOKSET JA TULOSTEN TULKINTA

Opinnaytetyon tuloksia kasitelldan alempana tulostason ja toistettavuuden
osalta. Tulostason osalta tulokset koostuvat 40 potilaan tuloksista, joista jokainen
analysoitiin yhden kerran jokaisella vieristestilaitteella, Sebian Capillarys 3 Tera
-analysaattorilla sekad Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelmalla. Koko 40 potilas-
naytteen joukosta 20 on hemoglobiini Tacoma -naytteita ja 20 normaaleja nayt-
teitd. Toistettavuus mittaukset koostuivat kahdeksasta potilasnaytteesta. Tasta
joukosta yhta variantti ja yhta normaalinaytetta kaytettiin vain toistettavuusmit-

tauksissa.

8.1 Laitteiden tulostaso

Tulostasoa kuvaamaan kaytetaan tunnuslukuina keskiarvoa seka systemaattista
virhetta yksikkoina (bias). Lisaksi tulostasomittauksia havainnollistamaan kayte-
taan kuvaaijia. Primaaritulokset seka bias on esitetty taulukoissa 1—4. Opinnayte-
tyon vieritestilaitteiden seka Capillarys 3 Tera -analysaattorin tuloksia ja niista
laskettuja bias eroja tarkastellaan vertaamalla niitd referenssimenetelmaan eli
Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelmaan. Suurimmaksi sallituksi poikkeavuu-
deksi laitteiden ja referenssimenetelman valilla maariteltiin +/- 5 mmol/mol. Tal-
I6in +/- 5 mmol/mol ja sitd suuremmat eroavaisuudet eivat ole hyvaksyttavia tu-
loksia. Tama perustuu kliinikoiden kayttamaan saantéon, jossa 5 mmol/mol eroa
perakkaisten HbA1c-naytteiden valillda pidetdan merkittdvana muutoksena poti-
laan glykeemisen kontrollin kannalta (Sherwani ym. 2016, 102). Valintaa tukee
myo6s IFCC:n laaduntarkkailukierroksen kriteerit HbA1c-analyytille, jossa = 5
mmol/mol poikkeamia ei voida pitaa hyvaksyttyna tuloksena. Kriteerien mukaan
3-3,9 mmol/mol poikkeamat ovat hyvaksyttavia, mutta 4—4,9 mmol/mol poik-

keavuudet ovat jo huonoja tuloksia. (Weykamp 2023.)

Opinnaytetyon laitteiden antamat tulokset esitetaan taulukoituna, joissa normaa-
lindytteet sekd hemoglobiini Tacoma -naytteet on esitetty eri taulukoissa. Kunkin
laitteen systemaattinen virhe laskettiin yksikdina ja ne on esitetty taulukoissa 2 ja
4. Lisaksi liitteissa 3 ja 4 esitetaan systemaattinen virhe myos prosentteina (bias



37

%). Poikkeama on laskettu Tina-quantin Gen 3 -menetelman ja jokaisen vierilait-
teen valilla seka vertailussa on mukana myds Capillarys 3 Tera -analysaattori.
Muutamasta naytteesta suoritettiin uusintamittauksia, mutta uusintatuloksissa ei

kuitenkaan havaittu merkittavaa eroa alkuperaisiin tuloksiin.

Taulukossa 1 nahdaan kaikkien naytteiden tulokset kaikilla laitteilla vierekkain.
Normaaleilla naytteilla kaikkien laitteiden antama tulostaso oli hyvin lahella refe-
renssimenetelman eli Tina-quant Gen 3 -menetelman tulostasoa, yksittaisia poik-

keuksia lukuun ottamatta.

TAULUKKO 1. Normaalien naytteiden tulokset

Normaali
(mmol/mol)

= > o o ) ) u o o

5 S X s 2 8 3 g

! o ] 3 o o =

5 N o s |2 |3

A = n ® o
Normaali 1 69 69 66 69 60 61 65 70
Normaali 2 38 39 40 40 38 37 38 41
Normaali 3 67 67 62 66 67 62 65 64
Normaali 4 44 44 45 45 40 40 45 44
Normaali 5 54 56 54 56 57 53 61 55
Normaali 6 47 47 48 49 45 45 45 49
Normaali 7 51 50 51 53 50 44 49 52
Normaali 8 66 69 63 67 67 56 68 67
Normaali 9 25 29 31 29 27 30 29 29
Normaali 10 36 36 36 36 34 36 36 37
Normaali 11 37 38 37 39 35 38 37 38
Normaali 12 83 78 74 77 71 75 75 77
Normaali 13 41 43 42 43 40 43 42 43
Normaali 14 36 39 38 40 38 40 37 41
Normaali 15 41 42 42 44 41 42 40 42
Normaali 16 45 45 44 46 45 40 44 45
Normaali 17 49 50 48 52 48 48 49 49
Normaali 18 52 54 50 54 54 50 51 51
Normaali 19 36 35 37 38 34 37 36 36
Normaali 20 44 45 46 45 43 41 44 47

Taulukosta 2 nahdaan eri laitteiden lasketut bias yksikot verrattuna referenssi-
menetelmaan. Suurin osa laitteiden tuloksista eroaa siita maksimissaan +/- 5 yk-
sikk6a, mutta muutamissa naytteissa ero on suurempi. Ensimmaisen naytteen

kohdalla (normaali 1) QuikRead go -seka Standard F -vieritestilaitteet eroavat
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huomattavasti enemman muiden laitteiden tuloksista. Toinen merkittava ero on
naytteen 8 kohdalla, jossa Standard F -vieritestilaitteen antama tulos poikkeaa
Tina-quant Gen 3 -menetelman tuloksesta -10 yksikk6a, kun muut poikkeavat
korkeintaan +/- 3 yksikkda. Nayte 12 antoi kaikilla laitteilla matalampaa tulosta
kuin referenssimenetelma. Taulukosta voidaan havaita, etta myos muilla laitteilla

yksittaiset naytteet eroavat referenssimenetelmasta yli +/- 5 yksikkoa.

TAULUKKO 2. Normaali naytteiden bias. Referenssimenetelman tulokset liha-
voitu ja +/- 5 mmol/mol erot merkitty vaalealla ja sitd suuremmat tummemmalla.

BIAS

= > w) 2] ['») %) T o

5 S 2 g |& 8 3 3

2 S a | 2 |3 S

g N 2 a 5 s

=3 g M
Normaali 1 69 0 -3 ol 1
Normaali 2 38 1 2 2 0 -1 0 3
Normaali 3 67 0 -5 -1 0 -5 -2 -3
Normaali 4 44 0 1 1 -4 -4 1 0
Normaali 5 54 2 0 2 3 1
Normaali 6 47 0 1 2 -2 2
Normaali 7 51 -1 0 2 -1 1
Normaali 8 66 3 -3 1 1 2 1
Normaali 9 25 4 G 4 2 5 4 4
Normaali 10 36 0 0 0 -2 0 0 1
Normaali 11 37 1 0 2 -2 1 0 1
Normaali 12 83 5 -of 6] -12] -8 8] -6
Normaali 13 Y 2 1 2 -1 2 1 2
Normaali 14 36 3 2 4 2 4 1 5
Normaali 15 41 1 1 3 0 1 -1 1
Normaali 16 45 0 -1 1 0 -5 -1 0
Normaali 17 49 1 -1 3 -1 -1 0 0
Normaali 18 52 2 -2 2 -2 -1 -1
Normaali 19 36 -1 1 2 -2 1 0 0
Normaali 20 44 1 2 1 -1 -3 0 3
ka 48,1 0,7 -0,4 1,4 -1,5 -2 -0,3 0,8

Tacoma-naytteiden tulokset on esitetty taulukossa 3. Tuloksista voidaan havaita,
etta Standard F -vieritestilaite antaa kaikilla naytteilla korkeampaa tulostasoa ver-
rattuna referenssimenetelmaan seka muihin vieritestilaitteisiin. Capillarys 3 Tera
-analysaattorin tuloksissa on selkeaa hajontaa. Osa tuloksista on hyvin samaa

tasoa referenssimenetelman kanssa, mutta osassa tuloksista on merkittava ero.
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TAULUKKO 3. Tacoma-naytteiden tulokset

Tacoma
(mmmol/mol)

= > o e] ) @ I e)

5 S g g |2 5 3 5

g |8 = |° |8 |8 |3

% N § ':'I!-_I ) P
Tacoma 1 74 72 68 73 69 92 70 78
Tacoma 2 33 34 37 37 32 48 31 41
Tacoma 3 63 63 64 64 54 84 58 85
Tacoma 4 37 37 41 39 36 54 36 39
Tacoma 5 45 55 50 56 42 62 54 57
Tacoma 6 51 49 53 51 45 66 46 59
Tacoma 7 55 54 53 55 56 71 50 60
Tacoma 8 76 74 75 74 66 97 73 98
Tacoma 9 30 32 32 31 29 49 30 52
Tacoma 10 36 34 33 36 30 50 31 34
Tacoma 11 34 35 36 36 32 50 34 48
Tacoma 12 77 79 76 75 74 99 75 97
Tacoma 13 38 40 41 40 38 53 39 54
Tacoma 14 41 40 40 42 36 55 38 58
Tacoma 15 40 38 41 41 37 56 38 50
Tacoma 16 43 40 43 44 40 61 41 70
Tacoma 17 45 45 46 47 44 60 41 59
Tacoma 18 52 56 54 54 52 67 50 63
Tacoma 19 35 38 37 38 35 53 31 41
Tacoma 20 49 51 50 50 48 71 45 62

Taulukosta 4 voidaan havaita, etta Standard F -vieritestilaitteen ero referenssi-
menetelmaan on pienimmillaan 14 yksikkoa ja suurimmillaan 22 yksikkoa. Capil-
larys 3 Tera -analysaattori antaa suurimman eron referenssimenetelmaan nah-
den, joka on suurimmillaan 27 yksikk6a, mutta pienimmillaan kuitenkin vain +/- 2
yksikkda. Tacoma 5 -naytteen tulokset eroavat kaikilla vieritestilaitteilla suhteelli-
sen paljon referenssimenetelmaan nahden. Vieritestilaitteet, jotka muilla nayt-
teilla antavat lahes samaa tulosta, eroavat talla naytteella selkeasti referenssi-
menetelman tuloksesta. Afionion 2 -vieritestilaite eroaa 5 naytteen kohdalla 10
yksikkoa ja Cobas b 101 -vieritestilaite 11 yksikkda. Naistd molemmat laitteet ovat
muiden naytteiden kohdalla antaneet hyvaa tasoa referenssimenetelmaan nah-
den. Naytteen 5 kohdalla QuikRead go -vieritestilaitteen antama tulos on Iahim-
pana referenssilaitteen tulosta, vaikka silta saadut tulokset ovat muilla naytteilla

vaihdelleet hieman referenssimenetelmaan verrattuna.
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TAULUKKO 4. Tacoma-naytteiden bias. Referenssimenetelman tulokset liha-
voitu ja +/- 5 mmol/mol erot merkitty vaalealla ja sitd suuremmat tummemmalla.

BIAS

= > o o [») @ T 0

3 5 2 |8 2 |5 g |2

o) o ) Q o <) =

5 ~ S ° 12 g |8

= § n o )
Tacoma 1 74 2 s -1 5 4 4
Tacoma 2 33 1 4 4 -1 -2
Tacoma 3 63 0 1 1 -5
Tacoma 4 37 0 4 2 -1 -1 2
Tacoma 5 45 5 -3
Tacoma 6 51 -2 2 0 -5
Tacoma 7 55 -1 -2 0 1 -5 5
Tacoma 8 76 -2 -1 -2 -3
Tacoma 9 30 2 2 1 -1 0
Tacoma 10 36 -2 -3 0 -5 -2
Tacoma 11 34 1 2 2 -2 0
Tacoma 12 77 2 -1 -2 -3 -2
Tacoma 13 38 2 3 2 0 1
Tacoma 14 41 -1 -1 1 -5 -3
Tacoma 15 40 -2 1 1 -3 -2
Tacoma 16 43 -3 0 1 -3 -2
Tacoma 17 45 0 1 2 -1 -4
Tacoma 18 52 4 2 2 0 -2
Tacoma 19 35 3 2 3 0 -4
Tacoma 20 49 2 1 1 -1 -4
ka 47,7 0,6 0,8 1,5 -3 17 -2,2 12,6

Kuvioissa 1-14 vertaillaan kunkin vieritestilaitteen ja referenssimenetelman kor-
relaatiota (r) niin normaaleilla naytteilld kuin Tacoma-naytteilld. Kuvioissa y-ak-
selilla on vieritestilaite ja x-akselilla Tina-quant Gen 3 -menetelma. Tasta on saatu
kuvaajalle trendiviiva seka tata kautta laskettua selitysaste ja korrelaatiokerroin.
Korrelaatiokerrointa kaytetaan tulkinnassa, mutta myds selitysaste on ilmoitettu.
Korrelaatio on merkittava kaikkien vieritestilaitteiden ja referenssimenetelman va-
lilla. Kuitenkin korrelaatioissa on eroja, kun verrataan normaali naytteita ja Ta-

coma-naytteita.



41

Afinion 2 -vieritestilaitteen korrelaatio on erittain hyva normaaleilla naytteilla (ku-
vio 1). Tacoma-naytteilla korrelaatioissa on havaittavissa enemman hajontaa (ku-

vio 2).

Normaali Afinion 2
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r=0,992
20
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KUVIO 1. Tulosten vertailu normaaleilla naytteilla Afinion 2 -vieritestilaitteen seka
Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma Afinion 2
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r=0,979

30

20
20 30 40 50 60 70 80 90

Tina-quant

KUVIO 2. Tulosten vertailu Tacoma-naytteilla Afinion 2 -vieritestilaitteen seka
Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla
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Atellica DCA -vieritestilaite kayttaytyy samalla tavalla kuin Afionion 2. Korrelaatio
on parempi normaalilla naytteelld verrattuna Tacoma-naytteeseen (kuviot 3 ja 4).
Myos Cobas b 101 —vieritestilaitteella korrelaatio on parempi normaalilla nayt-

teelld kuin Tacoma-naytteella. (kuviot 5 ja 6).
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KUVIO 3. Tulosten vertailu normaaleilla naytteilla Atellica DCA -vieritestilaitteen
seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma DCA
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KUVIO 4. Tulosten vertailu Tacoma-naytteilla Atellica DCA -vieritestilaitteen seka
Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla
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Normaali Cobas b 101
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KUVIO 5. Tulosten vertailu normaaleilla naytteilla Cobas b 101 -vieritestilaitteen
seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma Cobas b 101
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KUVIO 6. Tulosten vertailu Tacoma-naytteilla Cobas b 101 -vieritestilaitteen seka
Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla
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Mielenkiintoista on, etta kuvioissa 7—10 QuikRead go -seka Standard F -vierites-
tilaitteet antavat paremman korrelaatiotuloksen Tacoma-naytteilla kuin normaa-
leilla naytteillda. QuikRead go -vieritestilaitteen kuvioissa on havaittavissa enem-

man hajontaa verrattuna aikaisempiin laitteisiin.

Normaali QR-go
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KUVIO 7. Tulosten vertailu normaaleilla naytteilla QuikRead go -vieritestilaitteen
seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma QR-go
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KUVIO 8. Tulosten vertailu Tacoma-naytteilld QuikRead go -vieritestilaitteen
seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla
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Normaali Standard F
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KUVIO 9. Tulosten vertailu normaaleilla naytteillda Standard F -vieritestilaitteen
seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma Standard F
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KUVIO 10. Tulosten vertailu Tacoma-naytteilla Standard F -vieritestilaitteen seka
Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla
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Kuvioissa 11 ja 12 on esitetty Hemocue HbA1c 501 -vieritestilaitteen korrelaatiot.
Vieritestilaite antaa hieman paremman korrelaation normaalilla naytteella, kuin

Tacoma-naytteille.

Normaali Hemocue
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KUVIO 11. Tulosten vertailu normaaleilla naytteilla Hemocue HbA1c 501 -vieri-
testilaitteen seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma Hemocue
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KUVIO 12. Tulosten vertailu Tacoma-naytteillda Hemocue HbA1c 501 -vieritesti-
laitteen seka Tina-quant Gen 3-menetelman valilla
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Kuvioissa 13 ja 14 verrataan Capillarys 3 Tera -analysaattorin seka referenssi-
menetelman valista korrelaatiota. Capillarys 3 Tera -analysaattori antaa huo-

noimman korrelaation Tacoma-naytteelle. Normaali naytteilla korrelaatio on hyva.

Normaali Capillarys
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KUVIO 13. Tulosten vertailu normaaleilla naytteillda Capillarys 3 Tera -analysaat-
torin seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla

Tacoma Capillarys
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KUVIO 14. Tulosten vertailu Tacoma-naytteilla Capillarys 3 Tera -analysaattorin
seka Tina-quant Gen 3 -menetelman valilla
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Suurimmalla osalla laitteista korrelaatiot ovat hyvia ja ovat yli 0,96 seka Tacoma-
naytteilla ettd normaali naytteilla (kuviot 2, 4, 6, 7, 8, 9, 11 ja 12). Poikkeuksen
muodostaa Capillarys 3 Tera -analysaattori Tacoma-naytteilla (r=0,91) (kuvio 14)
Erittain hyvan korrelaation eli yli 0,99 korrelaation tuloksen antavat normaaleilla
naytteilla vieritestilaitteet Afinion 2, DCA Atellica, Cobas b 101 seka Capillary 3
Tera -analysaattori (kuviot 1, 3, 5 ja 13). Tacoma-naytteista yli 0,99 korrelaatioon
yltda Standard F -vieritestilaite (kuvio 10). Liitteessa 5 on esitetty kootusti kaik-
kien laitteiden vertailu referenssimenetelmaan. Kuvaajia ja tuloksia tulkittaessa
taytyy kuitenkin muistaa, etta ndytemaara oli vahainen. Tama tarkoittaa sita, etta

yksikin poikkeava tulos vaikuttaa olennaisesti korrelaatiotulokseen.

8.2 Laitteiden toistettavuus

Opinnaytetyossa selvitettiin laitteiden toistettavuutta niin normaaleilla naytteilla
kuin myds Tacoma-naytteilla. Toistettavuudet tehtiin viisi kertaa kahdella nayte-
tasolla jokaisella laitteella. Tasta poikkeuksena Capillarys 3 Tera -analysaattori,
joka automaattisesti analysoi naytteet kaksitoistakertaa. Laitteiden toistettavuuk-
sista laskettiin keskiarvo, keskihajonta, suhteellinen keskihajonta (CV%) eli vari-
aatiokerroin. Laitteille laskettuja CV% tarkastellaan ja vertaillaan Rochen Tina-
quant Gen 3 -menetelmaan. Laitteiden CV% tavoitearvoksi asetettiin < 1,6 %.
Tavoitearvo pohjautuu Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelmainsertin tietoihin.
(Roche 2022, 7.) Kyseinen menetelma on IFCC:n hyvaksyma referenssimene-
telma (Lenters-Westra & English 2017, 1433). Toistettavuusnayte oli suurimmalla
osalla laitteista sama, mutta kolmella laitteella toistettavuus taytyi tehda eri nayt-
teella reagenssien saatavuusongelmien takia. Taman vuoksi korkeamman tason

naytteet olivat keskenaan eri tasoa.

Taulukoissa 5-8 esitetaan tulokset laitteiden toistettavuuksista. Kussakin taulu-
kossa on esitettynd referenssimenetelma Tina-quant Gen 3 -menetelman seka
kaikkien vieritestilaitteiden toistettavuudet. Lisaksi taulukoissa on nahtavilla tulok-
sista lasketut muuttujat seka suurimman ja pienimman tuloksen valinen erotus.
Tavoitearvoon yltaneet CV% on merkitty taulukoissa vaaleansinisella. Erotuk-
sista on merkitty violetilla yli 5 mmol/mol eroavat tulokset. Sebian Capillarys 3
Tera -analysaattorin toistettavuudet esitetaan taulukoissa 9 ja 10.
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Taulukossa 5 on esitetty toistettavuus mittauksissa saadut tulokset matalan tason
normaalinaytteilla. Vieritestilaitteet Cobas b 101 ja Afinion 2 seka Tina-quant Gen

3 -menetelma paasevat tavoitearvoon CV% <1,6.

TAULUKKO 5. Normaali naytteiden toistettavuudet matalan tason naytteilla

Normaali Matala
(mmol/mol)
o > = 0 o « I
: s | 2| g |72 |8 | 8
: | 3 Pl ek
2 N 2 = ®
NormaaliM1 46 46 47 49
44 46 46 43
45 45 48 44
45 46 44 48
45 46 43 43
NormaaliM2 46 45 44
47 44 43
47 44 42
47 46 43
46 45 44
ka 45 46,6 44.8 45,8 45,6 43,2 454
SD 0,71 0,55 0,84 0,45 2,07 0,84 2,88
CV% 1,6 1,2 1,9 1,0 4.5 1,9 6,3
Erotus 2 1 2 1 5 2-
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Taulukossa 6 esitetaan korkean tason normaalinaytteista saadut toistettavuudet.
Korkean tason naytteista vieritestilaitteet Cobas b 101 ja Afinion 2 paasevat ta-

voitetasoon.

TAULUKKO 6. Korkean tason normaali naytteiden toistettavuus

Normaali Korkea
(mmol/mol)
| 3|8 |¢g |8 |¢g| ¢
3 5. B & P 8 5
& ) o < o <]
Korkea [< S o 2 e
g N o Q. )
=3 S i |
NormaaliK1 100 101 113 122
99 102 109 123
103 101 107 121
107 103 113 120
106 102 111 117
NormaaliK2 76 77 74
79 78 77
78 73 73
77 76 75
78 75 75
ka 103 77,6 75,8 101,8] 110,6 74,8 121
SD 3,54 1,14 1,92 0,84 2,61 1,48 2,30
CV% 3,4 1,5 2,5 0,8 2,4 2,0 1,9
Erotus | 3 5 2 4
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Referenssimenetelma Tina-quant Gen 3 -menetelman seka kaikkien vieritestilait-
teiden toistettavuudet matalan tason Tacoma-naytteilla esitetaan taulukossa 7.

Vieritestilaitteet Cobas b 101 ja Afinion 2 paasevat tavoitearvoon.

TAULUKKO 7. Matalan tason Tacoma-naytteiden toistettavuus

Tacoma Matala
(mmol/mol)
= 2 |1 8| 8| 8| 8| 2
2 2. > S @ =] 3
2 9 ” o Y 8
] N g g o
- g m
TacomaM1 41 46 43 41
42 45 41 44
45 45 40 42
44 46 42 42
44 46 40 41
TacomaM2 42 41 55
41 42 56
41 42 55
41 39 54
42 42 57
ka 43,2 41,4 41,2 45,6 41,2 55,4 42,0
SD 1,64 0,55 1,30 0,55 1,30 1,14 1,22
CV% 3,8 1,3 3,2 1,2 3,2 2,1 2,9
Erotus 4 1 3 1 3 3 3
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Taulukossa 8 esitetdan korkean tason Tacoma-naytteiden toistettavuudet. Cobas

b 101 -vieritestilaite on ainoa, jonka toistettavuus tulos on tavoitetasolla.

TAULUKKO 8. Tacoma-naytteiden toistettavuus korkean tason naytteilla

Tacoma Korkea
(mmol/mol)
= 2|1 8|8 | 8| ¢8| g
D 2. > S @ S 3
£ | 8 Bls | § |
=] > 2 - °
TacomaK1 99 95 97| 109
98 96 102 108
104 97 94 108
102 96 101 110
96 96 95 113
TacomaK2 75 77 99
75 75 100
77 76 99
77 72 92
78 76 97
ka 99,8 76,4 75,2 96 97.8 97,4 110
SD 3,19 1,34 1,92 0,71 3,56 3,21 2,07
CV% 3,2 1,8 2,6
Erotus ﬁﬂ 3 5




53

Taulukossa 9 on esitetty Capillarys 3 Tera -analysaattorin normaalien naytteiden

toistettavuudet. Tavoitearvoon paastaa korkean tason naytteella.

TAULUKKO 9. Capillarys 3 Tera -analysaattorin toistettavuus normaali naytteilla

Normaali
(mmol/mol)
Matala Korkea
NormaaliM 48|NormaaliK 114
46 112
46 112
47 112
47 112
48 112
46 113
46 111
46 111
45 111
46 112
47 113
ka 46,5 112,1
SD 0,90 0,90
CV% 1,9 0,8
Erotus 3 3
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Taulukossa 10 esitetaan Sebian Capillarys 3 Tera -analysaattorin toistettavuus
Tacoma-naytteilla. Matalan tason naytteilla on nahtavissa isoa hajontaa toistet-
tavuusmittauksissa. Matalalla tasolla Tacoma-naytteiden CV% ylittaa reilusti hy-

vaksyttavan arvon. Korkean tason naytteilla paastaan tavoitearvoon.

TAULUKKO 10. Capillarys 3 Tera -analysaattorin toistettavuus Tacoma-naytteilla

Tacoma
(mmol/mol)
Matala Korkea

TacomaM 56[TacomaK 102
48 102
62 104
42 99
58 103
55 103
58 103
63 103
50 103
46 101
67 105
47 102

ka 54,3 102,5

SD 7,7 1,51

CV% 14,2 1,5

Erotus
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Kaikkien laitteiden toistettavuuksien variaatiokertoimet molemmilla naytetyypeilla
seka naytetasoilla on esitetty taulukossa 11. Tina-quant Gen 3 -menetelmalla ma-
talan tason naytteissa toistettavuus on parempi normaaleilla naytteilla verrattuna
Tacoma-naytteisiin. Korkean tason naytteilla ei ole havaittavissa suurta eroa nor-
maali ja Tacoma-naytteiden valilla. Taulukkoja tulkittaessa taytyy huomioida, etta
toistomaara oli normaalia pienempi. Yleensa toistettavuuksia toteutetaan vahin-

taan kymmenella naytteella tasoa kohden.

TAULUKKO 11. Yhteenveto laitteiden toistettavuuksista

Toistettavuus
CV%

7 2 [8] e8¢ % g

3 S | 2| g | & | 2 3 E

2 g o ) 2 3

% N 2 : ® @
Normaali 1,6 12| 1.9 11 45| 1,9 6,3 1,9
Matala
Tacoma 38 13| 32 12| 3,2 21 29 14,2
Matala
Normaali 3.4 15| 2.5 0,8 24 2 1,9 0,8
Korkea
Tacoma 3.2 18| 2.6 0,7| 36| 3,3 1,9 1,5
Korkea

Afinion 2 -vieritestilaite antaa hyvin toistettavia tuloksia molemmilla tasoilla niin
normaaleilla naytteilla kuin Tacoma-naytteillda. Tacoma-naytteiden toistettavuus

on aavistuksen huonompi molemmilla tasoilla verrattuna normaaleihin naytteisiin.

Atellica DCA -vieritestilaitteella Tacoma-naytteiden toistettavuus on aavistuksen
huonompi verrattuna normaali naytteeseen. Toistettavuuksien eron normaalin ja
Tacoma-naytteen valilla nakee parhaiten matalan tason naytteissa. Korkean ta-

son naytteissa ei ole havaittavissa eroa normaali ja Tacoma-naytteiden valilla.

Cobas b 101 -vieritestilaitteen toistettavuus on erittdin hyva normaaleilla ja Ta-
coma-naytteilla seka matalalla etta korkealla tasolla. Matalalla tasolla normaali
nayte on toistettavampi kuin Tacoma-nayte, mutta korkealla tasolla toistettavuus

menee toisinpain.
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QuikRead go -vieritestilaitteella on matalan tason toistettavuuksissa enemman
hajontaa normaalilla naytteella verrattuna Tacoma-naytteeseen. Korkealla tasolla

normaalin naytteen toistettavuus oli parempi kuin Tacoma-naytteella.

Standard F -vieritestilaitteen toistettavuudet ovat suhteellisen samaa tasoa kai-
killa naytteilla. Laitteen toistettavuuden kannalta naytteen tasolla tai silla onko ky-
seessa normaali nayte vai variantti nayte, ei ole suurta merkitysta. Normaaleilla
naytteilla CV% ovat hieman parempia kuin Tacoma-naytteilla. Heikoin toistetta-

vuus on korkean tason Tacoma-naytteella.

Hemocue HbA1c 501 -vieritestilaite antaa melko huonon toistettavuuden mata-
lalla tasolla normaalille naytteelle. Matalan tason Tacoma-naytteella laitteen tois-
tettavuus on parempi verrattuna normaaliin naytteeseen. Korkealla tasolla nor-

maalin ja Tacoma-naytteen valilla on hyvin vahan eroa.

Capillarys 3 Tera -analysaattorilla matalalla tasolla Tacoma-naytteiden CV% on
selkeasti suurempi verrattuna normaaliin matalan tason naytteeseen. Korkean
tason naytteissa toistettavuus on aavistuksen parempaa normaaleilla naytteilla

verrattuna Tacoma-naytteisiin.
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9 TUTKIMUKSEN EETTISYYS JA LUOTETTAVUUS

Tutkimuseettinen neuvottelukunta (2023) on maaritellyt hyvat tieteelliset kaytan-
not neljaan perusperiaatteeseen: luotettavuus, rehellisyys, arvostus seka vas-
tuunkanto. Luotettavuudesta tulee huolehtia jokaisessa tyon vaiheessa suunnit-
telusta tyon loppuun asti, jotta tyosta tulee laadukas ja virheet minimoitaisiin. Re-
hellisyydesta huolehditaan raportoimalla kaikki tyon vaiheet tarkasti ja myos mah-
dolliset virheet tulee kirjata opinnaytetyohon. Kaikki lahteet tulee merkita asian-
mukaisella tavalla, jotta valtytaan plagioinnilta seka osoitetaan arvostusta muiden
tekemia tuotoksia kohtaan. Opinnaytetyon tekijdiden tulee kantaa vastuu tuote-
tusta opinnaytetyosta tyon jokaisessa vaiheessa. (Tutkimuseettinen neuvottelu-
kunta 2023, 11-12.)

Luotettavuutta kuvataan sanoilla validiteetti seka reliabiliteetti. Validiteetti tarkoit-
taa tutkimuksen patevyytta ja silla halutaan varmistaa, etta mitataan juuri sita mita
on tarkoitus. Opinnaytetyon validiteettia edesauttaa tarkka suunnittelu seka tie-
donhaku. Reliabiliteetti eli luotettavuus tarkoittaa sita, etta tutkimus antaa tarkkoja
ja toistettavia tuloksia. Riittavan suurella ja edustavalla otoksella on myos merki-
tysta tutkimuksen luotettavuuteen. (Heikkila 2014, 27-28, 177-178.) Koska tassa
tydssa opinnaytetyontekijoitd on kaksi, kaikki tulokset ja kirjaukset tarkistetaan
kahden henkilon toimesta. Nain myos virheiden todennakoisyys pienenee, mika

parantaa opinnaytetyon luotettavuutta.

Opinnaytetyo toteutettiin noudattamalla hyvia tieteellisia kaytantdja. Lupa opin-
naytetyon toteutukseen saatiin Etela-Pohjanmaan hyvinvointialueen kliinisen ke-
mian ja mikrobiologian palveluyksikdn ylikemisti Kari Akermanilta. Etela-Pohjan-
maan hyvinvointialueen kliinisen kemian ja mikrobiologian palveluyksikdlla on jat-
kuvan toiminnan kehittamisen lupa, joka pohjautuu lakiin Ihmisen elimien, kudok-
sien ja solujen laaketieteellisesta kaytdsta (101/2001) pykalaan 20. Opinnayte-
tyossa hyodynnettiin yljaamanaytteita, minka ansiosta potilaita ei tarvinnut ottaa
ylimaaraisia naytteitd prosessia varten. Taman vuoksi potilailta ei tarvittu erillista
lupaa tutkimukseen osallistumisesta. Palveluyksikossa ylijadmanaytteita voidaan

siis kayttda oman toiminnan kehittamiseen.
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Opinnaytetyon eettisyys huomioitiin minimoimalla potilastietojen kanssa tyosken-
tely. Nayteputket identifioitiin viivakoodillisilla tarroilla analysaattoreita varten. Ta-
man ansiosta yksittaisten tulosten yhdistaminen henkilotietoihin on mahdotonta.
Naytteita sailytettiin tutkimuksen ajan, jonka jalkeen ne havitettiin asianmukai-

sesti muiden laboratorioon tulleiden naytteiden kanssa.

Opinnaytetyoprosessin vaiheet suunniteltiin tarkasti seka kaikki tydon vaiheet ra-
portoitiin totuudenmukaisesti. Jokainen opinnaytetydssa saatu mittaustulos var-
mistettiin molempien opinnaytetyon tekijoiden toimesta. Laitteiden omille tulos-
lomakkeille kirjatut tulokset on tarkastettu viela jokaisen mittauspaivan paatteeksi
vieritestilaitteiden muistista. Jokainen tulos on siirretty sahkdiseen muotoon Ex-
cel-taulukkolaskentaohjelmaan samana paivana. Selkeasti poikkeavien tulosten
kohdalla suoritettiin uusinta mittauksia. Uusinnat suoritettin Normaali 12 -nayt-
teelle (Taulukko 2) seka Tacoma 5 -naytteelle (Taulukko 4), joiden tulostaso erosi
huomattavasti muita naytteitd enemman referenssimenetelmasta. Uusinta mit-
tauksissa ei kuitenkaan havaittu eroa alkuperaiseen tulokseen, joten opinnayte-

tydssa paadyttiin kayttamaan alkuperaisia tuloksia.

Opinnaytety0ssa saaduissa tuloksissa tulee huomioida, etta tyo toteutettiin pie-
nella otoskoolla. Etenkin toistettavuuksia ja korrelaatiokuvaajia tulkittaessa taytyy
olla kriittinen, silla otoskoon ollessa suppea, pienikin poikkeama tuloksissa vai-
kuttaa olennaisesti saatuihin tuloksiin. Kuitenkin voidaan havaita, etta tulostason
kuviot tukevat toistettavuuksissa saatuja tuloksia. Lisaksi, vaikka poikkeamia ei

keski-arvoisesti havaita, ovat yksittaiset poikkeamat mahdollisia.

Tiedonhankintaa toteutettiin pitkdan ja suunnitelmallisesti. Opinnaytetytssa hyo-
dynnettiin monipuolisesti seka kotimaisia ettd kansainvalisia lahteita. Kaikkiin
kaytettyihin lahteisiin on viitattu asianmukaisesti alkuperaista tekijaa kunnioittaen.
Osa kaytetyista lahteistd on vanhoja, koska aiheesta on |6ydettavissa hyvin va-
han tietoa. Lisaksi osa uudemmista julkaisuista ei ollut tekijoiden saatavilla. Van-
hempien lahteiden kayttda voidaan kuitenkin perustella silla, etta suurin osa uu-
sista laheteista viittaa naihin vanhempiin Iahteisiin. Kaiken kaikkiaan lahteita 10y-

tyi riittavasti kokonaisuuden hahmottamisen kannalta.
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Ennen opinnaytetyon analysointivaihetta laitevalmistajat saapuivat keskussairaa-
lalle kertomaan laitteen toimintaperiaatteesta seka perehdyttivat laitteen kayton.
Taman ansiosta vieritestilaitteiden kayttd oli varsinaisen analysointivaiheen ai-
kana tuttua, mikd vahentaa osaltaan virheiden mahdollisuutta. Tutkimuksissa
analysoituja naytteita ei keratty itse, joten niiden analysointikelpoisuus perustuu
oletukseen, etta naytteenotto on toteutettu yleisia naytteenottokaytantoja noudat-
taen. Naytteita analysoitiin viikoittain, jolloin pystyttiin varmistamaan, etta naytteet
olivat mittaushetkella mahdollisimman tuoreita. Liitteessa 6 on esitetty naytteen-

otto- ja analysointipaivamaarat.

Opinnaytetydn naytteiden analysointivaiheessa kaytannonsyista taytyi poiketa
laitevalmistajien antamista naytteiden sailyvyysajoista. Naytteita sailytettiin jaa-
kaappilampdtilassa, mikali niitd ei pystytty analysoimaan samana paivana. Opin-
naytetyon ohessa yritettiin testata naytteiden sailyvyytta, mutta opinnaytetyon
laajuuden vuoksi seka reagenssien riittavyyden takia aiheeseen ei pystytty pa-
neutumaan tarkemmin. Opinnayteyon lopullisten tulosten kannalta tuloksissa ei
kuitenkaan havaittu poikkeavaa eroa aikaisempiin tuloksiin verrattuna. Kaikki
saadut tulokset erosivat enintaan +/- 4mmol/mol verrattuna aiempaan tulokseen.
On mielenkiintoista, etta laitevalmistajat lupaavat hyvin erilaisia naytteiden saily-
vyysaikoja, vaikka suurin osa laitteista perustuu immunologiseen menetelmaan

ja laitteet kayttavat samaa naytemateriaalia (K2 EDTA kokoveri).
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10 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa hemoglobiini Tacoman tulostasosta
ja toistettavuudesta eri HbA1c-analyysimenetelmilla. Tarkoituksena oli verrata
kuuden vieritestilaitteen (Abbott Afinion 2, Aidian QuikRead go, Roche Cobas b
101, SD Biosensor F, Siemens Healthineers DCA Atellica ja Hemocue HbA1c
501) ja Sebian Capillarys 3 Tera -analysaattorin HbA1c-tutkimuksen tuloksia
Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelman tuloksiin. Lisaksi selvitettiin kaikkien ana-
lysoitavien menetelmien toistettavuutta hemoglobiini Tacoma -naytteilla kahdella
eri naytetasolla ja niita vastaavilla normaaleilla naytteilla. Taman opinnaytetyon
avulla pyrittiin saamaan vastaus kahteen tutkimuskysymykseen liittyen hemoglo-
biini Tacomaan. Pyrkimyksena oli selvittda vaikuttaako hemoglobiini Tacoma -
naytteiden tulostasoon seka toistettavuuteen. Opinnaytetyon tulosten perusteella

saatiin vastaus tutkimuskysymyksiin ja paastiin asetettuun tavoitteeseen.

Opinnaytetyon tuloksia tarkasteltaessa voidaan todeta, ettda suurimmalla osalla
laitteista tulostaso on hyvin verrattavissa referenssimenetelma Tina-quant Gen 3
-menetelman kanssa. Tata tukee myds kliinikoiden kayttamaan +/- 5 mmol/mol
raja perakkaisten tulosten valilla (Sherwani ym. 2016, 102). Saadut tulokset pita-
vat paikkaansa niin normaaleilla naytteillda kuin Tacoma-naytteilla. Tarkemmin
tarkasteltaessa normaalien naytteiden bias-taulukkoa, havaitaan yksittaisia poik-

keamia useammalla vieritestilaitteella.

Selkeimpana |6ydoksena voidaan pitdd Standard F -vieritestilaitteen tulostason
tuloksia Tacoma-naytteiden kohdalla. Vieritestilaite poikkeaa Tacoma-naytteiden
kohdalla keskimaarin 17 mmol/mol referenssimenetelmasta (vaihteluvali 14—22
mmol/mol), joka on selkeasti yli maaritellyn sallitun poikkeaman (+/- 5 mmol/mol).
Kun pohdintaan otetaan mukaan HbA1c-tutkimuksen viitearvot, havaitaan poik-
keamien olevan huomattavan suuria. Kun tuloksia ajatellaan potilaan hoidon kan-
nalta, voivat ne johtaa harhaan potilaan tilaa koskien. Normaali viitearvo on 20—
42 mmol/mol ja diabeteksen diagnoosiin viittaava raja on 48 mmol/mol. Viitear-
voihin suhteutettuna seka 14 mmol/mol ettd 22 mmol/mol (taulukko 4) on erittain
iso poikkeama. Muiden laitteiden antaessa tulosta normaalilta viitevalilta Stan-
dard F -vieritestilaite antaa tuloksen, joka viittaa vahvasti diabetekseen.
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Samanlaisia poikkeamia tuloksissa on havaittavissa muutamissa Tacoma-nayt-
teissa Capillarys 3 Tera -analysaattorilla. Verrattaessa naita tuloksia maariteltyyn
sallittuun poikkeamaan (+/-5 mmol/mol) voidaan todeta poikkeaman olevan mer-
kittava. Capillarys 3 Tera -analysaattorin kohdalla analysaattori ei kykene erotta-
maan hemoglobiini Tacomaa, joka ilmenee elektroferogrammissa laakeana poh-

javiivan kohoamisena ja hairitsee nain hemoglobiinifraktioiden erottamista.

Standard F -vieritestilaitteen tulosten eroavaisuuden syyna muihin laitteisiin ver-
rattuna saattaa olla sen kayttdma menetelma. Standard F -vieritestilaite on ainoa
opinnaytetyossa kaytettava laite, joka kayttaa sandwich-tyylista menetelmaa.
Talldin glykoituneen hemoglobiinin tunnistamiseen kaytetaan kahta vasta-ai-
netta. (SD Biosensor 2023; Kangastupa 2024a.) Lisaksi hemoglobiini Tacoma
mielletaan epavakaaksi variantiksi rakenteen konformaatiomuutoksista johtuen
(Tucker & Perutz 1977, 415, 417). Saattaa olla mahdollista, etta vasta-aine tun-
nistaa hemoglobiini Tacoman virheellisesti konformaatiomuutoksen vuoksi. Opin-
naytetyossa saatujen tulosten perusteella vaikuttaa silta, ettei Standard F -vieri-
testilaite valttamatta sovellu kaytettavaksi Tacoma-naytteille. Laite ei ole markki-
noilla Suomessa, mutta valmistajan mukaan se on laajasti kansainvalisesti kay-
tossa (Raitasuo 2024). Kuitenkin tulee huomioida, ettd on mahdotonta sanoa,
mitka laitteista antavat oikeita tuloksia. Tama voitaisiin varmistaa vain vertaa-
malla saatuja tuloksia potilaan kliiniseen tilaan. Kuitenkin kahdeksasta laitteesta
kuusi laitetta antaa samaa tulostasoa, joten sen perusteella voidaan arvella nii-

den tulostason olevan lahella oikeaa.

Tarkasteltaessa naytteiden toistettavuutta havaitaan, etta laitteet pysyvat melko
vaihtelevasti asetetussa CV% rajassa (1,6 %). Toistettavuudessa ei havaita sel-
keaa eroa normaalien naytteiden ja Tacoma-naytteiden valilla matalan eika kor-
kean tason naytteilla. Mydskaan laitteiden valilla ei havaittu merkittavia eroja. Kui-
tenkin kysymyksia herattaa miksi Capillarys 3 Tera -analysaattorin toistettavuus
on matalalla tasolla erittain epavakaata, mutta mielenkiintoisesti korkealla tasolla

kuitenkin hyva.



62

Opinnaytety0ssa saadut tulokset ovat samansuuntaisia verrattuna aiempaan tut-
kimukseen. Lenters-Westra ym. (2017) tutkimuksessa tutkittiin hemoglobiini Ta-
coma-naytteita tutkimalla HbA1c-naytteita useammalla laitteella. Kyseisessa tut-
kimuksessa todettiin hemoglobiini Tacoman aiheuttavan merkittavaa hairiota tu-
loksissa verrattuna normaaliin ei-variantti naytteisiin. Opinnaytetyossa kaytetaan
Lenters-Westra ym. (2017) tutkimuksessa esiteltyjen menetelmien uudempia ver-
sioita. Opinnaytety6ssa yhdeksi vieritestilaitteeksi on valittu Afinion 2, jonka ero
edeltdjaan on hyvin vahainen (Kangastupa 2024a). Opinnaytetyon referenssime-
netelmana kaytetdan Rochen Tina-quant Gen 3 -menetelmaa, joka on uudempi
versio Lenters-Westra ym. (2017) tutkimuksessa olevasta Tina-quant Gen 2 -me-
netelmasta. Rochen tuotepaallikdiden mukaan generaatiovaihdoksen yhtey-
dessa muuttui vain standardisaatio seka kalibraattorin arvojen maaritystapa (Fa-
gerlund 2023). Lisaksi seka Lenters-Westra ym. (2017) tutkimuksessa seka tassa
opinnaytetydssa Tina-quant Gen -menetelmat seka Afinion-laitteet antavat yhte-

nevia tuloksia.

Opinnaytetyon aineiston kooksi asetettiin alussa 22 Tacoma-naytetta ja 22 nor-
maalia naytetta, joista kaksi paria taytyi hylata tulostason takia seka reagenssien
rajallisuuden vuoksi. Loppujen lopuksi tulokset koostuivat 20 nayteparista. Tois-

tettavuudet toteutettiin viisi kertaa tasoa kohden.

Opinnaytetyon aiheita saatiin Etela-Pohjanmaan hyvinvointialueen kliinisen ke-
mian ja mikrobiologian palveluyksikolta. Aihe valikoitui kummankin tekijan mie-
lenkiinnon mukaan seka aiheen merkittavyyden vuoksi. Opinnaytetyon aihee-
seen perehtymisella seka tarkalla suunnittelulla oli erittain tarkea merkitys tyon
onnistumisen seka etenemisen kannalta. Opinnaytetyon analysointivaiheelle va-
rattiin paljon aikaa ja kyseinen vaihe saatiin tehtya suunniteltua aikaisemmin.
Tama vapautti aikaa tutkimusten tulosten analysoinnille seka pohdinnalle. Tyota
tehtiin tiiviisti yhdessa yhteisty6tahon kanssa, joka antoi tukea tydon etenemisen
kannalta ja mahdollisti aiheen syvallisemman pohdinnan. Lisaksi laboratorion
henkilokunta mahdollisti opinnaytetyon tekemisen analysoimalla naytteet Tina-

quant Gen 3 -menetelmalla seka Capillarys 3 Tera -analysaattorilla.
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Naytteita kertyi hyvin analysointivaiheessa ja tarvittava naytemaara saatiin ko-
koon nopeasti noin neljan viikon aikana. Analysointivaiheessa hemoglobiini Ta-
coman prevalenssi Etela-Pohjanmaan alueella konkretisoitui, joka motivoi opin-
naytetyon tekemista entisestaan. Talla hetkella Suomessa Seindjoen keskussai-
raala on yksi harvoista laboratoriosta, joka kayttaa HbA1c-menetelmaag, jolla on
mahdollista havaita hemoglobiinivariantteja (Kangastupa 2023b). Tacoma-nayt-
teiden lopullinen vastaus annetaan DCA Atellica -vieritestilaitteen perusteella.
Opinnaytetyon edetessa hemoglobiini varianttien havaitsemisen merkittavyys
hahmottui, koska ne saattavat vaikuttaa tuloksiin ratkaisevasti. Tama korostui
varsinkin Standard F -vieritestilaitteen tulostasoa ja Capillarys 3 Tera -analysaat-
torin matalan tason toistettavuuksia katsottaessa. Opinnaytetyon tuloksen mer-
kittdvyyden takia, aiheesta kirjoitettiin myods kansainvalinen artikkeli. Taman li-
saksi aihetta esiteltiin Etela-Pohjanmaan hyvinvointialueen ensimmaisessa Tie-
don Tori —tapahtumassa, joka jarjestettiin Seindjoen keskussairaalassa. Tiedon
Tori -tapahtuman esitysmateriaalien tyostaminen auttoi myos opinnaytetyonra-

portin kirjoituksessa seka seminaariesityksen laatimisessa.

Yleisesti ottaen voidaan todeta, etta tutkimuksen otoskoko on pieni osoittamaan
taysin varmoja tuloksia. Kuitenkin Standard F -vieritestilaitteen poikkeama on ha-
vaittavissa jokaisesta suoritetusta mittauksessa, joten 16ydosta voidaan pitaa
merkittavana otoskoosta huolimatta. Opinnaytety6 antaa kuitenkin uutta tietoa ja
voi innoittaa uusia jatkotutkimuksia. Jatkotutkimusaiheina voisi olla varianttinayt-
teiden tutkiminen useammilla laboratoriokayttoon tarkoitetuilla analysaattoreilla.
Muita jatkotutkimusaiheita voisi olla tulostason testaaminen suuremmalla
otoskoolla seka naytteiden sailyvyyden tutkiminen. Lisaksi tassa tutkimuksessa
mukana olleet Tacoma-naytteet olivat kaikki heterotsygoottisia, joten olisi mielen-
kiintoista tehda vertailua myos homotsygoottisilla naytteilla. Hemoglobiini Taco-
malla nayttaisi olevan vaikutusta tuloksiin riippuen kaytettavasta analyysimene-
telmasta. Taman vuoksi hemoglobiini Tacoman mahdollisia terveysvaikutuksia
olisi tarkeaa tutkia. Tutkimuksen tulokset korostavat hemoglobiinipoikkeavuuk-

sien tutkimisen ja huomioimisen merkitysta.
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LITTEET

Liite 1. Laitevalmistajien ohjeita
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Liite 2. Vieritestilaitteiden kontrollituloksia

Vieritestilaite |PVM Matala taso Korkea taso
Abbott
Afinion 2 39-52 mmol/mol |60-77 mmol/mol
3.10 45 73
6.10 44 68
9.10 43 68
13.10 42 68
19.10 43 66
20.10 43 66
Atelica DCA 29-40 mmol/mol| 69-89 mmol/mol
3.10 36 74
6.10 34 76
9.10 34 73
13.10 36 74
19.10 36 72
20.10 34 75
Roche
Cobas b 101 21-45 mmol/mol| 57-101 mmol/mol
21.9 31 70
22.9 32 76
3.10 30 73
6.10 31 76
9.10 32 74
13.10 30 73
20.10 29 75
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1(2)

(jatkuu)



Vieritestilaite | PVM Matala taso Korkea taso
Aidian
QuikRead go 44-57 mmol/mol | 71-97 mmol/mol
21.9 46 82
22.9 49 82
3.10 48 85
6.10 48 81
9.10 46 82
13.10 48 83
20.10 46 85
SDBiosensor
F200 24-50 mmol/mol| 59-102 mmol/mol
3.10 37 76
6.10 36 71
9.10 36 78
13.10 33 76
19.10 36 74
20.10 33 71
Hemocue
HbA1c 501 53—-65 mmol/mol
21.9 62
22.9 60
3.10 61
6.10 60
9.10 63
13.10 64
20.10 63
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Liite 3. Normaali naytteiden bias %

72

BIAS %

= = = 0 o ® I (2]

5 S 5 |2 by 8 3 3,

2 9 o o by 8 5

S 2 2 |5 ﬁ

~- o
Normaali 1 69 0 -4 0 -13 -12 -6 1
Normaali 2 38 3 5 5 0 -4 0 8
Normaali 3 67 0 -7 -1 0 -8 -3 -4
Normaali 4 44 0 2 2 -9 -9 2 0
Normaali 5 54 4 0 4 6 -2 13 2
Normaali 6 47 0 2 4 -4 -3 -4 4
Normaali 7 51 -2 0 4 -2 -13 -4 2
Normaali 8 66 5 -5 2 2 -15 3 2
Normaali 9 25 16 24 16 8 20 16 16
Normaali 10 36 0 0 0 -6 -1 0 3
Normaali 11 37 3 0 5 -5 2 0 3
Normaali 12 83 -6 -11 -7 -14 -10 -10 -7
Normaali 13 41 5 2 5 -2 5 2 5
Normaali 14 36 8 6 11 6 11 3 14
Normaali 15 41 2 2 7 0 3 -2 2
Normaali 16 45 0 -2 2 0 -11 -2 0
Normaali 17 49 2 -2 6 -2 -3 0 0
Normaali 18 52 4 -4 4 4 -4 -2 -2
Normaali 19 36 -3 3 6 -6 2 0 0
Normaali 20 44 2 5 2 -2 -7 0 7
ka 48 2 1 4 -2 -3 0 3




Liite 4. Tacoma-naytteiden bias %
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BIAS %

= > = 0 ) %) T 0

s |2 |8 [ 2 |5 13 |2

e S o 5 & S 5

R 2 s |15 |3

=3 2 m
Tacoma 1 74 -3 -8 -1 -7 25 -5 5
Tacoma 2 33 3 12 12 -3 44 -6 24
Tacoma 3 63 0 2 2 -14 33 -8 35
Tacoma 4 37 0 11 5 -3 46 -3 5
Tacoma 5 45 22 11 24 -7 37 20 27
Tacoma 6 51 -4 4 0 -12 30 -10 16
Tacoma 7 55 -2 -4 0 2 28 -9 9
Tacoma 8 76 -3 -1 -3 -13 27 -4 29
Tacoma 9 30 7 7 3 -3 62 0 73
Tacoma 10 36 -6 -8 0 -17 38 -14 -6
Tacoma 11 34 3 6 6 -6 46 0 41
Tacoma 12 77 3 -1 -3 -4 28 -3 26
Tacoma 13 38 5 8 5 0 40 3 42
Tacoma 14 a1 -2 -2 2 -12 35 -7 41
Tacoma 15 40 -5 3 3 -8 41 -5 25
Tacoma 16 43 -7 0 2 -7 41 -5 63
Tacoma 17 45 0 2 4 -2 32 -9 31
Tacoma 18 52 8 4 4 0 29 -4 21
Tacoma 19 35 9 6 9 0 51 -11 17
Tacoma 20 49 4 2 2 -2 44 -8 27
ka 48 2 3 4 -6 38 -4 28




Liite 5. Yhteenveto laitteiden tulostasosta

HbAle (mmol/mol) muut metelmat

HbAle (mmel/mol) muut menetelmat

100

20

100

20

Ei variantti ndytteet

40 60 &80
HbAlc (mmaol/mol) Tina-guant Gen. 3

Hb Tacoma -naytteet

40 a0 B0
(HbAlc mmol/mol) Tina-guant Gen. 3

100

100
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o Afinion2

« Cobas b 101
x Capillarys

a HemoCue

» QuikRead go
a DCA Atellica

» Standard F

» Standard F
x Capillarys

o Afinion2

» Cobas b 101
a DCA Atellica
a HemoCue

» QuikRead go



Liite 6. Naytteiden naytteenotto- seka analysointipaivat

Nayte

(normaali ja

Tacoma) Nayte otettu | Nayte analysoitu
Nayte 1 3.10 6.10
Nayte 2 3.10 6.10
Nayte 3 3.10 6.10
Nayte 4 3.10 6.10
Nayte 5 5.10 6.10
Nayte 6 5.10 6.10
Nayte 7 5.10 6.10
Nayte 8 6.10 6.10
Nayte 9 6.10 9.10
Nayte 10 11.10 13.10
Nayte 11 11.10 13.10
Nayte 12 11.10 13.10
Nayte 13 12.10 13.10
Nayte 14 12.10 13.10
Nayte 15 12.10 13.10
Nayte 16 12.10 13.10
Nayte 17 12.10 13.10
Nayte 18 19.10 20.10
Nayte 19 18.10 20.10
Nayte 20 20.10 20.10




