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Tassa opinnaytetydssa tutkittiin, miten naytteenotossa ihon puhdistukseen kaytetty al-
koholi vaikuttaa B-PEth verikokeen tulokseen. B-PEth tutkimus on talla hetkella tarkin
ja luotettavin laboratoriotutkimus osoittamaan pitkaaikaista alkoholinkayttoa.

Opinnaytetyohon rekrytoitiin 18 vapaaehtoista, eika rekrytoinnissa ollut mitdan valinta-
tai poissulkukriteerid. Vapaaehtoisilta kerattiin kolme verinaytetta kolmella eri naytteen-
ottotavalla. Ensimmaisessa naytteenotossa ihon puhdistukseen ei kaytetty lainkaan al-
koholia, vain vetta. Toisessa naytteenotossa iho pyyhittiin vain kerran alkoholilla kostu-
tetulla ihonpuhdistuslapulla ja ihon annettiin kuivua ennen pistoa. Kolmannessa nayt-
teenotossa iho pyyhittiin runsaalla alkoholimaaralla ja pisto suoritettiin markaan ihoon.

Naytteitd analysoitiin neljana eri paivana ja selvitettiin, muodostuuko naytteisiin PEth-
molekyyleja in vitro jadkaappisailytyksen aikana. Ensimmainen analyysipaiva oli nayt-
teenottopaiva, jolloin naytteita ei viela sailytetty jadkaappilampdtilassa. Seuraava ana-
lyysi tehtiin, kun naytteet olivat olleet vuorokauden jadkaapissa. Kolmas analyysi teh-
tiin, kun naytteenotosta oli kulunut kolme paivaa. Viimeinen analyysi tehtiin, kun nayt-
teenotosta oli kulunut viisi paivaa.

Opinnaytetydn toimeksiantajana toimi HUS Diagnostiikkakeskuksen erikoiskemian la-
boratorio. Opinnaytetydn tarpeeseen vaikutti se, ettei viela ollut saatavilla tutkimustie-
toa, miten naytteenotossa ihon pyyhkimiseen kaytetty alkoholi vaikuttaa B-PEth tutki-
muksen tuloksiin.

Tulosten perusteella voitiin todeta, ettd ihon pyyhkiminen alkoholilla naytteenoton yh-
teydessa ei vaikuttanut B-PEth tuloksiin eika naytteisiin muodostunut PEth:ia in vitro
jaékaappisailytyksen aikana. Naytteiden PEth tulokset pysyivat vakaina myos etanoli-
kontaminoituneissa naytteissa. Aiheesta olisi kuitenkin hyva tehda jatkotutkimuksia,
silla opinnaytetyosta saadut B-PEth tulokset olivat hyvin matalia. Jatkotutkimuksiin kan-
nattaa tdman vuoksi rekrytoida henkil6ita, joilla olisi korkeita B-PEth tuloksia.

Avainsanat: Fosfatidyylietanoli, PEth, naytteenotto, etanolikontaminaatio, in vitro
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The purpose of this thesis was to examine the effect of wiping the skin with alcohol dur-
ing phlebotomy on B-PEth results. B-PEth test is currently the most accurate and relia-
ble laboratory test for indicating long-term alcohol consumption.

A total of 18 volunteers were recruited for the study, with no inclusion or exclusion crite-
ria applied. Three blood samples were collected from volunteers using three different
sampling methods. In the first blood sample, no alcohol was used to clean the skin. In
the second blood sample, the skin was wiped once with alcohol damped pad and the
skin was allowed to dry before the prick. In the third sample, the skin was wiped with
alcohol-soaked pad and the prick was done on wet skin.

The blood samples were analysed on four different days to determine whether PEth-
molecules formed in vitro during refrigeration. The first analysis was conducted on the
day of sampling, before refrigeration. The next analysis was performed after the sam-
ples had been refrigerated for a day. The third analysis was performed three days after
the samples were taken. The last analysis was performed five days after the samples
were taken.

The thesis was commissioned by the Special Chemistry Laboratory of the HUS Diag-
nostic Center. The need for this study arose from the lack of existing research on how
wiping the skin with alcohol during phlebotomy affects the results of the B-PEth values.

Based on the results gathered from this thesis, it could be stated that wiping the skin
with alcohol during phlebotomy did not affect the B-PEth results and no PEth was
formed in vitro during refrigerator storage. The results remained stable even in ethanol-
contaminated samples. However, further research is recommended due to the PEth
values being very low. Future studies should recruit individuals with high B-PEth re-
sults.

Keywords: Phosphatidylethanol, PEth, phlebotomy, ethanol contamination, in vitro
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Liite 3. Tutkimustulokset



1 Johdanto

Alkoholin suurkulutuksen aiheuttamat terveyshaitat ja sairaudet ovat merkittavia yhteis-
kunnallisia ongelmia. Alkoholin suurkulutuksella on vaikutusta muun muassa sairauk-
sien, tyokyvyttdmyyden ja kuolemien lisdantymiseen maailmanlaajuisesti. Alkoholi-
juomien tuomat terveysongelmat vaikuttavat lahes koko elimistén toimintaan alkoholi-
juomien sisaltdman etanolin takia, mika voi vaurioittaa lahes kaikkia elimia. Alkoholin-
kaytolla on yhteys yli 200 eri sairauteen ja sille on my6s ominaisia sairauksia. Esimer-
kiksi alkoholimaksasairaus on ensisijainen syy kroonisille maksasairauksille. (LaHood
& Kok 2023; World Health Organization 2024a.) Suomessa alkoholiperaisiin syihin kuo-
lee vuositasolla noin 1700 suomalaista ja maailmanlaajuisesti kuolemia tapahtuu noin

2,6 miljoonaa (Suomen virallinen tilasto 2020; World Health Organization 2024b).

Alkoholin ongelmakayton diagnosoinnissa hyddynnetaan niin kyselylomakkeita kuin la-
boratoriokokeita potilaan kanssa kaydyn keskustelun lisaksi. Laboratoriotutkimukset tu-
kevat alkoholin ongelmakaytdn diagnoosia seka niitéd hyddynnetdan myds alkoholin lii-
kakaytdn seurannassa ja hoidossa. Alkoholin suurkulutuksen osoitukseen soveltuvia
laboratoriotutkimuksia ovat muun muassa maksaentsyymeita mittaavat laboratoriotutki-
mukset kuten gammaglutamyylitransferaasi (GT), aspartaattiaminotransferaasi (ASAT)
ja alaniiniaminotransferaasi (ALAT) seka perusverenkuvaan kuuluva punasolujen kes-
kitilavuus (MCV) (Niemela 2015). Tarkimmaksi alkoholinkaytdn laboratoriokokeeksi on
kuitenkin osoittautunut veren fosfatidyylietanoli eli PEth. Fosfatidyylietanolia syntyy ai-
noastaan etanolin 1asna ollessa, joten se on erittain spesifinen merkkiaine alkoholin ku-
lutukselle. B-PEth verikoe antaa tarkan kuvan kaytetysta alkoholimaarasta viimeisen 2-
4 viikon aikana, mika tekee siitd hyvan biomarkkerin mittaamaan alkoholin pitkaaikaista
kulutusta. PEth tutkimusta hyddynnetaan alkoholin ongelmallisen kaytdon diagnosoinnin
lisdksi muun muassa erilaisten maksasairauksien hoidon seurannassa ja raittiuden

osoittamiseksi ennen maksansiirtoa. (Savolainen & Hotakainen 2021.)

HUS Diagnostiikakeskuksen tutkimusohjekirjan naytteenotto-ohjeistuksen mukaan B-
PEth verikoetta otettaessa ihoa ei saa pyyhkia alkoholilla etanolikontaminaatiovaaran
vuoksi. Fosfatidyylietanoli syntyy ainoastaan etanolin I&sna olleessa, joten naytteen-
oton yhteydessa tapahtunut etanolikontaminaatio voi johtaa vaariin korkeisiin tuloksiin.
Kontaminaatio on harvinaista, mutta kuitenkin mahdollista. B-PEth tutkimuksen tulok-

sista voi koitua hoidon estymista, juridisia tai taloudellisia seuraamuksia potilaalle. Jos



on epaily etanolikontaminaatiosta, se on kontrolloitava uudella naytteella. Tama tarkoit-
taa uutta naytteenottoa ja analyysia, mika kuormittaa terveydenhuoltoa ja potilasta.

(Fosfatidyylietanoli, veresta 2025.)

Naytteenoton aikana ihon pinnalla oleva etanoli voi joutua neulan mukana nayteput-
keen, jossa se voi muodostaa in vitro punasolujen pinnalle fosfatidyylietanolia. Fosfoli-
paasi D katalysoi fosfatidyylietanolin muodostumista niin kauan kun etanolia on Iasna.
Taman seurauksena jaakaappisailytetyn naytteen mitattu fosfatidyylietanoli voi olla kor-
keampi kuin tuorendytteen mitattu tulos. Kirjallisuudessa ei talla hetkella ole tietoa nayt-
teenoton yhteydessa tapahtuneen etanolikontaminaation vaikutuksesta tutkimuksen tu-
loksiin. Aikaisempaa tutkimusta etanolikontaminaation vaikutuksesta fosfatidyylieta-
nolin muodostumiseen on tutkittu, mutta ne eivat ole sovellettavissa naytteenoton yh-
teydessa tapahtuneeseen etanolikontaminaatioon (Herzog & Skopp & Musshoff 2022;
Reisfield & Teitelbaum & Jones & Lewis 2024).

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli selvittda, nouseeko naytteiden PEth arvo, kun
naytteenotossa tapahtuu etanolikontaminaatio. Naytteitd analysoitiin neljana eri pai-
vana ja tutkittiin, muodostuuko fosfatidyylietanolia myo6s jadkaappiolosuhteissa sailyte-
tyille naytteille in vitro. Tavoitteena on saada tietoa etanolikontaminoitujen naytteiden
tulosten luotettavuudesta, jota voidaan hyddyntaa esimerkiksi B-PEth tutkimuksen

naytteenotto-ohjeiden laatimisessa.

2 Veren fosfatidyylietanoli eli B-PEth tutkimus

2.1 Mika on fosfatidyylietanoli eli PEth

Fosfatidyylietanoli eli PEth on elimistdlle epanormaali fosfolipidimolekyyli, joka syntyy
ainoastaan etanolin I1&sné ollessa. Fosfatidyylietanolia muodostuu transfosfatidyylireak-
tiossa, jossa fosfolipaasi D entsyymi muodostaa fosfatidyylikoliinista etanolin vaikutuk-
sesta fosfatidyylietanolia eli PEth:id. Normaalissa tilanteessa fosfolipaasi D katalysoi
fosfatidyylikoliinien hydrolyysia, mutta etanolin Iasn&olleessa fosfolipaasi D suosii eta-
nolia veden sijasta. PEth:ia ei muodostu normaalisti elimistdssa, vaan sen esiintyminen
on suora merkki alkoholialtistuksesta. T@man vuoksi se on erinomainen biomarkkeri al-
koholin kaytdsta. (Jones 2024, 576-577; Varga & Alling 2002, 79-80). Kuvassa 1 on

esitetty yksinkertaistettu versio transfosfatidyylireaktiosta.



Fosfatidyylikoliini

Fosfolipaasi D
entsyymi

Etanoli Vesi

Fosfatidyylietanoli Fosfatidihappo
eli PEth

Kuva 1. Yksinkertaistettu versio transfosfatidyylireaktiosta

Fosfatidyylietanolista on tunnistettu rakenteeltaan samanlaisia versioita eli homologeja
yli 40 kappaletta. Homologien numerointi perustuu PEth-molekyylin rasvahappopaiden
rakenteeseen. PEth homologit ovat esitetty muodossa "PEth 1:2/3:4”. 1:2 osa kertoo
ensimmaisen rasvahappopaan rakenteesta ja 3:4 kertoo toisen rasvahappopaan ra-
kenteesta. 1 ja 3 kertovat hiilien maarasta karboksyylisivuketjussa, 2 ja 4 kertovat kak-
soissidosten maaran (Staub & Sporri 2014). Homologeista PEth 16:01/18:1 on merkit-
tavin ja kaytetyin verikokeissa tunnistettava PEth homologi. Muita tunnettuja PEth ho-
mologeja on 16:0/18:2, 16:0/20:4, 18:0/18:1, 18:0/18:2, ja 18:1/18:1. (Jones 2024,
577.)

Fosfolipidit ovat punasolun solukalvon normaaleja rakenneosia ja myds PEth kiinnittyy
veren punasolujen solukalvolle. PEth:ia voi muodostua punasolujen solukalvon lisaksi
myos muihin kudoksiin, erityisesti munuaisista, keuhkoista ja pernasta I16ytyy eniten
PEth-molekyyleja (Aradéttir & Seidl & Wurst & Jonsson & Alling 2004, 1721-1723).

PEth-molekyylien pitoisuus punasolujen solukalvossa kasvaa aina alkoholin kayton
seurauksena. Runsas alkoholin kaytto johtaa PEth-molekyylien kertymiseen siina maa-

rin, ettd se voidaan havaita mittaamalla muun muassa LC-MS/MS menetelmalla.



PEth:in puoliintumisaika on keskimaarin noin kuusi vuorokautta, mutta runsaan alkoho-
linkaytdon seurauksena puoliintumisaika voi pidentya (Helander & Boéttcher & Dahmen &
Beck 2019, 255). Alkoholin ongelmakayttajalle PEth:in puoliintumisaika voi olla jopa 14-
28 vuorokautta (Hansson & Caron & Johnson & Gustavsson & Alling 1997, 109;
Wurst ym. 2010, 93.) ja heilld PEth-molekyyleja kertyy noin kaksi kertaa nopeammin
kuin kohtuukayttgjilla. (Verga & Alling 2002, 82.).

2.2 B-PEth tutkimuksen kayttokohteet

B-PEth tutkimus on tarkin ja luotettavin verikoe osoittamaan pitkaaikaista alkoholinkayt-
t6a, minka takia sen kayttoé on yleistynyt. B-PEth tutkimuksella on monta kayttdkohdetta
esimerkiksi terveydenhuollossa ja oikeustieteessa. Varhainen puuttuminen alkoholin
ongelmakayttéon ennaltaehkaisee alkoholin aiheuttamien terveyshaittojen syntymista,
parantaa hoidon ennustetta ja ehkaisee alkoholiin liittyvia onnettomuuksia. Muut alko-
holin suurkulutuksen selvittamiseen kaytetyt laboratoriokokeet eivat osoita yhta luotet-
tavasti pitkaaikaista alkoholin kayttda, silla niiden arvot voivat nousta muistakin syista
kuin alkoholin kaytosta. (Hotakainen & Niemela 2023, 414—415.)

Perinteiset alkoholin suurkulutuksen osoitukseen kaytetyt laboratoriokokeet ovat mak-
saentsyymeita mittaavat verikokeet (GT, ALAT, ASAT), desialotransferriini (CDT) ja pu-
nasolujen keskitilavuus (MCV). Naiden laboratoriokokeiden ongelmana pitkaaikaisen
alkoholinkaytén diagnosoinnissa on niiden epaspesifisyys. Esimerkiksi maksaentsyymit
GT, ALAT ja ASAT seka CDT voivat nousta muistakin syista kuin alkoholin runsaasta
kaytosta. Esimerkiksi laakitys, maksasairaudet ja tulehdukset voivat nostaa maksaent-
syymi- ja CDT-arvoja (Jokelainen 2016). Epaspesifisyyden vuoksi ne eivat ole yhta luo-
tettavia verikokeita osoittamaan pitkaaikaista alkoholin kayttéa niin kuin B-PEth, joka
nousee ainoastaan etanolin I1&sna ollessa. Tama tekee siita hyvin spesifisen biomark-

kerin osoittamaan pitkaaikaista alkoholinkayttéa. (Hotakainen & Niemela 2023, 415)

Talla hetkelld muut spesifiset alkoholin kayton laboratoriokokeet osoittavat vain hetkelli-
sen alkoholinkayton tai niiden tulokset voivat nousta muistakin syista kuin alkoholin
kaytosta. Spesifisia alkoholin kayton laboratoriokokeita, joita kaytetaan lyhytaikaisen
alkoholin kaytén osoittamiseen ovat esimerkiksi P-EtOH, U-EtG ja U-EtGCT. Naiden
laboratoriokokeiden avulla ei voida osoittaa pitkdaikaista alkoholin kaytt6a, minka
vuoksi niita ei voida soveltaa samalla tavalla kuin B-PEth tutkimusta (Etanoli, plas-
masta 2025; Etyyliglukuronidi, varmistus virtsasta 2023). Toinen B-PEth verikokeen
kaltainen spesifinen alkoholin suurkulutuksen kaytetty laboratoriokoe on S-CDT. Alko-

holi hairitsee transferriinin muodostumista, mika johtaa vaha siaalihappotahteisen



transferriinin muodostumiseen. Naita niukkahiilihydraattisten transferriinien osuutta ko-
konaistransferriinistd mitataan S-CDT tutkimuksessa. S-CDT tulos kasvaa muistakin
syista kuin alkoholin kaytdsta, esimerkiksi raskaus, ladkkeet ja maksasairaudet nostat-

tavat CDT-arvoja. (Eerola 2021.) Taulukossa 1 on kuvattu yleisimpien pitkaaikaisen al-

koholin kaytdn osoitukseen kaytettyjen laboratoriotutkimusten eroa B-PEth tutkimuk-

seen.

Taulukko 1.

tailu B-PEth verikokeeseen

Pitkdaikaisen alkoholin kayton osoitukseen kaytettyjen laboratoriotutkimusten ver-

Laboratoriotutkimus

Laboratoriokokeen kaytto
alkoholin pitkaaikaiskayton
osoituksessa

Ero luotettavuudessa verrat-
tuna B-PEth tutkimukseen

Maksaentsyymeja mit-
taavat laboratoriotutki-
mukset

(P-ALAT, P-ASAT & P-
GT)

Maksaentsyymien arvot nouse-
vat, kun alkoholia kaytetaan run-
saasti ja pitkaan. Alkoholi vau-
rioittaa maksaa, jonka vuoksi
entsyymien maara nousee ve-
renkierrossa.

Maksaentsyymiarvot nousevat
muistakin syista kuin alkoholin
kaytosta (Iaakitys, sairaudet, tu-
lehdus) - PEth nousee ainoas-
taan alkoholin kaytdn seurauk-
sena.

muodostumista, joka johtaa
vaha siaalihappotahteisen trans-
ferriinin muodostumiseen (CDT).
Niiden maara kasvaa koko-
naistransferriinistd mitd enem-
man alkoholia on kaytetty.

B-MCV Pitkdaikainen alkoholin kayttd Erittain epaspesifinen ja epa-
nostaa punasolujen kokoa. Alko- | tarkka tutkimus osoittamaan al-
holi hairitsee punasolujen muo- koholin suurkulutusta - PEth
dostumista, joka johtaa suuren- | on tarkka ja spesifinen tutkimus.
tuneisiin punasoluihin. (Harris &

Leggio &Farokhina 2021)
S-CDT Alkoholi hairitsee transferriinin CDT arvot nousevat muistakin

syista kuin alkoholin suurkulu-
tuksesta (ladkkeet, maksasai-
raudet, raskaus) - PEth nou-
see ainoastaan alkoholin kaytdn
seurauksena.

B-PEth verikokeen avulla pystytdan erottamaan satunnainen ja krooninen alkoholin-

kayttd. Se ei nouse merkittavasti satunnaisen, sosiaalisesti kohtuudella alkoholia kayt-

tavalla henkildlla, kun taas runsaasti alkoholia kayttavalla PEth-arvo nousee huomatta-

vasti korkeammaksi. B-PEth verikokeen tulokset kohtuukayttajalla ovat <0,05-0,30

pmol/l, kun taas runsaasti alkoholia kayttavan PEth-arvo nousee yli 0,30 pmol/l tason

(Fosfatidyylietanoli, veresta 2025). PEth verikokeen tuloksen perusteella voidaan jo

varhaisessa vaiheessa huomata ongelmallinen alkoholikaytto ja tarvittaessa puuttua

asiaan. Viitearvot antavat suuntaa alkoholinkayton luonteesta eli onko kyse kohtuukay-

tosta vai alkoholin suurkulutuksesta.



B-PEth verikoetta kaytetddn muun muassa alkoholista pidattaytymisen osoittamiseen
elinsiirtopotilaiden, varsinkin maksansiirtopotilaiden, hoidon yhteydessa. Veren PEth-
arvo pysyy alle 0,05 umol/l, kun alkoholia ei olla kaytetty ollenkaan tai hyvin vahan. En-
nen kuin potilas voidaan listata elinsiirtojonoon, on alkoholista pidattaytyminen osoitet-
tava vahintaan kuuden kuukauden ajalta. Alkoholista pidattaytyminen on mydés tarkeaa
elinsiirron jalkeen elinsiirron pitkaikaisyyden varmistamiseksi. (Luginbihl & Van Uyt-
fanghe & Stoth & Wurst & Stove 2022; Savolainen & Hotakainen 2021.)

On myds pohdittu B-PEth tutkimuksen kayttoa arvioimaan raskaana olevien alkoholi-
kayton riskia raskauden aikana. Alkoholinkaytto voi johtaa hairioon sikion kehityksessa
ja keskushermoston muodostumisessa, minka vuoksi on tarkeaa pidattaytya alkoholin
kaytodsta koko raskauden aikana (Tiitinen 2024). Nykyisin raskaana olevilta seulotaan
alkoholin kayttéd muun muassa Alcohol Use Disorders Identification Test eli AUDIT-
kyselylla, jonka tulokset perustuvat vastaajan oman alkoholin kdyton arviointiin. Tutki-
mukset ovat kuitenkin osoittaneet, etta vastausten tulokset eivat ole verrannollisia si-
kidnaikaisen alkoholialtistusten maaraan (Lange & Shield & Koren & Rehm & Popova
2014). Taman vuoksi B-PEth tutkimusta on pohdittu kaytettavaksi alkoholin kaytdn seu-
lomiseen raskauden aikana. Jo raskauden alkuvaiheessa pystytaan selvittdmaan ras-
kaana olevan alkoholinkayton luonne eli onko se kohtuullista kayttdéa vai ongelmallista.
Verikoetta voidaan myos hyddyntaa raskauden aikana mittaamalla kuluneiden viikkojen
alkoholikayttd. Tosin B-PEth tutkimuksen hyddyntaminen tallaisessa tarkoituksessa on
ongelmallista, silla sen avulla ei voida osoittaa vahaista tai satunnaista alkoholin kayt-
t64, ellei PEth:in tunnistamisrajaa lasketa. Talla hetkella tunnistamisrajan alaraja on
0,05 ymol/l, joka ei osoita taytta alkoholista pidattaytymista. (Hakkinen & Arponen &
Jylha & Sulin & Gunnar 2024).

2.3 B-PEth tutkimuksen preanalytiikka

Preanalytikalla tarkoitetaan kaikkia niita laboratoriotutkimuksen vaiheita, jotka tapahtu-
vat ennen naytteen analysointia. Preanalyyttisia vaiheita ovat muun muassa naytteen-
otto, esikasittely, kuljetus ja sailytys. Kaikilla preanalyyttisilla vaiheilla on vaikutusta tu-
losten luotettavuuteen, joten oikein otettu ja kasitelty nayte antaa luotettavan kuvan po-
tilaan sen hetkisesta terveydentilasta. Jokaisella laboratoriotutkimuksella on omat pre-
analyyttiset vaatimukset, jotka on maaritetty riippuen siita, mita halutaan analysoida.
(Ellervik & Vaught 2015; Green 2008.)



HUS Diagnostiikkakeskuksen tutkimusohjekirjassa B-PEth naytteen preanalytiikan oh-
jeissa kerrotaan, ettd naytteenotossa ei saa kayttaa etanolia sisaltdvaa puhdistusai-
netta ihon puhdistukseen. Nayte on kerattava K2-EDTA-putkeen, jota on kdanneltava
varovasti muutaman kerran hyytymisen estamiseksi. Naytetta ei saa sentrifugoida tai
pakastaa ennen naytteen lahetysta. Naytetta saa sailyttda vain 5 vuorokautta jaakaap-
pilampétilassa, mutta se lahetetdan huoneenlammaossa laboratorioon. (Fosfatidyylieta-

noli, veresta 2025.)

2.3.1 B-PEth tutkimuksen naytteenotto

B-PEth tutkimus tehdaan kokoveresta, koska PEth-molekyylit ovat kiinnittyneet puna-
solujen solukalvolle. Taman vuoksi nayte otetaan nayteputkeen, joka sisaltaa anti-
koagulanttia eli veren hyytymista estavaa ainetta. Yleisimmat naytteenotossa kaytetyt
antikoagulanttia sisaltavat nayteputket sisaltavat joko hepariinia tai etyleenidiamiinitet-
raetikkahappoa eli EDTA:ta. B-PEth tutkimuksen kohdalla suositaan EDTA-putkea, silla
se sailyttda solumuodon paremmin kuin hepariini. Tutkimukset ovat myos osoittaneet,

ettd EDTA-nayte antaa stabiilimpia tuloksia kuin heparinisoitu nayte (Faller ym. 2013).

Talla hetkella ei ole kaytdssa tutkimustietoa siita, miten naytteenotto pitaisi suorittaa B-
PEth tutkimuksen kohdalla. Tiedetaan, ettd PEth-molekyylia voi muodostua in vitro,
jonka vuoksi preanalyyttisessa vaiheessa on minimoitava etanolikontaminaation vaara.
Teoriassa on mahdollista, ettd ndytteenotossa ihonpuhdistukseen kaytetty etanoli voi
joutua neulan mukana naytteenottoputkeen ja ndin muodostaa lisda PEth:ia in vitro.
Taman vuoksi laboratorioiden ohjekirjoissa lukee, ettei ihoa saa puhdistaa etanolia si-

saltavallad ihonpuhdistusaineella ennen naytteenottoa.

2.3.2 B-PEth naytteen sailytys ja kasittely

HUSIn tutkimusohjekirjan mukaan nayte sailyy 5 vuorokautta jadkaappilampétiloissa ja

se on sailytettava kokoverena. Naytetta ei saa myodskaan pakastaa tai sentrifugoida en-
nen laboratorioon saapumista. Pakastaminen aiheuttaa punasolujen ennenaikaisen ha-
joamisen ja sentrifugoinnin seurauksena PEth-molekyylit voivat jdada putken pohjaan

solumassan alle. (Fosfatidyylietanoli, veresta 2025.)

PEth on epavakaa analyytti, silla monet preanalyyttiset tekijat vaikuttavat sen kestavyy-
teen nayteputkessa. Varsinkin lampatilalla on suuri merkitys sen sailyvyyteen. PEth
16:0/18:1 sailyy parhaiten -80 °C asteessa, jossa se sailyy lahes muuttumattomana 30

paivaa. On myos tutkimustietoa, ettd B-PEth nayte voi sailyd muuttumattomana jopa 14



kuukautta (Aradoéttir ym. 2004). Ongelmana on se, ettad naytteen sulattaminen johtaa
hemolyysiin, joka vapauttaa PEth-molekyylit punasolujen solukalvolta. Vapaana olevat
PEth-molekyylit hajoavat nopeammin kuin solukalvolla olevat. Taman vuoksi naytteen
pakastamista ei suositella ennen sen lahettamista laboratorioon. (Faller ym. 2013,
608-609.)

2.4 Nestekromatografia-tandemmassaspektrometria menetelma

B-PEth tutkimuksen menetelma on paasaantdisesti aina nestekromatografia-tandem-
massaspektrometria eli LC-MS/MS. Se on erittain tarkka ja herkkd analyysimenetelma,
jonka avulla pystytédan suorittamaan tarkkoja kvantitatiivisia analyyseja. Siina hyédyn-
netdan nestekromatografian erotuskykya ja tandemmassaspektrometrian tunnistusky-
kya. Analyyttina PEth on hankala, jonka vuoksi LC-MS/MS menetelmaa suositaan sen
analyysissa. Kuvassa 2 on esitelty opinnaytetydssa kaytetyn LC-MS/MS menetelman

paakomponentit.

Ajolivos  Ajoliuos
A B Jateastia

Kaanteisfaasi
Nayte- kolonni
Pumppu || injektori E ] -
o L J Sdhkésumutus- Kolmois-
/«/, ‘7 ionisaatio kvadrupoli
) Kuoppalevy
Nestekromatografia (LC) Tandemmassaspektrometri (MS/MS)

Kuva 2. Opinnaytetydssa kaytetyn LC-MS/MS menetelman padosat

2.4.1 Nestekromatografia

Nestekromatografian (liquid chromatography, LC) avulla naytteessa olevat yhdisteet
erotellaan toisistaan hyddyntamalla niiden vuorovaikutusta liikkuvan nestefaasin ja kiin-

tean stationaarifaasin valilla. Liikkuvalla nestefaasilla tarkoitetaan ajoliuosta, joka virtaa



tietylla paineella ja tietylla virtausnopeudella kolonnin I&pi kuljettaen mukanaan injektoi-
tua naytemateriaalia. Stationaarifaasilla tarkoitetaan tietynlaisia partikkeleita, jotka ovat
pakkautuneena kolonnin seinille. Nayte on jatkuvasti vuorovaikutuksessa faasien

kanssa, kun se kulkee kolonnin lapi. (Kostiainen 2010a., 171)

Nestekromatografiassa on olemassa erilaisia erotusmekanismeja. Erotusmekanismit
perustuvat siihen, milla tavalla yhdisteet halutaan erottaa toisistaan hydédyntaen niiden
tapaa reagoida liikkuvan ja stationaarifaasin kanssa. Erotusmekanismeja ovat muun
muassa normaalifaasi- (NP), kdanteisfaasi- (RP), ionivaihto- (IEC) ja ekskluusiokroma-
tografia (SEC). Kéanteisfaasinestekromatografia on naista kaytetyin muoto ja sita on
my0s kaytetty tassa opinnaytetydssa. (Kostiainen 2010a, 173; Riekkola & Hyotylainen
2002, 137-138, 145.)

Kaanteisfaasikromatografiassa yhdisteet erotellaan toisistaan niiden polaarisuuden pe-
rusteella. Kdanteisfaasikromatografian erottelu perustuu siihen, ettd naytemateriaalissa
olevat yhdisteet poistuvat kolonnista poolisuusjarjestyksessa. Mita polaarisempi yhdiste
on, sitd nopeammin se kulkeutuu kolonnista pois. Tdma johtuu siita, ettd nestefaasin
vetovoima on korkeampi kuin stationaarifaasin vetovoima. Riippuen siita, missa ajassa
yhdiste on poistunut kolonnista, voidaan ne erottaa toisistaan. (Alagrund ym. 2023, 96—
98; Kostiainen 2010a, 174; Riekkola & Hydtylainen 2002, 167-170.)

2.4.2 Tandemmassaspektrometria

Massaspektrometria (mass spectrometry, MS) on mittaustekniikka, jossa ionisoituneet
yhdisteet erotellaan ja detektoidaan niiden massa/varaus -suhteen eli m/z-suhteen pe-
rusteella. Mittausta varten yhdisteet on ionisoitava ennen massa-analysaattoriin mene-
mista. lonilahteessa molekyyli joko vastaanottaa tai luovuttaa elektronin, minka seu-
rauksena syntyy molekyyli-ioni. Massaspektrometriin, johon on yhdistetty nestekroma-
tografi, tarvitsee naytteiden ionisoinnissa erikoiskasittelya nestefaasin vuoksi. Sah-
késumutusionisaatiossa neste sumutetaan korkean jannitteen avulla pieniksi pisaroiksi,
jotta nestefaasi saadaan haihdutettua pois yhdisteen ymparilta. Lopputuloksena syntyy
kaasufaasi-ioni, joka kuljetetaan massaspektrometriin. (Koistiainen 2010b, 71; Oksman
& Kauppila & Kotiaho & Ketola 2010, 15-23; Riekkola & Hydtylainen 2002, 38, 160—
161.)

Massaspektrometri voidaan varustaa komponenteilla, jotka suodattavat tai analysoivat

siihen tulevia ioneja. Esimerkkeja tallaisista massa-analysaattoreista ovat sektori-,



10

kvadrupoli-, orbittrap- ja lentoaikamassatekniikat. Tassa opinnaytetydssa kaytettiin

kvadrupolilla varustettua massaspektrometria. (Haapala 2010, 27.)

Tandemmassaspektrometria (tandem mass spectrometry, MS/MS) on erittain spesifi-
nen mittausmenetelma3, silla siina on yhdistetty vahintaan kaksi massa-analysaattoria.
Tassa opinnaytetydssa kaytettiin kolmoiskvadrupolilla varustettua tandemmassaspekt-
rometria. (Haapala 2010, 32—-33; Janis & Vainiotalo 2010, 116.)

Kvadrupoli koostuu neljasta elektrodista, jotka kulkevat yhdensuuntaisesti. Elektrodien
valiin muodostuu sahkokentta, joka toimii suodattimena. Se paastaa lapi vain tietyn
m/z-suhteen omaavia ioneita. Kolmoiskvadrupoli koostuu kahdesta kvadrupolista (Q1
ja Q3) ja térmayskammiosta (Q2). lonit kuljetetaan ensimmaisen kvadrupolin 1api, jossa
erotellaan tutkittava aiti-ioni muista ioneista. Tormayskammiossa (Q2) on tormayskaa-
sua, joka hajottaa aiti-ionin tytarionipareiksi. Tytarionit detektoidaan kolmannessa kvad-
rupolissa (Q3). (Haapala 2010, 32—33.) Kuvassa 3. on esitetty kolmoiskvadrupolimene-

telma, jossa aiti-ioni hajotetaan tytarioneiksi.

Q1 Q2 Q3
——
A Aiti-ioni
> Tytarionipari
_’
— —
Kvadrupoli Tormayskammio Kvadrupoli

Kuva 3. Yksinkertaistettu kuva kolmoiskvadrupoli menetelmasta.

3 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoite

Opinnaytteen tarkoituksena oli saada selville naytteenoton yhteydessa ihon puhdistuk-
seen kaytetyn alkoholin vaikutus B-PEth tutkimuksen tuloksiin. PEth-molekyylid muo-
dostuu ainoastaan etanolin Iasna ollessa, joten naytteenoton yhteydessa tapahtunut
etanolikontaminaatio voi johtaa ylimaaraisen fosfatidyylietanolin muodostumisen in

vitro. B-PEth tutkimuksen tuloksista voi koitua hoidon estymista, juridisia tai taloudelli-
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sia seuraamuksia potilaalle. Siksi jokainen etanolikontaminoitunut nayte on kontrolloi-
tava uudella naytteella. Tama tarkoittaa uutta naytteenottoa, mika lisaa terveydenhuol-

lon kuormitusta ja potilaan hoidon viivastymista.

Opinnaytetydn tavoitteena oli saada tietoa etanolikontaminoitujen naytteiden luotetta-

vuudesta, jotta toimintatapoja voidaan muuttaa paremmiksi.
Tutkimuskysymykset:
1. Vaikuttaako néaytteenotossa kéytetty etanoli B-PEth tutkimuksen tuloksiin?

Tavoitteena oli saada tietoa siitd, muuttuvatko B-PEth tulokset, kun naytteenoton yh-
teydessa on kaytetty etanolia ihonpuhdistukseen. Opinnaytetydssa kaytetdan kolmea
eri tapaa ihonpuhdistukseen. Naista yksi on kontrolli ja kahdesta muusta selvitetdan
etanolikontaminaation vaikutus. Nykyisen HUS Diagnostiikkakeskuksen tutkimusohje-
kirjan naytteenotto-ohjeiden mukaan etanolia ei saa kayttaa ihonpuhdistukseen etanoli-

kontaminaation vuoksi, mutta tieteellistd nayttoa siita ei ole.

2. Muodostuuko etanolikontaminoidussa néytteessé fosfatidyylietanolia in vitro

Jjaédkaappiséilytyksessa ja kuinka paljon?

Tarkoituksena oli selvittda, muodostuuko jadkaappisailytyksen aikana fosfatidyylieta-
nolia in vitro etanolikontaminoituihin naytteisiin. Naytteita sailytetaan jadkaappilampoti-
lassa 5 paivaa ja niitd analysoidaan sen aikana kolmena paivana (paiva 1, 3 ja 5). Ta-
man avulla saadaan arvio siita, kuinka nopeasti mahdollinen fosfatidyylietanoli on muo-

dostunut in vitro.

4 Opinnaytetyon toteuttaminen

4.1 Toimeksiantaja

Opinnaytetydn toimeksiantajana toimi HUS Diagnostiikkakeskuksen (HUS DGK) Eri-
koiskemian laboratorio. Opinnaytetyon vastuukemistina toimi Niina Niskanen, joka on
vastuussa B-PEth tutkimuksesta HUS DGK:ssa. Tutkimuksen tarpeeseen vaikutti se,
etta talla hetkella ei ole riittavasti tutkimustietoa naytteenotossa ihon puhdistukseen

kaytetyn etanolin vaikutuksesta B-PEth tuloksiin.
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Opinnaytetyo toteutettiin Erikoiskemian laboratoriossa. Vapaaehtoisten verinaytteet ke-
rattiin Tullinpuomin naytteenottotiloissa. Verinaytteiden esikasittelyyn kaytettiin erikois-

kemian Tecan EVO 150 pipetointirobottia ja analyysiin LC-MS/MS -laitetta.

4.2 Vapaaehtoisten rekrytointi

Opinnaytetyohon rekrytoitiin 18 vapaaehtoista. Heidat rekrytoitiin paasaantoisesti Eri-
koiskemian laboratorion henkilokunnasta. Rekrytointi oli kohdistettu koko Erikoiskemian
henkildkunnalle eli kaikki siella tydskentelevat henkildt pystyivat halutessaan osallistu-
maan tutkimukseen. Henkildkunnan rekrytointi tapahtui sdhkdisesti sahkdpostiviestin
valityksella seka suullisesti. Kaikille vapaaehtoisille lahetettiin tutkittavan tiedote (kts.

liite 1.), jossa kerrottiin opinnaytetyon tarkoitus ja tavoite.

Vapaaehtoisten rekrytoinnissa ei ollut valinta- tai poissulkukriteereita. Vapaaehtoisten
ei tarvinnut muuttaa alkoholinkayttdéaan ennen tutkimukseen osallistumista. Vapaaeh-
toisilta ei keratty henkilGtietoja, kuten esimerkiksi nimea, ikaa tai sukupuolta. Vapaaeh-
toisilta keratyt naytteet anonymisoitiin heti naytteenotossa, joten tuloksia ei voida yhdis-

taa kehenkaan tiettyyn henkiloon.

Ennen naytteiden keraamista vapaaehtoiset allekirjoittivat kirjallisen suostumuksen tut-
kimukseen osallistumisesta (kts. liite 2.). Allekirjoittamalla suostumuksen tutkittava vah-
visti, ettd han on saanut riittavasti tietoa tutkimuksesta ja han on ymmartanyt tutkimuk-

sen olevan vapaaehtoista.

4.3 Verinaytteiden keraaminen vapaaehtoisilta

Verinaytteiden kerdaminen tapahtui Tullinpuomin laboratorion tiloissa. Naytteenottoti-
lannetta valvoi yksi henkild ja toinen henkild suoritti ndytteenoton. Valvonnalla varmis-
tettiin, ettd naytteenotto suoritettiin jokaisen vapaaehtoisen kohdalla samalla tavalla.

Tama takasi tulosten vertailukelpoisuuden.

Putkille annettiin anonymisoitu tunnusluku, jonka avulla tiedettiin, mitka putket ovat pe-
raisin samalta vapaaehtoiselta ja mika naytteenottotapahtuma on kyseessa. Esimer-
kiksi yhden vapaaehtoisen naytetunnukset olivat 1A, 1B ja 1C, kun toisen olivat 2A, 2B
ja 2C ja niin edelleen. Nayteputkien numerointi ei noudattanut vapaaehtoisten saapu-
misjarjestysta naytteenottotilanteeseen, vaan numerointi oli arvottu 1 ja 18 valilta.

Tama varmisti tulosten anonymiteetin.
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Yhdelta vapaaehtoiselta kerattiin kolme B-PEth naytetta kolmella eri pistokerralla. En-
simmaisella pistokerralla iho puhdistettiin pelkalla vedella pistokohdasta (A nayte). Toi-
sella pistokerralla iho pyyhkaistiin vain kerran etanolilla kostetulla ihonpuhdistuslapulla,
jonka jalkeen ihon annettiin kuivua ennen piston suorittamista (B nayte). Kolmannella
pistokerralla iho pyyhittiin reilusti etanolilla kastetulla ihonpuhdistuslapulla ja pistos suo-
ritettiin markaan ihoon (C nayte). Taulukossa 2 on esitetty naytteenottotapahtumaan
littyvat nimeamiset ja kuvassa 4 on havainnollistettu visuaalisesti miten naytteenottota-

pahtuma suoritetaan.

Taulukko 2. Naytetyyppien nimedminen ja naytteenottotapahtuman kuvaus

Naytetyyppi Naytteenottotapahtuma

Naytteenottokohta puhdistetaan pelkalla vedella ja pisto suoritetaan kui-
A-nayte valle iholle. Naytteenotossa ei kayteta lainkaan etanolia. A-nayte otetaan
ensimmaisena.

Naytteenottokohta pyyhitaan kohtuullisella etanolimaaralla ja pistokohdan

B-nayte annetaan kuivua ennen piston suorittamista. B-nayte otetaan toiseksi.

Naytteenottokohta pyyhitdan runsaalla etanolimaaralla ja pisto suorite-

C-nayte taan, kun iho on vield marka. C-néyte otetaan viimeisena.

1. 7
A-nayte
Vesi
- M\
i
. /,"
2. Etanoli @% B‘néyte
Etanoli \
/‘ =
o C-nayte
3. ""70”) Etanoli
Etanoli

Kuva 4. Havainnollistava kuva naytteenottotapahtumista ja naytetyyppien nimeamisesta
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4.4 Verinaytteiden analysointiprosessi

Verinaytteet analysoitiin neljana eri paivana. Ensimmainen analyysipaiva oli naytteen-
ottopaivana eli paiva 0. Toinen analyysipaiva oli sitd seuraavana paivana eli paiva 1.
Kolmas analyysi tapahtui, kun naytteenotosta oli kulunut kolme paivaa eli paiva 3. Vii-
meinen analyysi tapahtui, kun ndytteenotosta oli kulunut viisi paivaa eli paiva 5. Vii-
meiseksi analyysipaivaksi tuli paiva 5, koska HUSIn tutkimusohjekirjassa sanotaan B-

PEth naytteen sailyvan jadkaappilampdétilassa 5 vuorokautta.

Naytteenottopaivana naytteet olivat huoneenlammaossa noin 1-7 tuntia riippuen siita,
missa jarjestyksessa nayte oli otettu. Muina paivina (paiva 1, 3 ja 5) naytteita sailytettiin
jadkaappilampétilassa (+4°C). Analyysipaivana primaariputkesta pipetointiin noin 500
Ml naytettd sekundaariputkeen ja primaariputki laitettiin takaisin jddkaappiin. Sekundaa-
riputket vietiin pakastimeen (-80°C) tunnin ajaksi, jotta punasolut hemolysoituvat. He-
molysoinnin avulla punasolujen solukalvolle tarttuneet PEth-molekyylit vapautuivat nay-

teputkeen.

Pakastuksen jalkeen naytteet kasiteltiin Tecan EVO 150 automaattisen pipetointirobo-
tin avulla. Laite pipetoi ja esikasitteli naytteet, kontrollit ja vakiot. Esikasittely tehtiin

kuoppalevylle, joka analysoitiin LC/MS-MS analysaattorilla (kts. kuva 2.).

Jokaisessa analyysissa oli mukana kolme kontrollia: korkea-, matala- ja keskitaso. Kor-
keatason kontrollin tavoitearvo oli noin 1600 nmol/l, matalantason kontrollin tavoitearvo
oli noin 100 nmol/l ja keskitason kontrollin tavoitearvo oli noin 300 nmol/l. Jokaiseen
naytteeseen, vakioon ja kontrolliin tuli mukaan myés sisainen vakio. Siséisella vakiolla

kontrolloidaan esikasittelyssa ja analysoinnissa tapahtuvaa naytehavikkia.

LC-MS/MS laitteella analysoidut naytteet (kts. kappale 2.4) nakyvat tietokoneella kro-
matogrammeina, jossa tutkittu yhdiste esiintyy piikkina sille ominaisena aikana. Kroma-
togrammissa X-akselilla on aika ja Y-akselilla on saadun signaalin intensiteetti. Ennen
kuin naytteen lopullinen PEth pitoisuus voidaan maarittda, on kromatogrammin piikit in-
tegroitava. Integrointi on laskennallinen prosessi, jossa maaritellaan piikin pinta-ala.
Integroinnissa laskemiseen kaytetdan pitoisuudeltaan tunnettujen vakioiden muodosta-
maa vakiokuvaajaa, jonka avulla maaritetdan tuntemattomien piikkien pitoisuus. Piikin
pinta-ala on suoraan verrannollinen PEth:in maaraan naytteessa. Taman vuoksi jokai-
sen naytteen integrointi tehtiin samalla suurennuksella ja samalla tarkkuudella, jotta

pystyttiin varmistamaan tulosten tarkkuus.
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Opinnaytetydn tulosten integrointia vaikeutti saatujen signaalien heikkous, mika nakyi
hyvin pienissa piikeissa. Joidenkin naytteiden kohdalla piikit jaivat niin sanotun tausta-

kohinan alle, mika aiheutti vaihtelua mitatuissa PEth-pitoisuuksissa.

Kuvassa 5 on esitetty korkea piikki, joka erottuu selkeasti taustakohinasta. 1.67 minuu-
tin kohdalla esiintyy PEth 16:0/18:1 yhdisteelle omainen piikki. Vasemmanpuoleinen

piikki kuvaa naytteen PEth maaraa ja oikeanpuoleinen piikki on sen sisainen vakio.

Fommuda: Full Lagout
= = B = E B -
Son: Unsared
Sample | Sample . Analyte | Analyte |Analyte | Analyte |Analyte [Standard| IS Peak | IS Peak IS Calculated | Accu| Analyte]
Na Type fle Name APu‘k Peak Cnnce:n llzmn:lop ;';\g:a_\ ?uery VMM Helght Eelen}inp Coﬂ::enu:lrllnn racy In;r:: Sample no | Huomautus
125 [SAMPLEAC _|Unknown | 20250216PEth will |2 05e+003 | 79682002 /WA 170 [WA WA 218e+006 802+005 167 321 (A [0.03
29| SAMPLESA 02502 16PEth wil | 2 502+003 | 107e+003 | WA | 169 WA WA 1792+006 |6 922+005 | 168 165 WA (001 |4
(30| SAMPLESD |Unknown | 20250216PEth wil |3 26e+003 [101e=003 [WA_ [170 | 1.81e+006 | 6 90e+005 | 168 595 WA (002 |15
(31| SAMPLEEC || m | 20250216PEth wifl | 2 612+003 | 11324003 | NiA 171 WA [WA  |1B6e+006 7 1424005 168|467 [NA 003 |16
32| SAMPLEGA _|Unknown | 20250Z16PEth will |4 10+003 |2 026+003 (WA | 168 [ | 1.868+006 | 6 36e+005 | 167 87 WA (001 |17
133 | SAMPLEGE | Unknown | 2025021GPEh will | 5 902+003 | 2 3484003 | WA 169 WA [WA  |153e+006 6814005 168 | 9.60 I
3| SAMPLERC n | 20250216PEth wil | 8 556+003 |2 86e+003 [ WA | 1569 s | 1.762+006 | 6 56+005 |1.68 154 WA (001 |19
[35 | SAMPLETA _|Unknown | 2025021PEh will |3 1224004 |1 19e+002 | N (168 [WA WA |240+006 9154005 | 167|410 [WA (001 |20
(35 | SAMPLETD |Unknown | 20250216PEth will |2 50s+004 |6 38e=003 | Hi 168 (WA [ 181e+006 | 6 56e+005 | 167 136 WA (001 |21
[37_| SAMPLETC m | 20250216PEth wifl | 2 59e+004 |3 16¢ I 168 WA A |1.89e+005 | 6 B3e+005 | 1.67 434 [Na oo (2
(30| SAMPLEGA | Unknown | 20250216PEth wifl | 3 592+003 7 [170 [WA WA |184e+006 716e+005 168 640 WA (002 |3
39| SAMPLEBE _|Uninown | 202502 16PETh will |2 71e+003 169 WA WA 73964006 9 95¢+005 | 167 383 WA (002 |24
(40| SAMPLEAC |Unknown | 20250216PEth will |2 632+003 170 [WA WA |181e+006 723e+005 168|456 WA (062 |25
(41 | SAMPLESA |Unknown | 20250216PEh wifl | 2 13e+004 168 WA WA 180e+006 | 7 69¢+005 | 1.68 30 WA [000 (%
(42| SAMPLESE | Unknown | 20250216PEth wiff | 2 44e+004 | I |168 [WA WA |201+006 776e+005 168 363 (WA [000 |27
23| SAMPLESC _|Unknown | 20250216PEth will | 2 58¢+004 | 1 04e+002 (WA [167 WA WA 26724006 1 17¢+006 | 1.67 06 WA [000 (28
(33 10C2375H1S | Uninown | 20250216PEh will |5 782+004 |2 7322004 (WA 168 [WA WA | 187es006 797e+005 168 623 (WA (000 [FEmT Lot s
1 [ R Y - [V [ ¢ M ntegrion
By, St By End 1
[ SAMPLETA - PEROH ! linknau) 701600288300 Da - sampie 3 of 82 fram 2028021PEthait P s
Area: 1.120+004 counts Height. 1.19+004 cpa AT: 1.68 min

Kuva 5. Esimerkkikuva naytteiden integrointindkymasta tietokoneella

4.5 Aineistonkasittely

Aineiston kasittelyssa kaytettiin Microsoft Excel - ja IBM SPSS Statistic -ohjelmia. Raa-
kadatan kasittelyssa ja kuvioiden tekemisessa kaytettiin Excel -taulukointiohjelmaa. Tu-
losten analyysiin hyddynnettiin SPSS-ohjelman tilastollisia laskukaavoja. Opinnayte-
tydn aineistonkasittelyssa kaytettiin niin parametrisia kuin ei-parametrisia testeja, silla

kaikki tulokset eivat olleet normaalisti jakautuneita.

Tulosten normaalijakautuma I6ytyy liitteesta 3, taulukko 11. Paivan 0, 1 ja 3 tulokset oli-
vat normaalisti jakautuneita (p-arvot olivat yli 0,05), mutta paivan 5 tulokset eivat (p-ar-
vot olivat alle 0,05). Tdman vuoksi tulosten kasittelyssa kaytettiin kahden riippuvan

otoksen t-testin lisaksi Wilcoxonin jarjestystestia paivan 5 tuloksien varmistamisessa.
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Opinnaytetydssa tutkittiin, onko naytteenotossa ihon puhdistukseen kaytetylla etanolilla
vaikutusta B-PEth tutkimuksen tuloksiin seka muodostuuko PEth:ia in vitro jadkaap-

pisdilytyksen aikana. Aineistosta mitattiin etanolikontaminoitujen naytteiden tulosten

muutosta verrattuna 0 naytteeseen (0 paivan A-nayte) seka mitattiin kuinka paljon fos-
fatidyylietanolia oli muodostunut etanolikontaminoituihin naytteisiin verrattuna 0 paivan
tuloksiin. Nollanayte toimii tutkimuksen nolla kontrollina ja siihen verrattiin kaikkia tulok-
sia. Nollanaytteen naytteenotossa ei kaytetty etanolia lainkaan, mika vuoksi siihen ver-
rattiin etanolikontaminoituneiden naytteiden tuloksia. Taulukossa 3 on kuvattu, mita eri

naytetyypeista mitataan ja mihin tuloksia on verrattu.

Taulukko 3.  Mitattavat muuttujat ja niihin kaytetyt naytetyypit

Mittauksen kohde Mitattava muuttuja

Kuinka paljon PEth:id on muodostunut B-naytteeseen,

Paiva 0 A-nayte ja paiva 0 B-nayte | 1 +0sta verrataan A naytteeseen.

Kuinka paljon PEth:ia on muodostunut C-naytteeseen,

Paiva 0 A-nayte ja paiva 0 C-ndyte | |\ 1+ 1osta verrataan A naytteeseen.

Paiva 0 A-ndyte ja paiva 1 A-ndyte Onko PEth:in maara muuttunut kontrollinaytteessa.

Kuinka paljon PEth:id on muodostunut B-naytteeseen,

Paiva 0 A-nayte ja paiva 1 B-nayte |\ 4 /0sta verrataan 0 paivan A-naytteeseen.

Kuinka paljon PEth:ia on muodostunut C-naytteeseen,

Paiva 0 A-nayte ja paiva 1 C-nayte | 4 1osta verrataan 0 paivan A-naytteeseen.

Paiva 0 A-ndyte ja paiva 3 A-nayte | Onko PEth:in maara muuttunut kontrollinaytteessa.

Kuinka paljon PEth:id on muodostunut B-naytteeseen,

Paiva 0 A-nayte ja paiva 3 B-nayte | |\ 4 10sta verrataan 0 paivan A-naytteeseen.

Kuinka paljon PEth:ia on muodostunut C-naytteeseen,

Paiva 0 A nayte ja paiva 3 C-nayte kun tulosta verrataan 0 paivan A-naytteeseen.

Paiva 0 A-néyte ja palva 5 A-néyte Onko PEth:in maara muuttunut kontrollinéytteessé.

Kuinka paljon PEth:ia on muodostunut B-naytteeseen,

Paiva 0 A-nayte ja paiva 5 B-nayte | |\ 1 t1osta verrataan 0 paivan A ndytteeseen.

Kuinka paljon PEth:id on muodostunut C-naytteeseen,

Paiva 0 A-ndyte ja paiva 5 C-nayte | 4 l0sta verrataan 0 paivan A naytteeseen.
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5 Tulokset

Opinnaytetydssa tutkittiin kolme erilaista B-PEth naytetyyppia (A-, B- ja C-nayte) ja jo-
kaista naytetyyppia kerattiin 18 kappaletta. Yhteensa naytteita oli 54 kappaletta. Jokai-
nen nayte analysoitiin neljana eri paivana ja mitattuja tuloksia saatiin 216 kappaletta.
Tulokset on esitetty liitteessa 3. Tuloksista mitattiin etanolikontaminaation vaikutus ja
muodostuiko etanolikontaminoituneisiin naytteisiin fosfatidyylietanolia jadkaappisaily-

tyksen aikana.
Taulukossa 4 on esitetty 0 paivan A-naytteiden eli nollanaytteiden B-PEth tuloksien ja-
kauma. Nollanaytteista kolmasosa (33 %) tuloksista oli 5.0-9.9 nmol/l valilla ja yli puolet

tuloksista (56 %) oli alle 19.9 nmol/I.

Taulukko 4.  B-PEth tulosten jakauma 0 paivan A-naytteiden tuloksissa

ggfr:‘;i?ot:;?(,::::gﬁlr)l N % Kumulatiivinen %
0-4.9 1 6 % 6 %

5.0-9.9 6 33 % 39 %

10.0-19.9 3 17 % 56 %

20.0-29.9 3 17 % 72 %

30.0-39.9 3 17 % 89 %

40.0-49.0 1 6 % 94 %

>50.0 1 6 % 100 %

Taulukossa 5 on osoitettu nollanaytteiden tuloksien keskiarvo, keskihajonta, minimi ja
maksimi. Nollanaytteiden tulokset olivat keskiarvoltaan 22.72 nmol/l. Pienin laskettu B-

PEth arvo oli 4,61 nmol ja korkein arvo oli 96,70 nmol/l.

Taulukko 5. 0 paivan A naytteiden B-PEth tulokset

N Keskiarvo | Keskihajonta | Minimi Maksimi

0 paivan A naytteiden

PEth tulokset (nmol/l) 18 22,72 22,40832 4,61 96,70
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5.1 Etanolikontaminaation vaikutus B-PEth tuloksiin

Opinnaytetydn ensimmaisena tutkimuskysymyksena oli selvittda, vaikuttaako naytteen-

otossa kaytetty etanoli B-PEth tutkimuksen tuloksiin.

Saaduista tuloksista tarkasteltiin, muuttuiko B-PEth tulos eri naytetyyppien valilla. Kuvi-
ossa 1 nahdaan tuloksien keskiarvot eri naytetyyppien ja analyysipaivien valilla. Kuvi-
osta nahdaan, etta etanolikontaminaatiosta huolimatta naytteiden keskiarvot pysyivat
saman tasoisina, mutta eri analyysipaivien valilla oli pitoisuusmuutoksia. Paivan 5 nayt-

teissa tapahtui B-PEth pitoisuuden laskua naytetyypista riippumatta.

Etanolikontaminaation vaikutus B-PEth tuloksiin

mA-ndyte mB-ndyte mC-nayte

Paiva 0 Paiva 1 Péiva 3 Péiva 5
Analyysipaiva

25,0

20,

o

15,

o

o

10,

B-PEth tulos (nmol/)
o
o

o
o

Kuvio 1. B-PEth naytetyyppien keskiarvot neljana analyysipaivana

Etanolikontaminoituneista naytteista (B- ja C-nayte) laskettiin tuloksien ero verrattuna
nollanaytteeseen (kts. liite 3 taulukko 12). Tulosten eron tilastollinen merkitsevyys selvi-
tettiin t-testin avulla. Etanolikontaminaation maarassa ei ollut tilastollisesti merkitsevaa
muutosta B-PEth tuloksiin, kun tuloksia verrattiin etanolikontaminoitumattomaan nayt-
teeseen (A-nayte). Taulukossa 6 on esitetty t-testin tulokset. Naytetyyppi on kuvattu si-
ten, etta kirjain osoittaa naytetyyppia ja numero osoittaa analyysipaivaa. P-arvo kertoo,
kuinka todennakoisesti tulosten ero johtuu otantavirheesta. Etanolikontaminaatio ei ai-
heuttanut tilastollisesti merkitsevaa muutosta B-PEth tuloksiin, koska p-arvot (0,705 ja
0,271) olivat yli 0,05.
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Taulukko 6. 0 paivan tulosten t-testin tulokset.
Naytepari Keskiarvo | Keskihajonta Keskivirhe t df p-arvo
BO - AO 0,2039 2,2450 0,5292 0,385 17 0,705
C0-A0 0,6733 2,5133 0,5924 1,137 17 0,271

5.2 B-PEth tulosten muutos jaakaappisailytyksen jalkeen

Opinnaytetydn toisena tutkimuskysymyksena oli saada tieto, muodostuuko etanolikon-

taminoidussa naytteessa fosfatidyylietanolia in vitro jddkaappisailytyksessa ja kuinka

paljon.

Tuloksista tarkasteltiin, muuttuiko B- ja C-naytteiden B-PEth tulokset jadkaappisailytyk-

sen jalkeen mittaamalla niita neljana eri paivana (paiva 0, 1, 3 ja 5). 0 paivan naytteita

ei sailytetty jadkaapissa lainkaan ennen analyysia, joten ne toimivat vertailukohteena.

Kuviossa 2 on esitetty mitattujen naytetyyppien tuloksien keskiarvot eri analyysipaivina.

Kuviosta nahdaan, etta naytetyypista riippumatta tulokset pysyvat saman tasoisina pai-

vaan 3 saakka. Paivana 5 nahdaan huomattavaa B-PEth tuloksien laskua jokaisessa

naytetyypissa etanolikontaminaatiosta rijppumatta.

Jaakaappisailytyksen vaikutus etanolikontaminoituihin
B-PEth naytteisiin

28,0
25,0
22,0
19,0
16,0
13,0
10,0

B-PEth tuloksen keskiarvo (nmol/l)

—eo—A nayte -—e=—B nayte

C nayte

___

Paiva 0

Paiva 1

Paiva 3

Analyysipaiva

T~

S

Paiva 5

Kuvio 2. Jaakaappisailytettyjen B-PEth tuloksien keskiarvot eri analyysipaivina
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Jaakaappisailytyksien tuloksien erosta laskettiin tilastollinen merkitsevyys t-testin
avulla. Testissa verrattiin etanolikontaminoitujen jaakaappisailytettyjen naytteiden tulok-
sia nollanaytteeseen, jota ei sailytetty jaakaapissa. Taulukossa 7 on esitetty t-testin tu-
lokset. Paivan 1 ja 3 etanolikontaminoituneissa naytteissa ei ollut tilastollisesti merkit-
sevaa muutosta (p-arvot = 0,055) nollanaytteeseen verrattuna. Paivan 5 tuloksissa kui-
tenkin havaittiin tilastollisesti merkittda muutosta (p-arvot < 0,01) naytetyypista riippu-

matta.

Taulukko 7.  Jaakaappisailytettyjen naytteiden t-testin tulokset.

Naytepari Keskiarvo | Keskihajonta Keskivirhe t df p-arvo
A1-A0 0,6783 2,4562 0,5789 1,172 17 0,257
B1 - AO 0,5617 2,3506 0,5540 1,014 17 0,325
C1-A0 1,0156 2,4320 0,5732 1,772 17 0,094
A3 - A0 0,9433 2,5687 0,6054 1,558 17 0,138
B3 - A0 1,0222 2,1030 0,4957 2,062 17 0,055
C3-A0 0,3817 2,4967 0,5885 0,649 17 0,525
A5 - A0 -5,2367 5,8009 1,3673 -3,830 17 0,001
B5 - AO -4,9689 6,6152 1,5592 -3,187 17 0,005
C5-A0 -4,7644 5,2455 1,2364 -3,854 17 0,001

Paivan 5 tuloksille tehtiin t-testin lisdksi Wilcoxonin jarjestystesti (kts. liite 3, taulukko
13), koska tulokset eivat olleet normaalisti jakautuneita (kts. liite 3, taulukko 11). Taulu-
kossa 8 on esitetty Wilcoxonin jarjestystestin Z- ja p-arvot. Z-arvo kertoo, kuinka suuri
tulosten ero on oletettuun nollahypoteesiin verrattuna. Nollahypoteesilla tarkoitetaan
olettamusta, etta ero johtuu otantavirheesta (Nollahypoteesi n.d.). Wilcoxonin testin tu-
lokset varmistavat tehdyn t-testin tulokset. Jokaisessa paivan 5 naytetyypissa havaittiin

tilastollisesti erittain merkitseva ero (p-arvot < 0,001).

Taulukko 8.  Wilcoxon jarjestystestin Z-tulokset ja p-arvot

Naytepari N Z-arvo p-arvo
AQ - A5 18 -3.419 <0,001
A0 - B5 18 -3.195 <0,001

A0 -C5 18 -3.288 <0,001
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6 Pohdinta

6.1 Tulosten tarkastelu

Vaikuttaako néytteenotossa kéytetty etanoli B-PEth tutkimuksen tuloksiin?

T-testin avulla voitiin osoittaa, ettd naytteenotossa kaytetylla etanolimaaralla ei ollut
vaikutusta B-PEth tutkimusten tuloksiin. B-PEth tulokset pysyivat saman tasoisena eta-

nolikontaminaatiosta riippumatta.

Muodostuuko etanolikontaminoidussa néytteesséa fosfatidyylietanolia in vitro jéékaap-

piséilytyksessé ja kuinka paljon?

T-testin perusteella ei havaittu tilastollisesti merkitsevaa muutosta B-PEth tuloksissa,
kun etanolikontaminoituja naytteita oli sailytetty jadkaappilampétilassa 3 vuorokautta.
Tama viittaa siihen, etta naytteisiin ei muodostunut fosfatidyylietanolia in vitro, vaikka
naytteenoton aikana olisi tapahtunut etanolikontaminaatio. Lisaksi tulokset osoittivat,
ettd PEth-molekyylien pitoisuus sailyi stabiilina mahdollisesta kontaminaatiosta huoli-

matta ainakin 3 paivaa.

Paivan 5 tulokset poikkeavat selkeasti muiden paivien tuloksista. PEth-pitoisuus alentui
naytetyypista riippumatta. Paivan 5 naytteiden esivalmistelussa ilmeni kuitenkin tekni-
nen virhe. Saadut tulokset viittaisivat siihen, etta Tecan pipetointirobotti ei pipetoinut
riittdvasti ndytemateriaalia jokaisen kuoppalevyn kuopalle. Virhe huomattiin analyysi-
vaiheessa, kun kontrollitulokset olivat tavoitearvoa matalampia. Naytteiden uusi esika-
sittely ja analysointi suoritettin samana paivana (paiva 5). Toisessa analyysikerrassa
pipetointirobotti ei pystynyt pipetoimaan kaikkia naytteitd kuoppalevylle automaattisesti,
silld ndytemateriaalia ei ollut riittdvasti jokaisessa naytteessa. Taman vuoksi osa nayt-
teista jouduttiin pipetoimaan kasin kuoppalevylle, mika heikentaa tuloksien vertailukel-

poisuutta ja tarkkuutta.

Teknisista ongelmista huolimatta paivan 5 tuloksista voidaan kuitenkin tehda huomio,
ettad naytteisiin ei ollut muodostunut PEth-molekyyleja in vitro viiden vuorokauden jaa-
kaappisailytyksen jalkeen. Osa tuloksista on kuitenkin kyseenalaisia teknisen ongel-

man vuoksi.
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6.2 Eettisyys

Opinnaytetydn aikana noudatettiin hyvaa tieteellista kaytantdéa (HTK) seka toimittiin

suomalaisen tutkimus- ja henkilGtietoja suojaavan lainsdddannén mukaan.

Ennen kuin opinnaytetyota paastiin toteuttamaan, sille oli haettava HUSIn eettiselta toi-
mikunnalta puoltava lausunto ja HUSIn tutkimuslupa. Tutkimusluvan saaminen edellytti
puoltavaa lausuntoa eettiselta toimikunnalta, koska opinnaytetydssa puututtiin ihmisen
fyysiseen koskemattomuuteen keraamalla vapaaehtoisilta verinaytteitd. Nama hake-
mukset edellyttivat tarkan tutkimussuunnitelman laatimista ennen kuin opinnaytetyolle

mydnnettiin tutkimuslupa.

Eettinen toimikunta ennakkoarvioi opinnaytetydhon osallistumisen mahdolliset haitat
suhteessa sen tuomaan tietoon. Eettinen ennakkoarviointi arvioi mahdolliset riskit ja
vahinkojen valttamiset. Vapaaehtoisille oli toimitettava tiedote (kis. liite 1.) ja suostu-
muslomake (kts. lite 2.) luettavaksi ennen opinnaytetyéhon suostumista. Tutkittavan
tiedotteessa tuli kertoa opinnaytetyon tarkoituksesta, tavoitteista ja sen etenemisesta.
Tiedotteessa ilmoitettiin, mita tietoja heista kerataan, miten sita kasitellaan ja mita tie-
toja julkaistaan. Opinnaytety6hon osallistuminen oli vapaaehtoista ja vapaaehtoisilla ol
oikeus kieltaytya tutkimukseen osallistumisesta milloin tahansa, vaikka olisi jo antanut
suostumuksen. Vapaaehtoisten suostumus opinnaytetydhon osallistumisesta oli tietoon

perustuvaa.

Opinnaytetydhon osallistuminen ei vaatinut mitaan esivalmisteluita vapaaehtoisilta, esi-
merkiksi vapaaehtoisten ei tarvinnut muuttaa alkoholinkayttdad ennen opinnaytetyohon
osallistumista. Rekrytoinnissa ei mydskaan ollut mitdan valinta- tai poissulkukriteereita

eli jokainen halukas pystyi osallistua tutkimukseen.

Opinnaytetydssa minimoitiin vapaaehtoisille koituvan haitan todennakdisyys toteutta-
malla se anonymisoidusti. Vapaaehtoisilta ei keratty mitdan henkilttietoja, kuten ikaa,
nimea tai sukupuolta. Putkiin merkittiin tunnusluku, mutta sen avulla ei pysty tietdmaan
kenesta nayte oli otettu. Opinnaytetydssa toteutui taysi tunnistamattomuus, eika mis-
saan sen vaiheessa voitu yhdistaa saatuja B-PEth tuloksia tiettyyn vapaaehtoiseen.
Vapaaehtoisten allekirjoittamat suostumuslomakkeet havitetiin opinnaytetydn valmistut-

tua.
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Opinnaytetydn aikana oli hyédynnetty OpenAl:n ChatGPT 4-turbo ilmaisversiota. Teko-
alyn kayttdé noudatti Metropolia Ammattikorkeakoulun tekoalyn kayton ohjeistusta (Koi-
rikivi & Kuosa & Hamalainen & Leiviska 2024). Tekoalya kaytettiin opinnaytetyon sisal-
I6n ideoinnissa, mutta sita ei kaytetty sisallon tai tiedon tuottamisessa. Tekoalyn kayttd
on noudattanut hyvaa tieteellista kaytantda ja vastuullista tutkimuksen periaatteita.

Opinnaytetydn tekijana olen vastuussa opinnaytetydn sisallosta.

6.3 Luotettavuus

Opinnaytetyon luotettavuutta arvioitiin jokaisen tyovaiheen aikana. Ennen opinnayte-
tydn toteutusta laadittiin tarkka suunnitelma, joka ohjasi toteutuksen kulkua. Ennen to-
teutusta opinnaytetydlle kerattiin tietoperusta, jonka ymparille tutkimuskysymykset
muodostuivat. Naytteenotossa tapahtuneesta etanolikontaminaatiosta ei ollut riittavasti
tietoa, mutta fosfatidyylietanolin muodostumisesta in vitro 16ytyi paljonkin tietoa. Taman
vuoksi tutkimuskysymykset keskittyivat naytteenotossa tapahtuneen etanolikontami-
naation vaikutukseen B-PEth tuloksiin. Suunnitelmavaiheessa paatettiin opinnaytetyén

toteutuksesta, jotta tulosten luotettavuus ja vertailukelpoisuus voitiin taata.

Opinnaytetydn laajuuden vuoksi vapaaehtoisia voitiin rekrytoida Erikoiskemian labora-
torion henkildkunnasta vain rajallinen maara. Vapaaehtoisten maara pystyi maksimis-
saan olemaan 20 henkil6a, silla vapaaehtoisten naytteenottoon seka naytteiden analy-
soimiseen oli rajallisesti aikaa. Opinnaytetyohdn osallistuneet vapaaehtoiset olivat pe-
rusterveitd tyokykyisia ja -ikaisia henkilbita, joiden B-PEth arvot heijastivat sita. Saadut
B-PEth tulokset kuvaavat alhaista B-PEth tulostasoa eli opinnaytetydsta puuttui koko-
naan korkeat tulostasot. Opinnaytetydn tulokset eivat sisalla alkoholin suurkuluttajien
B-PEth tuloksia, minka vuoksi ei saatu tarkkaa tietoa naytteenotossa tapahtuneen eta-

nolikontaminaation vaikutuksesta korkeisiin B-PEth tuloksiin.

Verinaytteiden ottamisen aikana valvottiin, etta jokaisen vapaaehtoisen kohdalla nayt-
teiden keruu suoritettiin samalla tavalla. Nayteputket tarroitettiin heti jokaisen naytteen-
oton jalkeen. Taman avulla valtettiin tilanteita, jossa tydpdydalle olisi jaanyt nayteputki
ilman naytetunnusta tai nayteputki olisi saanut vaaran naytetyyppi -tunnuksen (A-, B-
tai C-nayte). Tulosten vertailukelpoisuuden ja luotettavuuden kannalta oli siis tarkeaa,
etta oikea naytetunnus kiinnitettiin oikeaan nayteputkeen ja naytteenottotilanteet suori-

tettiin samalla tavalla jokaisen vapaaehtoisen kohdalla.
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Naytteiden esikasittely ja analysointi tehtiin samoilla laitteella koko opinnaytety6n ajan.
B -PEth menetelma oli verifioitu kaytetylle LC-MS/MS laitteistolle ja Tecan EVO 150 ro-
botti oli ohjelmoitu esikasittelemaan B-PEth naytteet jokaisen sarjan kohdalla samalla
tavalla. Opinnaytetyon aikana kaytettiin saman eran ajoliuoksia, kontrolleja, vakioita ja
reagensseja. Tulosten luotettavuutta vahvistettiin ajamalla jokaisen sarjan mukana eri

tason kontrolleja, joiden tuli olla tavoiterajoissa ennen tulosten hyvaksymista.

Tulosten integroinnin suoritti vain yksi henkild, silla integrointitavalla voi olla vaikutusta
B-PEth tulokseen ja nain tulosten toistettavuuteen. Integroinnissa toistettavuutta haas-
toi matalat tulokset, silla fosfatidyylietanolille ominainen piikki jai taustakohinan alle. Tu-
losten toistettavuuteen ja mittausepavarmuuteen vaikutti itsessdan myos se, etta integ-

rointi oli manuaalista.

Paivan 5 naytteet analysoitiin kahdesti, silld ensimmaisessa analyysissa saadut kont-
rollitulokset olivat alle tavoiterajan. Tama johtui todennakdisesti teknisesta virheesta
Tecan pipetointirobotilla, jossa naytteitd ei pipetoitu oikeaa maaraa kuoppalevylle. Ta-
man vuoksi naytteiden esikasittely ja analysointi oli tehtdva uudestaan. Toisen analyy-
sin kontrollitulokset olivat tavoitearvojen sisalla ja ne olivat saman tasoisia kuin muiden
paivien kontrollitulokset. Tosin naytetuloksissa huomattiin tilastollisesti merkitseva B-
PEth pitoisuuksien lasku. Tatd muutosta voisi selittaa se, etta toisessa analyysissa ei
ollut riittavasti naytemateriaalia jaljella, mika alensi PEth-arvoja. Osa naytteista oli
my0s pipetoitava kasin, mika heikentaa tulosten vertailukelpoisuutta. Paivan 5 tulok-
sista kuitenkin huomattiin, etta naytteisiin ei muodostunut fosfatidyylietanolia in vitro 5

vuorokauden pituisen jadkaappisailytyksen jalkeen.

Opinnaytety6sta saatujen tuloksien perusteella pystyttiin vastaamaan opinnaytetyon
tutkimuskysymyksiin. Vaikka opinnaytetydssa ei ollut mukana korkeita B-PEth tuloksia,
pystytddn matalien B-PEth tuloksien perusteella kuitenkin arvioimaan etanolikontami-
naation vaikutusta B-PEth tutkimuksen tuloksiin. Tulosten yleistettavyytta vaikeuttaa
kuitenkin aiempi tutkimustieto, jossa huomattiin korkea tuloisten B-PEth naytteiden
muodostavan kaksi kertaa nopeammin fosfatidyylietanolia in vitro verrattuna matala tu-
loisiin B-PEth naytteisiin (Verga & Alling 2002).

Opinnaytetydssa kaytetty kvantitatiivinen tutkimusmenetelma valikoitui opinnaytetyén
tarkoituksen, tavoitteen ja tutkimuskysymysten mukaan. Etanolikontaminaation vaiku-
tuksen osoittamiseen kaytettiin tilastollisia menetelmia eli kahden riippuvan otoksen t-
testia ja Wilcoxonin jarjestystestia. Tilastollisten menetelmien avulla pystyttiin osoitta-

maan, muodostuiko etanolikontaminoiduissa naytteissa fosfatidyylietanolia tilastollisesti
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merkitsevasti. Fosfatidyylin muodostumisen osoittamiseen kaytettiin nollakontrollia (0

paivan A-nayte).

Opinnaytetyon tulokset ovat kuvattu lapinakyvasti ja totuudenmukaisesti. Opinnayte-

tyon alkupera on tarkastettu Turnitin Originality Check -ohjelmalla.

6.4 Jatkotutkimukset

Tahan opinnaytetyohon rekrytoidut henkilot olivat tydssakayvia ja perusterveita, mika
heijastuu matalissa B-PEth tuloksissa. Taman vuoksi olisi suositeltavaa toistaa tutki-
mus uudelleen, mutta rekrytoida siihen alkoholin suurkuluttajia. Aiemmat tutkimukset
ovat osoittaneet, ettd PEth-molekyyleja kertyy nopeammin alkoholin suurkuluttajilla
kuin kohtuukayttajilla (Verga & Alling 2002). Taman vuoksi olisi hyva selvittaa, onko
korkeilla B-PEth tuloksilla vaikutusta naytteenotossa tapahtuneessa etanolikontaminaa-
tioon naytteiden fosfatidyylietanolin muodostumiseen in vitro. Teoriassa olisi mahdol-
lista, etta alkoholin suurkuluttajien naytteissa voisi muodostua enemman PEth-mole-
kyylia in vitro jadkaappisailytyksen aikana. Tama olisi hyva selvittaa, silla B-PEth tulos
voi aiheuttaa asiakkaalle hoidon estymista, taloudellisia ongelmia tai juridisia seuraa-

muksia.

Opinnaytety6sta voitaisiin myds tehda vastaava tutkimus muille alkoholin kayttéa mit-
taaville laboratoriokokeille. Esimerkiksi P-EtOH verikokeella on samanlainen naytteen-
otto-ohjeistus, jossa kielletaan ihon pyyhkiminen alkoholilla (Etanoli, plasmasta). Eli P-
EtOH laboratoriokokeelle voitaisiin tehdad samanlainen tutkimus, jossa selvitettaisiin,
millaisia muutoksia tuloksiin tulee, kun naytteenotossa on kaytetty alkoholia ihonpuh-

distukseen.

6.5 Johtopaatokset

Vapaaehtoisten nollandytteiden B-PEth tulokset ovat erittdin matalia. Kolmasosa (33
%) tuloksista sijoittui 5.0-9.9 nmol/l valille ja yli puolet (56 %) oli alle 19.9 nmol/l. Nama
tulokset ovat alle vastausrajan, joka on 50 nmol/l (0,05 ymol/l). HUSin tutkimusohjekir-

jan mukaan tulokset olisi vastattu vain muodossa < 0,05 ymol/I.

Opinnaytetyon tulosten perusteella voidaan kuitenkin todeta, etta ihon pyyhkiminen al-

koholilla naytteenoton yhteydessa ei vaikuta tilastollisesti merkittavasti B-PEth tuloksiin
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eika naytteisiin muodostu PEth:ia in vitro jadkaappisailytyksen aikana. Kuitenkaan ta-
man opinnaytetydn tulosten perusteella ei voida poissulkea sitd mahdollisuutta, etta

PEth-molekyylia ei muodostuisi in vitro naytteille, joiden PEth-arvo on korkeampi.

Jatkotutkimuksessa olisi hyva kayttaa suurempaa otoskokoa (N = 30) ja rekrytoida al-
koholin suurkuluttajia, jotta tutkimukseen saataisiin myds mukaan korkeita PEth arvoja
(> 0,05 umolll).

6.6 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetyoprosessi vahvisti ammatillista kasvuani bioanalyytikkona. Opinnaytetyon
kaytannénlaheinen toteutus tarjosi erinomaisen tavan kehittda osaamistani monella eri
osa-alueelta. Paasin toimeksiantajan avulla tekemaan tutkimuksen ja sain onnistu-
neesti vastauksen asettamiini tutkimuskysymyksiini. Oli erityisen palkitsevaa, etta opin-
naytetyoni kautta saatiin hyodyllista tietoa naytteenotossa tapahtuneen etanolikontami-
naation vaikutuksesta B-PEth tuloksiin ja saatua tietoa voidaan jalostaa eteenpain.
Saadut tulokset ovat myds aidosti tarkeita B-PEth tulosten luotettavuuden arvioinnissa,

silla virheellisten tulosten perusteella voi koitua vakaviakin seuraamuksia.

Opinnaytetyoprosessin aikana paasin hyddyntamaan kaikkia oppimiani taitoja seka
tunnistamaan ja kehittdmaan heikkouksiani. Prosessin aikana erityisesti itsenainen

tydskentely, tieteellinen kirjoittaminen ja 1ahdekriittisyys kehittyivat entisestaan.

Opinnaytetyoni aihe oli aidosti mielenkiintoinen. Aiheesta oppiminen ja tiedon saami-
nen oli mielekasta ja palkitsevaa. Ajatus naytteenotossa ihonpuhdistukseen kaytetyn
alkoholin vaikutuksesta B-PEth tuloksiin oli noussut jo aiemmin mieleeni, joten olin jo
prosessin alussa erittdin motivoitunut tutkimaan tata asiaa syvemmin. Nautin opinnay-
tetydprosessista suuresti, vaikka se olikin ty6las tehda yksin. Aiheeni oli riittdvan moni-
puolinen, jotta pystyin haastamaan itseni toteuttamaan laadukkaan opinnaytetyon.

Haastavuus my0s yllapiti motivaatiotani seka kehitti minua ammatillisesti.
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TIEDOTE TUTKIMUKSESTA

Tutkimuksen niml

Naytteenotassa lhon puhditukseen kdytetyn alkoholin valkutus B-PEth tuloksin

Pyyntd osallistua tutkimukseen

Sinua pyyoetadn mukaan tutkimukseen, [ossa futkitaan kuinka paljon naytteenoton yhteydessa kdytetty
akeohel valkuttaa B-FETh verkokeen tuloksin. B-PEth verikokeela osoltefaan vimelsen 2-4 vilken alkoho-
Enkéyitdt. B-PEth verkokeen tuloksia kbytet@dn muun muassa osolftamaan alkoholnkdytbstd plddfidy-
tymist@ ennen maksansirtea fal madrittdmadn alkoholin kulutusta yhdessd potiloan esitietojen kanssa.
Tutkimuksessa on tarkoltus selvit@d, lsdantyykd verkokeen fosfafidyylletanclin ell PEth:n madrd, kun
nbytteenotossa on kGytetty alkeholla honpuhdistukseen. Tutkimukseen osalistuminen voati sinulta valn
hefken alkoa. Sinuita kerdtadn kolme verindytettd kyyndrialpeen laskimosta yhden palvan alkana. Tamd
fledote kuvaa tutkimusta Ja sinun mohdolisto csuuttosi siind.

Lue ravhassa tama tledote. Jos sinulla on kysyttawdd, ota yhieyitd tutkimushenkiBdkuntoon (yhieystiedot
Wytyvat aslakifjan lopusta). Jos paatat osolistug tutkimukseen, sinua pyydet&dn allekifelttamaan erill-
nen sucstumus, Jonka lbydat aslakijan lopusta.

HUSIn tutkimuseetiinen folmlkunta on antanut tutkdmussuunnitelmalle puoliavan lausunnon.
Qsallistumisen vapaaehtolsuus, keskeytdminen ja suostumuksen pervuttaminen

Tahan tutkimukseen osalllstuminen cn vapaaehtolsta, Vol kleltdytyd osallstumasta tutkimukseen, kes-
keytthd osallstumisesl tal peruuttaa jo annetun suostumukses! tAhdn utkimukseen syytd Imalttamatta.
Tamd onnistuu milloin tahansa futkimuksen alkana liman, ettd se valkuttaa tydsuhteeseesl tal asemaas
tybpalkalla.

Halutessasl peruutiaa tutkimukseen osallstumisesl ota yhteyttd Nina Mekaseen, nlina.niskanen@hus.fl, tal
Janefte kuplalseen, janette kuplainen@metropolia.fi.

Jos padtat peruuttaa suostumuksesl, sinusta sihen mennessd kerdttyld ndytteld kdytet&8n osana tutid-
musalnelstod, koska nayiteet ovat anonymisaituja. Bl futkimustuloksia el velda yhdistéd Suostumusiomak-
keesl hdvitetddn aslonmukalsest hetl, jos padtdt peruuttaa suostumuksesl.

MItE tutkitaan ja miksi

Tambn tutkimuksen tarkoltuksena on selvittd, muuttuuko B-PETh tutkimuksen tulos, [os ndytteencton yh-
teydessd Iho on puhditettu alkonolila. HUSLAB-tutkimusohjekiriassa ohjelstetaan, ettd nfiytteencttokah-
tao el saa puhdlstaa alkahollla B-PETh verkoetta otettaessa. Ohjekuksesta huolimatta ndin vol kdyda.
Témb vol johtaa epdiuotettaviin fulcksing, koska PEf:In maard vol Bséantyd ndytteenotioputken skillia.
Tambn vooksl tutkimus on tdrke &, jotta melBd on tieto siitd, cnko Ihonpuohdistuksela valkutusta tulokseen
Ja kuinka pallon.
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Tutkimuksessa halutaan selvitt@d, miten tietty nbytteenotiotionne valkuttoo B-FEth futkimuksen tuloksiin.
Ttistd johtuen el volda hySdynttd valmista potliasmateriaalia, vaan tardioan vapaaehtokla, jolita vol-
daan kerdtd ndyitelitd toteuttoen haluttu ndytteenctiotianne.

Miten tutkitaan

Mkt suostut osalistumaan tutkimukseen, kerdtddn sinuita kolme verinfiytettd kolmella erl plstokermralla.
Fistokertojo on kolme, koska néytteenottokohiaa puhdistetaan erl alkeholimadrit. Ennen ndyteenci-
toon saapumista sinun el tarvitse tehdd mitaan erlsid esivalmisteiuja.

Tutkimuksessa sinulta el kerdtd mitGdn henkiGtietoja, kuten kad, sukupuolta tal nimed. Naytteenotto ta-
pantuw HUSLAB Tullnpuomin laboratoron ndytteenotiotilolssa, joka slaltsee HUSLAB-talon yvhteydessd.
Héyiteenotto toteutetaan valn yhtend pakvdnd.

Naytteenottotapahtuma

Naytteencttokehta puhdistetaan vedeld jo plsto suoritetaan

Ensimméinen verindyle kulvalie Iholia

Néytteencttokehta pyyhit&an kohtuulisela akohclmbdrald ja

Tolnen verindyte
vt plstokohdan annetaan kulvua ennen plston suorittamista

Nayteencttokahta pyyhitadn runsaalo alkehalimadrdid ja

Kolmas verindyte
plsto suoritetaan, kun he on vielt markt

Vernaytteitd analysoldoan kelmena ed pdivand |o soadut tulokset kdsiteladn taviukeintiohjelmiila. Tulek-
sista sacdoan lukema siitd, kuinka paljon n@yiteenotessa kdyietty alkehell on mahdolisest muuttanut B-
PEth futkimuksen tuloksia, kun sith verrataan sellalsen B-PEth naytteen tuloksiin, jonka naytteenatossa el
ole kGytetty alkeholla Ihon pundistamisessa.

Tutkimuksen pa&ttyminen

Tutkimuksen alkamisesta sen tulosten Julkalsuun on arvioliu kestéyvan 3 kuukautta. Tutkimusosuus kestdd
noin viken vemran, j[onka alkana verndytteet kerdt&dn ja tutkitaan.

Ozallistumises! futkimukseen pdattyy ndytteencton [dlkeen o sinuita el voodita t8mén jdlkeen mitddn
Edtolmenpiteltd. Kun futkimus on valmis, esitetédn sen tulokset erkelskemian laboraation henkildkun-
nalle jo tutkimuksen alkana tehdyn opinndytetydn pidsee lukemaan Thesus-verkkopahlvelusta, j[onne se
paloutetaon vilmelstddn 17.4.2025. Opinnaytetyd 18ytyy samalla nimelld kuin tutkimus [ndytteenciossa
Ihon puhdistukseen kdytetyn alkeholin valkutus B-PETh tulokslin.

Tutkimuksen toteuitaja ja kustannukset

Tutklmusryhmdssd on mukana Metropellan ammattikorkeakeulun blcanakytilkan tutkinte-ohjelman opk-
kela, jonka oplnndytetyén alhe on ™ Naytteenotossa Ihon puhdistukseen kbytetyn alkoholin valkutus 8-
PEth fulokslin®. Tutkimusryhmién vastaovana henkl&né ja vastuukemksting telmil erlkclskemian laborato-
rion kemist Miina Niskanen.
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Tutkimukseen litywat laboratodotutidmuokset [o nbyiteenotto ovat sinulle maksuttomia. Tutkimuksen rahol-
tuksesta vastoa Helsingln jo Uudenmaan sairaanholtoplid. Tutkimukseen osalistuville henklidlile el mokseta
erllista korvausta futidmuksen fekemisestd.

Tutkimuksen mahdolliset hyddyt ja riskit

Tutkimukseen osallstuminen auttoa meltd tucttamaan vutta tietoq, jonka avulla voldoon torkentao B-
PEth futidmuksen niyfteenofto-ohjelta ja porantamaan tolminfaohjelfa alkeholila kooiaoiooliden, ndyt-
telden suhteen. Tutikimuiseen csallistuessasl et soo tietdd B-FEin fulostasl, koska sinulta &l kerdrd mitdan
nenklidtietola, j[ola henkddlisyytes) voiralsin yhastad uidmusiilckeansl.

Tutkimukseen osallstumisen el alheuttao sinule mifGan halftoa, motta ndytteenctosta vol mahdollisest
koltua epdmukavuutta. Naytteenoton tovalisimmat oletetut epdmukavoudet ovat mustelman muodos-
tuminen plstokohtaan fal ohimenevd arkuus pistokendissa. Myds huimaus ndytteencton alkana on mah-
dolsta.

Tutkittavien vakuutusturva ja korvavkset

Mikdll futdmuksen takia tehdystd tolmenpliteestt, kuten ndytteenotosta, alheutuu sinulle henklidvahinko,
voltte hakea korvousta, HUS on vakouttanut tutkimukseen osalistujat potllasvakuutusialin mukalsest.
Muusta syystd kuin tutkimusididkkeestd alneutunelsta henkl&vahingolsta hoetaan korvausta futidmuskes-
kuksen potlilasvakuutuksesta. Se korvaa potilasvaninkolalin mukakest] terveyden- |a salraanholdon yintey-
dessd alineutunelta henkil@vahinkoja loksa tarkemmin s84delyin edelytyksin, Potiliosvakuutuskeskus nuo-
lehtil pot#osvahinkojen korvauskds/ttelystd.

Henklidtietojen kasittely ja tietojen luotamuksellisuus

Tassa tutkirmuksessa sovelletaon sucmokalsta utkimus- Ja henklidtietcjen suojoa koskevoa (ainsGddantsa,
Tutkljof jo muw tutkimushenk#istd ovat sifoutuneet noudatiamaan hyvah tletfeelistd kiytdntdd jo futkl-
muksen eettisla ohjeta. Tarkempl kuvaus tutkimuksen olkeusperustasta on tdmén tledottean lopussa.

Henkibtietojas kasiteldan tietealistd futkimustarkaitusta varfen. Sinusta kertithyd tlietoa fa tutkimustuloksia
kasitelddn luottamukselisest] kins&addnnon edellytamald tavalla, Kolkk tetojas! kdsittelevat tanot ja
henklidt ovat salossapliovelvolisia.

Lisatliedot ja yhteyshenkilst

Jos sinulla on kysyTtavaa tutkimuksesta, volt olia yhteydessd Nilna Miskaseen fal Janette Kuplalseen. volt
keskustella heldan kanssaon kalklsta tutkimuksen alkana mieltdsl askarmuttavista aslolsta.

Yhteystledot

Salroalakemist ja vastuwkemist! Bloanalyytikko-opiskelia

Milng Miskonen Janette Kupiainen

Erlkolskemian loboratono, HUS Dlagnostikkakeskus Mefropolan ommaofikorkeakowy



Liite 1
4 (5)

HUS

J. 123024 [Wersio 2.

KUVAUS TUTKIMUKSESSA TAPAHTUVASTA H ENKILOTIETOJEN KASITTELYSTA
JA SIIHEN LIITTYVAT TUTKITTAVAN OIKEUDET

Rekisterinpité)jd

Eekistednpltdjand tutkimuksessa on Helsingin jo Uudenmaan salroonnoltopin, [oka vastaa tutidmuksen
yhiteydesst topahtuvien henkiStietolen kdsittelyn lainmukalsuudesta.

Tutklmusrekisterlin tallennetaon vain tutkimuksen tarkoltuksen kannalta vaitdmatSmit henklidtietoa. Tie-
tojen kerddminen perustuu futkimussuunnifelmaoan.

Henkildtietojen kasitelyperuste

Tlelnen etu Kaketleteelisessd futidmuksessa:

Ladketieteelisessd tutkimuksessa nenkiibtietojen kbsittelyperusteena on IGdketieteellisestd futkimuksesta
annefun lain 21 o § mukalsesti keskelsten tuikimuksen suortramiseen lithyvien késitelytolmlen csalia yiel-
nen etu ja kansanterveyteen liityvd vielnen etu ([EU:n ylekben tiefosuc|o-asetuisen artlkiar 4.1 e ja .21} sekd
turvallisuusraperteintiin ja mulhin vironomalsille tentéviin imoltuksin littyen osalta lokisdatelsen velvoliteen
noudattaminen ja kansanterveytean lithywd yieinen etu (tietosuoja-asetuksen artlklat &.1.c Ja 9.21).

Henkll&tietojen kdsitely

Tutkimuksessa henkildtietofasl kdsitelevat alnoastaon tutkmuosrynmGdn nimetyt henklldt, jolden tydtenta.
wiin nikden kdsitrely kuuluu. Tutkirmuksessa sinulta kergtaan vain susstumusiomakkeessa oleva tleto [nimil,
syntyrmdalka ja cscite), mutta tietca el kiytetd tutkimuksessa tal sen chessa tehtdvassd opinndytetydssd
lainkaan.

Tutkittavien heniddllisyyden tlietdd vain futidmuksen henkilSieonia, [olla on salassapltovevolisuus. Tutikd-
muksen toteuttamiseen el tanvita sinuita mitdan nenkilctietola. Mdytteenoton fikeen putklssa el ole tun-
nitelta, jolla nenkidlsyytes voldoaon tetdd. Tutkimus toteutetaan siten, etta tutkdmuiseen lithvistd tutkl-
mustuloksista, selvitykslst tal julkalsulsta el volda tunnistaa henkilBitG, jotka ovat osolistuneet tutidmuice
IBEM.

Tdssa tutkimulsessa henklStietojas! tal ndytteirdsl el lvovuteta mulle faholile ja niltd kdsitellGdn tieteslistd
tutklmustarkeoliusta varten.

HenkiStietojes sdllytysalkoa sédnteles loinsdaddntt sekd myvd klininen tutkimustopao. Henkilatletojes) sal-
Iytyksestd vastoo HUS. Suosturnusiomaketiosl sallytetdan tietoturvalisessa ympdristdssd tutkimuksen lop-
puun saakka, jonka jlkeen ne havitetddn aslanmukalsestl. Myds sinusta kerdtyt verindyteet hdvitetadn
aslonmukalsest, kun ne on otk [o tutkdmues on padthynyt. Tutidruksen olikomisesta sen fulosten Julkal-
suun on arviolfu kestdvan 3 kuokautta.

Jos keskeytat tutkimukseen osallistumizen, persutat suostumuksen tal osallstumisesl futikimuiseen keskey-
Ty muusta syystd, sinusta sinen mennessd kerdtty]d niyiteltd volgoan kbyitdd osana tutkimusalnelstoa.
Se on valftbmdtdntd tutkimustulosten varmistamiseksl.



Tutkiftavan olkeudet

Sinulla on oliceus sooda fietoa henkildtietojesl kasittelysta jo pyytdd henidtietojesl kbsittelyn rajolttamista.

Sinuila on myds olkeus tarkastaa tlietosl ja pyytad nilden clikalsemista tal tdydentamistd, Jos esimerkiks ha-
vaitset nllssé virheen tal ne ovat puutteelisia tal epaiarkkefa. Sinulia on myts clkeus vastusioa henklldtie-
tojes kdsittelyd.

Tieteellsen futkimuksen yhteydessd nditd olkevksla voldaan kultenkdn rajolttaa. Lol vol velvolitaa rekiste-
Anpitaan sallyitdmaan tutkdmustietosl fletyn madrialan rekisterdidyn clikeuksista dlippumatta. Lakl solll
polickeukset reklsterdlayn olkeuksista slioln, kun se on valtamattntd teteelisten futkdmustulosten ja tutkit-
tavlen furvallisvoden varmistamisedksl.

Vit milloin tahansa tledustela, kasittelemmeks henklibtetojasl jo vaaotia kdsittelyn perustelua, Vot myds
fledustela, mistd clemme sooneet fletojasl ja mihin ndytieltdsl |ja tletojasl on luovutettu. Sinulla on olkeus
snada fledot maksutta ja kohtuulisessa ajossa (yhden kuukouden kuluessa pyynndstd). Jos fletopyynités
on hyvin laoja tal jostokin muusta perustelusta syysta fietojen kerdminen on eritvisen alkao viewad, vol
daon madraalkoa ploentda enintian kahdelia (2] koukaudela, mabrdajan jotkamisesta ja syysta limol-
tetaan sinulle.

Tietosuola-asiolssa suasittelermme offomaan yhiteyttd tutkimuksen vastuuhenklgsn tal rekisterinpltajan
tletosuojavastaavaan.

HUSIn tletosvojavastaava on:

Petrl HAGmaldinen, kehlttGmispdalkks, fletosuojavastaava
HUS-yhtymd, ylelshallinto- Ja juridiikka, kaklaslat
eutietosuoja@ hus fi

Epsilosniie: FL 440, 00029 HUS

Tutkimuksesta vastaavien yhteystiedot

Salroaiakemist lo vastuukemnist Bloonalyytikko-optkella

Nilna MNisEonen Janette Kuplainen

Erlkolskemian loboratono, HUS DGK Mefropaoilan ammaottikorkearcuy
] I

Sinulla on olkeus tehd& valitus erdtylsestl vakinalsen asuin- tal tydpalkkasl sjainnin mukalselle vobyontawl-
ranomalselle, mikal katsot ettd henkiidtetolen kasittelyssd dkotaan EUN ylelstd fietosuo|a-asetusta [EU)
2014679 tal tletosucalakia (1050/2018). Suomessa valvontaviranomalnen on tlietosuojavaituutetiu,

Tietosuojavaltuutetun tolmisto, Untulahdenkuja 4, 00530 Helsinkd, PL 800, 00531 Helsink
Punelrnvalnde: 027 564 4700, S4nk&post (Miaoamea): fietosus|io@om.fl
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TUTKITTAVAN SUOSTUMUS TUTKIMUKSEN OSALLISTUMISESTA

Naytteenotossa ihon puhdistukseen kéytetyn alkoholin vaikutus B-PEth tuloksiin
-tutkimus

Erikolskemian laboratorio, HUS Dlognostilkkakeskus

Nilna Niskanen ja Janette Kuplainen

Sinua on pyydetty osallstummoan yiid malnittuon tieteeliseen futkimukseen, jonka tarkoltuksena on
selvittdd, muuttuuko B-PEth tutkimuksen tulos, Jos nfyiteenoton yvhiteydessa ho on puhdistettu alko-
holilla.

Allekiroittamalla t8man sopimuksen, vahvistat alla maininut aslat.

Olet lukenut ja ymmdridnyt saamasl tutkimustledotteen ja onnat suostumuksesi sen mukalseen futil
mukseen. Olet saanut tledotteesta rittavést Hetoa tutkimuksesta ja sen yhteydesst suortettavasta
fletolen kerf4misestd, kslttelystd [a luovuttamisesta. Tiedotteen sis8itd on kermottu sinulle my&s suul-
Eestl ja elet saanut diftdvdn vastauksen kalkklin tutkimusta koskewviin kysymykslinl.

Sinulia on obut rittévdst alkaa harkita futkimukseen osallstumista. Olet saanut Aittdvat tiedot tutkd-
muksen farkoliuksesta [a sen tofeutuksesta, utkimuksen hyddyista |o rskelsta sekd clkeukskiasl. Si-
nua el ole palnostettu elkd houkuteltu osalisturnaan futkimukseen.

Tiedtt, etta flietojasl kasitelldan wottamuksellisest elcd nlitd luovuteta sivulisle. Clet tletolinen, eftd
sinun henkiStieto)asl el kaytetd tutkimuksessa tal oplnndytenydssd millaan tavalla. Yrmmamat, etrd
futklttavista kerdthyvit ndyitelid el volda yhdlsthd yksittblseen henkibon.

Ymmamit, ettt tdhdn tutkimukseen osallstuminen on vapaaehtolsta. Olet setdid siitd, ettd sinulla
on olkeus klelfdytya futkimukseen osalllstumisesta. Volt mydhemmin halutessasl myds keskeyttad tut-
dmuksen tal pervuttaa suostumuksesl milioln tahansa syyid imolttamatia, elkd se tule valkutta-
maan tydsuhteeseesl tal asemaas tybpalkalla,

Sinulka on my&s olkeus pervuttaa antamasl suostumus milioln fahansa ennen tutkdmuksen padatty-
mistd. Olet tietolnen siitG, ettd mikél keskeytat tutkimuksen tal peroutat suostumoksen, sinusta kes-
keyitGmiseen Jo sucstumuksen peruuttamiseen mennessa ker8tiy|a ndytieltd kbytetédn osana tutkl-
musta.

Tiegdt, ettd tutkimukseen asallstumisesta aineutunelsta kululsta el makseta korvausta.
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Allekirjoituksellan] vahvistan osallistumiseni tahdn tutkimukseen ja suostun vapaaehtolsest tutkl-
mushenkilksl.

Tutkittavan allekrjoltus Palvys

Tutkittavan nimenseivennys Tutidttavan syntymdaalka tal henklibtunnus

Tutkittavan osolte

Suostumus vastaanotettu

Suostumuksen vastoanottalan oekifoitus Pélviys

Nimensetvennys Reoll futidmusryhimdssd

Alkuperiinen akekijoltetiu aslakifa |44 arklstoon jo keple allekiroltetusta sucstumuksesta aonnetaan
futklftavalle.



Liite 3

1(5)
Tutkimustulokset
Taulukko 9.  Naytteenottopaivan eli 0 paivan B-PEth tulokset

Tunnusluku A nayte (nmol/l) B nayte (nmol/l) C nayte (nmol/l)

Sample 1 5,68 5,46 6,34

Sample 2 5,15 5,14 6,44

Sample 3 24,8 27 27,8

Sample 4 4,61 5,37 4,47

Sample 5 5,54 6,64 4,03

Sample 6 13,6 14 13,3

Sample 7 429 45 50

Sample 8 7,14 6,68 4,88

Sample 9 38,4 34,8 39,8

Sample 10 19,2 18,9 20,4

Sample 11 15,2 15 14,7

Sample 12 23,4 28,1 26,3

Sample 13 96,7 96,5 96,9

Sample 14 7,93 6,1 7,08

Sample 15 5,26 6,99 8,29

Sample 16 31,6 32,9 32,3

Sample 17 25,8 27,4 26,8

Sample 18 36 30,6 31,2
Taulukko 10. Jaakaappisailytettyjen B-PEth naytteiden tulokset

Tunnusluku Paiva 0 Paiva 1 Paiva 3 Paiva 5

(nmol/l) (nmolfl) (nmolfl) (nmol/l)

Ei jadkaappisai-
lytysta

Sample 1A 5.68 5.74 4.82 2.55
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Sample 1B 5.46 3.6 4.24 6.86
Sample 1C 6.34 4.68 3.22 5.05
Sample 2A 5.15 6.39 4.54 4.98
Sample 2B 5.14 4.51 6.21 4.73
Sample 2C 6.44 6.14 5.59 6.16
Sample 3A 24.8 28.9 26.8 18.2
Sample 3B 27 254 27.4 259
Sample 3C 27.8 28.6 26.8 171
Sample 4A 4.61 4.23 5.51 3.22
Sample 4B 5.37 4.31 4.75 3.37
Sample 4C 4.47 5.1 5.1 1.9

Sample 5A 5.54 7.62 4.72 2.07
Sample 5B 6.64 5.73 6.78 2.55
Sample 5C 4.03 5.69 6.43 4.08
Sample 6A 13.6 12.9 15.7 12.1
Sample 6B 14 12.9 13.1 8.75
Sample 6C 13.3 14 11.3 5.25
Sample 7A 42.9 47.4 48.2 22.3
Sample 7B 45 46.7 47 .4 25.2
Sample 7C 50 48.5 44 1 27

Sample 8A 7.14 21 5.53 4.55
Sample 8B 6.68 1.67 5.4 5.02
Sample 8C 4.88 5 5.59 3.42
Sample 9A 38.4 38.6 421 221
Sample 9B 34.8 37.8 39.8 38.4
Sample 9C 39.8 38.1 40.6 214
Sample 10A 19.2 16.9 24.3 12.1
Sample 10B 18.9 229 19.7 13.3
Sample 10C 204 23.3 23 11.9
Sample 11A 15.2 15.5 14.9 7.03
Sample 11B 15 15.7 15.8 11.1
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Sample 11C 14.7 14.3 13.8 10.3
Sample 12A 23.4 26.3 27.5 19.1
Sample 12B 28.1 25.6 28.5 19
Sample 12C 26.3 27.4 28 16.6
Sample 13A 96.7 99.7 100 99.2
Sample 13B 96.5 96.1 95.7 90.7
Sample 13C 96.9 99.2 101 96.3
Sample 14A 7.93 5.81 4.7 4.59
Sample 14B 6.1 8.06 7.75 6.37
Sample 14C 7.08 6.94 3.85 417
Sample 15A 5.26 7.73 5.67 5.46
Sample 15B 6.99 9.24 5.58 6.42
Sample 15C 8.29 9.04 4 412
Sample 16A 31.6 34.2 29.5 27.8
Sample 16B 32.9 35.1 30.6 23.4
Sample 16C 32.3 30.2 29.7 25.3
Sample 17A 25.8 26.3 27 14.9
Sample 17B 27.4 26.5 27.6 16.1
Sample 17C 26.8 23.3 254 25.7
Sample 18A 36 34.8 34.4 324
Sample 18B 30.6 37.2 41 12.3
Sample 18C 31.2 37.7 38.3 374
Taulukko 11. B-PEth naytteiden normaalijakauma
Naytepari Statistic vapausaste | p-arvo
B0O-A0 0.928 18 0.176
CO0-A0 0.948 18 0.395
A1-A0 0.969 18 0.782
B1-A0 0.914 18 0.100
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C1-A0 0.938 18 0.271

A3-A0 0.955 18 0.516

B3-A0 0.906 18 0.074

C3-A0 0.967 18 0.731

A5-A0 0.866 18 0.015

B5-A0 0.811 18 0.002

C5-A0 0.884 18 0.030

Taulukko 12. Naytetyyppien erotukset
Nayte B0-A0 | CO-A0 | A1-A0 | B1-A0 | C1-A0 | A3-A0 | B3-A0 | C3-A0 | A5-A0 | B5-A0 | C5-A0

Sample 1 -0,22 0,66 0,06 -2,08 -1,00 -0,86 -1,44 -2,46 -3,13 1,18 -0,63
Sample 2 -0,01 1,29 1,24 -0,64 0,99 -0,61 1,06 0,44 -0,17 -0,42 1,01
Sample 3 2,20 3,00 4,10 0,60 3,80 2,00 2,60 2,00 -6,60 1,10 -7,70
Sample 4 0,76 -0,14 -0,38 -0,30 0,49 0,90 0,14 0,49 -1,39 -1,24 -2,71
Sample 5 1,10 -1,51 2,08 0,19 0,15 -0,82 1,24 0,89 -3,47 -2,99 -1,46
Sample 6 0,40 -0,30 -0,70 -0,70 0,40 2,10 -0,50 -2,30 -1,50 -4,85 -8,35
Sample 7 2,10 7,10 4,50 3,80 5,60 5,30 4,50 1,20 -20,60 | -17,70 | -15,90
Sample 8 -0,46 -2,26 -5,04 -5,47 -2,14 -1,61 -1,74 -1,55 -2,59 -2,12 -3,72
Sample 9 -3,60 1,40 0,20 -0,60 -0,30 3,70 1,40 2,20 -16,30 | 0,00 -17,00
Sample 10 -0,30 1,20 -2,30 3,70 4,10 5,10 0,50 3,80 -7,10 -5,90 -7,30
Sample 11 -0,20 -0,50 0,30 0,50 -0,90 -0,30 0,60 -1,40 -8,17 -4,10 -4,90
Sample 12 4,70 2,90 2,90 2,20 4,00 4,10 5,10 4,60 -4,30 -4,40 -6,80
Sample 13 -0,20 0,20 3,00 -0,60 2,50 3,30 -1,00 4,30 2,50 -6,00 -0,40
Sample 14 -1,83 -0,85 -2,12 0,13 -0,99 -3,23 -0,18 -4,08 -3,34 -1,56 -3,76
Sample 15 1,73 3,03 2,47 3,98 3,78 0,41 0,32 -1,26 0,20 1,16 -1,14
Sample 16 1,30 0,70 2,60 3,50 -1,40 -2,10 -1,00 -1,90 -3,80 -8,20 -6,30
Sample 17 1,60 1,00 0,50 0,70 -2,50 1,20 1,80 -0,40 -10,90 | -9,70 -0,10
Sample 18 -5,40 -4,80 -1,20 1,20 1,70 -1,60 5,00 2,30 -3,60 -23,70 1,40




Taulukko 13. 5 paivan tarkka Wilcoxon jarjestys testin tulokset.
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Naytepari N Mean rank* Sum of ranks**
Kuinka monen tulos nousi | 2 (A0 < A5) 3.50 7.0
Kuinka monen tulos laski | 16 (A0 > A5) | 10.25 164.0
AD-AS Kuinka monen tulos ei 0 (A0 = A5)
muuttunut
N 18
A0 - B5 | Kuinka monen tulos nousi | 3 (A0 < B5) 3.00 9.0
Kuinka monen tulos laski | 14 (AO>B5) | 10.29 144.0
Kuinka monen tulos ei
muuttunut 1 (A0 =B5)
N 18
AQ - C5 | Kuinka monen tulos nousi | 2 (A0 < C5) 5.00 10.0
Kuinka monen tulos laski | 16 (A0 > C5) | 10.06 161.0
Kuinka monen tulos ei
muuttunut 0 (A0 =C5)
N 18

*Mean rank = Kuinka suuri oli keskimaarainen jarjestysluku niissa tapauksissa, joissa

havaittiin muutos.

**Sum of ranks = Naiden jarjestyslukujen yhteenlaskettu summa.
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