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Tiivistelma

Kliininen kemia on osa laboratoriolddketiedettd ja kuuluu myés bioanalyytikon opintoihin. Kliinisen kemian
perustutkimuksiin kuuluvat mm. plasmasta tehtdavat entsyymiaktiivisuusmadritykset seka lipidien ja glukoosin
analysointi. Savonia-ammattikorkeakoulussa kliinisen kemian opintokokonaisuus jakautuu kahteen osaan, joista
molemmat sisdltavat teoria- seka harjoitustunnit.

Taman opinndytetyon tarkoituksena oli pdivittdd kliinisen kemian harjoitustuntien tydohjeet kaytdssa olevien
ohjeiden pohjalta. Sen tavoitteena oli selkeyttda kliinisen kemian harjoitustuntien vanhoja tydohjeita ja ndin tukea
bioanalytilkkan opiskelijoiden oppimista sekd ohjattua ettd itsendista tydskentelyd harjoitustunneilla.
Opinndytetydssa keskityimme harjoitustunneilla manuaalisesti suoritettaviin  kliinisen kemian fotometrisiin
maarityksiin. Opinndytetydmme tavoitteena oli myds syventaa omaa ammatillista osaamistamme.

Opinndytetydmme on Savonia-ammattikorkeakoululle tehtava kehittamistyd, jonka tuotoksena ovat vanhojen
tybohjeiden pohjalta tuotetut paivitetyt tydohjeet kliinisen kemian harjoitustunneille. Raporttiosuuden ja
tybohjeiden tiedot ovat koottu luotettavasta laboratorioalan kirjallisuudesta ja artikkeleista. Tyéohjeiden rakenne
tehtiin Labquality Oy:n esimerkkitydohjeiden rakennetta noudattaen. Ty®ohjeet on rakennettu taulukkomaiseen
muotoon ja siitd ilmenevat selkedsti tutkimuksen olennaiset tiedot, esimerkiksi tutkimuksen nimi,
tutkimusmenetelma, virheldhteet ja rajoitukset, naytemateriaalit, laadunvarmistus seka tutkimuksen suoritus. SFS-
standardien mukaan laitteella on aina oltava voimassa oleva kayttdohje, jotta tutkimuksen luotettavuus sailyy.
Tydohjeiden luotettavuutta lisdsimme myds testaamalla niitd itse seka testauttamalla niitd bioanalyytikko-
opiskelijoilla. Tybohjeiden esitestauksen tarkoituksena oli myds saada tyohjeista palautetta seka selvittaa niiden
toimivuutta. Tydohjeitamme testaavalta opiskelijaryhmadltd saimme positiivista palautetta tydohjeiden selkeydesta
ja helppolukuisuudesta. Tyoohjeet liitetddan Savonia-ammattikorkeakoulun omaan Moodle-oppimisymparistodn,
josta opiskelijat voivat itse tulostaa ne kadyttéonsa sekd kootaan tydohjekansioon Kkliinisen kemian luokkaan.
Ty6ohjeiden rakennetta voi hyodyntda myohemmin myds muiden tydohjeiden paivittamisessa.
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Clinical chemistry is a part of laboratory medical science. It is also a significant part of biomedical laboratory
student’s education. Basic analyses at clinical chemistry are made from plasma, for example enzyme analysis and
cholesterol and glucose analyses. At Savonia University of Applied Sciences the courses of clinical chemistry are
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The purpose of this thesis is to update the old instructions using the instructions which are in use. The aim of
this thesis is to clarify old clinical chemistry instructions and to support students’ learning and also deepen our
own knowledge. The aim is also to support their independent and supervised working in practical lessons. This
thesis is concentrated on the photometric analyses of clinical chemistry.

This thesis is a development project for Savonia University of Applied Sciences. The products of this thesis are
updated working instructions practical lessons in clinical chemistry. The report and working instructions consist
of theory which is collected from reliable laboratory literature sources. The structure of the working instrucions is
based on example working istructions of the Labquality. The working instructions include only the main infor-
mation to make instructions as clear as possible. SFS-standard says that equipment must have valid instruction
to create reliable results. The working instructions were tested by ourselves and also by biomedical laboratory
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JOHDANTO

Kliininen kemia on laboratorioladketieteen osa-alue, jossa tutkitaan muun muassa elimistdn
nesteiden koostumusta seka kemiallisten yhdisteiden pitoisuuksia ja entsyymien aktiivisuutta.
Kliinisen kemian analytiikkaan kuuluvat muun muassa veren glukoosin, rasvojen, entsyymien ja

hivenaineiden analysoiminen. (Suomen Bioanalyytikkoliitto 2014.)

Kliininen kemia kuuluu bioanalytikan ammattiopintoihin. Savonia-ammattikorkeakoulussa Kkliinisen
kemian opintokokonaisuus on jaettu kahteen osaan, joista kumpikin sisdltéd teoria- ja
harjoitustunteja. Yhdessa ne muodostavat kymmenen opintopisteen kokonaisuuden. Kurssien
tavoitteena opiskelija oppii tuntemaan kliinisen kemian keskeiset kasitteet ja tutkimukset. Opiskelija
oppii my6s kadyttdmadn kansainvalisia tietoldhteita ja tekemadan perustutkimukset soveltamalla
teoriatietoa, ottaen huomioon laadunhallinnan seka tyo- ja potilasturvallisuuden.  (Savonia-

ammattikorkeakoulu 2011.)

Opinndytetydmme on kehittamistyd, jonka toimeksiantaja on Savonia-ammattikorkeakoulu. Savonia-
ammattikorkeakoulussa, bioanalytiikan koulutusohjelmassa on olemassa tydohjeet kliinisen kemian
harjoitustunneille, mutta ne kaipaavat paivitysta. Taman opinnaytetyén tarkoitus on paivittaa
tybohjeet kliinisen kemian harjoitustunneille kaytéssa olevien ohjeiden pohjalta. SFS-standardien
mukaan laitteella on aina oltava voimassa oleva kayttéohje, jotta tutkimuksen luotettavuus sailyy
(Ladketieteelliset laboratoriot 2013, 48). Tavoitteenamme on selkeyttda kliinisen kemian
harjoitustuntien vanhoja tydohjeita ja ndin tukea bioanalytiikan opiskelijoiden oppimista seka
ohjattua ettd itsendista tydskentelya harjoitustunneilla. Samalla saamme syvennettyd omaa

osaamistamme.

Tyoohjeella tarkoitetaan ohjeistusta tai selvitysta siita, kuinka jokin tyo tehdaan. Ohjeiden tehtavana
on orientoida ja motivoida tyon tekijaa tyota kohtaan seka selkeyttaa tyon sisaltéa ja tarkoitusta.
Tybohjeessa kerrotaan vain olennaiset asiat, jotta ohjeistus on mahdollisimman selked. (Repo ja
Nuutinen 2003, 138.)

Paivitettdvat tyOohjeet sisdltavat plasmasta ja seerumista glukoosi- ja rasvatutkimuksia seka
proteiini- ja entsyymitutkimuksia. Kliinisen kemian harjoitustunnit sisaltdvat myds virtsan
tutkimuksia, automaattianalysaattorien kayttéa seka kuivakemian madrityksia, jotka on rajattu pois
tastd tydstd. Tassa opinnadytetytssa keskitytadn harjoitustunneilla manuaalisesti suoritettaviin
kliinisen kemian fotometrisiin analyyseihin. Tydohjeet liitetddn Savonia-ammattikorkeakoulun omaan
virtuaaliseen Moodle-oppimisalustaan, josta opiskelijat voivat itse tulostaa ty6ohjeet seka kootaan

tybohjekansioon kliinisen kemian luokkaan.
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KLIININEN KEMIA LABORATORIOTYON ERIKOISALANA

Kliininen kemia on vyksi laboratorioldadketieteen osa-alue. Se kayttad hyvakseen kemiallisia
menetelmida maaritettdessa muun muassa eri yhdisteiden pitoisuuksia elimiston eri nesteistd kuten
verestd, virtsasta ja selkdydinnesteestd. (Itd-Suomen yliopisto 2014.) Kemiallinen analyysi perustuu
reaktion tuottamiseen oikeanlaisen naytteen ja spesifisen reagenssin valilla, reaktion mittaamiseen
ja tulosten tarkasteluun (Naser ja Naser 1998, 5). Yleisimmin tutkimuksissa kdytetdan naytteena
veren plasmaa tai seerumia. Plasma on veren verisoluton osa, joka erotetaan kokoveresta
sentrifugoinnin avulla. Seerumi on muuten koostumukseltaan samanlaista kuin plasma, mutta siitd
puuttuvat verisolujen liséksi hyytymistekijat. (Sand, Sjaastad, Haug ja Bjdlie 2011, 316, 327.)
Plasmaa ja seerumia kdytetddn esimerkiksi analyyttien pitoisuuksia tai entsyymien aktiivisuuksia
madrittdessa (Ita-Suomen Yliopisto 2014). Analyytti tarkoittaa ndytteestda mitattavaa ainetta tai
komponenttia (Lehrer 2010, 68). Virtsasta voidaan madrittdd muun muassa ladkeaine- ja
myrkytyspitoisuuksia. Maarityksia kaytetdan erilaisten sairauksien diagnosoinnin sekd seurannan
apuna ja niiden avulla pyritddn ennaltaehkdisemaan sairauksien kehittymistd. (Itd-Suomen Yliopisto
2014.)

Kliinisissa laboratorioissa kdytetdan paljon automaattianalysaattoreita, jotka mahdollistavat
samanaikaisesti useiden naytteiden analysoimisen luotettavasti ja nopeasti (Suomen
Bioanalyytikkoliitto 2014). Menetelmind kaytetdan esimerkiksi fotometriaa ja kromatografiaa.
Yleisimpia tutkimuksia kliinisen kemian laboratoriossa ovat muun muassa seerumista tai plasmasta
madritettdvat kolesteroli, glukoosi, C-reaktiivinen proteiini, kalium, kalsium, natrium, proteiini ja
hormonit. (Niemela ja Pulkki 2010, 9-12.)

Savonia-ammattikorkeakoulussa kliinisen kemian kurssit muodostavat kymmenen opintopisteen
kokonaisuuden. Siihen kuuluvat kuuden opintopisteen teoriaosuus ja neljan opintopisteen harjoittelu
oppilaitoksessa. Kokonaisuus on jaettu kahteen viiden opintopisteen osioon. Ensimmadiseen osioon
kuuluvat tutustuminen kliinisen kemian menetelmiin ja mittaustapoihin, sekd erityisesti
hiilihydraattien ja rasvojen aineenvaihduntaan perehtyminen. Toisessa osiossa keskeising sisaltéina
ovat entsyymien ja proteiinien tutkimukset. Lisaksi tutustutaan my®s munuaisten toimintaan,
elimistdon nestetasapainon saatelyyn sekd virtsan ja punktionesteiden tutkimiseen. Opintojakson
tavoitteena on, ettd sen suoritettuaan opiskelija tuntee kliinisen kemian kasitteistéa ja osaa tehda
siihen kuuluvia perustutkimuksia. Tavoitteena on myds, ettda opiskelija ymmartda teoriatiedon
yhteyden analyyseihin, niin ettd pystyy soveltamaan teoriatietoa kdytantéon. Hanen tulee myds
osata soveltaa laboratoriotutkimusprosessin vaiheita ottaen huomioon laatuun liittyvia nakokulmia
seka noudattaen ty6- ja potilasturvallisuutta niin, ettd tuloksien luotettavuus sdilyy. (Savonia-

ammattikorkeakoulu 2011.)

Laboratoriotutkimusprosessi

Laboratoriotutkimusprosessi  jakautuu preanalyyttiseen, analyyttiseen ja postanalyyttiseen

vaiheeseen. Preanalyyttiseen vaiheeseen kuuluu kaikki se, mitd tapahtuu ennen naytteen
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analysointia, alkaen tutkimustarpeen toteamisesta ja sisdltden potilaan valmistautumisen
naytteenottoon sekd naytteen kasittelyn ja valmistamisen. Analyyttiseen vaiheeseen kuuluvat
naytteen tutkiminen seka laadunvarmistus ja postanalyyttiseen vaiheeseen tuloksen vastaaminen ja
tulkitseminen. (Tuokko, Rautajoki ja Lehto 2008, 7.)

Suurin osa laboratoriotutkimusprosessin virheistd tapahtuu preanalyyttisessa vaiheessa, minka
vuoksi preanalyyttisten virhetekijéiden minimointi on tarkeaa. Onnistunut naytteenotto on edellytys
luotettavan tuloksen saamiseen ja tuloksen tulee olla vertailtavissa muilla kerroilla otettujen
ndytteiden tulosten kanssa. (Linko, Ahonen, Eirola ja Ojala 2000, 51.) Fyysinen rasitus vaikuttaa
monin eri tavoin veren komponentteihin, esimerkiksi muuttamalla plasmatilavuutta,
aineenvaihduntaa tai solujen lapadisevyyttd seka lisadmalla entsyymien kulkua soluista plasmaan.
Liikunta vaikuttaa myo6s elektrolyyttien madrdan ja plasman glukoosipitoisuuteen. Toinen
laboratoriotuloksiin  merkittdvasti vaikuttava tekija on nautittu ravinto. Se vaikuttaa
laboratoriotuloksiin kahdella eri tavalla: fysiologisesti tai madritysmenetelmallisesti. Ravinto nostaa
monia pitoisuuksia plasmassa, muun muassa plasman glukoosi- ja kolesterolipitoisuuksia. Nautittu
ravinto voi myds hairitd maaritysta. Esimerkiksi ravinnosta saadut lipidit voivat aiheuttaa plasman
sameutta eli lipemiaa, mika voi hdirita spektrofotometrisia maarityksia ja johtaa virheelliseen
mittaustulokseen. Tamén takia joidenkin tutkimuksien kohdalla ndytteenotto pyritdén vakioimaan
noudattamalla 10-12 tunnin paastoa, jotta virheellisilta tuloksilta valtyttdisiin (Seppéla ja Tuokko
2010, 22-24).

Naytteiden esikasittelyyn kuuluu plasman visuaalinen tarkastelu sentrifugoinnin jalkeen, silla
héiritsevia tekijoita ei voida havaita kokoverindytteesta. Hemolyysi eli punasolujen rikkoutuminen on
monissa tutkimuksissa hairitsevd tekija, joka aiheuttaa virheellisia tuloksia. Hemolyysi johtuu
punasolujen hemoglobiinista, joka on vapautunut verisolujen rikkoutuessa plasmaan. Esimerkiksi
nadytteen lilan raju sekoittaminen tai staasin kayttd ndytteenoton yhteydessa voivat aiheuttaa
punasolujen rikkoutumista ja ndin ollen hemolyysid. (Leino 2008, 68.) Ikteria on bilirubiinin
aiheuttamaa keltaisuutta plasmassa. Veren bilirubiinipitoisuutta voivat nostaa muun muassa
punasolujen liilan nopea hajoaminen, maksan vajaatoiminta tai sappiteiden tukkeutuminen. (Sand
ym. 2011, 322.) Bilirubiinilla ja hemoglobiinilla on ominaisuuksia, jotka vaikuttavat optisesti
fotometrisissa mittauksissa. Solujen rikkoutuminen voi vaikuttaa mitattavan yhdisteen pitoisuuteen
myds laskevasti, kun rikkoutuessa vapautuu joitakin hajottavia entsyymejd, esimerkiksi insuliinia.
(Leino 2008, 68.)

Analyyttinen vaihe sisaltaa esikasitellyn naytteen analysoinnin esimerkiksi maarittamalla tutkittavan
analyytin pitoisuus tai aktiivisuus. Tuloksen luotettavuuden ja oikeellisuuden varmistamiseksi tulee
maaritykseen kayttad siihen tarkoitettua testattua ja hyvaksyttyd menetelmaa ja laitteistoa. Nain
tulosten oikeellisuus voidaan jaljittaa ja varmentaa. Jokaiselle tutkimukselle on olemassa hyvaksytty
analyysimenetelma ja laadun varmistamiseksi sovitut toimenpiteet. (Tuokko, Rautajoki ja Lehto
2008, 12.) Koko laboratoriotutkimusprosessissa analyyttinen vaihe on se, jossa tapahtuu vahiten

virheitd. (Linko, Ahonen, Eirola ja Ojala 2000, 54.) On tdérkeda huomioida, ettd mikali nayte ei ole
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asianmukaisesti otettu ja se on pilalla jo ennen laboratorioon saapumista, ei parhaillakaan

analyysimenetelmilla voida ndytetta analysoida luotettavasti (Laitinen 2004, 32).

Postanalyyttinen vaihe sisdltaa tulosten tarkastamisen ja hyvaksymisen, raportoinnin sekd tulosten
tulkinnan ja niiden perusteella tehtdvan hoitopaattksen. Analyysin jdlkeen tehddan arvio vaiheen
onnistumisesta sekd tulosten luotettavuudesta. Kun laboratorio on hyvaksynyt tulokset, ne
lahetetadn hoitavaan hoitoyksikk&on, jossa hoitava ladkari arvioi tulokset ja tekee niiden perusteella
hoitopaatoksen. (Tuokko, Rautajoki ja Lehto 2008, 13.)

2.2  Laadunvarmistus laboratorioty6ssa

Laadunvarmistaminen on tarked osa koko laboratoriotutkimusprosessia. Silla tarkoitetaan kaikkia
nitd toimenpiteitd, joiden avulla varmistetaan, ettd riittdva laatutaso saavutetaan
laboratorioanalytiikassa. (Labquality Oy 2010, 46.) Ajantasalla olevat tydohjeet seka riittava
ammattitaito ovat laadun sdilymisen edellytyksia (Ladketieteelliset laboratoriot 2013, 48).
Laboratorion toimintakasikirjassa on kuvattu laboratorion toimintajarjestelma. Se perustuu
kansainvalisiin ja kansallisiin standardeihin ja ohjeistuksiin, joiden mukaan organisaatioissa
toimitaan. Standardit ovat virallisia asiakirjoja, jotka kuvaavat yleiseen kayttodn tarkoitettuja
toimintatapoja tai sadntdja. Toimintakasikirja sisaltdéd muun muassa tilat, menetelmat, valineet,
maaraykset tyOpisteiden tytohjeista, laadunvarmistuksen, henkildkunnan, heidan tehtdvénsa seka
vastuualueet. (Labquality Oy 2010, 2-3.)

Sisdinen laadunohjaus kuuluu jokaisen laboratorion toimintaan. Sisdisella laadunohjauksella
tarkoitetaan niitd toimenpiteitd, joilla seurataan tutkimuksien laatua laboratorion sisalla, esimerkiksi
kaupallisten kontrollindytteiden avulla (Linko ym. 2009, 294-296). Kontrollilla tarkoitetaan
materiaalia, joka analysoidaan samalla tavalla kuin potilasnaytteet ja tulosta kaytetddn menetelman
ja laitteen toiminnan hyvaksyttavyyden arvioimiseen (Mylab Oy 2014). Kontrolleille on asetettu
viitevalit, joiden sisaan tuloksen tulee asettua (Jaarinen ja Niiranen 2005, 25). Paivittdisen sisdisen
laadunvarmistuksen tarkoituksena on havaita valittdmasti muutokset menetelman tulostasossa tai

toistettavuudessa (Sinervo 2011).

Ulkoisessa laadunarvioinnissa tutkimuksia tekeva laboratorio vertaa omaa suoritustaan muiden
samaa tutkimusta tekevien laboratorioiden kanssa niin kotimaisella etté kansainvaliselld tasolla.
Laadunarviointipalveluiden tuottaja, esimerkiksi Labquality Oy toimittaa laboratorioihin
sokkondytteitd analysoitavaksi, ja tekee tuloksista yhteenvedon. (Linko ym. 2009, 294-296.)
Laadunarviointikierroksia tehdaan 2-12 kertaa vuodessa. Tarkeda on, etta usealle eri laboratoriolle
lahetetdadn samanaikaisesti samat nadytteet tai materiaalit, jotta tuloksia saadaan vertailtua ja
tilastoitua. Laboratoriot saavat omasta suorituksestaan palautteen ja voivat téman perusteella
parantaa omaa analytiikkaansa. Ulkoisella laadunarvioinnilla arvioidaan analyysitapahtuman lisaksi

my0ds preanalytiikkaa seka postanalytiikkaa. (Labquality Oy 2014, 8.)
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KLIINISEN KEMIAN ANALYYSEISSA KAYTETTAVIA MENETELMIA

Fotometria kliinisessa kemiassa

Yleisimpia kliinisen kemian analyyseissa kdytettavia mittausmenetelmia ovat fotometria ja sen eri
sovellukset kuten spektrofotometria, nefelometria ja turbidimetria, immunokemialliset seka
entsymaattiset menetelmat. Fotometria on mittausmenetelmd, joka perustuu valon lapaisevyyden eli
transmittanssin  tai imeytyvyyden eli absorption mittaamiseen vdliaineessa. Valo on
sahkdmagneettisen energian muoto, joka etenee aaltomaisesti. Sen aallonpituus riippuu energian
maarastd, ja valon vari riippuu aallonpituudesta. Nakyvan valon aallonpituusalue on 380-750 nm.
(Halonen 2004, 66.) Monissa kliinisen kemian tutkimuksissa reaktioissa muodostuu varikomplekseja.
Kun mittauskyvettiin, jossa varillinen ndyte on, osuu tiettya aallonpituutta sisdltdavaa valoa, osa
valosta absorboituu liuokseen. Loput valosta transmittoituu naytteen lapi ja osuu detektorille. Téma
osa on transmittoitunutta valoa ja se kuvataan yhtaléllda T = Is/Io, jossa Is on transmittoituneen
valon voimakkuus ja I on ndytteeseen osuvan valon voimakkuus. Absorbtoituneen valon maara on
kaantaen verrannollinen transmittoituneen valon logaritmiin. Téma voidaan kuvata kaavalla A = abc
= -logT, jossa a on yhdisteen absorbtiokerroin, b on valon kulkema matka liuoksessa, ¢ on yhdisteen
pitoisuus ja T on lapdisseen valon suhde. Liuoksessa olevan yhdisteen pitoisuus on suoraan

verrannollinen absorbtoituneen valon maaraan. (Halonen 2004, 66—67.)

Immunokemiallisissa menetelmissa mitataan joko antigeenin tai vasta-aineen pitoisuutta yhdisteessa
kayttden hyvaksi antigeenin ja sen spesifisen vasta-aineen kykya sitoutua toisiinsa (Halonen 2004,
90). Antigeeni on yhdiste, joka sitoutuu vasta-aineeseen aiheuttamalla immuunivasteen. Vasta-aine
tarkoittaa immunoglobuliinia, joka sitoo yhdisteitd. (Feldkamp 2010, 151.) Turbidimetria on
menetelma, jossa fotometrilla mitataan sekd ndytekyvetin ldpi sironnutta valoa ettd absorboituneen
ja heijastuneen valon kokonaismaarad. Valo siroaa pienistd partikkeleista, jotka turbidimetriassa
ovat yli 40 nm. (Rkerman ja Jokela 2010, 58.) Immunoturbidimetriassa partikkelit ovat vasta-

aineiden ja antigeenien muodostamia immuunikomplekseja (Randox 2014).

Yleensa kemian tutkimuksessa kaytetdan vakiointia. Vakioinnilla tarkoitetaan sitd kalibrointia, jolla
tutkimuslaitteisto saadetaan ennen analysointia. Siind maaritetdan ndytteen pitoisuuden ja jonkin
mitattavan ominaisuuden yhteys. Vakioinnissa kdytetdan liuoksia, joiden pitoisuus tiedetdan tarkasti.
(Jaarinen ja Niiranen 2005, 18.) Nollandytteena kaytetdan steriilia vetta, jonka avulla saadaan
selville mahdollinen reagenssien tai mittalaitteen kontaminoituminen seké saadaan vakiokuvaajan
nollakohta (Suomen ymparistokeskus 2010, 15). Eri vakevyisistd liuoksista muodostetaan
vakiokuvaaja mitatun ominaisuuden ja tiedetyn pitoisuuden mukaan (Jaarinen ja Niiranen 2005, 18).
Tutkittavien ndytteiden pitoisuudet saadaan maaritettya vakiokuvaajan avulla kaavalla Cyiyre =
ABSpnivie * Cuakio / ABSvakio  (Halonen 2004, 67). Vakioinnin luotettavuus varmistetaan
kontrollindytteiden avulla (Jaarinen ja Niiranen 2005, 25). Kontrolleina kaytetddn kaupallisia

seerumi- tai plasmanaytteitd, esimerkiksi abtrol-, nortrol- ja lipotrol-ndytteité (Thermo Fisher 2008).
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Kliinisen kemian fotometrisissa maarityksissa kaytetaan liuoksia, jotka sisaltdavat reagenssia seka
tutkittavaa naytettd, esimerkiksi plasmaa. Manuaalisesti suoritettavissa mittauksessa, lukuun
ottamatta entsyymiaktiivisuusmaarityksia valmistetaan ndytesarja, johon kuuluvat vyleensa
vakiointindytteet (esim. aqua ja sCal) seka kontrollit (esim. Nortrol). Naytesarjan ndytteet
analysoidaan perdkkain, alkaen vakiointikuvaajan nollandytteestd. (Thermo Fisher 2011.) Savonia-
ammattikorkeakoulussa  kliinisen  kemian  harjoitustunneilla  manuaalisesti maaritettavissa
fotometrisissa analyyseissa kaikilla naytteilld on oltava rinnakkaisndytteet, joiden tuloksista lasketaan
keskiarvot.

3.2 Entsymaattiset substraattimaaritykset

Entsymaattiset substraattimaaritykset perustuvat entsymaattiseen reaktioon. Analyysissa kdytetdan
spesifistd entsyymid, joka katalysoi reaktiota. Reaktiossa substraatti sitoutuu entsyymimolekyylin
aktiiviseen keskukseen, joka pystyy sitomaan vain tietyn rakenteisia molekyyleja. Tasta syysta
entsyymi katalysoi vain tiettyja reaktioita. Entsyymi valitaan substraatin, eli tutkittavan aineen
mukaan. Entsymaattisissa substraattimaarityksissa kaytetdadn paatepistemittausta. Paatepistemittaus
tarkoittaa sitd, ettd analyytin ja reagenssin valinen reaktio annetaan menna niin pitkélle, ettd
substraatti on kokonaan tai ldhes kokonaan kulunut loppuun. Reaktio on talléin tasapainossa ja

mittaus tehdaan vasta silloin. (Akerman ja Jokela 2010, 69.)

3.3  Entsyymiaktiivisuusmaaritykset

Entsyymin pitoisuus  seoksessa  saadaan selvile  mittaamalla  sen aktiivisuutta.
Entsyymiaktiivisuusmaarityksissa olosuhteet sekda liuoksen substraatti- ja aktivaattoripitoisuudet
saadetdan siten, etta reaktionopeus on riippuvainen entsyymin maarastd, jolloin reaktiota kuvaa
nouseva tai laskeva lineaarinen suora. Entsyymiaktiivisuuden ilmoittaminen perustuu tiettyna
aikavalind muodostuneen reaktiotuotteen tai kuluneen substraatin maaran laskemiseen kuvaajalta.
Entsyymiaktiivisuus ilmoitetaan yksikdlla U/l, jossa U on se entsyymimaard, joka katalysoi yhden

mikromoolin substraattia minuutin aikana. (Akerman ja Jokela 2010, 69.)

Entsyymiaktiivisuusmaarityksissa kdytetdan Kkineettisté mittausta. Kineettisessa mittauksessa
absorbanssin mittaaminen aloitetaan preinkubaation jalkeen, jolloin reaktio kdynnistyy. Naytteet
analysoidaan yksi kerrallaan, koska mittaus tehddan useamman kerran reaktion aikana, esimerkiksi
12-pistemittauksena. Siind mitataan absorbanssin muutosta minuutin aikana. (Kaplan ja Pesce 2010,
310.) Entsyymin pitoisuus madritetddn kertomalla absorbanssin muutos valmistajan ilmoittamalla
faktorilla (C = AA*F) (Thermo Fisher 2009). Faktori eli tulostuskerroin on ilmoitettu reagenssin
valmistajan ohjeissa. Se on laskettu mitattaville yhdisteille saatavana olevan teoreettisen molaarisen

absorptiokertoimen avulla. (Akerman ja Jokela 2010, 69.)

Entsyymireaktion nopeuteen vaikuttavat reaktioliuoksen pH, aktivaattorit ja inhibiittorit, koentsyymit
ja prosteettiset ryhmat sekd reaktioldampdtila. Jokaiselle entsyymille on olemassa oma

optimildmpdtila. Lampétilan laskeminen hidastaa reaktiota, kun taas liian korkea lampdtila voi
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tuhota entsyymin rakenteen. (Penttila 2004, 83.) Kullekin entsyymille on olemassa myds oma optimi
pH, joka on yleensa 7-7,5. Kliinisen kemian tutkimuksissa kaytetdan puskuriliuosta, joka koostuu
haposta tai emaksesta ja niiden suoloista. Sen pH pysyy vakaana liuoksen vakevoityessd tai
laimentuessa. (Brewer 2010, 135.) Koentsyymit ovat valttdmattémia entsymaattisen reaktion
tapahtumiselle. Koentsyymeja ovat mm. NAD ja NADP, jotka toimivat vedynsiirtoreaktiossa.
Prosteettiset ryhmat ovat entsyymia aktivoivia yhdisteitd. Aktivaattorit ovat reaktionopeutta
kiihdyttavia ja inhibiittorit hidastavia pienimolekyylisia yhdisteita. (Rkerman ja Jokela 2010.)



4

4.1

13 (60)

HARJOITUSTUNNEILLA TUTKITTAVAT ANALYYTIT

Plasman ja seerumin proteiinitutkimukset

Proteiinimaarityksia tehdaan niin plasmasta kuin seerumistakin. Plasmasta noin 7 % on proteiineja.
Suurin osa plasman proteiineista syntetisoituu eli muodostuu maksassa. Merkittdvimmat maksan
syntetisoimat proteiinit ovat albumiini ja immunoglobuliinit, mutta myds C-reaktiivinen proteiini
muodostuu maksassa. (Sand, Sjaastad, Haug ja Bjdlie 2011, 316.) Plasman proteiineilla on lukuisia
tehtavia, kuten toimia hormonien ja lipidien kuljettajana, osallistua veren hyytymiseen, toimia vasta-
aineina, osallistua elimistdon yleiseen immuunivasteeseen seka ylldpitad elimistén onkoottista eli
plasman ja kudosnesteen valista painetta. Plasman proteiinit toimivat myds spesifisind entsyymeina.
(Irjala 2010, 135.)

4.1.1 Plasman albumiini (P-Alb)

Albumiini on merkittavin maksan syntetisoima plasmaproteiini. Albumiinin maarityksen indikaationa
ovat elimistdn nestetilan seuranta, ravitsemustilan sekd maksan toiminnan arviointi (Yhtyneet Medix
Laboratoriot 2013). Albumiini toimii monien plasmaan liuenneiden aineiden kuljettajamolekyylina.
Albumiini kuljettaa muun muassa kalsiumia, bilirubiinia ja rasvahappoja. Kohonnut albumiinin maara
plasmassa eli hyperalbuminemia on yleensa seurausta elimistdn nestehukasta. Albumiinin alentunut
maara plasmassa eli hypoalbuminemia voi johtua vahaproteiinisesta ruokavaliosta tai proteiinin
menetyksesta elimistostd esimerkiksi laajojen palovammojen tai suolistosairauden takia. (Irjala
1998.) Myds maksavauriot ja krooniset tulehdukset alentavat elimiston albumiinipitoisuutta. Plasman
albumiinin viitearvot ovat idstd riippuvaisia. Alle 40-vuotiailla It&-Suomen Laboratoriokeskuksen
Liikelaitoskuntayhtyman (ISLAB 2014) maarittadmat viitearvot ovat 36—48 g/I, 40—69-vuotiailla 36—45
g/l ja yli 70-vuotiailla 34—45 g/I.

Albumiinin maaritysmenetelma on immunoturbidimetrinen (ISLAB 2014). Plasman albumiinin
reaktiossa albumiini sitoutuu bromikresolivihrean (BCG) kanssa muodostaen varikompleksin (Kuvio
1). Naytteeseen syntyva varikompleksi mitataan aallonpituudella 600nm. Varin voimakkuus on
suoraan verrannollinen albumiinin maardan naytteessa. (Naser ja Naser 1998, 45; Thermo Fisher
2008.) Lipemia hairitsee naytteen maaritysta (ISLAB 2014).

Albumiini + BCG |:> vari-kompleksi

KUVIO 1. Albumiinin maarityksessa kaytettavassa reaktiossa syntyy vari-kompleksi (Naser ja Naser
1998, 45; Thermo Fisher 2008).



14 (60)

4.1.2 Seerumin kokonaisproteiini (S-Prot)

Seerumin  kokonaisproteiinin  indikaatioina ovat elimistdn nestetilanteen arviointi seka
valkuaisaineiden synteesin hdirididen diagnostiikka (Yhtyneet Medix Laboratoriot 2013).
Kokonaisproteiineja madritettdessa kaytetddn yleensa seerumia, josta puuttuvat hyytymiseen
liittyvat proteiinit, kuten fibrinogeeni (Irjala 1998). Kokonaisproteiinien pitoisuus on yhteydessa
elimiston vesipitoisuuteen. Seerumin korkea proteiinipitoisuus eli hyperproteinemia on seurausta
elimistdn kuivumisesta esimerkiksi rajun oksentelun tai ripuloinnin takia tai kovan urheilusuorituksen
aiheuttaman elimistdn nestevarastojen hupenemisesta. Seerumin matala proteiinipitoisuus eli
hypoproteinemia puolestaan esiintyy muun muassa aliravitsemuksen tai imeytymishairididen,

maksakirroosin tai munuaissairauden seurauksena. (Naser ja Naser 1998, 35.)

Naytteenotossa huomioitavia tekijéitd ovat muun muassa asento, joka vaikuttaa kokonaisproteiinien
maaraan. Seisomaan noustessa plasmavolyymi muuttuu, jolloin myds proteiinien maard nousee noin
10 % verrattuna makuuasentoon. Kokonaisproteiinien viitearvot vaihtelevat ian mukaan. ISLAB

(2014) on maaritellyt kokonaisproteiinien viitearvoksi aikuisilla 62—78 g/I.

Kokonaisproteiinin maaritysmenetelma on fotometrinen (ISLAB 2014). Seerumin kokonaisproteiinin
madritysmenetelmd Savonia-ammattikorkeakoululla perustuu biuret-reaktioon. Reaktiossa kupari-
ionit ja naytteen peptidisidos muodostavat eméksisessa liuoksessa sinipunaisen kompleksin (kuvio
2). Muodostuneen varin voimakkuus mitataan aallonpituudella 540nm ja varin voimakuus on

suoraan verrannollinen proteiinin pitoisuuteen ndytteessa. (Naser ja Naser 1998.)

. Kupari-proteiini —
Cu2+ + Seerumin proteiini Alkalinen pH panp

|:> kompleksi

KUVIO 2. Vérikompleksin muodostuminen biuret-reaktiossa (Naser ja Naser 1998.)

4.1.3 Plasman C-reaktiivinen proteiini (P-CRP)

CRP on lyhenne C-reaktiivisesta proteiinista. CRP on akuutin faasin proteiini, jota maksasolut
tuottavat. Akuutin faasin reaktio on proteiinimuutos, joka liittyy mm. infektioihin, kudoskuolioihin ja
autoimmuunisairauksiin. P-CRP:n indikaationa onkin tulehduksellisten tilojen ja kudostuhoa
aiheuttavien sairauksien seuranta ja tutkiminen. Naissa akuutin faasin reaktioissa plasman
proteiineista CRP nousee nopeasti 6-12 tunnin kuluessa. CRP:n mittausta voidaan kayttda bakteeri-
ja virusinfektioiden erottamisessa, silla bakteeritulehduksissa CRP nousee huomattavan korkealle,
mutta virustulehduksissa vain vahan. (Irjala 2010.) ISLAB:n madrittelema viiteraja P-CRP:lle on alle
3mg/l (ISLAB 2014). Joissakin ohjekirjoissa viiterajaksi on kuitenkin maaritelty alle 10mg/I, riippuen
menetelman herkkyydesta (FIMLAB 2008; Yhtyneet Medix laboratoriot 2013).

C-reaktiivisen proteiinin analyysimenetelmdna kadytetddn immunoturbidimetriaa, joka perustuu

antigeenin ja vasta-aineen muodostaman kompleksin aiheuttamaan valonsirontaan (ISLAB 2014).
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Menetelmdssa spesifista antiseerumia lisatdan puskuroituun naytteeseen. Mitattava analyytti eli C-
reaktiivinen proteiini muodostaa spesifisten vasta-aineiden kanssa immuunikomplekseja, mista
syntyy samentuma. Samentuman absorbanssi mitataan aallonpituudella 340nm, kun reaktio on
kulunut loppuun. Absorbanssi on suoraan verrannollinen C-reaktiivisen proteiinin pitoisuuteen
ndytteessd. (Thermo Fisher 2010.) Lipemia lisaa ndytteen sameutta, joten se hairitsee madritysta

nostamalla tulosta (Halonen 2004, 71).

Savonia-ammattikorkeakoulussa kaytetdan ndytenollaa ndytteessa olevan sameuden aiheuttaman
virheen poistamiseksi. Naytenolla valmistetaan samalla tavalla kuin analysoitava ndyte, mutta ilman
antiseerumia, jolloin ei tapahdu sameutta aiheuttavaa reaktiota. Naytenolla mitataan samalla
menetelmalld ja tuloksena saadaan nadyteplasman sameudesta johtuva konsentraatio, joka

vahennetaan varsinaisesta tuloksesta. Automaattianalysaattoreilla tdma tapahtuu automaattisesti.

4.2 Entsymaattiset tutkimukset
4.2.1 Plasman kreatiinikinaasi (P-CK)

Kreatiinikinaasi on entsyymi, jota esiintyy paadasiassa luustolihaksissa, mutta myds aivoissa ja
sydanlihaksessa. Kreatiinikinaasin maarityksen indikaationa on lihasten sairauksien diagnostiikka.
Kreatiinikinaasiarvot nousevat myds sydaninfarktin  seurauksena. Lihaksen vaurioituessa
kreatiinikinaasia vapautuu lihaksista plasmaan, jolloin sen pitoisuus nousee. Koska rasitus vaurioittaa
lihaksia, my6s voimakas fyysinen harjoittelu nostaa kreatiinikinaasin maarda plasmassa.
Kreatiinikinaasin maara plasmassa on riippuvainen lihasmassasta. Koska miehilld lihasmassa on
yleenséd suurempi kuin naisilla, ovat miesten viitearvotkin korkeampia. (Eskelinen 2013b.) ISLAB:n
maarittdmat viitearvot kreatiinikinaasille ovat naisille 35-210 U/I ja miehille iasta riippuen 40—400 U/I
(ISLAB 2014).

P-CK:n maaritysmenetelm@ on fotometrinen entsyymiaktiivisuusmaaritys. Se  perustuu
kreatiinikinaasin katalysoimaan kreatiinifosfaatin (CP) ja adenosiinidifosfaatin (ADP) reaktioon
reaktioliuoksen pH:n ollessa 6,8 (kuvio 3). Reaktiossa muodostuu vapaata kreatiinia ja
adenosiinitrifosfaattia  (ATP). Muodostunutta ATP:ta kaytetdan glukoosin fosforylaatiossa
heksokinaasin (HK) ollessa katalyyttind. Reaktiossa muodostuu ADP:ta ja glukoosi-6-fosfaattia (G-6-
P). Glukoosi-6-fosfaatti hapettuu 6-fosfoglukonaatiksi glukoosi-6-fosfaatti dehydrogenaasin (G-6-PD)
ollessa katalyyttind. Samanaikaisesti ndytteeseen lisatty nikotiiniamidiadeniinidinukleotidi (NAD+)
muuttuu NADH:ksi. (Naser ja Naser 1998, 189-190.) Tutkimus on nouseva kineettinen mittaus, eli
siind mitataan NADH:n muodostusta mittaamalla absorbanssin muutosta minuutin aikana.
Reaktiokuvaajan tulee olla lineaarisesti nouseva suora. (Thermo Fisher 2009.) NADH:n
muodostumisnopeus on suoraan verrannollinen kreatiinikinaasin aktiviisuuteen ndytteessa (Naser ja
Naser 1998, 190).
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CP + ADP Kreatiini + ATP

I

pH 6.8

ATP + Glukoosi |:> ADP + Glukoosi-6-fosfaatti

G-6-P + NAD+ G-6-PD 6-fosfoglukonaatti + NADH

ﬂ

KUVIO 3. P-CK:n madrityksessa tapahtuva reaktio, jossa muodostuu NADH:ia (Naser ja Naser 1998,
189-190.)

4.2.2 Plasman alaniiniaminotransferaasi (P-Alat)

ALAT eli alaniiniaminotransferaasi on maksasolujen sisdlld toimiva aminohappojen
aineenvaihduntaan liittyva entsyymi. Kohonnut ALAT-arvo viittaa maksavaurioon. ALAT-arvoa
nostavat myds virusten ja ladkeaineiden aiheuttamat hepatiitit. ALAT-arvon avulla voidaan osoittaa
myds soluvaurion aste. (Yhtyneet Medix Laboratoriot 2013.) ISLAB:n maarittamat viitearvot P-
ALAT:lle ovat naisilla 10-45 U/l ja miehilla 10-70 U/I.

Plasman alaniiniaminotransferaasin maaritysmenetelma on fotometrinen
entsyymiaktiivisuusmaaritys. Madrityksissa alaniiniaminotransferaasi katalysoi aminoryhman siirtoa
alaniinilta oksoglutaraatille. Reaktion tuloksena syntyy L-Glutamaattia ja puryvaattia. Puryvaatti
muuttuu laktaatiksi laktaattidehydrogenaasin (LDH) katalysoimana. Samanaikaisesti ndytteeseen
lisdtty NADH hapettuu NAD:ksi (kuvio 4). (Thermo Fisher 2008.) Mittauksessa NADH:n maara
vahenee laskevassa kineettisessa reaktiossa, jossa seurataan NADH:n absorbanssin alentumista
tietyn aikavalin sisdlla (Penttild 2004, 82). Lipemia hairitsee ndytteen maaritysta (ISLAB 2014).

ALT
L-alaniini + 2-oksoglutaraatti : : L-Glutamaatti + puryvaatti
) N LDH i .
Puryvaatti + NADH + H <:> D-Laktaatti + NAD

KUVIO 4. P-ALAT:n madrityksessa tapahtuva reaktio (Thermo Fisher 2008.)
4.2.3 Plasman amylaasi (P-Amyl)

Amylaasi on haimasolujen tuottama ravinnon tarkkelystd pilkkova ruuansulatusentsyymi. Yleensa
amylaasiarvot ovat kohonneet haimatulehduksen seurauksena, jolloin solujen vaurioituessa
amylaasia valuu vereen. Amylaasiarvot voivat kohota myds esimerkiksi sylkirauhasen sairauksissa.

(Eskelinen 2013a.) Haimatulehdusta esiintyy kahta eri tyyppid: akuuttia ja kroonista. Akuutin



17 (60)

haimatulehduksen tarkeimmat syytekijat ovat alkoholin suurkulutus seka sappikivet. My6s infektio
seka kohonnut triglyseridipitoisuus ettd kohonnut kalsiumpitoisuus voivat aiheuttaa akuuttia
haimatulehdusta. Akuutti haimatulehdus voi nostaa plasman amylaasiaktiivisuuden viisinkertaiseksi
normaaliin verrattuna. Kroonisen haimatulehduksen yleisin syy on alkoholin suurkulutus. Krooninen
haimatulehdus johtaa lopulta haiman vajaatoimintaan. (Harkénen 2010, 204.) ISLAB:n (2014)

maadrittelemat viitearvot P-Amyl — arvoille ovat aikuisilla 25-120 U/I.

Plasman amylaasin maaritysmenetelma on fotometrinen entsyymiaktiivisuusmadaritys. Reaktiossa
kdytetddn reagenssia, joka kayttda etylideeni-pNP-G7:aa (E-pNP-G7) substraattina. Etylideenin
kayttd estda ekso-entsyymejé rikkomasta substraattia, joten a-amylaasin puuttuessa, varin
muutosta ei synny. Jos ndytteessa on a-amylaasia, se pilkkoo substraattia pienempiin
fragmentteihin. Fragmentit hyrdolysoidaan a-glukosidaasilla, josta syntyy glukoosia (G) ja p-
nitrofenolia (pNP). Samalla kromoforit vapautuvat, mikd aiheuttaa mitattavan varin muodostumisen
(kuvio 5). Tutkimuksessa mitataan nitrofenolin absorbanssia aallonpituudella 405 nm ja
amylaasimdara on suoraan verrannollinen nitrofenolin muodostomisnopeuteen. (Thermo Fisher
2007.)

. E-G3 + pNP-G4 + 2 E-G4
5 E-pNP-G7 + 5 H,0 a-amylaasi

|::> + 2 pNP-G3 + 2 pNP-G2

pNP-G4 + 2 pNP-G3

a-glukosidaasi 5pNP +14G
+ 2 pNP-G2 + 14 H,0

KUVIO 5. P-AMYL:n maarityksessa muodostuu nitrofenolia (Thermo Fisher 2007.)

4.2.4 Plasman gammaglutamyylitransferaasi (P-GT)

GT eli gammaglutamyylitransferaasi on maksan, haiman, munuaisten, sappiteiden seka verisuonten
endoteelisolujen solukalvoissa esiintyva entsyymi (HUSLAB 2014). Gammaglutamyylitransferaasin
maaritysta kdytetddn padasiassa maksavaurioiden diagnostiikassa. Kohonneita arvoja esiintyy ldhes
kaikissa maksan, haiman ja sappiteiden vaurioissa, esimerkiksi maksan kasvaimien yhteydessa.
(ISLAB 2014.) Gammaglutamyylitransferaasi reagoi alkoholin kayttéon, minka vuoksi alkoholin
runsas kulutus ja jotkin laakkeet nostavat P-GT -arvoja. P-GT -arvo onkin siis hyva alkoholin
suurkulutuksen mittari. (Eskelinen 2014a.) ISLAB:n maarittelemat viitearvot P-GT:lle ovat alle 40-
vuotiailla miehilla 10-80 U/l ja naisilla 10—45 U/I seka yli 40-vuotiailla miehilla 15-115 U/l ja naisilla
10-75 U/l (ISLAB 2014).

Plasman gammaglutamyylitransferaasin maaritysmenetelma on fotometrinen
entsyymiaktiivisuusmaaritys. Plasman gamma-GT katalysoi glutamiinihapon siirtoa elektronin
vastaanottajille, kuten glysyyliglysiinille. Reaktiossa vapautuu 5-amino-2-nitrobentsoaattia, kun

substraatti (L-gamma-glutamyyli-3-karboksi-4-nitroaniliidi) hajoaa. Gamma-GT:n katalysoimana
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hajonneesta substraatista muodostuu varillista yhdistettd (kuvio 6). Yhdiste mitataan fotometrisesti
aallonpituudella 405nm ja sen muodostumisnopeus on suoraan verrannollinen gamma-GT:n

aktiivisuuteen ndytteessa. (Thermo Fisher 2005.)

L- gamma-glutamyyli-3-karboksi- L-gamma-glutamyyli-

4-nitroaniliidi y-GT glysyyliglysiini

+ glysyyliglysiini |:> + 5-amino-2-nitrobentsoaatti

KUVIO 6. Reaktiossa substraatista muodostuu gamma-GT:n katalysoimana varillista yhdistetta
(Thermo Fisher 2005).

Plasman uraatti (P-Uraatti)

Uraatti eli virtsahappo on puriiniaineenvaihdunnan lopputuote, jota muodostuu elimistdssa ja jota
saadaan ravinnon mukana. Uraatti erittyy munuaisten kautta virtsaan, jonka mukana poistuu
elimistdsta. P-Uraatin tarkein indikaatio on kihti, jossa uraatti kiteytyy niveliin ja joskus myds muihin
kudoksiin. Plasman uraattimaaritystd kadytetaan myds pre-eklampsian eli raskausmyrkytyksen
diagnostiikassa, jossa taudin vaikeusaste on suoraan verrannollinen plasman uraattipitoisuuden
kanssa. Plasman uraatin suurentuneita arvoja esiintyy myds munuaisten vajaatoiminnassa seka
tiloissa, joissa puriiniaineenvaihdunta on hairiintynyt, esimerkiksi leukemiassa ja nopeasti
kehittyvissd pahanlaatuisissa taudeissa. P-Uraatin alentunut arvo voi johtua sen vahentyneesta
muodostuksesta tai lisdantyneesta erityksestd virtsaan. (HUSLAB 2014b.) ISLAB:n (2014)
maarittelemat viitearvot P-Uraatille ovat alle 50-vuotiailla naisilla 155-350 pmol/l, yli 50-vuotiailla
naisilla 155-400 umol/I ja miehilld 230—480 pmol/I.

P-Uraatin madritysmenetelmd on fotometrilla tehtdva entsymaattinen substraattimaaritys (ISLAB
2014). Reaktiossa uraatti hapetetaan urikaasilla allantoiiniksi. Tuotettu vetyperoksidi reagoi 4-
aminoantipyriinin  (4-AAP) ja N-etyyli-N-(hydroksi-3-sulfopropyyli)-m-toluidin  (TOOS) kanssa
muodostaen sinivioletin varin (kuvio 7). Muodostuneen varin absorbanssi mitataan aallonpituudella
540 nm. (Thermo Fisher 2008.) Tulos on suoraan verrannollinen ndytteen uraattipitoisuuteen (Naser
ja Naser 1998, 94).

urikaasi

Uraatti + 2 H,O + O, : Allantoin + CO, + H,0,

POD

TOOS + 4-AAP + 2 H,0, |:> Indamine + 3 H,0

KUVIO 7. P-Uraatin madrityksessa mitataan muodostuneen sinivioletin varin absorbanssia (Thermo
Fisher 2008).
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Plasman lipidimaaritykset

Kolesterolia kaytetaan elimistossa solukalvojen rakenneosana seka lahtdaineena muiden steroidien
synteesissa. Suurin osa kolesterolista syntyy elimistdssa ja osa saadaan ravinnosta. (HUSLAB 2010.)
Kolesteroli voi kertya valtimojen sisdkalvojen alle ja ajan mittaan ahtauttaa suonta, yleisimmin
sydamen sepelvaltimoita. Sen seurauksena ihminen voi sairastua sepelvaltimotautiin tai saada
sydaninfarktin. Suurentuneet kolesteroliarvot lisdavat myods ateroskleroosin eli

valtimonkovettumataudin riskia. (Eskelinen 2014b.)

Kolesteroliarvot voivat kohota runsaan kovan rasvan eli tyydyttyneiden rasvahappojen kaytén
seurauksena seka liian suuren energiasaannin ja vahaisen liikunnan takia (Tikkanen, Gyllig, Juonala
ja Kovanen, 2013). My0s perintétekijoilla ja joillakin sairauksilla on vaikutuksensa kohonneeseen
kolesterolipitoisuuteen (Eskelinen 2014b). Kolesterolitutkimusten indikaationa on hyperlipidemioiden
diagnostiikka ja hoidon seuranta, koronaaritaudin riskin arviointi seka kolesteroliladgkehoidon tehon
seuranta (HUSLAB 2010).

Kokonaiskolesterolitutkimuksella (fP-Kol) mitataan kaikki plasmasta [6ytyva kolesteroli
(Eskelinen 2014b). Tutkimus tehdaan mielellddn paaston jalkeen. Kolesterolin kohdalla ei kayteta

tavanomaisia viitearvoja, vaan tavoitearvoja, joka on kaikilla alle 5Smmol/I. (ISLAB 2014.)

Kokonaiskolesterolin maaritysmenetelma on fotometrilla tehtdava entsymaattinen substraattimaaritys.
Madritettdessa kokonaiskolesterolia kolesteroliesterit hydrolysoidaan kolesteroliesteraasilla (CE)
esterditymattémaksi (vapaaksi) kolesteroliksi ja vapaiksi rasvahapoiksi. Esterditymatdn kolesteroli
hapettuu kolesterolioksidaasin (CO) katalysoimana cholest-4-en-3-oneksi ja vetyperoksidiksi (H,0,).
Vetyperoksidi muodostaa hydroksibentsoehapon (HBA) ja 4-aminoantipyriinin (4AAP) kanssa
kromoforia ja vettd peroksidaasin (POD) ollessa katalyyttina (kuvio 8). Reaktiossa muodostuneen
kinoni-imiini-varikompleksin (kromofori) absorbanssi mitataan fotometrilld 510nm aallonpituudella.
Muodostuneen varin absorbanssi on suoraan verrannollinen naytteen kolesterolipitoisuuteen.
(Thermo Fisher 2007.)

Kolesteroliesteri CE Kolesteroli + rasvahapot

Cholest-4-en-3-one

Kolesteroli + O, CO
————> + H0;
2 H,0, + HBA + 4AAP POD Kinoni-imiini + 4 H,0

KUVIO 8. fP-Kol-maarityksessa tapahtuvassa reaktiossa muodostuu kromoforia, joka aiheuttaa

liuokseen kinoni-imiini varin (Thermo Fisher 2007).
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LDL (low density lipoprotein) kuljettaa kolesterolia kudoksiin seka valtimoiden seinamiin. LDL-
kolesteroli kuvastaa kokonaiskolesterolia paremmin valtimokovettumataudin vaaraa. Ravinnosta
saatavat tyydyttyneet rasvat lisadvat LDL-kolesterolia ja tyydyttymattémat vahentdvat sita.
(Eskelinen 2012c.) Tavoitearvona suuren riskin ryhmilld on alle 2,5 mmol/I ja muilla alle 3.0 mmol/I
(ISLAB 2014). Savonia-ammattikorkeakoululla LDL-kolesterolia ei madritetd manuaalisesti erikseen,
vaan se lasketaan Friedewaldin kaavalla. Tuloksen laskemiseen tarvitaan kokonaiskolesterolin, HDL-
kolesterolin seka triglyseridien pitoisuudet. Friedewaldin kaava: LDL-kolesteroli = kokonaiskolesteroli

— HDL-kolesteroli — 0,45 x triglyseridipitoisuus. (Kovanen ja Syvanne 2013.)

HDL (high density lipoprotein) kuljettaa kolesterolia pois kudoksista, joten puhutaan hyvasta
kolesterolista. Tutkimusten mukaan suuri HDL-kolesterolipitoisuus voi ehkaista valtimosairauksia.
Ravinto ei vaikuta HDL-kolesteroliin niin paljoa kuin LDL-kolesteroliin, mutta sen sijaan liikunta lisaa
sitd. Vyotardlihavuudessa HDL-kolesterolin maara vahenee, kun vatsaontelon sisélle kertyy rasvaa ja
se hdiritsee aineenvaihduntaa. (Eskelinen 2012a.) Matala HDL-kolesterolin pitoisuus lisaa
ateroskleroosin ja sydaninfarktin riskid. Naisilla HDL-kolesterolipitoisuus on usein suurempi kuin

miehilld, mutta kaikkien tavoitearvona on kuitenkin yli 1.0mmol/I. (ISLAB 2014.)

HDL-kolesterolin mittausmenetelma on fotometrillda tehtdava entsymaattinen substraattimaaritys.
Dekstraanisulfaatti ja magnesiumionit muodostavat vesiliukoisia komplekseja VLDL:n, LDL:n ja
kylomikronien kanssa, jolloin HDL-kolesteroli jaa vapaaksi. Néamé& kompleksit ovat polyetyleeniglykoli
(PEG)-modifioiduille entsyymeille resistentteja. Kolesteroliesterit hydrolysoidaan HDL-kolesteroliksi ja
rasvahapoiksi (RCOOH) PEG kolesterolilla. PEG kolesterolioksidaasin hapettaessa HDL-kolesterolin
muodostuu vetyperoksidia, joka yhdistyy varin kanssa peroksidaasin katalysoidessa reaktiota (kuvio
9). Reaktiossa muodostuvan violettisinisen varin absorbanssi mitataan aallonpituudella 600nm ja se

on suoraan verrannollinen HDL-kolesterolin pitoisuuteen naytteessa. (Thermo Fisher 2007.)

PEG kolesteroli
HDL-kolesteroli esterit + H,O |:> HDL-kolesteroli + RCOOH
Esteraasi

PEG kolesteroli
HDL-kolesteroli + O, A*-cholestenone + H,0,
Oksidaasi

2 H,0, + 4-aminoantipyriini Peroksidaasi

+ HSDA + H* + H,0

Violettisininen
Pigmentti + 5 H,O

KUVIO 9. HDL-kolesterolin maarityksessa tapahtuvassa reaktiossa muodostuu violettisinista varia
(Thermo Fisher 2007).
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Triglyseridit (fP-Trigly) koostuvat kolmesta rasvahaposta ja yhdesta glyserolimolekyylista.
Ravintona kaytettavat eldin- ja kasvirasvat koostuvat pddasiassa triglyserideista. Suuret triglyseridi-
pitoisuudet lisdavat suuresti sydan- ja verisuonisairauksien riskid. Kohonneita triglyseridiarvoja
esiintyy metabolisessa oireyhtymassd, erityisesti vydtardlihavuudessa, runsaan alkoholin kaytén
seurauksena ja epatasapainoisen diabeteksen yhteydessa. 10 tunnin paasto ennen tutkimusta on
valttamaton, silla triglyseridi-pitoisuudet vaihtelevat paljon ravinnon rasvaisuuden seurauksesta.
(Eskelinen 2012d.) Tavoitearvona on kaikilla alle 2.0 mmol/I (ISLAB 2014).

Triglyseridien maaritysmenetelma on fotometrilla tehtavéd entsymaattinen substraattimaaritys.
Reaktiossa triglyseridit hydrolysoidaan lipaasilla (LPL) glyseroliksi ja rasvahapoiksi. Glyseroli
fosforyloidaan  glyseroli-3-fosfaatiksi,  joka hapetetaan  dihydroksiasetonifosfaatiksi  ja
vetyperoksidiksi. Vetyperoksidi reagoi 4-aminoantipyriinin ja 4-klorofenolin kanssa muodostaen
kinoni-imiini-varin (kuvio 10). Muodostuneen vdrin absorbanssi mitataan aallonpituudella 510 nm.
(Thermo Fisher 2008.) Tulos on suoraan verrannollinen naytteen triglyseridipitoisuuteen (Naser ja
Naser 1998, 237).

LPL

Triglyseridit glyseroli + rasvahapot

ﬂ

Glyserolikinaasi

Glyseroli + ATP Glyseroli-3-fosfaatti + ADP

ﬂ

GPO Dihydroksiasetonifosfaatti
+ HzOz

Glyseroli-3-fosfaatti + O,

ﬂ

2 H,0, + 4-aminoantipyriini Peroksidaasi
Kinoni-imiini + HCl + 4 H,O

ﬂ

+ 4-klorofenoli

KUVIO 10. Triglyseridin maarityksessa reaktioissa muodostuu kinoni-imiini-varia (Thermo Fisher
2008.)

Plasman glukoosi (fP-Gluk)

Glukoosia eli verensokeria kaytetdan kudosten energian lahteend. Glukoosia saadaan hiilihydraatteja
sisdltavasta ravinnosta, ja ylimadra varastoituu maksaan ja lihaksiin glykogeenina. Kun maksan
glykogeenivarastot ovat taynnd, muuttuu glukoosi rasvaksi. Glukoosi siirtyy kudoksiin insuliinin
avulla. (Luova 2014.) Insuliini alentaa plasman glukoosipitoisuutta, mutta glukagoni, adrenaliini,
glukokortikoidit, kasvuhormoni seka tyroksiini nostavat sita. Yleensa plasman glukoosipitoisuus
mitataan 10-12 tunnin paaston jdlkeen, silla ravinto nostaa plasman glukoosipitoisuutta. (HUSLAB

2012.) Paastonaytteen analysoimista kadytetdadn diabeteksen diagnostiikassa. Naytepyynndssa f-
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etulite tarkoittaa paastondytetta. Naytteitd otetaan myds ilman paastoa, esimerkiksi

insuliinihoidossa olevilta diabeetikoilta sairauden seurannan takia. (Eskelinen 2012b.)

Tutkimuksen indikaationa on sokeritasapainon arviointi (ISLAB 2014). Plasman glukoosin liian
korkeat arvot eli hyperglykemia viittaa yleensa diabetes mellitukseen, mutta niita voi esiintya myds
muun muassa stressitilanteissa, neuroblastoomassa, feokromosytoomassa, akromegaliassa,
Cushingin taudissa, primaarisessa aldosteronismissa, glukagoomassa, kortikosteroidihoitojen
yhteydessa, hypertyreoosissa, akuutissa pankreatiisissa ja sepsiksessa. Plasman matala
glukoosipitoisuus eli hypoglykemia voi johtua insuliinin tai muun l33dkityksen yliannostuksesta,
lissmunuaisen kuorikerroksen tai aivolisakkeen etulohkon vajaatoiminnasta, maksavauriosta tai
hiilihydraattiaineenvaihdunnan hairidista. (HUSLAB 2012.) Paastondytteen viitearvot ovat kaikilla 4-6
mmol/l (ISLAB 2014).

Glukoosin madrityksessa kaytetadn fotometrilld tehtdavaa entsymaattista heksokinaasimenetelmaa
(HUSLAB 2012). Heksokinaasimenetelmassa glukoosi muuttuu glukoosi-6-fosfaatiksi (G-6-P)
heksokinaasi-entsyymin (HK) avulla. Glukoosi-6-fostaatista muodostuu edelleen 6-fosfoglukonaattia
(6-PG) glukoosi-6-fosfaattidehydrogenaasin (G-6-P-DH) avulla. Reaktiossa NAD:in liittyy vetyd,
jolloin muodostuu NADH-niminen yhdiste (kuvio 11). NADH imee itseensé valoa, jota voidaan mitata
fotometrilla. Ndytteeseen suunnataan valoa aallonpituudella 340 nm. Sitda suurempi osa sateista
absorboituu naytteeseen, mitd enemman ndytteessa on NADH:ta. NADH:n pitoisuus ndytteessé on
suoraan verrannollinen nadytteessa olevan glukoosin maaraan, joten sen avulla voidaan maarittaa

glukoosin pitoisuus naytteessa. (Thermo Fisher 2011.)

Glukoosi + ATP HK G-6-P + ADP

G-6-P + NAD* G-6-P-DH 6-PG + NADH + H*

KUVIO 11. Glukoosipitoisuuden madrityksessa kdytetadn heksokinaasimenetelmad, jossa muodostuu
NADH-yhdistetta (Thermo Fisher 2011).
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HYVA TYOOHJE

Tybohjeella tarkoitetaan ohjetta tai selvitysta siitd, miten jokin tyo tai tutkimus tehdaan. Ohjeissa
tulee olla vakiintunut rakenne: mitd tarvitaan, mitda tehdddn ja missd jarjestyksessa. Ohjeiden
tehtdva on motivoida ja orientoida opiskelija. Motivaatiota voidaan herdttda kertomalla mihin ohje
on tarkoitettu ja mitd opiskelija hydtyy ohjeen noudattamisesta. Orientoinnin avulla yritetdan
opiskelija saada perehtymdan kokonaisuuteen: kerrotaan olennaiset asiat ja maaritellddn kasitteet,
luodaan selkedt osiot eri aiheille otsikoinnilla seka pyritdan havainnollistamaan teoriaa esimerkiksi
kuvilla ja yksinkertaisilla ilmaisutavoilla. Tybhjeiden avulla pyritdédn myds selventéamadn kaytettavan
menetelman periaate. (Repo ja Nuutinen 2003, 138.) Tassé opinndytetydssa paivitetdan kliinisen
kemian harjoitustuntien tyoohjeet. Tyoohjeiden avulla opiskelijat pystyvat ohjattuna tai itsendisesti

tekemadan kliinisen kemian analyyseja.

SFS-standardien mukaan laitteella on aina oltava voimassa oleva kdyttdohje, jotta tutkimuksen
luotettavuus sdilyy (Laaketieteelliset laboratoriot 2013, 48). Koska tydohje on ohjeistus lukijan
toiminnalle, on tdrkeaa, etta ohje on selkea ja helppolukuinen. Ty&ohjeiden runko muodostetaan
loogisesti etenevalla otsikoinnilla, joista kadyvat ilmi tyon eri vaiheet. Laboratoriotutkimusten
esimerkkitydohjeita on julkaistu Labqualityn julkaisemassa Moodi-lehdessa (6/2009). Tydohje on
rakennettu taulukkomaiseen muotoon ja siitd ilmenee selkedsti tutkimuksen tiedot.
Harjoitustunneilla keskitytdan tyon suoritukseen ja tulosten arviointiin, ja ty6ohjeen tulee sisaltaa
harjoitustuntien kannalta merkittdvat asiat. Tydohjeessa tulee olla tutkimuksen nimi, laitteisto,
tutkimusmenetelma, virheldhteet ja rajoitukset, ndytemateriaali ja naytteenotto, reagenssit,
kontrollindytteet ja laadun varmistus, vakiointi ja kalibrointi, suoritus, tulos, mittausalue ja viitevalit.
(Linko ym. 2009, 327-328.) Tassa opinndytetydssa paivitettyt tydohjeet ovat rakenteeltaan

samanlaiset, ja niiden rakenne tulee noudattamaan Labquality Oy:n suositusta.

Tassd opinndytetyossa tybohje on my0s oppimateriaalia, koska silla tuetaan oppimista
harjoitustunneilla. Oppimateriaali on oppiainesta, jonka tarkoituksena on saada aikaan opiskelijassa
oppimiskokemus ja nadin ollen syntymaan jokseenkin pysyvaa ja tarkoituksenmukaista tietoa ja
taitoa. Oppimateriaali on siis tiedonvalittdja. Olennaista on, ettd oppimateriaali pohjautuu vallitseviin
opetussuunnitelmiin, jotta saadaan valitettyd todenmukaista tietoa. Ei ole olemassa yhtd oikeaa
oppimateriaalin tyylia, silld jokainen ihminen on erilainen ja jokainen myods oppii eri tavalla.
(Heinonen 2005, 29-30.)
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6 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

Savonia-ammattikorkeakoulussa, bioanalytiikan koulutusohjelmassa on olemassa tydohjeet kliinisen
kemian harjoitustunneille, mutta ne kaipaavat paivitystd. Taman opinndytetydn tarkoitus on tehda
paivitetyt tybohjeet olemassa olevien ohjeiden pohjalta kliinisen kemian harjoitustunneille.
Tavoitteenamme on selkeyttda kliinisen kemian harjoitustuntien vanhoja tydohjeita ja nain tukea
opiskelijoiden oppimista seka ohjattua ja itsendistd tydskentelyd harjoitustunneilla. Myés oman
osaamisen syventaminen on tavoitteena. Tuotoksena syntyvat tybohjeet liitetddn Savonia-
ammattikorkeakoulun omaan virtuaaliseen Moodle-oppimisalustaan, josta opiskelijat voivat itse
tulostaa tydohjeet seka kootaan tydohjekansioon kliinisen kemian luokkaan.
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TYON TOTEUTUKSEN KUVAUS

Toiminnallinen opinnaytetyd

Tama opinndytetyd on toiminnallinen opinndytetyd. Toiminnallinen opinndytetyd on vaihtoehto
ammattikorkeakoulujen tutkimukselliselle opinndytetydlle. Tassa tytssa se on kehittamistyd, jonka
tuotoksena ovat tydohjeet Kkliinisen kemian harjoitustunneille. Toiminnallisen opinnadytety6n
tavoitteena voi olla ammatillisen toiminnan kehittdminen, ohjeistaminen, jarjestaminen tai
jarkeistaminen. Tassa opinndytetydssé ammatillisen toiminnan kehittdminen ja ohjeistaminen
ilmenee siten, ettd pyrimme lisaamaan opiskelijoiden oppimista seka omaa ammatillista kasvua
tydohjeiden avulla. Pyrimme my0s jarkeistémaan kliinisen kemian tutkimusten tekemista paivitetyilla

tyoohjeilla.

Toiminnallinen opinndytety® on kaksiosainen kokonaisuus, joka sisdltéa toiminnallisen osion eli itse
tuotoksen ja kirjallisen raportin eli opinndytetyOprosessin dokumentoinnin ja arvioinnin.
Raporttiosuus sisdltaa teoriaosuuden lisaksi myds tyon tavoitteet ja perustelut tyon tarpeelle. Tuotos
voi olla esimerkiksi kayttéohje, perehdyttamisopas, jokin muu ohjeistus, toimintatapa, malli, kirja,
verkkosivu tai jonkun tapahtuman tai tilaisuuden suunnittelu tai toteutus. Tarkeaa onkin, etta
toiminnallisessa opinnaytetydssa yhdistyvat kdytdannon toteutus ja sen raportointi. Toiminnallinen
opinndytetyd pohjautuu luotettavaan ammattikirjallisuuteen seka alan tutkimuksiin. Ohjeita, oppaita
ja tietopaketteja tehdessa on huomioitava, etta niihin keratty tieto on tuoretta ja peraisin

alkuperaisista julkaisuista. (Vilkka ja Airaksinen 2004a, 9, 53.)

Toiminnallisessa opinndytetydssa tulee nakya tekijan tutkiva asiantuntijuus. Tutkiva asiantuntijuus
ilmenee muun muassa lahteiden asianmukaisena ja perusteltuna valintana ja kaytténd, kasitteiden
ja termien maarittelynd, tekstin johdonmukaisena jasentelyna ja tekstin sidonnaisuutena. (Vilkka ja
Airaksinen 2004b, 86.) Olemme pyrkineet kokoamaan opinndytetydomme tiedot luotettavasta
laboratorioalan kirjallisuudesta ja alan ammattilaisten Kkirjoittamista teoksista. Madrittelemme
tekstissa kaytdamamme termit ja kdsitteet lahteiden avulla. Raporttiosion olemme otsikoineet
johdonmukaisesti suurempiin padotsikoihin ja niiden alaotsikoihin aiheiden mukaan alkaen kliinisen

kemian yleisesta maarittelysta ja jatkuen menetelmien ja tutkimusten esittelyna.

Opinndytetyon tarkoituksena on osoittaa omaa osaamista sekd samalla kehittda sitd. Oman alan
ammatillisen kehittymisen lisdksi se kehittdad yleisia tydelamataitoja, kuten kriittisyyttd,
ongelmanratkaisu- ja tiedonhankintataitoja, ryhmassa tydskentelykykya, oman ja muiden osaamisen
arvioimista seka tietojen ja taitojen soveltamista. (Roivas ja Karjalainen 2013, 79.) Opinnaytetytn
tulisi olla mahdollisimman kaytanndnlaheinen, tyéeldmalahtdinen seka tutkivalla otteella suoritettu,
silld se pyritaan liittdmaan tydeldmaan ja sen tarpeisiin. Tdman vuoksi opinndytetydlld on yleensa
toimeksiantaja. (Vilkka ja Airaksinen 2004a, 10; Lumme, Leinonen, Leino, Falenius ja Sundqvist

2006.) Tama opinnaytetyd tehdaan Savonia-ammattikorkeakoululle.



7.2

7.3

26 (60)

Opinnaytety6n suunnittelu

Opinnaytetyoprosessi alkoi kevaalla 2013, jolloin valitsimme aiheen. Aiheen valinta on jo itsessaan
prosessi, silla siihen kuuluu harkintaa seka paattelya. Aiheen voi saada valmiina, jolloin aihe ja
selvitettavat ongelmat ovat rajattu osittain jo valmiiksi. Valmis aihe takaa yleensa asiantuntevan
ohjauksen. Aiheen voi myds valita itse, jolloin se alkaa ideoimisella. Aihe voidaan valita tutusta tai
vieraasta aihepiiristd. On hyva pohtia muun muassa kiinnostaako aihe oikeasti, onko se tarpeeksi
merkityksellinen tai opettava, sopiiko se koulutusohjelman sisdltoén tai onko se
toteuttamiskelpoinen. Aiheen valinnan jalkeen se tulee rajata, eli tarkentaa, mitd keraamalldan
aineistolla haluaa tietaa ja osoittaa. Aiheen rajaukseen vaikuttavat tyon toivottu pituus, kaytettavissa
oleva lahdemateriaali seka kohdeyleisd. (Hirsjarvi, Remes ja Sajavaara 2007, 66—83.) Valmiita
aiheita ei ollut kovin montaa tarjolla, joten keksimme sen itse. Padtimme, ettd tekisimme jonkin
tybohjeen tai opastuksen koululle. Olimme sité mieltd, etta kliinisen kemian harjoitustuntien
tybohjeet kaipaisivat paivitysta, koska olimme itse kokeneet ne vaikeiksi ja epaselkeiksi. Aiheen
rajasimme manuaalisesti tehtdviin fotometriamaarityksiin. Aihekuvauksemme, jossa aihe ja

aikataulutus esitetaan, hyvaksyttiin kevaalla 2013.

Aihekuvauksen jalkeen aloitimme tydsuunnitelman tekemisen, joka hyvaksyttiin kevaélla 2014.
Tybsuunnitelman tarkoituksena on varmistaa, ettéd opinndytetydén idea ja tavoitteet ovat
tiedostettuja, harkittuja sekd perusteltuja. TyOsuunnitelmassa kerrotaan mitd opinndytetydssa
tehddan, miten tehdaan ja miksi tehddan. Se on samalla lupaus siitd, mita tehdaan. (Vilkka ja
Airaksinen 2004a, 26.) Kirjoitimme alkuvuodesta 2014 myds hankkeistamissopimuksen seka
tekijanoikeuksia koskevan sopimuksen, jolla annoimme koululle luvan kdyttdd ja muokata
tuotostamme. Sen jdlkeen prosessi jatkui varsinaisen tydn tydstamiselld ja tavoitteena oli saada se

valmiiksi lokakuussa 2014.

Mitdan varsinaista jakoa tyén suhteen emme tehneet, silld oli helpompi tehda tyota yhdessa.
Osallistuimme molemmat kaikkeen kayttden yhtd paljon aikaa. Kirjoitimme raporttiosiota yleensa
yhdessa, silla silloin pystyimme antamaan toisillemme kommentteja ja mielipiteité aina tarvittaessa.

Nain saimme kahden henkilén ajatukset ja mietteet koko tydhon.

Opinnaytety6n toteutus

Varsinaista opinndytetytraporttia aloimme kirjoittaa tutkimussuunnitelman hyvaksymisen jalkeen eli
kevaalla 2014. Aloimme etsid lisaa teoriaa raporttiosuuteen kliinisesta kemiasta, kliinisen kemian
tutkimuksista ja menetelmistd seka hyvasta tydohjeesta. Tiedonhakuun kaytimme paljon kirjastosta
[6ytyvia kliinisen ja analyyttisen kemian kirjoja. Raportin kirjoittamisessa kdaytimme myds oppaita
tieteelliseen kirjoittamiseen ja opinndytetyon kirjoittamiseen. Tiedonhakuun kdytimme myds
kirjaston tiedonhakupalveluja, paaasiassa NELLI-tiedonhakuportaalia, josta etsimme artikkeleita ja
standardeja. NELLI-tiedonhakuportaaliin on koottu ammattikorkeakoulu- ja yliopistokirjastojen seka

yleisia elektronisia aineistoja, jotka ovat opiskelijoiden kaytéssa (Hirsjarvi ym. 2007, 97).
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Kevaallda 2014 saimme opinndytetydraportin kirjoittamisen hyvin kdyntiin, kunnes se keskeytyi
kesdloman takia. Jatimme sen hetkisen opinndytetydn ohjaavalle opettajalle kommentoitavaksi ja
saimmekin paljon korjattavaa takaisin. Koimme, ettd opinnaytetydn kirjoittaminen olisi vaikeaa, kun
vietdmme kesan eri paikkakunnilla, joten emme kesdlomalla tehneet sita ollenkaan. Syksylla kouluun
palatessamme ja jatkaessamme opinndytetyon kirjoittamista, totesimme kesaloman aikana tulleen
tauon olleen hyvaksi opinnaytetydllemme. Tauon jalkeen pystyimme katsomaan opinnaytetyétdmme
uusin silmin ja huomasimme itsekin paljon korjattavaa. Paasimme jdlleen hyvaan vauhtiin

opinndytetyon kirjoittamisessa ja saimme paljon tekstia tuotettua.

Tuotos tulee suunnitella niin, ettd se palvelee kohderyhmaansa mahdollisimman hyvin (Vilkka ja
Airaksinen 2014a, 51). Tassa opinndytetydssa tuotoksena olivat tydohjeet manuaalisesti tehtaviin
fotometriamaarityksiin bioanalytiikan opiskelijoille kliinisen kemian harjoitustunneille. Savonia-
ammattikorkeakoulussa on talla hetkella kdytéssa Shimadzu ja Hitachi — fotometrit kliinisen kemian
manuaalisissa madrityksissa, joten tybdohjeet oli pdadasiassa niille suunnattu. Tydohijeille
muodostimme alustavan rakenteen kevaalla 2014. Kaikilla ty6ohjeilla oli samanlainen
taulukkomainen runko. Kirjoitimme ensin tydohjeissa kasiteltdvistd tutkimuksista ja menetelmista
raporttiosioon, josta sitten liitimme tiedot ty6ohjepohjiin. Tybohjeet tulevat sahkdiseen muotoon,
joten ne ovat opiskelijoiden tulostettavissa mukaan harjoitustunneille, sekd tulosteina kliinisen

kemian luokkaan tydohjekansioon.

Testasimme tydohjeita itse sekd bioanalyytikkoryhma testasi niita kliinisen kemian harjoitustunneilla.
Testauksen tarkoituksena oli saada tydohjeista palautetta sekd selvittdd niiden toimivuutta.
Testaamalla itse sielta 10ytda helpommin virheet ja puutteet. Pyysimme myds kliinisen kemian
opettajalta kommentteja ja parannusehdotuksia tydohjeisiin. Ensimmadisena teimme alustavan
version CRP-tutkimuksen tydohjeesta, silld testasimme sitd jo kevadlld bioanalytiikan
opiskelijaryhmalla. Suoritimme silloin mentorointiopintojamme, joten tytohjeiden testaus onnistui
siind samalla vaivalla. Testasimme CRP-tydohjetta ensin itse ja teimme siihen jo tdssé vaiheessa
korjauksia. Koska olimme testanneet tytohjeen jo itse, oli helpompi testauttaa sita muilla, silla
tiesimme miten tutkimus kaytédnndssé tehdaan ja mitéd asioita siind pitdd huomioida. Saimme
tybohjeista padosin positiivista palautetta opiskelijoilta seka opettajalta. Tydstamamme tyéohjepohja
koettiin hyvdksi ja selkedksi, mutta menetelmallisida periatteita toivottiin enemman. Taman
palautteen mydta lisdsimmekin tydohjeisimme samat kaavat, mité raporttiosiossa on. Testasimme
my®&s kokonaiskolesterolin ja HDL-kolesterolin tytohjeet tekemdalld tutkimukset itse. Loput tyéohjeet
teimme samalla, kun kirjoitimme raporttiosiota. Jouduimme etsimaén lisaa tietoa raporttiin aina sita
mukaa kun huomasimme tarvitsevamme sita tydohjeeseen. Tarkistimme kliinisen kemian luokasta
|6ytyvasta kansiosta referenssinumerot tutkimuksissa kaytettdville liuoksille ja kirjasimme ne
tydohjeisiin. Tarkistimme myds, mita kontrolleja missakin tutkimuksissa kdytetddan. Saimme ATK-
pajasta apua tydohjeiden yldtunnisteiden ja taulukoiden kanssa, mutta muuten meilla ei suurempia

ongelmia ohjeiden teossa ollut.
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Tybohjeet ovat saatavilla word-tiedostona, joten tarvittaessa niita voi paivittda, esimerkiksi jos
reagenssit muuttuvat. Tydohjeiden rakenne on selked ja yksinkertainen, joten niitéd on helppo myds
tehdd lisaa, jos koulun tutkimusvalikoimaan tulee uusia tutkimuksia. Tydohjeiden rakennetta voi

kayttda myds muiden tydohjeiden tekemiseen, esimerkiksi kuivakemian tydohjeisiin.



8

8.1

29 (60)

POHDINTA

Tybn eettisyys ja luotettavuus

Bioanalyytikon eettisten ohjeiden mukaan bioanalyytikko on velvollinen kehittamaan omaa
ammattitoimintaansa ja osaamista uusien menetelmien ja tieteellisten tutkimusten avulla (Suomen
Bioanalyytikkoliitto 2006). Opinnaytetyon tulee noudattaa hyvén tieteellisen kdytanndn periaatteita.
Se tulee tehda rehellisesti ja huolellisesti kdyttden eettisesti kestavia tiedonhankinta-, tutkimus- ja
arviointimenetelmid. Raportointi tulee laatia sille asetettujen vaatimusten mukaisesti. (Roivas ja
Karjalainen 2013, 80.) Opinnaytety6ta tehdessamme noudatimme bioanalyytikon eettisia periaatteita
kehittamalla omaa ammattitoimintaamme ja osaamista seka osallistumalla opiskelijoiden
ammattitaidon ja asiantuntijuuden kehittymiseen. TutkimustyOdssa tutkittavien yksityisyys ja
potilastietojen luottamuksellisuus ovat osa tutkimuksen eettisyytta (Kankkunen ja Vehvildinen-
Julkunen 2010, 174). Tyossamme emme kdsittele henkilbtietoja, joten meilld ei ole salassa

pidettavia asioita, mitka yleensa taytyy tutkimustyota tehdessa huomioida.

Plagiointi tarkoittaa toisen tekijan tuotoksen esittamista omana. Plagiointi voi esiintyad suoraan toisen
tekstin liittdmisend omaan tyohon tai epamaaradisend ldhdeviittauksena. Valilla voi olla vaikeaa 6ytaa
lahdettd esimerkiksi sellaiselle tiedolle, joka on niin sanottua koulutetun ihmisen perustietoa.
(Hirsjérvi, Remes ja Sajavaara 2007, 118.) Olimme koko prosessin ajan hyvin motivoituneita
hakemaan tietoa tydhdmme, joten padosin ldysimme kaikelle tarvitsemallemme tiedolle lahteen,

sortumatta vilpillisiin keinoihin.

Opinnadytetytssa on pyrittdva kdyttdmaan mahdollisimman tuoreita ja alkuperdisia lahteitd, jotta
tieto olisi mahdollisimman muuttumatonta. (Hirsjarvi, Remes ja Sajavaara 2007, 109.)
Teoriatietomme olemme pyrkineet kokoamaan luotettavasta ja tuoreesta alan kirjallisuudesta, jotta
tieto on mahdollisimman paikkansa pitavaa. Olemme merkinneet lahdeviittaukset mahdollisimman
tarkasti seka tekstiin etta ldhdeluetteloon lisatédksemme tydmme luotettavuutta. Lahdeluettelon ja
lahdeviittausten valilla tulee olla tiukka yhteys, jotta kaytetty tieto voidaan mahdollisimman hyvin
jalientda (Hirsjarvi, Remes ja Sajavaara 2007, 332.) Koska ty6ohjeet tulevat opiskelijoiden kayttoon

ja ovat heille merkittava oppimisen keino, on tarkeaa, etta niiden sisaltdéma tieto on oikeaa.

Laadunvarmistaminen on yksi tarkea osa analysointiprosessia. Silla tarkoitetaan kaikkia niita
toimenpiteitd, joiden avulla varmistetaan, etta riittdva laatutaso saavutetaan. Validoinnilla eli
kelpuutuksella osoitetaan mittausjarjestelman kyky tuottaa luotettavia tuloksia ja siten todennetaan
tulosten oikeellisuus. (Linko ym. 2009, 286—293.) Testasimme itse tydohjeitamme seka testautimme
niitd bioanalytiikan opiskelijaryhmalla lisétdksemme tydohjeiden luotettavuutta ja kykya tuottaa

oikeita tuloksia.
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Tavoitteiden toteutuminen

Opinndytetyémme tavoitteena oli selkeyttaa kliinisen kemian harjoitustuntien vanhoja tydohjeita ja
nain tukea bioanalytiikan opiskelijoiden oppimista seka ohjattua ettd itsendista tydskentelya
harjoitustunneilla. Tavoitteenamme oli myds lisdtd omaa osaamistamme kliinisen kemian
aihealueelta. Koimme, ettd opinndytetydmme tavoitteet toteutuivat. Tydohjeille teimme selkedn
taulukkomaisen rungon, joka helpottaa niiden lukemista ja tyon suorittamista. Saimme ty&ohjeista
hyvaa palautetta opettajalta ja opiskelijoilta, jotka osallistuivat niiden testaukseen. Heiddn mukaansa
uudet tybohjeet olivat selkeammat ja niiden avulla olisi helpompi lahted suorittamaan tutkimusta
itse. Paivitetyt tybohjeet ovat suomenkieliset, joten ne ovat helpommin luettavissa ja
ymmarrettdvissa, mika auttaa asioiden sisdistamisessa. Myds oma osaamisemme aiheesta lisdantyi

merkittavasti, mikd helpottaa siirtymista tyoeldamaan.

Oman oppimisen ja ammatillisen kehittymisen arviointi

Ammattikorkeakoulujen yksi tehtdvd on antaa opiskelijalle lahtdkohdat ammatillisiin
asiantuntijatehtaviin tydeldmassa seka tukea opiskelijan ammatillista kasvua
(Ammattikorkeakoululaki 351/2003 4§). Kliinisen kemian kasitteiston ja perustutkimusten
tunteminen seka tydskenteleminen laboratoriotutkimusprosessin vaiheiden mukaan laadunhallintaa
ja tyd- ja potilasturvallisuutta noudattaen ovat bioanalyytikolta vaadittuja perusosaamisia
koulutuksen jalkeen (Savonia-ammattikorkeakoulu 2011). Pyrimme opinndytety6lldmme edistamaan
opiskelijoiden ammatillista kasvua ja tydelamdvalmiutta. Samalla lissdmme omaa ammatillista

osaamistamme perehtymalla kliinisen kemian tutkimuksiin ja menetelmiin syvallisesti.

Tama opinndytetyd oli kummallekin ensimmainen opinndytetyd, joten koko prosessi oli ihan uusi.
Opinndytetydémme aihe oli melko laaja, mika valilld loi ongelmia tiedonhaun ja aiheen rajaamisen
kanssa. Rajasimme aiheen koskemaan vain manuaalisesti suoritettavia fotometerisia kliinisen kemian
analyyseja, koska oman kokemuksemme mukaan niiden tybohjeet kaipasivat eniten paivitysta ja
selkeyttamista. Valilld pohdimme myds sita teemmekd tydohjeet vain yhdelle kliinisen kemian
kurssille vai molemmille. Pdadyimme tekemdan tybohjeet molemmille kursseille, jotta
harjoitustuntien tydohjeet olisivat mahdollisimman yhdenmukaiset opiskelijan nakdkulmasta ja

muodostaisivat mahdollisimman selkean kokonaisuuden.

Vaikeimmaksi asiaksi opinndytety6ta kirjoittaessa koimme teoriatiedon rajaamisen. Koska aihe oli
niin laaja, emme aina tienneet miten aihetta pitdisi rajata ja mitka asiat olisivat olennaisia juuri
tdman tyon kannalta. Valilla oli myds vaikeaa 16ytaa jollekin tutkimuksen suorituksessa tarvittavalle
tiedolle l1ahdetta. Tallaisissa tilanteissa pyysimme ohjaavalta opettajalta neuvoa. Kokonaisuudessaan
emme kokeneet opinndytetyOprosessia vaikeaksi, sillda mielenkiinto ja motivaatio aihetta kohtaan
olivat suuria. Osasimme suunnitella tydn tekemisen siten, ettd suurempia ajankdyttdongelmia ei

ilmennyt kuin vasta opinndytetydprosessin loppuvaiheessa.



31 (60)

Omana tavoitteenamme opinnaytetyOprosessissa oli syventaa omaa kliinisen kemian osaamista seka
itsendistd ajattelua, lahdekriittisyyttd ja tieteellisen tekstin kirjoittamista. Syvennyimme Kkliinisen
kemian tutkimuksiin ja menetelmiin laajan léhdeaineiston avulla ja samalla opimme arvioimaan
tietolahteita kriittisesti. Kdytimme lahteina myo6s englanninkielistd kirjallisuutta, jonka avulla saimme
kehitettya omaa englanninkielista alan sanastoa. Opinndytety6ta kirjoittaessa kdytimme apuna
oppaita tieteellisen tekstin kirjoittamiseen ja hyddynsimme ndista saatuja tietoja. Omaa
laatuosaamistamme  kehitimme  perehtymadlla  laboratorioiden  sisdiseen ja  ulkoiseen
laadunvarmistukseen seka lisaamalla tydohjeiden laatua paivittdmalld ne selkedmmaksi. Selkeat
tydohjeet helpottavat opiskelijoiden oppimista ja tata kautta ovat edistémdssd tulevaisuuden

bioanalyytikoiden asiantuntijuutta.
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LIITE 1: TYOOHJEET

Tutkimuksen nimi P-Alat, Alaniiniaminotransferaasi

Kuvaus ALAT on maksasolujen sisalld toimiva
aminohappojen aineenvaihduntaan liittyva
entsyymi. ALAT-arvo voi nousta esimerkiksi
maksavaurion seka virusten ja ladkeaineiden
aiheuttamien hepatiittien seurauksena. Arvo
osoittaa myds soluvaurion asteen.

Indikaatio Maksavauriot
Laitteisto Fotometri
Menetelma Fotometrinen entsyymiaktiivisuusmaaritys

Mittauksessa NADH:n maara vahenee laskevassa
kineettisessa reaktiossa. Mitataan NADH:n
absorbanssin alentumista tietyn aikavalin sisalla.

L-alaniini + 2- ALT L-Glutamaatti
oksoglutaraatti C::} + puryvaatti
LDH
Puryvaatti <)::> D-Laktaatti
+NADH + H* + NAD"
Virhelahteet ja rajoitukset Ndytteen lipemia
Ndyte ja ndytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-

plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys rt 1vrk, +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen
sdilytys pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981769):
Reagent A: Enzyme reagent
(Reagent B: Substrate)

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)
Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!

Vakiointi ja kalibrointi Faktori -1534

Faktori-arvo syotetdan analysaattorille
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Suoritus Yhden reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintdan 1 ml.

Lisaa 1000 pl reagenssi Alt A:ta
Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia
Lisda naytetta 120 pl

Sekoita

Sekoita ja syota naytteet yksi kerrallaan
fotometrille. Yhden ndytteen analysoiminen kestaa
useita minuutteja.

Mittauksen alussa on inkubointivaihe, jolloin
saavutetaan optimilampotila ja héiritsevat
sivureaktiot tapahtuvat. Sen jalkeen mittauksen
kuvaaja on lineaarinen.

Mittausallonpituus 340 nm

Tulos ALAT-pitoisuus madritetdan kertomalla
absorbanssin muutos valmistajan ilmoittamalla
faktorilla.

C = AA*F

Viitearvot Naisilla 10-45 U/I

Miehilld 10-70 U/I
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Tutkimuksen nimi P-Alb, Albumiini

Kuvaus Albumiini on merkittavin maksan syntetisoima
plasmaproteiini. Se toimii monien plasmaan
liuenneiden aineiden kuljettajamolekyylina.
Albumiinipitoisuus voi nousta esimerkiksi
nestehukassa ja laskea vahdisen proteiinin
saannin, maksavaurioiden ja kroonisten
tulehduksien seurauksena.

Indikaatio Elimiston nestetilan seuranta, ravitsemustilan
arviointi sekd maksan toiminnan arviointi

Laitteisto Fotometri

Menetelma Fotometrinen, akkredioitu menetelma (mitataan
albumiinin ja bromikresolivihrean muodostama
kompleksi)

Albumiini + BCG |:> vari-kompleksi

Virhelahteet ja rajoitukset Ndytteen lipemia, voimakas hemolyysi

Ndyte ja ndytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-
plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen sailytys
pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981767):

ALB Bromcresol green

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)
Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!

Vakiointi ja kalibrointi Aqua (0-nayte)
sCal (ref. 981831)
Tarkista konsentraatio!

Suoritus Tutkimus tehddan sarjana, johon kuuluu
nollanayte (aqua), vakio (sCal), kontrollindytteet
sekd omat naytteet. Kaikista naytteista
valmistetaan rinnakkaisnadytteet. Yhden
reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintaan 1 ml.

Lisaa 1100 pl ALB BCG
Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia
Lisaa 10 pl naytetta
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Sekoita
Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia

Mittausaallonpituus 600 nm

Tulos

Mitattu absorbanssi, eli varin voimakkuus on
suoraan verrannollinen albumiinin maaraan
naytteessa. Konsentraatio voidaan laskea
kuvaajasta.

Cnivre = ABSnavte * Csca / ABSscaL

Viitearvot

Alle 40 vuotiaat: 36—48 g/I
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Tutkimuksen nimi P-Amyl, Amylaasi

Kuvaus Amylaasi on ravinnon tarkkelysta pilkkova
ruuansulatusentsyymi. Amylaasiarvoja nostaa
erityisesti haimatulehdus, jolloin solujen
vaurioituessa amylaasia valuu vereen.

Indikaatio Epaselva akuutti vatsakipu, akuutti haimatulehdus,
sylkirauhassairaudet.

Laitteisto Fotometri

Menetelma Fotometrinen entsyymiaktiivisuusmaaritys

Tutkimuksessa mitataan nitrofenolin absorbanssia
ja amylaasimaara on suoraan verrannollinen
nitrofenolin muodostumisnopeuteen.

o-amylaasi E-G3 + pNP-G4

> E-pNP-G7 ':D +2 E-G4
+5H,0 +2 pNP-G3

+ 2 pNP-G2

pNP-G4 a-glukosidaasi

+2 pNP-G3 :> 5pNP+14 G
+ 2 pNP-G2
+14 Hzo
Virhelahteet ja rajoitukset -
Ndyte ja ndytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-

plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys rt 1vrk, +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen
sdilytys pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981770):
Amyl IFCC
Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)

Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!

Vakiointi ja kalibrointi Faktori 4505

Faktori-arvo syotetdaan analysaattorille
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Suoritus Yhden reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintdan 1 ml.

Lisda 1080 pl reagenssi Amyl IFCC
Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia
Lisda naytetta 27 pl

Sekoita ja syota nadytteet yksi kerrallaan
fotometrille. Yhden nadytteen analysoiminen kestaa
useita minuutteja.

Mittauksen alussa on inkubointivaihe, jolloin
saavutetaan optimilampdtila ja hairitsevat
sivureaktiot tapahtuvat. Sen jalkeen mittauksen
kuvaaja on lineaarinen.

Mittausaallonpituus 405 nm

Tulos Amylaasin pitoisuus maaritetdan kertomalla
absorbanssin muutos valmistajan ilmoittamalla
faktorilla.

C=AA*F

Viitearvot Aikuisilla 25-120 U/I
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Tutkimuksen nimi P-CK, Kreatiinikinaasi

Kuvaus Kreatiinikinaasi on luustolihaksissa, aivoissa ja
sydanlihaksessa esiintyva entsyymi, jota ei
normaalitiloissa esiinny paljoa veressa. Lihasmassa
vaikuttaa kreatiinikinaasin maardan plasmassa,
minka vuoksi miesten viitearvot ovat korkeampia
kuin naisten. Fyysinen rasitus voi nostaa
kreatiinikinaasiarvoa.

Indikaatio Lihaksien sairauksien diagnostiikka (myos
sydaninfarktin diagnostiikka)

Laitteisto Fotometri

Menetelma Fotometrinen entsyymiaktiivisuusmaaritys

Tutkimus on nouseva kineettinen mittaus, eli siina
mitataan NADH:n muodostusta mittaamalla
absorbanssin muutosta minuutin aikana. NADH:n
muodostumisnopeus on suoraanverrannollinen
kreatiinikinaasin aktiivisuuteen naytteessa.

CK
CP+ADP [  Kreatiini + ATP
pH 6.8
ATP HK ADP + Glukoosi-6-
+ Glukoosi fosfaatti

G-6-P+ NAD+ G-6-PD 6-fosfoglukonaatti
+ NADH

Virheldhteet ja rajoitukset Naytteen hemolyysi

Néyte ja naytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-
plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen sailytys
pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981829):
Reagenssi A: Substrate

(Reagenssi B: Buffer)

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)
Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!
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Vakiointi ja kalibrointi Faktori 3510

Faktori-arvo syotetaan analysaattorille

Suoritus Yhden reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintdan 1 ml.

Lisdaa 1056ul reagenssi CK
Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia
Lisdaa naytetta 48 pl

Sekoita ja syota nadytteet yksi kerrallaan
fotometrille. Yhden ndytteen analysoiminen kestaa
useita minuutteja.

Mittauksen alussa on inkubointivaihe, jolloin
saavutetaan optimilampotila ja hairitsevat
sivureaktiot tapahtuvat. Sen jalkeen mittauksen
kuvaaja on lineaarinen.

Mittausaallonpituus 340 nm

Tulos Reaktiokuvaajan tulee olla lineaarisesti nouseva
suora. Kreatiinikinaasin pitoisuus maaritetaan
kertomalla absorbanssin muutos valmistajan
ilmoittamalla faktorilla.

C= AA*F

Viitearvot Miehet alle 50 v: 40—-400 U/I
Naiset alle 50 v: 35-210 U/I
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Tutkimuksen nimi CRP, C-reaktiivinen proteiini

Kuvaus CRP on maksasolujen tuottama valkuaisaine joka
kohoaa nopeasti akuutin faasin reaktiossa,
varsinkin bakteerien aiheuttamissa
tulehdustiloissa.

Indikaatio Piilevan tulehduksen ja kudostuhoa aiheuttavien
sairauksien diagnosointi ja seuranta, virus- ja
bakteeritulehduksen erottaminen

Laitteisto Fotometri (Hitachi U-2001)

Menetelma Immunoturpidimetria.

Mitataan C-reaktiivisen proteiinin ja vasta-aineiden
muodostamien immuunikompleksien aiheuttamaa

samentumaa.
Virheldhteet ja rajoitukset Naytteen lipemia
Nayte ja naytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-

plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen sailytys
pakastettuna

Reagenssit CRP-reagenssit (Konelab ref. 981699):
CRP BUFFER
CRP Antiserum

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus CRP Control (Konelab ref. 981251)
CRP Control High (Konelab ref. 981679)
Kontrollien viitevalit kansiossa!

Vakiointi ja kalibrointi CRP Calibration set (Konelab ref. 981674):
Aqua Cal0: conc. 0 mg/I

CRP Call: conc. 6 mg/l

CRP Cal2: conc. 21 mg/I

CRP Cal3: conc. 60 mg/I

CRP Cal4: conc. 122 mg/I

CRP Cal5: conc. 215 mg/I

Tarkista konsentraatiot pakkauksesta!
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Suoritus Tutkimus tehddan sarjana, johon kuuluu
vakiointikuvaajan naytteet, kontrollindytteet seka
omat naytteet. Kaikista ndytteista valmistetaan
rinnakkaisndytteet. Yhden reaktioliuoksen
kokonaismaaran tulee olla vahintdaan 1 ml.

Lisda 900 ul CRP BUFFERIia (reagenssi)
Lisda 120 ul naytetta

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 200 sekuntia

Lisda 36 pl CRP AntiSerumia (reagenssi)
Sekoita

Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia

Valmista vield ndytenolla, joka ei sisalla
antiseerumia. Lisaa vain Buffer ja oma nayte.
Tuloksena saadaan pelkadsta naytteen sameudesta
johtuva konsentraatio ja vahentamalla sen
varsinaisesta tuloksesta, saadaan poistettua
sameudesta johtuva virhe.

Mittausaallonpituus 340 nm

Tulos Samentuman absorbanssi on suoraan
verrannollinen C-reaktiivisen proteiinin
pitoisuuteen ndytteessd. Tulos saadaan laskettua
vakiointikuvaajalta kaavalla Cyjyre = ABSniayte * Cscar
/ABSSCAL-

Viitearvot Alle 3 mg/I
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Tutkimuksen nimi fP-Gluk, glukoosi paastotilassa

Kuvaus Glukoosia eli verensokeria kaytetaan kudosten
energian lahteena. Glukoosia saadaan
hiilihydraatteja sisaltavasta ravinnosta, ja ylimaara
varastoituu maksaan ja lihaksiin glykogeenina.

Indikaatio Sokeritasapainon arviointi, korkeat arvot viittaavat
yleensa diabetes mellitukseen.

Laitteisto Fotometri

Menetelma Fotometrinen heksokinaasimenetelma

NADH imee itseensa valoa, jota mitata
fotometrilld. Mitda enemman ndytteessa on
NADH:ia, sitd enemman sateistd absorboituu
ndytteeseen.

Glukoosi + ATP HK: G-6-P + ADP

G-6-P+NAD*  G-6-P-DH  6-PG + NADH

:> +H"

Virheldhteet ja rajoitukset Ndytteen voimakas lipemia

Nayte ja naytteenotto Ennen ndytteenottoa tulee paastota 12 tuntia.
Tutkimuksessa tarvitaan n. 1 ml Litiumhepariini-
plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen sailytys
pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin Konelab -reagenssit (ref. 981304):
Reagent A: Buffer

Reagent B: Enzyme

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)
Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!

Vakiointi ja kalibrointi Aqua (0-néayte)
sCal (ref. 981831)
Tarkista konsentraatio pakkauksista!
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Suoritus

Tutkimus tehddan sarjana, johon kuuluu

nollandyte (aqua), vakio (sCal), kontrollindytteet

seka omat naytteet. Kaikista naytteista
valmistetaan rinnakkaisnadytteet. Yhden
reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintaan 1 ml.

Lisda 960 ul reagenssi A:ta
Lisaa 12 pl naytetta

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 120 sekuntia
Lisda 240 pl reagenssi B:ta
Sekoita

Inkuboi (37 °C) 600 sekuntia

Mittausaallonpituus 340 nm

Tulos

NADH:n pitoisuus ndytteessa on suoraan
verrannollinen naytteessa olevaan glukoosin
madraan. Glukoosin konsentraatio lasketaan
vakiointikuvaajalta, jossa on mitattu NADH:in
absorbanssia.

CN/'iYTE = ABSNAYTE * CSCAL / ABSSCAL

Viitearvot

4—6 mmol/I
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Tutkimuksen nimi P-GT, Gammaglutamyylitransferaasi

Kuvaus Gammaglutamyylitransferaasi on maksan, haiman,
munuaisten, sappiteiden seka verisuonten
endoteelisolujen solukalvoissa esiintyva entsyymi.

Indikaatio Maksan sairauksien, kuten maksakasvaimen seka
sappiteiden ja haiman vaurioiden diagnostiikka.
GT reagoi herkasti alkoholin kayttoon, minka
vuoksi sita kaytetadn alkoholin suurkulutuksen

mittarina.
Laitteisto Fotometri
Menetelma Fotometrinen entsyymiaktiivisuusmaaritys

Reaktiossa hajonneesta substraatista muodostuu
varillista yhdistettd, jonka absorbanssia mitataan.

L- gamma- L-gamma-
glutamyyli-3- y-GT glutamyyli-
karboksi-4- |:> glysyyliglysiini
nitroaniliidi + 5-amino-2-
+ glysyyliglysiini nitrobentsoaatti
Virheldhteet ja rajoitukset Ndytteen lipemia ja hemolyysi
Ndyte ja ndytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-

plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys +4 - +8 °C muutama paiva,
pidempiaikainen sdilytys pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (981377):
Gamma-GT (IFCC) A
(Gamma-GT (IFCC) B)

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)
Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!

Vakiointi ja kalibrointi Faktori 1200

Valmistajan ilmoittama faktori-arvo syotetaan
analysaattorille
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Suoritus Yhden reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintdan 1 ml.

Lisaa 960 pl reagenssi GGT
Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia
Lisda 96 pl naytetta

Sekoita ja syota nadytteet yksi kerrallaan
fotometrille. Yhden nadytteen analysoiminen kestaa
useita minuutteja.

Mittauksen alussa on inkubointivaihe, jolloin
saavutetaan optimilampdtila ja hairitsevat
sivureaktiot tapahtuvat. Sen jalkeen mittauksen
kuvaaja on lineaarinen.

Mittausaallonpituus 405 nm

Tulos Virillisen yhdisteen muodostumisnopeus eli
mitattu absorbanssin muutos minuutin aikana on
suoraan verrannollinen gamma-GT:n
aktiivisuuteen naytteesss, ja se saadaan laskettua
kaavalla C = AA*F.

Viitearvot Miehet alle 40 v: 10-80 U/I
Miehet yli 40 v: 15-115 U/I
Naiset alle 40 v: 10-45 U/I
Naiset yli 40 v: 10-75 U/I
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Tutkimuksen nimi fP-Kol, kolesteroli paastotilassa

Kuvaus Kolesterolia kdytetaan solukalvojen rakenneosana
ja steroidien synteesien ldht6aineena. Kolesterolia
syntyy elimistossa, mutta sitda saadaan myos
ravinnon mukana. Kolesteroli voi kertya
valtimoihin ja ahtauttaa suonta, minka
seurauksena voi kehittya sydan- ja
verisuonitauteja.

Indikaatio Hyperlipidemioiden diagnostiikka ja hoidon
seuranta, sepelvaltimotaudin riskin arviointi ja
taudin seuranta

Laitteisto Fotometri

Menetelma Fotometrinen, entsymaattinen substraattimaaritys

Reaktiossa muodostuu varikompleksi, jonka
absorbanssi mitataan.

CE
Kolesteroliesteri |:> Kolesteroli

+ rasvahapot

co Cholest-4-en-3-

Kolesteroli + happi |:> one

+ vetyperoksidi

2 vetyperoksidi POD Kromofori

+ HBA + 4AAP |:> + 4 vesi

Virheldhteet ja rajoitukset -

Ndyte ja ndytteenotto Ennen ndytteenottoa suositellaan paastoa.

Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-
plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys rt 1vrk, +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen
sailytys pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981812):
CHOLESTEROL
Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)

Abtrol (ref. 981044)
Lipotrol (ref. 981653)
Kontrollien viitevalit kansiossa!
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Vakiointi ja kalibrointi aqua (0-nayte)
sCal (ref. 981831)
Tarkista konsentraatio pakkauksesta!

Suoritus Tutkimus tehdaan sarjana, johon kuuluu
nollanayte (aqua), vakio (sCal), kontrollindytteet
seka omat nadytteet. Kaikista naytteista
valmistetaan rinnakkaisndytteet. Yhden
reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintaan 1 ml.

Lisda 1200 pl reagenssi CHOL
Lisaa naytetta 12 ul

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 500 sekuntia

Mittausaallonpituus 510 nm

Tulos Muodostuneen varin absorbanssi on suoraan
verrannollinen naytteen kolesterolipitoisuuteen, ja
se saadaan laskettua vakiointikuvaajalta kaavalla
Cnavre = ABSnavre * Cscac / ABSgcay.

Viitearvot Tavoitearvo kaikilla alle 5,0 mmol/I
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Tutkimuksen nimi fP-Kol-HDL, HDL-kolesteroli paastotilassa

Kuvaus High density lipoprotein eli HDL-kolesteroli
kuljettaa kolesterolia kudoksista maksaan
hajotettavaksi, minka vuoksi siita kdaytetaan
nimitysta "hyva kolesteroli”. HDL-kolesteroli voi
ehkaista valtimosairauksia. Eniten HDL-kolesterolia
nostaa liikunta, mutta myds ravitsemuksella voi
vaikuttaa sen pitoisuuteen.

Indikaatio Hyperlipidemoiden selvitys, sepelvaltimotaudin
riskin arviointi

Laitteisto Fotometri
Menetelma Fotometrinen, entsymaattinen substraattimaaritys
HDL- PEG kolesteroli HDL-
kolesteroli kolesteroli
esterit + H,0 Esteraasi + RCOOH
HDL- PEG kolesteroli A%-
kolesteroli cholestenone
+0, Oksidaasi + H,0,
2 H,0,
+ 4-amino- Peroksidaasi
antipyrine |:> Violettisininen
+HSDA + H* Pigmentti
+H,0 +5H,0
Virhelahteet ja rajoitukset -
Ndyte ja ndytteenotto Ennen naytteenottoa suositellaan paastoa.

Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-
plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys rt 1vrk, +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen
sailytys pakastettuna

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (981824):
HDL Plus A
HDL Plus B

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Lipotrol (ref. 981653)

Kontrollien viitevalit kansiossa!
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Vakiointi ja kalibrointi Aqua (0-néayte)
HDL/LDL-kalibraattori (ref. 981657)
Tarkista konsentraatio pakkauksesta!

Suoritus Tutkimus tehddan sarjana, johon kuuluu
nollandyte (aqua), vakio (HDL/LDL-kalibraattori),
kontrollindytteet sekda omat nadytteet. Kaikista
naytteista valmistetaan rinnakkaisnaytteet. Yhden
reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintaan 1 ml.

Lisda 750 ul reagenssi HDL Plus A
Lisda naytetta 10 ul

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia
Lisda 250 ul reagenssi HDL Plus B
Sekoita

Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia

Mittausaallonpituus 600 nm

Tulos Mitattu absorbanssi eli varin voimakuus on
suoraan verrannollinen HDL-
kolesterolipitoisuuteen naytteessa, ja se voidaan
laskea vakiointikuvaajalta kaavalla Cyzyre = ABSyayTe
* Csca / ABSscar.

Viitearvot Tavoitearvo kaikilla yli 18-vuotiailla yli 1 mmol/I
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Tutkimuksen nimi

fP-Trigly, triglyseridit plasmasta paastotilassa

Kuvaus Triglyseridit ovat kolmesta rasvahaposta ja yhdesta
glyserolimolekyylistd muodostuvia rasvoja. Triglyserideja saa
padasiassa ravinnosta, mutta elimisto pystyy myos itse
valmistamaan triglyserideja. Korkeat triglyseridipitoisuudet
lisddvat valtimosairauksien riskia.

Indikaatio Hyperlipidemoiden selvitys, sepelvaltimotaudin riskin arviointi

Laitteisto Fotometri

Menetelma Fotometrinen, entsymaattinen substraattimaaritys

Mitataan muodostuneen kinoni-imiini-varin absorbanssia

Triglyseridit LPL glyseroli + rasvahapot

Glyseroli + ATP GIyseroIiEinaasi Glyseroli-3-fosfaatti

+ADP
Glyseroli-3- GPO dihydroksiacetonifosfaatti
fosfaatti + O, +H,0,
2 H,0,+ Peroksidaasi Kinoni-imiini + HCI
aminoantipyriini +4H,0

+ 4-klorofenoli

Virheldhteet ja rajoitukset

Nayte ja naytteenotto

Ennen naytteenottoa 10 tunnin paasto.

Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-plasmaa tai
seerumia.

Sailyvyys rt 1vrk, +4 - +8 °C vko, pidempiaikainen sailytys
pakastettuna

Reagenssit

Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981301):

TRIGLYCERIDES

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus

Lipotrol (ref. 981653)

Nortrol (ref. 981043)

Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!
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Vakiointi ja kalibrointi

Aqua (0-nayte)
sCal (ref. 981831)
Tarkista konsentraatio pakkauksesta!

Suoritus Tutkimus tehdaéan sarjana, johon kuuluu nollanayte (aqua), vakio
(sCal), kontrollindytteet seka omat naytteet. Kaikista ndytteista
valmistetaan rinnakkaisndytteet. Yhden reaktioliuoksen
kokonaismaaran tulee olla vahintdaan 1 ml.

Lisaa 1200 pl reagenssi TRIGLY
Lisaa naytettd 12 pl

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 600 sekuntia
Mittausaallonpituus 510 nm

Tulos Mitattu absorbanssi eli varin voimakuus on suoraan
verrannollinen triglyseridipitoisuuteen naytteessa, ja se voidaan
laskea vakiointikuvaajalta kaavalla Cyayre = ABSnayte * Cscar /
ABSscar.

Viitearvot Tavoitearvo kaikilla alle 2 mmol/I
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Tutkimuksen nimi S-PROT, Kokonaisproteiini

Kuvaus Kokonaisproteiini on elimiston solujen ja kudosten
rakennusaine. Kohonneet arvot ovat seurausta
elimiston kuivumisesta esim. oksentelun tai ripulin
takia. Matalia arvoja esiintyy aliravitsemuksen,
imeytymishairididen, liiallisen elimistén
nestepitoisuuden, maksakirroosin ja
munuaissairauden seurauksena.

Indikaatio Seerumin kokonaisproteiinin indikaatioina ovat
elimiston nestetasapainon ja
proteiiniaineenvaihdunnan seuranta.

Laitteisto Fotometri
Menetelma Fotometrinen, biuret-reaktioon perustuva
menetelm3a

Mitataan reaktiossa muodostuneen
varikompleksin absorbanssia.

Cu2+ Alkaline pH  Kupari-proteiini
+ Seerumin — kompleksi
proteiini
Virheldhteet ja rajoitukset Nadytteen hemolyysi
Ndyte ja naytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-

plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys +4 - 48 °C vko, pidempiaikainen sailytys
pakastettuna

HUOM! Seisoessa plasmavolyymi muuttuu, jolloin
proteiinien maara nousee n. 10 % makuuasentoon
verrattuna.

HUOM! Plasmanédyte antaa n. 1-5 g/l korkeamman
tuloksen fibrinogeenista johtuen.

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref.
981826/981827):
Total Protein Plus

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)
Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!
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Vakiointi ja kalibrointi aqua (0-nayte)
sCal ref. 981831
Tarkista konsentraatio pakkauksesta!

Suoritus Tutkimus tehddan sarjana, johon kuuluu
nollandyte (aqua), vakio (sCal), kontrollindytteet
seka omat naytteet. Kaikista naytteista
valmistetaan rinnakkaisndytteet. Yhden
reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintaan 1 ml.

Lisda 1050 pl reagenssi TPROT Plus
Lisda 21 ul naytetta

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 600 sekuntia

Mittausaallonpituus 540 nm

Tulos Mitattu absorbanssi eli varin voimakuus on
suoraan verrannollinen proteiinipitoisuuteen
naytteessa, ja se voidaan laskea vakiointikuvaajalta
kaavalla Cyzyre = ABSnivre * Cscar / ABSsca.

Viitearvot 62-78 g/|
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Tutkimuksen nimi P-Uraatti, Uraatti

Kuvaus Uraatti eli virtsahappo on puriiniaineenvaihdunnan
lopputuote, jota muodostuu elimistdssa ja jota
saadaan ravinnon mukana. Uraatti erittyy
munuaisten kautta virtsaan, jonka mukana poistuu
elimistosta.

Indikaatio Tarkein indikaatio on kihti, jossa uraatti kiteytyy
niveliin ja joskus myds muihin kudoksiin. Kaytetdan
my0s raskausmyrkytyksen diagnostiikassa.
Plasman uraatin suurentuneita arvoja esiintyy
my0ds munuaisten vajaatoiminnassa seka tiloissa,
joissa puriiniaineenvaihdunta on hairiintynyt,
esimerkiksi leukemiassa ja nopeasti kehittyvissa
pahanlaatuisissa taudeissa. P-Uraatin alentunut
arvo voi johtua sen vahentyneesta
muodostuksesta tai lisddntyneesta erityksesta

virtsaan.
Laitteisto Fotometri
Menetelma Fotometrilla tehtava entsymaattinen

substraattimaaritys. Reaktiossa muodostuu
sinivioletti vari, jonka absorbanssi mitataan.

Uraatti + 2 H,0 urikaasi Allantoin + CO,
+0, — +H,0,

TOOS + 4-AAP POD Indamine

+2 H,0, |:> +3H,0

Virheldhteet ja rajoitukset -

Nayte ja naytteenotto Tutkimuksessa tarvitaan n. 0,5 ml Litiumhepariini-
plasmaa tai seerumia.

Sailyvyys rt muutama paiva, +4 °C vko

Reagenssit Thermo Fisherin konelab-reagenssit (ref. 981788):
REAG A
REAG B

Kontrollindytteet ja laadunvarmistus Nortrol (ref. 981043)

Abtrol (ref. 981044)
Kontrollien viitevalit kansiossa!
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Vakiointi ja kalibrointi Aqua (0-néayte)
sCal (ref. 981831)
Tarkista konsenrtaatio pakkauksesta

Suoritus Tutkimus tehddan sarjana, johon kuuluu
nollandyte (aqua), vakio (sCal), kontrollindytteet
seka omat nadytteet. Kaikista naytteista
valmistetaan rinnakkaisndytteet. Yhden
reaktioliuoksen kokonaismaaran tulee olla
vahintaan 1 ml.

Lisda 840 pl reagenssi UA AOX A:ta
Lisda 21 ul naytetta

Sekoita

Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia

Lisda 210 pl reagenssi UA AOX B:ta
Sekoita

Inkuboi (37 °C) 300 sekuntia

Mittausaallonpituus 540 nm

Tulos Mitattu absorbanssi eli varin voimakuus on
suoraan verrannollinen uraattipitoisuuteen
ndytteessd, ja se voidaan laskea vakiointikuvaajalta
kaavalla Cyjyre = ABSniayre * Cscar / ABSscar.

Viitearvot Alle 50-vuotiailla naisilla 155-350 pmol/I
Yli 50-vuotiailla naisilla 155—400 umol/I
Miehilld 230-480 pmol/I




