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COBAS e 411 -ANALYSAATTORIN PSA- JA PSA-V-
TUTKIMUSTEN VALIDOINTI

Prostataspesifinen antigeeni (PSA) on miehilla eturauhasen tuottama proteaasi, jota erittyy
paaasiassa siemennesteeseen. PSA:ta paatyy myds tavallisesti pienia méaaria verenkiertoon,
mutta eturauhassyovassa PSA:n maard verenkierrossa kasvaa. Veresta méaaritettya PSA-arvoa
widaan kayttaa miehilla eturauhassyévan diagnostiikkaan ja hoidon seurantaan.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli validoida Turun ammattikorkeakoulun uuden Cobas e 411
-analysaattorin PSA-ja PSA-V-tutkimukset. Validoinnin awlla widaan varmistaa, ettd menetelma
antaa tdsmaava ja toistettavia tuloksia. Validointi suoritettiin analysoimalla jo Tykslabin Cobas e
602 -analysaattorilla analysoiduista laskimowerinaytteista (n=20) PSA- ja PSA-V-maaritykset
Turun ammattikorkeakoulun Cobas e 411 -analysaattorilla. Naytteista tehtiin rinnakkaisajot Cobas
e 411 -analysaattorilla, joita werrattin keskendédn analysaattorin sisdisen toistettavuuden
testaamiseksi. Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien antamia tuloksia naytteista verrattiin
toisiinsa, jotta selhitettiin vastaako analysaattorien tulostaso toisiaan.

Tulosten tilastollisessa tarkastelussa selvisi, ettd Cobas e 411 -analysaattorin PSA- ja PSA-V-
rinnakkaisajot vastasivat hyvin toisinaan ja ajojen VAlilla oli korkea korrelaatio. Cobas e 602 ja
Cobas e 411 -analysaattorien vélisisséa tuloksissailmeni suurempia eroja, kuin rinnakkaisajoissa.
Tulokset kuitenkin korreloivat hyvin kesken&an ja tulosten tarkempi tarkastelu osoitti tuloserot
analysaattorien VAlilla pieniksi.

Tutkimustuloksista widaan todeta, ettd Cobas e 411 -analysaattorin sisdinen toistettawuus on
hyva rinnakkaisajojen vastatessa hyvin toisiaan. Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien
tulostasoa widaan myds pitda vastaavana, silla erot tuloksissa osoittautuivat pieniksi. Nain ollen
Turun ammattikorkeakoulu wi ottaa kayttdon Tykslabin kanssa yhtenevat viitearvot PSA- ja PSA-
V-tutkimuksille.
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VALIDATION OF TOTAL PSA AND FREE PSA
ASSAYS FOR THE COBAS e 411 ANALYZER

Prostate-specific antigen (PSA) is protein that is being produced by prostate in men. Most of PSA
secretes into the semen and normally only tiny amounts of PSA can be found from the blood
circulation. In prostate cancer the amount of PSA in the blood circulation rises. PSA measured
from the blood can be used to diagnose and follow treatment progress of prostate cancer.

The purpose of this thesis was to validate total PSA and free PSA assays of the new Cobas e
411 analyzer of Turku University of Applied Sciences. With validation it can be ensured that the
assays give precise and repeatable results. The validation was performed by analyzing total PSA
and free PSA tests with Cobas e 411 analyzer from blood samples (n=20) that had already been
analyzed by Tykslab’s Cobas e 602 analyzer. To test the Cobas e 411 analyzer's inner
repeatability, parallel measurements from the samples were made and compared with each other.
The results from Cobas e 602 and Cobas e 411 -analyzers were compared to each other to
examine correspond between the analyzers.

Statistical analysis of the results showed that the parallel total PSA and free PSA measurements
with Cobas e 411 analyzer responded well and they had a high correlation with each other. Re-
sults between Cobas e 602 and Cobas e 411 analyzers had bigger differences than parallel meas-
urements with Cobas e 411 analyzer. However, the results correlated well with each other and
more detailed analyze of the results showed that the differences between the analyzers were
small.

The results showed that the inner repeatability of the Cobas e 411 analyzer is good since the
parallel measurements corresponded well with each other. The correspond between Cobas e 602
and Cobas e 411 analyzers can also be considered good as the differences between the results
turned out to be small. Thus, the Turku University of Applied Sciences can start to use Tykslab’s
reference values of total PSA and free PSA assays.

KEYWORDS:

Prostate

PSA

Prostatic cancer
Validation


http://www.sanakirja.org/search.php?id=207297&l2=17

SISALTO

1 JOHDANTO

2 PSA- JAPSA-V-TUTKIMUSTEN VALIDOINTI
2.1 Prostataspesifinen antigeeni (PSA)

2.2 Vapaa PSA (PSA-V)

2.3 Uudet eturauhassyovan diagnostiset tutkimukset
2.4 Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorit

2.5 Validointi

3 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TAVOITTEET JA TUTKIMUSTEHTAVAT

4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS
4.1 Opinnaytetyon toteutus

4.2 Tulosten tilastollinen tarkasteleminen
4.3 Opinnaytetyon metodologiset lahtékohdat
4.4 Opinnaytetyon eettiset lahtokohdat

5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

5.1 Cobas e 411 -analysaattorin sisainen toistettavuus
5.2 Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien tulostasovertailu

5.3 Tutkimustulosten tarkastelu
6 POHDINNAT

LAHTEET

LITTEET

Liite 1. Validointisuunnitelma.

10
12
13

15

16
16
18
20
21

22

22
24
27

33

38

Liite 2. PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulokset Cobas e 602 ja Cobas e 411-analysaatto-

reilla.

Liite 3. PSA-tulosten erot Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien valilla.



KAAVAT

Kaava 1. PHI-luku (Loeab & Catalona 2014; Seikkula ym. 2015).
Kaava 2. Variaatiokertoimen kaava (Tilastokeskus 2016b).
Kaava 3. Regressiosuoran kaava (Mattila 2008).

Kaava 4. Vertailuprosentin laskeminen.

KUVIOT

Kuvio 1. PSA-rinnakkaisajot Cobas e 411 -analysaattorilla.

Kuvio 2. PSA-V-rinnakkaisajot Cobas e 411 -analysaattorilla.

Kuvio 3. PSA-tulokset Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattoreilla.
Kuvio 4. PSA-V-tulokset Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattoreilla.

TAULUKOT

Taulukko 1. P-PSA viitearvot miehille ian mukaan (Tykslab 2015).

Taulukko 2. Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tunnusluvut.

Taulukko 3. Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien tunnusluvut.

Taulukko 4. Toistettavuus Cobas e 411 -analysaattorilla laitevalmistajan mukaan
verrattuna opinndytetyon tuloksiin (Roche Diagnostics 2016d &
Roche Diagnostics 2016e).

Taulukko 5. Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien PS A-tulosten
variaatiokertoimet.

Taulukko 6. PSA-V:n ja kokonais-PSA:n valinen suhde.

10
22
23
29

23
24
26
27

22
25

28

30
31



1 JOHDANTO

Eturauhassyopa on Suomessa yleisin miehill& todettava syopa ja toiseksi yleisin syopa-
kuolemien aiheuttaja (Tammela 2013b). Eturauhassyévan hoitoon kului vuonna 2004
noin 180 miljoonaa euroa ja sen hoitokustannusten odotetaan kasvavan edelleen (Var-
tiainen ym. 2014). Vuonna 2010 Suomessatodettiin 4700 uutta eturauhassyopéapotilasta
(Tammela 2013b; Kéypa hoito 2014). Tarked osa eturauhassytvéan diagnostiikkaa on

prostataspesifisen antigeenin mittaaminen verindytteesta (Seikkula ym. 2015).

Prostataspesifinen antigeeni (PSA) on eturauhasen tuottama proteaasi, jonka avulla voi-
daan tutkia eturauhasen hairittiloja. Mittaamalla PSA:n pitoisuus seerumissa pystytaan
esimerkiksi arvioimaan eturauhassyovan riskid ja seuraamaan syévan hoidon onnistu-
mista. Liséksi vapaan PSA:n avulla voidaan tarkemmin arvioida eturauhassyoévan toden-

nakaisyytta. (Tammela ym. 2000; Stenman ym. 2013.)

PSAn kayttd eturauhassyovan seulonnassa on jatkuvan keskustelun aiheena. Seulon-
nalla on todettu olevan seka hyoty- etta haittapuolia. Vaikka seulonta todetusti pienentéa
kuolleisuutta eturauhassy®dpéan, seulonnasta johtuva ylidiagnostiikka johtaa tarpeetto-
miin hoitoihin, joiden haittavaikutukset voivat olla huomattavia. (Auvinen & Tammela
2015.) Eturauhassyopaseulonnan tarkentamiseksi on talla hetkella tarjolla uusia dia-
gnostisia tutkimuksia, jotka voisivat vahentda ylidiagnostiikkaa. Talla hetkella lupaavim-
milta menetelmilta vaikuttavat "Prostate health index” (PHI) ja neljan kallikreiinin paneeli,
jotka parantavat PSA-tutkimusten tarkkuuta yhdistdmalla ne uusiin tutkimuksiin. (Seik-
kula ym. 2015.)

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on validoida PSA- ja vapaa PSA-tutkimukset Turun
ammattikorkeakoulun uudelle Rochen Cobas e 411 -analysaattorille. Validointi toteute-
taan kayttamalla Tykslabilta saatavia naytteitd, joiden mittaustuloksia verrataan Tyksla-
bin kyseisista naytteistd saamiin tuloksiin. Tavoitteena on, etta validoinnin jalkeen naita
tutkimuksia voidaan kayttaa Turun ammattikorkeakoulun opetus- ja tutkimustydssa. Tar-
koituksena on ottaa kayttoon Tykslabin kanssa yhtenevét viitearvot validoinnin jalkeen
Cobas e 411 -analysaattorin PSA- ja PSA-V-tutkimuksille.
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2 PSA- JA PSA-V-TUTKIMUSTEN VALIDOINTI

2.1 Prostataspesifinen antigeeni (PSA)

PSA eli protastaspesifinen antigeeni on eturauhasen epiteelin erittdma seriiniproteaasi,
(Stenman ym. 1999; Tammela ym. 2000; Tykslab 2015). Proteaasit ovat proteiineja pilk-
kovia entsyymeja (Terveyskirjasto 2016). PSA:ta erittyy padasiassa siemennesteeseen,
jossa se tekee siemennesteen juoksevaksi ja mahdollistaa nain siittididen likkumisen
(Stenman ym. 1999; Ozen & Yazici 2005; Stenman 2013). Normaalisti vain pienid maaria
PSA:ta vuotaa myds verenkiertoon (Tammela ym. 2000; Stenman 2013). PSA:n pitoi-
suus keskim&arin kasvaa suhteessa eturauhasen tilavuuteen, jolloin eturauhasen kas-
vaessa miehen ian myota, myos PSA:n maara suurenee vastaavasti (Tammela ym.
2000). Tasta syysta PSA:n viitealueen ylaraja kasvaa miesten ikdantyessa, kuten Tau-
lukosta 1 ilmenee (Tammela ym. 2000; Tykslab 2015).

Taulukko 1. P-PSA viitearvot miehille ian mukaan (Tykslab 2015).

miehet alle 50v: < 2.6 pg/l
miehet 50—60v: < 3.7 pg/l
miehet 60—70v: < 4.8 ug/l
miehet yli 70v: < 6.9 ug/l

PSA:n maara veressa kohoaa eturauhassairauksissa, kuten eturauhasen hyvalaatui-
sessa likakasvussa ja eturauhassyovassa (Stenman ym. 1999; Stenman & Hotakainen
2010; Stenman ym. 2013). Mitéd korkeampi kokonais-PSA:n arvo on, sitd todennakai-
semminkorkea pitoisuus johtuu eturauhassydvasta (Stenman & Hotakainen 2010; Tam-
mela 2013b; Tykslab 2015). PSAita kaytetddn eturauhassyovan diagnostiikkaan
(Tykslab 2015). PSA-arvojen maarityksen liséksi eturauhassyovan diagnostiikkaan kay-
tetddn eturauhasen tunnustelua sekd eturauhasen kudosnaytetta (Heidenreich ym.
2013a; Tammela 2013b). Eturauhassyopa diagnoosi perustuu eturauhasesta otettuun
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kudosnaytteeseen, joka otetaan ultradanitutkimuksen yhteydessa (Heidenreich ym.
2013a; Tammela 2013Db).

PSAita kaytetédn myos eturauhassydvan hoidon seurantaan, mutta tavalliset viiterajat
eivat sovellu hoidon seurantaan (Tykslab 2015). Eturauhassydvan sédehoidon jalkeen
PSA-pitoisuuden suurenemista 2 pg/l yli matalimman saavutetun hoidon jalkeisen PSA-
tason, pidetddn eturauhassyovan uusiutumisena. Leikkauksen jalkeen PSA-pitoisuus
muuttuu mittaamattomaksi (< 0,05 ug/l). Mikéli PSA-pitoisuus muuttuu mitattavaksi (0,2—
0,4 pg/l) on suositeltavaa lahettdd potilas urologille jatkohoitoarvioon. (Kaypa Hoito
2014.) PSA:ita voidaan kayttda hyodyksi myos hyvélaatuisen eturauhasen likakasvun

arvioinnissa (Tammela ym. 2000).

Eturauhassyopa tayttaa yleisyytensa vuoksi suuren joukon seulonnalle asetettuja ehtoja,
kuten taudin suuren kansanterveydellisen merkityksen sekd seulontamenetelmén
(PSA), jolla tauti voidaan l6ytaéd varhaisessa vaiheessa (Kaypa hoito 2014). Eturauhas-
sybvéan seulonnassa ylidiagnostiikka ja siitd aiheutuva ylihoito on suuri ongelma, koska
miehet altistuvat turhaan hoitojen komplikaatioille (Tammela 2013b; Kéaypa hoito 2014).
Suurin osa urologiyhteisoista ei suosittele eturauhassydvan laajamuotoista seulontaa.
NyKkyista tutkimusnayttéa ei pideta riittdvana PSA-arvoihin perustuvan seulonnan jarjes-
tamiseksi. (Heidenreich ym. 2013b.) Seulonnan ja sen perusteella maaratyn hoidon ei

ole todettu vaikuttavan seulottujen elinian pituuteen (Saarelma 2015).

Euroopan urologien yhdistys suosittelee 40—45 vuotiaille miehille 1&ht6tason PSA-maa-
ritystd, jonka avulla voidaan aloittaa eturauhassyovan riskiin sovellettu seuranta. 49-59
vuotiaille miehille tulisi jarjestédd seuranta 2-4 vuoden vélein, jos heidéan PSA-tasonsa on
yli 1,0 pg/l. (Heidenreich ym. 2013a.) Miehille, joiden PSA-taso on alle 1,0 pg/l riittaisi
kahdeksan vuoden vélein tehtdva seuranta (Heidenreich ym. 2013a; Heidenreich ym.
2013b). Nain saataisiin vahennettya seulonnan haittoja keskittymalla riskiryhmiin (Hei-
denreich ym. 2013a). Rutiininomainen PSA-tutkimus ei ole oleellinen miehille, joilla ei
ole suurentuneen eturauhasen aiheuttamia oireita, kuten virtsaamisongelmia (Saarelma
2015). Miehille, joiden lahisuvussa on ollut useampia eturauhassydpaan sairastuneita
tai 1&hisukulaisella on todettu alle 55-vuotiaana eturauhassyopa, suositellaan Suomessa
1-4 vuoden vélein tehtavdd PSA:n méaaritystd ja seurantaa perinndllisen riskin takia
(Kaypa hoito 2014; Saarelma 2015).
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Schréder, Hugosson, Roobol, Tammela, Zappa, Nelen, Kwiat-kowski, Lujan, Maattanen,
Lilja, Denis, Recker, Paez, Bangma, Carlsson, Puliti, Villers, Rebillard, Hakama, Sten-
man, Kujala, Taari, Aus, Huber, van der Kwast, van Schaik, de Koning, Moss ja Auvinen
ovat julkaisseet vuonna 2014 13 vuotta kattaneen seurantatutkimuksen, jossa seurattiin
eturauhassyodpéaseulonnan vaikutuksia eturauhassyopdakuolleisuuteen. Tutkimukseen
osallistui 162 243 potilasta kahdeksasta eri maasta. Potilaat jaettiin tutkimuksessa kah-
teen ryhmaan, joista seulotun ryhméan tuloksia verrataan kontrolliryhmaan. Tutkimuk-
sessa todettiin, ettd seulonta vahentdd syopéakuolleisuutta, mutta turhien hoitojen riski

on edelleen suuri ja niistd seuraavia haittavaikutuksien vahentamista olisi tutkittava lisaa.

2.2 Vapaa PSA (PSA-V)

Suurin osa PSA:sta esiintyy veressa sitoutuneena alfa-1-antikymotrypsiiniin (Stenman &
Hotakainen 2010; Vickers & Lilja 2012). PSA kulkee elimistdssa verenkierrossa joko si-
(Tammela ym. 2000; Roddam ym. 2005). PSA-V tutkimuksessa maaritetdan veren va-
paan PSA:n maaré (Harvard Medical School 2011). PSA:n spesifisyytta syopamerkkiai-
neena voidaan parantaa maarittamalla kokonais-PSA eli vapaa ja sitoutunut PSA, seka
vapaan PSA:n suhde kokonais-PSA:han (Stenmanym. 2013). Vapaan PSA:n osuus on
eturauhassyodvassa keskimaarin pienempi ja sitoutuneen PSA:n osuus kokonais-
PSA:sta on ndin ollen korkeampi, kuin mité eturauhasen likkakasvun yhteydessa (Finne
ym. 2008; Stenmanym. 2013; HUSLAB 2014). Vapaan PSA:n pitoisuuden maéritys voi
auttaa arvioimaan, tulisiko eturauhasesta ottaa kudosnaytetta vai ei (Tammela 2013a).

Vapaan ja kokonais-PSA:n suhde on useimmiten yli 15 % eturauhasen likakasvusta
karsivilla potilailla, kun taas eturauhassyopapotilailla vapaan ja kokonais-PSA:n suhde
on yli puolella tapauksista alle 15 % (Tykslab 2015). Viitearvo vapaan PSA:n suhteelle
kokonais-PSA:sta on kaikille miehille yli 15 % (HUSLAB 2014). Maarittamalla vapaan ja
kokonais-PSA:n suhde voidaan kolmannes korkeista PSA-tuloksista todeta eturauhasen
hyvalaatuisen liikakasvun aiheuttamiksi. Miehilla 50 ikédvuoden jalkeen eturauhasen hy-
valaatuinen liikakasvu yleistyy ja samalla myods eturauhassydvan todennékoisyys kas-
vaa. (Stenman & Hotakainen 2010.)

Lee, Localio, Armstrong, Malkowicz, Schwartz ja vapaa PSA -tutkimusryhma ovat
vuonna 2006 tehdyssa meta-analyysissa koonneet yhteen 41 tutkimuksen tulokset va-

paan PSA:n kaytosta eturauhassyopadiagnostiikassa. Naiden tutkimusten potilasjoukko
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oli lagja (n=19 643). Taman tutkimuksen tulosten perusteella vapaan PSA:n maarittami-
sesta on hyotya, kun potilaan PSA on valilla 4-10 pg/l ja se voi auttaa tAsmentamaan
eturauhassyopadiagnostiikkaa oikein kaytettyna.

2.3 Uudet eturauhassydvéan diagnostiset tutkimukset

Eturauhassydpaseulonnan tarkentamiseksi on tarjolla uusia diagnostisia tutkimuksia,
jotka voisivat vahentaa ylidiagnostiikkaa. Naihin tutkimuksiin lukeutuvat muun muassa
lupaavilta vaikuttavat vaikuttavat "Prostate health index” (PHI) ja neljan kallikreiinin pa-
neeli. Nama tutkimukset yhdistavat perinteiset PSA-tutkimukset uusiin tutkimuksiin ja pa-

rantavat nain niiden tarkkuutta. (Seikkula ym. 2015.)

Vapaalla PSA:lla on todettu olevan useita eri muotoja, kuten proPSA (Abrate ym. 2014).
ProPSA on PSA:n esimuoto, jota eturauhasen solut erittdvat (Peyromaure ym. 2005).
ProPSA:lla on useita eriisoformeja, joista kaikkein vakain muoto on [-2]proPSA (p2PSA).
Kaikki proPSA:n muodot ovat entsymaattisesti in-aktiivisia. P2PSA-pitoisuuden veressa
on todettu olevan korkeampi eturauhassyodpépotilailla. (Abrate ym. 2014.) P2PSA:ta voi-
daan kayttaa joko yksinaan eturauhassyovan biomarkerina tai se voidaan yhdistad mui-
hin merkkiaineisiin (Seikkula ym. 2015). Yksi vapaan PSA:n muodoista on intakti-PSA,
joka on puolestaan vapaan PSA:n yksi ketjuketjuinen muoto (Steuber ym. 2002; Seikkula
ym. 2015). Intakti-PSA on yksi neljan kallikreiinin paneelissa kaytettavista merkkiai-
neista (Seikkula ym. 2015).

Prostate health index (PHI) on Yhdysvalloissa kliiniseen kayttoon hyvaksytty uusi bio-
markeri, jossa lasketaan PHI-luku, joka kertoo eturauhassydvan riskin (Seikkula ym.
2015). PHI-luvun laskemiseen kaytetaan vapaan ja kokonais-PSA:n liséksi pro2PSA:ta.
(Loeab & Catalona 2014; Seikkula ym. 2015.) PHIFHluku saadaan seuraavan kaavan
avulla (Kaava 1):

p2PSA
Kokonais — PSA

) x Vapaa PSA

Kaava 1. PHIHuku (Loeab & Catalona 2014; Seikkula ym. 2015).

Mitd suurempi PHI-luku on, sitd suurempi on eturauhassyovan riski. PHI-luvun suuruut-

taa lisdévat suuri PSA:n ja p2PSA:n pitoisuus ja pieni vapaan PSA:n pitoisuus. Useissa
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tutkimuksissa on todettu PHI:n yleisesti tunnistavan eturauhasyovan, seka aggressiivi-
sen eturauhassyoévan paremmin kuin muut kytdssa olevat merkkiaineet yksindan. PHI
voi mahdollisesti vahentaé eturauhassyoévan ylidiagnostiikkaa ja turhien eturauhasen ku-
dosnaytteiden ottamista. Nain ollen PHI:ta pidetddn myds mahdollisesti kustannustehok-
kaana. (Seikkula ym. 2015.)

Neljan kallikreiinin paneelissa (the four kallikrein score) méaaritetdan vapaa ja kokonais-
PSA seka intakti-PSA ja kallikreiini 2 (Seikkula ym. 2015). Kallikreiini 2 (hK2) on prote-
aasi, jonka molekyylirakenne vastaa 80-prosenttisesti PSA:n rakennetta (Potter & Partin
2000; Seikkula ym. 2015). Eturauhasen epiteeli tuottaa hK2:hta (Potter & Partin 2000).
HK2:n maara verenkierrossa on kaksi kertaa pienempi kuin PSA:n. HK2:ta l16ytyy nimen-
omaan pahanlaatuisesta syopakudoksessa, kun taas PSA:ta 16ytyy myos hyvanlaatui-
sesta kudoksesta. Neljan kallikreiinin méaarityksesta ja potilaan idstda muodostetun las-
kennallisen algoritmin tulosta voidaan kayttda arvioimaan eturauhassyovan todennakoi-
syyttd. Na&in voidaan ehkaisté tarpeettomien eturauhasen kudosnaytteiden ottamista.
(Seikkula ym. 2015.)

Nordstroém, Vickers, Assel, Lilja, Grénberg & Eklund (2015) ovat tutkimuksessaan ver-
ranneet neljan kallikreiinin paneelin ja PHI:n kykya ennustaa eturauhassyopéaa. Tutki-
mukseen osallistui kaiken kaikkiaan 26 712 miesta, joista raporttiin valittin yhteensé 531
miesta. Valittujen miesten kokonais-PSA oli vélilla 3-15 pg/l, ja heiltd oltin ottamassa
ensimmaista kertaa eturauhasen kudosnaytettd. Tutkimukseen osallistuneilta henkilGilta
otettiin verinaytteet, joista madritettiin vapaa ja kokonais-PSA, p2PSA, kallikreiini 2 ja
intakti PSA. Koehenkildille laskettiin saatujen tulosten mukainen PHI-luku ja neljan kalli-

kreiinin paneelin tulos.

Tutkimuksen mukaan seka neljan kallikreiinin paneeli ettéd PHI paransivat eturauhassyo-
van seka aggressiivisen eturauhassyovan erotuskykya ja ennustamista. PHI ja neljan
kallikreiinin paneeli vahensivat eturauhasen kudosnaytteiden ottamista lahes 30 prosen-
tilla, mutta samalla kumpikaan maaritys ei havainnut 10 prosenttia aggressiivista eturau-
hassyovista. Molempien tutkimusten avulla voidaan kuitenkin vahentda turhien kudos-

naytteiden ottamista verrattuna pelkdn kokonais-PSA-arvon maarittdmiseen.
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2.4 Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorit

Cobas e 411 on Hitachin valmistama ja Rochen markkinoima immunokemian analysaat-
tori, joka on kehitetty pienten laboratorioiden kayttdon (Roche Diagnostics; Roche Diag-
nostics 2009). Cobas e 411 -analysaattori pystyy kasittelem&an 86 naytettd tunnissa
(Roche Diagnostics 2016a). Cobas e 602 -analysaattorimoduuli on osa Rochen 8000
moduulianalysaattorisarjaa, jossa se toimii immunokemian analysaattorina osana suu-
rempaa analysaattorimoduulia (Roche Diagnotics 2013). Cobas e 602 -analysaattori on
tehty suuriin laboratorioihin, jossa kasiteltdvat naytemaarat ovat suuria (Roche diagnos-
tics 2010). Cobas e 602 -analysaaattori pystyy kasittelemaén jopa 170 naytettd tunnissa
(Roche Diagnostics 2013; Roche Diagnostics 2016b). Cobas e 411 ja Cobas e 602 -
analysaattoreilla pystytdan tekemaén ldhes 100 eri maaritystd (Roche Diagnostics
2015a; Roche Diagnostics 2010). Analysaattorien tutkimusvalikoimaan kuuluu muun
muassakasvain- ja sydanmerkkiaineita seka tartuntatauti- ja hormonimaarityksia (Roche
Diagnostics 2015b; Roche Diagnostics 2010). Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaat-
torit kayttavat samoja reagensseja ja kalibraattoreja PSA- ja PSA-V-tutkimuksissa
(Roche Diagnostics 2015d; Roche Diagnostics 2016c; Roche Diagnostics 2016d &
Roche Diagnostics 2016e).

Molemmat analysaattorit kayttavat analyysimenetelmandan elektrokemiluminesenssia
(ECL), joka antaa analyyseille laajan mittausvalin ja tarkan mittatarkkuuden (Roche
Diagnostics 2009; Roche Diagnostics 2016b). ECL-reaktio perustuu rutenium-komplek-
sin ja TPA:n valiseen reaktioon, joka synnyttda valoa (Roche Diagnostics 2015c). Cobas
e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorit kayttavat PSA- sekd PSA-V-maarityksissa sand-
wich-menetelméa (Roche Diagnostics 2016¢; Roche Diagnostics 2016¢). Sandwich-me-
netelmassa rutenium-leimattu vasta-aine sek& biotiini-leimattu vasta-aine sitoutuvat
naytteen antigeeniin. Seokseen lisatdan paramagneettisia streptavidiini-leimattuja mik-
ropartikkeleja. Naytteessa oleva antigeeni kiinnitetddn streptavidiini-biotiini-sidoksen
avulla paramagneettisiin mikropartikkeleihin. Paramagneettiset mikropartikkelit takaavat
kontrolloidun immunokompleksien kiinnittdmisen ja vapauttamisen magneetin avulla.
Naytteen analysointi tapahtuu analysaattorin mittauskammiossa, jossa magneetti sitoo
paramagneettiset kompleksit mittauskammioon. Mittauskammioon lisatddn Procell-liu-
osta, joka sisaltéd ECL-reaktiossa tarvittavaa TPA:ta ja pesee pois sitoutumattomat im-

munokompleksit ennen mittausta. Mittauskammioon lisatéaan jannite, joka kaynnistaa ru-
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tenium-kompleksin ja TPA:n valisen reaktion. Reaktiossa syntyvan valon mittaa analy-
saattorin valomonistin. Mitatun valon mé&ara on suoraan verrannollinen naytteesséa ole-
van analyytin pitoisuuteen. (Roche Diagnostics 2015c.)

PSA- ja PSA-V-arvojen maarityksessa veresta voidaan kayttda joko plasmaa tai seeru-
mia (Arneth 2009; Roche Diagnostics 2016d & Roche Diagnostics 2016e). Cobas-ana-
lysaattorien laitevalmistajan ohjeistuksen mukaan kaytettédva plasmanayte voi olla joko
litium-hepariini- tai Ks-EDTA-plasmaa (Roche Diagnostics 2016d & Roche Diagnostics
2016e.) Tykslabin ohjeistuksen mukaan PSA- ja PSA-V-tutkimuksissa kaytetdan litium-
hepariiniplasmaa. Nayte sailyy 6 tuntia naytteenotosta huoneenlammaosséa kokoverené
geelihepariiniputkessa. (Tykslab 2015.) Erotettu plasmandayte sailyy jadkaapissa 5 vuo-
rokautta ja naytteen pidempiaikainen sdilytys tapahtuu pakastettuna (Tykslab 2015;
Roche Diagnostics 2016d & Roche Diagnostics 2016e). Pakastettuna - 20 °C asteen
lampdtilaan PSA-naytteet sailyvat kuusi kuukautta ja PSA-V-naytteet puolestaan kolme
kuukautta (Roche Diagnostics 2016d & Roche Diagnostics 2016e).

Stephan, Klaas, Miller, Schorr, Loening & Jung (2006) ovat tutkineet eri analyysimene-
telmien vaikutusta vapaan ja kokonais-PSA:n tuloksiin. Tutkimuksessa analysoitiin 314
eturauhassydpapotilaan ja 282 ei syopapotilaan seeruminaytteista vapaa ja kokonais-
PSA-viidella eri analyysimenetelmalld. Saaduista vapaan ja kokonais-PSA:n tuloksista
laskettiin lisaksi niiden vélinen suhde. Tutkimustulosten mukaan saadut vapaan ja koko-
nais-PSA:n tulokset seké naiden valinen suhde riippuivat analyysimenetelmasta. Vertai-
lumenetelméan antamiin tuloksiin (100 %) verrattuna kokonais-PSA-arvot vaihtelivat va-
lila 87—115 prosenttia. Vapaan ja kokonais-PSA:n suhde oli tutkimuksen mukaan myds
analyysimenetelméasta riippuvainen. Erot tuloksissa voivat vaikuttaa potilaan hoitop&a-
tokseen, kuten eturauhasen kudosnaytteen ottamiseen. Tutkimuksen mukaan kaupallis-
ten PSA-analyysien tdsmaavyys keskendan on edelleen riittamaton. Jotta eri analyysi-
tulosten vaikutus saataisiin minimoitua, laakareitd pitdisi informoida analyysimenetel-

mien aiheuttamista tuloseroista seka biologisesta variaatiosta.

2.5 Validointi

Validoinnilla tarkoitetaan vertailumateriaalin avulla tehtavaa tarkastelua menetelman ky-
vysta tuottaa oikeita tuloksia seka toistomittausten avulla tehtdvad menetelmén siséisen

toistettavuuden tarkastelua. Nama tarkastelut toteutetaan suunnitellun pitoisuusalueen

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Markkola



14

alarajalla, keskivaiheilla seka ylarajalla. (Jaarinen & Niiranen 2005.) Validoinnin tavoit-
teena on maéaritelld mittausmenetelma tilastollisesti laskennallisten muuttujien avulla
(Growther 2001). Validoinnissa arvioidaan mittausmenetelman suorituskyky, menetel-
man soveltuminen tiettyyn tarkoitukseen sekd, ettd menetelma tayttaa sille asetut vaati-
mukset (Matveinen ym. 2005; Saari 2010). Mittausmenetelmalle asetetut vaatimukset
voivat olla lainsaadanndllisia, laboratorion tai laboratorion asiakkaiden asettamia (Saari
2010).

Valmistaja on usein validoinut mittauslaitteen tai -menetelman jo osana sen kehittémis-
tyota. Validointi on kuitenkin tarpeen esimerkiksi, kun menetelma tai uusi mittalaite halu-
taan ottaa kayttdon uudessa laboratoriossa tai varmistaa, etta kaksi eri menetelmaa an-
tavat yhtapitavia tuloksia. (Matveinen ym. 2005; Hiltunen, ym. 2011.) Validoinnin laajuu-
teen vaikuttavat minkélaisia muutoksia mittausmenetelmdan on tehty muun muassa
kayttotarkoitukseen, laitteistoon, henkilokuntaan tai olosuhteisiin littyen (Matveinen ym.
2005). Menetelméan validointiin kuuluu useita vaiheita: koejarjestelyjen suunnittelu, mit-
tausten suorittaminen, tulosten arviointi, tilastolliset laskut ja menetelméohjeiden ja me-
netelméan laadunvalvonnan laatiminen (Jaarinen & Niiranen 2005). Validoinnista laadi-
taan validointiraportti, josta tulee selvitd validoinnin tavoite, toteutus ja se tayttaako me-
netelma sille asetetut vaatimukset. Lisaksi raporttiin kirjataan validoinnin eri vaiheet, mit-
taukset seka niihin kaytetyt laitteet, valineet ja materiaalit. (Matveinen ym. 2005; Jaari-
nen & Niiranen 2005; Hiltunen, ym. 2011.)

Forde, Marignol, Blake, McDermott, Grainger, Crowley ja Lynch (2012) ovat tutkineet
vahentadko kokonais-PSA:n analyysimenetelman standardisointi vaihtelevuutta koko-
nais-PSA:n maarityksissa. Tutkimuksessa 84 potilaan verindytteistd maaritettiin koko-
nais-PSA yhdeksassa eri sairaalassa, yhden sairaalan toimiessa referenssisairaalana ja
myo6hemmin analyysimenetelma standardisoitiin neljissé sairaalassaja maaritykset tois-
tettiin. Tutkimustuloksista ilmeni, ettd eri sairaaloiden laboratorioiden valilla oli merkitta-
vaa vaihtelua saaduissa tuloksissa, suurin ero oli 2.2 + 2.4 pg/l. Analyysimenetelmien
standardisoinnin jalkeen méaaritetyt kokonais-PSA:n pitoisuuksien vaihtelut vahenivéat

huomattavasti, eika tilastollisesti merkittéavia poikkeamia |6ytynyt.
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3 TUTKIMUKSEN TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TUTKIMUSTEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on validoida Turun ammattikorkeakoululle hankitun
uuden Rochen Cobas e 411 -analysaattorin tutkimusvalidoimasta PSA- ja vapaa PSA-
tutkimukset. Validoinnissa kaytetdan referenssilaitteena Tykslabin osastolla 930 kay-
tosséa olevaa Cobas e 602 -analysaattoria ja sen antamia tuloksia laskimoverinaytteista.

Opinnaytetyon tavoitteena on bioanalyytikko-opiskelijoiden analyysitydoskentelyn oppimi-
sen edistaminen, silla analyysitydskentely on merkittdva osa bioanalyytikon ammatillisia
taitoja. Validoinnin jélkeen eturauhastutkimuksia voidaan kayttaa bioanalyytikkokoulu-
tuksen opetus- ja tutkimustydsséa. PSA- ja PSA-V-tutkimusten validoinnin myo6ta varmis-
tetaan, ettd tutkimusten tulostaso vastaa yhteistydkumppani Tykslabin tulostasoa, mika
mahdollistaa Tykslabin kanssa yhtenevien viitearvojen kayton tutkimuksille. Validointi
varmistaa, ettd bioanalyytikkokoulutuksen laboratorion laatu pysyy hyvana ja sen tuotta-
mat laboratoriotulokset ovat luotettavia. Liséksilaaja tutkimusvalikoima mahdollistaa mo-
nipuolisten laboratoriotutkimuspalvelujen markkinoinnin yhteistydkumppaneille.

Taman opinnaytetydn tutkimustehtavia ovat:

1. Tarkistaa Cobas e 411 -analysaattorin siséinen toistettavuus PSA- ja PSA-V-tut-
kimusten osalta suorittamalla tutkimusnéytteista rinnakkaisajot.

2. Selvittdd onko Cobas e 411 -analysaattorin PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulos-

taso sama kuin Tykslabin Cobas e 602 -analysaattorin tulostaso.
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon toteutus

Tama opinnaytetyo toteutettiin lukuvuoden 2015-2016 aikana ja lopullinen opinnaytetyo
seka validoinnin tulokset julkaistiin kevaalla 2016. Lahdemateriaalin hankinta ja teoria-
osuuden kirjoittaminen opinndytety6n tutkimussuunnitelmaan aloitettiin syksylla 2015.
Validoinnista tehtiin validointisuunnitelma, joka liitettiin tutkimussuunnitelmaan ja lopulli-
seen opinnaytetyohon (Liite 1). Validointisuunnitelmaan kirjattiin validoinnin suunniteltu
aikataulu, eteneminen ja validoinnissa tarvittavat tarvikkeet. Toimeksiantosopimus opin-
naytetyohon haettiin ja saatiin joulukuussa 2015 Turun ammattikorkeakoululta. Opinnay-
tetydssa kaytettava tutkimusaineisto koostui laskimoverindytteista (n=20), jotka saatiin
Tykslabista, paivystys- ja automaatiolaboratorion osastolta 930 joulukuussa 2015. Las-
kimoverinaytteista oli jo Tykslabissa maaritetty PSA- ja PSA-V-pitoisuudet ja naytteiden
PSA- ja PSA-V-pitoisuudet vaihtelivat. Naytteet pakastettiin Tykslabissa maaritysten jal-
keen ja ne olivat pakkasessa alle viikon, ennen naytteiden uudelleen analysointia Turun
ammattikorkeakoulussa. Naytteiden ostoon oli ennakkoon pyydetty ja saatu lupa Tyksla-
bin ylikemistiltd s&hkdpostitse.

Laskimoverinaytteiden analysointi Turun ammattikorkeakoulun Cobas e 411 -analysaat-
torilla tapahtui joulukuussa 2015. Tutkimuspaikkana toimi Turun ammattikorkeakoulun
Ruiskadun yksikkd. Cobas e 411 -analysaattori kalibroitin PSA- ja PSA-V-tutkimusten
osalta laskimoverindytteiden analysointia edeltavana paivana. PSA- ja PSA-V-analyy-
sien kalibrointiin kaytettiin laitevalmistajan kalibraattoreita Total PSA Calset ja Free PSA
Calset. Kalibroinnin jalkeen analysaattorilla ajettiin viela laitevalmistajan kahden pitoi-
suustason Precicontrol Tumor Marker 1 ja 2 -kontrollit, joilla valmistettiin kalibroinnin on-
nistuminen. Free PSA Calset -kalibraattori oli kdyttovalmis liuos, mutta Total PSA Calset
-kalibraattori ja Precicontrol Tumor Marker 1 ja 2 -kontrollit olivat kylmakuivattuja. Kyl-
mékuivatut tuotteet liuotettiin ennen kayttdéa noudattaen Turun ammattikorkeakoulun bio-
analyytikkokoulutuksen kylmakuivattujen tuotteiden liuotusohjetta, joka perustuu laite-
valmistajan ohjeisiin. Tuotteiden liuotuksessa kaytettiin kalibrointi- ja kontrolliliuotuksiin
tarkoitettua ilmamantapipettia, jonka kalibrointi tarkistetaan vahintéén kerran lukukau-
dessa.
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Kesken kalibrointien ja kontrollien ajamisen Procell- ja Cleancell-reagenssien huomattiin
olleen avattuina pari viikkoa yli sallitun 30 paivaa. Kontrollien ajamisen jalkeen vanhen-
tuneet reagenssit vaihdettiin uusiin saman valmistuserén reagensseihin. Vanhentu-
neista reagensseista huolimatta kalibraatioiden ja kontrollien tulokset olivat sallituissa

rajoissa.

Ylijaéneet kontrollit pakastettiin - 80 °C asteeseen odottamaan seuraavaan paivaan. Va-
lidointipaivana Cobas e 411 -analysaattorilla ajettiin edellisena paivana liuotetut ja pa-
kastetut Precicontrol Tumor Marker 1 ja 2 -kontrollit. Kontrollit otettiin pakastimesta su-
lamaan huoneenlamp6on, sulamisen jalkeen ne sekoitetiin hyvin ja analysoitin 30 mi-
nuutin kuluessa pakkasesta ottamisen jalkeen. Kontrollien tulokset olivat sallituissa ra-

joissa, jolloin validointi voitiin suorittaa.

Laskimoverinaytteet saivat sulaa rauhassa muutaman tunnin huoneenlamma®ssé ennen
analysointia. Koska naytteet haettiin analysointipdivan aamuna, kuljetettin néaytteet
Tykslabin osastolta 930 Turun ammattikorkeakoululle ilman kylmékuljetusta, jotta nayt-
teet sulaisivat nopeammin. Kun kaikki naytteet olivat kokonaan sulaneet, ne sekoitettiin
ja tdman jalkeen sentrifugoitiin ennen analysointia. Sentrifugoinnin jalkeen laskimoveri-
naytteet laitettiin jddkaappiin odottamaan analysointia pariksi tunniksi. Ennen analysoin-
tia laskimoverinaytteiden tunnistetiedot ja tutkimuspyynnét syoétettiin kasin analysaatto-
rille, kaikista naytteista analysointiin seka PSA-, ettd PSA-V-tutkimukset. Kaikki naytteet
analysointiin kahteen kertaan rinnakkaisajojen vertailua varten. Saadut rinnakkaistulok-
set kirjattiin ylos taulukoihin ja nayteputkiin kirjatut Cobas e 602 -analysaattorilla saadut
PSA- ja PSA-V-tulokset kirjattiin ylos erilliseen taulukkoon. Analysointien jalkeen nayt-
teet pakastettiin uudelleen - 20 °C asteeseen sdilytysta varten, odottamaan tutkimustu-

losten ja opinndytetyon valmistumista.

Turun ammattikorkeakoulu maksoi tasta opinnaytetydsta syntyvat kustannukset. Tasta
opinnaytetydsta syntyneet kustannukset hyvaksytettiin koulutus- ja tutkimuspaallikolla.
Laskimoverinaytteiden hankinnasta syntyneet kustannukset olivat 7 euroa yhta naytetta
kohden eli yhteensa kustannuksia naytteiden hankinnasta tuli 140 euron edesté. Lisaksi
kustannuksia syntyi muiden validoinnissa tarvittavien tarvikkeiden kuten reagenssien,
kalibraattorien ja kontrollien tilaamisesta. Validoinnista tehtiin laatukasikirjan liitteeksi kir-
jallinen validointiraportti. Validointiraporttiin kirjattiin validoinnin toteutus, tulokset ja joh-

topaatokset.
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4.2 Tulosten tilastollinen tarkasteleminen

Tutkimusaineiston tilastollinen tarkastelu aloitettin tammikuussa 2016 ja tilastollisessa
tarkastelussa kaytettiin Excel- ja SPSS-ohjelmia. Molempien analysaattorien antamat tu-
lokset syotettiin Exceliin (Liite 2), mink& jalkeen niitd ryhdyttiin tarkastelemaan tarkem-
min. Tilastollinen tarkastelu aloitettiin vertailemalla Cobas e 411 -analysaattorilla tehtyja
rinnakkaisajoja PSA- ja PSA-V-naytesarjoista. Excelilla rinnakkaisajoista seka yksittai-
sistd naytteista laskettiin tunnusluvut. Rinnakkaisajojen tunnuslukuja verrattiin toisiinsa
ja yksittaisten ndytteiden tunnuslukuja verrattiin laitevalmistajan omissamaarityksissaan
saamiin tunnuslukuihin. Rinnakkaisajojen valista korrelaatiota tarkasteltiin hajontakuvioi-
den ja korrelaatiokertoimien avulla. Hajontakuvioiden eli korrelaatiodiagrammien avulla
voidaan tarkastella tilastoaineistoa tutkimalla muodostavatko tutkittavien muuttujien ar-
vot jollakin tavalla s&anndllisen pistojoukon (Holopainen & Pulkkinen 2002). Mikali ha-
jontakuviossa ilmenee sdanndnmukaisuutta, voidaan seuraavaksi ryhtya tutkimaan

muuttujien valista yhteyttd tarkemmin (Holopainen & Pulkkinen 2002).

Laskemalla muuttujien valinen korrelaatiokerroin voidaan muuttujien valista yhteytta tut-
kia matemaattisesti. Korrelaatiokerroin on tilastollinen tunnusluku, jolla voidaan mitata
muuttujien valisen yhteyden voimakkuutta. Korrelaatiokertoimia on useita ja niitd voidaan
kayttdd hyvaksi tilastoanalyyseissa. (Holopainen & Pulkkinen 2002.) Korrelaatiokerroin
on tavallisimpia keinoja osoittaa kahden muuttujan valista riippuvuutta. Useimmiten kay-
tetdan Pearsonin korrelaatiokerrointa, joka osoittaa vain lineaarisen riippuvuuden. (Ho-
lopainen & Pulkkinen 2002; Uhari & Nieminen 2012.) Hajontakuviosta nékee onko muut-
tujien yhteys lineaarinen (Uhari & Nieminen 2012). Pearsonin korrelaatiokerrointa voi-
daan kayttéd kuvaamaan kahden vélimatka- ja suhdeasteikkomuuttujan vélista yhteytta
(Heikkila 2014). Pearsonin korrelaatiokerroin voi olla valilla -1 ja + 1 (Holopainen & Pulk-
kinen 2002; Uhari & Nieminen 2012). Korrelaatiokertoimen arvo 1 saadaan silloin, kun
hajontakuvion kaikki pisteet ovat nousevalla suoralla. Kaikkien pisteiden ollessa laske-
valla suoralla saadaan korrelaatiokertoimen arvo -1. Mitd lahempéana korrelaatiokertoi-
men arvo on lukua 1, sitd voimakkaampaa muuttujien valinen lineaarinen yhteys on. (Ho-
lopainen & Pulkkinen 2002.) Mikéli korrelaatiokerroin on lahella arvoa 0, ei muuttujien
valilla ole lineaarista yhteytta (Heikkila 2014).

Tulosten tarkastelua jatkettin Excelin jalkeen testaamalla SPSS-ohjelmalla rinnak-

kaisajojen tulosten normaalijakauma NPar-testilla. Yhteensopivuustesteilld voidaan tes-
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tata, ovatko muuttujat jakaantuneet tasaisesti (Holopainen & Pulkkinen 2002). Normaa-
ljakaumassa summa- ja keskiarvomuuttujat ovat normaalisti jakaantuneita (Heikkila
2014). Seka PSA- ettd PSA-V-rinnakkaisajot Cobas e 411 -analysaattorilla noudattivat
normaalijakaumaa, jolloin voitiin kayttdd SPSS-ohjelmalla t-testia rinnakkaisajojen tilas-
tolliseen tarkasteluun. Toistettujen mittausten t-testin avulla voidaan arvioida muutoksen
tilastollista merkitsevyyttd, silloin kun muuttujat ovat keskiarvon perusteella jakautuneet
normaalisti (Uhari & Nieminen 2012). T-testin kayton edellytyksena on, ettd muuttujat

ovat normaalisti jakautuneet (Holopainen & Pulkkinen 2002).

Mittausvirheista johtuvat satunnaisvaihtelut tekevat havaintoihin perustuvasta paéatte-
lysté vaikeaa. Sattumalla voidaan jossain tapauksissa selittaé poikkeama, jota hypoteesi
ei selitd. Sattuman todennakoisyys voidaan arvioida tilastollisessa paattelyssa. Mikali
havaittu poikkeama on suurella todennakdisyydelld sattuman aiheuttama, selitetdan
poikkeama sattuman aiheuttamaksi ja mikali sattuma aiheuttaa havaitun poikkeaman
vain pienella todenndkoisyydelld, poikkeamaa pidetéén tieteellisesti merkittavana loy-
tona. (Laininen 2001.) Merkitsevyystestien avulla voidaan testata onko aineistolle tehty
nollahypoteesi pateva vai sopiiko vastahypoteesi paremmin selittdmaan saatuja havain-
toja. Merkitsevyystestien vastaus annetaan p-arvon avulla. (Uhari & Nieminen 2001.) P-
arvo osoittaa vaaran johtopaatoksen todennakoisyyden, mikali nollahypoteesi hylataan
ja vastahypoteesi hyvaksytaéan (Holopainen & Pulkkinen 2002). P-arvon rajat ovat taval-
lisesti ei merkittava eli P > 0,05 ja merkittéva eli P < 0,05 (Laininen 2001; Uhari & Niemi-
nen 2012). P-arvon ollessa alle 0,05, puhutaan ei tilastollisesti merkittavasta erosta (Lai-
ninen 2001). Tassa opinnaytetydssa tutkimustehtavien nollahypoteeseina oli oletus, etta
Cobas e 411 -analysaattorin sisdinen toistettavuus on hyva seka, ettd Cobas e 602 ja
Cobas e 411 -analysaattorien tulostaso on toisiaan vastaava. T-testin mukaan PSA- ja
PSA-V-nayteajojen rinnakkaisajot korreloivat hyvin keskendan eika rinnakkaisajojen va-
lill& ollut tilastollisesti merkittavid poikkeamia, molempien tutkimusten p-arvojen ollessa
yli 0,05.

Koska Cobas e 411-analysaattorin PSA- ja PSA-V-tutkimusten rinnakkaisajojen tulokset
vastasivat hyvin toisiaan, laskettiin niistd keskiarvo, joita verrattin Cobas e 602 -analy-
saattorin antamiin tuloksiin. Cobas e 602 ja Cobas e 411-analysaattorin antamia tuloksia
PSA- ja PSA-V-naytesarjoista verrattiin toisiinsa samaan tapaan kuin Cobas e 411-ana-
lysaattorilla tehtyja rinnakkaisajoja. Analysaattorien antamien tulosten tarkastelu aloitet-
tiin Excelillda laskemalla tunnusluvut ja tarkastelemalla tulosten vélista korrelaatiota. Ta-
man jalkeen SPSS-ohjelmalla testattiin naytesarjojen tulosten normaalijakauma. Seka

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Markkola



20

PSA- ettd PSA-V-gjovertailut kahden analysaattorin kesken noudattivat normaalija-
kaumaa, jolloin voitiin kayttaa t-testia rinnakkaisajojen tilastolliseen tarkasteluun. T-testin
mukaan PSA-V-tutkimuksessa ei iimennyt tilastollisesti merkittavia eroja (P>0,05), PSA-
tutkimuksessa puolestaan oli tilastollisesti merkittévia eroja, jolloin nollahypoteesista luo-
vuttiin. PSA-tulosten vertailua Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien kesken jat-
kettiin laskemalla tuloksista pitoisuuserot ja eroprosentti. Analysaattorien PSA-tulosten
valinen variaatiokerroin laskettiin ja sité verrattin PSA:n biologiseen variaatioon. Lisaksi
laskettiin saman ndytteen vapaan PSA:n suhde kokonais-PSA:sta seka Cobas e 602,

ettd Cobas e 411 -analysaattorin antamien tulosten mukaan.

4.3 Opinnaytetydn metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivista eli maarallista tutkimusta voidaan nimittéd myos tilastolliseksi tutki-
mukseksi. Kvantitatiivisessa tutkimuksessa asioita kuvataan numeeristen suureiden
avulla ja tutkimusmenetelméan avulla voidaan selvittda eri asioiden valisia riippuvuuksia
seka prosenttiosuuksiin ja lukumaariin liittyvia kysymyksia. Saatuja tutkimustuloksia voi-
daan havainnollistaa esimerkiksi taulukoin tai kuvioin. (Heikkilda 2014.) Kvantitatiivisen
tutkimuksen alkujuuret ovat luonnontieteissa ja se on paljon kaytetty tutkimusmenetelma

sosiaali- ja yhteiskuntatieteissa (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009).

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa keskeisia asioita ovat kasitteiden maérittely, hypoteesi,
suunniteltu aineiston keradminen, otantasuunnitelmat ja havaintoaineiston soveltuvuus
numeeriseen eli maaralliseen mittaamiseen seké aineiston saattaminen tilastollisesti k-
siteltdvadn muotoon (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009). Kvantitatiivisessa tutkimuk-
sessa tutkimusotoksen taytyy olla riittdvan suuri, jotta saadut tutkimustulokset olisivat
luotettavia (Heikkila 2014). Tutkimuksen otoskokoon kuitenkin vaikuttavat muun muassa
tutkimukseen kaytettavat resurssit ja tutkimuksessa kaytettavat tilastolliset menetelmét
(Vilkka 2014). Tutkimustuloksia pyritdan yleistamaan tilastollisin keinoin tutkimuksessa

kaytettyd tutkimusaineistoa laajempaan joukkoon (Heikkila 2014).

Tassa opinnaytetydssa kaytettiin kvantitatiivista tutkimusmenetelm&a. Opinnaytetyon
tutkimusmenetelmaon kvantitatiivinen, koska opinnaytetydssa kaytettavassa aineistosta
saatuja tuloksia tarkasteltin numeerisesti. Tulosten vélisia riippuvuuksia selviteltiin ja tu-
loksista tehtiin tilastolliseen analysointiin perustuvia paatelmia. Tutkimustuloksia havain-
nollistettiin kuvioiden avulla.
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4.4 Opinnaytetyon eettiset lahtokohdat

Tieteellinen tutkimus ja siitd saadut tulokset ovat eettisesti hyvaksyttavia, luotettavia ja
uskottavia vain mikali tutkimus on suoritettu hyvan tieteellisen kaytanndn mukaisesti. Jo-
kainen tutkija ja tutkimusryhman jasen vastaa ensisijaisesti itse hyvan tieteellisen kay-
tanndn noudattamisesta. Hyvan tieteellisen kaytannén noudattamiseen kuuluvat muun
muassa tarvittavien tutkimuslupien hankkiminen seka tiedeyhteisén tunnustamien toi-
mintatapojen eli rehellisyyden, yleisen huolellisuuden ja tarkkuuden noudattaminen tut-
kimustydss4, tulosten arvioinnissa ja esittémisessa. Muiden tutkijoiden tekemat tyot ja
saavutukset tulee huomioida viittaamalla heidan julkaisuihinsa asianmukaisesti. (Tutki-
museettinen neuvottelukunta 2012.)

Tama opinnaytetyo toteutettiin hyvia tieteellisia kaytantdja noudattaen. Talle opinnayte-
tydlle haettiin asianmukaisesti tarvittavat tutkimusluvat ennen tutkimusten aloittamista.
Tassaopinnaytetydssa tutkimusaineistona kaytettyja laskimoverinaytteita kasiteltiin ano-
nyymisti, niin ettei naytteita pystytty jaljittdmaan takaisin potilaisiin. Laskimoverinaytteet
luovutettiin Tykslabista nimettdmind ja numeroitiin juoksevalla numerolla, jolloin potilaan
henkildllisyys ei ollut jaljitettdviss& missaan opinndytetyon vaiheessa. Koska tutkimuk-
sessa kaytettiin jo analysoituja ja nimettdmia naytteitd, ei potilailta tarvinnut kysya suos-

tumusta tutkimukseen osallistumisesta.

Taman opinnaytetyon aihe on hyodyllinen Turun ammattikorkeakoululle, silla se mahdol-
listaa kokonais-PSA- ja PSA-V-tutkimusten tekemisen ammattikorkeakoulun Ruiskadun
yksikdssa. Immunokemian analysaattorin kayttd bioanalyytikkokoulutuksessa edesaut-
taa bioanalyytikko-opiskelijoiden analyysitydskentelytaitojen kehittymistd. Validointi ta-
kaa, ettd PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulokset ovat luotettavia ja tutkimusten tulostaso
vastaavat Tykslabin tulostasoa. Liséksi validoinnin jalkeen Turun ammattikorkeakoulu
voi kayttaa Tykslabin kanssa yhtenevia viitearvoja PSA- ja PSA-V-tutkimuksille.
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

5.1 Cobas e 411 -analysaattorin siséinen toistettavuus

Cobas e 411 -analysaattorilla tehtyja PSA- ja PSA-V-tutkimusten rinnakkaisajoja verrat-
tiin kayttden samoja tilastollisia menetelmida. PSA- ja PSA-V-tutkimuksia vertailtin kui-
tenkin erikseen toisistaan riippumatta. PSA- ja PSA-V-rinnakkaisajojen tulosvertailu aloi-
tettiin laskemalla ajosarjojen tulosten keskeisimmat tunnusluvut; keskiarvo, keskiha-

jonta, variaatiokerroin, minimi ja maksimi (Taulukko 2).

Taulukko 2. Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tunnusluvut.

Tunnusluwt Cobas e 411 Cobas e 411 Cobas e 411 Cobas e 411
PSA-V ajo 1 PSA-V ajo 2 PSAajo 1 PSA ajo 2

Keskiano (ug/l) 0,953 0,960 5,706 5,843

Keskihajonta 0,567 0,569 2,682 2,847

(Hg/l)

Variaatiokerroin 60,0 59,3 47,0 48,7

(%)

Minimi (ug/l) 0,295 0,300 2,100 2,070

Maksimi (ug/l) 2,150 2,210 11,060 11,290

Keskiarvon avulla kuvataan muuttujien keskimaaraisyytta. Aritmeettinen keskiarvo saa-
daan laskemalla kaikkien havaintoarvojen summa ja jakamalla se havaintojen maaralla.
(Mattila 2003b.) Keskihajonnan avulla kuvataan miten kaukana yksittaiset muuttujat kes-
kim&arin ovat keskiarvosta. Toisinaan kahden eri otoksen keskihajontojen keskendan
vertaileminen on vaikeaa, silla keskihajonta vaihtelee aineiston keskiarvon mukaan. Va-
riaatiokerroin helpottaa vertailemista suhteuttamalla keskihajonnan aineiston keskiar-
voon. (Mattila 2003a.) Variaatiokerroin saadaan laskettua seuraavasta kaavasta (Kaava
2):
Keskihajonta

Variaatiokerroin = —— % 100
Keskiarvo

Kaava 2. Variaatiokertoimen laskukaava (Tilastokeskus 2016b).
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PSA- ja PSA-V-tutkimusten rinnakkaisajojen tulokset koottiin hajontadiagrammeihin joi-
hin liitettiin selitysaste ja regressiosuoran kaava, jota tarkasteltin (Kaava 3). Regres-

siosuora voidaan merkita kaavaksi seuraavalla tavalla;
Y = a + bX

Kaava 3. Regressiosuoran kaava. (Mattila 2008).

Y on selitettdvan muuttujan arvo, a on vakiotekija, X on selittdvan muuttujan arvo ja b on
regressiokerroin. Vakiotekija (a) kertoo mink& arvon selitettdva muuttuja (y) saa, kun se-
littdvan muuttujan (x) arvo on nolla, eli vakioarvo kertoo missé kohtaa regressiosuora
leikkaa kuvion y-akselin. Regressiokerroin (b) on regressiosuoran kulmakerroin, mikali
se saa negatiivisen arvon, suora on laskeva ja positiivisella regressiokertoimella suora
on nouseva. Regressiokertoimen ollessa nolla, ei muuttujien vélilla ole lineaarista yh-
teyttd. (Mattila 2008.) Regressiokerroin on riippumattomiin selittaviin muuttujiin liittyva
kerroin, joka kertoo kuinka paljon y:n arvo muuttuu, silloin kun x:n arvo muuttuu yhden
yksikon (Heikkild 2010; Tilastokeskus 2016a). Cobas e 411 -analysaattorilla saadut
PSA-tutkimuksen rinnakkaisajojen tulokset on merkitty Kuvioon 1 ja PSA-V-maéritysten

rinnakkaistulokset Kuvioon 2.

PSA-rinnakkaisajot
Cobas e 411 -analysaattorilla

=
N

y=1,0563x-0,1839
R2=0,9901

=
o

Cobas e 411 ajo 2 (ug/l)
[ep}

0 5 10 15
Cobas e 411 ajo 1 (ug/l)

Kuvio 1. PSA-rinnakkaisajot Cobas e 411 -analysaattorilla.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Laura Markkola



24

PSA-rinnakkaisajoille laskettu korrelaatiokerroin (r=0,995) osoitti ajojen valilla olevan
voimakkaan positiivisen korrelaation. T-testin tulos (P=0,071) osoitti, ettei PSA-rinnak-
kaisajojen tuloksissa ollut tilastollisesti merkittéavia poikkeavuuksia (P>0,05), jolloin nol-
lahypoteesi jai voimaan. PSA-rinnakkaisajojen selitysaste oli korkea; 99,01 prosenttia.
Selitysaste eli selityskerroin saadaan korottamalla korrelaatiokerroin toiseen potenssiin
ja se voidaan ilmoittaa prosentteina (Heikkila 2014). Selitysaste ilmoittaa kuinka suuren
osan selittdvd muuttuja (x) selittédé selitettdvan muuttujan (y) vaihteluista (Heikkila 2014).

PSA-V-rinnakkaisajot
Cobas e 411 -analysaattorilla

2,5
y = 1,0036x+ 0,0031
R?=0,9987

S 2
(=]
E
N

215
<
—
.

GJ l
[2]
©
IS

O 05

0

0 0,5 1 15 2 2,5
Cobas e 411 Ajo 1 (ug/l)

Kuvio 2. PSA-V-rinnakkaisajot Cobas e 411 -analysaattorilla.

PSA-V-rinnakkaisajoille laskettu korrelaatiokerroin (r=0,999) osoitti ajojen valilla olevan
voimakasta positiivista korrelaatiota. PSA-V-rinnakkaisajoja tarkastelu t-testin avulla
osoitti, ettei PSA-V-rinnakkaisajoissa ollut tilastollisesti merkittédvid poikkeavuuksia
(P=0,171), jolloin nollahypoteesi jai voimaan. Rinnakkaisajojen valinen selitysaste oli
korkea; 99,87 prosenttia.

5.2 Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien tulostasovertailu

PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulostason vertailu Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaat-
torien valilla aloitettiin laskemalla keskiarvo Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen
tuloksista. Cobas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajosta laskettua keskiarvoa verrattiin
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Cobas e 602 -analysaattorin antamiin tuloksiin. Analysaattorien keskindisessa vertai-
lussa laskettiin molempien analysaattorien antamien PSA- ja PSA-V-tulosten tunnuslu-
vut. Tunnusluvuista keskeisimmat; keskiarvo, keskihajonta, variaatiokerroin, minimi ja

maksimi on merkitty Taulukkoon 3.

Taulukko 3. Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien tunnusluvut.

Tunnusluwt Cobas e 411 Cobas e 602 Cobas e 411 Cobas e 602
PSA-V PSA-V PSA PSA
Keskiano (ug/l) 0,956 1,048 5,774 5,403
Keskihajonta 0,568 0,601 2,761 2,430
(no/l)

Variaatio- 59,41 57,35 47,82 45,0

kerroin (%)

Minimi (ug/l) 0,298 0,293 2,085 2,140
Maksimi (ug/l) 2,180 2,080 11,175 10,190

Cobas e 602 -analysaattorin ja Cobas e 411 -analysaattorin PSA-tulosten valilla oli voi-
makas positiivinen korrelaatio, r=0,992. Tulosten valilla oli kuitenkin tilastollisesti merkit-
tavia eroja p-arvon ollessa 0,02. P-arvon ollessa alle 0,05 nollahypoteesi korvattiin vas-
tahypoteesilla. Vastahypoteesina oli, etteivat analysaattorien PSA-tulokset olisi tdasmaa-
via. Selitysaste analysaattorien PSA-tulosten vélilla oli kuitenkin korkea, 98 prosenttia.
Molempien analysaattorien PSA-tulokset koottiin hajontakuvioon, johon liitettiin regres-

siosuoran kaava (Kuvio 3).
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PSA-tulokset Cobas e 602 ja
Cobas e 411 -analysaattoreilla

12,00

y=1,1271x-0,3147
R2=0,9839

10,00

8,00

6,00

Cobas e 411 (ug/l)

4,00

2,00

0,00
0 2 4 6 8 10 12
Cobas e 602 (ug/l)

Kuvio 3. PSA-tulokset Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorilla.

Cobas e 602 -analysaattorin ja Cobas e 411 -analysaattorin PSA-V-tulosten valinen kor-

relaatiokerroin laskettiin (r=0,923), mik& osoitti tulosten valilla olevan voimakkaan posi-

tiivisen korrelaation. Cobas e 602 -analysaattorin ja Cobas e 411 -analysaattorin PSA-

V-tulokset koottiin hajontakuvioon, johon liitettiin regressiosuoran kaava (Kuvio 4).
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PSA-V-tulokset Cobas e 602 ja Cobas e
411 -analysaattoreilla

2,500
y=0,8723x+0,0424
R2=0,8523 °
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Kuvio 4. PSA-V-tulokset Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattoreilla.

Analysaattorien PSA-V-tulosten vdlilla ei ollut tilastollisesti merkittavia eroja p-arvon ol-
lessa 0,093 (P>0,05), jolloin nollahypoteesi jai voimaan. Analysaattorien PSA-V-tulosten

valinen selitysaste oli korkea, 85,2 prosenttia.

5.3 Tutkimustulosten tarkastelu

Cobas e 411 -analysaattorin PSA- ja PSA-V-rinnakkaisajot olivat paasiassa toisiaan vas-
taavia. Molempien tutkimusten rinnakkaisajojen valilla oli voimakas positiivinen korrelaa-
tio. Myos rinnakkaisajojen vaélinen selitysaste oli korkea molemmissa tutkimuksissa.
PSA- ja PSA-V-rinnakkaisajojen tulokset sijoittuivat hyvin regressiosuoran mukaisesti
hajontakuvioihin, osoittaen tulosten vélilla olevan korrelaation. Sekd PSA:n ettd PSA-V:n
rinnakkaisajosarjojen tunnusluvut tismasivat hyvin toisiaan, eikd niissa esiintynyt suuria
eroja. Suurin ero rinnakkaisajojen PSA-tulosten valilla oli 1,3 pg/l eli 12,2 prosenttia.
Tama ero oli huomattavasti muita tuloksia suurempi, kun pienin ero rinnakkaisajojen
PSA-tulosten vélilla oli vain 0,01 pg/l. Keskimaarainen rinnakkaisajojen PSA-tulosero oli
0,185 pg/l. Suurin ero rinnakkaisajojen PSA-V-tulosten valilla oli 0,011 ug/l eli 2,63 pro-
senttia.
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Nayteajosarjojen tunnuslukujen laskeminen lisaksi yksittéisten naytteiden rinnakkaisajo-
tuloksista laskettiin tulosten keskihajonta ja variaatiokerroin. Naista lasketuista yksittéis-
ten ndytteiden rinnakkaisajojen keskihajonnasta ja variaatiokertoimesta laskettin PSA-
ja PSA-V-tulosten keskimaarainen keskihajonta ja variaatiokerroin. Naita tdssa opinnay-
tetydssé saatuja keskimaaraisia keskihajonta ja variaatiokerrointa verrattiin laitevalmis-
tajan omissa maarityksissaan saamiin vastaaviin tunnuslukuihin. Laitevalmistaja on ke-
rannyt tietoa Cobas e 411 -analysaattorin antamien PSA- ja PSA-V-tulosten toistettavuu-
desta analysoimalla samoja naytteita ja kontrolleja yhteensa 60 kertaa (Roche Diagnos-
tics 2016d & Roche Diagnostics 2016e). Taman opinnaytetyon ja laitevalmistajan PSA-
ja PSA-V-méaaritysten tunnusluvut on koottu Taulukkoon 4.

Taulukko 4. Toistettavuus Cobas e 411 -analysaattorilla laitevalmistajan mukaan verrat-
tuna opinnaytetytn tuloksiin (Roche Diagnostics 2016d & Roche Diagnostics 2016e).

Maarityksen tekija Maaritys Keskihajonta Variaatiokerroin
(hg/l) (%)
Laitevalmistaja PSA 0,345 2,26
Opinnaytetyon tekija PSA 0,129 1,4
Laitevalmistaja PSA-V 0,1002 1,34
Opinnaytetyon tekija PSA-V 0,010 1,0

Laitevalmistajan tekemissd PSA-maarityksissa keskimaarainen variaatiokerroin rinnak-
kaisajoissa oli 2,26 prosenttia ja keskimaardinen keskihajonta oli 0,345 pg/l. PSA-V-
maaritysten keskimaarainen variaatiokerroin rinnakkaisajoissa oli 1,34 prosenttia ja kes-
kihajonta 0,1002 pg/l laitevalmistajan omissa maarityksissa. Taman opinnaytetyén PSA-
tai PSA-V-tulosten keskimaarainen variaatiokerroin tai keskihajonta eivét ylittdneet laite-
valmistajan saamia vastaavia tuloksia opinnaytetydon pienemmasta rinnakkaismaaritys-

ten maarasta huolimatta.

Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulostason
vertailussa tunnusluvut poikkesivat toisistaan hieman enemman kuin mitd Cobas e 411
-analysaattorin rinnakkaisajojen tunnusluvut. Analysaattorien valiset PSA- ja PSA-V-tu-
lokset korreloivat vahvasti keskendan ja molemmilla oli korkea selitysaste, vaikka erot

tuloksissa olivat suurempia kuin mité rinnakkaisajoissa. Myods analysaattorien tulosten
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valisissa hajontakuvioissa ilmeni enemman poikkeamia regressiosuorasta kuin mitéa Co-
bas e 411 -analysaattorin rinnakkaisajojen tuloksissa. Suurin osa tuloksista kuitenkin
eteni pienin eroin regressiosuoraa myo6téillen. Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaat-
torien antamissa PSA-V-tuloksissa seitseman tulosta poikkesi merkittavasti regres-
siosuorasta. Analysaattorien PSA-V-tulosten valilla ei kuitenkaan ilmennyt tilastollisesti
merkittavia eroja tasta huolimatta. Suurin yksittdinen ero PSA-V-tuloksissa analysaatto-
rien valilla oli 0,775 g/l eli 42,4 prosenttia, mik& oli paljon suurempi kuin keskimé&arainen
ero, joka oli vain 0,12 pg/l. Selitysaste PSA-V-tulosten vélilla, 85,2 prosenttia, oli hieman

matalampi kuin muiden tutkimusten kohdalla, mutta siltikin yha korkea.

Vaikka Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien antamissa PSA-tuloksissa ilmeni
tilastollisesti merkittavia eroja ja nollahypoteesista luovuttiin, tulosten tarkempi tarkastelu
osoitti erot pieniksi. Cobas e 411 -analysaattorin antamia PSA-tuloksia verrattiin Cobas
e 602 -analysaattorin antamiin tuloksiin laskemalla tuloksista pitoisuusero ja vertailupro-

sentti. Vertailuprosentti laskettiin seuraavasti (Kaava 4):

[(Cobas e 602:n tulos — Cobas e 411:n tulos)]
*k

Cobas e 602:n tulos 100

Kaava 4. Vertailuprosentin laskeminen.

Referenssilaitteena kaytetyn Cobas e 602 -analysaattorin antamat PSA-tulokset olivat
padsaantoisesti matalampia kuin Cobas e 411 -analysaattorin antamat vastaavat tulok-
set (Liite 3). Suurin pitoisuusero analysaattorien antamien tulosten valilla oli 0,58 pg/l.
Prosentuaalisia eroja analysaattorien valilla verrattiin Labqualityn PSA-tutkimuksen laa-
duntarkkailukierroksissaan kayttamiin rajoihin. Labquality kéyttdd ulkoisissa laaduntark-
kailukierroksissaan + 20 prosentin hajontaa tavoitearvosta PSA-maarityksesséa hyvak-
syttavana (Tiikkainen ym.; Labquality 2010). Yksikédn Cobas e 411 -analysaattorilla
saatu PSA-tulos ei eronnut yli £ 20 prosenttia Cobas e 602 -analysaattorin antamasta
PSA-tuloksesta. Suurin analysaattorien valinen ero PSA-tuloksissa oli - 8,7 prosenttia.

PSA-tutkimuksen kokonaisvariaatioon kuuluu seka analyyttinen, etta biologinen variaa-
tio. Analyyttinen variaatio riippuu naytteen kasittelysta ja maarityksen suorituskyvysta.
Yksilon PSA-tulokset voivat kuitenkin vaihdella enemman kuin mité voidaan selittaé ana-
lyyttisella variaatiolla, vaikka maaritykset suoritetaan samalla menetelmalla. Nama vaih-
telut voidaan selittaa yksildllisella tai yksiloiden valisella biologisella variaatiolla. (Erden
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ym. 2009.) PSA:n yksilon sisainen variaation variaatiokerroin on 18,1 prosenttia ja yksi-

I6iden valinen variaatiokerroin 72,4 prosenttia (Westgard QC 2014).

Laboratoriotutkimusten analyyttisten laatuvaatimusten tulisi perustua yksilon sisaiseen
ja yksildiden valiseen biologiseen variaatioon. Laboratoriotutkimuksen siséinen toistetta-
vuus saisi maksimissaan olla puolet yksilon sisaisesta biologisesta variaatiosta. (Moodi
2009.) Kokonais-PSA:n tapauksessa suurin sallittu variaatiokerroin on siis 9,05 prosent-
tia. Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien PSA-tuloksista laskettiin lisaksi yksit-
taisen naytteen variaatiokerroin (Taulukko 5). Saatuja variaatiokertoimia verrattiin PSA:n

biologiseen variaatioon.

Taulukko 5. Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien PSA-tulosten variaatiokertoi-
met.

Nayte ID Variaatiokerroin
(%)
1 10,92
2 1,85
3 7,48
4 6,60
5 4,65
6 2,20
7 6,33
8 6,52
9 6,34
10 4,63
11 4,17
12 7,16
13 3,59
14 3,87
15 7,58
16 11,32
17 9,57
18 10,22
19 8,63
20 4,13

Analysaattorien valisista PSA-tuloksista lasketut yksittisten naytteiden variaatiokertoi-
mista nelja ylitti puolet yksilén biologisen variaatiosta eli 9,05 prosenttia. Korkein variaa-
tiokerroin Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analysaattorien antamien tulosten valilla oli 11,32
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prosenttia. Keskimaarainen PSA:n variaatiokerroin naytteille oli 6,39 prosenttia, mika jai

alle 9,05 prosentin.

Cobas e 602 analysaattorin antamista saman naytteen PSA- ja PSA-V-tuloksista lasket-
tiin vapaan PSA:n suhde kokonais-PSA:han. Samoin tehtiin Cobas e 411 -analysaattorin
rinnakkaisajoista lasketetuille PSA- ja PSA-V-tulosten keskiarvoille. Laskettuja suhdear-

voja verrattiin toisiinsa (Taulukko 6).

Taulukko 6. PSA-V:n ja kokonais-PSA:n valinen suhde.

Naytenumero PSA-V-PSA-suhde PSA-V-PSA-suhde
(%) Cobas e 411 (%) Cobas e 602
1 37,2 42,9
2 19,9 22,9
3 31,8 38,4
4 28,6 30,2
5 15,9 16,8
6 11,6 12,0
7 29,0 33,5
8 9,7 10,0
9 7,4 7,8
10 28,9 29,8
11 9,4 9,9
12 19,4 20,5
13 26,7 27,7
14 21,9 22,0
15 8,0 8,4
16 24,2 26,7
17 11,3 11,6
18 24,0 25,0
19 14,1 15,0
20 5,2 5,2

Vapaan ja kokonais-PSA:n suhdearvoille Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaaattorien
kesken laskettiin korrelaatiokerroin (r=0,992), mik& osoitti tulosten valisen vahvan posi-
tiivisen korrelaation. Vapaan ja kokonais-PSA:n suhteen laskeminen molempien analy-
saattorien antamista tuloksista osoitti, ettd molemmat analysaattorit antavat paasaantoi-
sesti vastaavia tuloksia. Molempien analysaattorien tulosten mukaan samojen nayttei-
den suhdeprosentti jai alle tai yli 15 prosentin, yhtéa lukuun ottamatta, jossa Cobas e 411
-analysaattorin tulosten mukaan suhde oli 14,1 prosenttia ja Cobas e 602-analysaattorin
tulosten mukaan 15,0 prosenttia. Eturauhassyovan ja hyvalaatuisen eturauhasen kas-
vun erottamiseen kaytetaan vapaan PSA:n suhdetta kokonais-PSA:sta (HUSLAB 2014).
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Mikali vapaan PSA:n suhde on alle 15 prosenttia kokonais-PSA:sta, viittaa se luultavam-
min eturauhassyopaan (HUSLAB 2014).
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6 POHDINNAT

Taman opinndytetyon tutkimustehtévina oli tarkistaa Cobas e 411 -analysaattorin siséi-
nen toistettavuus PSA- ja PSA-V-tutkimusten kohdalla seka selvittéd vastaako Cobas e
411 -analysaattorin PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulostaso Tykslabin Cobas e 602 -ana-
lysaattorin tulostasoa. Analysaattorin antamien tulosten tulee olla tAsmaavia ja toistetta-
via, jotta sen antamia tuloksia voidaan pitaa luotettavina. Kahden analysaattorin toisiaan
vastaava tulostaso mahdollistaa Tykslabin kanssa yhtenevien viitearvojen kayton PSA-
ja PSA-V-tutkimuksille Turun ammattikorkeakoulussa.

Taman opinnaytetydn tuloksien mukaan Cobas e 411 -analysaattorin sisdinen toistetta-
vuus on hyva PSA- ja PSA-V-tutkimuksien osalta. Analysaattorilla tehdyt PSA- ja PSA-
V-rinnakkaisajot korreloivat vahvasti keskendan eikd tuloksissa ilmennyt tilastollisesti
merkittavia eroja p-arvojen ollessa yli 0,05. Rinnakkaisajojen tuloksista lasketuissa tun-
nusluvuissa ei ollut suuria eroja. Tulosten keskimaarainen keskihajonta ja variaatioker-
roin eivat ylittaneet laitevalmistajan omissa tutkimuksissaan saamia lukuja. N&in ollen
Cobas e 411 -analysaattorin voidaan todeta antavan toistettavia tuloksia PSA- ja PSA-

V-tutkimuksista.

Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien valisen tulotason vertaaminen tapahtui
vertaamalla Cobas e 411 -analysaattorilla tehtyja PSA- ja PSA-V-rinnakkaisajojen kes-
kiarvoja Cobas e 602 -analysaattorin tuloksiin. PSA-tuloksissa kahden analysaattorin va-
lilla ilmeni tilastollisesti merkittavia eroja p-arvon ollessa alle 0,05, jolloin nollahypoteesi
analysaattorien tdsmaavasta tulostasosta hylattiin. Tulosten tarkempi tarkastelu, johon
kuuluivat pitoisuuserojen ja eroprosentin laskeminen seka Labqualityn kayttamaan + 20
prosentin hajontaan vertaaminen, osoittivat tuloserojen olevan pienia. Analysaattorien
valiset prosentuaaliset ja pitoisuuserot eivat olleet merkittavid. Analysaattorien PSA-tu-
loksista lasketut variaatiokertoimista nelja ylitti puolet PSA:n biologisen variaation vari-
aatiokertoimesta eli 9,05 prosenttia. Naytteiden keskimaardinen PSA:n variaatiokerroin,
6,39 prosenttia, jai kuitenkin alle 9,05 prosentin. Saman naytteen vapaan PSA:n ja ko-
konais-PSA:n suhteen laskeminen Cobas e 411 seké Cobas e 602 -analysaattorin tulok-
sistaosoitti, ettei analysaattorien valilla ollut merkittavia eroja vapaan PSA:n ja kokonais-
PSA:n tulosten suhteissa. Tulosten tarkemmantarkastelun my6ta vastahypoteesista luo-
vuttiin. Cobas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorin PSA-tulostasoja voidaan pitaa toisi-

aan vastaavina.
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PSA-V-tuloksissa ei ilmennyt tilastollisesti merkittavia eroja Cobas e 411 ja Cobas e 602
-analysaattorien valilla p-arvon ollessa yli 0,05, vaikka kaikki tulokset eivat sijoittuneet
regressiosuoran mukaisesti. Suurin ero analysaattorien valilla oli 0,39 pg/l. Analysaat-
torien véliset tulokset korreloivat kuitenkin vahvasti keskenaan. Cobas e 411 -analysaat-
torin PSA-V-tutkimuksen tulostaso vastaa Cobas e 602 -analysaattorin tulostasoa. Co-
bas e 411 ja Cobas e 602 -analysaattorien keskindinen tulostaso PSA- ja PSA-V-tutki-
muksissa on tdsmaava. Nain ollen Turun ammattikorkeakoulu voi ottaa kayttdon Cobas
e 411 -analysaattorilla tehtaville PSA- ja PSA-V-tutkimuksille Tykslabin kayttdmat viitear-

vot.

Opinnaytety® toteutettiin noudattaen hyvia eettisia periaatteita. Kaikki saadut tutkimus-
tuloset esitettiin lopullisessa opinnaytetydssd, eika saatuja tuloksia muunneltu. Opinnay-
tetybn suunniteltu aikataulutus ja toteutus onnistuivat hyvin, eika viivytyksia tullut. Viite-
kehyksen kokoamisessa ja lahteiden etsinnassa noudatettiin lahdekritiikki& ja lahteiksi
valittin vain luotettavia suomenkielisia sek& englanninkielisia kansainvalisia lahteita.
Lahteita pyrittin kerddmaan mahdollisimman monipuolisesti. Aivan vastaavia aikaisem-
pia tutkimuksia PSA- ja PSA-V-tutkimusten validoinnista tai kahden analysaattorin vali-
sen tulostason vertailusta PSA- ja PSA-V-tutkimusten osalta ei 16ytynyt. Viitekehykseen

koottiin muita tutkimuksia, jotka liittyivat kuitenkin aiheeseen keskeisesti.

Tutkimusta tehtdessa noudatettiin huolellisuutta ja tarkkuutta naytteiden kasittelyssa ja
tulosten kirjanpidossa, mikéa puoltaa tutkimuksen luotettavuutta. Validoitavaan Cobas e
411 -analysaattoriin tutustuttin huolellisesti laitevalmistajan jarjestaméasséa koulutuk-
sessaennen validoinnin suorittamista. Ennen naytteiden analysointia Cobas e 411 -ana-
lysaattorilla kalibroitin PSA- ja PSA-V-tutkimukset, sek& ajettiin naista tutkimuksista
kontrollit, varmistaen kalibroinnin oikeellisuus. Analysaattorin toimivuus varmistettiin ndin
ennen validoinnin suorittamista. Kalibrointi- ja kontrollitulokset séilytettiin ja kaikki vali-
doinnissa kaytettyjen reagenssien, kalibraattorien ja kontrollien valmistuserien tiedot kir-
jattiin ylos, jotta ne pystytddn jaljittamaan tarvittaessa myohemmin. Tulosten tilastolli-
sessa tarkastelussa kaytettiin tilastotieteen opettajan neuvoja tulosten tilastolliseen ka-
sittelyyn ja tarkasteluun. N&in varmistettiin tulosten oikea tilastollinen kasittely ja tilastol-

listen tulosten oikea tulkinta.

Seka referenssianalysaattorina toiminut Cobas e 602 ettd validoitu analysaattori Cobas
e 411, ovat samanlaitevalmistajan valmistamia. Molempien analysaattorien analyysime-

netelméanda toimi elektrokemiluminesenssi ja molemmat analysaattorit kayttavat PSA- ja
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PSA-V-maarityksissa sandwich-menetelmaa. Analysaattorit kayttavat myds samoja ka-
libraattoreja ja reagensseja. Nain ollen analysaattorien tulisi antaa vastaavia tuloksia
keskenaan ja analysaattorien valinen vertailu oli helposti toteutettavissa.

PSA- ja PSA-V-tutkimusten kalibroinnin yhteydessa huomattiin, ettd Cobas e 411 -ana-
lysaattorin Procell- ja Cleancell-reagenssit olivat olleet avattuina pari viikkoa yli sallitun
30 paivaa. Kalibroinnit ja sen jalkeen ajetut kontrollit tulokset olivat tasta huolimatta sal-
lituissa rajoissa ja nain ollen hyvaksyttyja. Vanhentuneet reagenssit vaihdettiin seuraa-
vana paivana uusiin saman valmistuseran reagensseihin ja ennen naytteiden analysoin-
tia ajettiin laitevalmistajan kontrollit, jotka olivat sallituissa rajoissa. Vanhentuneilla rea-
gensseilla ajettujen kontrollien tuloksia verrattiin uusilla reagensseilla ajettujen kontrol-
lien tuloksiin. Kontrollien tuloksissa ei ollut eroja ja molempien kontrolliajojen tulokset
olivat lahella kontrollien tavoitepitoisuutta. Kalibroinnissa analysaattori ei kalibroi Procell-
tai Cleancell-reagensseja, vaan ainoastaan analyyttikohtaisen reagenssin, joten Procell-

ja Cleancell-reagenssien vaihto ei vaikuttanut kalibrointiin.

Opinnaytetyon luotettavuutta heikentdd tutkimuksessa kaytettyjen laskimoverinaytteiden
(n=20) pieni maara. Suurempi aineisto olisi taannut luotettavamman aineiston tilastolli-
sen tarkastelun seka suuremman nayton tutkimukselle ja nain ollen luotettavammat tut-
kimustulokset. Mahdollisten sattumien vaikutukset saatuihin tuloksiin olisivat olleet suu-
remmalla aineistolla pienempid, eivatka olisi vaikuttaneet yhta paljon tilastolliseen tar-
kasteluun. Useammat rinnakkaismadaritykset Cobas e 411
-analysaattorilla olisivat antaneet enemman nayttéa ja vertailu mahdollisuuksia analy-

saattorin sisaisesta toistettavuudesta.

Tutkimuksessa kéaytetyt laskimoverindytteet olivat nimettémia, eikd niisséa ollut mitaan
henkildtietoja. Koska tutkimuksessa kaytetyissa naytteista ei ollut tietoa potilaan iasta,
vaikeutti tama saatujen tulosten tarkastelemista viitearvoihin suhteutettuina, silla PSA-
tutkimuksen viiterajat ovat miesten iasta riippuvaisia. Tasta syysta tassa tutkimuksessa
saatujen PSA-tuloksien kliinista merkitsevyyttd PSA:n viitearvoihin suhteutettuna ei voitu
lainkaan tarkastella.

Tutkimuksessa kéaytetyt laskimoverinaytteet ovat luultavasti seisoneet Tykslabissa muu-
tamia tunteja huoneenlammaosséennen ja jalkeen analysoinnin ennen kuin ne on pakas-
tettu. Validointipaivana laskimoverinaytteet seisoivat huoneenlammadssa muutaman tun-
nin, jotta naytteet sulivat pakastuksen jaljilta. Sulamisen jalkeen naytteet puolestaan jou-
tuivat seisomaan muutaman tunnin jadkaapissa ennen analysointia. Naytteet joutuivat
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odottamaan analysointia sulamisen jalkeen validointipaivana pidempé&éan, kuin oli ollut

tarkoitus. Nama asiat ovat voineet vaikuttaa saatuihin tuloksiin jonkin verran.

Tassa opinnaytetydssa saadut tutkimustulokset antavat mahdollisuuden analysoida ko-
konais-PSA- ja PSA-V-tutkimuksia Cobas e 411 -analysaattorilla Turun ammattikorkea-
koulun Ruiskadun yksikéssa. Inmunokemian analysaattorin kaytttmahdollisuus edistaa
bioanalyytikko-opiskelijoiden analyysityoskentelytaitoja, joka on keskeinen osa bio-
analyytikon ammattitaitoa. Analysaattorin validointi takaa, ettd analysaattorin antamat
PSA- ja PSA-V-tulokset ovat toistettavia ja tAsméaavia ja nain ollen luotettavia. Luottavien
tulosten saaminen mahdollistaa tutkimusten markkinoimisen Turun ammattikorkeakou-
lun yhteistybkumppaneille. Analysaattoria voidaan kayttad bioanalyytikkokoulutuksen
analyysityoskentelyn opetuksessa. Tutkimusten tulostaso vastaa Tykslabin tulostasoa,
mika mahdollistaa Tykslabin kanssa yhtenevien viitearvojen kayttamisen Cobas e 411 -
analysaattorin antamille tuloksille.

Tamaéan opinnaytetyon tutkimustulosten mukaan kokonais-PSA:n tuloksissa ilmeni tilas-
tollisesti merkittévia eroja eri analysaattorien valilla (ks. Forde ym. 2012). Forde ym. tut-
kivat PSA:n analyysimenetelmén standardoinnin vaikutusta kokonais-PSA:n tulosten
vaihtelevuuteen. Ennen standardointia analyysimenetelmien valilla ilmeni tilastollisesti
merkittdvia poikkeamia, jotka olivat suurempia kuin mité tdssa opinnaytetydssa saadut
tuloserot olivat. Vaikka tdssé opinnaytetydssa saatujen PSA-tulosten valilla ilmeni my6s
tilastollisesti merkittavia eroja, tulosten tarkempi tarkastelu osoitti erojen olevan kuitenkin
hyvin pienié.

Tassaopinnaytetydssa vapaan ja kokonais-PSA:n suhdearvoissa ei ilmennyt merkittavia
eroja tassa tutkimuksessa eri analysaattorien valilla (vrt. Stephan ym. 2006). Stephan
ym. tutkivat viiden eri analyysimenetelmien vaikutusta vapaan ja kokonais-PSA:n tulok-
siin. Tassa opinndytetydssa kaytettyjen analysaattorien analyysimenetelmét puolestaan
vastasivat toisiaan. Koska Stephanin ym. tekemdassa tutkimuksessavapaan ja kokonais-
PSA:n tuloksissa ilmeni eroja analyysimenetelmien kesken, myds vapaan ja kokonais-
PSA:n suhdearvoissa oli eroja analyysimenetelmien kesken.

Jatkotutkimusaiheiksi ehdotetaan laajemmalla ndytemaaralla tehtavad Cobas e 411 ja
Cobas e 602 -analysaattorien PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulostason vertailua ja Cobas

e 411 -analysaattorin sisdisen toistettavuuden varmistamista. Liséksi uusien tutkimusten
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kayttoonotto validointi Turun ammattikorkeakoulun Cobas e 411 -analysaattorilla voi tu-
levaisuudessa tulla ajankohtaiseksi, mikali analysaattorin tutkimusvalikoimaa aiotaan
laajentaa.
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Liite 1 (1)

Validointisuunnitelma

PSA- ja PSA-V-tutkimusten validointisuunnitelma Cobas e 411 -
analysaattorilla

PSA-tutkimusten validointi on suunniteltu toteutettavaksi joulukuun 2015 puolessa valissa. Validoinnista
tehdaan tyopaivakirja, johon kirjataan validoinnin eteneminen ja mahdolliset poikkeamat naytteissa ja
analysoinnissa.

Validoinnissa tarvittavat tarvikkeet:

e Rochen PSAja PSA-V tutkimusten reagenssit

e Rochen PSAja PSA-V tutkimusten kalibraattorit

e Rochen matalan ja korkean tason kontrollit PSA- ja PSA-V-tutkimuksille
e Plasmanaytteet 10-20 kpl Tykslabista

Ennen validointia tehtavat asiat:

e 1-2viikkoa ennen validointia tilataan validointiin tarvittavat reagenssit ja muut tarvikkeet.

e 1-2viikkoa ennen validointiailmoitetaan Tykslabin yhteyshenkil6ille ndytteiden tarpeesta, jotta
he voivat aloittaa naytteiden kerdyksen.

e 1-2viikkoa ennen validointia analysaattoriluokan varaus validointia varten

Validointia edeltdvana pdivana tehtavat asiat:

e  PSA- ja PSA-V-tutkimusten lisddaminen ja aktivointi analysaattorille

e  PSA- ja PSA-V-tutkimusten kontrollien liuotus ja pakastus

. PSA- ja PSA-V-tutkimusten kalibrointi

e  PSA- ja PSA-V-tutkimusten kontrollien ajaminen

e  Tutkimusnadytteiden hakeminen Tykslabista ja niiden siirtdminen koulun pakastimeen.

Validointipdivana tehtdvat asiat:

e  PSA- ja PSA-V-tutkimusten kontrollien ajaminen

e Tutkimusndytteiden ajaminen analysaattorilla ja ndytteiden rinnakkaisajot
e Saatujen tulosten kirjaus

e Tyopdivakirjan tayttd validoinnista

e Naytteet laitetaan sailytykseen koulun pakastimeen

Opinnaytetyon valmistuttua:

e Naytteiden havitys asianmukaisest
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Liite 2 (1)

PSA- ja PSA-V-tutkimusten tulokset Cobas e 602 ja
Cobas e 411 -analysaattoreilla

Cobase Cobase Cobase Cobase Cobase Cobase
602 PSA 602 PSA-V | 411 PSA 411 PSA-V [ 411 PSA 411 PSA-V
NéytelD | (ug/l) (ug/!) ajo 1 (ug/l) |ajo1(ug/l) | ajo2 (ug/l) |ajo 2 (ug/l)
1 3,59 1,54 3,08 0,942 3,07 0,941
2 2,14 0,492 2,1 0,352 2,07 0,356
3 4,77 1,83 4,34 1,06 4,24 1,05
4 2,5 0,756 2,73 0,74 2,76 0,75
5 6,32 1,06 6,81 1,02 6,69 1,03
6 2,55 0,305 2,62 0,295 2,64 0,3
7 3,73 1,25 3,39 0,821 3,43 0,817
8 10,19 1,02 11,06 1,05 11,29 1,08
9 7,72 0,6 8,24 0,592 8,65 0,608
10 6,58 1,96 7,07 1,96 6,98 1,98
11 4,45 0,442 4,67 0,415 4,77 0,426
12 8,86 1,82 9,79 1,82 9,82 1,77
13 4,23 1,17 4,36 1,15 4,54 1,16
14 9,44 2,08 9,32 2,15 10,62 2,21
15 71 0,593 7,64 0,602 8,17 0,607
16 6,64 1,77 7,68 1,74 7,91 1,73
17 2,55 0,296 2,91 0,325 2,93 0,321
18 3,24 0,81 3,7 0,867 3,79 0,878
19 5,81 0,873 6,59 0,856 6,54 0,867
20 5,64 0,293 6,01 0,309 5,95 0,314
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Liite 3 (1)

PSA-tulosten erot Cobas e 602 ja Cobas e 411 -analy-

saattorien valilla

Nayte- Cobas e 602 Cobas e 4_11 PSA-ajo- Erotus (ug/l) | %-ero
numero PSA-tulokset (ug/l) Keski airevg (g Cobas 602 —
Cobas e 411

1 3,59 3,33 0,26 7,2

2 2,14 2,11 0,03 1,4

3 4,77 4,53 0,24 53

4 2,5 2,62 -0,12 - 0,06
5 6,32 6,54 -0,22 -3,48
6 2,55 2,59 - 0,04 -1,57
7 3,73 3,57 0,16 0,04
8 10,19 10,68 -0,49 -4,81
9 7,72 8,08 - 0,36 - 4,66
10 6,58 6,8 -0,22 -3,34
11 4,45 4,59 -0,14 -3,15
12 8,86 9,33 -0,47 -53
13 4,23 4,34 -0,11 -2,6
14 9,44 9,71 -0,27 - 2,86
15 7,1 7,5 -0,4 - 5,63
16 6,64 7,22 -0,58 -8,73
17 2,55 2,74 -0,19 - 7,45
18 3,24 3,49 -0,25 -7,71
19 5,81 6,19 -0,38 - 6,54
20 5,64 5,81 -0,17 -3,01
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