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Gammaglutamyylitransferaasi (GGT) ja aspartaattiaminotransferaasi (AST) ovat maksan
toimintaan liittyvia entsyymeja, joiden aktiivisuutta elimistdssa voidaan mitata kineettisilla
entsyymiaktiivisuusmittauksilla. GGT:n aktiivisuus lisdantyy tyypillisesti maksasairauksissa,
erityisesti intra- ja ekstrahepaattisen sappistaasin, toisinaan myds haimatulehduksen yh-
teydessa. AST liittyy maksan soluvaurioihin. Sen aktiivisuus kohoaa useimmiten akuutissa
maksavauriossa, joka voi olla seurausta esimerkiksi infektiosta, sappitietukoksesta tai
myrkyllisista yhdisteista. GGT- ja AST-tasot maaritetddn seerumi- tai plasmanaytteista.

Opinnaytetydn tavoitteena oli testata Thermo Fisher Scientificin kliinisen kemian analy-
saattorin Indiko GGT- ja AST-menetelmia, jotka muokattiin elainnaytteita kasittelevien la-
boratorioiden tarpeisiin. Menetelmien mittausalueet haluttiin muuttaa vastaamaan elainten
viitearvoja, joka toteutettin saatamalla nayte-reagenssisuhdetta. Tyon paamaarana oli
selvittaa, sailyyko testattavan menetelman suorituskyky hyvaksyttavalla tasolla myds me-
netelmaéan tehtyjen muutosten jalkeen. Maaritettavat suorituskykyparametrit olivat lineaari-
suus seka toistettavuus.

Hyvaksymiskriteereina variaatiokertoimen tuli olla alle 2,5 % toistettavuusmittauksissa,
lineaarisuusmittauksissa ero suoran sovituksessa tuli olla £10% tai 10 U/l mittausalueella.
Nama hyvaksymiskriteerit tayttyivat molempien menetelmien kohdalla. Saatujen tulosten
perusteella voidaankin todeta seka GGT- ettd AST-menetelméan suorituskyvyn sailyneen
hyvaksyttavalla tasolla menetelmiin tehtyjen muutosten jalkeen.

Avainsanat Glutamyylitransferaasi, aspartaattiaminotransferaasi, verifiointi,
kliininen kemia, entsymaattiset menetelmat

y =
e —

/://Iz;ropolia



Abstract

Author(s) Outi Salminen

Title Verification of measuring ranges for veterinary reference values
of GGT- and AST-applications for the Indiko clinical chemistry
analyzer

Number of Pages 26 pages + 2 appendices

Date 23 October 2017

Degree Bachelor of Health Care

Degree Programme Biomedical Laboratory Science

Specialisation option Biomedical Laboratory Science

Instructor(s) Hannele Pihlaja, lecturer
Ville Vuorinen, Product Manager

Gammaglutamyltransferase (GGT) and aspartateaminotransferase (AST) are enzymes
associated with liver function. The activity of these enzymes can be measured by kinetic
enzyme assays. High GGT levels are typically a result of a liver disease, especially intra-
and extrahepatic cholestasis, or occasionally pancreatitis. AST is associated with liver cell
damage. AST levels are usually elevated in conjunction with acute liver failure, which can
be a result of infection, cholestasis or toxic compounds. GGT and AST levels can be
measured from plasma and serum.

The purpose of the thesis was to test performance of modified GGT and AST applications
for Thermo Fisher Scientific’s clinical chemistry analyzer, the Indiko. These applications
were developed to meet the requirements of veterinary laboratories. The measuring rang-
es were modified to correspond veterinary reference values by adjusting the sample-
reagent ratio. The aim of the study was to find out if the performance of the test was on an
acceptable level after the modification. Repeatability and linearity were being measured
during the study.

The acceptance criteria included a coefficient of variation under 2,5 % for the determina-
tion of repeatability and a bias £ 10% or 10 U/l within the measuring range for the deter-
mination of linearity. Test acceptance criteria was fulfilled during the studies and the test
results indicate that both GGT and AST application perform well after modification.

Keywords Glutamyltransferase, aspartateaminotransferase, verification,
clinical chemistry, entzyme assays
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1 Johdanto

Maksan toiminnan hairididen ja vajaatoiminnan taustalla saattaa olla useita erilaisia
syitd, joihin lukeutuvat esimerkiksi erdat hankinnaiset ja perinndlliset sairaudet, geneet-
tiset hairiot tai vieraiden aineiden joutuminen elimistdon. Maksan toiminta on keskeinen
osa elimiston aineenvaihduntaa ja siten sen toiminnan muutokset nakyvat herkasti eri-
laisissa biokemiallisissa mittauksissa, jossa naytemateriaalina on veri. Gammagluta-
myylitransferaasi (GGT) ja aspartaattiaminotransferaasi (AST) ovat maksan toimintaan
liittyvia entsyymeja, joilla on tarkea rooli maksan sairauksien diagnostiikassa. Naiden
entsyymien aktiivisuutta elimistdssa voidaan mitata kineettisilla entsyymiaktiivisuusmit-
tauksilla. (McCord — Webb 2011; Niemela — Pulkki 2010.)

GGT- ja AST-aktiivisuudet maaritetdaan seerumi- tai plasmanaytteista. Veri naytematrii-
sina on ominaisuuksiltaan melko samankaltainen, oli tutkittavana elain tai ihminen,
mutta elainnaytteisiin liittyy myos tiettyja ominaispiirteitd. Veren hyytymisprosessit ovat
elaimilla usein lyhytkestoisempia kuin ihmiselld, jolloin trombosyyttien kasautuminen ja
hyytymien muodostuminen voivat vaikuttaa naytteen analyysikelpoisuuteen etenkin
hematologisissa tutkimuksissa. Proteiinien maarat, erityisesti globuliinien pitoisuudet,
ovat eldinten seerumi- ja plasmanaytteissa tyypillisesti korkeita. Elaimilla ndytemaarat
ovat usein myds hyvin pienid, joka saattaa muodostaa naytteiden analysointiin omat

haasteensa. (Klaassen 1999; Burthartsmeier 2007.)

Maksan fysiologia ja entsyymien puoliintumisajat vaihtelevat jossain maarin eldinkoh-
taisesti, joten laboratoriotuloksia tulkitaan hieman eri tavalla riippuen siitd, mika elain
on tutkimuksen kohteena. GGT-arvot ovat eldinnaytteissa tyypillisesti 10-70 U/l, AST:n
pitoisuudet puolestaan vaihtelevat 200-660 U/l valilla. Tamén tydn tavoitteena oli testa-
ta Thermo Fisher Scientificin kliinisen kemian Indiko-analysaattorin GGT- ja AST-
menetelmia, jotka muokattiin eldinnaytteita kasittelevien laboratorioiden tarpeisiin. Me-
netelmat kehitettiin vastaamaan elainten viitearvoja edell& mainittujen analyyttien suh-
teen. Projektin k&ytdnnon toteutus ajoittui kevaalle 2017, jolloin varsinaiset menetel-
mien verifiointiin liittyvat testaukset suoritettiin: maaritettdvat suorituskykyparametrit
olivat lineaarisuus seka toistettavuus. Kirjallisen raportin kirjoittamista jatkettiin syksylle
2017. Opinnaytety® toteutettiin kvantitatiivisena tutkimuksena. (Chapman — Hostutler
2013; Thermo Fisher Scientific 2017.)



2 Mittausmenetelman luotettavuus

Laadunvarmistuksella pyritaan takaamaan, ettd mittausmenetelmé tuottaa oikeita tu-
loksia. Tulosten oikeellisuus, eli mittaustulosten keskiarvon ja todellisen arvon vélinen
yhtapitavyys, voidaan todentaa osoittamalla mittausjarjestelman kyky tuottaa oikeita
tuloksia kyseiselle naytetyypille ja pitoisuudelle. Mittausjarjestelmaan luetaan analyy-
simenetelman lisaksi nayte, mittalaite, mittaaja sek& mittausymparistd. Naita osatekijoi-
ta tulee seurata riittavasti mittauksen laadunvarmistamiseksi. Analyysituloksen tark-
kuus ja mittauksen kokonaisvirhe voidaan maaritella, kun mittauksiin liittyva systemaat-
tinen virhe ja satunnaisvirhe ovat tiedossa. Systemaattinen virhe eli poikkeama (engl.
bias) sailyy mittausta toistettaessa vakiona ja voi aiheutua esimerkiksi olosuhdevir-
heestéa tai virheellisista kalibrointiliuoksista. Satunnaisvirhe (engl. random error) vaihte-
lee mittauksia toistettaessa ennustamattomalla tavalla ja on lasna kaikissa analyyseis-
sa. Sen vaikutusta voidaan pienentdd muun muassa huolellisella tydskentelylla. (Jaari-

nen — Niiranen 2005.)

2.1 Verifiointi ja validointi

Verifiointi ja validointi ovat mittausmenetelman luotettavuuteen liittyvia kasitteita. Vali-
dointi on menettely, jolla varmistetaan etta analyyttinen menetelma soveltuu suunnitel-
tuun kayttétarkoitukseen. Validointi suoritetaan esimerkiksi kehitettdessa uutta mene-
telm&a tiettyyn tarkoitukseen tai laajennettaessa menetelmén kayttétarkoitusta jollekin
uudelle tutkimusalueelle. Validointiprosessin aikana arvioidaan mittausmenetelman
soveltuvuuden lisaksi menetelmén suorituskykya tuottamalla vertailuarvoja mittausme-

netelméan eri validointiparametreille. (Ehder 2005; Hagg 2016.)

Verifiointi on validointia suppeampi prosessi, jota kdytetdan esimerkiksi laajennettaes-
sa jo ennestaan validoidun menetelman kayttoa toisenlaiselle naytematriisille. Verifioin-
ti on objektiivisen naytdn esittamista siita, etta tietty kohde tayttaa maaritellyt vaatimuk-
set. Laite- tai reagenssivalmistajan menetelmien, ohjeista muokattujen menetelmien ja
valmiiden reagenssipakkauksien luotettavuuden osoittamiseen verifiointi on yleensa
riittdva menettely. My6s kansainvaliset ja kansalliset standardimenetelmat verifioidaan.
Itse kehitetyille sisdisille menetelmille tulee suorittaa laajempi validointi. (Ehder 2005;
Hagg 2016.)



2.2 Suorituskykyparametrit

Validointi ja verifiointi toteutetaan suorittamalla erilaisia mittaussarjoja, joilla selvitetdén
menetelman suorituskykyparametrit. Naista maaritetaan vahintaan mittausalue ja tois-
tettavuus. Mittausten tuloksena syntyva tieto seké tausta-aineisto kootaan ja niiden

perusteella arvioidaan menetelman luotettavuus. (Jaarinen — Niiranen 2005.)

« Selektiivisyys ja spesifisyys
* Lineaarisuus

* Mittausalue

* Havaitsemisraja, ilmaisuraja
+ Maaritysraja

« Harha (engl. bias)

« Saanto
« Hairibkestavyys, toimintavarmuus
« Tarkkuus

* Toistettavuus
* Uusittavuus

Kuvio 1. Suorituskykyparametrit.

2.2.1 Mittausalue

Kliinisessa ja analyyttisessa kemiassa mittausalueella tarkoitetaan yleensd menetel-
man lineaarista mittausaluetta, laimennusrajaa tai analyyttista toiminta-aluetta. Mit-
tausalue on siten se analyytin pitoisuusalue tai suureen vaihtelualue, jolla menetelméaa
voidaan kayttaa sen kayttotarkoitukseen soveltuvalla tarkkuudella. Lineaarinen alue on
menetelman mittausalue, jolla analyytin vaste kayttaytyy lineaarisesti pitoisuuteen nah-

den. Useimmiten mittausalueeksi valitaan lineaarinen alue, jolloin pienimpana pitoisuu-



tena on menetelman luotettavasti saavutettava maadritysraja. Mittauksen lineaarista
aluetta maaritettdessa menetelman toteamis- tai maaritysraja ovat mittausalueen alku-
paassa rajoittavia tekijoita ja loppupaéassa mittalaitteen kyky havaita analyytin pitoisuu-
den tai suureen muutoksia. (Ehder 2005; Hagg 2016.)

Mittausalueeksi voidaan valita myds suurempi alue kuin mittauksen lineaarinen alue,
jos hyvaksyttava tarkkuus ja tdsmallisyys saavutetaan epélineaarisella alueella. Luotet-
tava mittausalue onkin yleensa laajempi kuin lineaarinen alue. Lineaarisuustutkimusten
avulla maaritetaan samalla myds menetelman luotettava mittausalue. Lineaarisuus
maaritetdan kolmena toistona vahintdan viidella eripitoisella ndytteelld, joiden pitoisuus
kattaa vaadittavan mittausalueen. Lineaarisuus arvioidaan tulosten perusteella laadi-
tusta regressiosuorasta, eli pienimman nelicsumman menetelmalla. Korrelaatiokerroin r
kuvaa mittauspisteiden osumista lineaarisen regression avulla sovitetulle lineaarisuus-
kuvaajalle. Korrelaatiokertoimen arvo voi vaihdella -1 ja +1 valilla; mitd enemman ker-
roin poikkeaa arvosta +1, sitd enemman mittaukseen liittyy hajontaa tai epalineaari-
suutta. Lineaarisuutta voidaan arvioida korrelaatiokertoimen ja selitysasteen, eli korre-
laatiokertoimen nelidn, lisdksi residuaalien avulla. Residuaalit lasketaan mitattujen pis-
teiden ja pienimman neliossumman menetelmalla laskettujen lineaarisuuskuvaajan pis-
teiden erotuksena. (Ehder 2005; Hagg 2016; Jaarinen — Niiranen 2005.)

2.2.2 Toistettavuus

Toistettavuus tarkoittaa tasmallisyyttd, joka saavutetaan kun maaritykset tehdaan sa-
moissa olosuhteissa lyhyen aikavalin sisalla. Menetelman toistettavuutta voidaan testa-
ta tekemalla useita rinnakkaismaarityksia erityyppisista naytteista erilaisilla pitoisuuksil-
la suunnitellun pitoisuusalueen alarajalla, keskivaiheilla seka ylarajalla. Mittaussarjojen
valinen hajonta on aina jossain maarin suurempi kuin mittaussarjojen sisdinen hajonta;
mik&li mittaussarjojen valinen hajonta on merkittavasti suurempi kuin sarjojen sisainen
hajonta, syy vaihteluun tulisi selvittdd. Toistettavuutta méaritettdessa naytteista laske-
taan keskimdaarainen pitoisuus, keskihajonta ja variaatiokerroin. Toistettavuuden tes-
taus voidaan toteuttaa joko kvalitatiivisesti tai kvantitatiivisesti. (Ehder 2005; Hagg
2016; Jaarinen — Niiranen 2005.)



3 Entsymaattiset menetelmat

Entsyymit ovat proteiineja, jotka toimivat biokatalyytteind kemiallisissa reaktioissa. Ent-
syymeja esiintyy kaikissa elimiston kudoksissa ja erilaisia entsyymimittauksia voidaan
hyddyntaa sairauksien diagnostiikassa ja seurannassa. Kliinisessa kemiassa kayte-
taankin laajalti entsyymiaktiivisuusmaarityksia, joille on annettu kansainvéliset mene-
telmésuositukset. Suositukset perustuvat reaktio-olosuhteiden optimointiin ja maaréatyn
[Ampdtilan kayttoon (37 °C), jolloin mittauksille saadaan eri laboratorioiden valisesti
vertailukelpoisia tulostasoja. Entsyymiaktiivisuus maaritetdén reaktiokuvaajasta tietylla
aikavalilla reaktiossa kuluneen substraatin, muodostuneen lopputuotteen tai koentsyy-
min maaran muutoksen perusteella. Tama maara on verrannollinen entsyymin maa-
raan, mikali reaktiossa on ylimaarin substraattia tai koentsyymia. (Niemeld — Pulkki
2010; Bishop — Fody —Schoeff 2001.)

E S5 = ESE P E

E=entsyymi, S = substraatti, ES = entsyymi-
substraattikompleksi, P = reaktiotuote

Kuvio 2. Entsyymireaktio.

Entsyymimaarityksissa hyddynnetd&n fotometriaa seuraamalla reaktiota mitattavan
aineen absorptiomaksimin alueella. Fotometriset mittaukset perustuvat valon [&-
paisevyyteen (transmittanssiin) tai imeytymiseen (absorptioon) véliaineessa. Fotometri
koostuu paapiirteissdén sateilynlahteestda, monokromaattorista, naytetilasta sekéa valo-
detektorista. Sateilynlahteen avulla mittauskyvetissd olevan naytteen lapi johdetaan
valoa, josta monokromaattori erottelee halutun aallonpituuden. Kvantitatiivinen mittaus
suoritetaan yleensa maaritettavan analyytin absorptiomaksimin aallonpituudella, jolloin
mitattavan aineen pitoisuus saadaan selville sen molaarisen absorptiviteetin avulla.
Lambert Beerin lain mukaisesti absorboituneen valon maara tietylla aallonpituudella on

lineaarisesti verrannollinen absorboivan aineen konsentraatioon:



A=¢bc,

jossa suure A on absorbanssi ja € molaarinen absorptiokerroin. Suure b on sateilyn
naytteessa kulkema matka ja ¢ konsentraatio. Molaarinen absorptiokerroin on aallonpi-
tuuden funktio ja kullekin aineelle ominainen; mittaus suoritetaan yleensa analyytin
absorptiomaksimin aallonpituudella, koska télldin vahainen epatarkkuus aallonpituu-
dessa ei vaikuta merkittavasti mittaustuloksiin. (Niemel& — Pulkki 2010; Jaarinen — Nii-
ranen 2005.)

Kliinisen kemian analyyseissa naytteesta johtuvat mittausta hairitsevat tekijat, esimer-
kiksi naytteen sameus tai hemolyyttisyys, ovat suhteellisen yleisia. Analyysia hairitsevia
tekijoitd pyritddnkin eliminoimaan kayttamalla mittauksissa sivuaallonpituuksia, jolloin
voidaan vahentéa talla aallonpituudella saatu absorptiolukema absorptiomaksimin lu-
kemasta. Entsyymiaktiivisuusmittausten tulokset ilmoitetaan yleisimmin mittayksikdssa
U/l. Kansainvalinen entsyymiyksikkd (U) on se entsyymimdaara, joka katalysoi yhden
mikromoolin (umol) substraattia minuutissa. (Niemeld — Pulkki 2010; Bishop — Fody —
Schoeff 2001.)

Entsyymiaktiivisuusmittaukset voivat olla paatepistemittauksia tai kineettisia mittauksia.
Kineettisissa entsyymimaarityksissa reaktion aikana tehdaan useita eri mittauksia tiet-
tyjen aikaintervallien valein (useimmiten 30 tai 60 sekunnin) tai jatkuvana mittauksena.
Paatepistemenetelméassa reaktio saatetaan siihen pisteeseen, etta substraatti on koko-
naan tai lahes kokonaan kulunut loppuun. Paatepistemittaus voidaan jakaa spesifiseen
vaiheeseen ja varsinaiseen mittausvaiheeseen eli maaritykseen kytkettyyn toiseen re-
aktioon, jota mitataan fotometrisesti ja jonka avulla maarityksen kvantitointi suoritetaan.
(Niemel& — Pulkki 2010; Bishop — Fody —Schoeff 2001.)

Entsymaattisten maaritysten ongelmallisena puolena voidaan pitaa sita, ettd useimmi-
ten jotain tiettya entsyymia esiintyy elimistossé useassa eri kudoksessa; siten entsyy-
min aktiivisuuden tason nousun taustalla saattaa olla vaurio missé tahansa naista ku-
doksista. Mittaamalla esimerkiksi kahden eri entsyymin aktiivisuutta voidaan kuitenkin
saada tarkempaa tietoa vaurion sijainnista, silla eri kudokset sisaltavat entsyymeja eri-
laisessa mittasuhteessa. Toisaalta tietyt entsyymit esiintyvat jollekin kudokselle tyypilli-
sena vain tietyssa muodossa, isoentsyymeind, jolloin niiden ominaisuudet saattavat
erota esimerkiksi herkkyydessa lampotilalle tai inhibiittoreille. (Bangert — Marshall
2008.)



3.1 Entsyymireaktioon vaikuttavat tekijat

Entsyymireaktioon vaikuttavia tekijoita ovat entsyymikonsentraation ja l[ampdtilan lisak-
si reaktioliuoksen pH, entsyymireaktioseoksessa lasné olevat aktivaattorit ja inhibiittorit
seka koentsyymit. Entsyymin konsentraatio vaikuttaa reaktion nopeuteen: mitd enem-
man reaktiossa on entsyymia sitomassa substraattia, sen nopeammin reaktio etenee.
Reaktioliuoksen pH on entsyymireaktion kannalta oleellinen tekij, silla entsyymit toimi-
vat vain tietylla pH-alueella. Jokaisella entsyymilla on oma entsyymikohtainen pH-
optiminsa, mutta useimmilla entsyymeilla optimaalinen pH-alue sijaitsee kuitenkin valil-
& 7-8. Lampdtilan nostaminen lisdd entsyymiaktiivisuutta noin kaksinkertaiseksi jokais-
ta 10 °C:n nostoa kohden, kunnes entsyymi denaturoituu. Optimaalinen [Ampdtila ent-
syymin toiminnalle riippuu my6s reaktion muista tekij6istd, kuten reaktion kokonaisajas-
ta. (Niemela — Pulkki 2010; Bishop — Fody —Schoeff 2001.)

Koentsyymit ja aktivaattorit voivat olla reaktion kannalta valttamattémia aineita tai toi-
mia vain reaktiota edistavina tekijoind. Koentsyymeihin kuuluvat esimerkiksi NAD ja
NADP. Koentsyymit voivat toimia hapettumalla tai pelkistymalla, mutta ne voivat myods
littyd entsyymin inaktiiviseen muotoon, jolloin entsyymi aktivoituu: tdman tyyppista
koentsyymia kutsutaan prosteettiseksi rynmaksi. Reaktioliuoksen inhibiittorit ja aktivaat-
torit vaikuttavat reaktion kulkuun joko kiihdyttamalla tai hidastamalla reaktionopeutta.
Mikali reaktiossa on aktivaattoria ylimaarin, se saattaa alkaa toimia reaktiota inhiboiva-
na tekijana. Inhibiittorit ja aktivaattorit ovat pienimolekyylisia aineita tai ioneja, useimmi-
ten metalleja tai epametalleja, jotka vaikuttavat entsyymi-substraattikompleksin muo-
dostumiseen sitoutumalla substraattiin tai entsyymiin. (Niemel& — Pulkki 2010; Bishop —
Fody —Schoeff 2001.)

3.2 Transferaasit

Transferaasit ovat entsyymeja, jotka katalysoivat entsyymireaktioissa jonkin kemiallisen
ryhman siirtoa substraatilta toiselle. Sekd GGT ettd AST lukeutuvat transferaasi-
entsyymeihin. Naiden entsyymien aktiivisuuden mittaamista plasma- ja seeruminayt-
teistd kaytetddn paddasiassa maksasairauksien diagnostiikassa ja seurannassa.
(Bishop — Fody —Schoeff 2001.)



3.2.1 GGTjaAST

GGT eli gammaglutamyylitransferaasi toimii katalyyttina glutamyyliryhman siirrossa
aminohapoille. Gammaglutamyylin luovuttaja on yleensa glutationi. GGT:n tarkkaa
merkitysta ei tunneta, mutta sen uskotaan osallistuvan peptidien ja proteiinien syntee-
siin, aminohappojen siirtoon solukalvojen lapi seka glutationitasojen saatelyyn kudok-
sissa. GGT on maksan toimintaan liittyva entsyymi, jonka aktiivisuus lisdantyy maksa-
sairauksissa, erityisesti intra- ja ekstrahepaattisen sappistaasin, toisinaan my6s haima-
tulehduksen yhteydessa. GGT:ta esiintyy useissa kudoksissa, maksan lisaksi muun
muassa sappiteiden seinamissé, sydamessa, munuaisissa ja haimassa, mutta seeru-
mi- ja plasmanaytteista mitattavat entsyymiaktiivisuudet ovat padasiassa peraisin mak-
sasta. Lihassoluissa GGT:ta ei esiinny. Vahaiset aktiivisuuden tason nousut saattavat
liittya rasvamaksaan tai ladkemyrkytyksiin. (Niemeld — Pulkki 2010; Bishop — Fody —
Schoeff 2001; Thermo Fisher 2016.)

AST eli aspartaattiaminotransferaasi katalysoi aminoryhmdan siirtoa aspartaatilta a-
ketoglutaraatille, pyridoksaalifosfaatti toimii reaktiossa koentsyymina. Reaktiossa muo-
dostuu oksaloasetaattia ja glutamaattia. Transaminaatiolla on merkittdva osuus amino-
happosynteesissa ja -kataboliassa, joten silla on tarkea merkitys solunsisadisen aineen-
vaihdunnan kannalta. Sitruunahappokierto hapettaa reaktiossa muodostuneet ketoha-
pot, toimien energianlédhteend. Maksasairauksien diagnostiikassa ja seurannassa hyo-
dynnetaan kahta aminotransferaaseihin kuuluvaa entsyymia: aspartaattiaminotransfe-
raasia ja ALT:ia eli alaniiniaminotransferaasia, jota esiintyy pédasiassa maksassa.
(Bishop — Fody —Schoeff 2001; Bangert — Marshall 2008.)

AST liittyy maksan soluvaurioihin: sen aktiivisuus kohoaa tyypillisesti akuutissa maksa-
vauriossa, joka voi olla seurausta esimerkiksi infektiosta, sappitietukoksesta tai myrkyl-
lisista yhdisteistd. AST:ta esiintyy elimistossa maksan lisdksi esimerkiksi sydanlihasku-
doksessa ja luurankolihaksissa, mutta myds pienempina méarind munuaisissa, hai-
massa ja punasoluissa. Akuutin maksavaurion yhteydessad maksasolut turpoavat, jol-
loin osa soluista tuhoutuu ja maksaperaisten entsyymien pitoisuudet kasvavat veren-
kierrossa. Koska maksasolut siséaltavat alaniiniaminotransferaasia enemman kuin muut
elimiston solut, AST/ALT-suhdetta voidaan hytdyntda maksan solujen sairauksien
diagnostiikassa. (Bishop — Fody —Schoeff 2001; Niemela — Pulkki 2010.)



GGT-tasot laskevat hetkellisesti syémisen jalkeen, joten naytteenoton ajoittaminen heti
aterian jalkeen voi vaikuttaa vaéaristavasti tuloksiin. Punasoluissa ei ole GGT-
entsyymid, joten naytteen hemolyyttisyys ei vaikuta sen suhteen tuloksiin, mutta on
voimakkaasti AST:n maadritysta hairitseva tekija silla se voi antaa virheellisen korkeita
tuloksia. Seeruminaytteissa GGT-tasot pysyvat stabiilina viikon ajan 4 °C:ssa, AST-
tasot neljan paivan ajan jaakaappilampétilassa. (Ahmed — Blann 2014; Niemela — Pulk-

ki 2010; Bishop — Fody —Schoeff 2001.)

4 Opinnaytetyodn tavoite, tarkoitus ja tutkimusongelmat

Indikon GGT- ja AST-menetelmien mittausalueet on maaritetty vastaamaan Thermo
Fisher Scientificin asiakkaiden Kliinisia tarpeita valitsemalla reaktio-olosuhteet siten,
ettd mittauksen lineaarisuus, toistettavuus ja tarkkuus ovat mittausalueella hyvaksytta-
valla tasolla. Menetelmien mittausalueita haluttiin kuitenkin muokata vastaamaan myds
eldinten viitearvoja, jotta ne soveltuisivat paremmin elainnaytteita kasittelevien labora-
torioiden tarpeisiin. Taulukkoon 1 on merkitty punaisella ne arvot, joiden kohdalla elain-
ten viitearvot joko ylittavat tai alittavat analyyttisen mittausalueen: hevosten viitearvot
ylittavat AST-menetelman analyyttisen mittausalueen ylarajan, GGT:n osalta hevosilla,
koirilla ja kissoilla viitearvot jaavat nykyisen mittausrajan alapuolelle. (Thermo Fisher
Scientific 2017).

Taulukko 1. Menetelmien mittausalueet ja viitearvot.
AST GGT
Alaraja | Ylaraja | Alaraja | Ylaraja | Yksikk®

Analyyttinen mittausalue 4 350 15 600 U/l
Laajennettu mittausalue 4 2100 15 6000 U/l
Viitearvot, hevonen 200 660 10 70 u/l
Viitearvot, kissa 15 62 - 10 ul/l
Viitearvot, koira 10 57 - 11 U/l

Menetelman mittausaluetta voidaan muuttaa saatamalla testiparametreistéd naytetila-
vuutta, jota kasvattamalla mittausalueen alarajaa saadaan alhaisemmaksi. Jos mit-
tausaluetta halutaan muuttaa ylarajan suhteen, naytetilavuutta pienennetaan. Mene-
telm&én tehtyjen muutosten jalkeen menetelman suorituskykya mitataan testaamalla

menetelman lineaarisuutta, reaktiokinetiikkaa ja toistettavuutta. Opinnaytetyon tavoit-
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teena on selvittaa, sailyyko testattavien menetelmien suorituskyky hyvaksyttavalla ta-

solla myds menetelmaan tehtyjen muutosten jalkeen.

Tutkimuskysymykset ovat seuraavat:

1. Voidaanko
viitearvoja siten, ettd menetelman suorituskyky sailyy hyvaksyttavalla tasolla?

2. Ovatko menetelmén lineaarisuus ja toistettavuus hyvaksyttavissa rajoissa?

5 Toteutus

nykyisen menetelman mittausaluetta muuttaa vastaamaan

Testaukset suoritettin kevaalla 2017 maaliskuun aikana Thermo Fisher Scientificin

tiloissa Vantaalla. Ensimmainen projektiin liittyva tapaaminen oli viikolla 8, jolloin sovit-

tiin muun muassa alustavasti aikatauluista ja muista tyon toteutukseen liittyvista kay-

tannon asioista. Projekti aloitettiin viikolla 10 kahden paivan mittaisella perehdytysjak-

solla. Perehdytyksen jalkeen aloitettiin varsinaiset testaukset, joiden oli maara valmis-

tua viimeistaan viikolla 13. Mittaukset saatiin tehtya suunnitellun aikataulun mukaisesti.

Taulukko 2.  Projektin aikataulu.

Projektin aikataulu
14.3.2017 |GGT Kkalibrointi
15.3.2017 |GGT laimennussarjojen suunnittelu
16.3.2017 GGT Ia!mennussarJOJen suunnittelu ja 100%-liuoksen val
mistaminen
GGT laimennussarjojen valmistaminen ja lineaarisuuden
17.3.2017 ) :
mittaaminen (11 tasoa)
GGT laimennussarjojen valmistaminen ja lineaarisuuden
20.3.2017 . . . . i
mittaaminen (5 tasoa), toistettavuuden mittaaminen
22.3.2017 |AST kalibrointi
23.3.2017 |AST toistettavuuden mittaaminen
24.3.2017 |AST laimennussarjojen suunnittelu
27 32017 A_ST IalmennussarJOJen valmistaminen ja lineaarisuuden
mittaaminen
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5.1 Tyo6ssa kaytetyt menetelmat, laitteet ja reagenssit

Kaikki mittaukset suoritettin  Thermo Fisherin tiloissa reagenssituotannon-
laboratoriossa Indiko-analysaattorilla (86310000020), jonka toimintakyky varmistettiin
ajamalla kontrolli- ja hajontanaytteet ennen verifiointiin liittyvien testausten aloittamista.
Menetelmien testiparametreja muutettiin naytetilavuuden suhteen. Muokatut menetel-

mat nimettiin AST_horse ja GGT_lowc.

5.1.1 Indiko

Indiko on kliinisen kemian analysaattori, jolla voidaan suorittaa fotometrisia mittauksia.
Analysoitava naytemateriaali voi olla kokoverta, seerumia, plasmaa, virtsaa, sylkea tai
likvoria. Laitteella voidaan lisdksi maarittaa elektrolyytteja ionispesifisten elektrodien
yksikolla (ISE) seerumista tai plasmasta. Yleisimpien kliinisen kemian tutkimusten li-
séksi laitteella voidaan suorittaa immunokemiallisia- ja ladkeainetutkimuksia. (Thermo
Fisher Scientific 2016.)

Kuvio 3. Indiko-analysaattori. (Thermo Fisher Scientific 2017).
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Analysaattori kayttdd mittausmenetelmana turbidometriaa tai kolorimetriaa. Mittaus
suoritetaan 37 °C:n lampdtilassa ja laitteella voidaan tehdéa seka kineettisia- etta paa-
tepistemittauksia. Kineettisissa mittauksissa mittaustyypiksi voidaan valita linear tai
linear cut, jolloin tulosten laskemisessa huomioidaan vain kuvaajan lineaarinen alue.
Analysaattori mittaa naytteestda absorbanssia tai absorbanssin muutosta minuutissa.
Mittaus voidaan tehda yhdella aallonpituudella tai pddaallonpituuden liséksi voidaan
kayttad sivuaallonpituutta. Injektoitava naytetilavuus on 2-120 pl ja reaktion lopputila-
vuus 120-300 pl. Analysaattori annostelee naytteen extratilavuudella vetta tai naytetta,
jonka tilavuudeksi voidaan asettaa 0-120 pl. Laite annostelee my6s reagenssin extrati-
lavuudella. Analysaattorilla voidaan tehdd naytteelle automaattinen esilaimennos ja
tarvittaessa laimennusrajan ylittyessd automaattinen laimennos ja uudelleenajo.
(Thermo Fisher Scientific 2016.)

Kuvio 4. Naytteiden lataaminen Indikoon. (Thermo Fisher Scientific 2017).

5.1.2 AST

AST-mittaus on kineettinen entsyymiaktiivisuusmaaritys. Reaktiossa aspartaattiamino-
transferaasi toimii katalyyttind aminoryhman siirrossa aspartaatilta ketoglutaraatille,
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jolloin muodostuu glutamaattia ja oksaloasetaattia. Oksaloasetaatti pelkistyy malaatiksi
malaattidehydrogenaasi-entsyymin vaikutuksesta. Menetelmassa mitataan koentsyymi
NADH:n maaraa, joka hapettuu reaktiossa NAD:ksi ja jonka vaheneminen on verran-
nollinen naytteen AST-aktiivisuuteen. Mittaus suoritetaan aallonpituudella 340 nm ja
reaktion suunta on laskeva. Tulokset lasketaan teoreettisen faktorin avulla. Menetel-
massa voidaan kayttaa kalibrointiin myds eCal-kalibraattoria, jolloin saadaan lineaari-
nen kalibraatiokuvaaja. Mittaus on 9 pisteen mittaus ja mittausaika 240 sekuntia. AST-
aktiivisuus voidaan mitata seerumi- tai plasmanaytteistd. AST_horse-menetelméassa
naytetilavuutta muutettiin taulukon 3 mukaisesti. (Thermo Fisher Scientific 2014).

Taulukko 3.  AST-menetelméan paaparametrit.

AST (clinical) AST (vet)
Reagenssitilavuus 125 pl + 20 pl extra 125 pl + 20 pl extra
Ink. 400 s 400 s
Naytetilavuus 15 pl + 15 pl extra 5 ul + 10 pl extra
Ink. 120s 120s
Mittaustyyppi Kineettinen, linear cut | Kineettinen, linear cut
Mittausaallonpituus 340 nm 340 nm
Mittausaika 240's 240s
Aikaintervallit/kesto 9/27 s 9/27 s
Mittausalue 4-350 U/I 20-1050 U/I
Laimennusraja 350 U/I 1050 U/I
Laajennettu mittausalue |4-2100 U/I 20-6300 U/I

5.1.3 GGT

GGT-mittaus on kineettinen entsyymiaktiivisuusmaaritys, jossa reaktion suunta on
nouseva. Reaktiossa gammaglutamyylitransferaasi toimii katalyyttind glutamiinihapon
siirrossa glysyyliglysiinille, jolloin vapautuu 5-amino-2-nitrobentsoaattia. Menetelméassa
mitataan entsyymireaktion lopputuotetta eli 5-amino-2-nitrobentsoaattia, jonka maara
on suoraan verrannollinen naytteen GGT-aktiivisuuteen. Mittaus suoritetaan aallonpi-
tuudella 405 nm, sivuaallonpituutta ei kaytetd. Tulokset lasketaan teoreettisen faktorin
avulla tai kalibrointiin kdytetd&n eCal-kalibraattoria. Kalibraatiokuvaaja on lineaarinen.
Méaaéaritys voidaan tehda seeruminéytteista tai hepariiniputkeen otetuista plasmanayt-
teistd. Mittaus on 7 pisteen mittaus ja mittausaika 120 sekuntia. Menetelm&& muokattiin

taulukon 4 mukaisesti sdatamalla naytetilavuutta. (Thermo Fisher Scientific 2016.)



Taulukko 4. GGT-menetelmén paaparametrit.

GGT (clinical) GGT (vet)
Reagenssitilavuus 120 pl + 20 pl extra 120 pl + 20 pl extra
Ink. 400 s 400s
Naytetilavuus 12 pl + 10 pl extra 24 pl + 20 ul extra
Ink. 120 s 120 s
Mittaustyyppi Kineettinen, linear cut | Kineettinen, linear cut
Mittausaallonpituus 405 nm 405 nm
Mittausaika 120 s 120s
Aikaintervallit/kesto 7/18s 7/18 s
Mittausalue 15-600 U/I 7-300 U/I
Laimennusraja 600 U/I 300 U/I
Laajennettu mittausalue | 15-6000 U/I 7-3000 U/I

5.1.4 Kaytetyt reagenssit, kalibraattorit ja kontrollit
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AST:n mittauksessa voidaan kayttaa l-reagenssin tai 3-reagenssin menetelmaa. Tas-

sé tyossé mittaukset tehtiin 1-reagenssin menetelmélla, joka 3-reagenssin menetel-

masta poiketen ei sisdlla pyridoksaali-5"-fosfaattia. Sekd AST- ettd GGT-

menetelmassa kaytettdva reagenssi valmistettiin yhdistamalla kyseisen kitin reagens-

sipullo B:n sisaltd reagenssipulloon A. Reagenssien koostumus on kuvattu taulukoissa

5 ja taulukossa 6.

Taulukko 5.  AST-reagenssi A:n ja B:n koostumus.

AST Reagenssi A

Tris-puskuri, pH 7.8 110 mmolll
L-aspartaatti 325 mmol/l
Laktaattidehydrogenaasi >810 U/l
Malaattidehydrogenaasi >810 U/l
Natriumatsidi <0,1 %

AST Reagenssi B
a-Ketoglutaarihappo 65 mmol/l
NADH 1,0 mmol/l
Natriumatsidi <0,1%



Taulukko 6.  GGT-reagenssi A:n ja B:n koostumus.

GGT Reagenssi A GGT Reagenssi B
o L-y-glutamyyli-3-karboksyyli-
Glysyyliglysiini 206 mmolll 4-nitroaniliini
Natriumatsidi <0,1 % Natriumatsidi
Tris-puskuri, pH8.3 <5 %

33 mmol/l
<0,1%
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Kalibrointiin kaytettiin eCal-kalibraattoria, joka liuotettin 3 ml:aan ionivaihdettua vetta.

Toistettavuuden maarittamisessa naytteina kaytettiin matalan tason Nortrol- seka kor-

kean tason Abtrol-kontrollinaytteita; kontrollit valmistettiin liuottamalla ne 5 ml:aan ioni-

vaihdettua vettd. Ennen lineaarisuusmittauksia sulatettiin laimennussarjojen valmistuk-
sessa kaytetyt spike-naytteet (ref. G2751-1kU ja G9270-100UN), jotka oli liuotettu en-

nen pakastamista 0,9 % NaCl-liuokseen. Reagensseja ja naytteita sailytettiin mittaus-

ten ajan jadkaapissa 2-8 °C:n lampdtilassa.

Taulukko 7.  Testauksissa kaytetyt reagenssit, kalibraattorit ja naytteet.

REF LOT
AST (reagenssi) 981771 NO73
GGT (reagenssi) 981377 NO70
eCal 981830 M655F
Abtrol 981044 L260Y
Nortrol 981043 L6880V
Glutamic-
oxalacetic-

: G2751-1kU 069K003
transaminase

from porcine heart

GGT type VI G9270-100UN 064H9504

Exp.
2017-11

2017-12
2018-10
2018-02
2018-02

Ei ilmoitettu,
sailytys -70°C

Ei ilmoitettu,
sailytys -70°C

Valmistaja
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific
Thermo Fisher
Scientific

Sigma-Aldrich

Sigma-Aldrich
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5.2 Tyobn suoritus

Testaukset suoritettin ensin  GGT_lowc-menetelmaélle. Kalibrointi suoritettiin  eCal-
kalibraattorilla ja se toistettiin kolme kertaa (lite 1). Onnistuneen kalibroinnin jalkeen
toistettavuus maaritettiin Nortrol- ja Abtrol-kontrollinaytteilld, jotka nimettiin samplelowl
ja samplehighl. Molemman tason kontrolleista tehtiin yhteensa 20 maéaritysta (n=40).
Toistettavuusmittausten tulokset kasiteltiin Excel-ohjelmassa, jossa tuloksille laskettiin

keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin.

Lineaarisuuden maarittamista varten valmistettiin taulukon 8 mukaiset laimennussarjat
spike-naytteesta. GGT_lowc-menetelmén lineaarisuuden tarkastelua varten valmistet-
tiin seka 11 tasoa etta 5 tasoa sisaltaneet laimennussarjat, silla lineaarisuutta haluttiin
tarkastella my6s pienemmilla pitoisuuksilla. Laimennussarjojen suunnittelussa korkein
taso pyrittiin saamaan 10-20 % yli odotetun laimennusrajan ja matalin taso 20 % halu-
tun mittausalueen alle. Ennen laimennussarjojen suunnittelua mitattiin spike-naytteen
konsentraatio ja tulosten perusteella laskettiin 0%- ja 100%-liuokseen pipetoitava nay-
teliuoksen tilavuus. 0%- ja 100%-liuosten valmistamisen jalkeen néaiden liuosten kon-
sentraatiot viel& mitattiin, jotta voitiin varmistaa niiden olevan halutulla tasolla. Laimen-
nussarjat valmistettiin pipetoimalla liuoksia 1:1 taulukon 8 mukaisesti, kutakin liuosta
tarvittava tilavuus on listattu taulukossa 9. Jokaisesta naytteesta ajettiin nelja rinnak-

kaismaaritysta (n=64).

Taulukko 8.  GGT_lowc, 11 tason laimennussarja.

Std % L pl| H | p2]| c(U/l)
1 0 0 1 0 1 0
2 3,125 0 1 (6,25| 1 10
3 6,25 0 1 |125| 1 20
4 12,5 0 1 25 1 40
5 25 0 1 50 1 80
6 37,5 25 1 50 1 120
7 50 0 1 |100| 1 160
8 62,5 50| 1 75 1 200
9 75 50| 1 |100| 1 240

10 87,5 75 1 |100| 1 280
11 100 100 1 |100| 1 320




Taulukko 9. 11 tason laimennussatrja, tarvittavat liuostilavuudet mikrolitroina.
A B
Std % I n Il Tot
1 0 500 5 1250 1750
2 3,125 500 0 0 500
3 6,25 500 1 250 750
4 12,5 500 1 250 750
5 25 500 2 500 1000
6 37,5 500 0 0 500
7 50 500 4 1000 1500
8 62,5 500 0 0 500
9 75 500 2 500 1000
10 87,5 500 0 0 500
11 100 500 5 1250 1750
Taulukko 10. GGT_lowc, 5 tason laimennussarja.
Std % L |{pl| H|p2]| c(U/
1 0 0 1 0 1 5
2 25 0 1 (5| 1 8,6
3 50 0 1 |100| 1 12,5
4 75 50| 1 |[100]| 1 16,3
5 100 100 1 (100} 1 20
Taulukko 11. GGT_lowc, 5 tason laimennussarja, tarvittavat liuostilavuudet mikrolitroina.
A B
Std % I n Il Tot
1 0 500 4 1000 1500
2 25 500 0 0 500
3 50 500 2 500 1000
4 75 500 0 0 500
5 100 500 4 1000 1500

17

AST_horse-menetelméan kohdalla kalibrointi (liite 2) ja toistettavuuden mittaus suoritet-

tiin vastaavasti kuten GGT_lowc-menetelmén kohdalla. Matalan tason kontrolli nimet-

tiin samplelow01 ja korkean tason kontrolli samplehighO1l. AST_horse-menetelman

laimennussarja kasitti 11 eri tasoa (taulukko 12), joista jokaisesta tehtiin nelja rinnak-

kaismaaritysta (n=44). Laimennussarjat suunniteltiin samalla periaatteella kuten edella.
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Lineaarisuusmittauksista saadut tulokset taulukoitiin Excelissa ja niista laadittiin reg-

ressiosuora. Tuloksille laskettiin liséksi keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin.

Taulukko 12. AST_horse laimennussatrja.

Std % L |pl | H |p2]| c(U/l)
1 0 0 1 0 1 20
2 3,125 0 1 |6,25| 1 57
3 6,25 0| 1 [125] 1 94
4 12,5 0 1 25 1 168
5 25 0 1 50 1 315
6 37,5 25 1 50 1 463
7 50 0 1 (100 1 610
8 62,5 50 1 75 1 758
9 75 50 1 (100 1 905

10 87,5 75 1 (100 1 1053
11 100 100 1 |100| 1 1200
6 Tulokset

Mittausten tulokset taulukoitiin ja kasiteltiin tilastollisin menetelmin Excel-ohjelmassa.
Tulosten hyvaksymiskriteereina variaatiokertoimen tuli olla alle 2,5 % toistettavuusmit-
tauksissa, lineaarisuusmittauksissa ero suoran sovituksessa sai olla enintddan 10% tai

10 U/l mittausalueella.

6.1 GGT_lowc tulokset

GGT_lowc-menetelman toistettavuutta testaavan mittaussarjan alemman tason kontrol-
lin (samplelowl) tulosten keskiarvoksi saatiin 48,69 U/I. Kontrollille ilmoitettu pitoisuus
oli 48 U/l. Keskihajonta alemman tason kontrollilla oli 0,408 ja variaatiokerroin 0,84%.
Ylemman tason kontrollin (samplehighl) tulosten keskiarvo oli 145,28 U/, ilmoitettu
pitoisuus 145 U/I. Keskihajonta ylemman tason kontrollilla oli 0,729 ja variaatiokerroin
0,50 %.
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Taulukko 13. GGT_lowc toistettavuus.

samplelow1 samplehighl
49,24 144,26
48,87 145,19
48,69 144,59
48,66 145,61
49,69 145,08
47,84 145,07
49,26 145,65
48,66 146,15
48,78 144,95
48,72 145,32
48,54 145,80
48,51 144,97
48,16 145,97
48,46 145,60
48,79 145,83
48,60 146,79
49,00 144,63
48,52 143,44
48,39 145,47
48,32 145,32
n 20 20
ka 48,69 145,28
SD 0,408 0,729
CV% 0,84 % 0,50 %

GGT_lowc-menetelman lineaarisuuden maaritysta varten valmistettiin ensin 11 tason
laimennussarja mittausalueella 0-320 U/I. Taulukkoon 14 on koottu mittauksista saadut
tulokset. Tuloksille laskettiin keskiarvo, keskihajonta ja variaatiokerroin seké ennustettu
arvo. Liséksi laskettiin residuaalit ja recovery%, eli mittaustuloksen vastaavuus ennus-

temalliin.



Taulukko 14. GGT _lowc 11 tason laimennussarjan lineaarisuusmittausten tulokset.

20

A Measured | Recovery-%

Percent Mean - (Mean/

Dilution Dil.ratio Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Mean SD CV% Predicted Predicted Predicted)
0,0 % 0,000 0,90 1,23 1,16 0,96 1,06 0,157 | 148% 2,24 -1,18 473 %
3,1% 0,031 11,55 11,41 11,53 11,39 11,47 0,082 0,7 % 12,32 -0,84 93,2 %
6,3 % 0,063 21,95 21,82 22,01 22,20 21,99 0,158 0,7 % 22,36 -0,36 98,4 %
12,5 % 0,125 42,17 42,28 42,57 42,76 42,45 0,268 0,6 % 42,47 -0,02 99,9 %
25,0 % 0,250 84,38 84,82 84,41 84,74 84,59 0,226 0,3% 82,70 1,89 102,3 %
375% 0,375 124,59 124,64 125,33 124,60 124,79 0,363 0,3% 122,92 1,86 101,5%
50,0 % 0,500 163,74 162,67 163,07 163,21 163,17 0,445 0,3 % 163,15 0,02 100,0 %
62,5 % 0,625 201,90 203,13 201,93 201,84 202,20 0,622 0,3 % 203,38 -1,18 99,4 %
75,0 % 0,750 245,18 245,52 243,89 243,12 244,43 1,118 0,5% 243,60 0,82 100,3 %
87,5% 0,875 281,45 284,70 284,51 284,54 283,80 1,569 0,6 % 283,83 -0,03 100,0 %
100,0 % 1,000 324,49 321,36 322,38 324,06 323,07 1,462 0,5% 324,06 -0,99 99,7 %

Tulosten perusteella laadittin myos lineaarisuuskuvaaja, jonka korrelaatiokertoimeksi
saatiin 0,9999 (kuvio 5).

Linearity R2 = 0,9999
350,00 .
(]
£300,00 o
©250,00 g
T200,00 "
5150,00
: o
£100,00 o
50,00
0,00 T T ‘ ‘ ‘
0,0 % 20,0 % 40,0 % 60,0 % 80,0 % 100,0 % 120,0 %
Dilution ratio
Kuvio 5. GGT_lowc 11 tason laimennussarjan lineaarisuuskuvaaja.
Recovery
120,0 %
115,0 %
-110,0 %
[J]
§105,0 % .
100,0 % fgt—r —— S -
5 95,094 0‘ 20,0-% 40,0 % 60,0-% 80,0-% 100;0-% 120{0 %
= 90,0 %
S 85,0 %
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Kuvio 6. GGT_lowc 11 tason laimennussarja, recovery%.



21

Ero suoran sovituksessa ylitti alimmalla pitoisuudella 10%. Lineaarisuutta haluttiin tar-

kastella viela tarkemmin pienemmilla pitoisuuksilla, joten valmistettiin 5 tasoa sisaltanyt

laimennussarja (5-20 U/l). Naiden mittausten tulokset taulukoitiin (taulukko 15).

Taulukko 15. GGT_lowc 5 tason laimennussarjan lineaarisuusmittausten tulokset.

A Measured | Recovery-%
Percent Mean - (Mean/
Dilution Dil.ratio Rep1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Mean SD CV% Predicted | Predicted | Predicted)
0,0 % 0,000 5,61 5,39 5,42 5,38 5,45 0,108 2,0% 5,66 -0,21 96,3 %
25,0 % 0,250 9,48 9,50 9,60 10,18 9,69 0,332 3.4 % 9,40 0,29 103,1 %
50,0 % 0,500 12,83 13,12 13,38 13,12 13,11 0,226 17% 13,14 -0,02 99,8 %
75,0 % 0,750 16,85 16,84 16,83 17,05 16,89 0,107 | 06% 16,87 0,02 100,1 %
100,0 % 1,000 20,99 20,39 20,52 20,24 20,54 0,325 1,6 % 20,61 -0,07 99,6 %

5 tason laimennussarjasta saatujen tulosten perusteella laadittiin viela lineaarisuusku-

vaaja, jonka korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,999 (kuvio 7).
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Kuvio 7.

GGT_lowc 5 tason lineaarisuuskuvaaja.

Recovery
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Kuvio 8. GGT_lowc 5 tason laimennussarja, recovery%.
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Kuvioon 8 on kuvattu recovery% pienemmilla pitoisuuksilla. Ero suoran sovituksessa

on alle 10%.

6.2 AST horse tulokset

AST_horse-menetelmén toistettavuutta testatessa alemman tason kontrollin (samp-
lelow01) tulosten keskiarvo oli 50,89 U/I, ilmoitettu pitoisuus kontrollille oli 50 U/I. Kes-
kihajonta télle sarjalle oli 0,950 ja variaatiokerroin 1,87%. Ylemman tason kontrollille
(samplehighO1) keskiarvoksi saatiin 171,50 U/I, keskihajonnaksi 1,310 ja variaatioker-
toimeksi 0,76%. Kontrollin ilmoitettu pitoisuus oli 171 U/I.

Taulukko 16. AST_horse toistettavuus.

samplelow01 samplehigh01
53,22 172,73
50,65 171,83
50,82 171,51
50,47 170,44
51,09 170,64
50,75 170,60
50,26 172,42
50,26 173,71
50,71 173,69
51,62 171,72
50,34 170,85
49,99 170,21
49,03 170,90
50,50 170,76
49,83 172,14
51,04 172,57
52,18 173,43
51,83 170,29
51,12 168,73
52,15 170,88
n 20 20
ka 50,89 171,50
SD 0,950 1,310
CV% 1,87 % 0,76 %
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AST_horse-menetelméan lineaarisuus maaritettiin valmistamalla laimennussarja, joka
sisélsi 11 tasoa. Laimennussarjan liuosten pitoisuus pyrittiin saamaan alueelle 20-1200
U/I. Mittausten tulokset taulukoitiin (taulukko 17).

Taulukko 17. AST_horse lineaarisuusmittausten tulokset.

A Measured| Recovery-%

Percent Mean - (Mean/

Dilution Dil.ratio Rep 1 Rep 2 Rep 3 Rep 4 Mean SD CV% [ Predicted | Predicted | Predicted)
0% 0,000 20,096 19,856 20,126 20,29 20,09 0,180 0,9 % 29,47 -9,37 68,2 %
3,13% 0,031 56,411 57,878 58,969 58,14 57,85 1,065 1,8 % 65,10 -7,25 88,9 %
6,25 % 0,063 97,054 95,096 95,106 96,01 95,82 0,930 1,0 % 100,73 -4,91 95,1 %
12,5% 0,125 169,885 | 170,221 | 171,404 | 170,51 170,50 0,651 0,4 % 171,98 -1,48 99,1 %
25% 0,250 319,084 | 317,845 | 317,412 321,23 318,89 1,712 05 % 314,50 4,39 101,4 %
37,5% 0,375 477,723 | 470,229 | 468,236 466,52 470,68 4,936 1,0 % 457,02 13,66 103,0 %
50 % 0,500 618,199 | 620,117 | 618,667 608,93 616,48 5,097 0,8 % 599,53 16,94 102,8 %
62,5 % 0,625 754,895 | 747,048 | 742,977 744,42 747,34 5,313 0,7 % 742,05 5,28 100,7 %
75 % 0,750 884,403 | 882,526 | 893,817 890,74 887,87 5,297 0,6 % 884,57 3,30 100,4 %
87,5% 0,875 1022,254 1 1013,213 | 1017,015 | 1029,64 | 1020,53 7,116 0,7 % 1027,09 -6,55 99,4 %
100 % 1,000 1159,511 | 1155,751 | 1150,689 | 1156,39 | 115558 3,654 0,3% 1169,60 -14,02 98,8 %

Lineaarisuuskuvaajan korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,9994.

Linearity R2 = 09994

1400,00
1200,00

0

3000,00 //
£800,00 e
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Kuvio 9. AST_horse lineaarisuuskuvaaja.
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Kuvio 10. AST_horse recovery%.

Ero suoran sovituksessa vlitti pienemmilla pitoisuuksilla 10% (kuvio 10), mutta oli alle

10 U/I. Tulokset olivat hyvaksyttavissa rajoissa.

7 Tulosten yhteenveto ja pohdinta

Toistettavuus oli hyvaksyttavissa rajoissa, mikéli variaatiokerroin oli alle 2,5 %.
GGT_lowc-menetelman toistettavuusmittauksissa mittaussarjojen matalan tason kont-
rollindytteiden variaatiokerroin oli 0,84 % ja korkean tason kontrollindytteiden variaatio-
kerroin 0,50 %. AST_horse-menetelman kohdalla toistettavuusmittauksissa matalan
tason kontrollinaytteiden variaatiokertoimeksi saatiin 1,87 % ja korkean tason kontrolli-
naytteiden variaatiokerroin oli 0,76 %. Molempien menetelmien osalta toistettavuuden

voidaan siis sanoa olleen hyvéksyttavissa rajoissa.

Lineaarisuusmittausten tulokset voitiin hyvaksya, mikali ero suoran sovituksessa ol
enintdédn + 10% tai 10 U/l AST_horse-menetelman mittausalueella 20-1200 U/l tai
GGT_lowc-menetelman mittausalueella 7-300 U/l. GGT_lowc-menetelmaélle tehtiin
kaksi mittaussarjaa, 11 tason (0-320 U/I) ja 5 tason (5-20 U/l) laimennussarjat. Tehtyjen
mittausten perusteella lineaarisuusmittauksille asetetut kriteerit tayttyivat. AST_horse-
menetelmalle tehtiin laimennussarja mittausalueella 20-1200 U/I. Recovery% ylitti pie-
nemmilla pitoisuuksilla 10%:n rajan, mutta oli alle 10 U/l eli hyvaksyttavissa rajoissa.
Hevosten AST-entsyymin viitearvot ovat 200-660 U/I, eli menetelma soveltuu AST:n

tasojen mittaamiseen talla alueella.

Mittauksissa kaytettdvan analysaattorin toimintakyky varmistettiin ennen mittaussarjo-

jen suorittamista ja sen toimintakykya valvottiin pdivittdin ajettavilla kontrollinaytteilla,
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joiden tulokset olivat tavoitearvojen sisalla. Lineaarisuusmittauksia varten valmistetut
laimennussarjat sisalsivat melko paljon pipetointia, joten mahdollinen virhelahde tydssa
ovat pipetointivirheet laimennussarjojen valmistuksessa. Laimennussarjojen pipetointi
vaikutti kuitenkin lineaarisuuskuvaajan perusteella onnistuneen hyvin, silla mittauspis-

teiden valilla ei ollut merkittavaa hajontaa.

Projekti toteutettiin tiiviilla aikataululla, joka muodosti opinndytetyon tekemiseen tietyt
haasteensa. Testaukset saatiin kuitenkin tehtya suunnitellun aikataulun puitteissa, eli
tyd onnistui siltd osin erinomaisesti. Suoritettujen mittausten perusteella voidaan myods
todeta, ettd GGT- ja AST-menetelméan suorituskyky sailyi hyvaksyttavalla tasolla niihin
tehtyjen muutosten jalkeen. Lineaarisuutta ja toistettavuutta testatessa tulokset olivat
hyvaksyttavissa rajoissa, joten molempien menetelmien voidaan sanoa toimivan luotet-
tavasti suunnitellulla mittausalueella. Muokattua AST-menetelmdd voidaan kayttda
mittausalueella 20-6300 U/l, joka kattaa hevosten viitearvot. GGT-menetelmélla voi-
daan mitata siihen tehtyjen muutosten jalkeen GGT-entsyymin tasoja 7 U/l [ahtien, eli
menetelma vastaa myds osaltaan kissojen ja koirien viitearvoja. Menetelmien mittaus-
alueiden muokkauksen eldinten viitearvoja vastaavaksi voidaan siten todeta onnistu-

neen.
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Liite 1

1(1)
GGT_lowc kalibrointi
Date Application | Version Calibrator | Dilution | Response [Concentration Factor Bias
14.3.17 GGT_lowc 1.1 eCal 0 0,1660 129,000 781,807 0,002
14.3.17 GGT_lowc 1.1. eCal 0 0,1670 129,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1 Water 0 0,0020 0,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1. Water 0 0,0020 0,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1 eCal 0 0,1680 129,000 775,221 0,002
14.3.17 GGT_lowc 1.1 eCal 0 0,1690 129,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1 Water 0 0,0020 0,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1. Water 0 0,0020 0,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1. eCal 0 0,1669 129,000 775,700 0,001
14.3.17 GGT_lowc 1.1 eCal 0 0,1676 129,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1 Water 0 0,0020 0,000
14.3.17 GGT_lowc 1.1 Water 0 0,0020 0,000
0,2000
0,1800
0,1600
0,1400
— 0,1200
=
Q
£ 0,1000
o
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= 0,0800
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0,0000
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Calibrator concentration




Liite 2

1(1)
AST horse kalibrointi
Date Application Version Calibrator | Dilution | Response [Concentration Factor Bias
22.3.17 AST_horse 1.1 eCal 0 -0,0210 113,000 -5024,7800 0,001
22.3.17 AST_horse 1.1. eCal 0 -0,0220 113,000
22.3.17 AST_horse 1.1. Water 0 0,0010 0,000
22.3.17 AST_horse 1.1. Water 0 0,0010 0,000
0
22.3.17 AST_horse 1.1. eCal 0 -0,0210 113,000 -5088,2770 0,0010
22.3.17 AST_horse 1.1. eCal 0 -0,0210 113,000
22.3.17 AST_horse 1.1. Water 0 0,0010 0,000
22.3.17 AST_horse 1.1. Water 0 0,0010 0,000
0
22.3.17 AST_horse 1.1. eCal 0 -0,0210 113,000 -5037,8030 0,0010
22.3.17 AST_horse 1.1 eCal 0 -0,0210 113,000
22.3.17 AST_horse 1.1. Water 0 0,0010 0,000
22.3.17 AST_horse 1.1. Water 0 0,0010 0,000
0,0050
0,0000 |—
0,000 20,000 40,000 60,000 80,000 100,000 120[000
-0,0050 — —
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