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Folaatti eli B9-vitamiini on tarked vitamiini, jota ihmisen elimisto ei pysty itse tuotta-
maan. Folaattia tarvitaan DNA-synteesiin ja sen puutos voi aiheuttaa DNA-synteesin hai-
riita. Folaattia analysoidaan kokoverestéd seka seerumista epéiltédessa folaatin puutosta.
Opinndytetyon tutkimuksen tarkoitus on selvittad, vaikuttaako seerumin ja punasolujen
folaattipitoisuuteen néytteiden altistaminen laboratoriovalolle. Eteld-Pohjanmaan sai-
raanhoitopiirin kliinisen kemian toimintayksikon laboratorion ohjeiden mukaan folaatti-
naytteet suojataan valolta heti ndytteenoton jalkeen. Tutkimuksessa verrataan kahden-
kymmenen seerumi- ja kokoverindytteen pitoisuuksia sdilytettdessé rinnakkaisista put-
Kista toista foliosuojassa ja altistaen toinen valolle. Liséksi selvitetddn valon vaikutusta
sentrifugoimattomina kuusi tuntia séilytettyjen seerumindytteiden folaattipitoisuuksiin.
Tutkimukseen keréttiin kaksi kokoveriputkea ja nelja seerumigeeliputkea kahdeltakym-
meneltd Etelad-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin kliinisen kemian toimintayksikon laborato-
rion tyontekijaltd. Tutkimus suoritettiin Eteld-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin Kliinisen
kemian toimintayksikon laboratoriossa, jossa folaattindytteet analysoidaan immunoke-
mian analysaattorilla Cobas® €602, jonka mittausmenetelma on elektrokemiluminomet-
rinen.

Tulokset osoittavat, etté folaattipitoisuudet eivat muutu néaytteita sailytettdessé ilman fo-
liosuojaa. Seerumindytteiden valosuojauksella ei huomattu olevan folaattipitoisuuden
séilyvyyteen merkitystd, kun ndyte sentrifugoitiin vasta 6 tunnin kuluttua néytteenotosta,
mutta sentrifugointiajan viivastymisen huomattiin kuitenkin aiheuttavan suurempaa epa-
saannollista vaihtelua seerumin folaattipitoisuuksiin riippumatta valoaltistuksesta.

Opinndytetyon tutkimuksen tulokset osoittavat, ettd foliosuojan poistaminen folaattindyt-
teiden ympariltd ei vaikuta naytteiden folaattipitoisuuksiin merkittavasti. Tuloksien pe-
rusteella folaattindytteitd ei tarvitse suojata laboratoriovalolta. Tutkimus osoitti, ettd see-
rumindytteet tulee sdilyttaa sentrifugoituna. Folaattindytteiden séilyvyytta koskeva jatko-
tutkimus voisi kohdistua séilytyslampdtilaan. Folaattindytteet tulisi sailyttad jadkaappi-
lampatilassa, mutta k&ytannontyossa naytteitd sailytetdan usein pitkiakin aikoja huoneen-
lammossé.

Asiasanat: folaatti, seerumi, kokoveri, valo
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In this study, the purpose was to analyse the effect of light on red blood cells and serum
folate. The human body uses folate for DNA synthesis and folate deficiency can cause
disorders in the DNA synthesis. Folate can be analysed from whole blood or from serum.
It has been thought that folate samples should be protected from light, especially from
direct sunlight. The purpose of this study is to test if folate samples are affected by labo-
ratory lighting. Guidelines of The Hospital District of South Osthrobothnia say that all
folate samples must be protected from light exposure after the blood sample has been
taken. The blood samples were collected from 20 volunteers who work for The Hospital
District of South Osthrobothnia. Two whole blood tubes and four serum tubes were col-
lected from each volunteer. Two serum tubes and one whole blood tube from each person
were protected from light with foil and the parallel tubes were left without any protection
from light exposure. The study also examines what happens to serum samples that have
not been centrifuged for six hours. The study was performed in Seinajoki Central hospital
clinical chemistry and the analyses were made with Cobas® e602 which uses the
electrochemiluminescence binding assay.

The results of this study show that folate concentrations do not change whether the samp-
les are exposed to light or not. The light protection of the serum samples was not found
to be relevant for the stability of the folate concentration when the sample was not cent-
rifuged within six hours after sampling, but the delay in centrifugation time was found to
cause a greater irregular variation in serum folate concentrations, regardless of exposure
to light.

The results of the thesis research show that serum and whole blood samples folate con-
centration do not change significantly when samples are kept without light protection.
According to the results of the study, samples do not need to be protected from laboratory
light. The study indicates that serum samples should be kept centrifuged, not as whole
blood samples. Further studies could be exploring the effects of the storage temperature
of folate samples. The laboratory guide says that samples should be stored at refrigerator
temperature, but in practice, samples are sometimes kept at room temperature for longer
periods of times.

Key words: folate, serum, whole blood, light
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1 JOHDANTO

Elimiston DNA-synteesi tarvitsee toimiakseen B-ryhman vitamiineihin kuuluvaa folaat-
tia. Folaattia saadaan ravinnosta ja sen parhaita lahteitd ovat maksa ja kasvikset. Folaatin
aktiivinen koentsyymimuoto on tetrahydrofolaatti, joka luovuttaessaan metyyliryhman
mahdollistaa DNA-synteesin. Epdiltdessa folaatin puutetta sen pitoisuus elimistossé voi-
daan maarittaa punasoluista seka seerumista. Liian vahainen folaatin saanti tai imeytymi-
nen heikentdd DNA-synteesia ja aiheuttaa useimmiten megaloblastista anemiaa. (Porkka,
Lassila, Remes & Savolainen 2015, 183-184.)

Opinnaytetyon aihe saatiin Etel&-Pohjanmaan sairaanhoitopiirin (EPSHP) kliinisen ke-
mian laboratoriolta. EPSHP:n kliinisen kemian toimintayksikdn paatoimipaikka on Sei-
najoen keskussairaala. Laboratorioon kuuluu myés muita laboratorioita, jotka sijaitsevat
Jarvi-Pohjanmaan yhteistoiminta-alueella, Terveyskuntayhtymd Kaksineuvoisen ter-
veysasemilla ja muissa terveyskeskuksissa ympari Etela-Pohjanmaata. Seindjoen keskus-
sairaalassa kliinisen kemian toimintayksikko toimii ympdri vuorokauden tehden noin 2,1

miljoonaa laboratoriotutkimusta vuodessa. (Epshp 2017.)

EPSHP:n laboratorio-ohjekirjassa folaattindytteet ohjeistetaan suojaamaan valolta. Kaik-
kien Suomen laboratorioiden ohjeet eivat kuitenkaan ole valolta suojauksen suhteen yh-
tenevét. Tarkoituksena on tutkia, vaikuttaako valoaltistus kokoveri- ja seerumindytteen
folaattipitoisuuteen Seingjoen keskussairaalan kliinisen kemian toimintayksikon kaytta-
missa menetelmissa. Nykyisen ohjeen mukaan néytteet suojataan valolta, kaarimalla nii-
den ympdrille foliosuoja. Opinnéytetydssa verrataan valoaltistuksen saaneita kokoveri- ja
seeruminaytteitd foliosuojalla valolta suojattuihin néytteisiin. Tarkoituksena on seurata
pitoisuuksia 24 tuntiin saakka, jolloin saadaan selville, voitaisiinko folaattindytteiden va-

losuojauksesta luopua.

Foliosuojasta luopuminen lisdisi luotettavuutta saatuihin tuloksiin, silla tdman hetkisen
ohjeistuksen vuoksi tuloksien luotettavuutta tulee epéilld, mikéli valosuojausta on laimin-
ly6ty. Suojauksesta luopumisen myo6ta laboratorioprosessi helpottuisi, silla folaattinayt-
teet eivat vaatisi foliok&areen asettamista naytteenoton jalkeen, eik& valolta suojauksen
huolehtimista analysointi vaiheessa. Valosuojauksesta luopuminen folaattindytteiden

kohdalla véhentdisi myds huomattavasti folioroskan maaréaé laboratoriossa.



2 FOLAATTI JA SEN MERKITYS ELIMISTOSSA

Folaatti on B-ryhman vitamiineihin kuuluva vitamiini. (Aro 2015.) lhmisella folaattia ei
syntetisoidu itsestddn, mutta sitd saadaan normaalisti ravinnosta riittavasti. (Vilpo & Nie-
meld 2003, 300.) Ihmisen elimist0 tarvitsee normaalisti folaattia véhintd&n 50 pg pai-
vassa. Saantisuositus on 3 pg painokiloa kohti péivittdin. Folaatin tarkeimpid lahteitd ovat
maksa ja vihreat kasvikset seka marjat. Elimistd pystyy varastoida folaattia 3-4 kuukau-
den tarpeeseen, mutta mikali folaatin tarve kasvaa tai sen saanti loppuu, ilmenee puute
hyvin nopeasti. (Makinen ym. 2012, 420; Porkka ym. 2015, 183.) Suurin osa folaatista
varastoituu maksaan. (Harmening 2009, 145.)

2.1 Folaatin rakenne ja tehtavat

Foolihapon eli pteroyylimonoglutamaatin perusrakenteeseen kuuluu pteridiini, para-ami-
nobentsoaatti ja L-glutamiinihappo. (Porkka ym. 2015, 183.) Perusrakenteesta saadaan
aktiivisia folaatteja liittdmalla molekyyliin glutamaatteja, pelkistamélla molekyyli tet-
rahydrofolaatiksi ja liittdmalla siihen hiilen fragmentti. (McKenzie & Williams 2015,
283.) Folaatin aktiivinen koentsyymimuoto aineenvaihdunnassa on tetrahydrofolaatti.
(Aro 2015.)

Folaatin metyylifolaatti muodot imeytyvat ohutsuolen alkuosasta passiivisesti ja muut
monoglutamaatit aktiivisen kuljetuksen avulla. (Makinen ym. 2012, 420.) liman suo-
linukan entsyymien aiheuttamaa polyglutamaattien hydrolysoitumista monoglutamaa-
tiksi, imeytymisté ohutsuolesta ei tapahdu. Folaatti muuttaa muotonsa suolen soluissa
takaisin polyglutamaateiksi, mutta siirryttdessa verenkiertoon hydrolysoituu polygluta-

maatit monoglutamaateiksi. (Porkka ym. 2015. 184.)

Plasmassa folaatti tavataan metyylitetrahydrofolaattimonoglutamaattina ja se on joko va-
paana tai sitoutunut heikosti ja epaspesifisesti plasman proteiineihin. Folaatti siirtyy plas-
masta soluihin spesifisen reseptorin valitykselld metyylitetrahydrofolaatti muodossa.
(Porkka ym. 2015, 184.) Kun metyylitetrahydrofolaatti imeytyy verenkierrosta kudosso-
luihin, se luovuttaa metyyliryhméan homokysteiinille muodostaen metioniinin ja tetrahyd-

rofolaatin. Tetrahydrofolaatti metyloidaan koentsyymi metyleenitetrahydrofolaatiksi,
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joka luovuttaa metyyliryhman tymidylaatti-syntaasissa deoksiuridiinimonofosfaatille
mahdollistaen DNA-synteesin (kuvio 1). (Harmening 2009, 143,146.)

Tymidylaatti-syntaasi

Deoksiuridiini —Tymidiini~ DNA

5,10-Metyleenitetrahydrofolaatti r\ Dihydrofolaatti

Tetrahydrofolaatti

Metioniini
Metyyllryhma
Homokysteiini

Metyylitetrahydrofolaatti

KUVIO 1. Folaatin rooli DNA-synteesissa (Harmening 2009, muokattu)

2.2 Kliininen merkitys

Yleisimpia folaatin puutteen aiheuttajia ovat folaatin puutteellinen saanti useimmiten yk-
sipuolisen ravinnon vuoksi ja puutteellinen imeytyminen, joka voi johtua suolistosairau-
desta, kuten keliakiasta tai synnynndisesta foolihapon imeytymishdiriostd. Myos folaatin
lisddntynyt tarve tai menetys aiheuttaa elimiston folaatin puutteen. Tarvetta voi lisaté ras-
kaus seka tilat, joissa solun jakautuminen on lisdantynyt. Maksasairaus tai sydamen va-
jaatoiminta voi lisaté folaatin menetystd, silla ndissa sairauksissa folaatin varastoituminen
maksaan vahenee. L&&kkeet ja toksiset aineet voivat hairit4 folaatin metaboliaa ja ndin
aiheuttaa folaatin puutetta elimistoon. Jotkut ladkeaineet ovat dihydrofoolihapporeduk-
taasin estéjid ja niiden kdyton on huomattu vaikuttavan folaatin metaboliaan kielteisesti.
Dihydrofoolihapporeduktaasin estéjid ovat esimerkiksi metotreksaatti, triamtereeni ja tri-
metopriimi. Epilepsialddkkeet voivat hdirita folaatin imeytymista suolistosta tai saada

maksan entsyymien avulla aikaan folaatin aineenvaihdunnan kiihtymistd. Alkoholin
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kayttd vahentaa folaatin imeytymistd, estaa sen kiertoa elimistdssa ja lisaa eritysta virt-
saan. (Porkka ym. 2015, 187-189.)

Folaatti yhdessa B12-vitamiinin kanssa ovat valttamattomia metioniinisyntaasin kofakto-
reita, jotka muuntavat homokysteiinin metioniiniksi mahdollistaen DNA:n synteesin.
(Harmening 2009, 147.) Folaatin puute aiheuttaa ndin DNA-synteesin hdirion. (Mékinen
ym. 2012, 420.) Vahimmaismaara folaattia veressa normaalin DNA-synteesin saily-
miseksi on noin 4 ng/ml . (Harmening 2009, 148.) Folaatin puute estaa tymidiinitrifos-
faatin muodostumisen ja ndin DNA-synteesi hdiriintyy. Folaattia tarvitaan koentsyymina
sellaisissa reaktioissa, joissa yhden hiilen sisaltdva rakenneosa siirretddn molekyylista
toiseen. Plasmaan sitoutunut folaatin varastomuoto metyylitetrahydrofolaatti tarvitsee
koentsyymikseen B12-vitamiinin johdoksen, jotta se pystyy muodostaa metyleenitet-
rahydrofolaatin. Taman reaktion vuoksi folaatti jaa elimistélle hyddyttomaéan varasto-
muotoon ilman B12- vitamiinia. (Vilpo 2005, 68-69; Porkka ym. 2015, 184-185.)

Folaatin puutteesta johtuvat DNA-synteesin héiriot voivat aiheuttavat megaloblastista
anemiaa. (Porkka ym. 2015, 182.) Folaatin puutoksessa megaloblastista anemiaa aiheut-
taa DNA:n tuottamisessa kofaktorina toimivan tetrahydrofolaatin polyglutamaattimuo-
don tuotannon inhibointi. (Bain ym. 2012, 203-204.) Folaatin puute raskaana ollessa saat-
taa aiheuttaa lapselle hermostoputken sulkeutumishéiriditd homokysteiinimetabolian héi-
riintyessa. (Porkka ym. 2015, 668.) Hermostoputken sulkeutumishairiét ovat synnynnai-
sid epdmuodostumia, jotka kehittyvat mikali didin folaatti pitoisuus ei ole riittdva neljan
ensimmaisen raskausviikon aikana. (Stefanovic & Nieminen 2010.) Lis&éntynyt folaatin
puutteen esiintyvyys raskaana olevilla naisilla todennakdisesti johtuu folaatin vahaisistéa
varastoista elimistdssa. Suurentunut plasmavolyymi ja tehostunut munuaispuhdistuminen
voi myos olla raskaana olevien folaatin pitoisuuden pienentymisen syyné. (Moore,
Knight, Blann. 2010, 129.)

2.3 Laboratoriotutkimukset

Folaattia voidaan tutkia sekd seerumista ettd kokoveren punasoluista. Erytrosyyttien eli
punasolujen folaattipitoisuuden mittaamiseen potilaasta otetaan laskimosta kokoveri-
néyte EDTA-putkeen. Tutkimuksen tutkimuslyhenne on fE-Folaat. Seerumin folaattipi-

toisuutta méaaritettdessa potilaasta otetaan laskimoverindyte seerumigeeliputkeen. Seeru-
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mindytteen tutkimuslyhenne on fS-Folaat. Tutkimuslyhenteiden edessa oleva pieni f-Kir-
jain tarkoittaa, ettd naytteen tulee olla paastoverindyte. Paastonéytettd varten potilaan tu-
lee olla syomatta 10-12 tuntia. Paaston aikana saa nauttia enintéan 2 dl vettd, silla sita
suuremmat nesteméaérat voivat muuttaa plasmatilavuutta. Veren vitamiinipitoisuudet, ku-
ten folaattipitoisuus, voi nousta, mikali potilas on syonyt ennen naytteenottoa. Naytteen-
otossa potilaan tulee istua, silld seisomaan noustessa veren hematokriitti kohoaa. (Mati-
kainen ym. 2010, 19-20.) Mé&éritettdessa punasolujen folaattia, tulee ndytteesta maarittaa
my06s hematokriitti. Hematokriitti kertoo punasolujen tilavuusosuuden kokoverinaytteen
tilavuudesta. (Porkka ym. 2015, 90.) Kokoverta analysoitaessa saatu folaattipitoisuus jae-
taan naytteen hematokriittiarvolla, jolloin saadaan folaatin mééara suhteessa potilaan pu-
nasoluihin. (Roche Diagnostics 2013a.) Taulukossa 1 on esitetty folaatin viitearvot, joita
kaytetdan EPSHP:n laboratorioissa. (Folaatti 2017.)

TAULUKKO 1. Folaatin viitearvot (Folaatti 2015.)

Laboratoriotutkimus Viitearvot
fE-Folaat 1187 - 2854 nmol/I
fS-Folaat 7.0 —40.0 nmol/I

Punasolujen folaattipitoisuus kuvastaa elimiston folaattivarastojen maaraa, silla folaatti
kertyy punasoluun solun syntyessa. Punasolujen folaatti arvo voi kuitenkin pysya pitkaan
tavoitearvoissa, vaikka elimistossa olisi folaatin puute, silla punasoluilla on pitka eliniké.
Punasolut eldvat verenkierrossa noin 120 vuorokautta. Punasolujen kerddma folaatti pi-
toisuus kuvastaa folaatin méaaraa useamman kuukauden ajalta. Folaatin kertyminen puna-
soluihin on riippuvainen B12-vitamiinista, mink& vuoksi seerumin ja punasolujen folaat-
tipitoisuudet voivat erota toisistaan rajusti. B12-vitamiiniin puutteessa punasolujen fo-
laattipitoisuus on seerumin pitoisuutta pienempi. (Porkka ym. 2015, 23, 193-194.) Poti-
lailla, joilla on vakava B12-vitamiinin puutos, on myds alhainen punasolujen folaattipi-
toisuus, koska B12-vitamiinin puutoksesta johtuva heikentynyt metioniinisynteesi johtaa
metyylitetrahydrofolaattimonoglutamaatin kerd&dntymisen plasmaan. Metyylitetrahydro-
folaattimonoglutamaatti diffundoituu soluista plasmaan ja aiheuttaa korkean folaattipitoi-

suuden seerumindytteessa. (Bain ym. 2012, 213.)

Punasolujen folaattipitoisuus kertoo koko folaatin pitoisuuden kudoksessa, silla yli 95%
folaatista esiintyy punasoluissa. Joissakin harvinaisissa tapauksissa erytrosyyttien folaat-

tipitoisuus on matala, mutta seerumin pitoisuus korkea. Ndissa tapauksissa erytrosyyttien
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folaattikonsentraatio voidaan korjata kéyttden apuna seerumin folaattikonsentraatiota ja
hematokriittiarvoa. (Roche Diagnostics 2013a.) Seerumin folaattipitoisuus reagoi muuta-
massa paivassa folaatin saannin muutoksiin. Seerumin folaattipitoisuuden laskeminen on
varhaisin muutos folaatin puutteesta, mutta se ei ole todellinen elimiston folaattimaara,

silla folaatti varastoituu punasoluihin. (Porkka ym. 2015,193-194.)

2.4 Preanalytiikka ja virhelahteet

Muutokset naytteessa alkavat heti ndytteenoton jalkeen, mutta tavoitteena on saada tutki-
mustulos, joka kuvastaisi elimiston tilaa naytteenottohetkelld. EPSHP:n laboratorio-oh-
jeiden mukaan folaattindytteet otetaan joko EDTA- tai seerumigeeliputkeen. Néaytteet
suojataan heti naytteenoton jalkeen valolta kéyttaen foliosuojaa putken ymparilla kuten
kuvassa 1. (Folaatti 2017.)

KUVA 1. EDTA-putki foliolla valolta suojattuna (Maki-Pantti 2018.)

Seerumigeeliputket tulee sentrifugoida %2 - 1 h kuluttua néytteenotosta, silla seeruminéyt-
teessd solujen sisdiset ainesosat siirtyvét seerumiin, mik&li ndytettd sailytetdan sentri-
fugoimatta. (Tuokko, Rautajoki & Lehto 2008, 114.) Folaatin seerumindytteiden sentri-
fugoinnin viivastyminen voi siis johtaa siihen, ettd punasolujen siséll& oleva folaatti siir-
tyy seerumiin antaen virheellisen korkean seerumin folaattipitoisuuden. EPSHP:n Kkliini-
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sen kemian toimintayksikon ohjeiden mukaan folaattindytteet tulee l&dhettdd kylmalahe-
tyksend. (Folaatti 2017.) Kylmaldhetyksen vaativat ndytteet pakataan eristelaatikkoon,
jossa on kylmdavaraajat. Ndytteet eivat saa olla kosketuksissa kylmavaraajien kanssa,
mutta lampdtilan tulee pysya laatikossa noin neljassé asteessa. Néytteet sdilytetaan ja la-
hetetddn pystyasennossa. Kuljetuksessa naytteisiin kohdistuva tarina voi aiheuttaa nayt-
teen hemolysoitumista, mika voi aiheuttaa folaatin vapautumisen punasoluista plasmaan.
(Tuokko ym. 2008, 116-117.)

EDTA-kokoverindyte séilyy folaattimaaritysta varten neljd vuorokautta jadkaapissa ja
viikon pakastettuna. Hematokriitti tulee méaérittdd naytteestd ennen pakastamista. (Fo-
laatti 2017.) Tutkimuksena perusverenkuva siséltdd hematokriitin méérityksen, B-HKR,
jase tulisi analysoida naytteesté 24 tunnin kuluessa naytteenotosta. Folaatin seeruminayte
séilyy viikon jadkaapissa ja kuukauden pakastettuna. (Folaatti 2017. Perusverenkuva ja
trombosyytit 2014.)
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3 ROCHEN COBAS 8000® -ANALYSAATTORI

EPSHP:n kliinisen kemian laboratoriossa folaattindytteet analysoidaan Cobas 8000 -au-
tomaatioradan €602 -yksikolla, jonka folaatin mittausmenetelmé on elektrokemilumi-
nesessi-immunoanalyysi (ECLIA). Mé&arityksessa kéaytetaddn kilpailukykyista testiperiaa-
tetta. Kilpailukykyisessé testiperiaatteessa kaytetaan spesifista folaattiin sitoutuvaa pro-
teiinia, jonka kanssa nédytteessa oleva folaatti kilpailee sitoutumiskohdista. (Roche Diag-
nostics 2013a, 2015.)

3.1 Cobas 8000

Cobas ® 8000 -analysaattoria k&ytetddn kemian ja immunokemian analyysien mittaami-
seen. Analysaattorikokonaisuus voidaan rakentaa laboratorion tarpeiden mukaan enin-
taan neljasta analysointiyksikosta. Analysointiyksikot voivat olla kemian yksikoita c702,
c701 tai c502 sekd immunokemian yksikko e602 ja e801. Lisaksi analysaattoriin kuuluu
keskusyksikkd, kontrolliyksikkd ja ISE-yksikkd. Keskusyksikkdon kuuluu naytteiden
manuaalinen sisddn syotto seka ulosvienti, ndytteiden kuljetus ja sailytys. ISE-yksikssé
analysoidaan kalium, natrium ja kloridi. ISE yksikdssa on kéaytossa elektrolyyttinen mit-
tausyksikkd. Kliinisen kemian analysaattorit analysoivat 57 erilaista kemian analyysia
fotometriselld menetelmalld ja analysaattori ¢502 mittaa my0ds kokoveresta esim.Ghb-
A1C:n eli glykoituneen hemoglobiinin. Analysointiyksikkd e602 analysoi heterogeenisié
immunoanalyyseja kayttaen maaritysmenetelména ECLIA:a eli elektrokemiluminomet-
ristdimmunoanalyysia. Analysointia varten pipetoitava ndytemaara on 1,5-35 pl. (Roche
Diagnostic 2013b.)

3.2 Folaatin analysointi

Kokoverestd folaattia mitattaessa erytrosyytit hajotetaan askorbiinihapon avulla niiden
sisaltdman folaatin vapauttamiseksi. Askorbiinihappoa pipetoidaan kasin 3,0 ml tyhjaéan
laimennosputkeen ja siihen lisatd&n 100 ul joko EDTA- tai hepariinikokoverta. Laimen-

nuksen annetaan inkuboitua 90 minuuttia huoneenl&mmassa, jolloin erytrosyytit hajoavat
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ja vapauttavat folaatin siséltaan. Nayte tulee analysoida kahden tunnin sisalla inkuboin-
tiajan paatyttya. (Roche 2013a, 2015.)

Hemolysoitu ndytelaimennos sekoitetaan ennen analysointia Cobas e602-analysaattorilla.
Tahan hemolysoituun néytteeseen lisétddn analysaattorissa kahta esikasittelyreagenssia,
jotka irrottavat folaatin sitd sitovasta proteiinista. Ruteniumilla leimattua folaattia sitovaa
proteiinia inkuboidaan esikéasiteltyyn naytteeseen, jolloin muodostuu leima-folaattikomp-
leksi. Kompleksien mééra riippuu folaatin konsentraatiosta ndytteessa. Seuraavassa vai-
heessa ndyteastiaan lisdtdan streptavidiinilla paallystettyja mikropartikkeleita ja biotii-
nilla leimattua folaattia. Biotiinilla leimattu folaatti kiinnittyy vapaisiin ruteneumilla lei-
mattuihin folaattia sitoviin proteiineihin, joihin ei ole kiinnittynyt ndytteesta peraisin ole-
vaa folaattia. Muodostuneet kompleksit Kiinnittyvat mikropartikkeleihin biotiinin ja
streptavidiinin véliselld sidoksella. Reaktioseos siirretdan mittaussolulle, jossa mikropar-
tikkelit kiinnittyvat magneettisesti elektrodin pinnalle ja kiinnittymaton aines pestéan
pois. Pesun jalkeen elektrodiin johdettu jannite ja reaktiopuskuri aikaansaavat kemilumi-
nesenssireaktion. Muodostunut valon maaréa on kaantéen verrannollinen néytteessa ole-
vaan folaattipitoisuuteen. Tulokset maaritetaan kalibrointikayran avulla kayttden kahden
pisteen kalibrointia. Folaatin analysoiminen seerumista ei vaadi ndytelaimennoksen pipe-
tointia. (Roche 2013a, 2015.) Analysaattori pipetoi seerumindytteen, kuten kokoverindyte

laimennoksen.

3.3  Virheldhteet

Seerumin folaattipitoisuutta ei voida maarittdd hemolysoituneesta naytteestd, silla hemo-
lyysi nostaa merkittavéasti folaattiarvoja. Tama johtuu punasolujen suuresta folaattipitoi-
suudesta, joka vapautuu seerumiin punasolujen hajotessa antaen virheellisen korkeita see-
rumin folaattipitoisuuksia. Ikteerisyys ja lipeemisyys ei vaikuta analysoinnissa tapahtu-
viin reaktioihin mitattaessa folaattia erytrosyyteisté tai seerumista. (Roche 2013a, 2015.)
Lipeemisyys tarkoittaa ndytteen rasvaisuutta ja ikteerisyys naytteen keltaisuutta. Punaso-
lusiirrot seké retikulosytoosi eli retikulosyyttien lisdantynyt maaré verenkierrossa voivat
aiheuttaa virheellisesti normaaleja punasolujen folaattipitoisuuksia. Retikulosyyttien fo-
laattipitoisuus on punasolujen pitoisuutta suurempi. Retikulosyytit ovat nuoria punaso-
luja, joilta puuttuu tuma. (Porkka ym. 2015, 91.) Seerumin folaattipitoisuus voi olla vir-

heellisesti tavoite arvoissa, mikéli potilas on korjannut ruokavaliotaan muutama paiva
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ennen naytteenottamista. Talldin elimiston folaattivarastot eivat ole tayttyneet, ja elimisto
kérsii folaatin puutteesta. (Porkka ym. 2015, 194.)

Folaatin mittaamista hairitsevié ladkeaineita ovat leukovoriini, joka on foolihapon joh-
dannainen (Laaketieteen sanasto. 2017.) seka niveltulehdusta rauhoittava (Reumaliitto.
2017.) metotreksaatti. Analyysissé olevat folaatille spesifiset proteiinit sitovat naita yh-
disteitd, jolloin tulos saattaa olla litan korkea. (Roche 2013a, 2015.) Antibiooteista Tri-
metopriimi vaikuttaa folaatin pitoisuuteen, sill& se estad foolihapon muuttumisen aktiivi-
seen tetrahydrofoolihappo muotoon. (Valmisteyhteenveto. 2016.) Folaattia ei tule myds-
kadn mitata sellaisen henkilon verestd, jolle on annettu injektiona lihaksensiséisesti biotii-
nihoitoa. Té&llaisen potilaan ndyte tulee ottaa vahintddn kahdeksan tuntia viimeisen
biotiini-injektion antamisen jalkeen. (Roche 2013a, 2015.)
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4  AIEMMAT TUTKIMUKSET

Folaattindytteiden séilyvyytté valo altistuksessa on tutkittu aikaisemminkin, mutta tutki-
musasetelmat ovat vaihdelleet. Jo 25 vuotta sitten Clinical Chemistry -lehdessé julkais-
tussa artikkelissa “Effect of Light on Serum B12 and Folate Stability” Mastropaolo ja
Wilson kirjoittavat tutkimuksestaan B12-vitamiinin ja folaatin sdilyvyydesta. Tutkimuk-
sen tutkimusaineisto oli pieni, vain yhdeksan verinaytettd, ja tutkimuksessa tutkittiin vain
seeruminaytteitd. Tutkimusnaytteitd sailytettiin huoneenldmmadssd, suojaten rinnakkai-
sista putkista toinen valolta ja altistaen toinen valolle. N&ytteet analysoitiin ndytteenoton
jalkeen 8 ja 24 tunnin kuluttua. Tutkimuksen tulosten mukaan folaattindytteet voidaan
altistaa valolle 8 tunnin ajan ilman Kliinisesti merkittavaa pitoisuuksien muutosta. (Ma-
stropaolo & Wilson 1993.)

Laboratory Medicine -lehdessd vuonna 2009 julkaistun artikkelin ”Effect of Light on

Vitamin B12 and Folate” ovat kirjoittaneet Clementin ja Kendallin. Tutkimuksessa tut-
kittiin valon vaikutusta sekd B12-vitamiinin etté folaatin pitoisuuksiin. Tutkimuksen tut-
kimusaineisto vastasi kooltaan hyvin tdman opinndytetyon aineistoa, sill4 ndytteita oli
kerétty 25 perusterveeltd vapaaehtoiselta. Clement ja Kendall my®ds tutkivat rinnakkaisia
putkia suojaten toisen putken valolta, mutta tutkimuksessa tutkittiin vain seeruminayt-
teitd. Naytteitd sailytettiin jadkaapissa, ja pitoisuudet mitattiin sentrifugoinnin jalkeen
seuraavan kerran vasta 1, 2 ja 7 vuorokauden kuluttua. Tutkimus tehtiin elektrokemilu-
minesenssi-immonomaaritykselld eikd valolta suojatun ja suojaamattoman néytteen va-
lilla ilmennyt merkittavaa pitoisuuseroa. Clementin ja Kendallin tutkimustulosten mu-
kaan B12-vitamiini- ja folaatti-naytteiden valolta suojaaminen ei ole vélttamatonta. (Cle-
ment & Kendall 2009.)

Heikkisen ja Salon folaatin, B12-vitamiinin ja D-vitamiinin sdilyvyytté kasittelevan opin-
nédytetyon Ita-Suomen laboratoriokeskusliikelaitoskuntayhtymén kliinisen kemian labo-
ratoriossa vuonna 2011. Valoaltistuksen vaikutus B12-vitamiinin, 25-OH-D-vitamiinin
ja folaatin pitoisuuksiin plasma-, seerumi- tai kokoverindytteissa tutkimukseen osallistui
vain kymmenen vapaaehtoista. Opinnédytetydssa tutkittiin seerumin folaattipitoisuuksia ja
punasolujen folaattipitoisuuksia. Tutkimuksessa ndytteet analysoitiin 4, 8 ja 24 tunnin
kuluessa naytteiden valolle altistuksesta. Tutkimustulosten mukaan folaatin pitoisuutta

seerumista analysoitaessa tulisi ndyte suojata valolta, mutta valolta suojausta ei tarvittaisi
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kokoverinaytteen ymparille analysoitaessa folaattia punasoluista. (Heikkinen & Salo

2011.)

Tuorein tutkimus folaatin sdilymisesta on Metropolian ammattikorkeakoulussa vuonna
2012 tehty opinnaytetyd Seerumi- ja kokoverindytteiden folaatin séilyvyys, jonka on Kir-
joittanut J&gerroos ja Parvila. Taman tutkimuksen paatarkoitus oli séilyvyystutkimus fo-
laattipitoisuuden suhteen, mutta Jagerroos ja Parvila analysoivat rinnakkaiset valolta suo-
jatun ja suojaamattoman seerumi- ja kokoverifolaattindytteen vuorokauden kuluttua néyt-
teenotosta. Tutkimustulosten mukaan folaattipitoisuudet eivét eronneet valolta suojatun

ja suojaamattoman naytteen véalilla merkittavésti. (Jagerroos & Parvila 2012.)
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5 TAVOITTEET, TARKOITUS JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Tutkimuksen tavoitteena on selvittdd, vaikuttaako valoaltistus punasolujen ja seerumin
folaattipitoisuuksiin vai voitaisiinko folaattindytteita jatkossa séilyttad ilman foliosuojaa.
Tavoitteena on tutkia, vaikuttaako seerumindytteen folaattipitoisuuteen néytteen sailytta-
minen sentrifugoimatta. Erilaisten preanalyyttisten kdytdntdjen vuoksi jokaisen néytteen

valoaltistuksesta ei ole ollut varmuutta.

Opinndytetyon tutkimuksen tarkoituksena on verrata valolle altistuneiden kokoveren ja
seerumin folaattipitoisuuksia vastaaviin foliosuojassa olleisiin naytteisiin. Kokoverindyt-
teiden folaattipitoisuudet analysoidaan tunnin sisalla naytteenotosta ja sen jélkeen neljan,
kahdeksan seka 24 tunnin kuluttua naytteenotosta. Seeruminaytteiden folaattipitoisuudet
analysoidaan heti %2 -1 tunnin seisotuksen ja sentrifugoinnin jalkeen seka kahden, neljan,
kahdeksan ja 24 tunnin kuluttua ndytteenotosta. Opinnaytetyon tarkoituksena on lisaksi
selvittad kuusi tuntia sentrifugoimatta olleiden seeruminaytteiden folaattipitoisuuksien
séilyvyys verrattuna puolen tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoitujen seeruminayt-

teiden pitoisuuteen.

Tutkimuskysymykset:
1. Muuttuuko punasolujen folaattipitoisuus eri aikapisteissad, kun nayteput-
kea sdilytetadn valolta suojaamattomana?
2. Muuttuuko seerumin folaattipitoisuus eri aikapisteissa, sailytettdessa
sentrifugoitua seerumigeeliputkea valolta suojaamattomana?
3. Muuttuuko seerumin folaattipitoisuus, jos seerumigeeliputki sentri-
fugoidaan vasta kuuden tunnin kuluttua naytteenotosta sailyttéden sita

valossa tai valolta suojattuna?
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6 TUTKIMUSMENETELMA

Tutkimus tehdaén kvantitatiivisena eli maarallisena tutkimuksena, jonka tutkimusaineisto
koostuu vapaaehtoisilta kerattyjen naytteiden punasolujen ja seerumin folaattipitoisuuk-
sista, sekd niiden muutoksista eri aikapisteissd. Opinnadytetydssa kéytetdan kokeellista tut-
kimustapaa. Kokeellisessa tutkimuksessa pyritdan tutkimaan tutkitun muuttujan eli mi-
tattavan ominaisuuden vaikutusta tuloksiin muiden tekijoiden ollessa vakioidut. Kokeel-
lisessa tutkimuksessa tarvitaan koeryhma ja vertailuryhma. (Heikkila 2014, 13, 15-19.)
Opinndytetyon tutkimuksessa koeryhman ja vertailuryhméan muodostavat rinnakkaiset
verindyteputket. Koeryhmaputket altistetaan laboratoriovalolle, jolloin niihin vaikuttaa
koemuuttuja. Vertailuryhmaputket sailytetdan valolta suojattuna foliokaareelld, jonka
vuoksi vertailuryhménputkilta puuttuu koemuuttujan vaikutus. Opinnaytetydn tutkimuk-

sen kohteena on folaattindytteiden séilytysolosuhteiden vaikutus analyytin pitoisuuteen.

Tutkimuksessa tarkastellaan folaattindytteiden pitoisuuksien muutoksia, séilytettdessa
naytteita valolta suojattuna tai altistettuna valolle. Eroprosentti kertoo, kuinka monta pro-
senttia saman aikapisteen valolta suojatun ja valolta suojaamattoman naytteen folaattipi-
toisuudet eroavat toisistaan. Suurin sallittu ero% EPSHP:n sisdisessé ndytevertailussa
folaatin mittausmenetelmille on 10%. Eroprosentit (e%) on laskettu kaavalla (1), joka

esitetdan alla.

(1)

e% = x 100

a = foliolla valolta suojatun néytteen folaattipitoisuus
b = valolta suojaamattoman naytteen folaattipitosuus

Hajontakuvioiden eli korrelaatiodiagrammien avulla voidaan selvitt44 tarkasteltavien ar-
vojen yhteyden voimakkuus, muoto ja suunta. (Holopainen & Pulkkinen 2015, 229.) Ha-
jontakaaviossa havaitun sdédnnénmukaisuuden liséksi muuttujien vélistd yhteyttd voidaan
tutkia laskemalla muuttujien valinen korrelaatiokerroin. Korrelaatiokerroin (R?) ilmai-
seen kahden muuttujan valista riippuvuutta. Korrelaatiokertoimen ollessa nolla lineaarista

riippuvuutta ei ole. Korrelaatiokerroin (R?) saa arvon -1:n ja +1:n valilta, riippuen siita
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onko pisteet nousevalla vai laskevalla suoralla. Negatiivisen arvon saadessa korrelaatio-
kerroin tarkoittaa tilannetta, jossa toisen muuttujan arvojen kasvaessa toisen muuttujan
arvot pienenevét. Kertoimen ollessa positiivinen molempien muuttujien arvot muuttuvat
samaan suuntaan. (Kankkunen & Vehvildinen-Julkunen 2013, 138.) Tutkimusarvojen
korrelaatiokertoimen ollessa yksi, arvojen vélinen lineaarinen yhteys on vahva ja kertoi-
men ollessa lahelld nollaa arvot ovat riippumattomia. (Heikkild 2014, 90-91.) Korrelaa-
tiota pidetéédn tilastollisesti voimakkaana sen ollessa arvoltaan > 0,8. (Kankkunen & Veh-

vildinen-Julkunen 2013, 138.)

Yleisin kaytetty korrelaatiokerroin on Pearsonin korrelaatiokerroin. Pearsonin korrelaa-
tiokertoimella voidaan tarkastella tutkimusarvoista muodostettuja pareja seka mitata ar-
vojen lineaarista yhteyttd. Korrelaatiokerroin on herkka poikkeaville arvoille etenkin pie-
nissa aineistoissa. Talloin yksi poikkeava arvo voi muuttaa korrelaatiokertoimen arvon.
(Holopainen & Pulkkinen 2015, 233-235.)

Liséksi korrelaatiokertoimen arvo testataan laskemalla p-arvo. P-arvon avulla saadaan
selville, kuinka suuri on véaran johtopaatdksen todennékdisyys eli todennakdisyytta sille,
etta tutkimuksella saatu tulos johtuu sattumasta. Hylkd&dmisvirheen todennakaisyys eli
merkitsevyystaso saa opinndytety0 tasoisessa tutkimuksessa olla yleensa 5 %. Myos tassa
opinndytetydssa on kéytetty merkitsevyystasona 5 %. Korrelaatio on tilastollisesti mer-
kitsevad, jos korrelaatiokerrointa vastaava p-arvo on kéytettyd merkitsevyystasoa pie-
nempi. (Heikkild 2014, 184, 192-195, Holopainen & Pulkkinen 2014, 176-177, 242.)
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7  TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

Opinnaytetyon suunnitelma tehtiin kevaalla 2017, kun aihe opinnédytetyéhon oli saatu.
Kirjallisen ty6 kirjoittaminen aloitettiin syksyll&d 2017 ja opinnédytetyon tutkimusaineisto
keréattiin Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa 9.1-11.1.2018. Néayt-
teet kerattiin kahtena aamuna kymmeneltd vapaaehtoiselta tyontekijalta. Naytteita kerat-
tiin siis yhteensa kahdeltakymmenelta vapaaehtoiselta tyontekijélta. Jokaiselta vapaaeh-
toiselta otettiin laskimoverta kaksi EDTA-putkea ja nelja seerumigeeliputkea. Putket
merkittiin 5-numeroisella tunnisteella seka viivakooditarroilla ja jokaisen vapaaehtoisen
yksi kokoveriputki seka kaksi seerumiputkea suojattiin valolta foliokaareelld. Néaytteet
analysoitiin Cobas® e602-immunokemiananalysaattorilla. Punasolujen folaatin analy-
sointimenetelmé& kontrolloitiin aamulla kahdella kontrollilla ja seerumin folaatin analy-
sointimenetelmé kontrolloitiin kaksi kertaa péivassa, iltapaivalla yksi taso ja yolla kaksi

tasoa.

Putkien viisinumeroinen tunniste muodostui ndytemateriaalin, potilaan ja valosuojauksen
tai valoaltistuksen mukaan. Viimeisend numerona oli tuntiméaarg, jolloin ndayte analysoi-
tiin. Jokaiselle analysoinnille kaikille naytteille tehtiin uudet pyynnét ja ndyteputkiin ase-
tettiin uudet tarrat. Esimerkiksi yhden vapaaehtoisen potilaan kaksi kokoveriputkea mer-
kittiin numeroin 71030 ja 72030, jossa seitseman tarkoitti naytteen olevan kokoverinéyte,
ykkonen merkitsi, ettd ndytetta ei suojata valolta ja numerosarja, jossa toisena numerona
oli numero kaksi, tarkoitti saman henkilon rinnakkaista néytetta, joka suojattiin valolta.
Potilas merkittiin numeroilla 0-20 numerotunnisteen kolmannessa ja neljannessa nume-
rossa. Viimeinen numero tarkoitti tuntimaérad, joka oli kulunut naytteenotosta. Ensim-
maisesté analysoinnista kaytetddn Oh-nimitystd, vaikka todellisuudessa naytteenotosta oli
kulunut enintdén 1 tunti. Viimeisessé ajossa 24h kuluttua ndytteenotosta viimeisen nume-
ron kohdalla oli numero yksi. Puolen tunnin kuluttua sentrifugoitujen seerumiputkien tun-
nistenumerot muodostuivat kuten kokoveriputkien, mutta ensimmaisend numero kaytet-
tiin kolmosta. Aiempana esimerkking kaytetyn potilaan seerumiputkien tunnistenumerot
olivat tunnin siséll& ndytteenotosta analysoitaessa 31030 ja 32030. Mydhemmin sentri-
fugoitujen ndyteputkien tunnistenumero alkoi numerolla neljd ja muodostui muuten,

aiemmin kerrotulla tavalla.
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Jokaisen vapaaehtoisen yksi valolta suojattu ja yksi valolta suojaamaton seeruminéyte
sentrifugoitiin %2 - 1 tunnin kuluttua néytteenotosta. Toiset seerumindytteet, joista toinen
oli suojattu valolta ja toinen ei, sentrifugoitiin vasta kuuden tunnin kuluttua néytteen-

otosta. Taulukossa 2 on kerrottuna naytteiden kulku tutkimuksessa.

TAULUKKO 2. Naytteiden kulku tutkimuksessa

Néyteputki Sailytys Sentri- Analysointiajat
fugointi
EDTA x2 Jadkaapissa sailytettyné toi- Oh(@h),4h,8hja
nen putki suojattuna valolta 24 h kuluttua nayt-
foliokaareella ja toinen altis- teenotosta.

tettuna valolle

Seerumigeeli x2 Jadkaapissa sailytettyna toi- | %2 -1h | Heti sentrifugoin-
nen putki suojattuna valolta | ndytteen- | nin jalkeen ja2 h, 4

foliokaareella ja toinen altis- | otosta h, 8 h seka 24 h ku-
tettuna valolle luttua naytteen-
otosta.
Seerumigeeli x2 Huoneenlamm@ssa séilytet- | 6 h nadyt- | 8 h kuluttua nayt-

tynd sentrifugoimattomana | teenotosta | teenotosta.
ja sentrifugoinnin jalkeen
jadkaapissa sdilytettyna toi-
nen putki suojattuna valolta
foliokaareella ja toinen altis-

tettuna valolle

Kokoveresta tehtiin hemolysaatit tunnin sisalla ndytteenotosta, seka neljan, kahdeksan ja
24 tunnin kuluttua. Hemolysaatit tehtiin erotteluputkiin. Kokoveri hemolysoidaan askor-
biinihapon avulla, ettd folaatti saadaan vapautettua punasolun sisalta. Valosuojauksessa
olevat hemolysaattiputket suljettiin laatikkoon 90 minuutin inkuboinnin ajaksi. Valoaltis-
tuksessa olevat hemolysaattiputket olivat inkubointiajan poydalla. Namé putket suojattiin
kelmulla haihtumisen estamiseksi. Naytteita sailytettiin jadékaapissa, josta ne otettiin huo-
neenldmpdon ennen hemolysaattien tekoa. Jadkaapissa oli valot paélla koko tutkimuksen

ajan. Hematokriitit maaritettiin kokoverinaytteistd ainoastaan ensimmaisten hemolysaat-
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tien teon jalkeen, silla hematokriittiarvo séilyy EDTA-kokoveressé vuorokauden sailytet-
téessé ndytettd jadkaapissa. (Perusverenkuva ja trombosyytit 2014.) Punasolujen folaatti-
pitoisuus laskettiin lopuksi kaavalla (2), joka esitetdén alla. (Roche 2013a.)

()

. e e . E—Fol—
Punasolujen folaattipitoisuus (nmol/l) = ——————— x 100
hematokriitti %

Seerumindytteet analysoitiin sentrifugoinnin jélkeen seka kahden, neljan, kahdeksan ja
24 tunnin kuluttua naytteenotosta. VValosuojauksessa olevien seerumiputkien foliosuoja
poistettiin, kun néytteet laitettiin analysaattoriin. Myos korkit poistettiin seerumigeeliput-
Kista kasin, ennen niiden syéttdmista analysaattoriin. Analysoinnin jélkeen valosuojauk-
sen tarvitsevat putket suojattiin valittomasti foliosuojalla ja kaikki néytteet korkitettiin
uusilla korkeilla. Naytteet sdilytettiin jadkaapissa, ja ne otettiin huoneenlamp6on ennen
analysointia. Seerumigeeliputkista seerumi eroteltiin erotteluputkeen 24 tunnin maari-

tysta varten, ettd voitiin varmistaa ndytteen laadun sailyminen.

Kuuden tunnin kuluttua ndytteenotosta sentrifugoidut seerumiputket analysoitiin kahdek-
san tunnin kuluttua ndytteenotosta. Nain naytteiden pitoisuuksien muutoksia pystyttiin
vertaamaan ¥z - 1 tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoitujen seeruminaytteiden kah-

deksan tunnin pitoisuuksiin.
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8 SAILYVYYSTUTKIMUKSEN TULOKSET JA JOHTOPAATOKSET

Tutkimuksessa kéytetyt kokoveren ja seerumin folaattipitoisuudet eri aikapisteissa seka
valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen véliset prosentuaaliset erot esitetdan liit-
teissd 1 ja 2 olevissa taulukoissa. Eroprosentit on laskettu verraten valolta suojaamatonta
naytetté valolta suojattuun. Negatiivinen eroprosentti tarkoittaa, ett4 valolta suojaamatto-
man naytteen pitoisuus on valolta suojatun naytteen pitoisuutta korkeampi, ja positiivinen
eroprosentti tarkoittaa valolta suojaamattoman néytteen pitoisuuden olevan valolta suo-
jatun pitoisuutta matalampi. Eri aikapisteissé analysoitujen rinnakkaisten néytteiden kor-
relaatiodiagrammit on esitetty liitteessa 3.

8.1 Valon vaikutus punasolujen folaattipitoisuuteen

Punasolujen folaattipitoisuudet on esitetty liitteessd 1. Tuloksia tarkasteltaessa huoma-
taan, ettd ndyte numerolla 11 nousi yli mittausalueen foliolla suojatussa néytteessa neljén
tunnin kohdalla, suojaamattomassa néytteessa kahdeksan tunnin kohdalla sek& molem-
missa ndytteissd 24 tunnin kohdalla. Testin mittausalueen yl&raja on 1407 nmol/l, ja ndyt-
teen numero 11 tulokset olivat ennen kokonaisfolaatin laskemista ensimmaéisesséd mit-
tauksessa foliolla suojatussa néaytteessa 1340 nmol/l ja suojaamattomassa 1275 nmol/l
seka neljan tunnin kohdalla suojaamattomassa 1406 nmol/l ja kahdeksan tunnin foliolla
suojatussa naytteessa 1243 nmol/l. Nayte jatettiin tilastollisen tutkimuksen ulkopuolelle,
jolloin tutkimusaineiston naytemaaréksi tuli 19 potilaan yksi valolta suojattu ja yksi va-

lolta suojaamaton nayte.

Eroprosentit valolta suojatun ja valolta suojaamattoman naytteen vélilla vaihteli -0,14 %
erosta 55,02 % eroon. Valolta suojatun ja valolta suojaamattoman kokoverindytteen vé-
lilld olevia prosentuaalisia eroja, jotka ylittavéat sallitun 10 % rajan oli tutkimusaineistossa
viisi. Tutkimusaineiston korkeista eroprosenteista neljé viidesta saatiin ensimmaisen pai-
véan aikana analysoitujen ndytteiden vélille. Sallitun eroprosentin ylittdvien ndytteiden
eroprosentit ovat negatiivisia lukuun ottamatta 55,02 % eroprosenttia. Negatiivinen ero-
prosentti tarkoittaa valolta suojaamattoman néytteen folaattipitoisuuden olevan valolta
suojatun pitoisuutta korkeampi. Puolet tutkimuksen naytteiden valisista prosentuaalisista

eroista olivat negatiivisia ja puolet positiivisia. Ensimmadisessa eli 0 tunnin mittauksessa
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suurin eroprosentti oli -12,24 %. Neljan tunnin kuluttua ndytteenotosta analysoitujen va-
lolta suojattujen ja suojaamattomien néytteiden valiset prosentuaaliset erot eivat ole yh-
dessakaan naytteessa yli 10 %. Korkein prosentuaalinen ero neljan tunnin aikapisteessa
analysoitujen néaytteiden kohdalla on -9,43 %. Kahdeksan tunnin kuluttua naytteenotosta
analysoitujen naytteiden vélilla nahdaén yksittainen huomattavasti korkeampi prosentu-
aalinen ero valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen vélilld&. Numerolla kahdeksan
analysoidun kokoverindytteen ero valolta suojatun ja valolta suojaamattoman naytteen
valilla on -22,6 % kahdeksan tunnin aikapisteessa. 24 tunnin kuluttua naytteenotosta ana-
lysoitujen valolta suojattujen ja suojaamattomien néytteiden valiset erot vaihtelevat eni-
ten, silld yli 10 % eroja on kolmen valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen valilla.
Suurin prosentuaalinen ero on 55,02 %, mutta samassa aikapisteessé tavataan myos alle

1 % eroja valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen vélilla.

Taulukossa 3. on laskettu kokoverindytteiden valolta suojattujen ja suojaamattomien
naytteiden prosentuaalisten erojen keskiarvot. Keskiarvot laskettiin muuttamalla eropro-
sentit positiivisiksi. Laskemalla keskiarvot huomioimatta kumpaanko suuntaan valolta
suojaamattoman néytteen pitoisuus muuttui verrattuna valolta suojatun naytteen pitoisuu-
teen, saadaan koko otoksen muutoksen keskiarvo. 24 tunnin aikapisteen keskiarvoa nos-
taa ndytteen numero 10 valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen folaattipitoisuuksien
korkea prosentuaalinen ero, 55,02 %. Valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen vali-
sen korkean eroprosentin voi aiheuttaa satunnaisvirhe, ja naytteen numero 10 eroprosen-

tin poistaminen keskiarvosta muuttaa lukeman 5,6 %.

TAULUKKO 3. Kokoverinaytteiden eroprosenttien keskiarvot (n=38)
Aikapiste Oh 4h 8h 24 h
Néaytteiden ero- | 5,4 % 4,2 % 51% 8,2%

prosenttien

keskiarvot

Kokoveringytteiden korrelaatiokertoimet ovat lahelld lukua yksi ensimmaéisessé
mittauksessa sekd neljan ja kahdeksan tunnin kohdalla, mutta 24h kohdalla
korrelaatiokerroin on huomattavasti pienempi (taulukko 4). Koska korrelaatiokertoimeen
vaikuttaa etenkin pienessé aineistossa jo yhden arvon poikkeavuus, voi kyseessa olla
yhden ndytteen arvojen muutoksen vaikutus koko kertoimeen. Poikkeava arvo nékyy

selvasti korrelaatiodiagrammissa kuvio 2.
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TAULUKKO 4. Kokoverindytteiden korrelaatiokertoimet

Aikapiste Oh 4h 8h 24h
Naytteiden korrelaatiokerroin R? 09 097 094 |05
p-arvo 0,000 |0,000 |0,000 |0,0014
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24h foliosuoja

KUVIO 2. 24h kokoverinéytteet

Poikkeavan né&ytteen arvojen poistaminen 24 tunnin tutkimusaineistosta antaa
korrelaatiokertoimeksi 0,97, joka olisi samaa luokkaa ensimmaisen aikapisteen ja neljan
tunnin ja kahdeksan tunnin aikapistieden naytteiden korrelaatiokertoimien kanssa.
Korrelaatiokeroimella 0,97 p-arvolle saadaan arvo 0,0000. Alla nakyy 24h
kokoverindytteiden hajontakaavio (kuvio 3), josta on poistettu ndyte numerolla 10, sen
aiheuttaessa korrelaatiokertoimeen muutoksia. Korrelaatiotestin p-arvon ollessa 0,0000
kaikilla kokoverinaytteilla, voidaan todeta folaattipitoisuuksien valilla vallitsevan

tilastollisesti merkitsevan ja valosuojauksesta riippumattoman korrelaation.
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KUVIO 3. 24h kokoverinéytteet (poistettu ndyte numerolla 10)

8.2 Valon vaikutus seerumin folaattipitoisuuteen

Seerumindytteiden folaattipitoisuudet ja valolta suojatun sekéd suojaamattoman naytteen
eroprosentit on esitetty liitteessd 2. Seerumindytteiden folaattipitoisuuden mittausalueen
yléaraja on 45,4 nmol/l. Seerumindytteistd numeroilla 1, 10 ja 19 folaattipitoisuudet olivat
mittausalueen ylarajaa korkeammat koko tutkimuksen ajan. Néytteet jatettiin tilastollisen
tutkimuksen ulkopuolelle, mutta niiden todettiin olevan luotettavia, koska arvot pysyivat
korkeina. Tutkiessa valon vaikutusta seerumin folaattipitoisuuteen kaytettiin 17 potilaan

kahta rinnakkaista seerumindytetta.

Eroprosentit valolta suojatun ja valolta suojaamattoman seerumindytteen folaattipitoisuu-
den valilla vaihteli 0,36 % erosta 15,6 % eroon. Valolta suojatun ja valolta suojaamatto-
man seeruminadytteen valilla olevia sallitun 10 % eroprosentin ylittavié eroprosentteja oli
tutkimusaineistossa kuusi. Sallitun eroprosentin ylittdvien néytteiden eroprosenteista
kaksi ovat negatiivisia ja nelja positiivisia. Negatiivisia eroprosentteja eli valolta suojaa-
mattoman naytteen korkeampi folaattipitoisuus valolta suojattuun naytteeseen oli 38:ssa
vertailussa. Valolta suojatun néytteen folaattipitoisuus oli valolta suojaamattoman pitoi-

suutta korkeampi 47 vertailussa, jolloin saatiin positiivinen eroprosentti (liite 2).
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Seerumin folaattipitoisuuksien erot valolta suojatun ja suojaamattoman naytteen valilla
ovat alle 10 % kaikissa ensimmaisessa aikapisteessa analysoiduissa naytteissa. Myos nel-
jan tunnin kuluttua ndytteenotosta analysoitujen seerumindytteiden valolta suojattujen ja
suojaamattomien naytteiden valiset erot jadvat alle 10 %. Kahden tunnin kuluttua nayt-
teenotosta analysoitujen seerumindytteiden valolta suojatun ja suojaamattoman néytteen
valiset prosentuaaliset erot nousevat yli 10 % kolmessa naytteessd. Eroprosentit ovat
naissé naytteissa 10,4 %, -11,73 % ja 11,09 %. Valolta suojatun ja suojaamattoman néyt-
teen vélinen prosentuaalinen ero kahdeksan tunnin kuluttua naytteenotosta on yli 10 %
yhden naytteen kohdalla. Naytteen numero 20 valolta suojatun ja suojaamattoman nayt-
teen, prosentuaalinen ero kahdeksan tunnin kuluttua ndytteenotosta on 10,85 %. Folaatti-
pitoisuuksien erot valolta suojatun ja suojaamattoman néytteen valilla ovat 24 tunnin ku-
luttua néytteenotosta kahdessa néaytteessa yli 10 %. Seerumindytteiden prosentuaalisten
erojen keskiarvot (taulukko 5), pysyvat alle 10 % jokaisessa aikapisteessa. Myos seeru-

mindytteiden eroprosenttien keskiarvot laskettiin muuttamalla eroprosentit positiivisiksi.

TAULUKKO 5. Seeruminéaytteiden eroprosenttien keskiarvot (n=34)

Aikapiste Oh 2h 4h 8h 24h
Naytteiden | 4,8 % 6,1 % 34 % 4,6 % 5,0 %
eroprosent-

tien keskiar-

vot

Seerumindytteiden korrelaatiokertoimet (taulukko 6) ovat lahella lukua yksi mika kuvas-
taa voimakasta lineaarista yhteyttd. Korrelaatiokertoimissa ei mygskaén ndy suurta vaih-
telua eri aikapisteissa. Korrelaatiotestin p-arvon ollessa 0,0000 kaikilla seeruminaytteillg,
voidaan todeta folaattipitoisuuksien valilla vallitsevan tilastollisesti merkitsevan ja

valosuojauksesta riippumattoman korrelaation

TAULUKKO 6. Seeruminaytteiden korrelaatiokertoimet

Aikapiste Oh 2h 4h 8h 24h
Néaytteiden korrelaatiokerroin R? 0,99 0,99 0,99 0,98 0,99
p-arvo 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000 | 0,0000
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8.3 Valon vaikutus kuusi tuntia ndytteenoton jalkeen sentrifugoimatta sailytet-

tyihin seeruminaytteisiin

Tutkimuksessa selvitettiin lisédksi valon vaikutusta seerumin folaattipitoisuuteen seerumi-
naytteiden ollessa sentrifugoimattomina kuusi tuntia ndytteenoton jalkeen. Namé seeru-
min&ytteet analysoitiin rinnan tutkimuksen muiden seeruminaytteiden kanssa kahdeksan
tunnin aikapisteessé, jolloin tuloksia voitiin vertailla keskenadn. Tutkimuksessa verrattiin
samalta vapaaehtoiselta potilaalta otettuja seeruminéytteitd. Valolta suojatun %2 -1 tunnin
kuluttua ndytteenotosta sentrifugoidun seerumindytteen kahdeksan tunnin aikapisteessé
saatua folaattipitoisuutta verrattiin kuuden tunnin kuluttua sentrifugoidun seeruminéyt-
teen folaattipitoisuuteen, joka analysoitiin kahdeksan tunnin kuluttua naytteenotosta. Liit-
teessé 4 on laskettu eroprosentit kuusi tuntia sentrifugoimatta olleiden valolta suojattujen
ja suojaamattomien ndytteiden folaattipitoisuuksille. Sentrifugoimattomina sailytettyjen
valolta suojattujen ja suojaamattomien seerumindytteiden folaattipitoisuudet eroavat toi-
sistaan pienimmillaan 0,35 % ja suurimmillaan jopa 45,19%. Pitoisuuksien vaihtelua ku-
vastaa myos pylvasdiagrammi, jossa seerumindytteiden folaattipitoisuudet ovat rinnak-
kain (kuvio 4).
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KUVIO 4. Kuuden tunnin kuluttua sentrifugoitujen seerumindytteiden vertailu %2 -1 tun-

nin kuluttua sentrifugoitujen seerumiputkien folaattipitoisuuteen
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Kuuden tunnin kuluttua néytteenotosta sentrifugoitujen valolta suojattujen seeruminayt-
teiden folaattipitoisuuksien eroja verrattiin %2 - 1 tunnin kuluttua ndytteenotosta sentri-
fugoitujen valolta suojattujen seeruminaytteiden folaattipitoisuuksiin laskemalla eropro-
sentit (liite 5). Kuusi tuntia ndytteenoton jalkeen sentrifugoitujen valolta suojattujen see-
rumindytteiden ja %2 -1 tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoitujen valolta suojattujen
seerumindytteiden eroprosentit nousevat yli sallitun 10 % rajan kahdeksan naytteen ver-
tailussa kokonaisndytemaaran ollessa 17. Suurin eroprosentti on -49,94 % ja pienin 0,024
%. Eroprosentit kuitenkin nousevat reilusti yli sallitun rajan puolessa vertailussa kayte-
tyista folaattipitoisuuksista. Myos kuuden tunnin kuluttua ndytteenotosta sentrifugoitujen
valolta suojaamattomien seerumindytteiden folaattipitoisuuksien ja ¥z - 1 tunnin kuluttua
naytteenotosta sentrifugoitujen valolta suojattujen seerumindytteiden folaattipitoisuuk-
sien eroprosentit laskettiin (liite 6). Naytteiden valiset eroprosentit nousivat korkeimmil-
laan 16,85 % ja olivat pienimmillaén 0,44 %. Kuusi tuntia sentrifugoimatta valolta suo-
jattuna séilytettyjen seerumindytteiden folaattipitoisuuksista kaksi nousi yli sallitun 10 %
rajan verratessa pitoisuuksia ¥%2-1 tunnin kuluttua ndytteenotosta sentrifugoitujen seeru-

mindytteiden pitoisuuksiin.

Folaattipitoisuuksista laskettiin myos korrelaatiokertoimet tutkimalla kuusi tuntia sentri-
fugoimatta sailytettyjen ndytteiden lineaarista yhteyttd % -1 tunnin kuluttua néytteen-
otosta sentrifugoitujen seerumindytteiden folaattipitoisuuksiin. Kuviossa 5 on esitetty
kuuden tunnin kuluttua ndytteenotosta sentrifugoitujen valolta suojattujen seeruminayt-
teiden hajontakaavio, verraten folaattipitoisuuksia % -1 tunnin kuluttua néytteenotosta
sentrifugoitujen valolta suojattujen seerumindytteiden folaattipitoisuuksiin. Korrelaatio-
kerroin 0,95 kuvastaa voimakasta yhteytta valolta suojattujen kuuden tunnin kuluttua
naytteenotosta sentrifugoitujen ja %2 -1 tunnin kuluttua sentrifugoitujen naytteiden folaat-

tipitoisuuksille. Korrelaatiokertoimelle laskettiin p-arvo, jonka tulokseksi saatiin 0,0000.
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KUVIO 5. Kuusi tuntia sentrifugoimatta olleen valolta suojatun seerumindytteen folaat-
tipitoisuuden vertailu %2 -1 tunnin kuluttua ndytteenotosta sentrifugoituun valolta suojat-

tuun seeruminaytteeseen

Kuviossa 6 on esitetty hajontakaavio ja korrelaatiokerroin kuuden tunnin kuluttua néayt-
teenotosta sentrifugoiduille valolta suojaamattomille seeruminéytteille ja % -1 tunnin ku-
luttua ndytteenotosta sentrifugoiduille valolta suojatuille seeruminéytteille. Folaattipitoi-
suuksien korrelaatiokerroin 0,99 kuvastaa vahvaa lineaarista yhteyttd, jonka tilastollista
merkitsevyyttd korostaa korrelaatiokerrointa vastaavan p-arvon arvo 0,0000. P-arvon ol-
lessa 0,0000 muuttujien vélilla ei ole yhteytté ja korrelaatio folaattipitoisuuksien valilla

on riippumaton naytteen valolta suojauksesta.
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KUVIO 6. Kuusi tuntia sentrifugoimatta olleen valolta suojaamattoman seerumindytteen
folaattipitoisuuden vertailu %2-1 tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoituun valolta

suojattuun seerumindytteeseen
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8.4 Johtopaatokset

Tutkimuksessa valolta suojattujen ja suojaamattomien néytteiden tulokset olivat yhtene-
vid. Valolta suojattujen ja suojaamattomien néytteiden véliset erot jadvat tutkimusaineis-
tossa alle hyvéksytyn 10 %, yksittéisid poikkeuksia lukuun ottamatta. Yli 10 % eroja ei
tavattu samojen naytteiden vélill eri aikapisteissa, eika korkealle prosentuaaliselle erolle
huomattu olevan saantod, jonka vuoksi yksittaisen valolta suojatun ja suojaamattoman
naytteen folaattipitoisuuden eron voidaan katsoa johtuvan satunnaisvirheestd. Korrelaa-
tiokertoimet kuvastavat tutkimusaineiston valolta suojattujen ja suojaamattomien nayttei-
den olevan voimakkaasti yhteydessd, silla korrelaatiokertoimet ovat lahell& tavoite kor-
relaatiokerrointa yksi melkein kaikissa aikapisteissé. Tulosten valilla huomattiin tilastol-
lisesti erittdin merkitsevéa ja sdilytystavasta riippumaton korrelaatio. Eniten muutoksia
nahtiin kokoveren korrelaatiokertoimissa, mika saattaa johtua virheestd hemolysaatin ka-

sittelyssé.

Korrelaatiokertoimet ovat lahelld lukua yksi, myds kuuden tunnin kuluttua ndytteenotosta
sentrifugoitujen seerumindytteiden kohdalla, kun niitd verrattiin %2 -1 tunnin kuluttua
sentrifugoituihin seerumindytteisiin. Yksittdisten ndytteiden prosentuaaliset erot valolta
suojattuun ja suojaamattomaan néytteeseen kuitenkin vaihtelivat paljon. Seerumindyttei-
den valosuojauksella huomattiin olevan folaattipitoisuuden sailyvyyteen merkitystd, kun
nayte sentrifugoitiin vasta kuuden tunnin kuluttua naytteenotosta. Néytteiden sailyttami-
sen sentrifugoimatta valolta suojattuna huomattiin aiheuttavan suurempaa epéasaannollista
vaihtelua seerumin folaattipitoisuuksiin. Johtopé&atoksené voidaan todeta seeruminayttei-

den folaattipitoisuuksien vaihtelevan, mikali naytetta sailytetaan sentrifugoimatta.
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9 POHDINTA

Opinnaytetyon tutkimustydssa on toimittu eettisesti oikein. Vapaaehtoiset tyontekijéat tie-
sivat olevansa osallisena tutkimukseen, eika heidan henkilttietojaan keratty koko tutki-
muksen aikana. Naytteet numeroitiin numerosarjoilla, jotka eivat ole yhteydessa tutki-
mukseen osallistuneisiin vapaaehtoisiin. EPSHP:II4 on jatkuva tutkimuslupa, silla laki
ihmisen elimien, kudoksien ja solujen ladketieteellisestd kaytostd (2.2.2001/101) pyka-

lassa 20, sallii naytteiden kayton kehittdessa yksikon toimintaa.

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan tarkastella validiteetin ja reliabiliteetin avulla. Vali-
diteetti kertoo, onko tutkimuksessa saatu vastaukset esitettyihin kysymyksiin. Opinnay-
tetyossa tutkittiin folaattindytteiden sdilyvyyttéd ilman valosuojausta. Tutkimuksessa sel-
vitettiin muuttuuko kokoveren ja seerumin folaattipitoisuus sailytettdesséd rinnakkaisia
naytteitd suojaten toinen valolta ja altistaen toinen laboratoriovalolle. Tutkimuskysymyk-
siin saatiin vatsaukset, joiden mukaan folaattindytteitd voidaan sailyttdd ilman valosuo-
jausta. Kasite reliabiliteetti tarkoittaa toistettavuutta. Tutkimuksessa maaritettiin useissa
aikapisteissé kahden samasta henkildstd otetun naytteen folaattipitoisuus saaden lukuar-

voltaan samanlaisia vastauksia.

Tutkimuksessa naytteet analysoitiin viimeisen kerran 24h kuluttua néytteenotosta, mika
lisad tutkimuksen luotettavuutta. Rutiinitydssa naytteiden saapuminen laboratorioon tai
niiden analysoiminen ndytteenoton jalkeen voi vaihdella. Osa néytteisté lahetetédan labo-
ratorioon vasta tuntien kuluttua ndytteenotosta kun taas toiset ndytteet analysoidaan heti
naytteenoton jalkeen. Tutkimusmateriaali koostui kahdenkymmenen vapaaehtoisenhen-
kilon naytteistd. Seerumindytteita oli yhteensa 80 nédyteputkea ja kokoverinaytteita 40
nayteputkea. Tutkimuksen luotettavuutta olisi lisdnnyt suurempi ndytemé&éra, mutta sil-

loin tutkimus olisi vaatinut enemman henkilostoa.

Tutkimuksen ndytteiden pitoisuudet vaihtelivat matalista aina yli mittausrajan. Yli mit-
tausrajan menneita ndytteitd ei laimennettu, koska silloin analysointi aika olisi poikennut
sovitusta aikaikkunasta. Korkeiden tulosten oletettiin johtuvan siitd, ettd tutkimukseen
osallistuneet eivat olleet paastonneet. Tasta johtuen méaérityrajojen yli saadut tulokset tu-
livat seerumindytteistd. Seerumin folattipitoisuus reagoi folaatin saannin muutoksiin no-
peammin kuin punasolujen folaattipitoisuus. Punasolujen folaattipitoisuuksissa ilmeni

suurempaa vaihtelua eri aikapisteissdé. Numerolla kymmenen analysoidun
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kokoverinaytteen arvojen poikkeavuuden voi aiheuttaa ndytteen tai hemolysaatin huono
sekoitus ennen analysointia. Hemolysaatin huolellinen sekoittaminen takaa sen, etté ana-
lysaattorin pipetoi ndytteen pinnalta homogeenista naytetta. Mikali hemolysaatti on se-
koitettu huonosti voi néytteen analyytit painua putken pohjaan, ja silloin analysaattorin

pipetoi ndytteen pinnasta, jossa ndyte on laimeampaa.

Opinnaytetyoprosessi sujui suunnitellusti, kuten opinnéytetyésuunnitelmassa oli ajateltu.
Néytteet analysoitiin tammikuussa 2018 ja kirjallinen osuus valmistui toukokuussa 2018.
Tutkimustyd onnistui hyvin, vaikka néytteiden ajaminen oli haastavaa juuri tiettyyn kel-
lon aikaan laboratorion omien néytteiden ja laitteiden huoltojen takia. Asettamieni tutki-
mustavoitteiden liséksi sain paljon kokemusta seké itsevarmuutta omaan ammattiini seka

kokemusta tydskentelysta Seindjoen keskussairaalan kliinisen kemian laboratoriossa.

Tutkimuksen tulokset vastaavat aikaisempien tutkimusten tuloksia. Osassa aikaisemmista
tutkimuksista naytteitd on séilytetty erilaisissa olosuhteissa. Tutkimuksessani ndytteita
séilytettiin EPSHP:n ohjeiden mukaan jaakaapissa, eivatka ndytteet altistuneet auringon

valolle missaéan tilanteessa.

Opinndytetyossé tehtyd folaatin sdilyvyystutkimusta voidaan mielesténi pitd4 luotetta-
vana seka eettisesti oikein toteutettuna. Tutkimus suoritettiin rehellisesti ja tutkimuksen
tuloksia ei muokattu. Tutkimuksessa otettiin huomioon myds eettiset nakékohdat. Opin-
naytetyon tarkoituksena oli selvittaa voitaisiinko foliosuojasta nayteputken ymparilla luo-
pua analysoitaessa folaattia kokoveresté tai seerumista. Opinndytetydssa oli selvat tutki-
muskysymykset joihin saatiin vastaukset. Opinndytetydn tutkimuksen suorittamiseen
saatiin apurahaa Kauhajoen Kulttuurisaatiolta. Apuraha kaytettiin matkakustannuksiin

opinnaytetyon tutkimuksen suorittamiseksi Seingjoen keskussairaalassa.

Jatkotutkimus voisi koskea folaattindytteiden séilytyslampdtilaa. Ohjekirjan mukaan
naytteet tulee sdilyttdd jadkaappildmpotilassa, mutta kdytannon tydssa olen huomannut
naytteitd séilytettavan huoneenldmmdssé. Tutkimuksessa etenk&éan seerumindytteet eivat

ehtineet analysointien vélissé pitkéksi aikaa jaédkaappisailytykseen.



34

LAHTEET

Aro, A. 2015. Folaatti ja foolihappo. Duodecim Terveyskirjasto. Kustannus Oy Duo-
decim. Verkkodokumentti. Luettu 2.2.2018. http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirja-
sto/tk.koti?p_artikkeli=skr00043

Bain, B. J., Bates, I., Laffan, M. A. & Lewis, M. S. 2017. Practical haematology. Phila-
delphia: Elsevier.

Clement, N. F. & Kendall, B. S. 2009. Effect of Light on Vitamin B12 and Folate. La-
boratory Medicine 40 (11), 657-659. Julkaistu 2015. Luettu 18.1.2018. https://acade-
mic.oup.com/labmed/article/40/11/657/2657518

Epshp. 2017. Etelda-Pohjanmaan sairaanhoitopiiri. Kliininen kemia. Luettu 20.3.2018.
http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia

Folaatti. 2017. Epshp. Luettu 24.3.2018 http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaan-
hoidolliset palvelut/kliininen kemia/laboratoriotutkimukset/kliinisen kemia ohjekirja

Harmening, D. M. 2009. Clinical hematology and fundamentals of hemostasis. Philadel-
phia: F. A. Davis cop.

Heikkinen, M. & Salo, 1. 2011. Valoaltistuksen vaikutus B12-vitamiinin, 25-OH-D-vita-
miinin ja folaatin pitoisuuksiin plasma-, seerumi- tai kokoverindytteissa. Bioanalytiikan
koulutusohjelma. Savonia-ammattikorkeakoulu. Opinnaytetyo.
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/35255/Heikkinen_Mari.pdf?se-
guence=1&isAllowed=y

Heikkil&, T. 2014. Tilastollinen tutkimus. 9. uudistettu painos. Helsinki: Edita.

Holopainen, M. & Pulkkinen, P. 2015. Tilastolliset menetelmat. 5-10. painos. Helsinki:
Sanoma Pro Oy.

Jagerroos, S. & Parvila. R. 2012. Seerumi- ja kokoverindytteiden folaatin séilyvyys. Bio-
analytitkan  koulutusohjelma.  Metropolian ammattikorkeakoulu.  Opinnéytetyo.
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/49844/Opinnayte-
tyo_sonjatjatriikka.pdf;jsessionid=2A0B25E0BA22CB4AGE7BDDA3760F2554?se-

quence=1

Kankkunen, P. & Vehvildinen-Julkunen, K. 2013. Tutkimus hoitotieteessa. 3. uudistettu
painos. Helsinki: Sanoma Pro Oy.

Ladketieteen sanasto. 2017. Leukovoriini. Duodecim terveyskirjasto. Kustannus Oy
Duodecim. Luettu 15.1.2018. http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p ar-
tikkeli=1tt01904

Mastorpaolo, & Wilson. 1993. Effect of Light on Serum B12 and Folate Stability. Clinical
Chemistry 39 (5), 913-914. Luettu 18.1.2018 http://clinchem.aaccjnls.org/con-
tent/clinchem/39/5/913.2.full.pdf



https://academic.oup.com/labmed/article/40/11/657/2657518
https://academic.oup.com/labmed/article/40/11/657/2657518
http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia
http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia/laboratoriotutkimukset/kliinisen_kemia_ohjekirja
http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia/laboratoriotutkimukset/kliinisen_kemia_ohjekirja
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/35255/Heikkinen_Mari.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/35255/Heikkinen_Mari.pdf?sequence=1&isAllowed=y
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/49844/Opinnaytetyo_sonja+ja+riikka.pdf;jsessionid=2A0B25E0BA22CB4A6E7BDDA3760F2554?sequence=1
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/49844/Opinnaytetyo_sonja+ja+riikka.pdf;jsessionid=2A0B25E0BA22CB4A6E7BDDA3760F2554?sequence=1
http://www.theseus.fi/bitstream/handle/10024/49844/Opinnaytetyo_sonja+ja+riikka.pdf;jsessionid=2A0B25E0BA22CB4A6E7BDDA3760F2554?sequence=1
http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=ltt01904
http://www.terveyskirjasto.fi/terveyskirjasto/tk.koti?p_artikkeli=ltt01904
http://clinchem.aaccjnls.org/content/clinchem/39/5/913.2.full.pdf
http://clinchem.aaccjnls.org/content/clinchem/39/5/913.2.full.pdf

35

Matikainen, A-M. Miettinen, M. & Wasstrém, K. 2010. Néytteenottajan kasikirja. Hel-
sinki: Edita.

McKenzie, S. & Williams, J.L. 2014. Clinical laboratory hematology. 3. painos. Pear-
son Education Inc.

Moore, G., Knight, G. & Blann, A. 2010. Haematology. 1. painos. New York: Oxford
University Press Inc.

Makinen, M., Carpen, O., Kosma, V-M., Lehto, V-P., Paavonen, T. & Stenbé&ck, F.
2012. Patologia. 1. painos. Helsinki: Duodecim.

Perusverenkuva ja trombosyytit. 2014. Epshp. Luettu 24.3.2018 http://www.epshp.fi/yk-
sikoiden sivut/sairaanhoidolliset palvelut/kliininen kemia/laboratoriotutkimukset/klii-
nisen kemia ohjekirja

Porkka, K., Lassila, R., Remes, K. & Savolainen, E-R. 2015. Veritaudit. 4. uudistettu
painos. Helsinki: Duodecim.

Reumaliitto. 2017. Metotreksaatti. Suomen reumaliitto Ry. Luettu 15.1.2018.
https://www.reumaliitto.fi/fi/reuma-aapinen/reumalaakkeet/metotreksaatti

Roche Diagnostics. 2015. Folate I1I. Cobas menetelmakuvaus.
Roche Diagnostics. 2013a. Folate RBC. Cobas menetelmékuvaus.
Roche Diagnostics. 2013b. Cobas® 8000 modular analyzer series-Intelligent LabPower.

Luettu 8.4.2018. http://www.cobas.com/content/dam/cobas com/pdf/product/cobas-
8000/cobas%208000%20brochure.pdf

Stefanovic, V. & Nieminen, A. 2010. Kaikki raskautta suunnittelevat tarvitsevat fooli-
happolisdé. Laéketieteellinen aikakauskirja Duodecim. 126 (4), 337-339.
http://www.duodecimlehti.fi/lehti/2010/4/duo98617

Tuokko, S. Rautajoki, A. & Lehto, L. 2008. Kliiniset laboratorionédytteet — opas nayttei-
den ottoa varten. Helsinki: Tammi.

Valmisteyhteenveto. 2016. R Trimopan. Orion Pharma. Luettu 15.1.2018.
http://spcam.orion.fi/laakeluettelo/Tiedosto/ TRIMOPAN tabletti 300 mgq, tab-
letti, kalvop%C3%A4%C3%A4llysteinen 100 mg, 160 mg (2905972).html

Vilpo, J. 2005. llmari Palvan veritaudit. 2. uudistettu painos. Helsinki: Medivil Oy.

Vilpo, J. & Niemeld, O. 2003. Laboratoriolaaketiede-kliininen kemia ja hematologia. 2.
painos. Kandidaattikustannus Oy.


http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia/laboratoriotutkimukset/kliinisen_kemia_ohjekirja
http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia/laboratoriotutkimukset/kliinisen_kemia_ohjekirja
http://www.epshp.fi/yksikoiden_sivut/sairaanhoidolliset_palvelut/kliininen_kemia/laboratoriotutkimukset/kliinisen_kemia_ohjekirja
https://www.reumaliitto.fi/fi/reuma-aapinen/reumalaakkeet/metotreksaatti
http://www.cobas.com/content/dam/cobas_com/pdf/product/cobas-8000/cobas%208000%20brochure.pdf
http://www.cobas.com/content/dam/cobas_com/pdf/product/cobas-8000/cobas%208000%20brochure.pdf
http://spcam.orion.fi/laakeluettelo/Tiedosto/_TRIMOPAN_tabletti_300_mg,_tabletti,_kalvop%C3%A4%C3%A4llysteinen_100_mg,_160_mg_(2905972).html
http://spcam.orion.fi/laakeluettelo/Tiedosto/_TRIMOPAN_tabletti_300_mg,_tabletti,_kalvop%C3%A4%C3%A4llysteinen_100_mg,_160_mg_(2905972).html

LITTEET

Liite 1. Kokoverinaytteiden tutkimustulokset ja eroprosentit (nmol/l)
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1(2)
Nayte Oh 0Oh Ero% 4h 4h Ero% 8h 8h Ero% | 24h folio 24h Ero%
folio folio folio
1 2694,1 | 3023,9 | -12,24 | 2816,5 | 2997,3 | -6,42 | 2843,1 3117 -9,63 27447 28351 | -3,29
2 1336,1 | 1354,5 | -1,37 | 1397,3 | 1347,8 | 3,54 | 1409,7 1271 9,84 1199,5 13446 | -12,1
3 1944,5 | 2029 -4,36 | 1821,7 | 19935 | -9,43 | 2024,2 | 2072,8 | -2,40 | 1799,3 | 19309 | -7,31
4 1951,2 | 17738 9,09 2028,3 | 1999,2 | 1,43 | 19414 | 20229 | -4,20 1795,4 1962,7 | -9,32
5 1632,5 1667 -2,11 1550 1463,5 | 558 | 1664,8 | 17053 | -2,43 14418 1556,3 | -7,94
6 1825,5 | 1980,9 | -8,51 | 18255 | 1723 5,61 | 18933 | 18416 | 2,73 17884 | 19324 | -8,05
7 1768,2 | 1703,6 | 3,65 | 17651 | 1740,8 | 1,38 | 18308 | 1787,2 | 2,38 1633,1 1770 | -8,38
8 1308,3 | 1292,9 | 1,17 | 1379,3 | 12898 | 6,49 | 13019 | 1596,8 | -22,6 | 1336,3 | 1437,2 | -7,55
9 1471,7 | 15858 | -7,75 | 1432,7 | 1526,4 | -6,54 | 1664,6 | 1602,2 | 3,75 1639,5 1633,2 | 0,38
10 2867,3 | 30516 | -6,42 | 3029,5 | 2810,8 | 7,22 | 2847,7 | 29165 | -2,42 | 266538 1199 | 55,02
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2(2)
Néayte Oh Oh Ero% 4h 4h Ero% 8h 8h Ero% | 24h folio 24h Ero%
folio folio folio
11 33251 | 31638 | 4,85 Yli 3488,8 3084,4 Yli Yli Yli

12 1492,5 | 1433,6 3,95 | 1488,1 | 1531,6 | -2,92 | 1476,3 | 1480,3 | -0,27 1534,3 1560 | -1,68

13 1698,1 | 1593,2 6,18 | 1632,4 | 1642,7 | -0,63 | 1685,7 | 1737 | -3,04 1839,5 | 18357 | 0,20

14 14748 | 1392,7 557 | 1486,8 | 14399 3,15 | 1502,2 | 1393,2 | 7,26 1481,4 1634,2 | -10,3

15 1661,7 1695 -2,00 | 1732,6 | 1714,92 | 1,02 | 17925 | 16935 | 5,52 1878,3 1953 | -3,98

16 1525,1 | 1503,6 1,41 | 15275 | 15116 1,04 1599 | 1601,2 | -0,14 1768,7 1669,2 | 5,63

17 1391,3 | 1257,95 | 9,58 1407 1371 256 | 1497,6 | 14789 | 1,25 1548,8 1503,3 | 2,94

18 1388,5 | 1521,1 | -9,55 | 1673,7 | 1523,8 | 8,96 1687 | 16216 | 3,88 1608,8 | 1682,5 | -4,58

19 2706,5 | 2756,8 | -1,86 | 2948,1 | 2904,4 1,48 | 30219 | 27951 | 7,50 3019,1 | 3073,8 | -1,81

20 1739,9 | 16319 | 6,21 | 1677,4 | 1597,1 | 4,79 | 1756,6 | 1659 5,56 1786,2 | 1875,5 | -5,00




Liite 2. Seerumindytteiden tutkimustulokset (nmol/l)
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1(2)
Nayt | Oh Ero 2h Ero 4h Ero 8h Ero | 24h fo- Ero
. Oh . 2h . 4h . 8h . 24h
e folio % | folio % | folio % | folio % lio %
>45, | >45, >45, | >45, >45, | >45, >45, | >45, >45,
1 >454
4 4 4 4 4 4 4 4 4
2 722 | 727 | -0,7 | 63 | 665 | -56 | 6,69 | 6,04 | 9,72 | 6,09 | 575 | 558 6,04 593 | 1,82
20,1 | 19,7 19,5 18,7 | 19,1 19,3 | 19,9 18,4
3 2,0 175 | 104 -2,1 -3,1 18,75 1,49
1 1 3 2 2 8 8 7
4 925 | 966 | -44 | 7,33 | 819 11-7 843 | 821 | 261 | 825 | 822 | 0,36 8,13 797 | 1,97
129 | 135 12,1 | 129 12,4 | 125 11,4 | 129 - 12,5 -
5 -5,0 -6,5 -0,6 11,57
1 6 9 8 7 5 4 3 13,0 7 8,64
333 32,2 | 31,2 329 | 319 32,6 - 315
6 336 | -0,7 3,16 2,82 | 32,2 32,68 34
7 3 1 2 9 7 1,46 7
112 | 118 10,0 | 10,8 10,2 | 10,4 10,9 - -
7 -5,0 -75 -2,3 | 9,99 9,38 9,92
7 4 9 5 2 5 1 9,21 5,76
136 | 131 134 | 12,7 12,8 | 12,9 130 | 128 13,3
8 3,6 5,0 -0,7 153 | 12,44 -7,4
6 7 3 6 3 2 7 7 6
114 | 121 11,3 | 114 11,6 11,8 | 11,3 11,5
9 -6,2 -1,4 | 115 -1,6 437 | 10,94 -5,4
6 7 3 9 9 9 7 3
>45, | >45, >45, | >45, >45, | >45, >45, | >45, >45,
10 >454
4 4 4 4 4 4 4 4 4
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2(2)
Na | Oh Ero | 2h Ero | 4h Ero | 8h 24h Ero
| on | 2n | 4n ~|sh | Ero | 24h
yte | folio % folio % folio & folio o folio %
0
444 | 42, 42, |57 42, |57 | 408 |39, |20 42, |30
11 43 | 455 455 43,99
4 53 87 |8 87 |8 |3 9 |6 63 |9
7.8 90 | 90 | 78 | 78 | 14,
12 | 856 79 | 832 88 | 856 58 | 7,63 28 | 918
8 6 6 5 2 |8
9 4 8
131 | 12, 145 | 14, 131 [14, | | 127 6.1 14, | -
13 77 33 6.9 12 14,52
3 11 4 06 5 06 | 7|9 8 7 |12
84 |05 85 |11, 85 | 77 | 16 87 |32
14 | 848 9,65 8,48 11|79 9,01
3 |9 8 |09 8 |, 7 |5 2 |2
2 |- |207 |22 | 2. | 196 |19, |14 21, |
15 | 223 85 | 223 0,8 20,95 038
42 |05 |1 48 48 6 38 |2 12
5 1 1
146 |16, | | 160 |15 |13 | 160 |15 |13 | 143 | 15, 15, | 36
16 14, 5,7 | 15,85
9 8 | |7 85 |7 |7 85 |7 |8 2 27 |6
101 | 9,3 10,7 |10, | 29 | 10,7 |10, |29 86 |05 10, |
17 73 8,69 10,28 2.4
3 9 6 44 |7 |6 44 |7 4 |8 53 |
6,8 66 |34 66 |34 57 |82 59 |15,
18 | 7,55 98 |69 6.9 6,28 7,05
1 6 |8 6 |8 6 |8 5 |60
>45, | >4 >45, | >4 >45, | >4 >45, | >4 >4
19 >45.4
4 5.4 4 5.4 4 5.4 4 5.4 5.4
117 |11, | | 132 |12 |75 |132 |12, |75 | 108 |12, | 12, | 46
20 08 10, | 1311
9 89 | |3 2 |6 |3 23 |6 |8 6 | 5 |s
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Liite 3. Korrelaatiodiagrammit
1(3)
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Liite 4. Kuuden tunnin kuluttua sentrifugoitujen seerumiputkien vertailu %2 -1tunnin ku-

luttua sentrifugoitujen seerumiputkien folaattipitoisuuteen

Néytenumero 8 tunnin folaatti- | 8 tunnin folaatti- | Ero % kuusi tuntia | %- 1 tuntia nayt-
pitoisuus 6 tun- | pitoisuus kuuden | sentrifugoimatta | teenoton  jalkeen
nin kuluttua | tunnin  kuluttua olleen valolta suo- | sentrifugoitujen
néytteenotosta naytteenotosta jatun ja suojaa- | valolta suojattujen
sentrifugoidulle | sentrifugoidulle mattoman - nayt- | seeruminaytieiden
valolta  suoja- | valolta  suojaa- teen vélille folaattipitoisuudet

8h kohdalla
tulle  seerumi- | mattomalle see- (nmol/l)
naytteelle ruminaytteelle
(nmol/l) (nmol/l)

1 >45,5 >45,5 >45,5

2 6,11 5,87 3,93 6,09

3 19,97 20,04 -0,35 19,38

4 8,5 6,86 19,30 8,25

5 12,47 11,49 7,86 11,44

6 35,83 32,62 8,96 32,2

7 10,87 9,79 9,94 9,99

8 12,92 13,31 -3,02 13,07

9 13,42 11,6 13,56 11,89

10 >45,5 >45,5 >45,5

11 40,82 38,22 6,37 40,83

12 6,78 8,13 -19,91 7,63

13 11,72 12,16 -3,75 12,79

14 7,78 7,01 9,90 7,9

15 16,7 17,88 -7,07 19,66

16 9,25 13,43 -45,19 14,38

17 13,03 7,63 41,44 8,69

18 4,45 4,96 -11,46 6,28

19 >45,5 >45,5 >45,5

20 7,65 9,43 -23,27 10,88
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Liite 5. Eroprosentit (e%) Y2 -1 tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoidun valolta suo-

jatun seerumindytteen ja kuuden tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoidun valolta

suojatun seerumindytteen vélille.

Naytenumero 8 tunnin folaatti- | 8 tunnin folaatti- | Ero%
pitoisuus ¥2 -1 tun- | pitoisuus 6 tunnin
nin kuluttua nayt- | kuluttua néytteen-
teenotosta sentri- | otosta sentri-
fugoidulle valolta | fugoidulle valolta
suojatulle seeru- | suojatulle seeru-
minaytteelle minaytteelle
(nmol/l) (nmol/l)
1 >45,5 >45,5
2 6,09 6,11 -0,33
3 19,38 19,97 -3,04
4 8,25 8,5 -3,03
5 11,44 12,47 -9,0
6 32,2 35,83 -11,27
7 9,99 10,87 -8,81
8 13,07 12,92 1,15
9 11,89 13,42 -12,87
10 >45,5 >45,5
11 40,83 40,82 0,02
12 7,63 6,78 11,14
13 12,79 11,72 8,37
14 7,9 7,78 1,52
15 19,66 16,7 151
16 14,38 9,25 35,67
17 8,69 13,03 -49,94
18 6,28 4,45 29,14
19 >45,5 >45,5
20 10,88 7,65 29,69
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Liite 6. Eroprosentit (e%) Y2 -1 tunnin kuluttua ndytteenotosta sentrifugoidun valolta suo-

jatun seerumindytteen ja kuuden tunnin kuluttua naytteenotosta sentrifugoidun valolta

suojaamattoman seerumindytteen vélille.

Naytenumero 8 tunnin folaatti- | 8 tunnin folaatti- | Ero%

pitoisuus ¥2 -1 tun- | pitoisuus kuuden

nin kuluttua nayt- | tunnin  kuluttua

teenotosta sentri- | ndytteenotosta

fugoidulle valolta | sentrifugoidulle

suojatulle seeru- | valolta suojaamat-

minaytteelle tomalle seerumi-

(nmol/l) naytteelle (nmol/l)
1 >45,5 >45,5
2 6,09 5,87 3,61
3 19,38 20,04 -3,40
4 8,25 6,86 16,85
5 11,44 11,49 -0,44
6 32,2 32,62 -1,30
7 9,99 9,79 2,00
8 13,07 13,31 -1,84
9 11,89 11,6 2,44
10 >45,5 >45,5
11 40,83 38,22 6,39
12 7,63 8,13 -6,55
13 12,79 12,16 4,93
14 7,9 7,01 11,27
15 19,66 17,88 9,05
16 14,38 13,43 6,61
17 8,69 7,63 12,20
18 6,28 4,96 21,02
19 >45,5 >45,5
20 10,88 9,43 13,33




