Aktivoitu partiaalinen
tromboplastiiniaika —maarityksen

reagenssivertailu

mz;ropolia

Bioanalytiikan koulutusohjelma
Opinnaytetyd
26-4-2011

Riitta Laaksonen



/// Metropol ia Metropolia Ammattikorkeakoulu

Terveys- ja hoitoala

Koulutusohjelma Suuntautumisvaihtoehto

Bioanalytiikan koulutusohjelma

Tekija/Tekijat

Riitta Laaksonen

Tydn nimi

Aktivoitu partiaalinen tromboplastiiniaika -méaarityksen reagenssivertailu

Tyon laji Aika Sivumaara
Opinnaytety6 Syksy 2010 38 + 1 liite
TIIVISTELMA

Aktivoitu  partiaalinen  tromboplastiiniaika (APTT) on laboratoriotutkimus, joka mittaa
hyytymisjérjestelmdn niin sanotun sisdisen aktivaatiotien tekijoiden yhteisvaikutusta. P&dasiassa
tutkimusta kaytetddn hyytymistekijavajeiden tai -puutosten seulonnassa vuototaipumuksen yhteydessa.
Muita tutkimuksen kayttOalueita ovat hepariini- tai muun antikoagulanttihoidon monitorointi.
Tukostaipumuksessa APTT:n pidentymisen taustalla voi potilaalla olla lupusantikoagulantti. Eri APTT-
reagenssien herkkyys néille edelld mainituille tekijoille vaihtelee.

Opinnaytety6 tehtiin HUSLAB:in Meilahden sairaalan automaatiolaboratorion
hyytymistutkimustyopisteeseen, joka on osa HUS:in hyytymishéirioyksikkdd. Opinndytetyon
paatarkoitus oli vertailla nykyisin kdytdssé olevan reagenssin (Actin FSL, Siemens) herkkyyttd kahden
muun markkinoilla olevan reagenssin (STA PTT, Stago ja IL-APTT, Instrumentation Laboratory)
herkkyyteen VIII- ja IX-hyytymistekijapuutoksissa. Samalla testattiin ndiden reagenssien herkkyytté
hepariinille ja lupusantikoagulantille.

Reagenssien vertailtavuutta varten tehtiin tasovertailu potilasnaytteilla (n=10), joissa APT-aika oli
normaaliviitealueella. Sarjan sisdista ja sarjojen valistd toistuvuutta tarkasteltiin normaali- ja
hoitotasokontrollindytteilld. Reagenssitestauksessa FVII1-herkkyytta vertailtiin potilasnédytteilla (n=15),
joissa oli aiemmin todettu spesifisellda hyytymistekijaaktiivisuusmaarityksella FVIII-puutos ja FIX-
herkkyytta vertailtiin potilasnaytteilla (n=11), joissa oli todettu FIX-puutos. Hepariiniherkkyysvertailua
varten valmistettiin  hepariinilaimennossarja  (n=9). Lupusantikoagulanttiherkkyyttd vertailtiin
lupusantikoagulanttipositiivisilla potilasnéaytteilla (n=10). Analyysit suoritettiin Sysmex® CA-7000 —
analysaattorilla.

Testauksen tuloksia kasiteltiin Microsoft Excel 2007 -ohjelmalla. Kaikki reagenssit olivat yhta herkkia
hyytymistekijapuutoksissa. Hepariiniherkin reagenssi oli Stagon reagenssi. Herkin
lupusantikoagulanttivaste saatiin Instrumentation Laboratoryn reagenssilla. Opinnaytetytn tuloksia
voidaan hyddyntaa tulevaisuudessa mahdollisen Kilpailutuksen yhteydessa.
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ABSTRACT

Activated Partial Thromboplastin Time (APTT) is a laboratory test that measures the total effect of
coagulation factors in instrinsic and common pathways. It is a screening test that is mainly used for
detection of coagulation factor’s deficiencies in case of bleeding patient. The test is also used for
monitoring heparin or other anticoagulant treatment. In thrombosis, patient may have lupus
anticoagulant that prolongs APTT. The sensitivity of APTT reagents in these three areas of use varies.

This final project was commissioned by HUSLAB, the workstation of the coagulation testing of
Meilahti Hospital Automation Laboratory which is part of Coagulation Disorders Unit. The main aim
was to compare APTT reagents’ sensitivity in coagulation factor VIII and IX deficiencies. Comparison
was made between the reagent in use at present (Actin FSL, Siemens) to two other reagents (STA PTT,
Stago and IL-APTT, Instrumentation Laboratory) available on the market. In addition, the sensitivity of
reagents for heparin and lupus anticoagulant was tested.

To be able to standardize differing levels of reagents, we analyzed 10 patient samples that were within a
normal range (n=10). Internal frequency of series and frequency between series were tested with
normal- and high-level control samples. Sensitivity for coagulation factor V111 was tested with 15
patient samples (n=15) that had decreased activity of coagulation factor VIII. Sensitivity for factor X
was tested with 11 patient samples with decreased coagulation factor activity (n=11). Deficiencies had
formerly tested with specific test for coagulation factor activity. To be able to compare reagents’
sensitivity to heparin, we made series of heparin dilutions (n=9). Sensitivity to lupus anticoagulant was
compared with patient samples that were lupus anticoagulant positive (n=10). Analysis were performed
with Sysmex® CA-7000 —analyzer.

The results of the testing were analyzed with Microsoft Excel 2007 —software. The tested reagents were
equal in sensitivity for coagulation factors. The most sensitive reagent for heparin was the reagent
manufactured by Stago. The most sensitive reagent for lupus anticoagulant was the reagent
manufactured by Instrumetation Laboratory. The results of this final project can be used in case of
competitive bidding in the future.
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1 JOHDANTO

Veren hyytyminen on tapahtuma, joka on tarkasti sdédelty. Kun suoneen tulee vaurio,
hyytyminen kdynnistyy valittomasti monien eri mekanismien avulla (Cohen — Taylor
2009: 232-233). Tapahtumaan osallistuu useita kymmenia osatekijoitd ja siten systeemi
on myo6s darimmaisen haavoittuvainen. Tiettyjen hyytymistekijoiden puuttuminen, toi-
minnan hairid tai vaje voi aiheuttaa potilaalle vuototaipumuksen. (Guyton — Hall 2000:
421). A- ja B-hemofilia sekd von Willebrandin tauti ovat yleisimmat perinndlliset vuo-
totaipumuksen taustalla olevat sairaudet. A-hemofilia johtuu hyytymistekijan V111 puu-
toksesta tai vajeesta ja B-hemofiliassa on kysymys hyytymistekijan IX puutoksesta tai
vajeesta. Von Willebrandin taudissa von Willebrand —tekija (vWF) on rakenteeltaan
virheellinen, se puuttuu kokonaan tai sen toiminta on vajaata. (Lassila — Siimes — Rasi
2007.)

Vuototaipumusta epéiltdesséd yhtend laboratorioseulontakokeena kaytetdan aktivoitua
partiaalista tromboplastiiniaikaa eli APTT-tutkimusta, joka mittaa hyytymisjarjestelman
niin sanotun sisaisen aktivaatiotien tekijoiden yhteisvaikutusta. Kuvasta 1 kay ilmi hyy-
tymiskaskadin sisdisen aktivaatiotien hyytymistekijat (Kuvio 1). APTT-tutkimusta kay-
tetddn myos fraktioimattoman hepariinihoidon seurannassa. Tukoshairiossda APT-ajan
pidentymisen voivat aiheuttaa fosfolipidivasta-aineet, lupusantikoagulantti. (HUSLAB
2010a.)

Huhtikuussa 2007 HUSLAB:in Meilahden sairaalan automaatiolaboratorion hyytymis-
tutkimusten tyopisteessa (myohemmin kéytan ilmaisua HUSLAB:in hyytymistutkimus-
tyopiste), joka on osa HUS:in hyytymishairioyksikkoa, otettiin kayttéon uudet laitteet ja
reagenssit (Joutsi-Korhonen 2010). Uuden reagenssin kliinisen kayton myota hyytymis-
hairioyksikossa havaittiin, ettd lievissa hemofilioissa potilaiden APTT-arvot jaivat vii-
tearvoalueelle, lahelle ylarajaa. Uusien tapausten kohdalla tdméa tarkoittaa kaytannossa
sitd, ettd APTT-tuloksen ollessa normaalilla viitearvoalueella, ladkari ei valttamatta
pyyda riittavia jatkotutkimuksia ja pahimmassa tapauksessa lievan hemofilian diagnoosi
viivastyy tai jaa jopa tekemattd. Tastd huomiosta syntyi kehittdmistarve vertailla muita
markkinoilla olevia reagensseja télla hetkella kaytossa olevaan reagenssiin, jotta APTT-
tutkimuksesta saataisiin herkempi niin, ettd myds lievissa hyytymistekijavajauksissa
APTT olisi poikkeava eli pidentynyt. (Joutsi-Korhonen 2010; Saarela 2010.)
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Opinnaytetyossani vertailin kahden muun APTT-reagenssin hyytymistekija-, herpariini-
ja lupusherkkyyttd nykyisin kaytdssé olevan reagenssin herkkyyteen. Tyon pédétavoite
oli reagenssien hyytymistekijaherkkyyden selvitys, koska APTT-tutkimuksen pé&é&kayt-
totarkoitus HUSLAB:in hyytymistutkimustyopisteessa on vuotohéiriiden seulonnassa.
(Leinonen 2010a). Opinnaytety6 tuotti tietoa ndiden kolmen eri reagenssin herk-
kyysominaisuuksista. Tietoa voidaan kayttdd hyodyksi tulevaisuudessa tapahtuvan

mahdollisen kilpailutuksen yhteydessa (Leinonen 2010b).

2 HEMOSTAASI

Veressd ja kudoksissa tiedetddn olevan useita kymmeni tekijoitd, jotka jollakin tavoin
vaikuttavat veren hyytymiseen. Hyytymisjarjestelmaan kuuluu sekd hyytymistekijoita
etta sdatelevia antikoagulantteja. Hyytymistekijoiden tehtdvand on edistdd hyytyman
muodostumista, kun taas antikoagulanttien vaikutus on painvastainen — ne estavat hyy-
tymistd. Normaalisti verenkierrossa antikoagulantit ovat vallitsevia, mutta verisuonivau-
rion syntyessa hyytymista edistavat tekijat aktivoituvat ja kumoavat antikoagulanttien
vaikutuksen. (Guyton — Hall 2000: 421.) Kuviossa 1 on esitelty hyytymiskaskadi hyy-

tymistekijoiden kannalta.

Kasite hemostaasi tarkoittaa kaikkia niitd mekanismeja, joilla elimistd reagoi verisuon-
ten vaurioihin ja verenvuotoon. Sen tarkoituksena on verenvuodon tyrehdyttdminen ja
toisaalta syntyneen hyytyman rajoittaminen paikalliseksi. Hemostaasi kaynnistyy valit-
tomasti verisuonen vaurioiduttua ja sen vaiheet voidaan jakaa kolmeen eri osa-
alueeseen: vaurioituneen verisuonen supistuminen, verihiutaletulpan muodostuminen ja
varsinaisen hyytymén muodostuminen (Haug — Sand — Sjaastaad 2007: 315). Fibrino-
lyysi taas on tapahtumasarja, joka liuottaa hyytyman, kun kudos on parantunut (Haug
ym. 2007: 321).

Varsinaisen hyytymisjarjestelman tehtdvana on muodostaa entsymaattisen ketjureaktion
tuotteena trombiinia, joka muuttaa fibrinogeenin fibriiniksi. (Lassila 2007: 37; Haug
ym. 2007: 320.) Tassé ketjureaktiossa yhden hyytymista edistdvéan aineen aktivoitumi-
nen aktivoi reaktion seuraavan vaiheen (Haug ym. 2007: 317). Yleisesti hyytymisjarjes-
telmén kohdalla puhutaan kaskadi- eli vesiputousmallista, jossa useat eri tekijat voimis-
tavat reaktiota entisestddn. Muun muassa trombiini vaikuttaa moniin eri hyytymiskas-
kadin vaiheisiin. (Haug ym. 2007: 319; Guyton — Hall 2000: 422.)



Hyytymistekijoista suuri osa on entsyymejd, joita kutsutaan seriiniproteaaseiksi. Niiden
aktivoitumiseen tarvitaan solukalvojen fosfolipidipintoja ja kalsiumia (Ca). Joidenkin
hyytymistekijoiden (protrombiini, tekijat FVII, FIX ja FX) toiminta on riippuvaista K-
vitamiinista. Plasmaperéiset hyytymistekijat FV ja FVIII seka suonen seindman kudos-
tekija toimivat ndissa hyytymiskaskadin entsymaattisissa reaktioissa kofaktoreina ja ne

ovat joko proteiineja tai glykoproteiineja. (Lassila 2007: 37.)

Né&in monimutkaisen jarjestelmén ollessa kyseessé, on selvad, ettd mika tahansa meka-
nismin osa tai yksittdinen hyytymistekija toimii puutteellisesti, vaikuttaa se koko hyy-
tymisjdrjestelman toimivuuteen. Hemostaasin hairididen taustalla voi olla toimimatto-
muus verisuonen supistumisessa, verihiutaleiden toiminnassa, varsinaisessa hyytymis-
jarjestelméssa tai fibrinolyysissa. Kaytanndssa hairid voi siis olla milla tahansa hemo-
staasin osa-alueella ja, mitd useammalla tasolla hairid on, sitd vakavammasta veren-

vuototaipumuksesta on silloin kysymys. (Saito 1984: 23; Hillman — Ault 1998: 409.)

Verenvuototaipumusta epéiltédessé ladkari selvittda potilaan oman ja suvun vuotoanam-
neesin sekd kartoittaa muut sairaudet ja kdytdssa olevat ladkkeet. Liséksi han pyytaa
valikoiman erilaisia laboratoriotutkimuksia, joilla voidaan l&hted selvittdmaan veren-
vuodon syyta. Yleistyneen vuototaipumuksen ensisijaisia seulontatutkimuksia ovat
trombosyyttien laskennan lisaksi aktivoitu partiaalinen tromboplastiiniaika eli APTT ja
tromboplastiiniaika eli TT. (Elonen 1998: 1221.) TT mittaa hyytymisjéarjestelman teki-
joiden FII, FVII, FX yhteisvaikutusta, kun taas APTT:n kohteena on hyytymisjarjestel-
man sisdisen aktivaatiotien toiminta (HUSLAB 2006a; Hillman — Ault 1998: 421). Hyy-
tymisjarjestelman toimintaa niin sisaisen kuin ulkoisenkin aktivaatiotien kannalta kuva-

taan my6hemmin tassa kappaleessa ja APTT on esitelty tarkemmin luvussa 3.

Jotta hemostaasin héiriitd voitaisiin ymmartad, on tunnettava miten hemostaasi toimii
terveessa elimistossa (Hillman — Ault 1998: 409). Koska koko hyytymisjarjestelméan
ymmartdminen niin hyytymista edistévien kuin estavien tekijoiden kannalta on vaativaa
ja jarjestelman kuvaaminen lyhyesti on haastavaa, olen tdssa tydssa rajannut hyytymis-
jarjestelmén kasittelyn keskeisimpiin hyytymistekijoihin. Hyytymista edistavien tekijoi-

den puutokset ovat tyon kannalta keskeisia.



2.1 Verisuonen supistuminen

Vaurioiduttuaan verisuoni supistuu nopeasti, jonka seurauksena verenvirtaus vaurioalu-
eelle vdhenee. Nain ehkaistadan liiallista verenhukkaa niin kauan, kunnes verihiutale-
tulppa on muodostunut ja veri on hyytynyt. (Haug ym. 2007: 316.) Supistumisen saavat
aikaan hermoimpulssit, paikallinen lihaskouristus sekd vaurioituneesta kudoksesta ja
verihiutaleista eli trombosyyteistd vapautuvat aineet. Kivun tuntemus vaurioituneessa
suonessa tai laheisessa kudoksessa laukaisee sympaattisia hermosyitd pitkin valittyvét
impulssit. Mahdollisesti suonen supistumisen taustalla on enimmékseen vaurio itse, joka
aiheuttaa paikallisen lihaskouristuksen. Pienemmissa suonissa supistuksen taustalla on
verihiutaleista vapautuva verisuonten supistumiseen vaikuttava aine. (Guyton — Hall
2000: 419.)

Supistus on sitd voimakkaampi, mita laajempi vaurio on. Siksi terévélla esineelld tehty
leikkaushaava vuotaa enemman, kuin rikkoutumisen tai repeytymisen aiheuttama haava.
Paikallinen suonen siledn lihasseindman kouristus voi kestaa useita minuutteja tai jopa
tunteja, mink& aikana verihiutaleet ehtivat muodostaa tulpan ja hyytyminen tapahtuu.
(Guyton — Hall 2000: 419.)

2.2 Verihiutaletulpan muodostuminen

Normaaleissa olosuhteissa verihiutaleet eivat tartu toisiinsa tai verisuonen seindmén
siledan endoteeliin. Endoteelin vaurioituessa, verihiutaleiden pinnan reseptorit padsevat

kosketuksiin kudoksesta paljastuvien kollageenisyiden kanssa ja sitoutuvat niihin.

(Haug ym. 2007: 316.) Verihiutaleiden tarkeimmét tarttumisreseptorit ovat glykoprote-
iineja ja ne tunnistavat seka kollageenia ettd von Willebrand — tekijaa (VWF) (kuvio 1).
VWF:44 on vapaana plasmassa ja se sitoutuu nopeasti vauriokohdasta paljastuneeseen
kollageeniin. Lisaksi trombiinin, fibriinin, histamiinin ja adrenaliinin vaikutuksesta

VWEF:44 erittyy plasmaan endoteelisoluista. (Lassila 2007: 34.)
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KUVIO 1. Verihiutaleen tarttuminen kollageeniin. ( vVWF=von Willebrand tekija,
GP-glykoproteiini)



Sitouduttuaan reseptoreillaan kollageeniin ja VWF:&an (trombosyyttien adheesio), akti-
voituvat verihiutaleet muuttavat muotoaan ja muodostavat mustekalamaisia lonkeroita
(Guyton — Hall 2000: 420, Lassila 2007: 34). Samalla niiden varastorakkuloista vapau-
tuu aineita (sekreetio), muun muassa adenosiinidifosfaattia eli ADP:ta (kuvio 2), joka
muuttaa verihiutaleiden pinnan tahmeaksi. Aktivoituneisiin verihiutaleisiin tarttuu uusia
verihiutaleita, jolloin ne vapauttavat oman ADP:nsé ja néin prosessi jatkuu. Verihiuta-
leet muodostavat myos tromboksaani A2:ta, joka osaltaan tehostaa verihiutaleiden Kkiin-
nittymisté toisiinsa (aggregaatio). (Haug ym. 2007: 316.) N&in syntyy l6yha verihiutale-
tulppa, joka my6hemmin lujittuu fibriiniverkon vaikutuksesta (Guyton — Hall 2000:
420).
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KUVIO 2. Verihiutaletulpan muodostuminen.

2.3 Hyytyman muodostuminen

Verihiutaletulpan sisalle ja ymparille syntyva fibriiniverkko muodostuu plasman liukoi-
sen proteiinin fibrinogeenin muuttuessa liukenemattomiksi fibriinisdikeiksi. Fibrinogee-
ni muodostetaan maksassa ja sitd esiintyy aina terveen ihmisen veressd. Sen tehtéva
hyytymisessd on keskeinen, koska se liittdd verihiutaleet toisiinsa. (Haug ym. 2007:
316-317.) Fibrinogeenin liséksi myds trombiini on keskeisessa asemassa, koska veri-
hiutaleiden ja muiden solujen pinnalla syntyva trombiini huolehtii oman muodostumi-
sensa jatkumisesta aktivoimalla monia hyytymistekijoita ja verihiutaleita (Lassila 2007:
37). Trombiinia tarvitaan fibrinogeenin muuttamisessa fibriiniksi, mutta se vaikuttaa
my6s fibriiniverkon stabiloitumiseen aktivoimalla hyytymistekijaa FXII (Haug ym.

2007: 317). Toisaalta trombiini aktivoi endoteelisolujen pinnalla hyytymistd saatelevia



6

tekijoita, jotka kaynnistavat fibrinolyysin. Ndin hyytymisjarjestelman toiminta pysyy
tasapainossa. (Lassila 2007: 37.)

Jotta fibrinogeenistd saadaan fibriinid, tarvitaan siis trombiinia. Sitd ei kuitenkaan voi
olla normaalisti veressd, vaan se on inaktiivisena esiasteena protrombiinina (tekija I1).
(Haug ym. 2007: 317.) Trombiinin muodostus on riippuvainen kahdesta eri hyytymiste-
kijakompleksista, tenaasista (1Xa ja VIlla), joka aktivoi hyytymistekijan X ja protrom-
binaasista (Va ja Xa), joka muuttaa lopulta protrombiinin trombiiniksi. Naiden komp-
leksien vaikutuksesta trombiinia syntyy suuria maaria (voimistuminen). (Abshire — Jobe
2009: 437; Lassila 2007: 38).

Hyytymistekija X (FX) voi aktivoitua kahta eri reittid pitkin (kuvio 4): siséista ja ulkois-
ta (Haug ym. 2007: 317; Lassila 2007: 37-38). Oikeastaan hyytymistapahtuman jaottelu
siséiseen ja ulkoiseen aktivaatiotiehen on vanhentunut kasitys. Sen sijaan hyytyman
muodostumisessa tarkeitd vaiheita on kolme: alku (ulkoisen aktivaatiotien kautta), voi-
mistuminen ja trombiinigeneraatio (kuvio 3). Koska APTT -tutkimuksen kannalta sisai-
nen aktivaatiotie on kuitenkin keskeinen, olen paatynyt kuvaamaan hyytymisen aktivaa-
tioteiden kautta. Nykytietdamyksen mukaan hyytymistapahtuman kéynnistymisessé paa-

rooli on niin sanotussa ulkoisessa aktivaatiotiessa. (Abshire — Jobe 2009: 437.)

Hyytymisjarjestelma

Vil
IX

¥
TF/VIla
X
Y

4—
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Fibrinogeeni —"—» Fibriini

i

KUVIO 3. Hyytymisjarjestelmén toiminta. (Joutsi-Korhonen — Koski 2010.)
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Aktiivisesta hyytymistekijastd X (FXa) lahtien siséinen ja ulkoinen aktivaatioreitti jat-
kuu samanlaisena hyytymén muodostumiseen saakka (kuvio 4). Tenaasi on sisaisen
aktivaatioreitin kompleksi, kun taas protrombinaasi vaikuttaa hyytymiskaskadin loppu-
paassa. Verisuonen vaurioituessa hyytyminen k&ynnistyy molempien aktivaatioteiden
kautta, kun kudostekijé joutuu tekemisiin veren kanssa. (Haug ym. 2007: 317; Lassila
2007: 37-38). Sisdisesta ja ulkoisesta aktivaatiotiestd puhuttaessa ei niitd voida koko-
naan erottaa toisistaan, koska ulkoisessa aktivaatiotiessa aktivoitunut hyytymistekija VII
(FVIa) aktivoi myos sisdisen aktivaatioreitin FIX:n (Haug ym. 2007: 320; Lassila
2007: 38; Maki — Tambyah 2001).

Sisdinen aktivaatiotie

Kollageeni/HMWK/Prekallikreeni

l

FXII ——» FXlIla
l Ulkoinen aktivaatiotie

FXI — IXla

l Kudostekija/FVila
v

FIX —» FIXa

FVIII —» FVIla

Tenaasikompleksi

X —» FXa

FV —» FVa Protrombinaasi-
kompleksi

Protrombiini = Trombiini eli FII

Fibrinogeeni —®  Fibriini

KUVIO 4. Hyytymiskaskadi. Tenaasi- ja protrombinaasikompleksit on ympyroity
punaisella. (Mukaillen Zimring 2009: 607; Lassila 2007: 38; Maki — Tambyah
2001).



2.3.1 Ulkoinen aktivaatiotie

Kun vahingoittuneesta kudoksesta vapautuu kudostekijad, kaynnistyy niin sanottu ul-
koinen aktivaatiotie (Kuvio 4). Myohemmin kudostekija ja hyytymistekija VII muodos-
tavat kompleksin, joka kalsiumionien l&sné ollessa vaikuttaa entsymaattisesti tekijaan X
muuttaen sen aktiiviseen muotoon (Xa). Tastd eteenpdin sekd ulkoinen ettd sisdinen
aktivaatiotie jatkuu samanlaisena aina siihen asti, kunnes hyytymé& muodostuu. Xa yh-
distyy valittomasti sek& fosfolipidien, ettd tekijadn V kanssa muodostaen protrom-
binaasikompleksin, joka vaikuttaa protrombiiniin. Kalsiumionien lasnd ollessa tdma
kompleksi pilkkoo protrombiinin trombiini-muotoon. (Guyton — Hall 2000: 423; Lassila
2007: 38.) Trombiini on entsyymi, joka vaikuttaa fibrinogeeniin irrottamalla siitd kaksi
peptidid, jolloin syntyy ensin liukoisessa muodossa olevia fibriinimonomeereja. Liu-
kenematon hyytymé syntyy, kun ndmé fibriinimonomeerit polymerisoituessaan haaroit-
tuvat ja trombiinin aktivoima tekija Xllla stabiloi fibriinisdikeet. (Guyton — Hall 2000:
422-423 ; Lassila 2007: 38.)

2.3.2 Sisdinen aktivaatiotie

Niin sanottu sisdinen aktivaatiotie (kuvio 4) kaynnistyy, kun vereen kohdistuva trauma
tai kosketus verisuonen seindamésta paljastuvien kollageenisyiden kanssa muuttaa hyy-
tymistekijan XI1 aktiiviseksi (FXIla) (Guyton — Hall 2000: 423). Kontaktipinnan (kolla-
geenisyyt) lisaksi tdhan aktivoitumiseen tarvitaan kofaktoreita kuten prekallikreeni ja
korkean molekyylipainon kininogeeni (HMWAK, high-molecular-weight kininogen)
(Hillman — Ault 1998: 413; Abshire — Jobe 2009: 437). Xlla vaikuttaa entsymaattisesti
hyytymisjérjestelman seuraavaan tekijaén XI aktivoiden sen. Xla taas aktivoi seuraavan
tekijan IX. NyKkyisin tiedetdan, ettd ndma tapahtumat ovat sivuroolissa varsinaisen hyy-
tymisen kannalta. (Abshire — Jobe 2009: 437.)

Aktivoitunut tekija 1Xa toimii yhdessa trombiinin aktivoiman hyytymistekijan VIlla,
verihiutaleiden fosfolipidien ja kalsiumionien (Ca2+) kanssa niin, ettd hyytymistekija X
aktivoituu. (Guyton — Hall 2000: 423). Tasta eteenpdin reaktio jatkuu samanlaisena,

kuin ulkoisessa aktivaatioreitissa olen kuvannut.

Sisaisen aktivaatiotien viimeinen vaihe, jossa tarvitaan tekijoita 1Xa, VIlla, verihiutalei-
den fosfolipideja sek& kalsiumioneja, on kriittinen siksi, ettd tekijoiden VIII ja IX syn-

nynnaiset puutokset aiheuttavat verenvuototaudin eli hemofilian. (Guyton — Hall 2000:
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423; Haug ym. 2007: 321). Myo6s hemofilioissa pieni madrd trombiinia muodostuu ul-
koisen aktivaatiotien kautta kudostekijan ja FVIla:n reagoidessa keskenadn, ja nain hyy-
tymisen alussa syntyy fibriiniverkko. Tama tapahtuma on kuitenkin riittdméaton hyyty-
misen yllapitdmiseksi, koska lisatrombiinin muodostus on riippuvainen tenaasi-
kompleksista. Lisaksi ulkoisen aktivaatiotien vaikutus vaimenee nopeasti, koska sitd
séateleméaan tulee kudostekijainhibiittori eli TFPI (tissue factor pathway inhibitor). (Ab-
shire — Jobe: 2009: 437.) Tenaasissa Vllla toimii kofaktorina IXa:n ollessa entsyymi.
Né&iden molempien hyytymistekijoiden toiminta on yht4 tdrke& hyytymistapahtuman
etenemiselle. (Lassila — Siimes — Rasi 2007: 519-20.)

von Willebrand —tekija (VWF) vaikuttaa valillisesti myds sisdisen aktivaatiotien hyyty-
mistekijan VIII maaréan, koska VWF:n tehtdvénd on vaikuttaa paitsi verihiutaleiden
tarttuvuuteen myos toimia hyytymistekija VIIl:n kantajana verenkierrossa. von Wille-
brandin —tauti voi siis aiheuttaa APT-ajan pidentymistd, mik&li VVI11:n taso on alentunut.
(Mékipernaa — Armstrong 2007: 534). Verenvuototaipumuksen taustalla voi olla mygs
jonkin muun plasman hyytymistekijan puute, verihiutaleiden puute tai toimimattomuus
tai vaskulaarinen syy. Yleistyneen vuototaipumuksen seulontakokeita ovat trombosyyt-
tien laskenta, tromboplastiiniaika eli TT seka aktivoitu partiaalinen tromboplastiiniaika
eli APTT (Elonen 1998: 1221).

3 AKTIVOITU PARTIAALINEN TROMBOLASTIINIAIKA JA SEN KAYTTO-
ALUEET

Aktivoitu partiaalinen tromboplastiiniaika eli APTT on seulontatutkimus, jota kdytetaan
ensisijaisesti hyytymishairididen selvittelyyn (HUSLAB 2010a). Mikali potilaalla on
epéselvia verenvuotoja, voidaan APTT:n avulla seuloa mahdollisuutta siséisen aktivaa-
tiotien hyytymistekijavajauksesta. Yleisimmat perinndlliset hyytymistekijavajaukset
ovat FVIII- ja FIX-tekijoiden puutoksia tai vajauksia, jolloin kyseessd on A- tai B-
hemofilia. Von Willebrandin —taudissa VWF:n aktiivisuus tai pitoisuus tai molemmat on
alentunut ja vaikeisiin tautimuotoihin liittyy FVIII-tason alentuminen. APTT:n kayton
kannalta ndméa sairaudet nousevat merkittavimmiksi, koska ne ovat yleisimmat perin-
ndlliset verenvuototaudit. (Kolde 2001: 78-79; Lassila ym. 2007: 516.)

FVIII ja FXI —puutosten lisédksi, myds muut siséisen aktivaatiotien faktorien vakavat

puutokset tulevat APTT:II& ndkyviin hyytymisajan pidentymisend. Nama tautitilat ovat
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kuitenkin harvinaisia. APTT:II& esiin tulevan vuototaipumuksen taustalla voi myos olla
disseminoitunut intravaskulaarinen koagulaatio (DIK), maksan vajaatoiminta (koska
suurin osa hyytymistekijoistad tuotetaan maksassa) tai hankinnainen tautitila. (Kolde
2001: 79; Lassila ym. 2007: 516; HUSLAB 2010a.) Hankinnaisessa hemofiliassa henki-
I6lle kehittyy autovasta-aineita useimmiten hyytymistekija FVIlI:a kohtaan, ja se néh-
daén APT-ajan pidentymisend. Autoimmuunitauti ja syévat ovat hankinnaiselle hemofi-
lialle altistavia sairauksia. Hankinnainen hemofilia on hyvin harvinainen (yksi miljoo-
nasta sairastuu vuosittain). (Oksanen 2007:559.)

APTT-tutkimuksen toinen kéyttotarkoitus on fraktioimattoman hepariinihoidon seuran-
ta. My0s suonensiséisten suorien trombiininestdjien seurannassa voidaan kayttad APTT-
tutkimusta. Pienimolekyylinen hepariini ei yleensd pidennd APT-aikaa, mutta pidenty-
essddn APTT-tulos viittaa ladkkeen kumuloitumiseen ldhinn& munuaisten vajaatoimin-
nan yhteydessa. Tukoshéiridissa APTT-arvoa voi pidentda niin sanottu lupusantikoagu-
lantti, joka on fosofolipidivasta-aine. Kuten jo edelld on useasti mainittu, APTT mittaa
siséisen aktivaatiotien hyytymistekijoiden (XII, XI, IX, VIII, X, V, Il ja I) yhteisvaiku-
tusta. On muistettava, ettd seulontatutkimuksena se on yksindan epéspesifinen ja epé-
herkkd, mutta sitd kaytetddn yhdessé tromboplastiiniaika -tutkimuksen (P-TT) kanssa
hyytymishdairididen seulonnassa. (HUSLAB 2010a; Leinonen 2010.) Tutkimuksen epa-
herkkyydesta kertoo se, ettd APTT tulos poikkeaa vasta, kun joku sisdisen aktivaatiotien
tekijat VIII, IX tai XI vahenevét alle 30-40 %:iin normaalista. Téllaisia alenemia havai-
taan vaikeassa ja keskivaikeassa hemofiliassa ja von Willebrandin taudissa. (Oksanen
2007: 551.)

3.1 Perinnolliset hemofiliat ja von Willebrandin tauti

A-hemofilia eli klassinen hemofilia on verenvuototauti, joka johtuu hyytymistekijan
VIII puutoksesta tai vajauksesta ja B-hemofilian taustalla on vajaus tai puutos entsy-
maattisessa tekijassa IX (Forbes 1984: 177; Brower — Thompson 2000a,b; Lassila ym.
2007). Hyytymistekijoita V11 ja IX koodaavat geenit sijaitsevat X-kromosomissa, joten
naiden periytyminen on kytkeytynyt naissukupuoleen. Mutaatio jommassa kummassa
naistd geeneistd tekee naisesta hemofilian kantajan. Useimmiten kantajanaisella ei
esiinny Kliinista tautia, koska hénen toinen, terve vastinkromosomissa oleva geeni kor-
vaa virheellisen geenin toimintaa. (Brower — Thompson 2000a; Lassila ym. 2007: 517.)
Kantajanaisella on kuitenkin jokaisessa raskaudessa 50 % mahdollisuus siirtdd mutatoi-

tunut geeni lapselleen. Mutatoituneen geenin perineet poikalapset saavat kliinisen tau-
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din, koska heilta puuttuu kompensoiva kromosomi. Tytoisté taas tulee kantajia. Sairas-
tuneet pojat siirtdvat virheellisen geenin aikanaan kaikille tyttarilleen, mutta eivét pojil-
leen. (Forbes 1984: 177, Brower — Thompson 2000a; Lassila ym. 2007: 517.)

Seka A- etta B-hemofilioissa esiintyy eri vaikeusasteita ja ne méaaritetaan kliinisen ku-
van ja hyytymistekijaaktiivisuuden perusteella. Hyytymistekijan aktiivisuuden puutos
voi olla vaikea, keskivaikea tai lieva. Mita alhaisempi hyytymistekijéaktiivisuus on, sita
vaikeammasta verenvuototaudista on kyse. Terveelld ihmiselld FVIII ja FIX aktiivisuus
on 50 — 150 %, kun taas vaikeassa hemofiliassa plasmassa ei todeta lainkaan néiden
hyytymistekijoiden aktiivisuutta. Laboratoriokokeiden spesifisten hyytymistekijaaktii-
visuusmaéritysten herkkyys riittdd havaitsemaan 1 %:n aktiivisuuden, joten vaikeaa
hemofiliaa sairastavilla aktiivisuuden ilmoitetaan olevan alle 1 %. Keskivaikeassa he-
mofiliassa hyytymistekijaaktiivisuus on 1 — 5 % ja lievéassé tautimuodossa liikutaan 5 —
40 %:n valilla. (Rasi, Vesa 2007: 11-12 .)

Vaikeat hemofiliat diagnosoidaan usein jo ensimmaisend ikdvuotena, mutta lievat tau-
timuodot saattavat tulla esiin vasta aikuisialla esimerkiksi hampaanpoiston yhteydessa
tai muun toimenpiteen yhteydessa, kun verenvuoto ei tyrehdyk&én normaalisti. (Forbes
1984: 178; Brower — Thompson 2000 a,b; Lassila 2007: 520.) Kliinisind oireina vaike-
assa A-hemofiliassa ovat spontaanit nivel- ja lihasvuodot, aina poikkeavat leikkausvuo-
dot ja vuoto aina hampaanpoiston yhteydessa. Liséksi verivirtsaisuus on tavallista. Kes-
Kivaikeassa ja lievassa tautimuodossa oireet ovat lievemmat. (Lassila ym. 2007: 521.)
Vuotohdirididen hoitona kaytetddn suonensisdisesti annettavaa hyytymistekijaa, jolla
hyytymismekanismi normalisoidaan tilapéisesti. Kéytdssa on sekd ennaltaehkaisevaa
ettd tarpeen mukaan annettavaa hoitoa ja hoitomuoto riippuu taudin vaikeusasteesta ja

siitd onko potilas lapsi vai aikuinen. (Lassila ym. 2007: 523.)

von Willebrandin tauti (VW-tauti) on yleisin verenvuotohairion taustalla oleva sairaus,
mutta vaikka jopa 1 %:lla véestosté voidaan todeta tautiin viittaavia laboratorioloydok-
sid, vain noin kymmenesosalla heista esiintyy Kliinisesti merkittavia vuoto-oireita. Tau-
tidiagnoosia asetettaessa on siis syytéa tarkastella laboratorioarvoja ennen kaikkea vuoto-
oireiden kannalta. VW-tauti periytyy autosomissa ja voi siis esiintya seka miehilla etta
naisilla. VW-tautia on montaa eri tyyppid. (Mékipernaa — Armstrong 2007: 532, 535—
537.)
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Se, miten tautiin liittyva von Willebrandin tekijan (VWF) aleneminen vaikuttaa APT -
aikaan, liittyy VWF:n tarkeadn tehtdvaan toimia sisdisen aktivaatiotien tekijan V111 kan-
tajana verenkierrossa. VWF suojaa hyytymistekijaa VIII (FVIII) pilkkoutumiselta niin
kauan kuin se on sitoutuneena VWF:&éan. llman VWF:44 FVIII:n puoliintumisaika on
huomattavan lyhyt ja tasta seuraa se, ettd VWF:n puutos vaikuttaa myos FVIII:n maa-
raan veressa. Jotta FVIII:n puutos vaikuttaisi APT-ajan pidentymiseen, taytyy tdman
hyytymistekijatason olla alle 30 %. von Willebrandin taudissa APTT tulos voi olla
my6s normaali. (Méakipernaa — Armstrong 2007: 534, 538.)

3.2 Hepariinihoidon monitorointi

Vuototaipumuksen selvittelyn lisdksi liuotushoidon seuranta on yksi tarkeimpid APTT:n
kayttdalueita. Veritulpan liuotushoidon yhteydessd suonensiséisesti annettu fraktioima-
ton hepariini (UFH) vaatii jatkuvaa APTT-arvojen seurantaa, jotta potilaan annostus
pysyy terapeuttisella alueella ja toisaalta ettei potilaalle aiheuteta vuotokomplikaatioita.
Hepariini on yleisin kéyt6ssd oleva nopeavaikutteinen antikoagulantti ja sitd kaytetaan
laskimo- ja keuhkoveritulpan ensivaiheen hoidossa seké naiden sairauksien ehké&isyssé.
Lisaksi sitd kaytetdan akillisten valtimotukosten hoidossa, sydan- ja verisuonikirurgian,
hemodialyysihoitojen ja plasmanvaihtojen yhteydessa sekd DIK:n hoidon osana. (Mus-
tonen — Lassila 2007: 602.)

Hepariini on eripituisten hepariiniglykosaminoglykaanien seos ja se eristetdan sian suo-
liston syottdsoluista tai naudan keuhkokudoksesta. Hepariinin tarkein antikoagulaatio-
vaikutus perustuu siihen, ettd se parantaa antitrombiinin kykya estéa trombiinin ja akti-
voituneen tekijan X toimintaa hyytymistapahtumassa. (Eby 1997: 1105; Rossinen —
Lassila — Nieminen 2004: 636; Mustonen — Lassila 2007: 603.) Vaikka hepariinin vai-
kutus ei ulotu hyytymaan sitoutuneeseen trombiiniin, on hepariinilla kuitenkin térkea
osuus infarktisuonen auki pitdmisessd, silla seka trombiini, ettd FXa voivat aiheuttaa
uuden veritulpan paljastuessaan hyytymasta fibrinolyysin yhteydessa (Rossinen ym.
2004: 636).

Hepariinihoito aloitetaan boluksena laskimoon, jonka jalkeen annostus jatkuu infuusio-
na potilaan painokilojen mukaan. APTT-maaritys tehdaan neljan tunnin kuluttua hoidon
aloittamisesta ja seurantaa jatketaan aluksi useita kertoja péivassa ja myéhemmin kerran
péivassé aina samaan aikaan, jotta véltetdan hepariinin kumulaatio. APTT:n tavoitear-

von tulisi olla 2-3 kertaa potilaan normaaliarvoa korkeampi. (Heparin Leo 2002; Rossi-
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nen ym. 2004: 636; Mustonen — Lassila 2007: 602.) APTT-tuloksen perusteella annos-
tusta muutetaan tarvittaessa ja hoitoa jatketaan yleensd véhintaan 5-6 vuorokautta (He-
parin Leo 2002).

Nykyisin fraktioimattoman hepariinin sijasta kaytetddn yhd enemman lyhytketjuista
hepariinia (LMWH, low molecular weight heparin), koska silla on monia etuja frakti-
oimattomaan hepariiniin nédhden. Yksi helppokéyttoisyyteen ja edullisuuteen liittyva
tekija on se, etté se ei vaadi (APTT-tutkimuksen) laboratorioseurantaa samoin kuin frak-
tioimaton hepariini. Lyhytketjuinen hepariini ei kuitenkaan tule tdysin syrjayttdmaan
fraktioimatonta hepariinia, koska silla on kilpailijaansa néhden erityisid etuja. N&ma
edut tulevat esille sydan- ja keuhkokonetta vaativissa sydanleikkauksissa, plasmanvaih-
dossa ja tapauksissa, joissa vuotoalttiilla tai vélittomaan leikkaukseen joutuvalla poti-
laalla on aktiivinen tromboosi tai munuaisten vaikeata vajaatoimintaa sairastava saa
ennaltaehkaisevédé hepariinihoitoa tromboosiin. (Hirsh ym. 1995: 258S, 267S; Lassila —
Heinonen 2001: 2598; Lassila — Mé&kipernaa 2007: 2925 — 2926.) Néin ollen, koska
jatkossakin fraktioimatonta hepariinia kdytetdan erityistilanteissa, pysyy myos APTT-

tutkimus tarpeellisena hepariinihoidon seurannan mittarina.

3.3 Lupusantikoagulantti

Selittamattoman pitkdn APTT:n taustalla voi potilaalla olla niin sanottu lupusantikoagu-
lantti, johon luetaan kuuluvan joukko spesifiteetiltddn heterogeenisia fosfolipidivasta-
aineita. Lupusantikoagulantti liittyy fosfolipidivasta-aineoireyhtymaan, joka voi olla
primaarinen tai sekundaarinen eli esiintyd muiden sairauksien, kuten autoimmuunisaira-
uksiin kuuluvan SLE:n tai esimerkiksi syopakasvaimen, yhteydessd. Fosfolipidivasta-
aineoireyhtyma on hankinnainen tukostaipumusta aiheuttava tila. Oireyhtymén diagnos-
tisina kriteereind pidetdan joko aiemmin sairastettua veritulppaa tai toistuvia kesken-
menoja seké lupusantikoagulantin, kardiolipidivasta-aineiden tai beeta2-glykoproteiini |
—Vvasta-aineiden toteamista véhintd&n kahdessa laboratoriokokeessa kuuden viikon vé-
lein. 3 — 14 %:lla laskimotukoksen sairastaneista potilaista todetaan lupusantikoagu-
lantti. (Halonen 2006; Puurunen — Syrjala 2007.)

Lupusantikoagulantti pidentdad APTT-tulosta, koska se on fosfolipideistd riippuvainen
hyytymistekijamaaritys. Lupusantikoagulantin aiheuttama APTT:n pidentyminen on

paradoksaalista, koska lupusantikoagulantti aiheuttaa potilaalle tukostaipumuksen, mut-



14

ta APTT-arvo viittaa vuototaipumukseen. Tdma johtuu siitd syystd, ettd lupusantikoagu-
lantti pidentdd veren hyytymista vain koeputkessa, ei elimistossa. (HUSLAB 2010c.)
Haasteellista APTT-maéarityksen kannalta on se, ettd veritulppaan hepariinihoitoa saa-
valla potilaalla voi olla lupusantikoagulantti, jolloin APT-ajan pidentymisen taustalla on
sekd hepariini, ettd lupusantikoagulantti. Tdm& voi johtaa epatarkoituksenmukaiseen
hepariinin annosteluun, jos hoitoa suunnitellaan ainoastaan APTT:n perusteella. Tam&
problematiikka tekee reagenssin valinnasta haastavaa, silla se ei saa olla liian herkk&
lupusantikoagulantin vaikutukselle, jotta se olisi viel& luotettava hepariinihoidon mitta-
ri. (Kolde 2001: 80; Saarela 2010 b.)

4 AKTIVOIDUN TROMBOPLASTIINIAJAN MAARITTAMINEN HUSLAB:IN
HYYTYMISTUTKIMUSTYOPISTEESSA

APTT -madritys tehdddn HUSLAB:in hyytymistutkimustyopisteessa plasmasta ja tut-
kimuslyhenteend kaytetddn ndin ollen P-APTT. Menetelmd mittaa hyytymisaikaa se-
kunteina ja tutkimuksen viitearvot nykyiselld reagenssilla ovat (vuodesta 2007 alkaen)
kaikille 23 — 33 sekuntia. Viitearvot ylittdvdn APTT-tuloksen syy taytyy aina selvittéda
jolloin ensisijaisesti on suljettava pois nadytteenoton hepariinikontaminaatio. Hepa-
riinikontaminaatio voi tapahtua, mikali ndyte otetaan heparinisoidusta kanyylista ilman
riittavad verihukkamaardd. (HUSLAB 2010a; CLSI 2008.) Alentuneita APTT-arvoja
taas tavataan potilailla, joilla on tukostaipumus tai tilanteessa, jossa akuutin faasin reak-
tiosta johtuen FVIII-taso on kohonnut (Kolde 2001: 79; Leinonen 2008).

Ilmaisu “’partiaalinen” eli osittainen tromboplastiini tarkoittaa sitd, ettd verrattuna TT-
maadritykseen, APTT-reagenssi sisaltaa fosfolipideja ja kalsiumkloridia (CaCl,), mutta
ei kudostekijagd. APTT:n normaali viitevéli on riippuvainen reagenssista ja kéytetysta
laitteesta, jolloin kunkin kliinisen laboratorion on itse méaéritettava viitearvot kaytta-
mansa menetelma huomioon ottaen. Koska APTT-reagenssien ominaisuudet vaihtelevat
laagjasti, Kliiniset paatokset APTT:n perusteella voidaan tehda vain, mikali reagenssin
ominaisuudet tunnetaan. (Kolde 2001: 78-79.)

APTT-maéritysta varten nayte otetaan kansainvalisen sopimuksen mukaan silikonoituun
lasi- tai muoviputkeen, jossa antikoagulanttina on 3,2 % natriumsitraatti (CLSI 2008).
Natriumsitraatin antikoagulaatiovaikutus perustuu siihen, ett4 se sitoo naytteen Ca 2+ -

ionit, jotka ovat valttamattomia hyytymistapahtuman kaynnistymiselle ja etenemiselle.
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APTT-maéarityksessa potilasnaytetta inkuboidaan fosfolipideja ja kontaktiaktivaattoria
sisdltavan APTT-reagenssin kanssa, jonka vaikutuksesta naytteessé k&ynnistyy niin sa-
nottu kontaktiaktivaatio FXII:n aktivoituessa. Reagenssin fosfolipidit korvaavat elimis-
ton verihiutaleiden kalvojen roolia ja kontaktiaktivaattori taas jéljittelee kosketusta ve-
risuonen seindman kollageenin kanssa. Kun aktivaatio on tapahtunut taydellisesti, nayt-
teeseen lisatadn kalsiumkloridia varsinaisen hyytymisen k&ynnistamiseksi. Hyytyman
muodostumiseen kulunut aika mitataan. (Saarela 2007; Leinonen 2008; Lassila 2007:
37.) APTT-nayte séilyy erottelemattomana huoneenlammossa 4 tuntia. Mikali ndytteen
toimitus viivastyy, on se sentrifugoitava ja pakastettava. (CLSI 2008.) HUSLAB:issa
APTT-néytteen sdilyvyys ja kasittely on ohjeistettu erikseen. Sentrifugointi tapahtuu
2500 g:n nopeudella 10 minuuttia. (Saarela 2007.)

4.1 APTT-reagenssit

APTT-reagenssi siséltad fosfolipideja ja kontaktiaktivaattoria. Riippuen reagenssival-
mistajasta, kalsiumkloridi tulee joko reagenssipakkaukseen mukana tai hankitaan erik-
seen. Kontaktiaktivaattori on seos, jossa on joko negatiivisesti varautuneita partikkelei-
ta, kuten kaoliinia tai silikaa, happoa (ellagic acid) ja polyfenolia tai sulfatideja, jotka on
yhdistetty kaoliinin kanssa. Reagenssin fosfolipidit voivat olla synteettisesti valmistettu-
ja, eldimen kudoksesta eristettyja tai perdisin jostakin kasvista, kuten soijapavusta.
Yleensa erilaisten fosfolipidien seos, mukaan lukien fosfatidyyli seriini, toimii parhai-
ten. Reagenssin ominaisuuksista kontaktiaktivaattoria tarkeampi on fosfolipidien tyyppi
ja konsentraatio. (Kolde 2001: 79.)

Meilahden hyytymistutkimustyopisteessd APTT-maarityksissa on vuodesta 2007 alkaen
ollut kaytossé saksalaisen valmistajan Siemensin Actin FSL —reagenssi. Lyhenne FSL
tulee sanoista ”Factor Sensitive and Lupus anticoagulant sensitive reagent”. TAma viit-
taa siihen, ettd reagenssi on tunnettu hyytymistekija- sekd lupusantikoagulanttiherkkéna
reagenssina. (Lawrie A.S. ym. 1998: 180.) Muut testattavat reagenssit olivat ranskalai-
sen Diagnostica Stagon valmistama PTT Automate (myohemmin STAGO) ja italialai-
sen Instrumentation Laboratoryn IL Test APTT-SP (IL). Viimeksi mainittu reagenssi
on jo HUSLAB:issa kéaytossa lupusantikoagulantti (P-LupusAK) maarityksissa. (Leino-
nen 2010a.)

Actin FSL —reagenssia voidaan kayttdd manuaalisesti toimivissa tai tadysin automatisoi-

duissa hyytymisanalysaattoreissa. Kayttovalmisreagenssi sdilytetddn jadkaapissa
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+4°C:ssa. Ennen kéyttoa se on kuitenkin sekoitettava hitaasti kdénnellen 5 — 8 kertaa.
Avaamaton reagenssi sailyy jadkaapissa viimeiseen kayttopéivaan asti. Avattu reagenssi
on séilytettdva jadkaapissa ja se on toimiva seitsemén paivén ajan avaamisesta. Actin
FSL —reagenssi sisaltdd sek& soijasta peréisin olevia ettd kanin aivoista eristettyja puh-
distettuja fosfatideja hapossa (allagic acid). Liséksi siihen on lisatty puskuria ja stabi-
lointi- sek& séilontaaineita. Kalsiumkloridi ei tule reagenssipakkauksen mukana, vaan se

taytyy tilata erikseen. (Siemens 2006.)

Stagon reagenssi on muista poiketen kylmakuivattu jauhe, joka liuotetaan 5 ml:aan tis-
lattua vettd, jonka jalkeen sen annetaan seistd huoneenlammadssé 30 minuuttia. Ennen
kayttod liuos sekoitetaan. Pakkaus ei sisallda kalsiumkloridia. Kylmakuivattuna tdma
reagenssi sailyy jadkaapissa viimeiseen kayttOpaivaan asti, mutta valmiina liuoksena
séilymisaika jaakaappildampotilassa (+4°C:ssa) on seitsemén paivad. Reagenssi siséltad
kanin aivoista eristettyja trombosyytteja korvaavia aineita ja partikkeliaktivaattoria pus-

kuroidussa ymparistéssa. (Diagnostica Stago 2005.)

IL:n reagenssipakkauksessa kalsiumkloridi on kayttovalmis sellaisenaan, mutta varsi-
nainen reagenssi vaatii voimakkaan sekoittamisen ennen kayttoa (kasin 15 sekuntia tai 5
sekuntia VVortex-sekoittajassa). Seka reagenssi etta kalsiumkloridi sdilytetaan jaakaapis-
sa, ja avaamisen jalkeen molempia voidaan kayttaa 30 paivad. Avattuna tdma reagenssi
séilyy huomattavan paljon kauemmin kuin Actin FSL tai Stago-reagenssi. Avaamatto-
mana ILreagenssi séilyy viimeiseen kayttopdivaan asti. IL-reagenssi on kolloidi silika
dispersio, jossa on synteettisid fosfolipideja, puskuria ja sdilontaaineita. (Instrumentati-
on Laboratory 2005.)

4.2  Hyytymisajan mittaaminen Sysmex® CA-7000-analysaattorilla

Reagenssitestaukset tehtiin HUSLAB:in hyytymistutkimustyopisteessdé Sysmex CA-
7000 —analysaattorilla, koska se on ensisijaisesti kdytossa oleva APTT-madrityslaite.
(Kuvio 6). Hyytymisajan mittaaminen Sysmex® CA-7000-analysaattorilla perustuu
sekd valonsirontaan ettd hyytymisen prosentuaaliseen mittaamiseen paatepistemenetel-
malla. Sysmexin® CA-sarjan analysaattorille on ominaista, ettd hyytymistutkimuksen
ollessa kyseessd naytteessa ei tapahdu suurta muutosta valonsironnan suhteen heti rea-
genssin lisddmisen jalkeen. Hyytymistapahtuman edetessa fibriinimonomeerien polyme-

risaatio Kiihtyy ja reaktioseos tulee sameaksi. Reaktioseos valaistaan kirkasvalosateilya
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emittoivan diodin avulla ja 90 asteen kulmassa mitattu valonsironnan méard muutetaan
séhkdiseksi signaaliksi, jolloin reaktioseoksen sameus voidaan havaita optisesti. Tdma

on valonsirontamenetelmé. (Sysmex 2007.)

Coagulation mechanism activation J

‘ i
Thrombin s @
Fibrin monomer polymerization

L B g R

Fibrinogen Fibrin monomer Visible fibrin clot

L 100%
Coagulation curve

Amount of scattered light

Reagent dispense

:

Clotting time Time

KUVIO 5. Hyytymisajan mittaaminen Sysmex® CA-7000 —analysaattorilla.

Hyytymisajan maarittdminen prosentuaalisella paatepistemenetelmalla tapahtuu niin,
ettd 0 %:n taso saadaan mittaamalla valonsironta heti reagenssin lisédmisen jéalkeen ja
100 %:n taso maaritellddn mittaamalla valonsironta reaktion péatyttyd. Hyytymisaika
(APTT-tulos) Sysmex® CA-analysaattorissa maaritetdadn reaktion puolivalista eli 50
%:n kohdalta, koska siind kohdassa valonsironnan muutos on voimakkainta ja fib-
riinimonomeerien polymerisaation nopeus reaktiossa on korkea. (Sysmex 2007.) Hyy-

tymisajan mittausalue Sysmex® CA-7000 —analysaattorilla on 18-150 sekuntia (Saarela
2007).
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i

KUVIO 6. Sysmex® CA-7000 —analysaattori (Siemens 2010).

4.3  Menetelmén uusintavalidointi ja reagenssivertailu

Y leisesti validoinnilla tarkoitetaan niit4 toimenpiteitd, joilla osoitetaan, ettd kemiallinen
mittausmenetelma sopii aiottuun kayttotarkoitukseen (Ehder 2005: 25). Varsinainen
menetelmévalidointi taas on laboratorion suorittama tyo, joka dokumentoidaan ja jonka
avulla osoitetaan, ettd menetelman tulokset tayttavat asetetut laatuvaatimukset. Taysi-
mittainen menetelmévalidointi suoritetaan silloin, kun ei ennestddn ole olemassa tai
saatavissa tuloksia niista laatumittareista, jotka sopisivat kaytettdvdaan menetelméaan.
(Simonsen 2009: 38.)

Menetelmén validoinnissa tutkittavia asioita ovat: selektiivisyys ja spesifisyys, lineaari-
suus, mittausalue, toteamisraja, madritysraja, poikkeama, saanto, hairiokestavyys tai
toimintavarmuus, tarkkuus, toistettavuus, uusittavuus ja mittausepdvarmuus. Uusintava-
lidoinnissa taas on kysymys siitd, ettd kaytossa olevaa menetelméa halutaan uudistaa
tietyilla parannuksilla. Talloin validoinnin laajuus riippuu siitd millaisia muutoksia ole-
massa olevaan menetelmaan halutaan tehda kayttotarkoituksen, laitteiston, henkilokun-
nan tai olosuhteiden johdosta. (Simonsen 2009: 38; Ehder 2005: 26.) Tdssé opinnayte-
tyossd on kyse alustavasta reagenssikoestuksesta, joka siséltda uusintavalidointiin liitty-
vid toimenpiteitd, koska APTT-menetelmaa halutaan tutkia reagenssien herkkyyden

osalta.

Toistettavuudella tarkoitetaan sitd, kun samaa maaritysta tehd&an yhdesta pienempiin

eriin jaetusta ndytteestd useita kertoja perakkain, pysyvissa olosuhteissa ja lyhyella ai-
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kavalilla. Pysyvilla olosuhteilla tarkoitetaan sité, etta tekija, laite, reagenssi, lampétila
tai muu sellainen ei madritysten vélilla vaihdu. Tavoite on, ettd maaritysten tulokset
poikkeavat toisistaan mahdollisimman vahan eli perakkéisten mittaustulosten keskiha-
jonta on mahdollisimman pieni. Sarjan sisainen vaihtelu on yleensa pienempéa kuin
sarjojen valinen vaihtelu. (Jaarinen — Niiranen 2005: 12; Ehder 2005: 37.) Validointi-
suunnitelmassamme sarjojen sisdiselle toistuvuudelle asetettu tavoite oli CV % <5 %,
kun se sarjojen vélisessa toistuvuudessa oli hiukan suurempi, CV % < 6 % (Leinonen
2010a).

Kéaytanndssa sarjan sisaista toistuvuutta mitataan niin, ettd samaa ndytettd analysoidaan
esimerkiksi 20 kertaa perakkain. Sarjojen valinen toistuvuus taas saadaan selville, kun
esimerkiksi péivan aikana joka tunti sama 20 naytteen sarja analysoidaan uudestaan ja
sarjojen tuloksia verrataan keskenddn. Koska toistettavuus mééritetddn analysoimalla
useita rinnakkaismaarityksia erilaisista naytteistd, joiden pitoisuudet (tdssa tapauksessa
hyytymisajat) vaihtelevat, oli tdssa reagenssivertailussa sarjan sisdista toistuvuutta mi-
tattaessa nédytteend sek& normaalitaso- ettd hoitotasokontrollindyte (Ehder 2005: 37).

Molemmat néytesarjat koostuivat 20 pieniin putkiin jaetuista ja pakastetuista naytteista.

Opinnaytetyoni tarkoitus oli verrata reagenssien herkkyyttd niin hyytymisvajeiden, he-
pariinihoidon kuin lupusantikoagulantinkin havaitsemisessa. Menetelmén herkkyydell&
validointikielessé tarkoitetaan suhdetta, miten analyysin tulos muuttuu analyytin pitoi-
suuden muuttuessa (Jaarinen — Niiranen 2005: 13; Simonsen 2009: 44). Tassa tapauk-
sessa APTT-maarityksen ollessa kyseessé pitoisuuden muutoksen sijaan tarkastellaan
hyytymisajan muutosta. Esimerkiksi mitd vahemman ndytteessa on hyytymistekijaaktii-
visuutta, sitd enemman APT-aika pitenee tai toisaalta, mitd enemman néytteessa on he-
pariinia tai lupusantikoagulanttia, sitd korkeampi APTT tulos saadaan. Usein Kliinisessé
laboratorioslangissa herkkyydestd puhuttaessa tarkoitetaan pienintd pitoisuutta, jonka
jokin menetelmd pystyy mittaamaan, jolloin on kyseessd termi ’maaritysraja”. Sita ei
saisi sekoittaa kasitteeseen analyyttinen herkkyys, mikéa tarkoittaa sitd, kuinka herkésti

jokin menetelma reagoi analyytin pitoisuuden muutoksiin. (Linnet — Boyd 2008: 210.)

5 TYON TARKOITUS JA TAVOITTEET

APTT-tutkimuksen monikayttoisyys niin hyytymistekijavajeiden seulonassa, hepariini-

hoidon monitoroinnissa kuin lupusantikoagulantin havaitsemisessa luo kliiniselle labo-
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ratoriolle haasteen valita sopiva reagenssi, koska eri APTT-reagenssien herkkyys kulla-
kin kéyttoalueella vaihtelee. Yksi reagenssi voi olla erityisen herkka havaitsemaan lu-
pusantikoagulanttia, kun jonkin toisen reagenssin avulla APTT-madrityksestd saadaan
herkempi hyytymistekijévajeiden seulontaa varten. (Lawrie ym. 1998: 179-180.)

HUSLAB:issa APTT:n kayton painopiste on tit4 nykyd yhd enemman hyytymistekija-
vajeiden havaitsemisessa. Tastd syystd opinndytetyoni péaatavoite oli vertailla kolmen
reagenssin herkkyytta hyytymistekijavajeiden havaitsemisessa. Hepariini- ja lupusherk-
kyydet testattiin samalla, silla APTT-tutkimuksen tulisi olla luotettava mittari kaikilla
kayttoalueilla. (Leinonen 2010a.) Opinndytetyoni tulosten avulla saatiin tietoa ndiden
kolmen eri reagenssin herkkyyksistd. N&in ollen tulevaisuuden varalta on olemassa tie-
toa siitd, minkalaisia herkkyysominaisuuksia nailla reagensseilla on, miké&li reagenssien

valmistajia halutaan kilpailuttaa (Leinonen 2010b).

Opinnaytetyoni tavoitteet ovat:

1. Vertailumittarin luominen ja menetelman toistettavuuden arvioiminen:
Vertailumittarin luomista varten mitattiin APTT:n suhteen normaalitasoisia
naytteitd oli kymmenen (n=10). Sarjojen sisdisté ja sarjojen valisté toistuvuutta
tarkasteltiin normaalitaso- ja hoitotasokontrollin avulla. Sarjojen sisdisessa tois-
tuvuusmaarityksessa kaytettiin naytesarjaa (n=20) ja sarjojen valisessé toistu-

vuudessa molempia kontrolleja oli kaksi (n=2).

2. Mika testatuista reagensseista on herkin lievien hyytymistekijavajeiden FVIII
(A- hemofilia) ja FIX (B-hemofilia) havaitsemisessa?
Hyytymistekijaherkkyyden maéarittdmiseksi reagenssitestauksessa analysoitiin
potilasnaytteitd, joissa oli aiemmin todettu hyytymistekijaaktiivisuuden alenema.
FVIII-puutosnaytteita oli viisitoista (n=15) ja FIX-puutosndytteitd kymmenen
(n=10).

3. Mika testatuista reagensseista on herkin fraktioimattomalle hepariinille?
Hepariiniherkkyytta varten tehtiin laimennossarja, jossa kéytettiin fraktioimaton-

ta Leo Hepariini 5000 U/ml -injektionestettd ja Octaplas® -plasmavalmistetta.
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4. Mika testatuista reagensseista on herkin lupusantikoagulantille?
Lupusherkkyytté tutkittiin kymmenen (n=10) potilasnaytteen avulla, joissa ai-

emmin oli todettu positiivinen lupusantikoagulantti.

6 REAGENSSIVERTAILUN SUORITTAMINEN

Reagenssivertailussa haettiin kolmella eri reagenssilla parasta mahdollista faktoriherk-
kyytta hyytymistekijoille FVIII ja FIX, koska APTT-maarityksen kéyttotarkoitus on
HUSLAB:in hyytymistutkimustyOpisteessd suuntautumassa enenevassa maarin hyyty-
mistekijavajausten havaitsemiseen. Samalla verrattiin ndiden kolmen reagenssin hepa-
riini- ja lupusherkkyyksid. Validointisuunnitelman alustavaa APTT-reagenssikoestusta
varten laati kemisti Jari Leinonen ja se on paivatty 18.3.2010. Se kasittaa seuraavat rea-
genssin suorituskykyominaisuutta mittaavat validointiosiot: sarjan siséinen toistuvuus,
sarjojen valinen toistuvuus, kokonaisvariaatio, faktoriherkkyys, hepariiniherkkyys ja
lupusherkkyys. (Leinonen 2010a.) Lisaksi koestukseen tuli mukaan tasovertailu, jonka
avulla luotiin testattaville reagensseille teoreettiset viitearvot ja ndin saatiin erilaiset

reagenssit vertailukelpoisiksi keskenaan.

Reagenssivertailun mittaukset suoritettiin  validointisuunnitelman mukaisesti 5.6.-
18.6.2010 Meilahden sairaalan automaatiolaboratorion hyytymistutkimusten tyopistees-
sd. Testauksessa mukana olivat tydpisteen vastuuhoitaja Ellen Saarela ja laboratorio-
hoitaja Liisa Tulikallio. Validointisuunnitelmasta poiketen testauksessa analyysit tehtiin
pelkéstdadn Sysmex® CA-700 analysaattorilla, vaikka rutiinitydssa APTT-madarityksia
tehdaan myos Siemens BCS-XP analysaattorilla. Tama valinta tehtiin siita syystd, etta
kaikissa muissa HUSLAB:in toimipisteissa, joissa tehdaan APTT-maarityksia, on myds

kaytossa Sysmex laitteisto.

Reagenssitestauksessa kaytossa oli APTT:n suhteen eritasoisia néytteitd. Kuviosta 7
kay ilmi mitd analyyseja vertailussa tehtiin ja millaisia naytteitd kaytettiin (kuvio 7).
Ennen néytteiden analysointia Stagon reagenssi liuotettiin 5 ml:aan tislattua vetta. Kaksi
muuta reagenssia, Actin FSL ja IL, olivat valmiita liuoksia, joten ne otettiin jdékaapista
huoneenlampddn.  Pakastetut normaalitaso- ja hoitotasokontrollindytteet sulatettiin
lampoblokilla. Reagensseille oli mééritelty jo aiemmin paikat analysaattorissa. Rea-

genssien liséksi neulojen puhdistusta varten tarvittiin kaksi pullollista pesuliuosta seka
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kalsiumkloridia (CaCl2). Ennen analyysien aloitusta Sysmex® CA-7000:lla suoritettiin

huuhteluohjelma tislatulla vedella.

Sarjan sisdinen

toistuvuus

Sarjojen vilinen

toistuvuus

Tasokontrollit.
20 normaalitas
20 hoitotaso

9 Tasokontrollit, 10

pédivin ajan:

Tasovertailu Hyytymisteki- Hepa- Lupusherk-
jaherkkyys riiniherkkyys kyys
10 naytettd nor-
maaliviitealueelta
15 FVIII puutos- Hepariini- 10 naytetts,
ndytettd laimennossarja, joissa lupusan-

11 FIX puutos—

9 laimennosta

tikoagulantti

2 normaalitaso naytettd
2 hoitotaso
I ) ) i |
1. Actin FSL
2. Stago
3. 1L

KUVIO 7. Reagenssitestauksen prosessikaavio. Ylimpéna validointiosiot, keskella
naytteiden méaara ja laatu ja alla reagenssit.

6.1 Sarjan sisdinen ja sarjojen valinen toistuvuus ja tasovertailu

Sarjan sisdistd toistuvuutta tarkasteltiin 20 normaalitasokontrollin sekda 20 hoito-

tasokontrollin avulla (kuvio 7). Sarjojen vélinen toistuvuus suoritettiin kymmenen pai-

vén aikana kahdella normaalitaso- ja kahdella hoitotasokontrollilla. Sarjan sisdisen tois-

tuvuuden mittaamista varten normaali- ja hoitotasokontrollit (yhteensa 40) siirrettiin

analyysiputkiin ja normaalitason kontrollit merkittiin N-kirjaimella ja numeroilla 1-20

(N1, N2, N3 jne...) Vastaavasti hoitotasoiset kontrollit merkittiin H-Kirjaimella ja juok-

sevilla numeroilla 1-20. Naytteet taytyi ohjelmoida analysaattorille manuaalisesti, koska

niissa ei ollut mitdén viivakooditunnistetta. Tasovertailussa analysoitiin naytteitéd

(n=10), joiden tulokset olivat Actin FSL-reagenssille maaritellylla normaaliviitealueella

(kuvio 7).
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6.2 Hyytymistekijaherkkyyden testaaminen

Hyytymistekijoiden FVIII- ja FIX-puutoksien vaikutusta APTT:hen testattiin potilas-
naytteilld, joissa hyytymistekijaaktiivisuustasot olivat matalia, valilla 0-50 %. FVIII:n
suhteen matalia ndytteitd oli 15 ja FIX:n suhteen matalia naytteita oli 11 (kuvio 7).
Néista potilasndytteista laadittiin alkuperdisten viivakooditarrojen avulla lista, joka nu-
meroitiin. Nayteputkia merkittiin ainoastaan juoksevilla numeroilla; ndytteet kasiteltiin
nimettdmina koko validoinnin ajan. Naytteille luotiin uudet viivakoodit, jotka analysaat-
tori pystyi tunnistamaan. Seka FVIII- ettd FIX-puutosndytteet analysoitiin kahtena sar-
jana ja kukin sarja kolme kertaa, kolmella eri reagenssilla. Joidenkin hyytymistekija-
puutosndytteiden osalta hyytymisaika oli analysaattorin mittausalueen ulkopuolella,
joten niiden tuloksia ei voinut kayttéa tilastoanalyysissé. Naita olivat vaikeata hemofili-
aa sairastavien potilaiden néytteet, joissa hyytymistekijéaktiivisuus oli < 1 %.

6.3 Hepariiniherkkyyden testaaminen

Hepariiniherkkyyden testaamista varten tehtiin hepariinilaimennossarjan, johon kaytet-
tiin Hepariini-Leo 5000 U/ml liuosta ja Octaplas® -plasmavalmistetta (kuvio 8). ”Nor-
maaliplasmana” kaytettiin Octaplas® -plasmavalmistetta. Octaplas® on ihmisen plas-
maa, joka on yhdistelty monen eri verenluovuttajan plasmasta ja kasitelty virusten inak-
tivoimiseksi. Sitd kéaytetadn verenvuotojen aiheuttaman hyytymistekijapuutoksen, vai-
kean maksan vajaatoiminnan tai yleistyneiden pienten verenvuotojen yhteydessa.
(Pharmaca Fennica 2010; Octapharma 2006.)

Octaplas® -valmisteen vaikuttavana aineena on ihmisen plasmaproteiineja, johon myos
hyytymistekijat kuuluvat. Octaplas® -valmisteen plasmaproteiinipitoisuus vaihtelee 45
— 70 mg/ml. Muita valmisteen ainesosia ovat natriumsitraattihydraatti 4,4 — 7,4 mg, nat-
riumdivetyfosfaatti 0,31 — 1,17 mg, glysiini 4,0 — 6,0 mg, TNBP < 2 mikrog/ml ja Tri-
ton X-100 < 5 mikrog/ml. Octaplas® -valmiste séilytetddn pakastettuna vahintaan — 18
°C:n lampotilassa ja sulatus tapahtuu ulkok&éreessa +30 - +37 °C:ssa vesihauteessa,

jossa on hyva sekoitus. (Pharmaca Fennica 2010; Octapharma 2006.)

Varsinainen laimennossarja tehtiin kahden valilaimennoksen kautta (kuvio 8). Ensim-
maéinen valilaimennos tehtiin NaCl:iin, jossa hepariinin pitoisuus oli 50 U/ml. T4&st&

tehtiin toisen laimennoksen Octaplas® -plasmavalmisteeseen ja sen hepariinipitoisuu-
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deksi tuli 5 U/ml. Varsinaisen laimennossarjan konsentraatiot olivat 0 — 0,8 U/ml Hepa-
riini-Leo liuosta Octaplasissa. My6s hepariinilaimennossarjasta tehtiin kolme eri ana-

lyysia kullakin reagenssilla (Actin FSL, Stago ja IL).

[ Hepariini Leo 5000 U/ml ]

V
1. valilaimennos, hepariinipitoisuus 50 U/ml:
. 20l Leo + 1980 pl NaCl

2.valilaimennos, hepariinipitoisuus 5 U/ml:
. 100y 1.vélilaimennosta + 900 pl Octaplas ©

-valmistetta
-

{

Testilaimennokset 0-0,8 U/mli

Laimennossuhde Leo 5 Octaplas©
U/ml

0 0 500
0,1 10 490
0,2 20 480
0,3 30 470
0,4 40 460
0,5 50 450
0,6 60 440
0,7 70 430
0,8 80 420

KUVIO 8. Hepariinilaimennossarja.

6.4 Lupusherkkyyden testaaminen

Reagenssien lupusherkkyytta tarkasteltiin 10 potilasnaytteelld (kuvio 7), joissa aiemmin
oli kahdella seulontatestilla todettu lupusantikoagulantti (HUSLAB 2010c). Naytteet
listattiin samalla tavoin kuin hyytymistekijapuutosnaytteet eli alkuperdiset viivakoodi-
tarrat numeroitiin ja luotiin uudet viivakooditarrat. Kaikista edellda mainituista naytesar-

joista tehtiin kustakin kolme sarjaa analyysejd, yksi kullakin reagenssilla.
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7 TULOKSET JA TULKINTA

Kasittelin tulokset Microsoft Excel 2007 taulukkolaskentaohjelmalla, koska laskelmien
suorittaminen ei vaatinut monimutkaisia tilastollisia laskutoimituksia. Lisaksi reagenssi-
testauksen ndytemaarét olivat pienid, joten tilastollisille testeille ei ollut perustetta.
Opinnaytetyon suorituspaikka toivoi tulokset excel-tiedostoina ja tydskentely onnistui
kotikoneelta kasin, joten Excel-ohjelman valinta tuntui tarpeisiin ja resursseihin nghden
perustellulta ja riittavalta.

7.1 Sarjan sisdinen ja vélinen toistuvuus ja vertailumittarin luominen tasovertailundyt-

teiden avulla

Sarjan sisdiselle toistuvuudelle oli validointisuunnitelmassa asetettu tavoitteeksi CV %
<5 %. Tétd sovellettiin testattaviin reagensseihin (Stago ja IL), kun taas kayt0ssé ole-
van reagenssin tavoite CV % < 3 saatiin HUSLABIn laatutavoitetaulukosta. CV% laske-

taan alla olevan kaavan mukaan.

CV% = SD/ka*100 CV = vaihtelukerroin
SD = keskihajonta
ka = keskiarvo

Laskin kustakin ndytesarjasta ensin sekd keskiarvot ettd keskihajonnat. Normaalitaso-
naytteiden CVV%:t olivat seuraavat: Actin FSL 0,4 %, Stago 0,6 % ja IL 0,3 %. Hoito-
tasondytteiden vastaavat luvut olivat hieman korkeammat: Actin FSL 1,5 %, Stago 0,6

% ja IL 0,9 %. Luvut jaivét reilusti tavoitearvojen sisdpuolelle (Taulukko 1).

Sarjojen valisen toistuvuuden tavoite kaytdssa olevalle menetelmélle (Actin FSL) oli
HUSLAB:in laatutavoitetaulukon mukaan CV % < 4 % ja testattaville reagensseille
validointisuunnitelman mukaan CV% < 6 %. Normaalitasokontrolleilla tuloksiksi sain
Actin FSL 1,3 %, Stago 1,1 % ja IL 0,5 %. Nama ylsivét laatutavoitteiseen. Hoito-
tasokontrolleilla sen sijaan tuloksiksi sain seuraavat luvut: Actin FSL 5,9 %, Stago 3,3
% ja IL 4,4 % (Taulukko 1). Actin FSL:lla saatu tulos ei ylla tavoitteeseen (CV % <
4%). Taméa johtunee kuitenkin epastabiilista kontrollindytteestd, jonka kanssa HUS-
LAB:issa oli ollut ongelmia jo aiemmin, mink& vuoksi se on nykyisin korvattu toisella
hoitotasokontrollilla. Tarkemmat tulokset sarjan siséisesté ja sarjojen vélisesta toistu-

vuudesta on liitteessa (Liite 1).
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TAULUKKO 1. Sarjan sisaisen ja sarjojen valisten toistuvuuksien CV%:it normaali- ja
hoitotasokontrollinaytteilld mitattuna.

Sarjan sisdinen toistuvuus, CV% Sarjojen valinen toistuvuus, CV%

Tavoite  Norm.tasok. Hoitotasok.  Tavoite Norm.tasok. Hoitotasok.
Actin FSL <3% 0,4 % 1,5% <4% 1,3% 59 %
STAGO <5% 0,6 % 0,6 % <6% 1,1% 33%
IL <5% 0,3 % 0,9 % <6% 0,5% 4,4 %

Eri reagenssilla mitatut APTT-tulokset poikkeavat reagenssien erilaisista ominaisuuk-
sista johtuen toisistaan, joten niille kullekin taytyi olla myds omat viitearvot. Koska
testattaville reagensseille ei luonnollisestikaan ollut olemassa viitearvoja, niille taytyi
luoda teoreettinen viitearvon ylaraja. Ndin pystyin tarkastelemaan kuinka paljon viitear-
vot ylittyivét vertailumenetelméén eli Actin FSL:I1& mitattuihin tuloksiin nghden. Teo-
reettiset viitearvot laskin Bias %:n avulla. Sana ’bias’ tulee englanninkielesta ja tarkoit-
taa validointikielessa poikkeamaa tai mittalaitteen systemaattista virhettd. Yleensa sita
kaytetddn mittausepavarmuuden maarittdmiseen, mutta se otettiin t&ssé tapauksessa so-
veltaen avuksi kartoittamaan sitd ’poikkeamaa”, joka on kidytdssd olevan menetelmén ja

testattavan menetelmén valilla. (Ehder 2005: 30-31.) Bias % lasketaan kaavalla:

B (%) = x-T/T * 100 X = useampien mittaustulosten keskiarvo
T= standardimenetelmélle sovittu arvo
(Ehder 2005: 31).

Tassa tyossé x:n paikalle sijoitin joko Stago — tai IL — reagenssilla saadun APTT-arvon,
joka oli mitattu tasovertailunaytteelld ja T:n paikalle laitoin Actin FSL —reagenssilla
saadun vastaavan tuloksen. Esimerkiksi tasovertailundytteelld numero 1 saatiin tulok-
siksi Actin FSL 25,4 sekuntia, Stago 28,3 sekuntia ja IL 25,6 sekuntia. Laskutoimitukset
olivat seuraavat:

B (%) = (28,3 — 25,4)/ 25,4 * 100 = 11,42 % (Stago)

B (%) = (25,6 — 25,4)/ 25,4 *100=0,79% (IL)

Tasovertailuun oli tarkoitus ottaa mukaan naytteet, joiden tulos on Actin FSL-
viitealueella (23-33 s). Yksi tasovertailundyte hylattiin, koska sen tulokset nayttivat

poikkeavan muista tuloksista siten, ettd IL:l1la mitattu tulos sen kohdalla jai Actin FSL
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tulosta alhaisemmaksi, kun kaikkien muiden néytteiden kohdalla arvot olivat Actin
FSL:&4 korkeampia. Tama olisi mahdollisesti vaaristanyt Bias- % -tuloksia.

Lopulliseen tasovertailuun siséltyi yhdeksan néytettd, joiden tulosten perusteella laskin
kullekin naytteelle reagenssikohtaisen oman Bias-%:n Actin FSL:&an verrattuna kuten
yll& esitin. Naista prosenttiluvuista laskin keskiarvot. Stagon reagenssille sain Bias-%:n
11,08 ja IL:n reagenssille 5,25. Naiden Bias% -lukujen avulla laskin testattaville rea-
gensseille teoreettiset viitearvojen ylarajat laskutoimituksella: (33 s + Bias% x 33s).
Né&in laskemalla viitearvojen ylarajoiksi tuli Stagon reagenssille 36,7 sekuntia ja IL:n
reagenssille 34,7 sekuntia (Liite 1).

Néiden viitearvojen ylarajojen avulla voitiin eri reagensseilla saadut mittaustulokset
saada keskendan vertailtaviksi laskemalla kuinka paljon tulos poikkesi reagenssikohtai-
sesta viiterajasta. Laskin myos poikkeamat prosentteina ylarajasta (taulukko 1). Tein
ndin kaikkien mitattujen arvojen kohdalla eli hyytymistekija-, hepariini- ja lupusherk-
kyytta tulkittaessa (Liite 1). Alla on esimerkkitaulukko havainnollistamaan edelld ku-
vattuja laskutoimituksia. Taulukossa on esimerkkiné kéytetty Actin FSL:1I4 saatuja tu-

loksia. Vastaavalla tavalla laskin samat laskutoimitukset kahdella muulla reagenssilla.

TAULUKKO 2. Esimerkit laskutoimituksista reagenssien vertailtavuuden luomisek-
Si.

Lupusherkkyys ActinFSL Laskutoim.1 ErotusActin Laskutoim.2 Erotus%Actin
sekuntia sekuntia sekuntia % %
1 37,8 37,8-33 4,8 4,8/33 *100 14,5
2 50,8 50,8-33 17,8 17,8/33 *100 53,9
3 32,5 32,5-33 -0,5 (-0,5)/33* 100 -1,5
4 31,6 jne. -1,4 jne. -4,2
5 49,9 16,9 51,2
6 48,7 15,7 47,6
7 49 16 48,5
Viitearvon yldraja 33

7.2 Hyytymistekijaherkkyys

Hyytymistekijan FVIII —puutosnaytteissa kolmessa (yhteensa 15) oli hyytymistekijaak-
tiivisuustaso alle 1 %, jolloin ndiden naytteiden APTT —arvo oli kaikilla reagensseilla

mitattuna yli analysaattorin mittausalueen (150 sekuntia). Nain pienissé aktiivisuus-
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tasoissa nayte ei kaytdnnossa hyydy ollenkaan ja siksi mittausalue ylittyy. Laskelmiin
pystyin ndin ollen ottamaan mukaan 12 ndytteen tulokset (Liite 1).

Kuviosta 9 ndhdaan, ettd eri reagenssien kyky havaita FVI1I-puutokset oli hyvin saman-
kaltainen. Viitearvon ylitys vaihtelee jonkin verran ndaytekohtaisesti eri reagenssien va-
lilla. Asiaa olisi syytd tutkia isommalla naytemaarélla, mutta naiden tulosten valossa
voidaan alustavasti todeta, etta kaikki kolme reagenssia ovat yhta herkkia havaitsemaan
FVI1I-puutoksia.
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KUVIO 9. FVIII-hyytymistekijaherkkyys.

FIX —puutosnéytteissa (yhteensd 11) mittausalueen ulkopuolelle kaikilla reagensseilla
ji vain yksi nayte. Laskelmiin voitiin mukaan ottaa kymmenen naytteen tulokset (Liite
1). Kuviossa 10 on esitetty FIX-herkkyyslaskelmien tulokset. Kuviosta 10 voidaan ha-
vaita, ettd eri reagenssit reagoivat samankaltaisesti FIX-puutoksiin. Yhden naytteen
kohdalla Actin FSL ei reagoinut kuten muut reagenssit. Stagon reagenssi nayttaisi ole-
van hieman muita reagensseja herkempi FIX-puutoksissa. Tassa ei ndy samanlaista
vaihtelua eri reagenssien valilla kuin FVII1-puutosnéytteissa. Testauksessa kéaytetty nay-
teméaara on pieni, mutta alustavasti voidaan todeta, ettd Stagon reagenssi on herkin ha-

vaitsemaan FIX-puuutoksia.
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KUVIO 10. FIX-herkkyys.

Jotta voitaisiin arvioida kuinka paljon APTT-tulokset ovat selitettavissa hyytymistekija-
aktiivisuustulosten ~ perusteella, tein  lineaarisen  regressioyhtéléon  FVIII-
aktiivisuusprosenttien ja Actin FSL:II& mitattujen APT-aikojen vélille (kuvio 11). Ex-
cel-ohjelma laskee R2-kertoimen eli selitysasteen, joka on korrelaatiokertoimen nelid.
Se kuvaa sitd, milla todennakoisyydellé toisen muuttujan arvo, voidaan paatella toisesta
muuttujasta. (Stadia 2007.)
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KUVIO 11. FVIlI-aktiivisuuksien ja Actin FSL:Il1a mitattujen APTT-tulosten
valinen lineaarinen regressio.
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Kuviosta 11 (huomioi, ettd y-akseli ei lahde nollasta) voidaan todeta, etté testauksessa
kaytettyjen FVIII-puutosndytteiden FVIlI-aktiivisuustuloksen ja APTT-tuloksen seli-
tysaste (R?) on 0,415. Tama4 tarkoittaa sitd, ettd vain noin 42 % todennakdisyydella tassé
tapauksessa APTT-tulos on selitettavissa hyytymistekijaaktiivisuuden perusteella. Tein
vastaavan regressioyhtalon myos FIX-puutosnaytteille ja Actin FSL:Il& mitattujen
APTT-tulosten valille ja tulos oli edellisté alhaisempi, R? oli 0,3142. Testattujen FIX-
puutosndytteiden APTT-tulos on selitettdvissa 31 % todenndkoisyydella FIX-
hyytymistekijaaktiivisuuden perusteella. Tulokset vahvistavat, ettd APTT soveltuu hyy-
tymistekijdvajeiden seulontaan, mutta tarkan pitoisuuden méaarittdminen edellyttaé spe-
sifid faktorimadritysta.

7.3 Hepariini- ja lupusherkkyys

Kuviosta 12 voidaan todeta, ettd pienissa hepariinipitoisuuksissa kaikki kolme reagens-
sia reagoivat samansuuntaisesti hepariinille. Actin FSL reagoi mataliin hepariinipitoi-
suuksiin herkimmin. Jo 0,1 U/ml hepariini pidentdd hyytymisaikaa. Samoin korkeat
hepariinipitoisuudet pidentdvat Actin FSL:lla mitattua hyytymisaikaa suhteellisesti
enemman. Selkeda eroa reagenssien vélille ndyttaa tulevan siind kohtaa, jossa hepariinin

pitoisuus normaaliplasmassa ylittda 0,6 U/ml.
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KUVIO 12. Hepariiniherkkyys.
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Hepariiniherkimmaksi reagenssiksi osoittautui k&ytossad oleva menetelméd Actin FSL
(kuvio 12). Sen suhteelliset tulokset olivat systemaattisesti muita reagensseja korkeam-
pia (Liite 1). Matalin hepariinivaste saatiin IL:n reagenssilla. Kaikki hepariinilaimen-
nossarjan naytteet olivat analysaattorin mittausalueella.

Lupusantikoagulanttiherkkyyden laskelmiin voitiin ottaa mukaan vain yhdeksan néytet-
td4 kymmenestd, koska yhden ndytteen APTT-tulos ylitti Stagon ja IL:n reagensseilla
tehdyissa mittauksissa analysaattorin mittausalueen (Liite 1). Kuvioon 13 olen x-
akselille sijoittanut IL-reagenssilla mitatut APTT-arvot (sekunnit), jotta jonkinlainen
“pienimmadstd suurimpaan” jarjestys voitiin luoda ja viivakuvion kdytté tuli mahdolli-
seksi. Lupusantikoagulanttipositiivisten vertailuun otettujen naytteiden valinta perustuu
siihen, ettd kyseessé olevasta potilaasta oli pyydetty P-LupusAK méaritys. Koska var-
mistettua diagnoosia ei ole, tulokset ovat vain suuntaa antavia. Instrumentation Labora-
tory:n (IL) reagenssi on yksi HUSLAB:in lupus-seulontamenetelmistd. Testatuista rea-
gensseista herkin lupusantikoagulanttivaste saatiin IL:n reagenssilla. Heikoin vaste oli
Actin FSL:114 eik& se ndytd reagoivan lupusantikoagulanttiin samoin kuin kaksi muuta
(kuvio 13).
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KUVIO 13. Lupusherkkyys.

Yhteenvetona tuloksista voidaan todeta, ettd FVIII-puutoksissa reagenssien vélilla ei

I0ytynyt eroa. FIX-puutoksien kohdalla hieman muita herkempi reagenssi oli Stago.



32

Herkin hepariinivaste oli Actin FSL:lla. Lupusantikoagulanttipositiivisiin naytteisiin
herkimmin reagoi IL. Reagenssivertailun tulokset osoittavat, ettd kaikki kolme reagens-
sia sopivat sek& hyytymistekijavajeiden seulontaan ettd hepariinihoidon monitorointiin.
Instrumentation Laboratory’n reagenssi soveltuu parhaiten lupusantikoagulantin seulon-

taan.
8 TULOSTEN LUOTETTAVUUS

Tulosten luotettavuutta arvioitaessa preanalytiikan osalta voin arvioida néytteenottoa
yleisesti, koska en ole itse ollut ottamassa tdssa testauksessa kéytettyja naytteitd. HUS-
LAB:in Meilahden sairaalan laboratorion néytteenotto on hyvin ohjeistettua ja akredi-
toitua toimintaa, joten naytteet tayttavat niille asetetut vaatimukset: APTT-néytetta ei
voi ottaa heparinisoidusta kanyylista ilman riittdvaa hukkaverimaarad, néytteet on otettu
hyytymistutkimukseen soveltuvaan ndyteputkeen (3,2 % natriumsitraatti) ja naytteiden
esikasittely on ohjeiden mukainen. Ennen testausta ndytteet on séilytetty -70 asteessa
pakastimessa ja sdilytysaika ei ole ylittanyt yhtd kuukautta. (CLSI 2008).

Reagenssien esikésittelyjen osalta tyoskentelyssd noudatettiin reagenssivalmistajien
ohjeita. K&ytimme avaamattomia reagensseja, joten kontaminaatiovaaraa ei ollut. Labo-
ratoriotydskentelyssd mukana olivat hyytymistutkimustyopisteen kokeneet ammattihen-
kilét Ellen Saarela ja Liisa Tulikallio, mika takaa suorituksen hyvan laadun. Sarjan si-
séinen toistuvuus téytti vertailumenetelman osalta HUSLAB:in laatutavoitteeseen Kirja-
tun CV % < 3 % niin normaali- kuin hoitotasokontrollienkin osalta, joten kontrollit ovat
tassd testauksessa olleet tavoiterajoissa. Myos testattavat reagenssit ylsivat helposti

validointisuunnitelmaan kirjattuun tavoitteeseen CV % <5 %.

Sarjojen valinen toistuvuus Actin FSL:ll& mitatuissa normaalitasokontrollin tuloksissa
ylsi HUSLAB:in analyyttiseen laatutavoitteeseen CV % < 4 %, mutta hoitotasokontrol-
lin osalta tavoite ei tayttynyt, koska CV % oli 5,9 %. Tama ei kuitenkaan heikenna mit-
tausten luotettavuutta, koska ongelman tiedetddn johtuvan epastabiilista kontrollista.
Testattavat reagenssit tayttivat validointisuunnitelmaan sarjojen valiselle toistuvuudelle

asetetun tavoitteen CV % < 6 %, niin normaalitaso- kuin hoitotasokontrolleilla.

Tulosten késittelyssa pyrin itse huolellisuuteen. Kirjatessani tuloksia Excel-taulukoihin
tarkistin luvut useamman kerran vélttyédkseni néppéilyvirheiltd. Sain apua kemisti Jari

Leinoselta vertailumittarin ja viitearvojen ylarajojen luomisessa Bias % avulla ja ym-
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maérsin laskutoimitusten idean mielestani syvalliselld tasolla. Laskutoimituksia tehdessé
tein pistokokeen luonteisesti tarkistuksia siitd, ettd kussakin solussa laskukaava oli oi-

kein.

Koska kyseessa oli alustava koestus ja ndytemé&arat olivat pienid, ovat ndma tulokset
vain suuntaa antavia. Hyytymisherkkyyden osalta voimakkaampien johtop&atosten te-
keminen vaatisi suurempaa ndyteméaarad, mutta taté hankaloittaa se, ettd hemofiliapoti-
laiden néytteitd ei ole helposti saatavilla. Systemaattisesti samansuuntaiset tulokset niin
hepariini- kuin lupusherkkyydessa lisadvat luotettavuutta siind mielessd, ettd naissa mo-
lemmissa testattavissa ominaisuuksissa pystyttiin reagenssit asettamaan jarjestykseen.
Vaihtelua ja sité kautta tulkintavaikeuksia ei ollut. Se, ettd paddyin vertailemaan viitear-
vojen ylityksia suhteellisina ylityksin eik& raakoina sekunteina lisd4 reagenssien ver-
tailtavuutta, mutta jattdd auki kysymyksen, olisiko herkkyydeksi riittdvd maaritelméa
siind, ettd viitearvo ylipaataan ylittyy? Tarkemmat tulokset olisivat edellytténeet viitear-

vomadrityksia.

9 POHDINTA

APTT mittaa useiden hyytymistekijoiden funktionaalista yhteisvaikutusta epafysiologi-
sissa olosuhteissa. APTT —maéritys on seulontatutkimus ja sen kayttdalueet joko hyy-
tymistekijavajeiden osoittamisessa, hepariinihoidon ja muiden antikoagulanttien moni-
toroinnissa tai lupusantikoagukantin havaitsemisessa, ovat hyvin erilaisia. Liséksi eri
reagenssien herkkyys néille eri tekijoille vaihtelee, jolloin kliiniseen toimintaan sovel-
tuvan reagenssin valinta muodostuu todella haasteelliseksi tehtavaksi. Taménkin opin-
naytetyon myota todettiin, etté reagenssien herkkyys eri kayttoalueilla vaihtelee paljon:
yksi on parempi lupusherkkyydessa ja toisen reagenssin paremmuus tulee esille hepa-
riininerkkyydessa. Néiden eri ominaisuuksien suhteen on yritettdva kompromissina l6y-

taa kayttotarkoitukseen parhaiten soveltuva reagenssi.

Reagenssitestauksen pééasiallinen tarkoitus oli verrata FVIII- ja FIX-herkkyyksia. Sa-
malla verrattiin ndiden kolmen reagenssin herkkyytta hepariinille ja lupusantikoagulan-
tille. Faktoriherkkyyksien osalta voitiin APTT-tulokset suhteuttaa spesifisten faktori-
maédritysten tuloksiin. Hepariinitulokset voidaan suhteuttaa “’spaikkaamalla” valmistet-
tuihin tunnetun pitoisuuden hepariinindytteisiin. Vaikka faktoripuutosnaytteita ei ollut

lukumaaréllisesti paljon, tulosten perusteella APTT-menetelmien kyky reagoida fakto-
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ripuutoksiin on melko samanlainen. Huomioitava on mygs se, ettd APT-aika riippuu
my0s lukuisista muista eri ndytteiden valilla vaihtelevista tekijoista (esimerkiksi fibriin-

nitasosta) ja ettd kahdelle reagenssille kéytettiin laskelmissa vain teoreettisia viitearvoja.

Hepariinireaktiivisuuden osalta Actin FSL oli t&ssé testauksessa hieman herkempi kuin
muut reagenssit. Koestus perustui kuitenkin keinotekoisesti plasmaan valmistetuista
hepariininaytteisté eika todellisten potilasnaytteiden vertailua suoritettu. Lupusherkkyy-
dessé oli eroja ja herkimméksi osoittautui Instrumentation Laboratory’n reagenssi (IL).
Lupusantikoagulanttiherkkyyden tulosten osalta voidaan tehd& vain alustavia arvioita,
koska testauksessa kéytettyjen lupusantikoagulanttipositiivisten ndytteiden luokittelu
perustui vain aiempaan positiiviseen Lupus-seulontamenetelman tulokseen. Taman pe-

rusteella diagnoosi ei ole vield annettavissa.

Vertailun perusteella kaikki menetelmat soveltuvat kaytettdvaksi seulontamenetelméné
FVIII- ja FIX-puutoksissa. Hepariini- ja lupusherkkyyksissa on reagenssikohtaisia ero-
ja, mutta kaikkia menetelmid voidaan k&yttdd myods hepariinihoidonmonitoroinnissa.
Lupusantikoagulantti vertailussa Insturumentation Laboratory’n (IL) reagenssi oli her-
kin. Opinndytetyon tuloksia voidaan hyédyntaa tulevaisuudessa mahdollisen Kilpailu-
tuksen yhteydessa. Testattujen kolmen reagenssin ominaisuuksista on nyt olemassa laa-

dullista tietoa. Laadun tulisi olla hinnan lisaksi tarkeé kilpailutuskriteeri.

Opinndytetyd prosessissa opin hakemaan tietoa, tuottamaan “tieteellisté tekstid” ja kayt-
tdméaan lahdekirjallisuutta. Raportin teoriaosuudessa esittelemani asiat hallitsen hyvin.
Analyysivaiheessa opin kéyttamaan monipuolisesti Excel-ohjelmaa, jota olin aiemmin
kayttanyt vain tietotekniikan kurssien yhteydessa. Myds Word-ohjelman kéytto tuli sy-
véllisemmin tutuksi. Ohjausprosessissa opin ottamaan vastaan palautetta omasta tyos-
kentelysta ja suhtautumaan Kriittisesti omaan kirjalliseen tuotokseen. Liséksi opinndyte-

tyon tekeminen vahvisti yhteistyotaitoja.
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Tasovertailu

Normaalitasokontrolli ActinFSL STAGO Bias-% STAGO IL Bias-% IL
1 25,4 28,3 11,42 25,6 0,79
2 26,0 27,2 4,62 26,2 0,77
3 33,8 40,1 18,64 37,6 11,24
5 24,2 25,8 6,61 26,7 10,33
6 27,0 29,6 9,63 27,4 1,48
7 33,0 39,3 19,09 35,1 6,36
8 27,6 28,8 4,35 27,8 0,72
9 28,4 31,8 11,97 29 2,11
10 29,8 33,8 13,42 33,8 13,42
Keskiarvo 28,4 31,6 11,08 29,9 5,25
Viitearvon ylaraja, s 33 36,7 34,7
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Sarjan sisdinen toistuvuus

Normaalitaso ActinFSL STAGO ILAPTT Hoitotaso ActinFSL STAGO ILAPTT
1 31,6 33,2 30,7 80,5 79,9 71,4
2 31,2 32,8 30,3 80,1 80,1 71,1
3 31,3 32,7 30,4 81,2 80,2 71,9
4 31 32,3 30,5 81,2 80,2 71,4
5 31,2 32,8 30,5 81,6 80,1 71,7
6 311 32,4 30,3 81 79,2 71,7
7 31,2 32,5 30,6 83,9 80,2 72,9
8 314 32,7 30,5 81,6 80,1 71,9
9 314 32,7 30,6 83 80,5 72,9
10 31,3 32,6 30,5 84,2 80,5 73,3
11 31,1 32,5 30,5 83 79,1 72,8
12 31,2 32,7 30,5 82,3 80,6 71,8
13 31,2 32,9 30,5 81,6 80,5 71,8
14 31,4 32,9 30,5 82 79,9 72,3
15 31,2 32,6 30,5 83 80,2 72,9
16 31,3 32,9 30,5 82,6 80,6 71,9
17 31,4 32,9 30,5 82,1 79,9 71,8
18 31,2 32,7 30,3 82,1 79,8 72,8
19 31,1 32,8 30,5 82,4 80,6 72,2
20 31,3 32,7 30,5 84,8 80,8 73,4
Keskiarvo 31,3 32,7 30,5 82,2 80,2 72,2
SD 0,1 0,2 0,1 1,2 0,4 0,7
CV% 0,4 0,6 0,3 1,5 0,6 0,9
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Sarjojen valinen toistuvuus

Normaalitaso Actin FSL | Stago | IL.APTT | Hoitotaso | Actin FSL | Stago | IL.APTT
Paiva 1 31,6 | 33,2 30,7 80,5 | 799 71,4
31,2 | 32,8 30,3 80,1 | 80,1 71,1

Paiva 2 31,3 | 32,7 30,4 81,2 | 80,2 71,9
31| 323 30,5 81,2 | 80,2 71,4

Paiva 3 31,2 | 32,8 30,5 81,6 | 80,1 71,7
31,9 | 334 30,7 89,3 | 85,2 78,3

Paiva 4 31,8 | 33,2 30,6 87,4 | 84,6 75,7
31,8 | 33,5 30,6 88,1 | 85,5 77,3

Pdiva 5 32| 33,8 30,9 86,7 | 84,5 76,5
31,5 33 30,4 90,3 | 85,9 78,6

Pdiva 6 32,1 333 30,7 95,4 | 84,5 80,5
316 | 325 30,5 92,8 | 83,2 78,8

Pdiva 7 31,7 | 32,8 30,6 91,4 83 78
316 | 32,7 30,6 90 | 82,7 77,3

Paiva 8 31,7 | 32,5 30,5 89,3 | 81,7 76,6
32,7 | 33,2 30,8 81,2 | 78,8 72,2

Pdiva 9 32| 329 30,7 82,7 | 794 72,5
31,8 | 32,8 30,5 80,1 | 78,7 71

Pdiva 10 31,8 | 32,7 30,5 80,6 | 78,11 714
32,2 | 33,2 30,9 80,5 | 78,1 714

Keskiarvo 31,7 33,0 30,6 85,5 81,7 74,7
SD 0,4 0,4 0,2 5,0 2,7 3,3
CV% 1,3 11 0,5 5,9 3,3 4,4
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FVIII-herkkyys

Naytenumero | FVIII- ActinFSL, s ErotusActin,s | Erotus%Actin | STAGO, s | ErotusSTAGO,s | Erotus%STAGO | IL.APTT, s | ErotuslL, s | Erotus%lIL
aktiivisuus
1 26 37,8 4,8 14,5 41,3 4,6 12,5 38,9 4,2 12,1
3 47 36,3 3,3 10,0 40,3 3,6 9,8 40,5 5,8 16,7
4 34 40,9 7,9 23,9 46,6 9,9 27,0 44,5 9,8 28,2
5 39 371 41 12,4 41,4 4,7 12,8 40,8 6,1 17,6
6 26 37,9 49 14,8 41,5 4,8 13,1 39,2 4,5 13,0
7 44 38,1 51 15,5 42,5 5,8 15,8 42,2 7,5 21,6
8 39 37,1 41 12,4 41,8 51 13,9 41 6,3 18,2
10 29 37,2 4,2 12,7 40,8 4,1 11,2 38,9 4,2 12,1
11 12 43,4 10,4 31,5 54,6 17,9 48,8 47,6 12,9 37,2
12 38 34,3 1,3 3,9 43,4 6,7 18,3 37,2 2,5 7,2
13 41 32,1 -0,9 -2,7 34,8 -1,9 -5,2 34,7 0 0,0
14 48 36,5 3,5 10,6 38,8 2,1 5,7 39,2 4,5 13,0
Viitearvon 33 36,7 34,7
ylaraja, s
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FIX-herkkyys
Naytenumero | FIX-aktiivisuus ActinFSL, s ErotusActin, s | Erotus®%APTT | STAGO, s | ErotusSTAGO, | Erotus%STAGO ILLAPTT, | ErotuslL, | Erotus%lL
s s s
1 108 27,9 -5,1 -15,5 33,4 -3,3 -9,0 29,1 -5,6 -16,1
2 37 38,2 5,2 15,8 44,2 7,5 20,4 39,5 4,8 13,8
3 12 39,4 6,4 19,4 46,6 9,9 27,0 42,3 7,6 21,9
4 7 48,9 15,9 48,2 55,2 18,5 50,4 48,5 13,8 39,8
5 34 33 0 0,0 41,2 4,5 12,3 38,6 3,9 11,2
6 33 40,5 7,5 22,7 47,2 10,5 28,6 40,5 5,8 16,7
7 6 80,5 47,5 143,9 105,2 68,5 186,6 91,1 56,4 162,5
8 48 38,6 5,6 17,0 43,8 7,1 19,3 38,1 3,4 9,8
9 6
10 16 37,5 45 13,6 44,7 8 21,8 41 6,3 18,2
11 9 43,2 10,2 30,9 56,4 19,7 53,7 50,9 16,2 46,7
Viitearvon 33 36,7 34,7
ylaraja, s
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Hepariiniherkkyys

Naytenumero Konsentraatio | ActinFSL, s ErotusActin, s Erotus%Actin | STAGO, s | ErotusSTAGO, s Erotus%STAGO ILLAPTT, s | ErotuslL, s | Erotus%lL
1 0 30,9 -2,1 -6,4 32,1 -4,9 -13,2 29,9 -5,1 -14,6
2 0,1 35,2 2,2 6,7 36,0 -1,0 -2,7 33,8 -1,2 -34
3 0,2 40,9 7,9 23,9 43,6 6,6 17,8 39,6 4,6 13,1
4 0,3 48,3 15,3 46,4 52,7 15,7 42,4 46,9 11,9 34,0
7 0,4 58,8 25,8 78,2 64,0 27,0 73,0 56,1 21,1 60,3
6 0,5 72,5 39,5 119,7 76,3 39,3 106,2 66,0 31,0 88,6
7 0,6 84,8 51,8 157,0 86,7 49,7 134,3 76,3 41,3 118,0
8 0,7 107,1 74,1 224,5 102,4 65,4 176,8 90,4 55,4 158,3
9 0,8 128,8 95,8 290,3 1151 78,1 211,1 105,5 70,5 201,4

Viitearvon ylaraja, s 33 37,0 35
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Lupusherkkyys
Naytenumero ActinFSL,s | ErotusActin,s | Erotus%Actin | STAGO, s ErotusSTAGO, s | Erotus%STAGO | IL, s ErotuslL, s Erotus%IL
1 37,8 4,8 14,5 42,4 5,7 155 | 351 0,4 1,2
2 50,8 17,8 53,9 78,4 41,7 113,6 | 131,1 131,1 377,8
3 32,5 -0,5 -1,5 37,6 0,9 25| 494 14,7 42,4
4 31,6 -1,4 -4,2 38,4 1,7 46| 332 -1,5 -4,3
5 49,9 16,9 51,2 77,6 40,9 111,4 | 129,8 95,1 274,1
6 48,7 15,7 47,6 60,5 23,8 649 | 81,9 47,2 136,0
7 49,0 16,0 48,5 60,0 23,3 63,5| 88,1 53,4 153,9
8 129,8 96,8
9 39,2 6,2 18,8 44,8 8,1 22,1 | 46,6 11,9 34,3
10 48,3 15,3 46,4 61,7 25,0 68,1 | 80,8 46,1 132,9
Viitearvon ylaraja, s 33,0 36,7 34,7
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