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TIVISTELMA

Fibriinimonomeereja syntyy fibrinogeenistéa veren hyytyessa. Fibriinimonomeerit muodostavat liukoisia
komplekseja, joiden olemassaolo voidaan osoittaa plasmasta silloin, kun niita esintyy veressa suuria
méaérid, kuten disseminoituneen intravaskulaarisen koagulaation (DIK) yhteydessa.

HUSLABIn Meilahden sairaalan laboratoriossa fibriinimonomeerien olemassaolo todetaan tdla
hetkella hemagglutinaatioon perustuvalla kvalitatiivisella testillg, jossa tulos tulkitaan silmaméaraisesti.
Diagnostica Stago on tuonut markkinoille uuden kvantitatiivisen STA® - Liatest® FM
immunoturbidometrisen testin, joka perustuu monoklonaaliseen fibriinimonomeerivasta-aineeseen.
Uusi testi on automatisoitavissa, mika helpottaatestin suoritusta.

Tyossani  testasin  immunoturbidometrisen menetelman  analyyttisida  suorituskykyominaisuuksia
maérittamalla Blood Coagulation System (BCS) -analysaattorilla sarjan siséisen ja sarjojen valisen
toistuvuuden seka lineaarisuuden. Tulosten perusteella menetelma toimii toistettavasti, mutta
lineaarisuus e ole optimaalinen. Vertasin myods nykyisen ja uuden menetelman tuloksia 40:sta
potilasnaytteestd. Kaikki naytteet olivat agglutinaatiotestissa negatiivisia. Osa ndista antoi kuitenkin
postiivisia tuloksia immunoturbidometriselld testilld Tulosten perusteella immunoturbidometrinen
menetelma el mittaa ainoastaan fibriinimonomeereja

Lisaks tarkastelin fibriinimonomeeritulosten korrelaatiota saman naytteen fibrinogeeni- ja D-
dimeerituloksiin. Fibriinimonomeeritulokset eivéat korreloineet fibrinogeenitulosten kanssa, mutta D-
dimeeritulosten kanssa korrelaatio oli voimakasta ja tilastollisesi merkitsevda. D-dimeeri mahdollisesti
ristireagoi menetelmassa. Jos menetelma halutaan ottaa kayttoon, se edellyttaa lisétutkimuksia
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ABSTRACT

Fibrin monomers are formed from fibrinogens as blood coagulates. This leads to the formation of
soluble fibrin monomer complexes, the existence of which can be indicated when there are great
amounts of them in the blood as in disseminated intravascular coagulation (DIC).

At HUSLAB Meilahti hospital laboratory, the existence of fibrin monomer complexes is proved by
using a hemagglutination test. The test is qualitative and the results are estimations only. Diagnostica
Stago’s new quantitative STAa - Liatesta FM immuno-turbidimetric test is based on a monoclonal
fibrin monomer antibody. The test can be measured by using an analyzer, which makes the testing
procedure easier.

| tested the immuno-turbidimetric method’s analytical ability by determing the intra- and inter-assay
reproducibility and linearity using the Blood Coagulation System (BCS) -analyzer. The test results
showed that the immuno-turbidimetric method was reproduciable but its linearity was not optimal.
Following this, | compared existing and new test results by analysing 40 samples. All samples were
agglutination negative. However, parts of samples were positive in an immuno-turbidimetric test. The
results indicated that the method wasn’t specific for fibrin monomers.

Furthermore, | examined the results of the fibrin monomer correlations to the same samples of
fibrinogen and D-dimer results. The fibrin monomer results did not correlate with the fibrinogen. With
the D-dimer, the correlation was strong and statistically significant. In addition, D-dimer might
crossreact in the method, which can only be introduced with respect to further studies.
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1 JOHDANTO

Veren hyytymigarjestelman tehtévand on huolehtia, ettd veri sdilyy suonessa normaali-
tilanteessa juoksevana. Kun verisuonen seinama vaurioituu on hyytymisjarjestelman
nopeasti pysdytettava verenvuoto. Taldin muodostuu hyytyma. (Mahlaméki 2004: 310.)
Téallaisen jérjestelmén on oltava tiukasti kontrolloitu, joten veren hyytymista edistéavien
ja ehkéisevien aineiden seka hyytymaa liuottavan fibrinolyysin valilla vallitsee tarkea
tasapaino (Hoffbrand — Pettit — Moss 2001: 236).

Disseminoitunut intravakulaarinen koagulaatio eli DIK on oireyhtymd, jossa elimiston
hyytymigéarjestelma ajautuu hairiotilaan. DIK:ss& hyytymismekanismi aktivoituu niin
voimakkaasti, ettd sen sdatelyjarjestelman suorituskyky ylittyy. Tama voi johtaa seka
tukos- etta vuototaipumukseen, jotka pahimmillaan voivat aiheuttaa potilaan kuoleman.
DIK:n osoittamiseen ei ole yhta spesifista laboratoriokoetta, mutta useita kokeita kéyte-
tédn apuna diagnosoinnissa. (Rasi 2000: 553-556.) Yleisimmé kokeet ovat fib-
riilnimonomeerien ja D-dimeerien osoittaminen plasmasta ja fibrinogeenipitoiduuden
magritys (HUSLAB 2006).

Veren normaalin hyytymistapahtuman aikana fibriinimonomeereja syntyy fibrinogee-
nimolekyyleistd, kun trombiini pilkkoo niista pois kaksi A- ja kaksi B-fibrinopeptidia
Fibriinimonomeereistd syntyy edelleen liukenematonta fibriinig jolloin verenvuodon
pysayttamiseksi syntynyt veritulppa vahvistuu. Fibriinimonomeerit muodostavat komp-
leksgja toistensa kanssa, mutta myds fibrinogeenin seka fibrinogeenin ja fibriinin ha-
joamistuotteiden kanssa. (Horan — Francis 2001: 659; Lassila 2000: 454-455.)

DIK:ssa fibriinimonomeeregja esiintyy veressa suuria méaérig, jolloin niiden olemassaolo
voidaan osoittaa laboratoriokokeella (Hoffbrand ym. 2001: 269; Diagnostica Stago, ohje
2003). Helsingin ja uudenmaan sairaanhoitopiirin laboratorioliikelaitoksen (HUSLAB)
Meilahden sairaalan laboratorio kayttda talla hetkella fibriinimonomeerikompleksien
osoittamiseen Diagnostica Stagon hemagglutinaatioon perustuvaa kvalitatiivista mene-
telméd. Maaritys suoritetaan kasin testikortilla ja fibriinimonomeereilla paallystettyjen
punasolujen agglutinoituminen eli yhteen tarttuminen todetaan silmamaéraisesti.

Diagnostica Stago on tuonut markkinoille uuden STA& - Liatestd FM immunoturbi-

dometrisen fibriinimonomeerikompleksien mééritysmenetelman, joka on kvantitatiivi-
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nen. Uusi menetelmd perustuu monoklonaaliseen fibriinimonomeerivasta-aineeseen,
jota on kiinnitetty lateksipartikkeleihin. Naytteessa olevat fibriinimonomeerit tarttuvat
vasta-aineisiin, mika johtaa lateksipartikkelien agglutinaatioon. Tulos saadaan turbidi-
teetin eli sameuden muutoksesta, jota mitataan fotometrisesti. Tutkimus on automatisoi-
tavissa hyytymisanalysaattorilla.

Opinnaytetyoni toimeksiantaja, HUSLABIn Meilahden sairaalan kliinisen kemian ja
hematologian laboratorio (my6hemmin tydssani kdytén nimed HUSLABIn Meilahden
sairaalan laboratorio), on kiinnostunut mahdollisuudesta korvata nykyinen menetelmé
uudella. Silmamaaraisesti tulkittavan kvalitatiivisen fibriinimonomeeritestin korvaami-
nen automatisoitavalla kvantitatiivisella méarityksella helpottaisi DIK-diagnostiikan
suorittamista merkittavasti. Jos menetelma osoittautuu kayttoon sopivaksi, tutkimus
saatetaan ottaa kayttdon myds paivystystutkimukseksi.

Opinndytetyoni tarkoituksena on testata uuden menetelman analyyttisia suorituskyky-
ominaisuuksia seka verrata nykyisen ja uuden menetelman tuloksia. Tulosten perusteel-
la  pyritééan selvittamaan, toimiiko menetelma  luotettavasti BCS
hyytymisanalysaattorilla Tyon suorittamisen aikana tuli aiheelliseksi tarkastella myds

menetelman spesifisyytta



2VEREN HYYTYMINEN

Veren hyytymigarjestelma huolehtii térkeista tehtavista Sen ansiosta veri sdilyy ve-
risuonissa normaalitilanteessa juoksevana. Jos verisuonen seindma vaurioituu, hyyty-
mig arjestelma pysayttéd verenvuodon muodostamalla hyytyman (kuvio 1). Kun vaurio
on korjaantunut, jarjestelma hajottaa tarpeettomaks k&yneen hyytyman. (Mahlamaki
2004: 310.) Verisuonen seinama, verihiutaleet, plasman hyytymistekijét ja niiden inhi-
biittorit seka fibrinolyyttinen systeemi ovat hyytymisjérjestelman osia (Hoffbrand ym.
2001: 236).

Endoteeli
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KUVIO 1. Veren hyytyminen (Koski - Vilpo 2005: 160).

2.1 Suonen seindma ja verihiutaleet hyytymistapahtumassa

Verisuonen sisdpintaa peittdd yhden solukerroksen paksuinen endoteeli, jonka rakenteet
estavét hyytymistd. Kun suoni vaurioituu, endoteelin ata paljastuu seka verihiutaleita
kiinnittavia rakenteita etté hyytymista edistévia tekijoitd. (Mahlamaki 2004: 310.) Kol-
lageeni ja von Willebrand -tekija ovat tarkeita rakenteita, jotka mahdollistavat verihiuta-
leiden adheesion eli kiinnittymisen vauriokohtaan. Verihiutaleiden pinnalla on ad-
heesioreseptoreita, jotka voivat tarttua néihin rakenteisiin. Tarkeimmét adheesioresepto-
rit ovat glykoproteiinit (GP) Ia/llaja lb. GP lallla tarttuu kollageeniin ja GP Ib von
Willebrand -tekijdan. Verihiutale tunnistaa von Willebrand -tekijan lisdksi myo6s
GPlIb/Ian avulla (kuvio 2). (Lassila 2000: 450-451.)
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KUVIO 2. Adheesioreseptorit GP Ib ja GP I1b/l11atarttuvat von Willebrand -tekij&an.
GPlatarttuu kollageeniin. (Hoffbrand ym. 2001: 238.)

Verihiutaleadheesion seurauksena verihiutaleet aktivoituvat ja vapauttavat varastorak-
kuloistaan muun muassa suonia supistavia tekijoita ja molekyylejd, joiden vélityksella
verihiutaleet voivat aggregoituaeli tarttuakiinni toisiinsa. Toisiinsatarttuneet verihiuta-
leet muodogtavat 16yhan hyytyman, trombosyyttitulpan. (Koski — Vilpo 2005: 158—
159.) Suonen supistuminen kasvattaa virtausvoimaa, joka painaa verihiutaleita voimak-
kaasti suonen seindméa vasten ja edistéa uusien verihiutaleiden tarttumista vauriokoh-
taan (Lassila 2000: 453).

2.2 Plasman hyytymistekijét ja niiden inhibiittorit

Hyytymistekija ovat proteiingja, jotka kiertdvat plasmassa inaktiivisessa proentsyymi-
muodossa (Lassila 2000: 453). Hyytymistekijdjarjestelmé toimii etenevana reaktiosarja-
na, jossa aktivoitunut entsyymi muuttaa seuraavan inaktiivisen proentsyymin aktiivisek-
si, joka jélleen aktivoi seuraavan proentsyymin ja niin edelleen. Ketjureaktion tavoittee-
na on protrombiinin muuttaminen trombiiniksi, joka muuttaa fibrinogeenin fibriiniksi.
Fibriiniverkko vahvistaa |0yhan trombosyyttitulpan tiiviiks veritulpaksi. (Koski — Vilpo
2005: 160.)

Tarkein hyytymistekijdjarjestelmaa aktivoiva tekija on suonen vauriokohdasta vapautu-
va kudostromboplastiini. Myos verihiutaleiden solukalvojen tietyt fosfolipidit aktivoivat
hyytymigjarjestelmaa. (Koski — Vilpo 2005: 158-160.) Naméa fosfolipidit siirtyvét veri-
hiutaleiden pinnalle niiden muuttaessa muotoaan verihiutaleaktivaatiossa (L assila 2000:
452). Plasma siséltéd myos hyytymistekijoiden inhibiittoreita eli estgjiad. Ne estévét ve-
ren hallitsemattoman hyytymisen. Inhibiittorit aktivoituvat samalla kun hyytyminen
k&ynnistyy. (Koski — Vilpo 2005: 161.)



2.3 Fibrinolyys

Kun veren hyytyminen k&ynnistyy, samalla k&ynnistyy myos sille vastakkainen reaktio,
fibrinolyysi. Se liuottaa syntyneen hyytyman ja edistéa haavan soluvélitteista parane-
mista. Fibrinolyysi myo6s yllapitéd hyytymistasapainoa rajaamalla hyytymisreaktion
vaurioalueelle. Fibrinolyysi kaynnistyy, kun endoteelisoluista vapautuu hyytyman fib-
riinin ja trombiinin vaikutuksesta plasminogeenin kudosaktivaattoria tPA:ta. Vapautu-
nut tPA alheuttaa plasminogeenin aktivoitumisen plasmiiniksi, joka pilkkoo fibriinia
(kuvio 3). (Lassila 2000: 451, 457.) Fibrinolyysissa fibriini pilkkoutuu erikokoisiksi
fibriinin hajoamistuotteiksi (FDP). Yksi fibriinin hajoamistuotteista on D-dimeeri.
(Kolde 2004: 48.)

plasmino- FDP
geeni =
plasmiini

= ~
A
ocﬁxjoo
endoteell (.\\ ‘;,\“\”
“‘0‘\ kollageeni

KUVIO 3. Fibrinolyysi hajottaa hyytymén. Endoteelista vapautuva tPA aktivoi plasmi-
nogeenin plasmiiniksi, joka pilkkoo fibriinin erikokoisiksi fibriinin hajoamistuotteiksi
(FDP). (Mukaillen Lassila 2000: 451.)

3 FIBRIINIMONOMEERI

3.1 Fibriinimonomeerin synty

Hyytyman muodostumisen viimeisessa vaiheessa fibrinogeenistd muodostuu liukene-
matonta fibriinid. Tama tapahtuu trombiini-entsyymin vaikutuksesta (kuvio 4). Trom-
biini muuttaa fibrinogeenin rakennetta proteolyyttisesti polypeptideja pilkkomalla. Fib-
rinogeeni on suuri plasman proteiini, joka koostuu kahdesta Aa-, Bb-, ja g-ketjusta.
Proteiiniketjut ovat toisissaan kiinni useilla disulfidisidoksilla. Fibrinogeenimolekyyli
voidaan jakaa rakenteellisesti kolmeen osaan: keskella on E-osa, jonka molemmilla si-
vuilla on D-osat. E-osassa sijaitsee kaksi A-fibrinopeptidia (FPA) ja kaksi B-
fibrinopeptidia (FPB). Trombiinin vaikutuksesta fibrinopeptidit irtoavat. (Kolde 2004:
28-29 Tirri — Lehtonen — Lemmetyinen — Pihakaski — Portin, Biologian sanakirja 2001



6
s.v. proteolyysi.) Siina vaiheessa, kun molemmat A-fibrinopeptidit ovat irronneet, mo-
lekyylia kutsutaan DesAA-fibriiniksi (Dempfle 1999: 676). Kun myds B- fibrinopepti-
dit irtoavat, reaktiotuotteena syntyy fibriinimonomeeri eli des-AB-fibriini (kuvio 5)
(Kolde 2004: 29).

Hyytymistekija
XIII

«==  Trombiini

XIlla

+ Ca

!

Liukenematon _ Fibriini _ Fibrinogeeni
fibriini

KUVIO 4. Trombiinin vaikutuksesta fibrinogeenista syntyy liukenematonta fibriinia
(Mukaillen Lassila 2000: 454).

‘Thrombin

E -2FPA, -2 FPB
Fibrinogen
i1 vy

KUVIO 5. Fibriinimonomeeri syntyy, kun trombiini pilkkoo fibrinogeenista kaks fib-
rinopeptidi-A:ta jakaks -B:ta (Kolde 2004: 29).

Soluble Fibrin
(Fibrin Monomer)

3.2 Fibriinimonomeerien polymerisaatio

Fibrinopeptidien vapauduttua fibrinogeenistd, fibriinimonomeerimolekyyli osoittaa
voimakasta taipumusta polymerisaatioon. Polymerisaatiossa fibriinimonomeerit liittyvét
suuremmiksi kokonaisuuksiksi (kuvio 6). Tama johtuu siita, etta fibrinopeptidien irtoa-
minen saa molekyylissa aikaan rakenteellisia muutoksia. Talldin sen pinnalle paljastuu
rakenne, johon muut fibriinimonomeerimolekyylit voivat sitoutua. (Horan — Francis
2001: 658; Tirri ym. Biologian sanakirja 2001: s.v. polymerisaatio) Fibriinimonomeeri-
en yhdistyminen tapahtuu spontaanisti (Hoffbrand ym. 2001: 243).
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Monomeerit polymerisoituvat muodostamalla monomeerien vélille E-D ja D-D -
sidoksia. Yhdistyvien monomeerien E- ja D-osat sitoutuvat toisiinsa E-D -sidoksilla.
Muodostuvan ketjun molempiin péihin jéa aina vapaat D-osat, joihin seuraavien mono-
meerien E-osat voivat liittyd Perékkaiset monomeerit yhdistyvét toisiinsa D-osien vali-
slla D-D -sidoksilla. Ensin muodostuu ohutta kaks saikeistd alkusdiettd. Vasta kun
sdikeet ovat muodostuneet riittavan pitkiksi, ne alkavat paksuuntua. (Furie — Furie 2005:
1946.)

Polymerisaation edetessa fibriini haaroittuu verkoks auttaen tukoksen syntya (Kolde
2004: 29). Y hteen liittyneet fibriinimonomeerit ovat liukoista fibriinia kunnes trombiini
aktivoi hyytymistekija XlI1:n, joka saa kovalenttisten sidosten avulla fibriinin muuttu-
maan liukenemattomaksi, stabiiliksi fibriiniks ja synnyttda lopullisen hyytyman (kuvio
6). Hyytymistekija Xl1Il:n liséks téhan tarvitaan kalsiumia. (Lassila 2000: 454-455.)
Kovalenttiset kaksoissidokset muodostuvat kahden perdkkaisen fibriinimonomeerin D-

osien vélille (Diagnostica Stago 2005a: 3).

Fibrin clot formation

Fikrinogen
| Thromhbin
T

SO | 2 FPA

Fibrin Monomer

| 2 FPB
]

oo ) OO

Fibrin polymer (Soluble Fibrin)
FXlla
i i 2

Fibrin elot (insoluble)

KUVIO 6. Fibriinimonomeerit liittyvat suuremmiks kokonaisuuksiksi fibrinopeptidien
irrottua. Aktivoitunut hyytymistekija X111 saa aikaan hyytyman stabiloimalla liukoisen
fibriinin liukenemattomaksi. (Diagnostica Stago 2005a: 4.)

Koska fibriinimonomeereilla on voimakas taipumus polymerisoitua, fibriinimonomeere-
ja esiintyy veress sellaisenaan vain hyvin matalina pitoisuuksina. Fibriinimonomeerien
olemassaolo plasmassa voidaan havaita laboratoriokokeilla vain hyytymisjarjestelman
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ollessa héiridtilassa. Pieni osa fibriinimonomeereista el yhdistykdan toisiinsa ja edesauta
hyytyméan muodostusta, vaan kiertda plasmassa yhdistyneena fibrinogeeniin ja fibrino-
geenin tai fibriinin hgjoamistuotteisiin, joilla on pinnallaan samanlainen yhdistymisen
mahdollistava sitoutumiskohta kuin fibriinimonomeereilla. Komplekseja, joissa fib-
riinimonomeerejd on liittynyt toisiinsa tai muihin tuotteisiin kutsutaan liukoiseksi fib-
riiniksi. (Horan — Francis 2001: 658-659.) Niita nimitetédn myos liukoisiksi fib-
riinimonomeerikomplekseiks (Diagnostica Stago: 2005b).

3.3 Fibriinimonomeeriméarityksen kayttd DIK:n diagnostiikassa

Disseminoitunut intravaskulaarinen koagulaatio eli DIK (suomennettuna lagjalle levin-
nyt suonensiséinen hyytyminen) on elimistdssa yleistynyt hyytymisjarjestelman hairioti-
la. DIK:n taugtalla voivat olla erilaiset sairaudet jatilat, joita on esitetty taulukossa yksi.
(Liebman — Weitz 2005: 2169.) DIK:n voi laukaista hyytymista aktivoivien tekijoiden
paéasy verenkiertoon tal laaja endoteelivaurio (Hoffbrand ym. 2001: 269).

TAULUKKO 1. Sarrauksiajatiloja, joihin usein liittyy DIK (Rasi 2000: 555).

Infektio Gramnegatiivinen tai grampositiivinen sepsis, eraat viremiat, malaria

QObstetrinen komplikaatio Istukan irtoaminen, lapsivesiembolia, kuollut sikio -oireyhtyma, vai-
kea pre-eklampsia ja eklampsia, HELLP-oireyhtymad, septinen abortti

Pahanlaatuinen sairaus Akuutti (promyelosyytti)leukemia, eturauhassytpéd, keuhkosyopa,
haimasydpa, munasarjasyopa

Trauma Monivamma, aivovamma, palovamma

Antigeeni-vasta-ainereaktio Anafylaktinen reaktio, ABO-sopimaton verensiirto

Verisuonianomalia Aortan aneurysma, jattihemangiooma

Muita Sokkioireyhtyma, maligni hypertermia, lampohalvaus, hypotermia,

haimatulehdus, akuutti maksanekroosi, elinsiirteen hyljinta

DIK:lle on ominaista seka hyytymigjarjestelman aktivoituminen, tukokset etta veren-
vuodot. Hyytymisjarjestelma aktivoituu niin voimakkaasti, etta elimisto el pysty sédte-
lem&an sitd Seurauksena verisuoniin muodostuu fibriinid, joka aiheuttaa hyytymien
synnyn verenkiertoon. Hyytymét voivat tukkia mikroverisuonistoa ja aiheuttaa muun
muassa hengitysvajausoireyhtyman, munuaisten vajaatoimintaa ja neurologisia hairioi-
ta. Tila kuluttaa hyytymistekijoita ja niiden inhibiittoreita seka trombosyytteja Kulutus-
talisda viela fibrinolyysi, joka kaynnistyy puolustamaan elimist6a veren liialliselta hyy-
tymiseltd. Tama voi johtaa verenvuototaipumukseen. Vuodot voivat aiheuttaa esimer-
kiksi verenpaineen laskua, sokin tai aivoverenvuodon. (Ras 2000: 553-556.)
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DIK:n diagnosoimiseksi ei ole olemassa yhta spesifista koetta tai laboratoriokoeyhdis-
telméd. Laboratorioldydokset toimivat diagnoosin teossa vain tukena ja tarkeinta on
potilaan kliinisen kuvan arviointi. (Ras 2000: 556.) Useita |laboratoriokokeita kaytetaan
kuitenkin apuna DIK-oireyhtyman toteamisessa. Esimerkiksi D-dimeerien ja trombiini-
antitrombiinikompleksien mééritykset ovat hyvin herkkia tutkimuksia, mutta elvét spe-
sifisd DIK:lle, koska niiden m&dran muutokset voivat olla seurausta monista muistakin
tiloista kuin DIK:st&d. (Hamano ym. 2005: 183)

Myos fibriinimonomeeriméaéritysta kaytetéan apuna DIK:n diagnosoinnissa (HUSLAB
2006). Trombiinin vaikutuksesta DIK:ss& syntyy suuria méaria fibriinimonomeerejg,
jotka muodogtavat komplekseja fibrinogeenin kanssa (Hoffbrand ym. 2001: 269). Liu-
uhkaavasta tilanteesta, joka voi johtaa tukokseen. Kliinisessi kayttssa el kuitenkaan
vield ole nopeaa menetelméa liukoisten fibriinikompleksien méarittdmiseksi plasmasta.
(Hamano ym. 2005: 183.)

4 LABORATORIOMENETELMAN VALIDOINTI

Laboratoriotoiminta perustuu validoitujen analyysimenetelmien kayttoon (Jaarinen —
Niiranen 2005: 11). Validoinnilla tarkoitetaan prosessia, jonka avulla osoitetaan ana-
lyysimenetelman soveltuvuus aiottuun kayttétarkoitukseen. Soveltuvuuden lisdksi vali-
doinnissa arvioidaan mittausmenetelméan suorituskykyd. Menetelmévalidointi on térkea
toimenpide kemiallisen analyysin tulosten luotettavuuden kannalta. (Ehder 2005: 25.)
Validoinnin tulosten sek& muiden taustatietojen perusteella voidaan todeta menetelméan
luotettavuus. (Jaarinen — Niiranen 2005: 11).

Validoinnissa analyysimenetelman suorituskyvysta otetaan selvaa suunniteltujen mitta-
ussarjojen avulla (Jaarinen — Niiranen 2005: 11). Laboratorion teknis-analyyttinen tai
kliininen vastuuhenkilo pé&éttéa validoinnin lagjuudesta ja toteutuksesta. Mittauksista
saatuja tuloksia verrataan laatutavoitteisiin ja mahdollisiin muihin validointisuunnitel-
massa mainittuihin kriteereihin. Samalla tarkistetaan viitearvojen oikeellisuus. Tuloksis-
ta tehdaén yhteenvetoraportti johtopaatoksineen. HUSL ABissa validointiraportit esitel-
l&én erikoisalojen asiantuntijaryhmissa ja raportit hyvaksyy vastuualueen johtaja, vas-
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tuuyksikon péallikkd tai asiantuntijaryhmén puheenjohtgja. (Toimintakasikirja 2005:
19-20.)

4.1 Vaidointiparametrit

HUSLABINn Toimintakésikirja (2005: 19) mé&irittelee validointiparametreiksi laitteen
teknisen suorituskyvyn vastaanottotarkastuksen ja asennuksen jalkeen, tietoliikenteen
toimivuuden ja analyyttisen suorituskyvyn. Analyyttisté suorituskykyd mitataan useilla

eri mittareilla.

4.2 Analyyttisen suorituskyvyn mittarit

Toimintakasikirjassa luetellaan analyyttisen suorituskyvyn mittareiksi seuraavat:
toistuvuus (repeatability)
uusittavuus (reproducibility)
lineaarisuus (linearity)
mittausalue (range of measurement)
kvantitointirgja (limit of quantitation)
toteamisrgja (limit of detection)
oikeellisuus (trueness)

mittausepdvarmuus (uncertainty of measurement)

(Toimintakasikirja 2005: 20)

Toistuvuudella tarkoitetaan perdkkaisten mittaustulosten yhtgpitévyyttd Toistuvuutta
tutkittaessa mittaukset tehddan lyhyella aikavalillg, saman henkilon toimesta, samoissa
olosuhteissa ja samalla laitteella. (Ehder 2005: 37.) Toistuvuus jaetaan sarjan sisdiseen
ja sarjojen véliseen toistuvuuteen. Toistuvuuksia selvitettdessa tulee kéyttaa vahintaan
kahta eritasoista ndytettd, kun kéytetddn menetelmés, jossa sama nayte analysoidaan
useaan kertaan perdkkdin. Sisdista toistuvuutta voidaan tutkia my6s parimenetelman
avulla tekemélla useita rinnakkaisméérityksia eripitoisista naytteista. (Toimintakasikirja
2005: 20) Sarjojen valinen hajonta on aina hieman suurempi kuin sarjan sisainen hajon-
ta (Jaarinen — Niiranen 2005: 12).
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Uusittavuus kertoo mittaustulosten yhtapitévyydestd muuttuneissa olosuhteissa. Muut-
tunut olosuhde voi olla esimerkiksi mittauksen suorittaminen eri laboratoriossa. Tavalli-
simmin tutkitaan menetelman sisaista uusittavuutta. Talldin sama néyte analysoidaan eri
laboratorioissa, eri laitteella ja eri henkildiden suorittamana. Uusittavuus on lukuarvol-

taan aina suurempi kuin toistuvuus. (Jaarinen — Niiranen 2005: 12.)

Lineaarisella mittausalueella mittalaitteen herkkyys on vakio. Talla alueella tulosten ja
ndytteesta tutkittavan aineen pitoisuuden valilla on lineaarinen korrelaatio. (Jaarinen —
Niiranen 2005: 13.) Useimmiten lineaarisuuden kriteeriksi riittda, ettd menetelma on
lineaarinen jollain tietyll& mittausalueella (Lehtonen — Sihvonen 2004: 95). Lineaari-
suuden méérittdmiseksi suositellaan yleensd nollandytteen liséksi kaytettavaksi vahin-
taén viitta eripitoista ndytettd, joiden pitoisuudet kattavat koko vaaditun mittausal ueen.
Lineaarisuustutkimuksen ohella saadaan my0s mééritettyd menetelmén luotettava mit-
tausalue. Mittausalue on useimmiten lineaarista aluetta lagjempi. (Ehder 2005: 28-29.)

Kvantitointiraja on pienin analyytin pitoisuustaso, jossa kvantitatiivisia mittauksia voi-
daan tietylla luotettavuustasolla suorittaa. Toteamisrgja taas on analyytin pienin pitoi-
suus, joka voidaan luotettavasti, 95%:n tasolla, havaita. Oikeellisuudella tarkoitetaan
sitd, kuinka lahella saadut mittaustulokset ovat todellista arvoa. (Jaarinen — Niiranen
2005: 12-13).

Mittausepadvarmuus ilmoittaa arvion rajoista, joiden vélissa todellisen arvon katsotaan
olevan. Mittaustulos sijoittuu mittausepavarmuuden ilmoittamaan vaihteluvaliin tietylla
todenndkdisyydella. Yleensd todenndkbisyys on 95%, jolloin tuloksista 95% on mitta-
usepdvarmuusrgjojen sisélla (Ehder 2005: 19.)

5 FIBRIINIMONOMEERIEN MAARITTAMINEN
5.1 BCS-analysaattori

Behring Coagulation System (BCS) -analysaattori tekee koagulometrisia, kromogeeni-
sid ja immunokemiallisia méérityksia samanaikaisesti. Analysaattori tunnistaa naytteen,
suorittaa esilaimennokset, mittaukset sekd kalibroinnin ja kontrollien mittaamisen.
(Instruction Manual 2003: 3.) Diagnostica Stagon uuden STA& - Liatesta FM:nimmu-
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noturbidometriaan perustuvat fibriinimonomeerimaaritykset on téssa tydssa tarkoitus
analysoida BCS-analysaattorilla.

5.1.1 BCS:n toiminnalliset osat
BCS koostuu analysaattorista ja tietokoneesta. Laitteen tarkeimmét toiminnalliset osat

ovat tietokone, naytetelineyksikko, jakoyksikko, siirtévét varret, mittausyksikko seka
nesteyksikko (kuvio 7). (Training Manual 4.0: 1.)

Siirtivat varret
f~

Neste-
yksikko

Naytetelineyksikko
Jakoyksikko

KUVIO 7. BCS-analysaattorin toiminnalliset osat (Heiskanen 2006; mukaillen Training
Manual 4.0: 1).

Naytetelineyksikkd koostuu 14:sta linjasta. Linjat yhdestéd kolmeen ovat vain reagensse-
ja varten. Reagenssilinjoista kaksi on jadhdytetty +15 asteeseen. Muihin linjoihin voi
laittaa joko néytteitd tai reagenssgja. Y hteen ndytetelineeseen mahtuu kymmenen nay-
tettd Reagensseille on omat telineensd, joihin sopii erikokoisia pulloja. Kuhunkin lin-
jaan voi laittaa yhden ndytetelineen kerrallaan. Viivakoodinlukija siirtyy automaattisesti
lukemaan naytteen tal reagenssin viivakoodin. Jos viivakoodia el pystyta lukemaan tai
gta e ole, voidaan tiedot syottda analysaattorille manuaalisesti. (Instruction Manual
2003: 4-5.)

Jakoyksiktssa sijaitsee reagenssi- ja ndytelaimentagja. Laimentgjat koostuvat ruiskusta ja
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venttiilista Ruiskuosa jakaa ja aspiroi naytteen venttiilin kontrolloidessa tapahtumaa.
(Instruction Manual 2003: 6.)

BCS:ssd on kaksi siirtavda vartta, joissa on pipetit. Toinen vars kuljettaa ndytetta tai
kontrollia putkesta roottoriin, joka sisaltéa kyvetit. Toinen varsi tuo roottoriin reagens-

sit. Y hdessa kyvettiroottorissa voi suorittaa 20 maaritysta (kuvio 8). (Instruction Manual
2003: 7, 12.)

KUVIO 8. Kyvettiroottori (Heiskanen 2006).

Mittausyksikko koostuu kyvettiroottorin kasittelijasta, kahdesta roottorivarastosta, pipe-
tointiasemasta, mittausasemasta ja kaytettyjen roottorien jatesdliosta (kuvio 9). Mitta
usyksikon lampdtila pysyy koko mittausgjan 37 asteessa. Kyvettiroottorin kasittelija
Siirtéa roottoreita varastosta toiseen ja seltd tarvittaessa edelleen pipetointiasemaan,
mittausasemaan ja lopulta jéteséilioon. Késittelija pystyy myds siirtdméan osittain kay-
tetyt roottorit takaisin pipetointiasemaan tai roottorivarastoon uudelleenkaytettaviksi.
Roottoreita lisdtd8n manuaalisesti oikeanpuoleiseen roottorivarastoon. Pipetointiase-
massa naytteet ja reagenssit pipetoidaan roottorin sisdltamiin kyvetteihin, joissa laite
inkuboi, sekoittaa tai laimentaa naytteita tarpeen mukaan. Mittausasemassa roottoria
pyoritetdan, jolloin reaktion kaikki aineet paasevét sekoittumaan. Taman jalkeen tapah-
tuu mittaus. Jéteastia tyhjennetdan, kun laite ilmoittaa sen olevan taynna. (Instruction
Manual 2003: 10-11.)
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Mittaus-
asema

Jatesdilio

KUVIO 9. Mittausyksikon osat. (Kyvettiroottorin kasittelijaéé el ndy kuvassa, silla se
sijaitsee analysaattorin sisdlld.) (Heiskanen 2006; mukaillen Instruction Manual 2003:
10.)

Nesteyksikkoon kuuluu pumput, kolme laitteen ulkopuolella sijaitsevaa muovikanisteria
seka niihin johtavat letkut. Yks kanisteri sisdltda tislattua vettd, toinen desinfiointiainet-
ta. Kolmas kanisteri on jatekanisteri. Kanistereissa on nestepinnan tasoa mittaava anturi,
jonka ansiosta laite ilmoittaa, kun nesteita pitéa lisata ta jatekanisteri tyhjentéa. Venttii-
[i huolehtii nesteiden ottamisesta ja annostelusta jakoyksikon laimentajille. (Instruction
Manual 2003: 13.)

5.1.2 Mittausmenetelma

BCS:n suorittamat mittaukset perustuvat fotometriaan. Valoldhteena on ksenon lamppu,
joka vilkkuu Idhettden valoa lagjalla aallonpituudella. Sopivaa suodatinta kayttamalla
saadaan aikaan haluttu, kapeampi aallonpituus. (Training Manual 4.0: 10.) Haluttua
aallonpituutta oleva valo ohjataan kahteen kanavaan: referenssikanavaan ja mittauska-
navaan. Referenssikanavaan kulkeva valo ohjautuu suoraan detektorille. Mittauskana-
vaan kulkeutunut valo kulkee kyvetissa olevan naytteen 18pi ja pagtyy detektorille.
(Training Manual 4.0: 9-10.)

Valonsdteen voimakkuus heikkenee, kun se kulkee néaytteen 18pi. Heikkeneminen johtuu
valon sirottumisesta tai absorboitumisesta naytteeseen. Absorbanssin suuruus méérite-
téaén kaksiosaisen mittauksen avulla. Ensimmainen mittaus on referenssi- ja mittauska-
navan pimeamittaus, jolloin lamppu on sammuksissa. Toinen mittaus suoritetaan, kun
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lampun kirkkaus on suurimmillaan. Myos kirkasmittaus suoritetaan molempien kanavi-
en osalta. Saaduista tuloksista absorbanssi |asketaan seuraavalla kaavalla:

referenssikanavan kirlas atvo -referenssikanavan pitned arvo

Lbsorbanssi= g _ : : :
trattanskanavan kitkas arvoe - mittauskanavan pitned atrvo

(Training Manual 4.0: 9-10)

Absorbanssia kaytetédn kvantitatiivisissa mittauksissa, koska sen arvo on suoraan ver-
rannollinen naytteen konsentraatioon (Jaarinen — Niiranen 2005: 52). Fotodetektorin
avulla kyvetin 18pi kulkeneen valonsdteen voimakkuus kdannetdan sahkoiseksi signaa-
liksi. S8hkoisia signaaleja mitataan koko mittaustapahtuman ajan. Valitun laskentatyy-
pin avulla signaalit saadaan muutettua tuloksiksi. (Training Manual 4.0: 9,11.)

BCS:ssa mittaukset voidaan suorittaa kolmella periaatteella: hyytymisaikaan perustuval-
la, kromogeeniselld ja immunokemiallisella menetelmalla Fibriinimonomeerejd mééri-
tettéessi kyseessa on immunokemiallinen menetelma Siind proteiinin konsentraatio
madritetédn mittaamalla vasta-aine -antigeeni -kompleksin muodostumisnopeutta. (In-
struction Manual 2003: 23.)

5.2 STAA - Liatestd FM — immunoturbidometrinen menetelmé

Diagnostica Stagon STA& - Liatesta FM liukoisten fibriinimonomeerikompleksien
médritysmenetelma on immunoturbidometrinen. Menetelméssa liukoisten  fib-
riinimonomeerikompleksien médédra mitataan fotometrilla ja saadaan kvantitatiivinen eli
numeerinen tulos. Maéritys voidaan suorittaa automatisoidusti. Naytteena kaytetdan
potilaan plasmaa, joka on otettu 109 mM :n sitraattiputkeen. (Diagnostica Stago 2005b.)

Maaritysmenetelma perustuu mikropartikkelisuspension turbiditeetin eli sameuden
muutoksiin. Reagenssissa olevat lateksimikropartikkelit on pé&allystetty fib-
ritnimonomeerille spesifisella monoklonaalisella vasta-aineella. (Diagnostica Stago
2005b.) Monet aiemmatkin fibriinimonomeerimaaritykset ovat perustuneet monoklo-
naalisiin vasta-aineisiin. Vasta-aineet reagoivat fibriinimonomeerimolekyylien pinnan
maaréttyihin rakenteisiin, joita paljastuu fibrinopeptidien irtoamisen ja polymerisaation

aiheuttamien muutosten seurauksena. (Horan — Francis 2001: 658.)
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STA& - Liatestda FM immunoturbidometrisessi menetelmassa vasta-aineet on sidottu
mikropartikkeleihin kovalenttisilla sidoksilla. Lateksimikropartikkelisuspensio ja testat-
tava nayteplasma sekoitetaan keskendan. Antigeeni-vasta-aine -reaktio johtaa lateksi-
mikropartikkelien ja nayteplasmassa mahdollisesti olevien liukoisten fibriinimonomee-
rikompleksien agglutinaatioon (kuvio 10). Taman seurauksena reaktioseoksen sameus
lisdantyy. Sameuden lisdantyminen vaikuttaa absorbanssiin, jota mitataan fotometrises-
ti. Absorbanssin avulla naytteen liukoisten fibriinimonomeerikompleksien pitoisuus
saadaan selville. Absorabanssin mittaus tapahtuu 540 nanometrissa. (Diagnostica Stago
2005bh.)

a/ without Fibrin Monomer b/ with Fibrin Monomer

it

_( anti-Fibrin Monomer
¢ latex microparticles

a8 Fibrin Monomer

KUVIO 10. a) Néaytteessa ei ole fibriinimonomeerej, joten agglutinaatiota el tapahdu.
b) Naytteessa olevat fibriinimonomeerit aiheuttavat mitattavan agglutinaation kiinnitty-
essdan lateksimikropartikkelien pinnalla oleviin fibriinimonomeereille spesifisiin vasta-
aineisiin. (Diagnostica Stago 2005a: 6.)

Reagenssi ja puskuri ovat kdyttévalmiita liuoksia. Ennen kaytt6a niita tulee seisottaa 15
minuuttia huoneenlammossa. Molempia sekoitetaan huolellisesti kaéntelemalld, varoen
ilmakuplien muodostumista. Avatut reagenssit sdilyvét kaks péivaa. (Diagnostica Stago
2005b.)

STAA - Liatestd FM kontrollit liuotetaan 1 millilitraan tislattua vetta ja annetaan seista
huoneenlammaossa 30 minuuttia. Ennen kayttoa niita viela sekoitetaan helldvaraisesti.
Liuotetut kontrollit sdilyvét kayttokelpoisina 8 tuntia eivatka kesta pakastusta. (Diag-
nostica Stago 2005b.)
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5.3 Vertailumenetelma — agglutinaatiotesti

Liukoisten fibriinimonomeerikompleksien méérittdminen F.S Test:114 on talla hetkella
HUSLABIn Meilahden sairaalan laboratoriossa kdytdssa oleva menetelma. Se perustuu
hemagglutinaatioon ja on kvalitatiivinen. Testimateriaalina kdytetéan potilaan plasmaa,
joka on otettu 109 mM:n sitraattiputkeen. (Diagnostica Stago 2003.)

Menetelméssa kaytettava reagenss sisaltéa ihmisperdaisia punasoluja, jotka on pééllys-
tetty puhdigtetuilla fibriinimonomeereilld. Hemagglutinaatio tapahtuu, jos potilaan
plasmassa on fibriinimonomeerejd. Ne muodostavat kompleksin punasolureagenssin
fibriinimonomeerien kanssa. Kompleksimuodostus johtaa punasolujen agglutinoitumi-
seen. Tuloksen tulkinta perustuu hemagglutinaation silmémaéréiseen arviointiin. Mene-
telman mittauskynnys on noin 10 ug/ml, jolloin tdman arvon ylittavét naytteet nakyvét
testissd positiivisina. (Diagnostica Stago 2003.)

Reagenssi ja kontrollit ovat kylmakuivattuja. Postiivinen kontrolli on liukoista fibriini-
kompleksia sisdltavd ndyte. Negatiivinen kontrolli on ihmisperdistd normaaliplasmaa,
joka el sisdlla fibriinimonomeereja. Reagenssiin, positiiviseen ja negatiiviseen kontrol-
liin lisdtdan kuhunkin 0,2 ml tidlattua vetta ja annetaan seista 30 minuuttia huoneen
lampotilassa. Seisotuksen jalkeen pulloja sekoitetaan hell&varaisesti. Liuotettu reagenssi
ja kontrollit sdilyvét 3 tuntia huoneenlammossa tai 6 tuntia j&8kaapissa. (Diagnostica
Stago 2003.)

Mé&arityksen suoritus on monivaiheinen. Y hden naytteen maarittdmiseen tarvitaan kol-
me lasiputkea: yksi naytteelle ja yksi kummallekin kontrollille. Lasiputkiin pipetoidaan
100 m testattavaa ndytetta tai kontrollia. Sitten lisétéan 50 m hyvin sekoitettua reagens-
sia kuhunkin lasiputkeen ja inkuboidaan 37 asteessa 10 minuuttia. Inkuboinnin jalkeen
putkien sisaltd kaadetaan testikorttiin merkittyihin ympyroihin (kuvio 11). Testikorttia
heilutellaan mekaanisessa keinuttajassa 6 minuuttia, jonka jalkeen luetaan tulos. nega-
tilvinen, heikko, keskivahvatal vahva positiivinen. (Saarela 2005.)
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KUVIO 11. Testikortti, jonka ympyrdihin ndytteet on kaadettu (Heiskanen 2006).

6 AIEMMAT TUTKIMUKSET

Immunoturbidometrisesta fibriinimonomeerien méaritysmenetelmasta el ainakaan viela
ole 10ydettavissa kovinkaan runsaasti tutkimuksia. Seuraavaksi k&yn |1&pi aiheeseen liit-
tyvéat tutkimukset, joista toinen esittelee uuden monoklonaalisen vasta-aineen fib-
ritnimonomeerien ja liukoisen fibriinin osoittamiseksi. Toisessa tutkimuksessa immuno-
turbidometrista fibriinimonomeerien méarittamista potilasnaytteista on testattu kaytan-

nossa.

6.1. Uusi monoklonaalinen vasta-aine fibriinimonomeerien ja liukoisen fibriinin havait-

semiseksi plasmasta

Ennen tdman japanilaisryhmén tutkimuksia, useat muutkin ryhmét ovat pyrkineet kehit-
tamaan spesifisen monoklonaalisen vasta-aineen fibriinimonomeerien tai liukoisen fib-
riinin maarittdmiseksi. Aiemmat tutkimukset ovat tuottaneet joitain méaaritysmenetel-
mi& Osa méadritysmenetelmista on vaatinut esikasittelyjatai ne eivét ole olleet spesifeja
menetelmassa on voitu havaita huomattavaa ristireagointia fibriinin hgjoamistuotteiden
kanssa. Tasté kertoo esimerkiks pitoisuuksien korrelaatio D-dimeeripitoisuuksien kans-
sa. Japanilaisryhma ilmoittaa kehittaneensd spesifin vasta-aineen, joka reagoi seka fib-
riinimonomeerien etta liukoisen fibriinin kanssa ilman esikéasittelya. (Hamano — Tanaka
— Takeda — Umeda — Sakata 2002: 26, 31.)
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Japanilaisryhman kehittdma vasta-aine on F405, joka reagoi desAA-fibriinin kanssa.
F405-vasta-aine reagoi fibriinimonomeerien kanssa sekéa trombiinin vaikutuksesta pilk-
koutuneiden fibriinin kappaleiden X, Y ja E kanssa. Liukoisella fibriinilla ja fibriinin
johdannaisilla on rakenteellisesti samanlainen kohta o-ketjussa, joka paljastuu A-
fibrinopeptidien irrotessa. Tahan kohtaan F405-vasta-aine pystyy kiinnittymaan. Y htei-
sen sitoutumiskohdan vuoks F405 nayttda tunnistavan kaikki liukoisen fibriinin muo-
dot. F405-vagta-aine ei reagoi fibrinogeenin eika sen X, Y, D ja E -johdannaisten kanssa
eikd myoskaan reagointia D-dimeerin kanssa ole havaittu. (Hamano ym. 2002: 28-31.)

6.2 Tutkimus liukoisten fibriinikompleksien lateksi-immunoturbidometrisesta mééri-
tysmenetelmasta

Japanilaisessa tutkimuksessa kaytettiin edella mainittua monoklonaalista F405-vasta-
ainetta, joka reagoi spesifisti desAA-fibriinin kanssa. Vasta-aine on sidottu lateksipar-
tikkeleihin. M&aritysmenetelma perustuu lisdantyneeseen turbiditeettiin, joka aiheutuu
reaktiosta vasta-aineen ja ndytteessa olevien liukoisten fibriinikompleksien valilla. Mé&&
ritykset suoritettiin téaysin automatisoidulla Hitachi 911 analysaattorilla. (Hamano ym.
2005: 183.)

Tulokseksi saetiin, etté luotettava mittausalue oli valilla 3-300 pg/ml. Menetelman line-
aarisuus, tarkkuus ja herkkyys todettiin hyviksi. Lineaarisella mittausalueella teoreetti-
set arvot elvat poikenneet saaduista mittaustuloksista yli viitta prosenttia. Sarjan sisai-
set ja sarjojen valiset tarkkuudet osoittivat, etta maaritysten toistuvuus oli hyva Sisaisen
toistuvuuden CV% oli alle 3% ja sarjan valisen toistuvuuden CV% alle 2%. Menetel-
man toteamisrgjaksi saatiin <0,5 pg/ml. (Hamano ym. 2005:183, 185.)

Ryhma tutki my0s tekijoitd, jotka saattavat hairitd mééritystd. Kolmella eri pitoisuutta
olevalla plasmanaytteelld testattiin mahdollista bilirubiinin, ditaurobilirubiinin, hemo-
netelmassa. Bilirubiini 400 mg/l:aan ja ditaurobilirubiini 440 mg/l:aan asti eivét vaikut-
taneet mittaustarkkuuteen. Myo6skaan hemoglobiini 9,6 g/l:aan, intralipidien nousu
kymmeneen prosenttiin sekéa D-dimeeri 200 mg/l:aan saakka eiva muuttaneet mittaus-
tarkkuutta. Reumaf aktorinkaan kohoaminen jopa 470 000 1U/l:aan el héirinnyt mittaus-
ta. (Hamano ym. 2005: 186.)
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Tutkimusryhma analysoi 304:n terveen, 18-74 -vuotiaan vapaaehtoisen plasmanaytteet
ja 160:n DIK-potilaan naytteet. Liukoisten fibriinikompleksien keskim&araiseks kon-
sentraatioks saatiin terveilla 1,8 ug/ml. DIK-potilailla keskiarvo oli 48,9 pg/ml. Liu-
koisten fibriinikompleksien méédra DIK-potilailla oli merkittavasti korkeampi kuin ter-
veilla vapaaehtoisilla. (Hamano ym. 2005: 186.)

Tutkimuksen johtop&étds on, etta lateksi-immunoturbidometriaan perustuva méaritys-
menetelma suoritettuna Hitachi 911 automaattianalysaattorilla on sopiva menetelmé
liukoisten fibriinikompleksien mittaamiseen. (Hamano ym. 2005: 187)

7 TYON TARKOITUS

Tyoni toimeksiantagja, HUSLABIn Meilahden sairaalan laboratorio, on kiinnostunut
uudesta kvantitatiivisesta STA& - Liatesta FM fibriinimonomeerimé&rityksestd, joka
on tullut markkinoille. He haluavat selvittda, olisiko mahdollista korvata nykyinen ag-
glutinaatioon perustuva kvalitatiivinen fibriinimonomeeritesti télla uudella menetelmal-
& Jos uus menetelma osoittautuu sopivaksi, se otettaisiin myos paivystystutkimuksek-
Sl.

Opinnaytetyoni tarkoituksena on testata immunoturbidometrisen STAa - Liatesta FM
menetelman tiettyja analyyttisia suorituskykyominaisuuksia seké verrata nykyisen ja
uuden menetelman tuloksia. Tutkimuksessani haen vastauksia seuraaviin kysymyksiin:

Minkalainen on sarjan sisdinen toistuvuus kvantitatiivisella menetelmalla?
Minkalainen on sarjojen vélinen toistuvuus kvantitatiivisella menetelmall&a?
Minkalainen lineaarisuus on kvantitatiivisella menetelmalla?

Millaisia tuloksia kvantitatiivinen menetelma antaa agglutinaatiotestipositiivi-
sille/negatiivisille naytteille? (tasovertailu)

Millainen vaihteluvadli on kvantitatiivisen menetelman tuloksissa agglutinaa-

tionegatiivisilla ndytteill&? (tasovertailu)

Tyon edetessa tuli aiheelliseksi tutkia menetelméan spesifisyytta testaamalla fib-
riinimonomeeritulosten mahdollista korrelaatiota valittuihin muihin hyytymistutki-
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mustuloksiin. Niinpa tutkimusongelmiksi pé&atettiin nostaa vield seuraavat kysy-
mykset:

Minkalainen on fibriinimonomeerin ja fibrinogeenin vélinen korrelaatio?

Minka&lainen on fibriinimonomeerin ja D-dimeerin valinen korrelaatio?

Menetelman validointi on kokonaisuudessaan suuri prosessi, eika koko validointia téassi
vaiheessa vield ole tarpeen suorittaa. Menetelméan soveltuvuutta haluttiin ensin tutkia
menetelman analyyttista suorituskykya mittaamalla ja jétté&a muut validointiparametrit
huomiotta. Muita validointiparametrej& laitteen teknista suorituskykyé ja tietoliikenteen
toimivuutta, e Kkoettu tarkedksi tarkastella tydssdni senkdan vuoks, ettd BCS
hyytymistutkimusanalysaattori on jo kaytdssd muiden hyytymistutkimusten maarityk-
sissd jatietoliikenne toimii hyvin.

Opinnaytetydssani menetelman suorituskyvyn arvioimiseks haluttiin lahted liikkeelle
samoin kuin hyytymistutkimusten kohdalla on aiemminkin ollut k&ytantona. Opinnéayte-
tyoni kaltaiseen alustavaan tutkimukseen ei ole tarkoitus ottaa mukaan kaikkia analyyt-
tisen suorituskyvyn mittareita, vaan uudesta menetelmastéa lahdetéén kalibroinnin jal-
keen tutkimaan toistuvuuksia ja lineaarisuutta. Toistuvuuksien avulla saadaan kasitys
siitd, onko uus menetelma toimiva ja lineaarisuus kertoo toimiiko menetelma samalla
tehokkuudella koko halutulla mittausalueella (Leinonen 2006). Lisdksi tulee verrata
nykyisen ja uuden menetelmén tuloksia, jos mééritykselle on jo kayttssa oleva mene-
telma. Tutkimuksen edetessa esiin nousi kysymys tutkimuksen spesifisyydesta eli siita
mittaako menetelma ainoastaan fibriinimonomeereja. Spesifisyytta gjatellen opinnayte-
tyohoni haluttiin sisallyttda myds selvitys siitg, korreoiko kvantitatiivisen méérityksen
antama fibriinimonomeeripitoisuus saman  naytteen  fibrinogeeni- tai D-
dimeeripitoisuuksien kanssa.

8 TUTKIMUKSEN SUORITUS

Suoritin opinnaytetyoni kokeellisen osuuden p&dosin vuoden 2006 toukokuun ja kes&
kuun vaihteessa. Erillista perentymistéd BCS-analysaattoriin en tarvinnut, silla se oli mi-
nulle tuttu edelliseltéa kesdltd. Henkilokunta oli kalibroinut uuden menetelman, joten sen
suorittaminen el sisaltynyt opinnaytetyohoni.
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8.1 Tutkimusmeateriaali

Tutkimusmateriaaleina kaytin kontrolleja ja tuorendytteitéd. Poikkeuksena oli lineaari-
suus, johon kaytin pakastettuja potilasndytteitd. Tutkimuksiin valittiin néytteitd, joita
tuli  hyytymistutkimustyopisteeseen suppean hyytymistutkimuksen pyynnolla P-
Hyyttek. Naihin ndytteisiin paadyttiin, koska muiden kayttdalueiden ohella sita kayte-
téén apuna myos DIK:n toteamisessa (HUSLAB 2006). Taman perusteella oletettiin,
etta ndista naytteista saattaa 16ytya fibriinimonomeergd Osa P-Hyyttek -naytteista va
littiin niiden fibrinogeeni- tai D-dimeeripitoisuuksien mukaan, koska korrelaatioiden
selvittamiseksi mukaan haluttiin ndytteitd, joissa ndma pitoisuudet vaihtelivat. Varsinai-
sella fibriinimonomeerien osoitus -pyynnolla ndytteita tuli tutkimuksen tekoaikana ai-
noastaan yksi. Y hden péivan aikana sain tutkittua noin 67 naytetta.

8.2 Sarjan sisdinen toistuvuus

Sarjan sisdistéa toistuvuutta haluttiin vertailun vuoksi mitata kahdella menetelmalla. Toi-
sessa kaytettiin STAA - Liatestd FM kontrollgja 1 ja 2, sek&d HUSLABIn omaa hyyty-
misnormaalitasokontrollia. Kaikki kontrollit analysoitiin 15 kertaa samassa sarjassa
Talldin analysaattori ohjelmoitiin mittaamaan kukin kontrolleista 15 kertaa perakkain.
Tuloksista laskettiin keskiarvot, keskihgjonnat sek& variaatiokertoimet prosentteina.
CV%:ja verrattiin menetelmaval mistajan ilmoittamiin toistuvuuksiin.

Toisena menetelmana kaytettiin parimenetelmaa. Parimenetelméssa analysoitiin 20 eri-
tasoista potilasnaytetta rinnakkaisina. Potilasnaytteind kaytettiin samoja néytteitd, joista
tulosten tasovertailu tehtiin. Naytteita el tarvinnut analysoida uudelleen, silla parimene-
telm&a silmall8pitéen kaikki tasovertailun mééritykset oli ohjelmoitu tehtavaksi rinnak-
kaisina Nan sain tasovertailun tuloksista poimittua tarvittavat 20, mahdollisimman
eritasoista naytetta parimenetelmadn. Tuloksista laskettiin sarjan sisdinen keskihajonta
ja CV%. My0s parimenetelmasta saatua CV%:a verrattiin menetelmavalmistajan vas-

taaviin lukuihin.

8.3 Sarjojen vdlinen toistuvuus

Sarjojen valigta toistuvuutta mitattiin ajamalla kontrolleja kymmenena péivana Kont-
rolleina kéaytettiin STA& - Liatestd FM kontrolleja 1 ja 2 seka HUSLABINn hyytymis-
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normaalitasokontrollia. Tuloksista laskettiin keskiarvot, keskihgonnat ja variaatioker-
toimet prosentteina. Tuloksista laskettuja CV%:ja verrattiin menetelmavalmistajan il-

moittamiin arvoihin.

8.4 Menetelman lineaarisuus

Lineaarisuutta tutkittiin kahdesta ndytteestd. Naytteet olivat pakastettuja potilasnayttel-
ta. Lineaarisuuden tutkimiseksi suunnittelin laimennossarjan, jonka kemisti hyvaksyi.
Laimennoksina kaytin seuraavia: 1:1, 0,8:1, 0,6:1, 0,4:1, 0,2:1, 0,1:1. Naytteet laimen-
nettiin hyytymisnormaalitasokontrolliin.

8.5 Tasovertailu

Tasovertailu ei ollut aivan yksinkertaista, silla varsinaista tasovertailua toisen kvantita
tiilvisen menetelman kanssa el voitu tehdg, koska sellaista ei ollut saatavilla. Vertailu
suoritettiin kuitenkin nykyiseen menetelmain. Ongelmana oli, ettd nykyinen fib-
riilnimonomeerien osoitusmenetelma on kvalitatiivinen ja antaa tulokseksi positiivinen
tal negatiivinen, kun taas uusi menetelma antaa numeerisen tuloksen. Pohdinnan jéalkeen
kvantitatiivinen menetelma antaa seka agglutinaatiotestipositiivisille etta -negatiivisille
naytteille. Lisdksi haluttiin néhdé, millaisella valilla agglutinaatiotestinegatiivisten nayt-
teiden numeeriset tulokset vaihtelevat.

Tasovertallua varten suoritettiin fibriinimonomeeriméaaritys molemmilla menetelmilla
40:sta tuorendytteestd. Paétin tehdd agglutinaatiotestin ensin, koska silloin minulla el
ollut ennakko-odotuksia tuloksesta numeerisen tuloksen pohjalta. Jokaisessa sarjassa
mukana oli positiivinen ja negatiivinen kontrolli. Ennen immunoturbidometrista maéri-
tysta mittasin BCS:1la STA& - Liatesta FM:n kontrollit 1 ja 2 sek& hyytymisnormaali-
tasokontrollin. Hyvaksyttava tulos kontrollilla 1 oli 11-23 ng/ml ja kontrollilla 2 vas-
taavasti 81-121 ng/ml. Hyytymisnormaalitasokontrolli ei sisdlla fibriinimonomeerejg,

joten se toimi negatiivisena kontrollina
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8.6 Fibriinimonomeeritulosten korrelaatio fibrinogeeni- ja D-dimeeripitoisuuteen

Fibrinogeeni- ja D-dimeerituloksia minun ei tarvinnut itse maérittdd, vaan katsoin ne
ndytenumeron perusteella Multilab-jérjestelméasta ja kirjasin muistiin. Tulokset oli mé&-
ritetty samasta putkesta, kuin kdyttamani nayte. Korrelaatioita tutkittaessa kaytettiin
kaikkien 40:n tasovertailussa tutkitun naytteen tuloksia. Fibrinogeeni ja D-dimeeri pé&-
tettiin ottaa korrelaatiotestiin sen perusteella, ettd ne ovat rakenteellisesti 18hella fib-
riilnimonomeergjd. Lisdksi niiden tulokset olivat helposti saatavilla ja niitd molempia
ké&ytetéddn apuna DIK:n osoittamisessa. D-dimeeriméaritys on télla hetkelld ensisijainen
tutkimus DIK:n diagnostiikassa. (HUSLAB 2006.)

8.6.1 Fibrinogeeni

Fibrinogeenin rakenne on kasitelty tassa tydssa jo aiemmin kappaleessa 3.1, jossa kerro-
taan, miten fibriinimonomeerit syntyvét fibrinogeenista. Fibrinogeeni syntyy maksassa
ja on yks suurimmista plasman proteiineista. Se on akuutin faasin proteini, jonka
vuoksi sen pitoisuus kohoaa tulehduksissa. (Lindsay 2005: 198.) Fibrinogeenin tavalli-
nen pitoisuus on 1,74 g/l. Fibrinogeenin lisdantyneen kulutuksen vuoksi sen pitoisuus
alenee DIK:ssa. Alentuneet pitoisuudet voivat johtua myds maksan vajaatoiminnasta tai
liuotushoidosta. Pitoisuus on alhainen myds perinnéllisessa fibrinogeenin vaauksessa.
(HUSLAB 2006.) Fibrinogeenin pitoisuus voi DIK:ssa olla my6s normaali tai suurentu-
nut riippuen DIK:n vaiheesta ja siitd onko oireyhtyma akuutti vai krooninen (Rasi 2000:
557).

8.6.2 D-dimeeri

Samanaikaisesti hyytymisen kanssa k&ynnistyva fibrinolyysi hajottaa fibriini&a plasmii-
nin avulla Plasmiini hajottaa myo6s liukoista fibriinid ja fibrinogeenia Fibrinolyysin
vaikutuksesta syntyy erilaisia hajoamistuotteita. Yksi fibriinin hajoamistuotteista on D-
dimeeri. D-dimeeri koostuu kahden perakkaisen fibriinimonomeerin D-osista, jotka ovat
sitoutuneet toisiinsa kovalenttisin sidoksin. Plasmiini pystyy pilkkomaan vain sidoksia,
jotka eivét ole kovalenttisia. (Horan — Francis 2001: 658-660.) D-dimeeripitoisuus on
tavallisesti alle 0,5 mg/l. Sen kohoaminen voi johtua DIK:std mutta myds monesta
muusta syysta kuten laskimotukoksesta, lagja-alaisesta valtimotukoksesta, vaikeasta
infektiosta, maligniteetistdg, traumasta, leikkauksesta, merkittavasta verenvuodosta, vai-
keasta maksan vajaatoiminnasta tai raskaudesta. (HUSLAB 2006.)
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8.6.3 Ristireagointi

Kun halutaan mitata tietyn antigeenin pitoisuutta, on toivottavaa, etta vasta-aine reagoi
ainoastaan mitattavaks tarkoitetun antigeenin kanssa. Vasta-aine voi kuitenkin reagoida
myo6s sellaisen antigeenin kanssa, jolla on samankaltainen rakenne kuin mitattavalla
antigeenilla Silloin on kyseessa ristireagointi. Mita suurempi samankaltaisuus on risti-
reagoivan ja mitattavan antigeenin vdlilla, sita voimakkaammin ristireagoiva antigeeni
Sitoutuu vasta-aineeseen. Antigeenien samankaltaisuus on yleistd. (Orton 2005: 147.)
Diagnostica Stago ilmoittaa, ettd STA& - Liatestd FM fibriinimonomeerimaéritykses-
sa kéaytettdva monoklonaalinen vasta-aine on spesifi fibriinimonomeereille (Diagnostica
Stago 2005b). lImoitetun perusteella vasta-aine el ristireagoi muiden antigeenien kans-

sa, vaan mittaa ainoastaan fibriinimonomeereja.

9 TULOKSET JA NIIDEN TULKINTA

Tulosten laskennan suoritin padosin Excelissi. Pearsonin korrelaatiotestaukset suoritin
kuitenkin SPSS 14.0 -tilasto-ohjelmalla. Tasovertailun tuloksia ei voinut analysoida

mill&an ohjelmalla, vaan niité tuli tarkastella sellai senaan.

9.1 Tyb6ssa tarkasteltavat tunnusluvut

Tassa tyossd keskiarvolla tarkoitetaan aritmeettista keskiarvoa. Keskiarvo lasketaan
la Tyodssani mittausten lukumaara jaa varsin pieneksi, jolloin &riarvot voivat vaikuttaa
huomattavasti keskiarvoon. (Heikkila 2004: 83.)

Keskihgjonta (SD) on térked hajonnan mitta. Se kuvaa sitg, kuinka hajalleen mittausten
arvot ovat gjoittunet keskiarvon ympérille eli arvojen keskiméaraisen poikkeaman kes-
kiarvosta. (Heikkila 2004: 86.) Mita suurempi keskihgonta on, sitd enemméan arvot
vaihtelevat (Taanila 2004).

Variaatiokerroin kuvaa suhteellista hajontaa ja ilmoitetaan usein prosentteina (CV%).
Variaatiokertoimen avulla pystytdan vertailemaan eri suuruusluokkaa olevien muuttuji-
en ta eri mittayksikkoa olevien muuttujien arvojen hajontaa. (Heikkila 2004: 87-88.)
Variaatiokerroin saadaan jakamalla keskihajonta keskiarvolla (Taanila 2004). Tyossani
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prosentteina ilmoitettua variaatiokerrointa kdytetdan sarjan sisdisen ja sarjojen vélisten

toistuvuuksien tarkasteluun.

Korreaatiokerroin (r) on tilastollinen tunnusluku, jolla mitataan muuttujien valisen yh-
teyden voimakkuutta. Tydssani kaytetdan Pearsonin korrelaatiokerrointa, joka mittaa
muuttujien valista lineaarista riippuvuutta. Korrelaatiokerroin on aina valilla -1 ja +1.
(Holopainen — Pulkkinen 2002: 156.) Tydssani korrelaatiokertoimen avulla tutkitaan
fibriinimonomeeri- ja D-dimeeriméaritysten seké fibriinimonomeeri- ja fibrinogeeni-
méaaritysten valista riippuvuutta. Korrelaatioiden tarkasteluun liittyy léheisesti selitysas-
te (r?), jokailmoitetaan prosentteina. Luku kertoo, kuinka suuren osan selittdva muuttuja
(x) selittaa selitettédvan muuttujan (y) vaihtelusta. Selitysaste lasketaan korottamalla kor-
relaatiokerroin toiseen potenssiin. (Heikkila 2004: 92.)

9.2 Sarjan sisdinen toistuvuus
Menetelmavalmistagjan ilmoittamat sarjan siséisen toistuvuuden tulokset esitelléan tau-
lukossa kaksi. Samasta taulukosta néhdéén myos sarjojen valisten toistuvuuksien tulok-

set. Vamistaja on kayttanyt mittauksissaan kahta eritasoista naytetta

TAULUKKO 2. Diagnostica Stagon ilmoittamat tulokset sarjan sisdisille ja sarjojen
vdlisille toistuvuuksille (Diagnostica Stago 2005a).

Intra-Assay Inter-Assay
Reproducibility Reproducibility
Samplel | Sample2 | Sample3 | Sample4
n 21 21 10 10
ka (mg/ml) 17,3 100,1 18,1 95,7
SD (ng/ml) 1,4 3,1 1,6 4,0
CV% 8,0 3,1 8,8 4,2

Sarjan sisdiga toistuvuutta testattiin analysoimalla kahta fibriinimonomeeriméaréltéén
eritasoista kontrollia 15 kertaa perékkadin. Samoin tehtiin hyytymisnormaalitasokontrol-
lille, jokaei sisalla fibriinimonomeerejd. Sen kaikki tulokset olivat hyvin l1&hell& nollaa,
kuten tuleekin olla. Taulukossa kolme on yhteenveto méaritysten keskiarvoista (ka),
keskihgjonnoista (SD) ja prosentteina ilmoitetuista variaatiokertoimista (CV %).



TAULUKKO 3. Sarjan sisdisen toistuvuuden tulokset.

Liatest FM Liatest FM
kontrolli 1 kontrolli 2
n 15 15
ka (mg/ml) 15,35 84,59
SD (ng/ml) 0,80 2,90
CV% 5,23 3,43
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Sarjan sisdinen toistuvuus on kummallakin tasolla hyva ja samaa suuruusluokkaa kuin
menetelmavalmistgja ilmoittaa. Keskihajonta on matalamman pitoisuuden kontrollilla
(kontrolli 1) 0,8 ng/ml ja variaatiokerroin 5,2 %. Verrattaessa saatua variaatiokerrointa
menetelmévalmistajan saamaan variaatiokertoimeen 8,0 % todetaan, etta saamani vari-
aatiokerroin on jopa parempi kuin menetelmaval mistajan ilmoittama.

Korkeamman pitoisuuden (kontrolli 2) tulokset vastasivat hyvin toisiaan. Variaatioker-
toimeks saatiin 3,4 %, menetelmavalmistaja vastaavasti 3,1 %. Tuloksista voidaan to-
deta, etta variaatiokerroin on parempi korkeammalla pitoisuustasolla, kuin matalammal-
la. Yksittaisia suuresti toisista poikkeavia mittaustuloksia el kummallakaan tasolla ollut,
joten ne eivét paasseet vaikuttamaan tuloksiini.

Sarjan sisdista toistuvuutta mitattiin myos parimenetelmalla (taulukko 4). Néaytteiksi
valittiin 20 mahdollisimman eritasoista naytetta. Naytteiden pitoisuudet vaihtelivat v&
lilla 0,6-177,4 ng/ml, joten véli kattoi koko menetelmévalmistajan ilmoittaman mitta-
usalueen 5-150 ng/ml. Parimenetelmésta laskettu CV% oli 1,8 %, joka on matalampi
kuin menetelméavalmistgjan ilmoittama CV% kummallekaan pitoisuudelle: 8,0 % pitoi-
suudella 17,3 ng/ml ja 3,1 % pitoisuudella 100,1 ng/ml. Sarjan sisdinen toistuvuus on

hyva myos parimenetelman tulosten perusteella.

TAULUKKO 4. Sarjan sisdinen toistuvuus parimenetelmalla

n 20
ka 69,58
SD 1,28

CV% 1,80
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9.3 Sarjojen vdlinen toistuvuus

Fibriinimonomeeriméarityksen sarjojen valista toistuvuutta mitattiin kayttamalla kahta
eritasoista fibriinimonomeerikontrollia seka hyytymisnormaalitasokontrollia. Tulokset
on kerétty kymmenelta paivalta. Hyytymisnormaalitasokontrollin kaikki 10 mittausta
antoivat tulokseks alle 0,0 mg/ml, kuten oli odotettavissa sen toimiessa negatiivisena
kontrollina. Fibriinimonomeereja sisdltavien kontrollien tuloksista lasketut keskiarvot,

keskihgjonnat ja variaatiokertoimet on esitetty taulukossa viisi.

TAULUKKO 5. Sarjojen vdlinen toistuvuus.

Liatest FM Liatest FM

kontrolli 1 kontrolli 2

n 10 10
ka (mg/ml) 15,65 88,99
SD (ng/ml) 1,39 4,54
CV% 8,88 5,10

Myads sarjojen valinen toistuvuus osoittautui hyvaksi. Kontrollilla 1 keskiarvoks saatiin
15,7 ng/ml, keskihgonnaksi 1,4 ng/ml ja variaatiokertoimeksi 8,9 %. Kontrollilla 2
keskiarvo oli 89,0 ng/ml, keskihgonta 4,5 ng/ml ja variaatiokerroin 5,1 %. Tuloksia
menetelmavalmistgjan tuloksiin (taulukko 2) verrattaessa ndhddan, etta matalamman
tason CV% on ldhes sama kuin menetelmavalmistgjan ilmoittama 8,8 %. Mydsk&an
korkeamman pitoisuuden CV% el eroa merkittavasti ilmoitetusta 4,2 %:sa. Menetel-
méavalmistaja on tutkinut sarjojen vélista toistuvuutta yhta monen maarityskerran tulok-
sista kuin tutkimuksessani, joten tulokset ovat hyvin vertailtavissa. Yksittaisia, toisista
suuresti poikkeavia tuloksia el méarityksissa tullut. Sarjojen vélinen hajonta on hieman

suurempi kuin sarjan siséinen hajonta.
9.4 Menetelman lineaarisuus
Menetelman lineaarisuutta arvioitiin tekemalla kahdesta korkean fibriinimonomeeripi-

toisuuden omaavasta naytteesta laimennossarjat. Laimentaminen suoritettiin k&sin pipe-

toimalla. Kuvioissa 12 ja 13 on esitetty ndytteiden regressiosuorat.
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KUVIO 12. Menetelmédn lineaarisuus néaytteestd 1 mitattuna. Naytteen fib-
riinimonomeeripitoisuus on 129,1 nmg/ml.
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KUVIO 13. Menetelmédn lineaarisuus néaytteestd 2 mitattuna. Naytteen fib-
riinimonomeeripitoisuus on 170,7 mg/ml.

Néaytteestd 1 tehdyn laimennossarjan korrelaatiokertoimeksi tuli 0,984. Néayte 2 antoi
korrelaatiokertoimeksi 1&hes saman 0,985. Vaikka korrelaatiokertoimet vaikuttavat suh-
teellisen hyviltd, menetelman lineaarisuus ei ole tutkimuksen perusteella optimaalinen,

silla se el toimi téysin lineaarisesti ilmoitetulla mittausalueella. Mittauksista on laskettu
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teoreettiset tavoitearvot kertomalla laimentamattoman néytteen arvo laimennoskertoi-
mella (liite 1). Teoreettiset tulokset poikkeavat huomattavasti mitatuista tuloksista. Mita
vahemman nédytteessa on fibriinimonomeerejd, sitd enemman tulokset poikkeavat toisis-
taan. My0s kuvioista 12 ja 13 ndhdaan, etta mittauspisteet eivét ole aivan suorallalinjal-
la

9.5 Tasovertailu

Kvalitatiivisen ja kvantitatiivisen fibriinimonomeeriméérityksen vertailu ei onnistunut
aiotulla tavalla, silla vertallun suorittamisen ailkana el tullut yhtdan kvalitatiivisessa
madrityksessa positiivista ndytetta. Kaikki 40 ndytetta antoivat agglutinaatiotestissa ne-
gatiivisen tuloksen. Koska néytteet kuitenkin ovat ainakin osin tulleet analysoitaviksi
DIK-epailylld, ne analysoitiin my6s kvantitatiivisella menetelmalla Menetelma antoi
agglutinaationegatiivisille ndytteille pitoisuuksia valilta 0,0-207,7 nmg/ml. Agglutinaatio-
testi ilmoittaa tuloksen positiiviseksi, jos naytteessa oleva fibriinimonomeeripitoisuus
on yli 10 pg/ml. 27,5% naytteistéa antoi immunoturbidometrisella menetelmalla tulok-
sen, jokaon yli 10 pg/ml. Tulokset viittaavat siihen, etta kvalitatiivisella ja kvantitatiivi-

sellatestillaon ainakin osin eri spesifisyys.

Analyyttinen spesifisyys tarkoittaa menetelman kykya mitata vain tutkittavaa analyyttia.
Menetelman katsotaan olevan spesifinen, jos se on taysin selektiivinen tutkittavalle ana-
Iyytille. Selektiivisyys tarkoittaa menetelman kykya méérittéd tutkittavaa analyyttia
siten, etta muut komponentit eivéat haritse. (Ehder 2005: 27.) Tulosten perusteella voi-
daan tehda oletus, ettd jokin muu komponentti ristireagoi kvantitatiivisessa fib-
riinimonomeerimaérityksessq, vaikka vasta-aineen sanotaan olevan spesifi fib-

riinimonomeereille.

9.6 Fibriinimonomeeritulosten korrelaatio fibrinogeeni- ja D-dimeeripitoisuuteen

Fibrinogeeni ja D-dimeeri ovat mahdollisia fibriinimonomeeriméaarityksessa risti-
reagoivia komponenttgja. Ne ovat rakenteeltaan hyvin lahell& fibriinimonomeerid, joten
on mahdollista, ettd niilla on samankaltaisia rakenteita, jotka pystyvét tarttumaan fib-

riinimonomeereille tarkoitettuun vasta-ai neeseen.
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Korredlaatioiden testaamiseksi verrattiin kvantitatiivisia fibriinimonomeerituloksia sa-
moista ndytteistd méaritettyihin fibrinogeeni- ja D-dimeerituloksiin. Kuviossa 14 on
esitetty fibriinimonomeerin ja fibrinogeenin tulosten korrelaatiotestaus ja kuviossa 15
vastaavasti fibriinimonomeerin ja D-dimeerin vélinen testaus. Liitteessd 2 on esitetty

korrelaatiotestausten tarkemmat tulokset.
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KUVIO 14. Fibriinimonomeeri- ja fibrinogeenitulokset eivét korreloi.

Fibriinimonomeeri- ja fibrinogeenitulosten korrelaatiokertoimeks saatiin 0,015, joten
muuttujien tulosten vélilla el katsota olevan korrelaatiota. Sama néhddan myds kuviosta
14: néyte, josta saadaan matala fibriinimonomeeritulos voi antaa joko matalan tai kor-
kean fibrinogeenituloksen tai mita tahansa silta valiltd. Sama patee myos, jos fib-

riinimonomeeritulos on korkea.
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KUVIO 15. Fibriinimonomeeri- ja D-dimeeritulosten valilla on nahtévissa korrelaatio.
Regressiosuoran yhtalé ony = 2,12x + 9,92 jar2 = 65,3 %.

Fibriinimonomeeri- ja D-dimeerituloksia tarkastellessa korrelaatiokertoimeksi saadaan
0,81. Korrelaatiokertoimen ollessa yli 0,8, muuttujien valinen positiivinen korrelaatio
on voimakasta. Merkitsevyystasoks saadaan 0,000, jonka perusteella voidaan todeta
muuttujien valisen korrelaation olevan tilastollisesti erittéin merkitseva. Selitysaste rz on

65 %, jolloin fibriinimonomeeritulosten vaihtelusta 65 % pystytéan selittaméan D-

dimeeritulosten avulla.

Kuviosta 15 ndhdaan, ettd matalan fibriinimonomeerituloksen antava ndyte antaa yleen-
s& myos matalahkon D-dimeerituloksen. Fibriinimonomeeripitoisuuden kasvaessa,
my6s D-dimeeripitoisuus kohoaa. Tulokset elvét kuitenkaan naytd kohoavan samassa

suhteessa.

9.7 Tulosten yhteenveto

I mmunoturbidometrisen fibriinimonomeeriméaritysmenetelman sarjan sisdinen ja sarjo-
jen vélinen toistuvuus osoittautuivat hyviksi. Tulokset vastasivat menetelmavalmistgjan
ilmoittamia tuloksia samoille mittauksille. Sarjan sisdisen toistuvuuden variaatiokertoi-
met prosentteina olivat valilla 1,8-5,2 % ja menetelmavalmistgjalla vastaavasti vélilla
3,1-8,0 %. Sarjojen vdlisen toistuvuuden variaatiokertoimet olivat vélilla 5,1-8,9 %,
kun menetelmaval mistajan ilmoittavat luvut olivat 4,2-8,8 %.



33
Menetelmén lineaarisuus el tutkimuksen perusteella ole optimaalinen. Teoreettiset tu-
lokset poikkeavat huomattavasti mitatuista tuloksista. Korrelaatiokertoimet 0,984 ja
0,985 ovat kuitenkin suhteellisen hyvét.

Tasovertailun perusteella voidaan todeta, etta agglutinaatiotestilla ja immunoturbido-
metrisella mittauksella on ainakin osittain eri spesifisyys. |mmunoturbidometrinen me-
netelméa mittaa todennékdisesti myos jotakin muuta analyyttia kuin fibriinimonomeeria
Menetelma antoi agglutinaatiotestissa negatiivisille naytteille pitoisuuksia valilta 0,0—
207,7 mg/ml. Tutkimuksessa el saatu selville millaisia tuloksia immunoturbidometrinen

menetelméa antaa agglutinaatiopositiivisille naytteille.

Fibriinimonomeeri- ja fibrinogeenitulokset eivét korreloi. Fibriinimonomeeri ja D-
dimeeritulosten vdlilla havaittiin korrelaatio. Korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,81 ja
merkitsevyystasoksi 0,000. 65 % fibriinimonomeeritulosten vaihtelusta voidaan selittéa

D-dimeeritulosten avulla.

10 TULOSTEN LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

Mittauksen luotettavuutta arvioidaan validiteetin jareliabiliteetin avulla. Luotettavuutta
alentavat erilaiset virheet, joita voi syntya tutkimusaineistoa hankittaessa. (Heikkila
2004: 185.)

Validiteetti eli patevyys kuvaa, miten hyvin on onnistuttu mittaamaan juuri sitd mita oli
tarkoituskin selvittéa (Heikkild 2004: 29). Tutkimuksessani sain vastaukset esitettyihin
tutkimusongelmiin. Ainoaksi epaselvyydeksi ja millaisia tuloksia kvantitatiivinen me-
netelma antaa agglutinaatiopositiivisille naytteille. Tama johtuu siitd, etta tutkimukseni
tekoaikana el tullut yhtédn agglutinaatiopositiivista néytetta Podtiivisia naytteita ei
olis ollut mahdollista keréta etukateen, koska kvantitatiivista menetelméa varten néyt-
teet sdilyvét vain kuukauden pakastettuna, eikd kuukaudessa valttamétta tule yhtakaan

positiivista naytetta

Validiutta on hankala tarkastella jalkikédteen, joten sen varmistamiseksi tulee tutkimus

suunnitella huolella ja tiedonkeruun tulee olla tarkoin harkittua. Tydssani mitattavat
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késitteet ja muuttujat on pyritty méaérittelemaan tarkasti, mika myos liséa tutkimuksen
validiutta (Heikkila 2004: 29.)

Reliabiliteetilla eli luotettavuudella tarkoitetaan tulosten tarkkuutta. Tutkimuksesta saa-
tavat tulokset eivat saa olla sattumanvaraisia, vaan luotettavan tutkimuksen tulokset
tulee olla toistettavissa samanlaisin tuloksin. (Heikkild 2004: 30.) Olen pyrkinyt Kirjoit-
tamaan tutkimuksen suorituksen niin tarkasti, etta tutkimus pitéisi olla toistettavissa.
Reliabiliteettia voidaan arvioida mittauksen jalkeen (Heikkila 2004: 187).

Puutteellinen reliabiliteetti johtuu yleensa satunnaisvirheistd, joita voi sattua tietoja ke-
réttéesss, syoOtettdessd, kasiteltéessa ja tuloksia tulkittaessa. Tutkimuksen suorittajan
tuleekin olla koko tutkimuksen agjan tarkka ja kriittinen. (Heikkila 2004: 30, 187.) Eri-
tyista huolellisuutta noudatin, kun kirjasin tuloksia tai sy6tin niita tilasto-ohjelmiin seké
etsdessani naytteiden fibrinogeeni- ja D-dimeerituloksia Multilab-ohjelmasta. Kaikki
saamani tulokset olivat koko gan tallella tulosteina tai kirjoitettuina, jotta niista pystyi

tarkistamaan saatuja tuloksia.

Agglutinaatiotestgja tulkitaan siimamaaraisesti. Talaisten testien tulkinta vaatii koke-
musta, joten on mahdollista, etta niiden tulkinnassa sattuu erehdys. Erityisesti tutkimuk-
seni alkuvaiheessa varmistin agglutinaatiotestin tulokset myds tyopisteen laboratorio-
hoitajalta, mika vahens erehdyksen mahdollisuutta.

Jos tutkimuksen otoskoko on pieni, sita todenndkbdisemmin saadaan sattumanvaraisia
tuloksia. (Heikkila 2004: 187). Tulosten luotettavuutta lisda, ettd sarjan sisaisen ja sarjo-
jen vélisen toistuvuuden mittauksissa on kaytetty suosituksen mukaisesti kahta eritasois-
ta ndytetta ja niiden lisdksi viela hyytymisnormaalitasokontrollia. Sarjan valista toistu-
vuutta tutkittaessa HUSLABIn toimintakasikirja (2005: 20) suosittelee mittauksia teht&
van vahintdan 20:n tyopaivan ailkana. Mittausten médra jai kymmeneen. Tama on kui-
tenkin sama maara kuin menetelméavalmistgjan tutkimuksessa ja saamani tulokset ovat
néin ollen vertailtavissa menetelmavalmistgjan tuloksiin. Sarjan sisdisen ja sarjojen vé&-
lisen toistuvuuden tulokset ovat |ahell& menetelmavalmistgjan tuloksia ja suuria virhe-
lahteitd el voida osoittaa, joten tuloksia voidaan pitda luotettavina. Tasovertailussa oli
gjan ja reagenssien madran vuoksi mahdollista tutkia 40 naytettd. Suurempi maara olisi
lisdnnyt luotettavuutta, mutta olennainen tuli tuloksista hyvin ilmi tallakin méaralla.
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Lineaarisuutta méaritettdessa tein laimennokset késin pipetoimalla. Tasté on voinut ai-
heutua epétarkkuuksia. Tosin lineaarisuusmittauksia tehtiin useampaan kertaan hyvin
samankaltaisin tuloksin, joten lineaarisuudesta saatuja tuloksia voidaan pitéa luotettavi-
na Lisdksi tulos varmistettiin antamalla yhdella kerralla kokeneemman laboratoriohoi-
tajan suorittaa pipetointi.

Korrdaatioiden selvittamiseksi kayttamani fibrinogeeni- ja D-dimeeritulokset olivat
kokeneiden laboratoriohoitajien rutiinityoskentelyssa saamia, joten niiden voidaan kat-
soa olevan luotettavia. Omalla toiminnallani olen vaikuttanut korrelaatiotulosten luotet-
tavuuteen siirtdmalla tulokset laskentaohjelmaan noudattamalla tietoisesti erityista huo-

lellisuutta.

Tutkimuksen luotettavuutta lisdd, ettéd BCS-analysaattorin kayttd oli minulle ennestéan
tuttua. Osasin seurata, etta laite toimi moitteettomasti. Liséksi suoritin kaikki kvantita-
tilviset mittaukset samalla BCS:l1& Kaikki mittaukset tuli suoritettua samalla tavalla,
koska tyoskentelin yksin. Myds kontrollien kaytto liséa luotettavuutta. Kvalitatiivisessa
menetelmassa k&ytossa oli positiivinen ja negatiivinen kontrolli, kvantitatiivisessa kaksi
eritasoista podtiivista kontrollia ja negatiivinen hyytymisnormaalitasokontrolli. Jokai-
sen sarjan alussa kontrollien tuli olla tavoitealueella ennen tutkimusnaytteiden ana-

lysointia.

11 POHDINTA

Tyoni tarkoituksena oli testata Diagnostica Stagon uuden STA& - Liatesta FM immu-
noturbidometrisen fibriinimonomeerikompleksien maaritysmenetelmén analyyttisia
suorituskykyominaisuuksia. Téta paédyttiin tutkimaan sarjan sisdisen ja sarjojen valis-
ten toistuvuuksien seka lineaarisuuden avulla, jotka kuvaavat hyvin menetelméan suori-
tuskykyd. Myo6s uuden menetelmén ja kéaytdssd olevan agglutinaatiotestin tuloksia ha-
luttiin tarkastella suhteessa toisiinsa. Menetelman spesifisyytta paadyttiin arvioimaan
tutkimalla korreloiko fibriinimonomerimaarityksen tulokset samasta ndytteesta mitattu-
jen fibrinogeeni- tai D-dimeeritulosten kanssa.

Menetelman spesifisyyden arviointi tuli ajankohtaiseksi tyon edetessd, kun tasovertaillun

tulokset elvét eri menetelmilld analysoituna vastanneet toisiaan ja antoivat néin aihetta

spesifisyyden epéilyyn.
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Saamieni tulosten perusteella voidaan todeta, etta immunoturbidometrinen fib-
riilnimonomeerien maaritysmenetelma toimii toistettavasti BCS-analysaattorilla. Sarjan
Sisdiset ja sarjojen valiset toistuvuudet ovat samaa luokkaa, kuin menetelmavalmistaja
lupaa. Menetelmén lineaarisuus e kuitenkaan ole optimaalinen, silla tulosten perusteella
mitattu tulos poikkeaa teoreettisesta tuloksesta sitd enemman mita véhemman néytteessa
on fibriinimonomeereja. Tama voi olla ongelma, jos menetelma haluttaisiin tulevaisuu-
dessa ottaa kaytt6on ja halutaan saada tarkkoja kvantitatiivisia tuloksia koko mittaus-

alueella

Tutkimuksellani el saatu selville millaisia tuloksia kvantitatiivinen menetelma antaa
agglutinaatiopositiivisille naytteille, koska téllaisia naytteita el tutkimuksen aikana tul-
lut. Agglutinaationegatiivisten tulosten vaihteluvali oli 0,0-207,7 ng/ml. Tasté paétellen
menetelmilla on ainakin osittain eri spesifisyys ja immunoturbidometrinen menetelma
saattaa mitata jotain muutakin analyyttia kuin fibriinimonomeereja

Tuloksia tarkastellessa esiin nousi mahdollisuus, ettd D-dimeeri saattaa ristireagoida
kvantitatiivisessa fibriinimonomeeriméaritysmenetelméssa eli menetelma voi mitata
osttain D-dimeerid, eika spesifisesti fibriinimonomeeria Talloin myos negatiiviset ag-
glutinaatiotestitulokset selittyisivéat: kaikki néytteet todella olivat negatiivisia fib-
riinimonomeerikompleksien suhteen. Ristireagointia puoltais se, etta tutkimuksessani
fibriinimonomeeri- ja D-dimeeritulosten valilla havaittiin voimakas korrelaatio. Tamé:
k&an ei tosin ole aivan yksiselitteistg, silléa kaikkien ndytteiden osalta fibriinimonomeeri
— D-dimeeri -yhteys el ollut vahva. Korrelaatio saattaa johtua myos muista tekijoista
kuin mahdollisesta ristireagoinnista. Fibriinimonomeeri- ja fibrinogeenitulosten valilla

ei havaittu korrelaatiota eli fibrinogeeni el todennakdisesti ristireagoi testissa.

LOydettavissd oli yks vastaava tutkimus, jossa immunoturbidometrista fib-
riinimonomeerimaaritysmenetelmaa on testattu. Kyseessd on Hamanon ja héanen ryh-
mansa tutkimus (2005: 183-188), jota olen kasitellyt tarkemmin kappaleessa 6.2. Myos
téssa tutkimuksessa sarjan sisdinen ja sarjojen valinen toistuvuus osoittautuivat hyviksi.
Sisdisen toistuvuuden CV% oli <3,0% ja sarjojen valisen toistuvuuden <2,0%. Toistu-
vuudet ovat parempia kuin menetelmavalmistgjan ilmoittamat ja tutkimuksessani saa-
mat CV%:t. Tutkimus tukee tekemaani johtopd&tdstd, ettéd menetelméa on toistettava.
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Lineaarisuuden osalta tutkimus poikkeaa merkittavasti omista tuloksistani. Mittausalu-
eella 3-300 pg/ml menetelma oli lineaarinen eivétka teoreettiset arvot poikenneet yli
viittd prosenttia mitatuista tuloksista. Tutkimuksessani teoreettiset arvot poikkesivat
mitatuista arvoista huomattavasti. Pienin poikkeama oli 7,3% ja suurin jopa 96,1%.
Hamano ja hédnen ryhmansa (2005: 183-188) testasivat muiden analyyttien aiheuttamaa
hairiota kaytettyyn mittausmenetelmaan. Tulosten perusteella D-dimeeripitoisuus aina
200 mg/l:aan asti ei vaikuta fibriinimonomeerituloksiin. Omien tulosteni perusteella sita
vastoin herdsi epéilys, ettd D-dimeeripitoisuus saattaa vaikuttaa menetelmalla saataviin

fibriinimonomeerituloksiin.

Tyon tuloksia tarkastellessa eniten pohdittavaa synnyttivét nykyisen agglutinaatiotestin
ja uuden immunoturbidometrisen menetelmén tasovertailun tulokset. Ihan varmasti ei
voida sulkea pois mahdollisuutta, etta ndytteet seisoivat liian pitkéén ennen agglutinaa-
tiotestia Menetelmavalmistaja suosittaa tutkimaan naytteen kahdessa tunnissa nayt-
teenotosta. Taman vuoksi positiiviset reaktiot ovat voineet heiketa nakyméttomiin. T&
man jarjestaminen olisi hankaloittanut tutkimusjarjestelyja oleellisesti, silla tutkimuk-
sissani kaytettyjen suppea hyytymistutkimus -néytteiden omiin tutkimuksiin voi mah-
dollisten laimennusten ja naytteiden méaran vuoks kulua aikaa kauemmin kuin kaksi
tuntia. Niihin kuluvaa naytemaéréé el ole mahdollista tietéd etukdteen, joten naytteista
ei olisi ennen analysointia voinut ottaa osaa minun kayttooni. Lisdksi kaikki nama nayt-
teet eivét edes ehdi kahdessa tunnissa perille hyytymistutkimustyopisteeseen.

Nayttellle ilmoitetuissa sdilyvyyksissi on selked rigtiriita. Kvantitatiivista testia kéytet-
téessa plasman on ilmoitettu sdilyvan sentrifugoinnin jalkeen kahdeksan tuntia ana
lyysikelpoisena, kun taas kvalitatiivisessa ainoastaan kaksi tuntia. Molemmeat testit ovat
kuitenkin saman valmistajan saman analyytin mittaamiseen tarkoitettuja, joten suuret
erot sailyvyysajoissa ihmetyttavét. Tulevaisuudessa voitais selvittda tarkemmin nayt-

teen sdilyvyytta

Viitteitd siita, voidaanko kvalitatiivisia agglutinaationegatiivisia tuloksia pitéa luotetta-
vina el saada myo6skaan naytteiden fibrinogeenipitoisuuksista. Fibrinogeenin pitoisuus
kun voi DIK:ssé olla alentunut, normaali tai suuri riippuen DIK:n vaiheesta ja Siitd, on-
ko oireyhtyma akuutti vai krooninen.
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On kiinnostavaa jd&da odottamaan artikkeleita tutkijaryhmien tutkimustuloksista koski-
en kyseistd menetelmda. Aikanaan toiset tutkimukset tulevat toivottavasti valottamaan
my06s epdvarmoiks jaaneita ristireagointituloksia. Saamieni tulosten perusteella mene-
telméé el voida ottaa k&yttoon, vaan myds menetelman kayttéonotto edellyttais lisitut-
kimustuloksia immunoturbidometrisestd menetel méasta.

Fibriinimonomeereista ollaan kiinnostuneita erityisesti, koska sen mahdollinen diagnos-
tinen kayttdalue olisi DIK:n toteaminen jo varhaisvaiheessa. Diagnostica Stagon esit-
teen (2005a: 8) mukaan liukoisten fibriinimonomeerikompleksien maaritystd on mah-
dollista k&yttaa apuna myods muissa tilanteissa, kuten leikkausten jalkeen syntyvien ve-
risuonitukosten aikaisessa diagnosoinnissa ja menetelméa kuvataan lupaavaks akuutti-

en sydaninfarktitapausten seurannassa.

Molempiin menetelmiin tutustuneena on helppo ymmartasd, miks uudesta menetel méasta
ollaan Meilahden sairaalan laboratoriossa kiinnostuneita. BCS-analysaattorilla suoritet-
tava immunoturbidometrinen fibriinimonomeerien mééritys on helppo ja nopea. Rea-
genssit ovat valmiita, joten niiden valmistamiseen ei kulu aikaa, eika liukenemista tar-
vitse odotella. Huomasin tosin, etta lateksipartikkeleita sisdltdvan reagenssin sekoitta
misessa saa olla daarimmaisen huolellinen, silla partikkelit jd&vét helposti pullon pohjal-
le. Vaikutuksen néki heti siing, etta kontrollien tulokset eivat osuneet tavoitearvoihin.
Lisdks automatisoidulla menetelmalla tulosten luotettavuus liséantyisi, kun tuloksia ei
tulkittaisi silmamaéraisesti.

Kyseisestd aiheesta on ollut opettavaista tehdd opinnaytety6ta. Se auttoi minua hahmot-
tamaan paljon selkedmmin koulun teoriaopinnoista varsin epaselvaksi jaanyttéa validoin-
tiprosessia, vaikka suoritinkin validoinnista vain osan. Tarkeintd mité tydstani opin on
se, etta tutkimuksista el aina saada odotettuja tuloksia, mutta yll&ttavéatkin tulokset voi-
vat silti olla luotettavia. Minulle selvisi my6s, etta markkinoilla olevat menetelmét eivét
aina ole sellaisenaan kaytettavissa, vaan niistékin saattaa paljastua epdkohtia. Lisdksi
menetelmavalmistgjan tutkimuksiin kayttdma otoskoko e vélttamétta ole kovin suuri.
Ylléyin, ettd otoskoko oli samaa luokkaa omassa ja menetelmavalmistajan tutkimuk-

Sessa.
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12
Lineaarisuuden tarkistaminen (nayte 1)

Laite: BCS 4
Maarityspaiva: 2.8.2006
Suorittaja: Riia Heiskanen
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Laimennos Tulos Teor. tulos Ero-%
Putki 1 1 129,10
Putki 2 0,8 95,70 103,28 -7,3
Putki 3 0,6 56,70 77,46 -26,8
Putki 4 0,4 31,00 51,64 -40,0
Putki 5 0,2 10,50 25,82 -59,3

Putki 6 0,1 0,50 12,91 -96,1
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Lineaarisuuden tarkistaminen (nayte 2)

Laite: BCS 4

Maarityspaiva: 2.8.2006
Suorittaja: Riia Heiskanen

Putki 1
Putki 2
Putki 3
Putki 4
Putki 5
Putki 6

FiMO (pg/ml)

170,70
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Laimennos Tulos Teor. tulos Ero-%
1 170,70

0,8 118,10 136,56 -13,5

0,6 84,40 102,42 -17,6

0,4 49,80 68,28 -27,1

0,2 21,70 34,14 -36,4

0,1 10,00 17,07 -41.,4



Korrelaation testaus: Fibriinimonomeeri ja fibrinogeeni

Correlations

FiMo Fibrinogeeni
FiMo Pearson Correlation 1 ,015
Sig. (2-tailed) ,926
N 40 40
Fibrinogeeni Pearson Correlation ,015 1
Sig. (2-tailed) ,926
N 40 40
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Korrelaation testaus: Fibriinimonomeeri ja D-dimeeri

Correlations

FiMo Dimeeri
FiMo Pearson Correlation 1 ,808(**)
Sig. (2-tailed) ,000
N 40 40
Dimeeri  Pearson Correlation ,808(**) 1
Sig. (2-tailed) ,000
N 40 40

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).
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LITE 2
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Model Summary

Adjusted R | Std. Error of
Model R R Square Square the Estimate

1 ,808(a) ,653 ,644 35,85740

a Predictors: (Constant), Dimeeri

Coefficients(a)

Unstandardized Standardized
Coefficients Coefficients
Model B Std. Error Beta t Sig.
1 (Constant) 9,919 6,254 1,586 121
Dimeeri 2,124 ,251 ,808 8,460 ,000

a Dependent Variable: FiMo

Suoran yhtalo y=kx + a
y=2,12x+ 9,92



