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Testosteroni ja 17B-estradioli ovat kliinisesti merkittavia steroidihormoneja, joiden luotettava
maaritys seerumista on tarkeaa seka diagnostiikassa ettd hoidon seurannassa. Tassa
kandidaatintutkielmassa tarkastellaan testosteronin ja estradiolin keskeisia
maaritysmenetelmia, immunomaarityksia ja nestekromatografiaan kytkettya tandem-
massaspektrometriaa (LC-MS/MS), seka niihin liittyvia analyyttisia haasteita. Vertailun
painopisteina ovat menetelmien herkkyys matalilla pitoisuuksilla, spesifisyys,
matriisivaikutukset, standardointi, jaljitettavyys ja kaytannon kayttokelpoisuus kliinisessa
laboratoriotydssa.

Immunomaaritykset ovat nopeita, automatisoivia ja suuren lapimenon menetelmia, jonka
vuoksi ne soveltuvat hyvin rutiinidiagnostiikkaan. Niiden luotettavuus heikkenee kuitenkin
erityisesti matalilla testosteroni- ja estradiolipitoisuuksilla, joilla ristiinreagointi,
matriisivaikutukset ja menetelmakohtainen vaihtelu voivat aiheuttaa kliinisesti merkittavia
tuloseroja. LC-MS/MS tarjoaa paremman analyyttisen herkkyyden, spesifisyyden ja
jaljitettavyyden, mutta sen kayttda rajoittavat korkeammat kustannukset, vaativampi
naytevalmistelu ja rajallisempi automaatio.

Tutkielman perusteella menetelmat eivat ole toistensa suoria korvaajia, vaan niiden vahvuudet
painottuvat eri kayttotarkoituksiin. Kaytannollisin ratkaisu on tyonjako, jossa
immunomaarityksia kaytetdan suuren volyymin seulontaan ja LC-MS/MS-menetelmaa
erityisesti matalien pitoisuuksien, epavarmojen tulosten ja kliinisesti vaativien tilanteiden
varmistamiseen. Steroidihormonimaaritysten kehityksessa keskeisia tavoitteita ovat parempi
herkkyys, automaatio, standardointi ja laboratorioiden valinen vertailtavuus.
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1 Johdanto

Testosteronin (T) ja 17B-estradioli (E2) ovat elimistdn toiminnalle keskeisia
steroidihormoneja. Niilla on suuri rooli sukupuolikehityksessa ja
lisdantymistoiminnoissa, mutta ne vaikuttavat myés muun muassa luustoon,
verenkiertoelimistoodn, aineenvaihduntaan ja kehon koostumukseen. Kun T:n ja E2:n
tuotanto vahenee idn myota tai sairauksien seurauksena, aineenvaihdunnan hairididen
javerisuonisairauksien riski kasvaa (Mauvais-Jarvis ja Lindsey 2024). Td&man vuoksi
niiden luotettava mittaaminen on tarkeaa seka kliinisessa diagnostiikassa etta

tutkimuksessa.

Seerumin testosteronin ja estradiolin maarityksessa kaytetaan paaasiassa kahta
menetelmaryhmaa: immunomaaritykset ja LC-MS/MS. Immunomaaritykset ovat
vakiintuneet rutiinilaboratoriotydhon suuren lapimenon, nopeuden ja automatisoinnin
vuoksi. Niiden ongelmat liittyvat kuitenkin erityisesti mataliin pitoisuuksiin, joissa
spesifisyys, herkkyys ja tulosten vertailtavuus heikkenevat. Nama puutteet tuotiin esiin
The Endocrine Societyn kannanotoissa testosteronin maarityksesta vuonna 2007 ja
estradiolin maarityksesta vuonna 2013, joissa korostettiin tarvetta parantaa
menetelmien tarkkuutta, toistettavuutta ja standardointia. (Rosner ja muut 2007;

Rosner ja muut 2013).

LC-MS/MS, eli nestekromatografiaan kytketty tandem-massaspektrometria, tarjoaa
paremman analyyttisen spesifisyyden ja herkkyyden varsinkin tilanteissa, joissa
hormonipitoisuudet ovat matalia tai immunomaarityksen tulos on muuten epavarma
(Vesper ja muut 2014). Kuitenkin tatd menetelmaa rajoittavat matalampi lapimeno ja
korkeampi asiantuntijanosaamisen tarve, seka kustannukset (Zhang ja Rockwood
2015). Taman tutkielman tavoitteena on vertailla naita kahta menetelmaa testosteronin
ja estradiolin seerumimaarityksissa seka tarkastella niihin liittyvia analyyttisia
haasteita, erityisesti herkkyytta, spesifisyytta, standardointia ja kliinista

kayttokelpoisuutta.

Jotta  tutkielmassa  esitettavien  pitoisuuksien  tulkinta  olisi  helpompaa,

kokonaistestosteronin ja estradiolin viitearvot on koottu taulukoihin 1 ja 2.



Taulukko 1. Kokonaistestosteronin viitearvot eri vdestoryhmissa

Ryhma Viitearvo (nmol/l)
Miehet 10-38
Naiset 0,4-2,0

Lahde: HUS Diagnostiikkakeskus (2025a).

Taulukko 2. Estradiolin viitearvot eri vdestoryhmissé

Ryhma Viitearvo (pmol/l)
Miehetyli18v <130
Naiset, follikkelivaihe 80-920
Naiset, ovulaatiovaihe 140-2380
Naiset, luteaalivaihe 80-1150
Naiset, postmenopaussi <100

Lahde: HUS Diagnostiikkakeskus (2025b).




2 Testosteronin ja estradiolin immunomaaritykset

2.1 Menetelman periaate

Immunomaaritykset perustuvat vasta-aineen ja mitattavan analyytin (tassa
tapauksessa steroidihormonin) valiseen sitoutumiseen, joka muunnetaan mitattavaksi
signaaliksi. Immunomaaritykset voidaan jakaa periaatteensa perusteella ei-kilpaileviin
ja kilpaileviin menetelmiin. Ei-kilpailevat immunomaaritykset soveltuvat erityisesti
suuremmille analyytteille, joilla on useita vasta-aineen tunnistamia kohtia, eli
epitooppeja. Talldin maaritys voidaan toteuttaa niin sanotulla sandwich-menetelmall3,
jossa analyytti sitoutuu kahden eri vasta-aineen valiin. Ensimmainen vasta-aine sitoo
analyytin maaritysalustalle, ja toinen, merkitty vasta-aine tunnistaa siihen sitoutuneen
analyytin ja tuottaa signaalin. Talléin signaalin voimakkuus kasvaa analyytin

pitoisuuden kasvaessa. (Wild 2013.)

Pienille, alle 500 Da:n kokoisille molekyyleille, kuten testosteronille ja estradiolille,
tallainen ei-kilpaileva sandwich-maaritys ei kuitenkaan yleensa toimi, koska niissa ei
ole riittavasti erillisia sitoutumiskohtia kahdelle vasta-aineelle. Siksi niiden
maarityksessa kaytetdan tavallisesti kilpailevia immunomaarityksia. Talldin analyytti ja
merkitty analogi kilpailevat samoista vasta-aineen sitoutumiskohdista, jolloin signaali
on kadantaen verrannollinen analyytin pitoisuuteen, kuten on esitetty kuvassa 1

(Karashima ja Osaka 2022).
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Kuva 1. Kilpailevan immunomaarityksen periaate kiinteafaasissa. Signaali on kaantaen verrannollinen
analyytin pitoisuuteen (Wild 2013).

Kliinisessa kemiassa steroidien maaritys on siirtynyt pitkalti karsinogeenisista
radioimmunomaarityksista suoriin, automatisoituihin kemiluminesenssi- ja

entsyymipohjaisiin menetelmiin (Karashima ja Osaka 2022; Vesper ja muut 2014).

2.2 Analyyttinen herkkyys matalilla pitoisuuksilla

Matalilla steroidipitoisuuksilla varsinainen signaali lahestyy taustakohinaa, mika
heikentaa mittauksen tarkkuutta. Tassa yhteydessa tarkkuutta kuvataan
variaatiokertoimella (CV, coefficient of variation), joka maaritellaan kaavalla CV (%) =
100 x SD / keskiarvo. Muut keskeiset herkkyysparametrit ovat pienin pitoisuus, joka
voidaan erottaa taustasta (LoD, limit of detection), seka pienin pitoisuus, joka voidaan
mitata hyvaksyttavalla tarkkuudella ja toistettavuudella (LoQ, limit of quantification).
Kaytanndssa steroidimaaritysten suorituskykya arvioidaan funktionaalisen herkkyyden
avulla. Silla tarkoitetaan alinta pitoisuutta, jolla analyytti voidaan mitata
variaatiokertoimen rajoissa, tyypillisesti CV:n ollessa enintadn 20 %. Funktionaalinen
herkkyys poikkeaa LoD:sta siten, ettd LoD kuvaa ainoastaan pieninta pitoisuutta, joka
voidaan erottaa taustasignaalista, mutta ei ota huomioon mittauksen tarkkuutta.
Funktionaalinen herkkyys puolestaan kuvaa pitoisuustasoa, jolla maaritys tuottaa viela
kliinisesti kayttokelpoisia tuloksia. Taman vuoksi se on keskeinen suure erityisesti

matalilla steroidipitoisuuksilla. (La’ulu ja muut 2018.)

Viiden testosteroni-immunomaaritysalustan vertailussa funktionaalinen herkkyys
vaihteli huomattavasti alustojen valilla: parhaimillaan alle 0,14 nmol/l ja heikoimillaan
3,49 nmol/l. Esimerkiksi E170-alusta ei saavuttanut omaan ilmoittamaan 0,42 nmol/l
funktionaalisen herkkyyden rajaukseensa. Tama osoittaa, ettad valmistajien ilmoittama
LoQ ei aina vastaa kdytannossa saavutettua suorituskykya ja etta
immunomaaritysalustojen valilla voi olla yli kertaluokan eroja matalassa

pitoisuusalueessa. (La’ulu ja muut 2018.)



Miesten viitealueella sijoittuvissa laadunvalvonta- eli QC-naytteissa (4,66; 20,11 ja
43,18 nmol/l) kaikkien alustojen viiden paivan kokonais-CV jai alle 9 prosentin, joka
osoittaa, etta naitd menetelmia on optimoitu erityisesti keskialueen pitoisuuksille. Kun
mittaukset verrattiin NIST:n Standard Reference Material (SRM) 971 -vertailumateriaaliin
ja tarkasteltiin matalia pitoisuuksia, erot alustojen valilla kasvoivat kuitenkin selvasti.
Suurimmat virheet ja poikkeavuudet havaittiin naisilla, lapsilla ja ryhmassa T< 1,9
nmol/l, eli juuri niissa potilasryhmissa, joissa herkkyytta eniten tarvitaan. (La’ulu ja

muut 2018.)

Estradiolin osalta Handelsman ja muut (2014) vertasivat viitta suoraa E2-
immunomaaritysta LC-MS-menetelmaan miehilla. Tulokset osoittivat, etta
immunomaaritysten ongelmat korostuivat miesten matalilla E2-pitoisuuksilla. Kaikki
immunomaaritysalustat eivat tuottaneet tulosta kaikista naytteista, ja verrattuna LC-
MS-menetelmaan harha oli kauttaaltaan positiivinen (12-53 %). Lisaksi biologisesti
odotetut korrelaatiot estradiolin, testosteronin ja SHBG:n valilla sailyivat vain LC-MS-
mittauksissa. Tulokset viittaavat siihen, etta immunomaaritysten rakenteellinen

validiteetti heikkenee etenkin matalalla pitoisuusalueella. (Handelsman ja muut 2014.)

2.3 Spesifisyys ja matriisivaikutukset

Steroideja mittaavissa immunomaarityksissa interferenssi on yleista erityisesti silloin,
kun naytteessa on rakenteeltaan mitattavaa hormonia muistuttavia yhdisteita. Koska
testosteronin ja estradiolin maaritys perustuu yleensa kilpailevaan muotoon, tuloksen
spesifisyys on voimakkaasti riippuvainen kaytetyn vasta-aineen selektiivisyydesta.
Hairioita voivat aiheuttaa esimerkiksi ladkkeet, endogeeniset steroidiesiasteet ja muut

metaboliitit. (Krasowski ja muut 2014.)

Krasowski ja muut 2014 osoittivat, etta testosteronimaarityksissa useat rakenteellisesti
samankaltaiset steroidit voivat aiheuttaa kliinisesti merkittavaa ristiinreagointia.
Naisten matalilla testosteronitasoilla esimerkiksi metyylitestosteroni ja norestisteroni
voivat johtaa virheellisesti korkeisiin tuloksiin, varsinkin ehkaisylaakkeita kayttavilla
naisilla. Toisaalta estradiolin maarityksissa ristiinreagointi oli suppeampaa, mutta se ei
poista ongelmaa, silla estradiolimittauksissa herkkyys ja toistettavuus ovat jo

lAhtokohtaisesti heikompia ja herkempia matalilla pitoisuusalueella (Handelsman ja



muut 2014). Eli vaikka ristiinreagointi on yleensa vahaisempaa kuin
testosteronimaarityksissa, niiden spesifisyys seuraa pitkalti steroidirakenteen
samankaltaisuutta. Tama korostaa sita, etta vasta-aineeseen perustuva tunnistus on
rakenteellisesti rajallista, erityisesti silloin kun eroteltavat yhdisteet muistuttavat

toisiaan hyvin laheisesti (Krasowski ja muut 2014).

Toinen merkittava interferenssiluokka ovat heterofiiliset vasta-aineet, jotka voivat
sitoutua epaspesifisesti maarityksen reagensseihin ja aiheuttaa joko virheellisesti
korkeita tai matalia tuloksia. Maharjan ja muut (2019) kuvasivat estradioliméaarityksia,
joissa reagenssissa kaytettya alkalista fosfataasia vastaan muodostuneet vasta-aineet
vaaristivat tuloksia selvasti. Tallaisia hairiditd on vaikea ennustaa pelkkien

potilastietojen perusteella.

Myds SHBG-pitoisuus seka tietyt matriisitekijat voivat vaikuttaa immunomaaritysten
tarkkuuteen. La’ulu ja muut (2018) raportoivat, etta poikkeavat SHBG-tasot ja
esimerkiksi bilirubiini voivat vaaristaa testosteronituloksia erityisesti silloin, kun
pitoisuudet ovat matalia. Spesifisyyteen vaikuttavat myos itse vasta-aineiden
rakenteelliset erot. Tama tuli esiin kristallografisessa analyysissa, jossa kahta
estradiolivasta-ainetta verrattiin toisiinsa: ligandien orientaatio, sitoutumiskolot seka
aminohapposekvenssit erosivat selvasti. Kohdennettu mutageneesi voi olla
kayttokelpoinen keino parantaa vasta-aineiden spesifisyytta jatkossa. (Krasowski ja

muut 2014.)

2.4 Standardointi ja jaljitettavyys

Standardoinnin ja jaljitettavyyden puutteet nakyvat immunomaarityksissa myos
laboratorioiden valisena vaihteluna. Vesper ja muut (2014) osoittivat, ettda sama nayte
saattoi antaa eri laboratorioissa selvasti toisistaan poikkeavia tuloksia, eika alle 10
prosentin vertaisryhma-CV toteutunut matalilla testosteronipitoisuuksilla yhdellakaan
immunomaaritysalustalla. Osa vaihtelusta selittyy muilla tekijoilla, kuten
reagenssierien eroilla, naytteiden stabiiliudella ja kasittelyvirheilld, mutta nama eivat

yksin selita havaittua epatarkkuutta (Vesper ja muut 2014).



Standardoinnin ongelmaa pahentaa se, ettei immunomaaritysten ristiinreagoinnin
arvioinnille ole yhtenaista kaytantomenetelma. Valmistajien interferenssitaulukot ovat
usein laajoja, mutta eivat aina kata kaikkia kliinisesti merkittavia yhdisteita.

Esimerkkina tasta ovat mifepristonin, eli antiprogestiinina toimivan
raskaudenkeskeytyslaakkeen, aiheuttamat hairiot testosteroni- ja
estradiolimittauksissa, joita ei ilmoitettu valmistajan materiaaleissa. (Krasowski ja muut
2014.) Tasta syysta immunomaaritysten tulosten vertailtavuus jaa usein heikommaksi
kuin LC-MS/MS-menetelmissa, joita voidaan sitoa CDC:n HoSt-ohjelmaan (Hormone
Standardization Program), CAP:n (College of American Pathologists) tarkkuuteen

perustuviin patevyystesteihin ja NIST:n vertailumateriaaleihin (French 2023).

2.5 Kaytannon nakoékulmat

Kaytdnndssa immunomaaritysten vahvuuksia ovat nopeus, suuri ldpimeno ja taysi
automatisoitavuus. Niiden avulla steroidimaaritykset ovat siirtyneet
erikoislaboratorioista rutiinidiagnostiikkaan, jossa kustannukset ja vasteaika ovat
tarkeita. Samalla niiden analyyttiset rajoitukset tulevat esiin juuri niissa
potilasryhmissé, joissa hormonipitoisuudet ovat hyvin matalia, joka korostaa tarvetta

kehittda immunomaaritysten herkkyytta ja tarkkuutta edelleen. (Demers 2008).



3 Testosteronin ja estradiolin LC-MS/MS-maaritykset

3.1 Menetelman periaate

Ensimmaiset massaspektrometriset steroidimaaritykset tehtiin kaasukromatografian
avulla, mutta nykyaan korkean lapimenon nestekromatografia—
tandem-massaspektrometria (LC-MS/MS) on vakiintunut ensisijaiseksi menetelmaksi
(French 2023). Menetelma yhdistaa nestekromatografisen erotuksen ja
tandemmassaspektrometrisen massaselektiivisen detektion. Steroidimaarityksissa
kaytetaan yleensa kolmoiskvadrupolilaitteistoa, jossa analyytit erotellaan ensin
nestekromatografisesti ja tunnistetaan sen jalkeen massa-varaus-suhteen seka
fragmentaatiokuvion perusteella. (Karashima ja Osaka 2022). Keskeiset vaiheet ovat

havainnollistettu kuvassa 2.

LC ESI MS/MS

 Injector 1 ESI i Ol Q2 Q3  Detector:
. (auto sampler) ionjzationt Extraction. Fragmentation. Extraction . .. |

Kuva 2. LC-MS/MS:n vaiheet: nestekromatografinen erotus (LC), ionisaatio ja kolmiosainen
kvadrupolijarjestelma, jossa Q1 valitsee lahtoionin, Q2 fragmentoi sen tormayskaasussa ja Q3 valikoi
tunnistettavat fragmentit massaspektrometriseen detektioon (Karashima ja Osaka 2022)

MS-menetelma on analyyttisesti erittain herkka, ja sen hyva analyyttinen suorituskyky
riippuu huolellisesta naytevalmistelusta. Naytteesta poistetaan proteiineja, kuten
SHBG, ja muita matriisikomponentteja esimerkiksi uuttovaiheella. Siihen lisataan
varhaisessa vaiheessa isotooppimerkitty sisainen standardi, joka korjaa ionisaation

vaihtelua ja muita matriisivaikutuksia. (Singh 2008.)

Nestekromatografiassa steroidit erotetaan tyypillisesti C18-kolonnissa. Tama erotus
auttaa poistamaan héiritsevia yhdisteita ja erottaa rakenteellisia isomeereja, kuten
estriolia ja estronia estradiolin tapauksessa omalla retentioajallaan.

Massaspektrometrisessa vaiheessa seurataan analyytin ennalta maaritettyja siirtymia
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lahtdionista yhteen tai useampaan fragmentti-ioniin. Kullekin siirtymaéalle muodostuu
kromatografinen piikki, jonka pinta-ala on verrannollinen pitoisuuteen. Kvantifiointi
tehddan vertaamalla analyytin ja sisdisen standardin signaalisuhdetta
kalibraatiokayraan, joka on maaritetty tunnetuista standardipitoisuuksista.
Kalibraattoreiden tulisi olla jaljitettavissa sertifioituihin vertailumateriaaleihin, jotta
tulostasot vastaavat referenssilaboratorioiden tuottamia arvoja ja ovat metrologisesti

vertailukelpoisia. (Bertelsen ja muut 2020.)

Menetelman selektiivisyys perustuu siten seka retentioaikaan etta fragmentti-ionien
tunnistukseen, joka erottaa sen olennaisesti vasta-ainepohjaisista menetelmista. (Xie ja

muut 2017; Bertelsen ja muut 2020.)
3.2 Analyyttinen herkkyys matalilla pitoisuuksilla

Testosteronin ja estradiolin LC-MS/MS-menetelmilla voidaan saavuttaa maaritysrajat
(LoQ) matalalla pikomolaarialueella tai sen alapuolella, mika on selvasti parempi kuin
useimmilla immunomaarityksillad (French 2023). Brouillard ja muut (2025)
tutkimuksessa estradiolille raportoitiin funktionaalisen herkkyyden noin 1,10 pmol/l LC-
MS/MS-menetelman avulla, CV:n ollessa alle 20 %. Tama on kliinisesti tarkea erityisesti
postmenopausaalisilla naisilla, lapsilla ja aromataasinestajahoitoa saavilla potilailla,

joiden pitoisuudet voivat usein olla alle 2 pmol/l (French 2023).

Esimerkiksi testosteronille on raportoitu funktionaalisen herkkyyden arvoja selvasti alle
0,1 nmol/l, mika kattaa hyvin naisten viitealueen (kts. taulukko 2), jossa useimmat
immunomaaritykset menettavat tarkkuutta. Lisaksi CV-arvo pysyi alle 20 prosentin

tasolla pitoisuuden ollessa ndin matala. (Xie ja muut 2017.)

Lisaksi LC-MS/MS-menetelmille on kuvattu hyva lineaarisuus estradiolin osalta (r* =
0,9997). Menetelman carryover eli edellisen korkean naytepitoisuuden jadnnosignaali
oli 0,16 prosenttia, joka on hyvin vahaisempi kuin hyvaksymiskriteerin arvo, <1%.
Yhdessa funktionaalisen herkkyyden ja CV-tulosten kanssa tama viittaa siihen, etta LC-
MS/MS menetelman suorituskyky alimmilla pitoisuuksilla rajoittuu paaasiassa signaali-
kohinasuhteeseen, ei esimerkiksi kalibraatiokdyran epalineaarisuuteen tai naytteiden

valiseen kontaminaatioon. (Won ja muut 2023.)
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3.3 Spesifisyys ja matriisivaikutukset

LC-MS/MS:n spesifisyys on yleensd immunomaarityksia parempi, mutta sekdan ei ole
taysin ongelmaton. Menetelma on herkka kalibraattoreiden puhtaudelle,
naytevalmistelulle ja ionisaatio-olosuhteille, ja esimerkiksi putkissa
muovimateriaaleista liukenevat yhdisteet, kuten ftalaattiyhdisteet, voivat muokata

steroidien rakennetta ja ndin ollen vaaristaa tuloksia. (Karashima ja Osaka 2022.)

Estradiolin analyysi on LC-MS/MS:lle rakenteen puolesta erityisen vaativa, koska ei-
polaarisen yhdisteen ionisaatio on esimerkiksi polaarista testosteronia hankalampaa.
Herkkyytta tdssa tapauksessa voidaan parantaa esimerkiksi liikkuvan faasin
optimoinnilla (lisddmalla modifioijia) tai derivatisoinnilla. Derivatisoinnilla liitetaan
esimerkiksi varattuja tai fluoresoivia ryhmia hormoniin, joka parantaa haihtuvuutta ja
havaittavuutta. Kuitenkin ndma ratkaisut lisdavat samalla menetelman teknista

vaativuutta ja virheenlahteita. (Won ja muut 2023; Demers 2008.)

Estradiolilla matriisivaikutukset korostuvat etenkin silloin, kun naytteessa on
samanaikaisesti suuria eksogeenisten estrogeenien, kuten etinyyliestradiolin, tai
muiden eluoituvien yhdisteiden pitoisuuksia. Kuten kuvasta 3 nahdaan, puhdas
estradiolikalibraattori tuottaa yhden selkedn E2-huipun (kromatogrammi A), kun taas
natiivista seerumista mitatussa kromatogrammissa nakyy useita lahella eluoituvia
huippuja, jotka vaativat riittdvaa erotuskykya ja ionisuhteiden tarkistamista

(kromatogrammi B). (Botelho ja muut 2016.)
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Kuva 3. Puhdas kalibraattori tuottaa yhden selkean E2-huipun (A), kun taas natiivi seeruminayte
sisaltda useita lahella eluoituvia yhdisteita (B), jotka edellyttavat riittdvaa kromatografista erotuskyka ja
ionisuhdekriteerien tarkistamista luotettavaa kvantifiointia varten (Botelho ja muut 2016).

Myds preanalyyttiset tekijat voivat heikentaa tulosten luotettavuutta. Shija muut (2012)
osoittivat, etta verindytteenotossa kaytetyt putkimateriaalit voivat aiheuttaa
ionisupressiota ja testosteronin retentioajan lahelle osuvia hairitsevia huippuja. Tama
nakyy kuvassa 4, A kromatogrammissa, jossa geelia sisaltava hepariiniputki tuottaa
useita ylimaaraisia huippuja retentioajan ymparilla, kun taas vertailuna kaytetty

seerumiputki tuottaa ainoastaan sisdisen standardin signaalin.
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Kuva 4. Gel/Li-hepariiniputkesta valmistettu nayte (A) sisaltaa useita testosteronin retentioajan lahella
eluoitivia hairitsevia huippuja, joka viittaa putkimateriaalista liueneisiin yhdisteisiin. Vertailuna
seerumiputki (B) tuottaa vain sisdisen standardin (IS) signaalin ilman ylim&éaraisia huippuja, joka
osoittaa, ettei putkesta aiheudu menetelmaa hairitsevaa kontaminaatiota (muokattu kuvasta Shi ja
muut 2012)

Taman vuoksi putkityyppi, kalibraattorien matriisi ja erakohtainen vaihtelu on syyta
huomioida validoinnissa. Lisaksi tulisi kayttda matriisiltaan mahdollisimman
naytemaisia (matrix-matched) kalibraattoreita ja kontrollindytteita, seka lasisia tai
lisdaineiltaan mahdollisimman yksinkertaisia muoviputkia aina kun mahdollista. (Shi ja

muut 2012.)
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3.4 Standardointija jaljitettavyys

LC-MS/MS-menetelmien vahvuus nakyy myds standardoinnissa ja jaljitettavyydessa.
Testosteronille ja estradiolille on kehitetty referenssimenetelmia ja tarkkuuteen
perustuvia patevyystesteja, joiden avulla tulokset voidaan sitoa CDC:n HoSt-ohjelmaan
ja vertailumateriaaleihin. Tdma on parantanut laboratorioiden valista vertailtavuutta

erityisesti testosteronimaarityksissa. (French 2023; Zhang ja Rockwood 2015.)

Estradiolille kehitetyt referenssimenetelmat on suunnattu erityisesti tilanteisiin, joissa
pitoisuudet ovat matalia. CDC:n ohjelmassa massaspektrometriaa kayttavan
vertaisryhman mediaani oli lAhella referenssiarvoa (27,3 pg/mL), kun taas
immunomaaritysten mediaanit poikkesivat siita selvasti enemman, kuten nakyy

taulukossa 3. (French 2023.)

Taulukko 3. CAP:n Accuracy-Based Proficiency Survey -tulokset estradiolille. Taulukossa esitetaan eri
immunomaaritysalustojen ja massaspektrometrisen menetelman ilmoittamat E2-pitoisuudet samasta
naytemateriaalista (27,3 pg/mL). Immunoma&éaritysmenetelmien tuloksissa mediaanien sekd minimi- ja
maksimiarvojen valinen vaihtelu on suurempaa kuin massaspektrometrisissd menetelmissa (French
2023).

Assay number n ABS-04 median Minimum reported Maximum reported
concentration (pg/mL) concentration (pg,/mkL) concentration (pg/mL)

IA1 7 33 15 36

IA2 6 29 25 36

IA3 4 34 31 34

1A 4 3 31 28 35

IAb 3 35 30 37

Mass 12 25 23 28

spectrometry

Myés, kuten osiossa 3.3 todettiin, LC-MS/MS-kalibraattoreiden ja kontrollien matriisi on
merkityksellinen. Kaupallisissakin ihmisseerumiin perustuvissa perusmatriiseissa voi
olla jaljella pienia steroidipitoisuuksia, jotka voivat olla kliinisesti merkittavia silloin, kun

tarkastellaan hyvin matalia pitoisuuksia (Shija muut 2021).
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3.5 Kaytannon nakokulmat

LC-MS/MS:n kaytannon haittoja ovat korkeat laite- ja yllapitokustannukset, vaativa
naytevalmistelu ja erikoistuneen osaamisen tarve. Menetelma ei siksi ole yhta helposti
integroitavissa suuren tilavuuden rutiinidiagnostiikkaan kuin immunomaaritykset.
(Zhang ja Rockwood 2015; Krasowski ja muut 2014). Lapimenoa rajoittavana
pullonkaulana on kromatografinen vaihe, joka vie useita minuutteja per nayte ja voi
kokonaisuudessaan pidentaa analyysiaikaa lahelle 10 minuuttia (Zhang ja Rockwood
2015). Varsinainen MS/MS-detektio kestaa vain murto-osan tasta ajasta, tyypillisesti

noin 0,4 sekuntia (Xie ja muut 2017).

Kromatografista lapimenoa voidaan parantaa useilla tavoilla. Yksi tapa on usean
kromatografisen etupaan kytkeminen yhteen MS/MS-jarjestelmaan, jolloin jarjestelma
voi lisata naytesyottoa 2-4-kertaiseksi. Toinen vaihtoehto on ndytemultipleksointi, jossa
samaan ajoon injektoidaan useampia naytteita, esimerkiksi steroidipaneeleissa. Talla
keinolla lapimenoa on pystytty kasvattamaan noin 60 naytteesta jopa 300 naytteeseen
tunnissa, mutta menetelma edellyttaa derivatisointia, joka lisaa riskinlahteita. Naiden
lisaksi osittain "walk-away”-tyyppinen kaytto on lisdantynyt automatisoitujen
uuttojarjestelmien ja integroidun ohjelmiston ansiosta. Nama kaikki ovat parantaneet
menetelman kdytannon toteutettavuutta kliinisessa ymparistdossa. (Zhang ja Rockwood

2015.)
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4 Menetelmien vertailu

Testosteronin ja estradiolin immunomaaritysten ja LC-MS/MS-menetelmien erot
nakyvat pddasiassa siind, mita niilld saadaan kaytanndssa tarkasti mitattua ja milla
hinnalla. Suorien automaattisten immunomaaritysten vahvuuksia ovat suuri lapimeno,
nopeus, matalammat kustannukset ja helppo kaytto rutiinilaboratoriossa. Ongelmat
tulevat esiin erityisesti matalilla pitoisuuksilla, jolloin menetelmakohtainen vaihtelu
kasvaa, ristiinreagointi lisdantyy ja tulosten jaljitettavyys heikkenee. Tama on kliinisesti
tarkeaa etenkin silloin, kun testosteronia mitataan naisilta, lapsilta ja hypogonadisilta
miehilta tai estradiolia miehilta, postmenopausaalisilta naisilta ja
aromataasinestajahoitoa saavilta potilailta. (La’ulu ja muut 2018; Handelsman ja muut

2014; Krasowski ja muut 2014; Vesper ja muut 2014.)

LC-MS/MS-menetelmien keskeisia vahvuuksia ovat parempi analyyttinen herkkyys,
korkeampi spesifisyys seka parempi jaljitettavyys ja laboratorioiden valinen
vertailtavuus. Erityisesti matalilla testosteroni- ja estradiolipitoisuuksilla ne tuottavat
immunomaarityksia luotettavampia tuloksia. Haittapuolina ovat korkeammat hankinta-
ja kayttékustannukset, vaativampi naytevalmistelu, suurempi asiantuntijaosaamisen
tarve jaimmunomaarityksia rajallisempi automaatio. Taman vuoksi immunomaaritykset
soveltuvat paremmin suuren tilavuuden rutiinidiagnostiikkaan, kun taas LC-MS/MS on
parempivalinta tilanteissa, joissa pitoisuudet ovat erittdin matalia tai tuloksen
analyyttinen varmuus on kliinisesti erityisen tarkea. (Vesper ja muut 2014; French 2023;

Zhang ja Rockwood 2015.)

Merkittavimmat erot on koottu taulukkoon 4.

Taulukko 4. Testosteronin ja estradiolin immunomaaritysten ja LC-MS/MS-menetelmien vertailu

Ominaisuus Immunomaaritykset LC-MS/MS
Perusperiaate Vasta-aineeseen Massaan ja
perustuva tunnistus fragmentaatioon
perustuva tunnistus
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Analyyttinen herkkyys

matalilla pitoisuuksilla

Heikompi, virheet
korostuvat matalalla

alueella

Erittain hyva myds

matalilla pitoisuuksilla

Spesifisyys

Rajoittunut ja
ristiinreagointi on

mahdollista

Korkea

Matriisivaikutukset ja

interferenssit

Herkka esimerkiksi
heterofiilisille vasta-
aineille, SHBG:n
vaikutuksille, bilirubiinille
jaladkkeiden

ristireaktioille.

Herkka preanalyyttisille ja
ionisaatioon liittyville

hairiolle.

Kalibrointi ja

jaljitettavyys

Vaihtelee alustojen ja

valmistajien valilla

Voidaan sitoa
referenssimenetelmiin ja
standardoituihin

vertailumateriaaleihin

Laboratorioiden valinen

vertailtavuus

Heikompi, etenkin

matalissa pitoisuuksissa

Yleensa parempi

standardoinnin ansiosta

Lapimeno ja automaatio

Suuri lapimeno, joka on

taysin automatisoitavissa

Rajallisempi lapimeno,

vaikka automaatio kehittyy

Kustannukset Matalammat per nayte Korkeammat
Tyypillinen Rutiinidiagnostiikka ja Varmistusmaaritykset ja
kayttokonteksti suuret naytemaarat tilanteet, joissa

pitoisuudet ovat hyvin

matalia
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5 Yhteenveto

Tassa tutkielmassa tarkasteltiin kahta keskeista analyyttistd menetelmaa testosteronin
ja estradiolin maaritykseen ihmisen seerumista ja vertailtiin niita erityisesti matalien
hormonipitoisuuksien nakokulmasta. Tarkoituksena ei ollut nimeta yhta “parasta”
menetelmaa, vaan jasentaa, missa tilanteissa suorat automaattiset
immunomaaritykset tai LC-MS/MS toimivat kliinisesti riittdvan hyvin ja missa ne

epaonnistuvat.

Immunomaaritysten vahvuuksia ovat nopeus, suuri lapimeno ja kaytannollisyys
rutiinilaboratorioissa. Niiden heikkoudet korostuvat kuitenkin matalilla pitoisuuksilla,
joilla menetelmakohtainen harha, ristiinreagointi ja puutteellinen standardointi voivat
johtaa kliinisesti merkittaviin eroihin. Taman nahtiin viiden testosteronin
suoraimmunomaaritysalustan vertailussa, jossa todettiin, ettd naitd menetelmia on
kaytannossa optimoitu terveiden miestien pitoisuusalueelle. (La’ulu ja muut 2018). LC-
MS/MS puolestaan tuottaa herkempia ja spesifisempia tuloksia, mutta menetelma on
kalliimpi, teknisesti vaativampi ja hitaampi toteuttaa laajassa rutiinikdytossa (Krasowski
ja muut 2014; Zhang ja Rockwood 2015). Moniin steroidien analyyttisiin ongelmiin on

olemassa tekninen ratkaisu, mutta sen laajamittainen kayttdonotto on vield kesken.

Immunomaaritysten osalta kehitystyo saattaa kohdistua entistad spesifisempien vasta-
aineiden suunnitteluun, esimerkiksi paratooppien kohdennetun mutageneesin avulla
(Krasowski ja muut 2014). Nailla voidaan todennéakoisesti vahentaa ristireaktiivisuutta.
Kuitenkin on eparealistista odottaa, etta immunomaaritykset yltaisivat taysin samaan
selektiivisyyteen kuin massaspektrometria, jossa yhden hormonin tunnistus perustuu
toistettaviin, tarkasti maariteltyihin massafragmentteihin eika biologisesti vaihtelevaan
vasta-aineseokseen. Siksi suurin kehityspotentiaaliimmunomaarityksissa liittyy
standardointiin, eli kalibroinnin jaljitettavyyteen korkeimman tason
referenssimenetelmiin, hyvien ja luotettavien vertailumateriaalien kayttoon ja
laajempaan osallistumiseen tarkkuuteen perustuviin ulkoisiin laadunarviointeihin, joilla
voidaan pienentaa menetelmien valisia eroja (French 2023). LC-MS/MS:n osalta
naytevalmistelun ja mittausprosessin automatisointi sekd esimerkiksi monianalyyttiset

steroidipaneelit voivat parantaa lapimenoa ja alentaa kynnysta tuoda MS-pohjaiset
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menetelmat osaksi jokapaivaista kliinista tyéta myos erikoislaboratorioiden

ulkopuolella (Zhang ja Rockwood 2015).

Kaytanndllisin ratkaisu voisi olla tydnjako, jossa immunomaaritykset toimivat suuren
volyymin seulontamenetelmana ja LC-MS/MS varataan refleksimaaritykseen silloin, kun
pitoisuudet ovat hyvin matalia tai tulos on ristiriidassa kliinisen kuvan kanssa. Tallainen
lAhestymistapa yhdistda immunomaaritysten kaytanndllisyyden ja LC-MS/MS:n

analyyttisen varmuuden.

Keskeinen johtopdatds on, etta steroidihormonien maaritysten parempi standardointi,
herkkyys (immunomaarityksillad), automatisointi (LC-MS/MS:ll3) ja vertailtavuus ovat
valttamattomia oikeudenmukaiselle diagnostiikalle. Sama potilas ei saisi saada

olennaisesti erilaisia tuloksia pelkastaan kaytetyn menetelman tai laboratorion vuoksi.
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