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Abstrakt

Introduktion

S-TRAK ir ett blodprov som tas vid misstanke om Grave’s sjukdom. TRAK mits kvantitativt
i humant serum genom TRACE™-teknik, en kompetitiv tvastegs-immunanalys.
Provtagningen kan péverka testresultatet, sirskilt vid hemolys i provet. Hemolys innebér

nedbrytning av erytrocytmembranen som leder till att dess innehdll lacker ut 1 provroret.

Syfte
Syftet med studien var att undersdka hur grad av hemolys paverkar analysresultatet for
TRAK. Resultaten kan sedan anvindas for att faststélla rutiner for hantering av hemolytiska

TRAK-prover pa Orebro universitetssjukhus.

Metod

Hemolysat tillverkades genom infrysning-tining och osmotisk chock och tillsattes i
serumprover med 1&g, mellan och hog niva av TRAK for att tillverka prover med olika grad
av hemolys. TRAK analyserades pA BRAHMS KRYPTOR och hemolysindex (HI) pa Advia

XPT och resultaten fran hemolytiska respektive icke hemolytiska prov jimfordes.

Resultat

Hemolys hade ingen eller liten betydelse for uppmitt TRAK-koncentration, utan eventuell
hemolytisk paverkan bedomdes vara underordnad méitimprecisionen. Precisionstest pa 1ag

TRAK-niva (1,99 IE/L) resulterade i CV pa 6,33%. P-vérdet visade 0,4, det vill sdga ingen
signifikant skillnad.

Slutsats

Laboratoriet behdver inte begéra omprovtagning av hemolytiska prover, vilket underlattar

bade for laboratorier, patient och bestillare.

Nyckelord: Hemolys, TRACE, TRAK, Grave’s sjukdom, BRAHMS KRYPTOR



Abstract

Introduction

S-TRAK is a blood sample taken upon suspicion of Grave's disease. TRAK is measured
quantitatively in human serum using TRACE™ -technology, a competitive two-step
immunoassay. Sampling can affect the analytical result, especially for hemolytic samples.

Hemolysis involves degradation of the erythrocytes, whose contents leaks into the test tube.
Aim
The study aimed to investigate how different levels of hemolysis affected measured TRAK-

levels. The results will determine the routine for hemolytic TRAK samples at Orebro

University Hospital

Method

Hemolysate was created by freeze-thawing and osmotic shock and added to serum with low,
medium, and high TRAK-concentration to create samples with varying degrees of hemolysis.
TRAK was measured on BRAHMS CRYPTOR and hemolysis index (HI) on Advia XPT.

Measured TRAK-levels in hemolytic and non-hemolytic samples were compared.

Results

Hemolysis has no or little significance for measured TRAK concentration and was
subordinate to the measurement imprecision. Precision testing at low TRAK level (1.99 1U/

L) is included in the CV of 6.33%. The P-value showed 0.4: no significant difference.

Conclusion

The laboratory does not need to request re-sampling of hemolytic samples, an improvement

for both the laboratory, patients, and clients.

Keywords: Hemolysis, TRACE, TRAK, Graves' disease, BRAHMS KRYPTOR
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1. INTRODUKTION

Anti-TSH-receptorantikroppar (S-TRAK) forekommer ofta vid Grave’s sjukdom, som &r en
endokrin autoimmun sjukdom dér kroppen bildar skoldkdrtelstimulerande autoantikroppar
(TSAD). Det dr i1 princip antikroppar mot tre olika tyreoidea-antigen involverade i
autoimmuna sjukdomar i tyreoidea, dir TRAK &r en av dem. Normalt produceras
Tyreoideastimulerande hormon (TSH) i hypofysens framlob och binds till TSH-receptorn
(TSH-R), vilket stimulerar skoldkdrtelns follikelceller att producera tyroxin (T4) och
trijodotyronin (T3). Vid Grave’s sjukdom bildas TSAb som aktiverar TSH-R utan
inblandning av TSH, vilket medfor att tyreoidea producerar ett §verskott av hormoner och
patienten blir hypertyreotisk (tyreotoxisk). Ett vanligt symptom vid hypertyreos dr 6kad
dmnesomsittning vilket kan variera med patientens &lder. Yngre personer kan drabbas av
hjirtklappningar, nervositet, svettningar, virmeintolerans, viktnedgéng och darrighet. Aldre
personer kan drabbas av mer allvarliga effekter som en plotsligt debuterande hjartsvikt med
snabb hjértrytm. Det finns en familjar bendgenhet for sjukdomen, som &r dverrepresenterad

hos kvinnor (1,2).

TRAK analyseras i ett blodprov dér analysen &r viktig for diagnostiken d4 90-100% av
patienterna uppvisar dessa antikroppar, och testresultatet anviands dven vid
behandlingsuppfoljning. Referensvirdet, eller cut-over gransen for TRAK analyserad med
instrument BRAHMS KRYPTOR ér 1,5 IE/L, vilket innebér att alla TRAK-vérden >1,5 IE/L
betraktas som positiva (3). Avsikten med referensvirdet ér saledes att uppticka abnormala
TRAK-virden for insdttning av behandling i god tid (4). Analysen anvédnds och bedéms dock
alltid i relation till den kliniska bilden for att bekrifta eller utesluta sjukdom (1,2).

Behandlingen vid hypertyreos inkluderar tillforsel av lakemedel, operation eller intag av
radioaktiv jod. Vilken behandling som viljs beror pé patientens alder, storleken pé struman
(forstorningen av skoldkorteln) och hur intensiv sjukdomen &r. Lakemedelsbehandlingen gar
ut pé att patienten tillfors tyreostatika (Thacapzol eller Tiotil), vilket minskar
hormoninsondringen fran skoldkorteln. Niar amnesomséttningen ér dter i balans ges dven
Levaxin for att motverka en iatrogen hypotyreos och saldes lattare styra behandlingen.

Operativ behandling handlar om att operera bort hela eller en del av tyroidea. Behandling med



radioaktiv jod innebir att patienten dricker doser av en jodisotop som ansamlas i skoldkorteln.
Patienten utsdtts pd sé sitt for intern stralning vilket eliminerar thyreodieavivnaden och
normaliserar amnesomsittningen. Likemedelsterapi eller jodbehandling erbjuds mestadels till
dldre patienter, personer med liten/ingen struma och de med mattlig sjukdom. Behandling
med betablockerare (Inderal, Seloken) ges diaremot till alla for att lindra symtom som
hjértklappning och oro, i vdntan pa effekten av den kurativa behandlingen. Vilka atgérder som

maste vidtas bestims ddrmed till stor del av testresultatet pd S-TRAK blodprovet (2).

BRAHMS KRYPTOR, (Thermo Fisher Diagnostics AB, Hennigsdorf, Tyskland), anvénder
TRACE™-teknik (Time-Resolved Amplified Cryptate Emission) for att med en kompetitiv
homogen tvastegs-immunanalys kvantitativt bestimma TSH-receptor ak IgG (TRAK) i
humant serum. Immunanalystekniken baseras pa bildning av ett komplex mellan en antikropp
och ett antigen, ddr IgG dr den antikropp som generellt anvinds som immunanalysreagens.
Vid kompetitiv immunanalys rdder begrénsat antal bindningssiter och tédvlan mellan analyt
och markor om bindningen. Foér homogena immunanalyser sker modulering av signalen som
ett resultat av immunreaktionen. Vid TRACE-teknik anvdnds fluorimetrisk markning i form
av tidsupplost fluorescens som markor for antigen-antikroppskomplex. Principen gar ut pa att
méta den signal som avges fran ett immunkomplex, baserat pd en icke-radioaktiv
energidverforing fran en donator (kryptat), den ldnglivade fluoroforen Europium Cryptate
(EuC), till en acceptor, Cyanine 5 (Cy5). I en sandwich-immunanalys dr EuC och Cy5 bundna
till specifika antikroppar och energidverforingen beror pa niarheten och dverlappningen av

spektrum for de tva fluoroforerna (5-9).

EuC exciteras forst med en kvidvelaser vid 337 nm, vid denna excitering avger donatorn en
fluorescerande signal med léng livsldngd (millisekunder) pa 620 nm, och energin éverfors till
CyS5. Acceptorn, Cy5, genererar normalt en kortvarig signal i nanosekundsomradet pa 707
nm, men nér den ar bunden till ett immunkomplex med EuC intrédffar savil signalforstiarkning
som forldngning av acceptorsignalens livsldngd till mikrosekunder (figur 1,2). Detta innebér

métning av tidsméssigt fordrojd flourescens (5-9).
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Figur 1. Matprincipen som BRAHMS KRYPTOR anvinder for att erhalla TRAK-
koncentrationen. I den understa bilden visas den icke immunkomplex bundna acceptorn, Cy5,
som en blé stjarna bunden till en antikropp (AK1). Detta genererar vanligtvis en kortvarig
signal 1 nanosekundsomrédet (707 nm) nér provet exciteras med kvévelaser vid 337 nm, med
en kortlivssignal som resultat. I den 6vre bilden illustreras donatorn, EuC, (donor) som binds
till en antikropp (AK2) som exciteras med samma kvévelaser och genererar en fluorescerande
signal med lang livsldngd (620 nm). Energin kommer da 6verforas till acceptorn, dir den
grona sfiren representerar antigen-antikroppskomplexet (TSH-TRAK). Da acceptorn binder
till donatorn i ett immunkomplex intrdffar en signalforstirkning och forléngning av
acceptorsignalens livsldngd till mikrosekunder, med en langlivssignal som resultat. Bildkélla:
Thermo Fisher Scientific Inc. B-R-A-H-M'S TRAK human KRYPTOR [Internet].
Hennigsdorf, Tyskland: Thermo Fisher Scientific Inc; 2015 [uppdaterad 2015-03-27; citerad
2022-02-27] Hamtad fran: https://www.manualslib.com/manual/1505734/Thermo-Scientific-

Brahms-Kryptor-Compact-Plus.html?page=17#manual
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Figur 2. Visar signalforstdrkningen och forldngning av acceptorsignalens livsldngd som sker
nér acceptorn, Cy5, dr bunden med donatorn, EuC, i ett immunkomplex. Grona sfaren
representerar antigen och de ljusblé figurerna representerar de bundna antikropparna. Till den
vénstra antikroppen dr en donator bunden, Cryptate (r6d), och till den hogra en acceptor (lila).
Roda strdlen illustrerar energioverforingen som intraffar vid bindningen mellan acceptorn och
donatorn i immunkomplexet. Bildkilla: Thermo Fisher Scientific Inc. B-R-A-H-M-S TRAK
human KRYPTOR [Internet]. Hennigsdorf, Tyskland: Thermo Fisher Scientific Inc; 2015
[uppdaterad 2016-02-12; citerad 2022-04-24] Hamtad fran: https://www.brahms.de/en-

gb/products/kryptor-analyzers/trace-technology.html

Anvindningen av en ladnglivad fluorofor minskar pa de kortlivade bakgrundsstdrningarna och
signalerna fran proteiner som kommer frén biologiska vétskor som serum. Darmed minskar
den fluorescensinterferens, vilket dr en fordel med den tidsmissiga fordréjningen. I och med
berdkningen av det interna forhallandet mellan signalerna minskas dessutom interferens av
bruset fran exempelvis grumliga prover. Intensiteten pd den konstruerade 1dngvariga signalen

ar 1 sin tur proportionell mot koncentrationen pa det analyt som ska métas, TRAK (5-9).

I den preanalytiska och analytiska fasen dr provhantering mycket viktig, speciellt for
analyskvaliteten inom laboratoriediagnostik och pa sikt for patientsékerheten. De flesta, 70-

80%, av de fel som dr associerade med det totala testforloppet intraffar i den preanalytiska



fasen, som inkluderar provtagning, hantering och transport. Hemolys &r ett viktigt
preanalytiskt fel, som kan delas in 1 in vitro-hemolys och in vivo-hemolys. Vid in vitro-
hemolys gér erytrocyterna sonder beroende pé felaktigt provtagningsforfarande. Denna typ av
hemolys kan exempelvis intridffa vid anvdndning av en {for tunn nalstorlek, oldmplig
rorblandning, en fordrdjd vaggningstid av proven eller forsenat sldppande av stas under
provtagningen. /n vivo hemolys intréffar hos anemiska patienter och beror pa sjukliga tillstand

som exempelvis hemolytiska anemier eller kemiska reaktioner (10,11).

Béda hemolystyperna leder till accelererad nedbrytning av erytrocytmembranen, vilket leder
till att cellens innehall lacker ut till det extracelluldra utrymmet, och i1 processen frigdrs inte
bara hemoglobin utan andra komponenter i erytrocytens cytoplasma ocksé som kalium och
laktatdehydrogenas (LDH). Pa sa sitt kan dessa element stora métningarna av biokemiska
tester och orsaka biologiska, kemiska och spektrofotometriska interferenser, vilket slutligen
ofta gor testresultat opalitliga. Interferensen dr vanligtvis mer eller mindre betydelsefull
beroende pé graden av hemolys, dir hemolysen ocksa kommer vara till storre problem om det
finns en stor intra- och extracelluldr koncentrationskillnad av de frisldppta komponenterna,
som kalium. Kalium dr en av de elektrolyter dér skillnaden &r storst mellan det intracelluldra
mediet och det extracelluldra rummet, varfor betydande interferens kan observeras redan vid

laga hemolysnivaer (11,12).

Darfor behdvs rutiner for att hantera hemolytiska prover. Idag finns ddremot inga sddana
rutiner eller riktlinjer for TRAK, vilket leder till en osékerhet vid forekomst av hemolys (10).
For TRAK har hemolys enligt bruksanvisningarna ingen paverkan upp till 1,25 g/L, men det
ar oklart vad som hinder vid hogre nivéer (9). Hemolytiska prover kan dirfor behova tas om,
vilket helst undviks da det stéller till besvér for patienten som méste komma tillbaka och
genomga en ytterligare venpunktion (10,11). Traditionen har under léng tid varit att medelst
visuell inspektion bedoma graden av rodfargning av serum eller plasma i syfte att identifiera
hemolys. Visuell provinspektion har emellertid manga nackdelar, som felaktighet, oprecision
och att den &r starkt beroende av operatdren. Darfor dr métning av hemolys-nivan med
automatiserade kliniska kemiplattformar att foredra. Dessa ger en mer reproducerbar

uppskattning av potentiell interferens (12,13).



Advia Chemistry XPT, (Siemens Healthcare, Munich, Tyskland), &r kemiinstrumentet som
spektrofotometriskt miter och bestimmer HI pa laboratoriemedicin i Region Orebro Lin.
Roboten pipetterar 30 uL prov till 120 pL NaCl och blandar provet. Nista pipett pytsar prov
till en annan kyvett och absorbansen méts. Mer NacCl tillsétts sedan vid ett tillfalle i
reaktionskyvetten, och den passerar en halogenlampa for att detektera absorbansen vid olika
véglangder. Kyvetten &r ljusskyddat till den grad att intensiteten pa proverna inte dndras eller
paverkas. Varje gang kyvetten passerar halogenlampan miter instrumentet provets absorbans
vid olika vaglangder. For NaCl anvénds vaglangden 340nm, och de tva vaglingderna som ar
anvéinda for hemolys-métningen ar 571 nm och 596 nm. Hemolysmétningen tar endast ca 3,5
minuter och méter 12 punkter, dir punkterna 5-7 &r de som anvénds for berdkningen. Nar

absorbansen fordndras efter 3,5 minuter avslutas métningen (14).

For att bedoma hemolytisk pdverkan pa analysresultaten kan hemolys manuellt induceras 1
patientprov och resultaten frdn hemolytiska respektive icke hemolytiska prov jamforas. Det
finns flera sétt att inducera hemolys in vitro, dér de tre vanliga strategierna inkluderar
provfrysning, osmotisk chock och mekanisk stress. Provfrysning innefattar frysning av provet
och inkluderar flera frysupptiningscykler for att bryta ned cellerna. Osmotisk chock orsakar
rupturer av cellerna nér de atersuspenderas i hypotont medium, vanligtvis destillerat vatten

(10-12).

1.2 Syfte

Syftet med studien &r att undersoka i vilken grad hemolys paverkar analysresultatet for
TRAK. Enligt fabrikdrens metodbeskrivning ska inte analysen av TRAK péverkas av fritt
hemoglobin, upp till 1,25 g/L, men det &r oklart hur analysen paverkas vid hogre
koncentrationer. Resultatet kommer ligga till grund for Orebro universitetssjukhusets

uppdatering av nuvarande rutiner for hantering av hemolytiska prover.



1.3 Frégestillningar

1. Péverkar hemolys analysresultatet for TRAK pd KRYPTOR-instrumentet?
2. Kan olika TRAK koncentrationer tillsammans med hemolys péverka analysen for
TRAK?
3. Kan hemolytiska prov vid TRAK analys paverka den medicinska beddmningen?
2. MATERIAL OCH METOD

For studien tillverkades forst ett hemolysat med en kombination av infrysning-tining och
osmotisk chock. Varierande mangder hemolysat tillsattes till serum med olika TRAK-
koncentration. Samtliga prover i studien var TRAK serumprover som redan analyserats.
Upplédgget for studien innefattade tre delar; tillverkning av hemolysat, en teststudie och en

huvudstudie.

2.1 Beredning av hemolysat

Forst tillverkades ett hemolysat i enlighet med CLSI guidelines EP07A2 (15). Blod fran fyra
littumheparinrdr utan gel tillsattes till ett gemensamt ror, total blodvolym ca 15 mL, och
centrifugerades (7 minuter/2400 G). Plasman togs bort och ersattes med 30 ml isoton
koksaltlésning (0,9 % NaCl). Roret inverterades forsiktigt 10 gdnger och centrifugerades igen
(7 minuter/2400 G). Salintvitten upprepades tva ganger till. Efter sista tvittomgangen erhdlls
ca 5 ml pellet av roda blodceller, dessa utsattes for en osmotisk chock genom tillsats av 5 mL
ultrarent vatten. Roret blandades vil med invertering och vortex innan infrysning i -20 °C
over natten. Nista dag tinades det frusna hemolysatet 1 rumstemperatur och roret
centrifugerades (30 minuter/2400g). Supernatanten (hemolysatet) behodlls och cellresterna i
pelleten kasserades. Hemolysatet forvarades i -20°C fram till anvindning.
Hemoglobinkoncentrationen i hemolysatet skattades genom att spada det 1/100 och méta det
spadda provets HI pa kemiinstrumentet Advia Chemistry XPT (Siemens Healthcare, Munich,
Tyskland).



2.2 Teststudie

Metoden till teststudien delades in i tre huvudsteg; tillsdttning av TRAK-serumprover till
gemensamt provror, tillsdttning av serumproverna till olika HI och analys av HI respektive

TRAK i de tillsatta proverna.

2.2.1 Tillverkning av serum med TRAK

Serum med TRAK tillverkades av serumprovror for TRAK-analys som sparats 1 -20°C, upp
till sju veckor. Tvé olika serumprover tillverkades innehéllande hog koncentration av TRAK
(3> IE/L) resp. lag koncentration av TRAK (<3 IE/L) De fardiga serumproverna forvarades i -
20 °C.

2.2.2 Tillsats av hemolysat till serumprover

For att tillverka prover med 6kande hemolysgrad (0, 0,5, 1, 1,3, 1,6, 2, 3, 6, 10 och 15 g/L),
tillsattes 6kande mingder hemolysat till olika alikvoter med 900 pL serum, dér slutvolymen i
varje prov justerades till 1000 pL. med 0,9% NaCl. Fér HI mellan 0,5-1,6 spaddes hemolysatet
1:10 med 0,9 % NacCl, och for hogre HI tillsattes ospétt hemolysat. Mdngden hemolysat som
behovde tillséttas (V1) for att uppné de olika HI berdknades med formeln C1xV1=C2xV2, dér
C1 ar uppmétt HI fran Advia XPT, C2 6nskat HI och V2 slutvolymen pa 1000 pL.

2.2.3 Analys av TRAK-koncentrationen och HI i serumproverna

TRAK-koncentrationerna i hemolyserade och ohemolyserade prover analyserades med
BRAHMS KRYPTOR (Thermo Fisher Diagnostics AB, Hennigsdorf, Tyskland), och faktisk
HI i proverna mittes pd ADVIA XPT.

Teststudien visade liten pdverkan av HI pd uppmaitta TRAK-vérden och generellt 1dga R2-
véarden, bade for serumprovet med laga (<3 IE/L) och héga koncentrationen (3> IE/L). Utifran
detta resultat byggdes huvudstudien. KRYPTOR kunde inte méita TRAK-koncentration for HI



over 3 g/L for det laga serumprovet, men det hoga serumprovet spaddes automatiskt 1:5

varfor métresultat erholls upp till det hogsta HI pa 15 g/L.

2.3 Huvudstudien

Huvudstudien bestod av tillsdttning av TRAK-serumprover till gemensamt provror, och
tillverkning av prover med olika HI. TRAK-koncentrationerna och HI analyserades sedan pa
samma sétt som teststudien. Skillnaden var att TRAK mittes i duplikat och att medelvirdet av

resultaten anvindes.

2.3.1 Tillverkning av serum med TRAK

For huvudstudien tillverkades tre nya serumprover, samt ett mindre serumprov med TRAK-
varden under detekteringsgriansen (<0,3 IE/L). Tre serumprover konstruerades innehéllande
lag koncentration av TRAK (1 IE/L), medium koncentration av TRAK (4-5 IE/L) och hog
koncentration av TRAK (20 IE/L). Utover detta forbereddes ett TRAK serumprov med
negativa prover (<0,3 IE/L).

2.3.2 Tillsats av hemolysat till serumprover

De tre serumproverna med 14g, medium och hog nivé av TRAK justerades till olika HI pa
samma sétt som teststudien. Baserat pé resultaten i teststudien sattes dnskat HI till 0, 0,5, 0,8,
1, 1,3, 1,6 3,5, och 8 g/L. Det negativa TRAK serumprovet delades in i ett ohemolyserat prov
och ett som tillsattes till HI 3.

2.4 Undersokning av CV vid liga koncentrationsnivier

For att skatta CV% vid 14g TRAK-koncentration blandades laga serumprover med malet att
uppna en koncentration pa 1 IE/L. Serumproverna spiddes 1+1 med negativt serum

(TRAK<0,3 IE/L) och TRAK miittes 10 ganger 1 spétt respektive ospitt serumprov. Forsoket



upprepades en andra gang, da spdddes serumprovet 1+1 med bade negativt serum och 0,9 %

NaCl och TRAK miittes enbart en gang vardera i de tva spadda proverna.

2.5 Statistik/datainsamling

For att bestimma hur ménga olika TRAK-nivéer som behovdes for att detektera en
medelvirdesskillnad pa 0,5 enheter TRAK (alfa 0,05) utfordes en powerberdakning med
ClincCalc LCC (16). For 80%-ig power, med en standardavvikelse pa 0,275 (motsvarande

metodens precision) behdvdes en urvalsstorlek om 5 per grupp.

Resultaten fran TRAK-analysen matades in i Excel. Den uppmitta hemolyskoncentrationen
plottades mot uppmétt TRAK-koncentration som beroende variabel. Till diagrammen
infogades en trendlinje vars lutningskoefficient och R2-virde 1ag till grund for beddmning om
okande hemolysgrad gav utslag pd TRAK-resultaten. Repeat Measures ANOV A anvindes for
att avgora om det fanns en statistiskt signifikant skillnad mellan TRAK-resultaten vid olika

HI.

2.6 Etiska overviganden

GDPR-formulér skickades in d& personuppgifter (namn och personnummer) fanns pé de
insamlade TRAK-primédrserumrdren. Patientproverna anvindes till serumprov-
framstéllningen, och information om TRAK-virden kopplat till sk. LID-nummer, (dock inte
namn/personnummer), hdmtades fran labdatasystemet (Flexlab). Efter serumprov-
framstéllningen forsvann all sparbarhet till patienterna dé flera prov hilldes ihop och det gick
inte ldngre att spara nagra resultat till en viss patient. Primédrroren sldngdes i tunna for
biologiskt avfall och destruerades enligt rutin, och listan med LID-nummer och TRAK-
resultat slangdes i1 sekretesskorg och destruerades. Patienten har samtyckt till provtagning
inom ramen for rutinsjukvarden. Eftersom vi anvidnde provéterstoder amnade for kassering
innebar projektet ingen ytterligare provtagning eller invasivt ingrepp pa patienten. D4 studien
ar ett lab-kvalitetsprojekt, projekt som gar ut pa att forbéttra lab-driften, behdvdes ingen

etikansokan.
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3. RESULTAT
3.1 Effekt av hemolys pa TRAK-resultat

Liknande resultat i teststudien erh6lls dven 1 huvudstudien med liten paverkan av HI pa
uppmitta TRAK-virden och generellt 1dga R2-virden. For den negativa (TRAK<0,3 IE/L)
serumproven erholls ej detekterbara TRAK-koncentrationsviarden bade for det ohemolyserade

provet och for provet som tillsattes med HI 3 g/L.

For den laga TRAK-koncentrationsnivan (0,75 IE/L) erholls en svagt positiv trend, dér
okande HI gav 6kande TRAK-véirden med 0,0626 enheter (figur 3). Instrumentet kunde inte
méta prov med HI > 5 g/L, utan gav di ett felmeddelande. Berédknat utifrén trendlinjens
lutning skulle det krévas ca 16 g/L i HI for att & en 6kning péd 1 IE/L 1 uppmétt TRAK
koncentration (berdaknat som 1/0,0626).

Lag TRAK-koncentration vid 6kande HI
1,20
1,00 O o e
0,80 y =0,0626x + 0,7399

0,60 R*=0,3254

TRAK (IE/L)

0,40
0,20

0,00
0 1 2 3 4 5 6

HI (g/L)

Figur 3. Linjér regression av 1dg TRAK-koncentration i IE/L som funktion av stigande
hemolysgrad (HI 0-5) i samma prov. En trendlinje med ekvation och R?-viérde ér
visualiserade. Figuren visar att en enhets 6kning av HI ger 6kning av ldga TRAK

koncentrationen med 0,0626 enheter, med ett 13gt R? virde (0,3254).
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For den medelhoga TRAK-koncentrationsnivan (4,2 IE/L) erholls en svagt negativ trend, dér
en enhets hemolysokning ledde till en minskning av TRAK koncentrationen med 0,0146
enheter (figur 4). TRAK-koncentration 6ver HI 3 g/L erhélls inte frin KRYPTOR-

instrumentet.

Medel TRAK-koncentration vid 6kande HI

4,9
(]

4,8

47 ° y = -0,0146x + 4,4578
46 R2 = 0,0035

4,5

TRAK (IE/L)

4,4
4,3 °
4,2

4,1
0 0,5 1 15 2 2,5 3 3,5

HI (g/L)

Figur 4. Linjér regression av medel TRAK-koncentration i IE/L som funktion av stigande
hemolysgrad (HI 0-3) i samma prov. En trendlinje med ekvation och R?-virde ér
visualiserade. Figuren visar att en enhets 6kning av HI ger minskning av TRAK

koncentrationen med 0,0146 enheter, med ett mycket 1agt R? virde (0,0035).

For den hoga nivén av TRAK (24,2 IE/L) gav en enhets 6kning av HI en 6kning av TRAK
koncentrationen med 0,5258 enheter, (figur 5). TRAK-koncentration éver HI 8 g/L erhdlls
inte fran KRYPTOR-instrumentet. Utifran detta berdknades att ca 2 enheter stigande HI krévs
for att fa 1 enhetsokning i TRAK koncentrationen (beréknat som 1/0,5258).
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Hog TRAK-koncentration vid 6kande HI

.. P
20 [ X J y =0,5258x + 21,349

15 R?=0,2912

0 1 2 3 4 5 6 7 8
HI (g/L)

Figur 5. Linjér regression av hog TRAK-koncentration i IE/L som funktion av stigande
hemolysgrad (HI 0-8) i samma prov. Trendlinjens ekvation och R2-virde ar visualiserade.
Figuren visar att en enhets hemolytisk 6kning av HI leder till en 6kning av hoga TRAK
koncentrationen med 0,5258 enheter, med ett 1dgt R? virde (0,2912).

3.2 Mitprecisionen (CV vid lig TRAK-koncentration)

Analys 10 ganger pd samma prov med medelkoncentrationen 1,70 IE/L respektive 1,99 IE/L
gav ett CV pd 5,0% respektive 6,3%. Vid spadning 1+1 av de tva serumproverna erhdlls
véirden néra eller under detektionsgrénsen pa 0,3 IE/L, oavsett om provet spadddes med
negativt serum (<0,3 IE TRAK/L) eller med NaCl. Rangen pa dessa vérden, det vill séiga
lagsta kontra hogsta vérdet vid precisionstestet blev 0,3 IE/L for CV 6,33% och 0,26 IE/L for
CV 5%.

3.3 ANOVA

Powerberdkningen gav att det behovdes fem serumprover for att med 80% sidkerhet detektera
en statistiskt signifikant effekt av hemolys, med en medelvérderskillnad pa 0,5 IE/L TRAK.
Utover de tva serumproverna fran teststudien (hog TRAK-koncentrationsproverna + lag

TRAK-koncentrationsproverna) konstruerades ytterligare 3 serumprover, vilket gav tillracklig
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power. Medelvirdesjamforelse med ANOVA mellan fem grupper (frén 0 till 3 g/L) gav p-
vérdet 0,40, det vill sdga icke statistiskt signifikant.

4. DISKUSSION

I detta projekt undersoktes effekten av in vitro-hemolys pa uppmétta TRAK-virden pa
BRAHMS KRYPTOR. Resultatet tyder pa att hemolys har ingen eller liten betydelse for
TRAK-resultaten. Detta giller i synnerhet prover med medelhog eller hog TRAK-
koncentration (figur 4,5). Det erhdllna resultatet visade tendenser till svagt stigande TRAK-
resultat vid hogre hemolysgrad, med undantag for undersokningen av medelhoga TRAK-
koncentrationer (figur 4) dér en negativ lutningskoefficient observerades. Liga
lutningskoefficienter uppmattes dven vid 6vriga undersokningar. I det ldga serumprovet i
huvudstudien (figur 3) var exempelvis en enhets hemolysokning associerad med en 6kning av
TRAK-koncentrationen med 0,0626 enheter. Detta innebér att det krdvs ca 16 g/L 1 HI {or att
erhdlla 1 enhetsokning i TRAK koncentration.16 enheter HI dr hogt och prover med dylik
hemolysgrad forekommer ytterst undantagsvis pa kliniska laboratorier. BRAHMS KRYPTOR
ger inte heller resultat vid analys av sddan HI utan en eventuell hog spadning av provet.
Tillverkaren redovisar i bruksanvisningarna en imprecision pa 40% vid 0,82 IE/L (17). Detta

forsvarar tolkningen av hemolytisk paverkan vid de laga TRAK-nivaerna.

Den hoga TRAK-koncentrationsnivdn hade en hogre lutningskoefficient (figur 5). En enhets
hemolys6kning ledde till en 6kning av TRAK med 0,5258 enheter. Den kliniska betydelsen av
0,5 enheters koncentrationsfordndringar vid denna hdga niva ar emellertid betydligt mindre dn
vid laga koncentrationer kring beslutsgransen. Mest beslutsméssigt kritiska var resultaten
kring referensvérdet, 1,5 IE/L. Betydelsen av dessa resultat betraktades emellertid som
underordnad mitimprecisionen. Precisionstestet resulterade i CV pé 6,33%, med en skillnad
pa 0,3 enheter mellan det hogsta och ldgsta resultatet for 10 upprepade analyser av samma
prov. Métimprecisionen kan ddrmed i ménga fall medfora skillnader som motsvarar den

synbara effekten av hemolysokningen.
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Sammantaget tyder resultatet pa att hemolys har ingen, eller mycket liten effekt. Det &r flera
faktorer som talar for att hemolys inte orsakar en TRAK-stegring. Medelvardesjamforelserna
med ANOVA gav p-virdet 0,40, det vill séga icke statistiskt signifikant paverkan av hemolys,
till och med HI 3 g/L. Ytterligare stod for att betrakta hemolysens betydelse som 1ag ges av de
laga forklaringsgraderna, R2. R? vérdet beskriver hur stor del av variationerna i TRAK som
kan forklaras av hemolys, och de resultat som understiger < 0,1 talar for att de svagt stigande

TRAK-resultaten mycket vil kan hérledas till annan orsak 4n stigande in vitro-hemolys (18).

Diagnostik av Grave’s sjukdom vilar emellertid inte endast pa TRAK, utan &ven pa andra
serum- eller plasmaanalyser med stegringar av T3, T4 och laga TSH. Den &r dértill beroende
av den kliniska bilden (19,20). Det finns inga binéra resultat i biologiska system. En patient
med en TRAK-koncentration uppmiitt till 1,4 dr inte nédvéndigtvis frisk lika vél som 1,6 inte
ar diagnostiskt for Grave’s. TRAK kan forekomma utan sjukdom. Det finns dven en subgrupp
av TRAK som kallas inhiberande TRAK, vilka inte medfor en stimulering till 6kad
skoldkortelhormonproduktion. De kan istéllet leda till hypotyreos. Det dr ddrmed inte
meningsfullt att tillskriva denna eventuella hemolytiska paverkan vid laga resultat nagon

storre klinisk betydelse (21,22).

Sammanfattningsvis talar resultatet for att in vitro-hemolys har ingen eller relativt liten
betydelse for uppmaitta TRAK-koncentrationer. Laboratoriet behdver sdledes inte begéra
omprovtagning av hemolytiska prover, vilket underléttar bade for laboratorier, patient och
bestillare. Resultatet har dirmed stor betydelse for samtliga parter i vrdkedjan. For patienten
innebdr detta exempelvis mindre risk for utséttning for ytterligare venpunktion. For
polikliniska patienter (vilket &r majoriteten av Grave’s patienter) innebér detta dessutom
mindre paverkan pa vardagslivet, framforallt for pensionérer som slipper resa for att aterigen
ta sig till provtagningsenheter. Att inte behdva ta om hemolytiska TRAK-serumprover bidrar
dven till tidigt upptéckt av en eventuell Grave’s sjukdom, och forhindrar sdledes eventuella

forseningar vid behov av insdttning av tidig behandling (23).

En styrka i studien som gynnade resultattolkningen var teststudien, da den var till hjilp att

kunna se vilka HI som KRYPTOR-instrumentet kunde kora och vilka den inte kunde kora.
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Det var exempelvis ingen id¢ att tillsdtta serumproverna i huvudstudien med storre HI &dn 8
g/L, da instrumentet pa de TRAK-nivéerna (lag, medium och hdg) inte kunde miata TRAK
med nagon storre HI-biverkning. Detta var bra for utvérderingen av resultatet, da studien
bidrog till besparandet av tid att gdra ritt i huvudstudien. En annan stor fordel med teststudien
ar den tidiga insikten att det erh6lls vildigt varierande resultat, vilket resulterade i korning av
dubbelprover i huvudstudien. Detta hade varit okdnt utan studiens resultat, som dérefter dven
bidrog till behovet av tillverkning av endast 3 serumprover istéllet for 5. For att viardera
hemolyseffekten i relation till metodimprecisionen med storre sdkerhet i framtiden hade det
varit vardefullt att analysera storre antal TRAK-prover med ldgre resultat. Detta hade uppnétts
genom att exempelvis analysera flera nivéer strax nedan och ovan cutoff (1,5 IE/L). Vid
eventuell granskning av den kliniska handldggningen, och vilken diagnos som slutligen ges
till patienten, skulle kliniken dven kunna uttala sig for vilken betydelse hemolys har pa
diagnosen. Det erhallna resultatet &r forenligt med att hemolys upp till 3,67 g/L ér
underordnad metodimprecisionen, men med denna typ av uppfoljning hade frdgan kunnat

besvaras med storre sikerhet.
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