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Taman opinnaytetydn aiheena on HUSLAB:n Genetiikaln laboratoriossa olevan Cellsprint
sadotusautomaatin optimointi luuydinnaytteilla. Genetiikan laboratoriolla oli havaittu luu-
ydinnaytteiden kontaminaatio-ongelma, joka oltiin havaittu muutamassa naytteessa. Nai-
den havaittujen kontaminaatioiden jalkeen Cellsprint sadotusautomaattia ei olla kaytetty
ollenkaan luuydinnaytteiden sadotukseen, vaan laboratorion henkildkunta on suorittanut
sadotuksen manuaalisesti. Ennen Cellsprint automaatin kayttéonottoa laboratorio suoritti
kaikki sadotukset manuaalisesti. Manuaalisesti tehtava sadotus vie paljon aikaa ja kuor-
mittaa laboratorion aikataulua.

Opinnaytetydn tarkoituksena oli optimointien ja testiajojen avulla yrittéd l6ytaa tapa, jolla
Cellsprint automaattia olisi turvallista kayttaa luuydinnaytteiden sadotuksessa. Opinnay-
tetyd aloitettiin tutustumalla sadotukseen ensin manuaalisesti, jonka jalkeen tutustuttiin
automaatin protokollaan ja toimintaan. Opinnaytetydn naytemateriaalina toimi viljellyt luu-
ydinndytteet ja automaatin sentrifugiin laitettiin vastinputkiksi ravintonestetta sisaltavat
putket. Tutkimuksessa kasiteltiin vastinputkina toimineita naytteita, joista mahdollista kon-
taminaatiota tutkittiin. Sadotuksen jalkeen naytteista valmistettiin kromosomipreparaatit,
jotka varjattiin Giemsa-varjayksella. Naytelaseja katsottiin automaattimikroskooppi Meta-
ferin avulla.

Opinnaytetydssa yritettiin ensin suorittaa keinotekoista kontaminaatiota, joka ei toistosta
huolimatta onnistunut. Opinnaytety6hon kirjattiin aikaisemmista kontaminaatioista tehdyt
lausunnot, jotta ongelma konkretisoituisi. Tutkimuksessa suoritettiin kaksi yritysta keino-
tekoiseen kontaminaatioon, kaksi optimointia ja yksi testiajo. Keinotekoisissa kontaminaa-
tioissa valmistui yhteensa kahdeksan kromosomipreparaattia, optimoinneissa valmistui
kahdeksan kromosomipreparaattia ja testiajossa nelja kromosomipreparaattia. Opiti-
moiduissa kromosomipreparaateissa ei pystytty l6ytdmaan soluja, jotka olisivat viitanneet
kontaminaation tapahtumiseen. Testiajon aikana Cellsprint automaatissa huomattiin uusi,
iimennyt laitevika. Laitevian seurauksena opinndytetyon testiajot jouduttiin keskeytta-
maan aikataulullisista syista.

Vaikka opinnaytetydssa ei laitevian takia pystytty saamaan luotettavaa vastausta
Cellsprint automaatin kaytosta tulevaisuudessa genetiikan laboratoriossa, opinnayte-
tydssa suositellaan jatkamaan testiajoja optimoidulla tavalla, jotta toistojen kautta saatai-
siin lisaa luotettavuutta optimoidulle mentelmalle.

Avainsanat Genetiikka, sytogenetiikka, luuydin, kromosomi
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The subject matter of the Thesis is the optimisation of the Cellsprint Automated Cytogenet-
ics Suspension Culture Harvester by means by means of using bone marrow samples, at
the Laboratory of Genetics at Helsinki University Hospital (HUSLAB).

At the genetics laboratory, a problem of contamination had been detected in a few samples.
Consequently, Cellsprint Automation was no longer used to harvest bone marrow samples,
but the staff performed the task manually. Earlier, before applying the automated system,
all harvesting had been performed manually. Manual analysis is slow and time consuming
and loads the laboratory’s work schedule.

The obijective of the Thesis was to conduct optimisations and test runs in order to discover
a method in which Cellsprint Automation would be safe to use in bone marrow harvesting.
The process started first with studying manual harvesting, then studying the protocol and
functioning of the automated harvesting. The study material consisted of material from har-
vested bone marrow samples, and nutritive liquid in balancing tubes that were placed in the
sentrifuge of Cellsprint Automation. The examination focused on the nutritive liquid in order
to detect a possible contamination development. Following the harvest, chromosome
preparates were made from the samples, and were dyed with Giemsa colouring system.
The sample glass plates were observed through Metafer, an automatic microscope.

In the examination process, an artificial contamination was tried first, but in spite of several
attempts, it did not succeed. The reports on earlier contaminations were included in the
Thesis, to make the problem more concrete. In the examination process, two attempts of
artificial contamination were performed, two optimisations, and one test run. In the artificial
contaminations, a total of eight chromosome preparates were made as results, and in the
test run, four chromosome preparates.

In the optimised chromosome preaparates it was not possible to detect sells that would
have suggested any contamination development. During the test run, a new, unforeseen
technical flaw occurred in Cellsprint Automation. Due to the flaw, the test runs for the Thesis
were interrupted, for the sake of scheduled time.

Although a reliable reply as to the future use of Cellsprint Automation at the Genetics La-
boratory was obstructed due to a technical flaw in the devise, it is suggested that test runs
be continued in an optical manner to gain more reliability for the optimised method.

Keywords Genetics, cytogenetics, bonemarrow, chromosome
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1 Johdanto

Tama opinnaytetyd on suunniteltu ja toteutettu yhdessa HUSLAB:n (Helsingin ja Uuden-
maan laboratoriot) ja genetiikan laboratorion kanssa. HUSLAB organisaationa kuuluu
osaksi Helsingin yliopistollinen keskussairaalaa (HYKS) ja se on Suomen johtava kliinis-
ten laboratoriopalveluiden tuottaja. HUSLABIssa tuotetaan noin 24,5 miljoonaa labora-
toriotutkimusta vuosittain. HUSLABIn toimintaan siséltyy kliininen kemia ja hematologia,
kliininen mikrobiologia, Kymeenlaakson laboratoriopalvelut, genetiikka ja perinndllisyys-
laéketiede, patologia, preanalytiikka, tutkimus ja opetus. (HUS-tietoa.).

Kromosomitutkimuksilla on tdna paivana suuri merkitys synnynnaisten kehityshairididen
etiologian selvityksissa, samoin kuten malignien veritautien ja syopien tutkimuksissa.
(Kere — Knuutila. 2016: 36). Kromosomianalyysi on tekniikka, jossa optimaalisissa olo-
suhteissa, esimerkiksi akuutissa leukemiassa havaitaan klonaalisia sytogeneettisia poik-
keavuuksia. (S.K.Wan 2014). Opinnaytetyon tarkoituksena on saada tietoa laboratori-
ossa kaytettavan Cellsprint sadotusautomaatin luotettavuudesta, kun kasiteltava nayte-
materiaali on luuydintd. Genetiikan laboratoriossa sadotetaan synnynnaisten lymfosyyt-
tien, ettd luuydinnaytteiden kromosomeja. Cellsprintilla havaitut ongelmat ovat ilmenneet
ainoastaan luuydinnaytteissa, johon opinnaytety® on rajattu. Opinnaytetytssa kaytetta-
van menetelman keskitssa on naytteiden sadotus, jonka periaatteena on soluviljelyn lo-
pettaminen. Sadotuksessa tarkeinta on mitoottisten solujen sytoplasman ja solumem-
braanin tuhoaminen, seka kromosomien turvottaminen siten, etta ne pystytaan havait-
semaan mikroskooppisessa tarkastelussa. Sadotuksen tarkeimmat vaiheet ovat kolkisii-

nikasittely, hypotonia-kasittely, seké solujen fiksointi. (HUSLAB 2018a).

Cellsprint automaatin kanssa tydskennellessa on havaittu laitteen aiheuttamia kontami-
naatiota luuydinnaytteita sadottaessa. Toisin kuin luuydinnaytteet, joita kasitellaan gene-
tiikan laboratorion sytogenetiikan tyopisteelld, genetiikan laboratorion synnynnaisten
lymfosyyttien naytteiden sadottamisessa ei olla havaittu kontaminaatioita. Synnynnéi-
sissa lymfosyytti sadotuksissa yksi poikkeava [6ydos ei aiheuta vield toimenpiteita, mutta
syOpanaytteiden sadotuksissa yksikin poikkeava mitoosi aiheuttaa lisaselvityksia. On-
gelma on pystytty siis rajaamaan luudyinnaytteisiin. Cellsprintin kayttéon liittyvat ongel-
mat ovat mahdollistaneet virheelliset tulokset lausunnoissa, eika silla talla hetkella sado-

teta lainkaan luuydinnayteita. Opinnaytetytn aiheena on tutkimuksellinen tydskentely



HUSLABIn Genetiikan laboratoriossa ja pyrkia selvittdmdan, saadaanko automaattia
enaa laboratorion kayttoon.

2 Kromosomit

Perimalla, eli genomilla tarkoitetaan jokaiselle elidlle tyypillista ja olemuksen maarittavia
nukleiininappoja. Kaikki solut kayttavat nukleiinihappoja informaation siirtoon. Siirto voi
olla pystysuuntaista (vanhemmalta jalkeldiselle) tai vaakasuuntaista (mikrobilta toiselle).
Nukleiinihappoja on kahta tyyppia, joille molemmille on yhteista pitkéketjuinen sokeri-
fosfaatti-runko ja siihen liittyvat eméksiset sivuhaarat. Kaksi nukleiinihappotyyppia eroa-
vat toisistaan sokeri-fosfaattirungon rakenteeltaan: toisessa naista sokerina toimii deok-
siriboosi ja toisessa taas riboosi; edellisesta syntyy deoksiriboosi nukleiinihappo, eli DNA

ja taas jalkimmaisesta ribonukleiinihappo, eli RNA. (Kere — Knuutila 2016: 18.)

Soluissa DNA-molekyyli pakataan kierteisiin rakenteisiin, eli kromosomeihin. Kaikki kro-
mosomit koostuvat DNA:sta, joka on tiiviisti kiertynyt useita kertoja proteiinien ymparille,
joita kutsutaan histoneiksi. Kromosomit eivét ndy solussa — ei edes mikroskooppisesti,
silloin kun solu ei jakaudu. Kromosomeja muodostava DNA tiivistyy tiukemmin solunja-
kautumisen aikana, joka voidaan havaita mikroskoopilla tutkiessa. Suurin osa siitd, mita
tutkijat tietdvat kromosomeista, voitiin oppia tutkimalla kromosomeja solunjakautumisen

aikana. (Genetics Home Reference 2019.)

Kromosomien normaali lukumaara, jarjestys kussakin kromosomissa, seka geenien ra-
kenne ovat ainutlaatuisia. Tasta johtuen kromosomisto, eli karyotyyppi on kaikilla ihmi-
silla samanlainen, eli naispuoleisilla karyotyyppi on 46, XX ja miespuoleisilla 46, XY. Sy-
togeneettisesti tunnistettavat kromosomien maarat tai rakenteen poikkeavuudet aikaan-
saavat seurauksia kantajalleen, mutta eivat aina. Osa kromosomimuutoksista ovat ba-
lansoituneita, jonka seurauksena geenien kopiolukumaarassa ei ole muutoksia, eika
muutos taman takia aiheuta kantajalleen oireita. Balansoituneen kromosomimuutoksen
kantajuuteen voi kuitenkin liittyd se, ettd kantajan lapsella on kromosomisairauden, el
synnynnaisten rakennepoikkeavuuksien ja kehitysvammaisuuden suurentunut riski. Kro-
mosomitutkimuksia tekevan laboratorion keskeisempié tehtavia on kyeta erottamaan klii-
nisesti tarkeat l6ydokset normaaliin vaihteluun lukeutuvista merkityksettomista 16ydok-

sistd. Kromosomisairauksista puhutaan silloin, kun kromosomipoikkeavuuden seurauk-



sena geenien kopiolukumaaré on muuttunut ja sen seurauksena syntyy sellaisia perin-
totekijoiden yli- tai aliméaérid. Ne voivat aiheuttavat oireita, eli muutoksia elimen, kudok-
sen tai vastaavasti solun toiminnassa. (Moilanen 2016: 129.)

2.1 Kromosomitutkimukset

Kromosomitutkimuksissa pystytdan osoittamaan kromosomien lukumaarén poik-
keavuuksia, kromosomien osien lisdantymista, vahenemista, seka translokaatioita, jotka
voidaan todeta G-raitatutkimuksella. (Kuvio 1. ja Kuvio 2.) Kromosomitutkimuksilla on
téana paivana suuri merkitys synnynnaisten kehityshairididen etiologian selvityksissa, sa-
moin kuten malignien veritautien ja syopien erilaisissa tutkimuksissa. (Kere — Knuutila.
2016: 36).

Molekyylisytogenetiikka on geenien ja DNA:n tutkimista kromosomi- ja solutasolla mik-
roskooppisesti koettimien avulla. Menetelmaé kaytetaan osana sytogeneettista rutiinitut-
kimusta. Tamé on avuksi sydvan sytogenetiikassa, esimerkiksi leukemian hoitojen seu-
rannassa, komplisoituneiden kromosomipoikkeavuuksien selvittelyssa, seka syopatau-
tien jadnndstaudin toteamisessa. Menetelma on pystynyt helpottamaan myds kiinteiden
kasvainten kromosomitutkimuksia. Molekyylisytogenetiikka ei toistaiseksi pysty korvaa-
maan perinteista kromosomitutkimusta millaén sytogenetiikan osa-alueilla. (Knuutila —

Wessman — Nylund — Ruutu — Keinéanen- 1993).

2 G

O O (O T S N

s !", ‘. (3 ).

Kuvio 1. Miespuolisen normaali karyotyyppi G-raitatutkimuksessa (Kuvaldhde: Wikimedia Com-
mons 2012.)
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Kuvio 2. Kasvainsolulinjan kayotyyppi. Ylareunassa nahdaan markkerikromosomi. (Kuvaléhde:
Wikimedia Commons 2006.)

Yhtena esimerkkin& kromosomitutkimusten merkityksellisuudesta on kaksi yleisinta poik-
keavuutta, +8 trisomia ja t(9;22). Kroonisessa myloisessa leukemiassa (KML), joissa on
klonaalinen kehitys ja ylimaareiset poikkeamat ovat lasna KML:n diagnosoinnissa, joista
10 % esiintyy mahdollisesti epasuotuisella merkityksella (Huret 2007). Saksassa teh-
dyssé tutkimuksessa tutkittiin KML:n evoluution mahdollisuutta siina tilanteessa, kun on
Voitu saavuttaa hyva hoitovaste sytogeneettisesti. TAma tarkoittaa taudille tunnusomai-
sen Philadelphia-kromosomin vahenemista. Saksassa suoritettiin kromosomitutkimusta
vuosina 1997-2004 KML:&& sairastavilla potilailla. Viidellatoista potilaista todettiin Phila-
delphia-kromosomista riippumaton sytogeneettinen 16ydds. Léydds I6ydettiin imatinibi-
hoitoa saaneista (2,4 %), sekd yhdella interferonihoitoa saaneesta (0,2 %). Yleisin I6y-
detty kromosomipoikkeavuus oli trisomia +8 (67 %), seuraavaksi yleisin 16ydds oli mo-
nosomia 7 (20 %). Muutokset pystyivat ilmaantumaan niin kokonaisen, kuin osittaisen

sytogeneettisen hoitovasteen aikana. (Remes. 2005).
2.2 Kromosomitutkimusten merkitys syOpatautien diagnostiikassa
Kromosomitutkimuksilla on ollut iso merkitys sydpatautien diagnostiikassa. Kromosomi-

raitoihin liittyvd metafaasivaiheisten kromosomien morfologinen tutkimus toimii rutiinime-

netelméana, jolla on mahdollista selvittdd lukumaaraiset ja rakenteelliset poikkeavuudet



kromosomeissa. Translokaatiot ovat rakenteellisista poikkeavuuksista diagnostiikan
kannalta merkittavimpia. Nailla poikkeamilla on selke& syopatyyppispesifisyys. Loydetyt
translokaatiot voivat olla niin keskeisia, etta leukemioita puolittain luokitellaan pelk&n 10y-
detyn translokaation perusteella. (Knuutila. 2000). Esimerkkina erilaisesta kromosomi-
poikkeavuudesta on -7 / del(7g) monosomia, joka aiheuttaa kantajalleen myelodysplas-
tisen oireyhtyméan (MDS). Tama voi kehittya akuutiksi myeloiseksi leukemiaksi (AML).
Lapsuusajan myeloidisten hairididen yleisin poikkeama on 30 % MDS:std ja 4 %
AML:st&; sukupuoli/ikd: 90 % lapsista, joilla I0ydetédan tama poikkeama, ovat alle 5-vuo-
tiaita, ennen 5-vuotta suurin osa pojista (3M/2F) on ainoana -7 sytogeneettisend poik-
keavuutena. Viiden ikAvuoden jalkeen tytot ovat enemmistona ja -7 / del(7q) liittyy usein
ylimaaraisiin poikkeamiin. Talla on useita Kliinisid muotoja: useimmat ovat JKML (lap-
suusajan krooninen myeloinen leukemia) ja monosomian 7 oireyhtyma; ndilla hairioilla

on tavattu tutkimuksilla yhteisia piirteita:

o JKML voidaan maaritella Kkliinisilla ja sytologisilla tutkimuksilla; 6-24 % JKML:sta

o Lapsilla havaittu luuytimessa monosomia 7

o Monosomian 7 oireyhtyma on sytogeneettisesti maaritelty kokonaisuus

o Hoitoon liittyvista tapauksista, joissa monosomia 7 oli altistettu alkyloiville aineille,
niilla oli myelodysplastinen vaihe, joka edeltdd akuuttia leukemiaa monikerroksi-
sen luuytimen dysplasian kanssa. Hoito, joka sisdltaa anti-topoisomeraasilaa-
kettd, indusoi myelodysplastisia oireyhtymia ja leukemioita, joista ollaan I6ydetty

11923 poikkeavuuksia.

Ennen 5 ikavuotta taudin esiintyvyys on spesifinen myelooinen leukemia, jolle on tyypil-
listd leukosytoosi, jossa on monosytoosia, trombopenia, anemia ja luuytimen hyperpla-
sia. Joillekin aiheuttajille monosomian 7 oireyhtyman diagnoosi tulisi tehdd FAB-luo-
kassa, kun taas JKML:n diagnoosi koskee niita tapauksia, joissa sikion hemoglobiini on
>10 %, eikd monosomiaa 7. 5 ikAvuoden jalkeen tauti esiintyy MDS:n4, jossa havaitaan
sytopeniaa ja luuytimessa hypodysplasiaa, kuten myds aikuisten tapauksessa. AML:n
hidas kehitys imevaisikaisilla ennen 6 kuukautta; yli 1-vuotiaiden lasten eloonjaaminen
on alle kaksi vuotta; lapsuudessa MDS:aa kasitteleva eurooppalainen tyéryhma totesi,

etta lapsilla, joilla on 7-vuotiaina vain MDS, oli parempi eloonjaamistodennakoisyys, kuin



muilla anomalioilla (3-vuotinen eloonjadminen 56 % vs. 24 %); mutta tama tulos oli pain-

vastainen lapsilla, joilla oli AML. (Desangles 1999.)

3 Sytogenetiikka

Sveitsilainen kasvitieteilija Nageli kuvasi ensimmaisté kertaa kasvisolujen ytimissa kier-
teiset rakenteet, joita han nimitti "valiaikaisiksi sytoblasteiksi”. Tana paivana niitd kutsu-
taan kromosomeiksi. Mybhemmin vuonna 1888 Waldeyer loi termin "kromosomi” sen
jalkeen, kun vérjaystekniikoita oltiin voitu kehittaa, jotta kromosomit olisivat nakyvampia.
Sytogeneettinen tutkimus on kromosomien rakenteen ja ominaisuuksien tutkimista ja nii-
den kayttaytymista somaattisten solujen jakautumisen aikana, seka niiden kehityksen
aikana (mitoosi) ja sukusolujen jakautuminen lisdantymisen aikana (meioosi), seka nii-
den vaikutus ihmisen fenotyyppiin. Sytogeneettinen tutkimus sisaltda myds kromosomi-

puutoksia aiheuttavien tekijoiden tunnistamista (Kannan — Zilfalil 2009.)

Sytogenetiikka perustuu mitoottisen solun, l&ahinna metafaasivaiheen ja interfaasisen so-
lun kromosomien tunnistamiseen niiden tiettyjen ominaisuuksien perusteella (koko, ra-
kenne, kromosomiraidat). Kromosomitutkimuksiin tarvitaan elavia soluja, joiden tulee
olla mitoosissa. Mitoosi on solujen prosessi, joka kaynnistyy, kun solu on jakanut kaksi
identtista tytarsolua (Scitable by Nature Education. 2014). Potilaan synnynndisen kro-
mosomiston, eli niin sanotun peruskaryotyypin selvittdmiseksi tutkimus tehdaan yleisim-
min fytophemagglutiinilla (PHA) stimuloiduista veressé olevista lymfosyyteista. Sydpa-
kudoksen kromosomitutkimusta voi vaikeuttaa useimmiten naytteessa olevien jakautu-
vien solujen niukkuus. Jakautuvien solujen muodostumiseksi veri-, luuydin- tai imusol-

mukenaytetta tulee viljella ravintonesteessa. (Knuutila. 2006: 39).

Muita kromosomitutkimukseen kaytettyja solunaytteité ovat ihon naytepalasta kasvatettu
fibroblastiviljely, seka lapsiveden tai istukkanadytteen solut sikion omassa kromosomitut-
kimuksessa. Naytteet varjataan raidoitusmenetelmalla. Yleisemmin kaytéssa on ollut
trypsiiniesikasittelyyn perustuva Giemsa-varjays, joka saa aikaan G-raidat. Muita G-rai-
toja tuottavia esikasittelyja ovat muun muassa lamp6-, suola- ja detergenttikasittelyt. Eri-
laisilla esikasittelyilla saadaan Giemsalla muodostumaan kéanteisia (reverse) eli R-rai-
toja (R-raidassa G-raidan positiivinen kohta on negatiivinen ja negatiivinen kohta taas
positiivinen). C-raitamenetelméssa varjaytyvat sentromeeri-alueiden ja Y-kromosomin
heterokromatiini, T-raidoissa kromosomien paat, eli telomeerit ja DAPI-raidoissa puoles-

taan kromosomien 1, 9, 16 ha 15 heterokromatiinialueet. Kromosomiraitojen syntya ei



ole viela taysin pystytty selvittamaan. Niiden syntymiseen vaikuttavia asioita ovat DNA:n
emasjaksojen ja proteiinien erilaisuus eri lokaatioissa kromosomia, sekéd DNA:n ja pro-
teiinien vuorovaikutuksen erilaisuus. (Knuutila. 2006: 39.)

3.1 Mitoosi

Mitoosi on solujen prosessi eukaryoottisoluissa, joka kaynnistyy, kun solu on jakanut
kaksi identtista tytarsolua. Solunjakautumisen aikana mitoosi tarkoittaa solussa kuljete-
tun identtisenkappaleen erottamista (Kuvio 3.). Mitoosi on jaettu viiteen eri vaiheeseen,
jotka ovat profaasi, prometafaasi, metafaasi, anafaasi, seka telofaasi. Mitoosin tapahtu-
essa solujen kasvua ei tapahdu ja kaikki soluenergia keskittyy solujen jakautumiseen.
Profaasin aikana kromatiinien replikoituneet parit tiivistyvat. Replikoituneita kromosomi-
pareja sanotaan sisarkromatideiksi ja ne pysyvét liittyneend keskipisteeseen. (Scitable
by Nature Education. 2014.)

@

Replication

T
Mitosis

Kuvio 3. Mitoosi (Kuvalahde: Wikimedia Commons 2006.)

Prometafaasin aikana ydinkuori rikkoutuu ja ydin ei enaa ole erotettuna sytoplasmasta.
Keskiympariston ymparille muodostuu proteiinimuodostelmat, kinetokorit. Metafaasin ai-
kana miktotubulit vetavat sisarkromatideja edestakaisin, kunnes ne kohdistuvat tasoon,
joka on solun keskelld. Anafaasin aikana sisarkromatidit erotetaan yhta aikaa. Erotetut
kromosomit vedetaan solun vastakkaisiin napoihin ja anafaasi varmistaa, etta kaikki ty-
tarsolut saavat identtisia kromosomeja. Lopuksi telofaasin aikana ydinmembraani muo-
dostaa jokaisen kromosomiryhméan ympaérille ydin-DNA:n erottamiseksi sytoplasmasta.
Talla tavoin kromosomit alkavat irrota, mika saa kromosomeista véhemman tiiviita. Te-
lofaasin ohella solu kay lapi erilaisen prosessin, sytokinessin, joka jakaa vanhemman

solun sytoplasman kahteen eri tytdrsoluun. (Scitable by Nature Education. 2014.)



3.2 Metafaasi

Metafaasi on mitoosin kolmas vaihe, joka erottaa kaksoissiséltisen geneettisen materi-
aalin kantasolussa kahteen identtiseen tytarsoluun. Metafaasin aikana solun kromosomit
kohdistuvat solun keskiton (Kuvio 4.). Kromosomeja, jotka ovat replikoituneet ja pysy-
neet yhdistyneina keskipisteissa, sentromeerissa, kutsutaan sisarkromatideiksi. Ennen
metafaasin keskusproteiinien ymparille syntyi proteiinimuodostelmia, kinetokoreiksi. Pit-
kéat proteiinifilamentit, kinatokori-mikrotubulukset, jotka ulottuvat solujen molemmista
paista ja kiinnittyen kinetokoreihin. Metafaasin aikana kinetokoreettiset mikrotubulukset
vetavat sisarkromatideja edestakaisin, kunnes ne kohdistuvat solun ekvaattorin suun-
taan, ekvatoriaalitasoksi. Mitoosin keskella on tarkea tarkistuspiste, jota kutsutaan me-
tafaasikontrolliksi, jonka aikana solu varmistaa, etta se on valmis jakamaan. Kun solu on

tiedostanut, etta kaikki kromosomit ovat oikein kohdistettuina ja kinetokorit on liitetty oi-

kein, solu siirtyy mitoosin neljanteen vaiheeseen, anafaasiin. (Scitable by Nature Educa-
tion 2014.)

Kuvio 4. Metafaasivaiheen kromosomeja naispuoleisen ihmisen fibroblastista fluoresenssi mik-
roskoopissa. Metafaasi saatu esiin kolkisiini-, hypotonia-, ja fiksointikasittelylla (Kuva-
lahde: Wikimedia Commons.)



4 Sytogeneettiset tutkimukset

On osoitettu, etta syto- ja molekyyligeneettisten tutkimusten kehitys on nopeutunut huo-
mattavasti viime vuosien aikana, esimerkiksi fluoresoivien koettimien kaytté “in situ”-hyb-
ridisaatiossa, seka digitaalinen kuvankasittely ovat pystyneet tdasmentamaan kromoso-
miraitoihin perustuvaa sytogeneettisiamenetelma. (Knuutila. 2000). Sydpageenit maari-
telld&n usein genomien uudelleenjarjestelyllda. Vastaavasti tunnistettavissa olevien kro-
mosomien analysoinnilla on keskeinen rooli syopasolulinjojen karakterisoinnissa ja tun-
nistamisessa. Sytogeneettisyytta voidaan kayttdd myos sateilyn tai kemikaalien aiheut-
taman kromosomihéairion luonteen ja laajuuden tutkimiseen, jotta voidaan erottaa yKksit-
taiset solut tai kloonit tuumorisolupopulaatiossa ja seurata kromosomien uudelleenjar-

jestelyn vakautta. (Macleod — Kaufmann — Drexler. 2011.)

4.1 FISH, fluorensenssi in situ

Fluoresenssi in situ- hybrodisaatio, FISH, tarjoaa tutkijoille tavan visualisoida, seka kar-
toittaa yksilon solujen geneettistda materiaalia. Tahan sisaltyy myos spesifiset geenit.
FISH:& voidaan kayttda ymmartamaan erilaisia kromosomaalisia poikkeavuuksia ja
muita geneettisia mutaatioita. (National Huoman Genome Reaserch Institute 2015).
FISH suoritetaan kromosomipreparaateilla, joille on suoritettu lyhytaikainen soluviljely,
n. 1-3 vrk. FISH:ssé tehdaan hybridisaatio fluoresoivalla koetinyhdistelmalla metafaasi-
vaiheen soluille. Fluoresoivien koetinyhdistelmien avulla saadaan kaikki kromosomit
maalattua eri vareilla. Taméa on spesifinen maalauskoetin kaikille kromosomeille. Mitoot-
tiset solut voidaan analysoida fluoresenssimikroskoopilla kayttaen esimerkiksi filttereita
apuna (HUS 2019).

FISH-menetelmalla on mahdollista myds muun muassa kantasolusiirron jalkeisen kime-
rismin selvittdminen siind tilanteessa, kun potilas ja luovuttaja ovat eri sukupuolta.
(HUSLAB 2017). Kimerismi tarkoittaa henkilda, jolla on kaksi taysin erilaista DNA:ta. Ki-
merismi tapahtuu kantasolusiirrossa, jossa kantasolut siirretaan. (Praderio 2017). Mole-
kyylibiologian menetelmien avulla FISH-menetelmalla voidaan todeta genomin spesifis-
ten alueiden lasné&olon tai sen puutteen. (Genetics Associates Incorporated 2016). FISH
on hyoédyksi siind, kun halutaan tunnistaa mihin tietty geeni kuuluu. (National Huoman

Genome Reaserch Institute 2015.)
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Detektio suoritetaan lisddmalla fluoresoivasti leimattuja DNA-juosteita, koettimia. Koetti-
met voidaan suunnitella mihin tahansa geeniin, sekvenssiin tai kokoon. FISH:&a kaettaan
syopaan liittyvien geneettisten poikkeavuuksien, sekd muiden pahanlaatuisten tautien
tunnistamiseksi. Sen liséksi, ettd FISH:a kaytetdan havaitsemista varten, se voi antaa
tdydentavia tietoja, joita voidaan kayttdd ennusteena potilaan vasteesta erilaisiin hoito-
tyyppeihin. Toisin kuin useimmat kromosomien tutkimiseen kaytetyt menetelméat, FISH
ei vaadi aktiivisesti jakautuvia soluja. (Genetics Associates Incorporated 2016.)

4.2 G-raita tutkimus

G-raita tutkimus mahdollistaa yksittisten kromosomien, seké jokaisen kromosomin spe-
sifisen tunnistamisen. (Science Direct 2019). G-raitojen tarkein tehtédva on yksittaisten
kromosomien tunnistaminen. Raitatekniikat, eritoten G-raidat ovat ideaalisia, mutta ne
rajoittuivat olennaisesti pitempiin kromosomeihin. G-raitoja kaytetaan tunnistamaan kro-
mosomien poikkeavuuksia ja geneettisten sairauksien ja syépien diagnosoimista. (Sum-
ner 2001: 348-350). DNA:n pakkautumisaste voi vaihdella alueittain. G-raidoittuminen
on isokoorien jakautumista DNA:n tasolla. G-raitoja saadaan nékyviin erilaisilla esikasit-
telyilla. Naitd ovat esimerkiksi trypsiinikasittely, suolakasittely EDTA-kasittely ja ammo-
niumsulfaattikasittely. Naiden kasittelyiden jalkeen Giemsa-varin on mahdollista rea-
goida sitoutuessaan kromatiinin vaihteleviin proteiinikompleksien ja DNA:n fysikaalisiin,
sekd kemiallisiin ominaisuuksiin. Tehdyn esikasittelyn jalkeinen varjays saa kromo-
somien G-raidat esille. G-raitoja pidetaan yhtena tarkeimpana menetelméana kromosomi-

parien tunnistuksessa. (Halkka 2000.)

4.3 Giemsa-varjays

Giemsa on monipuolinen polykromaattinen vari, joka soveltuu monenlaisten naytteiden
varjaykseen. 1900-luvun alussa Gustav Giemsa kehitti Giemsa-varin havaitsemaan ve-
rinaytteista parasiitit, esimerkiksi malarian. Han suunnitteli hapetusprosessin kayttaen
ainutlaatuista metyleenisuurun seosta, metyleenisinista ja eosiinia, seka stabilointiai-
neena kaytettya glyserolia. Sytogeneettisen alan alaa laajennettiin havainnolla, etta tryp-
siinilla pilkotut metafaasikromosomit pystyttaisiin varjddmaan Giemsa-valmisteella AT-
rikkaiden ja GC-rikkaiden alueiden paljastamiseksi (G-raidat). (Jackson — Grabis — Ma-
nav 2018.)
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Uuden hypoteesin mukaan ehdotetaan nukleosomien osallistumista kromosomien raitoi-
hin Giemsa-varilla. Giemsa-varjays, samoin kuin samanaikainen kromosomin turvotus
voidaan selittéd kolminkertaisen varautuneen hydrofobisen varikompleksin insertoi-
miseksi negatiivisesti varautuneen DNA:n kierteen ja kiinteiden kromosomien edelleen
olemassa olevien nukleosomien denaturoitujen histonien valilla. Taman hypoteesin tu-
eksi on esitetty uusia sytokemiallisia tietoja ja tuoreita tuloksia nukelosomeja koskevasta
biokemiallisesta kirjallisuudesta. Kromosomit varjataan Giemsa-menetelmalla violetilla
varilla. DNA:n ja histonin Giemsa-varjays mallikokeissa johtaa erilaisiin vareihin, mika
osoittaa, ettd naiden kromosomikomponenttien suurempi jarjestys on Giemsa-menetel-
man perustana. Kromosomien Giemsa-variaineen absorbanssin sytofotometria pystyy
osoittamaan, ettd suolaliuos esikasittelyn tapauksessa johtuu kompleksin suhteellisesta
puuttumisesta heikosti varillisissa kromosomin raidoissa. (Dujin — Prooijen-Knegat —

Ploeg.)

5 Sytogenetiikka ja syopa

Philadelphia-kromosomi oli ensimmainen kromosomaalinen poikkeama, joka voitiin ha-
vaita sydvassa kayttaen sytogeneettista tekniikkaa vuonna 1960 ja sen huomattiin ole-
van yhteydessa krooniseen myeloiseen leukemiaan. Viimeisten vuosikymmenten aikana
sydvan sytogeneettisen alan innovatiiviset tekniset edistykset ovat merkittavasti paran-
tuneet kromosomaalisten muutosten havaitsemiseksi ja ovat taten helpottaneet kromo-
somaalisten tutkimusten edistymista, sekd helpottaneet diagnostista potentiaalia kas-
vaimissa. Kuitenkin yksittaisen solun kromosomianalyysi on helpoin tapa pystya maarit-
telemaan ja ymmartamaan suhdetta sydvan ja solujen kloonisen kehityksen ja sairauden
etenemisen valilla. Kehittyneiden fluoresenssi in situ hybridisaatiotekniikoiden (FISH)
kayttd mahdollistaa kromosomaalisten muutosten tunnistamisen, joita ei olla voitu tun-

nistaa perinteisella karyotyyppimenetelmalla. (S.K.Wan. 2016: 1541.)

Sytogenetiikka on tullut olennaiseksi osaksi pahanlaatuisten hematologisten sairauksien
diagnosoinnissa ja hoidossa. Esimerkiksi (9;22)(g34;q11) poikkeaman ja Philadelphia-
kromosomien esiintymien kroonisessa myeloisessa leukemiassa on |6ydetty vuodesta
1960 lahtien taudin tunnuspiirteend. Monia muita poikkeavuuksia on kuvattu muun mu-
assa myelodysplastisessa oireyhtymassa, joista joillakin on suotuisat ja joillakin epasuo-

tuisat ennusteet. Myds akuutin lymfaattisen leukemian (ALL) spesifiset sytogeneettiset
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muutokset voivat ennustaa eloonjaamista ja vaikuttavat hoidon valintaan. Uusien syto-
geneettisten tekniikoiden (esimerkiksi ei-radioaktiivisten kromosomaalisen in situ- hybri-
disaation) tekniikat ovat mahdollistaneet interfaasisolujen seulonnan numeeristen kro-

mosomien poikkeavuuksien varalta. (Campbell 1992.)

6 Naytteiden automaattinen sadotus

Sadotuksen periaatteena on, etta viljelyn lopettaminen, eli sadotus suoritetaan vai-
heessa, jolloin tutkittavassa soluvilielméssa mitoosi-indeksi on mahdollisimman suuri.
Sadotuksessa tarkeinta on mitoottisten solujen sytoplasman ja solumembraanin tuhoa-
minen, seka kromosomien turvottaminen siten, etta ne pystytdéan havaitsemaan mikro-
skooppisessa tarkastelussa. Sadotuksen tarkeimmat vaiheet ovat kolkisiinikasittely, hy-
potoniakasittely, seka solujen fiksointi. (HUSLAB 2018a.)

Kun mitoosien maara on korkeimmillaan, viljelyyn lisataan kolkisiinia. Kolkisiinikasitte-
lyssa on tarkoitus, etta jakautuvien solujen tumasukkula voidaan tuhota. Kolkisiini on
peréisin myrkkyliljasta ja se on alkaloidi. Kolkisiini toimii solussa siten, ettd se hajottaa
sukkularihmojen mikrotubulien tubuliiniyksikot, tatd kautta se pystyy estamaan uusien
sukkularihmojen muodostumisen. Seuraavassa vaiheessa metafaasikromosomit paase-
vat irrallisiksi solulimassa. Kolkisiinilla on myds merkittava vaikutus kromosomissa tavat-
tavaan rakenteeseen saamalla sekundaariset ja primaariset vaiheet, seka rinnakkaiset

kromatidit muodostumaan selkeammin nékyviin. (Halkka 2000.)

Kolkisiinivaiheen jalkeen naytteille suoritetaan hypotoniakasittely. Hypotonialiuos koos-
tuu laimeasta suolaliuoksesta (0,56% KCL). Naytteessa olevat solut saavat sisélleen hy-
potonialiuosta, joka saa kromosomit turpoamaan (Halkka 2000). Kromosomien turpoa-
minen on edellytys, jotta ne voitaisiin havaita mikroskooppisesti tutkiessa. Hypotoniaka-
sittely mahdollistaa my6s solumembraanin hajoamisen ja se poistaa sytoplasmaa. Tur-
poaminen edesauttaa kromosomien leviamista erilleen preparaatin tyéstdvaiheessa. Vii-
meisena vaiheessa sadotusta on fiksointikasittely. Fiksointikasittelyssa kromosomien
turvotuksen jalkeen solujen jakautuminen voidaan pysayttaa fiksatiivilla (etikka-metanoli-
seos). Fiksatiivikasittely toistetaan automaattisessa ja manuaalisessa sadotuksessa
kolme kertaa ja se auttaa kromosominien rakenteiden sailymista (Halkka 2000). Fiksatiivi
my0Os poistaa naytteista sytoplasmaa ja se kiinnittaa mitooseja. Naytemateriaalina tutki-
mukseen tarvitaan viljelty solunéyte. Nayteastiana toimii muoviset, korkilliset sentrifugi-
putket 10 ml. Laite, jota kaytetdén, on Cellsprint CS24. (HUSLAB 2018a).
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6.1 Yleisesti sadotuksen automatisoinnista

Sadotus on laboratoriossa kaytetty menetelma, jota kaytetaan paéasiassa solujen ja so-
lutuotteiden valmistukseen. Perinteisesti sadotus on aina ollut manuaalinen prosessi,
joka vaatii useita tunteja toistuvaa, huolellista tyota. Taman liséksi elavét solut edellytta-
vat niille suotuisan ympariston yllapitamista koko soluviljelysyklin ajan, mukaan lukien
solujen kasvu, uudelleensijoittaminen, seka analyysi. Solujen eteneminen vaatii aina ra-
vinto-olosuhteiden huolellista valvontaa ja pakastus- ja sulatusnopeutta elinkelpoistan
solulinjojen yllapitamiseksi. (Kempner — Feldet 2002.)

Sadotukseen liittyvien prosessien automatisoinnista on todettu olevan merkittavaa hyo-
tya. Se ei pelkastaan saasta aikaa tyontekijoille muiden tehtavien suorittamiseen, vaan
myo0s tarkoittaa sitd, etté solujen saatavuus seulontaan tai tutkimushankkeisiin voidaan
suunnitella solujen kasvun paivamaaran ja ajan, seka solutyypin mukaan. Eraan tutki-
muksen alussa viikossa ei ole enda viiveaikaa, silla soluja ei tutkimuksessa hoidettu vii-
konlopun aikana. Solusadon automatisointi lieventdd myads toistuvien rasitusten aiheut-
tamaan vahinkoriskid, joka liittyy usein jatkuvatyyppisiin tehtaviin. Robotiikalla voidaan
saavuttaa my6s menettelyjen ja steriiliyden johdonmukaisuus. Tama mahdollistaa va-
hemman vaihtelua nayte-erasta erdan. Pieni maara eri yrityksia valmistaa automatisoi-
tuja solusatojarjestelmia. Jotta niiden menetelmat olisivat taysin automatisoituja, niiden
on voitava tarjota solujen kasvun ymparisto ja kyky seurata solujen kasvua ilman ihmisen
vuorovaikutusta. Automatisoidut solusatoautomaatit voivat toimia ilman valvontaa pai-
vien ajan ja mahdollistavat pH:n, ravinteiden ja jatepitoisuuden, seka solukonsentraation

ja elinkelpoisuuden arvioinnin. (Kempner — Feldet 2002.)

6.2 Veri-, luuydin- ja tuumoriviljelyiden valmistaminen

Ennen sadotusta jokainen nayte tulee viljella. Maligniteetteihin kuuluvissa kromosomitut-
kimuksissa ongelmana on ilmennyt jakaantuvien solujen tarve, koska malignit solut eivat
valttamatta lisaanny viljelyssa. Tasta tultiin tulokseen, ettd jakautuvien solujen mahdol-
listamiseksi veri-, luuydin- tai tuumorinayte viljellaan aina ravintonesteessa muutamasta
tunnista aina muutamaan paivaan. On kuitenkin mahdollista, ettd kaikki solut eivat pysty
jakautumaan itsenaisesti soluviljelyssa. Sydpasolujen lisdantymisen lisaamiseksi pysty-

taan kayttamaan mitogeeneja tai erityyppisia kasvutekijoita. Nama voivat kuitenkin myos
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auttaa naytteessa olevia normaaleja soluja jakaantumaan. HUSLAB:n genetiikan labo-
ratoriossa kaytetaan mitogeeneja ainoastaan kroonisen lymfaattisen leukemian (KLL)
tapauksissa. (HUSLAB 2018b.)

6.3 Suoran viljelyn ja mitoottisten synkronointimenetelmien tehokkuus

Mayo klinikan sytogenetiikan laboratoriossa tehdyssa tutkimuksessa tutkittiin luuytimen
aspiraatteja, jotka olivat peraisin 90 potilaasta, joilla epaillaan olevan hematologinen héi-
rio. Naytteitd kasiteltiin kayttdmalla erilaisia sytogeneettisia menetelmia sen maaritta-
miseksi, onko mikdan menetelma todenndkdisemmin todentanut kromosomaalisesti
epanormaalin kloonin tai tuottaa mahdollisesti parempilaatuisia metafaaseja. Kaikkia
naytteita kasiteltiin suoralla tekniikalla 24 tunnin viljelmilla ilman mitogeeneja; 50 naytetta
kasiteltiin myds ametopteriinin mitoottisen synkronointimenetelman avulla. Kussakin ta-
pauksessa mikrsokooppikalvot koodattiin prosessointiteknologin toimesta ja ne analysoi-
vat kaksi muuta sytogeneettista teknologia. Tutkijat eivat saaneet tietda mitaan tuloksia,
kunnes kaikki 90 naytetta oltiin analysoitu. Lukuun ottamatta yhta naytettd, jossa kromo-
somien epanormaali klooni tunnistettiin ainoastaan suorassa valmistuksessa, karyotyy-
peissa ei havaittu ilmeisia eroja kolmen menetelman valilla. (Dewald — Broderick — Tom

— Hangstrom — Pierre 1985.)

Myds kolmen menetelmén valilla havaittujen metafaasien laadun tai lukumaaran erot ei-
vat olleet tilastollisesti merkittavia; kuitenkin 24 tunnin stimuloimattomat viljelmat tuottivat
enemman metafaaseja, kuin mitoottinen synkronointimenettely. Suurin ristiriidan lahde
johtui yhdesta testista, joka tuotti joko metafaaseja tai epavarmaa tulosta, kun muut testit
tuottivat onnistuneesti tutkimuksen. Tutkimuksessa ehdotettiin, etta rutiinikaytossa tulisi
kayttaa vahintaan kahta eri menetelmaa, joista toinen olisi suora menetelma. (Dewald —

Broderick — Tom — Hangstrom — Pierre 1985.)

6.4 Veri-, luuydin- ja tuumoriviljelyiden manuaalinen sadotus

Opinnaytetydn kaytannénosuudessa harjoiteltiin ensin luuydinnaytteiden manuaalista
sadotusta. Manuaalista sadotusta on kaytetty luuydinnaytteiden kasittelyyn jo ennen,
kun Cellsprint automaatti saatiin laboratorioon. Kontaminaatio-ongelmien johdosta labo-

ratorio on sadottanut manuaalisesti kaikki luuydinnaytteet.
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Veri-, luuydin- ja tuumoriviljelyiden automaattisessa sadotuksessa noudatetaan samaa
menetelm&&, kun manuaalisessa sadotuksessa. Menetelmaén kuuluu kolkisiinikasittely,
hypotoniakasittely, seké solujen fiksointi happamalla fiksatiivilla. Ainoastaan metafaasi-
vaiheen kromosomit ovat analyysikelpoisia kromosomitutkimuksessa. Manuaalisessa
sadotuksessa on tarkoituksena naiden kasittelyiden valilla keratd supernatantit ja irto-
solut pois kayttaen pipettid apuna, seké vaihtaa nesteita sentrifugia apuna kayttaen.
(Halkka 2000.)

7 Cellsprint automaatti

Cellsprint (Automated Cytogenetic Suspension Culture Harvester) automaatti on suun-
niteltu automatisoimaan sentrifugointia, aspirointia, uudelleen suspensointia ja reagens-
sien lisdamistd, jotta saadaan aikaan naytteiden sadottaminen, joka on mahdollista to-
teuttaa kuudellatoista eri protokollalla. Laite pystyy kasittelemaan 1-24 naytettd sado-
tusta kohden, start-and-walk-away-tilassa. Naytteet laitetaan sentrifugin koreihin, jotka

ovat ladattu sentrifugin roottoriin. (Genial Genetic Solutions Ltd. 2013: 1.)

Hypotonia- ja fiksatiiviliuosta injektoidaan naytteisiin automaattisesti kaytetyn protokollan
mukaisesti. Jos auto-fix-mix-vaihtoehto on asennettu, tuore fiksatiiviliuos on automaatti-
sesti kaytossa olevan protokollan mukaan, metanolin ja etikkahapon valinen suhde kiin-
tedssa liuoksessa voi vaihdella vaiheesta toiseen. Reagenssien tilavuus maaraytyy kay-
tetyn protokollan ja kasiteltéavien naytteiden maaran perusteella. Jos vaaka on asennettu,
Cellsprint valvoo reagenssien ja jatteiden tasoja ja antaa varoituksia, kun kynnysarvot
saavutetaan. Muita varoituksia annetaan, jos sentrifugiin tulee epatasapainoa tai jos pro-
tokolla poistaa tai odottaa yllattavia tapahtumia rutiinitehtaviad suorittaessaan. (Genial
Genetic Solutions Ltd. 2013: 1.)

Cellsprintin runko siséaltaa monikerroksisen erotussuodattimen hdyryjen poistoon. Tama
suodatin on itsenainen yksikko, jossa HEPA (High Effciency Particulate Air) suodattaa ja
aktivoi hiilta hiukkasten ja vaarallisten savujen paasyn estamiseksi laboratoriotilaan. Jos
lammityspuhallin on asennettu, naytteet voidaan lammittaa 37 ° C: n lampétilaan laitteen
sisélla. (Genial Genetic Solutions Ltd. 2013: 1.)

Cellsprint on suunniteltu yhteistytssa johtavien sytogeneettisten laboratorioiden kanssa.
Se on suunniteltu sadotuksen rasituksen keventamiseksi Kiireisissa sytogeneettisissa la-

boratorioissa. Robottien "pick-and-place arm” kay lapi puolet sentrifugien koreista, jotta
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jarjestelmé kykenee aloittamaan rinnakkaisen kasittelyn. Anturit kytketéd&n halytyksiin,
jotka ilmoittavat kayttajalle, jos sentrifugointi on epatasapainossa tai virheellinen. Ajotie-
dot kirjataan, jotta ne voidaan ladata jarjestelmaan. Koreja vaihdetaan, jolloin sadon toi-
sen puolisko pydritetadn tai kasitellaan. Tama rinnakkainen kasittelyominaisuus vahen-
téda sadon kokonaisprosessointiaikaa, mika mahdollistaa yhdenmukaisemmat altistumis-
ajat. Jokaisen sadotuksen aikana laitteen kayttaja voi ndhda, mika prosessi jatkuu viit-
taamalla helppokayttdiseen LCD-nayttéon; mika osoittaa, ettd mitkd korit sentrifugoi-
daan, seka mika vaihe vaihtoehtoisten korien kasittelyssa on. Kummankin aspiraatiovai-
heen valilla kaksoisanturin imupaa pyorii pesupaikkaan, joka pesee oikean reagenssin.
(AlphaMetrix.)

7.1 Cellsprintin rakenne

Naytteen aspiraatio tapahtuu kaikilla pilleilla yhtéa aikaan. Automaatin keskelld olevat
neulat ovat KCL:n lisdystéa varten ja edessé olevat fiksatiivia (etikkahappo-metanoli) var-
ten. Naiden “kasivarsissa” ovat sensorit, jotka pystyvat huomaamaan niiden tormaami-
sen adaptereihin. Pienemmissa letkuissa koneen oikealla puolella palaa valo sen letkun
kohdalla, mink& neulat ovat kaytdssa. Kone laittaa fiksatiivia yhdella tai kahdella neulalla
samaan aikaan. Koneen takarivissa sijaitsevaa Aquaa kierratetdan KCL-letkuissa, seka
pumpussa. On tarkeaa varmistaa, etta vakuumilappa "OFF” on oltava lapinakyvan letkun
patkéan suuntaisesti, jottei ilmaa vuotaisi ulospain, jolloin aspiraatiota ei tapahdu. Varilli-
sissa letkuissa (metanoli, etikkahappo, KCL) laitteen etuosassa on ainoastaan varillinen
kuori, sisélla on lapindkyvat letkut. Punainen pydrea nappula on hatakatkaisin. Sentrifu-
gin sisalla on musta aukko, joka poistaa hajuja. Sentrifugin kannen voi tarvittaessa ruu-

vata irti.

Automaatin paineen tulee olla -0,4 - -0,5 alueella, kun automaatti kaynnistetaan. Alussa
tulee myds tarkistaa reagenssien riittavyys. Automaatti tekee kadynnistyksen alussa "Da-
tum”:n, eli siirtelee "kasivarret” oikeaan paikkaan, testaa luukun toimivuuden ja huuhte-
lee KCL letkut KCL:lla. Kone on mahdollista pysayttaa myos kesken ohjelman, jolloin
tulee painaa "Pause & Open” aina ennen oven avaamista. Sadotuksen jalkeen au-
tomaatti halyttaa "MAIN CYCLE: cycle is complete/press ok to open to door”. Taman

jalkeen tehdaan viela Datum kerran aqualla letkujen puhdistusta varten.
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Protokolla 1 on suunniteltu verinaytteille, protokolla 5 luuytimille, protokolla 9 on fix 1,2,3

+ spin down, protokolla 10 on fix 3 + spin down. Halutessa voidaan luoda uusia proto-

kollia vanhojen pohjalta. Opinnaytetytssa kaytetddn protokollaa 5.

Protokolla 5 koostuu yhdeksasta eri vaiheista. Niitd ovat Hypotonic 1, Hypotonic 2, Pre-

Fix, Fixative 1, Fixative 2, Fixative 3, Disabled, Spindown ja Disabled. (Taulukko 1.)

Taulukko 1. Protokollan 5. vaiheet luuytimille

Vaiheen nimi | Hypo- | Hypo- | Pre- Fixa- | Fixa- | Fixa- | Di- Spin- Di-
tonic | tonic Fix tive 1. | tive 2. | tive 3. | sabled | down sabled
1. 2.

Sentrifugointi | 600 Osec. | 0sec | 600 600 600 480 600 1sec

aika sec. sec sec. sec sec sec.

Sentrifugointi | 1100 | 1rpm | 1rpm | 1100 | 1100 | 1100 | 1100 | 1100 1rpm

nopeus rpm rpm rpm rpm rpm rpm

Syvyys 163 Omm | Omm | 161 162 163 167 115mm | 1 mm
mm mm mm mm mm

Sekoitetaan Hypo- | Hypo- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa-

uudelleen tonia | tonia | tiivi tiivi tiivi tiivi tiivi tiivi tiivi

Uuden  sus-| 135 I1mm | 95 130 130 130 130 1 mm 1 mm

pension  sy- | mm mm mm mm mm mm

WWE

Uuden sus-|2.8ml | Oml 0.7ml | 221ml [ 22Aml | 2.1ml | 2.1ml | Oml oml

pension vo-

lyymi

Uuden sus-| 1.1 0.1 0.5 14 1.3 1.3 1.3 0.1 0.1

pension no- | ml/s mi/s mi/s mi/s ml/s ml/s ml/s ml/s ml/s

peus

Reagenssin li- | Hypo- | Hypo- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa- | Fiksa-

says tonia | tonia | tiivi tiivi tiivi tiivi tiivi tiivi tiivi

Reagenssin li- | Omm | 100 90 90 90 90 90 1 mm 1 mm

sayksen sy- mi mm mm mm mm mm

VYYS

Reagenssin li- | 0 ml 28ml | 14ml | 5.6ml | 56ml |56ml |56ml | Oml Oml

sayksen

maara

Reagenssin li- | Oml/s | 0.5 2.4 11 11 11 11 0.1 0.1

sayksen no- mi/s mi/s ml/s ml/s mil/s mil/s mil/s

peus
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Korjaussuhde | 3:1 31 31 31 31 31 31 31 2:1
Inkubaatio- Osec. | 2400 |Osec [Osec |Osec |Osec |Osec |Osec 1sec
aika sec.

Parameerit - - - - - - - - -
Sentrifugin - - - - - - - - 30
kiihtyvyys rpm/s
Sentrifugin hi- | - - - - - - - - 18
dastus rpm/s
Ensimmainen | - - - - - - - - 0 sec
inkubointiaika

8 Opinnaytetyon tavoitteet ja tarkoitus

Opinnaytetydn tavoitteena on selvittdd HUSLABIn genetiikan laboratoriossa kaytéssa
olevan sadotusautomaatin luotettavuus laboratoriotyéskentelyssa. Opinnaytetydssa tut-
kitaan sitd, saadaanko automaattia luotettavaan kayttdon laboratoriossa. Opinnayt-
teessa kiinnitetaan myos huomiota, millaisia toimenpiteitda automaatin kayttéénotto sy6-
panaytteissa edellyttaisi. Opinnaytetyon tarkoituksena on tutkimuksessa suorittaa opti-
mointi, seké testiajoja, joista tarkastellaan, ettd onko kontaminaatiota tapahtunut,
Giemsa-varjayksen, seka Metafer-kuvausautomaatin avulla. Tuloksilla pyritdén arvioi-
maan luotettavuutta kokonaisvaltaisesti, sekd pohtimaan automaatin mahdollista kaytt6a
tulevaisuudessa tyopisteelld luuydinnaytteitd sadottaessa. Tavoitteena olisi sadottaa
syOpanaytteita ja tehda naiden kautta tulkinta-analyysia siita, mika toteutustapa olisi luo-
tettavaa. Tullaan my6s pohtimaan, miten luotettavuutta tulisi parantaa, jotta automaattia

voitaisiin ottaa kayttéon luuydinnaytteiden sadotukseen.

Opiskelijan opinnaytetydn tavoitteena on myds paasta hydédyntamaan laadullisen mene-
telman toteuttamista kaytanndssa ja kehittya bioanalytiikan tulevana ammattilaisena. Ta-
voitteena on myds paasta tutustumaan genetiikan laboratorioon. Yhtena tavoitteena pi-
detddn myds automaattiin tutustumista, opiskelijan innovatiivisen ajattelun kehittamista,

sekd omien ideoiden kaytantdon laittoa, sekd hyoddyntamista.
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8.1 Tutkimuskysymykset

Opinnaytetyon tutkimuskysymyksia ovat

1. Tekeekd automaatti optimoinnista huolimatta kontaminaatioita, kun sadotetaan
luuydinnaytteita?

2. Onko laite kayttokelpoinen luuydinnaytteiden sadotukseen?

8.2 Tulosten tarkoitus

Opinnaytetydssa saatujen tulosten perusteella voidaan tehda paatds Cellsprint auto-
maatin kaytosta laboratoriossa. Tuloksilla on tarkoitus saada selvyytta syopanaytteiden
sadotuksen laadusta. Jos tutkimuksen tuloksilla pystytdédn osoittamaan, etta automaatilla
pystytdan sadottamaan naytteita, joiden solut eivat ole kontaminoituneet, laboratorio voi
hy6tya automaatista jatkossa. Jos opinndytetydn paatyttya tullaan tulokseen, ettad nayt-
teet ovat kontaminoituneita, tuloksia hyddynnetaan siten, ettd automaattia ei kayteta
enaa luuydinnaytteiden sadotukseen. Myds kielteinen tulos tutkimuksessa on laborato-

riolle hyddyllinen automaatin kayttéonoton suhteen luuydinnaytteiden osalta.

Tyo6n kustannusvaikutukset mahdollistavat tydajansaastod, kun optimointia varten ei tar-
vitse irrottaa yhta tyontekijad erikseen muista tyttehtavista. Jos testiajojen saatujen tu-
losten perusteella voidaan paattdd automaatin jatkokayttd laboratoriossa luuydinnayt-
teiden osalta, voidaan manuaalisesta sadotuksesta luopua tai sitéd voidaan vahentaa.

Tama saastaisi laboratoriossa paljon tydntekijdiden aikaa.

9 Opinnaytetyén menetelmalliset lahtokohdat

Opinnaytetydn kaytanndn osuus on suunniteltu toteutettavaksi HUSLAB-talon genetiikan
laboratoriossa tammikuusta alkaen. Kaytettava aika on sidottu opiskelijan 3. harjoittelun
yhteyteen Metropolia Ammattikorkeakoulun kanssa. Kaytettdva toteuttamisaika on viisi
viikkoa. Toteutus suoritetaan ylijaamanaytteista tai muista runsassoluisista sydpanayt-
teistd, joten eettisia ongelmia ei ndin ollen ole esilla, koska tutkimusta varten ei tarvitse

kerata potilasnaytteita erikseen. Naytelaatuina toimivat luuydinnaytteet.



20

Tutkimusotteeksi on muodostunut kokeellinen tapa, silla mitd&n valmista kaavaa tai jar-
jestelmaa ei ole kaytdssa, vaan tytskentely laboratoriossa tulee perustumaan juurikin
kokeelliseen toimintaan, jolla pyritaan loytamaan uusia tapoja ja ratkaisuja ongelman
selvittdmiseen, eli naytteiden luotettavaan analysointiin ja sadotukseen (Kuvio 5.). Ai-
neiston hankinnasta vastaa Genetiikan laboratorio. Naytteita ei tulla keraamaan tutki-
musta varten erikseen, vaan naytteina toimii runsassoluiset naytteet ja ylijadmanaytteet,
mit& potilasnaytteista jad kasiteltdvaksi. Naytteiden manuaalinen kasittely on myds mah-
dollista tutkimuksen aikana, paapaino keskittyy kuitenkin optimointiin ja testiajoihin. Si-
séaltoa ja tuloksia analysoidaan ja havainnoidaan jatkuvasti lopullisten tulosten luotetta-

vuuden mahdollistamiseksi.

Tutkimusongelma = Tutkittavat ylijaa-

Kontaminaatiot manaytteet

-~

Manuaalinen

sadotus

Optimoitu mene-

telma Cellsprintilla

Kuvio 5. Opinnaytetytn tutkimusasetelma

9.1 Opinnaytetyo tutkimuksellisena tyéna

Tieteen tarkoituksena on pystya etsimaan uutta tietoa, siltana siihen toimii tutkimus. Tut-
kimus on keino tieteellisen tiedon vaalimiseen, seka sen muokkaamista yleisempéaa tie-
teen kayttda varten. Tutkimukseksi tiedon kokoamisen saa aikaan sen johdonmukai-

suus, seké kontrolloitavuus. Tiedon kasittelyn vaiheessa hankittujen tuloksien patevyytta
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tutkitaan, seka yritetdan luoda yleiskasitys laajempiin ilmidihin, seka laatia saadun tiedon
perusteella tutkittavaa ilmiota koskevia teorioita, seké tarkentaa niitd uuden tutkimustie-
don kautta. (Helakorpi 1999.)

Kokeelliselle tutkimukselle on tunnuksenomaista, etta tehdéan uusintatutkimuksia, seka
pyritddn varmentamaan tuloksia useissa olosuhteissa. Taman periaate on, etta pysty-
tdan varioimaan riippumatonta muuttujaa, seka mittaamaan seuraukset riippuvassa
muuttujassa. Tamankaltaista menetelmaé noudattaen saadaan tarkimmat tulokset. Tut-
kimuksellisessa tydssa strategisia tunnuspiirteitd ovat muun muassa, ettéa voidaan kayt-
téaa hyvaksi tahallisia variaatioita, jolloin tutkimuksen tekija sédatelee riippumatonta muut-
tujaa, eli suunnittelee ja aloittaa kasittelyn. TAssa menetelméssa on myds tarkeaa, etta
tutkimus pohjataan tiukasti teoriaan. Tutkimuksen tekijalla taytyy olla hyva ennakkokuva
asiasta, jotta han tietad, mita tulee kontrolloida. Teoria helpottaa rekisterdimaan relevan-
tit ilmi6t, sekd kykenee kertomaan, mitk& asiat pitda ottaa huomioon. Nama teoriat aut-

tavat tutkimusongelmien asettelussa, seka hypoteesin perusteluissa. (Helakorpi 1999.)

9.2 Aineiston keruumenetelmét

Testauksen alussa on tarkoitus yrittda tuottaa Cellsprint automaatilla keinotekoinen kon-
taminaatio, jotta havaittu ongelma on mahdollista konkretisoida tutkimuksessa. Opinnay-
tetydssa analysoidaan naytelaseja, joiden naytemateriaali on Cellsprintin sadottamaa.

Naytelaseja tutkitaan mikroskooppisesti, sekéd Metafer-kuvausautomaatilla.

Opinnaytetyd aloitetaan tekemalla keinotekoinen kontaminaatio, jotta tutkimusongelma
saadaan havainnollistettua. Cellsprint ei ole tehnyt jokaiseen naytteeseen kontaminaa-
tioita, niitd on ollut muutamia aikaisemmin. Keinotekoisen kontaminaation jalkeen teh-
daan optimointeja ja testiajoja sovelletuin tavoin, milla laboratorion henkilékunta ei ole
aikaisemmin testannut laitteen toimintaa. Optimointi ja testiajot on tarkoitus toteuttaa si-
ten, etta automaattiin laitetaan viljeltyja luuydinnaytteita, seka vastinputkina toimivia ra-
vintonestenaytteitd. Ravintonesteesta on tarkoitus tutkia mahdollista kontaminaatiota,
silla siitd on helppo havaita kaikki ravintonesteeseen kuulumattomat solut, seké kromo-
somit. Ravintonesteessa ei kuulu olla normaalisti soluja. Sadotuksen jalkeen ravintones-
teistad tehdaan kromosomipreparaatit, jotka kayvat lapi Giemsa-varjayksen. Varjayksen
jalkeen testilasit laitetaan Metafer-kuvausautomaatille, joka havaitsee, jos laseilla on so-

luja tai metafaaseja
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10 Tyon toteutus

Opinnaytetyon kaytadnnon vaihe aloitettin HUSLAB-talon Genetiikan laboratoriossa. En-
simmaisen viikon aikana opiskelija tutustui genetiikan laboratorion tiloihin ja sadotuksen
tyovaiheisiin ja suunniteltiin tehtavia testauksia (Kuvio 6.). Opinndytetyon aineiston keruu
on rajattu luuydinnaytteiden sadotukseen, joten tulevat testiajot on tarkoitus tehda aino-
astaan syopatutkimusten naytteilla. Viljelyn ja sytogeneettisten kromosomitutkimusten
tarkoituksena on saada tietoa solun geneettisistd muutoksista. Nama kertovat geeniai-
neksen uudelleenjarjestymista (translokaatio) ja maaran muutoksia. (HUSLAB 2018b.)
Testiajot on tarkoitus aloittaa tekemalla ensimmaiseksi nayte-era, johon on keinotekoi-
sesti aiheutettu kontaminaatio, jotta ongelma on mahdollista havaita ensin konkreetti-

sesti. Ennen testiajojen tekoa optimoidaan ja suunnitellaan menetelma, jolla testiajot teh-

daan.
Manuaalinen
) sentrifugointi ja
. Tutustuminen
Tutustuminen manuaa- aspirointi ensim-
. EE— Cellsprint au-
liseen sadotukseen maisella kerralla

tomaattiin \
l i T Toistoja opti-
moidulla ta-

/ valla
Kolkisiini,- hypotonia,- Keinotekoinen Optimointi
ja fiksatiivikasittelyt kontaminaatio i
Testiajot opti-
moidulla tavalla
Kromosomipreparaatit, Toistoja tes-
Giemsa-varjays, Metafer Mahdollisten kontami- «— tiajolla

naatioiden etsimista
Metaferilla. Arvioi-
daan luotettavuutta

Kuvio 6. Suunnitelma opinnaytetydn tydvaiheista
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Aluksi saapuneet naytteet kirjattiin QPati-jarjestelmaan. Naytteiden lahetteet voivat tulla
naytteen mukana joko sahkoisena tai paperisena. Opinnaytetydssa kaytettavat naytteet
oltiin jo valmiiksi kirjattu QPati:n sillon, kun ne olivat saapuneet laboratorioon, eli opin-
naytetyon toteutuksessa naytteiden kirjaamista ei tarvinnut tehda. Naytteista oltiin jo vil-
jelty halutut potilastutkimukset ja opinndytetytssa tehtdva sadotus suoritettiin jo viljel-
lyista naytteista, jossa naytemateriaalia oli runsaasti jaljella. Nain valtettiin riski, ettéa opin-
naytetydssa ei kaytetty sellaisia naytteita, joita mahdollisesti voitaisiin tarvita tulevai-suu-
dessa. Naytteitd jatetdan jaljelle, jotta niistd voidaan mahdollisesti tarvittaessa tehda

vield uusintaviljely.

10.1 Naytteen viljely

Naytteet, jotka tulevat laboratorioon viljeltavaksi ovat n. 2 ml luuydinaspiraattia, jotka ovat
heparinisoidussa ravintonesteessa. Kaytettavan ravintonesteen reagensseina ovat FBS
(40 ml), L-glutamiini (2 ml), Penisiliini-streptomysiini (2 ml) ja RPMI 1640 (ad 200 ml).
Viljelyt suoritetaan aseptisesti laminaarikaapissa suojakasineilla. Luuytimen solujen vil-
jely aloitettiin solujen laskennalla, joka tehdaan mikroskooppisesti Birkerin kammiota

apuna kayttaen. Tavoiteltu soluméaéra on 10 miljoonaa solua.

Viljelypulloon otettiin pipetilla naytetta vahintdaan 0,6 ml ja lisata ravintonestetta ad 10 ml,
korkki tulee muistaa jattaa Ioysalle. Taman jalkeen viljelya inkubodtiin hiilidioksidi-inku-
baattorissa. Luuydinnaytteille tehdaan ensisijaisesti BM1coloc-viljely, poikkeamana
myeloomanaytteet, joiden ensisijainen viljely on BM3coloc tai BM3. Tassa opinnayte-

tydssa viljeltiin pelkastaan luuytimia ja viljelyaika oli vaihtelevasti 1-2 vuorokautta.

10.2 Naytteen manuaalinen sadotus

Viljelyn jalkeen on seuraavana vaiheena sadotus. Kontaminaatio-ongelman havaitsemi-
sen jalkeen laboratorion henkilékunta on tehnyt luuydinnaytteiden sadotukset manuaali-
sesti. Ennen Cellsprintin tuloa laboratorioon, kaikki luuydinnaytteet sadotettiin manuaa-
lisesti, tahan siirryttiin takaisin automaatin luotettavuusongelman havaitsemisen jalkeen.
Manuaalista sadotusta tehtiin ensimmaisen viikon aikana, jotta sadotuksen vaiheet ja
automaatin toiminta tulisi ymmarrettavammaksi. Naytteiden manuaalisessa sadotuk-

sessa kaikki tydvaiheet tehdaéan kasityona.
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Tarvittavat kayttoliuokset manuaaliseen sadotukseen ovat Hypotonialiuos: 0,075 M KCL,
Fiksatiivi: etikkahappo/metanoli 1:4. Manuaalisen sadotuksen suoritus tehdaan kasvate-
tuille soluviljelmille. Yhteen sadotus-sarjaan otettiin n. kymmenen naytetta. Ensimmai-
send vaiheena tehtiin kolkisiinin lisdys, jossa viljelypullossa olevaan naytteeseen lisé-
td&n 100 pl kolkisiinia, jonka jalkeen sekoitetaan varovasti viljelypulloa ja laitetaan viljely
hiilidioksidikaappiin kasvamaan. Taman jalkeen solususpensio kaadettiin viljelypullosta
10 ml sentrifugointiputkeen ja sentrifugoitiin naytteitd 1300 rpm kymmenen minuutin
ajan. Taman jalkeen supernatantti poistettiin lasikapillaarilla vesi-imun avulla varoen,
ettei soluja lAhde imun mukana. Imu tulee suorittaa huolellisesti, jotta saadaan ylimaa-
rainen supernatantti pois. Supernatanttia saa jaadda hieman naytteen paalle, jotta loyha

solukerros ei rikkoonnu.

Seuraavana vaiheena naytteenkasittelysséa oli hypotoniakasittely, joka suoritettiin veto-
kaapissa. Ensimmaiseksi sekoitettiin solususpensio, joka on painunut nayteputken poh-
jalle. Hypotonialiuosta lisattiin varovasti tippa kerrallaan pulloannostelijasta, tipottain
aluksi ja lopuksi lisataan ad 10 ml hypotonialiuosta. Taman jalkeen sekoitettiin samaan
aikaan vortex-sekoittajalla ensimmaisen tipottain lisdyksen aikana putkea. Seuraavaksi
naytettd inkuboitiin 15 minuutin ajan lampokaapissa, jonka jalkeen sita sentrifugoitiin

kymmenen minuutin ajan 1300 rpm. Lopuksi poistettiin supernatantti.

Viimeinen vaihe manuaalisessa sadotuksessa on fiksointi, joka tulee edelleen tehda ve-
tokaapissa. Lisattiin tuoretta fiksatiivia huolella sekoitettuun solususpensioon, aluksi jal-
leen tipottain. Sekoitus ensimmaisten tippojen jalkeen on merkittavaa, koska solut voivat
muuten sakkaantua nayteputken pohjalle liian kovaksi napiksi. Kun solut ovat suspen-
siona, fiksatiivi lisattiin suurempina maarina lopullisen maaran ollessa n. 10 ml. T&man
jalkeen sentrifugoitiin jalleen kymmenen minuuttia, jonka jalkeen kaadettiin supernatant-
tia pois ja lisataan fiksatiivia aluissa tipottain ja huolellisesti sekoittaen 10 ad. Sentri-
fugointi ja fiksatiivin lisays toistetaan viela kerran, jotta solut nahdaan vaaleana nappina
pohjalla ja fiksatiivi on kirkasta. Solut tulee jattda viimeiseen fiksatiiviin korkkien kanssa

odottamaan kromosomivalmisteiden tekoa.
10.3 Kromosomipreparaatin valmistus
Sadotuksen jalkeen kromosomipreparaatit tehdaan naytteiden jatko-tutkimuksia varten,

joita ovat G-raitavarjays ja FISH. Kromosomipreparaattien teossa vaaditaan tiettya il-

mankosteutta, joka on 45-50%. Laboratoriossa on taman preparaatin tekoon oma tila.
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Opinnaytetydn naytemateriaalien, eli sydopanaytteiden preparaattilasit tulee laittaa vesi-
hauteeseen lasikelkassa, jotta ne lampenisivéat noin viiden minuutin ajan ennen kayttoa.
Aluksi naytteet sentrifugoitiin, syopanaytteitd sentrifugoidaan 10 minuuttia, 1300 rpm.
Taman jalkeen tulee naytteiden tiputus objektiivilasille. Syopanaytteilla tulee olla méarka
tai kuiva, mutta lammin objektilasi. Naytetta tiputettiin 2-4 tippaa objektilasille kapillaarilla
tai pasteur-pipetillda ja kdannellaan lasia, jotta nayte levidisivat mahdollisimman tasai-
sesti. Taman jalkeen naytepreparaattien annettiin kuivua. Sen jalkeen ne katsottiin mik-
roskoopilla ja vieddan lopulta varjattavaksi. Asiat, joihin tulee kiinnittda huomiota ovat
preparaatin tiheys, sytoplasma, sek& kromosomien leviaminen. Lasilta tulisi 16ytdd me-

tafaaseja.

10.4 Kromosomipreparaattien varjays

Kun kromosomipreparaatit ovat valmistettu, ne viedaén seuraavaksi varjattavaksi. Var-
jays toteutetaan Giemsa-menetelmalla. Trypsiini on entsyymi, joka kykenee vaikutta-
maan kromosomeissa oleviin proteiineihin. Menetelmana toimii Giemsa, kemikaali joka
pystyy sitoutumaan DNA:han, erityisesti DNA:n fosfaattiryhmiin (HUSLAB 2018c.). Kro-
mosomipreparaattien varjayksen indikaationa on kromosomin tunnistus raitojen, koon,
sekd sentromeerin paikan perusteella. Varjayksen jalkeen kromosomeissa on nahtéa-
vissa vaaleita ja tummia raitoja, tdman raitakuvion avulla kromosomit voidaan tunnistaa.
Kromosomiraitojen muodostumista ei olla voitu viela taysin selittda, mutta niiden synty-
miseen vaikuttavia tekijoita ovat DNA:n emasjaksojen ja proteiinien vaihtelevuus, seka
vuorovaikutus. Talla varjadysmenetelmalla voidaan saada 300-900 raitaa nakyviin geno-
missa. (HUSLAB 2018c.)

Naytepreparaattien esikasittelyssa on tarkeaa etta, naytelasien kuivausaste on oikea.
Liian tuoreilla laseilla kromosomit voivat jadda porréisen nakoisiksi. Luuydinnaytteill,
seka tuumorinaytteilla kuivausaika on n. 2-3 vuorokautta, kiireellisilla yksi vuorokausi.
Varjayksessa kontrollina kaytetaan testilaseja, jotka varjataan ennen tutkittavia naytteita.
Reagenssit, joita kaytetddn varjaysliuokseen ovat trypsiini (22,5 ml), puskuroitu aqua
(195 ml), Giemsa (5 ml), etanoli (700 ml) ja aquaa (300 ml).

Opinnaytetydssa varjattavat lasit jarjestettiin kelkkaan ennen koelasien varjaamista. En-
simmainen vaihe varjaamisessa oli, etta varjayskelkkaa tuli pitaa trypsiiniimaljassa 1-3

sekuntia, jonka jalkeen huuhdeltiin trypsiinikasittelyn jalkeen PBS:sséa kolmeen kertaan.
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Seuraavaksi kelkka asetettiin Giemsavariin 2,5-3 minuutiksi, jonka jalkeen sita huuhdel-
tiin aquassa kolmeen kertaan. Lasit kuivattiin varjayksen jalkeen imupaperilla, jonka jal-
keen ne laitettiin kuivumaan puhtaan imupaperin paalle [ampdlevylle n. 10 minuutin
ajaksi. Taman jalkeen tarkistettiin varjayksen laatu mikroskooppisesti ja naytelasi peitel-
tiin peitinlasilla.

10.5 Metafer-kuvausautomaatti

Kromosomipreparaatit laitettiin varjayksen jalkeen Metafer-kuvausautomaattiin. Metafe-
ria voidaan soveltaa monenlaisiin erilaisiin sovelluksiin. Yli 1 500 Metafer-skannausalus-
taa voidaan kayttad maailmanlaajuisesti metafaasinlukijoina, FISH-signaalilaskureina,

toksikologian tydasemina, seka naytteen digitoijina. (MetaSystems 2019.)

Metafer pystyy skannaamaan eri kokoja, kayttdmaan erilaisia kontrastimenetelmia ja
suurennuksia ja lIéytamaan monia erilaisia kohdeobjekteja. Metaferin modulaarisuuden
ja joustavan suunnittelun ansiosta se pystyy soveltumaan useisiin sovelluksiin, esimer-
kiksi sytogeneettiseen diagnostiikkaan, hematologiaan, patologiaan, toksikologiaan ja
oikeuslaaketieteeseen. Metafer on taysin automatisoitua dian skannausalusta. Metafer
pystyy etsimaan metafaaseja automaattisesti ja hankkia korkean resoluution kuvia. Saa-
dut kuvat voidaan analysoida kaikissa tydasemissa, joissa on Ikaros-karyotypiointiohjel-
mistomoduuli. Ikaros on Neon-tydaseman karyotyyppinen sovellusmoduuli. Ikaroksella
pystytdan kasittelemaan metafaasikuvia, jotka on automaattisesti otettu Metaferin avulla.
(MetaSystems 2019). Karyotyyppausjarjestelma lkaros yhdistaa graafisen kayttoliitty-
man useisiin naytén karyotyyppitydkaluihin. lkarosin jarjestelmaarkkitehtuuri yksinker-
taistaa karyotyyppisten tydasemien mukauttamista tyonkulkuun. Ikaros on verkkokayt-
téinen ja se on itsendinen jarjestelma tallentamiseen, analysointiin, tarkistamiseen tai
tietokannan yllapitoon. Karyogrammin valmistelussa kromosomien erottelussa esine&a-
riviivat on esitetty eri vareilla, jotta helpotetaan erottelua erotettujen ja vierekkaisten kro-

mosomien vélilla. (MetaSystems 2019. Ikaros.)

11 Keinotekoinen kontaminaatio

Genetiikan laboratoriossa huomattiin Cellsprintin aiheuttavan kontaminaatioita syopa-
naytteita sadottaessa. Se, johtuuko kontaminaatio naytteissa syntyneesta vaahdosta vai

jostain muusta, ei tiedeta. Kontaminaatioita raportoitiin yhteensa kaksi potilasvahinkoil-
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moitus HaiPro:n kautta. Kontaminaatioiden havaitsemisen jlkeen syopanaytteiden sa-
dottaminen lopetettiin. Keinotekoinen kontaminaatio on opinndytetydn ensimmainen

vaihe.

Solujen viljelyvaiheessa keinotekoisiin kontaminaationaytteisiin lasketaan 10 miljoonan
solun sijaan 20 miljoonaa, jotta haluttu tulos saavutettaisiin todenn&kdisemmin. Konta-

minaatio olisi tarkoitus havaita naytelaseista Metafer-kuvausautomaatilla.

11.1 Cellsprintin toiminnan testaus

Kaytannon tyo aloitettiin tutustumalla Cellsprint automaatin kayttoon siten, ettd auto-
maatti pysaytettiin aina eri vaiheiden paattyessa. Naytteille, joita kaytettiin ei suoritettu
kolkisiinikasittelyd, silla tarkoituksena ei ollut saada metafaaseja nakyviin, vain tarkas-
tella ainoastaan automaatin toimintaa. Samana paivana suoritettiin viljely sadotettaville

naytteille, joilla on tarkoitus saada tehtya keinotekoinen kontaminaatio.

Automaatti pysaytettiin KCL:n lisys vaiheessa (kuvio 7.), jossa automaatti antaa ensim-
maisen KCL-lisdyksen lujalla vauhdilla, jotta solunappi hajoaisi. Toinen KCL lisays tehtiin
hitaammin ja rauhallisemmin. Fiksatiivi hajottaa naytteista punasolut, mista naytteen va-
rin vaihtuminen ruskeaksi johtuu. Fiksatiivi hajottaa my6s naytteessa olevan sytoplas-
man ja jalkimmaiset fiksatiivin lisdykset puhdistavat naytteista ylijagdmaa pois. Ensimmai-
nen fiksatiivin lisdys on tarkedmpi, kuin jalkimmaiset. Opinnaytetytssa keskitytaan tark-
kailemaan fiksatiivin ja KCL:n lisdyksen jalkeisid muutoksia. Pysaytysten aikana otettiin
nayteputket pois automaatista ja tarkasteltiin naytteita silmamaaraisesti. Kontaminaatio-
ongelmia mahdollisesti aiheuttava vaahto oli havaittavissa naytteista. Vaahtoa syntyi
naytteisiin eri maaria, mika voi aiheuttaa ongelmia naytteisiin ja luotettavan tyékulun syn-
tymiseen. Naytteiden sadotusten jalkeen valmistettiin kromosomipreparaatit sadote-

tuista naytteista ja niita tarkasteltiin mikroskoopilla harjoituksen vuoksi.
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Kuvio 7. Vasemmassa kuvassa KCL lisatty ensimmaisen kerran naytteisiin. Keskimmaisessa ku-
vassa KCL on lisatty toisen kerran. Oikealla olevassa kuvassa fiksatiivin ensimmainen lisays,
jolloin on nahtéavissa vaahdon maaran eroavaisuus.

11.2 Keinotekoinen kontaminaatio

Suunniteltu keinotekoinen kontaminaatio suoritettiin etukateen edellisena paivana viljel-
lyille naytteille. Viljellyt naytteet olivat olleet yhden vuorokauden hiilidioksidi-inkubaatto-
rissa. Viljellyt naytteet olivat merkitty "Testi 1.7, "Testi 2.”, "Testi 3.” ja "Testi 4.”. Nayttei-

den pitoisuuksia ei tdssa vaiheessa merkitty ylos.

Keinotekoista kontaminaatiota varten viljeltiin tarkoituksella suurempi solumaara, jotta
kontaminaatio suurimmalla todennadkoisyydella tapahtuisi. Laskettu solumaara viljel-
lyissa naytteissd oli 20 miljoonaa, yleensa luuydinnaytteista viljeltdva solumaéara on
10 miljoonaa. Automaattiin laitettiin naytteiden vastaputkiin ravintonestetta, jotta mahdol-
linen kontaminaatio olisi mahdollista havaita. Ensimmaisen sentrifugoinnin jalkeen auto-
maatti pysaytettiin, jotta voitaisiin havainnollistaa solunappien kokojen eroavaisuus (ku-
vio 8.). Ongelma tulee tassa vaiheessa konkretisoitua niin, miten iso eroavaisuus solu-
nappien koolla on, kun automaatti suorittaa naytteille aspiraation, jossa imetaan kaikista
naytteistd saman verran supernatanttia pois, solunapin koosta huolimatta. Solunapin
koko voi vaihdella, vaikka naytteisiin ollaan laskettu sama solumaara viljeltavaksi. Nay-
temateriaali, jota halutaan sadotuksen jalkeen tutkia, on solunapin paalla oleva hento,

huntumainen solukerros.
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Kontaminaatiota mahdollisesti aiheuttava vaahto syntyy KCL:n ensimmaisen lisayksen
aikana, jolloin automaatti antaa sen suuremmalla paineella, seuraava lisdys KCL:44 ta-
pahtuu maltillisemmin, jolloin vaahto nousee ylemmaéksi putkessa. Keinotekoisen konta-
minaation teossa kaytetty normaali ravintoneste todettiin myds runsaasti vaahtoavaksi.
Ravintoliuoksessa oleva seerumin proteiinin on havaittu saavan vaahdon muodostumi-

sen mahdolliseksi.

Taman jalkeen automaatti inkuboi naytteita, seka ravintonesteita 40 minuutin ajan, jonka
jalkeen se lisasifiksatiivin (etikkahappo-metanoliliuos). Ensimmaisen fiksatiivin lisdyksen
jalkeen ohjelma jalleen pysaytettiin ja tarkastettiin miltd naytteet nayttavat. Vaahdon
maaran eroavaisuus oli naytteissa merkittava. Automaatin suoritettua ohjelman loppuun,

naytteet ja ravintonesteet otettiin ulos ja niista kaadettiin supernatantti manuaalisesti

pois, jotta ndyteputken pohjalle jaisi ainoastaan tiivis solunappi.

Kuvio 8. Vasemmassa kuvassa naytteiden solunappien koon vertailua. Keskimmaisessa ku-
vassa on nakyvissa ravintonesteena toimineen naytteen vaahtoaminen. Oikealla ole-
vassa kuvassa ensimmainen fiksatiivin lisayksen jalkeinen vaahto-ero luuydinnayt-
teissa.

Sentrifugoinnin ja supernatantin poiston jalkeen naytteista, seka ravintonesteista teh-
daan kromosomipreparaatit, jotta mahdollinen kontaminaatio olisi havaittavissa ravinto-
nesteesta. Keinotekoisen kontaminaation suorittaminen jatkui seuraavana paivana, jol-
loin ensin sentrifugoitiin vastinputkina toimineet naytteet ja poistettiin ylimaarainen su-
pernatantti. Supernatantin poiston jalkeen tehdéaén jaljelle jadneesta naytteesta kromo-
somipreparaatit. Naytetta tiputettiin n. kolme tippaa lampimalle objektilasille, jotka oltiin
numeroitu numeroin 1., 2., 3., 4. Tiputuksessa huomioitiin, etté pyrittiin kerdédmaan kaikki

naytemateriaali pasteur-pipettiin, jotta saataisiin tiputettua kaikki mahdollinen aines, jotta
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mahdollinen pienikin solum&éara voitaisiin [0ytaa, jos kontaminaatio on tapahtunut. Kus-
takin vastinputkesta tiputettiin yksi naytelasi. Objektilasien annettiin kuivua itsekseen,
jonka jalkeen ne katsottiin alustavasti mikroskoopilla ennen varjattavaksi viemista. Var-
jayksen ja naytelasien peittelyiden jalkeen katsottiin naytelasit mikroskoopissa, eika
alustavasti pystytty havaitsemaan soluja. Naytelasit vietiin Metafer-kuvausautomaattiin

tarkemman vastauksen saamiseksi.

11.3 Toinen keinotekoinen kontaminaatio

Ensimmaisessé keinotekoisessa kontaminaatiossa ei pystytty havaitsemaan soluja mik-
roskooppisesti eikd Metafer-kuvausautomaatilla, joten se paatettiin uusia. Keinotekoinen
kontaminaatio uusittiin samalla menetelmalla, kuin ensimmainen, mutta luuydinnayteita
viljeltiin kahden vuorokauden ajan. Naytteita viljeltiin kaksi vuorokautta hiilidioksi-inku-
bointikaapissa. Soluja laskettiin n&ytteisiin 20 miljoonaa kontaminaation saavutta-
miseksi. Naytteisiin ei lisatty kolkisiinia, silla metafaasien ndkyminen ei ole kontaminaa-

tion testauksessa oleellista.

Toinen keinotekoinen kontaminaatio suoritettiin Cellsprintillda. Vastinputkiin laitettiin jal-
leen ravintonestettd, jotta mahdolliset solut olisivat mahdollista nédhda. Luuydinnaytteet

numeroitiin A., B., C. ja D. Naytteiden pitoisuudet merkittiin ylos. (Taulukko 2.)

Taulukko 2. Naytemateriaalien maarat

Nayte (ml) Ravintoneste (ml) Yhteensa (ml)
Nayte A 3,0 7,0 10
Nayte B 3,2 6,8 10
Nayte C 1,7 8,3 10
Nayte D 0,7 8,3 10

Toinen kontaminaatio paatettiin toteuttaa siten, etta automaatin suojakansi oli auki, jotta
koneen toimintaa pystyttiin seuraamaan tarkemmin ja seurata vaahdon mahdollista kon-
taminaatiota. Luuydinnaytteet asetettiin korissa automaatin sentrifugiin paikalle 1 ja ra-

vintonesteet paikalle 4.
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Naytteet otettiin pois koneesta ja niité tarkasteltiin silmamaaraisesti (Kuvio 9.). Aspiroin-

nin jalkeen naytteista oli selkeasti havaittavissa ravintonesteen maarén ero.

Naytteissa C. ja D. katsottiin toisen KCL:n lisdyksen jalkeen olevan enemman ravinto-
nestettd, verrattuna A. ja B. naytteisiin. Vaahdossa tama tulee ilmi eroa maarassa, seka
sen kiinteydessa. Naytteissa, jossa oli enemman ravintonestettd, vaahto oli maaraltaan
runsaampaa, seka tiivimpaa. Tasta paateltiin, ettd mahdollinen keinotekoinen kontami-
naatio olisi l&hella realistista tilannetta, jossa kontaminaatio on tapahtunut potilasnayt-

teita sadottaessa.

Kuvio 9. Vasemmalla olevassa kuvassa naytteet automaatin tekeman aspiroinnin jalkeen. Oike-
alla olevassa kuvassa on ndhtavissa toisen KCL:n lisayksen jalkeinen vaahtojen eroa-
vaisuus.

Kun sadotus automaatilla oli valmis, vastinputkissa olleet ravintonesteet sentrifugoitiin ja
niista poistettiin supernatantti pasteur-pipetilla. Taman jalkeen valmistettiin kromosomi-
preparaatit. Kromosomipreparaatit mikroskopoitiin alustavasti lasien kuivettua. Lasit vie-
tiin varjattavaksi. Giemsa-varjayksen jalkeen lasit ajetaan Metafer-kuvausautomaatille

tarkemman tuloksen saamiseksi.

11.4 Cellsprintin huoltoraportit

Koska keinotekoisissa kontaminaatiossa ei havaittu yhtdan solua, lahdettiin selvitta-

maéan, mité huoltotoimenpiteitd automaatille ollaan tehty viimeksi. Cellsprintin huoltoja
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tarkasteltiin Genlab:sta. Genlabista tutkittiin Cellsprintin huoltoraportteja vuosilta 2017-
2018. Vuoden 2018-2017 huoltoraportissa kay ilmi tehdyt toimenpiteet (Taulukko 3.)

Taulukko 3. Cellsprintille suoritetut toimenpiteet vuodelta 2018-2017. (Turri, Giuseppe. ADS Bio-

tec. Your Path to Discovery. 2018.)

2018

2017

Vaihdettiin koneen filtteri, sek& esisuodatin

Vaihdettiin koneen filtteri, sek& esisuodatin

Vaihdettin molempien pesupisteen tyhjennys-
pistoolit

Korvattiin kaksi peristalttista pumppua, joita
kaytettiin pesuasemien tyhjentamiseen

Vaihdettiin pullossa olevat puhdistusrakeet tyh-
jidpoistoon ja tyhjennettiin tyhjion kondensaa-
tiopullo

Korvattiin putki silikonilla, joka on la-

pindkyva ja auttaa vikojen lI6ytamisessa

Vaihdettiin hypotonisen pumpun voiteluun kay-
tetty tislattu vesi

Manuaalinen tyhjiépoistoventtiili vaihdettiin

Vaihdettiin reagenssipullojen noutosuodattimet,
jos vanhoilla suodattimilla on merkkeja vauri-
oista tau tukkeutumisesta

Jatepullon kannessa oleva tyhjidsuodatin
vaihdettiin

Vaihdettiin suurikokoiset silikoniputket, jotka
ovat mahdollisesti varjaytyneet tai tulleet hau-
raiksi

Tyhjiopumpun pakokaasun pesurakeet kor-
vattiin

Vaihdettiin kaikki pienet, likaiset tai kovettuneet
silikoniputket

Tyhjio- pakokaasun kondensaatiolukko tyh-
jennettiin — siin& oli noin 30 ml nestetta

Vaihdettiin suodatin tyhjiopullon korkin sisaan.
Tarkistettiin etta annostelulinjat (hypotoninen ja
fiksatiivi) vaurioiden varalta

Tislatun veden, jota kaytettiin hypotonisen
mannan pumpun voiteluun, havaittiin ole-
van puhdas, mutta se vaihdettiin joka ta-
pauksessa

Tarkistettiin aspiraatioputkien vauriot

Vakuumipumpun ja kytkimen havaittiin toi-
mivan hyvin, mutta ne vaihdettiin ennalta-
ehkaisevasti

Tarkistettiin, etta anturipdat kohdistuvat sentri-
fugi- etta pesupisteisiin. Tarkistettiin kaikki koet-
timet tukkeutumisen varalta

Noutosuodattimet vaihdettiin

Varmistettiin, etta aspiraatioputkien kérjet ovat
puhtaita. Tarkistettiin kaikki putkiliitannat vuoto-
jen varalta

Reagenssin noutolinjat, reagenssin annos-
telulinjat ja imuputket tarkastettiin vaurioi-
den tai taipumisen varalta. Kaikkien linjojen
todettiin olevan hyvassa kunnossa

Tarkistettiin tyhjiokytkin varmistamiseksi, etta se
taipuu sisaan ja tulos, jotta paina on tarkasti -
0,55 ja -0,35 bar:ia. Tarkistettiin jarjestelman
tyhjidpaine vuotojen varalta, pumppua ei tule lei-
kata noin 5 minuutin ajaksi, kun kone ei ole kay-
tossa

Kaikki LVI-liitannat tarkistettiin ja kiristettiin
vaadittaviksi
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Tarkistettiin tyhjiopumppu, jotta varmistetaan
tyhji6paineen nopea nousu. Irrotettiin pieni suo-
jakansi sentrifugikannen/karuselliin taaksepain
ja tarkastettiin taajuusmuuttajan hammaspydran
tila

Testattu kaikki reagenssien annosteluantu-
rit tukkeutumisen varalta

Tarkistettiin, etté sentrifugikansi / karuselli avau-
tuu sujuvasti eikd vaunut ole liian kuluneet

Testattiin kaikkia aspirointilinjoja vuorotel-
len, tarkistamalla koettimien ja venttiilien
tukkeutumisen varalta. Kaikki olivat hy-
vassa kunnossa

Tarkistettiin pa&oven magneetit

Testattiin aspirointi ja sen havaittiin aspiroi-
van asianmukaisesti

Tarkistettiin &mpatri, ettd suojaus avautuu ja sul-
keutuu sujuvasti ja etté lapat toimivat sujuvasti.
Kaikki 8 aspiraatiokoetinta poistettiin ja puhdis-
tettiin. Sijoitettiin uudelleen siten, ettd jokainen
koeputki on mahdollisimman keskitetysti

Tarkastettiin kaikkien liikkuvien osien koh-
distamiset ja ne toimivat hyvin

Kondenssilukko tyhjennettiin, tislattuvesi tay-
dennetdén nestemaisen tiivistyspumpun toimin-
nassa ja polariteetissa

Tarkastettiin, ettd sentrifugikannen kaytto-
laite on hyvassa kunnossa

Protokolla 15 (jaljennds 2, mutta ilman pitkaa
sentrifugointiaikaa), jota kaytettiin kahden kau-
han testaamiseen. Nesteen tasoja seurattiin
koko ajan johdonmukaisuuden varmistamiseksi

Sentrifugikannen kiskot ovat kunnossa ja
kansi liukuu sujuvasti

Suoritettiin 6 kaukalon ajo verindytteiden proto-
kollalla (2) ja se suoritettiin onnistuneesti

Tarkastettiin hypotonisen sisdisen lampe-
nemisyksikon lahtélampatila ja havaittiin
sen olevan kunnossa

Testattiin fiksatiivin valmistus,
vaihto toimi oikein

jokainen

Tarkastettiin kaikki 6 kauhaa, mitaan ongel-
mia ei 16ytynyt

Padovi liukuu normaalisti, pitimetallit toimi-
vat oikein ja lukitus kytkeytyy tasaisesti

Varmuuskopioitiin kaikki kayttajaprotokollat
ja jarjestelman asetukset vierailun lopussa

Raporttia tarkastellessa kavi ilmi, ettd vuoden 2018 ja 2017 huoltojen jalkeen oltiin to-

dettu automaation instrumenttien toimivan moitteettomasti. Vuoden 2018 raportissa oltiin

kuitenkin tehty ainoastaan verinaytteille tarkoitettu protokolla (2), jonka todettiin toimivan

ongelmitta. Mainintaa luuydinnaytteista ei ollut, paitsi vuoden 2017 raportissa oli kehotus

siitd, etta laboratorion henkildkunta voi tehda testauksia luuydinnaytteilla. Naiden huol-

tojen perusteella on todettu, ettéd automaatti toimi hyvin.
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11.5 Cellsprintin raportoidut kontaminaatiot

Cellsprintin aiheuttama aikaisempi kontaminaatio oltiin rekisteroity HUS:n potilasturvalli-
suusilmoitus HaiPro jarjestelmaan. Koska opinnaytetydn toteutusvaiheen aikana ei on-
nistuttu tuottamaan keinotekoista kontaminaatiota tutkimusongelmien havaitsemiseksi,

tarkastellaan opinnaytetytssa automaatista tehtyd HaiPro-ilmoitusta.

Kontaminaation tapahtuma-aika vuonna 2016 ja tapahtumaa kuvattiin *lahelta piti”-tilan-
teeksi, potilaalle ei koitunut kontaminaatiosta seuraamuksia. lImoituksessa kuvataan,
ettd Cellsprint oli aiheuttanut kaksi todettua kontaminaatiota potilasnaytteiden valilla,
naissa tapauksissa oltiin naytteisséd havaittu kimerismia (HaiPro — Potilasturvallisuusil-
moitus. 2016). Kimerismi tarkoittaa henkil6d, jolla on kaksi taysin erilaista DNA:ta. Ki-
merismi voi tapahtua esimerkiksi luuydinsiirrossa, jossa kantasolut siirretaan. (Praderio
2017). Naissa tapauksissa kimerismi kuitenkin antoi syyta epailyksille, ettéa naytteet ovat

kontaminoituneet.

Ensimmaisessad HaiPro-ilmoituksessa kasiteltiin tapausta, jossa Bmlcolc-viljellyssa
naytteessa (46,XX) oltiin varmennettu kontaminaatio, jossa keraykseen oli siirtynyt myos
XY-soluja. G-raitatutkimuksessa analysoidaan aina 20 mitoosia. Tassa naytteessa yh-
dessa mitoosissa (1/20) havaittiin naispuolisella potilaan naytteesséa miehen sukukromo-
somit. Tasta todettiin, ettd nayte oli kontaminoitunut. Tama todettiin G-raitatutkimuk-
sessa ja tulos varmennettiin XY-coctail-FISH-analyysilla. Naytteen lausunnossa tode-
taan, etta analysoitu kaksitoista kappaletta metafaaseja naytteestd, ei havaittu toistuvia
poikkeuksia, mutta yhdessa metafaasissa havaittu mahdollisesti 44,XY. Naytteesta ei
todettu klonaalisia kromosomipoikkeavuuksia, vaan toinen viljely oli sekaantunut mies-

puolisen potilaan naytteen kanssa.

Toisessa HaiPro-ilmoituksessa kasiteltiin tapausta, jossa naytteessa oltiin 16ydetty yksi
metafaasi, jonka karyotyyppi oli oli 46,XY, t(1;2). Tama on harvinainen synnynnainen
poikkeavuus, joka oli toisen potilaan kaikissa soluissa. Sama translokaatio todettiin myos
toisen potilaan analyysissa, mika vahvisti kontaminaation. Eli sama translokaatio varmis-
tettiin samaan aikaan sadotetussa naytteen kaikissa metafaaseissa. Naytteesta oltiin
analysoitu yksitoista metafaasia ja laskettu myds yksitoista, joista yhdesta l6ydetty poik-
keava karyotyyppi: 46, XX, der(1), -7, der(12), +mar. Todettiin, ettd taméa yksi metafaasi

oli Cellsprint-automaatin aiheuttama kontaminaatio.
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Naiden havaittujen kontaminaatioiden jalkeen kerdaysautomaatin kaytto oltiin lopetettu
syopanaytteiden kerayksessa testauksen ajaksi. Tapauksessa katsottiin olevan kohta-
lainen riskiluokka. Valittdmat toimenpiteet tilanteessa olivat poikkeaman korjaava toi-
menpide, eli laitteen valmistajaan otettiin yhteyttd. Tapahtumien seurauksena automaa-
tin kayttod luuydinnaytteiden sadotuksessa on lopetettu valiaikaisesti siihen saakka, kun-
nes asia on selvitetty perusteellisesti. Laitteen valmistajaa on informoitu tapahtuneesta.
Automaatille suoritetaan uusi validointi laitetoimittajan tuella. (HaiPro — Potilasturvalli-
suusilmoitus. 2016.)

12 Optimointi

Optimointi kasittda parhaimman ja optimaalisimman vastauksen etsimiseen ja 16ytami-
seen. Optimointi auttaa resurssien hyddyntamista ja suunnittelua saada optimoitava asia

mahdollisimman toimivaksi, seka kustannustehokkaaksi. (Tyovoimahallinta 2012.)

Opinnaytetydssa optimoinneilla pyrittiin 10ytamaan tapa, jolla testiajoja on kannattavaa
tehdd. Naytteiden solunappien koko erot, seka ravintonesteiden vaahtoaminen olivat he-
rattaneet ajatuksen, ettéd ensimmainen sentrifugointi, seké aspirointi suoritettaisiin ma-
nuaalisesti. Manuaalisesti suoritettuna on mahdollista huomioida edell& mainitut asiat,
jotka voi mahdollistaa naytteiden sadottamisen Cellsprintilld ilman kontaminaation vaa-

raa.

12.1 Ensimmainen optimointi

Ensimmaiseen optimointiin viljeltiin siihen valitut luuydinnaytteet. Soluja laskettiin nayt-
teeseen 10 miljoonaa, jotta testauksesta saataisiin mahdollisimman realistinen ajatelta-
essa oikean sadotuksen suoritusta. Viljelyssa kaytetyt naytteet merkittiin A, B, C ja D-

naytteiksi. Jokainen nayte on maaraltdan 10 ml (Taulukko 4.).
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Taulukko 4. Naytemateriaalien maaréat

Nayte (ml) Ravintoneste (ml) Yhteensa (ml)
A-nayte 3,0 7,0 10
B-nayte 11 8,9 10
C-nayte 1,6 8,4 10
D-nayte 1,2 8,8 10

12.2 Ensimmaisen optimoinnin suunnittelu ja toteutus

Ensimmainen optimointi suunniteltiin tehtavaksi edelld mainittujen havaintojen pohjalta
(solunapin koko, ravintonesteen vaahtoaminen). Ensimmaisessa testauksessa on tar-
koituksena keskittya naytteen ensimmaéiseen sentrifugointiin, sekd aspirointiin. Auto-
maatti aspiroi kaikkia sadotettavia naytteitd saman, tietyn maaréan, huomioimatta soluna-

pin kokoa tai jaljelle jaavaa raintonestetta.

Ensimmaisessa optimoinnissa on tarkoituksena manuaalisesti sentrifugoida ja poistaa
supernatantti sadotettavista naytteista, jonka jalkeen ne sijoitetaan automaattiin ja kayn-
nistetdaan 5. protokolla luuytimille. Protokollaa ei lahdetty erikseen muokkaamaan tata
optimointikertaa varten. Manuaalinen sentrifugointi ja supernatantin poisto mahdollistaa
tasaisen naytemaaran sailymisen. Sen vaikutusta tutkitaan, onko silla vaikutusta konta-

minaation syntymiseen tai sen puuttumiseen.

Optimointi aloitetiin ottamalla viljellyt luuydinnaytteet hiilidioksidi-inkubaatiokaapista aa-
mulla ja ne sentrifugoitiin kymmenen minuutin ajan 1300 rpm. Sentrifugoinnin jalkeen
naytteista poistettiin supernatantti lasikapillaarilla vesi-imun avulla. Supernatantin pois-
ton jalkeen solunappien kokoa tarkasteltiin (kuvio 10.). A ja C- naytteissa solunappi oli
kookkaampi, verrattaessa A ja D- naytteisiin. Taman ensimmaisen optimoinnin tarkoituk-
sena on testata ravintonesteen maaran saadon vaikutusta kontaminaatio-ongelmaan.
Solunappien koon vaihtelusta huolimatta kaikista naytteista imettiin saman verran super-

natanttia pois, jotta ravintonesteen maara olisi mahdollisimman pieni.
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Kuvio 10. Naytteet supernatantin manuaalisen poiston jalkeen

Mitattiin, ettd naytettad jai supernatantin imun jalkeen n. 1 ml. Taman huomioiden vastin-
putkiin pipetoitiin ravintonestetta myds 1 ml:n verran. Automaatti teki naytteille ensin
sentrifugoinnin, jonka jalkeen se yritti suorittaa naytteille aspiroinnin. Koska aspirointi ol-
tiin jo tehty manuaalisesti ennen, kun naytteet asetettiin automaattiin, aspirointi ei vaikut-
tanut ndytemaaraan. Automaatti kuitenkin pysaytettiin aspiroinnin jalkeen ja ndytemaara
tarkastettiin. Naytteissa oli pienempi ravintonestemaara manuaalisen aspiraation seu-
rauksena, vaahdon maara katsottiin olevan tasainen ensimmaisen KCL:n lisdyksen jal-
keen (kuvio 11.). Automaatti pysaytettiin myos toisen KCL:n lisayksen jalkeen ja vaah-
don maara tarkastettiin jalleen. Vaahdon maarassa katsottiin olevan hyvin pienta eroa,
mik& on todennakdisesti johtunut vaahdon kuplien hajoamisesta. Kun automaatti oli suo-
rittanut naytteiden inkuboinnin, seka lisdnnyt ensimmaisen fiksatiivin, naytteet otettiin jal-
leen ulos tarkasteltavaksi. Huomioitiin, etta naytteisiin kertynyt vaahto oli nyt tasamaarin
kaikissa, mika oli poikkeavaa aikaisempiin testauksiin. C-naytteen vaahtoon oli muodos-
tunut kupla, mutta taman ei katsottu olevan merkittavad. Naytteet asetettiin takaisin au-

tomaattiin ja sen annettiin suorittaa protokolla loppuun.
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Kuvio 11. Vasemmalla olevassa kuvassa ensimmaisen KCL-lisayksen jéalkeinen tilanne. Keskim-
maisessa kuvassa toisen KCL-lisdyksen jalkeinen tilanne. Oikealla olevassa kuvassa
nahdaan ensimmaisen fiksatiivin lisayksen jalkeinen tilanne. Vaahdon maara naissa
naytteissa oli tasamaaraisempi, verraten aikaisempiin koeajoihin.

Protokollan paatyttya naytteet ja vastinputket otettiin pois automaatista. A-D-naytteet lai-
tettiin talteen jaékaappiin, vastinputkina toimineet ravintonesteet otettiin jatko kasittelyyn
mahdollisen kontaminaation selvittdmiseksi. Naista testindytteistda kaadettiin superna-
tantti pois ja niista tehtiin kromosomipreparaatit. Supernatantin kaataessa pyrittiin jatta-
maan putkeen mahdollisimman vahan materiaalia, jotta mahdolliset solut olisivat niin ti-
heana, kun mahdollista. Kromosomipreparaatin teossa pyrittiin kayttamaan kaikki nayte-
materiaali. Naytemateriaalia jai talteen vahan ja se laitettin A-D-luuydinnaytteiden

kanssa jadkaappiin talteen. Kromosomipreparaatit vietiin varjayspisteelle.

Kromosomipreparaatit varjattiin varjaystyopisteella Giemsa-varjayksella. Varjayksen jal-
keen lasien kuivattua, niitd tarkasteltiin yleissilméayksella mikroskooppisesti. Mikro-
skoopissa ei pystytty havaitsemaan soluja, joten paatettiin, etta lasit laitetaan Metafer-

automaattiin tarkemman tuloksen saamiseksi.

12.3 Toinen optimointi

Toinen optimointi suoritettiin yhden vuorokauden viljellyista luuydinnaytteista. Naytteisiin

laskettiin soluja 10 miljoonaa ja ne merkittiin A-D naytteiksi (Taulukko 5.)
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Taulukko 5. Naytemateriaalien maarat

Nayte (ml) Ravintoneste (ml) Yhteensa (ml)
Nayte A 0,6 9,4 10
Néayte B 1,0 9,0 10
Néayte C 0,6 9,4 10
Néayte D 1,0 9,0 10

12.4 Toisen optimoinnin suunnittelu ja toteutus

Toinen optimointi suoritettin samalla menetelmalld, kuin edellinen. Tarkoituksena on
saada luotettavuutta ensimmaisen optimoinnin tuloksille. Luuydinnaytteet sentrifugoitiin
ensin manuaalisesti, jonka jalkeen ne aspiroitiin itse lasikapillaari vesi-imulla. Superna-
tanttia pyrittiin poistamaan naytteista mahdollisimman paljon, jotta ravintonestetta jaisi
naytteiden paalle mahdollisimman vahén. Vastinputkiin pipetoitiin 1 ml verran ravinto-

nestetta.

Naytteet siirrettiin aspiroinnin jalkeen Cellsprintille ja annettiin sen tehdé 5. protokollaan
kuuluvat sentrifugoinnit ja aspiroinnit. Toisen KCL:n lisayksen jalkeen luuydinnaytteet
(Kuvio 12.), seka ravintonesteet otettiin ulos laitteesta tarkasteltavaksi. Luuydinnayt-
teissa vaahdon maara oli suhteellisen tasaista, yhdessa naytteessa huomioitiin vaahdon
vahaisempi maara, mutta sen paateltiin johtuvan vaahdossa olleen kuplan hajoamisesta.
Vaahdon maara on silti suhteessa tasainen verrattuna niihin testiajoihin, jossa ei suori-
tettu ensimmaista sentrifugointia, sekd aspiraatiota manuaalisesti. Manuaalisesti suori-
tettu aspiraatio mahdollistaa jaljelle ja&van ravintonesteen maaran kontrollointi siten, etta
kaikissa naytteissa sita olisi tasamaara. Ravintonesteet vaahtosivat tasaisesti ja kiinte-

asti. Naytteet laitettiin takaisin automaattiin ja annettiin sen suorittaa inkubointi.
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Kuvio 12. Vasemmanpuoleisessa kuvassa luuydinnaytteet toisen KCL:n lisdyksen jalkeen. Oike-
anpuoleisessa kuvassa ravintonesteet toisen KCL:n lisayksen jalkeen.

Inkubaation jalkeen automaatti suoritti ensimmaisen fiksatiivin lisdédmisen. Ensimmaista
fiksatiivin lisdamista pidetaan kriittisempana kontaminaatiota ajatellen, kun jalkimmaisia
fiksatiivin lisdamisia, joten molemmat naytteet, luuytimet, seké ravintonesteet otettiin tar-
kasteltavaksi (Kuvio 13.) Vaahdon maéara katsottiin olevan suhteellisen tasaista, huomi-
oiden yhden naytteen vaahdonmaarassa pienté eroavaisuutta. Taman paateltiin johtu-
van manuaalisessa aspiraatiovaiheessa, jossa yhteen naytteeseen on jaanyt vahemman
ravintonestetta, verrattuna muihin naytteisiin. My6s vaahdon hajoaminen naytteiden nos-

tovaiheessa pois automaatista otettiin huomioon.
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Kuvio 13. Vasemmanpuoleisessa kuvassa luuydinnaytteet ensimmaisen fiksatiivin lisdyksen jal-
keen. Oikeanpuoleisessa kuvassa ravintonesteet ensimmaisen fiksatiivin lisayksen jal-
keen.

Tarkastelun jalkeen molemmat naytteet laitettiin takaisin automaattiin ja sen annettiin
suorittaa protokolla loppuun. Protokollan loputtua sadotetut luuydinnaytteet laitettiin jaa-
kaappiin s&iléon ja ravintonesteina toimineet naytteen sentrifugoitiin ja niista poistettiin
supernatantti pasteur-pipetilld. Taman jalkeen naytteista valmistettiin kromosomiprepa-
raatit ja ne vietiin varjattavaksi. Varjayksen jalkeen lasit peiteltiin peitelasilla ja ne vietiin

Metaferiin.

13 Testiajot

Testiajot paatettiin suorittaa keinotekoisen kontaminaation epaonnistumisesta huoli-
matta. Todettiin, ettd automaatti ei aina ole kontaminoinut naytteitd, mutta on arvokasta

tietoa, etta mitd tuloksia testiajoilla saadaan.

Testiajot suoritetaan samalla tavalla, kuin kaksi ensimmaista optimointia, jossa haluttua
tapaa kasitella naytteita testattiin. Ensimmainen testiajo suoritetaan yhden vuorokauden
vilielylla luuydinnaytteista ja toinen testiajo kahden vuorokauden viljelylla. Testiajoissa
tehddan manuaalisesti ensimmainen sentrifugointi ja aspiraatio, jotta ravintonestetta olisi

naytteissa tasamaara.
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13.1 Ensimmainen testiajo

Ensimmainen testiajo suoritettiin samalla menetelmalld, kuin optimoinnissa. Ensimmai-
sen testiajon luuydinnaytteet kavivat Iapi yhden vuorokauden viljelyn ja niihin laskettiin
10 miljoonaa solua. (Taulukko 6.)

Taulukko 6. Naytemateriaalien maarat

Nayte (ml) Ravintoneste (ml) Yhteensa (ml)
Nayte A 0,6 9,4 10
Nayte B 1,0 9,0 10
Nayte C 0,8 9,2 10
Nayte D 0,7 9,3 10

Luuydinnaytteet kaadettiin viljelypulloista nayteputkiin ja ne sentrifugoitiin ja aspiroitiin
manuaalisesti. Aspiroidessa kiinnitettiin huomiota, ettd naytemaara olisi kaikissa put-
kissa sama. Sentrifugoinnin jalkeen kiinnitettiin huomiota naytteiden solunappien eroa-

vaisuuteen, aspiroidessa kuitenkin imettiin lasikapillaari-imulla ravintonesteet tasamaa-

raisiksi, vaikka solunapin koissa oli eroa. (Kuvio 14.)

Kuvio 14. Vasemmanpuoleisessa kuvassa luuydinnaytteiden solunappien kokojen vertailu. Oike-
anpuoleisessa kuvassa luuydinnaytteet fiksatiivin lisdyksen jalkeen, naytteissa on nah-
tavissa selked ero.

Ajo ajettiin automaatilla kannen ollessa auki. Ajo keskeytettiin toisen KCL:n lisdyksen,

seka ensimmaisen fiksatiivin lisdyksen aikana. Ensimmaisen fiksatiivin lisdyksen jalkeen
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ei havaittu poikkeamia, mutta seuraavien fiksatiivien lisaysten yhteydessa huomattiin,
etta automaatti ei lisannyt kaikkiin naytteisiin fiksatiivia tasaisesti, vaan nestepintaan jai
huomattavia eroja luuydinnaytteissé (Kuvio 14.). Osaan luuydinnaytteista oltiin lisétty fik-
satiivia kaksinkertainen maaré, osaan ei ollenkaan. My®s ravintonesteet tarkistettiin fik-
satiivin lisayksen yhteydessa ja huomattiin, ettd osaan automaatti oli tehnyt fiksatiivin
lisdyksen, osaan ei (Kuvio 15.). Viimeisessa fiksatiivin lisayksessa ero oli merkittava (Ku-
vio 15.) Automaatti antoi fiksatiivia eri maaria luuydinnaytteille, ravintoneste naytteille se
antoi osaan kaksinkertaisen maaran siina, missa muihin ravintonesteisiin ei ollenkaan.
Protokollan loputtua naytteet laitettiin vierekkain vertailua varten (Kuvio 16.). Nestepin-

nan ero oli hyvin vaihteleva, eikéa tasainen, kuten aikaisemmin tehdyissa optimoinneissa.

Kuvio 15. Vasemmassa kuvassa ravintonesteet, osaan automaatti oli lisénnyt fiksatiivin, osaan
ei. Oikeanpuoleisessa kuvassa luuydinnaytteet viimeisen fiksatiivin lishdmisen jalkeen,
naytteissa on nahtavissa merkittavaa eroa nestepinnassa.



44

Kuvio 16. Lopputulos testiajosta, ravintonesteissa ja luuydinnaytteissé molemmissa on selkeda
nestepinnan eroa. Oikealla puolella luuydinnaytteet ja vasemmalla ravintonestenayt-
teet. Naytteiden nestepinta tulisi olla samalla tasolla nii luuytimissa, kuin ravintones-
teissa.

Automaatin akilliseen toimintaongelmaan péaételtiin liittyvan koneen fiksatiivipumppuun,
joka saatelee fiksatiivin lisaamista naytteisiin. Paatelma perustui siihen, ettd ongelma
rajautui ainoastaan fiksatiivin lisddmiseen, eika silla ollut vaikutusta muihin protokollan

vaiheisiin, joita tarkasteltiin koko protokollan aikana.

Ajossa tapahtuneista ongelmista huolimatta ravintonesteena toimineet naytteet paatet-
tiin vieda tutkimusprosessissa eteenpain, jotta voidaan havaita, onko tapahtunut konta-
minaatiota. Naytteista valmistetaan kromosomipreparaatit ja niille tehdéaén Giemsa-va-
rajays.

13.2 Toinen testiajo

Automaatissa ilmenneen laitevian vuoksi paatettiin, ettei testiajoja voida enaa jatkaa.
Vian tarkemman tutkimisen suorittaa Cellsprintin valmistajalta pyydetty huoltoihminen.
Opinnaytetydssa ei kasitella automaatille tehtavia korjauksia, vaan testiajot paatettiin lo-

pettaa. Toista testiajoa varten viljellyt kahden vuorokauden viljelyt havitettiin.

13.3 Cellsprintin huolto

Cellsprintin valmistajaan otettiin yhteytta ja laboratoriosta kaytiin videopuhelu valmista-

jaa edustavan insinddrin kanssa, joka tunnisti ongelman johtuvan my6s mahdollisesti
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fiksatiivipumpusta. Valmistaja lahettaa teknikon laboratorioon korjaamaan automaattia,
mutta opinnaytetyota ei aikataulullisten rajoitteiden takia voida jatkaa taméan pidemmalle.
Fiksatiivipumpun laitevian ja opinnaytetydssa tehtyjen ajojen suhdetta ei voitu tassa vai-
heessa todentaa, silla Cellsprintilla on tarkoitus pystya ajamaan suurempiakin eria nayt-
teitd, joten opinnaytetytn aikana suoritetut testaukset eivat ole voineet kuormittaa auto-
maattia liilkaa.

14 Tulokset

Keinotekoiset kontaminaatiot yritettiin kahteen kertaan saada aikaiseksi. Keinotekoisten
kontaminaatioiden naytelasit ajettiin Metafer-kuvausautomaatille, jotta saadaan mahdol-
lisimman luotettava tulos. Naytelasit tallennettiin nimilla KO1-1, KO1-2, KO1-3, KO1-4 ja
KO2-1, KO2-2, KO2-3, KO2-4. Naytelasien nimeamisessa otettiin huomioon, etta nimet
eivat voi olla liilan yhtalaisia potilastutkimusten nimien kanssa. Metafer kuvasi noin 100
kuvaa naytelasia kohden, mutta ei pystynyt I6ytamaan kummastakaan sarjasta yhtaan

solua tai muuta, joka voisi viitata luotettavasti halutun kontaminaation tapahtumiseen.

Ensimmaisen optimoinnin lasit tallennettiin Metafer-kuvausautomaattiin nimella Testil-
1, Testil-2, Testil-3 ja Testil-4. Metafer kuvasi naytelasit, mutta ei I6ytanyt soluja tai
mitd&n, mika viittaisi kontaminaation tapahtumiseen. Laseilla voitiin havaita olevan arte-
faktaa, mutta ei mitdén soluihin tai kromosomeihin viittaavaa. Toisen optimoinnin nayte-
lasit ajettiin Metaferille ja ne tallennettiin nimilla Testi2-1, Testi2-2, Testi2-3 ja Testi 2-3.
Metafer kuvasi jokaisen naytelasin, mutta ei pystynyt tunnistamaan laseilta yhtédan solua
tai muuta, mika oltaisiin voitu tulkita kontaminaatioksi. Ensimmaisen testiajon naytelasit
varjattiin ja jokaiseen naytelasiin liimattiin peitinlasi. Tasta huolimatta paatettiin, etta la-
seja ei laiteta Metafer-kuvausautomaattiin, silla Cellsprintissa ilmennyt vika katsottiin niin
vakavaksi, etta testiajot jouduttiin lopettamaan. Naytelaseja ei tutkittu varjayksen yhtey-
dessa suoritettua mikroskopointia lukuun ottamatta enempaa, silla tulosten tiedettiin ole-

van epaluotettavia laitevian vuoksi.

Naytelaseista saadut tulokset koottiin yhteen ja taulukoitiin (Taulukko 7.).



Taulukko 7. Tutkimusten tulokset

Nayte

KO1-1
KO1-2
KO1-3
KO1-4
KO2-1
KO2-2
KO2-3
KO2-4
Testil-1
Testil-2
Testil-3
Testil-4
Testi2-1
Testi2-2
Testi2-3
Testi2-4
Testi3-1
Testi3-2
Testi3-3

Testi3-4

Tiputusvaiheen
mikroskopointi

Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja

Ei havaittu soluja

14.1 Tulosten tarkastelu

Vérjaysvaiheen
mikroskopointi

Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja

Ei havaittu soluja

Metafer-kuvausau-

tomaatti

Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei havaittu soluja
Ei viety Metaferiin
Ei viety Metaferiin
Ei viety Metaferiin

Ei viety Metaferiin
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Opinnaytetydssa suoritettiin yhteensa viisi erillista testausta eri tarkoituksilla. Ensimmai-

set kaksi nayte-eraa olivat keinotekoista kontaminaatiota (KO1-KO2) varten suunniteltu

ja toteutettu ja seuraavat kaksi nayte-erad (Testil-Testi2) olivat optimointeja, joiden

avulla tulevia testiajoja oli suunniteltu tehtavan. Viimeisena nayte-erana (Testi3) oli tes-

tiajoksi tarkoitettu materiaali, jolloin naytteiden ajon yhteydessa huomattiin Cellsprintin

laitevika.
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Jokainen nayte tarkasteltiin alustavasti mikroskooppisesti kromosomipreparaatin kuivet-
tua, seka varjayksen jalkeen. Lopuksi kaikki naytelasin ajettiin Metafer-kuvausautomaa-
tille, joka ei pysynyt havaitsemaan soluja tai kromosomeja yhdestak&aan naytteesta. Kei-
notekoisten kontaminaatioiden epdonnistuttua paatettiin silti optimoinnit ja testiajot aloit-
taa, silla Cellsprint ei ollut alkuperaisestikdan kontaminoidut jokaista tekemaansa sado-
tusta. Keinotekoisen kontaminaation puutteen vuoksi opinnaytetydhon raportoitiin aikai-

semmin tapahtuneen kontaminaation materiaali.

Optimoinnit (Testil-Testi2) suoritettiin siten, ettd automaatti pysaytettiin ennalta sovi-
tuissa protokollan vaiheissa ja naytteitd tarkasteltiin. Optimointinaytteissa huomattiin ha-
luttu muutos ravintonesteestd muodostuvan vaahdon maaréssa, joka oli manuaalisen
aspiroinnin takia paljon tasaisempi, joten sen paateltiin vahentdvan kontaminaation to-
denné&kdisyytta. Optimointeja suoritettiin kaksi kerdd, molemmissa nelja luuydinnaytetta
ja nelja ravintonestenaytetta. Ravintonesteet analysoitiin ja kummassakaan eréssa ei

pystytty havaitsemaan merkkeja kontaminaatiosta.

Ensimmainen testiera (Testi3) paatettiin toteuttaa samalla menetelmalla, kuin optimoidut
naytteet. Automaatin toimintaa tarkasteltiin jalleen vaiheittain ja pystyttiin havaitsemaan
laitteentoiminnassa (fiksatiivin lisdyksessd) virheita. Sadotus suoritettiin loppuun ja huo-
mioitiin naytteiden suuri epatasapaino. Testieran naytteita ei paatetty vieda Metaferille,
silla se ei olisi tuonut tutkimukseen lisdarvoa, silla laitevian aikana ei katsottu voida

saada luotettavia tuloksia.

Testiajoja ei voitu jatkaa Cellsprintilla endé tutkimuksen aikana, eikd kaytannon tyota

voitu jatkaa pidemmalle aikataulusta johtuvien syiden takia.

14.2 Tulosten hyddyntdminen

Koska suoritettua optimointia ei oltu kokeiltu aikaisemmin laboratoriossa, eika siita nai-
den tutkimusten avulla voitu osoittaa merkkeja kontaminaatiosta, suositellaan laborato-
rion henkilokuntaa suorittamaan enemman testiajoja optimoitujen naytteiden tavalla,
jotta tapaan saataisiin taten enemman luotettavuutta, ennen potilasnaytteita kasitelta-

essa.
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Manuaalisesti tehtavat ensimmaiset sentrifugoinnit ja aspiroinnit vievat laboratorion hen-
kilokunnalta huomattavasti vahemman aikaa, kuin luuydinnaytteiden sadotus manuaali-
sesti alusta loppuun. Taman tydskentelytavan kayttéonotto kuitenkin vaatii vield enem-
man toistoja ja aikaa, jotta menetelmaa voidaan pitaé taysin luotettavana ja kontaminaa-
tiovaarattomana, ennen kuin oikeita potilasnaytteitd voidaan alkaa kasittelemaan
Cellsprintilla malignien tautien tutkimisessa. Edellyttden, etta Cellsprint saadaan huollet-
tua takaisin kayttokuntoon. Vaikka laboratorio ei saanut vastausta, voidaanko Cellsprin-
tia kayttaa luuydinten sadottamiseen, he saivat optimoiduista naytteista potentiaalisen

ratkaisun, jota kehittdessd on mahdollista saada vastaus automaatin kaytosta.

15 Pohdinta

Opinnaytetyodn tavoitteena oli [6ytaa vastaus kysymykseen, saadaanko Cellsprint auto-
maattia enda kayttoon luuydinten sadottamiseen. Automaatin kanssa on ilmennyt ongel-
mia luuydinnéytteiden sadottamisessa, joka ilmeni kontaminaatioina, jotka mahdollistivat
virheellisten tulosten ja lausuntojen tapahtumisen. Naissa tutkimuksissa kontaminaatio-
virheet ovat erityisen vakavia, eika automaattia oltu enaa kaytetty luuytimien sadottami-
seen. Kontaminaatioita oltiin todettu laboratoriossa kaksi kappaletta ja niista tehtiin poti-
lasvahinko ilmoitus, jonka jalkeen sydpanaytteiden sadottaminen lopetettiin Cellsprintilla.
Kontaminaatiota aiheuttavaa syytéa ei tiedeta, mutta se yritettiin toistaa opinnaytetyon
alkuvaiheessa. Cellsprint ei kontaminoinut potilasnaytteitd sadottaessakaan jokaisella
kerralla, mutta potilasnaytteiden kohdalla kuitenkin on nolla toleranssi kontaminaatioiden

suhteen.

Opinnaytetyd aloitettiin laboratoriossa ensin harjoittelemalla sadotusta manuaalisesti,
jotta automaatin tydvaiheet ovat helpommin ymmarrettavissa. Manuaalinen sadotus vie
laboratorion henkilékunnalta paljon aikaa ja se on myds raskas suorittaa. Manuaalisen
sadotuksen jalkeen tutustuttiin automaatin toimintaan ja yritettiin saada aikaan keinote-
koinen kontaminaatio tutkimusongelman havaitsemiseksi. Keinotekoinen kontaminaatio
ei onnistunut kahdesta yrityskerrasta huolimatta, joten se paatettiin kirjoittaa opinnayte-
tyéhdn manuaalisesti aikaisemmin tehdystd HaiPro-ilmoituksesta, koskien automaatin

tekemaa virhetta ja sen seurauksia.

Laboratoriossa oltiin mietitty menetelma, jolta paatettiin lahtea optimoimaan, seka suo-

rittamaan testiajoja. Optimoitu menetelma oli uusi, eika sita oltu aikaisemmin laborato-
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riotydskentelyssa viela testattu. Menetelma osoittautui lupaavaksi ja sen erivaiheita do-
kumentoitiin kuvin ja raportoiden. Optimoinnin naytelaseista ei voitu osoittaa kontami-
naatiota Metafer-kuvausautomaatilla. Optimoidusta menetelmasta paatettiin alkaa teke-
maan testiajoja, jotta sille saataisiin luotettavuutta toistojen kautta. Ensimmaisen tes-
tiagjon aikana kuitenkin huomattiin automaatin teknisessa toiminnassa poikkeavuuksia,
joiden paateltiin johtuneen automaatin fiksatiivipumpun viasta. Naytteista paateltiin, etta
vika oli niin merkittava, ettei testiajoja ollut end& mahdollista jatkaa. Cellsprintille tilattiin
sen valmistajalta huolto, mutta aikataulullisten syitten takia opinnaytety6ta ei ollut mah-
dollista jatkaa enaa huollon jalkeen. Opinnaytetydssa dokumentoitiin havaittu laitevika ja
tarkasteltiin jo saatuja tuloksia. Laitevian takia laboratorio ei voinut opinnaytetydn perus-
teella saada vastauksia tutkimuskysymyksiin viela, vaan automaatin korjauksen jalkeen
tulisi suorittaa vield uusia testiajoja runsailla toistoilla. Vaikka tutkimuskysymyksiin ei pys-
tytd antamaan lopullista vastausta opinnaytetyén perusteella, sai laboratorio arvokasta

tietoa uudesta optimointimenetelmasta ja sita suositellaan jatkettavan viela.

15.1 Luotettavuus

Tutkimuksessa on tarkoitus valttda virheiden tapahtumista, mutta tasta huolimatta tulos-
ten luotettavuus, seka patevyys vaihtelevat. Taman vuoksi kaikissa tutkimuksissa yrite-
taan arvioida tehdyn muutoksen luotettavuutta. Tutkimuksen luotettavuutta mitatessa
pystytddn hyodyntamaan erilaisia mittaus- ja tutkimustapoja. Tutkimuksen reliaabeliuis
tarkoittaa tulosten toistettavuutta. Toinen tapa luotattavuuden arviointiin on validius. Va-
lidius kasittda mittarin tai tutkimusmenetelman kykyéa mitata sitd, mita on tarkoitus mitata.
Mittarit sek& menetelmat eivéat aina vastaa todellisuutta, jota tutkimuksessa tutkitaan.
Laadullisessa tutkimuksessa luotettavuutta parantaa tutkijan tarkka kuvailu tutkimuksen
toteuttamisesta. Tarkkuus kasittaa tutkimuksen kaikki vaiheet. Aineiston tuottaminen tu-

lee kertoa selvasti, seka totuudenmukaisesti. (Hirsjarvi — Remes — Sajavaara 1997.)

Luotettavuudelle suoritettu arviointi on tarkeé osa tieteellista tutkimusta, koska tutkimuk-
selle on nimetty normeja ja arvoja, johon sen tulisi pyrkid. Maaritykset reliabiliteetin ja
validiteetin sopivuudesta laadullisen tutkimuksen mukana ollessa vaihtelevat tapauskoh-
taisesti. (Saaranen-Kauppinen — Puusniekka. KvaliMOTV). Laadullisessa opinnayte-
tydssa ja tutkimuksessa tulosten arviointi pelkistyy kysymyksiin tutkimusprosessin luo-

tettavuudesta. (Eskola — Suoranta 1998: 213. Johdatus laadulliseen tutkimukseen.)
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Opinnaytetyo toteutettiin ennalta suunniteltujen ohjeiden ja suunnitelmien mukaisesti hy-
vaa aseptiikkaa noudattaen. Tutkimuksen tydvaiheita ja tuloksia voidaan pitdé luotetta-
vana. Saatuja tuloksia tarkasteltiin aina yhdessé laboratorion ammattilaisen kanssa, jotta
tuloksista saatiin mahdollisimman tarkat ja luotettavat. Vaikka Cellsprintin toimintaan liit-
tyy kyseenalaistamista, tutkimuksen menetelméperiaatteet toteutuivat suunnitellusti en-
nen laitevikaa. Cellsprint pystyi toimimaan ennen todettua laitevikaa ilman todettavia on-
gelmia, laitevian ilmetesséa kuitenkin automaatin luotettavuudesta tuli liian epavarmaa,

eika testiajoja ollut kannattavaa jatkaa.

Tutkimuksen lopussa keratyt ja materiaalit voidaan katsoa luotettavaksi, silla ne kaikki

perustuivat dokumentoituihin tekoihin.

15.2 Eettisyys

Etiikka, eli moraalifilosofia on yksi filosofiaan kuuluvista osa-alueista. Etiikassa pyritaan
aina selventdmaan, mitad moraali on ja miten moraalisia ongelmia pystytdan ratkaise-
maan. Etiikassa yritetaan filosofisten tutkimusten avulla selvittda, mita esimerkiksi kasi-
tys oikeudesta ja vaaryydestd, hyvyydesta ja pahuudesta pitaa sisallaan ja kuinka mo-
raalisia kysymyksia tulisi ratkaista. (Leino-Kilpi — Valimaki 2012). Eettinen ala siséaltaa
kéasityksen oikean ja vaaran kayttaytymisen kasitteiden systematisoinnin, suosituksen
sekd puolustamisen. Etiikan teoriat jaetaan yleensd kolmeen aihealueeseen:
metaetiikka, normatiivinen etiikka ja sovellettu etiikka. Metaetiikka tarkastelee misté eet-
tiset periaatteet tulevat ja mita niilla tarkoitetaan. Normatiivinen etiikka liittyy kaytannon
tehtavaan, jonka on tarkoitus saada aikaan moraalisia normeja, jotka voivat saadella oi-
kean ja vaaran eri kaytantoja. Sovellettu etiikka tarkoittaa kyseenalaisten kysymysten

(kuolemanrangaistus, ydinsota) tutkimista. (James Fieser.)

Tieteellinen tutkimus pystyy olemaan eettisesti hyvaksyttavaa ja tulokset uskottavia ai-
noastaan, jos tutkimus on tehtya hyvan tieteellisen kdytannon vaatimalla tavalla. Tutki-
musetiikan mukaan hyvan tieteellisen kaytannon lahtokohtia ovat muun muassa, etta
tutkimuksessa on noudatettu tiedeyhteisdn tunnistamia toimintatapoja, seké rehelli-
syyttd, tarkkuutta tutkimustydskentelyssé, seka huolellisuutta. Tutkimuksessa sovelle-
taan tieteellisen tutkimuksen saantdjen mukaisia, sekd eettisesti todettuja tiedonhan-
kinta,- arviointi-, seka tutkimusmenetelmia. Tutkimus tulee suunnitella ja toteuttaa ja siita
tulee raportoida siita syntyneet tietoaineistot, sekéa ne tulee tallentaa tieteelliselle tiedolla

annettujen vaatimusten edellyttamalla tavalla. (TENK.)
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Opinnaytetyo alkoi heti, kun opinnaytetydlle oltiin mydnnetty tutkimuslupa HUS:n tutkijan
tyopoydalle (Liite 1.). Tutkimusluvan saamiseksi opinnaytetydn suunnitelman tuli olla val-
mis ja johdonmukainen. Opinnaytety6ssa kaytetty kuvamateriaali on opiskelijan itse tuot-
tamaa. Opinnaytetyon toteutuksessa ei ollut eettisid kysymyksia tai ongelmia. Tutkimuk-
sessa kaytetyt naytteet olivat merkitty joko numeroin, kirjainyhdistelmilla tai molemmilla.
Naytteiden tietoja tai niiden luovuttajia tai heidan tietojaan ei kasitelty opinnaytetyon ai-
kana. Ennen opinnédytetytn aloittamista oltiin allekirjoitettu salassapitosopimus kaikesta
siita liittyen, mita laboratoriossa tulee tyon toteutuksen aikana ndkemaan (Liite 2.)

Manuaalisessa kontaminaatiossa kaytettyjd HaiPro-tietoja k&ytettiin potilaiden yksityi-
syytta kunnioittaen, jattamalla kaikki potilaan henkildllisyytta koskevat tiedot pois. Myos-
kadan naytenumeroita ei kirjattu opinnaytetyohon.

15.3 Kehittdmisehdotukset

Laboratoriota suositellaan jatkamaan testiajoja opinnaytetyon aikana optimoidulla mene-
telméalla, kun Cellsprint ollaan saatu huollettua ja fiksatiivipumpun hajoamisen syy selvi-
tettya. Testiajojen toistaminen tuo optimoidulle menetelmaélle lisda luotattavuutta, jonka
jalkeen voitaisiin mahdollisesti siirtyd manuaalisesta sadottamisesta optimoituun mene-
telmaan ja potilasnaytteiden kasittelyyn, jossa ensimmainen sentrifugointi ja aspirointi

suoritettaisiin manuaalisesti.

Laitevian ja aikataulullisten syiden takia taman opinnaytetyon tuloksia ei itsessaan voida
viela hyodyntaa siten, etta potilashaytteita voitaisiin luotettavasti sadottaa Cellsprint au-
tomaatilla. Testauksia voitaisiin jatkaa optimoidulla tavalla seuraavassa opinnaytetyossa
ja opinnaytetyon voisi suorittaa kaksi opiskelijaa, jolloin tytvaiheita olisi mahdollista ja-
kaa ja hyodyntaa aikaa, sekd saada enemman tuloksia aikaiseksi hopeammalla ajan-
kaytdlla. Opinnaytetyon aikana testattiin uutta optimointitapaa, jota voidaan pitaa lupaa-

vana tapana suorittaa luuydinten sadotusta, mutta se vaatii viela useita toistoja.

15.4 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetydn aikana opiskelija paasi laaja-alaisesti tutustumaan genetiikan laboratori-
oon ja siella tehtaviin erilaisiin tutkimuksiin, seka tyopisteisiin. Opinnaytetytta tehdessa
lahdekriittisyys, seka ongelmanratkaisutaidot kehittyivat itsendisen tydskentelyn ansi-

osta.
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Laboratoriotydskentely opinnaytetyon aikana opiskelija paasi perehtyméaan tarkemmin
Cellsprintin kayton lisaksi myos luuydinnaytteiden viljelyyn ja kasittelyyn. Ammatillisena
kasvuna voidaan myds pitaa syvempaa ymmarrysta laboratoriotyéskentelyyn, mita han-
kittiin kaytannon tydskentelyn aikana. Opinnaytetydn tekeminen mahdollisti myds opis-
kelijan tieteellisen ajattelun, seka toimimisen kehittymisen tutkimusprosessin aikana.

Opinnaytety® antoi mahdollisuuden harjoittaa tieteellisen tutkimuksen suunnittelua ja te-
kemista. Ty0 vaati johdonmukaisuutta ja soveltamista aikaisemman tiedon perusteella
saatuihin tuloksiin. Tutkimus antoi myds mahdollisuuden tutustua bioanalyytikon ammat-
tiin genetiikan laboratoriossa syvemmin, kun mita harjoittelu jakson aikana oli mahdol-
lista. Ammatinkuvan laajentaminen oli tirked osa opinnaytety6ta ja myds epasuotuisten
tilanteiden hyvaksyminen ja kasitteleminen. Opinnaytetyon aikana tapahtui opiskelijasta
ja laboratorion henkilokunnasta riippumaton laitevika, jota ei olisi voitu ennustaa tai estaa
mitenkaan ja tama vaikutti opinnaytetyon jatkuvuuteen, seka lopputulemaan. Vaikka toi-
vottua tulosta ei saatu laboratorion kannalta, saatiin tutkimuksen aikana arvokasta tietoa
optimoinnista ja siité, miten jatkossa tutkimusta voitaisiin jatkaa esimerkiksi toisen opin-
naytetyon kanssa. Myds epaonnistumiset ja niiden kasittelyt kuuluvat jokaiseen ammat-
tiin ja tAman kasitteleminen ja siita selviytyminen toivat arvokasta kokemusta ja kaytan-

nontietoa opiskelijalle tulevaisuutta varten.
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