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Autologisia kantasoluhoitoja kaytetaan pahanlaatuisten veritautien ja syopakas-
vainten tukihoitona suuriannoksisen solunsalpaajalaakityksen jalkeen. Laakityk-
sen seurauksena luuydin vaurioituu, mutta potilaalta etukateen kerattyjen kanta-
solujen avulla luuytimen toiminta voidaan palauttaa. Sairaalan keraysyksikon ja
kantasolulaboratorion tehtavana on kerata ja prosessoida hematopoieettiset kan-
tasolut. Edellytyksena on, etta potilaalle myohemmin palautettavat solut ovat elin-
kykyisia ja turvallisia kayttaa. Kantasolusiirtojen onnistumisen kannalta on myos
tarkeaa tietaa, kuinka paljon kantasoluja tarvitaan onnistuneeseen hoitoon.

Kantasolut jaadytetaan ja sailytetdan nestetypessa siihen asti, kunnes ne palau-
tetaan potilaalle. Jaadytys vaikuttaa kantasolujen maaraan alentavasti. Taman
opinnaytetydn tarkoituksena oli tutkia jaadytyksen vaikutusta autologisiin kanta-
soluihin Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulaboratoriossa. Vaikutusta tutkittiin
CD34+ solujen maaran, kantasoluviljelyiden ja viabiliteetti varjayksen avulla. Tut-
kimukseen otettiin 15 autologista kantasolusiirretta, jotka oli keratty perifeerisesta
veresta afereesikerayslaitteen avulla. Tutkimus tehtiin yhteisty6ssa Fimlab Labo-
ratoriot Oy:n kantasolulaboratorion kanssa. Tavoitteena oli selvittaa kanta solujen
jaadytys vaikuttaa niiden maaraan juuri kyseisessa laboratoriossa verrattuna
kansainvalisiin tutkimuksiin.

CD34+ solujen maara laski kaikissa naytteissa. Parhaiten sailyneessa nayt-
teessa kantasolujen maara laski vain 5,2% ja huonoiten sailyneessa naytteessa
kantasolujen maara laski 76,7%. Keskimaarin kaikissa naytteissa (n=15) kanta-
solujen maara laski 42%. Kantasoluviljelyiden vastaukset puolestaan olivat vaih-
televia ja jopa 40%:ssa kantasoluviljelyn tulos kasvoi. Viabiliteetti varjayksessa
tulokset olivat kaiken kaikkiaan hyvia ja kaikkien naytteiden keskiarvo oli 86%.

Tama on ensimmainen Fimlab Laboratoriot Oy:ssa tehty kooste jaadytyksen vai-
kutuksesta kantasoluihin ja siten tutkimuksena erittain tarkea juuri kyseiselle la-
boratoriolle. Jatkotutkimus aiheena voisi tehda tutkimusta kantasolujen jaadytys-
prosessista. Voisi kokeilla erilaista jaadytys menetelmaa esimerkiksi solujen lait-
tamista ensin —80°C ja niiden jaatymista siella yon yli ennen nestetyppeen laittoa.

Asiasanat: autologinen kantasolusiirto, CD34+ kantasolut, hematologia, hema-
topoieettinen kantasolu, jaadytys
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Autologous stem cell transplantations are used as supportive care for cancers
after high-dose chemotherapy. Medication damages the bone marrow, but with
the help of stem cells bone marrow function can be restored.

Stem cells are stored in liquid nitrogen. The purpose of this thesis was to study
the effect of freezing on autologous stem cells in Fimlab Laboratories Ltd. The
effect was studied by CD34+ cell count, stem cell cultures and viability staining.
Fifteen autologous stem cell transplants were included in this study. The aim was
to find out and get concrete information how much the freezing of stem cells af-
fects their number in that laboratory.

The results showed that the number of CD34+ cells decreased in all samples. On
average, the stem cells in all samples decreased by 42%. The responses of stem
cell cultures varied and in as many as 40% the result of stem cell culture in-
creased. For viability staining, the results were good and the mean of all samples
was 86%.

This was the first research made at Fimlab Laboratories Ltd about this topic and
results were important. Further research on the subject could be research into
the stem cell freezing process.

Key words: autologous stem cell, CD34 positive stem cell, hematology,
hematopoietic stem cell, freezing
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LYHENTEET JA TERMIT

7-AAD 7-aminoaktinomysiini D

Afereesi menetelma, jossa kokoveresta erotellaan koneellisesti
halutut veren osat ja muut veren osat palautetaan luo-
vuttajan verenkiertoon

APC allofykosyaniini fluorokromi

BFU burst forming unit, pesakkeitd muodostavia suuntautu-
neita kantasoluja

BFU-E erytrosyyttipesake

CD Cluster of Differentiation

CFU Colony forming unit, pesakkeitd muodostavia suuntau-
tuneita kantasoluja

CFU-GM granulosyytti/makrofagi- pesake

CLP common lymphoid progenitor

CMP common myeloid progenitor

CRF kontrolloidun nopeuden jaadytys

DMSO dimetyylisulfioksidi

EPO Erytropoietiini

FITC fluoroisotiosyanaatti fluorokoromi

FSC Forward Scatter, eteenpain hajoavan valon sironta

G-CSF Granulocyte-colony stimulating factor granulosyytti-

Hematopoieesi
Intensiivihoito
ISHAGE

Kemokiinit

Methocult GF
MNC

Mobilisaatio

kasvutekijat

verisolujen syntyminen

suuriannoksinen solunsalpaajahoito

The International Society of Hematotherapyand Graf
Engineering

Joukko sytokiineja, jotka vastaavat solujen liikkkumisen
ohjaamisesta

Methylcellulose medium with recombinant cytokines

Mononuclear Cell

Kantasolujen irrotus luuytimesta
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Pansytopenia Kaikkien solulinjojen (RBC, WBC ja tromposyytit) alhai-
nen maara

PBS Phosphate-Buffered Saline, fosfaattipuskuroitu fysiolo-
ginen suolaliuos

PE fykoerytriini fluorokromi

PerCP peridiniini-klorofylli-a-proteiini fluorokromi

SFL Side Fluorescence light fluoresenssivalo

SSC Side Scatter sivusironta

Sytokiini Proteiinirakenteinen valittajaaine, joka vastaa solujen

valisesta viestinnasta
TNC Total Nucleated Cell



1 JOHDANTO

Pahanlaatuisia veritauteja ja syOpakasvaimia voidaan hoitaa suuriannoksisilla
solunsalpaajahoidoilla eli intensiivihoidolla. Niiden haittavaikutuksena potilaan
luuydin lamaantuu, mutta sen toiminta voidaan korjata CD34+ kantasolujen
avulla. CD-luokitus on kansainvalinen jarjestelma solujen pintamolekyyleille,
jossa antigeenit ja samaa antigeenia tunnistavat vasta-aineet on nimetty CD-nu-
merolla. (Hatton, Hay, Hughes-Jones & Keeling 2017, 104.) Luuydin toipuisi mah-
dollisesti ilmankin kantasolusiirtoa, mutta sen avulla toipumista voidaan nopeut-
taa merkittavasti. Autologinen kantasolusiirto toimii siis tukihoitona suuriannoksi-
sen solunsalpaajahoidon jalkeen, koska potilaalle palautetut kantasolut osaavat
hakeutua takaisin luuytimeen ja elvyttaa sen toiminnan. (Golubeva ym. 2014, 39;
Hatton ym. 2017, 104; Porkka 2004, 1393.)

CD34+ kantasoluja voidaan kerata luuytimesta, perifeerisesta veresta ja napave-
resta (Hofforand & Moss 2011, 298). Veresta kerattyjen kantasolujen kaytdn
etuna luuytimesta kerattyyn siirteeseen nahden on veren solujen nopeampi elpy-
minen intensiivihoidon jalkeen (Jantunen, Kuittinen, Mahlamaki & Nousiainen
2001, 1151). Nykyisin jopa 99% siirteista kerataan perifeerisesta veresta (Pass-
weg ym. 2014, 788). Kantasolusiirrot voivat olla syngeenisia, allogeenisia tai au-
tologisia. Syngeeninen kantasolusiirto tarkoittaa, etta solut kerataan identtiselta
kaksoselta ja allogeenisissa siirroissa kantasolut ovat peraisin toiselta henkilolta.
Autologisissa kantasolusiirroissa siirteena kaytetaan potilaan omia kantasoluja,
jotka on aiemmin keratty potilaalta itseltdan. (Hatton ym. 2017, 104; Hoffbrand &
Moss 2011, 298; Ruutu 2007, 492.)

Hematopoieettisten kantasolujen siirtoihin liittyvat menetelmat ovat kansainvalis-
ten standardien saatelemia, joista vastaa esimerkiksi kansainvalinen akkreditointi
organisaatio JACIE (Joint Accreditation Committee of International Society of
Cellular Therapy and European Society for Bone Marrow Transplantation). Sen
tavoitteena on parantaa kantasolusiirtotoiminnan laatua ja turvallisuutta. (Mor-
genstern ym. 2016, 942.)
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Tampereen yliopistollisen sairaalan kantasolujen keraysyksikko ja Fimlab Labo-
ratoriot Oy:n kantasolulaboratorio noudattavat toiminnassaan Euroopan unionin
direktiiveja 2004/23/EY, 2006/17/EY ja 2006/86/EY seka niiden pohjalta saadet-
tya lakia ihmisen elimien, kudoksien ja solujen laaketieteellisesta kaytosta
(547/2007). Lisaksi tulee noudattaa Valtioneuvoston asetuksia ihmisen elimien,
kudoksien ja solujen laaketieteellisesta kaytosta (773/2007), Sosiaali- ja terveys-
ministerion asetuksia ihmisen kudoksien ja solujen laaketieteellisesta kaytosta
(1302/2007) seka Fimean maarayksia Kudoslaitosten toimintaa koskevien tek-
nisten vaatimusten (3/2007) osalta. (Luiro 2016.)

Keraysyksikon ja kantasolulaboratorion tehtavana on kerata ja prosessoida he-
matopoeettiset kantasolut. Kaikki perifeerisesta veresta keratyt kantasolut kasi-
tellaan ja sailytetaan kantasolulaboratoriossa. Edellytyksena on, etta potilaalle
myohemmin palautettavat solut ovat elinkykyisia ja turvallisia kayttaa. (Luiro
2016.) Tama opinnaytetyd tehdaan Fimlab Laboratoriot Oy:lle, joka on Suomen
suurin terveydenhuollon laboratorioalan yritys ja tuottaa laboratoriopalveluja jul-

kisen terveydenhuollon tarpeisiin. (Fimlab Laboratoriot Oy 2018.)

Kantasolusiirron onnistumisen yksi tarkeimmista tekijoista on CD34+ solujen
maara. Riittamatéon CD34+ solujen maara voi heikentaa siirteen vaikutusta ja on
siten kliinisesti merkitsevaa. (Berens ym. 2016, 1326.) Taman vuoksi on tarkeaa

tiedostaa, miten paljon jaadytys vaikuttaa CD34+ -solujen maaraan.

Kantasoluja on kylmasailytetty nestetypen eri lampotiloissa jo yli 20 vuoden ajan
(Detry ym. 2014, 780). On tiedossa, etta kantasolujen jaadytys vaikuttaa CD34+
solujen maaraan alentavasti, mutta kaiken kaikkiaan solut sietavat kohtuullisen
hyvin jaadytysta (Berens ym. 2016, 1325; Donmez ym. 2014, 190; Detry ym.
2014, 785). Berens ym. (2016) ovat tutkineet erilaisten CD-solujen kayttaytymista
ja ovat havainneet, ettd CD34+ solut elpyvat sulatuksen jalkeen melko hyvin,
koska niilla on erityisia soluspesifisia ominaisuuksia. Tassa tutkimuksessa tavoit-
teena oli selvittda kantasolujen jaadytys vaikuttaa niiden maaraan juuri kysei-
sessa laboratoriossa verrattuna kansainvalisiin tutkimuksiin. Opinnaytetydn tar-
koituksena on tutkia jaadytyksen vaikutusta autologisiin kantasoluihin Fimlab La-
boratoriot Oy:n kantasolulaboratoriossa. Jaadytyksen vaikutusta tutkitaan CD34+

solujen maaran, soluviljelyiden kasvun ja solujen viabiliteetin avulla.
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2 HEMATOPOIEESI

2.1 Verisolujen muodostuminen

Hematopoieesi on monivaiheinen tapahtumasarja, jossa tapahtuu solunjakautu-
mista, erilaistumista ja kypsymista. Verisolujen muodostuminen alkaa jo kolman-
nella raskausviikolla sikion ruskuaispussissa, istukassa ja aortan seinamissa.
Toisesta seitsemanteen raskausviikkoon muodostumista tapahtuu maksassa
seka pernassa ja kymmenennella viikolla luuytimessa. Vahan ennen syntymaa
verisoluja muodostuu myos pernassa ja imusolmukkeissa (Howard & Hamilton,
2013, 2; Siitonen & Koistinen 2015, 16; Vilpo 2010, 15.) Syntyman jalkeen hema-
topoieettiset kantasolut muodostuvat luuytimessa ja niista kehittyvat kaikki veren
solut (Porkka 2004, 1391). Verisolujen muodostuminen eri ikédkausina on esitetty

kuviossa 1.

Verigolujen muodostuminen (%)

4 § 8

Sikidkausi (kk) Syntyma Syntymén jalkeen (vuosi)

KUVIO 1. Verisolujen muodostuminen sikiokaudella ja syntyman jalkeen (Howard
& Hamilton 2013, muokattu)

Vitamiineilla, hormoneilla ja erilaisilla hivenaineilla on suuri vaikutus verisolujen
muodostumiseen. Keskeisessa asemassa verisolujen tuotannossa ovat myos
hematopoieettiset kasvutekijat. Ne ovat glykoproteiineja tai polypeptideja, jotka

kuuluvat sytokiineihin. Eri solulinjoilla on erilaiset kasvutekijat. Muutamia niista
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osataan valmistaa myods laakkeiksi, kuten erytropoietiinia eli EPO:a ja granulo-
syyttikasvutekijaa eli G-CSF:aa. Kasvutekijat paitsi edistavat solujen lisdanty-
mista, ne myos stimuloivat solujen erilaistumista ja kypsymista, vaikuttavat kyp-
sien solujen toimintaan seka vahentavat solukuolemia. (Hoffbrand & Moss 2012,
6; Vilpo 2010, 17.)

2.2 Kantasolujen kypsyminen paapiirteittain

Yksittainen kantasolu voi jakautua jopa yli 50 kertaa. Hematopoieettisen kanta-
solun kasvun ja erilaistumisen keskeisia saatelytekijoita ovat transkriptiotekijat,
jotka vastaavat geenien aktivoitumisesta. (Siitonen & Koistinen 2015, 19.) Var-
haisinta kantasolua, joka kykenee tuottamaan kaikkia verisolulinjoja, kutsutaan
totipotentiksi kantasoluksi. Siita muodostuu edelleen suuntautuneita kantasoluja,
jotka pystyvat erilaistumaan vain tietyiksi verisoluiksi. Sen lisaksi, etta totipoten-
tista kantasolusta muodostuu kaikkia verisoluja, se pystyy myos tuottamaan it-
sensa kaltaisia soluja. (Hofforand & Moss 2011, 2; Vilpo 2010, 15-17)

Totipotentin kantasolun tarkkaa fenotyyppia ei ole koskaan pystytty tarkoin maa-
rittamaan. Immunologisissa testeissa on todettu, etta totipotentti kantasolu ilmen-
taa ainakin CD34+, CD38- ja Lin- antigeenit. Lisaksi se muistuttaa melko paljon
pienta lymfosyyttia. Kuviossa 2 on esitetty hematopoieesi paapiirteittain ja sen eri
vaiheisiin liittyvat kasvutekijat. Solun kypsyessa sen kromatiini tiivistyy, nukleolit
haviavat ja sytoplasma kypsyy kunkin solutyypin morfologian mukaisesti.
(Hoffbrand & Moss 2011, 2; Vilpo 2010, 15-17.)
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KUVIO 2. Totipotentista kantasolusta erilaistuvat solulinjat ja vaikuttavat kasvu-
tekijat eri vaiheissa (Hoffbrand & Moss 2012, muokattu)

2.3 Kantasolujen elinymparisto

Homeostaasin eli elimiston sisaisen tasapainon aikana suurin osa kantasoluista
sijaitsee luuytimen spesifisessa mikroymparistdssa, jota kutsutaan kantasolujen
ekologiseksi lokeroksi "nicheksi”. Nama mikroymparistot pitavat kantasolut lepo-
tilassa (osteoblastinen niche) sen itsensa uudistamiseksi ja aktivoivat kantasolut
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(verisuonten niche) proliferaation ja vaurioiden korjaamiseksi pitaen ylla dynaa-
misen tasapainon itsensa uudistumisen ja erilaistumisen vélilla. (Suarez-Alvarez,

Lopez-Vazquez & Lopez-Larrea 2012, 157.)

Luuydin on paras mahdollinen elinymparistd kantasoluille. Se koostuu strooma-
soluista, joita ovat: osteoblastit, fibroblastit, rasvasolut, hermosolut, makrofagit,
CAR-solut, jotka sisaltavat kalsiumia tunnistavan reseptorin seka sinusoidien ja
kapillaarien endoteelisolut. Lisaksi luuytimessa on stroomasolujen tuottamaa so-
luvaliainetta seka verisuonia. (Howard & Hamilton 2013, 2; Siitonen & Koistinen
2015, 20.)

Soluvaliaine koostuu kasvutekijoista, fibronektiinista, trombospondiinista, proteo-
ja glykosaminoglykaaneista seka lisaksi kollageenin lujittamasta laminiiniverkos-
tosta. Nama kaikki ovat mukana kantasolujen kasvussa seka elossa pysymi-
sessad. Kantasolut ovat tarttuneena tahan soluvaliaineeseen ja stroomasoluihin
CXCR4-, integriini-, sialomusiini- seka selektiinireseptoreillaan. Joukossa on
myo6s immunoglobuliinia muistuttavia reseptoreita ja CD44:4a. Kantasolut sijait-
sevat yleensa lahella solun pintaa, osteblasteihin kiinnittyneina. (Siitonen & Kois-
tinen 2015, 20.) Osteoblastit erittavat kantasoluja saatelevia tekijoita, kuten an-
giopoietiinia (ANG-1), trombopoietiinia (THPO) ja CXC-kemokiiniligandi 12:ta
(CXCL12), jota kutsutaan myds SDF-1:ksi. (Suarez-Alvarez ym. 2012, 155.)

2.4 CD34+ solun ominaisuuksia

Hematopoieettisten kantasolujen rakenne on samantyyppinen kuin lymfosyytilla.
Solujen pinnalla on niille ominaisia antigeenirakenteita, jotka vaihtuvat solujen
kypsyessa. Antigeeneja vastaan voidaan tehda monoklonaalisia vasta-aineita.
CD34+ molekyyli on kantasolun pintamarkkeri, jota kaytetdan laajasti hemato-
poieettisten kantasolujen tunnistamiseen ja eristamiseen. Yleisimmin CD34+ so-
lut tunnistetaan ja maaritetaan virtaussytometrian avulla, koska se on nopea ja
hyvin toistettava menetelma. (Howard & Hamilton 2013, 21; Rico ym. 2018, 172;
Preti ym. 2014, 1558, Vilpo 2010, 17.) Kaikista luuytimen soluista noin 1-3 pro-

senttia on CD34 antigeeni positiivisia (Siitonen & Koistinen 2015, 19).
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CD34+ solun pinta-antigeeni on glykoproteiini, joka kuuluu solupinnan trans-
membraanisten proteiinien CD34-perheeseen ja sisaltaa podokalyksiinia ja en-
doglykaania. Sita esiintyy kaikkien lymfohemopoieettisen jarjestelman linjojen
kantasoluissa, mutta ei kypsissa soluissa. CD34 on voimakkaasti glykosyloitunut
monomeerinen soluadheesiomolekyyli, joka sisaltaa runsaasti O-sitoutuneita hii-
lihydraatteja ja siaalihappoa. Pinta-antigeenin toimintaa ei tunneta kovinkaan pe-
rusteellisesti ja sille onkin esitetty monia erilaisia tehtavia, kuten proliferaation eli
solujen uudistumisen lisaaminen seka progenitorisolujen erilaistumisen estami-
nen. Lisaksi se osallistuu hematopoieettisten solujen migraatioon ja likkumiseen.
(ElI-Ghariani & Szczepriorkowski 2017, 446; Knight 2010, 276; Varmavuo 2013,
8.)
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3 AUTOLOGISET KANTASOLUSIIRROT

3.1 Indikaatiot

Autologinen kantasolusiirto toimii tukihoitona intensiivinoidon jalkeen. Monissa
taudeissa, kuten multippeli myeloomassa, silla ei pystytda parantamaan tautia,
mutta silla saadaan lisaa elinaikaa. Poikkeuksena on kuitenkin jotkut lymfooma-
tyypit, joista pystytaan parantamaan jopa puolet potilaista. Autologinen kantaso-

lusiirto vaiheittain on esitetty liitteessa 3. (Itala-Remes & Volin 2015, 466.)

Autologiseen kantasolusiirtoon tulevan potilaan on oltava peruskunnoltaan riitta-
van hyva ja maksimissaan 65-70-vuotias. Autologisen kantasolusiirron tarkeim-
mat ja yleisimmat aiheet aikuisilla ovat Non-Hodgkinin ja Hodgkinin lymfoomat
(B- ja T-solulymfoomat, manttelisolulymfooma, burkittin lymfooma ja follikulaari-
nen lymfooma) seka multippelit myeloomat ja lapsilla pahanlaatuiset kasvaimet,
kuten neuroblastoomat ja sarkoomat. (Itdla-Remes & Volin 2015, 468; Mian, Fo-
ley & O’Hoski 2017, 455.) Vuonna 2014 Euroopassa tehtiin kantasolusiirtoja 36
469 potilaalle, joista autologisia siirtoja oli 20 704 (57%). Siirtoja tehtiin tuolloin
47 maassa ja 656 sairaalassa. Vuonna 2014 Euroopassa yleisimmat indikaatiot
siirroille olivat: myelooma (50,3%), Non Hodgkinin lymfooma (29,3%) ja Hodgki-
nin lymfooma (9,8%). (Passweg ym. 2016, 787.) Vuonna 2019 Tampereen yli-
opistollisessa sairaalassa autologisia siirtoja tehtiin 46 potilaalle. Taulukossa 1
on esitetty autologiset kantasolusiirrot diagnoosin mukaan vuonna 2019. (Pirkan-

maan sairaanhoitopiirin kuntayhtyma 2020.)

TAULUKKO 1. Tehdyt autologiset kantasolusiirrot diagnoosin mukaan Tampe-

reen yliopistollisessa sairaalassa vuonna 2019.

Diagnoosi Maara
Diffuusi suurisoluinen B-solulymfooma | 7
Manttelisolulymfooma 3
Perifeerinen T-solulymfooma 1
Follikulaarinen lymfooma 2
Myelooma 32

Plexus choroideuksen karsinooma 1
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3.2 Autologiset kantasolusiirrot hoitomenetelmana

Kantasolujen siirtymista luuytimesta verenkiertoon kutsutaan mobilisaatioksi.
Normaalisti verenkierrossa on vain 0,1 prosenttia kantasoluja. (El-Ghariani &
Szczepriorkowski 2017, 443; Vilpo 2010, 17.) Luonnollisesti kantasoluja voi siir-
tya luuytimeen esimerkiksi kudosvauriotilanteissa, mutta kantasoluja voidaan
myos mobilisoida verenkiertoon erilaisten laakkeiden avulla. Monilla sytokiineilla
on tarkea rooli hematopoieesissa. Kun kantasoluja altistetaan sytokiineille ne al-
kavat lisdantya ja kypsya. Yksi tarkea sytokiini on granulosyyttikasvutekija G-
CSF. Antamalla potilaille kasvutekijaa (G-CSF), voidaan kantasolujen maaraa
verenkierrossa nostaa jopa 1,5 prosenttiin. Potilaalle voi tulla mobilisaatiohoidon
aikana luu- ja lihaskipuja seka paansarkya. (Babic & Trigoso, 2017, luku 5.2.2;
McCollough 2017, 135, 480; Siitonen & Koistinen 2015, 20.)

Mobilisaatio ja homing (ks. kappale kantasolujen palautus) ovat prosesseja, jotka
riippuvat kemokiinien, kemokiinireseptorien, solunsisaisen signaloinnin, adhee-
siomoduulien ja proteaasien valisesta vuorovaikutuksesta. Adheesiomolekyylien
SDF-1/ CXCL12: n ja sen reseptorin CXCR4:n valinen vuorovaikutus on kriittista
kantasolujen pitamiseksi luuytimessa. CXCR4 reseptori niin sanotusti ankkuroi
kantasoluja luuydinmatriisiin. (Babic & Trigoso, 2017, luku 5.2.2; Suarez-Alvarez
ym. 2012, 152.)

Kasvutekija stimuloi neutrofiileja tuottamaan elastaasia, joka puolestaan pilkkoo
kanta- ja stroomasolujen valisen CXCR4/SDF-1 sidoksen, jolloin kantasolut paa-
sevat vapautumaan verenkiertoon (kuva 1). Kasvutekijan antamisen jalkeen
CD34+ solujen maara alkaa lisdaantya verenkierrossa suunnilleen kolmen paivan
kuluttua, saavuttaa huippunsa 5-6 paivan kuluttua ja noin kahdeksantena pai-
vana niiden maara alkaa taas laskea, vaikka kasvutekijan antamista lisattaisiin.
Jos pelkalla kasvutekijalla ei saada mobilisoitua riittavasti kantasoluja, voidaan
apuna kayttaa pleriksafori-nimista ladketta. Se salpaa kantasolujen CXCR4 re-
septoreita ja estda niiden vuorovaikutusta SDF-1:n kanssa, jolloin kantasolut
paasevat vapautumaan verenkiertoon tehokkaammin. Sopiva maara kantasoluja
yhteen siirtoon on 2,5-5 x 108/kg. (El-Ghariani & Szczepriorkowski 2017, 444-
446; McCollough 2017, 135, 480; Siitonen & Koistinen 2015, 20.)
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KUVA 1. Kantasolujen mobilisaatio luuytimesta verenkiertoon (Virtanen 2020)

3.3 Kantasolujen kerays

Autologiset kantasolut kerataan perifeerisesta veresta mobilisaatiohoidon avulla
(Rounioja 2016, 1). Potilaan kantasolujen keraysajankohta sovitaan viikoittain pi-
dettavissad kantasolukokouksissa. Ennen keraysta potilas on saanut muutamia
kertoja solunsalpaajahoitoja, jotta keraysvaiheessa olisi mahdollisimman vahan
tautia aiheuttavia soluja. Solunsalpaajaa ei saa kuitenkaan antaa liikaa, koska ne
voivat my0s vaikuttaa keraystuotteen laatuun. Ajankohdan lahestyessa seura-
taan paivittain potilaan leukosyyttiarvoja. Kun veren leukosyyttitulos on aikuisilla
yli 1,0 x 1091 ja lapsilla yli 0,8 x 1091, tehddan samasta naytteestd CD34- maari-
tys. (El-Ghariani & Szczepriorkowski 2017, 446; Rontu 2018, 2.)

Jotta tiedetaan, milloin soluja on mobilisoitunut luuytimesta perifeeriseen vereen
riittavasti, mitataan nilden maara veresta virtaussytometrisesti kayttaen spesifista
fluorokromilla leimattua vasta-ainetta. CD34-maarityksessa lasketaan CD34+
kantasolujen absoluuttinen maara. Kun CD34+ solujen maara veressa on vahin-
taan 20 x 109/, aloitetaan kerays. (El-Ghariani & Szczepriorkowski 2017, 446;
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Rontu 2018, 2.) Kantasolut kerataan potilaan perifeerisesta veresta soluerotteli-
jalaitteen eli afereesilaitteen avulla. Myos kantasolukerayksen jalkeen mitataan

kantasolujen maara afereesituotteesta.

Afereesi tehdaan puoliautomaatteilla (kuva 2), joita kutsutaan verisoluerottimiksi
tai solujen erottelijakoneeksi. Afereesilaitteita on kahta eri tyyppia, toinen toimii
jatkuvan virtauksen periaatteella ja toinen ajoittaisen virtauksen periaatteella.
Tampereen yliopistollisessa sairaalassa on kaytossa jatkuvan virtauksen mene-
telma ja optinen havainnointitekniikka. Kerayshoitaja syottaa potilaan pituuden,
painon, sukupuolen, hematokriitin seka leukosyyttien ja trombosyyttien maaran
laitteeseen. Jarjestelma kayttaa tietoja kokoverimaaran laskemiseen. Kerayslait-
teen jarjestelmaan kuuluu tietty maara kertymis- ja keraysvaiheita, joiden maara
riippuu potilaan leukosyyttien maarasta. (CaridianBCT 2011, 24; Itala-Remes &
Volin 2015, 471: McCollough 2017, 123.)

Kertymisvaiheessa luovuttajan kokoveri johdetaan laitteen lapi 2-3 kertaa, jossa
se sentrifugoidaan ja veri erotetaan punasoluiksi, plasmaksi, valkosoluiksi ja ve-
rihiutaleiksi. Haluttu komponentti erotellaan gravitaation seka varidetektion avulla
ja johdetaan laitteen kammioon. Loppuosa veresta yhdistetaan uudelleen ja pa-
lautetaan luovuttajalle. Keraysvaihe alkaa, kun kammio on taynna haluttuja so-
luja. Kerayspumppu pysahtyy, sentrifugin nopeus hidastuu ja keraysventtiili avau-
tuu, jolloin kammio tyhjentyy kerayspussiin. Kantasolujen kerays kestaa tavalli-
sesti noin 4-5 tuntia. (CaridianBCT 2011, 20; Itala-Remes & Volin 2015, 471;
McCollough 2017, 123.)

KUVA 2. Terumo Spectra Optia afereesikerayslaite. (Terumo BCT 2019)
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Laitteen mikroprosessori ohjaa antikoagulantin lisdamista ja erotusprosessia.
Koska soluerottelu riippuu keskipakoisvoimasta ja viipymisajasta gravitaatioken-
tassa, mikroprosessori muuttaa sentrifugin nopeutta, jos veren virtausnopeus
vaihtelee. Kerayshoitaja voi kuitenkin mukauttaa kantasolujen keraysta halutta-
essaan tarkkailemalla punasolujen ja buffy-kerroksen valista rajapintaa. Koko ke-
rayksen aikana kerayshoitajan pitaa tarkkailla rajapintaa ja kerdysmateriaalin va-

ria afereesituotteen optimoimiseksi. (McCollough 2017, 136.)

Tampereen yliopistollisessa sairaalassa keraysyksikko ilmoittaa, kun kerays on
valmis. Laboratoriohoitaja hakee afereesin osastolta ja ottaa siita tarvittavat nayt-
teet mikrobiologialle ja virtaussytometrialle. Naytteista on kerrottu tarkemmin kap-
paleessa neljd. Kantasoluja keratdan 3,0 x '%/kg CD34-solua jokaista siirtoa
kohden. Jos ei saada kerattya tavoiteltua maaraa, voi hoitava laakari paattaa po-
tilaskohtaisesti riittdakd pienempi maara. (Siro 2019.) Ehdoton minimi solumaara,
mita palautetaan potilaalle, on kuitenkin 2,0 x 10%/kg (Itdla-Remes & Volin 2015,
471).

3.4 Kantasolupalautus

Kantasolujen palautusajankohta riippuu potilaan taudista. Ennen siirtoa potilas
saa myeloablatiivisen tai lahes myeloablatiivisen esihoidon. Myeloablatiivinen
hoito havittaa tai vaurioittaa luuytimen toiminnan. Myeloomissa se on suuriannok-
sinen melfalaani ja lymfoomissa monisolusalpaajayhdistelma, jossa voi olla kar-
mustiinia (BCNU), etoposidia, sytarabiinia ja melfalaania tai syklofosfamidia.
(Itala-Remes & Volin 2015, 473.) Yhdessa palautuksessa CD34+ soluja pitaa olla
vahintaan 3,0 x 108/kg (Siro 2019). Kantasolut kuljetetaan osastolle niille tarkoi-
tetussa kylmakuljetussailiossa, cryoshipperissa (kuva 3). Sailié on aiemmin tay-
tetty nestetypella, joka on imeytynyt sailién reunoille. Solut ovat nain kuljetuksen

ajan nestetypen kaasufaasissa. (Walters 2013, 229.)
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KUVA 3. Kantasolujen palautuskarry, vesihaude ja cryoshipper kylmakuljetussai-
lid (Virtanen 2020)

Palautettaviin soluihin on lisatty solujen suoja-ainetta, dimetyylisulfioksidia eli
DMSO:ta. Kantasolujen kasittely on esitetty tarkemmin kappaleessa viisi. DMSO
on soluille myrkyllista huoneenlammdssa, joten palautus taytyy tehda sulatta-
malla yksi valmistepussi kerrallaan vesihauteessa. DMSO:ta ei siis pesta pois
soluista, vaikka se voi aiheuttaa potilaalle haittavaikutuksena esimerkiksi pahoin-
vointia, oksentelua, allergisia reaktioita seka sydan- ja hengitysongelmia. Sen
vuoksi on huomioitava, etta potilas saa DMSO:ta enintdan 1g/kg paivassa. Vesi-
hauteen l[ampdtilan pitaa olla 35-39°C ja solut on sulatettava mahdollisimman no-
peasti, eivatka ne saa lammeta ollenkaan. Liian nopea sulaminen voi aiheuttaa
soluissa kiteytymista. Liian kuuma lampdtila puolestaan voi vahingoittaa solujen
elinkykya ja valkuaisaineet voivat paakkuuntua. (Raval, McKay & Park 2017, 60;
Mian ym. 2017, 463.) Fimlab Laboratoriot Oy:ssa on sulatukseen kaytdssa vesi-
hauteet, joiden lampétila on 39°C (Siro 2018).

DMSO:n lisaksi haittavaikutuksia voivat aiheuttaa myds sulatuksesta johtuva so-
lujen aggregaatio ja kuolleiden solujen kappaleet, nukleaariset solut, solususpen-
sion tilavuus ja sen matala lampatila, elektrolyyttinen epatasapaino ja punasolu-
jen hajoaminen, jolloin hemoglobiinia, elektrolyytteja ja membraanifragmentteja
vapautuu. Lisaksi potilaskohtaiset tekijat, kuten ika, paino, sukupuoli, infuusioaika
tai tietty sairaus, voivat vaikuttaa haitallisten infuusioreaktioiden kehittymiseen.
Monet tekijat voivat siis aiheuttaa potilaalle reaktioita, eika ole taysin varmaa,
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mika on suurin syy haittavaikutuksien aiheuttajille. (Shu, Heimfeld & Gao 2014,
473.)

Ennen infuusiota potilaalle annetaan esiladkityksena muun muassa pahoinvoin-
tildaketta, antihistamiinia, diureettia ja kortisonia. Pitkaaikainen altistuminen
DMSO:lle voi vaikuttaa suoraan solun toimintaan ja kasvuun vaikuttamalla ai-
neenvaihduntaan, entsymaattiseen aktiivisuuteen, solusykliin ja apoptoosiin. Ly-
hytaikainen altistuminen ja kylmat Iampatilat kuitenkin minimoivat mahdolliset
haitalliset vaikutukset. (Shu ym. 2014, 475.) Sulatus kestaa noin viisi minuuttia
valmistepussin koosta riippuen (Walters 2013, 230). Valmiste on palautettava po-
tilaaseen viidentoista minuutin kuluessa sulatuksesta, jotta minimoidaan aika, jol-

loin solut altistuvat DMSO:lle huoneenlammaéssa (Siro 2018).

Palautuksen aikana potilas on kytkettynd monitoriin ja hoitaja seuraa verenpai-
netta, ruumiinlampda, syketta seka potilaan yleista vointia. Kun kantasoluja siir-
retdan takaisin verenkiertoon infuusion avulla, ne osaavat palata takasin luuyti-
meen muutamissa tunneissa. Tata kutsutaan homing-ilmioksi. Luuytimeen paas-
tyaan kantasolut kaynnistavat hematopoieesin luuytimessa. Ensimmaiset merkit
siirteen tarttumisesta pitkan pansytopenia jakson jalkeen, alkavat nakya noin 10-
14 paivan kuluttua siirrosta, kun neutrofiileja ja monosyytteja ilmestyy verenkier-
toon. (Siitonen & Koistinen 2015, 20; Walters 2013, 231.)

Autologinen kantasolusiirto on helpompi ja turvallisempi kuin allogeeninen kanta-
solusiirto. Kantasolusiirre ei itsessdan aiheuta ongelmia esimerkiksi ABO- tai
HLA-sopivuuden kanssa, koska solut ovat potilaan omia. (Raval ym. 2017, 59.)
Potilas joutuu yleensa olemaan sairaalassa kolmesta neljaan viikkoon, jonka ai-
kana voi ilmeta pahoinvointia, ripulia, suun ja suoliston limakalvovaurioita. Potilas
saa intensiivihoidon jalkeen puoli vuotta infektiolaakitysta. Jos kaikki sujuu hyvin,
oikeastaan muuta |aakitysta ei tarvita. (Itala-Remes & Volin 2015, 472.)
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4 KANTASOLUJEN TUTKIMINEN

Valmiin keraystuotteen kasittely tehdaan kantasolulaboratoriossa. Infektioriskin
valttamiseksi kantasolujen keraamista, kasittelya, sailyttamista ja sulattamista
seurataan tarkasti. (Abbuzzese ym. 2010, 172.) Jotta voidaan varmistua aferee-
sin laadusta ja turvallisuudesta, pitaa siitd tehda bakteeriviljely, solulaskenta Sys-
mex XN-1000'"- verenkuva-automaatilla sekd CD34-maaritys Beckman Coulter
Navios'™- virtaussytometrilla (kuva 4). Solulaskennasta katsotaan leukosyyttien
maara, jota hyddynnetaan virtaussytometrialla CD34-maaritykseen ja totaalisolu-

maaran laskemiseen. (Raval ym. 2017, 59; Siro 2019.)

KUVA 4. Beckman Coulter Navios!™ — virtaussytometri (Beckman Coulter Life
Sciences 2017)

4.1 Bakteeriviljelyt

Steriiliyden testaaminen, joka soveltuu afereesin kliinisesti merkittavien baktee-
rien ja sieniperaisen kontaminaation havaitsemiseksi, on tehtava vahintaan afe-
reesin kasittelyn loppuvaiheessa. On kuitenkin suositeltavaa, etta bakteeriviljely-
naytteet otetaan afereesista ensimmaisena ennen muita naytteita ja liséksi jokai-
sen kasittelyvaiheen jalkeen. Naytemaara pitaa kuitenkin minimoida mahdollisim-
man pieneksi, jotta afereesituotetta jaa mahdollisimman paljon potilasta varten.
Bakteeriviljelynayte pitaisi ottaa myos jokaisesta solupussista niiden palautuksen
yhteydessa. (Mian ym. 2017, 259.) Tavallisimmin bakteeriviljelynaytteita otetaan
aina kaksi: solujen kasittelyn yhteydessa ennen ja jalkeen jaadytysliuoksen lisaa-
mista (Raval ym. 2017, 59).
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Bakteeriviljelyn tuloksen pitaa olla negatiivinen. Silla varmistetaan, etta aseptinen
tydskentely on toteutunut ja kantasolusiirre on turvallinen siirtda potilaalle. Hoi-
doissa olevien potilaiden immuunipuolustus on heikentynyt ja kontaminoituneen
kantasolusiirteen palauttaminen potilaalle lisaa sairastumisen riskia. Yleisin kon-
taminaation aiheuttaja on jokin ihon normaalifloorassa olevista bakteereista eika

vakavia seurauksia siirteista juurikaan ole havaittu. (Namdaroglu ym. 2013, 405.)

4.2 Solulaskenta Sysmex XN-1000'" verenkuva-automaatilla

Sysmex XN-1000' (kuva 5) on automatisoitu hematologian analysaattori. Se toi-
mii fluoresenssivirtaussytometrian periaatteella ja kayttaa puolijohdelaseria anta-
maan kolmen tyyppista optista tietoa soluista. Eteenpain hajottava valo (Forward
Scatter, FSC), joka osoittaa solun koon, sivuhajonta (Side Scatter, SSC) maarit-
telee sisaisen rakenteen, kuten rakeiden, monimutkaisuuden, ja sivu fluoresens-
sivalo (Side Fluorescence light, SFL) ilmaisee ytimen pitoisuuden. (Sunilkumar &
Preeta 2016, 658-660.)

Nayte imetaan analysaattoriin ja veri jaetaan alikvaatteihin eli erotellaan pieniin
annoksiin eri kanavia varten. Se laimennetaan ennalta asetettuun suhteeseen ja
merkitdan patentoidulla fluoresenssimarkkerilla, joka sitoutuu spesifisesti nukleii-
nihappoihin. Nayte kuljetetaan virtauskennoon. Nayte valaistaan puolijohdela-
serilla, joka erottaa solut kolmella eri signaalilla: SSC, FSC ja SFL. Solut, joilla on
samanlaiset fysikaaliset ja kemialliset ominaisuudet, muodostavat niin sanotun

pilven kaavioon, jota kutsutaan hajontakuvioksi. (Sysmex 2020.)
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KUVA 5. Sysmex XN-1000"™ (Sysmex 2020)

Solulaskennan vastauksessa ei ole viitearvoja, vaan vastausta tarvitaan CD34+
solujen virtaussytometriseen maaritykseen. Verenkuva-automaatin leukosyytti-
maaraa kaytetdan laadunvarmistukseen vertaamalla sitd Beckman Coulter Na-
vios'M-virtaussytometrin analyysista saatuun leukosyyttimaaraan. Nain leukosyyt-
timaara, jota kaytetdan CD34-maarityksesta, on varmistettu oikeaksi kahdella eri
laitteella. Jos jotain syystd Beckman Coulter Navios'™ — virtaussytometri ei pys-
tyisi maarittamaan naytteen leukosyyttiarvoja tai antaisi vaaran tuloksen, kaytet-
taisiin maarityksessa verenkuva-analysaattorin leukosyytti vastausta. (Uusirasi
2020.)

4.3 CD34+ solujen virtaussytometrinen analyysi

CD34+ kantasolujen virtaussytometrinen analyysi otettiin ensimmaisen kerran
kayttoon 1990-luvun alkupuolella, ja vuosien mittaan se on vakiinnuttanut ase-
mansa kliinisissa laboratorioissa (Varmavuo 2013, 10). Yhden alustan ISHA- GE-
menetelma on laajimmin hyvaksytty menetelma CD34+ solujen laskemiseen.
Tama menetelma noudattaa viimeisimpia suosituksia erilaisille monoklonaalisille
vasta-aineklooneille ja fluoresoiville konjugaateille tai erilaisille elinkykyisille vari-

aineille kuolleiden solujen kaytannon sulkemiseksi pois. (Rico ym. 2018, 172.)
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Virtaussytometriassa laite rekisterdi lasersateen lapi kulkevien partikkeleiden si-
roamaa valoa. Solususpensiossa olevat partikkelit kohdistetaan paineistetun
vaippanesteen avulla yksitellen lasersateeseen. Kun lasersade kohtaa solun ta-
pahtuu valonsirontaa. Naytteesta mitataan eteenpain kohdistuva valonsironta ja
sivusironta. Eteenpain siroava valo on verrannollinen partikkelin kokoon ja sivu-
sironta partikkelin granulaarisuuteen. Mita suurempi eteenpain siroava valo on,
sita suurempi myos solu on. Monimutkaisien, voimakkaasti granulaaristen solu-
jen sivusironta on puolestaan suurempi, kuin yksinkertaisten solujen. Kuvassa 6

on esitetty virtaussytometrin komponentit. (Siitonen & Penttila 2015, 139.)
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KUVA 6. Virtaussytometrin komponentit (Lab Test Online 2020, muokattu)

Suoran ja sivusironnan lisaksi solupopulaatioiden ja solun pinnan antigeeniraken-
teiden tunnistamiseen kaytetdan fluorokromeja eli fluoresoivia merkkiaineita,
jotka kiinnitetdan solun rakenteita tunnistaviin monoklonaalisiin vasta-aineisiin
CD34: a3 vastaan, jotka puolestaan kiinnittyvat solun antigeeneihin. Yleisimmin
kaytettyja fluorokromeja ovat FITC, PE, PerCP ja APC. Kantasoluille on tyypil-
lista, ettd ne ekspressoivat CD34-antigeenia ja iimentavat matalaa sivusirontaa.
(Haein ym. 2019, 388; Rico ym. 2018, 172-173; Varmavuo 2013, 9- 10.)
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Ensimmaisissa virtaussytometrian analyyseissa CD34+ solujen laskemiselle kay-
tettiin epasuoraa immunofluoresenssitekniikkaa ja punasolujen hajotusmene- tel-
mia sentrifugointi- ja pesuvaiheilla. CD34+ solujen maarat saatiin alun perin kayt-
tamalla kaksialustaista tekniikkaa, joka tunnetaan myos nimella Milan-protokolla.
Kaksialustaisen menetelman kayttd tarkoitti, etta automatisoidulla verenkuva-
analysaattorilla mitattiin kerattyjen leukosyyttien kokonaismaara ja CD34+ kanta-
solujen osuus kaikista leukosyyteista maaritetaan virtaussytomet- rilla. (Rico ym.
2018, 172; Varmavuo 2013, 10.)

Nykyiset virtaussytometriapohjaiset menetelmat ihmisen hematopoieettisten
kantasolujen laskemiseen sisaltavat niin sanotun yhden alustan strategian, ab-
soluuttiset laskentahelmet, elinkelpoisuusvarin 7-AAD:n, lyysauspesuliuoksen ja
laserin aallonpituudeltaan 480 nanometria. Tama menetelma perustuu joko tila-
vuusmittauksiin tai tunnetun laskentahelmien pitoisuuden kayttoon naytteessa.
Yhden alustan ISHAGE -menetelmassa kaytetaan fluoresoivia mikrohelmia tun-
netussa konsentraatiossa. Havaitulla suhteella virtaussytometrisesti laskettujen
helmien lukumaaran ja CD34+ solujen valilld voidaan laskea absoluuttinen
CD34+ solumaara. (Avecilla ym. 2018, 1; Murugesan ym. 2019, 42; Rico ym.
2018, 172; Sutherland ym. 2009, 596; Varmavuo 2013, 10.)

Fimlab Laboratoriot Oy:ssa CD34+ kantasolujen maara mitataan virtaussytomet-
risesti kayttaen spesifista fluorokromilla leimattua vasta-ainetta. Fimlab Labora-
toriot Oy:ssa kaytdssa oleva virtaussytometri on esitetty kuvassa 6. Menetel-
massa kaytetaan Stem-Kit'™ reagensseja. Ne on suunniteltu tunnistamaan hema-
topoeettiset kantasolut tietyilla kriteereilla: kantasolut ekspressoivat CD34- ja
CD45-antigeenia heikosti seka ilmentavat matalaa sivusirontaa ja matalasta kes-

kimaaraiseen eteenpain siroavaa valoa. (Rounioja 2016,1.)

Naytteena voi olla EDTA-putkeen otettu perifeerinen veri tai afereesituote. Nayt-
teen leukosyyttipitoisuus saa olla enintaan 30. Sen ollessa yli 30, taytyy nayte
laimentaa ennen maaritysta, koska kaytettavat vasta-ainemaarat ovat niin pienia,
etta korkeammilla leukosyyttipitoisuuksilla ne eivat enaa riittaisi sitoutumaan suu-
reen solumaaraan. (Uusirasi 2020.) Nayte leimataan CD45-FITC / CD34-PE

vasta-aineilla. Lisaksi afereesinaytteisiin lisatdan 7-AAD viabiliteettivari. Naytteita
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pipetoidaan aina kahteen putkeen rinnakkaisia maarityksia varten ja lisaksi pipe-
toidaan yksi kontrolliputki. Vasta-aineiden lisdamisen jalkeen naytetta inkuboi-
daan 20 minuuttia valolta suojattuna, lisataan 10 x NH4CL lyysausliuosta ja inku-
boidaan viela 10 minuuttia. Lopuksi lisataan helmet ja mitataan nayte virtaussy-
tometrilla. Liitteessa 2 on virtaussytometrin esimerkki tuloste. (Rounioja 2016,
5.) Tulosten saamiseksi virtausytometriin on liitetty tietojenkasittelyjarjestelma,
jolla tuloksia voidaan muokata sirontakuvioiksi ja histogrammeiksi (Siitonen &
Penttila 2015, 139).

4.4 Kantasoluviljely

Kantasoluviljelylla varmistetaan solujen elinkyky ja kyky jakaantua ennen solujen
palautusta potilaalle kantasolukerayksen ja solujen jaadytyksen jalkeen. Viljely-
maljoista tutkitaan pesakkeita, joiden perusteella pystytdan paattelemaan kanta-
solun tyyppi. (Howard & Hamilton 2013, 2.) Hematopoeettiset kantasolut muo-
dostavat erytrosyyttipesakkeita ja granulosyytti- tai granulosyytti/makrofagi- pe-
sakkeita puolikiinteassa metyyliselluloosamediumissa, kun niita stimuloidaan eri-
laisilla kasvutekijoilla. (Mian ym. 2017, 458.) FImlab Laboratoriot Oy:ssa viljelyyn
kaytetdan Stemcell Tecnologiesin MethoCultTM metyyliselluloosareagenssia
(Siro 2017a).

Soluja viljellaan 14 vuorokautta hiilidioksidikaapissa (+37°C, 5% CO2, 90% ilman-
kosteus), jonka jalkeen soluviljelymaljoissa kasvavat pesakkeet lasketaan mikro-
skoopilla (Siro 2017a). Kantasolu on pesakkeen muodostava yksikkd (CFU) ja

niitd muodostavia kantasoluja nimitetaan pesaketyypin mukaan.

CFU-E (colony-forming unit-erythroid) pesakkeessa on pienia ja nopeasti kypsy-
via punasoluja. Kypsat CFU-E pesakkeet koostuvat vain yhdesta tai kahdesta
pienesta rykelmasta soluja, jotka sisaltavat enintdan 100-200 erytroblastia. So-
luissa on hieman hemoglobiinia ja variltdan ne ovat punertavan oransseja. BFU-
E (burst-forming unit-erythroid) pesake on alkeellisempi kuin CFU-E. BFU-E pe-
sakkeella on kuitenkin suurempi leviamiskyky, joka mahdollistaa sen kasvun suu-
remmaksi. Pesakkeet koostuvat kolmesta pienesta tai yhdesta isosta pesak-

keesta, joissa on yli 200 erytroblastia. (Stem Cell Technologies 2011, 6-9.)
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Valkosolujen kantasolupesakkeet maaritelldan niiden pesakkeiden muodosta-
miskyvyn mukaan. Yleensa valkosolupesakkeessa on 20-50 solua. Suurin osa
valkosolujen kantasolupesakkeista on kantasoluja, jotka ovat rajoittuneita erilais-
tumaan granulosyyteiksi ja/tai makrofageiksi. Valkosolupesakkeitd on kolme
tyyppia: CFU-M pesakkeessa makrofageja, CFU-G pesakkeessa granulosyytteja
ja CFU-GM pesakkeessa granulosyytteja seka makrofageja. Valkosolujen kanta-
solupesakkeet ovat kooltaan suurempia kuin erytroisen linjan kantasolupesak-
keet. Ne eivat sisalla hemoglobiinia, joten mikroskoopissa ne erottuvat vaaleina,
hieman kellertavina tai harmaina soluina. Kantasoluviljelyssa voidaan erottaa
myos niin sanottu yhdistelma pesake, CFU-GEMM. Pesakkeessa on granulo-
syytteja, erytrosyytteja, makrofageja sekd megakaryosyytteja. (StemCell Tech-
nologies 2011, 17: Vilpo 2010, 16-17.) Erilaiset puna- ja valkosolujen kantasolu-

pesakkeet on esitetty kuvassa 7.

Suurennos 75X Suurennos 75X

Suurennos 30X Suurennos 50X

KUVA 7. BFU-E, CFU-E, CFU-GM ja CFU-GEMM pesakkeet mikoskoopissa kat-
sottuna kahden viikon kasvatuksen jalkeen. (Stem Cell Technologies 2011, muo-
kattu)

Rutiinisti potilasnaytteista lasketaan granulosyytti-makrofagipesakkeet seka pu-
nasolupesakkeet. Fimlab Laboratoriot Oy:ssa granulosyytti-makrofagipesak-
keessa pitaa olla vahintaan 40 solua ja punasolupesakkeessa vahintaan 300 so-
lua tai 3 pientd pesaketta hyvin lahella toisiaan. Afereesituotteesta vastataan

CFU-GM pesakkeiden maara potilaan painokiloa kohden, joka lasketaan tietylla



29

kaavalla, riippuen onko naytteessa ollut CD34+ soluja alle vai yli prosentti. Kan-
tasolukerdyksessa ja -siirrossa viljelyn viitearvo on yli 10 x 10* CFU-GM peséa-
ketta potilaan painokiloa kohden. (Siro 2017a.)

CD34+ soluja alle 1%:

_ CFU — GM Pesédkemadra x Kokonaissolumaara (TNC X 10%) x 10*
B 10

Lopuksi jaetaan potilaan painolla
CD34+ soluja yli 1%:

v CFU — GM Pesikemaira x TNC x 10*
B 1

Lopuksi jaetaan potilaan painolla

4.5 Viabiliteetti

Kantasolujen elinkykyisyytta voidaan tutkia myos viabiliteetti-varjayksella (Mian,
Foley, O’Hoski 2017, 458). Fimlab Laboratoriot Oy:ssa viabiliteetti lasketaan aina
yon yli sdilytetyista kantasolukeraystuotteista seka kantasolupalautuksen jalkeen
palautetuista solupusseista otetusta naytteesta (Siro 2017c). Sen avulla tarkas-
tellaan elavien kantasolujen maaraa naytteissa. Solujen maara lasketaan Burke-
rin kammiossa kayttamalla Trypan blue-varjaysta (kuva 8-9). Elavat solut estavat
varin paasyn soluun, koska vari ei paase imeytymaan ehjan solukalvon lavitse.
Kuolleet solut paastavat varin sisaansa ja varjaytyvat siniseksi. Varjaytymatto-
mien (elavat solut) ja varjaytyneiden (kuolleet solut) solujen maara lasketaan tie-
tyltd alueelta, esimerkiksi kaksi A-ruutua. Viabiliteetti on yleensa 70-90%, mutta

vahintaan sen pitaa olla 50 %. (Varan ym. 2019, 193.)
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KUVA 8. Varjatty kantasolunayte Burkerin kammiossa viabiliteetin laskemista
varten (Virtanen 2017)

KUVA 9. Nakyma mikroskoopissa. Siniseksi varjaytynyt solu on kuollut. (BiteSi-
zeBio 2013)
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5 KANTASOLUJEN KASITTELY

Kantasoluja kasiteltaessa on huomioitava hyva hygienia. Fimlab Laboratoriot
Oy:ssa kantasolujen kasittely tehdaan huoneessa, jossa on ylipaineistus, tuloil-
man hepasuodatus ja ilmastointi. Huone on taustaympariston ilmanlaadun puh-
tausluokkaa D, joten sinne kuljetaan erillisen pukuhuoneen ja sulkutilan kautta.
Pukuhuoneessa vaihdetaan puhtaat kengat. Kaikki aseptinen tyoskentely tapah-
tuu huoneessa olevassa laminaarivirtauskaapissa, joka on ilman puhtausluokkaa
A. (Luiro 2016.)

5.1 Kantasolujen jaadytys

Ennen jaadytysta kantasoluja on mahdollista sailyttaa jadkaappilampdotilassa 12
tuntia. Lampétilan pitaa olla tuolloin alle kahdeksan astetta. (Donmez ym. 2014,
191.) Jotta solut voidaan jaadyttaa, ne on siirrettava jaadytyksen kestaviin saily-
tyspusseihin. Lisaksi niihin lisataan jaadytysliuosta, joka suojaa soluja jaatymisen
aikana. Tavallisimmin saildntaaineena kaytetaan 5% DMSO:ta, joka sitoutuu ve-
teen ja hidastaa jaakiteiden muodostumista seka sisaisesti etta ulkoisesti.
(McCollough 2017, 498; Raval ym. 2017, 59.) DMSO muodostaa ohuen kalvon
solun pintaan, joka estaa jaakiteiden paasya solun sisaan, mutta se myos helpot-
taa veden liikkumista solusta pois ilman liiallista osmoottista stressia (Mian ym.
2017, 462). Fimlab Laboratoriot Oy:ssa solut jaadytetaan niin, etta valmisteessa
on kymmenen prosenttia DMSO:ta ja vahintaan viisi prosenttia proteiinia sisalta-

vaa liuosta, joka voi olla potilaan omaa plasmaa tai 4% albumiinia. (Siro 2019.)

Jotta osataan valmistaa oikea maara jaadytysliuosta, on laskettava absoluuttiset
solumaarat (TNC ja MNC), joissa hyddynnetdan Sysmex XN-1000"" verenkuva-
automaatin soluvastauksia. Tarvittavan jaadytysliuoksen maara lasketaan afe-
reesin leukosyyttimaaran perusteella. Kaikki maaritetyt ja lasketut arvot laitetaan
ylds kantasolukerayksen koontilomakkeelle (liite 1). Kun jaadytysliuos on valmis-
tettu, lisatdan se solupussiin ja afereesi jaetaan pienempiin jaadytyspusseihin
jaadytysta varten (kuva 10.). (Siro 2019.)
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KUVA 10. Jaadytysliuoksen lisdaminen afereesipussiin ja valmiit kantasolupussit

jaadytysta varten (Virtanen 2020)

Prosessin kriittisimmat vaiheet ovat jaatyminen ja sulaminen. Jos jaahdytysno-
peus on lilan hidas, solun ulkoiset jaakiteet muodostuvat ja vahingoittavat soluja
ulkoisen liuoksen lisdantyneen osmolaarisuuden vuoksi. Jos jaahdytysnopeus on
lian nopea, muodostuu solun sisaisia jaakiteita, jotka voivat hajottaa soluja. (Ra-
val ym. 2017, 60; McCollough 2017, 498.)

Erityisen tarkea vaihe jaadytysprosessissa on myos siirtyminen nestemaisesta
kiintedan aineeseen ja siihen kuluva aika. Soluja ei saisi koskaan siirtda suoraan
nestetyppeen (-196°C), koska liilan nopea jaatyminen tuhoaa soluja eniten. Eri-
tyisesti juuri CD34+ solun pinnan antigeenit ovat erityisen herkkia jaadytysnopeu-
delle. Siksi on kaytettava ohjelmoitua jaadytyslaitetta, joka laskee lampdtilaa ta-
saisesti. Paras jaahdytysnopeus on -1°C — -3°C minuutissa. Jos jostain syysta
jaadytys keskeytyy, pitaisi solut laittaa ensin -80 asteeseen ja sitten vasta neste-
typpeen. (Abbuzzese ym. 2010, 173; Berens ym. 2016, 1325; McCollough 2017,
498; Yang, Pidgorna, Loutfy & Shuen 2014.)

Jaadytyslaitteen kaytté on melko aikaa vievaa ja kallista. Tahan paivaan men-
nessa ei ole tullut yksimielisyyttd optimaalisesta kantasolujen jaadytysprotokol-
lasta, joten eri laboratorioissa on kaytdssa erilaisia jaadytysohjelmia. (Detry ym.
2014, 780.) Fimlab Laboratoriot Oy:ssa on kaytdssa kaksi Planer Biomed Kryo10
jaadytyslaitetta (kuva 11). Laitteen kammioyksikko on liitetty ohjausyksikkdon ja
nestetyppisailiodn. Solupussit laitetaan metallikoteloissa kammioon, jotta ne jaa-
tyvat tasaisen ohuiksi. Laitteeseen on ohjelmoitu tietty jaadytysohjelma kantaso-
luja varten. Ohjelman alkulampdétila on 10°C, josta laite laskee lampdtilaa -2°C

minuutissa. Kun laite saavuttaa -50°C lampdtilan jaadytysnopeus kasvaa -5°C
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minuutissa. Jaadytysohjelma on valmis, kun se saavuttaa —150°C lampdtilan.

Jaadytysohjelma kestaa noin 50 minuuttia. (Siro 2017b.)

KUVA 11. Planer Biomed Kryo 10-jaadytyslaite ja nestetyppisailic (Virtanen
2017)

5.2 Kantasolujen sailytys

Paras tapa sailyttaa kantasoluja on nestetypen kaasufaasissa (-150°C), ei nes-
tetyppeen upotettuna (-196°C). Nestemaisessa typessa mikrobit paasevat liikkku-
maan helposti ja vapaasti nesteessa. Jos usean potilaan soluvalmisteita sailyte-
tdan samassa nestetyppisailidssa, voivat mikrobit kulkeutua soluista toiseen.
Nestetyppeen upotetut solupussit voivat myos rikkoutua helpommin. Kaasufaasi
on siis turvallisempi sailytyspaikka kuin nestetyppi. Kuvassa 12 on nestetyppisai-
lid, jossa soluja sailytetaan kaasufaasissa ja joka on kytketty automaattiseen nes-
tetypen tayttd- ja halytysjarjestelmaan. (Detry ym. 2014, 191; Abbruzzese ym.
2010, 177.)

KUVA 12. Nestetyppisailio (Virtanen 2020)
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Abbruzzese ym. (2014) tutkivat solujen sailytysta yhden ja kahden pussin mene-
telmalla. He totesivat, etta suurin syy solujen vaurioitumiselle jaadytyksen aikana
on solun sisaisen jaakiteen muodostuminen, jota voidaan estaa kaksoispussime-
netelmalla. Siind solut pakataan ja sailytetdan kahdessa paallekkain laitetussa
pussissa. Kaksoispussimenetelmassa solut jaatyvat tasaisemmin ja solut olivat
sulatuksen jalkeenkin hieman elinkykyisempia. Myos potilaiden toipumisaika kan-
tasolujensiirron jalkeen oli vuorokauden lyhyempi niilla, joiden soluja oli sailytetty

kaksoispussimenetelmalla.

Sailytysaika ei sinansa vaikuta CD34+ solujen maaraan. Ainoastaan solujen jaa-
dytys vaikuttaa. Sen jalkeen, kun solut ovat syvajaassa, voidaan niita sailyttaa
jopa kymmenen vuotta eika niiden maara muutu. (Detry ym. 2014, 784; Donmez
ym. 2014, 188.)
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6 TARKOITUS, TAVOITE JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Opinnaytetydn tarkoituksena on tutkia jaadytyksen vaikutusta autologisiin kanta-
soluihin Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulaboratoriossa. Tarkoituksena on tut-
kia jaadytyksen vaikutusta autologisiin kantasoluihin Fimlab Laboratoriot Oy:n
kantasolulaboratoriossa. Vaikutusta tutkitaan CD34+ solujen maaran, soluvilje-
lyiden kasvun ja solujen viabiliteetin avulla. Kaikista Tampereen yliopistollisessa
sairaalassa tehdyista kantasolukerayksista on otettu kerayksen yhteydessa kan-
tasolunaytteita, jotka on pakastettu erillisiin pieniin putkiin soluviljelyita varten.
Tassa tutkimuksessa kaytetaan naytteita, joita ei enaa tarvita potilaan hoidossa.
Nama naytteet menisivat siis muuten havitykseen. Tutkimukseen otetaan 15 nay-
tetta, joista tehdaan soluviljely, CD34 maaritys virtaussytometrialla seka viabili-

teetti.

Tavoitteena on selvittaa, kuinka paljon kantasolujen jaadytys vaikuttaa niiden
maaraan Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulaboratoriossa verrattuna kansain-
valisiin tutkimuksiin. Eri maiden ja jopa Suomen sisalla kantasolulaboratorioiden
kaytannot ja menetelmat vaihtelevat jonkin verran. Opinnaytetydn avulla halutaan
saada konkreettisia tuloksia ja tilastoja siita, miten jaadytys vaikuttaa autologisiin
kantasoluihin juuri Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulaboratoriossa, koska tal-

laista tutkimusta ei ole tehty aikaisemmin kyseisessa laboratoriossa.
Tutkimuskysymykset:
1. Miten kantasolujen jaadytys vaikuttaa CD34+ solujen maaraan?

2. Miten kantasolujen jaadytys vaikuttaa kantasoluviljelyn tulokseen?

3. Miten kantasolujen jaadytys vaikuttaa viabiliteettiin?
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7 TUTKIMUSMENETELMAT

Kyseessa oli kantasolujen maaraa tutkiva tutkimus eli kvantitatiivinen tutkimus.
Kvantitatiivinen tutkimus edellyttaa aina ilmion tuntemista. Maarallinen tutkimus
on suurelta osin muuttujien mittaamista seka niiden suhteiden valisten vuorovai-
kutusten laskemista. (Kananen 2011, 12.) Tama opinnaytetyo on kokeellinen tut-
kimus, jolla pyritaan selvittamaan ilmididen syy-seuraussuhteita eli tassa tapauk-
sessa jaadytyksen vaikutusta kantasolujen maaraan. Kokeellisessa tutkimuk-
sessa tutkitaan yleensa jonkin olettamuksen paikkansapitavyytta vakioimalla
kaikki muut tekijat. (Heikkila 2014, 19.)

Kvantitatiivisessa tutkimuksessa tutkitaan muuttujia. Tilastotieteessa muuttuja on
ominaisuus, joka voi saada erilaisia arvoja. Tassa tutkimuksessa muuttujiksi tulee
kantasoluviljelyiden vastaukset ja CD34-mittaukset seka viabiliteetin tulos. Tilas-
tollisista operaatioista voidaan tassa tapauksessa kayttaa keskiarvoa ja vaihtelu-
valia (Kananen 2011, 36-37). Tassa tutkimuksessa keskityttiin rutiinistikin suori-
tettaviin tutkimuksiin, jotka ovat pakollisia afereesituotteen laadun ja kantasolujen
maaran varmistamiseksi. Myos Decot ym. (2012) ovat maarittaneet tarkeimmiksi
kantasolujen maaraa arvioitaviksi kvantitointimenetelmiksi virtaussytometrilla
tehtavan CD34+ solujen maarittamisen seka soluvilielyn CFU-GM pesakkeiden

maaran.

7.1 Tutkimusaineisto

Analysoitava tutkimusaineisto kerattiin Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulabo-
ratoriossa. Tutkimusaineisto koostui 15 potilaan kantasolunaytteista, jotka olisivat
muuten menneet havitykseen. Jokaisen kantasolukerayksen yhteydessa kerays-
saaliista otetaan nelja pikkuputkea mydéhempia tutkimuksia varten. Yhdesta put-
kesta tehdaan aina jaadytyksen jalkeinen kantasoluviljely ja kolme putkia jaa va-
ralle mahdollisia muita tutkimuksia varten. Usein naita naytteita ei enaa tarvita ja
ne havitetaan puolen vuoden kuluttua siita, kun potilas on saanut kantasolusiir-

ron.
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Potilasnaytteita kerattiin talteen marraskuun 2018 ja helmikuun 2019 valisena ai-
kana. Soluviljelyita ja CD34-maarityksia tehtiin joulukuun 2018 ja tammikuun
2020 valisena aikana. Tutkimuksessa oli tarkeaa, etta kaikki naytteet kasiteltiin ja
analysoitiin samalla tavalla. Naytteet sailytetdan nestetypen kaasufaasissa (-
150°C), joten ne sulatettiin juoksevan veden alla (+37°C) CD34-maaritysta ja so-
luviljelya varten. Sulatuksen jalkeen nayte jaettiin kahteen putkeen, joista toisesta
tehtiin soluviljely ja toinen vietiin valittdmasti virtaussytometrialle analysoitavaksi.
Naytteesta tehtiin myos viabiliteetti varjays. Kuviossa 3 esitetty opinnaytetyn vai-

heet.

Marraskuu 2018
Opinndytetyosuunnitelma Aloitettiin potilasnaytteiden kerddminen

Joulukuu 2018
Aloitettiin ensimmaiset kantasoluviljelyt ja CD34-maaritykset

. . . L Helmikuu 2019
Kaikki tarvittavat 15 ndytetta oli saatu kerattya

tutkimusta varten Jatkettiin viljelyiden sekd CD34-madritysten tekoa.

Helmikuu 2019 - Tammikuu 2020

Teoriahaun syventamista, uusimpaan

tutkimustietoon perehtymista ja tiedonhaut VBl L e

Helmikuu 2020
Tehtiin viimeiset kantasoluviljelyt ja CD34-maaritykset

Maaliskuu 2020 - Huhtikuu 2020
Tulosten analysointi ja tarkastelu Opinndytetyon viimeistely

KUVIO 3. Opinnaytetydn vaiheet

Virtaussytometreja, joilla analysoidaan naytteita, on kaksi. Molemmissa pystyy
analysoimaan vain yhta naytetta kerrallaan. Virtaussytometrian vastuuhoitajan
kanssa sovittiin, ettd naytteitd analysoitiin aina kaksi kerrallaan ja han suorittaa
analysoinnin. Opinnaytetydn tekija vastasi kantasoluviljelyiden tekemisesta. Kan-
tasoluviljelyt ja CD34-maaritykset tehtiin samalla tavalla kuin tavalliset potilas-

naytteet.

Tulokset ennen jaadytysta saatiin kantasolukeraysten koontilomakkeista (liite 1),
jotka taytetaan aina kerayksen yhteydessa. Koontilomakkeista saatiin potilaiden

taustatiedot, jokaisen kerdayksen CD34+ solujen kokonaismaara (CD34x10°),
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CD34+ solujen prosentuaalinen osuus, kerayksen kokonaissolumaara
(TNCx10°) ja kantasoluviljelyiden (10 pesaketta/kg) vastaukset ennen jaady-

tysta.

Kaikki tutkimuksessa tehdyt kantasoluviljelyt oli tehty jaadytetyista kantasolunayt-
teista. Joissa ensimmainen viljely on tehty melko pian jaadytyksen jalkeen ja toi-
nen viljely sailytyksen jalkeen. Taman vuoksi helmikuun 2020 aikana tehtiin myos
testina muutama kantasoluviljely ja viabiliteetti suoraan kerayspussista ennen
jaadytysta, koska haluttiin testata myos kuinka paljon viljelyn ja viabiliteetin tulok-

set eroavat niissa tapauksissa.

7.2 Kantasolujen virtaussytometrinen maaritys

Naytteen jakamisen jalkeen naytteesta tehtiin laimennos 1:10. Alkuperainen
nayte ja laimennos vietiin Sysmex XN-1000'" laitteelle ajettavaksi. Vastaustulos-
teet otettiin talteen ja laimennettu nayte vietiin virtaussytometrialle analysoita-

vaksi.

Mittauksessa kaytettiin Stem-Kit'™ reagenssikittia, jonka sisaltamat reagenssit oli-
vat: CD45-FITC / CD34-PE vasta-aine, CD45-FITC / IsoClonic Control-PE vasta-
aine, Stem-Count helmet, 7-AAD viabiliteettivari ja 10 X NH4CL lyysausliuos. Jo-
kaiselle naytteelle otettiin kolme putkea, joihin vasta-aineet ja nayte pipetoitiin

taulukon 2 mukaisessa jarjestyksessa.

TAULUKKO 2. Putkiin pipetoitavien naytteiden ja reagenssien maarat

Reagenssi/Nayte Putki 1. | Putki 2. | Putki.3
CD45-FITC/CD34-PE 20 ul 20 ul
CD45-FITC/IsoClonic 20 ul
Control-PE

7-AAD viabiliteettivari 20 ul 20 ul 20 ul
Niyte 100wl | 100p | 100 pl

Pipetoinnin jalkeen putkia inkuboitiin 20 minuuttia valolta suojattuna huoneenlam-
mossa. Inkuboinnin jalkeen lisattiin kaksi millilitraa lyysaus- eli hajoitusliuosta pu-

nasolujen hajotusta varten, sekoitettiin VORTEX GENIE 2 —koeputkiravistelijassa
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viisi sekuntia ja inkuboitiin 10 minuuttia valolta suojattuna huoneenlammadssa. Lo-
puksi lisattiin 100 mikrolitraa helmia, sekoitettiin viisi sekuntia ja mitattiin virtaus-

sytometrilla.

Virtaussytometrilla saatiin maaritettya CD34+ solujen prosentuaalinen osuus
naytteista, jonka avulla laskettiin kantasolujen kokonaismaara jaadytyksen jal-
keen. Koontilomakkeista katsottiin, mika oli naytteen kokonaissolumaara jokaista
millilitraa kohden (TNC 108/ml) ja mika oli kerayssaaliin tilavuus. Kantasolujen

kokonaismaara jaadytyksen jalkeen laskettiin seuraavalla laskukaavalla:

(Kerayksen TNC x 10° /ml) x (Afereesin tilavuus ml) x (CD34 pos. solut %)
100

7.3 Kantasoluviljely

Kantasoluviljelyssa kaytettiin Iscove's Modified Dulbecco’s mediumia, johon oli
lisatty viisi millilitraa Penicillin-Streptomycinia. Viljelyalustana kaytettiin Methocult

GF:aa (methylcellulose medium with recombinant cytokines).

Sulatettu nayte siirrettiin kymmenen millilitran suuruiseen putkeen ja se pestiin
kaksi kertaa. Soluihin lisattiin mediumia siten, etta suspensiota oli yhteensa kym-
menen millilitraa. Naytetta sentrifugoitiin nopeudella 1130 rpm kymmenen mi-
nuuttia ja poistettiin supernatantti. Pesuvaiheiden jalkeen solut suspensoitiin me-
diumilla siten, etta saatiin sopiva laimennos verenkuva-analysaattorille. Tassa
vaiheessa oli huomioitava, mika oli ollut naytteen CD34 prosentti. Jos prosentti

oli alle yksi, tehtiin vahvempi laimennos ja painvastoin.

Maljalle laitettiin kasvamaan aina sama maara soluja. Jos CD34+ soluja oli alle
1%, maljalle laitettiin 5 x 10* solua/ml. Jos CD34+ soluja oli yli 1%, maljalle laitet-
tiin 5 x 103 solua/ml. Verenkuva-analysaattorin leukosyyttitulosta tarvitaan siihen,
ettd osataan laskea maljalle laitettava solumaara, joka lasketaan seuraavia las-

kukaavoja kayttaen:
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CD34+ soluja alle 1%:

0,5 x 10%/ml
Verenkuva — analysaattorin leukosyytti arvo (10® ml)

CD34+ soluja yli 1%

0,05 x 10%/ml
Verenkuva — analysaattorin leukosyytti arvo (106 ml)

Haluttu solumaara lisattiin neljaan millilitraan viljelymediumia ja se jaettiin kah-
delle viljelymaljalle, jotta saatiin kaksi rinnakkaista maljaa. Kaikkia viljelmia inku-
boitiin 37°C:ssa soluviljelykaapissa kostutetussa ilmassa, jonka hiilidioksidipitoi-
suus oli 5% (C02). Viljelyita kasvatettiin kaksi viikkoa, jonka jalkeen pesakkeet

laskettiin maljoilta mikroskoopin avulla.

Naytteista laskettiin granulosyytti-makrofagipesakkeet seka punasolupesakkeet.
Samoin kuin tehdaan rutiininaytteille. Naytteista vastattin CFU-GM pesakkeiden
maara potilaan painokiloa kohden, mika laskettiin kappaleessa 4.4. (s.29) esite-
tyn kaavan mukaisesti riippuen mika oli naytteessa ollut CD34%. Pesakkeet las-

kettiin kahdelta eri maljalta ja tulokseksi vastattiin niiden keskiarvo.

7.4 Viabiliteetti

Kantasolujen viabiliteetti laskettiin samasta naytteesta, josta tehtiin kantasoluvil-
jely. DMSO oli pesty pois ennen viljelya, joten naytteessa ei ollut sailontaainetta
viabiliteetti varjayksen aikana. Menetelmana oli naytteen vitaalivarjays ja kam-

miolaskenta.

Trypan blue -varista on tehty valmis 0,2 prosenttinen kayttdliuos veteen, joka lai-
mennetaan ennen kayttoa fosfaattipuskuroidulla fysiologisella suolaliuoksella
(PBS 10 x stock solution) (450 ul + 50 ul). Viabiliteetti varjays tehtiin sekoittamalla
yksi osa laimennettua Trypan blue —liuosta ja yksi osa naytetta. Variliuos-so-

lususpensio laitettiin Burkerin laskukammioon ja varjaytymattomien (elavat solut)
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seka varjaytyneiden solujen (kuolleet solut) maara laskettiin kahdesta A-ruudusta
eri puolilta kammiota. Tulos saatiin jakamalla elavien solujen maara kokonaisso-

lumaaralla (elavat + kuolleet solut). Lopuksi tulos kerrottiin sadalla.

7.5 Aineiston analysointi

Aineistosta saatiin tietoa CD34-solujen maarasta sulatuksen jalkeen ja naytteissa
tapahtuneista muutoksista. Kantasoluviljelyiden ja viabiliteetin tulokset kaytiin lapi
tammikuun 2020 aikana ja CD34-maarityksien tulokset huhtikuun 2020 aikana.
Aineisto kirjattiin Microsoft Office Excel taulukkolaskenta -ohjelmaan kaikkien an-
nettujen numeraalisten arviointien osalta. Aineistoista laskettiin keskiarvoja, maa-
ria ja prosentteja seka tarkasteltiin alhaisimpia ja korkeimpia lukemia niin kanta-
soluviljelyiden, viabiliteetin ja CD34-maaritysten osalta. Lisaksi tarkasteltiin muu-
tosta kaikkien tutkittavien osa-alueiden osalta. Sen jalkeen tulokseksi saatu olen-

naisimmat tulokset kirjoitettiin auki ja kuvattiin diagrammeilla.
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8 TULOKSET

CD34-maaritys ja kantasoluviljely tehtiin 15 potilaan naytteilla, joille oli tehty au-
tologinen kantasolukerays. Tutkimuspopulaatiossa oli 11 naista ja 4 miesta, joi-
den mediaani-ika oli 57 vuotta (vaihteluvali 1-73 vuotta). Potilaiden diagnoosit

olivat multippeli myelooma (n=9), lymfoomat (n=5) ja tuumori (n=1).

8.1 CD34+ solujen maarat

CD34-maarityksissa kaikkien potilaiden (n=15) vastaukset laskivat. Kantasolujen
kokonaismaara naytteissa oli keskiarvoltaan ennen jaadytysta 458 CD34X106
(vaihteluvali 92-812 CD34X10°) ja jaadytyksen jalkeen 194 CD34X108 (vaihtelu-
vali 45-421 CD34X108). Jokaisesta naytteesta laskettiin myos, kuinka monta pro-
senttia kantasolujen maara vahentyi. Parhaiten sailyneessa naytteessa kantaso-
lujen maara laski vain 5,2% ja huonoiten sailyneessa naytteessa kantasolujen
maara laski 76,7%. Keskimaarin kaikissa naytteissa (n=15) kantasolujen maara

laski 42%. Tulokset on esitetty taulukossa 3 ja kuviossa 4 diagrammein.

TAULUKKO 3. CD34-maaritysten kokonaistulokset naytteissa

Niyte- CD34 x 10° ennen | CD34 x 10° jaddytyksen Erotus | Vidhentyi

numero jaadytysta jalkeen %
1 135 128 -7 5,2
2 333 315 -18 5,4
3 322 86 -240 73,3
4 382 268 -114 29,8
5 344 80 -264 76,7
6 92 45 -47 51,1
7 374 164 -210 56,1
8 730 290 -440 60,3
9 812 399 -413 50,9
10 155 93 -62 40
11 338 258 -80 23,7
12 177 118 -59 33,3
13 292 162 -130 44,5
14 207 85 -122 58,9
15 531 421 -110 20,7




43

CD34+ solut ennen ja jilkeen jaddytyksen

900
800

cD34 x 106 700
600

500 —

400 - A I

300 — — H

200 — — — -

100 —¥7

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

CD34 x 10E6 ennen jaddytysta CD34 x 10E6 jaadytyksen jalkeen

KUVIO 4. CD34-maaritysten kokonaistulokset

Kantasolujen prosentuaalinen keskiarvo naytteissa ennen jaadytysta oli 1,34%
(vaihteluvali 0,42-2,68%) ja jaadytyksen jalkeen 0,82% (vaihteluvali 0,24-2,11%).
Kantasolujen prosentuaalinen maara keskiarvoisesti vaheni jaadytyksen aikana
siis 38,8%. Parhaiten sailyneessa naytteessa kantasolujen prosenttiosuus laski
7,5% ja huonoiten sailyneessa naytteessa kantasolujen prosenttiosuus laski
76,0%. Kantasolujen prosenttiosuudet naytteissa on esitetty numeraalisesti tau-

lukossa 4 ja kuviossa 5 viivadiagrammina.
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TAULUKKO 4. CD34-solujen prosenttiosuudet naytteissa

Nayte- CD34% CD34% Erotus Vahentyi

numero ennen jaadytystda | jadadytyksen jalkeen %
1 2,28 2,11 -0,17 7,5
2 1,50 1,40 -0,10 6,7
3 0,82 0,21 -0,61 75,4
4 1,16 0,79 -0,37 31,9
5 0,96 0,23 -0,73 76,0
6 0,78 0,41 -0,37 47,4
7 0,69 0,29 -0,40 58,0
8 2,68 1,05 -1,63 60,8
9 3,14 1,61 -1,53 48,7
10 0,62 0,39 -0,23 37,1
11 0,92 0,69 -0,23 25,0
12 1,96 1,4 -0,56 28,6
13 0,42 0,26 -0,16 38,1
14 0,56 0,24 -0,32 57,1
15 1,65 1,27 -038 23,0

CD34-solujen prosenttiosuudet naytteissa
3,5
3 A
2,5
2
% 15 - Lo ]
1 N\___ [ _\ / \ /
0,5 — — e —
0
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
Ennen jaadytysta Jaadytyksen jalkeen

KUVIO 5. CD34% naytteissa ennen ja jalkeen jaadytyksen

8.2 Kantasoluviljelyt tutkimuksessa

Viljelyn tulos kasvoi kuudessa (40%) viljelyssa ja vahentyi yhdeksassa (60%) vil-
jelyssa. Viljelyiden tulosten keskiarvo ennen sailytysta oli 39,1 x10* pesaketta/kg
ja sailytyksen jalkeen 28,3 x10* pesaketta/kg. Joten voidaan sanoa, etta viljelyi-

den tulokset laskivat keskimaarin 27,6%. Taulukossa 5 on kantasoluviljelyiden
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tulokset numeraalisesti ennen solujen sailytysta ja sen jalkeen. Lisaksi kuviossa

6 on esitetty tulokset viivadiagrammeina.

TAULUKKO 5. Kantasoluviljelyiden tulokset

Nayte- Ennen sailytystd | Sdilytyksen jalkeen Erotus Kasvoi/Vahentyi

numero | x10%pesidketti/kg | x10%pesiketti/kg %
1 17,7 26,1 +8,4 +47,5%
2 72,4 13,8 -58,6 -81,0%
3 21,4 27,7 +6,3 +29,4%
4 74,3 55,7 -18,6 -25,0%
5 52,4 21,4 -31,0 -59,2%
6 38,3 51,3 +13,0 +33,9%
7 14,7 11,5 -3,2 -21,8%
8 62,1 58,5 -3,6 -5,8%
9 100 33,2 -66,8 -66,8%
10 8,1 5,2 -2,9 -35,8%
11 10,1 13,9 +3,8 +37,6%
12 43,5 34,8 -8,7 -20%
13 8,5 13,2 +4,7 +55,3%
14 17,1 12,6 -4,5 -26,3%
15 45,2 45,3 +0,1 +0,2%

Kantasoluviljelyiden tulokset
120

100

80 —

X 10% pes./kg

60 — =

40 — - - — - —

20 A~ - -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

Ennen sailytysta Sailytyksen jalkeen

KUVIO 6. Kantasoluviljelyiden tulokset ennen ja jalkeen sailytyksen
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Helmikuussa tehdyissa testiviljelyissa, jotka tehtiin suoraan kerayspussista. En-
nen jaadytysta tehdyssa testiviljelyissa saadut tulokset on esitetty taulukossa 6.
Naissa naytteissa viljelyn tulokset laskivat 44,4%, 68,4% ja 73,3%. Myos viabili-

teetti oli kaikissa laskenut.

TAULUKKO 6. Testiviljelyiden tulokset ja viabiliteetit niissa ennen ja jalkeen jaa-

dytyksen
Ndyte- | Viabiliteetti | Ennen jad- | Viabiliteetti | Jadadytyksen
numero | testiviljely dytysta testiviljely jalkeen
niytteessd | x10°pesid- | naytteessd x10%pesi-
ennen jaddy- | kettd/kg | jaadytyksen kettd/kg
tysta jalkeen

TESTI1 99% 25,0 93% 13,9

TESTI2 99% 52,2 96% 16,5

TESTI3 88% 65,9 81% 17,6

8.3 Viabiliteetti
Viabiliteetti saatiin naytteista ainoastaan sulatuksen jalkeen. Naytteiden viabili-
teettien keskiarvo oli 86% (vaihteluvali 69-96%) eli se oli kaikissa naytteissa hyva.

Taulukossa 7 on esitetty viabiliteetin tulokset jaadytyksen ja sulatuksen jalkeen.

TAULUKKO 7. Viabiliteetin tulokset

Ndytenumero | Viabiliteetti jaddytyksen jalkeen (%)
1 88
2 80
3 69
4 69
5 90
6 96
7 90
8 88
9 80
10 80
11 95
12 94
13 96
14 96
15 86
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9 POHDINTA

Tassa tutkimuksessa arvioitiin jaadytyksen vaikutusta 15 perifeerisen veren kan-
tasolujen siirteeseen jaadytyksen, kylmasailytyksen ja sulatuksen jalkeen. Opin-
naytetyOoprosessin alussa aiheesta keskusteltiin laboratoriohematologin ja kanta-
solulaboratorion vastuuhoitajan kanssa ja lopullinen aihe muodostui kantasolula-
boratorion vastaavan hematologin toiveiden mukaisesti. Opinnaytetydn tarkoituk-
sena oli tutkia jaadytyksen vaikutusta autologisiin kantasoluihin Fimlab Laborato-
riot Oy:n kantasolulaboratoriossa. Tarkoituksena oli tutkia jaadytyksen vaikutusta
autologisiin kantasoluihin CD34+ solujen maaran, soluviljelyiden kasvun seka so-
lujen viabiliteetin avulla. Tavoitteena oli selvittaa, kuinka paljon kantasolujen jaa-
dytys vaikuttaa niiden maaraan Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulaboratoriossa

verrattuna kansainvalisiin tutkimuksiin.

Kantasoluja tutkittaessa on tarkeaa ymmartaa solujen syntymismekanismeja ja
CD34+ solun ominaisuuksia. Lisaksi on hyva tiedostaa autologisten kantasolu-
siirtojen perusteet. Sen vuoksi opinnaytetyossa kasiteltiin hematopoieesi, autolo-
giset kantasolusiirrot hoitomenetelmana, kantasolujen tutkimista ja kasittelya

paapiirteittain. Nain lukija saa hyvan kokonaiskuvan aiheesta.

Opinnaytetyon tekijalle aihe oli mielenkiintoinen ja tarkea, koska han tyoskente-
lee itsekin kantasolulaboratoriossa ja kantasolujen sailyvyys on keskeinen tekija
kantasolujen siirtoprosessissa. Kantasolujen keraysvaiheessa on huomioitava
kantasolujen sailyminen, jotta niita osataan kerata oikea maara. Maarassa on
huomioitava jaadytyksen vaikutus soluihin ja soluja on kerattava hieman ylimaa-
raisia, jotta niita olisi jaljella riittavasti viela siirtovaiheessa. Kirjallisuuden mukaan
kerattava maara pitaisi olla 2-4 x108/kg (Itdla-Remes & Volin 2015, 471). Jaady-
tyksen vaikutus on otettu huomioon jo keraystavoitteessa ja siksi Tampereen yli-
opistollisessa sairaalassa kerattavaksi maaraksi on asetettu 3 x 10%kg (Siro
2019).
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9.1 Tulosten tarkastelu

Naissa viidentoista potilaan naytteissa kantasolujen kokonaisméaara (CD34 x 10°)
laski keskimaarin 42 prosenttia ja naytteiden kantasoluprosentti laski keskimaarin
38,8 prosenttia. Kantasoluviljelyssa tulokset olivat vaihtelevia, mutta niidenkin tu-
los laski yhteensa keskimaarin 27,6 prosenttia. Viabiliteetti puolestaan oli kai-

kissa hyva, keskimaarin 86 prosentti.

Solujen maara laskee solujen jaadytyksesta johtuen, mutta maarallisesti lasku on
hyvin vaihtelevaa. Se voi johtua monestakin eri syysta esimerkiksi potilaan iasta
ja sairauden tyypista tai siirteen solukoostumuksesta. Jos afereesi sisaltaa paljon
granulosyytteja ja/tai trombosyytteja, voi se vahentaa solujen elinkelpoisuutta,
koska niista vapautuvat entsyymit voivat olla haitallisia mononukleaarisille so-
luille. (Tiwari ym. 2016, 93.) Yhtena vaihtoehtona olisi poistaa verihiutaleet hi-
taasti sentrifugoimalla ennen jaadytysta, mutta Fimlab Laboratoriot Oy:ssa tata
vaihetta ei tehda. Granulosyytteja on puolestaan vaikeampi poistaa. Toinen su-
latuksen jalkeinen maaritys, joka tehtiin tassa tutkimuksessa, oli kantasoluviljely.

Lisaksi sulatetusta kantasolunaytteesta laskettiin viabiliteetti.

Kantasolujen maara seka kyky toipua ja jakaantua heikentyvat aina jaadytyksen
aikana. Kantasoluviljelyiden maljakasvulla mitataan solujen kykya toipua ja ja-
kaantua eli sen avulla tutkitaan solujen elinkykyisyytta. Viabiliteetilla tutkitaan
myos solujen elinkyisyytta, mutta siina tarkastellaan puolestaan elavien solujen
maaraa naytteessa. Soluviljely ja viabiliteetti eivat siis suoraan korreloi toisiinsa.
Se nakyi myos tassa opinnaytetydssa, silla kantasoluviljelyn tuloksissa oli jonkin
verran vaihtelua: osassa viljelyn tulos jopa nousi (40%:ssa) ja osassa laski
(60%:ssa). Viabiliteetin tulokset puolestaan olivat tasaisen hyvia eika niissa ha-

vaittu suurta vaihtelua.

Kantasoluviljelyiden tulokset eivat myoskaan suoraan vastanneet tutkimuskysy-
mykseen jaadytyksen vaikutuksesta, koska naytteita ei oltu viljelty ennen jaady-
tysta missaan vaiheessa. Ensimmainen viljely oli tehty tosin yleensa jaadytysta
seuraavana paivana, kun taas toinen viljely jopa vuosien sailytyksen jalkeen. Sen
vuoksi jouduttiin tekemaan muutama uusi testiviljely suoraan kerayspussista en-

nen jaadytysta, jotka vastaavat paremmin tutkimuskysymykseen.
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Solun sisalla on vetta ja jos kantasoluja jaadytetdan lilan nopeasti, vesi solun
sisalla jaatyy ja muodostuu solunsisaisia kiteita. Liiallinen kiteiden muodostumi-
nen aiheuttaa solukuolemaa. Hitaammalla jaadyttamisella estetaan sisaisten ki-
teiden syntymista. Silloin kiteitd muodostuu lahinna solunulkoisesti ja soluvauri-
oita syntyy vahemman. Jaadytysnopeudesta huolimatta tarvitaan kuitenkin solu-
jen suoja-ainetta, DMSO:ta, jotta minimoidaan jaakiteiden syntyminen. (Raval,
McKay & Park 2017, 60; Mian ym. 2017, 463; McCollough 2017, 498.)

Taman opinnaytetyon aineisto oli melko suppea. Jotta voitaisiin yleistaa tutkimuk-
sen tuloksia, pitaisi tehda laajempi tutkimus suuremmalla otoskoolla. Tama tyo
antoi kuitenkin suunnan sille, kuinka paljon jaadytys vaikuttaa kantasoluihin ja
tassa tyossa vaikutus oli yllattavan suuri. Vastaavia tutkimuksia on tehty maail-
massa useita esimerkiksi Saksassa vuonna 2016 (Berens ym. 2016) ja Turkissa
vuonna 2014 (Donmez ym. 2014) tehdyt tutkimukset. Donmez ym. 2014 tutki-
muksessa CD34+ solujen kokonaismaara laski 38,4%, mika on saman suuntai-

nen, kuin tassa tutkimuksessa saatu 42%.

Suppeasta aineistosta huolimatta tutkimus oli todella tarkea, koska kantasolujen
kasittelyvaiheet ja laadunvarmistusmenetelmat vaihtelevat eri maiden ja jopa sa-
man maiden kantasolulaboratorioiden valilla paljonkin. Talla opinnaytetydlla saa-
tiin siis tietoa jaadytyksen vaikutuksista Fimlab Laboratoriot Oy:n kantasolulabo-

ratorion toimintatavoilla ja menetelmilla.

9.2 Luotettavuus

Tutkimuksen tuloksia arvioitiin keskiarvojen avulla, koska keskiarvo kuvaa aineis-
ton jakauman sijaintia. Keskiarvo on vakaa suure, jos havaintojen lukumaara on
suuri. (Heikkila 2014, 83.). Tassa opinnaytetydssa havaintojen maara jai pie-
neksi, joten aarihavaintojen vaikutus keskiarvoon voi olla hyvinkin huomattava.
Tulokset kuitenkin olivat saman suuntaisia, kuin aiemmissa kansainvalisissa tut-
kimuksissa. Voidaan siis sanoa, etta nama keskiarvot antavat hyvan suunnan

jaadytyksen vaikutukseen kantasoluihin Fimlab Laboratoriot Oy:ssa.
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Kokeellisen tutkimuksen onnistumisen tarkein asia on luotettavat vastaukset
(Heikkila 2014, 29). Tutkimuksen luotettavuutta voidaan arvioida validiteetin
avulla. Validiteetti mittaa sita, etta tutkimuksen ongelman kannalta on mitattu oi-
keita asioita. (Kananen 2011, 118-119.) Tassa tutkimuksessa huomioitiin validi-
teetti jo tutkimuksen alussa ja tutkimukseen valittiin sellaiset tutkimukset, joilla
saatiin vastaus tutkimusongelmaan. Yksi validiteetin tarkeimmista huomioista on-
kin, ettd se pitda huomioida jo tutkimuksen alussa huolellisella suunnittelulla
(Heikkila 2014, 27). Tutkimuksen mittarina kaytettiin kantasoluviljelya, viabiliteet-
tia ja CD34-maaritysta, jotka ovat rutiinisti kaytdssa Fimlab Laboratoriot Oy:ssa,
joten niiden kayttdminen oli luotettavaa ja juuri niilla mittareilla mitattiin sita, mita

pitikin eli mittari oli validi. Voidaan siis sanoa, etta tulokset olivat luotettavia.

Sisaisella validiteetilla tarkoitetaan tutkimuksen systemaattista luotettavuutta.
Sita on vaikea arvioida, mutta sita lisdavat tutkimusprosessin dokumentointi, ka-
sitteiden maarittely ja teoriaan pohjautuminen. (Kananen 2011, 124.) Tassa opin-
naytetyossa maariteltiin kasitteet huolellisesti ja kaikki teoriatieto pohjautui paa-
osin alle kymmenen vuotta vanhoihin Iahteisiin. Ulkoinen validiteetti puolestaan
tarkoittaa tulosten yleistettavyytta eli sita, miten hyvin tutkimustulokset vastaavat
perusjoukkoa (Kananen 2011, 124). Jos otoskoko on liian pieni, voivat tulokset
olla sattumanvaraisia (Heikkila 2014, 28). Aineisto kerattiin vain yhdesta sairaa-
lasta ja otoskoko oli melko pieni. Toisaalta opinnaytetyon toimeksiantaja halusi
tutkia juuri kyseisen kantasolulaboratorion kantasoluvastauksia ja ohjeistus otos-

kokoon tuli toimeksiantajalta.

Tuloksia ei voida yleistaa, mutta tutkimuksen tulokset antavat arvokasta tietoa
laboratoriolle. Vastaavaa tutkimusta ei ole tehty aikaisemmin kyseissa kantaso-
lulaboratoriossa ja talla tutkimuksella saatiin hyvaa viitetta siita, kuinka paljon
kantasoluja haviaa kyseisen laboratorion menetelmilla. Otos edusti myds melko
hyvin perusjoukkoa. Opinnaytety6ta tehdessa ei mydskaan ldydetty vastaavia
tutkimuksia, joita olisi tehty aikaisemmin Suomen kantasolulaboratorioissa, joten

tutkimus antaa siita nakokulmasta uutta tietoa.

Reliabiliteetilla puolestaan tarkoitetaan tulosten pysyvyyttd. Se tarkoittaa sita,

etta saataisiin samat tulokset, jos tutkimus toistettaisiin. Jos kvantitatiivisen tutki-
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muksen vaiheet voidaan toistaa ja vaiheet on dokumentoitu tarkasti, on tutkimuk-
sen reliabiliteetti kunnossa. (Kananen 2011, 118-119,123.) Taman tutkimuksen
aikana kaikki tyovaiheet kirjattiin ylos ja tydohjeita noudatettiin tarkasti. Vaihtelua
syntyi ainoastaan siina, kohtaa kun naytteitd maaritettiin Sysmex XN-1000"-ve-
renkuva-analysaattorilla. Valilla joutui odottamaan hetken aikaa, ennen kuin
nayte saatiin analysaattorille. Ajallinen eroavaisuus on kuitenkin niin pieni, ettei

silla katsota olevan vaikutusta tutkimuksen reliabiliteettiin.

Tutkimuksen taytyy olla luotettava ja tulosten tarkkoja. Kaikki naytteet kasitellaan
samalla tavalla saman henkilon toimesta, jotta paastédan mahdollisimman yhden
mukaisiin tuloksiin. Tutkijan pitaa olla koko tutkimuksen ajan kriittinen, tarkka ja
puolueeton. (Heikkila 2014, 28.)

9.3 Eettisyys

Tutkimus toteutettiin hyvaa tieteellisia kaytantdja ja eettisia ohjeita noudattaen.
Tutkimuksen on aina oltava rehellista ja puolueetonta, eika se saa aiheuttaa hait-
taa tutkimuksen kohteena oleville (Heikkila 2014, 27). Tassa opinnaytetyossa
kaytettiin kantasolunaytteita, joita potilas ei enaa tarvitse ja jotka menisivat muu-
ten havitykseen. Hoidon eettisyys perustuu potilaan itsenaisyyteen ja itsemaa-
raamisoikeuteen, jota tukee laki potilaan asemasta ja oikeuksista (785/1992). Jo-
kainen kantasoluhoitoihin ryhtyva potilas tayttaa ennen hoitoja kantasolusiirteen
sailytyssopimuksen, jossa han voi antaa luvan tai kieltaytya solujen antamisesta
tutkimuskayttoon. Ennen tutkimuksen tekemista varmistettiin, etta kaytetaan vain
niiden potilaiden soluja, jotka ovat antaneet luvan kantasolujen tutkimuskayttoon.
Tutkimuksessa kaytettiin potilaiden naytteiden, joiden tutkimuskayttdon antami-
sesta he olivat tehneet tietoisen suostumuksen. Tietoinen suostumus koostuu
seka tietoisuudesta, etta suostumuksesta. Jotta ihminen voi olla tietoinen jostakin

asiasta, on hanen perehdyttava asioihin.

Ammattihenkildiden on annettava potilaalle riittavasti tietoa asioista, jotka ovat
suostumuksen kohteena. (Valimaki 2015, 152.) Ennen kantasolujen keraamista,

potilas ja laakarit pitavat hoitoneuvottelun. Ladkari kay potilaan kanssa lapi kaikki
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tarvittavat tiedot ja sen jalkeen potilas tayttaa kantasolusiirteen sailytyssopimuk-
sen, joten voidaan ajatella, etta potilaalla on riittavat tiedot kantasolujen kerayk-
sesta ja palautuksesta. Suostumus puolestaan merkitsee sita, etta potilas antaa
luvan omien tuntemustensa perusteella. Lisaksi potilaan on oltava kykeneva an-
tamaan suostumus. (Valimaki 2015, 153-155.) Sen jalkeen, kun potilaan solut
havitetaan tai otetaan tutkimus kayttoon, ei potilas saa tietaa mitd hanen soluil-

leen on tapahtunut.

Ennen tutkimuksen aloittamista kantasolulaboratorion henkilokunnalle kerrottiin
tulevasta tutkimuksesta. Tutkimus suoritettiin siten, ettei laboratorion normaalitoi-
minta hairiintynyt. Kantasoluviljelyt tehtiin silloin, kun kantasolulaboratoriossa ei
ollut muita rutiiniin liittyvia toita tai potilasnaytteita. Kantasolunaytteet virtaussyto-
metrialla ajettiin, kun ei ollut muita CD34-maarityksia teossa. Tassa tutkimuk-
sessa noudatettin myOs tietosuojaa eikd potilaiden henkilttietoja tule esille.
Kaikki naytteet kasiteltiin naytenumeroilla ilman henkilotietoja seka kantasoluvil-
jelyn, ettd CD34 maarityksen yhteydessa. Opinnaytetydn valmistuttua aineisto

havitettiin.

Ennen tutkimusta perehdyttiin teoreettiseen viitekehykseen. Joten opinnayte-
tyontekijalla oli hyvat pohjatiedot tutkimuksen tekemiseen. Lisaksi tutkija on tyos-
kennellyt useamman vuoden kantasolulaboratoriossa, joten tyoskentely siella oli
jo entuudestaan tuttua. Tutkimus suoritettiin rehellisesti ja tarkasti. Kaikki vaiheet
tehtiin samalla tavalla, samojen henkildiden toimesta. Lisaksi tulokset on esitetty,
niin kuin ne todellisuudessakin olivat eika niita kaunisteltu. Eettisesti haastavaa
oli, etta opinnaytetyontekijana piti toimia mahdollisimman neutraalisti. Aikaisempi
kokemus kantasolulaboratoriossa tyoskentelysta toi kuitenkin tiettyja ennakko-

oletuksia tuloksista, mutta ne pyrittiin poistamaan kokonaan.

Kaikki tutkimuksen vaiheet tehtiin huolellisesti tutkimussuunnitelmasta tulosten
analysointiin seka raportointiin. Raportissa kaytetyt Iahteet olivat mahdollisimman
tuoreita, enintddan kymmenen vuotta vanhoja. Vain kaksi lahdetta oli vanhempia
ja niitakin kaytettiin vain silta osin, kuin tieto ei ole muuttunut. Lahdesynteesia
pyrittiin kayttdmaan mahdollisimman paljon. Suurin osa lahteista oli kansainvali-
sia artikkeleita, jotka sisalsivat ajankohtaista tietoa asioista. Lisaksi valittuja lah-

teita tarkasteltiin kriittisesti ja kaikkiin viitattiin koulun ohjeistuksen mukaisesti.
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Eri laboratorioiden valilla on erilaisia tutkimuskaytantoja. Tassa opinnaytetyossa
kantasolujen tutkiminen kappaleessa kaytettiin laboratoriokaytantdjen kuvaami-
seen paljon Fimlab Laboratoriot Oy:n ohjeistuksia, koska se toimi tydn toimeksi-
antajana ja tyossa haluttiin noudattaa toimeksiantajan ohjeistuksia. Myos kaytan-

non osuus tehtiin toimeksiantajan tyoohjeita noudattaen.
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10 JOHTOPAATOKSET JA JATKOTUTKIMUSAIHEET

Tama oli ensimmainen Fimlab Laboratoriot Oy:ssa tehty kooste ja systemaatti-
nen tilasto jaadytyksen vaikutuksesta kantasoluihin ja siten tutkimuksena erittain
tarkea juuri kyseiselle laboratoriolle. Ensimmaista kertaa saatiin haluttua tietoa
kyseisesta aiheesta ja toimeksiantaja oli tyytyvainen tuloksiin. Nyt laboratoriolla
on konkreettista nayttoa jaadytyksen vaikutuksista kantasoluihin, kun aiemmin
tieto perustui ainoastaan kansainvalisiin tutkimuksiin. Tulokset olivat hyvin jar-
keenkayvia ja on tiedossa, ettd CD34+ solujen maara voi laskea jopa 50%. (Rou-
nioja 2020.) Vahvistettiin kasitys siita, kuinka paljon jaadytys vaikuttaa kantaso-
luihin. Tata vaitetta tukee myos testiviljelyina suoraan kerayspussista tehdyt vil-
jelmat, joissa tulos laski keskimaarin 62%. Eli kantasoluviljelyn tulos oli keskimaa-

rin 62% korkeampi naytteissa, joita ei jaadytetty ollenkaan.

Jatkotutkimusaiheena voisi olla jaadytysprosessin tutkiminen. Fimlab Laborato-
riot Oy:ssa on jo vuosien ajan kaytetty samaa jaadytysohjelmaa. Nyt voisi kokeilla
solujen jaadyttamista esimerkiksi hitaammalla jaadytys ohjelmalla. Tutkimuksis-
saan Yang, Pidgorna, Loutfy ja Shuen (2014) tutkivat juuri solujen jaadytysno-
peutta ja sita, mita tapahtuu, jos jaadytys syysta tai toisesta keskeytyy. Heidan
mukaansa solujen elinkykyisyyden kannalta kriittisin asia on solujen jaadytysno-
peus. Heidan tutkimuksiensa mukaan paras jaadytysnopeus on 1-2,5 astetta mi-
nuutissa. Morgenstern ym. (2016) osoittivat tutkimuksessaan, etta jaadytyspro-
sessilla voidaan vaikuttaa optimaaliseen kantasolusiirtoon ja siirteen tarttumi-
seen. Heidan tutkimuksessaan suositeltiin jaadytysnopeudeksi 1-2 astetta mi-

nuutissa ainakin siihen asti, kunnes afereesi saavuttaa —40 asteen lampadtilan.

Fimlab Laboratoriot Oy:ssa jaadytys prosessi alkaa jo alusta 2 astetta minuutissa
ja kun laite saavuttaa —50 asteen lampatilan jatkaa se jaadytysta 5 astetta minuu-
tissa. Heraa siis kysymys onko jaadytys lilan nopea. Yang, Pidgorna, Loutfy ja
Shuen (2014) totesivat tutkimuksissaan, etta jos ei ole kaytdssa ohjelmoitavaa
jaadytyslaitetta solut voisi laittaa suoraan —80 asteiseen pakastimeen ja sielta
myohemmin siirtda nestetyppeen. Olisiko siis hyva, etta jaadytys prosessi olisi —
2 astetta siihen asti, kunnes laite saavuttaa —80 asteen lampdtilan ja vasta sen

jalkeen lisaisi jaadytys nopeutta.
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Jaadytysta -80 asteessa eli passiivista jaadytysta voidaan kayttaa myos refe-
renssi- ja validointimenetelmana jaadytyslaitteelle, jos epailee, etta laboratorion
jaadytyslaitteessa on vikaa tai ohjelma ei ole toimiva. -80 asteessa afereesituote
tai testiputki jaatyy tasaisesti, noin 1 aste minuutissa. Vaikka passiivisesta jaady-
tysmenetelmasta ei saada jaadytysdokumenttia eikd jaadytysprosessia pysty
seuraamaan niin tarkasti kuin ohjelmoitavalla laitteella tehtavaa jaadytysta, on

sen edullisuus kuitenkin suuri etu. (Morgenstern ym. 2016, 949; Rounioja 2020.)

Siirteen laatuun vaikuttaakin moni eri tekija. Jaadytysohjelma on yksi, mutta li-
saksi myos jaadytysliuos vaikuttaa. Eri Kantasolulaboratorioiden valilla kaytetaan
eri DMSO pitoisuutta. Fimlab Laboratoriot Oy:ssa kaytetdan 10% pitoisuutta, sa-
moin kuin esimerkiksi Yangin, Pidgornan, Loutfyn ja Shuenin (2014) tutkimuk-
sessa Kanadassa. Donmez ym. (2014) kayttivat tutkimuksessaan 7,5% ja Detry
ym. (2014) 6% DMSO pitoisuutta. Abbruzzesen ym. (2009) ja Berensin ym.
(2016) tutkimuksissa kaytettiin vain 5% pitoisuutta, joten toisena tutkimusaiheena

voisi tutkia DMSO pitoisuuden vaikutusta kantasolusiirteen laatuun.
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Liite 1. Kantasolukerayksen koontilomake
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Liite 2. Virtausytometrian esimerkkituloste

Fimlab Laboratoriot

Navios Panel Report: 8535 Biokatu 4
Tamperc
11372020 10:23 AM Runtime Results
Sample ID1:  Potilas 9 Nm_ne: \ PO D.O.B.:
Panel Name:  Stem Cells . =
el Cootiet Match: ¥ :a:os 51\: = AS291
LMD FileNames(s): . poret e
C\Beckman Coulter User Data\Users\CD34\LMD\Potilas 9 13.1.2020 00045601 001.L?
C\Beckman Coulter User Data\Users\ CD34\LMD\Potilas 9 13.1.2020 00045603 003.LMD
o | :
Collection Date: ~ 131an2020 12:00 AM ;5:’6‘1‘; Sz;;d
Analysis Date / Time: 13Jan2020 10:23 AM En P
- ID#: Hematology Date / Time:
2:" o g ' Hematology Instrument:
S }STI? Apheresis WBC: 8.13x1073/ul LY%:
ample 1ype: . MO%:
Dilution Factor: 10.00 Eff NE%:
Harvest Volume: 131.00 mL ) EO0%:
: Weight: .60 k; )
Body Weight:  75.60 kg BAY%:
i] £ ] e ]
s g ] |
ko] i . i1 . |
1 e B dm d — |
) S .. B
o i 4 T -
8 d B |
] ‘ . |
3
: i ] : : P 3 o« |
A Eeda J
Cells/uL.
Description: Region Result CAL Opt Stat 1 Opt Stat 2
CD34 pos soluja 10E6/L eq 500.00
CD34 pos soluja % eq 1.58
CD34 pos soluja kerayksessa 10E6 eq 65.50
} CD34 pos soluja 10E6/kg eq 087
CD34 pos soluja 10E6/L eq 500.00
CD34 pos soluja % eq 1.63
CD34 pos soluja kerayksessa 10E6 eq 65.50
CD34 pos soluja 10E6/kg eq 0.87
R:CD34 1E6/L (putkiliputki2)  eq 1.00
KA: CD45 pos soluja 10E9/L eq 3L11
KA: CD34 pos soluja 10E6/L eq 500.0,
KA: CD34 pos soluja % eq 1.61
KA: CD34 pos soluja kerays 10E6 eq 65.50
KA: CD34 pos soluja 10E6/kg egq 0.87
Page 1 of 1 Signature:



Liite 3. Autologinen kantasolusiirto vaiheittain

1. INJEKTIOT

Mobilisaatiota varten, esim. kasvutekijd (G-CSF)

2. MOBILISAATIO

Kanfasolut siirtyvat luuytimestd verenkiertoon

3. KANTASOLUKERAYS

Kantasolut kerdtddn verenkierrasta
afereesilaitteen avulla infuusiopussiin

4. KASITTELY

Kantasolut kdsitellddn laborateriossa jdddytystd
varten

5. JAADYTYS JA SAILYTYS

Kantasolut jdddytetddn ja sdilytetddn
nestetyppisammiossa

6. SOLUNSALPAATA-/SADEHOITO
Hoitojen tarkeituksena on tuhota jdljelld olevat

sybpdsolut

7. KANTASOLUSIIRTO

Kantasolut sulatetaan ja palautetaan
verankiertaan.

(A Sanofi Company 2013, muokattu)



