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Immunofenotyypitystd kéytetddn leukemia-, jadnnostauti-, kantasolu- sekd im-
muunipuutostilatutkimuksissa. Solujen immunofenotyypitys tapahtuu virtaussytometrin
avulla. Immunofenotyypitys luokitusmenetelména on korvannut aiemmin kéytetyt syto-
kemialliset varjaykset ja niiden mikroskopoinnin. Fimlab Laboratoriot Oy:n hematolo-
gian laboratoriossa on kéytossa télla hetkelld kaksi Beckman Coulter Navios™ -laitetta.
Analysaattorit hankittiin laboratorioon vuonna 2010 syyskuussa ja vuoden 2011 aikana
siirryttiin kayttamaan Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometreja. Perehdytysoh-
jeen tarve syntyi virtaussytometri-analysaattorien vaihdosta.

Opinnaytetyon menetelmana kaytettiin toiminnallista opinnaytety6ta, joka koostuu ra-
portista sekd tuotoksena valmistuneesta Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin
perehdytysohjeesta. Perehdytysohjetta on tarkoitus kéayttdd Fimlab Laboratoriot Oy:n
perehdytysprosessin sekd Tampereen ammattikorkeakoulun bioanalyytikko-opiskelijoi-
den harjoittelujakson tukena. Perehdytysohje nopeuttaa analysaattoriin tutustumista ja
sen avulla on mahdollista oppia k&yttdmaan virtaussytometria nopeammin, luotetta-
vammin ja laadukkaammin.

Raporttiosassa kasitelladn aluksi perehdytystd ja tydssd oppimista, jota muun muassa
hyva perehdytysmateriaali tukee. Opinnéytetyon keskeinen luku kasittelee virtaussyto-
meriaa ja immunofenotyypitystd menetelméana seka Beckman Coulter Navios™ -vir-
taussytometrin rakennetta ja ennen méaéritystd tehtavaa naytteiden esikasittelyd, ana-
lysointia ja tulosten tarkastelua. Viimeisessd luvussa on esitetty opinnaytetyon tekijoi-
den kiinnostukseen perustuen virtaussytometrill&4 diagnosoitavia hematologisia sairauk-
sia, immuunipuutostiloja sekéd kantasolusiirtoja hoitomuotona. Opinndytetyon tuotok-
sena valmistunut perehdytysohje esitelladn omassa luvussaan. Tuotos siséltéa teorialu-
vuista vain osan ja sen ulkoasun toteutuksessa on painotettu visuaalisuutta. Perehdy-
tysohje toimitettiin toimeksiantajalle paperiversiona ja paivitettdvassa CD-muodossa.

Opinndytetyon jatkotutkimusaihe voisi olla tdman perehdytysohjeen toimivuuden tes-
taus kaytdnnossa. Sen voisi toteuttaa kokeellisesti kyselytutkimuksena. Jatkotutkimus-
aiheessa voisi perehtya enemman Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrilla néyt-
teiden esikasittelyyn ja analysointiin eri vasta-ainepaneeleissa ja tuotoksena voisi olla
videomateriaali tai diakuvasarja sekd oppimista testaavia tehtavia.

Asiasanat: virtaussytometri, immunofenotyypitys, Beckman Coulter Navios™, pereh-
dytysohje, hematologiset sairaudet ja tilat



ABSTRACT
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Immunophenotyping is used when analysing leukemia, minimal residual disease, stem
cells and immunodeficiency. Immunophenotyping of cells is performed by using flow
cytometer. Immunophenotyping has replaced earlier diagnosis methods, such as cyto-
chemical staining and their microscopy classification.

The objective of this study was to prepare an instruction guide for flow cytometer made
by Beckman Coulter Navios™. The material should provide the users with adequate
level of understanding of the principle of the analyzing methods. The material will also
be very useful when using the analyzer. This study consists of two parts: theoretical
section and instruction guide as the product of the study. Functional method was applied
when producing the instruction guide. The guide was made for Fimlab Laboratories Ltd
and it will be used as a part of orientating process of new employees and students during
their clinical practice.

In the theoretical section there is a review on orientating process in general. It presents
the main things which have to be recognized when orientating new employees and stu-
dents as well as the most important in producing an appealing instruction guide. The
main part of this study discusses at the advanced level the immunophenotyping and the
flow cytometry and provides device-specific information of Beckman Coulter Navios™
flow cytometer. This section also describes how the samples were processed and how
the results were interpreted. The focus of the last section, the haematological diseases
and conditions, reflects this study’s authors’ special dedication.

Key words: flow cytometry, immunophenotyping, Beckman Coulter Navios™, intro-
duction material, haematological diseases and conditions
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1 JOHDANTO

Virtaussytometria on fluoresoivien solujen mittaamiseen perustuva laboratoriotutki-
musmenetelmd. Vertauskuvallisesti virtaussytometriassa fluoresoivat solut voidaan
my0s ajatella hohtavina soluina, johon opinndytetyon otsikko viittaa. Tdma solujen hoh-
taminen saadaan aikaan lasersdteen avulla, kun solun pintaan on Kiinnittynyt laser-
séteesta aktivoituvia partikkeleita. Partikkelit antavat soluista informaatiota, jota laakéri
hyodyntéé potilaan tilaa selvittdessaan. Immunofenotyypitys on menetelma, jossa sel-

vitetddn soluissa olevien partikkeleiden tyyppid ja méaérasuhteita.

Tutkijat kehittivat vuonna 1975 tekniikan, jolla voidaan tuottaa monoklonaalisia vasta-
aineita. Tama keksintd palkittiin vuonna 1984 Nobelin laaketieteen palkinnolla. En-
simmaiset virtaussytometrit tulivat kdyttdon 1980-luvun alussa ja silloin aloitettiin myos
kaupallinen monoklonaalisten vasta-aineiden tuotanto. Suomessa yliopistot hankkivat
ensimmadiset laitteet tutkimuskayttoa varten ja valmistivat myos itse vasta-aineita. Tam-
pereen yliopistollisen sairaalan laboratorio hankki ensimmaisend yliopistosairaalalabo-
ratoriona Suomessa virtaussytometrin syksylla 1984. Suuri osa akateemista laboratorio-
henkildstod hammasteli analysaattorin korkeaa hintaa, sill4 laitteen k&yttotarkoituksesta
ei ollut vield selvaéd nayttéa. Varsinainen tyodskentely aloitettiin vuonna 1985 retikulo-
syyttimaarityksilla ja sydpakasvainten DNA-maarityksilla. Samaan aikaan opeteltiin
immunofenotyypitystd, jonka kansainvalisenkin tason kaytto oli silloin vield alkutaipa-
leella. Immunofenotyypityksen rinnalla tehtiin jonkin aikaa sytokemiallisia varjayksié,

mutta niiden kayttd on nykyaan hyvin véahaista.

Korkeiden laatuvaatimusten vuoksi laboratoriotydskentely on tarkkaan sdédeltya. Tasta
syysté tyontekijoiden tydskentelyn tulee olla mahdollisimman samanlaista ja toistetta-
vaa. Yhtendisen tyoskentelytavan muodostumista helpotetaan ohjeiden ja hyvén pereh-
dytyksen avulla. Tdmé& varmistaa luotettavien laboratoriotulosten antamisen hoitoyksik-
koon ja potilaille. Perehdytysohje on yhtenéisen tydskentelyn tarkeé apuvéline niin tyo-
t& opeteltaessa kuin my6hemmin asioita kerrattaessa tai ongelmatilanteita selvitettaessa.

Tasta syntyi muun muassa meidén opinndytetyélle aihe.



Opinnaytetydmme aiheena on laatia Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin pe-
rehdytysohje. Se on tarkoitettu Pirkanmaan sairaanhoitopiirin omistaman Fimlab Labo-
ratoriot Oy:n hematologian laboratorion tyontekijoiden ja harjoittelussa olevien opiske-
lijoiden kayttoon. Aiheen saimme syyskuussa 2011 Fimlab Laboratoriot Oy:lta ja paa-
dyimme aiheeseen, koska se kiinnosti meitd. Opiskelujen aikana hematologia on osoit-
tautunut molemmille mielenkiintoiseksi alueeksi. Virtaussytometria on opetuksen yh-
teydessé kasitelty lyhyesti, minka vuoksi kiinnostuimme aiheesta. Halusimme laajentaa

hematologian osaamisemme myds virtaussytometrian alueelle.

Opinnaytetyon alussa kasitelladn perehdyttamista ja tydssa oppimista seké hyvén pereh-
dytysmateriaalin ominaisuuksia. Haluamme korostaa visuaalisuutta ja esteettisyytté pe-
rehdytysohjeen laadinnassa. Sen ulkoasun suunnitteleminen kiinnostaa, silla meitd hou-

kuttelee kéyttad luovuuttamme sen toteuttamisessa.

Opinnaytetyon tarkoituksena on laatia perehdytysohje tukemaan Beckman Coulter Na-
vios™ -virtaussytometrin kaytén oppimista ja sen periaatteiden ymmartamista. Taman
aihealueen ymmartamiseksi kokoamme liitteeksi sanaston, jota voi kéayttda lukemisen
tukena. Aloitamme aiheen kasittelyn immunofenotyypityksestd ja virtaussytometriasta
menetelmana seké késittelemme myos Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin
rakennetta. Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin rakenteen kerromme laittees-
sa olevien osien kuvauksen avulla. Kasittelemme opinndytetydssaimme myds yleisen
periaatteen tasolla néytteiden kasittelyd ja analysointia seka tulosten tarkastelua. Tata
rajausta perustelemme sillg, ettd emme ole tekemdssé tydohjetta laboratorioon. Tavoit-
teenamme on myds selvittad virtaussytometrialla diagnosoitavia hematologisia sairauk-
sia ja muita tiloja. Rajaamme tdméan luvun niin, ettd kerromme vain Fimlab Laboratoriot

Oy:114 tehtévistd hematologisista tutkimuksista.



2 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TEHTAVA JA TAVOITE

Fimlab Laboratoriot Oy on vaihtanut FACS CANTO™ [I -virtaussytometrit Beckman
Coulter Navios™ -virtaussytometreihin, joita on hematologian laboratoriossa kaytossa
talla hetkelld kaksi kappaletta. Virtaussytometrit on hankittu laboratorioon vuonna 2010
syyskuussa ja vuoden 2011 aikana laitetta kaytettiin aikaisempien laitteiden rinnalla.
Vuoden 2011 lopussa siirryttiin kayttamaan vain Beckman Coulter Navios™ -virtaus-
sytometreja. Laitteilla analysoidaan paivassa noin kymmenen lymfosyyttidiffindytetta ja
niiden lisdksi my6s muita hematologisia tutkimuksia, kuten leukemia-, jadnnostauti-

seka kantasolututkimuksia.

Opinnaytetydn tarkoituksena on tuottaa perehdytysohje Beckman Coulter Navios™
-virtaussytometrille. Opinndytetyon tekijat padsevat laatimaan perehdytysohjeen selvit-
tdmalla opinndytety0dssa seuraavat tehtavat:

1. Millainen on hyva perehdytysohje?

2. Mika on Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometri ja miten se toimii?

3. Mité hematologisia sairauksia ja tiloja diagnosoidaan virtaussytometrialla?

Tyon tavoitteena on auttaa laitteeseen perehtyvia Fimlab Laboratoriot Oy:n tyonteki-
joita ja opiskelijoita Beckman Coulter Navios™ -virtausytometrin kaytdssa seka mene-
telman ymmartdmisessad. Sen avulla pyritddn saamaan yhtendisemmat tyOtavat perehty-
vien ja kokeneiden tyontekijoiden vélille. Perehdytysohjeen avulla perehtyvét tyonteki-
jat ja opiskelijat oppivat kayttaméan laitetta nopeammin, luotettavammin ja laaduk-
kaammin. Tasta hyotyvat hoitoyksikko ja potilaat, kun he saavat vastaukset nopeammin

ja ne ovat entisté luotettavampia.

Opinnaytetyon tekijoiden tavoitteena on tutustua virtaussytometriaan ja sen hematologi-
siin tutkimusindikaatioihin. Lisaksi tavoitteena on perehtya Beckman Coulter Navios™
-virtaussytometriin ja ymmartaa sen toimintaperiaatteet. Opinnédytetyoprosessin aikana
opinnéytetyon tekijOiden tavoitteena on kehittyd ammatillisesti ja kehittdd aiheeseen

liittyvad englanninkielen osaamista.



3 OPINNAYTETYON MENETELMA

Toiminnallinen opinnaytetyo

Monissa tutkinnoissa opinnaytety6 on itsendinen ja laaja tyoelamalahtoista seké kaytan-
non ongelmaa ratkova opintokokonaisuus. Monesti siitd muodostuu prosessi, joka Vvoi
suunnata ammatillista kasvua, urasuunnittelua ja tyollistymista. (Airaksinen & Vilkka
2004, 17; Falenius, Leino, Leinonen, Lumme & Sundqvist 2006.) Toiminnallinen opin-
naytetyd koostuu toiminnallisuudesta, teoreettisuudesta, tutkimuksellisuudesta ja ra-
portoinnista (Sosiologi-Filosofiapu Vilkka 2011). Sen tehtdv&dnd on ammatillisessa ym-
paristdssa ohjeistaa, opastaa, jarkeistaa ja jarjestad kaytannon toimintaa (Airaksinen &
Vilkka 2004, 9; Falenius ym. 2006).

Ammattikorkeakoulutasoisen koulutuksen tavoitteena on valmistaa opiskelija toimi-
maan alansa asiantuntijatehtdvissd sekéd antaa valmiudet ammattinsa kehittamiseen ja
tutkimustoimintaan. Sen vuoksi opinnaytetyon tulisi olla riittavalla tasolla alan tietojen
ja taitojen hallintaa osoittava kokonaisuus, joka on toteutettu tutkimuksellisella asen-
teella. Tyoeldamaldhtdinen ja kaytantoon kytkeytyva opinnéytetyd tukee tekijansa am-
matillista kasvua. Kun opinnaytetyén toimeksianto on tullut yhteyshenkilon kautta, sen
etuna voidaan pitaa tekijan mahdollisuutta verrata tietotaitojaan uusimpaan kaytantoon
tyoeldmassa. (Airaksinen & Vilkka 2004, 10, 17; Falenius ym. 2006.)

Toiminnallinen opinnaytety® koostuu kahdesta osasta eli raportista ja tuotoksesta. Ra-
portissa selvitetddn miten ja miksi teksti on tuotettu seka mita opinnédytetydntekijat ovat
tehneet. Siind kuvataan myods tyon edistyminen, tulokset, johtopaatokset ja arviointi.
Opinndytetyon raporttiosuutta lukeva voi siten olla selvilla koko prosessista ja opinnéy-
tetyon onnistumisesta. Opinndytetyd kertoo tekijoiden ammatillisesta osaamisesta luki-
jalle seké sitd voidaan pitd4d ammatillisen ja persoonallisen kasvun valineend. (Airaksi-
nen & Vilkka 2004, 65; Falenius ym. 2006.)

Tuotos eli produkti syntyy toiminnallisen opinnédytetyon raportin perusteella. Se on
usein kirjallinen ja kirjoitustyyli poikkeaa raportin kirjoitustyylista, silla produktin teksti

on suunnattu tarkoin méaritellylle kohde- ja kayttajaryhmalle. (Airaksinen & Vilkka



2004, 65.) Tama nakyy tasmallisempien ja tarkkojen kasitteiden eli termien kayttami-
sessd, mik& merkitsee tutkimuksellisen ndkdkulman yhdistdamista tyohon. Termit tulee
madritelld ty0ssa tarkasti, silla ne kuuluvat tiettyyn erikoisalan sanastoon sekd ne ovat
kayttoalallaan yleisesti tunnettuja ja kaytettyja. Produkti voidaan toteuttaa kohderyhman
mukaan kéyttéon soveltuvimmalla tavalla, kuten kirjana, kansiona, CD-levyna, portfo-
liona, kotisivuna tai tapahtumana. Oleellista on yhdistéa tutkimusviestinnan avulla kay-
tdnnon toteutus ja sen raportointi. Produkti voi olla ohje, ohjeistus tai opastus. (Airaksi-
nen & Vilkka 2004, 9, 104; Falenius ym. 2006.)

Kun opinndytetyd ja sen tuotos on kokonaan valmis, voidaan kohderyhméltd pyytaa
palautetta tuotoksen kokonaisarviointiin. Kaytannossa tdma tapahtuu testauksen avulla,
jossa kayttajaryhma voi pohtia tuotoksen kaytettavyyttd, sen onnistumista, asian ym-
marrettavyyttd sekd sitd, onko tuote ammatillisesti merkittava. (Airaksinen & Vilkka
2004, 40.)

Menetelmén valinta opinnaytety6hén

Opinndytetydomme on ty0eldmal&htdinen ja yhteistyokumppaninamme toimii Fimlab
Laboratoriot Oy. Menetelména kaytetaan toiminnallista opinnaytety6td, koska aiheena
on perehdytysoppaan tuottaminen. Opinnaytetydomme koostuu kahdesta osasta, joita
ovat raportti ja produkti. Meidan ty6elaméldhtdisen produktimme tarkoituksena on
opastaa seka lisata sujuvuutta kaytdnnon toimintaan.

Opinnaytetyon kautta tulemme perehtymaan tarkemmin tiettyyn hematologian osaamis-
alueeseen, joka on tdssé tapauksessa immunofenotyypityksen kayttd virtaussytometri-
assa. Tyossa tulee ndkymaan opinnaytetyontekijoiden ymmartdmis- ja osaamistaso seka
ammatillinen kasvu ja luovuus. Ty0 kirjoitetaan tyoelamal&htoisestd ndkokulmasta. Ra-
portissa aiomme selvittdd mitd teemme, mité se siséltdd ja miten siihen on paadytty. Sen
pohjalta teemme produktin eli perehdytysoppaan. Produktin tekstuaalinen osuus ei tule
olemaan tdysin samanlainen kuin raportissa, koska se on suunnattu erilaiseen kayttoon
kuin raportti. Tuotos on tarkoitus testata bioanalyytikko-opiskelijoilla, jotka ovat valin-
neet virtaussytometrian vaihtoehtoisiin ammattiopintoihin. Talla tavalla voimme saada

palautetta tuotteen kaytettdvyydesta kaytdnnossa.
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4 PEREHDYTYS JA OPPIMINEN TYOSSA

Perehdytysohjeet mahdollistavat laadukkaan laboratoriotuloksen saannin, kun henkil6-
kunta on perehdytetty osaavaksi. Oikeellisiin ja toistettaviin potilastuloksiin paastaan
suorittamalla tutkimukset yhtenevien ohjeiden mukaan. Siksi laboratorioon laaditaan
perehdytys- ja ty6ohjeita, joita on my0s paivitettdva tarpeen mukaan. Jotta tyOtavat ja
analyysit ovat tekijasta riippumatta samanlaisia, tulee toimia naiden ohjeiden mukaises-
ti. Kun perehdytys on tehty, siitd laaditaan dokumentoitava perehdytyskaavake. (Liima-
tainen 2010, 57-58.)

4.1 Perehdytys ja perehdyttamisen lainsaadanto

Perehdyttdmiselld tarkoitetaan kaikkia tapahtumia, joilla helpotetaan perehdytettavén
tyon aloitusta. Tassé prosessissa perehdytettdva ohjataan uusiin tydtehtaviin, hanelle
kerrotaan tydyhteison toimintatavat ja esitelladn tydyhteison tyontekijat seka vastaavasti
hanet esitellaan tyontekijoille. (Frisk 2005, 41.) Perehdytyksessa tyontekija opastetaan
organisaation toimintatapoihin ja kulttuuriin. Perehdytettdvd on aluksi ulkopuolinen
organisaatiossa ja tyotehtavassadn. Perehdyttdmisen avulla perehdytettdvan mielikuvat
johdatetaan kdytannon toimintaan tydssa. Se yleensé aloitetaan kapea-alaisesti ja pereh-
dyttdmisen edetessé osaamisaluetta laajennetaan. Tatd voidaan kuvata késitteilld yleis-
perehdytys ja syventdva perehdytys. (Kjelin & Kuusisto 2003, 13-15, 36; Frisk 2005,
42.)

Perehdyttdminen on térked kaksisuuntainen tapahtuma yksilon ja tydyhteison valilla,
johon tarvitaan molemmat osapuolet aktiivisesti mukaan. Kokenut tyontekijé antaa pe-
rehdytysté jokaiseen tyotehtavadn perehtyjélle (Liimatainen 2010, 57.) Hyva tydyhtei-
son henki on tarked asia tyopaikalla, jotta perehdytettdvé tuntee itsensé hyvéksytyksi ja
autetuksi. Perehdyttdmisen merkitys nakyy parhaiten tehtdvissa seka tilanteissa, joissa
se on valttaméatonta ja tyontekijoiden vaihtuvuus on suuri. Perehdytyksen avulla voidaan
turvata toiminnan jatkuvuus ja tasaisen laadun tuottaminen. Perehdyttdmisprosessi on
kannattavaa, koska silloin ty6hon perehtyjd voidaan saada sitoutumaan pidemmaéksi

aikaa organisaatioon. Té&sta johtuen ohjaus ei voi jd&da pelkastddn perehdytyksen va-
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raan, vaan sen taytyy olla jatkuvaa. (Kjelin & Kuusisto 2003, 14-15, 173; Frisk 2005,
41-43; Kupias & Peltola 2009, 20.)

Ammattikorkeakouluopiskelijoiden perehdytyksen tavoitteena on ohjata opiskelija ty6-
paikan keskeisiin tehtaviin opetussuunnitelmansa mukaan. Opiskelijan on térkeda oppia
soveltamaan aiemmin opittuja tietoja ja taitoja tyoelamén kaytantdihin. (Tampereen
ammattikorkeakoulu hallitus 2011, 3.)

Perehdyttdmista ja tyon tekemistd saadellaan erilaisin lain ja asetuksin. Lakeja, jotka
kasittelevat perehdyttamistd ovat tydsopimuslaki, tyoturvallisuuslaki ja laki yhteistoi-
minnasta yrityksissa. Esimerkiksi tydsopimuslaissa tyonantaja on velvollinen huolehti-
maan tyontekijan osaamisesta silloinkin, kun yritys muuttaa tai kehittdd toimintaa ja
tehtdavid. Tyoturvallisuuslain mukaan tyonantajan on annettava riittdvaa perehdytysta
huomioiden tyéntekijan osaaminen ja kokemus. Sen mukaan tyGnantajan on myos ker-
rottava haitta- ja vaaratekijoistd seka annettava tarvittaessa lisdperehdytysté. Laki yh-
teistoiminnasta yrityksissa maarittelee tarkasti periaatteet ja kaytanndt, joita noudatetaan
tybhonotossa. Siind perehtyjalle annetaan esimerkiksi tarpeelliset tiedot tyOpaikasta ja
yrityksestd. (Tyosopimuslaki 2001; Tyoturvallisuuslaki 2002; Laki yhteistoiminnasta
yrityksissa 2007; Kupias & Peltola 2009, 20, 27.)

Tyo6lainsaadantd on perehtyjan ja tyontekijan oikeus ja siihen perustuvat sopimukset
suojaavat ja turvaavat heidan oikeuksia tyopaikalla. Kilpailukyky, tyéhyvinvointi ja
menestyminen taataan luotettavalla ja lainmukaisella toiminnalla. Laittomasta toimin-
nasta saattaa aiheutua ongelmia, eika tyontekija onnistu tydsséddn ja pyrkimyksissaan
menestyvan yrityksen aikaansaamiseksi. Lainsaadantéa valvovat johto ja henkil6sto-
ammattilaiset. Sitd valvotaan myos muilta tahoilta, muun muassa tydsuojeluviranomai-
set valvovat tydlainsdantdd ja luottamusmiehet seké tydsuojeluvaltuutetut huolehtivat

tyontekijan oikeuksista lahempané tyontekijaé. (Kupias & Peltola 2009, 20, 27.)

4.2 Oppiminen ty6ssa ja tydhon perehtyja

Tyossa oppimisella tarkoitetaan tyOpaikalla annettavaa tietoa uudelle tyontekijélle tai

opiskelijalle, jonka kokeneemmat tyontekijat nakemystensd, kokemuksiensa ja havain-
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tojensa pohjalta katsovat tarpeellisiksi (Tikkamaki 2006, 32). Kokemuksellisuus, yhtei-
sOllisyys ja sosiaalinen ty0ympaéristd ovat keskeisia piirteita tyossa oppimiselle (Frisk
2005, 8-9).

Tydssa oppiminen tapahtuu monesti huomaamattomasti tyéeldman ongelmia ratkotta-
essa ilman tavanomaista luento-opetusta. Opiskelijoiden kohdalla noudatetaan opetus-
suunnitelmaa ja sen pohjalta opetellaan niité tyGtehtavid, joita tyopaikka tarjoaa. (Frisk
2005, 8, 28-29.) Tydssa oppiminen on perehtyvan tyontekijan tai opiskelijan aktiivista
tyoskentelyd. Oppijan tulee asettaa tavoitteet oppimiselle ja hanellé tulee olla mahdolli-
suus saada palautetta kehittymisestadn, jotta oppiminen ja ty6éhon perehtyminen ovat
laadukasta. Asiantuntijaksi ei voi kouluttautua, vaan siihen vaaditaan pidempiaikaista
kokemusta ja syventymista tyéhon. Perehdyttdminen ja tydssa oppiminen ovat kuitenkin

hyva alku asiantuntijaksi kasvamiselle. (Kjelin & Kuusisto 2003, 220.)

Perehdytettdva on yritykseen tullut uusi tyontekijé tai tyontekijé, joka on vaihtanut uu-
teen tyotehtavadn. Henkil6t voivat olla ovat nuoria, kokeneita tai organisaatioon palan-
neita entisia tyontekijoita. Tallaiset henkil6t voivat olla sisdisen siirron tekevia tyonte-
kijoita, pitk&dan poissaolleita tyontekijoitd, kesatyontekijoitd ja yhteistybkumppaneita.
Namé tyontekijat tutustuvat uudenlaisiin toimintatapoihin ja ymparistoon. (Kjelin &
Kuusisto 2003, 166; Kupias & Peltola 2009, 65.)

Perehtyjané voi olla myds opiskelija. Bioanalytiikan koulutusohjelman mukaan opiske-
lijoilla on koulutuksessa perus- ja ammattiopintojen liséksi erilaisia harjoittelujaksoja.
Harjoittelujaksoja ovat ammattitaitoa edistavat harjoittelut seké vaihtoehtoiset ammat-
tiopinnot. Harjoittelu tapahtuu opetuslaboratorioissa ja kliinisissa laboratorioissa, joiden
kanssa ammattikorkeakoulu on solminut sopimukset. Nailta laboratorioilta vaaditaan

harjoittelulle korkeakoulutasoista ohjausta. (Bioanalytiikan koulutusohjelma 2010, 1-2.)

Hyvéssa perehdytysprosessissa perehdytettdvad ohjataan sopivan tahdin mukaisesti.
Huomiota kiinnitetddn my0ds perehtyjan tyoroolin muodostumiseen. Perehdytettédvan
ammattitausta, rooli ja kokemus vaikuttavat perehdyttdmisen laajuuteen. Kokematto-
malla tyontekijélla on pienemmat valmiudet sisdistdd uusi tydymparistd kuin kokeneella
tyontekijalla. Lisaksi heilld on tiedontarve suurempi. Tamé vaatii pidempaa perehdyt-
tdmisjaksoa ja perehdyttgjalta pitkdjanteisyyttd. (Kjelin & Kuusisto 2003, 163.) Pereh-
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dytettdvan on kuitenkin etukéteen hallittava teoreettiset perustiedot opittavista asioista,
joita perehdytyksessa syvennetddn ja pohditaan. Tdma helpottaa sisdistdmaan uuden
ty6tehtavan. (Jokinen, L&dhteenméki & Nokelainen 2009, 270.)

Perehdyttdmisessd hyva ensivaikutelma on tarkeéda. Heti tyosuhteen alusta l&htien pe-
rehtyjd havaitsee hyvié ja huonoja puolia merkittavistd, mutta myds pienimmisté asi-
oista. Nam4 vaikuttavat perehtyjan kasitykseen uudesta tyoymparistosta. Seka perehty-
jan ettd muiden tyontekijoiden valinpitamaton tai epamiellyttdva kohtelu muistetaan
parhaiten. Jotta perehtyja tuntee itsensa tervetulleeksi, hanen tuloonsa tulee valmistau-
tua ja ohjauksen tulee alkaa heti. Keskeistd on perehdytettdvdn huomioiminen ja tdmén
asemaan asettuminen. (Kjelin & Kuusisto 2003, 161-162; Kupias & Peltola 2009, 64.)

Tyo6hon perehtyja tekee paljon havaintoja ja ottaa helposti mallia kdytannén toimin-
nasta. Mikali puheet ja kaytdntd poikkeavat toisistaan, tyohon perehtyjad on epavarma
toiminnastaan. Silloin perehtyjd ottaa helposti mallia toimintaansa kaytannosta. Koke-
mukset ja havainnointi mahdollistavat oppimisen, silla oppijan on ymmarrettava mité
opetuksessa halutaan tuoda esille. Koska perehdytettavalla ei usein ole suuria odotuksia,
ne on yleensa helppo tayttdd. Hanelle riittad, ettd tietdd roolinsa, tuntee organisaation,
tyovalineet ja tutustuu tydyhteiséon. (Kjelin & Kuusisto 2003, 105, 113, 162.)

Jotta tyodntekija voi oppia, harjaantua ja tutustua uuteen tydtehtavaéan, on hanen omalla
aktiivisuudellaan suuri merkitys (Frisk 2005, 45). Perehdytettavalld on usein jo tulles-
saan energia ja motivaatio korkeimmillaan. Silloin motivointi ei muodostu ongelmaksi
ja perehdyttamistilanne on perehdytettavan kannalta parhaassa mahdollisessa ajankoh-
dassa. Oppiminen edellyttad uskallusta toimia uusissa tilanteissa. Myos jarki ja tunne
vaikuttavat yhdessé asioiden sisdistdmiseen. Uudella tyontekijalla ongelmana voi olla
kuitenkin suorituspaineita uuden roolin opettelussa ennen kuin on oppinut sen taysin.
N&ma edeltivat asiat yhdessa vaikuttavat perehdytettdvan oppimiseen. (Kjelin & Kuu-
sisto 2003, 113, 172.)
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4.3 Perehdytysmateriaali

Toiminnallisen opinnaytetyon tavoitteena on, ettd sen tuotos erottuisi edukseen muista
samankaltaisista tuotteista. Sen kriteereiksi voidaan médritelld tuotoksen houkuttele-
vuus, kaytettdvyys kohderyhmaéssa ja uusi muoto. Naiden piirteiden perusteella opin-
naytetyon tekijoiden haasteena on saada siita yksilollinen ja persoonallinen. (Airaksinen
& Vilkka 2004, 53.)

Suunnitteluvaiheessa pitdd pohtia perehdytysmateriaalin péaivitysmahdollisuus ja sen
paivittdja. Yksi keino on tallentaa materiaali CD-levylle tai intranetiin. CD-levyll& pe-
rehdytysmateriaali on tietyssd tyoyksikossa ja intranetissé se on koko tydyhteison kay-
tettdvissa. (Kjelin & Kuusisto 2003, 206.) Paivitetty materiaali voidaan tulostaa help-
polukuiseksi perehdytyskansioksi. (Ty6turvallisuuskeskus 2004, 27.)

Perehdytyksen apuna voidaan kayttaa erilaisia materiaaleja, kuten perehtyjan oppaita,
henkildston kasikirjoja, vuosikertomuksia, esitteitd, videoita, henkilostolehtid, intranetia
ja tyotehtavéakohtaisia materiaaleja (Frisk 2005, 43). Nama materiaalit ovat hyvia oppi-
misen apuvalineitd, silld niistd voi kerrata tarvittaessa sopivana ajankohtana ja voi edeté
omaan tahtiin (Ty6turvallisuuskeskus 2004, 47). Perehdytysmateriaalin loppuun voi
liittad kertaavia ja opitun pohdintaa heréttelevia kysymyksid, joista perehtyja ja pereh-
dyttaja voivat keskustella perehdytyksen ohella (Kupias & Peltola 2009, 162-163).

4.3.1 Perehdytysmateriaalin Kirjoitusasu

Perehdytyksen osana voidaan kéyttad orientoivaa lukumateriaalia. Sitd voidaan kaytt&a
ennen perehdytystd, sen aikana tai sen jalkeen. Lukumateriaalin tarkoituksena on antaa
perehtyjélle tietoa keskeisista asioista ja saada miettimdin omaa osaamistaan. Parhaim-
millaan perehtyjé kiinnostuu asiasta enemman ja tutustuu aiheeseen syvallisemmin. Hy-
vassd perehdytysohjeessa tietomateriaali kannattaa pitdd mahdollisimman vahéisend,
jotta sitd olisi helppo kayttdd. Sen pohjalta ohjeessa késitellyt asiat voi olla helpompi
yhdistdd omaan tyotehtavaan. (Kjelin & Kuusisto 2003, 206; Kupias & Peltola 2009,
161-162.)
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Hyvén perehdytysohjeen ominaisuuksia ovat sujuvasti eteneva ja selvé teksti, joka on
havainnollinen, tiivis ja kirjoitettu kieliopillisesti oikein. Selvalla tekstilla tarkoitetaan
yksinkertaisuutta, luettavuutta ja tarkkoja sanavalintoja. Teksti& voidaan havainnollistaa
esimerkeilld, rinnastuksilla, vastakohdilla, kuvilla seka taulukoilla. Kuvat ja taulukot
lisadvat luettavuutta ja ymmérrettavyytta selittdmalla tekstid. Lukijan uteliaisuus saa-
daan herdamaan sanavalinnoilla ja kysymyksilla. Jotta ohje olisi tiivis, on maltettava
karsia ylim&aréinen tietoaines ja turhat sanat pois. Kieliasun virheettomyys ja objektii-
visuus viestii lukijalle Kirjoittajan oikeakielisyyden tuntemista seké asian luotettavuutta.
Tieteelliselld tavalla Kirjoitettu teksti tarkastelee ilmi6ta eri puolilta esitellen, analysoi-
den ja perustellen. Jokaisella ammattialalla on lisdksi omaa erikoissanastoa, joka kertoo
kyseisen alan kayténteistd ammattikielellda. Namé piirteet antavat vakuuttavan kuvan

hyvalle perehdytysohjeelle. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2009, 291.)

Perehdytysmateriaalin laadinnassa tulee huomioida ké&yttdjaryhmé ja Kirjoittaa teksti
niin, ettei se ole lilan helppoa tai itsestdadn selvad. Se ei myodskaan saa olla kirjoitettu
lilan vaikeasti ja monimutkaisesti. Oleellisinta on koota perehdytysmateriaaliin vain
sellainen tieto, jota perehdytettdva tarvitsee opetellessaan tyéta. Perehdytysohjetta laa-
dittaessa tarkeimmét padkohdat on hyva poimia niin, ettd perehtyja saa kokonaiskuvan
sekd pystyy jasentelem&én uusia asioita. Materiaalia laadittaessa tulee hyddyntaa kaik-
kea olemassa olevaa aiheeseen liittyvda materiaalia niin, ettd se antaa perehtyjan am-
mattitaitoon jotain uutta. Perehtyjdn kokemuksesta riippuen tekstin taso voi vaihdella ja
kayttajaryhmasta riippuen voidaan kayttaa erilaisia termeja. (Kjelin & Kuusisto 2003,
206; Kupias & Peltola 2009, 154-155, 161-162; Lammi 2009, 27.)

4.3.2 Perehdytysmateriaalin ulkoiset ominaisuudet

Visualisoinnin tarkoituksena on heréttaa lukijan mielenkiinto ja helpottaa informaation
valittdmistad. Hyvin toteutettu perehdytysmateriaali voi tarjota mukavan lukunautinnon
perehdytettavalle. Sen tarkeind tehostajina ja tekijéind ovat muun muassa kuvat, vérit ja
Kirjaimet. Visuaalisuutta suunniteltaessa pitdd huomioida kohderyhma, sill& erilaiset
perehdytettavét tarvitsevat erityyppistd havaintomateriaalia. (Soderlund 2005, 271,
290.)
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Varit ja kuvat

Varit ja variyhdistelméat luovat tunnelmaa seké antavat materiaalille tietynlaisen koko-
naisilmeen. Jotta kokonaisuus ei olisi sekava, vérien pitda olla yhtendisia keskenaan.
Vérien avulla voidaan herattaa lukijassa tuntemuksia ja ne kannattaa paattaa harkiten.
Vérien kayttoa pitdd miettida pohjavarin ja tekstin kohdalla tarkasti. Niiden yhteensopi-
vuus vaikuttaa tekstin erottumiseen ja luettavuuteen. Yhtendista visuaalista ilmetta voi-
daan yritysten kohdalla hyddyntaa kéyttamalla niin sanottuja yritysvareja eli yritykseen
yhdistettavia vareja. (Soderlund 2005, 280-281, 291.)

Kuvat ovat tietoa ndkyvéssd muodossa. Niiden tehtdvana on valittaa ja selventad tekstia.
Kuvien kaytto tekstin lisdnd auttaa perehtyjad ymmartamaan tekstin antamaa informaa-
tiota. Ne voivat toimia myds uuden nakdkulman avaajana tai olennaisten asioiden sel-
ventdjand. Kuvien ja tekstin tunnelman tulee sopia yhteen, jotta ne eivét aiheuta lukijalle
hammennystéd tai epéselvyytta tekstin ymmartamisessd. Esimerkiksi asiallinen kuva
sopii hyvin asialliseen tekstiin. Kuvissa tai niiden reunoissa on hyvé toistaa samoja tyy-
leja ja véreja, silla ndma yhdistavat kuvia seké luovat yhtendisemmaén ilmeen. Kuvien
sommittelua tulee miettid tarkoin niin, ettd kaikki ovat tyylillisesti samalla tavalla ase-
teltu. Valokuvien etuna on niiden dokumentaarisuus seka todellisuus. Valokuvassa koh-
teen hahmottaminen perustuu kohteen todelliseen olemassaoloon. Kuvat voidaan ottaa
studiossa tai kohteen todellisessa ymparistossd. Studiossa otetut kuvat sopivat pa-
remmin esitteisiin, kun taas todellisessa ymparistdssa otetut kuvat liittavat tuotteen sen
kayttoympaéristoon. (Séderlund 2005, 272-275, 277.)

Kuvateksti on linkki kuvan ja tekstin valilla. Sen avulla voidaan kertoa kuvasta myds
jotain sellaista, mitd kuva itsessddn ei kerro. Kuvan tulkintaan vaikuttaa sen katsoja ja
tdmén taustat. Ammattilainen ndkee kuvasta eri asioita mitd perehtyjd. Kuvatekstin
avulla voidaan ohjailla katsojan nakemysté ja kuvassa olevia yksityiskohtia. Hyvé ku-
vateksti on lyhyt ja ytimekds. Kuvatekstissé kannattaa vélttaa sellaisten asioiden kerto-
mista, mink& ndkee kuvasta lukemattakin kuvatekstia. Té&llainen itsestdénselvyyksien
kertominen on lukijan aliarvioimista. Kuvat ja kuvatekstit voivat antaa lukijalle hou-
kuttelevan ensivaikutelman, jonka avulla teksti tulee luetuksi. (Soderlund 2005, 277—
278.)
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Tekstin typografia

Tekstin typografialla eli graafisen ulkoasun suunnittelulla l&htokohtana on visuaalisen
ulkomuodon luominen. Sen tavoitteena on saavuttaa lukijalle informaatiota ja taata sen
ymmartaminen. Luettavuuden kannalta on tarke&& sopivan Kirjasintyypin koko ja va-
linta, rivivali, palstan leveys, tasaus seka tyhja tila. (Soderlund 2005, 285-287; Lammi
2009, 82.)

Otsikko toimii huomionheréattdjana seka kertoo aiheesta lyhyesti ja ytimekkaasti. Selke-
assa ohjeessa on hyva kayttdd vain muutamaa erilaista kirjasintyyppia. Miellyttavéan
visuaalisen vaikutelman yllapitdmiseksi otsikointi, leipateksti ja kuvatekstit erotetaan
toisistaan. Naihin voidaan valita erilaiset kirjasintyypit ja koot tekstin tyypin mukaan.
(Soderlund 2005, 285-287; Lammi 2009, 83.)

Padotsikon kirjasinkooksi valitaan tarpeeksi suuri, jotta se saa riittdvan huomion. Ala- ja
valiotsikoiden kirjasintyyppi tulee valita niin, ettd ne eivét sekoitu leipatekstiin. Yleensa
sopiva kirjasinkoko otsikoille on 14-30 pistettd, mutta se voi vaihdella kirjasintyypin
mukaan. Otsikolle voidaan luoda tehoa lihavoinnilla ja isoilla kirjaimilla. Tehostuksen
tarkoituksena on korostaa tiettyja kohtia, mutta liikaa kaytettynd se menettad vaikutuk-
sensa. Muita tekstin korostustapoja on kursivointi ja alleviivaus, mutta alleviivaus ei ole
suositeltavaa. (Soderlund 2005, 286-289; Lammi 2009, 83-84.)

Leipateksti on hyva kirjoittaa pienill& kirjaimilla, koska se on luettavampaa kuin pelkat
isot Kirjaimet. Leipatekstin kirjasinpistekooksi valitaan yleensé Kirjasintyypin mukaan
9-12. Kirjasintyypiksi voidaan valita esimerkiksi asiatyylinen, moderni, vanhanaikai-
nen, nuorekas, selked tai tyylikas. Myos feminiinistd, leikkis&a ja energistd tyylia voi-
daan kayttad, mutta ne eivét ole niin luettavia. Kirjasintyyppi valitaan kayttoympariston
ja tottumusten mukaan. Kuvatekstiin valitaan pienempi kirjasinkoko ja rivivéli, jotta se
néayttaa yhtendiselta. (Soderlund 2005, 287-289; Lammi 2009, 83-84.)

Palstan leveys ei saa olla liian leved tai kapea, sill4 se vaikuttaa tekstin luettavuuteen.
Kun palstan leveys on 30-60 merkkid, niin silloin teksti on luettavaa. Se saa olla kor-
keintaan 75 merkki, jolloin se on ihmisen havainnointikyvyn kannalta leveimmill&an.

Teksti tasataan yleensé joko vasemmalle tai tasapalstaksi. Vasempaan reunaan tasattuna
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oikeaan reunaan muodostuu liehu. Tasapalsta tekee tekstistd jamékan ja laatikkomaisen,
mutta siitd saadaan luettavampi tavutuksella ja sanojen jakamisella. Vain erikoistilan-
teissa kaytetadn keskitettyé ja oikealle tasattua reunaa eli l&hinn& kun haetaan visuaa-
lista nayttavyyttd. (S6derlund 2005, 287, 289.)

Yhtendisen ja selke&n ulkoasun luomiseksi tekstissé tulee olla myos tyhjaa tilaa. Se hel-
pottaa jasentelyd, mutta sitd tulee valttad tekstin joukossa. Rivivali valitaan yleensé
hieman suuremmaksi kuin kirjasinkoko. Esimerkiksi leipatekstissd se on pistekooltaan
12-16. limava vaikutelma saadaan aikaan valjalla rivivalilla. Rivivali ei saa venya liian
suureksi, silla siitd saattaa tulla ulkoasuun raidallinen vaikutelma. (Soderlund 2005,
288-289.)

4.4 Teorian soveltaminen perehdytysohjeeseen

Laboratorioissa kaytetddn perehdytysohjeita, jotta tyontekijat oppivat nopeammin ja
heille muodostuu yhtendisemmat tyotavat. Tama mahdollistaa tulosten nopeamman ja
luotettavamman saannin potilaille ja hoitohenkilokunnalle. Opinndytetydémme tuotos
tulee apuvalineeksi yhteistyokumppanimme perehdytysprosessiin. Se toteutetaan kirjal-
lisessa ja paivitettavassa CD-muodossa. Perehdytysmateriaali suunnataan bioanalytiikan
opiskelijoille, uuteen tyotehtavaan perehtyville tyétekijoille ja sisdisen siirron kautta
tuleville tyontekijoille. Bioanalytiikan opiskelijoilla on mahdollisuus valita virtaussy-
tometria vaihtoehtoisiin ammattiopintoihin, jolloin he tulevat perentymaan laitteeseen.

Perehtyjien taustat tulee huomioida tekstié laadittaessa ja sitd on tarkasteltu bioanalyyti-
kon nékokulmasta. Perehdytysohjeen teksti laaditaan kaksitasoiseksi. Siind asiat il-
maistaan asiat vasta-alkajille ja kokeneille bioanalyytikko-opiskelijoille seka tyonteki-
joille erillisissa luvuissa. Tekstin kaksitasoisuus tehdaan ajatellen kéyttajaryhman laajaa
osaamistasoa. Talléin perehtyja voi lukea materiaalia tietotasonsa mukaisesti. Opinnay-
tetyon tuotoksen johdantoon kirjoitetaan lukijalle selkedt ohjeet siit4, miten ty6td kan-
nattaa lukea. Sen perusteella lukija voi péattdd luettavat kohdat kiinnostuksensa ja
osaamistasonsa mukaan. Liséksi perehdytysohjeeseen liitetddn sanasto, joka helpottaa

termien ymmartamista.
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Perehdytysmateriaalia laadittaessa keskitymme myos sen esteettisyyteen. Siksi tavoit-
teenamme on kayttaa siind paljon kuvia ja vareja. Tekstin kirjasintyyppi valitaan nyky-
aikaiseksi, mutta selkeéksi. Kirjasintyypin koon aioimme pitéa kuitenkin perinteisena.
Otsikot erotellaan niin, etta ne erottuvat muusta tekstistd. Teksti on ajateltu sijoiteltavan
tavallisen yhden palstan sijaan kahdeksi, silla siind huomioidaan lukumukavuus ja tuot-
teen houkuttelevuus. Teksti tullaan tavuttamaan ja reunat tasaamaan. Rivivéli valitaan

luettavuuden kannalta sopivimmaksi.
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5 IMMUNOFENOTYYPITYS JA VIRTAUSSYTOMETRIA MENETELMANA

Virtaussytometria on laboratoriotutkimusmenetelma, joka perustuu fluoresoivien solu-
jen mittaamiseen. Solujen fluoresenssi saadaan mitattua lasersateen avulla, kun niihin
on kiinnittynyt fluoresoivilla merkkiaineilla p&allystettyj& vasta-aineita. Tulosten pe-
rusteella solut voidaan luokitella niiden ominaisuuksien mukaan. Virtaussytometrilla
tehtdvaa solujen immunofenotyypitysta kaytetdan leukemia-, jaannostauti-, kantasolu-

sekd immuunipuutostilatutkimuksissa.

5.1 Immunofenotyypitys

Immunofenotyypitys on menetelmé, jossa monoklonaalisten vasta-aineiden avulla maa-
ritetddn solun fenotyyppi eli sen erilaistumislinja sekd kypsyysaste. Perinteisesti hema-
tologisten malignien eli pahanlaatuisten sairauksien diagnosoinnissa seka niiden luokit-
telussa on kéytetty menetelména sytokemiallisia varjayksia ja niiden mikroskopointia.
Immunofenotyypitys tehd&an, kun hematologi toteaa tarpeen MGG eli May-Griinwald
Giemsa -varjatyn sivelyvalmisteen tuloksen perusteella. Tata jatkotutkimusta kaytetaan
hematologisille maligniteeteille tyypillisten verisolujen antigeenien tutkimiseen. Immu-
nofenotyypityksen avulla saadaan hematopoieettisille kasvaintaudeille luokittelu, diag-
nosointi ja hoito. (Kotylo 2002, 546; Paraskevas 2009, 27-28; Pankko 2012a; Pankko
2012c.)

Immunofenotyypitystd kaytetdan solujen erilaistumislinjan ja Kypsyysasteen maaritté-
miseen solujen ilmentdmien antigeenien avulla. Solun pinnalla oleviin antigeeneihin
kiinnittyy monoklonaalisia vasta-aineita, joihin on liitetty fluorokromeja. Siita saatava
tieto on osoitettu tarkedksi diagnostiselta nakékannalta ja my6s hoidon seka ennusteen
arvioinnin kannalta. Tarkein kayttékohde virtaussytometriassa on solulinjojen tunnista-
minen leukemioissa, lymfoomissa, myeloomissa ja immuunipuutostilojen diagnostii-
kassa. (Chant 2005, 303-304; Pelliniemi & Siitonen 2005, 206; Pelliniemi & Tienhaara
2007, 134-135; Pankko 2012a.)
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Kaikki normaalit solut ilmentdvat solulle tyypillisid markkereita eli erilaisia merkkiai-
neita, jotka riippuvat solun tyypista ja kypsyysasteesta. Epanormaalien verisolujen eri-
laistuminen ja kypsyminen eivéat ole sddnnénmukaisia verrattuna terveisiin soluihin.
Hematologisten pahanlaatuisten kasvainten luokitteluun kaytetdan WHO:n eli Maail-
man terveysjarjeston laatimaa luokittelua. Siind hematologiset kasvaimet luokitellaan
immunofenotyypin ja molekyylibiologisten tutkimusten mukaan. Terveen ja sairaan
verindytteet voivat erota antigeeni-ilmentymaéltadn. Solutyypit ovat kuvaajilla selkeasti
nahtavissd, mutta sairaan henkilon epanormaalit solut muodostavat niille tyypillisen
kuvaajan. Jos potilaalle tehddédn immunofenotyypitys uudestaan, solukuvaajissa ilmen-
tyvien antigeenien maara voi muuttua edellisistd kuvaajista. Tunnistettavat antigeenit
voivat olla yleisi& tai harvinaisia, mutta kaikki ovat diagnoosin kannalta tarkeita. (Chant
2005, 303; Felgar & Ryan 2005, 2680; Rahman 2005, 22; Paraskevas 2009, 28; Wu
2011, 4; Pankko 2012a.)

5.1.1 Monoklonaaliset vasta-aineet ja antigeenit

Immunofenotyypityksessd hyddynnetaan spesifisia monoklonaalisia vasta-aineita, koska
ne ovat puhtaita, toistettavia, homogeenisia, reaktiotaipuvaisia ja niitd voidaan kayttaa
suurissakin ndytemaarissa. Polyklonaalisia vasta-aineita ei kaytetda immunofenotyypi-
tyksessa, koska ne ovat epatarkkoja ja niitd on vaikea standardisoida. Immunofenotyypi-
tyksessd monoklonaaliset vasta-aineet ovat valttamaton apuvéline. Monoklonaaliset
vasta-aineet voidaan paallystdad fluorokromeilla ja ne tunnistavat antigeenejé, jonka
vuoksi niita voidaan hyodyntéa tarkoissa tunnistusmenetelmissd. Monoklonaaliset vas-
ta-aineyhdistelmat mahdollistavat moniparametrisia lahestymistapoja diagnostiikkaan.
(McKenzie 2004, 422; Chant 2005, 304; Pelliniemi & Siitonen 2005, 206-207; Pelli-
niemi & Tienhaara 2007, 135; Paraskevas 2009, 21; Pankko 2012a.) Kuvassa 1 esite-
taén solu, jonka pinnan antigeeniin on tarttunut fluorokromilla leimattu vasta-aine. Fluo-

rokromeista lisaa kappaleessa 5.2.3.
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X

KUVA 1. Lymfosyytin pinnan antigeeneihin on Kkiinnittynyt kahdella eri fluorokromilla
leimattua vasta-ainetta (McKenzie 2004, 422; Ek 2009, 20, muokattu).

Fimlab Laboratoriot Oy:ll& on kéytdssa monia eri vasta-aineita solujen immunofenotyy-
pityksessd. Esimerkiksi kroonisen lymfosytoosin immunofenotyypityksessa kaytetaan
seulontaputkessa eli ammattitermind “screening-putkessa” neljddtoista vasta-ainetta ja
kymmenta eri fluorokromia. Vasta-aineita ovat CD20, CD4, CD45, CD8, CD56, anti-
lambda, anti-kappa, CD5, CD14, CD19, TCRys, CD3, CD7 ja CD38. Jos seulontaput-
kesta I0ytyy klonaalinen solupopulaatio, selvitetdén jatkotutkimuksena tarkemmin lym-
fosyyttipopulaatiot toisilla vasta-ainepaneeleilla. Jatkopaneeleissa kaytetaan edella mai-
nittujen vasta-aineiden liséksi paljon muitakin vasta-aineita. (Kemppi 2012a; Pelliniemi
2012,1-2))

Immunofenotyypityksessa voidaan méérittdd solun pinnalla olevia tai solunsiséisia anti-
geenejd. Solun pinnalla olevia antigeeneja merkitddn CD-lyhenteelld ja solun siséisia
antigeeneja cCD-lyhenteelld. Antigeenit eli solun pintarakenteet muodostuvat aluksi
solun sisdlle ja vasta solun kypsyessa ne ilmaantuvat solun pinnalle. Solunsisaisia anti-
geeneja madrittdmalla saadaan varhaisemmin selville solun erilaistumissuunta ja kyp-
syysaste. Madrityksessa tarvitaan erikoiskésittely, jossa solukalvo permeabilisoidaan eli
kasitellaan puolildpdisevéksi. Solun antigeenit voivat olla myés DNA:ssa. (Pelliniemi &
Tienhaara 2007, 135; Wu 2011, 4.)



23

5.1.2 Cluster of Differentiation- eli CD-luokitus

Kaupalliset tuottajat antoivat saman antigeenin tunnistaville monoklonaalisille vasta-
aineille eri nimi& eli niin sanottuja kauppanimia. Tama aiheutti luokitteluun ongelmia,
jonka vuoksi alettiin kehittad yhtendista luokittelujarjestelmaa. Yhtendisené luokitteluna
alettiin jaotella vasta-aineita solulinjojen CD-luokkiin eli erilaistumisluokkiin, joissa
monoklonaalisten vasta-aineiden jako tapahtuu antigeenien tarttumisen perusteella. N&i-
ta luokkia on yli 300 kappaletta ja talla hetkella Fimlab Laboratoriot Oy:ll& kaytetaan
naistd noin seitsemadkymmenta (Kemppi 2012d). On olemassa vain harvoja mono-
klonaalisia vasta-aineita, jotka ovat solulinjalle, erilaistumis- ja kypsyysasteelle taysin
spesifisid. Siksi leukeemisten solujen luokittelu perustuu useiden vasta-aineyhdistel-
mien antamiin tuloksiin. Esimerkiksi lymfaattisen linjan solut jaetaan B- ja T-soluihin
sekd NK-soluihin ja myeloiset solut jaestaan omaan ryhméansa. On myds paljon muita
luokitteluun kuuluvia antigeenejd, jonka perusteella solut voidaan jaotella ryhmiin. Li-
séksi soluja voidaan jakaa HLA-tyyppien eli ihmisen leukosyyttiantigeenin, kappa- tai
lambda-antigeenien mukaan. (McKenzie 2004, 422; Chant 2005, 304; Pelliniemi & Sii-
tonen 2005, 206—207; Pelliniemi & Tienhaara 2007, 135; Paraskevas 2009, 21; Pankko
2012a.)

5.2 Virtaussytometria

Virtaussytometrisen menetelmén tarkoituksena on mitata verisolujen ominaisuuksia.
Talla tavalla solujen mééara voidaan laskea ja ne voidaan tunnistaa. Virtaussytometrilla
mitataan partikkeleita, esimerkiksi molekyylien pintarakenteita tai yksittdisia soluja.
Analysaattorilla saadaan eroteltua yksittéaiset solut tai partikkelit, niihin liitetyilla fluo-
resoivilla merkkiaineilla. Solut eksitoivat ja emittoivat fluoresenssivaloa, kun niihin on
liitetty fluoresoivilla merkkiaineilla paallystettyja monoklonaalisia vasta-aineineita.
Virtaussytometriaa kéytetdan kliinisissa laboratorioissa analysoitaessa yksittaisten so-
lujen antigeenejd, kun erotellaan lymfaattisia, granulosyyttisid tai monosyyttisia anti-
geeneja. Soluille ominaiset antigeenit tunnistetaan CD-luokitelluilla monoklonaalisilla
vasta-aineilla. Liséksi virtaussytometriaa kaytetddn DNA:n eli deoksiribonukleiinihapon
tai RNA:n eli ribonukleiinihapon mééaran selvittdmiseen. (Craig 2004, Czader 2007,
452453, 420-421; Paraskevas 2009, 21; Pankko 2012a.)
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Kuvassa 2 on esitetty virtaussytometrin rakenne ja toimintaperiaate, joka havainnollistaa
ja muodostaa kokonaiské&sityksen virtaussytometriasta menetelménd. Kuvassa esitetyt

osat selvitetadn tarkemmin seuraavissa kappaleissa.
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KUVA 2. Virtaussytometrin rakenne: 1. kolme laseria, 2. linssit ja prismat, 3. virtaus-
kammio, 4. peilit ja suodattimet, 5. suodattimet 6. suora-, sivu- ja fluoresenssisironnan-
detektorit ja 7. tietokone (Rahman 2005, 7; Beckman Coulter Inc 2009a, 35; Ek 2009,
20, 28, 36-37, muokattu).

5.2.1 Valonsironta ja partikkelien erottelu

Valonsirontaa voidaan kayttaa solujen erottelemiseen, kuten hematologian analytiikassa
leukosyytteja eroteltaessa. Tasséd lasersdde siroaa yksittaisestd partikkelista ja tapahtu-
massa siroavan valon aallonpituus ei muutu. Eri suuntiin sironnutta valon méaaraé de-
tektoidaan eli mitataan ja niin partikkeleista saadaan selville niiden fyysisid ominaisuuk-
sia. N&it& ovat koko, granulaarisuus ja tuman rakenne. Sivusironta eli valon sironta 90°
kulmassa kertoo solun siséisistd ominaisuuksista eli tuman ja sytoplasman suhteesta
sekd granulaarisuudesta. Neutrofiileilld on suuri sivusironta, koska niilla on paljon syto-
plasmista granulaa. Suorasironta eli suoraan kulkeva valonsade kertoo solun koosta.
Suuret solut tuottavat enemman suorasirontaa kuin pienet solut. Eldvat solut tuottavat
taas enemman sirontaa kuin apoptoottiset eli normaaliin solukuolemaan menevat solut.
(Craig 2004, 421; Czader 2007, 456; Paraskevas 2009, 22.) Solun suora- ja sivusironta

ominaisuuksia voi tarkastella kuvasta 3.
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KUVA 3. Granulaarinen ja ei-granulaarinen solu ja sen sirontaominaisuudet (Rodak
2007, 551; Ek 2009, 20, 37, muokattu).

Virtaussytometriassa naytteend kédytetdan partikkelisuspensiota, joka voi olla joko soluja
tai niiden tumia. Suspensio ensin aspiroidaan eli imet&én ja sen jalkeen injektoidaan eli
syotetadan virtauskammioon. Virtaussytometrissé virtauskammio on néaytteenkulkualue,
jossa solut ohjataan yksitellen kulkemaan suoraan laserséateen lapi. Virtauskammiossa
on kahdentyyppista nestettd. Sisemmaéssd pylvadssa kulkee ndyteliuos ja ulommassa
virtaa vaippaliuos. (Naista esitetddn kuva myéhemmin kappaleessa 6.1.2 Naytteenkier-
tojarjestelma.) Liuokset eivat paase sekoittumaan, koska niiden vélinen paine-ero on
asetettu erilaiseksi. Tamén vuoksi niilla on my®os eri virtausnopeus. Tata kutsutaan hyd-
rodynaamiseksi fokusoinniksi. Siind sisempi naytepylvas kavennetaan paineen avulla,
jolloin solut saadaan kulkemaan yksitellen jonossa lasersateen lapi. Tdmé& mahdollistaa
solujen tuottaman fluoresenssin mittaamisen. Lasersédde on fokusoitu kohti yksittaisten
solujen virtaa ja siroavaa valoa mitataan valomonistinputkilla eli valodetektoreilla. Jos
solut paallystetaan fluoresoivilla merkkiaineilla eli fluorokromeilla, laserséade eksitoi
fluorokromit, jotka emittoivat tiettyd aallonpituutta. Emittoitunut valo mitataan valode-
tektoreilla. (Craig 2004, 421; Czader 2007, 455.)

5.2.2 Fluoresenssin osoitus

N&kyva valo on elektromagneettinen energian muoto, joka kulkee aaltoina. Nama aallot

ovat yleisid ja pitkid. Aallonpituus maaréa valon vérin. N&kyva valo on ultraviolettiva-
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lon ja infrapunavalon valissé ja on aallonpituudeltaan 380-700 nanometrid. (Rahman
2005, 9.)

Fluorokromit ovat fluoresoivia vériaineita, jotka eksitoivat ja emittoivat valoa fluore-
senssina. Ne tuottavat fluoresenssivaloa, lasersateen aktivoidessa solun pinnalla olevan
fluorokromin. Eksitaatiossa fluorokromit absorboivat valoa ja emissiossa valoa vapau-
tuu fluoresenssina. Tapahtumassa valon aallonpituus muuttuu riippuen fluorokromista.
Eksitaation ja emission syntyminen ja muodostuminen esitetddn kuvassa 4. Kun valo
absorboituu fluorokromiin, sen elektronit siirtyvat alimmalta elektronikuorelta ylim-
maélle tasolle, timd on maksimaalisen energian taso. Energiapulssi kokonaisuudessaan
kestda fluorokromin tyypista riippuen 1-10 nanosekuntia, koska fluorokromien sisaiset
ominaisuudet vaihtelevat ja jotkut vapauttavat absorboitua energiaa lampona. Eksitaa-
tion jalkeen elektronit palaavat alemmalle valikuorelle. Kun elektronit palaavat laht6ta-
solle, ne vapauttavat valoa fluoresenssina. Tat4 ilmiotd kutsutaan emissioksi. Emissio
tapahtuu erittdin nopeasti, yleensa nanosekunneissa. Siiné energian vahentyessé fluoro-
kromit ilmentédvat eri valon varid kuin aikaisemmin eksitaatiossa. Siksi emission aallon-
pituus on aina pidempi kuin eksitaation aallonpituus. (Rahman 2005; Czader 2007, 455—
456, 9-10.)
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KUVA 4. Eksitaation ja emission syntyminen ja muodostuminen elektronitasoilla (Ro-
dak 2007, 456, muokattu).

Virtaussytometrilla voidaan mitata fluoresoivista merkkiaineista johtuvaa fluoresenssia.
Fluoresoivat merkkiaineet eli fluorokromit on liitetty solun rakenteita tunnistaviin mo-

noklonaalisiin vasta-aineisiin, jotka kiinnittyvat solun antigeeneihin. Fluorokromit ek-
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sitoivat valoa yhdell& aallonpituudella ja emittoivat monilla eri aallonpituuksilla fluore-
senssivaloa. Virtaussytometriassa on kéytettdvissd erilaisia fluorokromeja (Rahman
2005, 9). Virtaussytometrit mittaavat fluorokromeista emissoituvaa spektria. Fluoro-
kromien emittoima valo erotetaan kédyttden suodattimia ja peileja. Peilien ja suodatti-
mien avulla haluttu valon kaista johdetaan valomonistinputkille, joilla signaali havai-
taan. (Craig 2004, 421-422; Pankko 2012a.)

Fluorokromeja kaytetaan virtaussytometriassa yhd enemman ja niiden hyddynnettévissa
oleva méara vain kasvaa koko ajan. Fluorokromeina kaytetaan yksittdisia vareja tai tan-
dem- eli kaksoisvareja. Yksittdiset varit ovat olleet kaytossd kauemmin, esimerkiksi
FITC-fluorokromia eli fluoroisotiosyanaattia ja PE-fluorokromia eli fykoerytriinia on
kaytetty viimeisen 30 vuoden aikana. Nykyaan kaytetadn useita erilaisia vareja niiden

ominaisuuksien takia. (Rahman 2005, 12.)

Yleisimpi& fluorokromeja ovat FITC, PE, PerCP eli peridiniini-klorofylli-a-proteiini,
APC eli allofykosyaniini ja Texas red. Kuvassa 5 on havainnollistettu nakyvan valon
aallonpituudet sek& naiden fluorokromien emissioaallonpituudet. Fluorokromeja on
my0s paljon muita ja suurin osa emittoi ndkyvén valon aallonpituuksia. Aallonpituuk-
sien paallekkaisyydesté aiheutuneita ongelmia sdédetdan kompensaation avulla. Huolel-
lisella aallonpituuden valinnalla ja sopivilla suodattimilla minimoidaan ongelmia. (Pel-
liniemi & Tienhaara 2007, 134; Paraskevas 2009, 24-25.)

PerCP
FITC >600 nm APC
520 nm PE Texas red 660 nm
l 580l nm 620l nm

400 nm 500 nm 600 nm 700 nm

KUVA 5. Nakyvén valon aallonpituudet ja yleisimpien fluorokromien emissioaallonpi-
tuudet (Karkela, Kervinen, Merildinen, Parkkila & Seppénen 2006, 87; Paraskevas
2009, 24-25, muokattu).
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Tandemvaéreissa fluorokromiin on liitetty tai kiinnitetty toinen fluorokromi. Kun ensim-
mainen vari eksitoituu ja padsee maksimaaliselle energiatasolle, kaikki sen energia
muuttuu hetkessa mitattavaksi valoksi. Tama aktivoi toisen fluorokromin, jonka fluore-
senssi mitataan. Tandemvarit ovat hyodyllisia monivarifluoresenssitutkimuksissa erityi-

sesti yksittéisten varien yhdistelmind. (Rahman 2005, 12.)

5.2.3 Varikompensaatio

Fluorokromit emittoivat valoa usealla eri aallonpituudella ja siten muodostavat spektrin.
Peileja, suodattimia ja fotodiodeja kéaytetdén detektoimaan emittoituneet valon aallon-
pituuden huippua joka fluorokromista. Fluorokromit emittoivat valoa eri aallonpituuk-
silla ja siitd aiheutuu aallonpituuksien péallekkaisyyttd. Tamé hankaloittaa todellisen
fluoresenssin mittaamista. Aallonpituuksien paallekkéisyyttd voidaan vélttdd valitse-
malla fluorokromeja eri spektrin alueilta, mutta se ei aina ole mahdollista. Esimerkiksi
fluorokromien emissiohuiput FITC:lla eli fluoreseiini-isotiosyanaatilla ja PE:lla eli fy-
koerytriinilla ovat erilaiset, mutta PE emittoi myds valoa aallonpituudella, jota kéyte-
tdan FITC:in detektoimiseen. Tama padllekkaisyys taytyy olla kompensoitu ennen in-
formaation eli ammattitermill& ilmaistuna “datan” kasittelyé. (Craig 2004, 422; Rahman
2005, 14.)

Kompensaatioksi kutsutaan virtaussytometrille tehtyd hienoséatod, jossa on otettu huo-
mioon eri fluorokromien emissioaallonpituuksien paallekkéisyys. Tata on havainnollis-
tettu kuvassa 6. Fluorokromien emissioaallonpituuksien péallekkaisyys saadaan selville
fluorokromin kanavasta laskukaavan avulla. Fluorokromin kanavassa on valittuna tar-
kasti mitattava aallonpituus, mutta silti ei paasta eroon spektrien péaéllekkaisyydesta ja
siksi tarvitaan kompensaatiota. Tdma aiheuttaa mittaushairiotd kanavalle, kun sinne
vuotaa toisen fluorokromin valoa. Analysaattorin kayttokunnosta pitédd huolehtia kont-
rolloinnilla ennen kompensaatiolaskua. (Craig 2004, 422; Rahman 2005, 14-15.) Kom-
pensaatioprosentti lasketaan mittaamalla ensin yhdella fluorokromilla vérjattyjen solu-
jen emissio kultakin detektorilta. Esimerkiksi FITC:lla varjatyn solun fluoresenssia voi-
daan n&hda liséksi PE-kanavalla ja vastaavasti PE:lla vérjatyn solun fluoresenssia voi-
daan ndhda FITC-kanavalla. Téstd saadaan laskettua kompensaatioprosentit, joita kayte-

td4&n monivarjatyissé ndytteissé todellisen fluoresenssisignaalin laskemiseen. Nykyaikai-
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set virtaussytometrit ovat digitaalisia, mikd mahdollistaa yli neljan véarin kayton ana-

lyyseissé. (Kemppi 2012b.)

Fluoresenssi

Fluoresenssi 1 Fluoresenssi 2
-mittausalue -mittausalue

y.

(D
4

Aallonpituus

(2)

KUVA 6. Kompensaatiokuvaaja, jossa 1 ja 2 ovat eri fluorokromien spektreja (Rahman

2005, 15, muokattu).
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6 BECKMAN COULTER NAVIOS™

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin kokonaisuuteen kuuluvia osia ovat ana-
lysaattori, naytteensyottoyksikko, paineyksikko ja kéyttéliuokset seka informaation ka-
sittely-yksikkd, joka koostuu tietokoneesta, naytOstd, nappdimistostd sekd hiiresta
(Beckman Coulter Inc 2009a, 35, 47). Néité4 osia voi tarkastella kuvasta 7. Luvussa on
tarkemmin perehdytty analysaattorin rakenteeseen ja kasitelty sitd, miten virtaussyto-

metrin osat mahdollistavat valonsironnan ja fluoresenssin mittaamisen.

KUVA 7. Beckman Coulter Navios™ virtaussytometrin osat: 1. analysaattori, 2. merk-
kivalot, 3. naytteensyottoyksikko, 4. nayttd, 5. tietokone 6. ndppaimistd, 7. hiiri ja 8.
paineyksikko seka kayttoliuokset (Beckman Coulter Inc 2009a, 35, muokattu).
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6.1 Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometri

6.1.1 Virtaussytometrin merkkivalot

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin etupaneelissa on kayton kannalta hyo-
dyllisi& merkkivaloja. Niiden varit ilmoittavat analysaattorin kayttévalmiuden ja liuos-
ten tayttoasteen. Naméa nakyvat kuvassa 8. Kun flow- ja status eli virtaus- ja valmiusti-
lamerkkivalot ovat vihreitd, virtaussytometri on valmiustilassa ja vaippaliuos kéytetta-
vissé. Cleanse- ja sheath eli puhdistus- ja vaippaliuoksen merkkivalot ovat punaisia, kun
nama liuokset ovat loppumassa. Waste- eli jatemerkkivalo on myds punainen, kun ja-

teastia on tdynnd. (Beckman Coulter Inc 2009a, 93.)

Signaalin voimakkuuksilla on myds omat merkkivalonsa etupaneelissa, jotka nékyvét
my0s kuvassa 8. Analysaattorin valmiutta ilmaisevien merkkivalojen alapuolella on
toisenlaisia merkkivaloja, jotka néyttdvat sinisen laserin antamien signaalien voimak-
kuuden. Kullekin valonsironnalle on oma merkkivalopylvééansa ja nama valot nakyvét
siniselld. Alarivissé on punaisen laserin ja violetin laserin antamien signaalien voimak-

kuuksien merkkivalot. (Beckman Coulter Inc 2009a, 92.)
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KUVA 8. Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin merkkivalot (Beckman Coul-
ter Inc 2009a, 9293, muokattu).
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6.1.2 Naytteenkiertojarjestelma

Néaytteensyottoyksikossa on karuselli, johon esikésitellyt ndyteputket laitetaan ana-
lysointia varten. Naytteensyottoyksikon yhteydessa on myos viivakoodinlukija, joka
tunnistaa karusellin ja putken paikan viivakooditunnisteesta karusellin pyoriessd. Se
lukee my0s viivakoodit ndyteputkien tarroista. (Beckman Coulter Inc 2009a, 36, 47.)

Karuselli ja siihen aseteltu putki nékyy kuvassa 9.

KUVA 9. Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin karuselli (Beckman Coulter
Inc 2009a, 96, muokattu).

Néaytteensyottoyksikko aloittaa ndyteputken késittelyn siirtdmalld karusellin paikkaa ja
pyorittdd sen kohtaan, josta ndyte otetaan. Seuraavaksi putki nostetaan niin, ettd sekoit-
taja voi sekoittaa ndytteen pyorivin liikkein. Sekoituksen jalkeen nédyteneula laskeutuu
putkeen ja ndyteputki paineistetaan. Tdman jalkeen naytteen virtaus alkaa. Mittauksen

loputtua ndyteneula puhdistuu automaattisesti. (Beckman Coulter Inc 2009a, 47-48.)

Néyte kulkee analysaattorissa hydrodynaamisen fokusoinnin vaikutuksesta. Tama var-
mistaa, ettd solut liikkuvat lasersdteen lapi yksi kerrallaan virtauskammion lapi. Vir-
tauskammiossa on suorakulmainen kanava. Paineistettu vaippaliuos virtaa kanavan lapi
alhaalta ylospdin. Lapi virtaavan solun tunnistusalue on virtauskammion keskell& kana-
vassa. Naytevirta syotetddan keskelle vaippaliuosta. Vaippaliuoksen paine fokusoi néyte-
virtaa siten, etté solut virtaavat lasersateen lapi yksitellen perakkain. Ulkoreunoilla ole-
va vaippaliuos virtaa kammiossa hitaasti ja keskelld virtaava ndyte nopeasti hydro-
dynaamisen fokusoinnin vuoksi (Rahman 2006, 4). Vaikka vaippaliuos ja nayte virtaa-
vat sisakkain, ne eivat sekoitu keskendan. Néytteen analysointi voi vaéaristya, jos solut
liikkuvat laserséteen l&pi eri tavalla kuin on oletettu. (Beckman Coulter Inc 2009a, 47.)

Tama on havainnollistettu kuvassa 10.
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KUVA 10. Beckman Coulter Navios™ virtaussytometrin virtauskammio vasemmalla ja
sen hydrodynaaminen fokusointi oikealla. Virtauskammion osat: 1. Jatteenpoistoletku,
2. ilmakuplienpoistoletku, 3. vaippaliuoksentuloletku ja 4. ndytteentuloletku. Hydrody-
naaminen fokusointi koostuu 5. vaippaliuoksesta ja 6. naytevirrasta. (Craig 2004, 421;
Beckman Coulter Inc 2009a, 48; Ek 2009, 20, 28, 36-37, muokattu.)

6.1.3 Laservalo, optiikka ja detektorit

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrissa on kolme erivarista puolijohdelaseria,
violetti, sininen ja punainen. Sinisen laser eli aallonpituudeltaan 488 nanometrid antaa
informaatiota suorasironnasta ja sivusironnasta. Merkkivalopaneelin fluoresenssiva-
loista 1-5 saadaan tietoa sinisen laserin toiminnasta. Punaisesta laserista eli 638 nano-
metrin laserista saadaan tietoa merkkivalopaneelin fluoresenssivaloista 6-8. Violetti
laser eli 405 nanometrin laser antaa informaatiota merkkivalopaneelin fluoresenssiva-
loista 9-10. Punainen laser on teholtaan 25 millivolttia, sininen laser on 22 millivolttia
ja violetti laser on 40 millivolttia. (Karkela ym. 2006, 87; Beckman Coulter Inc 2009a,
63-64, 92.)

Laservaloja ohjaavat linssit ja prismat, jotka muotoilevat ja fokusoivat laservaloa. En-
nen kuin lasersateet saavuttavat naytevirran, poikittais-sylinterimaiset linssit keskittavéat
lasersdteet yhdeksi sddekimpuksi. Keskittdminen ohjaa séteet kohtisuoraan néytevirtaa

kohden. Kolmesta eri laserista tulee néin yksi séde, jossa on montaa aallonpituutta. N&-
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mé erotellaan my6hemmin optisten suodattimien avulla. Laserséateiden keskittdminen
saa sateen tarpeeksi pieneksi valaistakseen vain yhden solun kerrallaan. Ensimmainen
linssi kontrolloi sateen leveyttd ja toinen korkeutta. Tuloksena ellipsin muotoinen valo-
keila kohdistetaan tunnistusalueelle virtauskammioon. (Rahman 2006, 5; Beckman

Coulter Inc 2009a, 48, 50; Pankko 2012b.) Kuvassa 11 on esitetty laserséteiden ohjau-
tuminen néytteeseen seka sen sironta solusta.

A

KUVA 11. Lasersateiden ohjautuminen linssien ja prismojen kautta soluun (Craig 2004,
421; Beckman Coulter Inc 2009a, 50; Ek 2009, 20, 28, 36-37, muokattu).
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Kun solut naytevirrassa menevat tunnistusalueen lapi virtauskammiossa, ellipsin muo-
toinen laserséde valaisee soluja. Solut hajottavat laservaloa ja emittoivat niihin kiinni-
tettyjen fluorokromien aiheuttamaa fluoresenssivaloa. (Beckman Coulter Inc 2009a,
49.)

Suorasironnaksi kutsutaan tilannetta, jossa laservalon sironta on kapeassa kulmassa la-
sersateen akseliin n&dhden. Suorasironnan maara on suoraan verrannollinen laservalon
hajottaneen solun kokoon. Sivusironnaksi kutsutaan tilannetta, kun laservalon sironta on
noin 90° kulmassa akseliin nédhden. Sivusironta on verrannollinen solun tuma-sytoplas-
masuhteeseen ja granulaarisuuteen, jotka hajottavat laservaloa. Sivusirontaa kaytetaan
erottamaan esimerkiksi lymfosyytit, monosyytit ja granulosyytit. Sen liséksi solut emit-
toivat fluoresenssivaloa kaikissa kulmissa laserséteen akseliin n&hden. Fluoresens-
sivaloa kéytetddn tunnistamaan molekyylejd, kuten solun pinta-antigeeneja. (Beckman
Coulter Inc 20093, 49.)
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Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrissa kerailyoptiikkana on optisia peileja ja
suodattimia, joiden tehtdvana on ohjata valitut aallonpituudet oikeille detektoreille. Op-
tisia peileja ja suodattimia voi tarkastella kuvasta 12. Virtaussytometrissa detektoreina
voidaan kayttaa fotodiodeja tai valomonistinputkia. Fotodiodeja voidaan kéyttaa, kun
signaali on voimakasta suora- tai sivusirontaa. Valomonistinputket ovat herkempié kuin
fotodiodit ja ne ovat ihanteellisia fluoresenssin tunnistamiseen. Valomonistinputkia kay-
tetddn mittaamaan séteilyd 200 ja 800 nanometrin valilla. Detektorien spesifisyytta
kontrolloidaan optisilla suodattimilla, jotka paastavat l&pi vain tietyt aallonpituudet.
Suodattimia on kahdenlaisia, joita kutsutaan englanninkielisill& termeilld ”longpass” ja
“bandpass”. ”Longpass”-suodattimet paastavat maarattyd aallonpituutta korkeammat
séteet lavitseen ja heijastavat tatd aallonpituutta alhaisemmat sateet pois. ”Bandpass”-
suodattimet paastavat maaratyn aallonpituusalueen eli kaistan sateilyn lavitseen ja hei-
jastavat loput sateet pois. (Rahman 2006, 5-6; Beckman Coulter Inc 2009a, 50, 64;
Kemppi 2012b; Pankko 2012b; Pankko 2012d.)

Optiset pellit ja
suodattimet

Suodattimet ennen
detektoreja

KUVA 12. Optiset peilit ja suodattimet seka niiden koodit (Beckman Coulter Inc 2009a,
51, muokattu).

Suorasironta-detektori kerda suoraan siroutuneen laservalon, joka on sironnut kapeassa
kulmassa lasersateen akseliin ndhden. Suorassa kulmassa valo suodatetaan 488 nano-
metrin optisella suodattimella. Valosta muodostetaan suodattimien avulla signaalien
séhkdjannitepulsseja, ennen kuin valo ohjataan suorasironta-detektorille. Nama signaalit
ovat verrannollisia anturin vastaanottaman valon méaraan. Suorasironta-detektori keraa
erilaisista kulmista suoraan sironnutta valoa. Laaja detektioalue keréa suorasirontaa laa-
jemmista kulmista eli 1-19° ja on ihanteellinen pienemmille partikkeleille. Kapea de-
tektointialue ker&a suorasirontaa kapeammasta kulmasta eli 1-8°, joka on ihanteellinen
suuremmille partikkeleille. Lisaksi tdma jarjestelmd mahdollistaa sironnan keradmisen

laajemmalta detektioalueelta, jota kdytetadn nanopartikkelien erottelemiseen. (Beckman
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Coulter Inc 2009a, 49; Paraskevas 2009, 22.) Tamé on havainnollistettu kuvan 13 avul-

la.

_________________________________
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KUVA 13. Suora- ja sivusironnan seka fluoresenssin detektorit. Detektori 1 on suo-
rasironnan detektori ja detektori 2 on sivusironnan ja/tai fluoresenssidetektori. (Chap-
man, Longanbach, Miers & Waldron 2007, 553; Ek 2009, 28, muokattu.)

Laservalon sivusironta ja fluoresenssi mitataan 90° kulmasta. Sivusironta keratédén vas-
tapaatd fluoresenssin detektoria. Fluoresenssilinssin suodatinosa on kytketty geelilla
virtauskammioon. Se keraa fluoresenssivaloa virtauskammiossa ja fokusoi sen. Aallon-
pituus sivusironnassa on 488 nanometrid. Sivusironta on paljon voimakkaampaa kuin
fluoresenssivalo. Sivusironta suodatetaan 488 nanometrin kaistanpaastésuodattimella,

joka on asennettu kuituoptisen kaapelin sisélle. (Beckman Coulter Inc 2009a, 49.)

Korkealta ja laajemmalta alueelta suodattavat optiset suodattimet siirtdvat lasersateité.
Sateista on tarkoitus mitata fluorokromeista syntynytta fluoresenssivaloa. Dikromaatti-
sia suodattimia kéaytetddn heijastamaan tiettyjad varejd. Dikromaattisten suodattimien
sijainti on suunniteltu tarkasti, koska tarkoituksena on véhentaa optisia pintoja. Tama
mahdollistaa fluoresenssivalon kulun valodetektoreille. Niiden sijainti suhteessa opti-
seen akseliin on myods optimoitu, jotta valo paddsee symmetrisesti kaikista suodattimista.
Optisia suodattimia voi myods vaihtaa erikseen eik& optista jarjestelmaa ei tarvitse uu-
delleensuunnata, vaikka suodattimia vaihdetaan. (Beckman Coulter Inc 2009a, 50; Pa-
raskevas 2009, 23)
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6.2 Tietoyksikko

Informaationkasittely-yksikon naytolta selviad mittaukseen liittyvid tapahtumia. Naytto
on jaettu kolmeen eri ikkunaan. Padikkunassa nakyy mittauksen tapahtumat ja siihen
tulostuvat kuvaajat. Sivussa olevassa ikkunassa on paneelit ja protokollat, joiden avulla
voidaan luoda tyolistat alaikkunaan. Alaikkunaan luodusta tyolistasta saadaan selville
naytteiden analysointijarjestys, niiden karusellissa oleva paikka, potilastiedot, naytteelle
luotu tiedostotunnus seké kalibrointihelmien konsentraatio. Luotua ty6listaa voidaan
myO6hemmin muokata, jos naytteita tulee liséa tai niitd poistuu. Nayton ylapalkissa on
kayttoon liittyvid muita painikkeita, kuten kaynnistyspainike. Nayton alareunassa nékyy
laitteen tila, tapahtumien mittausnopeus soluina sekunnissa, mittaukseen kulunut aika,
tapahtumien kokonaislukumaaréd seké virheilmoitukset. (Beckman Coulter Inc 2009b,
15; Kemppi 2012a.) Kuvassa 14 esitetddn informaationkasittely-yksikon naytosta kuva,

johon on koottu edelld mainitut asiat.

Navios tyékalupalkki Paneelit, tydlistat, protokollat ja kayttajat
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KUVA 14. Informaationkasittely-yksikon néytto, jossa tapahtuu analysaattorin toimin-

nan ohjaus ja tulosten kasittely (Beckman Coulter Inc. 2009b, 15, muokattu).
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6.2.1 Signaalien kasittely

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrilla on 12 detektoria, joita ovat suo-
rasironta-, sivusironta- ja fluoresenssidetektorit. Suora- ja sivusironnalla on molemmilla
oma fotodiodidetektori ja fluoresenssivalolla on kymmenen valomonistinputkidetekto-
ria. Signaalin jannitepulssi muodostuu solun mennessa laserséteen lapi. Se on verran-
nollinen detektoreilla havaittavaan valon intensiteettiin eli voimakkuuteen. Virtaussy-
tometrin elektroniikka vahvistaa, mukauttaa, yhdistaa ja analysoi ndita pulsseja. (Beck-
man Coulter Inc 20093, 51.)

Signaalien huippu muodostuu, kun solu l&péisee lasersateen. Valon sironnan intensi-
teetti ja fluoresenssi maaraavat signaalin huipun voimakkuuden. Huippusignaalin muo-
dostuminen esitetdan kuvassa 15. Ensin solu tulee siséén lasersateen valokeilaan, jolloin
séde osuu vain vadhan soluun saaden osan valosta siromaan. Solu liikkuu lasersateen
keskelle ja sironnan sek& pulssin voimakkuus on maksimissa téssd vaiheessa. Taéman
jalkeen solu jattaa lasersateen ja siroava valo heikkenee. Pulssin leveys kertoo méarityk-
seen menneen ajan. Siksi kokonaisfluoresenssi eli intensiteetti ja kulunut aika maérite-

td&n koko pulssin alueena. (Beckman Coulter Inc 2009a, 51-52.)
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KUVA 15. Huippusignaalin muodostuminen kuvaajalle, kun solu ohittaa laserséteen.
Kuvassa on mukana: 1. laserséde, 2. solu, 3. jannite voltteina, 4. kulunut aika ja 5. puls-
sin korkeus. (Beckman Coulter Inc 2009a, 52; Ek 2009, 37, muokattu.)
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Erilaisilla soluilla voi olla sama kokonaisfluoresenssi, mutta eri fluoresenssin intensi-
teetti, jolloin ne tuottavat erilaiset huippupulssit. Erilaisten huippupulssien syntyminen
on kuvassa 16. Kokonaisfluoresenssin ollessa eri solulla sama, mutta jakauman erilai-
nen, elektroniikka yhdistéa pulssin yhtendiseksi signaaliksi. Pulssin voimakkuus on ver-
rannollinen kokonaisfluoresenssiin ja se saadaan solun kohdatessa lasersateen valo-
keilan. Pulssin alue on verrannollinen kokonaisfluoresenssille. Pulssin huippukohta ku-

vaa erittdin voimakasta fluoresenssia. (Beckman Coulter Inc 2009a, 52-53.)
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KUVA 16. Erilaisten solujen signaalien syntyminen: 1. ndytevirran suunta, 2. solu la-
sersateessd, 3. huippupulssi, 4. jannite voltteina ja 5. aika (Beckman Coulter Inc 20093,
53; Ek 20009, 20, 37, muokattu).

Pulssin huipun leveys on mitattu ja se voidaan yhdistad mihin tahansa huippusignaaliin.
Pulssin vahvistimista kaksi ovat verrannollisia lapikulkuajalle eli partikkelin liikkumi-
seen lasersdteen 1&pi ja solun koon laskemiselle. Td&mé& on esitetty kuvassa 17. Kuvassa
ylhaalla olevat mustat pallot kuvaavat soluja. VValokeila on saddetty normaaliksi virtaus-
sytometrissa niin, etta lasersateen leveyden vaikutuksien annetaan heikentyé lapikulku-

mittauksessa. (Beckman Coulter Inc 2009a, 53.)
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KUVA 17. Lapikulkuajan pulssin muodostuminen koostuu: 1. pulssin korkeudesta seka

muodosta ja 2. lapikulkuajasta (Beckman Coulter Inc 2009a, 54, muokattu).
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Jotkut jannitepulssit taytyy olla vahvistettu niin, ettd solujen ominaisuudet voidaan ha-
vaita. Jarjestelma lisdd hyotya lineaarisesti vahvistamalla yhtenéisen, huippu- ja l&pi-
kulkuajansignaalin. Lineaarista vahvistusta ja huippusignaalin tietoja muutetaan loga-
ritmisesti. Logaritminen muutos korostaa eroja pienien pulssien valilla ja heikentaa ero-

ja suurten pulssien valilla. (Beckman Coulter Inc 2009a, 54.)

6.2.2 Protokollat ja parametrit

Protokollat ovat informaation kokoelma virtaussytometrin ja Navios-ohjelman asetuk-
sista. Protokollat voidaan luoda hankituille ndytteille tai analysoitavalle varastotiedolle.
Ne koostuvat asetelman nakymisestd, parametrien nimistd sekd asetelmista, alueista,
porteista, vérien tarkkuuksista, tilastotiedoista, laitteen asetuksista ja tiedottamisen pe-
rustasta. (Beckman Coulter Inc 2009a, 55; Kemppi 2012b.)

Laatukontrollien protokollien nimet alkavat QC-lyhenteellé eli Quality Control. Ne ovat
laatukontrolliasetuksia ja lyhennettd kaytetaan, jotta tieto saadaan muotoiltua yhdelle
merkitsevalle riville. Tuloksia voidaan julkaista myds Excel-muotoisena. (Beckman
Coulter Inc 20093, 55.)

Pesuprotokollien alut nimetédan Cleanse-lyhenteelld. Laiteasetusprotokollien nimesséa on
AS-lyhenne, joka tulee sanasta AutoSetup. N&itad kaytetddn méaériteltdessa jannitteit,
vahvistuksia ja kompensaatioita. Pesuprotokollista voidaan muodostaa pesuputkien pa-
neeli. Paneelin mukaiset putket ajetaan tydpaivan péaatteeksi. (Beckman Coulter Inc
2009a, 55; Kemppi 2012b.)

Laite tuottaa monia parametreja, joita voidaan tilastoida. Parametri on néytteen solupo-
pulaatiosta tuotettu numeerinen, tilastoitavissa oleva arvo. (Turgeon 2005, 495.) Jokai-
sesta solusta saadaan kaksitoista parametrid, joita ovat suorasironta-, sivusironta- seka
kymmenen fluoresenssiparametrid. Aikaparametri on kolmastoista parametri. Aikapara-
metri esitetddn fluoresenssikuviossa ja siihen syntyy leima jokaisesta tapahtumasta.
Fluoresenssikuvio voi vaihdella tasaisesta vaihtelevaan riippuen nesteistd ja optiikan
kunnosta. Siitd voidaan paatelld mittauksen laatua selvitettdessd onko analysaattorin

virtaus tasaista tai onko siind katkoksia. Kuvassa 18 on esimerkki aikaparametrista.
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Suhteelliset parametrit lasketaan kaavan avulla, eikd niitd saada suoraan kuvaajasta.
(Beckman Coulter Inc 2009a, 56; Kemppi 2012.)
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KUVA 18. Aikaparametrin fluoresenssikuvaaja (Beckman Coulter Inc 2009a, 56, muo-
kattu).

6.3 Paineyksikko, kayttoliuokset ja huollot

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin alapuolella tai lahettyvilld on kompres-
sori, virtajarjestelmé ja liuoksia, joita tarvitaan laitteen kaytdssa. Kompressorin tehté-
vana on paineistaa analysaattorin nadytteenkulkuletkut seka virtauskammio. Liuokset
ovat omissa astioissaan kompressorin péaélld. Astioissa on vaippaliuos ja jatenestettd,
joka tulee analysaattorista jatekanisteriin. (Beckman Coulter Inc 2009a, 35.) Fimlab
Laboratoriot Oy:lla virtaussytometrin jateliuos menee suoraan viemaériin, koska viema-

rid vahingoittavien aineiden konsentraatio on todella pieni (Kemppi 2012d).

Vaippaliuoksen lisdksi virtaussytometrilla kaytettavia liuoksia ovat naytteisiin lisattavéat
vasta-aine-reagenssit. Reagenssit sdilyvat avaamattomana pakkauksessa merkittyyn
viimeiseen kayttOpdivaan saakka. Avattuna ne séilyvét valmistajasta riippuen yhdek-
sankymmenta paivaa tai siihen asti, kunnes reagensseissa havaitaan muutoksia. Mono-
klonaaliset vasta-aineet sdilytetdan jadkaappildmpoétilassa. Ne eivét saa jaatya ja ne pi-
detdén valolta suojattuna. Kun reagensseja kdytetddn, pidetdadan ne viilednd jadhauteen
paéalla. (Kemppi 2012d.)
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Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrille tehdaan huoltoja paivittain, viikoittain,
kuukausittain ja vuosittain. Jokaisena kayttopdivana tarkistetaan paineet ja tehd&an
FlowClean Cleaning Agent -pesuliuoksella ja vesisarjalla pdivépesu. Kerran viikossa
suoritetaan pidempi pesuohjelma, jossa kdytetdaan hypokloriitti- ja FlowClean Cleaning
Agent -pesuliuosta sekd vesisarjoja. Viikkohuoltoon kuuluu nayteneulan pesu ja kuu-
kausihuoltoon sheat- ja cleaning-astian pesut. Kuukausihuoltoon kuuluu myds suodat-
timien puhdistus. Vuosihuollossa vaihdetaan tietyt osat virtaussytometriin, jonka suo-

rittaa huoltomies. (Kemppi 2012d.)
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7 NAYTTEIDEN ANALYSOINTI JA TULOSTEN KASITTELY

Fimlab Laboratoriot Oy:ssé analysoidaan paivéassa keskiméérin viidestd viiteentoista
lymfosyyttidiffinaytettd. Muita hematologisia markkeriméaarityksia tehdaan yleensa
enimmilld&n kymmenen péaivassa. Maarityksen kokonaiskestoaika yhdelle lymfosyytti-
diffindytteelle on noin tunti. Toiset maaritykset vievat enemman aikaa kuin toiset, koska
naytteiden pipetointi putkiin, putkien méara ja analysointiaika vaihtelevat eri panee-

leissa. Fimlab Laboratoriot Oy:ssa yleisimmat naytteet ovat veri- ja luuydinnaytteita.

Tassd luvussa késitelladn naytteiden yleista esikésittelyd sekd analysoimista, jota pai-
notetaan lymfosyyttidiffi-analyysin ndkokulmasta tyoelaman yhteyshenkilon toiveiden
mukaisesti. Muiden hematologisten markkerimaaritysten esikésittelya ja analysointia ei
kasitella tarkemmin, koska niitd on paljon, eika niiden luetteleminen ole ymmartamisen
kannalta oleellista. Luvun lopussa kasitelladn myos tulosten analysointia seké tyotur-

vallisuutta ja ergonomiaa.

7.1 Naytteiden esikasittely ja maaritys

Néyte on tyypillisimmin perifeeristd verta, luuydinta tai ruumiinontelonesteitd. Nama
ovat kasittelyn kannalta ihanteellisia, koska ne ovat valmiiksi solususpensiona. Suspen-
sio koostuu toimintakykyisisté yksittaisistd soluista. My0s solukasat tai solujatteet voi-
vat hairitd analyysid. Immunofenotyypityksessa voidaan kéayttad myos kiinteitd kudok-
sia, kun epailladn pahanlaatuista hematologista kasvainta. (Kotylo 2002, 549; Craig
2004, 424; Czader 2007, 454.)

Perifeerinen veri ja luuydinndytteet otetaan antikoagulanttiputkeen, joko hepariiniput-
keen tai EDTA eli etyleenidiamiini tetra-etikkahappoputkeen. Luuydinbiopsia- seka
kiintedkudosndytteet kuljetetaan ravintonesteessa tai kaarittynd fysiologisella keitto-
suolaliuoksella kostutettuun harsoon, jotta niissa olevat solut sailyttavat elinkykyisyy-
tensd. (Czader 2007, 454.) Naytteiden kuljetus ja sailytys tapahtuu huoneenlammaossa,
eikd naytteitd saa pitdad kylméassa. Naytteet pyritddn saamaan mahdollisimman nopeasti

laboratorioon analysoitavaksi. (Fimlab Laboratoriot Oy 2011.)
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Jos néyte on plasminen eli kun néyte sisaltdaa plasmaa, se pitaa pesta pois. Esimerkiksi
perifeerinen veri ja luuydin ovat plasmisia naytteitd. Kun naista ndytemateriaaleista on
tarkoitus madrittdd lambda- sekd kappavasta-aineet, tehd&an pesut HBSS-pesuliuoksella
kaksi kertaa perékkain. Talloin pestaan plasma pois. Taman jalkeen lisatddn PBS+BSA-
liuosta, jossa on PBS- eli fosfaattipuskuroitua suolaliuosta ja BSA-proteiineja. PBS-
liuos toimii laimentimena ja BSA-proteiineja lisataan, jotta reagenssit toimivat oikein.
(Kemppi 2012a.)

Jos lymfosyyttien maara lymfosyyttidiffinaytteessa on yli 5 x 10%1, nayte pitaa laimen-
taa. Hematologisilla potilailla voi lymfosyytit olla yli 100 x 10%l. lhmisen im-
muunipuutosviruksen infektoimilla potilailla lymfosyytit ovat usein alhaiset ja harvoin
niiden maara on yli 5 x 10%/1. (Catovsky, Matutes & Morilla 2006, 336; Kemppi 2012a.)

Lymfosyyttidiffi-analyysissé jokaiselle naytteelle varataan kaksi putkea. Putkiin pipe-
toidaan eri reagensseja, jotka sisaltavat vasta-aineita paneelin mukaan. Paneelilla tarkoi-
tetaan reagenssien eli monoklonaalisten vasta-aineiden pipetointiohjetta, joka voidaan
esittdd esimerkiksi taulukkomuodossa. Kaytettavat monoklonaaliset vasta-aineet panee-
lissa maaraytyvat selvitettdvan taudin tai tilan mukaan. Liitteessé 3 on esitetty esimerk-
kipaneeli. Molemmista putkista saadaan selvitettyd lymfosyyttiméaéra. Tuloksia vertai-
lemalla saadaan selville pipetointitarkkuuden laatu. Toisesta putkesta saadaan CD4-
CD8-suhde ja toisesta lasketaan CD19- ja CD56 -positiivisten solujen méara. Putkeen
pipetoidaan reagenssit joko reagenssiseoksena tai yksitellen ja erikseen omina liuoksi-
naan. Lymfosyyttidiffi-analyysissa kaytetaan reagenssiseosta. (Kemppi 2012a.)

Taman jalkeen putkeen pipetoidaan hyvin sekoitettu veri elektronisella pipetilla kaéantei-
selld menetelmalld, koska veri on viskoosia ainetta. Ennen kérjen laittamista putkeen, se
pyyhitadn sellulapulla niin, ettd sisdan pipetoitu liuoksen tilavuus ei muutu. Pipetointi
tapahtuu putken pohjalle seindmaa vasten. Pipettid pois ottaessa kérki ei saa osua reu-
noihin, jottei tilavuus kasva tai solut jaa varjaytymaéttd. Tama voi aiheuttaa mittaukseen

héiriotd. Taman jalkeen néyte sekoitetaan VVortex-sekoittajalla. (Kemppi 2012a.)

Seuraavaksi ndytettd inkuboidaan 15 minuuttia pimeéssa huoneenldmmaossa. Inkuboin-
nin jalkeen punasolut hajotetaan eli lyysataan lisédmalla lyysausliuosta. Sen jalkeen

lymfosyyttidiffindytettd inkuboidaan uudestaan 15 minuuttia. Lyysauksen inkubointi-
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aika on tarkka, silla pidentynyt aika altistaa suora- ja sivusironnan muutoksille. Liian
Iyhyt aika jattd4 punasolut ehjiksi, mik& saa kuvaajaan piirtymaan jétteet ja tuloksesta
tulee epatarkka. (Catovsky ym. 2006, 336; Kemppi 2012a; Kemppi 2012d.) Lyysauksen
jalkeen lymfosyyttidiffindytteessd ei tehdd endd muita pesuja, koska téssa analyysissé
mitataan leukosyyttien absoluuttista arvoa. Muissa analyyseissa pestaan tassé vaiheessa
Kiinnittymattomat vasta-aineet pois, koska niissa mitataan prosentti-arvoja. (Pankko
2012e.)

Ennen mittausta ndyteputken pohjalle pipetoidaan latex-helmid samalla pipetilla milla
nayte on lisdtty. Nain véltetddn pipetin tilavuudesta johtuvaa hairiota. Lopuksi néyte
sekoitetaan Vortex-sekoittajalla. Helmien avulla lasketaan leukosyyttien méaré suoraan
verrannollisesti, kun helmien konsentraatio eli helmien pitoisuus liuoksessa on tunnettu.
(Kemppi 2012a.) Niiden konsentraatio on erdkohtainen ja syotetddn informaationkaésit-
tely-yksikolle ennen ajoa. Helmien avulla saadaan laskettua absoluuttiset arvot. (Pankko
2012e.)

Tietokoneelle tehdaén tydjono, johon syotetddn potilaan henkilétunnus ja nimi, ndyte-
numero sekd lymfosyyttiméaard Sysmex®-verenkuva-analysaattorilta. N&yteputket siir-
retéan tiettyyn jarjestykseen karuselliin tydjonon maardéaméaan paikkaan. Ajo kéynniste-
tdan naytolta. (Beckman Coulter Inc 2009b, 100; Kemppi 2012a.)

Tietokoneelle tallentuu informaatiota monista tuhansista soluista tai partikkeleista ja sita
varastoidaan tietokoneelle lisdanalyysejé varten (Craig 2004, 421). Analysaattori keraa
lymfosyyttidiffindytteessd 600 tapahtumaa eli virtauskammion léapimenevia lymfosyyt-
teja. Jos naytteen lymfosyyttimadra on véhdinen, kerataan tapahtumia kolmensadan se-
kunnin ajan. Né&iden tapahtumien avulla saadaan méaéritettya tulokset. Helmien kon-
sentraatiota kaytetddn kalibrointikertoimena laskussa, jotta saadaan laskettua lymfo-
syyttitulos. (Kemppi 2012a.)

7.2 Tulosten analysointi

Tuloksia analysoidaan naytolle tulostuvilta kuvaajilta ja tulosteliuskoilta. Kuvaajien

ulkomuoto ja tulosteliuskojen numeroarvot tarkistetaan ennen tulosten vastaamista pyy-
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tavalle yksikolle. Kuvaaja on jaettu neljaén osaan pysty ja vaakaviivoin, niiden jakamia
osia kutsutaan neljanneksiksi. Rajauksia voidaan muokata sopiviksi siirtdmalla pysty- ja
vaakaviivoja, jotta solut asettuvat oikeisiin neljanneksiin. Siten tietoyksikko pystyy las-
kemaan oikeat arvot neljanneksiin asettuneiden solupopulaatioiden mukaan. (Kemppi
2012a; Turgeon 2005, 495.) Kuvassa 19 vasemmanpuoleista kuvaajaa ei ole muokattu,

kun taas oikeanpuoleinen kuvaaja on laboratoriohoitajan muokkaama.
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KUVA 19. Kuvaajat ennen muokkausta (vasemmalla) ja muokkauksen jalkeen (oike-
alla) (Kemppi 2012a, muokattu). Muokkaus on tapahtunut harmaan negatiivisen alueen

mukaan, niin ettd vaakaviiva ei ole sen paalla (Pankko 2012a).

Néaytolle tulostuu yhden- ja kahden parametrin kuvaajia. Yhden parametrin histogram-
meilla esitetddn yhden parametrin mittaus. Siind x-akselilla on fluoresenssin tai valon
sironnan voimakkuus ja y-akselilla tapahtumien lukumaara eli lasketut solut. Sita kay-
tetadn vain laaduntarkkailussa. Kahden parametrin kuvaajassa esitetddn kahden para-
metrin mittaukset sek& x- ettd y-akselilla. Se voidaan esittda tiheyskuvaajana, joka on
jaettu neljanneksiin. Mitattavat parametrit voivat olla sivu- tai suorasironta tai fluore-
senssi ja mittaukset perustuvat fluoresoivien ja ei-fluoresoivien solujen erotteluun. Kah-
den parametrin kuvaajissa on mahdollisuus analysoida tarkemmin yhta solupopulaatiota
monista solupopulaatioista seka jatteistad. (Rahman 2005, 18, 20; Turgeon 2005, 495.)
Kuvassa 20 esitetdan yhden parametrin histogrammi ja kahden parametrin kuvaaja.
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KUVA 20. Yhden parametrin histogrammi (vasemmalla) ja kahden parametrin kuvaaja
(oikealla) (Rahman 2005, 18, 20, muokattu).

Neljanneksia kaytetddn erottelemaan erilaisia solujen ominaisuuksia, kun samassa ku-
vaajassa tarkastellaan monia solupopulaatioita. Siina erotellaan negatiiviset, yksittaiset
positiiviset ja kaksoispositiiviset solupopulaatiot toisistaan. Negatiivinen solupopulaatio
sijoittuu vasempaan alaneljannekseen ja kaksoispositiiviset solut sijoittuvat oikeaan
ylaneljannekseen. Yhden solupopulaation tarkastelu tapahtuu eri tavalla kuin usean so-
lupopulaation histogrammin tarkastelu. Siind negatiivinen solupopulaatio pysyy sa-
massa neljanneksessd, mutta loppujaottelu riippuu solujen CD-antigeeneistad. Mittaus
voi tapahtua kahdella CD-parametrilla, jolloin CD-antigeenin suhteen positiiviset solut
asettuvat kuvaajalla joko vasempaan ylaneljannekseen tai oikeaan alaneljannekseen. Jos
solu on molemmille CD-antigeeneille positiivinen, silloin se ndkyy oikeassa ylaneljan-
neksessa. Jokainen piste kahden parametrin kuvaajalla on madritelty tietyksi maaréksi
tapahtumia, esimerkiksi yksi piste kuvaajalla voi tarkoittaa sataa mitattua solua. (Turge-
on 2005, 495; Kemppi 2012a; Pankko 2012a.) Kuvassa 21 on havainnollistettu solupo-

pulaatioiden asettuminen eri neljanneksiin.
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KUVA 21. Vasemmalla on tarkasteltu monen solun populaatiota. Keskella ja oikealla

on tarkemmassa tarkastelussa yksittaiset solupopulaatiot. (Kemppi 2012a, muokattu.)
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Solupopulaatiot muodostuvat kuvaajaan omille alueilleen, jotka on esitetty kuvassa 22.
Eroteltavia solupopulaatioita ovat blastit, lymfosyytit, monosyytit ja granulosyytit seka
solujatteet ja trombosyytit. Ne voidaan ymparoida graafisilla rajoilla ja tat4 tehdessa
puhutaan rajauksista. Rajauksia kuvataan englanninkieliselld sanalla “gating”, josta on
muodostunut suomenkielinen ammattitermi geittaus”. (Rahman 2005, 16; Turgeon
2005, 495; Kemppi 2012a.)
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KUVA 22. Solujen jakautuminen kuvaajalle: 1. roskat, solujatteet ja trombosyytit, 2.
neutrofiilit, 3. monosyytit, 4. lymfosyytit ja 5. blastit. (Ek 2009, 20, 23, 28, 36; Kemppi
2012a, muokattu). Tdma kuvaaja on normaalindytteesta eiké siina esiinny blasteja. Nii-

den mahdollinen esiintymispaikka on kuitenkin merkitty kuvaajaan.

Pyytavalle yksikolle lahetetaédn tulosliuskan tulokset erillisen tietokoneohjelman avulla,
koska Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin tietokoneelta ei ole yhteytté poti-
lastietojérjestelmaén. Primaaritulostetta eli analysaattorin tietokoneelta tulostettua tu-
losteliuskaa ja kuvaajia séilytetddn laboratoriossa puoli vuotta, jotta niitd voidaan tar-

kastella vield jalkeenpéin. (Kemppi 2012a.)

7.3 Laadunvarmistus virtaussytometriassa

Kaikissa laboratorion tutkimuksissa arvioidaan tarkkuutta ja toistettavuutta. Virtaussy-

tometrisissa madrityksissa on tarkedd menetelmén huolellinen validointi, kalibrointi ja
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laitteiden toimintakunnon varmistaminen. Maarityksesté riippuen laatua painotetaan eri
tavoilla, esimerkiksi osoitetaanko pinta-antigeenien mukaan jaoteltuja soluja, mita-
taanko solujen madréa vai tulkitaanko kuvaajia. (Mahlaméki 1999, 124; Perkins 2009,
1-2)

Siséiseen laadunvarmistukseen kuuluu pdivittain eri parametrien seuraaminen, joissa
apuna kaytetddn helmid. Nain séilyy toistettavuus tulostasossa. Jos niitd saddetdan, pitaa
tarkistaa kompensaatioasetukset normaaleilla soluilla, joiden immunofenotyypityksessa
ei esiinny kaksoispopulaatiota. Yli- ja alikompensaatiota voidaan havaita solususpensi-
olla, jossa on mukana ei-ekspressoivia eli ei-ilmentévia ja erittdin hyvin ekspressoivia
eli ilmentavia soluja. Naiden lisaksi laitteen mittaustason lineaarisuutta varmistetaan
kontrolleilla, jotka ovat paallystetty erivahvuisilla fluorokromeilla. Negatiiviset kontrol-
lit ovat ihmisten soluja, joihin ei pida kiinnittya vasta-aineita. Nama vasta-aineet kiinnit-
tyvat normaalisti ndyte- ja positiivisiin kontrollisoluihin. Negatiivisia kontrolleja kéyte-
taan epaspesifisen sitoutumisen kontrolloimiseksi seké rajattaessa negatiivista ja positii-
vista soluryhmad. Negatiivisten kontrollien tekeminen on vahentynyt, kun on siirrytty
monivarianalyyseihin. Kontrollierdn vaihtuessa tarkistetaan tavoitearvot ja sen toimi-
vuus. Laitteen tausta-arvojen puhtaus mitataan negatiivisten helmien avulla. (Mahlamé-
ki 1999, 124-126; Perkins 2009, 2; Kemppi 2012a.)

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrille tehdaan lymfosyyttidiffikontrollit noin
kaksi kertaa viikossa. Laitteen kontrollointi tapahtuu myos seuraamalla ja vertailemalla
Sysmex XE5000 -solulaskimen lymfosyyttimaaraé ja Beckman Coulter Navios™ -vir-
taussytometrin TBNK-tulosta. TBNK-tulos sisaltaa T-, B- ja NK-solujen yhteenlasketun
maaran. (Kemppi 2012a.) Helmilla analysaattori kontrolloidaan jokaisena tyopéivana ja

CD34-méaritys tehdaén kerran viikossa (Kemppi 2012c).

Laboratorioiden on hyva osallistua ulkoisiin laadunarviointikierroksiin, mikali niita on
saatavilla. Kotimaisia Labquality-kierroksia ei ole saatavilla, mutta kansainvélisia ulkoi-
sia laadunarviointikierroksia on UK NEQAS:illa (Wahlstedt 2012). Fimlab Laboratoriot
Oy:l14 on kaytossa CD34, LyDiffi, PNH, Leukemia ja MRD -laadunarviointikierrokset.
(Mahlamaki 1999, 126; Kemppi 2012d.)
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7.4 Tyoturvallisuus ja ergonomia

Ty6turvallisuudella tarkoitetaan tyontekijoiden tydolosuhteiden turvallisuutta. Tyonan-
tajalla on velvollisuus huolehtia turvallisesta tyonteosta tyoturvallisuuslain mukaan.
Tyoturvallisuuteen liittyviin asioihin on kiinnitettdva huomiota erityisesti, kun tydnte-
kija tai opiskelija harjoittelee uutta tyotehtavéa (Jokinen ym. 2009, 269). Kokeneet
tyontekijat saattavat tunnistaa tyOpaikan vaaratekijat. Perehdyttdjan on ilmoitettava
tyontekijalle tydpaikan haitta- ja vaaratekijoistd. Niitd voivat olla esimerkiksi tartunta-
vaaralliset néaytteet tai reagenssit. Fimlab Laboratoriot Oy:ll& virtaussytometreilla kay-
tettdvat reagenssit ovat kaytossa turvallisia, mutta jos reagenssia roiskuu iholle, on se
huuhdeltava vedell&. Jotkut tumaan menevét vériaineet saattavat kuitenkin olla karsino-
geenisid. Tama ja naytteiden tartuntavaarallisuuden riski tulee huomioida tydskentelyssa
kayttdmalla suojakésineitd. Tyoturvallisuutta suunniteltaessa pitdd huomioida myos
tyonteon turvallisuuteen, tyontekijan terveyteen ja ergonomiaan liittyvat asiat. Vuosit-
tain on hyva varmistaa tyopaikan kaytannot ja niihin liittyvét riskitekijat seka liittad ne
perehdyttamissuunnitelmaan. (Kupias & Peltola 2009, 23-25; Kemppi 2012d.)

Kun suunnitellaan uusia tyoétiloja ja tyOtehtavid, pitdd muistaa huomioida ergonomia.
Hyvéa ergonomia on ennaltaehkaisevaa ja sill4 voidaan ehkéista esimerkiksi tuki- ja lii-
kuntaelimiston vaivoja. Mikéli vaivoja kuitenkin ilmenee, niita voidaan parantaa tai
lieventaa korjaavalla ergonomialla. Tyontekijan hyvén ergonomian ajattelutapa tulisi
nakyé paivittaisessa toiminnassa seka valinnoissa ja ratkaisuissa. (Sillanpéa 2006, 111.)
Esimerkiksi pipetoitaessa tulisi huomioida istumakorkeus ja -asento, tydtason korkeus

sekd pipetointiasento ja pipetin ergonomiset ominaisuudet.



o1

8 HEMATOLOGISTEN TILOJEN DIAGNOSTIIKKA

Virtaussytometriasta on tullut tdrked menetelmé diagnosoinnissa, luokittelussa ja jaan-
nostautien osoituksessa potilailla, joilla on pahanlaatuisia hematologisia sairauksia
(McCurley & Greer 2009, 1509). Fimlab Laboratoriot Oy:ll& yleisimpid hematologisia
markkeritutkimuksia ovat leukemiat, jadnndstaudin seuranta, myeloomat, lymfoomat,
immuunipuutostilat sekd kantasolusiirrot (Fimlab Laboratoriot Oy 2006; Kemppi
2012a).

8.1 Hematologiset sairaudet

Akuutit leukemiat

Akuuteilla leukemioilla tarkoitetaan pahanlaatuisia verisairauksia, joissa normaalin ve-
renmuodostuksen sijaan blastit lisdéntyvét ensin luuytimessa ja myohemmin niita il-
maantuu myos perifeeriseen vereen. Akuutit leukemiat jaetaan kahteen ryhméan, akuut-
teihin lymfaattisiin ja myeloisiin leukemioihin. Harvinaisempia tapauksia ovat erilais-
tumattomat ja molempien solulinjojen sekapopulaatioleukemia. Akuutteja lymfaattisia
ja myeloisia leukemioita madritetdan erilaisilla kriteereilld, muun muassa im-
munofenotyypeilla. (Elonen 2007, 285; Hoffbrand & Mehta 2009, 50; Hoffbrand &
Moss 2011, 179.)

Akuuteissa leukemioissa esiintyy blastisoluja 20 % tai enemman luuytimessa tai peri-
feerisessa veressa. Diagnoosi voidaan kuitenkin tehd4, vaikka blastisoluja olisi véhem-
mankin. Jos niitd on vdhemman kuin 20 %, diagnoosin saamiseksi taytyy havaita akuu-
teille leukemioille tyypillisid sytogeneettisid tai molekyyligeneettisid muutoksia. Akuut-
tia leukemiaa tutkitaan mikroskopialla, immunofenotyypitykselld, sytogeneettisilla ja
molekyylisilla analyyseilld. Ndiden tutkimusten avulla solut voidaan jakaa lymfaattiseen
ja myeloiseen linjaan. (Hoffbrand & Moss 2011, 179.)

Immunofenotyypitykselld luokitellaan akuutit leukemiat myeloiseen ja lymfaattiseen,

jota voidaan tarkentaa vield B- ja T-solutyyppeihin. Useita geneettisid solutyyppeja
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esiintyy B-solulinjassa, T-soluilla néitd on vahemmaén. Akuutissa myeloisessa leukemi-
assa tyypilliset immunofenotyypit ovat CD13", CD33" ja CD117". Akuuteissa lymfaat-
tisissa B-soluleukemioissa tyypilliset immunofenotyypit ovat CD10*, CD19", cCD22",
cCD79a" ja TdT". Akuuteissa lymfaattisissa T-soluleukemioissa immunofenotyypit ovat
puolestaan CD2*, ¢cCD3", CD7" ja TdT". (Paraskevas 2009, 31; Hoffbrand & Moss
2011, 179, 224, 228.) Kuvassa 23 on koottuna akuuttien leukemioiden immunofenotyy-
pit.

+ TdT
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B-ALL -cD19
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«cCD79%9a
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KUVA 23. Akuuttien leukemioiden CD-luokittelu (Hoffbrand & Moss 2011, 180, muo-
kattu).

Myeloproliferatiiviset sairaudet

Kroonisessa myeloisessa leukemiassa valkosolumaarat kohoavat, erityisesti neutrofii-
lien ja basofiilien méarat nousevat perifeerisessa veressa. Taudissa leukemiakantasolu-
jen antigeeneja ei taysin tunneta, mutta ne ovat yleensd CD34-positiivisia ja usein myos
CD56- sek& CD90-positiivisia. Niissé ei ole CD38-antigeenia ja muiden erilaistumisan-
tigeenien suhteen negatiivisia. Virtaussytometrinen analyysi on hyodyllinen, kun blas-
teja on 20 % tai enemman eli blastikriisin aikana mééritettéessa blastien linjaa. Krooni-
sessa myeloisessa leukemiassa diagnoosi tehdaan kuitenkin sytogeneettiselld tutkimuk-
sella, jossa Philadelphia-kromosomin translokaatio on tyypillinen. (Hoffbrand & Mehta
2009, 55; Larson, Rabinowitz & Reichard 2009; Mustjoki 2011, 11; Pankko 2012a.)

Myelodysplastisissa oireyhtymissa blastin immunofenotyyppi on CD66°, CD11a",
CD116%, CD10". Lisaksi CD7 esiintyminen on huonon ennusteen merkki. Morfologial-
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taan myelodysplastinen syndrooma on vaikea diagnosoida, mutta sideroblastit helpotta-
vat sitd. Kun veressé on paljon epékypsia soluja, ne ilmentdvat CD95 antigeenid, jolloin
soluista tulee vdhemman alttiita apoptoosiin. Taudissa voi esiintyd myos paroksysmaali-
sen yollisen hemoglobinurian eli PNH:n klooneja. Klooneja voidaan tutkia immunofe-
notyypityksessé kaytettavan FLAER-proteiinin avulla. Silla selvitetdan GPI:n eli glyko-
fosfoinositolin-molekyylien puutosta. Neutrofiilit ovat CD24-antigeenien ja FLAER:in
sek& monosyytit CD14-antigeenien ja FLAER:in suhteen negatiivisia PNH-klooni tapa-
uksissa. Myos punasoluista voidaan tutkia PNH-kloonia. (Fimlab Laboratoriot Oy 2009;
Paraskevas 2009, 31; Kemppi 2012c; Kemppi 2012d.)

Multippeli myelooma

Multippeli myelooma on hematologinen kasvaintauti, jossa luuytimeen keraantyy pato-
logisia plasmasoluja. Plasmasolut erittdvat plasmaan tai virtsaan monoklonaalista im-
munoglobuliinia tai osaa sen rakenteesta. (Remes 2007, 454; Hoffbrand & Moss 2011,
273.)

Diagnosoinnin péékriteereind kdytetddn monoklonaalisen proteiinin ilmestymistd see-
rumiin tai virtsaan, patologisten plasmasolujen lisadntymista luuytimessa ja kudosbiop-
sian plasmasytoomaa. Malignien plasmasolujen immunofenotyyppisid piirteitd ovat
korkeat CD38- ja CD138-antigeenit sek& matala CD45-antigeeni. (Remes 2007, 461;
Hoffbrand & Moss 2011, 273, 277.) Multippelin myelooman oireet ratkaisevat yleensa
hoidon aloittamisen. Hoitovastetta arvioidaan vertaamalla poikkeavan antigeeni-ilmen-
tyméan omaavien plasmasolujen osuutta diagnoosivaiheen I0yddkseen. Tama on multip-

pelin myelooman jadnnodstaudin seuraamista. (Pankko 2012a.)

Krooninen lymfaattinen leukemia

Krooniset lymfaattiset leukemiat luokitellaan B- ja T-solujen mukaan. Kroonisen lym-
faattisen leukemian T-soluhdiridt ovat harvinaisempia kuin B-soluhdiriét. Ne voidaan
kuitenkin luokitella neljdan ryhmaan. Krooninen lymfaattinen leukemia, prolymfosyyt-

tileukemia, karvasoluleukemia ja plasmasoluleukemia ovat B-soluleukemioita. LGL-
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leukemia eli suuri granulaarinen soluleukemia, T-prolymfosyyttileukemia, aikuisten T-
soluleukemia ja Sézaryn oireyhtymé kuuluvat T-soluleukemioihin. (Gibson, Johnston &
Seftel 2009, 2227; Hoffbrand & Moss 2011, 235.)

Kroonisessa lymfaattisessa leukemiassa ja prolymfosyyttileukemiassa esiintyy lymfo-
sytoosia eli lymfosyyttien mé&éran kasvua. Krooninen lymfaattinen leukemia on immu-
nofenotyypiltddn CD5*, CD19", CD20", CD23" ja CD43". Prolymfosyyttisessa leuke-
miassa CD19, CD20, CD22, CD23, CD79b, CD43 ovat positiivisia. Karvasoluleukemi-
assa esiintyy tavallisesti pansytopeniaa eli kaikkien solulinjojen puutosta, erityisesti
neutro- ja monosytopeniaa eli neutrofiilien ja monosyyttien puutosta perifeerisessa ve-
ressé. Karvasoluleukemian varianttimuodossa leukosyyttiarvo voi olla kohonnut. Kar-
vasoluleukemian immunofenotyyppi on CD11c’, CD19*, CD20*, CD22*, CD25",
CD43", CD79b*, CD103". Karvasoluleukemian varianttimuodossa immunofenotyyppi
on muuten sama, paitsi CD25 puuttuu. Plasmasoluleukemia aggressiivinen hairid, jossa
plasmasoluja on paljon perifeerisessa veressa. Sen immunofenotyyppeja on CD38" ja
CD138". (Elonen & Porkka 2007, 445; Gibson ym. 2009, 2223, 2227; Hoffbrand &
Mehta 2009, 65, 67; Hoffbrand & Moss 2011, 236; Pankko 2012a.) Naméa kroonisten

lymfaattisten B-soluleukemioiden immunofenotyypit on koottu taulukkoon 1.

TAULUKKO 1. Kroonisen lymfaattisen B-soluleukemian muodot ja niiden CD-positii-
viset pinta-antigeenit (Elonen & Porkka 2007, 445; Gibson ym. 2009, 2223, 2227,
Hoffbrand & Mehta 2009, 65, 67; Hoffbrand & Moss 2011, 236).

Krooninen lymfaattinen
B-soluleukemia

Krooninen Prolymfo-

ymeatinen et Kl lekema
CD5 cD19 CD11c e
- €020 s CD138
CcD20 CD22 CcD20
cD23 cD23 cD22
CD43 CD43
cD79b

CD103
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Suurigranulaarisessa lymfosyytti leukemiassa eli LGL-leukemiassa solut voivat olla
joko T- tai NK- eli luonnollisia tappajasoluja. Ne ilmentavat CD16*-, CD56"- ja CD57"-
antigeeneja ja verenkuvassa esiintyy sytopeniaa eli veren solujen vahyyttd, erityisesti
neutropeniaa. Immunofenotyypiltddn T-prolymfosyyttileukemia on CD3", CD4" ja
CD7". Taudissa verenkuva muistuttaa B-prolymfosyyttileukemiaa. Aikuisten T-solu-
leukemiaa esiintyy imusolmukesairauksien sekd maksan tai pernan suurentumisen yh-
teydessd. Lymfosyytit ovat omituisen n&koisid& morfologialtaan ja immunofenotyy-
piltddn ovat CD4-positiivisia. Sézaryn oireyhtymassa diagnoosi tehdaan, kun perifeeri-
sessé veressa on Sézaryn soluja yli 1 x 10%I tai niiden maara lymfosyyteista on yli 20
%. Immunofenotyypiltd&n ne ovat CD4-positiivisia, joka vaaditaan morfologian lisdna
diagnoosin varmistamiseksi. (Gibson ym. 2009, 2227-2228; Hoffbrand & Moss 2011,
242-243.) Nama kroonisten lymfaattisten T-soluleukemioiden immunofenotyypit on

koottu taulukkoon 2.

TAULUKKO 2. Kroonisen lymfaattisen T-soluleukemian muodot ja niiden CD-positii-
viset pinta-antigeenit (Gibson ym. 2009, 2227-2228; Hoffbrand & Moss 2011, 242—
243).

Krooninen lymfaattinen
T-soluleukemia

T-pro- e :
i : Aikuisten T- Sézaryn
LGL-leukemia '%mfoswﬂ" soluleukemia oireyhtyma
eukemia
CD16 CcD3 S o
CD56 CcD4
CD57 CD7

Hodgkin ja non-Hodgkin lymfoomat

Hodgkin lymfooma on pahanlaatuinen imusolmukesydpa ja kuuluu B-soluperéisiin
lymfoomiin. Se voidaan jakaa histologisesti kahteen tyyppiin klassiseen ja nodulaari-
seen lymfosyyttivaltaiseen lymfoomaan. Klassisen Hodgkin lymfooman solut ilmenté-
vit CD30"-, CD40"- ja CD15 -antigeenej ja ne ovat usein negatiivisia B-soluantigee-
neille. Myds CD68 voi olla positiivinen. Nodulaarisessa lymfoomassa immunofenotyy-
pit ovat CD20", CD40" ja CD45". (Elonen & Karjalainen-Lindsberg 2007, 393, 395;
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Hoffbrand & Moss 2011, 247-248.) Hodgkin lymfooman jaottelu on esitetty taulukossa
3.

TAULUKKO 3. Hodgkin lymfooman jaottelu ja niiden CD-positiiviset pinta-antigeenit
(Elonen & Karjalainen-Lindsberg 2007, 393, 395; Hoffbrand & Moss 2011, 247-248).

Nodulaarinen lymfosyytti-

Klassinen lymfooma :
y valtainen lymfooma

»+ CD30 + CD20
» CD40 » CD40
* CD15 + CD45
* CD68

Klassinen lymfooma jaetaan viela neljaan alatyyppiin, sidekudoskyhmyiseen, runsas- ja
vahalymfosyyttiseen seka sekasoluiseen. N&ma voivat olla esimerkiksi syovéan eté-
pesékkeitd, niissa on eroavaisuuksia lymfosyyteissa tai voivat olla anaplastisia suu-
risolulymfoomia. Nodulaarisessa lymfosyyttivaltaisessa lymfoomassa lymfosyytit ovat
pienid ja se on T-soluvaltainen B-solulymfooma. (Elonen & Karjalainen-Lindsberg
2007, 396; Hoffbrand & Moss 2011, 248.)

Non-Hodgkin lymfooma voidaan jakaa T-solun ja NK-solujen sek& kypsiin B-solujen
kasvaimiin. T- ja NK-solujen kasvaimet voidaan jakaa varhaisten T-solujen kasvaimiin
ja kypsiin T- ja NK-solujen kasvaimiin. Naihin kuuluu my®os joitain kroonisia leukemi-
oita ja myeloomia, joista on esitetty esimerkkeja taulukossa 4. Non-Hodgkin lymfoo-
mien kypsissd B-solujen kasvaimissa tavallisesti immunofenotyypit CD20 ja CD19a
ovat positiivisia. Taudista riippuen myds muiden antigeenien esiintyvyys vaihtelee.
(Karjalainen-Lindsberg & Teerenhovi 2007, 410; Hoffbrand & Mehta 2009, 71; Hoff-
brad & Moss 2011, 254, 259.)
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TAULUKKO 4. Non-Hodgkin lymfooman WHO 2008 -luokituksen esimerkkeja (Kar-
jalainen-Lindsberg & Teerenhovi 2007, 410, muokattu; Hoffbrand & Mehta 2009, 71;
Hoffbrad & Moss 2011, 254).

Kypsét B-solujen kasvaimet T- ja NK-solujen kasvaimet
= Krooninen lymfosyyttileukemia/pieni  « Varhaiset T-solujen kasvaimet
lymfosyyttinen lymfooma = Varhaiset T-lymfoblastinen lymfooma
» B-prolymfosyyttileukemia - Blastinen NK-solulymfooma
+ Karvasoluleukemia « Kypsat T- ja NK-solujen kasvaimet
* Plasmasolumyelooma - Perifeerinen T-solulymfooma
* Plasmasytooma « Anaplastinen suurisoluinen lymfooma
+ Ekstanodaalinen « T-prolymfosyyttileukemia
marginaalivyéhykkeen B- - Aggressiivinen NK-solu leukemia

solulymfooma (MALT-lymfooma)
« Follikulaarinen lymfooma
= Manttelisolulymfooma Séza : 5
s : : : = ryn oireyhtymé
Diffuusi suurisoluinen B-solulymfooma |, gioimmunoblastinen T-
« Burkittin lymfooma tai Burkittin solu - solulymfooma
leukemia

« Aikuisten T-solulymfooma/ leukemia
« Mycosis Fungoides

8.2 Jaannostautidiagnostiikka

Jaannostaudilla tarkoitetaan remissio eli taudin elpymévaiheessa olevaa leukemiaa. Hoi-
tojen avulla luuytimestd saadaan poistettua leukemiasolut ja silloin tauti on remis-
siovaiheessa. Kuitenkin muualla elimistéssa voi vield olla leukemiasoluja ja jos hoidot
lopetetaan, niin tauti voi uusiutua niista. Siksi kéytetdan lisdhoitoja, jos elimistossa on
vield leukemiasoluja. Jadnnodstautia seurataan, jotta voidaan lopettaa parantuneiden po-
tilaiden hoidot tai seurata relapsin eli taudin uusiutumisen riskid. Jos pienidkin merkkeja
relapsista ilmenee, silloin pystytdan nopeasti aloittamaan sopivat leukemiahoidot. Mité
paremmin solun antigeenit leukemiasoluissa tunnetaan diagnoosivaiheessa, sita parem-
min jadnnodstautia pystytdadn seuraamaan. (Kairisto, Pelliniemi & Tienhaara 2003, 66—
67; Elonen 2007, 298; Hoffbrand & Moss 2011, 232.) Jadnnostautia seurataan koko
hoitojakson ajan, varsinkin akuutin lymfaattisen leukemian hoitojen jélkeen ja sen seu-
raaminen on Yyleistynyt myds akuutissa myeloisessa leukemiassa. Hoito mééraytyy vir-

taussytometrisen jaannostautitutkimuksen tuloksen mukaan. (Pankko 2012e.)

Jaénnostaudin seurantaan kéytetddn monia menetelmid, joita ovat morfologinen tutki-
mus, kromosomitutkimus, In situ -hybridisaatio eli FISH-tutkimus, immunofenotyypitys
ja polymeraasiketjureaktio- eli PCR-tutkimus. Useampaa menetelmaa kaytetdan luotet-

tavuuden varmistamiseksi. Immunofenotyypityksella voidaan seurata akuuttien leuke-
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mioiden ja kroonisten lymfaattisten leukemioiden jaanndstautia. Kroonisen myeloisen
leukemian jadnnostautia seurataan sytogeneettisilla tutkimuksilla. Autologista kan-
tasolusiirrettd tehtdessa sen puhtaus varmistetaan herkilla menetelmilla, niin ettei siind
ole mukana tautisoluja. (Kairisto ym. 2003, 66-67; Elonen 2007, 298; Kairisto, Pelli-
niemi & Penttild 2007, 203; Coutre & ltakura 2009, 1825-1826; Hoffbrand & Moss
2011, 229.)

8.3 Kantasolusiirrot hoitomuotona

Kantasolujen siirroissa siirretddn hematopoieettisia kantasoluja luuytimesta tai perifeeri-
sestd verestd. Kantasolusiirtoja kéytetddn korvaamaan potilaan vaurioitunut vertamuo-
dostava solukko. Kantasolusiirto ajoitetaan jalkihoitovaiheeseen tai hematologisen tai
muun sairauden remissiovaiheeseen. Vaurio on syntynyt veritaudista tai voimakkaista
syovan hoidoista. (Ruutu 2007, 492; Hoffbrand & Mehta 2009, 48.)

Kantasolusiirtoja on kahden tyyppisid, joko allogeenisié tai autologisia. Allogeenisissa
kantasolusiirroissa luovuttajana toimii toinen ihminen, jolla on mahdollisimman sa-
manlainen HLA-tyyppi eli ihmisen leukosyyttiantigeeni-tyyppi. Autologisissa kan-
tasolusiirroissa kaytetaan potilaan omia kantasoluja. Nama solut kerataan potilaalta ai-
emmin ja siirre annetaan potilaalle kemo- tai radioterapian jalkeen. Allogeenisia ja au-
tologisia kantasolusiirtoja kaytetddn hematologisten maligniteettien remissiovaiheen
hoitona. Esimerkiksi allogeenisissé siirroissa sairautena voi olla akuutti leukemia, kroo-
ninen myeloinen leukemia tai myelodysplastinen syndrooma. Autologisissa siirroissa
puolestaan sairaus voi olla lymfooma tai myelooma. Taulukossa 5 on esitetty allo-
geenisten ja autologisten kantasolusiirtojen indikaatiot. (Ruutu 2007, 492; Hoffbrand &
Mehta 2009, 48-49; Pankko 2012a.)
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TAULUKKO 5. Kantasolusiirtojen indikaatiot (Hoffbrand & Moss 2011, 298, muo-
kattu; Pankko 2012a).

Allogeeninen kantasolusiito ~ Autologinen kantasolusiirto

» Akuutti lymfaattinen tai » Lymfoomat

myeloinen leukemia * Myelooma
* Muut hairiot luuytimessa « Akuutti myeloinen leukemia
* Perittyja hairidita * Primaari amyloidoosi

» Hankittuja hairioita

Solusalpaajahoidon ja kasvutekijéiden avulla saadaan kantasoluja runsaasti perifeeri-
seen vereen. Ndiden maardd mitataan immunofenotyypityksen avulla, josta saadaan
selville CD34-antigeenipositiiviset solut. Kantasolujen maéra on tarpeeksi korkea vain
muutamana péivana ja kerays pitaa suorittaa silloin. Kantasoluja kerdtaan perakkaisina
paivina yhdesta kolmeen kertaa. Niiden kerdys tehdaan leukafereesilaitteella ja se kestéa
neljasté viiteen tuntia kerrallaan. Laite erottelee ensin puna- ja valkosolut sentrifugoi-
malla ja palauttaa punasolut potilaalle. Taman jalkeen valkosoluista voidaan erotella
kantasolut, jotka sailytetddn nestetyppijaassa kunnes siirre voidaan tehdd. Kantasolujen
erottelu valkosoluista on kuitenkin kallista, eiké siitd saada potilaalle suurta lisdarvoa.
(Ruutu 2007, 495, 498; Hoffbrand & Moss 2011, 298, 300; Pankko 2012a.)

8.4 Immuunipuutostilat

Ihmisen immuunipuutostilat ovat hankittuja tai perinndllisia tiloja, joissa immuunijar-
jestelmd voi aiheuttaa huonon immuunivasteen ja lisda infektioherkkyyttd. Im-
muunipuutostilat voidaan jakaa primaarisiin ja sekundaarisiin tiloihin. Esimerkiksi pri-
maarisia immuunipuutostiloja ovat hypogammaglobulinemia, kateenkorvan kehitty-
mattamyys ja Wiskott-Aldrich oireyhtymd. lhmisen immuunipuutosvirusinfektio eli
HIV on puolestaan sekundaarinen immuunipuutostila. (Hoffbrand & Moss 2011, 139;
Pankko 2012a.)

Immuunipuutostiloja seurataan tutkimalla CD4:n absoluuttista arvoa sekda CD4:n CD8:n
-suhdetta immunofenotyypityksessd. Esimerkiksi HIV-infektiossa CD4 ja CD8 solut
kompensoivat toisiaan. Siind CD4 solut véhenevét ja CD8 solut lisdantyvat. Normaalisti
ihmisen CD4:n ja CD8:n suhde on 0,8-3,7. HIV potilaiden ld&kehoito aloitetaan suh-
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teen laskiessa alle 0,35, mutta hoito voidaan aloittaa my0ds jo diagnosointivaiheessa.
Hoidon aloitukseen vaikuttaa lisdinfektiot, muut sairaudet ja ikd. (Groopman & Sloan
2009, 1624; Anttila 2012; Kemppi 20123;.)
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9 OPINNAYTETYON ETENEMINEN

Syyskuussa 2011 valitsimme mieleisemme aiheen annetuista opinnaytetytaiheista.
Aluksi ldhdimme tydstaméan opinnaytetyotéd ideapaperin laadinnalla sekd tutustumalla
aiheeseen liittyviin asiasanoihin sek& Kirjaston ja internetin antamaan tietoon. An-
noimme aiheen kypsya hetken aikaa mielessimme, jonka jéalkeen alkoi suunnitelman
tekeminen. Aihe selkiytyi meille askel askeleelta opettajien antaman palautteen avulla ja

pohtimalla itse aihetta syvemmin.

Syksyn harjoittelun paatyttyd varasimme joulukuulta viikon opinnaytetyon aloittamista
varten. Kavimme silloin tutustumassa Fimlab Laboratoriot Oy:n hematologian laborato-
riossa oleviin Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometreihin. Toimeksiantajamme
esitteli meille laitteet ja kertoi toimintaperiaatteista. Saimme héneltd myds materiaalia
laitteesta luettavaksi. Joulukuun opinndytetyoviikolla tyGstimme opinnéytetyotdmme
hahmottelemalla aihetta ja sisallysluetteloa. Tydstdmisen aloitimme kirjoittamalla kap-
paleen opinnaytetyon tarkoituksesta, tehtdvistd ja tavoitteista. Viikon edetessd tutus-
tuimme perehdyttdmiseen ja tyossd oppimiseen liittyvaan kirjallisuuteen. Saimme koot-
tua niista hyvén pohjan opinnéytetyélle, jota olemme tdydentaneet opinnédytetydproses-

sin aikana.

Alkuvuodesta harjoittelun aikaan tutustuimme itsendisesti Fimlab Laboratoriot Oy:lta
saatuun materiaaliin sek& muuhun virtaussytometriaan liittyvadn materiaaliin. LOy-
simme my0ds etsimadmme tietoa perehdytysohjeen visuaalisista piirteistd. Tammikuussa
saimme opinnaytetyon lupa-asiat kuntoon ja uskalsimme alkaa toteuttamaan opinnay-
tetyon teoriaosuutta. Ammattia edistdvan harjoittelun paatyttyd maaliskuussa aloimme
jasennella virtaussytometrisen menetelméan ja Beckman Coulter Navios™ -virtaussyto-
metriin liittyvaa siséltod. Tassa vaiheessa l&hetimme siséltdehdotelman Fimlab Labora-

toriot Oy:n yhteyshenkildlle.

Maaliskuun puolessavalissa kirjoitimme Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin
rakenteesta. Analysaattoriin liittyvdn ammattisanaston kaantaminen suomenkielelle
tuotti hieman ongelmia, koska emme ole ennen kéyttaneet tata laitetta. Maaliskuun lo-

pussa aloimme kirjoittaa virtaussytometriasta menetelméng ja kavimme ohjaavien opet-
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tajiemme kanssa ohjauskeskustelua opinndytetyostamme. Huhtikuun alussa kirjoitimme

immunofenotyypityksesta.

Huhtikuun loppuun opiskelijoille oli varattu viikko opinndytetyon tydstamista varten.
Aloitimme viikon opinndytetyon ohjauskaynnilla Fimlab Laboratoriot Oy:lla. Siella
paasimme ndkemaan ndytteen analysointiprosessin sek& saimme vastauksia matkan var-
rella kertyneisiin kysymyksiin. Yhteyshenkiloltda saimme myos korjausehdotuksia tuo-
toksen rakenteeseen. Vierailun jalkeen saimme parannettua opinnaytetyon kappalejaosta
loogisemman seka taydennyksid virtaussytometriaan ja Beckman Coulter Navios™
-virtaussytometrin rakenteeseen. Samalla viikolla kdvimme ohjaavien opettajien kanssa
ohjauskeskustelun, jossa kaytiin tarkkaan opinndytety6ta lapi ja saimme rakentavaa pa-
lautetta. Opinndytetydn tekoviikolla Kirjoitimme teoriaosuutta huomattavasti eteenpdin
sekd otimme muutamaan asiantuntijaan yhteyttd selvittdessamme tydstamisen aikana
herdnneitd kysymyksid. Saimme asiantuntijoilta vastaukset nopeasti ja kadytimme niita
l&hteind opinndytetygssamme.

Toukokuun alussa tydstimme opinndytetyota puuttuvilta teorian osilta ja saimme teo-
riaosuuden tekstin raakaversion valmiiksi. Kuun puolessavélissa saimme kuvat val-
miiksi ja liitettyd ne tekstiin. Seuraavaksi aloitimme tuotteen tyostdmisen, jonka saimme
valmiiksi muutamassa péivassa. Perehdytysohjeessa huomioimme erilaiset kéayttajaryh-
mat ja teimme siita kaksitasoisen. Tama nakyy kappalejaossa ja siitd teimme lukuohjeet
perehdytysohjeen alkuun. Tuotosta laadittaessa keskityimme ohjeen luettavuuteen ja
luovaan ilmaisuun. Kéytimme tuotoksessa yhtendisia vérisédvyja ja kirjasinasetuksia,
jotka muodostivat oman teemansa teksteihin, kuviin ja ulkoasuun. Perehdytysohjeen

lukemisen houkuttelemiseksi asetimme tekstin kahteen palstaan.

Ennen kesédlomaa kdvimme viel& ohjaajien kanssa ohjauskeskustelun. Viimeiselld ke-
vaan opiskeluviikolla hioimme raporttia ja tuotosta ohjaajilta saamien vinkkien mukaan.
Kesdn aikana oikoluimme tekstid ja pohdimme parannusehdotuksia. Syksylla ensim-
maéiselld opiskeluviikolla tartuimme kesén aikana esiinnousseisiin ongelmakonhtiin, ku-
ten kieliopillisiin seikkoihin. Syksylla saimme palautetta ohjaajilta ja alan asiantunti-
joilta, joissa kiinnitettiin huomiota enemman asian oikeellisuuteen. Viimeistelyjen jal-

keen saimme palautettua opinndytety®n ajoissa.
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10 PEREHDYTYSOHJEEN ESITTELY JA KAYTTO

Opinnaytetydn tuotokseksi valmistui Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrille
perehdytysohje. Se on tarkoitettu Fimlab Laboratoriot Oy:n henkilokunnan ja bio-
analyytikko-opiskelijoiden kayttdon. Monenlaiset lukijat on huomioitu lukujaossa niin,
etta virtaussytometriaosuuden ollessa tuttu, lukija voi siirtyd suoraan Beckman Coulter
Navios™ -analysaattoria kasittelevaan lukuun. Alussa oleva virtaussytometriaa koskeva
luku on perustietoa, jota lukijat voivat kayttaa tarpeen mukaan. Tama luku on tarkoitettu
erityisesti lukijoille, joille asia on entuudestaan vierasta. Viimeisessa luvussa kasitellaén
lisatietona hematologisten tilojen diagnostiikasta. Ohjeen sisaltdman asian hahmottami-

seksi on loppuun koottu keskeisista termeistd sanasto.

Tuotoksessa on 48 sivua ja 26 kuvaa sekd 5 taulukkoa. Sivuihin kuuluu asiankasitte-
lysivujen liséksi kansilehti, siséllys, johdattelusivu, l&hteet ja sanasto. Sisaltosivut on
palstoitettu kahteen sarakkeeseen, kun taas muut osat ovat yhtend palstana. Kuvat ja
taulukot on sommiteltu tekstin joukkoon, niin ettd lukiessa ne ovat helposti tarkastelta-

vissa.

Perehdytysohjeen ulkoasu ei ole Tampereen ammattikorkeakoulun raportointiohjeiden
mukainen. Kansilehdessa on otsikon ja perehdytysohjeen tekijoiden liséksi Fimlab La-
boratoriot Oy:n seka Tampereen ammattikorkeakoulun logo. Kannessa on myos kuva
Beckman Coulter Navios™ -analysaattorista ja reunaa koristaa solumaisen pyoreét
muodot. CD-version kansi on vastaavanlainen kuin paperiversio. Siind on hyddynnetty
CD:n etukannen lisdksi kaytettavia pintoja, kuten takakantta ja sivuosaa. Times New
Roman -kirjasintyypin sijaan siind kdytetdan Trebuchet MS- ja Calibri -kirjasintyyppeja.
Kirjasinkoko ja -vari vaihtelevat tekstityypin mukaan. Sivunumerot on aseteltu py6rean

muodon sisélle oikeaan alareunaan.

Perehdytysmateriaali annetaan Fimlab Laboratoriot Oy:lle tulostettuna ja pdivitettdvana
CD-versiona. Niiden kansikuvia voi tarkastella kuvasta 24. He voivat hyddyntaa ohjetta
perehdytysprosessissa. Perehdytysohje on véritulostettu A4-kokoiselle paperille ja se on
laitettu kansioon. Nain se on helppolukuinen ja -kéyttdinen sek& séilyy kauemmin hy-

vassa kunnossa. CD-versio annetaan tavallisessa CD-kotelossa. Tiedosto on tallennettu
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kahteen paivitettavaan Microsoft® Office Word -versioon. Microsoft® Office Wordin eri
tallennusversioilla huomioimme yhteistydkumppanimme kaytdssa olevat Microsoft®
Office Word -ohjelmaversiot. CD:lle on tallennettu alkuperdinen opinnaytetyd PDF-
versio, jota ei voi muokata. Paivitettdva versio on helppo tulostaa kansioon ja vaihtaa

vanhentuneen tilalle.

° Mita hohtavat solut ¢ .
.' kertovat meille? °

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin

Mita hohtavat solut
kertovat meille?

perehdytysohje

Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin
perehdytysohje

J721119W 1BAQLIAN 1N10S 1BARIUOU BUIW

Fimlab o

LABORATORIOT OY

]
3
o
o
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KUVA 24. Oikealla tulostettavan perehdytysohjeen kansi ja vasemmalla CD-version
etu- ja takakansi (Ahde & Kuusisto 2012).
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11 POHDINTA

”Mekin halutaan alkaa jo tekeméddn opinndytety6td!” Tdma lausahdus kuului meidén
opinndytetyon tyostamisen aikana nuoremmilta opiskelijoilta, kun he kuuntelivat ja ih-
mettelivat meidan tekemisid viereisessd luokassa. Oli mukavaa, ettd meidan intomme

seké& motivaatiomme valittyi ja tarttui myos tuleville opinnéytetyon tekijoille.

Opinnaytetyon tekeminen oli siis mukavaa, vaikka siihen kuului paljon aikaa ja vaivaa.
Aikataulutuksessa haastavuutta tuli siitd, kun olimme harjoittelujaksoilla eri paikkakun-
nilla. T&m& aikatauluhaaste korjattiin tutustumalla aiheeseen, ideoimalla varsinaista
tyota ja kerddmalla lahdemateriaalia tydstamista varten. Harjoittelun jalkeen tydstimme
opinnaytetyota tiiviilla aikataululla niin, ettd ennen keséé se oli l&hes valmis. Nain meil-
le jai syksyyn vain tyon parantelua. Tdhan aikataulutukseen olemme tyytyvaisia, silla
teimme sen kuitenkin jaksoittain. Tydstamisjaksot olivat vaihdellen tiivistd yhteistyds-
kentelyd, pohdintaa yhdessa ja erikseen seka vapaita ajattelutaukoja. Hyvan suunnitte-
lun ansiosta saimme opinnadytetydn koostettua kirjalliseen muotoon ehedksi kokonai-
suudeksi. Opinnéytetyoprosessi kuitenkin kannatti, silla yhteistyotaitomme viel& hiou-
tuivat ja prosessin aikana tapahtui ammatillista kasvua. Yhteistydmme oli sujuvaa ja
loppua kohden toistemme tavat olivat tulleet jo hyvin tutuiksi. Siita oli hydtya tyostami-
sen aikana, kun mietimme miten asiat ilmaistaan. Vélilla tuntui, kun olisimme lukeneet

toistemme ajatuksia.

Opinnaytetyoprosessin alussa selvitimme aiheeseen liittyvid opinnéaytetoitd, pro graduja
seka vaitoskirjoja. Opinnaytetyon kannalta kiinnostavina aiheina pidimme hyvan pereh-
dytysmateriaalin ominaisuuksia, virtaussytometriaa ja immunofonetyypitystd. Ha-
lusimme tutustua perehdytykseen hyvin, jotta saisimme késiteltyd varsinaista aihet-
tamme eli virtaussytometriaa ja immunofenotyypitystd mahdollisimman monipuolisesti
sekd selkedsti. LOysimme omaa opinndytety6ta vastaavimman opinndytetyon, joka on
muutaman vuoden vanha. Muut I6ytdmamme opinndytetyot seké pro gradut vain sivusi-
vat aihettamme. Kotimaisista vaitoskirjoista 16ytyi virtaussytometriaan liittyvia teoksia,
mutta ne olivat vanhoja. Aiheestamme on siis tehty aikaisemminkin opinndytteitd, mutta

niista saatu apu oli vahéista opinndytetydmme kannalta.
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Opinnaytetydmme tarkoituksena oli tuottaa perehdytysohje Beckman Coulter Navios™
-virtaussytometrille. Tehtavassa koimme onnistuvamme hyvin, koska saimme tuotteen
tehtyd aikataulun mukaisesti ja yhteistydbmme oli joustavaa. Opinnéytetyon tarkoituksen
tavoitimme selvittdmélla hyvén perehdytysohjeen ominaisuuksia ja perehtymalla
Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin toimintaperiaatteeseen seka tutustumalla

hematologisiin sairauksiin ja tiloihin, joita virtaussytometrialla diagnosoidaan.

Opinnaytetyon tavoitteena oli tuoda apua laitteeseen perehtyville Fimlab Laboratoriot
Oy:n tyontekijoille ja opiskelijoille Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrin kay-
tosséd sekd menetelmdn ymmartdmisessd. Tavoitteeseen tdhtdasimme suunnittelemalla
tuotoksen huomioimalla erilaisia ty6hon perehtyvien tarpeita. Perehdytysohjeen on tar-
koitus helpottaa laitteen menetelman ymmartamista seké edistdd yhtendisempien tyota-
pojen saavuttamista. Oppimisen tarkoituksenmukaisimmaksi valineeksi paadyimme
tuottamaan produktin perehdytysohjeen kansiona sek& paivitettdvassa CD-muodossa.
Tuotokseen olemme tyytyvdisid, kun saimme kayttdd my0s omaa luovuuttamme ja
mieltymyksidamme sen toteutuksessa. Saimme palautetta tuotteen kaytettavyydesta ja
ulkoasusta kahdelta bioanalytiikan opiskelijalta. Toiselta saimme enemman rakentavaa
palautetta ja sen avulla saimme tydmme opiskelijaléhtdisemmaksi. Toinen opiskelija
luki tyon korjauksien jalkeen ja saimme hénelté vain positiivista palautetta.

Lapi koko opinnaytetyoprosessin olemme pyrkineet huomioimaan eettisyyttd, pohtien
mik& on oikein ja mika vaarin. Naiden kysymysten pohjalta olemme pé&atyneet erilaisiin
ratkaisuihin, siitd mik& on sallittua ja mité velvollisuuksia on opinnéytetyon kirjoittami-
sessa. Eettisyyden pohjana on ihmisarvon kunnioittaminen, joka nakyy meidan tyossa
huolellisena lahteiden merkitsemisena seka alkuperdislahteiden muokkaamisena. Taman
olemme tehneet alkuperéisléhteiden tekijéiden tyota kunnioittaen lainatessa teksteja ja

kuvia.

Lahteind kdytimme suomen- ja englanninkielistd lahdemateriaalia monipuolisesti, joka
osoittaa perehtyneisyyttamme késittelem&&mme asiaan. Pyrimme etsimdan aina uusim-
man ja ajantasaisimman l&hteen. Joidenkin l&hteiden kohdalla oli hankaluuksia ja jou-
duimme kayttdmaan vanhempaa materiaalia. Silti l&hteiden valinnassa luotettavuus vai-
kutti niiden hyodyntamiseen. Aluksi yritimme etsié kaikista l&hteista alkuperéisen 1&h-

teen, mutta tastd aiheutui noidankehd lahdeviidakossa. Ongelmana oli, etté l&hteet olivat
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toistensa lahteitd ja mitd enemman tutkimme asiaa, sitd enemmaén l6ytyi hyvin vanhoja
ldhteitd. Tassé kohtaa vedimme rajan ldhteen alkuperan selvittdmiselle ja tdmén takia
lahteemme eivat ole kaikissa tapauksissa alkuperaislahteiden Kirjoittajien teksteja.

Lahteiden ajantasaisuuden liséksi opinndytetyémme késittelemat asiat on pyritty hake-
maan useasta eri ldhteestd. Talla halusimme varmistaa, ettd kirjoittamamme asiat ovat
luotettavia. Joidenkin lahteiden kohdalla oli pienté ristiriitaa, mika johtuu todennakoi-
sesti alan nopeasta kehityksestd. Alan asiantuntijat kuitenkin tarkistivat sisallon ajan-
tasaisuuden. Yhden lahteen merkitseminen tuotti pohdintaa ja ongelmaa. Kaytimme
lahteend Fimlab Laboratoriot Oy:n internetissa olevaa ohjekirjaa, joka oli tehty yrityk-
sen ollessa viel& Laboratoriokeskus. Tiedostoihin oli kuitenkin vaihdettu Fimlab Labo-
ratoriot Oy:n logo, vaikka paivitys on tehty yrityksen ollessa vield Laboratoriokeskus.
Merkitsimme léhteen tekijaksi Fimlab Laboratoriot Oy:n, silla lahde 16ytyy merkitse-

miemme tietojen mukaan.

Saimme luvan Beckman Coulter Navios™ -kayttoppaiden kuvien kayttéon Beckman
Coulter -tuoteryhmén johtajalta. Kaytimme niitd opinnaytetydssa tarkoitukseen sopi-
valla tavalla véhdn muokattuina. Muissa kuvissa, joihin emme kysyneet kéayttélupaa,
teimme isompia muutoksia. Jos etsimidmme kuvia ei 10ytynyt, yhdistelimme monen
ldhteen hyvét ominaisuudet ja teimme niistd omalla idealla varustettuja kuvia. Tassakin

huomioimme lahteiden oikean merkitsemistavan.

Hyvén perehdytysohjeen ominaisuuksissa halusimme selvittdd erityisesti visuaalisia ja
tekstuaalisia ominaisuuksia, silla koimme niiden olevan térkeita tekijoitd asiamme esil-
letuonnissa. Omien kokemuksiemme mukaan olemme huomanneet, ettd se vaikuttaa
asian siséistdmiseen ja haluun lukea tekstid. Lahdemateriaalia aiheeseen 16ytyi niukasti,
mutta sinnikk&alla etsinnédlld I6ysimme juuri sen mitd halusimmekin ja koimme saa-

vamme nama asiat tuotokseen.

Aiheenkasittelyluvut jaoimme menetelmdosaan, analysaattorin rakenne -osaan, ana-
lysointiosaan sek& hematologisten tilojen diagnostiikka -osaan. Aihejaolla pyrimme
saamaan kokonaisuudet erottumaan toisistaan selkeésti. Ndin saimme rajattua aiheen ja
hahmotimme, mitd olemme tekeméssa. Uskomme, ettd kun olemme itse hahmottaneet ja

selkiyttaneet asiat, niin myos lukija pystyy hahmottamaan kokonaisuudet toisistaan.
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Virtaussytometriaan, immunofenotyypitykseen ja Beckman Coulter Navios™ -virtaus-
sytometriin perehdyimme suurimmaksi osaksi englanninkielisen lahdemateriaalin kaut-
ta. Alussa englanninkielen suomentamisessa ja erikoissanaston hallinnassa oli han-
kaluuksia. Tdméa johtui osittain myds siitéd, ettei virtaussytometriaan ole vakiintunutta
suomenkielista termist6d. Oikeiden termien ja suomennosten kayttdén saimme apua
alan asiantuntijoilta. Englanninkielisté aineistoa kayttamalla ja lukemalla kielen hallinta
alkoi vahitellen parantua. Uskomme, ettd tastd on hyotyd meille myds ammatillisesti,
eikd vain opinndytetyon kannalta. Taman olemme todenneet muuttuneena ja avoimem-

pana suhtautumisena kansainvélisen materiaalin kaytossa.

Hematologisten sairauksien ja tilojen diagnostiikka -osiossa késittelimme lyhyesti mika
kyseinen sairaus tai tila on ja miten se tulee esille immunofenotyypityksessa. Sairaudet
ja tilat rajasimme oman mielenkiinnon mukaan hematologisiin seké eniten Fimlab La-
boratoriot Oy:ssé tehtaviin tutkimuksiin. Halusimme kertoa ndma4 asiat tiivistetysti, kos-
ka tdma luku otettiin mukaan oman mielenkiintomme takia. Rajauksessa onnistuimme
mielestdamme hyvin, silld saimme niisté selkeat kokonaisuudet lahdemateriaalin runsau-
desta huolimatta. Luvussa esitettdvat tautien CD-luokat ovat perdisin kirjallisuudesta,
koska emme saaneet yhteistydokumppaniltamme kaikkiin haluamiimme tauteihin heidéan
kayttamaa luokitusta. My6s laboratorioiden CD-luokitusten vélilla on eroja ja siksi mei-

dan esittamia CD-luokituksia ei valttamatta kaikista laboratorioista 16ydy.

Menetelmaksi valitsimme toiminnallisen opinndytetyon, vaikka se olisi voinut olla
my0s kokeellinen. Selkedn perehdytysoppaan laatiminen tuntui sopivalta toiminnalli-
sessa opinnaytetydssa. Kokeellisessa opinnaytetydssa painotus olisi ollut esimerkiksi
valittavan siséllon testauksessa. Silloin siita tulisi liian laaja kokonaisuus kahden opis-
kelijan tyostettavaksi. T&ma péatds on mielestimme viel&kin hyva, vaikka haastattele-
malla saatu tieto olisi ollut myds antoisaa materiaalia tydhomme. Nyt pystyimme kes-
kittymaan kirjallisuuden antamaan informaatioon ja tydmme pysyi kohtuullisen laajui-

sena.

Tyotdmme voisi kehittdd esimerkiksi kyselemélld Fimlab Laboratoriot Oy:n henkil6-
kunnalta, mitk& asiat he kokevat tarkeiksi perehdytysohjeessa. Materiaalin voisi testata
myo6s kaytdnnossa perehtyvilld tyontekijoilla ja bioanalytiikan opiskelijoilla. Né&iden

kehittdmisehdotuksien avulla tydmme saisi lisdarvoa. Opinndytetydmme jatkotutkimus-
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aiheeksi sopisi aihe, jossa perehdytaan enemman Beckman Coulter Navios™ -virtaus-
sytometrill4 ndytteiden esiké&sittelyyn ja analysointiin eri vasta-ainepaneeleissa. Erilai-
sena tuotoksena voisi toteuttaa esimerkiksi videomateriaalin, diakuvasarjan tai pienen

tehtdvan opitun asian testaamiseen.
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Liite 1. Sanasto

APC
aspiroida
bifenotyyppi
BPS

BSA
CD-luokitus

detektoida
eksitaatio

emissio
FITC
fluorokromit
geittaus
HLA-tyyppi

HBSS
huippupulssi
huippusignaali

hydrodynaaminen fokusointi

immunofenotyypitys

injektoida
kompensaatio

LAIR1
LGL-leukemia

LyDiffi
maligniteetti
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allofykosyaniini
ime&
kahden eri solulinjan CD-vasta-aineelle positiivinen solu

Phosphate buffered saline eli fosfaattipuskuroitu suola-
liuos

Bovine serum albumin -proteiiniliuos

Cluster of Differentiation, monoklonaalisten vasta-ainei-
den jako niiden tunnistamien antigeenien perusteella

mitatata, havaita, ilmaista

virittdd, ottaa vastaan valon energiaa ja antaa aallonpi-
tuutta

siroava valo, vapauttavat valoa fluoresenssina
fluoroisotiosyanaatti

varej4, jotka eksitoivat ja emittoivat valoa
gating, solupopulaatioiden graafinen rajaus

Human Leukocyte Antigen eli ihmisen leukosyyttianti-
geeni

Hank's balanced salt solution eli pesuliuos
korkeimman pulssin signaalin detektoiminen

tietokoneen kasittelem& huippu- eli korkein pulssi, joka
muodostuu kuvaajalle

solujen oikeanlaisen liikkumisen mahdollistaminen vir-
tauskammion vaippaliuoksen paineistuksen avulla

menetelmd, jota kdytetddn solujen erilaistumislinjan seka
kypsyysasteen maarittdmiseen solujen ilmentdmien anti-
geenien avulla

syottaa

virtaussytometrille tehty hienosaato, jossa otetaan huomi-
oon eri fluorokromien emissioaallonpituuksien paallek-
kaisyys

vasta-aine B-, T- ja NK-soluille

Large granular lymphocytic leukemia eli suurigranulaari-
nen lymfosyyttileukemia

Lymfosyyttidiffi
pahanlaatuisuus, pahanlaatuinen sairaus



markkeri
MRD

paneeli

PE

PerCP
PNH
protokollat

remissio
screening-putki
sivusironta
suorasironta
Tandemvari
TBNK

TdT

valomonistinputki
virtauskammio
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merkkiaine, joka voi olla esim. antigeeni
minimal residual disease eli jadnnostauti

reagenssien eli monoklonaalisten vasta-aineiden ja fluo-
rokromien pipetointiohje, joka voidaan esittdd esi-
merkiksi taulukkomuodossa

fykoerytriini
peridiniini-klorofylli-a-proteiini
paroksysmaalinen yo6llinen hemoglobinuria

informaation kokoelma virtaussytometrin ja Navios-
ohjelman asetuksista

taudin lopullinen tai véliaikainen elpymaévaihe
seulontaputki

valon sironta 90° kulmassa

suoraan kulkeva sironnut valonséde
kaksoisvéri

T-, B- ja NK-solut

Terminal deoxynukleotidyl Transferase -antigeeni eli
tumamarkkeri

valodetektori eli valon mittaaja

naytteen paineistettu kulkupaikka, johon kohdistetaan
laser mittauksen mahdollistamiseksi



Liite 2. Esimerkki vasta-ainepaneelista

7

Kroonisen lymfosytoosin immunofenotyypitys Beckman Coulter Navios™ -virtaussy-

tometrilla

Kaikille kroonisen lymfosytoosin immunofenotyypitys -ndytteille tehd&an aluksi seu-

lontaputki eli screening-putki. Seulontaputken jélkeen valitaan jatkotutkimukseksi joko

B-lymfosytoosi- tai T/NK-lymfosytoosipaneeli. Tutkimus voidaan myos lopettaa seu-

lontaputken jéalkeen, jos ei 16ydy mitddn maligniin viittaavaa. (Kemppi 2012a; Kemppi

2012c.) Taméa esimerkki on saatu Fimlab Laboratoriot Oy:lt4.

Lymfosytoosin seulontaputki

. FITC + PE APC APC-Alexa
Putki H450 KO Yhdistelmé reag. ECD PC5.5 PE-Cy7 APC A700 750
CD20 CD8 + CD56 CD19
L cD4 CD45 lambda + kappa CD5 CD14 TCRyS CD3 CD7 CD38
B-lymfosytoosi (3. putki vain karvasoluleukemian yhteydessd)
APC- APC-
Putki hilec KO FITC PE EER Bes PE-Cy7 APC Alexa Alexa
BV421 BC BC
700 750
1 CD38 CD45 CD31 LAIR1 CD5 CD19 CD200 CD81 CD23 CD20
2 CD27 CD45 CD103 CD10 CD5 CD22 CD19 CD79b CD25 CD20
3 CDl11c CD45 CD103 LAIR1 HLADR CD22 CD19 CD123 CD25 CD20
T/NK-lymfosytoosi
APC- APC-
Putki )il KO FITC PE =D HEE PE-Cy7 APC Alexa Alexa
BVv421 BC BC
700 750
CD16
1 CD4 CD45 CD57 CD26 CD56 CD3 BC CD28 CD7 CD8
2 CDz CD45  CDIO CD¥0  CD5  CD3 G2 CD7  CD25  CDS
CD18 + CD56

3 CDl1lc  HLADR lambda + kappa

CD45RA CD3 CD16 CD9% CD19

CD45



Liite 3. Perehdytysohje Beckman Coulter Navios™ -virtaussytometrille
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