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Kantasolumaarityksia tarvitaan kantasolusiirroissa kantasolukerdyksen ajoitta-
miseen. Pirkanmaan sairaanhoitopiirin Laboratoriokeskuksen hematologian la-
boratoriossa kantasolumaarityksiin kaytetadn CD34-maaritysta FACSCalibur™-
virtaussytometrilla. Hematopoeettisia kantasoluja olisi mahdollista maarittaa
my0Os Laboratoriokeskuksen Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla, jolla méaaéri-
tys on tyovaiheiltaan yksinkertaisempaa ja kustannuksiltaan edullisempaa. Li-
saksi maarityksia olisi mahdollista tehda myds paivystysaikana. Laboratorio-
keskuksessa haluttiin selvittaa, voidaanko Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin
tulosta  hyddyntda  kantasolukerayksen  ajoitukseen  FACSCalibur™-
virtaussytometrin rinnalla. Opinnéaytety6n tarkoituksena oli vertailla ndiden lait-
teiden antamia hematopoeettisten kantasolujen maaritystuloksia.

Opinnaytety6ssa kaytettiin empiirista ja vertailevaa tutkimusmenetelmaa ja tut-
kimusote oli kvantitatiivinen. Maaritystuloksia kerattiin marraskuusta 2009 huhti-
kuun loppuun 2010. Tutkimusaineisto koostui 51 naytteestd, joista oli pyydetty
veren kantasolumaaritys (B-SC). Naytteet maaritettin FACSCalibur™-
virtaussytometrilla ja Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla. Tulokset analysoi-
tiin Microsoft® Office Excel -taulukkolaskentaohjelmaa hyddyntaen ja havainnol-
listettiin kuvioin.

Kaikista kantasolutuloksista (n = 51) laskettu korrelaatiokerroin r oli 0,70, joka
kertoo korrelaation olevan kohtalaista. Kun tulokset jaettiin kahteen ryhmaan
FACSCalibur™-virtaussytometrin tuloksen mukaan, tuloksilla alle 30 x 10/l (n =
30) korrelaatio oli parempi (r = 0,73). Tuloksilla yli 30 x 10%/ (n = 21) korrelaa-
tiokertoimen arvo laski merkittavasti (r = 0,27) ollen heikkoa. Kaikkien tulosten
joukossa oli kaksi tapausta, joissa Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti antoi
tuloksen 0,0 x 10%/I ja FACSCalibur™-virtaussytometri lahelle kantasolukerayk-
sen aloitusrajaa 20 x 10%/I. Kohtalaisesta korrelaatiosta huolimatta Sysmex XE-
5000™ soluautomaatin antamia tuloksia ei voida pitaa luotettavina tallaisten
yksittaisten tapausten vuoksi. Epaluotettavat kantasolujen maaritystulokset voi-
vat olla kohtalokkaita potilaan hoidon kannalta, eikd Sysmex XE-5000™ -
soluautomaattia voida taman tutkimuksen perusteella kayttaa luotettavasti kan-
tasolukerayksen ajankohdan maarittamiseen. Jatkotutkimusaiheena voisi olla
tehdd tutkimus suuremmalla otoskoolla potilaan kokonaisleukosyyttimaara ja
diagnoosi huomioiden.

Asiasanat: Autologinen kantasolusiirto, hematopoeettiset kantasolut,
FACSCalibur™, Sysmex XE-5000™  CD34-positiiviset solut.
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Stem cell enumerations are used in stem cell transplantations for optimizing the
timing of stem cell harvest. In the Centre for Laboratory Medicine of Pirkanmaa
Hospital District, the FACSCalibur™ flow cytometer is used for enumerating the
stem cell amount in the peripheral blood. It would also be possible to use the
Sysmex XE-5000™ automated cell analyzer which makes the enumeration
cheaper and simpler and the enumerations could be done outside office hours.
The purpose of this thesis was to compare the hematopoietic stem cell results
of FACSCalibur™ and Sysmex XE-5000™,

The method of this study was empirical, comparing, and quantitative. The data
were collected from November 2009 to the end of April 2010. The sample of the
study consisted of 51 blood samples which were analyzed with both analyzers.

The correlation factor calculated from all results (n = 51) was 0.70. The results
were divided in two groups according to the results of FACSCalibur™. In the
group with results under 30 x 10°/I (n = 30), the correlation factor was 0.73. In
the group with results over 30 x 10/l (n = 21), the factor was 0.27. Despite the
moderate correlation factor, the results of Sysmex XE-5000™ cannot be
considered reliable. In a few cases, a wrong harvest decision could have been
made.

Keywords: Autologous stem cell transplantation, hematopoietic stem cells,
FACSCalibur™, Sysmex XE-5000™, CD34 positive cells
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1 JOHDANTO

Kantasolusiirtoja voidaan kayttdd pahanlaatuisten sairauksien hoidossa suuren
solunsalpaaja-annoksen jalkeen (Elonen & Elomaa 2007, 166). Autologisessa
kantasolusiirrossa potilaalle siirretdédn hanelta itseltddn kerattyja kantasoluja,
kun taas allogeenisessa siirrettavat solut saadaan sopivalta luovuttajalta (Ehsan
2004, 609). Autologisen kantasolusiirron toteuttamiseksi potilaan perifeerisesta
verestd kerdtddn hematopoeettisia kantasoluja, joiden maaraa lisatdédn solun-
salpaaja- ja kasvutekijahoidoilla. Oikean keraysajankohdan maarittamiseksi po-
tilaalta seurataan perifeerisen veren hematopoeettisten kantasolujen maaraa.
(Ruutu 2007, 498.)

Leukosyytit ilmentéavat pinnallaan antigeeneja (CD, cluster of differentiation),
joita kaytetdan markkereina eli merkkiaineina solulinjan ja kypsyysasteen tun-
nistamiseen (Coleman 2004, 88). Hematopoeettisille kantasoluille ominaista on
niiden pinnalla oleva CD34-antigeeni (Craig 2004a, 430 — 431). Hematopoeet-
tisten kantasolujen maara voidaan selvittdd maarittamalla CD34-positiivisten
solujen maara (Ruutu 2007, 498).

Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti on ollut kaytdssa Pirkanmaan sairaanhoi-
topiirin Laboratoriokeskuksessa kevaasta 2009. Laitteella on mahdollista maa-
rittdd verenkuvan lisaksi myds hematopoeettisia kantasoluja. Talla hetkella he-
matopoeettisten kantasolujen maaritykset tehdaan hematologian laboratoriossa
ainoastaan FACSCalibur™-virtaussytometrilla mittaamalla CD34-positiivisten
solujen maaraa. Kantasolumaarityksesta FACSCalibur™-virtaussytometrilla
aiheutuu enemman kustannuksia kuin Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla
reagenssi- ja henkilostokulujen vuoksi. Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla
maaritys on nopeampaa ja tytvaiheiltaan yksinkertaisempaa kuin FACSCali-
bur™-virtaussytometrilla. Lisaksi Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin kayttéon
on perehdytetty useampi tyontekija kuin FACSCalibur™-virtaussytometrin kayt-

toon, jolloin kantasolumaarityksia olisi mahdollista tehda myos paivystysaikana.

Laboratoriokeskuksessa halutaan selvittdd, voidaanko Sysmex XE-5000™ -

soluautomaatin tulosta kayttdd FACSCalibur™-virtaussytometrin rinnalla suun-
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taa-antavana kantasolukerayksen ajoittamisessa. Opinnaytetyon tarkoituksena
on vertailla Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin ja FACSCalibur™-
virtaussytometrin antamia hematopoeettisten kantasolujen maaritystuloksia.
Opinnaytetytn tavoitteena on hematologian laboratorion toiminnan kehittaminen
hematopoeettisten kantasolujen maaritysmenetelmien osalta. Opinnaytety6
kuuluu empiirisen ja vertailevan tutkimuksen piiriin, jossa on kvantitatiivinen tut-

kimusote.

Opinnaytetyon alussa kasitelladn hematopoeettisten kantasolujen erilaistumista
ja kypsymista veren eri soluiksi seka leukosyyttien CD-luokitusta. Taméan jal-
keen kasitellaan kantasolusiirtoja hoitomenetelmana ja selvitetaan, missa yhte-
yksissa allogeenista ja autologista kantasolusiirtoa kaytetaan. Kantasolusiirtojen
yhteydessa kasitelladn non-Hodgkin-lymfoomaa ja multippelia myeloomaa, jot-
ka ovat yleisimmat autologisten kantasolusiirtojen kayttdindikaatiot Suomessa.
Kantasolutoimintaa kasitelladn Tampereen yliopistollisen sairaalan (TAYS) ja
Laboratoriokeskuksen kaytantdjen perusteella. Vertailussa kaytettavien laittei-
den maaritysmenetelmat ja kaytannon suoritus on esitelty paapiirteittain. Tu-
lososiossa  Sysmex  XE-5000™  -soluautomaatin  ja FACSCalibur™-
virtaussytometrin antamia tuloksia havainnollistetaan graafisesti kuvioiden avul-
la sekad laskemalla tuloksista korrelaatiokertoimet. Opinnadytetyé on suunnattu
bioanalyytikko-opiskelijoiden lisaksi muille kantasolusiirroista kiinnostuneille,

joilla on jo hematologian perustietamysta.



2 HEMATOPOEETTISET KANTASOLUT

Kaikki verisolut saavat alkunsa monikykyisistda hematopoeettisista kantasoluista
tapahtumasarjan kautta, jota kutsutaan hematopoeesiksi (kuvio 1) (Siitonen &
Koistinen 2007, 16). Hematopoeesilla tarkoitetaan verisolujen tuottoa, kypsy-
mistéa ja erilaistumista. Hematopoeesia tapahtuu padasiassa luuytimessa.
(Turgeon 2004, 61; Wallace 2002, 78.)

/:é;ﬁ% \\Q Lymfaattinen

Myeloinen kantasolu Monikykyinen kantaselu kantasolu

BFU-E " )
I@‘_—a@y\\“ P‘re-B lm-r l :T:;::aen
CF%-E CFU-MEG cpiw CFU-EQ  CFU-BASO @ “\g“&j"r “\i‘g}f
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i IR

Pronormoblasti  Megakaryoblasti Myeloblasti  ponoblagti  Myeloblasti - Myeloblasti

Megakaryosyyttl Neutrofiil Monesyytt Eosinofilli Basaofiili

)

T

Erytrosyytit Trombaosyytit Makrofagl Mast-solu Plasmasolu
20 AT ; JE3
= (o &)

KUVIO 1. Kaavio hematopoeesista (mukaillen Wallace 2002, 73; Siitonen &
Koistinen 2007, 19)

BFU = burst forming unit, CFU = colony forming unit
(pesékkeitd muodostavat suuntautuneet kantasolut)

2.1 Hematopoeettisten kantasolujen ominaisuudet

Luuytimen soluista on arviolta 0,01 — 0,05 % monikykyisia hematopoeettisia
kantasoluja (Siitonen & Koistinen, 2007, 17). Monikykyisilla hematopoeettisilla
kantasoluilla on kyky erilaistua kaikkien solulinjojen verisoluiksi. TAméan lisaksi
ne voivat tuottaa itsensa kaltaisia tytarsoluja. Suurin osa monikykyisista hema-

topoeettisista kantasoluista on lepovaiheessa ja vain pieni osa on mukana solu-
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syklissa. (Williams 2004, 22.) Noin 1 — 3 % luuytimen soluista on suuntautuneita
hematopoeettisia kantasoluja, jotka ovat suuntautuneet joko myeloiseen tai lym-
faattiseen solulinjaan (Siitonen & Koistinen 2007, 18 — 19). Suuntautuneet he-
matopoeettiset kantasolut ovat erilaistumiskyvyltdén rajoittuneempia kuin moni-
kykyiset hematopoeettiset kantasolut (Williams 2004, 23).

Solulinjojen kehitykseen vaikuttavat erilaiset sytokiinit ja kasvutekijat, joita ovat
muun muassa interleukiinit, pesakkeita eli kolonioita stimuloivat tekijat (colony
stimulating factor, CSF), interferonit ja kemokiinit. Sytokiinit ja kasvutekijat voi-
vat vaikuttaa solujen tuotantoon ja erilaistumiseen joko estavasti tai kiihdytta-
vasti. (Wallace 2002, 74.)

2.2 Leukosyyttien pinta-antigeenien luokitus

Kuten muutkin solut, leukosyytit ilmentavat pinnallaan erilaisia molekyyleja (Co-
leman 2004, 88). Cluster of differentiation (CD) -luokitus on kansainvalisesti
sovittu jarjestelma solujen pintamolekyyleille. Luokituksen perustana ovat sa-
maa pinta-antigeenia tunnistavat vasta-aineet, jotka on nimetty CD-numeroilla.
(Salmi & Jalkanen 2007, 673.) Luokitusta kaytetdan nimedmaan seka vasta-
aine etta pinta-antigeeni, jonka vasta-aine tunnistaa. Pinta-antigeeneja voidaan
kayttaa markkereina, joiden avulla voidaan tunnistaa solulinja ja kypsyysaste.
(Coleman 2004, 88.) Luokitusta hyddynnetdaan esimerkiksi hematologisten ma-
ligniteettien seka immuunipuutostilojen diagnostiikassa ja seurannassa. Pinta-
molekyyleja voidaan tutkia virtaussytometrian seka sytokemiallisten varjaysten
avulla. (Coleman 2004, 88; Salmi & Jalkanen 2007, 673.)

Hematopoeettisia kantasoluja ei voida morfologisesti erottaa pienista lymfosyy-
teistd. Monikykyisissa hematopoeettisissa kantasoluissa seka suuntautuneissa
kantasoluissa esiintyy CD34-antigeenia. (Williams 2004, 22.) Valtaosa néista
soluista on CD34-positiivisia, mita kaytetaan hyodyksi kantasolujen tunnistuk-
sessa (Siitonen & Koistinen 2007, 18). Hematopoeettisten kantasolujen liséksi
CD34-positiivisuus voi ilmetd usein myods maligneissa verisoluissa (Ruutu 2007,
499).
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3 KANTASOLUSIIRROT

Solunsalpaajahoitoja kaytetddn esimerkiksi pahanlaatuisten hematologisten
sairauksien hoidossa. Solunsalpaajien luuydintoksisuus rajoittaa kuitenkin hoi-
dossa kaytettdvan annoksen suuruutta. Annoksen suuruutta voidaan kasvattaa
ja solunsalpaajahoitoa tehostaa keraamalla etukateen kantasoluja ja palautta-
malla ne takaisin solunsalpaajahoidon jalkeen. (Elonen & Elomaa 2007, 166.)
Hoitomuotona kantasolusiirto edellyttéa potilaan riittdvan hyvaa yleiskuntoa. 1an
myo6ta komplikaatioriski kasvaa, mink& vuoksi kantasolusiirroille on méaaritelty
suuntaa-antavat ylaikarajat. (Ruutu 2007, 500.) Jos kantasolujen luovuttajana
on toinen henkild kuin potilas itse, tatd kutsutaan allogeeniseksi kantasolusiir-
roksi (Elonen & Elomaa 2007, 166). Potilaalta itseltdéan kerattyjen kantasolujen
palauttamista kutsutaan autologiseksi kantasolusiirroksi (Jantunen 2008a,
1171).

3.1 Kantasolusiirtojen historiasta nykypaivaan

Luuytimen merkitys verisoluja muodostavana kudoksena ymmarrettiin 1860-
luvulla. Ensimmainen dokumentoitu luuydinsiirto tehtiin vuonna 1939, jolloin
potilas sai luuydintd suonensiséaisesti samaa veriryhmaa olevalta veljeltdan. Siir-
to ei kuitenkaan ollut onnistunut, vaan potilas kuoli muutamia paivia myéhem-
min. (Negrin & Blume 2006, 301.) Hiirikokeella osoitettiin 1950-luvulla suonen-
sisaisen luuydinsiirron parantavan mahdollisuuksia toipua kuolettavan toksises-
ta sateilyannoksesta. Leukosyyttiantigeenijarjestelma (human leucocyte anti-
gen, HLA) keksittiin 1960-luvulla. Samalla vuosikymmenella suoritettiin ensim-
mainen onnistunut allogeeninen luuydinsiirto leukemiaa sairastavalle potilaalle,
joka sai siirteen veljeltdan. (Negrin & Blume 2006, 301; Ehsan 2004, 609.) Al-
logeeniset kantasolusiirrot yleistyivat hoitomuotoina 1970-luvulla, jolloin luuyti-
men luovuttajina olivat ainoastaan sisarukset. Tultaessa 1970-luvun lopulle al-
logeenisia kantasolusiirtoja tehtiin onnistuneesti myds luovuttajilta, jotka eivat
olleet sukua potilaille. Samoihin aikoihin suoritettiin myds ensimmainen onnistu-

nut autologinen kantasolusiirto. (Negrin & Blume 2006, 301.)
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Suomessa autologisia kantasolusiirtoja tehdaan kaikissa yliopistollisissa sairaa-
loissa. Allogeenisia kantasolusiirtoja tehdaan vain Helsingin ja Turun yliopistolli-
sissa keskussairaaloissa. Tampereen yliopistollisessa keskussairaalassa auto-
loginen kantasolusiirtotoiminta on alkanut vuonna 1985. Ensimmaiset luuydin-
siirrot tehtiin vuonna 1991. Perifeerisen veren kantasolujen kerdys alkoi vuonna
1992. Talloin perifeerisen veren kantasolut palautettiin yhdessa luuytimesta ke-
rattyjen kantasolujen kanssa. Pelkéastaan perifeerisesta veresta kerattyjen kan-
tasolujen palautuksia potilaalle on tehty vuodesta 1993. Tastd alkaen léhes
kaikki autologiset kantasolusiirrot on tehty perifeerisen veren kantasoluilla. (Pir-
kanmaan sairaanhoitopiiri 2003, 1.) Elokuun 2010 loppuun mennessad Tampe-
reen yliopistollisessa keskussairaalassa oli tehty 1793 autologista kantasoluke-

raysté ja 613 autologista kantasolusiirtoa (Laboratoriokeskus 2010).

3.2 Allogeeninen ja autologinen kantasolusiirto

Allogeenisen kantasolusiirteen luovuttajana on useimmiten sisarus, lahisukulai-
nen, rekisteriluovuttaja tai napaveriluovuttaja, joka on yhtenainen potilaan HLA-
tyypin kanssa (Ruutu 2007, 493, 495). Allogeenisessa kantasolusiirrossa riskina
ovat kuitenkin erilaiset komplikaatiot ja jopa kuolema kaanteishyljintareaktion
(graft-versus-host disease, GVHD), immunosuppressiivisen hoidon tai infektioi-
den seurauksena (Elonen & Elomaa 2007, 166). Allogeenisen kantasolusiirron
etuna on siirteen sisaltamien T-lymfosyyttien kyky tuhota potilaan syopasoluja.
Tata kutsutaan graft-versus-leukemia (GVL) -vaikutukseksi. (Ehsan 2004, 613.)

Jos sairaus koskee potilaan kantasoluja, ei autologista kantasolusiirtoa voida
tehda. Talléin voidaan hoitomuotona kayttaa allogeenista kantasolusiirtoa. (Eh-
san 2004, 610.) Allogeenisen kantasolusiirron indikaatioita ovat esimerkiksi
akuutit leukemiat, krooninen myeloinen leukemia, myelodysplastinen syndroo-
ma ja myelofibroosi (Elonen & Elomaa 2007, 167). Allogeenisia kantasolusiirtoja
voidaan tehda alle 60-vuotiaille. Jos potilasta hoidetaan pienemmalla solunsal-
paaja-annoksella, voidaan allogeeninen kantasolusiirto tehda vield 65. ikavuo-
teen asti. (Elonen & Elomaa 2007, 167; Ruutu 2007, 500.)
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Autologiset kantasolusiirrot tehddan nykyaan suurimmaksi osaksi (98 %) poti-
laan perifeerisesta veresta kerattyjen kantasolujen avulla, kun aikaisemmin kan-
tasolusiirrot tehtiin luuydinsiirteen avulla (Jantunen 2008a, 1171). Autologisessa
kantasolusiirrossa HLA-yhteensopivuus ei ole ongelma, koska siirre kerataan
potilaalta itseltdéan. Tasta johtuen autologisiin kantasolusiirtoihin ei liity kaan-
teishyljinnén riskid. Autologisiin kantasolusiirtoihin liittyy kuitenkin ongelmia.
Kaksi suurinta ongelmaa ovat siirteen mahdollisesti siséltdmat syopasolut ja
solunsalpaajahoidon aiheuttama kantasolujen vaurio. (Ehsan 2004, 612; Ruutu
2007, 499.) Viimeisinta voidaan estaa vahentamalla solunsalpaajahoitoa ennen
keraysta ja kayttamalla kantasoluille vahemman toksisia solunsalpaajia (Ruutu
2007, 499).

3.3 Autologisten kantasolusiirtojen yleisimmat kayttbaiheet

Autologisen kantasolusiirron yleisimmat kayttdaiheet ovat lymfoomat, etenkin
non-Hodgkin-lymfooma, ja multippeli myelooma (kuvio 2, sivu 13). Rintasyopa
nousi yleisimmaksi kayttdaiheeksi 1990-luvun lopulla, mutta autologisten kan-
tasolusiirtojen kayttd on vahentynyt rintasyévan kohdalla merkittavasti muun
muassa uusien hoitomuotojen vuoksi. (Jantunen 2008a, 1171.) Opinnaytetyos-
sa kasitelladn kahta yleisintd autologisen kantasolusiirron kayttbaihetta, jotka

ovat non-Hodgkin-lymfooma ja multippeli myelooma.
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KUVIO 2. Suomessa 1990 — 2003 aikuispotilaille tehdyt autologiset kantasolu-
siirrot diagnoosin mukaan (n = 1482) (mukaillen Jantunen 2008a, 1172)

3.3.1 Non-Hodgkin-lymfooma

Lymfoomat ovat heterogeeninen ryhma lymfaattisen kudoksen eli imukudoksen
pahanlaatuisia sairauksia. Lymfaattista kudosta on imusolmukkeiden ohella
muun muassa nielurisoissa, pernassa, kateenkorvassa ja suolistossa. (Craig
2004b, 586.) Erotuksena lymfaattisista leukemioista, lymfoomat ovat lahtoisin
lymfaattisesta kudoksesta, kun taas leukemia rajoittuu padasiassa luuytimeen
(Foon, Ghobrial, Geskin & Jacobs 2006, 1407). Lymfooman ja leukemian raja
on kuitenkin hailyva. Lymfoomasolukko muistuttaa leukemiasolukkoa, ja tauti
voi levitda my6s luuytimeen. Mikéli luuytimessa on vahintddn 25 % blasteja ja
taudinkuva vastaa muutoin lymfoomaa, tauti luokitellaan kuitenkin leukemiaksi.
(Perkkit 2007, 631.)

Lymfoomat jaotellaan omiin luokkiinsa Maailman terveysjarjeston (Word Health
Organization, WHO) vuonna 2001 julkaistun luokituksen mukaan, jota on péivi-
tetty vuonna 2008 (WHO Classification of Tumours 2008, 11 — 12, 14). Luoki-
tuksen perustana ovat morfologia, immunohistologia seka enenevassa maarin
myo6s syto- ja molekyyligenetiikka (Teerenhovi, Franssila, Lehtinen & Jyrkkio

2007, 608). Lymfaattiset kasvaimet jaotellaan luokituksen mukaan B-
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solukasvaimiin, T- ja NK- (natural killer) solukasvaimiin ja Hodgkinin lymfoo-
maan (WHO Classification of Tumours 2008, 11 — 12). Muita lymfoomia kuin
Hodgkinin lymfoomia kutsutaan non-Hodgkin-lymfoomiksi (NHL) (Howard &
Hamilton 2008, 60). Lymfoomien luokittelu on monimutkaista, silla kullakin p&aa-
ryhmalla on omat alaryhméansa ja niilla tyypilliset piirteensa (Teerenhovi ym.
2007, 608).

Terveyden ja hyvinvoinnin laitoksen (THL) vuoden 2007 Suomen sy6patilaston
mukaan non-Hodgkin-lymfooma oli seitsemanneksi yleisin syopa seka naisilla
ettd miehilla (Cancer in Finland 2009, 88). Lansimaissa non-Hodgkin-lymfooma
on yleisin hematologinen maligniteetti ja sen ilmaantuvuus on kasvamassa.
Non-Hodgkin-lymfoomia voi esiintya kaikenikaisilla, mutta keskimaarainen sai-
rastumisika on 50 vuotta. (Howard & Hamilton 2008, 60.) Suomessa lasten syo6-
vista 10 % on lymfoomia, joista non-Hodgkin-lymfoomia on hieman yli puolet
(Perkkio 2007, 631). Non-Hodgkin-lymfoomista valtaosa (noin 88 %) on B-
solulymfoomia, kun T- ja NK-solulymfoomia on vain noin 12 % (Foon ym. 2006,
1408).

Suurimmassa osassa non-Hodgkin-lymfoomista sairauden syy on viela epasel-
va. On kuitenkin |6ydetty kromosomitranslokaatioita, jotka liittyvét tiettyyn lym-
foomatyyppiin. (Howard & Hamilton 2008, 60.) Non-Hodgkin-lymfooman riskite-
kijoiksi on esitetty harvinaisia synnynndisia ja hankinnaisia immuunipuutostiloja.
Hankinnaisista tiloista esimerkkeja ovat HIV-infektio ja elinsiirron jalkeinen im-
munosuppressio. (Teerenhovi & Lindsberg 2007, 408.) Lymfooman laukaiseva-
na tekijana voi olla virusinfektio, kuten Epstein-Barr-virus (EBV) tai ihmisen T-
soluleukemia/lymfoomavirus (Human T cell leukemia/lymphoma virus, HTLV-1)
(Teerenhovi & Lindsberg 2007, 409; Foon ym. 2006, 1408). Lisdantynyt sairas-
tumisriski liittyy myods autoimmuunitauteihin, kuten Sjogrenin oireyhtymaan,
Hashimoton tyreoidiittiin, nivelreumaan ja keliakiaan (Teerenhovi & Lindsberg
2007, 409).

Non-Hodgkin-lymfooman oireet vaihtelevat taudin sijaintipaikan mukaan. Ekst-
ranodaalisessa non-Hodgkin-lymfoomassa tauti esiintyy imusolmukkeiden ulko-
puolella, esimerkiksi mahalaukussa, iholla, luussa tai aivoissa. (Teerenhovi &

Lindsberg, 2007, 610.) Yleisin |6ydos on kivuton lymfadenopatia eli suurentu-
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neet imusolmukkeet kaulan alueella (Howard & Hamilton 2008, 60). Potilaalla
voi olla myds B-oireiksi kutsuttuja yleisoireita, kuten kuumeilua, yo6hikoilua ja
painon laskua. Nama oireet viittaavat levinneeseen tautiin. (Howard & Hamilton
2008, 60; Teerenhovi & Lindsberg 2007, 411.) Potilas voi myds olla oireeton
lymfooman toteamishetkelld. Potilas tulee lahettaa jatkotutkimuksiin, mikali ha-
nella todetaan yli 1,5 cm:n kokoisia imusolmukkeita eika potilaalla ole imusol-
mukkeiden suurenemisen selittdvaa infektiota eivatka imusolmukkeet pienene

kuukauden kuluessa. (Vuoristo ym. 2006, 84.)

Lymfoomien diagnostiikka on vaativaa, koska siina tarvitaan useita tutkimusme-
netelmia ja erityistd hematopatologista asiantuntemusta (Vuoristo ym. 2006, 84;
Teerenhovi & Karjalainen-Lindsberg 2007, 410). Lymfoomaa epailtaessa perus-
tutkimuksena potilaan pinnalliset imusolmukkeet palpoidaan ja tutkitaan nielu.
Pinnallisia imusolmukkeita voidaan tutkia myo6s ultradédnen avulla. Ohutneula-
nayte on epéaluotettava lymfoomadiagnostiikassa, ja luotettava diagnoosi saa-
daan vain histologisesta naytteesta. Naytteeksi otetaan kokonainen imusolmuke
tai mahdollisimman suuri pala. Lymfooman diagnoosi perustuu ensisijaisesti
morfologiaan, jota taydentavat immunohistokemialliset tutkimukset. Lisana kay-
tetdan myos sytogeneettisia ja molekyylibiologisia menetelmia. Levinneisyystut-
kimuksina kaytetdan vartalon ja kaulan tietokonetomografiakuvauksia, thorax-
rontgentutkimusta sekd luuytimen aspiraatio- ja biopsiatutkimuksia. (Vuoristo
ym. 2006, 84.)

Lymfooman levinneisyytta voidaan arvioida Ann Arbor -levinneisyysluokituksen
luokkien | — IV avulla. Luokassa | lymfooma esiintyy vain yhdella imusolmuke-
alueella, kun taas luokassa IV lymfooma on levinnyt yhteen tai useampaan
imusolmukkeen ulkopuoliseen elimeen tai kudokseen. (Teerenhovi & Karjalai-
nen-Lindsberg 2007, 411; Elonen & Karjalainen-Lindsberg 2007, 398.) Ann Ar-
bor -luokituksen liséksi kaytetaan IPl-ennusteluokitusta (International NHL
Prognostic Index), joka voidaan laskea potilaan ian, Ann Arbor -luokan, veren
laktaattidehydrogenaasin pitoisuuden, WHO-luokituksen seka imusolmukkeiden
ulkopuolisten pesakkeiden perusteella. (Teerenhovi & Karjalainen-Lindsberg
2007, 414.) IPI-pisteiden mukaan potilaat jaetaan matalan, kohtalaisen matalan,
kohtalaisen korkean ja korkean riskin ryhmiin. Matalan riskin ryhmaan kuuluvis-

ta potilaista 73 % on elossa viiden vuoden kuluttua, kun taas korkean riskin
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ryhmén kohdalla vastaava luku on vain 26 %. Yleisesti ottaen lymfooman hoi-
toon ja ennusteeseen vaikuttavat lymfooman histologinen tyyppi, IPI-luokitus,
potilaan yleistila sekd muut sairaudet. (Vuoristo ym. 2006, 87.)

3.3.2 Multippeli myelooma

Multippeli myelooma kuuluu pahanlaatuisiin plasmasolutauteihin (Remes 2007,
454). Maailman terveysjarjeston (WHO) uusin luokitus (2008) hematopoeettis-
ten ja lymfaattisten kudosten kasvaimista luokittelee multippelin myelooman
kuuluvaksi kypsien B-solukasvainten joukkoon (WHO Classification of Tumours
2008, 11). Multippelin myelooman osuus pahanlaatuisista sairauksista on noin 1
% ja pahanlaatuisista veritaudeista sen osuus on hieman yli 10 %. Multippeli
myelooma on harvinainen alle 40-vuotiailla. Keskimaarin tautiin sairastutaan 60
— 70-vuotiaana, ja miehilla riski sairastumiseen on hieman suurempi kuin naisil-
la. Sairastumisen tarkkaa aiheuttajaa ei tunneta. (Turgeon 2004, 280.) Suuri
sateilyaltistus saattaa aiheuttaa lisaantynytta riskia sairastumiseen, samoin
my0s pidempiaikaiset antigeenialtistukset (McKenna ym. 2008, 202). Turgeonin
(2004) mukaan geneettisten tekijoiden vaikutus sairastumiseen on my6és mah-
dollista (Turgeon 2004, 280).

Luuydinnaytteesta loytyy plasmasoluja usein yli 30 % kokonaissolumaarasta,
mutta vahintaan niitd on loydyttava 10 % (Craig 2004b, 602 — 603; Remes
2007, 461). Multippelia myeloomaa sairastavista potilaista 15 %:lla voidaan 16y-
tda plasmasoluja perifeerisesta veresta. Talldinkin niita 16ydetdén vain muuta-
mia. Jos plasmasolujen maara perifeerisessa veressa kasvaa, kyseessa on tal-
|6in plasmasoluleukemia. (McKenna 2008, 205.) Immunofenotyypityksessa luu-
ytimen pahanlaatuiset plasmasolut eivat iimenna pinnallaan normaaleja B-solun
pinta-antigeeneja CD19, CD20 ja CD22 tai ilmentavat niita vain heikosti. Pinta-
antigeenit CD56, CD38 ja CD138 seka sytoplasminen immunoglobuliini sen

sijaan ovat tyypillisid pahanlaatuiselle plasmasolulle. (Remes 2007, 456 — 457.)

Pahanlaatuiset plasmasolut tuottavat monoklonaalista immunoglobuliinia syr-
jayttden normaalin immunoglobuliinituotannon. Taman vuoksi potilas voi sairas-

tua vakaviin infektioihin. Seerumin tai virtsan elektroforeesissa monoklonaalinen
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immunoglobuliini voidaan havaita niin sanottuna M-komponenttina. Immunofik-
saation avulla monoklonaalisen immunoglobuliinin luokka saadaan selville.
Useimmiten immunoglobuliinin luokka on IgG tai IgA ja harvemmin luokkaa IgD
tai IgE. (Kotylo 2002, 503; Craig 2004b, 603.)

Pahanlaatuiset plasmasolut tuottavat osteoklasteja (luunsydjasolu) aktivoivaa
tekijad. Taman vuoksi multippelia myeloomaa sairastavalla potilaalla saattaa
iImetd luustosyopymi& ja murtumia koko kehon alueella. (Kotylo 2002, 503.)
Diagnoosivaiheessa 70 %:lla potilaista havaitaan rontgenkuvissa luustosyopy-
mid. Multippelin myelooman yleisimpia oireita ovat luustokivut, joita esiintyy eri-
tyisesti selan alueella. (Remes 2007, 459.) Osteoklastien aktiivisuudesta johtu-
en seerumin kalsiumpitoisuus kohoaa, mista saattaa aiheutua kalsiumin haital-
lista saostumista muihin kudoksiin (Kotylo 2002, 503). Hyperkalsemia seka mo-
noklonaalisten immunoglobuliinien erittyminen virtsaan voivat aiheuttaa munu-
aisten vajaatoimintaa ja munuaisvaurioita (Remes 2007, 459). Luuytimen mye-
loomasolukko haittaa normaalia verisolujen muodostusta, mista seuraa trombo-
sytopeniaa, anemiaa ja leukopeniaa. Tyypillisia laboratorioloyddksia ovat alen-
tuneet hemoglobiini-, leukosyytti- ja trombosyyttiarvot seka korkea lasko. Uraa-
tin ja kalsiumin maara seerumissa on usein myds suurentunut ja albumiinin

maara pienentynyt. (Oivanen & Sinisalo 2009.)

Multippelin myelooman hoidon paatavoitteena on remission saavuttaminen. Jos
remissioon paasy ei ole mahdollista, pyritdan mahdollisimman hyvaan hoitovas-
teeseen. (Jantunen 2008b, 60.) Odotettavissa oleva elinika on noin 3 — 4 vuotta
solunsalpaajahoitoa kaytettdessa. Suomessa alle 70-vuotiailla elinian odote on
noin 49 kuukautta ja yli 70-vuotiailla 31 kuukautta. (Remes 2007, 463.) Autolo-
gisen kantasolusiirron tuella toteutettu intensiivihoito on yleisin hoitomuoto alle
70-vuotiaille. Talléin elinian odote nousee noin vuodella tavanomaiseen solun-
salpaajahoitoon verrattuna. (Oivanen & Sinisalo 2009.) Nykykasityksen mukaan
multippeli myelooma voidaan pysyvasti parantaa ainoastaan allogeenisen kan-
tasolusiirteen avulla. Ongelmana on kuitenkin ollut kaanteishyljintareaktiosta
johtuva suuri toimenpidekuolleisuus. Hoitomuodosta riippumatta useimmilla po-
tilailla todetaan relapsi tai taudin eteneminen muutaman vuoden kuluessa. (Jan-
tunen 2008b, 63 — 64.)
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3.4 Autologinen kantasolusiirto hoitomenetelména

Autologinen kantasolusiirto on monivaiheinen prosessi. Hoitosuunnitelman laa-
timinen, aikataulutus ja hoidon toteuttaminen vaativat moniammatillista yhteis-
tyotéa niin hoito-osaston ja laboratorion kuin sairaanhoitopiirienkin valilla. (Hau-
tamaki ym. 2003, 1.) Eri yliopistosairaaloiden vélilla saattaa olla toimipaikkakoh-
taisia eroja kantasolusiirtoprosessissa. Opinnaytetydssa keskitymme lahinna
Tampereen yliopistollisessa sairaalassa (TAYS) ja Laboratoriokeskuksessa ta-

pahtuvaan kantasolusiirtotoimintaan.

3.4.1 Mobilisaatiohoito ja kerdysajankohdan méaaritys

Normaalitilanteessa perifeerisessa veressa on hyvin pienia maaria hematopo-
eettisia kantasoluja (alle 0,01 %). liman mobilisaatiohoitoa riittdvan perifeerisen
veren kantasolusiirteen keraaminen ei olisi mahdollista. (Ruutu 2007, 494; Eh-
san 2004, 613.) Mobilisaatiohoito toteutetaan antamalla potilaalle ensin solun-
salpaajahoitoa ja tdman jalkeen granulosyyttikasvutekijga (G-CSF) tai granulo-
syyttikasvutekijaa yksindan. Yleisimmin kaytetdan kuitenkin solunsalpaajan ja
granulosyyttikasvutekijan yhdistelmada parantamaan hoidon tehokkuutta. (Jan-
tunen 2008a, 1171; Ehsan 2004, 613.) Mobilisaatiohoidossa kaytettavat solun-
salpaaja-annokset on pidettdva pienind siirteen laadun turvaamiseksi. Solun-
salpaajan tarkoitus on pienentaa tautisolukuormaa tuhoamalla sy6péasoluja. Li-
saksi solunsalpaajan aiheuttaman sytopenian toipumisvaiheessa luuydin alkaa
tuottaa vereen runsaasti hematopoeettisia kantasoluja. Hematopoeettisten kan-
tasolujen maaraa voidaan lisata antamalla samanaikaisesti granulosyyttikasvu-
tekijaa. Kantasolujen maaraa veressa voidaan taten kasvattaa jopa 100 — 300-

kertaiseksi normaalitilanteeseen verrattuna. (Ruutu 2007, 498.)

Oikean keraysajankohdan maarittamiseksi potilaalta seurataan perifeerisen ve-
ren CD34-positiivisten solujen maaraa, joka samalla kuvastaa kantasolujen
maaraa. Kerayksen ajoittaminen on tarkeaa, silla kantasolujen maara perifeeri-
sessa veressa on korkea vain muutaman paivan ajan. (Ruutu 2007, 498.) Tam-
pereen yliopistollisessa sairaalassa kokoveren CD34-positiivisten solujen maari-

tys (B-SC = stem cells eli kantasolut) alkaa yleensd kahdeksantena tai yhdek-
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santend paivand solunsalpaajahoidon aloittamisesta (Kantasolujen kerays ja
palautus 2007).

Hoito-osaston henkilokunta ottaa naytteet aamulla klo 6, ja laboratorion tulisi
antaa vastaus klo 8.15 mennessa osastolle. Maaritysta ei suoriteta, jos aikuisilla
leukosyyttiarvo on alle 1,0 x 10% ja lapsilla alle 0,8 x 10%I. Kantasolukerays
voidaan aloittaa, kun CD34-positiivisten solujen méara on yli 20 x 10%/1. Joissa-
kin tapauksissa kerdys voidaan aloittaa matalammilla arvoilla. TallGin arvon tuli-
si olla kuitenkin yli 10 x 10%I. Ennen keraysta potilaan trombosyyttitason tulee
olla yli 30 x 10%I ja hematokriitin yli 0,30. (Kantasolujen kerdys ja palautus
2007.) Kantasolusiirtoon liittyvistéa asioista paatetaan viikoittain TAYS:n kan-
tasolukokouksissa, joihin osallistuvat kantasoluhoitoprosessissa mukana olevat
yksikot (Hautaméaki ym. 2003). Kantasolukokoukseen osallistuu jokaiselta hoita-
valta osastolta vahintdan yksi ladkari seka hoitaja mahdollisuuksien mukaan.
Laboratoriokeskuksesta kokoukseen osallistuu kantasolutoiminnasta vastaava

laékari ja kantasolulaboratorion laboratoriohoitaja. (Siro 2010.)

3.4.2 Kantasolukerayksen suoritus

Kantasolut keratdan leukafereesin avulla soluseparaattorilla. Soluseparaattorei-
na TAYS:ssa kaytetdan kahta Gambro Cobe® Spectra™ -kerayslaitetta (kuva 1,
sivu 20). Kerays suoritetaan TAYS:ssa hematologisella osastolla 10a. (Kan-
tasolujen kerays ja palautus 2007.) Ennen keradysta potilaalle laitetaan 2-lumen
eli 2-tie kanyyli (Hautamaki ym. 2003). Kerayslaite ottaa verta toisesta lumenis-
ta ja erottelee veren osat sentrifugilla ottaen talteen kantasoluja sisaltavan frak-
tion. Loput veren osat laite palauttaa toiseen lumeniin samanaikaisesti. (Ruutu
2007, 495; Hautamaki ym. 2003.) Gambro Cobe® Spectra™ -kerayslaite kierrét-
taa potilaan verimaaran 2,3 kertaa. Laite laskee automaattisesti verivolyymin
potilaan painon, pituuden ja sukupuolen perusteella. (Kantasolujen kerays ja
palautus 2007.)
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KUVA 1. Gambro Cobe® Spectra™ -kerayslaite (MedWOW ™ 2010)

Kantasolukerayksen aikana potilaan verenkiertoon siirtyy noin 1000 ml sitraat-
tia. Sitraatti estaa veren hyytymisen letkustossa sitomalla veresta vapaata kal-
siumia. Tastéa voi aiheutua niin sanottuja sitraattituntemuksia kalsiumin liiallises-
ta laskusta johtuen. Sitraattituntemuksia voivat olla puutuminen ja pistely sor-
menpaissa ja huulissa. Oireita voidaan ehkaista ja lievittaa kalsiumlisalla. (Hau-
tamaki ym. 2003.)

Keraystuote eli afereesituote kertyy solupussiin, jonka laboratoriohoitaja noutaa
osastolta kerayksen paatyttyd. Jos keraystuotetta joudutaan sailyttdmaan kera-
yksen jalkeen yon yli, potilaalta kerataan lisaksi plasmaa, joka lisatdan solupus-
siin solujen sailyvyyden parantamiseksi. (Kantasolujen kerdys ja palautus
2007.) Kantasolukerayksen tavoite on saada keratyksi niin paljon kantasoluja,
ettd niitd saataisiin yhteen siirtoon vahintaan 4 x 10°%kg (potilaan painokiloa
kohden). Kaytannossa kerayksia suoritetaan 1 — 4 perakkaisena paivana. (Kan-

tasolujen kerays ja palautus 2007; Hautaméki ym. 2003.)
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3.4.3 Keraystuotteen kasittely kantasolulaboratoriossa

Laboratoriokeskuksen kantasolulaboratoriossa kasitellaan perifeerisesta veres-
ta kerattyja kantasolutuotteita seka sisarusluovuttajan lymfosyyttikeraystuotteita
(Laatujarjestelmén yleiskuvaus 2008). Lymfosyyttikeraykset ovat kuitenkin har-
vinaisia, ja viimeksi lymfosyyttikerayksia on tehty vuonna 2007 (Valo 2010). Ke-
raystuotteen kasittely pakastamiseen ja nestetyppeen sailomiseen asti vaatii
tarkkaa aseptista tyoskentelya ja jarjestelmallisia ty6tapoja. Kerdystuote kasitel-
la&n laminaarivirtauskaapissa huoneessa, jossa on ylipaineistus, ilmastointi ja
tuloilman suodatus. Huoneeseen kuljetaan erillisen sulkutilan kautta. (Laatujar-

jestelman yleiskuvaus 2008.)

Kantasolulaboratoriossa keraystuotteesta otetaan aluksi erilaisia naytteitd. Nay-
te bakteeriviljelya ja -varjaysta varten otetaan tioglykolaatti- eli TIO-putkeen.
Liséksi keraystuotetta otetaan EDTA-putkeen solulaskentaa varten. Suhteessa
1:10 laimennettu nayte maaritetddn Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla, jol-
loin saadaan maaritetyksi keraystuotteen kokonaisleukosyyttipitoisuus ja mono-
nukleaaristen solujen osuus (mononuclear cells, MNC). Naytteiden oton jalkeen
keraystuotepussi punnitaan keraystuotteen tilavuuden maarittamiseksi. Tila-
vuuden ja kokonaisleukosyyttipitoisuuden avulla saadaan keraystuotteen abso-
luuttinen leukosyyttien maara (total nucleated cells, TNC). Keraystuotteen
CD34-positiivisten solujen maara saadaan FACSCalibur™-virtaussytometrilta.
Potilaan painokiloa kohden lasketaan viela TNC, MNC ja CD34-positiivisten
solujen maara. Maaritetyt ja lasketut arvot kirjataan kantasolukerayksen koonti-

lomakkeelle (lite 1). (Kantasolutuotteen kasittely 2008.)

Keraystuotteen leukosyyttimaaran perusteella lasketaan tarvittavien jaadytys-
pussien lukumaara. Jaadytyspussin tilavuus aikuisilla on 100 ml ja yhdessa jaa-
dytyspussissa saa soluja olla korkeintaan 100 x 108/200 ml. Keraystuotepussiin
lisdtdan hepariinia, dimetyylisulfoksidia (DMSO) ja albumiinia leukosyyttimaaran
perusteella. Pakastuksen ja sulatuksen yhteydesséa soluista syrjaytetdaan vesi
DMSO:n avulla. Talla tavoin voidaan solut pitda elinkykyisind. Taman jalkeen
kerdystuotepussin siséltd jaetaan jaddytyspusseihin. Ennen jaadytysta kerays-
tuotepussista otetaan naytteet bakteeriviljelya ja -varjaysta varten. Lisaksi kera-

ystuotepussista otetaan naytetta neljaan Nunc™-kryoputkeen mydhemmin teh-
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tavia kantasoluviljelyita varten. (Kantasolutuotteen kasittely 2008.) Kantasoluvil-
jelyiden tarkoitus on varmistaa jaadytettyjen kantasolujen elinkyky ja riittvyys
ennen kantasolujen palautusta potilaalle seka palautuksen jalkeen. Palautuksen
jalkeen kantasoluviliely tehddan kantasolusiirteen jadmista. (Kantasoluviljely
2008.)

Kantasoluja sisaltavat jaadytyspussit ja Nunc™-kryoputket esijaadytetdéan oh-
jelmoitavalla pakastuslaitteella — 150 °C:een. Taman jalkeen jaaddytyspussit ja
kryoputket siirretd&n nestetyppisammioon, jossa lampétila on — 196 °C. (Laatu-
jarjestelmén yleiskuvaus 2008; Kantasolutuotteen kasittely 2008.) Jaadytettyja
kantasolupusseja sdilytetaan nestetyppisammiossa kantasolujen palautukseen
asti. Yleisimmin sailytysaika on muutamia kuukausia. Enimmillaan kantasoluja
sailytetddn 10 vuotta, tosin vuosien mittaiset sailytysajat ovat harvinaisia. (Kan-

tasolujen kasittely 2008.)

3.4.4 Kantasolutuotteen palautus potilaalle

Kantasolusiirtoa edeltdvana paivana kantasolupussit siirretddn nestetypesta
nestetypen hoyryfaasiin. Pussit kuljetetaan osastolle hoyryfaasissa tahan tarkoi-
tukseen suunnitellussa kuljetussailiossa eli niin sanotussa kryoshipperissa.
Osastolla laboratoriohoitaja sulattaa kantasolupussit yksitellen + 40 °C vesihau-
teessa valittbmasti ennen palauttamista potilaalle. (Laatujarjestelman yleisku-
vaus 2008; Kantasolusiirto 2007.) Laboratoriohoitaja varmistaa ennen sulatusta,
ettd oikea pussi sulatetaan oikealle potilaalle. Jokaisen sulatuksen jalkeen en-
nen solujen antamista seka siirtoa suorittava sairaanhoitaja etta laboratoriohoi-
taja varmistavat potilaan henkil6llisyyden. Sulatuksen jalkeen kantasolupussi on
siirrettava potilaalle 15 minuutissa. Jokainen siirretty kantasolupussi merkitaan
koontilomakkeelle, josta kayvat ilmi siirron jarjestysnumero, siirrettyjen solujen
maarat ja mahdollisesti siirtamatta jadneet yksikot seka siirretyn nesteen tila-

vuus ja DMSO:n maara. (Kantasolusiirto 2007.)

Kantasolusiirtoon liittyvat komplikaatiot johtuvat p&aasiassa kantasolupussin
sisdltamasta DMSO:sta (Kantasolujen kerdys ja palautus 2007). Taéllaisia

DMSO:n aiheuttamia haittavaikutuksia ovat esimerkiksi, kurkunp&an kutina,
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horkka, pahoinvointi, oksentelu, kuume, bradykardia ja verivirtsaisuus (Kan-
tasolujen kerays ja palautus 2007; Ehsan 2004, 614). Pahimmassa tapaukses-
sa DMSO voi aiheuttaa anafylaktisen reaktion. Haittavaikutuksia ennaltaehkais-
tdan antamalla potilaalle esiladkkeeksi antihistamiinia. Haittavaikutusten havait-
semiseksi potilaan sykettd, verenpainetta ja happisaturaatiota tarkkaillaan koko

kantasolusiirron ajan. (Kantasolujen kerays ja palautus 2007.)

Kantasolusiirron jalkeen tyhjat pussit tuodaan takaisin laboratorioon. Pussien
jadmistd tehdaan bakteeriviljely ja -varjays, kantasoluviljely seka viabiliteetti-
kontrolli. (Kantasolusiirto 2007.) Viabiliteettikontrollissa lasketaan eléavien solu-
jen maara naytteessa Trypan blue -véarjayksen avulla. Elavét solut eivat varjay-
dy, kun taas kuolleet solut varjaytyvat sinisiksi. (Solujen viabiliteetti 2005.)
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4 KANTASOLUMAARITYS FACSCalibur™-VIRTAUSSYTOMETRILLA

FACSCalibur™ (kuva 2) on Becton Dickinson and Company:n (BD) valmistama
virtaussytometri, jota voidaan kayttaa seka solujen analysointiin etta niiden lajit-
teluun. Virtaussytometri sisaltdd 488 nm:n argonlaserin. Siihen on mahdollista
lisatd myds toinen 635 nm:n laservalonldhde, joka mahdollistaa nelivarianalyy-
sin. (BD FACSCalibur™ System 2007, 1.) Laboratoriokeskuksen hematologian
laboratorion FACSCalibur™-virtaussytometri sisaltaa kaksi laservalonlahdetta,
ja sita kaytetaan CD34-maarityksiin sekd lymfosyyttien erittelylaskentaan (B-
LyDiff). Liséksi Laboratoriokeskuksessa on kaytossda FACSCanto [I™-
virtaussytometri, jolla muut immunofenotyypitykset suoritetaan. Virtaussytomet-
rit tullaan vaihtamaan uusiin syksyn 2010 aikana. (Kemppi 2010.) Talla hetkella
Laboratoriokeskuksessa kaytetaan CD34-tulosten Kkasittelyssa Procount™-
ohjelmistoa (CD34-positiiviset kantasolut 2009).

KUVA 2. FACSCalibur™-virtaussytometri (Jokinen & Maattadnen 2010)

4.1 Virtaussytometrinen menetelma

Virtaussytometrin avulla saadaan tietoa solujen eri ominaisuuksista, joiden pe-
rusteella solut voidaan tunnistaa ja maarittdd niiden lukumaara. Tietoa solun
koosta ja sisaisesta rakenteesta saadaan valonsironnan avulla. Solun spesifiset
pinta-antigeenit voidaan maarittaa fluoresenssin avulla. Tasta kaytetaan nimi-

tysta immunofenotyypitys. Kliinisessa laboratoriotydssa immunofenotyypitysta
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kaytetadn muun muassa leukemioiden diagnosointiin, HIV-potilaan seurantaan
ja CD34-maarityksiin (Craig 2004a, 420 — 422). Virtaussytometriaa kaytetaan
my0ds useiden automaattisten solulaskijoiden, esimerkiksi Sysmex XE-5000™-

soluautomaatin, yhtend maaritysmenetelmana.

Virtaussytometrisessa analyysissa suspensiossa olevat solut saatetaan yksitel-
len virtauskammioon hydrodynaamisen fokusoinnin avulla. Tama tarkoittaa sita,
ettd solususpensiota ymparoi paineistettu vaippaliuos, joka pakottaa solut vir-
taamaan yksi kerrallaan laserséateeseen. Lasersateen osuessa soluun tapahtuu
valonsirontaa, joka vahvistetaan ja detektoidaan valomonistinputkien avulla.
Sironneen valon aallonpituus on sama kuin lasersateen aallonpituus. Valon si-
rontaa mitataan kahdesta eri suunnasta. Eteenpain siroava valo korreloi solun
kokoon ja sivulle sironnut valo solun siséisiin rakenteisiin (kuvio 3). Suurista
soluista siroaa enemman valoa eteenpain kuin pienista soluista. Sivulle siroa-
van valon voimakkuus on sitd suurempi mitd monimutkaisempi solun sisdinen
rakenne on. (Craig 2004a, 420 — 421; Ryan & Felgar 2006, 28 — 29.)

&

Eteenp. sironta : Paljon

Sivulle sironta  : Vahén
Koko : Suuri
Rakenne : Yksinkertainen

A

Eteenp. sironta : Vahan

Sivulle sironta  : Vahén

Koko : Pieni
Rakenne : Yksinkertainen

Eteenp. sironta : Paljon

Sivulle sironta  : Paljon

Koko : Suuri
Rakenne : Monimutkainen

Eteenpain sironneen valon voimakkuus

i

Eteenp. sironta : Vahan

Sivulle sironta  : Paljon Sivulle sironneen valon voimakkuus
Koko : Pieni
Rakenne : Monimutkainen

KUVIO 3. Solun koon ja sisaisen rakenteen vaikutus valon sirontaan (mukaillen
Roche Diagnostics Oy 2009)

Fluoresoiviin leimoihin eli fluorokromeihin kiinnitetyilla spesifisilla monoklonaali-

silla vasta-aineilla voidaan soluista tunnistaa pinta-antigeeneja, jotka ovat omi-
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naisia tietyille solulinjoille ja kypsyysasteille. Monoklonaaliset vasta-aineet voi-
daan jakaa CD-luokkiin sen mukaan, mink& antigeenin ne solusta tunnistavat.
Yleisimpia vasta-aineisiin liitettyja fluorokromeja ovat fluoroisotiosyanaatti
(FITC), fykoerytriini (PE), peridiniini-klorofylli-a-proteiini (PerCP) ja allofykosy-
aniini (APC). Fluorokromeina voidaan kayttéa myos yhdistelmavareja, joita
ovat esimerkiksi PerCP-Cy5.5, PE-Cy5, PE-Cy7 ja APC-Cy7. (Pelliniemi &
Tienhaara 2007, 134 — 135.)

Fluorokromit ovat molekyyleja, jotka eksitoituvat eli virittyvat laserséteen kohdis-
tuessa niihin tietylld aallonpituudella. Useimmiten virtaussytometreissa kayte-
tdan argonlaseria, jonka aallonpituus on 488 nm. Argonlaseria voidaan kayttaa
kolmen eri fluorokromin virittamiseen. Neljannen fluorokromin kaytté edellyttaa
toisen laservalonldhteen kayttbonottoa. Toisena laservalonlahteena kaytetaan
esimerkiksi helium- tai neonlaseria, jonka aallonpituus on 633 nm. (Craig
20044, 421 — 422.) Lahes valittomasti eksitaation jalkeen tapahtuu emissio, jol-
loin viritystila purkautuu eri fluorokromeille ominaisina aallonpituuksina. Emissi-
ossa aallonpituus on pidempi kuin eksitaatiossa. Pidempiaaltoinen valo omaa
matalamman energiatason, kun taas lyhyempiaaltoisella valolla energiataso on
korkeampi. Eri fluorokromeilta emittoitunut valo detektoidaan peilien, suodatti-
mien ja valomonistinputkien avulla. Peilien ja suodattimien tehtavana on ohjata
vain haluttu aallonpituus tietylle detektorille. (Rahman, Lane, Swindell & Bart-
ram 2005, 9 — 10.)

4.2 Reagenssit CD34-positiivisten kantasolujen maarityksessa

FACSCalibur™-virtaussytometrilla CD34-maarityksissa kaytetaan BD:n valmis-
tamaa Procount Progenitor Cell Enumeration Kit -reagenssikittia. Reagenssikitti
sisaltdd CD34-reagenssin, kontrollireagenssin ja BD Trucount™ -testiputket.
Reagenssikittin  kuuluva CD34-reagenssi sisdltda nukleiinihappovaria, PE-
leimattua rotan monoklonaalista CD34-vasta-ainetta ja PerCP-leimattua rotan
monoklonaalista CD45-vasta-ainetta. (BD Procount Progenitor Cell Enumerati-
on Kit 2006, 2.)
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Tumallisten solujen DNA:n ja RNA:n varjaa CD34-reagenssin nukleiinihappova-
ri. Tumallisia soluja ovat CD34-positiivisten kantasolujen lisdksi muut leukosyytit
ja tumalliset erytrosyyttilinjan solut. Erotuksena muista leukosyyteista CD34-
positiiviset kantasolut varjaytyvat kirkkaasti, koska ne sisaltavat runsaasti nukle-
linthappoja. Hematopoeettiset kantasolut ilmentavat pinnallaan CD34-
antigeenia, jonka PE-leimattu CD34-vasta-aine tunnistaa. Kaikki ihmisen leu-
kosyytit ilmentavat pinnallaan CD45-antigeenia, jonka CD45-vasta-aine tunnis-
taa. Hematopoeettisissa kantasoluissa tdma antigeeni esiintyy heikompana,
mitd sivusironnan ohella voidaan kayttaa naiden solujen erottamiseen muista
leukosyyteista. (Ward ym., 6 — 7.)

Reagenssikitin kontrollireagenssi sisaltdd PE-leimattua 1gG;-vasta-ainetta, jolle
spesifistéa antigeenia ei 16ydy ihmisen solulinjoista. Sitd voidaan siis kayttaa ne-
gatiivisena kontrollina, koska se tunnistaa CD34-vasta-aineen epaspesifisen
sitoutumisen. (Ward ym., 7.) Kontrolliputkeen pipetoidaan kontrollireagenssin
lisdksi naytettd saman verran kuin nayteputkeenkin. Nayteputki ja kontrolliputki

maaritetddn rinnakkain. (CD34-positiiviset kantasolut 2009.)

Reagenssikittin - kuuluu BD:n Trucount™-putkia, joita kaytetadn CD34-
maarityksissa. Putken pohjalla on kylmakuivattu pelletti, joka liuetessaan vapa-
uttaa tietyn maaran fluoresoivia helmia. (BD Trucount Tubes 2007.) Helmien
lukumaaran avulla voidaan maarittda CD34-positiivisten kantasolujen absoluut-
tinen maara naytteessa (BD Procount Progenitor Cell Enumeration Kit 2006, 2).
Pelletin paalla on metalliverkko, jonka tarkoitus on pitda pelletti paikoillaan put-

ken pohjalla (Ward ym., 8).

Reagenssikittiin kuuluvan kontrollireagenssin lisédksi maarityksen toimivuutta
tarkastellaan BD:n Stem Cell Control Kitin matalan ja korkean tason kontrolli-
naytteiden avulla. Laboratoriokeskuksessa nama kontrollit maaritetddn kerran
viilkossa FACSCalibur™- ja FACSCanto || ™-virtaussytometrilla. Kontrollit maari-
tetdan vain viikkoina, joille on suunniteltu kantasolukerays. (CD34-positiiviset
kantasolut 2009.)

Erytrosyytit hajotetaan naytteestd ennen maaritystda FACS™-lyysausliuoksen

avulla (BD Procount Progenitor Cell Enumeration Kit 2006, 2). Kayttdliuos val-
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mistetaan laimentamalla konsentraattia 1:10 tislattuun veteen. Naytteen mah-
dolliseen laimentamiseen kaytetaan fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (phospha-
te buffered saline solution, PBS). Vaippanesteend FACSCalibur™-
virtaussytometrissa kaytetdan FACSFlow™-vaippanestettd. (CD34-positiiviset
kantasolut 2009.)

4.3 Maarityksen suoritus Laboratoriokeskuksessa

Laboratoriokeskuksessa CD34-maarityksia tehdaan sekd oikean kerdysajan-
kohdan maarittamiseksi etta afereesituotteen tutkimiseksi. Kerdysajankohdan
maarittamiseen tarvitaan 2 — 3 ml EDTA-verta, joka voidaan sdilyttdad huoneen-
lammossd. Nayte on leimattava 24 tunnin kuluessa naytteenotosta. Leimattu
nayte sailytetaan jaakaapissa pimeéssa ja se on analysoitava 24 tunnin kulues-

sa leimauksesta. (CD34-positiiviset kantasolut 2009.)

Ennen CD34-maaritystd naytteen leukosyyttitaso tulee maarittda Sysmex XE-
5000™ -soluautomaatilla. Nayte laimennetaan PBS-laimennusliuoksella, jos
leukosyyttiarvo on yli 50 x 10%I. Laimennuksen jalkeen leukosyyttiarvon tulee
olla alle 40 x 10%/1. M&aritysta ei tehda, jos leukosyyttiarvo on aikuisilla alle 1.0 x
10%/1 tai lapsilla alle 0.8 x 10%/I. Leukosyyttiarvoa tarvitaan myds CD45-solujen ja
leukosyyttien suhteen laskemiseksi. Suhteen tulee olla 0.85 — 1.15, jotta maari-

tys on hyvaksyttava. (CD34-positiiviset kantasolut 2009.)

Naytteen leimaaminen

Maaritykseen tarvitaan kaksi Trucount™-putkea, CD34- ja kontrolliputki. Aluksi
pipetoidaan CD34-putkeen 20 pl CD34-reagenssia ja kontrolliputkeen 20 pl
kontrollireagenssia. Taman jalkeen kumpaankin putkeen pipetoidaan 50 pl hy-
vin sekoitettua naytetta (taulukko 1, sivu 29). Pipetoinnit tulee suorittaa elektro-
nisella pipetilla kaanteista pipetointimenetelmad kayttden ja varoen kosketta-
masta putken pohjalla olevaan pellettiin. (CD34-positiiviset kantasolut 2009; BD

Procount Progenitor Cell Enumeration Kit 2006, 5 — 6.)
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Pipetointien jalkeen putkiin lisatdan korkit ja putkia sekoitetaan putkisekoittimel-
la kevyesti. Taman jalkeen putkia inkuboidaan 15 minuuttia pimeé&ssé ja huo-
neenlampdétilassa. Inkuboinnin jalkeen putkiin lisdtd&an 450 pl lyysausliuosta pu-
nasolujen hajottamiseksi ja sekoitetaan putkisekoittimella kevyesti. Lyysausliu-
oksen lisaamisen jalkeen putkia inkuboidaan viel& 30 minuuttia pimedssa huo-
neenlammossa. (CD34-positiiviset kantasolut 2009; BD Procount Progenitor
Cell Enumeration Kit 2006, 5 — 6.)

TAULUKKO 1. Trucount™-putkien pipetointikaavio (mukaillen Ward ym., 7)

CD34-putki Kontrolliputki

20 pl CD34-reagenssia 20 pl kontrollireagenssia
50 pl naytetta 50 pl naytetta

sekoitus kevyesti sekoitus kevyesti

15 min inkubointi 15 min inkubointi

450 pl lyysausliuosta 450 pl lyysausliuosta
sekoitus kevyesti sekoitus kevyesti

30 min inkubointi 30 min inkubointi

Naytteen maaritys ja tulosten kasittely Procount™-ohjelmalla

Ennen maaritysta Procount™-ohjelmaan kirjoitetaan potilaan henkildtiedot, nay-
temateriaali (perifeerinen veri tai afereesituote), mahdollinen laimennuskerroin
ja potilaan paino. Ohjelmaan kirjoitetaan myos Trucount™-putkien eranumero ja
putkien sisaltamien helmien lukumaara seka reagenssikitin erdnumero. Nayte
sekoitetaan kevyesti putkisekoittimella ennen maaritysta ja kaynnistetddn nayt-
teen ajo. Laite keraa naytteesta 500 tapahtumaa. Tapahtumalla tarkoitetaan
yhden solun kulkua lasersateeseen, mistd muodostuu piste kaksiulotteiseen
koordinaatistoon solun ominaisuuksien perusteella. (CD34-positiiviset kan-

tasolut 2009.)

Tapahtumien avulla laite maarittda niin sanotun debris-alueen, joka sisaltda ha-
jonneita punasoluja ja trombosyytteja. Laitteen maarittdma debris-alue voidaan

hyvaksya tai se voidaan rajata manuaalisesti. (CD34-positiiviset kantasolut
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2009.) Debris-alueen maarittamisen jalkeen laitteella kerataan naytteesta vahin-
tdan 60000 CDA45-tapahtumaa ja 1000 Trucount™-helmien tapahtumaa. (BD
Procount Progenitor Cell Enumeration Kit 2006, 8.) Kaksiulotteiselta kuvaajalta
tarkastellaan CD34-soluja eri tekijoiden suhteen. Nama solut nakyvat omalla
alueellaan punaisina (lite 2). Laite ehdottaa CD34-alueiden rajaukset, mutta

niitd muokataan viela manuaalisesti alueen tarkentamiseksi (Kemppi 2010.)
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5 KANTASOLUMAARITYS SYSMEX XE-5000™ -SOLUAUTOMAATILLA

Sysmex XE-5000™ on automaattinen hematologian analysaattori (kuva 3), jolla
on mahdollista méaarittad yhteensa 67 erilaista parametria naytemateriaalista
riippuen. Naytemateriaalina voidaan kayttada kokoverta ja kehon muita nesteita,
kuten likvoria tai nivelnestetta. Sysmex XE-5000™-soluautomaatilla on mahdol-

lista maarittad myos hematopoeettisia kantasoluja (HPC). (Sysmex XE-5000™
Instructions for use 2007, 1:1, 1:5.)

KUVA 3. Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti (Jokinen & Maattanen 2010)

Laboratoriokeskuksessa on  kaytdssa kolme  Sysmex  XE-5000™-
soluautomaattia, joita kaytetaan veren ja luuydinaspiraatin analysointiin (Torkki
2010). Paattiniemen (2010) mukaan HPC-maaritysta ei ole evaluoitu Suomessa
Sysmex XE-5000™-soluautomaatilla (Paattiniemi 2010). Sysmex XE-5000™-
laitetta ei viela kayteta Laboratoriokeskuksessa kantasolu- eli HPC-
maarityksissa. Tassa opinndytetydssa selvitetaan, voisiko Sysmex XE-5000™-
soluautomaattia hyddyntdd kantasolumaarityksissa kantasolukerdysta suunni-

teltaessa.
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5.1 Mittauskanavat ja maaritysmenetelmat

Laitteella on kaytdssa nelja eri mittausmenetelméaa, joita kaytetddn seitsemalla
eri mittauskanavalla (taulukko 2). Kantasolu- eli HPC-maaritykset Sysmex XE-
5000™ -soluautomaatti maarittaa IMI-kanavalla (immature information), jossa
mittaukseen kaytetaan radioaaltoja (radio frequency, RF) ja tasavirtaa (direct
current, DC). Tastéa kaytetaan nimitysta radioaalto- ja tasavirtadetektio (RF/DC).
(Sysmex XE-5000™ |nstructions for use 2007, 1:1.) Radioaalto- ja tasavirtade-
tektion lisdksi HPC-maaritys perustuu solukalvojen erilaisiin lipidikoostumuksiin
(Yang, ym. 2009, 3). Virtaussytometriaa kaytetaéan WBC/BASO-, NRBC-, DIFF-
ja RET/PLT-O-kanavilla. Virtaussytometrian periaate on esitelty kappaleessa
nelja. Fotometrista SLS- (natriumlaurylsulfaatti) menetelmaa kaytetdan HGB-
(hemoglobiini) kanavalla. Tasavirtadetektiota kaytetddn mittausperiaatteena
RBC/PLT-kanavalla. (Sysmex XE-5000™ Instructions for use 2007, 1:1.) Opin-
naytetyossa keskitytddn IMI-kanavan mittausperiaatteiden kuvaamiseen, koska

kantasolut maaritetaan talla kanavalla.

TAULUKKO 2. Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin mittauskanavat, mittauspe-
riaatteet ja parametrit (mukaillen Roche Diagnostics Oy 2009)

Mittauskanava Mittausperiaate Parametrit
WBC/BASO Virtaussytometria Leukosyyttien kokonaismaara ja basofiilit
NRBC Virtaussytometria Tumalliset erytrosyytit

Lymfosyytit, monosyytit, eosindfiilit ja neutrofii-

DIFF Virtaussytometria it
i
RET/PLT-O Virtaussytometria Retikulosyytit ja optiset trombosyytit
Epékypsat leukosyytit ja hematopoeettiset
IMI Radioaalto- ja tasavirtadetektio peiyp i P
kantasolut
HGB Fotometrinen SLS/ natriumlaurylsulfaatti- Hemoglobiini ja punasoluindeksit MCH,
menetelmé MCHC, MCV
Erytrosyytit, hematokriitti, trombosyytit, pu-
RBC/PLT Tasavirtadetektio ywrosyyt v p

nasolujen ja trombosyyttien kokojakauma




33

5.2 Hematopoeettisten kantasolujen maaritys

Epakypsista granulosyyteista (1G), kypsista leukosyyteista ja hematopoeettisista
kantasoluista (HPC) saadaan tietoa IMI-kanavan avulla (taulukko 2, sivu 32).
Naytteeksi HPC-maaritykseen tarvitaan 1 ml EDTA-kokoverta. Hematopoeettis-
ten kantasolujen maarityksessa nayte on aspiroitava manuaalipuolelta HPC-
moodissa, joka on valittava erikseen keskusyksikdstd. Manuaalipuolelta ajettu-
na laite ottaa naytettd 130 ul. (Sysmex XE-5000™ Instructions for use 2007,
6:13, 6:27-28.)

Aspiroinnin jalkeen nayte kulkeutuu naytteenjakoventtiiliin, jossa 2,4 pl naytetta
laimennetaan STROMATOLYSER-IM-lyysausliuoksella suhteessa 1:250. Ta-
man jalkeen laimennettu nayte kulkeutuu IMI-detektiokammioon, jossa lyysaus-
reaktio tapahtuu 13 sekunnissa. (Sysmex XE-5000™ |nstructions for use 2007,
11:20.) Lyysausliuos hemolysoi erytrosyytit ja hajottaa kypsien leukosyyttien
solukalvot jattden jaljelle vain tumat. Epakypséat granulosyytit, mukaan lukien
hematopoeettiset kantasolut, kutistuvat vain hiukan. (Roche Diagnostics Oy
2009.) Lyysaus perustuu solukalvojen erilaisiin lipidikoostumuksiin. Kypsien so-
lujen solukalvot siséltavat enemman lipideja kuin epékypsien. Lyysausliuos ha-
jottaa lipideja, jolloin kypsien solujen solukalvot hajoavat helpommin. (Yang, ym.
2009, 3.)

5.3 Radioaalto- ja tasavirtadetektio

Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti kayttaa radioaalto- ja tasavirtadetektiota
IMI-kanavan mittausperiaatteena. Apertuuri eli mitta-aukko sijaitsee [IMI-
detektiokammion sisalla ja apertuurin kummallakin puolella on elektrodit. Elekt-
rodien valilla kulkee tasavirtaa ja radioaaltoja (kuvio 4, sivu 34). Solulaimennos
kulkee mitta-aukon lapi, jolloin tasavirran resistanssissa ja radioaaltojen resis-
tanssissa tapahtuu muutoksia. (Sysmex XE-5000™ Instructions for use 2007,
11:11.) Tietoa solun koosta saadaan tasavirran resistanssin muutosten avulla.
Mita suurempi solu, sitda enemman virran kulku estyy eli resistanssi kasvaa.
Radioaaltojen avulla saadaan tietoa solun sisaisista rakenteista, kuten tumasta

ja granulaarisuudesta. Epakypsissa soluissa solun rakenne on yksinkertaisempi
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kuin kypsissa soluissa. Mitd epakypsempi solu on, sitd vdhemman radioaallon
kulku estyy ja radioaallon muutos on pienempi. (Yang ym. 2009, 3; Roche Di-
agnostics Oy 2009.)

-~ Radioaalto (RF)
Detektiokammio  |-——_12savirta (DC)
4 DC-
L lahde
Ulkoinen RF-
elektrodi (+) : lahde
Konden-.
Solu- A
suspensio \saatton T
-G
—%-  Vastus

Apertuuri  Sisiinen elektrodi (-)

KUVIO 4. RF/DC-mittausperiaate (mukaillen Sysmex XE-5000™ Instructions for
use 2007, 11:11)

5.4 Kantasolumaaritysten tarkastelu

Hematopoeettiset kantasolut (HPC) nékyvat omalla alueellaan punaisena IMI-
kanavan kuvaajassa ja muut epdkypsat solut ruskeanpunaisina. Hajonneiden
erytrosyyttien ja leukosyyttien jaanteet nakyvat kuvaajassa tummansinisena
(kuvio 5). (Sysmex XE-5000™ Instructions for use 2007, 6-28.) Hematopoeetti-
sia kantasoluja maaritettdessa tulostuvat myds muiden kanavien kuvaajat eli
laite maarittdd samalla myds muut taydellisen verenkuvan parametrit (liite 3).
Tulokset voidaan ilmoittaa absoluuttisina arvoina (HPC#) tai prosenttiosuuksina
(HPC%). Jos naytetta ei ole ajettu HPC-moodissa, HPC-arvot eivat tulostu
(Sysmex XE-5000™ Instructions for use 2007, 6:28).

IMI

[

HPC

KUVIO 5. Malliesimerkki IMI-kanavan kuvaajasta
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6 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVA

Opinnaytetyon tavoitteena on Laboratoriokeskuksen hematologian laboratorion
toiminnan kehittaminen CD34-positiivisten kantasolujen maaritysten osalta.
Taustalla on myds pyrkimys kustannustehokkuuteen. Omana tavoitteenamme
on lisata tietdAmystamme autologisista kantasolusiirroista ja koko prosessista
keraysajankohdan maarittamisesta kantasolusiirtoon.

Opinnaytetyon tarkoituksena on vertailla Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin ja
FACSCalibur™-virtaussytometrin antamia hematopoeettisten kantasolujen
maaritystuloksia. Maaritystuloksia pyrimme havainnollistamaan erilaisin tilastol-

lisin ja graafisin menetelmin.

Opinnaytety6n tehtavana on selvittaa:

1. Mita CD34-positiiviset hematopoeettiset kantasolut ovat ja miksi niita
tutkitaan?

2. Miten autologiset kantasolusiirrot toteutetaan ja minkalaisten sairauksien
hoidossa niita kaytetaan?

3. Mitka ovat vertailussa kaytettavien laitteiden maaritys- ja toimintaperiaat-
teet?

4. Onko laitteiden antamissa kantasolujen maaritystuloksissa eroja ja miten

ne eroavat?

Samankaltaisia tutkimuksia on tehty my6s aikaisemmin. Muun muassa Rans-
kassa (Letestu ym. 2007, Lefrére ym. 2007), Yhdysvalloissa (Padmanabhan
ym. 2009) ja Taiwanissa (Yang ym. 2009) on tehty maaritystulosten vertailua,
mutta kaytettavat laitteet ovat ndissa kolmessa tutkimuksessa olleet FACSCali-
bur™-virtaussytometri ja Sysmex XE-2100™ -soluautomaatti. Suomessa vas-
taavanlainen tutkimus on tehty opinnaytetyona (Rintala 2007) Turun ammatti-
korkeakoulussa edella mainituilla laitteilla. Edella mainittujen tutkimusten tulok-
set ovat olleet keskendan samansuuntaisia. Naita kasitellaan tarkemmin opin-

naytetyon tulosten johtopééatdsten yhteydessa.
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7 TUTKIMUSMENETELMA

Tutkimuksia voidaan jaotella eri perusteilla. Yksi tapa on jaotella tutkimukset
teoreettisiin ja empiirisiin tutkimuksiin. Teoreettisessa tutkimuksessa ilmi6ta tar-
kastellaan ainoastaan olemassa olevan empiirisen ja/tai teoreettisen tiedon pe-
rusteella. Empiirisessa tutkimuksessa ilmiota tarkastellaan kokeellisesti tai ha-
vainnoimalla ja mittaamalla jotakin kohdetta. (Koivula, Suihko & Tyrvainen
2003, 15; Teirila & Jyvasjarvi 2001, 12.) Empiirista tutkimusta ei kuitenkaan voi-
da tehda ilman teoriatietoa, koska sita tarvitaan tulosten kasittelyssa ja tulkin-
nassa. (Koivula ym. 2003, 16.)

Empiirisen tutkimuksen tutkimusote voi olla kvalitatiivinen eli laadullinen tai
kvantitatiivinen eli maarallinen. Kvalitatiivisessa tutkimuksessa tutkimus rajoittuu
pieneen maaraan harkinnanvaraisesti valittuja tapauksia, jotka analysoidaan
tarkasti. Kvalitatiivisissa tutkimuksissa ei pyritd tekemaan tilastollisia yleistyksia.
Kvantitatiivisesta tutkimuksesta voidaan kayttaa nimea tilastollinen tutkimus,
koska sen avulla voidaan selvittdd lukumaaria ja prosenttiosuuksia. Tuloksia

voidaan havainnollistaa taulukoiden ja kuvioiden avulla. (Heikkila 2008, 16.)

Tilastolliseen tutkimukseen vaaditaan riittdvan suuri ja edustava otos perusjou-
kosta (Heikkila 2008, 16). Perusjoukolla tarkoitetaan kohdejoukkoa, josta voi-
daan tehda paatelmia tutkimuksen avulla. Otos valitaan perusjoukosta jotakin
otantamenetelmaa kayttaen. Otoksen tulisi olla ominaisuuksiltaan mahdollisim-
man samankaltainen kuin perusjoukko. Vertailevan tutkimuksen paatavoitteena
on vertailla samanlaisia ihmista tai luontoa koskevia ilmi6itd kahden tai useam-
man tutkimuskohteen avulla. Vertailevassa tutkimuksessa tuodaan esille tutki-

muksen kohteena olevien asioiden valisia eroja. (Vilkka 2007, 21, 51.)

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan tarkastella reliabiliteetin ja validiteetin avul-
la. Reliabiliteetilla tarkoitetaan mittaustulosten toistettavuutta eli mittauksen ky-
kya antaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. Tutkimuksen voidaan sanoa olevan reli-
aabeli, jos esimerkiksi kaksi tutkijaa paatyvat samaan lopputulokseen. Validitee-
tilla voidaan kuvata tutkimuksen kykya mitata juuri sita, mita alun perin oli tarkoi-

tuskin mitata. (Hirsjarvi, Remes & Sajavaara 2008, 226.)
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Opinnaytetydmme tutkittava aineisto saadaan empiirisen tutkimuksen avulla
maarittdmalla hematopoeettisten kantasolujen méaardd Sysmex XE-5000™ -
soluautomaatilla ja FACSCalibur™-virtaussytometrilla. Tutkimuksen perusjouk-
kona ovat kaikki Laboratoriokeskuksen hematologian laboratorioon saapuvat
naytteet, joista on pyydetty kantasolumaaritys (B-SC). Otos koostuu tietylla ai-
kavalilla maaritettavistd naytteistd. Hematopoeettisia kantasoluja méaéaritetaan
kahdella analysaattorilla ja tuloksia vertaillaan keskendan. Tuloksia kasitelladn
tilastollisesti ja havainnollistetaan taulukoin ja kuvioin. N&in ollen opinnayte-
tydomme voidaan sanoa kuuluvan empiirisen ja vertailevan tutkimuksen piiriin,

jolla on kvantitatiivinen tutkimusote.
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8 TUTKIMUKSEN LAHTOKOHDAT JA TOTEUTUS

Opinnaytetyon aihe saatiin Pirkanmaan sairaanhoitopiirin Laboratoriokeskuksel-
ta hematologian laboratoriosta laboratoriohoitaja Pirkko Sirolta syyskuussa
2009. Opinnaytetyoprosessi alkoi syyskuussa 2009 tiedonhaulla ja opinnayte-
tyosuunnitelmalla, joka saatiin valmiiksi marraskuussa 2009. Sopimus opinnay-
tetydsta kirjoitettiin joulukuussa 2009 ja tutkimuslupa saatiin Laboratoriokeskuk-

sen henkildasiain p&allikko Eija Salo-Lievoselta 22.12.2009.

Tutustuaksemme opinnadytetybn aiheeseen ja vertailussa kaytettaviin laitteisiin
kavimme vierailulla laboratorion tiloissa lokakuussa 2009. Maaliskuussa ja huh-
tikuussa 2010 tutustuimme kantasolutoimintaan seuraamalla kantasolutuotteen
kasittelyd kantasolulaboratoriossa sekéa kantasolusiirteen palauttamista potilaal-

le osastolla.

Laboratoriokeskuksen FACSCalibur™ -virtaussytometrilla ja Sysmex XE-5000™
-soluautomaatilla tydskentelevat laboratoriohoitajat alkoivat kerdtd kantasolu-
maaritysten tuloksia opinnaytetyota varten marraskuussa 2009. Tuloksia kerat-
tiin huhtikuun loppuun 2010, jotta otoskoko olisi mahdollisimman suuri tilastollis-
ta kasittelya varten. Lopulliseksi otoskooksi muodostui 51 naytetta. Otos sisalsi
vain ne naytteet, joista oli tulos sekda FACSCalibur™-virtaussytometrilta etta
Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilta. Laboratoriokeskuksessa kantasolumaari-
tysta ei tehda FACSCalibur™-virtaussytometrilla leukosyyttiarvon ollessa aikui-
silla alle 1 x 10%I ja lapsilla alle 0,8 x 10%I. Téllaisissa tilanteissa naytteita oli
kuitenkin maaritetty Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla, tosin naita tuloksia ei
voitu hyddyntaa vertailussa virtaussytometrin tuloksen puuttuessa. Yhteensa
tallaisia naytteita oli 14 kappaletta. Lisaksi kuuden naytteen kohdalla Sysmex
XE-5000™ -soluautomaatin kantasolutulos puuttui potilastulosteesta, mika pie-

nensi otoskokoa.

Hematologian laboratorioon tulee CD34-méaarityksia suhteellisen harvoin. Tasta
syysta emme voineet itse osallistua maaritysten tekoon, vaan laitteilla tyésken-
televat perehdytyksen saaneet laboratoriohoitajat maarittivat naytteet ja kerasi-

vat potilastulosteet kansioihin. Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin vastuuhoita-
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ja llkka Kaakkolahti laati soluautomaatilla tyGskenteleville laboratoriohoitajille
ohjeistuksen (liite 4) kantasoluméaarityksesta ja -tulosten keraamisesta, jota tuli
noudattaa. Maarityksiin ei tarvittu ylimaaraista nayteputkea, jolloin erillista lupaa
ei tarvittu. Maaritykset suoritettiin ensin Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla
kolmena rinnakkaisena mittauksena ja valittomasti taman jalkeen FACSCali-
bur™-virtaussytometrilla yhtena kertamittauksena.

FACSCalibur™-virtaussytometrilla potilasnaytteen rinnalla maaritettiin aina ne-
gatiivinen kontrolli, jonka tarkoitus on tunnistaa CD34-vasta-aineen epaspesifi-
nen sitoutuminen. FACSCalibur™-virtaussytometrilla maaritettiin lisaksi matalan
ja korkean tason positiiviset kontrollit niind viikkoina, joille oli suunniteltu kan-
tasolukerays. Kaakkolahden (2010) mukaan Sysmex XE-5000™ -
soluautomaatille ei ole olemassa omaa HPC-kontrollia, silla menetelma ei ole
kaytossa. Paivittdin maaritetaan kuitenkin laitteen oma kontrolli E-CHECK (XE)
ja neljan tunnin valein B-Trol Plus 1 Control. (Kaakkolahti 2010.) Nailla kontrol-

leilla varmistettiin laitteen kokonaisvaltainen toimivuus.

Kantasolumaaritysten tulokset luettiin potilastulosteista erityista huolellisuutta
noudattaen. Kummatkin opinnaytetyon tekijat varmistivat oikean naytenumeron
ja maarityksen paivamaaran tuloksia kirjatessa. Tulokset kirjattiin potilastulos-
teista taulukkoon (liite 5), josta tulokset siirrettin Microsoft® Office Excel -
taulukkoon. Potilastulokset numeroitiin  taulukkoon juoksevilla numeroilla
anonymiteetin sailyttamiseksi. Henkil6tietoja sisaltavia potilastulosteita ei viety

missaan vaiheessa laboratorion ulkopuolelle.
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9 TULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Tutkimusaineisto koostuu 51 naytteen tuloksista (lite 5), joista on tehty perifee-
risen veren kantasolumaaritys seka FACSCalibur™-virtaussytometrilla etta
Sysmex XE-5000™ -soluautomaatilla. Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin rin-
nakkaisista tuloksista laskettiin keskiarvot, joita kaytettiin tulosten vertailussa.
Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti ilmoittaa HPC-tulokset yksikdssa 103/pl,
kun taas FACSCalibur™-virtaussytometrilla CD34-tulokset ilmoitetaan yksikos-
sa 10%/I. Tulosten vertailun helpottamiseksi Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin
tulokset muunnettiin samaan muotoon FACSCalibur™-virtaussytometrin tulos-
ten kanssa. Tuloksia on kasitelty Microsoft® Office Excel -ohjelmassa tilastolli-
sen analyysin suorittamiseksi ja niitd on havainnollistettu kuvioiden avulla. Tilas-
tollisessa analyysissa on kaytetty korrelaatiokerrointa ja regressiosuoraa lineaa-

risen riippuvuuden toteamiseen.

9.1 Tutkimusaineiston analyysimenetelmat

Tilastollista riippuvuutta voidaan tarkastella hajontakuvion avulla, jossa havain-
toarvot piirretdén koordinaatistoon. TallGin toinen muuttuja on koordinaatistossa
x-akselilla ja toinen y-akselilla. Havaintopisteiden sijainnin perusteella voidaan
paatelld, esiintyykd arvoissa sddnndénmukaisuutta vai ovatko pisteet koordinaa-
tistossa taysin satunnaisesti. (Karjalainen 2004, 105.) Korrelaatiokertoimen
avulla voidaan selvittdd kahden muuttujan valista lineaarista riippuvuutta. Korre-
laatiokertoimesta puhuttaessa tarkoitetaan useimmiten Pearsonin korrelaa-
tiokerrointa, r. Korrelaatiokertoimen arvo vaihtelee — 1:n ja 1:n valilla. (Heikkila
2008, 90 — 91.) Korrelaatiokertoimen ollessa > 0 kahden muuttujan valilla on
positiivinen korrelaatio. Tall6in toisen muuttujan arvon kasvaessa toinenkin kas-
vaa. Negatiivisessa korrelaatiossa toisen muuttujan arvon kasvaessa toinen
pienenee. Talléin korrelaatiokerroin on < 0. Kun lineaarista riippuvuutta ei ole,
korrelaatiokertoimen arvo on 0. Korrelaatiokerrointa voidaan tulkita siten, etta
vahvassa korrelaatiossa korrelaatiokerroin on = 0,8, kohtalaisessa 0,3 <r < 0,8
ja heikossa < 0,3. (Ernvall ym. 2002, 78; Heikkila 2008, 91.)
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Jos havaintopisteet sijaitsevat saannénmukaisesti koordinaatistossa ja riippu-
vuus on lineaarista, voidaan havaintopisteiden valiin piirtaa suora. Tallaista suo-
raa sanotaan regressiosuoraksi, ja se voidaan piirtdd samaan koordinaatistoon
hajontakuvion kanssa. Suoran yhtadlé on ensimmaisen asteen yhtald, joka voi-

daan kirjoittaa muotoon y = a + bx. (Karjalainen 2004, 116.)

9.2 Tulokset

Tuloksista (n = 51) on muodostettu hajontakuvio, johon on merkitty FACSCali-
bur™-virtaussytometrin (y-akselilla) ja Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin (x-
akselilla) antamat tulokset havaintopisteind. Kuviosta 6 nahdaan, ettd havainto-
pisteet sijoittuvat melko sdanndnmukaisesti koordinaatistossa muutamaa pistet-
td lukuun ottamatta. Taten riippuvuuden voidaan sanoa olevan lineaarista. Ha-
vaintoarvoista laskettu korrelaatiokerroin (r = 0,70) osoittaa korrelaation olevan
kohtalaista. Koordinaatistoon on piirretty lineaarisuutta osoittamaan regres-

siosuora, josta voidaan nahda havaintopisteiden sijainti suoraan nahden.

y =0,6139x + 14,005 r=0,70

180
160
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100
80 *
60
40
20

(n=51)

FACSCalibur™ (CD34) 10%/I

0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Sysmex XE-5000™ (HPC) 10¢/I

KUVIO 6. Tuloksista muodostettu hajontakuvio ja regressiosuora.

Kuviossa 7 sivulla 42 tulokset on esitetty havaintopareina, joista on muodostettu

pylvasdiagrammi. Parit on jarjestetty CD34-tuloksen mukaan suuruusjarjestyk-
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seen. Kuvion tulkitsemisen helpottamiseksi kuviosta on poistettu nelja paria,
joissa kumpikin laite antoi tulokseksi 0,0 x 10%/I. Kuviosta ndhdaan, ettd FACS-
Calibur™-virtaussytometrin tulosten ollessa noin alle 30 x 10/ Sysmex XE-
5000™ -soluautomaatti antaa lahes poikkeuksetta matalampia tuloksia. FACS-
Calibur™-virtaussytometrin yli 30 x 10%I tuloksilla Sysmex XE-5000™ -
soluautomaatin tulokset ovat suurimmassa osassa huomattavasti korkeampia,
tosin kuudessa tapauksessa FACSCalibur™-virtaussytometri antaa lahes kak-
sinkertaisia arvoja verrattuna Sysmex XE-5000™ -soluautomaattiin. Mukana on
kuitenkin myds naytteita, joiden arvot ovat lahes yhtenevaisia kummallakin lait-

teella mitattuna.

Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin antaessa tuloksen 0,0 x 10/ voi tulos
FACSCalibur™-virtaussytometrilla maaritettyna olla jopa lahella 20 x 10°/, jota
pidetddn kantasolukerdyksen aloitusrajana. Tallaisia eroja oli tosin vain kahdes-
sa tapauksessa. FACSCalibur™-virtaussytometrin antaessa tuloksen 0,0 x 10°/I
on my6s Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin antama tulos ollut aina 0,0 x
10°/1.

10° B FACSCalibur (CD34) 105/  ® Sysmex (HPC) 10°/1 (n=47)
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KUVIO 7. Havaintopareista muodostettu pylvasdiagrammi FACSCalibur™-

virtaussytometrin antaman tuloksen mukaan..

Kuvioissa 8 ja 9 sivulla 43 tuloksia on tarkasteltu jakamalla tulokset kahteen

ryhméan FACSCalibur™-virtaussytometrin antaman tuloksen mukaan. Rajaksi
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on asetettu 30 x 10°/, koska tata korkeammilla arvoilla laitteiden antamien tu-
losten véliset erot ovat selvemmin nahtavissa. Taman voi havaita kuviossa 7.
Tuloksista on muodostettu hajontakuvio ja regressiosuora seka laskettu korre-
laatiokerroin. FACSCalibur™-virtaussytometrin antamilla tuloksilla alle 30 x 109/l
(n = 30) korrelaatiokerroin on 0,73, kun taas tuloksilla yli 30 x 10%/ (n = 21) vain
0,27. Tutkittujen naytteiden osalta tuloksilla alle 30 x 10/l korrelaation voidaan

sanoa olevan kohtalaista ja tuloksilla yli 30 x 10%/I heikkoa.

y = 0,7635x + 4,1824 r=0,73
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Sysmex XE-5000™ (HPC) 104/l

KUVIO 8. Hajontakuvio ja regressiosuora FACSCalibur™-virtaussytometrin an-

taessa tuloksen alle 30 x 10°/1.
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KUVIO 9. Hajontakuvio ja regressiosuora FACSCalibur™-virtaussytometrin an-

taessa tuloksen yli 30 x 10°/I.
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9.3 Johtopaatokset

Saatujen tulosten perusteella voidaan todeta, etta korrelaatio on kohtalaista (r =
0,70), kun otetaan huomioon kaikki tulokset (n = 51). Aikaisemmin tehtyihin vas-
taaviin tutkimuksiin verrattuna saamamme korrelaatiokerroin on samansuuntai-
nen. Esimerkiksi Padmanabhanin ym. (2009) tutkimuksessa korrelaatiokertoi-
meksi saatiin 0,74 otoskoon ollessa 60 naytettd. Letestu ym. (2007) saivat 157
naytteella korrelaatiokertoimeksi 0,74 ja Yang ym. (2009) 161 naytteella korre-
laatiokertoimeksi 0,50. Lefrére ym. (2007) saivat 221 naytteella korrelaatioker-
toimeksi 0,54. Rintalan (2007) opinnaytetydssa korrelaatiokerroin oli 20 nayt-
teella 0,77. Edella mainitut aikaisemmat tutkimukset oli tehty vertaamalla
FACSCalibur™-virtaussytometrin ja Sysmex XE-2100™ -soluautomaatin tulok-

sia.

Kun tulokset on jaettu kahteen ryhmaan, FACSCalibur™-virtaussytometrin tu-
loksilla alle 30 x 10/l korrelaatio on parempi (r = 0,73) kuin otettaessa huomi-
oon kaikki tulokset. Yli 30 x 10%/I tuloksilla korrelaatio laskee merkittavasti (r =
0,27), ja sen voidaan sanoa olevan heikkoa. FACSCalibur™-virtaussytometrilla
kantasolukeréayksen aloitusrajana TAYS:ssa pidetaan yleisesti CD34-arvoa 20 x
10°%/Il. Taman vuoksi tuloksilla alle 30 x 10°/ voidaan sanoa olevan enemman

merkitysta laitteiden antamien tulosten vertailussa.

Kaikki tulokset huomioon ottaen korrelaatiokerroin on kohtalainen, mutta tulos-
ten joukossa on kaksi tapausta, joissa Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti an-
taa tuloksen 0,0 x 10%/l ja FACSCalibur™-virtaussytometri lahelle kantasoluke-
rayksen aloitusrajaa 20 x 10%/1. Sysmex XE-5000™ -soluautomaattia ei ollut
alun perinkaan tarkoitus kayttéaa ainoana laitteena kantasolumaarityksissa, vaan
osoittamaan kantasolujen mahdollinen nousu perifeerisessa veressa. Sysmex
XE-5000™ -soluautomaatin osoittaessa kantasoluméaaran nousua perifeerises-
sa veressa olisi maara tarkastettu viela FACSCalibur™-virtaussytometrilla.
Edellda mainituissa kahdessa tapauksessa maaritysta ei olisi enaa tehty FACS-
Calibur™-virtaussytometrilla, koska Sysmex XE-5000™ -soluautomaatti antoi

tuloksen 0,0 x 10%/1, eika nain ollen osoittanut kantasoluma&aran nousua.
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Lefréren ym. (2007) ja Letestun ym. (2007) mukaan Sysmex XE-2100™ -
soluautomaatin HPC-maaritys voisi olla luotettava keraysajankohdan maaritta-
miseen, jos potilaan kantasolumaara on korkea. Matalat HPC-tulokset tulisi kui-
tenkin varmistaa virtaussytometrin CD34-madarityksella. Lefréren ym. (2007)
mukaan HPC-tulos on syyta varmistaa virtaussytometrisesti, jos tulos on alle 1 x
10°%/1. Erityisesti tulos tulisi varmistaa, jos se on 0,0 x 10%I. T4ssa opinnayte-
tyossa paadyttin my6és samaan huomioon, ettda Sysmex XE-5000™ -
soluautomaatin HPC-tulokset 0,0 x 10%1 eivat ole luotettavia. Laboratoriokes-
kuksessa oli tarkoitus saada selville, voidaanko kantasolum&aran nousun alka-
minen havaita Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin HPC-mé&éarityksen avulla.
Kiinnostuksen kohteina olivat erityisesti matalat kantasolumaarat ja tulokset,
joissa kantasoluja ei viela havaittu perifeerisessa veressa. Edella mainitut tutki-

mukset tukevat my6s tdman opinnadytetydn paatelmia.

Mobilisaatiohoidon jalkeen kantasolut ovat koholla perifeerisessé veressa vain
muutaman paivan ajan, mikd tekee kantasolumaarityksesta tarkean potilaan
jatkohoidon kannalta. Maaritysmenetelman taytyy tasta syysta olla erittain luo-
tettava. Pelliniemen (2010) mukaan potilaan kannalta epaluotettava kantasolu-
tulos voisi olla kohtalokas rankkojen solunsalpaajahoitojen jalkeen, jos kan-
tasolujen méaaran nousu perifeerisessad veressa jdd huomaamatta. Tallaisten
yksittaisten tapausten vuoksi Sysmex XE-5000™ -soluautomaattia ei voida al-
kaa kayttdada taman tutkimuksen perusteella kantasolukerdayksen ajankohdan
maarittamiseen, vaikka maaritysmenetelma sinénsa olisi ideaalinen paivystys-

aikaiseen kayttoon. (Pelliniemi 2010.)
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10 POHDINTA

Opinnaytetyon tehtavana oli selvittaa, onko FACSCalibur™-virtaussytometrin ja
Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin antamissa kantasolutuloksissa eroja. Li-
séksi tehtavana oli selvittdd, miten laitteiden antamat kantasolutulokset mahdol-
lisesti eroavat. Tehtavana oli myds selvittdd Kkirjallisuuden avulla CD34-
positiivisten hematopoeettisten kantasolujen toimintaa ja merkitysta seka niiden
kayttoa pahanlaatuisten sairauksien tukihoitona. Opinnaytetyd oli luonteeltaan
kokeellinen ja vertaileva tutkimus, mink& vuoksi oli tirkeda myds selvittaa ver-

tailussa kaytettavien laitteiden maaritys- ja toimintaperiaatteet.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli vertailla FACSCalibur™-virtaussytometrin ja
Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin kantasolujen maaritystuloksia, kasitella
tuloksia tilastollisin menetelmin ja havainnollistaa niita graafisesti. Vertailtavista
tuloksista laskettiin korrelaatiokertoimet, piirrettiin regressiosuora seka pylvas-
diagrammi havainnollistamaan laitteiden antamien tulosten vélisid eroavaisuuk-
sia. Opinnaytetytn tavoitteena oli kehittdd Laboratoriokeskuksen hematologian

laboratorion toimintaa CD34-positiivisten kantasolujen maaritysten osalta.

Kaikista tuloksista (n = 51) laskettu korrelaatiokerroin r oli 0,70 ollen kohtalai-
nen. Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin ja FACSCalibur™-virtaussytometrin
tulokset jaettiin kahteen ryhmaan FACSCalibur™-virtaussytometrin tuloksen
perusteella, ja niistd laskettiin erikseen korrelaatiokertoimet. FACSCalibur™-
virtaussytometrin tuloksilla alle 30 x 10°%1 korrelaatio oli kohtalaista (r = 0,73),
mutta hieman korkeampaa kuin kaikki tulokset mukaan ottaen. Tuloksilla yli 30
x 10/ korrelaatio oli heikkoa (r = 0,27). Tuloksilla alle 30 x 10%I oli kuitenkin
enemman merkitystd, silla kantasolukerdayksen aloitusrajana pidetadn 20 x
10°/1.

Suhteellisen korkea korrelaatiokerroin kaikista tuloksista laskettuna ei kuiten-
kaan tarkoita sita, etta Sysmex XE-5000™ -soluautomaattia voitaisiin alkaa nail-
l& perusteilla kayttad kantasolumaarityksiin Laboratoriokeskuksessa. Tutkimuk-
sissa, joissa tutkimuskohteena ovat potilaat, on huomioitava myo6s yksittaiset

tulokset ja niiden merkitys potilaan hoidon kannalta. Tassa tutkimuksessa taytyy
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huomiota kiinnittaa kahteen Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin antamaan tu-
lokseen, joissa olisi tehty vaara hoitopaatos kantasolukerdyksen suhteen. Kan-
tasolujen maaran nousu perifeerisessa veressa olisi jaanyt huomaamatta, jos
Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin HPC-tulokseen 0,0 x 10%1 olisi luotettu.
FACSCalibur™-virtaussytometrilla maaritettynd tulos oli kuitenkin l&hella kan-
tasolujen keraysrajaa 20 x 10%/1. Nainkin pienella otoskoolla téllaisten tapausten
esiintyminen on merkittdvad. Otoskoon kasvattaminen lisaisi oletettavasti nai-
den tapausten maaréda. Tallaisia poikkeamia ei saa maaritysmenetelmassa
esiintyd, koska kyseessa on ainutkertainen hoitomuoto, joka mahdollisesti pi-

dent&a potilaan elinikaa merkittavasti.

Opinnaytetyon luotettavuutta eli reliabiliteettia lisési vertailtavilla laitteilla tyos-
kentelevien laboratoriohoitajien ammattitaitoisuus ja omalta osaltamme tulosten
huolellinen kirjaaminen ja siirtdminen jokaisessa tyovaiheessa. Sysmex XE-
5000™ -soluautomaatin osalta luotettavuutta lisasi naytteiden maarittaminen
kolmena rinnakkaismaarityksend. Laitteilla maaritettavat kontrollit varmistivat
niiden toimivuuden, mikd myds tekee tutkimuksesta luotettavan. Myds muiden
tutkijoiden paatyminen samansuuntaisiin tuloksiin lisdd opinnaytetyon luotetta-
vuutta. Opinnaytetydn luotettavuutta heikensi suhteellisen pieni otoskoko. Tilas-
tollisen tutkimuksen alarajana pidetdédn 100 naytetta, kun tassa opinnaytetytssa
lukumaara oli 51. Suuremman otoskoon saaminen ei olisi ollut mahdollista
opinnaytetyohon varatun ajan puitteissa, silla kantasolunaytteita saapuu labora-
torioon melko harvoin. Opinnaytetyon validiteetin voidaan sanoa olevan hyva,

silla tutkimus on raportoitu siten, etta se olisi toistettavissa.

Koimme opinnaytetyon aloittamisen hankalaksi, silla meilla ei ollut juuri lainkaan
etukateistietoa kantasolusiirroista ja laitteiden toimintaperiaatteista. Lisaksi naita
asioita kasitteleva materiaali oli paaosin englanninkielista. Teoriatietoon pereh-
tymista helpotti kuitenkin Laboratoriokeskuksen kantasolulaboratorioon ja sen
toimintaan tutustuminen. Opinndytetyon edetessa teoriatiedon hakeminen hel-
pottui kasitteiden tultua tutuksi. Omina tavoitteinamme opinnaytetyssa oli lisata
tiethmystamme autologisista kantasolusiirroista ja koko kantasoluhoitoproses-
sista keraysajankohdan maarittamisestd kantasolusiirtoon. Saavutimme omat
tavoitteemme hyvin, ja tietamyksemme lisaantyi myds muilla opinnaytetyéhon

liittyvill& osa-alueilla.
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Olemme pyrkineet kayttamaan opinnaytetydssamme monipuolista ja ajantasais-
ta lahdemateriaalia. LAhdemateriaalina olemme kayttaneet hematologian perus-
teoksia, joista suurin osa on englanninkielisia. Aiheeseen liittyvia artikkeleita oli
paljon saatavilla sekd suomen- ettéa englanninkielisina. Aikaisempia aiheeseen
liittyvia tutkimuksia olemme hyddyntaneet erityisesti opinnaytetyon tulososiossa.
Maaritysmenetelmien periaatteista saimme tietoa laitevalmistajien ohjekirjoista,
esitteista ja tuoteselosteista. Laboratoriokeskuksen ja TAYS:n kantasolukaytan-
ndista saimme tietoa toiminta- ja tydohjeista seka Pirkanmaan sairaanhoitopiirin
julkaisuista. Opinnaytetyoprosessin aikana olemme kehittyneet kriittisina tie-
donhakijoina. Erityisesti kynnys kayttdd englanninkielistd materiaalia on madal-

tunut huomattavasti.

Jatkotutkimusaiheeksi ehdottaisimme tutkimuksen suorittamista suuremmalla
otoskoolla, jotta tilastollisten paatelmien teko olisi luotettavampaa. Liséaksi tutki-
muksessa voitaisiin huomioida potilaan kokonaisleukosyyttiarvo ja diagnoosi, ja

tutkia niiden vaikutusta Sysmex XE-5000™ -soluautomaatin HPC-tuloksiin.

Koimme opinnaytetydn aiheen mielenkiintoiseksi, ja opinnaytetydmme tyoela-
malahtoisyys lisasi entisestddn mielenkiintoamme opinnaytety6ta kohtaan. Ko-
keellinen ja vertaileva opinnaytetyd tuntui meistd alusta alkaen mielekkaalta,
mika myo6s vaikutti aihevalintaan. Opinnaytetydn luonteen vuoksi emme voineet
itse tehda kantasolumaarityksia, mika hieman harmitti tyon alkuvaiheessa. Kay-
tannon syista tdma ei olisi ollut mahdollista. Lopuksi haluamme kiittda Laborato-
riokeskuksen hematologian laboratorion seka automaatiorynméan henkilokuntaa

yhteisty6sta opinnaytetydprosessin aikana.
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LIITE 2
FACSCalibur™-VIRTAUSSYTOMETRIN ESIMERKKITULOSTE
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LIITE 3

SYSMEX XE-5000™ -SOLUAUTOMAATIN ESIMERKKITULOSTE

Sample No.: H
Patient ID:
Name:
Comments:
Positive
Morph.

WBC & 24.49
RBC 3.43
HGB 107
HCT 0.300
MCV 87.5
MCH 31.2
MCHC 357
PLT 101
RDW-SD 43.4
RDW-CV 13.7
PDW 14.5
MPV 11.4
P-LCR 3538
PCT 0.12
NEUT 21.03
LYMP& 1.12
MONO 1.77
EO 0.07
BASO 0.50
NRBC 0.14
RET 2.55
IRF 37.8
LFR 62.2
MFR 26.8
HFR 11.0
RET-He 27.3
IPF 4.4

* % * ¥ * 1

1 1 LI

1079/L]
10M2/1]
g/L]
LAL]

1079/L]
1079/L]
107Q/L]
1079/L]
1079/L]
1079/L]

pg]

0]

Rack:

Ward:

[/100WBC]
[10%9/L]

IG * [10°9/L 18.2 * [%]
PC# 0.169 [1073/uL

WBC-BF
RBC-BF
MN

PMN

103/uL]
1076/uL]
10°3/uL]
1073/uL]

WBC IP Message(s)

Blasts?

Immature Gran?
Left Shift?

[%]
(%]

FSC

Tube: 0

RBC

LA

Birth:

Sex:
Inst.ID: XE-5000-1

WBC/BASO

w

F5C

PLT

i\

RBC/RET IP Message(s)

PLT IP Message(s)
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LIITE 4

OHJEISTUS SYSMEX XE-5000™ -SOLUAUTOMAATILLA TEHTAVIIN HPC-

MAARITYKSIIN

KANTASOLUSIIRTOPOTILAIDEN HPC-MAARITYS SYSMEXILLA

Syksyn ja kevaan aikana testataan hematopoeettisten kantasolujen (HPC) méaaritysté
XE-5000 laitteilla rinnan virtaussytometrin kanssa. Opiskelijat tekevat menetelmé-
vertailusta opinndytetyon. Siirtopotilaita on 1-2 kpl per viikko. Naytteita potilaista tulee
useampana perattdisena aamuna.

Maaritys tehd&én potilaan B-SC -naytteesté (tai samaan aikaan otetusta B-TVK tai
L-MNS -naytteesta) kayttden tunnisteena B-SC:n ndytenumeroa. Naytteesta tehd&an
kolme rinnakkaismaéritystd. Huomioi, ettd naytetta jaa riittavasti virtaussytometria
varten (1 ml). Jokaisesta méaarityksesté tulostetaan Report for Lab. Use Only(O)-printti,
jotka (3 kpl) talletetaan tydpisteessé olevaan kansioon (HPC-TULOKSET XE-5000 /
FLOW Laitevertailu).

SUORITUS:

Tee maaritykset aina XE-1 laitteella, jos se on kunnossa.
Tee maaritys heti aamuvuoron alussa, elleivat yokét ole ehtineet ajaa naytetta.
Toimita B-SC-nayte maarityksen jalkeen viipymaétta virtaussytometrille.

Paina XE-5000 laitteen LCD néytén Manual painiketta.

Siirry nuoli alaspain painikkeella vasemman alareunan kohtaan Sample.
Valitse nuoli oikealle painikkeella kohta 2:HPC.

Vabhvista valinnat painikkeella Enter.

ool

Tarkasta, ettd LCD-ndyton vasempaan ylakulmaan tulee teksti HPC-Manual.
Laite suorittaa IMI-kanavan pesun. Kun laite on Ready-tilassa, naytteen voi ajaa.

5. Lue B-SC:n naytenumero viivakoodilukijalla ja aja nayte avosyéton kautta.
Toista tama kolme kertaa. (Tarvittaessa: ndytenumeron anto manuaalisesti:
Paina LCD-naytén Manual-painiketta, syété ndytenumero ja paina Enter.)
Tulosta IPU:Ita Report for Lab. Use Only(O)-printti kustakin ajosta.

Talleta printit tydpisteessa olevaan kansioon. Kirjaa naytteen tiedot kansion
lomakkeille kansiossa olevan ohjeen mukaan.

N

Tulokset ensimmaisisté naytteista ovat yleensa matalia usein jopa nollia. Tallgin tuloksen
laatu on [10*3/uL] esim. HPC# 0.000 [103/uL]. Luuytimen elpyessa kantasoluja ilmestyy
perifeeriseen vereen mitattavia méaaria. Talloin tuloksen laatu voi muuttua muotoon
[10%9/L] esim. HPC# 0.081 [1079/L] tai HPC# 0.198 [10*9/L]. Katso esimerkit!

Huom! Muista palauttaa XE-5000:n manuaalisy6ton Sample-kohdan
asetukseksi 1: Manual

Lisatietoja maarityksestéa voi kysya:

XE-5000 / Riikka Rontu / Merita Mikkola / llkka Kaakkolahti
Virtaussytometria / Riitta Kemppi

Erikoishematologia / Pirkko Siro
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LIITE 5: 1 (2)

TULOSTAULUKKO

SYSMEX XE-5000™ SYSMEX |SYSMEX |FACSCalibur™

(HPC) keskiarvo |keskiarvo | (CD34)

103/pl 103/pl 10¢/I 10¢/1
1. 0,031 0,031 0,031 0,031 31,0 40,1
2. 0,081 0,067 0,091 0,080 80,0 74,7
3. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,0
4. 0,001 0,000 0,000 0,000 0,0 14,5
5. 0,033 0,023 0,021 0,026 26,0 153,1
6. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,1
7. 0,014 0,011 0,009 0,011 11,0 2,5
8. 0,112 0,144 0,142 0,133 133,0 111,3
9. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,1
10. 0,002 0,004 0,001 0,002 2,0 2,5
11. 0,032 0,032 0,049 0,038 38,0 28,4
12. 0,082 0,060 0,075 0,072 72,0 52,0
13. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,0
14. 0,002 0,004 0,002 0,003 3,0 8,0
15. 0,060 0,074 0,049 0,061 61,0 44,4
16. 0,094 0,095 0,091 0,093 93,0 52,1
17. 0,071 0,080 0,100 0,084 84,0 53,3
18. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,0
19. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,1
20. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 15
21. 0,012 0,014 0,021 0,016 16,0 30,2
22. 0,049 0,074 0,112 0,078 78,0 54,4
23. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,1
24. 0,004 0,001 0,000 0,002 2,0 17,0
25. 0,145 0,122 0,124 0,130 130,0 83,0
26. 0,009 0,011 0,014 0,011 11,0 11,7
27. 0,006 0,007 0,007 0,007 7,0 8,7
28. 0,014 0,012 0,011 0,012 12,0 64,5
29. 0,075 0,073 0,086 0,078 78,0 1319
30. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,2
31. 0,000 0,000 0,000 0,000 0,0 0,4
32. 0,012 0,015 0,011 0,013 13,0 14,1
33. 0,006 0,004 0,005 0,005 5,0 11,7
34. 0,068 0,074 0,065 0,069 69,0 61,0
35. 0,164 0,169 0,181 0,171 171,0 70,8
36. 0,012 0,009 0,018 0,013 13,0 60,8
37. 0,000 0,001 0,000 0,000 0,0 17,8

(jatkuu)
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LIITE 5: 2 (2)

SYSMEX XE-5000™ SYSMEX |SYSMEX |FACSCalibur™

(HPC) keskiarvo |keskiarvo |(CD34)

103/pl 103/pl 10%/I 10¢/1
38. 0,064| 0,044| 0,049 0,052 52,0 64,0
39. 0,007| 0,004| 0,002 0,004 4,0 21,7
40. 0,025| 0,039| 0,032 0,032 32,0 56,5
41. 0,048 0,048| 0,048 0,048 48,0 36,0
42. 0,016| 0,015| 0,011 0,014 14,0 27,6
43. 0,020 0,027| 0,027 0,025 25,0 30,6
44, 0,027 0,027| 0,015 0,023 23,0 22,8
45. 0,009| 0,012 0,007 0,009 9,0 8,8
46. 0,005| 0,006| 0,007 0,006 6,0 13,7
47. 0,018| 0,025| 0,021 0,021 21,0 20,2
48. 0,000 0,000| 0,000 0,000 0,0 0,1
49, 0,000 0,000| 0,000 0,000 0,0 0,0
50. 0,000| 0,000| 0,000 0,000 0,0 0,2
51. 0,014| 0,016| 0,017 0,016 16,0 49,2




