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HEMATOLOGISET SIVELYVALMISTEET

Paaasiassa valkosolujen erittelylaskenta tehdaan automaattisella verenkuva-analysaattorilla.
Analysaattori ei kuitenkaan tunnista poikkeavia verenkuvamuutoksia. Talldin verinaytteesta
taytyy tehda sivelyvalmiste, jota tutkitaan mikroskoopilla. Sivelyvalmiste on aluslasille ohuesti
sivelty verinayte. Mikroskooppinen erittelylaskenta on ainoa luotettava ja ensiarvoisen tarkea
keino tunnistaa verenkuvamuutokset kuten solujen nuoruusmuodot, patologiset |6ydokset ja
reaktiiviset lymfosyytit.

Taman opinnaytetydn tavoitteena oli tukea ja edistaa Turun ammattikorkeakoulun bioanayytikko-
opiskelijoiden oppimista hematologisten sivelyvalmisteiden mikroskopoinnissa ja verisolujen
tunnistamisessa. Opinnaytetyon tarkoituksena oli tehda oppimateriaalia Kkliinisen hematologian
opintojakson laboraatioihin.

Hematologisten sivelyvalmisteiden valmistus suoritettiin kesalla 2019. Potilasnaytteet kerattiin
Turun yliopistollisen keskussairaalan kliinisen hematologian laboratorion osastolta. Aineistoksi
kerattiin potilasnaytteitd, joissa oli poikkeavia verenkuvamuutoksia. Naytteistd valmistettiin
sivelyvalmisteet, jotka varjattiin ja paallystettiin peitinlasilla.

Aineistoksi kerattiin naytteet, joissa oli akuutti myelooinen leukemia (AML), karvasoluleukemia,
krooninen lymfaattinen leukemia (KLL), reaktiviisia lymfosyytteja seka granulosyyttisarjan
nuoruusmuotoja.
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HEMATOLOGICAL BLOOD SMEARS

A white blood cell differential counting is usually made with the automated analyzer. However,
the automated analyzer is not able to identify abnormal blood cells. At this point the blood smear
must be prepared from the blood sample and that smear is examined via microscope. Blood
smear is a sample which is smeared thinly on the slide. Manual microscopic differential counting
is only reliable and the most essential method used with identification of transitions in blood count
for example immature cells, pathological discoveries and reactive lymphocytes.

The aim of this bachelor’'s thesis is to support and advance learning of biomedical laboratory
scientist students in microscoping and examination of the blood cells from hematological blood
smears. The objective of this thesis is to produce learning material for classes of clinical
hematology.

The preparation of hematological blood smears was accomplished in summer 2019. The
specimen material was collected via the clinical hematology laboratory of the Turku University
Hospital. The material was from the patients which had abnormal blood count. Samples were
prepared into blood smears which was also stained and covered with slip.

The specimen material was collected from the samples which included acute myeloid leucemia
(AML), hairy cell leucemia, chronic lymphocytic leukemia (KLL), reactive lymphocytes and
immature granulocyte cells.
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1 JOHDANTO

Verenkuva eli perifeerisen veren solujen laskenta on tarked ja yleinen
hematologinen tutkimus kliinisessa laboratoriossa (Savolainen 2010). Toisinaan
tutkimuksen taydentamiseksi on tarkeaa tehda leukosyyttien erittelylaskenta el
diffi, josta selviad valkosolujen suhteelliset prosenttiosuudet ja absoluuttiset
maarat. Tavallisesti tama valkosoluerittely tehdaan automaattisella verenkuva-
analysaattorilla. Analysaattori on luotettava, mutta pystyy tunnistamaan vain
normaalit verisolut, eika esimerkiksi solujen nuoruusmuotoja tai patologisia
|0ydoksia. Talldin nayte taytyy mikroskopoida manuaalisesti verinaytteesta
tehdysta sivelyvalmisteesta. Luotettava leukosyyttien mikroskopointi vaatii
tarkastajaltaan asiantuntemusta seka perehtymista valkosolujen morfologiaan ja
erilaisiin  patologisiin  16yddksiin.  Tutkimusta kaytetddn muun muassa
leukopenian tai leukosytoosin selvittelyssd, infektiotautien ja  veritautien
diagnosoinnissa seka hoitotason seurannassa. (Savolainen 2007; Siitonen &
Jansson 2007; Savolainen 2010; Savolainen & Tienhaara 2015; Eskelinen 2016;
National Institutes of Health 2018.)

Taman  opinnaytetyon tavoitteena on tukea ja edistdd  Turun
ammattikorkeakoulun bioanayytikko-opiskelijoiden oppimista hematologisten
sivelyvalmisteiden  mikroskopoinnissa ja  verisolujen  tunnistamisessa.
Opinnaytetyon tarkoitus on tehda oppimateriaalia hematologian opintojakson
laboraatioihin, joissa opetellaan verisolujen tunnistusta. Oppimateriaalina ovat
perifeerisesta veresta tehdyt sivelyvalmisteet, joiden avulla opiskelijat tutustuvat
sivelyvalmisteiden mikroskopointiin, valkosolujen erittelylaskentaan seka
normaalien ja patologisten verisolujen morfologiseen tunnistamiseen.
Ammatillisen kasvun tavoitteena on kehittya sivelynaytteiden valmistamisessa ja

syventaa tietoa verisairauksista.



2 VERENKUVATUTKIMUKSET OSANA KLIINISTA
HEMATOLOGIAA

Kliininen hematologia on ladketieteeseen kuuluva erikoisala, jossa tutkitaan ja
hoidetaan vereen liittyvia sairauksia kuten anemiaa, hyytymishairioita ja
verisairauksia (Marhefka 2012; Salonen 2015; Siitonen & Kaoistinen 2015;
American Society of Hematology 2019). Verisolut syntyvat Iluuytimen
hematopoieettisista kantasoluista jakautumalla, erilaistumalla ja kypsymalla.
Verenmuodostus eli hematopoieesi voi tuottaa paivittdin jopa yli biljoona

verisolua. (Salonen 2015; Siitonen & Koistinen 2015.)

Hematopoieesi on tarkkaan saadeltya ja kontrolloitua, jotta ihminen saa kaikkia
tarvitsemiaan soluja. Joskus saatelyyn voi kuitenkin tulla hairid, jolloin solujen
maaraan, erilaistumiseen ja kypsymiseen voi tulla poikkeavuuksia. Tama johtaa
erilaisiin veritauteihin. Leukemia eli verisyopa on verisairaus, jossa valkosolujen
tuotannossa on hairidita ja leukeemiset solut valtaavat luuytimen seka
perifeerisen verenkierron. Leukemiatyyppeja on erilaisia. (Salonen 2015;
Siitonen & Koistinen 2015; American Society of Hematology 2019.)

2.1 Verisolulaskenta

Perusverenkuva eli B-PVK+T on tarked ja yleinen hematologinen tutkimus
kliinisessé laboratoriossa. Se on yleinen terveystarkastuksen tutkimus, joka
antaa yleista tietoa verisoluista ja hemoglobiinista. (Savolainen 2010; Eskelinen
2016.) Tutkimukseen kuuluu punasolumaara, hematokriitti, hemoglobiini,

punasoluindeksit, trombosyytit sekd yhteenlasketut valkosolut (Eskelinen 2016).

Toisinaan perusverenkuvatutkimuksen taydentamiseksi tehddan leukosyyttien
erittelylaskenta eli B-diffi, josta selvidd eri valkosolujen suhteelliset
prosenttiosuudet ja absoluuttiset méarat. (Savolainen 2007; Siitonen & Jansson
2007; Savolainen 2010; Marhefka 2012; Savolainen & Tienhaara 2015;

Eskelinen 2016.) La&karin tehtava on pyytaa valkosolujen erittelylaskenta aina,



kun oireet ovat siihen sopivat (Bain 2005). Tutkimusta voidaan kayttaa
diagnosoimaan muun muassa infektioita, anemiaa, tulehdussairauksia,
leukemiaa ja muita syOpatyyppejd (Bain 2005; Savolainen 2007; National
Institutes of Health, 2018).

Paasaantoisesti  valkosolujen erittelylaskenta tehdd&n automaattisella
verenkuva-analysaattorilla, jonka toiminta perustuu virtaussytometriaan
(Savolainen & Tienhaara 2015). Se on luotettavin tutkimusmenetelma, silla
laskettava solumaara on suuri. Analysaattori pystyy laskemaan yhden
mittauksen aikana suuren maaran soluja, jopa 10 000 solua. Talldin saadaan
huomattavasti tarkempi tulos kuin manuaalisesti laskettuna, jolloin soluja
lasketaan yhteensa 200. Analysaattori ei kuitenkaan kykene tunnistamaan ja
laskemaan solujen nuoruusmuotoja tai morfologialtaan poikkeavia soluja. Kun
analysaattori ei tunnista poikkeavaa solua, se antaa halytyksen. (Savolainen
2007; Siitonen & Jansson 2007; Savolainen 2010; Marhefka 2012; Savolainen &
Tienhaara 2015; Eskelinen 2016.)

2.2 Sivelyvalmisteiden merkitys diagnostiikassa

Sivelyvalmiste on aluslasille sivelty verinayte (Savolainen & Tienhaara 2015).
Kun verenkuva-analysaattori havaitsee mittauksessa olevassa verinaytteessa
jotakin  normaalista  poikkeavaa, antaa se  halytyksen.  Talldin
laboratoriohenkilokunta ~ valmistaa  sivelyvalmisteen, joka tarkistetaan

mikroskoopilla. (Bain 2005; Savolainen 2007; Savolainen & Tienhaara 2015.)

Nykyaan mikroskoopilla tarkistetaan ja lasketaankin vain verindytteet, joissa on
poikkeavia soluja ja joiden tunnistus ei onnistu analysaattorilla. Tallaisia ovat juuri
pahanlaatuiset verisairaudet kuten leukemia ja useimmiten mikroskooppista
tarkastelua kaytetaankin valkosolujen erittelyssa. Automaattianalysaattori ei
koskaan korvaa asiantuntijan silmééa solujen tunnistuksessa. (Savolainen &
Tienhaara 2015.) Veren sivelyvalmiste onkin aikain saatossa ollut tarkea

menetelma verisairauksien diagnostiikan kannalta (Bain 2005).



Virheiden valttamiseksi nykyaikaisia hematologisten sairauksien tutkimuksia tulisi
tulkita seka perifeerisen veren ominaisuuksien etta kliinisen kontekstin kannalta.
(Bain 2005; Savolainen & Tienhaara 2015.) Veren sivelyvalmisteella on pitk&
historia ja sen merkitys veren sairauksia tutkittaessa on suuri nykyaikaisten
verenkuva-analysaattoreiden rinnalla. Sivelyvalmisteesta saatava tieto on
tutkimusta pyytavalle taholle hyvin tarkea. Lausunnon tekijan asiantuntijuus ja
rittdva lahete esitietoineen ja kysymyksenasetteluineen ovat tarkeita
edellytyksia. (Pelliniemi 1998.)

Ammattitaidon yllapitdminen valkosolujen erittelylaskennassa ja tulkinnassa on
edelleen tarke&dd, silla mikroskooppiseen tarkasteluun voi menna jopa 20%
kaikista verenkuvanaytteistd. Erittelylaskenta mikroskooppisesti on ainoa
luotettava ja ensiarvoisen tarkea keino tunnistaa verenkuvamuutokset kuten
leukosyyttien varhaismuodot, patologiset l6ydokset, blastisolut ja reaktiiviset
lymfosyytit. (Matinlauri & Vilpo 2010.) Haasteena manuaalisessa laskennassa on
sen tydlays, huono toistettavuus ja vakioinnin vaikeus (Savolainen & Tienhaara
2015).

Suurissa laboratorioissa kaytetaan automaatiomikroskooppeja manuaalisten
mikroskooppien rinnalla valkosolujen erittelylaskennassa. Siina tietokoneen
hahmontunnistus analysoi tavallisesta sivelynaytteesta jokaisen solun ja ottaa
niistd kuvan. Tietokone antaa tulkinnan soluista, mutta jokainen solu taytyy
erikseen tunnistaa arvioiden solun morfologiaa. Tunnistus tapahtuu mikroskoopin
sijaan tietokoneen naytoélta. Automaatiomikroskopiosta on hyotya laboratorioissa,
joissa naytemaarat ovat suuria. (Savolainen & Tienhaara 2015.)

2.3 Sivelyvalmisteen naytemateriaali

Veren sivelyvalmiste tehddan mahdollisimman tuoreesta EDTA-antikoagulanttia
siséltavasta kokoverinaytteesta. (Hanninen & Mahlamaki 2003; Marhefka 2012;
Savolainen & Tienhaara 2015; Tyks laboratoriot 2019.) EDTA el
etyleenidiamiinitetraetikkahappo on veriputkiin lisétty lisdaine, joka estaa veren

hyytymisen sitomalla siind olevan kalsiumin (Savolainen & Tienhaara 2015).



Verinayte voi olla seka laskimo- etta kapillaariverta. Laskimoverindyte otetaan
yleensa kyynarvarren laskimoista vakuumi- tai avonaytetekniikalla. Naytteita ei
suositella otettavan kanyylista, silla kanyylissa oleva hepariini tai potilalle
annettava neste- ja l|adkehoito voivat kontaminoida naytteitd vaikuttaen

tulokseen. (Savolainen & Tienhaara 2015.)

Kapillaariverindyte otetaan ihopistostekniikalla joko sormenpéésta tai pienelta
vauvalta kantapaastad. Kapillaariveri eroaa hieman laskimoveresta, silla siina
punasolujen, hemoglobiinin, hematokriitin seka valkosolujen maara on hieman
suurempi. Verihiutaleita puolestaan on jonkin verran vdhemman, silla ne

takertuvat pistokohtaan. (Savolainen & Tienhaara 2015.)

Kuva 1. EDTA-kokoverinayte, objektilasi, vetolasi seka DIFF-SAFE-turvakarki.

2.4 Sivelyvalmisteen tekeminen

Nayteputkesta laitetaan noin 5-10 pl:n kokoinen veripisara puhtaalle ja ehjalle
objektilasille (Mahlamaki 2003). Naytettd sekoitetaan ennen pisaran tekoa
vahintdan 8-10 kertaa. Vakuumiputkesta pisaran saa tiputettua lasille erityisella
DIFF-SAFE-turvakarjella. Turvakarki asetetaan putken p&ahan niin, ettd neula
lavistaa putken kumitulpan. Putkea painetaan kevyesti objektilasia vasten niin,
etta lasille muodostuu sopivan kokoinen pisara. (Lieseke 2012.) Kuvassa 1 on

esitelty sivelyvalmisteen tekemiseen tarvittavat nayte seka vélineet.



Vetolasi asetetaan veripisaraan objektilasiin nahden 30-45 asteen kulmassa,
jolloin pisara leviaa koko reunan pituudelta. Nayte vedetaan ripeasti, mutta
kevyesti noin 3 cm:n pituiseksi sivelyksi. (Mahlamaki 2003; Vajpayee, Graham &
Bem 2011; Lieseke 2012.) Naytteen paksuutta voi sdadella veripisaran koolla tai
vetolasin kulmaa vaihtamalla. Nayte kuivataan valittémasti joko ilmakuivaamalla
tai sahkoisella puhaltimella. (Vajpayee, Graham & Bem 2011.) Kuvassa 2

naytetaan sivelyvalmisteen tekeminen ja kuvassa 3 valmiit sivelyvalmisteet.

Kuva 2. Sivelynaytteen valmistus.

Kuva 3. Verinaytteesta tehdyt sivelyvalmisteet ennen vérjaysta.



2.5 Sivelyvalmisteen varjays

Sivelyvalmisteet varjatdan kayttaen May-Grinwald-Giemsa eli MGG-
varjaystekniikkaa. Verisolujen eri osat varjaytyvat happamuutensa perusteella
sinisen ja punaisen eri savyihin. May-Griunwald -liuos siséltaa eosiinia ja
metyleenisinia ja Giemsa -liuos sisaltdd atsuuria. Emaksiset metyleenisini ja
atsuuri varjaavat tuman nukleiinihapot, nukleoproteiinit sekd basofiilisten
granulosyyttien sytoplasman granulat. Hapan eosiini puolestaan varjadd muun
muassa punasolujen hemoglobiinia ja eaosinofiilisten granulosyyttien
sytoplasman granulat. Varjayksen ansiosta solut ovat paremmin tunnistettavissa
mikroskoopissa. (Pelliniemi 1998; Mahlamaki 2003; Jansson & Siitonen 2007.)

Varien tulee olla laadukkaita ja puhtaita hyvan lopputuloksen takaamiseksi.
Sivelyvalmisteet eiviat saa kuivua varjayksen aikana. Naytteen voi myds
paallystaa paallystysaineella ja peitinlasilla. Nain nayte sailyy pidempaéan ja sita
voidaan tarkastella myohemminkin. Myds mikroskoopin toimivuus ja objektiivien
laatu ja valikoima ovat sivelyvalmisteen tulkintaan vaikuttavia seikkoja.
(Pelliniemi 1998; Mahlamé&ki 2003; Jansson & Siitonen 2007.)

2.6 Verinaytteen ja sivelyvalmisteen laatu seka virhelahteet

Laadukkaasti otettu verindyte sailyy nayteputkessa perusverenkuvatutkimuksia
varten  vahintdéan 8 tuntia  huoneenlammdssa ja  vuorokauden
jadkaappilampdétilassa (Mahlamaki 2003; Tyks laboratoriot 2018). B-Diffi-
tutkimukseen eli valkosolujen erittelylaskentaan tarkoitettu kokoverindyte sailyy
48 tuntia jaakaappilampoétilassa (Tyks laboratoriot 2019).

Verinaytteen pitkdaikainen sailytys huoneenlammossa aiheuttaa muun muassa
punasolujen turpoamista ja valkosolujen mééaran vahenemista (Mahlamaki 2003;
Savolainen & Tienhaara 2015). Nykyaikaisten solulaskijoiden tekniikka
mahdollistaa pidemmat sailytysajat (Savolainen & Tienhaara 2015). Sailytyksen
ailkana nayte ei saa jaatyad eika lampdtila saa nousta yli 37°C:n (Tuokko,
Rautajoki & Lehto 2008).



Verinayte tulisi ottaa putken merkkiviivaan asti, silla antikoagulanttipitoisuus
naytemaaraan verrattuna aiheuttaa muun muassa punasolujen kutistumista.
Verihiutaleet eli trombosyytit puolestaan saattavat kasautua tai takertua
neutrofiileinin antaen virheellisen, lilan alhaisen tuloksen trombosyyttien
maarastd. MyOs naytteen sekoittamisessa on oltava tarkkana, silla
mikrohyytymat voivat antaa virheellisen pienid valkosolu- ja verihiutalemaaria.
(Mahlamé&ki 2003; Marhefka 2012; Savolainen & Tienhaara 2015.) Hyytynytta
naytetta ei saa kayttaa (Tuokko, Rautajoki & Lehto 2008).

Sivelyvalmiste tulisi tehda pian naytteenoton jalkeen, silla tuoreessa naytteessa
solumorfologia on vield hyva. Jopa 2-3 tunnin kuluessa naytteeseen alkaa
muodostua  artefaktimuutoksia  huoneenlammdssa  sailytyksestd  seka
nayteputken EDTA-antikoagulantista johtuen. (Mahlaméki 2003; Savolainen &
Tienhaara 2015.)

Sivelyvalmisteen tekemisesséd on tarke&& oikea vetotekniikka, objektilasin
puhtaus ja vetolasin laadukkuus. (Pelliniemi 1998; Mahlaméaki 2003; Jansson &
Siitonen 2007; Vajpayee, Graham & Bem 2011; Savolainen & Tienhaara 2015.)
Nayte tulisi sivella tarpeeksi nopeasti veripisaran tekemisen jalkeen, silla jos
pisara ehtii kuivua, solut jakautuvat epatasaisesti lasille. Laadukkaassa sivelyssa
ei ole aukkoja tai viiruja. (Vajpayee, Graham & Bem 2011; Lieseke 2012.)

Sivelyn sopiva paksuus on edellytyksend hyvélle valmisteelle, silla nopeasti
kuivuva nayte sailyttad paremmin solumorfologian. Tdman vuoksi naytteet tulisi
kuivata nopeasti. Paksusta naytteestd on myds hankalampi erottaa puna- ja
valkosolujen morfologiaa. Sivelyn paksuuteen vaikuttavat objekti- ja vetolasin
valinen kulma, sekd vedon nopeus. Myds Kkiinnitysvaiheessa kaytettavan
metanolin tulee olla tarpeeksi vahvaa, jotta nayte kiinnittyy kunnolla eika karsi
rakenteellisista muutoksista. Sailytysta varten sivelyvalmisteissa on tarkeaa olla
peitinlasi.  (Pelliniemi 1998; Mahlamaki 2003; Jansson & Siitonen 2007,
Vajpayee, Graham & Bem 2011; Lieseke 2012; Savolainen & Tienhaara 2015.)



2.7 Leukosyyttien erittelylaskenta mikroskoopilla

Ennen leukosyyttien laskennan aloittamista, on hyva tehda esitarkastus eli
tarkastella sivelyvalmisteen laatua ja solujakaumaa pienelld suurennuksella,
esimerkiksi 10-kertaisella objektiivilla, jonka perusteella valitaan laskenta-alue
(Katila 2003; Mahlamaki 2003). Esitarkastuksessa naytteesta voidaan poissulkea
artefaktat ja saadaan yleiskuva naytteen laadusta seka I6ydetaan hyva laskenta-
alue. Hyvan laskenta-alueen I0ydyttya, objektiivilasille pudotetaan immersiodljya
ja kaytetddn siihen soveltuvaa objektiivia. (Katila 2003; Mahlamaki 2003;

Savolainen & Tienhaara 2015.)

Itse laskentaan kaytetdan 50-kertaista Oljyimmersio-objektiivia ja leukosyytteja
lasketaan yhteensd 100-200 (Savolainen & Tienhaara 2015). Tuloksen
tarkkuuteen vaikuttaa myos solujen epatasainen  jakautuminen
sivelyvalmisteessa, silla esimerkiksi fagosytoivat solut eli neutrofiilit ja monosyytit
pyrkivat valmisteen reunaan. N&in ollen sivelyvalmistetta mikroskopoidessa on
hyva edeta pituussuunnassa, jotta myos valmisteen loppuosa tulee laskettua. On
kuitenkin tarkedd pysya valmisteen ohuemmassa padssad, jossa solujen
morfologia on parempi ja solut ovat erillaén toisistaan. Nain ne ovat paremmin
tunnistettavissa. Paksummassa p&dssa solujen morfologia on karsinyt
hitaamman kuivumisen vuoksi. (Lynch 1990; Mahlamaki 2003; Siitonen &
Jansson 2007.)

Solulaskennan tulos ilmoitetaan prosenttimaarina. Laskettavien solujen vahaisen
maaran vuoksi manuaalisesti suoritetun erittelylaskennan tulos on ainoastaan
viitteellinen. Osa poikkeavista solutyypeista lasketaan erikseen kuten blastit,
mutta poikkeavista lymfosyyteista voidaan antaa vain kommentti ja ne lasketaan
kokonaisvalkosolumé&ardéan. Tarvittaessa laboratoriolda&dkari arvioi naytetta.
(Mahlamaki 2003.)



2.8 Normaalit veren valkosolut

Ihmisen elimist66n kuuluu monenlaisia eri verisoluja, joilla on omat tehtavansa.
(Marhefka 2012; Siitonen & Koistinen 2015). Valkosolut eli leukosyytit ovat
elimiston puolustusjarjestelmaan kuuluvia soluja, jotka jaetaan lymfosyytteihin,
monosyytteihin seké neutrofiilisiin, basofiilisiin ja easinofiilisiin granulosyytteihin
(Ek 2009; Mahlamaki 2003; Marhefka 2012; Savolainen & Tienhaara 2015;
Eskelinen 2016).

Erittelylaskennassa erotellaan edellisten lisaksi neutrofiilit liuskatumallisiin ja
sauvatumallisiin soluihin. Elimiston eri tilat seka nostavat etta vahentavat eri
leukosyyttien maaraa, jolloin erittelylaskenta on tarpeellinen. Valkosolujen
maarassa ja erittelyjakaumassa on myos luonnollista vaihtelua esimerkiksi ian,
etnisyyden ja vuorokaudenajan mukaan. (Ek 2009; Mahlamaki 2003; Marhefka
2012; Savolainen & Tienhaara 2015; Eskelinen 2016.)

Lymfosyytit ovat ovat elimiston immuunipuolustuksesta huolehtivia soluja, jotka
jaetaan T- ja B-lymfosyytteihin seka luonnollisiin tappajasoluihin eli NK-soluihin.
Mikroskooppisesti niitd ei voi erottaa, silla visuaalisesti niiden morfologia on
samanlainen. Suurin osa elimistdn lymfosyyteista on pienid, tumaltaan pyoreita
tai ovaaleja soluja, jossa sytoplasmaa on vaha&n. Tuma on varjaytynyt
tummanvioletiksi ja sytoplasma voimakkaan tummansévystd vaalempaan
siniseen. Pienempi osa lymfosyyteistd on hiukan isompia soluja, joiden koko voi
kasvaa lahes kaksinkertaiseksi pieneen lymfosyyttiin verrattuna. Ison lymfosyytin
tuma on heterogeenisempaa ja |0yhempad, seka variltdéan vaaleampi.
Sytoplasmaa on runsaasti ja se on vaaleansinertavad. Normaalisti lymfosyytteja
on noin 20-45% kokonaisvalkosolumaarasta. (Ek 2009; Marhefka 2012; Silva
2018.)

Monosyytit ovat elimiston puolustusjarjestelmaan kuuluvia tarkeimpia
fagosytoivia soluja. Monosyytit ovat normaalin verenkierron suurimpia soluja,
jotka kiertavat verenkierrossa noin kolmen vuorokauden ajan, kunnes ne siirtyvét
kudokseen kypsyakseen makrofageiksi. Monosyytilla on soikean, munuaisen tai

hevosenkengan muotoinen tuma, joka voi olla liuskottunut tai poimuttunut.



Kromatiini on verkkomaista ja juosteiden vélissa voi olla vaaleita raitoja.
Sytoplasmaa on runsaasti ja sita peittdd hienojakoinen punertava granula.
Monosyytissa on usein nakyvissd vakuoleita. Normaalisti monosyytteja on
aikuisilla 2-12%. (Ek 2009; Marhefka 2012.)

Granulosyytteja ovat liuskatumaiset neutrofiilit, eosinofiilit sek& basofiilit.
Liuskatumaiset granulosyytit ovat sarjansa kypsimpia soluja, jotka jaetaan MGG-
varjayksesta saatujen ominaisvariensd mukaan eri soluihin. Neutrofiilin tuma on
tummanvioletti ja kokkareinen. Muodoltaan se on epasaanndllinen ja liuskottunut
3-5 osaan. Sytoplasma varjaytyy vaaleansiniseksi ja sita peittaa spesifit pienet
vaaleanpunavioletit granulat. Neutrofiilit suojaavat elimistdd akuutteja infektioita
vastaan, jolloin niiden maara lisdantyy myos verenkierrossa. Liuskatumaisia
neutrofiileja on normaalissa perifeerisessa verenkierrossa noin 40-70%. (Ek
2009; Marhefka 2012; Siitonen & Koistinen 2015.)

Eosinofiilien ma&éard verenkierrossa kasvaa muun muassa allergisissa
reaktioissa ja parasiitti-infektioissa. Kypsan eosinofiilin tuma on tavallisesti
kaksilohkoinen ja variltdan tummanvioletti. Sytoplasma on
vaaleansinipunertavaa ja sita peittda tunnusomaiset punertavanoranssit isot
granulat. (Ek 2009; Marhefka 2012; Siitonen & Koistinen 2015.) Liuskatumaisia
eosinofiilejd on verenkierrossa noin 1-6% (Ek 2009; Marhefka 2012; Savolainen
& Tienhaara 2015).

Basofiilit huolehtivat eosinofiilien tavoin allergisten reaktioiden valittAmisesta
sekd fagosytoosista. Yksittainen basofiili siirtyy nopeasti verenkierrossa
kudoksiin ja on sen takia harvinaisempi naky verenkuvassa. Basofiilien tuma on
yksi tai kaksilohkoinen variltddn tummanvioletti, mutta se voi olla hankala erottaa
sytoplasmaa peittavan voimakkaan purppuranvioletin tai mustanpunaisen
granulan alta. (Ek 2009; Marhefka 2012, 265; Siitonen & Koistinen 2015.)
Normaalissa verenkierrossa basofiilejd esiintyy noin 0-2%. Suuri maara
verenkierrossa kertoo patologisesta l0ydosta. (Ek 2009; Marhefka 2012;
Savolainen & Tienhaara 2015.)



3 OPINNAYTETYON TAVOITTEET JA TARKOITUS

Taman  opinnaytetyon tavoitteena on tukea ja edistéa  Turun
ammattikorkeakoulun bioanayytikko-opiskelijoiden oppimista hematologisten
sivelyvalmisteiden mikroskopoinnissa ja tulkitsemisessa. Ammatillisen kasvun
tavoitteena oli kehittyd sivelynaytteiden tekemisessad ja syventdd tietoa

verisairauksista.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli tehdd oppimateriaalia hematologian
opintojakson laboraatioihin, joissa opetellaan verisolujen tunnistusta.
Oppimateriaalina ovat uudet veren sivelyvalmisteet, joiden tarkoituksena on
tutustuttaa  opiskelijat  sivelyvalmisteiden mikroskopointiin, valkosolujen

erittelylaskentaan seka verisolujen morfologiseen tunnistamiseen.



4 SIVELYVALMISTEET OSANA OPETUSTA

Oppiminen  kasitteend on kovin  vaikeaselittenen.  Oppiminen  on
vuorovaikutteinen prosessi, jossa oppijan tiedoissa, taidossa ja asenteessa
tapahtuu pysyvia muutoksia. Vaikka oppijan taitojen kehityksen voi havaita
ulospain oppiminen tapahtuu ensin sisaisesti ajattelun kehittymisena. (Mékinen
2002.)

Oppimista on tutkittu paljon ja kasitys oppimista on muuttunut nopeaan tahtiin.
Ennen oppimisen on katsottu olevan behavioristisesti vain tiedonsiirtoa
opettajalta oppilaalle. Tana paivana oppimisen kuvataan olevan luonteeltaan
konstruktiivista. Tama tarkoittaa sita, ettd oppija luo tietdmyksensa itse kayttaen
hyvakseen uutta tietoa yhdistelemalla sita aikaisemmin hankkimaansa tietoon ja
kokemuksiinsa. (Mé&kinen 2002.)

Kaikki yksilot ovat erilaisia oppijoita ja ndin ollen tapoja oppia on useita.
Oppimistapa, joka sopii toiselle yksilolle ei valttAméattéa sovi toiselle. Myds sama
oppija voi oppia eri tavalla erilaisessa oppimistilanteessa kuin toisessa. Reflektio
on oppijalle tarkeda. Kun oppija tiedostaa itselleen parhaimman tavan oppia,
pystyy han paremmin toimimaan muuttuvissa tilanteissa. (Makinen 2002.) On
kuitenkin esitetty, ettéa tiukka oppimistyylijaottelu on turhaa ja voi vaikuttaa
oppimiseen jopa negatiivisesti. Tarkeampaa olisikin pohtia, mikd oppijoita
yhdistaa ennemmin kuin erottaa. Téllaisia asioita on erimerkiksi epdaonnistumisen
salliminen, kiinnostuksen herattaminen ja itseluottamuksen vahvistaminen.
Oppijoiden eroavaisuutta voisi miettia heidan temperamenttinsa, tiedollisten
valmiuksiensa ja motivaationsa kannalta. (Nygren 2015.)

Oppimista helpottaa positiivinen mieli ja hyva itsetunto ja tuntemus itsestaan
oppijana. Huonon itsetunnon ja negatiivisen kasityksen itsestdan on todettu
vaikuttavan negatiivisesti kykyyn oppia luomalla kielteisia asenteita oppimista
kohtaan. (Mé&kinen 2002.)



Turun ammattikorkeakoulussa opetussuunnitelmassa Kkliinisen hematologian
laboratoriotydn harjoitusten tavoitteena on oppia itsendiseen tydskentelyyn
mikroskoopilla ja tunnistaa veren sivelyvalmisteesta seké terveet etta epékypsat
verisolut ja verisairauksien aiheuttamat muutokset. (Turun AMK 2019.) Taman
vuoksi opiskelijat tarvitsevat oppimateriaaliksi sivelyvalmisteita, joista voi

tunnistaa seka normaalit perifeerisen veren solut ettd epanormaalit I16ydokset.



5 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Taman opinnaytetydbn toimeksiantaja on Turun ammattikorkeakoulu ja
toimeksiantosopimus  laadittin  kevaalla 2019. Opinndytetyd on osa
Tybelamayhteistyon ja opetuksen kehittaminen bioanalyytikkokoulutuksessa -
hanketta TurkuCRC T163/2017.

Opinnaytetyoprosessi alkoi aiheen valinnalla ja opinnaytetydsuunnitelman
laatimisella syyskuussa 2018. Turun ammattikorkeakoululla oli tarve uudelle
oppimateriaalille ja aiheeksi valittiin uusien sivelyvalmisteiden valmistaminen

mikroskopoinnin oppimista tukemaan.

Etsimme tietoa yleisesti veren soluista ja erilaisista sairauksista kuten akuuteista
ja kroonisista leukemioista. Valitsimme suunnitelmaamme muutaman sairauden,
jotka  herattivat  kiinnostuksemme ja, jotka toivoimme saavamme
opinnaytetybhomme. Keskitimme tiedon etsimisen kyseisiin sairauksiin ja nain

syntyi opinnaytetydmme teoreettinen viitekehys.

Kun sopimus Turun ammattikorkeakoulun ja Turun yliopistollisen sairaalan
hematologian laboratorion kanssa oli kirjoitettu, alkoi naytteiden keruu. Naytteet
kerattin keséalla 2019 yhteistyossa Tyks:n hematologian laboratorion
tyontekijoiden kanssa. Kun hematologian linjaston verenkuva-analysaattori
ilmoitti poikkeavasta |6ydoksesta, tutki laboratoriohoitaja naytteen ja todettuaan
sen tydhomme sopivaksi han otti meihin yhteytta. Kadvimme hakemassa naytteen

ja tulosteen kyseisen naytteen tuloksista, joista oli poistettu potilaan henkildtiedot.

Naytteet siveltiin laseille kasin Turun ammattikorkeakoulun tiloissa Medisiina
D:ssa ja niiden annettin kuivua yon yli. Taman jalkeen ne vietiin Tyks:n
hematologian laboratorion varjaysautomaatilla kiinnitettavaksi ja varjattavaksi,
jotta tuloksesta tulisi mahdollisimman laadukas ja tasainen. Varjatyt lasit viela

paallystettiin k&sin peitinlasilla.



5.1 Opinnaytetyon metodologiset lahtokohdat

Toiminnallisessa opinnaytetydssa pyritddn kaytannontoiminnan ohjaamiseen,
opastamiseen, toiminnan jarjestimiseen tai selkeyttamiseen. Ammatillisesta
alasta riippuen se voi olla kaytdnnon ohje, ohjeistus tai opastus esimerkiksi
perehdyttdmisopas. Tuotoksen toteutustapa voi olla kohderyhman mukaisesti
esimerkiksi kirja, vihko tai opas. Ammattikorkeakoulun toiminnallisessa
opinnaytetyossa yhdistetddn kaytdnnoén toteutus ja sen raportointi
tutkimusviestinnan keinoja kayttaen. Opinnaytetyon tulisi olla tydelamalahtdinen
ja kaytannonlaheinen seka tutkimuksellisella asenteella toteutettu osoittaen alan

tietojen ja taitojen hallintaa. (Vilkka & Airaksinen 2003.)

Tama opinnaytetyd on toiminnallinen, silla tarkoituksena on tuottaa
oppimateriaalia, joka kehittaa tietoja ja taitoja hematologisten sivelyvalmisteiden
mikroskopoinnissa ja tulkitsemisessa. Taman opinnaytetyon raportissa
kuvaillaan aiheen tietoperusta ja esitellaén sivelyvalmisteiden 16ydokset teoriaan
pohjautuen. Tama opinnaytetyon toimeksiantajana on Turun

ammattikorkeakoulu.

5.2 Opinnaytetyon eettiset lahtokohdat

Tutkimuksessa tulee noudattaa hyvaa tieteellistda kaytantbd seka tieteen- ja
ammattialan eettisid normeja. Tutkimuksen tekemisessa tulee toimia rehellisesti
seka yleista huolellisuutta ja tarkkuutta noudattaen tulosten tallentamisessa ja
esittdmisessa. Tietosuojaa taytyy noudattaa. (TENK 2012.) Talle opinnaytetyolle
on hankittu tarvittava tutkimuslupa, opinnaytetydsopimus seka hematologian

osastonhoitajan allekirjoitus.

Koko opinnaytetydprosessin lapi toiminta on ollut eettista ja opinnaytetydnteossa
on toimittu luotettavasti ja laatukriteereitd noudattaen. TA&man vuoksi naytteet on
sivelty saman pdaivan aikana, jotta ndyte on laadukas ja antaa luotettavan

tuloksen.



Tieto on tunnisteellista, jos sen perusteella voidaan tunnistaa tietty henkild. Naita
ovat esimerkiksi nimi ja henkil6tunnus seké& epasuorasti sukupuoli ja ika.
(Yhteiskuntatieteellinen tietoarkisto 2019.) Tassd opinnaytetydssa tutkittavien
naytteiden anonymiteettia on suojeltu siten, ettd potilaiden henkilGtietodot oli
poistettu jo ennen naytteiden luovutusta, eikd potilaiden henkilGtietoja ole
julkaistu materiaalin yhteydessad, eika heita voi jalkikateenkdaan tunnistaa
sivelyvalmisteista tai vastaavasta verenkuva-analysaattorin tulosteesta eli

lakanasta.

Potilaista ei ole julkaistu mitd&n henkilotietoja. Tamé&n opinnaytetydn kannalta ei
ole merkityksellista tietaa esimerkiksi potilaan tarkkaa ikaa tai sukupuolta. Jos
laboratoriohoitajalla oli tiedossa potilaan diagnoosi tydnsa puolesta, han ilmoitti
sen naytteiden luovutuksen yhteydessa. Opinnaytetyotd varten potilaan

vastauksia ei katsottu potilastietojarjestelmasta.

Aineistonhallinnassa kaikki tutkimusaineistot eli datat ja kuvailevat tiedot eli
metadatat tulee luoda, tallentaa ja jarjestaa niin, ettd aineisto sailyy ehjana ja
luotettavana. Aineiston tietosuoja ja -turva tulee varmistaa koko sailytyksen ajan.
(Yhteiskuntatieteellinen tietoarkisto 2017.)



6 AINEISTOKSI SAADUT SIVELYVALMISTEET

Aineistoksi keréttiin viiden eri potilaan verindytteet. Kustakin naytteesta tehtiin
vahintaan 15 sivelyvalmistetta. Aineistoksi saatiin akuutti myeloinen leukemia,
krooninen lymfaattinen leukemia, karvasoluleukemia, reaktiivisia lymfosyytteja

seka granulosyyttisarjan nuoruusmuotoja eli vasemmalle siirtymista.

6.1 Nayte 1: Akuutti myeloinen leukemia

Akuutin  myeloisen leukemian sivelyvalmisteet on merkitty numerolla 1.
Naytteesta I6ytyi blasteja 76% sekd muutama metamyelosyytti. Naytteessa on

myds nékyvissa Auerin sauvoja. (Liite 1.)

Akuutit leukemiat ovat geneettisesti erilaisia veritauteja, jotka aiheuttavat
kypsymishairidita ja solujen hallitsematonta kasvua luuytimessad seka
pahanlaatuisten solujen eli blastien paasya verenkiertoon. Sana akuutti viittaa
juurikin taudin nopeaan etenemiseen. Akuutit leukemiat jaetaan leukemiasolujen
erilaistumissuunnan perustella myeloisin  (AML) ja lymfaattisiin (ALL)
leukemioihin, joskin pieni osa akuuteista leukemioista ei erilaistu ollenkaan tai
iimentdda molempia erilaistumissuuntia. Tutkimusten kehittyessé akuutteja
leukemioita voidaan jakaa yha pienempiin alaryhmiin molekyylimuutoksiin
perustuen. (Elonen 2014; Porkka & Koistinen 2015; Lohi & Vettenranta 2016;
American cancer society 2018; Salonen 2019.)

Akuutin leukemian syy on toistaiseksi tuntematon, mutta sen syntyyn vaikuttavat
muun muassa solunsalpaajahoidot, ionisoiva sateily ja eraat liuottimet kuten
bentseeni. Suurin osa naistd leukemioista on hankinnaisia, mutta muutamat
geneettiset oireyhtymat lisdavat akuutin leukemian syntya. Esimerkiksi Downin
oireyhtym& aiheuttaa perinnéllista alttiutta kyseiselle sairaudelle. (Porkka &
Koistinen 2015; Lohi & Vettenranta 2016; Salonen 2019.)

Akuutin leukemian epailyssa potilaalta tutkitaan perusverenkuva ja valkosolujen

erittelylaskenta seké otetaan luuydinnayte. Siveyvalmistetta tutkimalla saadaan



kuva valkosyyttien muutoksista, jotka ovat tarkeitd I6ydoksia diagnoosin
kannalta. (Autio & Kairisto 2015; Porkka & Koistinen 2015; Porkka & Koistinen
2015; American cancer society 2018.) Mikroskoopissa nakyvat myeloblastit ovat
ensimmaisia morfologisesti tunnistettavia myelooisen sarjan soluja. Blastit ovat
suhteellisen isokokoisia ja niiden tuma on lahes koko solun kokoinen,
kromatiinirakenteeltaan tasaista ja variltddn punertavanvioletti, Tumassa voi
nakya 1-5 nukleolia. Sytoplasma on niukka, syvan sininen ja tuman ymparillta
vaaleampi. Sytoplasmassa toisinaan esiintyva Auer-sauva on merkittava 16ydos
ja se taytyy ilmoittaa sivelyvalmisteen vastauksessa. (Ek 2009; Autio & Kairisto
2015; Porkka & Koistinen 2015.) Kuvassa 4 nékyy myeloblasteja seka
myelosyytti.
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Kuva 4: AML-potilaan verenkierrossa on myeloblasteja.

Mikroskopoinnin lisaksi myds solujen leukemiaspesifit pintaproteiinit ja
sytomolekulaariset poikkeavuudet tutkitaan. Luokittelu ja erilaistumisasteen arvio
tehdaan virtaussytometrisella immunofenotyypitykselld, joka perustuu solujen
pinta-antigeenien tunnistukseen sekd yh& enemmé&n kromosomi- ja
molekyylibiologisilla tutkimuksilla, joilla tutkitaan leukemiasolujen genomia. (Autio
& Kairisto 2015; Porkka & Koistinen 2015; American cancer society 2018.)

Kromosomi- ja geenimuutokset aiheuttavat muun muassa fuusiogeeneja ja muita
DNA-tason muutoksia, jotka kiihdyttavat leukeemisten solujen kasvua ja estavat
erilaistumiseen tarvittavia proteiineja. Nain leukeeminen solukko valtaa luuytimen

ja aiheuttaa leukemian. AML-diagnoosi voidaan tehda, jos potilaalta I0ytyy sille



ominainen kromsomitranslokaatio vaikka blasteja ei olisi diagnoosiin vaadittavaa
20% osuutta. (Autio & Kairisto 2015; Porkka & Koistinen 2015.)

6.2 Nayte 2: Karvasoluleukemia

Sivelyvalmisteissa numero 2 on epailys karvasoluleukemiasta tai kroonisesta
lymfaattisesta leukemiasta. Potilaalla on aikasempi diagnoosi
karvasoluleukemiasta, jota on hoidettu. Tamé&n naytteen diagnoosia ei
kuitenkaan pystytty varmentamaan virtaussytometrilla. Potilaalla on merkittava
lymfosytoosi. (Liite 2.) Kuvassa 5 on potilaan naytteessa nakyvia atyyppisia

lymfosyytteja.

Karvasoluleukemia on harvinainen ja hitaasti eteneva verisyopa, jonka aiheuttaa
luuytimen liiallinen B-lymfosyyttien tuotanto. (Creagan & Giridhar 2018; Salonen
2019.) Pahanlaatuista solukkoa on erityisesti luuytimessa, pernan punaisessa

pulpassa ja veressa (Porkka 2015).

Kaikki karvasoluleukemiaa sairastavat potilaat eivat oireile ja sairaus selvidakin
sattumalta verikokeiden yhteydessa kun selvitellaan jotakin muuta sairautta tai
vaivaa kuten anemiaa, trombosytopeniaa eli verihiutaleiden vahaista maaraa tai
valkosolujen vahaista maaraa. Verikokeiden ohella karvasoluleukemiaa tutkitaan
myds luuydinnéytteesta ja potilaalle tehdaan vatsan ultraganitutkimus tai
tietokonekerroskuvaus. Toisinaan luuydinnaytteen saaminen VoI
karvasoluleukemiapotilaalta olla hankalaa luuytimeen kertyneen sidekudoksen
vuoksi, mutta luuydinbiopsia kelpaa yhta hyvin naytteeksi. Yleisimpia
karvasoluleukemian oireita ovat kuitenkin suurentuneen pernan vuoksi
taysinaisyyden tunne vatsassa ja epamukavuuden tunnetta sybdessa isompia
maaria. Muita oireita on vasymys ja uupumus, potilaalle muodostuu mustelmia
helposti, toistuvat infektiot, heikotus ja laihtuminen. (Creagan & Giridhar 2018;
Salonen 2019.)

Lymfosyytit ovat epanormaaleja ja nayttdvat “karvaisilta” mikroskoopissa
tarkasteltaessa niiden repaleisten reunojen vuoksi. (Porkka 2015; Creagan &
Giridhar 2018; Salonen 2019.) Karvasolu on on soikean tai munuaisen muotoinen



tuma, jonka kromatiini on hienojakoista. Sytoplasmaa on runsaasti ja se on
variltdén vaalean sinertava. Nukeloleja ei ndy tai ne ovat hyvin pienia. (Ek 2009;
Porkka 2015.) Epanormaalien lymfosyyttien tuotannon kiihtyessa, muiden
solujen, kuten terveiden valkosolujen, punasolujen ja trombosyyttien tuotanto
heikkenee. (Porkka 2015; Creagan & Giridhar 2018; Salonen 2019) Yleista
verenkuvassa onkin pansytopeniaa, mutta erityisesti neutro- ja monosytopeniaa.

Potilaalla on anemiaa ja infektiotaipumusta. (Porkka 2015.)

Sybpasolujen  tiedetddn  syntyvan DNA:n  geenimuutosten  vuoksi.
Karvasoluleukemiaan johtava geenimuutos aiheuttaa Kiihtynytta
valkosolutuotantoa ja nain ollen valkosolut eivat toimi oikein. Karvasoluleukemian
aiheuttajageenia ei kuitenkaan tarkkaan tunneta. (Creagan & Giridhar 2018.)
Pahanlaatuisissa soluissa pystytaan osoittamaan monenlaisia
kromosomimuutoksia, mutta ne eivéat ole spesifejd juuri karvasoluleukemialle.
(Porkka 2015.)

Karvasoluleukemian tiedetaéan lisddvan riskia sairastua johonkin toiseen
syopaan. Tarkkaa tietoa ei ole johtuuko riski karvasoluleukemian vaikutuksesta
kehoon vai onko se hoitona kaytettyjen keinojen haittavaikutus. Eras
uusiutuneiden syopien loydoksista on muun muassa non-Hodgkin-lymfooma.
(Creagan & Giridhar 2018.) Karvasoluleukemia on luokiteltu krooniseksi
sairaudeksi, silla hoidoista huolimatta se uusiutuu herkasti. Hoidon ansiosta
kuitenkin karvasoluleukemia voi olla vuosia oireettomassa tai lieventyneessa
tilassa. (Creagan & Giridhar 2018; Salonen 2019.)
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Kuva 5: Atyyppisia lymfosyytteja.

6.3 Nayte 3: Krooninen lymfaattinen leukemia

Sivelyvalmisteissa numero 3 on n&htavissda huonon ennusteen krooninen
lymfaattinen leukemia. Potilaalla on merkittdva lymfosytoosi ja naytteesta loytyy

KLL-tyypillisia lymfosyytteja. (Liite 3.)

Krooninen lymfaattinen leukemia (KLL) on erds leukemiatyypeista. KLL on
pahalaatuinen verisairaus, joka etenee hitaasti. KLL:ssa luuytimeen, vereen ja
imusolmukkeisiin  kerd&ntyy morfologialtaan tavallisen oloisia, mutta
toiminnaltaan vajaita lymfosyytteja ja se aiheuttaa veren leukosytoosia ja
lymfosytoosia. Talléin my6s imusolmukkeet tai perna saattavat suurentua. KLL
on yleisin leukemia lansimaissa ja useimmiten tauti diagnosoidaan yli 60-
vuotiailla. (Itéala-Remes 2009; Kuittinen & Remes 2015.)

KLL aiheuttaa my6s immuunivajetta, jolloin infektioita saattaa esiintya.
Tutkimuksia, joilla KLL:aa voidaan tutkia on muun muassa taydellinen verenkuva,
sivelyvalmiste ja lymfosyyttien pinta-antigeenien tutkiminen virtaussytometrilla.
Diagnoosi ei valttaméatta edellyta luuydinnéytetta vaan voidaan tehda perifeerisen

veren naytteestd. (Itdla-Remes 2009; Kuittinen & Remes 2015.)

KLL loydetddnkin usein sattumalta perusverenkuvan yhteydessa esimerkiksi
leukosytoosin, anemian, neutropenian tai trombosytopenian ilmetessa. (Itala-

Remes 2009; Kuittinen & Remes 2015.) Leukosytoosi paljastuu usein



erittelylaskennassa lymfosytoosiksi ja veren sivelyvalmisteesta voidaan néahda
paljon pienia tai keskikokoisia kypsia lymfosyytteja. (Kuittinen & Remes 2015.)
KLL-soluissa on pieni ja tiivis tuma, jonka kromatiini on kondensoitunutta.
Nukleoleja ei nay. (Kuittinen & Remes 2015.) Kuvassa 6 on KLL-tyypillisia
lymfosyytteja.

Lymfosyytti on immunologinen valkosolu, joka kay lapi erilaistumisprosessin ja
vastaa sen jalkeen kehon immuniteetista. T- ja B-lymfosyyteilla
erilaistumisprosessi on hieman erilainen. Erilaistumisen jalkeen lymfosyytit
saavat pinnalleen spesifin antigeenireseptorin. (Ek 2009; Siitonen & Koistinen
2015.) KLL-solussa on tapahtunut DNA-tason mutaatiota, jonka seurauksena
solut ovat toimimattomia ja niiden solukuolema on estynyt. Osalla potilaista KLL-
solut ovat kayneet lapi B-lymfosyytin erilaistumiseen kuuluvan somaattisen
hypermutaation ja osalla potilaista ei ole. (Kuittinen & Remes 2015.)
Somaattisessa hypermutaatiossa B-lymfosyyttien esisolujen immunoglobuliinin
reseptorin spesifyys muuttuu. (Tieteen termipankki 2014; Kuittinen & Remes
2015.) Ei-erilaistuneet KLL-solut edustavat varhaisempaa B-lymfosyyttivaihetta.
Tama tauti on agressiivisempi ja edustaa huonompaa ennustetta. (Kuittinen &
Remes 2015.)
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Kuva 6: KLL-tyypillisia lymfosyytteja



6.4 Nayte 4: Lymfosytoosi ja reaktiiviset leukosyytit

Naytteessd 4 lymfosytoosia on hieman yli viitearvojen ja naytteesta on
|0ydettavissa reaktiivisia lymfosyytteja. Potilaan diagnoosia ei tiedeta, mutta
esitietojen mukaan se ei ole mononukleoosi. (Liite 4.)

Kun veren lymfosyyttien suhteellinen osuus verenkierrossa kasvaa ja méaara
nousee Yli 4-5 x 10° /I, puhutaan lymfosytoosista. Jos lymfosyyttien absoluuttinen
maara on kuitenkin normaali, ei kyseessa ole lymfosytoosi, silla esimerkiksi
neutropenia aiheuttaa muutoksia solujen suhteellisiin osuuksiin. (Marhefka 2012;
Kuittinen & Remes 2015.)

Hyvalaatuisia lymfosytooseja ovat polyklonaaliset Ilymfosytoosit, joista
tavallisimpia ovat reaktiiviset lymfosytoosit. Yleisin lymfosytoosin aiheuttaja on
virusinfektio, kuten Epstein-Barrin virus tai sytomegalovirus. (Marhefka 201,
Mahlaméaki 2003; Kuittinen & Remes 2015.) EBV:n aiheuttamassa
mononukleoosissa lymfosyyttien suhteellinen osuus saattaa olla jopa 50%, josta
10% on epatyypillisid soluja kuten reaktiivisia lymfosyytteja. (Mahlamaki 2003;
Kuittinen & Remes 2015.) Reaktiivinen lymfosyytti on kooltaan normaalia isompi
ja sen sytoplasma on varjaytynyt kokonaan voimakkaan siniseksi tai reunoilta
tummemmaksi. Sytoplasman ollessa tumaan verrattuna iso, voi siind olla
vakuoleja tai granuloita. My6s tuman muoto on poikkeava. (Ek 2009; Kuittinen &
Remes 2015.)

MyOs bakteerit voivat aiheuttaa lymfosytoosia, kuten hinkuysk&éa aiheuttava
Bordetella pertussis. Myds tuberkuloosiin voi liittyd lymfosytoosia. Akuutit
stressitilanteet kuten sydaninfarkti ja verenmyrkytys voivat aiheuttaa hetkellista
adrenaliinin aikaansaamaa lymfosytoosia, kun lymfosyytit alkavat jakautua
uudelleen. (Kuittinen & Remes 2015.)

Potilaan hoidon kannalta on tarkedd seurata leukosyyttien maaraa ja
pitkdkestoisen lymfosytoosin syy taytyy selvittdd. Lymfosytoosiin voi liittyd myo6s
muun lymfaattisen kudoksen kasvua ja muutoksia. Perustaudin selvittelyyn

voidaan kayttdd mikroskopiaa, mutta sen avulla saadaan harvoin tehtya



diagnoosia. Lymfosytoosin pitkittyessd on syyta tutkia lymfosyyttien

immunofenotyyppi virtaussytometrilla. (Kuittinen & Remes 2015.)

Kuva 7: Reaktiivinen lymfosyytti

6.5 Nayte 5: Granulosyyttisarjan nuoruusmuodot — Vasemmalle siirtyminen

Sivelyvalmisteissa numero 5 on nahtavissd vasemmalle siirtymista el
granulosyyttisarjan nuoruusmuotoja. Potilaalla ei ole varsinaista diagnoosia.
(Liite 5.)

Vasemmalle siirtymisestd kuvastavat granulosyyttisarjan nuoruusmuotojen
esiintyminen perifeerisessad veressa. Varhaisempia soluja ovat myeloblastin
lisdksi myelosyytti, promyelosyytti sekd metamyelosyytti. Sauvatumaisia
granulosyyttejd tai metamyelosyytteja voi olla yksittaisind kappaleina
normaalissa verenkierrossa, mutta muut nuoruusmuodot eivat kuulu terveen

ihmisen verenkiertoon. (Ek 2009.)

Promyelosyytti on myeloblastin jalkeen seuraava varhaisvaiheen tunnistettava
solu granulosyyttisarjassa. Se on myeloisen sarjan suurin solu, jonka tuma on
pyoreé tai soikea muistuttaen blastia, mutta solussa on enemman sytoplasmaa.
Tuma on varjaytynyt violetiksi ja kromatiini on melko 16ysaa, mutta tiivimpaa kuin

myeloblastilla ja nukleolit ovat heikommin nakyvissd. Sytoplasma varjaytyy



tummansiniseksi, mutta silti vaaleammaksi kuin blastilla. Sytoplasmaa ja tumaa

peittéda spesifi punertavanvioletti granula. (Ek 2009.)

Myelosyytti on granulosyyttisarjan viimeiseksi jakautuva solu. Se on kooltaan
hieman kypsé&é solua suurempi ja sen tuma on pyored, soikea tai hieman litistynyt
sivuilta ja sijoittuu solun keskelle toisin kuin nuoremmissa muodoissa. Tuman
kromatiini on karheampaa ja kokkaraisempaa kuin promyelosyytissa, variltaan se
on tummanvioletti. Nukleoleja voi nékyd. Sytoplasmaa on enemman Kkuin
promyelosyytilla ja se varjaytyy sen hetkisen kypsyysasteen mukaan basofiilisen
sinertavasta harmaanpunaiseen. Punertavan primaarigranulan lisaksi solussa
alkaa nakya spesifia sekundaarigranulaa: eosinofiiliksi kehittyvalla solulla nakyy
tasaista punertavanoranssia granulaa, neutrofiiliksi kehittyvalla hienojakoista
vaaleanpunaviolettia ~ granulaa ja basofiiliksi kehittyvalla solulla

mustanpunertavaa granulaa. (Ek 2009.) Kuvassa 8 nakyy oikealla myelosyytti.

Metamyelosyytti-vaiheen solu ei enaa jakaannu. Se on hieman pienempi kuin
edeltavad myelosyytti ja ne erottaa toisistaan tuman muodon perusteella, joka on
munuaisen muotoinen. Variltddn se on edelleen tummanvioletti, mutta kromatiini
on kokkareisempaa. Sytoplasma on vaaleansinipunertavaa ja sita peittaa
granulosyytin spesifi granula. Toisinaan primaarigranulaa voi esiintyd, mutta

yleensé ei. (Ek 2009.) Kuvassa 8 vasemmalla nakyy metamyelosyytti.

Sauvatumaiset granulosyytit ovat lahes kypsia soluja, jotka jaetaan
liuskatumaisten granulosyyttien tapaan neutrofiileihin, basofiileihin  ja
eaosinofiileihin.  Sauvatumaiset neutrofiilit ovat tavallisia  terveessa
verenkierrossa, kun niiden osuus on alle 5%. Osuuden noustessa puhutaan
lievasti vasemmalle siirtymisestd kuvastamaan neutrofiilien kypsyysasteen
muutoksista. (Ek 2009.) Sauvatumaisia neutrofiileja ilmatuu perifeeriseen
verenkiertoon yli viitearvojen, mikali elimistélla on suuri tarve neutrofiileille ja
niiden tuotanto kiihtyy. Tama tapahtuu esimerkiksi infektion yhteydessa tai
luuytimen sairauksissa, joissa neutrofiilien tuotanto on liiallista. (Marhefka 2012.)
Sauvatumaisen granulosyytin tuma on C- tai S-kirjaimen muotoinen, eikd siina

ole ehtinyt tapahtua liuskottumista. Sytoplasma on samalainen kuin kypsalla



solulla. Sauvatumaiset eosinofiilit ja basofiilit ovat harvinaisia. (Ek 2009;
Marhefka 2012.)

Kuva 8: Vasemmalla myelosyytti ja oikealla metamyelosyytti



7/ POHDINTA

Jo opinnaytetydprosessin alussa aihetta valitessamme tiesimme toiminnallisen
opinnaytetydn olevan meille mieluisin tyéskentelyn muoto. Sopiva aihe |6ytyikin,
kun koulumme aiemmat sivelyvalmisteet olivat osaltaan vanhoja ja tarve uusille
laseille oli suuri. Vanhojen lasien solujen morfologia oli karsinyt ajan saatossa,
jolloin solujen tunnistus ja opettelu niistd on haastavaa, eikd nain ollen tukenut

bioanalyytikko-opiskelijoiden oppimista parhaalla mahdollisella tavalla.

Toisinaan on tilanteita, jolloin tietyn tyyppisia soluja on vaikeaa erottaa toisistaan
sivelyvalmistetta tarkasteltaessa. Lymfosyytit ja blastit voivat olla morfologialtaan
hyvin samankaltaisia ja reaktiivisia muutoksia voi olla vaikea havaita. Taman
vuoksi on ensisijaisen tarkeaa, etta bioanalyytikko-opiskelijat paasevat
tutustumaan erilaisten solujen morfologiaan ja muutoksiin jo opintojen
alkuvaiheessa. Tama luo opiskelijalle laajan tietopohjan tydelamaa varten.
Sairauden ja siihen liittyvien verenkuvamuutosten yhteyden hahmottamiseksi
olisi opiskelijalla sivelyvalmistetta tarkasteltaessa hyva olla tiedossa potilaan

mahdollinen diagnoosi.

Ei ollut taysin varmaa, millaisia l16ydoksia tulisi vastaan ajankohtana, jonka
olimme varanneet néaytteiden Kkeraykselle. Taman vuoksi suunnitelman
teoreettisen viitekehyksen laatiminen tuntui aluksi hankalalta. Valitsimme
opinnaytetydomme  materiaaliksi  naytteet, joissa oli mahdollisimman
monipuolisesti erilaisia l0ydoksia. Rajasimme viitekehyksen juuri kyseisiin
l6ydoksiin ja diagnooseihin seka sivelyvalmisteen merkitykseen Kliinisessa
hematologiassa. Ajatuksena on myds, etta opiskelijat voivat kayttda
opinndytetydta oppimateriaalina hematologian opintojaksolla. Kerromme
viitekehyksessd myo6s sivelyvalmisteen valmistuksesta ja naytemateriaalista

seka niiden laadusta ja virhelahteista.

Sivelyvalmisteiden toteutus onnistui suunnitellusti aikataulussaan. Naytteita
saatiin kerattya juuri sen verran kuin oli suunniteltu ja yhteistyd hematologian

laboratorion kanssa sujui mutkattomasti. Ensisijaisen tarkeaa meille oli



sivelyvalmisteiden laatu ja luotettavuus. Kokemusta sivelyvalmisteiden
tekemisesta meilla oli entuudestaan tydharjoittelujaksojen ja tydelaman ansiosta,
joten sivelyvalmisteet onnistuivat hyvin. Usean sivelyvalmisteen teko kerralla
kuitenkin kehitti taitoa viela entisestaan. Hyddynsimme hematologian osaston
laboratoriohoitajien asiantuntemusta sivelyvalmisteiden mukana tulevien
tulosteiden laatimisessa, jotta ne olisivat mahdollisimman luotettavat. Kéytimme
sivelyvalmisteiden varjaamiseen varjaysautomaattia, joka osaltaan tuki
sivelyvalmisteiden tasalaatuisuutta. Laadukkaasta sivelyvalmisteesta pystyy
paremmin erottamaan solun morfologiset piirteet. Nain ollen bioanalyytikko-
opiskelijat pystyvat paremmin omaksumaan ja oppimaan uutta, joka on

opinnaytetydmme tavoite ja perusta.

Tietoa sivelyvalmisteista ja opinnaytetyéhon valitsemistamme sairauksista [6ytyi
runsaasti. Taman vuoksi meilla oli mahdollisuus arvioida lahteita kriittisesti ja
kayttdd vain luotettavan oloisia tietolahteitd. Emme kuitenkaan I0ytéaneet
asiallista kuvaldhdetta, jota saisi vapaasti jakaa. Opponoijilta saamamme
kehitysehdotuksen ansiosta paadyimme kuvaamaan opinnaytetydhon omat
tuotoksemme, joka osoittautui hyvaksi ajatukseksi. Kuvat ovat hyva, oppimista
edistava tuki tekstin rinnalla ja selkeyttdé opinnaytetyota.

Oma ammatillisen kasvun tavoitteemme oli syventaa tietojamme ja
osaamistamme hematologian erikoisalalla. Tama tavoite toteutui hyvin, silla
opimme paljon uutta erilaisista verisairauksista, niiden syntymisesta ja

diagnosoinnista. Kehityimme myos sivelyvalmisteiden tekemisessa.

Opinnaytetydssamme esiteltyjen verisairauksien lisdksi on olemassa useita
muitakin sairauksia. Lisdksi omassa opinndytetydssdmme keskityimme
ainoastaan epénormaaleihin valkosoluldydoksiin. Jatkona opinnéytetyollemme
voisikin siis olla sivelyvalmisteiden tekeminen normaaleista soluista tai erilaista

sairauksista sivuten myds veren punasolujen morfologiaa.
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Diffi-profiili nayte 1

Liite 1 (1)

NAYTE 1

Verenkuva

WBC 25,67 10*9/L MCV 89,11
RBC 3,11 10*12/L MCH 30,9 pg
HGB 96 g/L MCHC 347 g/L
HCT 0,277 Ratio PLT 18 10*9/L
Valkosolujen Absoluuttinen maara | Solulaskijan tulos | Manuaalinen tulos
erittely (10*9/L) (%) (%)
Neutrofiilit 2,09 8,1 35
Lymfosyytit 7,39 28,8 18
Monosyytit 16,02 62,4 2
Eosinofiilit 0,02 0,1 0
Basofiilit 0,15 0,6 0
Sauvatumaiset 0,74 2,9 0
granulosyytit

Promyelosyytit - - 0
Myelosyytit - - 0
Metamyelosyytit - - 0,5
Blastit - - 76

Diagnoosi: Akuutti myelooinen leukemia

Muut |6yddkset: Auerin sauvoja




Liite 2 (1)

Diffi-profiili nayte 2

NAYTE 2

Verenkuva

WBC 100,53 10%9/L MCV 85,7 1L
RBC 4,67 10*12/L MCH 27,2 pg
HGB 127 g/L MCHC 318 gL
HCT 0,400 Ratio PLT 155 10*9/L
Valkosolujen Absoluuttinen maaré | Solulaskijan tulos | Manuaalinen tulos
erittely (10*9/L) (%) (%)
Neutrofiilit 4,21 4.2 5
Lymfosyytit 89,29 88,8 93
Monosyytit 6,60 6,6 1,5
Eosinofiilit 0,29 0,3 0,5
Basofiilit 0,14 0,1 -
Sauvatumaiset 0,25 0,2 -
granulosyytit

Promyelosyytit - - -
Myelosyytit - - -
Metamyelosyytit - - -

Blastit - -- -
Diagnoosi:

Leukosytoosi / Potilaalla ollut karvasoluleukemia, jota on hoidettu. Nyt epailys

kroonisesta lymfaattisesta leukemiasta tai uusiutuvasta karvasoluleukemiasta.

Muut |6yddkset: -




Diffi-profiili nayte 3

Liite 3 (1)

NAYTE 3

Verenkuva

WBC 435,73 10%9/L MCV 98,6 fL
RBC 3,63 10*12/L MCH 27,0 pg
HGB 98 giL MCHC 274 gL
HCT 0,358 Ratio PLT 118 10*9/L
Valkosolujen Absoluuttinen maaré | Solulaskijan tulos | Manuaalinen tulos
erittely (10*9/L) (%) (%)
Neutrofiilit 13,32 3 4
Lymfosyytit 396,40 90,8 96
Monosyytit 26,1 6 1
Eosinofiilit 0,18 - -
Basofiilit 0,72 0,2 -
Sauvatumaiset 0,90 0,2 -
granulosyytit

Promyelosyytit - - -
Myelosyytit - - -
Metamyelosyytit - - -

Blastit -- - -

Diagnoosi: Huonon ennusteen krooninen lymfaattinen leukemia

Muut |I6ydokset: KLL-tyypilliset lymfosyytit




Diffi-profiili nayte 4

Liite 4 (1)

NAYTE 4

Verenkuva

WBC 8,71 10%9/L MCV 89,3 fL
RBC 3,82 10*12/L MCH 28,8 pg
HGB 110 giL MCHC 323 g/L
HCT 0,341 Ratio PLT 286 10*9/L
Valkosolujen Absoluuttinen maaré | Solulaskijan tulos | Manuaalinen tulos
erittely (10*9/L) (%) (%)
Neutrofiilit 3,54 40,7 43
Lymfosyytit 4,07 46,7 44
Monosyytit 0,97 11,1 12
Eosinofiilit 0,09 1,0 2
Basofiilit 0,04 0,5 1
Sauvatumaiset 0,03 0,3 -
granulosyytit

Promyelosyytit - - -
Myelosyytit - - -
Metamyelosyytit - - -

Blastit - - -

Diagnoosi: Ei diagnoosia

Muut |6yddkset: Reaktiivisia lymfosyytteja




Diffi-profiili nayte 5

Liite 5 (1)

NAYTE 5

Verenkuva

WBC 15,48 10*9/L MCV 96,1 1L
RBC 2,79 10*12/L MCH 31,2 pg
HGB 87 g/lL MCHC 325 g/L
HCT 0,268 Ratio PLT 151 109
Valkosolujen Absoluuttinen maara | Solulaskijan tulos | Manuaalinen tulos
erittely (10*9/L) (%) (%)
Neutrofiilit 6,85 44 2 35
Lymfosyytit 5,46 35,3 24
Monosyytit 2,65 17,1 13
Eosinofiilit 0,20 1,3 2
Basofiilit 0,32 2,1 -
Sauvatumaiset 1,31 8,5 11
granulosyytit

Promyelosyytit - - 3
Myelosyytit - -

Metamyelosyytit - - 4

Blastit - - -

Diagnoosi: Ei diagnoosia

Muut |6ydokset: Vasemmalle siirtyminen




