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TMA eli Tissue microarray on innovaatio, joka mahdollistaa useiden kudosten ja valittujen
histologisten alueiden kokoamisen yhdelle kudosblokille nopeasti ja kustannustehokkaasti. TMA
on tarkeéd ja hyodyllinen tydkalu, jota kaytetddn histologisissa, immunohistokemiallisissa ja in
situ hybridisaatio-maarityksissa. Sitd voidaan kayttdad solumorfologian tutkimisessa, proteiinien
ja RNA:n ilmentymisessa ja DNA:n poikkeamien tutkimisessa. Tama& menetelma on
saannollisesti kaytdssa Auria Biopankissa, Turussa.

Taman opinndytetydn tarkoituksena oli valmistaa erilaisista kudosnaytteistd monikudosblokit
TMA Grand Masterilla (3D Histech) ja selvittda, onko erilaisilla kudoksilla eroavaisuuksia TMA:n
laadussa. TMA Grand Master (3D Histech) kayttdd uuden ajan (Ng) teknologiaa, joka perustuu
hyvaan suunnitteluun, digitaaliseen patologiaan ja automatisoituun kudoskasittelyyn.

Tassa opinnaytetydssd naytemateriaalina kaytettiin  Varsinais-Suomen sairaanhoitopiirin
patologian yksikén luovuttamia kuuden eri potilaan kudosnaytteitd. Tutkimuksessa kaytettiin
kahta eri kohtua, suolta, keuhkoa, rintaa ja sappirakkoa. Potilaiden henkilotietoja ei kaytetty

tédssa tutkimuksessa ja naytteistd oli poistettu tunnistetiedot. Tuloksista ilmeni, ettd kohdun
kudosmateriaali saattaa aiheuttaa ongelmia TMA:ssa, mutta vaatii lisdé tutkimusta.
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TISSUE QUALITY EVALUATION WITH TMA
GRAND MASTER (3D HISTECH)

Tissue microarray (TMA) is an innovation utilized to collect different tissues and histological
areas to one specific tissue block in a rapid and cost-effective way. TMA is essential and
practical tool in histological, immunohistochemically and in situ-hybridization definitions. It is
used to study cell morphology, appearance of proteins and RNA and investigate DNA
exceptions. This technology is routinely performed and maintained at Auria Biobank, Turku.

The purpose of this thesis is to evaluate tissue quality in TMA Grand Master (3D Histech) and
highlight tissue differences and their impact on the quality of TMA. TMA Grand Master (3D
Histech) applies new generations (Ng) technology, which is based on good planning, digital
pathology and automatized tissue processing.

In this thesis the tissue material were from six different patients and were received from the
pathology unit in Hospital District of Southwest Finland. In this research were used two different
uterus, colon, lung, breast and gall bladder. Patient data was not used in this research and

personal details were removed. Results demonstrates that uterus as a tissue material might
cause some problem with TMA, but it requires more research.

KEYWORDS:

Histology, Tissue, Quality, TMA
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1 JOHDANTO

Histologiset tekniikat ovat ottaneet tarkean roolin molekyylipatologian kehityk-
sessa. Tissue microarray (TMA) on menetelmd, jolla voidaan arvioida useita
kudosnaytteitd lyhyessa ajanjaksossa. Tasta on syntynyt vahva diagnostinen
tyovaline, jolla on merkitysta kliinisessa patologiassa ja toimii myos laadunval-
vontana uusille vasta-aineille. TMA edistaa tutkijoiden ja patologien ty6ta, kun
halutaan tutkia ja arvioida sairauksia jo varhaisessa vaiheessa. Nykypaivana
TMA kayttdd monia kudosnaytteitd, jotka voidaan jarjestaa yhdelle parafiiniblo-
kille kayttden valikoituja tekniikoita, jolla saadaan vastaanotettava blokki. (Su-

varna ym. 2013.)

Uuden ajan TMA (ngTMA) painottuu hyvaan suunnitteluun, digitaaliseen pato-
logiaan ja automatisoituun kudoskasittelyyn. TMA:ta voidaan kuvailla "kudosar-
kis-toksi”, johon on siirretty pienia kudoslieriita, vaihdellen koosta 0,6-2mm,
suoraan parafiinista vastaanottavaan blokkiin. Kun kaytetaan pieninta kudos-
lierion kokoa, voidaan mahdollistaa blokki joka sisaltdd 500 erilaista kohtaa

useammasta kudoksesta. (Jove 2014.)

Tassa opinnaytetydssa tarkoituksena on vertailla erilaisten kudosten laatua
kayttden uuden sukupolven TMA-menetelmaa. Tehtdvana on selvittdd onko
kudoksissa eroavaisuuksia ja vaikuttaako se laatuun TMA-menetelméssa. Ta-
voitteena on saatujen tulosten avulla rajata TMA:n laatua heikentavia tekijoita.
Naita tutkimustuloksia tullaan kayttdm&an Auria Biopankissa osana jatkuvaa
TMA-tuotekehitysta.



2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Histologia

Histologia tarkoittaa kudosoppia eli kudosten tutkimista (Nienstedt ym. 2009).
Histologian laboratoriossa tutkittavat kudokset jaetaan naytepaloihin, elimiin ja
poistettuihin muutoksiin. Naytteitd otetaan leikkausten yhteydessa tai tahystyk-
sessa. Naytepaloja otetaan silmin havaittavista muutoksista, joskus myés nor-
maalilta nayttavilta alueilta, koska osa taudeista ei ndy paljain silmin. Naytepalo-
jen koko vaihtelee muutamasta millimetrista kymmeniin senttimetreihin. (Bio-
analyytikkoliitto 2016; Karttunen ym. 2005.) Kudosnaytteet on kasiteltava labo-
ratoriossa, ennen kuin sitd voidaan tarkastella valomikroskooppisesti. Naytteista
voidaan tutkia sybvan esiasteita, hyvanlaatuisia kasvaimia, infektioita ja muita

tulehdustauteja. (Karttunen ym. 2005.)

Kudosnaytteet kiinnitetd&n ensin formaliinissa, jolloin kudoksen proteiinit dena-
turoituvat ja mikrobeista johtuva pilaantuminen pyséhtyy. Kudoksen sisaltama
vesi korvataan alkoholilla, jonka jalkeen se valetaan parafiiniin. Tama kasittely
vie aikaa noin vuorokauden, jonka jalkeen parafiinissa olevasta kudoksesta voi-
daan leikata ohuita, noin 2-7 mikrometrin paksuisia leikkeita. (Karttunen ym.
2005.)

2.2 Kudokset

Kudokset muodostuvat soluista ja valiaineesta, joiden perusteella ne jaetaan
viiteen paatyyppiin: epiteeli-, tuki-, nestemainen-, hermo-, ja lihaskudokseen
(Sand ym. 2014).

Epiteelikudos verhoaa elimiston ulko- ja sisépintoja. Epiteelikudoksessa on pal-
jon soluja, jotka ovat tiiviisti kiinni toisissaan. Epiteelikudos jaetaan pinta- ja

rauhasepiteeliin. Pintaepiteelin tehtavana on suojata kudoksia ja elimia, saadel-
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|& aineiden kulkua ja ottaa vastaan aistinarsykkeitd. Rauhasepiteelin tehtavana

on tuottaa hormoneja ja eritteita. (Vierimaa & Laurila 2011; Sand ym. 2014.)

Tukikudos muodostaa tukirakenteita eri elimille. Tukikudoksiin kuuluvat varsi-
nainen sidekudos, rasvakudos, rustokudos ja luukudos. Rasvakudos jaetaan
keltaiseen ja ruskeaan rasvakudokseen. Rustokudos muodostuu rustosoluista,
jotka tuottavat kiinteda, mutta taipuisaa soluvéliainetta. Rustokudos kestaa hy-
vin painetta, silla soluvéliaine imee itseensé& voimakkaasti vettd. (Vierimaa &
Laurila 2011.)

Veri ja imuneste kuuluvat nestemaisiin kudoksiin. Nesteméaisen kudoksen solut
eivat ole kiinnittyneet soluvéliaineeseen ja naissa ei ole soluliitoksia. Nestemai-
sen kudoksen solut kiertavat jatkuvasti kehon veri- ja imusuonissa. (Sand ym.
2014.)

Hermokudos muodostuu hermosoluista eli neuroneista ja hermotukisoluista el
gliasoluista. Hermosolut osallistuvat solujen toiminnan saatelyyn lahettamalla
viesteja solujen valilla. (Sand ym. 2014.) Yleensa hermosolussa on yksi hermo-
syy eli aksoni, joka kuljettaa hermoimpulssia. (Vierimaa & Laurila 2011.)

Lihaskudos jakautuu poikkijuovaiseen, siledan ja sydanlihakseen. Nama muo-
dostuvat lihassoluista, joita kutsutaan lihassyiksi ja niille on ominaista supistu-
miskyky. Soluvaliainetta |0ytyy niukasti. (Nienstedt ym. 2009.) Poikkijuovaisesta
lihaksesta ovat muodostuneet tahdonalaisesti saadeltavat luustolihakset. Siledn
lihaksen toimintaa saatelee autonominen hermosto ja tietyt hormonit. (Vierimaa
& Laurila 2011.)

2.3 TMA

TMA eli tissue microarray on menetelmd, jolla valmistetaan monikudosblokki.
Se koostuu useista naytteista, joka sisaltda valitut kohdat alkuperaisista kudos-
blokeista. TMA:lle 16ytyy monta kayttotarkoitusta, sitd voidaan kayttaa solumor-
fologian tutkimisessa, proteiinin ja RNA:n ilmentymisessd ja DNA:n poik-

keamien tutkimisessa sekd naiden varjaysten jalkeen tai immunohistokemialli-
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sen menetelman jalkeen ja fluoresenssi in situ-hybridisaatiossa. (Jove 2014.)
Immunohistokemiallisen menetelman tarkoitus on osoittaa antigeenin olemas-
saolo tai sen puuttuminen kudoksessa tai solundytteessa. Fluoresenssi in situ-
hybridisaatio (FISH) on menetelm4, jossa kiinnostuksen kohteena on jokin tietty
kromosomi, geeni tai fuusiogeeni. TMA on kvantitatiivinen menetelma ja mah-
dollistaa histologian ja solumorfologian samanaikaisen arvioimisen. (Makinen
ym. 2014.)

TMA:n kokoaminen alkaa kudosnaytteen ja tarkan histologisen alueen valinnal-
la. Luovuttajablokin naytelasit skannataan tietokoneelle ja suunnitellaan haluttu
TMA. Pienet kudoslieriot porataan tavallisesta formaliiniin fiksoidusta ja parafii-
niin valetusta luovuttajablokista ja siirretddn vastaanottajablokkiin. Tiedot siirty-
vat suoraan tietokoneelle Excel-tiedoston muodossa. (3D Histech 2016, Voduc
ym. 2008; Arafa ym. 2010.) Vastaanottajablokista leikataan mikrotomilla ohuita
leikkeitd, jonka jalkeen parafiini sulatetaan lasilammittimen avulla. Naytelasit
varjataan ja skannataan tietokoneelle tarkasteltavaksi. (3D Histech 2016.)
TMA:n varjayksessa suositaan kaytettavan laboratorion varjaysmenetelmia,
jotka ovat standardisoituja (Taylor C. & Rudbeck L. 2013). Taméa teknologia

mahdollistaa tuhansien naytteiden nopean analysoinnin.
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Kuva 1: TMA:n periaate. Tissue microarray construction and quality insurance.
Taylor C. & Rudbeck L. 2013.

TMA:t voidaan luokitella kolmeen eri tyyppiin, jotka ovat yleinen, ennustava ja
kokeileva TMA. Yleinen TMA on koottu sydpanaytteista, jotka edustavat yhta tai
montaa luokkaa ilman Kliinista tai patologista informaatiota. Naita kaytetdan kun
halutaan maarittdad muutoksen yleisyys syovan alueessa, josta ollaan kiinnostu-
neita. Kehittyvd TMA sisaltdd naytteitd, jossa on eri asteita yhdesta syovan tyy-
pista. Tatd kaytetddn kun halutaan selvittdd yhtenaisyyksia sybvan geno- ja fe-

notyypissa. (Suvarna ym. 2013.)

Ennustava TMA sisaltaa naytteitéd syovista, joista on saatavilla seuranta-tietoa
ja edustavat nopeaa ja luotettavaa menetelmaa, kun arvioidaan Kliinista tarkeyt-

té uusissa havaituissa sairauteen liittyvissa geeneissa. Talla voidaan tuoda julki
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yhteyksia molekyylisten 16ydésten ja kliinisten lopputulosten kanssa. (Suvarna
ym. 2013.)

Kokeileva TMA on koottu solulinjoista tai naytteista, joista on tehty TMA-arkisto,
jolla testataan uusia vasta-aineita ja etsitddn uusia geenikohteita (Suvarna ym.
2013).

Yleisimmin kaytetyt lierididen koot TMA:ssa ovat 0,6 mm, 1,0 mm, 1,5 mm ja
2,0 mm. Pienimman kudoslierion kaytté mahdollistaa suuren maaran porattavia
lieridita vastaanottavassa blokissa, mutta aiheuttavat helposti vahinkoa luovut-
taja- ja vastaanottajablokissa. Suurempi kudoslierid on yleensa vahvempi ja ei
vaurioidu yhta helposti kasittelyssa. Tastd huolimatta, suurempi kudoslierio
saattaa aiheuttaa ongelmia lierididen siirtAmisessa vastaanottajablokkiin, jonka
vuoksi blokki saattaa halkeilla. (Taylor C. & Rudbeck L. 2013.)

2.4 TMA:n edut ja haitat

TMA:n suurimpia etuja on, ettéd se mahdollistaa kustannustehokkaan ja suuren
naytemaardn kayton histologisissa, immunohistokemiallisissa ja in situ-
hybridisaatio kudosmaarityksissa. Taman teknologian avulla useista sadoista
naytteista ja potilaista voidaan sisallyttad kudosalueita vain yhdelle lasille mé&éri-
tyksia varten. TMA:ta kaytetdan kaikissa kudostyypeissa, myos dekalsifioiduis-
sa luukudosnaytteissa. (Taylor C. & Rudbeck L. 2013; Jove 2014.) TMA:ta voi-
daan hyddyntaa vasta-aineiden herkkyyden ja spesifisyyden arvioinnissa, ku-
dosten fiksaatio-menetelmissa ja antigeenien uudelleenhankkimisen menetel-
missd. Menetelman kayttd luo sddst6ja reagenssien hankinnoissa ja tyontekija-
kustannuksissa. (Cheng ym. 2013.)

Vaikka TMA on tunnetusti tehokas menetelma, silla on myo6s heikkoutensa.
TMA on riippuvainen hyvasta kudoksen laadusta, asiallisesti validoiduista vasta-
aineista ja standardoiduista laboratorion menetelmistd. Nykypaivana TMA:n
menetelma on automatisoitu, mutta laadukas TMA vaatii koulutetun kayttajan
taidot. TMA on niin laadukas, kuin mistd naytteista se on tehty. Tutkijat kaytta-

vat usein kudoksia arkistoista hyvinkin pitkalta aikavalilta, joka lisdd muuttumis-
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tekijoitd kudosten prosessoinnissa ja tulokset voivat osoittautua vaariksi. For-
maliiniin fiksoidut ja parafiiniin valetut kudosnaytteet voivat sailyttda antigeeni-
syyden vuosikymmeniksi, mutta tutkijoiden tulee varmistaa, ettei naytteissa
esiinny korrelaatiota varjaysten intensiivisyydessa ja naytteiden iassa. (Camp
ym. 2008.)

2.5 Laatu

Laadunvalvonta on tarkeé tydkalu, kun halutaan tarjota parasta mahdollista hoi-
toa potilaalle ja henkilokunnalle. Laatu on mittari, joka koostuu piirteista ja omi-
naisuuksista, johon perustuu jarjestelmén, tuotteen, palvelun tai prosessin kyky
tayttaa vaatimukset ja odotukset. (Suvarna ym. 2013.) Hyva laatu perustuu par-
haaseen tutkittuun nayttoon, tietoon ja sille asetettujen vaatimusten ja odotus-
ten toteutumiseen. Keskeisia piirteitd sosiaali- ja terveydenhuollon laadussa
ovat korkeatasoinen ammattitaito, asiakaskeskeisyys, potilasturvallisuus, valin-
nanvapaus, palvelujen saatavuus ja tuotettavuus ja vaikuttavuus. (THL 2014,
Terveydenhuollon laatuopas 2011.) Laadunvalvonnan mittareilla varmistetaan,
etteivat tavallisesta poikkeavat, darimmaiset vaihtelut ja muut teknilliset ongel-

mat ylitd biologista vaihtelua. (Burgoon ym. 2005.)

Sisdinen laadunvalvonta on tarked osa laadunhallintaa ja on ollut perinteinen
tapa tarkistaa péivittaisia toimintoja. Ulkoisen laadunvalvonnan mittarit tarjoavat
vertailumahdollisuuden eri laboratorioiden valilla ja antavat usein paasyn par-
haimpiin menetelmiin ja k&ytantoihin. Kuitenkin, kokonaista laadunhallintaa tulisi
kayttaa, jotta voidaan varmistaa jatkuvuus, palvelun laatu, luotettavuus, stan-
dardointi ja jatkuva parantaminen kaikissa laboratorion prosesseissa. (Suvarna
ym. 2013.)

2.6 Aikaisemmat tutkimukset

Dekker ym. (2012) kartoittivat HER2-geenin ilmentymista invasiivisessa rinta-

syovassa hyodyntden TMA-menetelmaa. Tutkimuksessa arvioitiin 1210 rinta-
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syOpaa sairastavaa potilasta, joita hoidettiin sairaaloissa vuosina 2006 — 2008
invasiivisen rintasydévan vuoksi. Suuri joukko uudelleentestattavia HER2-
luokituksen rintasyOpia todettiin kayttokelpoiseksi ja voidaan luotettavasti varja-
tda TMA:ssa SP3, 4B5 ja monoklonaalisella SISH- vasta-aineilla. Tatd menetel-

maa voidaan nyt tarjota muille laboratorioille, jotka testaavat HER2-geenia.

Anagnostou, Lowery. Syrigos, Cagle, Rimm (2010) tekivat kvantitatiivisen arvi-
oinnin proteiinin ilmentymisesta kudoslierion paksuudessa TMA:ssa ja halusivat
selvittdd onko suurempi 1,5mm kudoslierio parempi kuin pienempi 0,6mm. Pa-
tologit usein mieltavat, etta olisi parempi kayttéa suurempaa kudoslierion kokoa,
mutta mikaan kirjallisuus ei todista ettd suurempi koko olisi parempi tai huo-
nompi. Tutkimuksessa kaytettiin rinta- ja keuhkosyopien kudosnaytteita. Tulok-
set osoittavat ettd pienempi 0,6mm kudoslierion kayttdé on yhta edustava verrat-

tuna suurempiin kokoihin.

Jones ja Prasad (2012) tekivat vertailevan tutkimuksen pienen kudoslierion
(0,6mm) ja suuren kudoslierion (2mm) kilpirauhasen TMA:ssa ja halusivat sel-
vittdd onko suurempi koko parempi kaytannossa. Useat tutkimukset ovat osoit-
taneet ettd 0,6mm lierid isosta tuumorista antaisi samankaltaiset tulokset kuin
koko alueesta. Kuitenkin lieriot kolloidi-taytteisista kilpirauhasen follikkeleista,
kuten esimerkiksi rintasyovassa voivat sisdltdd vahemman soluja verrattuna
yhtendiseen tuumoriin. Tutkimuksen tarkoituksena oli arvioida kilpirauhasen
TMA:t valitsemalla kaksi diametrid, 0,6mm ja 2mm lierion koko ja tutkia koon
vaikutusta ja ruudun tiheytta kokonaisissa osa-alueissa. Immunohistokemian
osuus koostui ensisijaisista vasta-aineista kuten sytokeratiini 19, HBMEL1 ja ClI-
TED1, jotka on todettu hyddyllisiksi kilpirauhasen karsinooman diagnoosissa.
Yhtapitavyys tihean TMA:n ja kokonaisissa alueissa sytokeratiini 19; oli 61 / 77
(79 %) HBMEZL; 76 / 80 (95 %) ja CITED1; 67 / 75 (89 %). Toistuvin ristiriitai-
suus oli negatiivinen ydin mutta positiivinen keskeinen heterogeeninen proteii-
nin ilmentyméa kokonaisissa alueissa. Kokonaisissa alueissa testien herkkyys
lisdantyi, mutta tarkkuus vaheni verrattuna TMA:aan, kuitenkin toistuvuus pysyi

samana (77-83%). TMA sdilyttda edelleen tarkan menetelman kun halutaan
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seuloa proteiinin ilmentymia suuressa maarassa kilpirauhasen kudoksia riippu-

matta lierion diametrista tai ruudukon tiheydesta.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITTEET JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetydn tarkoituksena on vertailla erilaisten kudosten laatua TMA
Grand Master (3D Histech) laitteella. Tehtavana on selvittdd onko kudoksissa
eroavaisuuksia ja vaikuttaako se laatuun TMA-menetelmassa. Tavoitteena on

saatujen tulosten avulla rajata TMA-laatua heikentavia tekijoita.
TMA:n laadullisia ongelmia ovat:

e kudoksien huono siirtyvyys luovuttajablokista
¢ lasin ja blokin kohdistus

e kudoksen epdonnistunut muoto lasilla

e kudoksen kovuus

e blokkien leikkautuvuus

Tassa opinnaytetyossa keskityttin kudoksien siirtyvyyteen luovuttajablokista
vastaanottajablokkiin. Naita tutkimustuloksia tullaan kayttamaan Auria Biopan-
kissa osana jatkuvaa TMA-tuotekehitysta.
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetyon toteutus

Tama opinnaytetydn aihe saatiin Auria Biopankista syksylla 2015. Tutkimuslupa
(liite 1) saatiin Varsinais-Suomen sairaanhoitopiiriltd 15.joulukuuta 2015. Tutki-
muksen empiirinen osuus aloitettiin joulukuussa 2015 ja saatiin paatokseen
tammikuussa 2016. Aineiston Kirjoittaminen ja raportointi alkoi tammikuussa
2016 ja opinnaytetyd valmistui toukokuussa 2016. Tassa tutkimuksessa tutki-
musymparistona toimivat Turun yliopistollisen keskussairaalan patologian yk-
sikko ja Auria Biopankin toimitilat.

4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtékohdat

Kvantitatiivinen tutkimus perustuu muuttujien mittaamiseen ja naiden valisten
yhteyksien tarkasteluun ja tilastollisten menetelmien kaytt6on. Vertailevassa
tutkimuksessa voidaan asettaa tutkimukselle hypoteeseja, jos niille 16ytyy pe-
rustelut. Kvantitatiivisen tutkimuksen tarkoitus on vahvistaa jo olemassa olevaa
tietoa (Kankkunen & Vehvilainen-Julkunen 2013.) Kvantitatiivisessa tutkimuk-
sessa etsitddn syysuhteita ja pyritdén yleistysten avulla ennustamiseen, selityk-
siin ja ymmartamiseen. Kvantitatiivinen tutkimus perustuu deduktiiviseen pro-
sessiin eli etenee yleisesta yksityiskohtaiseen. Tarkoituksena on reliaabeliuden
ja validiuden kautta saavuttaa tulosten tarkkuus ja luotettavuus. Kvantitatiivises-
sa tutkimuksessa tutkitaan eri osia ja komponentteja laboratoriokokeiden, muut-
tujien manipuloinnin ja kontrollin kautta. (Hirsjarvi & Hurme 2011; Hirsjarvi ym.
2012))

Tama opinnaytetyd oli kvantitatiivinen tutkimus, koska tutkimusote perustui
deduktiiviseen prosessiin eli eteni yleisesta yksityiskohtaiseen. Tassa opinnay-
tetydssa valittiin useita kudoksia, jotka otettiin vertailuun. Kudoksista valittiin
tarkemmat histologiset alueet, joista tehtiin monikudosblokit TMA Grand Master

(3D Histech) laitteella ja pyrittiin selvittamaan, onko eri kudoksilla eroavaisuuk-
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sia laadun onnistumisen suhteen. Opinnaytetydssa painotettiin objektiivista ha-
vainnointia ja mittaamista. Tassa tutkimuksessa naytemateriaalina kaytettiin
Turun yliopistollisen keskus-sairaalan patologian yksikon luovuttamia kudos-
naytteita. Potilaiden henkilttietoja ei kaytetty ja tunnistetiedot poistettiin nayt-
teistd. Tutkimuksessa kaytettiin yhteensa 6 kudosta, jokaisesta leikattiin kolme
naytettd eli yhteensd 18 naytettd. Vastaanottavia monikudosblokkeja valmistet-

tiin 12 kappaletta.

4.3 Tutkimuksen suoritus

Tutkimustehtavana oli verrata kuudesta eri kudoksesta tehtyjen monikudosblok-
kien laadullista onnistumista TMA Grand Master (3D Histech) laitteella. Tutki-
mukseen kaytettavat kudosnaytteet kerattiin kuudelta eri ihmiselta. Tutkimustyo
aloitettiin valmistalla kudosblokit formaliinissa fiksoiduista kudosnaytteista Var-
sinais-Suomen sairaanhoitopiirin patologian laboratoriossa. Naytteet olivat otet-
tu eri ajankohtina. Jokaisesta kudoksesta leikattiin kolme kudospalaa. Kudospa-
loja oli yhteensa 18 kappaletta. Naista kudosblokeista porattin 1mm:n kudos-
lieriditd vastaanottaviin blokkeihin Auria Biopankin tiloissa TMA Grand Master
(3D Histech) laitteella.

Taulukko 1. Kudosnaytteet

Naytetyyppi Naytteenotto pvm Fiksointiaika (paivid)

1 Kohtu 26.11.2015 27
2 Kohtu 23.11.2015 30
3 Keuhko 24.11.2015 29
4 Sappirakko 22.11.2015 31
5 Suoli (rectum) 16.11.2015 37
6 Rinta 24.11.2015 29

Pilkonnan jalkeen naytekasetit siirrettin automatisoituun kudoskuljetukseen.
Kudoskuljetuksen tarkoituksena on poistaa naytteista vesi, rasva ja kiinnittaa
kudokset. Kasittely kovettaa kudosrakenteet ja takaa sailyvyyden. (Mékinen ym.

2012.) Ennen kuljetusta kudoksista pestaan mahdolliset kidejaanteet fiksatiivis-
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ta, jonka jalkeen tapahtuu dehydrointi eli veden poisto nousevassa alkoholisar-
jassa. Dehydroinnin jalkeen kudokset kirkastetaan ksyleenilld, joka poistaa al-
koholin. Alkoholin tulee poistua, koska parafiini ja alkoholi eivat ole keskendan
liukenevia. (Aho H, 1999.) Lopuksi kudos imeytetaan parafiiniin.

Kudoskuljetuksen jalkeen kudospalat siirrettiin valumuottiin leikkauspinta alas-
pain ja paalle valutettiin parafiinia. Kasetti, johon oli kirjattu kudoksen nimi, va-
lettiin kanneksi. Taman jalkeen muotti laitettiin kylmalevylle jahmettyméaan. Sa-

malla valettiin my6s tyhji& valumuotteja, joita kaytettiin vastaanottajablokkeina.

Valun jalkeen kudosblokeista leikattiin mikrotomin avulla parafiinid pois pinnalta,
jotta saatiin kudos esille ja pinta tasaiseksi. Kaytdssa oli liukumikrotomi, jossa
blokki pysyy paikallaan ja veitsi liikkuu vaakatasossa noin 40 asteen kulmassa.
(Aho H. 1999.) Luovuttajablokin korkeus tulee olla vahintddan 4mm. (Jove,
2014).

Leikkuun jalkeen aloitettiin monikudosblokkien valmistaminen TMA Grand Mas-
ter (3D Histech) laitteella. Luovuttaja- ja vastaanottajablokit asetettiin konee-
seen niille merkityille paikoille.
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Kuva 2. Luovuttaja- ja vastaanottajablokit TMA Grand Master (3D Histech) lait-

teessa.

Tietokoneella suunnitellaan jokaiselle vastaanottajablokille layout eli asetelma.

Tassé vaiheessa valitaan kuinka paljon halutaan porata lieridita ja minkalainen
kuvio vastaanottajablokkiin tulee. Asetelman malli riippuu TMA:n kayttotarkoi-
tuksesta ja vaatii suunnittelua, ennen kuin kudosten poraus voidaan aloittaa.
Suvarna ym. 2013.) Tarkeda asetelman suunnittelussa on, ettd poraukset eivét
tule liian 1ahelle blokin reunoja, koska se saattaa aiheuttaa blokin halkeamisen

ja tallgin kudoslierion siirto epaonnistuu.

Asetelma suunniteltiin niin, ettd yhteen vastaanottajablokkiin tulee saman ku-
dosnaytteen kaikista kolmesta kudosblokista poraukset. Asetelmassa oli 18 po-
rausta jokaisesta kudosblokista. Kuusi ensimmaista toteutettiin néin, jonka jal-
keen todettiin ettéd kudosmateriaalia oli viela hyddynnettavissa. Vastaanottajab-
lokkien tekoa jatkettiin ja saatiin tehtya viela kuusi lisda. Tutkimuksessa kayte-

tyn porauksen koko oli 1mm.
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Tyo6ssa tuli huomioida poran puhdistaminen aika-ajoin, noin 200 porauksen jal-
keen pora tulee puhdistaa, koska parafiinia alkaa kertyd poran paahan ja se
saattaa aiheuttaa laadullisia ongelmia. Puhdistus tehtiin aina kolmen tehdyn
monikudosblokin jalkeen eli noin 162 porauksen jalkeen.

Laite antaa jokaisesta vastaanottajablokista yhteenvedon, jossa nakyy TMA

blokin nimi, luovuttajablokin nimi, parafiinin korkeus ja suora linkki kuviin.

Taulukko 2. Vastaanottajablokin yhteenveto

Unique TMA sample IDJdl TMA Block IDfl TMA Block Name kfl Donor Block IDfl Donor Block Images il Donor Core Height |

1RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
2RB 1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
3RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
4RB 1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
5RB 1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
6 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
7 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
8 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
9RB 1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
10 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
11 RB 1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
12 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
13RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
14 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
15 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
16 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm
17 RB_1 5.vastaanottaja Suoli 1.1 Donor image link 4.6 mm a
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5 TUTKIMUSTULOKSET JA NIIDEN TARKASTELU

Laadun vertailussa kaytettiin kuuden eri ihmisen kudosnéaytteita. Vastaanottavia
blokkeja valmistettiin yhteensa 12 kappaletta ja vertailussa hyoédynnettiin mah-

dollisimman paljon kudosmateriaalia.

Taulukko 3. Tulokset

1. vastaanottajablokki 48 / 48 100 %
2. vastaanottajablokki 54 /54 100 %
3. vastaanottajablokki 54 /54 100 %
4. vastaanottajablokki 53 /54 98 %
5. vastaanottajablokki 54 / 54 100 %
6. vastaanottajablokki 54 / 54 100 %
7. vastaanottajablokki 48 / 54 89 %
8. vastaanottajablokki 40/ 40 100 %
9. vastaanottajablokki 54 /54 100 %
10. vastaanottajablokki 54 /54 100 %
11. vastaanottajablokki 38 /41 93 %
12. vastaanottajablokki 54 /54 100 %

Porauksia tehtiin yhteensa 669 kappaletta, joista epaonnistuneita oli 12 kappa-
letta (1,8 %). Tutkimuksessa sallitun epaonnistumisen raja oli 5 %, eli kokonai-
suudessaan epaonnistuneita porauksia oli vadhan. Naita epaonnistuneita po-
rauksia oli vastaanottajablokeissa 4, 7 ja 11 ja ndma ovat kohtu 1.3 kudosblo-
kista. Tasta luovuttajablokista huomattiin, ettd osa kudoslieridista olivat jaaneet
paikalleen ja osa oli todennékoisesti irronnut porasta siirron aikana. Ongelmia
esiintyi vain yhdessa kohtunaytteessa, joten ainakin tama yksi alue kohdusta
aiheutti laadullisia ongelmia TMA:ssa. Alueen tarkkaa sijaintia kohdussa ei tie-

deta.

Kaikki kudokset ké&siteltin samanaikaisesti, jotta pystyttiin seuraamaan laatua
koko tutkimuksen ajan. Vastaanottavat blokit valmistettiin kayttamalla samaa

1mm:n porauksen kokoa, asetelmaa ja noudattamalla tydohjeita. Luovuttajablo-
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kin korkeus tulee olla vahintddn 4mm ja tassa tutkimuksessa kaikki kudosblokit

saavuttivat vaaditun korkeuden.

TMA:n laatuun vaikuttaa pre-analyyttiset, analyyttiset ja post-analyyttiset tekijat.
Pre-analyyttisia tekijoitéa ovat kudoksen tyyppi, biologiset vaihtelut, mittasuhteet,
leikkuu, paksuus ja sailytys. Pre-analyyttinen vaihe alkaa heti kun kudospala on
otettu potilaasta ja silloin fiksoinnin aika on kriittinen, koska kudoksen autolyysi
eli pilaantuminen alkaa heti. Fiksoinnissa vaikuttaa aika, viivastyminen, tyyppi ja
volyymi. Kudosprosessoinnissa vaikuttaa kaytetty parafiini ja sailytys. Kudos ei
saa paastd missaan vaiheessa kuivumaan, silla se voi aiheuttaa morfologisia
muutoksia. (Taylor C. & Rudbeck L. 2013.)

Analyyttiseen vaiheeseen kuuluu TMA:n suunnittelu, kokoaminen ja varjays.
Suunnittelu ja asetelman tekeminen on kriittinen vaihe. Téssa vaiheessa tulee
mietti& kuinka monta lieriéta halutaan, naiden koko, histologisen alueen valinta
ja mihin tarkoitukseen TMA tulee. (Jove, 2014.) Varjayksessa on tarke&aa kayt-
taa standardoituja varjdysmenetelmid. TMA:sta tehdyt leikkeet ovat yleensa
suuria ja vaativat huolellisuutta, jotta lasit peittyvat kaikissa varjayksen vaiheis-

sa. Nain valtytdan epatasaisilta varjayksilta. (Taylor C. & Rudbeck L. 2013.)

Post-analyyttisessa vaiheessa tutkija tai patologi tutkii TMA:n onnistumisen ja
antaa raporttinsa. Tarkeina tekijoina tdssa ovat henkilon ammattitaito ja koke-
mus. (Taylor C. & Rudbeck L. 2013).

Tarkkaa syyta on vaikeaa sanoa, miksi kohtunéyte 1.3 aiheutti epdonnistuneita
porauksia TMA:ssa. Kohdun kudosmateriaali on tiivis ja kudoskuljetuksen aika-
na xyleeni kovettaa kudoksen. (Suvarna ym. 2013). Taman vuoksi se saattaa
aiheuttaa laadullisia haasteita TMA:ssa. Jatkotutkimuksen aiheena voisi olla
kohtunaytteiden laadunvertailu TMA Grand Masterilla (3D Histech), jotta voitai-
siin ottaa isompi joukko kohtunaytteité vertailuun. Tdma tutkimus ei viel& johta-

nut johtopaatdkseen, ettd onko eri kudoksilla vaikutusta TMA:n laatuun.
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6 POHDINTA

Taman opinnaytetyon tarkoitus oli vertailla eri kudosten laatua TMA Grand Mas-
terilla (3D Histech). Tutkimuksen suunnittelu ja toiminnallinen osuus toteutuivat
aikataulun mukaisesti. La&hdemateriaalina kaytettiin tieteellisia ja luotettavia lah-

teitd, joista suuri osa oli englanninkielisia.

Talle opinnaytetydlle hankittiin tutkimuslupa Varsinais-Suomen sairaanhoitopii-
ril-td ennen toiminnallisen osuuden aloittamista. Tutkimuksessa kaytettiin ku-
dos-naytteita, joista oli poistettu tunnistetiedot. Tutkimuksessa ei kaytetty poti-
lasker-tomuksia. Naytteet nimettiin ja numeroitiin erikseen tutkimusta varten,
jotta eri-laiset kudokset tunnistettiin tutkimuksen aikana. Toiminnallisen tyon
vaiheissa noudatettiin tydohjeita ja tydskenneltiin huolellisesti. Tuloksia ei ole

vaaristelty, vaan ne on esitetty rehellisesti ja totuuden mukaisesti.

Taman tutkimuksen kaikissa vaiheissa huomioitiin eettiset l&ahtékohdat ja nou-
datettiin hyvaa tieteellista kaytantba. Tutkimuksessa kaytettiin tiedeyhteistn
hyvaksymia tiedonhankinta- ja tutkimusmenetelmi&. Tutkimustydssa ja tulosten
esittdmisessa on noudatettu johdonmukaista hallintaa, rehellisyytta, yleista huo-
lellisuutta ja tarkkuutta. Muiden tutkijoiden t6ita ja saavutuksia kunnioitettiin.
(Vilkka, 2015; Tutkimuseettinen neuvottelukunta, 2012.)

TMA:ssa on monta tydvaihetta ja laatuun vaikuttaa monet eri tekijat. Menetelma
vaatii koulutetun kayttgjan ja tarkkuutta kaikissa tydvaiheissa. Myos naytteenot-
to ja fiksointiaika vaikuttavat merkittavasti laatuun TMA:ssa. Tutkimuksen luotet-
tavuutta vahvistaa kudosnaytteiden samanaikainen kasittely, huolellinen ty6s-
kentely ja tydohjeiden tarkka noudattaminen. Tutkimuksessa kaytetyt kudos-
naytteet olivat suhteellisen tuoreita, fiksointiaika oli naytteissd 27-37 paivaa.
Aikaisemmista tutkimuksista kay ilmi, etta pieni 0,6mm:n kudoslierié on yhta
edustava ja laadukas kuin suurempi lierion koko. Tamén my6ta voidaan pois-
sulkea kaytetyn 1mm:n porauksen koon vaikutus laatuun tdssé opinnaytetyos-

sa.
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Tutkimuksen luotettavuutta heikentdaa kudosnaytteiden vahainen maara. Tutki-
muksessa ei kuitenkaan voitu hyédyntad kaikkia haluttuja kudostyyppeja kuten
prostataa ja ihoa, koska yleensa naistad kudoksista kaytetdan kaikki naytemate-
riaali potilaan hoidon diagnosointiin. Taman tutkimuksen my6té ei viela paasty
johtopaatdkseen, vaikuttavatko eri kudokset TMA:n laatuun ja vaatii lisaa tutki-

mista.

Tama tutkimus antaa hyvéan pohjan jatkotutkimuksille ja saatuja tuloksia voidaan
hyddyntdd Auria Biopankissa osana jatkuvaa laadunkehitystd. Tulevaisuuden
jatkotutkimuksissa otoksen kokoa voisi laajentaa tai aiheena voisi olla kohtu-
naytteiden laadunvertailu TMA Grand Masterilla (3D Histech).
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