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Immunokemiallisia estrogeenireseptori-, progesteronireseptori- ja HER2/neu-varjayksia kaytetaan
rintasyopapotilaiden hoidon maarittamisessa. Rintasyopapotilailta otetaan seka histologisia paksu-
neulabiopsianaytteita etta sytologisia ohutneulabiopsiandytteita. Immunokemiallisia varjayksia kay-
tetdé@n ensisijaisesti formaliinifiksoiduissa histologisissa naytteissa. Histologisten ja sytologisten
naytteiden esikasittelyprosessit poikkeavat toisistaan eri fiksaatiomenetelmissa, siind missa fiksatii-
vina kaytetaan histologisissa naytteissa formaliinia, kaytetaan sytologisissa naytteissa fiksatiivina
alunperin etanolia. Tassa tutkimuksessa selvitetaan vastaavatko Oulun yliopistollisen sairaalan pa-
tologian laboratorion arkistoitujen potilastapausten toisistaan poikkeavalla tavalla fiksoitujen histo-
logisten ja sytologisten naytteiden varjaystulokset toisiaan.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on arvioida Oulun yliopistollisen sairaalaan patologian labora-
torion arkistoitujen rintabiopsianaytteiden laatua ja estrogeenireseptori-, progesteronireseptori- ja
HER2/neu- immunokemiallisten varjaysten soveltuvuutta kaytettavaksi sytoblokkinaytteista valmis-
tettuihin nayteobjektilaseihin. Opinnaytety0 vastaa tydelamasta nousseeseen tarpeeseen tutkia ky-
seisten varjaysten toimivuutta sytoblokkinaytteissa.

Kvantitatiivisessa tutkimuksessamme vertailimme estrogeenireseptori-, progesteronireseptori ja
HERZ2/neu- varjayksia potilastapauksissa, joissa kaikista potilastapauksista oli arkistoituna seka
histologisia paksuneulanaytteita etta sytologisia ohutneulanaytteitd, joille kummallekin suoritettiin
kyseiset varjaykset. Potilastapauksia oli lukumaarallisesti 39 kpl, joista kokonaisuudessaan valmis-
tettiin 264 nayteobjektilasia tutkittavaksi. Tutkimuksessa valmistimme arkistosta haetuista potilas-
kohtaisista sytoblokeista ja histoblokeista Bond- immunovarjaysautomaatilla varjattavat nay-
teobjektilasit. Varjatyt lasit analysoitiin sairaalasolubiologin ja patologien avustuksella vertaillen his-
tologisten ja sytologisten naytteiden immunokemiallista varjaytymista.

Opinnaytetyon tulosten perusteella arkistoidut sytoblokkinaytteet ovat niukkoja ja tdma supisti tut-
kittavan aineiston maaraa merkittavasti. Alkuperaisista 40 potilastapauksesta tutkimuskelpoiseksi
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naytteiden tuloksissa sytoblokkien estrogeenireseptorivarjayksessa 87,5 % tapauksista vastasi his-
toblokin varjaystulosta, sytoblokkien progesteronireseptorivarjayksessa 100 % tapauksista vastasi
histoblokin varjaystulosta ja sytoblokkien HER2-neu-varjayksessa 87.5 % tapauksista vastasi his-
toblokin varjaystulosta.
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Immunochemical staining, suchs as estrogen reseptor-, progesterone reseptor- and HER2/neu
stainings are used for for example breast cancer screening and diagnosis. For the diagnosis, sam-
pling is required. Valid methods for these procedures are fine needle aspiration and core needle
biopsies. Immunochemical stainings are primarily used in formalin-fixed histological samples. His-
tological and cytological samples differ in fixation methods from one another. In histological sam-
ples formalin is used for fixation, and in cytological samples alcohol is initially used. In this study,
the main goal is to compare the different staining results, in both histological and cytological fixated
samples, of the archived patient cases of the Pathology laboratory of Oulu University Hospital.

The purpose of this thesis is to evaluate the archived breast biopsy samples quality and estrogen
-, progesterone receptors and the application of HER2/neu- immunochemical staining in cytoblock
samples on glass slides for the Pathology laboratory of Oulu University Hospital. This study was
inspired by the need of increased demand for an application of immunochemical stainings in cy-
toblock samples with correlative results for its histological counterparts.

In this quantitative study we aim to measure and compare estrogen- , progesterone receptors and
HER2-neu stainings with archived patient cases, both for histological core needle biopsies and
cytological fine needle aspiration samples. All of our samples were subjected with the same staining
procedures. Our sample volume was 39 cases, in which totaled 264 glass slides. The histological
and cytological samples from our patient cases were from the archive of the Pathology Laboratory
of Oulu University Hospitals, and including all of our equipment, such as the Bond- immunochemi-
cal stainer were provided by them. The finalized slides were compared and analyzed by the labor-
atory cell biologist and pathologist.

As the final results came in, it was apparent that numerous cytoblock samples from the archive
were near or altogether absent of any material. In the end this event lead to a drastic decrease in
the sample volume. Because of this, of the original 39 patient cases, only 8 cases yielded adequate
results. From the remaining 8 cases of the cell blocks, estrogen receptor staining had a 80 % cor-
relation with its histological counterpart, progesterone receptor staining had a 100% correlation and
the HER2/neu staining had a 87.5% correlation.

Keywords: Fine needle aspiration, core needle biopsy, cytological cell block, tissue block, estrogen
receptor staining, progesterone receptor staining, HER2/neu staining
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1 JOHDANTO

Aiheemme opinnaytetydssamme on arkistoitujen rintabiopsianaytteiden soveltuvuus tutkimuskayt-
toon seka immunokemiallisten varjaysten toimivuus ohutneulalla otetuissa rinnan sytoblokkinayt-
teissa. Ohutneulalla rinnasta otetulla sytoblokkinaytteella tarkoitetaan rinnasta ohutneulalla otettua
sytologista naytetta, joka on parafiinivalettu sytoblokin sisalle. Sytoblokkinaytteiden kayton etuna
on helppo kasiteltavyys ja sailyvyys. (Fowler 2008.)

Immunokemiallisia varjayksia tulisi kayttaa sytologisiin naytteisiin vain mikali varjattavista sytologi-
sista naytteistd on saatavilla riittavan hyvalaatuisia parafiinivalettuja sytoblokkeja (Miller 2005).
Vaaria positiivisia tuloksia immunosytokemiallisissa varjayksissa voivat aiheuttaa solujen hajoami-
nen ja nekroosi, akuutit tulehdukset ja epaspesifiset vasta-aineet. Vaaria negatiivisia tuloksia voivat
aiheuttaa my0s vaarien vasta-aineiden kaytto, virheet varjaysprosessissa seka naytteen alkoholi-
fiksaatio (Fowler 2008). Vasta-aineiden valmistajien tuotteissa voi olla keskinaisia eroja ja nama
erot voivat johtaa vaariin negatiivisiin ja positiivisiin tuloksiin sytologisten naytteiden immunokemi-

allisissa varjayksissa. (Sneige 2006.)

Histologisissa ja sytologissa naytteissa kaytetaan toisistaan poikkeavia naytteenoton jalkeisia fik-
saatiomenetelmia. Histologisissa kudosnaytteissa kaytetaan useimmiten formaliinifiksaatiota kun
taas sytologissa naytteissa kaytetaan naytteenoton yhteydessa alkoholipohjaista fiksaatiota. Syto-
logissa naytteissa kaytettava histologisista formaliinifiksaatioista poikkeava alkoholifiksaatiomene-
telma voi vaikuttaa immunokemiallisen varjayksen onnistumiseen sytologissa naytteissa. Tarkoi-
tuksenamme on selvittda kuinka hyvin immunokemialliset varjaykset soveltuvat alunperin alkoholi-
fiksoituihin sytologisiin naytteisiin. Aikmmissa tutkimuksissa on havaittu vaaria negatiivisia tuloksia
alun perin alkoholifiksoiduissa sytologissa naytteissa, esim. estrogeenireseptorien immunosytoke-
miallisissa varjayksissa (Brown 1994). Lisaksi tyomme tarkoituksena on tutkia Oulun yliopistollisen
sairaalaan patologian laboratorion arkistoitujen sytoblokki- ja histoblokkindytteiden soveltuvuutta
tutkimuskayttoon. Tavoitteenamme on siis seka selvittaa kuinka hyvin immunokemialliset varjayk-
set toimivat sytologissa naytteissa etta tutkia kuinka hyvia arkistoidut sytoblokkinaytteet ovat laa-
dullisesti ja soveltuvatko ne tutkimuskayttoon.



2 IMMUNOKEMIALLISTEN VARJAYSTEN PERUSTEET JA VARJAYSTEN
KAYTTO RINTASYOVAN HOIDON MAARITTAMISESSA

21 Immunokemian perusteet

Immunokemia perustuu ilmioon, jossa paikalliset antigeenit tai proteiinit muodostavat kudoksessa
(immunohistokemia) tai solussa (immunosytokemia) antigeeni- vasta-ainekompleksin, joka voi-
daan havaita. Tekniikka perustuu kemiallisiin sidoksiin, jotka muodostuvat antigeenin ja vasta-ai-
neen liittyessa yhteen. Immunokemiaa sovelletaan yleisesti patologian laboratorioissa kayttamalla
immunokemiallisia varjayksia. Vasta-aineiden ja antigeenien valille muodostuvat sidokset voidaan
visualisoida valomikroskoopissa. Antigeeni-vasta-ainekompleksien sidoksien muodostamiseen
kaytetdan monoklonaalisia tai polyklonaalisia vasta-aineita. (Taylor C., Cote R. 1994.)

Patologisissa tutkimuksissa tai diagnostiikassa kaytetaan monenlaisia immunokemiallisia varjayk-
sia spesifisten kudosten, solujen ja proteiinien tunnistamiseen. Nama varjaykset voivat esim. osoit-
taa ominaisuuksien muutoksia tutkittavissa naytteissa tai paikallistaa tutkittavat kohteet. Hyvaksyt-
tavan tai hyodyllisen tuloksen saamiseksi antigeeni-vasta-ainekompleksin signaali on oltava vahva
seka samalla heikko epaspesifisten taustamateriaalin varjaysta. (Dabbs D. 2006.)

Tarkea osa immunokemiassa ovat vasta-aineet ja antigeenit, seka naiden muodostama koko-
naisuus. Vasta-aine on molekyyli, jolla on kyky kiinnittya toiseen molekyyliin, jota kutsutaan anti-
geeniksi. Tallaisen kompleksin muodostuminen aiheuttaa immuunivasteen solussa tai eliossa. An-
tigeeni voi olla mika tahansa molekyyli, esim. proteiini tai hiilihydraatti, joka rakenteeltaan voi olla
suhteellisen monimutkainen. Tietyilla antigeenimolekyyleilla voi olla useampi kuin yksi kolmiulot-
teinen liittymisalue, joka kykenee muodostamaan vasta-ainekompleksin. Tallaisia yksilollisia kohtia
molekyylissa kutsutaan epitoopeiksi, termi viittaa aminohapporyhmittymien osiin, joihin nimen-
omaan muodostuu sidos vasta-aineen kanssa. Immunokemiallisissa varjayksissa vasta-aineisiin
voi my0s antigeenien lisaksi kiinnittya toisia sekundaarisia vasta-aineita. Mika tahansa vakaa osa
vasta-aineesta voi toimia epitooppina toiselle vasta-aineelle. Eli vasta-aineilla on kaksi toimintoa:



immuunivasteen tai kemiallisen reaktion kaynnistaminen antigeenin liittyessa seka epitooppina toi-
miminen sekundaarisille vasta-aineille. Molempia reaktioita hyddynnetaan patologisissa tutkimuk-
sissa ja diagnostiikassa. (van Regenmortel M. 1994.)

2.2 Hormonireseptorivarjaysten kaytto rintasyovan hoidon maarittamisessa

Estrogeeni- ja progesteronireseptorit ovat etenkin estrogeeneille ja progesteroneille herkkien ku-
dosten soluissa olevia tumareseptorityyppeja, joissa on estrogeeneja ja progesteronia sitovaa pro-
teiinia. Estrogeeni- ja progesteronireseptoreita voi esiintya rintasyopasoluissa. Estrogeeni- ja pro-
gesteronireseptoripositiivisissa rintasyopasoluissa estrogeenin ja progesteronin kiinnittyminen est-
rogeeni- ja progesteronireseptoreihin edistaa rintasyovan kehittymista. (Terveyskirjasto 2016, vii-
tattu 15.2.2016.)

Estrogeeni- ja progesteronireseptorivarjayksia kaytetaan erityisesti rintasyopadiagnostiikassa. Im-
munokemialliset estrogeeni- ja progesteronireseptorivarjaykset osoittavat solujen estrogeeni- ja
progesteronireseptoreiden ilmentymista tutkittavassa kasvainkudoksessa. Varjaykset perustuvat
estrogeeni- ja progesteronireseptorivasta-aineiden kiinnittymiseen estrogeeni- ja progesteronire-
septoreihin. Varjayksella voidaan selvittaa rintasyopakudoksen estrogeeni- progesteronistatus joko
primaarituumorista tai metastaasista. (Huslab 2016, viitattu 15.2.2016.)

Noin 80 % rintasyOpatapauksissa estrogeenireseptorivarjays on positiivinen. Noin 65 % rinta-
syopatapauksissa seka estrogeenireseptorivarjays ettd progesteronireseptorivarjays on positiivi-
nen. 13 % tapauksista estrogeenireseptorivarjays on positiivinen mutta progesteronireseptorivar-
jays negatiivinen. 2 % tapauksista estrogeenireseptorivarjays on negatiivinen ja progesteroniresep-
torivarjays positiivinen. (Breastcancer.org 2016, viitattu 15.2.2016.)

Hormonireseptorivarjaysten positiivisuus vaikuttaa rintasydpapotilaan hoitoon. Estrogeeni- tai pro-
gesteronireseptorivarjayksen ollessa positiivinen, voidaan potilaan hoidossa kayttaa hormonihoi-
tona antiestrogeeneja tai aromataasin estgjia. Antiestrogeenit eli SERM-valmisteet (selektiiviset
estrogeenireseptorin muuntelijat) estavat estrogeenin toiminnan sitoutumalla estrogeenireseptoriin
ja est@en luonnollisen estrogeeniin sitoutumisen kohteeseensa. Yleisimpia SERM-laakkeita ovat

tamoksifeeni ja toremifeeni. Vaihdevuosien jalkeen suurin osa estrogeenista muodostuu androgee-



nista. Aromataasin estajat estavat androgeenin muuntumista estrogeeniksi ja soveltuvat vaihde-
vuosien jalkeiseen rintasyovan hoitoon. Yleisimpia aromataasin estajia ovat anstrotsoli, eksemes-
taani ja letrotsoli. (Rintasyopa.fi 2016, viitattu 15.2.2016.)

2.3 HER2/neu-varjayksen kaytto rintasyovan hoidon maarittamisessa

HER-2/neu-geeni on tutkituin rintasyovassa esiintyvista geeneista, joka aktivoituessaan transfor-
moi soluja pahanlaatuisiksi. HER2/neu kuuluu tyrosiinikinaasien geeniperheeseen ja sen lyhenne
HERZ juontuu sanoista human epidermal growth factor receptor 2. Neu-liite on annettu onkogee-
nien kolmikirjaimisen nimiston mukaisesti. lnmisen syopakasvaimissa HER-2/neu aktivoituu geeni-
monistuman tapahtuessa. Geenimonistumassa pieni 0sa genomia kopioituu solussa jopa 50 - 100-
kertaisesti moninkertaistaen HER-2/neu-proteiinituotteen iimentymisen. (Holli,K, Isola, J., Jarvi-
nen, T.ja Tanner, M. 2000.)

Tutkimusten perusteella on todettu HER-2/neu- monistumaa esiintyvan 15 — 30 % rintasyopata-
pauksista. Tutkimusten perusteella HER-2/neu-geenimonistuma esiintyy yleisimmin kainaloimusol-
mukkeissiin levinneissa rintasyovissa ja sen esiintyminen on myos yleisempaa niissa rintasyopa-
tapauksissa jotka ovat hormonireseptorinegatiivisia. HER-2/neu-geenimonistuman on todettu hei-
kentavan rintasyopapotilaan ennustetta, lisaavan syovan aggressiivisuutta ja uusintumisriskia.
(Constantine, T., Mitri, Z ja O'Regan, R. 2012.)

HER2/neu-positiivinen potilas hyotyy todennakoisesti tietyista biologisista hoidoista huomattavasti
enemman kuin HER2/neu-negatiivinen potilas. HER2/neu-reseptorin toiminta voidaan estaa joko
vasta-aineiden tai pienimolekyylisten ladkeaineiden avulla. HER2/neu:n toiminnan estoon perustu-
via biologisia hoitoja ovat trastutsumabi (vasta-aine) ja lapatinibi (pienimolekyylinen lagkeaine).
(Holli,K, Isola, J., Jarvinen, T.ja Tanner, M. 2000.)

HER-2/neu:n immunokemiallisessa varjayksessa geenimonistumaan viittaavaa p185HER-2-prote-
iinin yliekspressio voidaan todeta syopasolujen solukalvolla. (Holli, K, Isola, J., Jarvinen, T. ja Tan-
ner, M. 2000.)



3 PAKSUNEULA- JA OHUTNEULARINTABIOPSIANAYTTEENOTTO

Yleisempia rintasyopatutkimuksissa kaytettavia naytteenottomenetelmia ovat ohutneularintabiop-
sia, englanniksi fine needle aspiration sekd paksuneularintabiopsia, englanniksi core needle
biopsy. Tassa opinnaytety6ssa tutkitut naytteet ovat otettu ylla mainituilla biopsiamenetelmilla. Rin-
tasyopadiagnostiikassa ohutneula- ja paksuneulabiopsioita otetaan rintakudoksessa havaituista
epailyttavista muutoksista. Biopsioita edeltad usein rintojen kuvantamiseen kaytettavat ultraaani-

tai mammografiatutkimukset.

3.1 Ohutneulanaytteenotto ja ohutneulanaytteen esikasittely

Rinnan ohutneulabiopsianaytteenotossa kaytetaan ohutta neulaa, kooltaan 21 - 25 gaugea, rinta-
solujen irrottamiseksi. Toimenpide on nopea, turvallinen, kustannustehokas. Naytteenoton loppu-
tulos on hyvin riippuvainen naytteenottajan taidoista. Ohutneulabiopsian suurena etuna on sen
mahdollinen toteutus vastaanottotiloissa ilman puudutusta. Taman lisaksi naytteita voidaan ottaa
useasta kohdasta samalla kertaa ja naytteenotto uusia helposti. Ohutneulabiopsia on myos yksin-
kertaisin, nopein ja potilaalle vahiten traumaattinen naytteenottomenetelma. Ohutneulabiopsian
haittapuolena on ettei neulan karki osu aina tutkittavaan kohtaan ja etta naytteeksi saadaan vain
soluja ilman kudoksen rakennetta taten tehden mahdottomaksi erottaa toisistaan invasiivinen ja in
Situ — syopakasvain. (Kivisaari, L., Manninen, H., Soimakallio, S., Svedstrom, E., Tervonen, O.
2005, 248.)

Ohutneulanaytteenotossa on tarkeaa huomioida mahdollisuus osua tuumorin viereen, jolloin nay-
teruiskuun ei saada syopasoluja, nama tapaukset voivat johtaa vaariin negatiivisiin tuloksiin. Myos
jos nayte jaa ohutneulabiopsiandytteenotossa liian niukaksi syovan diagnosointi estyy. Ohutneula-
naytteenotto on vahemman invasiivinen naytteenottotekniikka kuin paksuneulanaytteenotto, infek-
tion tai hematooman mahdollisuus naytteenotossa on my6s hyvin pieni. Jos tutkittavaa naytetta ei
ole syyta epailla maligniksi ja todetaan ohutneulabiopsialla naytteen olevan benigni, on mahdollista
valttaa myohempi kirurginen biopsia. Jos ensimmainen ohutneulabiopsia ei ole laadultaan vakuut-
tava, suositellaan otettavaksi paksuneula- tai kirurginen biopsia. (Brancato B., Crocetti E., Bianchi
S., Catarzi S., Risso GG., Bulgaresi P., Piscioli F., Scialpi M., Ciatto S., Houssami N. 2011.)
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Naytteenottoteknisesti rinnan ohutneulabiopsioissa tutkittava kyhmy paikallistetaan palpoimalla,
jonka jalkeen neula tyonnetaan kyhmyyn. Yhdistettyna mammografiaan tai ultraaaanitutkimukseen,
puhutaan suunnatusta ohutneulabiopsiasta. Talla nykyaan yleistyneelld suunnatulla menetelmalla
naytteenoton osumatarkkuus on parempi. Neulan ruiskuun vedetaan imu, neulaa liikutellaan ku-
doksessa neulan karkeen kiinnityessa palasia kudoksesta. Ennen kuin neula vedetaan tuumorista,
imu poistetaan veri- ja ulkopuolisen kudoskontaminaation estamiseksi. Punktioitu naytemateriaali

ruiskutetaan valittomasti 50 % alkoholiin (etanoli) fiksaatioon. (lisalo, P., Sioris Thanos. 2012.)

Oulun yliopistollisessa sairaalassa ohjeen mukaan niukat, varittdmat, kirkkaat ohutneulanaytteet
fiksoidaan 15 ml:aan 50 % alkoholia. Runsaat naytteet fiksoidaan 1:1 50 %:een alkoholiin. Ruisku
ja neula huuhdellaan samalla fiksaationesteella, jotta mahdolliset neulaan jaaneet solut saadaan
naytteeseen mukaan. (Nordlab 2009.)

Alkoholifiksaatiossa alkoholi denaturoi kudoksen tai solujen proteiineja. Etanolia kaytetaan yleisesti
sytologisten naytteiden fiksoinnissa. Fiksaation tarkoituksena on estaa solujen autolyysi, estaa
mikrobikontaminaatiot solujen sisalla, mahdollistaa otetulle naytteelle myohemmin suoritettavat
varjaykset seka sailyttaa solujen morfologia mahdollisimman samankaltaisena kuin elavien solujen
morfologia. Etanolifiksaatio sailyttaa solujen tumien ja sytoplasmojen rakenteet erinomaisesti ai-
heuttamatta solujen kutistumista. Etanolifiksaatio on myds nopea menetelma: fiksointi kestaa 10 -
15 minuuttia. Histologissa naytteissa etanolifiksaatio ei toimi yhta hyvin kuin sytologissa naytteissa,
koska etanoli Iapaisee kudoksia heikosti. (Shambayati 2011, 19 - 20.)

Alkoholifiksoidulle solunaytteelle voidaan suorittaa Papanicolaoun varjays ja esitarkistus. Run-
saista, kudosfragmentteja sisaltavista naytteista voidaan tehda lisaksi sytoblokkivalmiste, jossa so-
lunayte formaliinifiksoidaan, kudoskuljetetaan ja valetaan parafiiniblokiksi ja siita tehdysta leik-
keesta tehdaan rutiinisti HE-varjays ja tarvittaessa erikois- ja immunohistokemiallisia varjayksia ku-
ten estrogeenireseptori-, progesteronireseptori ja HER2/neu-varjayksia. (Nordlab 2009.)
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3.2 Paksuneulanaytteenotto ja paksuneulanaytteen esikasittely

Rinnan paksuneulabiopsianaytteenotossa kaytetaan neulaa, kooltaan 14- 18 gaugea, rintasolujen
irrottamiseksi. Naytteena on rintakudosmassa, jonka voi tuntea tai epailyttava alue jonka voi vain
nahda mammografialla tai muulla kuvaustekniikalla. Naytteenottotekniikka riippuu naytteesta. Jos
koepalan voi tuntea kasin niin toimenpide on yksinkertaisempi kuin vastaavasti tilanteissa, joissa
tarvitaan kuvantamisinstrumentteja naytealueen kohdentamiseksi seka paksuneulan ohjaamiseksi
oikealle paikalle. Kuvaustekniikan suorittamiseen hyodynnetaan mm. kuvauslaitteita, ultradanen
seka varjoaineiden kayttoa. Toimenpide voi aiheuttaa potilaille enemman epamukavuutta kuin
ohutneulanaytteenotossa, jolloin paikallispuudutuksen kayttoon voi olla tarvetta. (Brancato B., Cro-
cetti E., Bianchi S., Catarzi S., Risso GG., Bulgaresi P., Piscioli F., Scialpi M., Ciatto S., Houssami
N. 2011.)

Paksuneulabiopsian avulla saadaan kudoslierioita, jotka kuvastavat kudoksen rakennetta. Nayt-
teenotossa neula yhdistetaan laukaisulaitteeseen ja suunnataan kohteeseen pienesta ihoviillosta.
Biopsiareitti puudutetaan naytteenotossa ja neulan liiketta voidaan seurata kaikukuvauksen avulla.
Laukaisulaite ampuu neulan kohteeseensa. Neula vedetaan pois, nayte pannaan steriilille pape-
rinpalalle ja asetetaan fiksoitumaan 10 % fosfaattipuskuroituun formaliiniin. (Kivisaari, L., Manni-
nen, H., Soimakallio, S., Svedstrom, E., Tervonen, O. 2005.)

Ominaista paksuneulanaytteenottomenetelmalle on vahemman teknisempi naytteenotto verrattuna
ohutneulan@ytteenottoon ja kaytannollinen naytteen kuljetus seka sailytys formaliinissa. Paksu-
neulabiopsian etuna on, etta sen avulla voidaan erottaa toisistaan invasiivinen ja in-situ-syopakas-
vaimet, lisaksi paksuneulabiopsioissa ilmenee vahemman vaaria negatiivisia tuloksia kuin ohut-
neulabiopsioissa. Kuljetuksen lisaksi formaliinin kaytosta on etua sen ollessa osana kudosproses-
sointia, joka mahdollistaa myos naytteen esivalmistelun ja varjayksen standardisoimisen. Paksu-
neulanaytteenotto myos mahdollistaa naytteen muokkaamisen, mm. materiaalin leikkaamisen use-
ampiin kerroksiin ja erikoisvarjaysten kayton. Paksuneulanaytteenotto on myos kaytanndllinen,
koska silla saadaan harvemmin riittamattomasti naytetta, ja se on vahemman invasiivisempi kuin
kirurginen naytteenotto. Paksuneulandytteenotolla saadaan myos tarkempaa tietoa tuumorista,
esim. sen tyypistd, luokituksesta seka sen hormonireseptorin olotilasta. Haasteet paksuneulandyt-
teenotossa ovat samantapaisia kuin ohutneulanaytteenotossa eli on mahdollista olla osumatta tuu-

morialueeseen, ainakin tilanteissa missa ei voida hyodyntaa kuvantamistekniikoita. Haittapuolena
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paksuneulanaytteenotossa on myds traumaattisempi naytteeottokokemus potilaalle, naytteenotto-
tilanteen pidempi kesto ja kallimmat naytteenottovalineet. (Oyama T, Koibuchi Y, McKee G. 2004.

)

Paksuneulanaytteenotossa otettu nayte kiinnitetaan 10 % fosfaattipuskuroituun formaliiniin. Fik-
saation tarkoituksena on sailyttaa kudosnayte morfologisesti naytteenottoajankohtaa vastaavassa
tilassaan. Formaliinifiksaatio perustuu formaliinin ominaisuuteen silloittaa proteiineja toisiinsa.
(Thavarajah R, Mudimbaimannar VK, Elizabeth J, Rao UK, Ranganathan K. Chemical and physical
basics of routine formaldehyde fixation. Journal of Oral and Maxillofacial Pathologyl: JOMFP.
2012;16(3): 400 - 405.)

Kudosnaytteista tehdaan histoblokkivalmisteita, joissa kudosnaytteet formaliinifiksoidaan, ku-
doskuljetetaan ja valetaan parafiiniblokiksi ja siité tehdysta leikkeesta varjataan rutiinisti HE-varjays
ja tarvittaessa erikois- ja immunohistokemiallisia varjayksia kuten estrogeenireseptori-, progeste-

ronireseptori ja HER2/neu-varjayksia.
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4 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS

41 Tutkimuksen kuvailu

Tutkimuksessa etsittin Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorion tietojarjestelmasta
sytologisia ohutneularintabiopsianaytteita ja histologisia paksuneularintabiopsianaytteita, naytteet
sisaltavista blokeista leikattiin nayteleikkeet objektilaseille ja varjattiin kyseenomaiset ohutneula- ja
paksuneularintabiopsianaytteleikkeet Bond- immunovarjaysautomaatilla. Sytologisten naytteiden
immunokemiallisia varjayksia verrattiin vastaavien histologisten naytteiden immunokemiallisiin var-
jayksiin mikroskooppisesti ja eri naytetyyppien l0ydoksia vertailtiin. Tutkimuksen luotettavuuden
haasteina oli mm. tarpeeksi kattavan nayteaineiston kokoaminen, naytteiden huolellinen oikeaop-
pinen kasittely, tutkimuksessa tarvittavien tyoprosessien hallitseminen ja tehtyjen immunokemial-

listen varjaysten tulkitseminen seka laadun varmentaminen.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli seka tutkia immunohistokemiassa kaytettavien immunokemiallis-
ten varjaysten toimivuutta sytologissa ohutneulabiopsialla rinnasta otetuissa sytoblokkinaytteissa
etta arvioida arkistoidun naytemateriaalin laatua ja soveltuvuutta tutkimuskayttoon. Tavoit-
teenamme oli selvittaa mita vaikutuksia histologisten ja sytologisten naytteiden toisistaan poikkea-
villa esikasittelyprosessin fiksaatiomenetelmilla on immunokemiallisiin varjayksiin ja tutkia johta-
vatko n@ma esikasittelyprosessin eroavaisuudet vaariin positiivisiin tai vaariin negatiivisiin tuloksiin
sovellettaessa histologisiin naytteisiin suunniteltuja varjdysmenetelmia sytologisiin naytteisiin.
Naytteiden soveltuvuudessa tutkimuskayttoon keskeista on naytteiden riittava naytemateriaali ja
tavoitteenamme oli myds arvioida arkistoitujen naytteiden riittavyytta ja laatua.

Tutkimuskysymyksinamme olivat:

- soveltuvatko arkistoidut rintabiopsianaytteet tutkimuskayttoon

- toimivatko immunokemialliset estrogeenireseptori-, progesteronireseptori- ja HER2/neu- varjayk-
set sytologisissa ohutneulalla rinnasta otetuista biopsiandytteissa, joista on tehty sytoblokkival-

miste

Tutkimustuloksistamme saatiin tietoa Oulun yliopistollisen sairaalaan patologian laboratorion arkis-
toitujen histo- ja sytoblokkinaytteiden soveltuvuudesta tutkimuskayttoon ja immunohistokemiassa
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kaytettavien varjaysten seka menetelmien soveltuvuudesta sytologisten naytteiden varjayksiin ja
tutkimuksen tilaaja voi hyodyntad saamaansa tietoa. Oulun yliopistollisen sairaalan patologian la-
boratorio tuki tutkimustamme tutkimusvalineillaan, tiloillaan ja tutkimusmateriaaleillaan seka asian-
tuntijahenkilostollaan. Tyossamme kaytettyjen skannattujen naytekuvien kayton mahdollisti Poh-

jois-Suomen biopankki Borealis.

4.2 Tyoympariston kuvailu

Toimintaymparistona oli Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorio. Tutkimusta ohjasivat
patologian osaston sairaalasolubiologi Timo Vaisanen ja apulaisosastonhoitaja Markku Yli-Pyky.
Koulun opettaja-ohjaajina toimivat Outi Makitalo ja Paula Reponen. Tutkimuksen tydosuus tehtiin
paaasiallisesti immunohistokemian osastolla. Inmunohistokemian osastolla suoritetaan naytteiden
esikasittelya seka naytteiden immunokemiallisia varjayksia. Immunokemialliset varjaykset perustu-
vat vasta-aine-antigeeni-kompleksien muodostumiseen ja havaitsemiseen immunokemiallisesti
varjatyissa naytteissa. Immunohistokemian osastolla kaytimme Bond- immunovarjaysautomaattia

ja spesifisia monoklonaalisia vasta-aineita tutkittavien naytteiden immunokemiallisiin varjayksiin.

TILAAJA
oYs

Patologian osasto

YHTEYSHENKILOT

Reponen, Paula
sairaalasolubiologi = ;
. Makitalo, Quti
-
opettaja-chjaajat
¥li-Pyky, Markku ; e
bioanalytitkan koulutusohjelma
apulaisosastonhoitaja
QAME
Brostrom, Marko | Braithwaite, William |
_! Bicamalytiikan op-skeli;aé . Bioanalytiikan opiskelija

KUVIO 1. Kuvake organisaatioista seké niiden vélinen yhteistyo.
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4.3 Tyovaiheet

Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratorion arkistosta kerattiin 39 rintasyopapotilasta-
pauksen parafiinivaletut blokkinaytteet, jotka kasittivat jokaisen potilaan kohdalla vahintaan yhden
sytoblokkinaytteen ja yhden histoblokkindytteen. Arkistoidut histoblokkinaytteet olivat fiksoitu aluksi
formaliiniin ja arkistoidut sytoblokkinaytteet aluksi alkoholiin ja myéhemmin myds formaliiniin. Ko-
konaisuudessaan arkistosta kerattyja blokkeja oli 88 kpl, joista 44 kpl oli histoblokkeja ja 44 kpl
sytoblokkeja. Tassa vaiheessa havainnoimme etta sytoblokeissa oleva naytemateriaali oli vahai-
nen tai olematon ja taten monissa tapauksissa makroskooppisesti mahdoton havaita.

Kaikista arkistosta haetuista blokkinaytteista leikattiin vesiliukumikrotomeilla 3 um paksuiset leik-
keet kolmelle erille adhesiiviselle objektilasille estrogeenireseptori-, progesteronireseptori- ja
HER2-neu varjaysta varten. Kaikille objektilaseille leikattin myds positiivinen kontrollileike kontrol-
lihistoblokista. Kokonaisuudessaan nayteobijektilaseja kertyi 264 kpl.

A. B. C.

KUVIO 2. Malli adhesiiviobjektilasien kéytosta: A. kuvastaa ndytetunnustarraa, B. on positiivinen
potilaskontrolli néytteelle seké C. on tutkittava histologinen tai sytologinen néyte.

Kaikille valmistetuille nayteobjektilaseille suoritettin immunokemialliset varjaykset Leican Bond-
immunovarjaysautomaatilla. Varjatyt naytteet analysoitiin mikroskopoimalla jokainen nayte ja maa-

rittamalla naytteiden varjaysten positiivisuus tai negatiivisuus.
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5 VARJAYSTEN TULOKSET JA AIEMMAT TUTKIMUKSET AIHEESTA

5.1 Varjaysten tulokset

Immunokemiallisesti varjatyt 39 potilastapauksen 264 nayteobjektilasia analysoitiin mikroskopoi-
malla jokainen nayte sairaalasolubiologin kanssa. Analyysissa ilmeni etta vain 14 potilastapauk-
sessa seka histologista etta sytologista naytetta oli potilaskohtaisilla nayteobjektilaseilla. Tama se-
littyy silla etta osassa tutkittavia sytoblokkinaytteita ei ollut enaa mikrotomilla leikatessa naytema-
teriaalia jaljella lainkaan tai sita oli niin vahan, ettei mikrotomileikkaus enaa onnistunut niin vahai-
sesta maarasta. Patologi suoritti viela jaljelle jaaneista potilastapauksista oman analyysinsa, jossa
tutkittiin sisalsiko jaljelle jaaneiden sytologisten naytteiden materiaali tutkittavia rintasoluja, jonka
seurauksena vertailukelpoisten maara tippui 8 potilastapaukseen. Alkuperaisista 39 potilastapauk-
sesta siis vain 8 osoittautui lopulta tutkimuskelpoiseksi sytologisen materiaalin puuttumisen tai niuk-
kuuden vuoksi. Alkuperaisesta tutkimusmateriaalista suuri osa karsiutui pois sytologisten nayttei-
den niukkuuden takia, ja taten analyysikelpoiseksi kavi vain 20,5 % tutkittavista potilastapauksista.
Tasta johtuen tutkimuskelpoisten potilastapausten maaran supistuessa nain merkittavasti tulok-
sista ei voi tehda yleistavia johtopaatoksia varjaysten toimivuudesta. Arkistoitujen naytteiden laa-
dusta voi suuren riittamattomien naytteiden maaran perusteella paatella ettd arkistoidut sytoblok-
kinaytteet ovat hyvin niukkoja.

Naissa vertailukelpoisissa jaljelle jaaneissa naytteissa potilaskohtaiset immunokemialliset varjayk-
set histoblokki- ja sytoblokkinaytteissa vastasivat 87,5 % tapauksissa toisiaan estrogeeniresepto-
rivarjayksessa, 87,5 % tapauksissa toisiaan HER2/neu-varjayksessa, 100 % tapauksissa toisiaan
progesteronivarjayksessa. Vertailukelpoisten potilastapausten histoblokkindytteiden estrogeeni- ja
progesteronireseptorivarjayksista 5 kpl oli positiivisia ja 3 kpl negatiivisia korreloiden toistensa
kanssa. Jaljelle jaaneista vertailukelpoisten potilastapausten histoblokkinaytteiden HER2/neu- var-
jayksista 7 kpl oli negatiivisia mutta yksi kappale oli positiivinen. Kaikissa vertailukelpoisissa poti-
lastapauksissa, joissa histoblokkindyte oli nayte negatiivinen myos sytoblokkinayte oli negatiivinen
kaikkien tutkittavien varjaysten osalta: negatiivisesti varjaytyneiden histoblokkinaytteiden kohdalla
potilastapausten varjaystulokset vastasivat siis toisiaan kummassakin naytetyypissa 100 %. Est-
rogeenireseptori- ja HER2/neu- varjayksissa ilmeni kummassakin yksi potilastapaus, jossa histo-
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blokkinayte varjaantyi positiivisesti mutta vastaava sytoblokkinayte negatiivisesti. HER2-neu-var-
jayksessa ilmeni vain yksi potilastapaus jossa histoblokkinayte varjaytyi positiivisesti, tama ei kui-
tenkaan vastannut negatiivisesti varjaytynytta ko. potilastapauksen vastaavaa sytoblokkinaytetta.
Positiivisesti varjaytyneiden histoblokkinaytteiden kohdalla potilastapausten varjaystulokset vasta-
sivat toisiaan siis kummassakin naytetyypissa estrogeenireseptorivarjayksessa 80 % tapauksista,
progesteronireseptorivarjayksessa 100 % tapauksista ja HER2/neu-varjayksessa 0 % tapauksista.

Esimerkkeja varjaystuloksista havainnollistuu alla olevissa kuvioissa 3 - 7. Digitaalisesti skanna-
tuissa kuvissa estrogeenireseptori- progesteronireseptori- ja HER2/neu- vasta-ainekompleksit var-
jaytyvat ruskeiksi. Kuvat ovat 200 um tarkennuksella. Digikuvat tarjosivat Pohjois-Suomen
biopankki Borealis.

Tutkimustulokset nakyvat taulukoissa 1-3. Varjayksien tulokset iimenevat taulukkomuodossa, jossa
on lajiteltu histologiset ja sytologiset potilastapaukset niiden immunovarjaystulosten mukaan. Tau-
lukon seka sen tulkinnat mahdollisti Oulun Yliopistollisen Sairaalan patologian laboratorio.

- HIST, histologinen tai kudosnayte

- SYTO, sytologinen tai solunayte

- ER, estrogeenireseptorivarjays

- PR, progesteronireseptorivarjays

- C-ERB, toinen termi HER2/neu varjayksille

- OBJ/OH, histologinen ja sytologinen naytteet
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Esimerkkikuvat varjayksista eri naytetyypeissa
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KUVIO 4. Positiivinen progesteronireseptorivérjédys histoblokkinéytteesta.
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KUVIO 6. Positiivinen progesteronireseptorivérjays sytoblokkindytteesta
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KUVIO 7. Positiivinen HER-2/neu-vérjéys histoblokkinéytteesta.
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Tulostaulukko varjayksista
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5.2 Aiemmin tehtyja tutkimuksia aiheesta

Opinnaytetydomme aiheesta on olemassa aikaisempia tutkimuksia, joita kasittelemme alla lyhyesti.

5.3  Tutkimus “Application of immunohistochemistry to Cytology”

Fowlerin vuonna 2007 julkaiseman tutkimuksen paaaiheena oli selvittdda immunokemian soveltu-
vuutta sytologisiin naytteisiin. Lopputuloksena oli ettd immunokemiaa voi kayttaa sytologisissa
naytteissa, jos naytteiden esikasittelyprosessi on suoritettu huolellisesti. Tutkimuksessa myos huo-
mautetaan, immunokemiallisissa varjayksissa vasta-aineiden herkkyyteen ja spesifisyyteen vaikut-
taa esim. reagenssien valmistaja ja kaytetty tekniikka. Laadun varmistaminen on tarkeaa seka his-
tologisten etta sytologisten naytteiden immunokemiallisissa varjayksissa. Tassa kappaleessa kasi-
tellaan lyhyesti kolme esimerkkia immunokemian soveltamisen haasteista. (Fowler L., Whitney A.,
2007.)

Yksi yleinen haaste on epaotollisten tai ei-optimoitujen kontrollien kaytto sytologisille naytteille. Kun
kaytetaan alkoholifiksoituja naytteita formaliinifiksoiduilla parafiinikontrolleilla, niin tuloksiin voi tulla
ei-toivottua vaihtelua. Toisistaan poikkeavien naytemateriaalien kontrollien tulisi olla samalla me-
netelmalla ja prosessilla hankittua kuin tutkittava materiaali. Laboratorioiden tulisi varautua immu-
nokemiallisiin varjayksiin uusilla ja riittavilla kontrolleilla (Wick M., Swanson P., 2002.). On my0ds
raportoitu vaarista negatiivisista tuloksista esim. estrogeenireseptorivarjayksessa alkoholifiksaa-
tion kanssa. On mahdollista etta tama vaihtelu johtuu vasta-aineiden valmistajakohtaisista eroista
seka toisistaan poikkeavista laboratorion kaytannoista (Sneige, N. 2006.). Tallaisten vaihtelun
vuoksi on suositeltu ottamaan lisaa naytteita, jotta saadaan sopivin seka luotettavin varjays diag-
noosia varten. (Miller, R., Kubier, P. 2002.).

Toinen tavanomainen haaste mita on raportoitu, oli sytoblokkien niukempi ndytemateriaali ja ma-
talampi sensitiivisyys verrattaessa vastaaviin histoblokkinaytteisiin. Havainnot olivat, etta formalii-
nifiksoitujen sytoblokkien varjaykset olivat vahemman sensitiivisia joten tulisi olla huolellinen varja-

tessa tai tulkittaessa eriavia naytteita. (Fowler, L., Valente, P., Schantz, H., 1996.)
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Kolmas tavallinen haaste on rajallisten naytemaarien kaytto tai lian vahaisen varjayksien maaran
suorittaminen diagnoosille. On suositeltu valttdmaan vain yhden varjayksen kayttoa diagnostiikkaa

varten, koska tama voi johtaa liian yksipuolisiin diagnooseihin. (Swanson, P., 1993.)

Tutkimuksissa saatiin suhteellisen hyva yhtapitavyys sytologisten ja histologisten naytteiden immu-
nokemiallisten varjaysten valilla, mutta on olemassa epailys etta kaytettdvat metodit histologisten
seka sytologisten naytteiden valilla voivat johtaa vaihteluihin potilaiden diagnooseissa ja lopputu-
loksissa. ( Brown, R. 1994.) Tasta johtuen suosituksena on valttaa yksittaisten testien suorittamista
diagnoosin tekemiseksi, tai saada asiantuntijan nakemyksen tuloksista, mukaan lukien estrogeeni-
ja progesteronireseptori sekd HER2/neu- tutkimuksille. Laadun varmistamiseksi ja tilanteen sal-
liessa olisi parempi odottaa histologista tulosta, vaikka varjaaminen onkin mahdollinen vaihtoehto.
(Suthipintawong, C., Leong, A., Chan, K., Vinyuvat, S. 1997.)

54 Tutkimus “Fine-Needle Aspiration Cytology Can Play a Role in Neoadjuvant Chemo-
therapy in Operable Breast Cancer”

Curén ja Garbarin 2013 vuoden tutkimuksessa tavoitteena oli perustella ohutneulanaytteenoton
kayttoa rintasyopatutkimuksissa vertailemalla paksuneula- ja ohutneulandytteenoton tekniikoiden
kaytto ja tulosten yhtapitavyytta estrogeeni-, progesteroni- ja HER2- varjayksilla. Tutkimuksen ai-
heena oli hahmottaa vahvuudet ja haasteet tekniikoissa seka myos analysoida naiden tulosten
erojen vaikutus. Havaintona oli etta tama erot tuloksissa eivat olleet merkittavia, jos ohutneulanay-
teet olivat hyvaksyttavia laadultaan. Immunosytologisten kokeiden kehittyessa niiden tehokkuus on
samaa luokkaa kuin niiden histologisten vastike. ( Curé, H., Garbar C., 2013.)

Tutkimuksen mukaan ohutneulanaytteenoton tai paksuneulanaytteenoton kaytolla ovat omat
etunsa ja haasteensa ja naiden soveltaminen riippuu laboratorion kaytanndista ja asiantuntijoiden
suosituksista. Vaikka esim. paksuneulanaytteenoton tulokset ovat kattavammat, ohutneulanayt-
teenotolla voidaan saada nopeampaa diagnostiikkaa joka on verrattavissa histologisten jaaleikkei-
den nopeuteen. ( Liew P., Liu T., Hsieh M., Lin H., Lu C., Yao M., Chen C. 2011.)
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Tutkijoiden perustelut pohjautuvat 2012 tutkimukseen, jossa arvioitiin estrogeeni-, progesteroni- ja
HERZ2/neu- varjayksien immunokemiallinen luotettavuus alkoholifiksoiduilla sivelyvalmisteista. Tut-
kimusmateriaalina oli ohutneulandytteita rintasyopatuumoreista tai syovan metastaaseista, jotka
olivat keratty 18 kuukauden aikajaksolla. Naytemaara oli 47 potilastapausta. Tulokset verrattiin
naytteiden formaliinifiksoitujen kudosvastakohtiin. Inmunokemialliset varjaystulokset olivat estro-
geenille 95 %:n korrelaatio, progesteronille 90 % seka HER2/neu 88 %, tosin immunosytokemialli-
sia tuloksia naytteista jossa oli vahemman kuin 50 solua ei sisélletty analyysiin. Tutkielman johto-
paatokset olivat etta immunokemialliset varjaykset estrogeenille, progesteronille ja HER2/neu olivat
luotettavia ohutneulanayteista, erityisesti jos naytteet sisalsivat runsaasti soluja. (Ferguson J.,
Chamberlain P., Cramer H., Wu H., 2012.)

Osa tutkimuksista ovat antaneet aihetta olla huolellinen tehdessa paatelmia kokeiden tuloksista,
kuten 2010 ja 2011 vuosien tutkimukset osoittavat. 2010 tutkimuksessa vertailtiin estrogeeni-, pro-
gesteroni-, ja HER2/neu immunokemialliset varjayksia 42 formaliinifiksoiduista ohutneulalla ote-
tussa sytoblokkinaytteessa vastaaviin kudosnaytteisiin. Kokeiden tulokset olivat 100 % korrelaatio
HERZ2/neu naytteilla, ja estrogeenille 85.7 % korrelaatio seka progesteronille 80 % korrelaatio.
(Shabaik A., Lin G., Peterson M., Weidner N., 2010.)
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5.5 Muita aiempia kvantitatiivisia tutkimuksia

Vuonna 2012 julkaistussa tutkimuksessa tutkittiin 62 rintakarsinoomapotilastapausta, joissa poti-
laista oli otettu sytologinen ohutneularintabiopsianayte ja kirurginen nayte. Seka ohutneularinta-
biopsianaytteille etta vastaaville kirurgisille naytteille tehtiin immunokemialliset estrogeenireseptori-
, progesteronireseptori- ja HER-2/neu- varjaykset. Sytoblokit oli fiksoitu alkoholissa ennen formalii-
nifiksointia. Estrogeenireseptorivarjayksen sensitiivisyys sytoblokkinaytteissa oli 92,7 %, progeste-
ronireseptorivarjayksen sensitiivisyys 92,7 % ja HER-2/neu- varjayksen sensitiivisyys 70 %.
(Bueno, Angela., Soares CT., Viero RM. 2012.)

Vuonna 2012 julkaistussa toisessa tutkimuksessa 25 potilaan ohutneularintabiopsiasytoblokkinayt-
teiden estrogeeni- ja progesteronireseptorivarjayksia verrattiin potilaskohtaisesti vastaavien kirur-
gisten naytteiden ja paksuneularintabiopsianaytteden immunokemiallisiin varjayksiin. Estrogee-
nireseptorivarjayksessa naytteet korreloivat toistensa kanssa 92 % ja progesteronireseptorivarjayk-
sessa naytteet korreloivat toistensa kanssa 96 %. (Domanski, A.M.., Domanski, H.A.., Fernd, M.,
Grabau,D., Monsef, N. 2012.)

Vuonna 2011 julkaistussa tutkimuksessa vertailtiin estrogeenireseptori-, progesteronireseptori- ja
HER2/neu-varjayksia sytoblokkinaytteissa ja vastaavissa kudosnaytteissa 50:ssa rintasyopakarsi-
noomapotilastapauksessa. Estrogeenireseptorivarjayksessa naytteiden varjaystulokset vastasivat
toisiaan 90 %, progesteronireseptorivarjayksessa 94 % ja HER2/neu-varjayksessa 90 %. Tutki-
muksen loppupaatelmana korostettiin myds sytoblokkinaytteiden laatua ja niiden tulkitsemisen laa-
dunvalvonnan tarkeytta. ( Gupta, N., Joshi, K., Kumar, S, K., Rajwanshi, A. 2011.)
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6 POHDINTA

Opinnaytetydomme tarkoituksena oli selvittaa soveltuvatko Oulun yliopistollisen sairaalan patologian
laboratorion arkistoidut rintabiopsianaytteet tutkimuskayttoon ja toimivatko estrogeenireseptori-,
progesteronireseptori- ja HER2/neu-varjaykset sytologissa ohutneulalla rinnasta otetuissa biopsia-
nayteissa. Vertailimme Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laboratoriossa kolmen yleisesti
rintasyopadiagnostiikassa kaytetyn immunokemiallisen varjayksen yhtapitavyytta esikasittelyltdan
toisistaan poikkeavissa naytetyypeissa potilastapauksissa, joissa potilailta oli saatavilla seka histo-
loginen rintabiopsianayte etta sytologinen rintabiopsianayte. Varjaysten lopputulokset voivat vai-
kuttaa potilaiden hoitopaatoksiin, joten vertaileva tutkimus oli hyodyllinen.

Lopulta tutkituista kahdeksan potilastapauksen naytteista yhtapitavyys histologisen ja sytologisen
naytteen valilla oli 87,5 % estrogeenireseptorivarjayksessa, 100 % prosenttia progesteroniresepto-
rivarjayksesa ja 87,5 % HER2/neu-varjayksessa. Histologisen naytteen varjayksen ollessa negatii-
vinen oli my0s sytologisen naytteen varjaystulos kaikissa tapauksissa negatiivinen, histologisen
naytteen varjayksen ollessa positiivinen oli sytologinen nayte myos positiivinen 80 % tapauksissa
estrogeenireseptorivarjayksessa, 100 % tapauksissa progesteronireseptorivarjayksessa mutta 0 %
tapauksista HER2/neu-varjayksessa. Verrattaessa tulostamme aiemmin tehtyihin vastaaviin tutki-
muksiin aiheesta, joissa estrogeenireseptorivarjayksen yhtapitavyys naytteiden valilla vaihteli va-
lilla 92 % -95 %, progesteronireseptorivarjayksen yhtapitavyys valilla 90 %- 96 % ja HER2/neu-
varjayksen yhtapitavyys 70 %-90 %, tuloksemme ovat estrogeenireseptorivarjayksen ja progeste-
ronireseptorivarjayksen osalta samansuuntaisia. HER2/neu-positiivisia naytteita oli lopulta tutkitta-
vissa naytteissa vain yksi kappale, joten yksittaisen naytteen tulokseen voi suhtautua aarimmaisen

varauksellisesti.

Tutkimuksemme perusteella Oulun yliopistollisen sairaalaan patologian laboratorion arkistoidut
ohutneularintabiopsiasytoblokit osoittautuivat niukoiksi. Tutkittavien potilastapauksien maara va-
heni 20 %:iin alkuperaisesta tutkittavasta potilastapauksien maarasta sen takia, etta kaikista tutkit-
tavista sytoblokeista leikatuilla leikkeilla ei ollutkaan naytemateriaalia jaljella lainkaan tai sita oli liian
niukasti ilman varsinaista tutkimuksenalaista rintakudosta. Paksuneularintabiopsiahistoblokeissa
naytemateriaalia oli huomattavasti runsaammin verrattuna ohutneularintabiopsiasytoblokkeihin.

Naytemateriaalin puuttumisen vuoksi 80 %:ssa arkistosta haetuista potilastapauksissa histologisen
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ja sytologisen naytteen vertailu estyi. Tama johti tilastollisesti analysoitavien potilastapausten maa-
raan vahenemiseen kahdeksaan potilastapaukseen. Kahdeksasta potilastapauksesta saatavassa
tutkimuksessa tutkittavien kohteiden otos jai liian pieneksi luotettavien johtopaatoksien tekemiseen
tutkittavien varjayksien toimivuudesta. Mikali immunokemiallisten varjaysten toimivuutta halutaan
tutkia jatkossa, tulisi tutkimuksessa olla kaytossa sytoblokkeja, jossa on runsaammin naytetta tai
tuore nayte, tai suurempi maara vertailtavia potilastapauksia, tarpeeksi suuren otoksen ja tutkimus
laadun takaamiseksi johtopaatoksien tekemista varten varjaysten soveltuvuudesta.

Tutkimuksen aihe oli meille suhteellisen uusi, joten alussa tiedonhankinta ja tietoperustan luominen
olivat tarkeita vaiheita tyon edistamiseksi. Oulun yliopistollinen sairaala tarjosi meille asiantunte-
musta ja tukea tiedonhankinnassa. Alussa haasteena ol riittdvan laajan aineiston keraaminen.
Suurena apuna olivat [adketieteelliset tietokannat, mutta suurin osa tutkimuksista eivat olleet koko-
naan julkisia, tosin tutkimuksien otsikko, tekijat, organisaatio ja abstrakti olivat julkisia, josta saatiin
osa tietoa tutkimuksesta. Monissa tutkimuksissa oli poikkeavuuksia tai eroja mm. naytteen fiksaa-
tiotavoissa, naytteen esikasittelyssa ja laboratoriokaytannoissa. Tutkimusta myos hankaloitti nayt-
teiden leikkaamisen tekninen haastavuus. Naytteen materiaalin vahyys tai visualisoinnin vaikeus
parafiiniblokeissa hidasti tutkimuksen suorittamista. Meidan tuli ottaa huomioon meidan yhteis-
tydmme patologian laboratorion kanssa, jonka seurauksena kaksi mikrotomia oli poissa kaytossa
rutiinitdista kun varasimme ne tutkimuksen suorittamista varten, seka myos ylimaarainen aiheutta-

mamme tyokuorma immunovarjaysautomaatilla.

Oppimiskokemus oli monipuolista seka myodtavaikutteista alun hankaluuksista huolimatta. Koke-
muksia saatiin niin kaytannon asioista esim. vesiliukumikrotomin kaytosta ja leikkaustekniikoista,
seka myos paljon teoreettista tietamysta esim. immunokemiallisista varjayksista ja tiedonhausta.
Yhteistyd henkiloston kanssa ja laboratoriokaytantdjen harjoittelu oli arvokas kokemus, josta on
hyotya tulevaisuudessa oman ammattitaidon kehittyessa.
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