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Suomessa ensimméainen PMWS- postweaning myltisystemic wasting syndrome oireyhty-
ma havaittiin talvella vuonna 2007. Taman sairauden ensisijainen aiheuttaja on Circovirus.
On olemassa kaksi Circovirus-tyyppia: PCV1 (Porcine circovirus type 1) ja PCV2 (Porcine
circovirus type 2). PCV1 ei ole patogeeninen. Yleensa virus tarttuu vain 6—14 viikkoisiin
porsaisiin ja 70—-80 prosentissa se on tappava. Kuolema tapahtuu akillisesti.

Yleisimmat tavat PCV2-viruksen osoittamiseksi kudosnaytteista ovat PCR- menetelma ja
immunohistokemiallinen varjays. Jattisolut, makrofagit ja imukudossolukon harventumat
ovat diagnoosin keskeiset muutoskohdat.

Koska kyseinen oireyhtyma saattaa olla tappava sioille ja sitéa on todettu esiintyvan
Suomessa, niin on tarkeaa kehittaa varjadysmenetelma, jotta viruksen lasndolo voidaan
varmemmin todentaa ja ndin saada tieto kasvattajille nopeasti.

Tassa opinnaytetyossa testattiin uudet varjayskomponentit ja vasta-aineet sekéa verrattiin
inkubaatioaikoja ja eri vasta-ainelaimennoksia. Projektissa kaytettiin positiivista ja negatii-
vista kontrollia tuloksen varmistamiseksi.

Ty6 suoritettiin Ruokaviraston tuotanto- ja seuraeldinpatologian laboratoriossa, erikoistutki-
ja Gabriele Vidgrenin ja laboratorioinsintéri Riitta Villasen ohjauksessa.

Tuloksissa selvisi, ettd punainen kromogeeni AEC erottuu mikroskopoitaessa ruskeasta
DAB:ista paremmin. Uuden vasta-aineen ostamisen sijasta voidaan kayttaa ns. Seindjoen
vasta-ainetta (tdssa tydssa vasta-aine B). Laimennos 1:200 on luotettavampi ja edullisem-
pi kuin muut laimennokset, mutta tavoitteena on kuitenkin saada varjays toimimaan yhden
paivan aikana. Myohemmin tarkasteltavaksi jai laimennos 1:75.

Saavutetulla lopputuloksella voidaan kehitystyota jatkaa edelleen ja saada varjaysohjetta
optimoitua.

Avainsanat PMWS, PCV1, PCV2, Circovirus
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The first PMWS postweaning multisystemic wasting syndrome in Finland was detected in
winter 2007. The primary cause of this disease is Circovirus. There are two types of
Circovirus: PCV1 (Porcine circovirus type 1) and PCV2 (Porcine circovirus type 2). PCV1 is
not pathogenic. Generally the virus infects only 6-14 weeks old piglets and in 70-80% cas-
es suddenly.

One of the most common methods of detecting PCV2 viruses in tissue samples is immuno-
histochemically staining. The most typical anatomical changes of PMWS syndrome require
examination of dead pig. The fundamental findings in this diagnosis are: giant cells, macro-
phages and thinned out lymphocyte. The changes and results are examined with micro-
scope.

This syndrome occurs also in Finland. It can be fatal for pigs, that's why it is important to
develop a staining method for detection virus thus pigs’ owners could get information
quicker. The aim of this project was to test old and new antibodies. It was important to
compare incubation times, concentrations and temperature conditions.

The project was performed in the production and companion animal pathology laboratory of
the Finnish Food Authority under supervision of senior researcher Gabriele Vidgren and
laboratory engineer Riitta Villanen.

The study revealed that the red chromogen AEC is better than the brown DAB in microsco-
py. Instead of buying a new antibody it’s is more suitable to use antibody B. A 1:200 dilution
is more reliable and less expensive than other dilutions, but the goal is to make the method
working within one day. A 1:75 dilution stays for later examination.

Based on the results of the experimental part of this research, laboratory assistants of the
Finnish Food Authority will continue of developing the staining method.

Keywords PMWS, PCV1, PCV2, Circovirus
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1 Johdanto

Opinnaytety® suoritettiin Ruokavirastossa. Ruokavirasto on iso valtion organisaatio,
joka varmistaa seka tutkii elintarviketurvallisuutta, eldinten terveytta ja hyvinvointia.
Ruokavirasto koostuu valvonta- ja laboratorio-osastoista. Laboratorio-osastossa sijait-
see eldintautibakteriologian ja patologian yksikkd. Tuotanto- ja seuraeldinten patologi-
an jaostossa tehdaan tutkimuksia, joilla selvitetaan tuotanto- ja seuraeldinten sairaus-
tai kuolinsyyta, kuten mm. onko eldaimella jokin tietty virus, onko virus haitallinen ihmisil-

le tai minka takia el&in kuoli.

Immunohistokemialliset varjaykset ovat kehittyneet hyvin tarkeiksi tyokaluiksi etenkin
patologian alalla. Leimatun vasta-aineen avulla voidaan selvittda tietyn antigeenin tai
proteiinin esiintyminen kudoksessa. Immunohistokemialliset vérjaykset pohjautuvat
vuorovaikutukseen vasta-aineen ja antigeenin valilld. Suorassa varjaysmenetelmassa
vasta-aineeseen on konjugoitu vériaine, jota voidaan tarkastella mikroskooppisesti.
Epasuorassa varjdysmenetelméssa kaytetddn primaari- ja sekundaarivasta-aineita.
Visualisointi tapahtuu merkkiaineen tai entsyymin avulla valo- tai elektronimikroskoopil-

la.

Tutkimuksen tarkoituksena oli testata uutta kaupallista kittid, jota kaytetdan vasta-
ainemolekyylien sitoutumiskohtien osoittamiseksi. Myds aiemmin kaytettya vasta-
ainetta ei ole enda saatavilla, joten tehtavana oli myds selvittéaa, toimiiko uusi kaupalli-
nen Circoviruksen vasta-aine uudella kitilla seké vertailla kromogeeneja AEC (3-amino-
9-ethylcarbazole) ja DAB (3,3'-diaminobenzidine) ja verrata kahta proteaasientsyymia
KjaE.

Opinnaytetytta edeltavalla harjoittelujaksolla aikana paastiin harjoittelemaan immuno-
histokemiallisia varjayksia vanhalla kitill&, jotta saatiin parempi kasitys siitd, miten var-
jays toimii ja mihin jokaista tyovaihetta tarvitaan. Tydn tavoitteena oli kayttdd olemassa
olevia tybohjeita ja saada mainitut komponentit toimimaan ilman ty6ohjeen muuttamis-
ta. Varjays vasta-aineella tehdaan yli-yon inkubaatiolla, lisdtavoitteena oli saada koko

menetelma suoritettua yhden paivan aikana.
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2 Immunohistokemia

Immunohistokemian avulla voidaan maarittda antigeenin sijainti kudossoluissa ja ku-
dosrakenteissa spesifisella vasta-aineella. Termi “immunohistokemia” koostuu kahdes-
ta sanasta: "immuno” viittaa vasta-aineiden kayttéén tdssa menetelmassa ja “histo”
merkitsee kudosta. [1.] Immunohistokemia on arvokas tutkimusmenetelma, jolla voi-
daan tadydentaa morfologisia tietoja. Se tarjoaa tarkedn diagnostisen tiedon sairaudesta
ja sairauden biologiasta. Immunohistokemia tuo paljon hyétya sellaisissa tapauksissa,
joissa pelkastaan kliinisilla ja morfologisilla tiedoilla ei pystyta tekeméaéan tarkkaa diag-
noosia sairaudesta. On olemassa useita eri tapoja visualisoida vasta-aine-antigeeni
vuorovaikutus  valo-, elektroni- tai fluoresenssimikroskoopilla. Vasta-aine-
antigeenikompleksin muodostuminen havaitaan leiman avulla, joka voi olla entsyymi,

esimerkiksi biotiini tai fluorokromi. [2, s. 35.]

2.1 Antigeeni

Antigeeni (engl. antigen) on molekyyli, joka aiheuttaa elimistdéssa vasta-aineiden muo-
dostumista ja johon tietty vasta-aine kykenee sitoutumaan, eli se aiheuttaa im-
muunivasteen, kun se joutuu ihmisen tai elaimen elimisté6n. Antigeenit ovat yleensa
proteiineja tai polysakkarideja, mutta usein lipidit, nukleiinihapot ja muut aineet pystyvét

myds toimimaan antigeenina.

Antigeeneilla on iso molekyylipaino. Mita suurempi molekyylipaino on, sitd enemman

on epitooppeja, mika johtaa immunivasteen voimakkuuden lisdéntymiseen. [3.]

2.2 Epitooppi

Epitooppi (engl. epitope) eli antigeeninen determinantti on osa antigeenin makromole-
kyylista, jonka immuunijarjestelma tunnistaa (mm. vasta-aineet, B-lymfosyytit ja T-
lymfosyytit) ja johon se sitoutuu. Epitoopit stimuloivat vasta-aineiden tuotantoa. Yhdes-

sé antigeenin molekyylissa voi olla useita epitooppeja. [4, s. 32.]

2.3 Vasta-aine

Vasta-aineet eli immunoglobuliinit (Ig) ovat Y:n muotoisia glykoproteiineja, jotka kuulu-
vat immunijarjestelmaan [5]. NAma proteiinit koostuvat neljasta polypeptidiketjusta, eli

kahdesta kevytketjusta (L-ketjuja) ja kahdesta raskasketjusta (H-ketjuja), jotka ovat
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kiinnittyneet rikkisilloilla. Vasta-aineet sitoutuvat antigeeniin paratoopin avulla. [6.] Vas-

ta-aineen rakenne on esitetty kuvassa 1.

Immunoglobuliinit jaetaan viiteen isotyyppeihin: IgG, IgE, 1gD, IgM, IgA. Jako perustuu

niiden raskasketjujen valisiin eroihin. Kaikkein yleisin veriseerumin vasta-aineluokka on

IgG ja tdman takia se on kaytetyin vasta-aineluokka immunohistokemialisissa varjayk-

Sissa.

Jokainen elimistaan saapuva bakteeri- tai virusinfektio kannustaa spesifisten vasta-

aineiden tuotantoa antigeenien tuhoamiseksi tai inaktivoimiseksi. Elimistd tuottaa mil-

joonia vasta-aineita joka paiva. [5.]

- kevyt ketju

- raskas ketju

antigeenit

w

. - hiilihydraatti
. . - rikkisilta

vasta-aine

Kuva 1. Vasta-aineen rakenne [7]. Vasta-aine kiinnittyy vain tietyn antigeeniin.
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2.3.1 Vasta-aine immunohistokemiassa

Primaarivasta-aine on antigeenispesifinen vasta-aine. Se tunnistaa sekundaarivasta-
aineen, johon merkkiaine eli leima on lisatty. Sekundaarivasta-aine yhdistyy primaari-
vasta-aineeseen, sen takia sen pitda olla kehitetty sen eldimen immunoglobuliinia vas-

taan, jossa primaarivasta-aine on valmistettu. [8, s. 435-436.]

2.3.2 Polyklonaalisuus ja monoklonaalisuus

Riippuen kyvystad reagoida yhden tai useamman antigeeniepitoopin kanssa vasta-
aineet jaetaan monoklonaalisiin ja polyklonaalisiin.

Polyklonaalinen vasta-aine on heterogeeninen vasta-aineseos, joka on suunnattu tun-
nistamaan erilaisia epitooppeja samassa antigeenissa. Niita tuotetaan immunisoimalla
elain spesifisella immunogeenilla. Immunisointivaihe kestda noin 3-8 kuukautta, sen
jalkeen elain lopetetaan ja veresté eristetddn immunoglobuliinirikas seerumi. Solut ero-
tetaan veresta sentrifugoinnin avulla ja puhdistetaan ammoniumsulfaattisaostuksella tai

ioninvaihtokromatografialla. Polyklonaalisen vasta-aineen tuotto on esitetty kuvassa 2.

' /7 eristetty vasta- aine
‘% %\ -
TN
- K@
) N
antigeeni

A\ '

Kuva 2. Polyklonaalisen vasta-aineen tuotto [9].

Monoklonaalinen vasta-aine on homogeeninen vasta-aine, joka toimii vain antigeenin

tietyn epitooppirakenteen kanssa. Monoklonaalisten vasta-aineiden valmistuksessa
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yhdistetdan plasmasoluja ja neoplastista myeloomasoluja. Elain immunisoidaan koh-
deantigeenilla, jonka jalkeen tapahtuu immunisaatiojakso, joka kestda 2-3 kuukautta.
Kun haluttu immunivaste on saatu, eldin lopetetaan ja sen pernasta eristetdaén B-
lymfosyytteja. B-lymfosyyttien ja kuolemattomien solujen avulla saadaan tuotettua ha-
luttua vasta-ainetta. Monoklonaaliset vasta-aineet puhdistetaan kromatografimenetel-
malla. [2, s. 3—4.] Kuvassa 3 on esitetty monoklonaalisen vasta-aineen tuottoprosessi.

Yleisesti ottaen monoklonaalisilla vasta-aineilla varjatyt valmisteet ovat spesifisempia
kuin polyklonaalisilla. Huono puoli on se, etta antigeenin epitoopin taytyy olla ainutlaa-
tuinen. Toinen huono puoli on varjaystuloksen heikkous, koska se sitoutuu vain yhteen

antigeenin epitoopeista. [8, s. 435-436.]

immunisaatio perna

2
- /’7

o N |
antigeeni ) J
I

Q \“ @, O Blymfosyytti
09 o
o

Y

V

myeloomasolut

(@]
o, Oo| < B-lymfosyytit
M "~> oo — 80 &— myeloomasolut

@ <— hybriidisolut

Kuva 3. Monoklonaalisen vasta-aineen tuotto [9].
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2.4 Suora ja epasuora menetelma

Antigeenin méaarittamiseen voidaan kayttda suoraa tai epasuoraa immunohistokemial-

lista menetelmé&éa. Kuvassa 4 on esitetty niiden ero.

Suora menetelma siséltaa leimattujen primaarivasta-aineiden suoran reaktion kudosan-
tigeenin kanssa [1]. Tama on nopea ja helppo menetelmé, mutta varjaysherkkyys ei ole
yhta vahva kuin epasuorassa menetelmasséa. Suora varjdysmenetelma tunnistaa tietyt
antigeenin epitoopit mutta naita sitoutumispaikkoja on vahemman. Reaktio epasuoras-
sa menetelmassa on vahvempi. Suora varjays toimii erittdin hyvin jaaleikkeiden immu-

nofluorisenssitutkimuksissa. [8, s. 438—439.]

Epasuora menetelma pohjautuu siihen, ettd useita vasta-ainemolekyyleja voi sitoutua
primaarivasta-aineiden eri epitooppeihin [1]. Silloin ensimmaisessa vaiheessa kudos-
leike inkuboidaan primaarivasta-aineessa. Sekundaarivasta-aine, johon on liitetty ent-
syymi, lisdtdén toisessa vaiheessa. Viimeisessa vaiheessa substraattilisayksen jalkeen
entsyymireaktion lopputuote osoittaa antigeenin. Epasuorassa menetelméssad sama
sekundaarivasta-aine voi osoittaa useita primaarivasta-aineita. [8, s. 438—439.]

Suora menetelma Epdsuora menetelma
- Antigeeni ~ - Fluorofori
- Primaarinen vasta-aine / - Sekundaarinen vasta-aine

Kuva 4. Suora ja epasuora menetelmé [10].
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2.5 Proteaasit

Proteinaasit (tai proteaasit) ovat entsyymeja, jota kaytetddn proteiinien pilkkomiseen.
Se hydrolysoi peptidisidoksia aminohappojen valilla. [11.]

2.5.1 Proteinaasi K

Proteinaasi K on hyvin tyypillinen ja laajakéayttbalueellinen entsyymi, joka kuuluu pepti-
daasiryhmaan. Proteinaasi K:ta eristetaan sienistd Engyodontium album. [12.] Se hyd-
rolysoi erilaisia peptidisidoksia. Usein sitd kaytetaan entsymaattisten tai solulysaattis-
ten reaktioiden puhdistamiseen tai kontaminaation poistamiseen. [13.] Immunohisto-
kemiassa se vaikuttaa antigeenisitoutumiskohtiin vasta-aineiden leimaamiseksi. Pro-
teinaasi K toimii monissa lampdtiloissa ja puskureissa, optimaalinen aktiivisuus tapah-
tuu lampétilassa 20-60°C ja pH:ssa 7,5-12,0. [14.]

2.5.2 Proteinaasi E

Proteinaasi E:ta eristetaan bakteerista Streptomyces friseus. Taméa entsyymi on erittain
kateva liukenemattomien proteiinien proteolyysissa seka proteiinien rakenteen tutkimi-
sessa. Se suosii hydrolysoimaan peptidisidoksia glutamiinihapon tai asparagiinihapon
karboksyylipuolella. Immunohistokemiassa se vaikuttaa antigeenisitoutumiskohtiin vas-
ta-aineiden leimaamiseksi. Proteinaasi E:n optimaalinen aktiivisuus tapahtuu pH alu-
eella 5,0-8,8. Lampdtilan on oltava 20-60°C valilla. [11.]

2.6 Immunoentsyymimenetelmat

Erilaisten leimojen avulla voidaan osoittaa soluista tai kudoksista vasta-aine, joka on
sitoutunut tiettyyn antigeeniin. Yleensa leimaamiseen kaytetaan fluorokromeja tai ent-
syymeja. Silloin, kun halutaan osoittaa vasta-ainemolekyylien sitoutumiskohdat, kudos-
leikkeesta kaytetddn entsyymisubstraatti-variainereaktiota, eli kromogeenia. Tallainen

varillinen sakka tulee nakyviin tavallisella valomikroskoopilla. [8, s. 435—-436.]

2.6.1 Piparjuuriperoksidaasi

Piparjuuriperoksidaasi (eli HRP) on yleisin entsyymi, jota kdytetdan immunohistokemi-
assa. Varjayksen ensimmaéisesséd vaiheessa HRP hajottaa vetyperoksidin (H,O,) ve-
deksi ja happiatomiksi. Toisessa vaiheessa DAB-kromogeeni hapettuu vérilliseksi lop-

putuotteeksi, jota voidaan tarkastella mikroskooppisesti. [8, s. 482.]
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2.6.2 Kromogeeni AEC

AEC (3-amino-9-ethylcarbazole) on alkoholiliukoinen kromogeeni, joka muodostaa pu-
nertavan saostuman reaktiokohdassa kudos- tai soluvalmisteilla [15]. Se on kaytetyin
kromogeeni kayttdessa piparjuuriperoksidaasia immunohistokemiassa. Sita on helppo
kayttaa ja lopputulosta voi seurata valomikroskoopilla. AEC:ta voi kayttad muiden kro-
mogeenien kanssa, esimerkiksi haluttaessa merkita useita markkereita yhtaaikaa. [16.]

2.6.3 Kromogeeni DAB

DAB (3,3'-diaminobenzidine) on vesiliukoinen kromogeeni, joka muodostaa ruskean
varin reaktiokohdassa kudos- tai soluvalmisteilla. Lampokestéavyyden takia se on teho-
kas sekéd yhden ettd useiden antigeenien osoittamisessa. [17.] Yleensa DAB:ta kayte-
taan nukleiinihappojen ja proteiinien varjayksessa. [18.] Varjattyja tuloksia voi seurata

valo- ja elektronimikroskoopilla. [19.]
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3 Histologisen naytteen kasittely

Koko prosessi alkaa obduktiosalissa. Siella vastaanotetaan kuolleita elaimida. Ensim-
maiseksi tarkistetaan ja kirjataan eldimen tiedot tietojarjestelmaan. Samalla tutkijat tar-
kistavat eldimen sairaushistorian ja suorittavat ruumiinavauksen ja naytteenoton. Sai-
raudensyy varmistuu vasta ruumiinavauksen jalkeen. Ulkonaén, oireiden, vertailun ja
elimistdon kunnon perusteella tutkijat tekevét yhteenvedon tutkimustodistukseen ja maa-
rittavat diagnoosin joka perustuu ylla olevaan kokonaisuuteen. Naytteet makroleikataan
histologiaa varten. Tarpeen vaatiessa otetaan naytteet jatkotutkimuksia (virologia, bak-
teriologia) varten.

3.1 Kudoskasittelyautomaatti

Kudosprosessointi tehdaan laitteella. Kudostenkasittelyautomaatti sisaltaa lammitetyn
reaktiokammion, vaha-astiat ja reagenssipullot. Naytekorin avulla siirretddn kudos-
kasetteja laitteeseen ja sielta pois. Jotta liuokset pystyisivat virtaamaan kasettien ym-
parillda, korit taytetddn mahdollisimman tasaisesti. Laitteeseen voi tallentaa valmiiksi
useampia ohjelmia kaytdn nopeuttamiseksi ja helpottamiseksi. Laitteessa tapahtuu

nelja vaihetta: fiksaatio, dehydraatio, kirkastus ja parafiinivahan imeyttaminen.

3.1.1 Fiksaatio

Ennen kuin naytteet viedaan patologian laboratorioon, ne leikataan 4-5 mm:n paksuik-
si paloiksi ja laitetaan 10-prosenttiseen puskuroituun formaliiniin (jossa formaldehydin
pitoisuus on 4 %) fiksoitumaan. Formaliinia taytyy olla noin kymmenkertainen maara
naytteen tilavuuteen verrattuna. Kudoksen perusteella naytteet pidetaan formaliinissa
1-14 paivaa. Fiksaation tarkoitus on kudosrakenteen sailyttaminen, entsyymin inakti-
vaatio ja mikro-organismien toiminnan estaminen. [20.] Nayte tulee fiksoida mahdolli-
simman pian, jotta kudos sailyisi samankaltaisena kuin elimistdossé ollessaan. Sen jal-
keen, kun naytteet saapuivat laboratorioon, ne laitetaan kudoskasittelyautomaattiin,
jossa tapahtuu dehydraatio ja parafiiniin imeyttdminen. 10-prosenttisen formaliinin op-
timaalinen fiksaatioaika on vahintaan 24 tuntia. Fiksaatioaika on riippuvainen lampéti-

lasta, fiksatiivin nopeudesta ja kudoksen tunkeutumisnopeudesta.

Formaliinifiksaatiossa tapahtuu verkkopolymerisaatio, eli kudoksen proteiinien amino-

ryhmat toimivat formaliini aldehydiryhmien kanssa ja niiden véalilldA muodostuu verkko-
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rakenne. Metyleenisillat, jotka muodostavat polypeptidiketjut paateryhmien valilla, sai-
lyttavat kudoksen morfologian. [8, s. 53-55, 62-63.]

Fiksaatiota tarvitaan siihen, ettd kudos pysyy mikrotomileikkaamisen jalkeen objektila-
silla, seka varjayksen toiminnan parantamiseksi. Jos kudos on formaliinissa yli 14 pai-

vaa, sen solut kutistuvat ja kovettuvat.

3.1.2 Dehydraatio

Fiksaatiovaiheen jalkeen kudoskasittelyautomaatti siirtda kudokset vesihuuhteluun pe-
semalla pois formaliinin ja aloittaa nousevan alkoholisarjan. Yleensa sarja alkaa 50-
prosenttisesta etanolista ja etenee 100-prosenttiseen etanoliin. Taman vaiheen kutsu-
taan dehydraatioksi, eli veden poisto naytteesta. Liuoksia on aina sarja, jotta nayte
pystyy sopeutumaan paremmin. Vesi on poistettava kudoksesta sen vuoksi, etta para-

fiini (yleisin tukiaine) ei ole vesiliukoinen.

3.1.3 Kirkastus ja parafiinin imeyttaminen

Dehydraation jalkeen tapahtuu kirkastus, eli imeytetaan tukiaineen liuotin (korvataan
alkoholi), koska parafiini ei myoskaan liukene alkoholiin. Yleensa siirtyméaliuottimena
kaytetaan ksyleenia tai ksyleenin substraattia UltraClear (tdssda menetelmassa kayte-
taan ultraclear). Ultraclear liukenee seka parafiinin etté alkoholin kanssa. Kun alkoholi

poistetaan kudoksesta, imeytetdan siihen tukiaine eli parafiini.

Viimeisessa vaiheessa sulatettu parafiini imeytetdan kudokseen. Sen jalkeen tapahtuu

valaminen parafiiniin.

3.2 Valaminen parafiiniin

Kudosprosessin jalkeen ndyte valetaan parafiinin metallisen muotin avulla. Valamises-
sa kaytetaan valukeskuslaitetta, johon kuuluu kudosten ja metallisten muottien sailig,
[Ampdlevy, kylmélevy ja vahan annostelija. Laitteellla saadaan aikaiseksi nayteblokke-

ja, joista leikataan ohuita leikkeitd mikrotomilla.

Kudospalalle valitaan sopivan kokoinen metallinen muotti, johon valutetaan sulaa para-
fiinia. Asetetaan siihen kudospala oikeaan asentoon (leikkauspinta alaspain). On tar-

keda kiinnittda kudospala pohjalle (painetaan pohjaa vasten), jotta kaikki kudospalat
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olisivat samassa tasossa. Muotin paalle asetetaan kasetti, jossa I0ytyvat tunnistetiedot,
taytetddn parafiinilla ja annetaan jahmettya kylmalevylla. Nayteblokki on valmis leikat-

tavaksi, kun metallinen muotti irtoaa.

3.3 Kudosblokkien leikkaaminen ja varjaaminen

Parafiiniblokit leikataan kertakayttoisilla terilla mikrotomilla. Sen liséksi blokkia leikatta-
essa tarvitaan vesihaude seka kylma- ja lampdlevy. Muita tarpeellisia tarvikkeita ovat
objektilasit (johon leike tulee) ja siveltimet (niiden avulla on helpompi siirtéa leike objek-

tilasille).

Ennen nayteblokkien leikkaamista, poistetaan ylimaarainen parafiini, eli trimmataan,
jotta koko kudos tulee paremmin nakyviin. Trimmauksen jalkeen nayteblokit laitetaan

kylmélevylle (n&in parafiini villenee ja se helpottaa leikkaamista mikrotomilla). Kuvassa

5 on esitetty valmiita parafiiniblokkeja, joista leikataan ohuita leikkeitéa.

Kuva 5. Valmiita parafiiniblokkeja.
3.3.1 Mikrotomit ja leikkaaminen

Naytteiden leikkaamiseen kaytetdan liuku- ja rotaatiomikrotomeja. Laitteiden toiminta-
periaate poikkeaa jonkin verran toisistaan, nayte liikkuu joko horisontaalisesti tai verti-
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kaalisesti mutta molemmilla saadaan sama leikkaustulos. Rotaatiomikrotomeja on saa-

tavilla seka vesihauteella ettd ilman sita. [21.]

Naytteet jaahdytetaan ennen leikkaamista noin -15 °C, jotta niiden leikkaaminen on
mahdollista. Naytteesta leikataan neljan mikron paksuisia leikkeitd. Nayte kiinnittyy
objektilasille elektrolyyttisesti. Leikkaamisen jalkeen objektilasit keratdan kelkkaan ja
laitetaan +37 °C:seen lampokaappiin yon yli. Lamp6 kiinnittaa leikkeen pysyvasti lasille,

jotta se kestdisi varjayksissa kaytettavat kemikaalit.

3.3.2 Hyvan leikkeen kriteerit

Leikkeet asetetaan tietyille laseille, johon on merkitty tarpeelliset tiedot naytteen identi-

fiointia varten. Leikkeen kriteerit;

e Eisaa olla kuplia.

¢ Eisaa puuttua osia, rypytdn, naarmuton.
o Pitda olla ehja.

e Eisaa sisaltaa muiden leikkeiden osia.

e Eisaa olla liilan paksu tai ohut.

3.3.3 Hematoksyliini-eosiini-varjays

Hematoksyliinid saadaan joko orgaanisesti tai synteettisesti. Orgaanisessa tavassa sita
saadaan Haematoxylon campechianium-puusta, joka kasvaa Keski-Amerikassa, Mek-
sikossa ja Intiassa. Hematoksyliini on itsestdén varitdon, mutta ilmalle altistuessaan se
muuttuu tummanpunaiseksi. Oksidaation tuloksena muodostuu hemateiini. Oksidaatio
tapahtuu joko kemiallisesti tai luonnollisesti. Luonnollinen oksidaatio kestéaa noin kol-
me-nelja kuukautta, mutta tuloksena erittéin pysyva vari. Kemiallisesti hapetetun hema-

toksyliinin etuna on valitbn kayttdvalmius, haittana on lyhyt kayttdaika.

Eosiini on saanut nimensé kreikkalaiselta aamuruskon jumalalta, jonka nimi oli Eos,
intensiivisen ruusunpunertavan vérin takia. Se on vesi- ja alkoholiliukoinen véri, jota
kaytetaan paljon histologiassa, solubiologiassa ja analyyttisessa kemiassa. Eosiini var-

jaé sidekudoksen punaisen eri sévyin.
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Hematoksyliini-eosiini (HE)-varjays on yleisin varjays histologiassa. Se nayttaa kudok-
sen morfologian. Hematoksyliinia kaytetdan tumavarind, koska se on emaksinen vari-

aine, se varjaa parhaiten happamia kudososia. [8, s. 121-126.]

Varjays tapahtuu varjaysautomaatissa ja lopuksi lasit menevét nousevan alkoholisarjan
kautta UltraCleariin. Onnistuneessa varjayksessa tumat varjaytyvat punertavan sini-
seksi tai siniseksi, kalkki punavioletiksi, lima-aineet vaaleansiniseksi. Punasolut, syto-

plasma, kollageenisaikeet varjaytyvat punaisen savyilla.

3.4 Peittdminen ja tarkastelu

Lasit otetaan pois UltraClearista, kuivataan paperilla ja peitetdaan peitinlasilla. Ultra-
Clear kirkastaa kudoksen ja toimii véliaineen liuottimena, seka pidentaa sailymisaikaa.
Se ei muuta naytteen ominaisuuksia, eikd aiheuta naytteessa fysikaalisia tai kemiallisia

muutoksia. Histologiassa naytteita sailytetdén vuosia. [22.]

Naytettd katsotaan valomikroskoopilla. Ensin katsotaan pienella suurennoksella (esi-
merkiksi 100-kertainen), jolloin tulee nakyviin naytteen yleisrakenne. 200-kertaisella ja
400-kertaisella suurennoksella yleensa katsotaan tarkemmat yksityiskohdat. Sen jal-
keen lasit siirtyvat tutkijoille tarkastukseen seké diagnosointia varten.

3.5 Virhelahteet

Yleisimpié virheitd immunohistokemiallisessa varjayksessa, jolloin suoritus voi epéaon-
nistua, ovat huono kudoksen morfologia, heikko spesifi varjaytyminen, taustavarjayty-
minen ja varjaytymisen puuttuminen kokonaan. Jos primaarivasta-aineen pitoisuus on
lian alhainen tai se puuttuu kokonaan varjayksestd, reaktiota primaarivasta-aineen ja
antigeenin valilla ei tapahdu ja seurauksena on varjaytymisen puuttuminen. Samaan
ongelmaan voivat johtaa myds virheellinen esikasittely, tai sen sopimattomuus epitoo-

pille seka vanhentuneet reagenssit.

Taustavarjaytyminen on yksi yleisimmista ongelmista immunohistokemiallisessa véarja-
yksessd. Se vaikeuttaa naytteiden tulkintaa, koska se saattaa varjata sellaisia kohtia,
jotka eivat ole positiivisia. Jos ylivarjaytyminen on lievaa, sita voidaan ajatella kauneus-
virheena. Taustaa voivat aiheuttaa esimerkiksi kudoksen kuivuminen, huono fiksaatio,

vasta-aineen epéapuhtaus tai sen liilan suuri pitoisuus.
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Heikko spesifi varjaytyminen voi tapahtua silloin, kun antigeeni varjaytyy seka positiivi-
sessa kontrollissa, ettd naytteessa, mutta varjaytyminen on liian vaalea, heikko. Syyna
voivat olla esikasittelyn sopimattomuus antigeenille, primaarivasta-aineen alhainen
pitoisuus tai esimerkiksi lyhyt inkubaatioaika. Jos varjaystuloksen syyta ei 16ydy, tulee
tarkastaa jokainen varjayksen vaihe.

Morfologian huonontumista voivat aiheuttaa leikkeiden laatu, heikko naytteen fiksaatio,

seka huonosti kasitelty immunohistokemiallinen varjays.

3.6 Varjaysten kontrollointi

Kontrollointi on suoritettava joka vérjayseran yhteydessa, koska sen avulla varmiste-
taan immunohistokemiallisen varjayksen spesifisyys. Silld voidaan varmistaa, etta lop-
putulos on varmasti oikea. Kontrollien avulla on mahdollista myds tunnistaa virhelah-
teet, joita on voinut tapahtua varjayksen aikana. Kudoskontrollit voivat olla positiivisia ja

negatiivisia.

Positiivinen kontrolli sisdltaa tutkittavan antigeenin. Sen avulla voidaan varmistaa, etta
nayte on valmistettu oikein, varjayksessa kaytettiin oikeita inkubaatiolampétiloja ja in-
kubaatioaikoja, seka kaikki tarvittavat reagenssit on lisatty.

Negatiivinen kontrolli ei sisélla tutkittavaa antigeenia. Jos negatiivisessa kontrollissa
iimestyy positiivinen varjaystulos, siihen voi olla monia eri syita, kuten vaara vasta-aine

tai leimausmenetelma tai epaspesifinen taustavarjaytyminen.

3.7 Varjaysten tulkinta

Ennen naytteiden tarkistusta on ensin tutkittava kontrollileikkeet. Negatiivisesta kontrol-
lista puuttuu epaspesifinen varjaytyminen. Positiivisesta kontrollista ndhdaén varjayk-

sen tekninen onnistuminen. Silla myos arvioidaan varjayksen herkkyys.

Varjaysten tulkinnassa on oltava kriittinen. Onnistuneessa varjayksessa on riittava va-
rin intensiivisyys ja vari on selkeasti paikantunut soluissa, esimerkiksi sytoplasmassa ja
tyvikalvolla. Jos lopputulokseen ilmestyi taustavarjays, sen on oltava minimaalinen eik&
hairitd tulosten tulkintaa. Luotettavia tietoja voidaan saada vain hyvin sailyneista ku-

doksista ja laadukkaista leikkeista.
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4 Circovirusinfektiot sialla

Vuonna 1996 kuvattiin ensimmaista kertaa uusi sioissa esiintyva sairaus, joka nimettiin
PMWS-oireyhtymaksi (engl. Postweaning multisystemic wasting syndrome). Se esiin-
tyy melkein kaikilla maailman alueilla, joissa kasvatetaan sikoja. [23.] Suomessa en-
simmainen PMWS-oireyhtyma havaittiin talvella vuonna 2007. Tamén sairauden ensisi-
jainen aiheuttaja on Circovirus. On olemassa kaksi Circovirus-lajia: PCV1 ja PCV2.
PCV1 ei ole patogeeninen. [24.]

PCV2 on pieni, patogeeninen, yksijuosteinen virus, joka kasvaa ja lisaéntyy sian so-
luissa, esimerkiksi sian suolessa, hengitysteissa, padasiassa imusolmukkeissa ja val-
kosoluissa [25]. Sen pinta on melko siled ja kooltaan virus on noin 17-20 nm. Virus
replikoituu mitoottisesti aktiivisten solujen tumissa, koska se on erittain riippuvainen
isantasolun proteiineista, jotta se pystyisi replikoimaan oman DNA-genominsa. [26.]
Virus selvidd hyvin monissa ymparistoolosuhteissa, sailyy pakkasessa ja pystyy sailyt-

tamaan infektiokykynsa 30 minuuttia +60 asteessa.

Yleensa virus tarttuu vain 6—14 viikkoisiin porsaisiin ja 70—80 prosentissa se on tappa-

va. Kuolema tapahtuu akillisesti. Ihmisille virus ei ole vaarallinen. [27.]

PCV2:n vaikutuksia sikojen immunijarjestelmaan ei ole tutkittu riittvasti. Tiedetaan,
etta tarkeimmat kohdesolut, joissa Circovirus lisdantyy, ovat monosyytit, makrofaagit,
seka esimerkiksi follikulaariset dendriittisolut. [28.]

4.1 Oireet ja viruksen levidminen

Tyypillisimmat PMW S-oireyhtyman oireet ovat painon putoaminen, naantyminen, ripuli,
kellertdva iho ja hengitysvaikeudet [24]. Rokotukset ja paremmat elinolot vahentavat
riskid sairastua. Tutkimuksien mukaan Circovirus leviaa siasta toiseen paaasiassa lahi-
kontaktissa sairastuneiden yksildiden kanssa ja juomaveden valityksellda. Useimmiten,
jos sikalassa siivotaan huolimattomasti, virus voi levita virtsan ja ulosteen valityksella.
[27.] Jos omistaja epailee, etta sialla on PMWS-oireyhtyma, tai sikoja on kuollut yli 5 %
enemman aikaisemmasta, elainlaakarin tulee tarkastaa siat. Naantyminen saattaa
myQds osoittaa, ettd sika on infektoitunut. [24.] Infektoituneilla vastasyntyneilla porsailla
saattaa olla vaikeuksia maidon imemisessa, sekd hidastunut kasvu ja kehittyminen
[27].
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4.2 Patologinen tutkimus

Lopetetuilla porsailla voidaan havaita imusolmukkeiden kasvua, sekd PMWS-taudin
yhteydessa jopa kudosmuutoksia maksassa ja keuhkoissa. Yleisimmat tavat osoittaa
PCV2-virus kudosnhaytteista ovat PCR-menetelma ja immunohistokemiallinen varjays.
Jattisolut, makrofagit ja imukudossolukon harventuma ovat diagnoosin keskeiset muu-
toskohdat. [24.] Kuvassa 6 esiintyy infektoidun sian kudos eri suurennoksella. Terveen
sian kudos on esitetty kuvassa 7.

Vahentamalla sikojen stressid, hygienian yllapidolla ja ajoissa rokottamisella omistajat
voivat ehkaista sairautta. Hyvaan ilmanvaihtoon, pieneen ryhmakokoon, sopivaan lam-

pétilaan ja hoitoon taytyy kiinnittéaa erityista huomiota. [29.]
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Kuva 6. Infektoidun sian kudos. 200-kertaisella suurennoksella huomataan imu-
kudossolukon harventuma. 400-kertaisella suurennoksella voidaan ha-
vaita jattisolut ja makrofagit. Kasitelty hematoksyliini-eosiini-véarjayksella.
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Terveen sian kudos 400- ja 200-kertaisella suurennoksella. Kasitelty

hematoksyliini-eosiini-varjayksella.

Kuva 7.
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5 Prosessi jatoteutus

Ty6 suoritettiin Ruokaviraston patologian laboratoriossa, erikoistutkija Gabriele Vidgre-
nin ja laboratorioinsindori Riitta Villasen ohjauksessa. Tarkoituksena oli testata kolme
eri vasta-ainetta, verrata kahta kromogeenia ja kahta entsyymia, seka sovittaa mene-

telma paivan aikana tehtavaksi.

Tassa tyossa kaytettiin lyhenteitd (taulukko 1) ja seuraavia vasta-aineita: monoklonaa-
linen hiiren anti-human mab F217 (A) ja 2C3-B12-C2 (B) seka polyklonaalinen anti-
human bs-10057R (C). Varjays perustuu siihen, etta osoitetaan antigeenin entsymaat-
tinen varireaktio kayttamalla epasuoraa immunohistokemiallista menetelméaéa. Tydsséa
kaytettiin negatiivista kontrollia (lll), jonka avulla on mahdollista havaita epaspesifinen
varjaytyminen. Leikkeiden tulee olla 4 um paksuja ja kuivatettuja +37 °C:n lampokaa-
pissa yon yli. Varjays suoritettiin UltraVision LP (TL-015-HA) ja UltraVision (TL-015-
HDJ)-kitilla. Kaikki inkubaatiot tapahtuivat kosteassa kammiossa, jotta naytelasit eivét

kuivuisi.

Taulukko 1. Lyhenteet ja selitykset.

Lyhenne Selitys
‘ Blokki (lasit) I Vanha positiivinen nadyte
Il Uusi positiivinen nayte
1] Negatiivinen nayte
Helsingin vanha v-a
Vasta-aine A (mab F217)
Seindjoen v-a
B (2C3-B12-C2)
Uusi tilattu v-a
C (bs-10057R)
‘ Kitti AEC aminoethyl carbazole
DAB 3,3'-diaminobenzidine
‘ Proteaasi K prot.K
E prot.E

5.1 Positiivisen kontrollin testaus

Ensimmaisena haasteena oli 16ytdd sopiva positiivinen kontrolli, koska vanha oli lop-
pumassa. Vanha positiivinen blokki (1) oli leikattu sian munuaisista. L&hin mahdollinen

positiivinen blokki (I) koostui yhdestd imusolmuke- ja kolmesta keuhkopalasta. En-

metropolia.fi

ﬂ?’ Metropolia



19

simmaisena tarkistettiin uuden kontrollin toimivuus vanhalla varjaysmenetelmalla (tau-
lukko 2).

Taulukko 2.  Projektin aloitus.

Blokki Kitti v-a Esikasittely
I AEC A Prot.K +40C o/n
ilman v-a
Il AEC A Prot.K +40C o/n
ilman v-a

Blokista | ja Il leikattiin kaksi 4p paksuista leikettd kummastakin, kiinnitettiin ne objekti-
lasille ja laitettiin kuivumaan +37 °C:seen lampdkaappiin yon yli. Seuraavana paivana
laitettiin ne muoviseen varjaysmaljaan ja siirrettiin +65 °C:seen lampohauteeseen puo-
leksi tunniksi. Siina vaiheessa kun naytteet ovat lammossa, valmisteltiin esikasittelya
varten liuos, joka sisalsi proteinaasi K-kantaliuosta ja Tris-EDTA-puskuria. Kun parafiini
on sulanut, laseille tehdaan rehydraatio, eli ne menevat UltraClearin ja laskevan alko-
holi sarjan kautta tislattuun veteen. Varjaysohje kokonaisuudessaan |6ytyy tyon lopus-

sa liitteena (liite 1)

Antigeenin paljastamiseksi naytteille tehtiin esikasittely proteinaasi K:lla. Lasilta pyyhit-
tiin ylimaarainen neste pois ja ne asetettiin kosteaan kammioon. Lasit eivat saa mis-
séaén prosessin vaiheessa kuivua. Sen jalkeen, kun proteinaasi K on pipetoitu nayttei-
den péaalle, kostea kammio laitetaan +38 °C:seen lampdkaappiin 10 minuutiksi, taman

jalkeen tapahtuu ensimmaéinen pesu puskurissa.

Varjays on hyvin monivaiheinen ja sisaltda useita puskuripesuja. Pesuilla pysaytetddn
reaktiota ja estetaan sakkautumista, joka saattaa aiheuttaa ongelmia varjayksen tulkin-
nassa. Jokainen pesu kestda noin kuusi minuuttia liuosta valilla vaihtaen. Tassa tydssa
kaytettiin 0,05 M IHC -puskuria (Tris, jossa 0,1% Tween), pH 7,5.

Monet solut, varsinkin punasolut sisdltavat peroksidaasientsyymid. Vetyperoksidik&sit-
telyn avulla voidaan inaktivoida kudoksen endogeenisen peroksidaasin, jotta se ei rea-
goisi reaktiossa toimivan kromogeenin kanssa. Ennen primaarivasta-aineen lisaysta
taytyy myds blokata mahdolliset epaspesifiset kohdat pois. Seerumi, jonka avulla teh-
daan blokkaus, on valmistettu samasta lajista kuin vasta-aine. Naista syista pesun jal-

keen lasille tehtiin endogeenisen peroksidaasiaktiivisuuden poisto ja seerumiblokkaus.
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Seuraavassa vaiheessa naytteiden péalle pipetoitiin primaarivasta-aineliuos, joka koos-
tui primaarivasta-aineesta, 1 % BSA:sta (bovine serum albumini) ja Tris-HCl:sta, pH
7,5. Inkubaatio tapahtui +4 °C:ssa yon yli. Jotta lasit eivat kuivuisi, lasien paalle laitettiin

muovisia kalvoja.

Seuraavana paivana naytelasit ensin pestiin puskurissa ja sitten inkuboitiin 20 minuut-
tia primaarivasta-aineen tehostajan (enchancer) kanssa kosteassa kammiossa huo-
neenlammaossa. Sen jalkeen naytteiden paalle tiputettiin kolme-nelja pisaraa sekundaa-
rivasta-ainetta (se koostuu sekundaarivasta-aineesta ja ONE HRP Polymerista), jonka
annettiin inkuboitua 30 minuuttia. Taman jalkeen lisattiin kitin AEC-substraattiliuos,

jonka inkubointiaika on 10 minuuttia.

Lopuksi tumat varjattiin hematoksyliinilla. Tumien sinistdmiseen kaytettiin laimeaa 0,1-
prosentista ammoniakkiliuosta. Leikkeet paallystettin Aquamountilla mikroskooppisen
tarkastelun parantamiseksi ja sailyttamiseksi. Koska AEC kitti on alkoholiliukoinen, al-
koholisarjaa ei voitu kayttaa

Mikroskopoitiin naytteité Riitta Villasen ja Gabriele Vidgrenin kanssa heti suorituspai-
vana. Totesimme varjaysten onnistuneen, mika tarkoittaa sitd, etta blokki Il on positiivi-

nen ja kelpasi projektissa kaytettavaksi.

Vanhan ja uuden positiivisen kontrollin tulokset nékyvat kuvassa 8 ja 9.
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Kuva 8. Vanha positiivinen kontrolli 400- ja 200-suurennoksella. (kaytetty kromo-
geeni AEC, vasta-aine B, prot.E)

Kuva 9. Uusi positiivinen kontrolli 400- ja 200-suurennoksella. (kaytetty kromo-
geeni AEC, vasta-aine B, prot.E)
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Taman tarkistuksen perusteella suunniteltiin projektille aikataulu (taulukko 3).

Taulukko 3.  Projektin aikataulu.
Blokki ilman v-a A B C
AEC, prot.K,
1:200, +4 °C
Koe 1. o/n
Il ilman v-a v-a A v-aB v-aC
] ilman v-a v-a A v-a B v-aC
AEC, prot.K,
1:200, +4 °C
Koe 2. o/n
I ilman v-a v-a A v-aB v-aC
DAB, prot.K,
1:200, +4 °C
Koe 3. o/n
Il ilman v-a v-a A v-a B v-aC
1] ilman v-a v-a A v-a B v-aC
AEC, prot.K,
1:50, +20 °C
Koe 4. 1h
Il ilman v-a v-a A v-a B v-aC
1] ilman v-a v-a A v-a B v-aC
AEC ja DAB,
prot.E,
1:200, +4 °C
Koe 5. o/n
ilman v-a v-a B AECja
Il AEC DAB
ilman v-a v-a B AECja
1 DAB DAB
AEC ja DAB,
prot.E,
1:200, +4 °C
Koe 6. o/n
ilman v-a v-a AAECja
Il AEC DAB v-a C AEC ja DAB
ilman v-a v-a A AECja
1l DAB DAB v-a C AEC ja DAB
AEC, prot.E
ja prot.K,
1:100, +20
Koe 7. °Co/n
Il ilman v-a v-a B prot.KjaE v-a Cprot.KjaE
] ilman v-a v-a B prot.Kja E v-a Cprot.KjaE
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5.2 Koel

Taulukon mukaan ensimmaisend paivana testattiin kaikki kolme vasta-ainetta samalla
menetelmalla, jota kaytettiin positiivisen kontrollin tarkistuksessa. Analyysissa kaytettiin
kahdeksan lasia: kaksi (Il ja Ill) ilman vasta-ainetta, seka Il ja Il vasta-aineella A, B ja
C. Lopputuloksessa negatiiviset kontrollit pysyivat negatiivisena. Positiivisien nayttei-
den solut olivat vaaleampia kuin niiden olisi pit&nyt olla, minka takia paatettiin, etta tay-
tyy tarkistaa vasta-aineiden toimivuus vanhalla positiivisella kontrollilla (I.) ennen kuin
tarkistetaan DAB-kit.

5.3 Koe?2

Tarkistukseen valittiin nelja kontrollia: yksi lasi, johon ei tullut vasta-ainetta ja kolme
muuta, joihin pipetoitiin A, B ja C vasta-aineet. Varjays sujui hyvin, paitsi heti hematok-
syliinin jalkeen lasilla, johon pipetoitiin A-vasta-aine, ilmestyi tausta. Mikroskopoinnissa
todettiin, ettd kaikki kolme vasta-ainetta ovat positiivisia, A:n tausta ei hairitse. Paatet-
tiin, etté& uusi kontrolli on yhta hyva kuin vanha. Sen vaaleampi vari perustuu kudok-
seen. Aiemmin oli munuainen ja uusi on imusolmuke. Mita tiheammin solut ovat kudok-

sessa, sita kirkkaampi on naytelasin vari.

54 Koe3

Huomattiin, ettd AEC- ja DAB-kitin prosessiliuokset ovat identtisid, ainut ero on kromo-
geenissa. Taman perusteella voitiin olettaa, etta varjdys onnistui ja ainut ero on infek-
toitujen solujen vari. DAB on vesiliukoinen kromogeeni, joten lopussa kaytettiin nouse-
vaa alkoholisarjaa ja peiteltiin UltraKitilla. DAB-kromogeeni on paljon vahvempi kuin
AEC ja sen inkubointiaika on kaksi kertaa lyhyempi, eli viisi minuuttia. Tuloksena olivat
erittdin hyvin varjatyt naytelasit joiden positiiviset kohdat olivat varjaytyneet tumman-
ruskealla varilla (kuva 10). Laseille, joille pipetoitiin A- ja C-vasta-aineita oli tullut hyvin

vahan taustaa, joka ei vaikuta tuloksiin. DAB-kitin varjaysohje 16ytyy liitteessa 2.
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Kuva 10. Kromogeeni DAB, vasta-aine B, prot.E.
5.5 Koe4

Seuraavaksi testattiin, toimiiko varjays, jos se tehtéisiin yhden paivan aikana. Laimen-
nos muutettiin vakevammaksi (1:50) ja inkubointi tapahtui yhdessa tunnissa huoneen
lAmmossa. Tulokset saatiin samana paivana. Vaikka kaytdssa oli vahvempi laimennos,
naytelasien vari oli paljon heikompi (kuva 11). Lasille A ilmestyi voimakas tausta.
Suunnitteluun tehtiin pienid muutoksia — lisattiin laimennoksen 1:100 molemmilla pro-

teinaaseilla, inkubointiaika kuitenkin pysyy samana.
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Kuva 11. Laimennos 1:50, v-a B, kromogeeni AEC, prot.E.

Naiden testien perusteella tultin paatokseen, ettd B-vasta-aine on paras toistaiseksi,
silla ei ilmesty taustaa, eika ole epaspesifisyytta. Tamén takia paatettiin testeja jatkaa

vain B-vasta-aineella.

56 Koeb5jab

Kokeissa 5 ja 6 testattiin uutta proteaasientsyymia. AEC-kitin mukaan laitettiin myos
yhta aikaa DAB-kitin laseja. Laimennos ja inkubointiolosuhteet pysyivat alkuperaisena
(1:200, +4 °C o/n). Proteaasi E laimennettiin tislattuun (2-luokan puhtaaseen) veteen
0,05 %:ksi. Jokaiselle lasille pipetoitiin 400 ul proteaasi E:a, siirrettiin kosteaan kammi-
oon ja laitettiin +38 °C:n lampdkaappiin 15 minuutiksi. Todettiin molemmilla kromogee-
neilla olevan eri inkubointiaika, AEC menee loppuvaiheessa veteen ja DAB alkoholisar-
jan kautta UltraCleariin. Entsyymien vertailussa todettiin, ettd proteaasi E on vahvempi
kuin proteaasi K. Se nayttdd isomman maaran infektoituja soluja ja solut ovat kirk-

kaammin varjaytyneet. Kromogeenit ovat identtisia ja yhta hyvia.

5.7 Koe7

Viimeisenad péaivana paatettiin kuitenkin testata laimennos 1:100 uudella entsyymilla.
Mikroskopoinnilla todettiin, ettd tdma laimennos oli liian laimea, koska vari muuttui vain

joissakin infektoiduissa soluissa (kuva 12).
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Kuva 12. Laimennos 1:100, vasta-aine B, kromogeeni AEC
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Erikoistutkijan Taina Laineen kanssa varmistettiin, etta positiivisuus on oikeanlainen ja

oikeassa kohdassa.

5.8 Taustavarjaytyminen

Negatiivisessa kontrollissa ilmeni punaiseksi véarjaytyneita soluja. Erikoistutkija Taina
Laine selitti taman siten, ettd kudoksessa voi olla rakenteita, joihin vari kiinnittyy, mutta
ne ovat kuitenkin erotettavissa morfologian perusteella. Jos kysymyksesséa olisi merkit-
tava huomio, pitdd nakyd muutoksia kudoksessa sekd muun tutkimukseen liittyvan
asian/oireiden tulee tukea l6ydosta. Jos loytyy vain yksi positiivinen solu, siitd ei valt-

tamatta ole vaikutusta sialle, mikali silta puutuvat oireet. Circovirus voi elaa siassa,

mutta se ei valttdmatta sairastuta elainta.

Kuva 13. Tausta. Vasta-aine A, kromogeeni AEC

Taustavarjaytyminen eli ylivarjaytyminen vaikeuttaa naytteiden tulkintaa, koska se saat-
taa varjata sellaisia kohtia, jotka eivat ole positiivisia (kuva 13). Jos ylivarjaytyminen on
lievaa, sita voidaan ajatella kauneusvirheend. Taustaa voivat aiheuttaa esimerkiksi
kudoksen kuivuminen, huono fiksaatio, vasta-aineen epépuhtaus tai sen liian suuri pi-

toisuus.
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6 Pohdintajayhteenveto

Opinnaytetydn tarkoituksena oli testata kolme eri vasta-ainetta, verrata kahta kromo-
geenia ja kahta proteaasia, sekd mahdollisesti saada yon yli-varjays suoritettua yhden

paivan aikana.

Testattavaksi jai vasta-aineen laimennos 1:75. Opinnaytetydn tekemiseen annettu aika
oli lyhyt, jotta pystyisin tarkistamaan kaikki mahdolliset vaihtoehdot, mm. testata vasta-
aineen 1:75 laimennosta, seka inkubaatioaikaa yon yli varjayksesta paivan aikana teh-
tavaksi. Tarkeimmaét tutkimukset on kuitenkin tehty.

Vasta-aineen korkean hinnan perusteella kaikkein jarkevintd olisi tehda varjays kah-
dessa péaivassa, kuten meneteltiin aiemmin. Toisaalta Circovirusta esiintyy vuosi vuo-
delta yha harvemmin, joten olisi paljon tehokkaampi saada tuloksia samana paivana

(my0ds asiakkaiden kannalta).

Yhteenvetona voidaan sanoa, ettd punainen kromogeeni AEC erottuu mikroskopoita-
essa ruskeasta DAB:ista paljon paremmin, eikd se mytskaan ole niin haitallinen ympa-

ristdlle — muuten ne ovat yhta hyvia. Tulokset ovat esitetty kuvissa 14 ja 15.

Proteaasi E on herkempi, vahvempi ja kirkkaampi kuin proteaasi K. Vasta-aineen lai-
mennos 1:200 on luotettavampi ja edullisempi kuin muut laimennokset, joten jatkossa
kaytetdan vanhaa laimennosta toistaiseksi kunnes testataan laimennosta 1:75. Tavoit-

teena on kuitenkin saada varjays toimimaan yhden paivan aikana.

Vasta-aine B sopii Circo-varjaykseen kaikkein parhaiten, koska jokainen lasi naytti

erinomaiselta, luotettavalta, ilman epaspesifisyytta ja ilman taustaa molemmilla kitill&.

Vasta-aine C oli myds riittdvan hyva. Uuden vasta-aineen ostamisen sijasta voidaan
kayttaa Seingjoen vasta-ainetta ja sddstdd rahaa. Vasta-aine B oli kuitenkin parempi

kuin kaupallinen vasta-aine C.

Vasta-aine A loppui kokonaan ja tuloksien perusteella se ei ollut enaa riittavan hyva
circo-varjaykselle, luultavasti sen epapuhtauden takia. Jokaisella lasilla oli epaspesifi-

nen taustavarjays.
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Eli tAman immunohistokemiallisen varjayksen optimaaliset olosuhteet ovat seuraavat:

prot.E esikasittelyssa, laimennos 1:200, inkubaatio +4 °C:ssa yon yli, vasta-aine 2C3-

B12-C2 ja AEC-kromogeeni.

Kuva 14. AEC prot. K vs prot. E.
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Kuva 15. DAB prot. K vs prot. E.

Tarkeimpana taman projektin tavoitteena oli saada testattuna vasta-aineet ja kahta

kromogeenia, koska vanha vasta-aine oli lahiaikoina loppumassa. Samalla selvitettiin,

ettd AEC-kitin reagenssit ovat samanlaiset kuin DAB-kitiss&, joten ei ole enda kiiretta
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etsia uutta kromogeenia, vaan pystytaan tilamaan erikseen AEC:ta. Jokainen tulos,
joka saatiin tassa tydssé, toi paljon lisatietoa mahdollista menetelméan jatkokehittamista
varten.

Haluan kiittd& ohjaajiani Riitta Villasta ja Gabriele Vidgrenia perusteellisesta ja karsival-

lisestd ohjauksesta prosessin aikana.
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Liite 1

1(2)
AEC-ohje
Vaihe Aine/laite Kesto | Lampétila
parafiinin sulatus MicroPobelampdhaude 30 min +65 °C
deparaffinointi UltraClear, 100% EtOH, 95% EtOH, 70% EtOH, d.H,O | 30 min RT
10/15
Esikasittely prot. K / prot. E min +37°C
pesu IHC-puskuri 2x2min RT
PO Blokkaus 1% H,0, + MeOH 10 min RT
2x2
pesu IHC-puskuri min RT
Seerumi blokkaus ULTRA-V 5 min RT
1. ab inkubaatio Primaarivasta-aine o/n +4°C
pesu IHC-puskuri 2x2min RT
Enhancer Enhancer 20 min RT
2x2
pesu IHC-puskuri min RT
2. ab inkubaatio ONE HRP Polymer 30 min RT
pesu IHC-puskuri 2x2min RT
Kromogeenivarjays AEC Single solution 10 min RT
pesu d.H,0 dipp. RT
Tumavarjays hematoksyliini 3 min RT
pesu Juokseva vesijohtovesi 2 min RT
sinistaminen ammoniakki 0.1% 2 sek RT
huuhtelu d.H,0 2 sek RT
Peittely Aguamount
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Liite 2

1(2)
DAB-ohje
Vaihe Aine/laite Kesto | Lampétila
parafiinin sulatus MicroPobelampdhaude 30 min +65 °C
deparaffinointi UltraClear, 100% EtOH, 95% EtOH, 70% EtOH, d.H20 | 30 min RT
10/15
Esikasittely prot. K / prot. E min +37°C
pesu IHC-puskuri 2x2min RT
PO Blokkaus 1% H202 + MeOH 10 min RT
pesu IHC-puskuri 2x2 min RT
Seerumi blokkaus ULTRA-V 5 min RT
1. ab inkubaatio Primaarivasta-aine o/n +4 oC
pesu IHC-puskuri 2x2min RT
Enhancer Enhancer 20 min RT
pesu IHC-puskuri 2x2 min RT
2. ab inkubaatio ONE HRP Polymer 30 min RT
pesu IHC-puskuri 2x2min RT
Kromogeenivarjays DAB Single solution 10 min RT
pesu d.H20 dipp. RT
Tumavarjays hematoksyliini 3 min RT
pesu Juokseva vesijohtovesi 2 min RT
sinistaminen ammoniakki 0.1% 2 sek RT
huuhtelu Juokseva vesijohtovesi 2 min RT
10-15
Dehydraatio 70% EtOH, 95% EtOH, 100% EtOH, UltraClear sek RT
Peittely UltraKit
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