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Sytologisten effuusionéytteiden sisaltdmasta solumateriaalista saadaan arvokasta
diagnostista informaatiota immunohistokemiallisten varjaysten avulla. Varjayksissa
antigeeneja osoitetaan niille spesifisten vasta-aineiden avulla. Sytologisten effuusio-
naytteiden kohdalla tarvitaan immunohistokemiallisia vérjayksia erityisesti adenokar-
sinooman ja mesoteliooman erotteluun seké erilaistuneiden karsinoomien luokitteluun.

Opinnaytety6 tehtiin Keski-Suomen keskussairaalan patologian laboratoriossa. Tyon
tarkoituksena oli valmistaa agarsolublokki sytologisesta effuusionaytteestd ja verrata
sitd kaytdssa olevaan solublokkimenetelm&én. Tavoitteena oli saada nykyistad parempi
solusaanti naytelasille ja varmistaa immunohistokemiallisten vérjayksien toimivuus
agarsolublokkimenetelmalla. Liséksi tavoitteena oli huomioida alkoholifiksaation ajalli-
nen vaikutus solujen lopulliseen varjaytyvyyteen.

Tyon naytemateriaali koostui kymmenestéd effuusiondytteesta (pleura- tai askitesneste).
Effuusiondytteiden sisaltdmistd kudoskappaleista tai sentrifugoinnin yhteydessa muo-
dostuneesta solupelletistd valmistettiin agarsolublokki. Valmiista agarsolublokkival-
misteesta leikatut ndyteleikkeet varjattiin immunohistokemiallisesti polymeeri-tekniik-
kaa kayttaen. Naytteet vérjattiin sytokeratiini 7-, sytokeratiini 20-, kalretiniini- ja TTF-
1- vasta-aineilla.

Immunohistokemiallisissa varjayksissa agarsolublokki- ja solublokkimenetelman valilla
yhtenevéisimmat tulokset saatiin sytokeratiini 7:n kohdalla. Kalretiniinin ja TTF-1:n
kohdalla tuloksissa oli enemman poikkeamia. Sytokeratiini 20 on negatiivinen tydssé
kéytetyissa pleura- ja askitesnaytteissd. Sytokeratiini 20:n vérjaystulos tukee agarsolu-
blokkimenetelman toimivuutta, koska virheellisid positiivisia tuloksia ei todettu. Alko-
holifiksaation kesto vaihteli eri ndytteiden valilla, 2 paivasta 69 pdivaan. Pisimpéén sai-
Iytetty ndyte oli lilan hajonnut arviointia varten. Alkoholifiksaatioaika selittdad ainakin
osan kalretiniinin ja TTF-1:n tuloksista. Liséksi on hyvd huomioida, ettd tyén ndytema-
teriaali koostui soluista, jotka olivat jaéneet yli varsinaisen diagnostisen solublokin teos-
ta. Tdman takia diagnostisia soluja ei ollut riittavasti kaikissa naytteissa.

Asiasanat: agarsolublokki, immunohistokemia, effuusiondyte, alkoholifiksaatio
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The cell material of the cytological effusion samples provides highly valuable diagnos-
tic information when immunohistochemical staining methods are used. Immunohisto-
chemical stains are used to indicate antigens with specific antibodies. Immunohisto-
chemical stains are needed for the cytological effusion samples particularly for the dis-
tinction between an adenocarcinoma and mesothelioma and also for the classification of
differentiated carcinomas.

The research for this Bachelor’s Thesis was conducted in the Pathology Laboratory of
the Central Finland Central Hospital. The purpose was to produce an agar cell block
from a cytological effusion sample and compare it to the current cell block method. The
aim was to gain a better cell yield onto the sample glass and confirm the functionality of
the agar cell block method in the immunohistochemical staining. The aim was also to
observe the temporal effect of alcohol fixation on the final staining result.

The sample material for the work consisted of ten effusion samples (pleural or ascites
fluid samples). An agar cell block was made from the pieces of tissue included in the
effusion samples or from the cell pellet material formed by the centrifugation of the
effusion samples. The finished sample sections from the agar cell block material were
stained by using a polymer-based immunohistochemical technique. The samples were
stained with the cytokeratin 7-, cytokeratin 20-, calretinin- and TTF-1- antibodies.

In the immunohistochemical staining the results for the agar cell block method and for
the cell block method were the most consistent with the cytokeratin 7. The results for
the calretinin and TTF-1 had more deviations. With the pleural and ascites fluid samples
cytokeratin 20 is negative. The results for the cytokeratin 20 support the functionality of
the agar cell block method, because there were no false positive results. The length of
the alcohol fixation varied between the samples from two days to 69 days. The sample
that had been fixated for the longest period of time was too broken-down for evaluation.
The length of alcohol fixation accounts for some of the results for the calretinin and
TTF-1. It also needs to be pointed out that the sample material consisted of cells which
were left over from the original diagnostic cell block. For this reason there were no di-
agnostic cells in every sample.

Key words: agar cell block, immunohistochemistry, effusion sample, alcohol
fixation
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1 JOHDANTO

Rudolf Virchow esitti jo vuonna 1859, ettd koska solu on eldmén perusyksikko, tulee
sairauden syitd hakea solutasolta (Méakinen & Lehto 2012b, 10). Patologian laboratori-
ossa tutkitaan solujen, kudosten ja elinten rakenteita ja niiden muutoksia erilaisissa sai-
rauksissa tai tautitiloissa. Laboratorion toimintaan kuuluu kemiallisten ja geneettisten
hairididen merkityksen selvittdminen solutasolla sek& sairauksiin liittyvien muutosten
kuvantaminen. (Mékinen & Lehto 2012a, 11.) Immunohistokemialla tarkoitetaan histo-
logisesta néytteestd tehtdvaa antigeenin osoitusta. Indikaationa immunohistokemian
varjayksissd on padasiassa syovan diagnosointi ja luokittelu. (Makinen & Stenback
2012a, 1135-1137.)

Sydpien hoitomuodot ovat kehittyneet huomattavasti viime vuosien aikana. Kasvaimen
histologinen diagnosointi edellyttdd aina solu- tai kudosnéytteiden analyysia. Oikean
hoidon valinta edellyttdd sekda mahdollisimman tasmaéllista histologista ettd immunohis-
tokemiallista tyypitystd. (Lappi-Blanco ym. 2012a.) Sytologisia effuusiondytteitd voi-
daan kayttaa apuna adenokarsinooman ja mesoteliooman erottelussa seka tarkentaa
huonosti erilaistuneiden karsinoomien luokittelua (Nathan, Narayan, Smith & Horn
2000; Lappi-Blanco ym. 2012a).

Opinnaytetyossd verrataan agarsolublokkimenetelmalla ja solublokkimenetelmalld val-
mistettujen ndytteiden immunohistokemiallista varjaytyvyyttd. Tyon nédytemateriaali
koostuu pleura- ja askitesndytteiden sisaltdmisté kiinteista kudoskappaleista sek&d mah-
dollisesta sentrifugoinnin yhteydessa muodostuvasta solupelletistd. Effuusionesteesta
havaituista ndytemateriaaleista tehdaan rutiinisti solublokkivalmiste patologian labora-
toriossa. Agarsolublokkimenetelmalld on tarkoitus saada sidottua entistd suurempi so-
lumééra yhtenevaiseksi néytteeksi ja estdd materiaalihdvikki mahdollisimman tehok-
kaasti. Nayteleikkeet varjataan immunohistokemiallisin vérjayksin. Varjayksissa kayte-
tdan sytokeratiini 7, sytokeratiini 20, kalretiniini ja TTF-1 —vasta-aineita. Lisaksi tavoit-

teena on huomioida alkoholifiksaation vaikutus solujen lopulliseen varjaytyvyyteen.

Erilaisten fiksaatio- ja kasittelymenetelmien vaikutuksesta sytologisten néytteiden im-
munohistokemiallisiin varjayksiin on tehty opinnaytetoita aikaisesmmin. Opinnéytet0isséa

on todettu, ettd antigeeneistd parhaiten késittelya ovat kestaneet sytokeratiinit. Alkoholi-
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fiksaatio on aiheuttanut véaria negatiivisia tuloksia kalretiniinin kohdalla. Lisaksi on
havaittu, ettd immunohistokemialliset varjaykset onnistuvat parhaiten tuorendytteista.
(Sorvali 2005; Suokas & Tiihonen 2009.) Agarsolublokkimenetelmén kéytdnnon toteu-
tuksissa on eroavuuksia, joista Sorvali (2005) on todennut parhaimmaksi toimintatavak-
si solujen sekoituksen agariin pienelld ravistuksella. Hellavarainen sekoitus saa solut

pysymaan paremmin lahella pohjan reunamia (Sorvali 2005).



2 PLEURA-JA ASKITESNAYTTEET

Tyossa nadytemateriaalina kéytetdén pleura- ja askitesnaytteitd ja niista saatua solumate-
riaalia. Pleuranesteen kertymiseen liittyy yleensé mekaaninen tekija, joka ei valttamatta
viittaa keuhkopussiin levinneeseen sydpaan. Yli puolet pleuranestekertymista sisaltaa
yleensa kasvainsoluja ja antaa viitteitd pahanlaatuisesta kasvaimesta, jonka aiheuttajana
voi olla keuhko-, rinta- tai ruoansulatuskanavan syopéa tai mesoteliooma. (Huuskonen,
Jahkola & Oksa 2009.)

2.1. Keuhkopussi ja vatsakalvonontelo

Keuhkopussi (pleura) ja vatsakalvonontelo (peritoneumontelo) kuuluvat elimiston se-
rooseihin eli nesteisiin onteloihin. Muita serooseja onteloita ovat sydanpussi ja kives-
pussi. Onteloita yhdistdd samankaltainen umpinainen kaksilehtinen perusrakenne.
Uloimpaa kalvoa kutsutaan parietaaliseksi lehdeksi ja sisempaa elimié verhoavaa kalvoa
viskeraaliseksi lehdeksi. (Sand ym. 2011, 361-362, 384—-387.) Kalvot rakentuvat litte&s-

t4 tai kuutiomaisesta mesoteelisolukosta ja sidekudoksesta (Taskinen 1994, 297).

Parietaalisen ja viskeraalisen kalvon valissd on pieni mé&éra voitelevaa nestettd, jonka
tehtavana on vahentdé kitkaa kalvojen vélilla. Tam& mahdollistaa elinten vaivattoman
liikkeen ja toisaalta pitdd ontelon kalvot Kiinni toisissaan, esimerkiksi hengitysliikkeen
aikana. (Sand ym. 2011, 361-362, 384-387.)
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ontelo (Brunzel 2004, 362, muokattu; Halme 2005,

2.2. Effuusio

Serooseissa onteloissa nesteen suodattuminen ja imeytyminen tapahtuvat veren plas-
masta. Tasapainotilan hairiintyessa seurauksena voi olla nesteen kertyminen onteloihin
eli effuusio, joka on patologinen ilmid. (Taskinen 1994, 297.) Seroosien onteloiden nes-
teily aiheutuu yleensé karsinoomasolujen tukkiessa onteloiden imusuonia (Halme 2005,
599). Nesteen lisaksi effuusio voi siséltdd kasvainten erittdmaa limaa (Taskinen 1994,
297). Keuhkopussiin kertyvad effuusiota kutsutaan pleuranesteeksi ja vatsakalvononte-
loon kertyvaa effuusiota askitesnesteeksi (Holli & Saarto 2009; Riska & Saarelainen
2011).

Effuusiota on kahta eri tyyppid, jotka jaetaan niiden muodostumistavan ja koostumuk-
sen perusteella eksudaatteihin ja transsudaatteihin. Transsudaatti sisaltdd vahan prote-
iineja ja soluja. Transsudaatti on ulkonadltaan yleensa kirkasta tai vaalean kellertavaa.
Tilalle on yleistd, ettd nestettd muodostuu enemman kuin imeytyy takaisin, vaikka imu-
teiden rakenne on normaali. Transsudaattien syyna on usein verenkiertohdirié (systee-
minen hairi®) tai pienentynyt veren proteiinipitoisuus (syddmen vajaatoiminta tai mak-
sa- tai munuaissairaus). (Taskinen 1994, 297-299; Riska & Saarelainen 2011.)
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Eksudaatti sisaltda enemmaén proteiineja ja soluja kuin transsudaatti. Eksudaatin eritty-
miseen liittyy yleens& kapillaarisuonien seindman vaurio, jonka seurauksena veriplas-
maa tihkuu onteloon. Vaurion takana on yleensé tulehdus, kasvain tai trauma. Esimer-
Kiksi kasvainmassa aiheuttaa imuteiden tukkeutumisen ja lisdd ontelon kalvon Ia-
paisevyyttd. Muita effuusion syité voivat olla yliherkkyysreaktiot, kollageenisairaudet ja
ld&keainereaktiot. (Taskinen 1994, 297-299; Riska & Saarelainen 2011.) Taulukossa 1

on lueteltu transsudaattien ja eksudaattien eroja.

TAULUKKO 1. Transsudaattien ja eksudaattien eroja (Taskinen 1994, 298, Halme
2005, 602; Riska & Saarelainen 2011)

Transsudaatti Eksudaatti
Vari kirkas tai vaalean kellertdva | sakea
Proteiinipitoisuus alle 30 g/l yli 30 g/l
Solujen mééara niukka runsas
leukosyytteja vahan paljon
Mesoteeliatypia niukasti vaihtelevasti
Kapillaarisuonien kunto | normaali seindmat vaurioituneet
Muodostumistapa muutokset hydrostaattisessa | kapillaarisuonten  vauri-

paineessa seka kapillaarive- | osta johtuva lisdantynyt

renkierrossa tihkuminen suonien sei-
namén lapi
Effuusion syita verenkiertohdirio kasvaimet
sydamenvajaatoiminta tulehdukset tai infektiot
maksa- tai munuaissairaus traumat
keuhkoveritulppa (20 %) keuhkoveritulppa(80 %)
hypotyreoosi asbestoosi

2.3. Indikaatiot effuusion tutkimiselle

Effuusion vaikutuksesta seroosisten kalvojen mesoteelisolut kasvavat, pyoristyvét ja
niiden lukumaaré lisd&ntyy. Sen aiheuttaman paineen ja solumuutosten vuoksi mesotee-
lisoluja ja solukasoja irtoaa nesteeseen normaalia enemman. Jos effuusio on eksudaattia

ja sen syy on tuntematon, voidaan effuusion siséltdmien solujen tyypillisyyttéa selvitell&
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sytologisella diagnostiikalla. Sytologisen diagnostiikan indikaatioita on listattu taulu-
kossa 2. (Taskinen 1994, 7, 299-300.)

TAULUKKO 2. Indikaatiot effuusion sytologiselle tutkimiselle (Taskinen 1994, 298)

Malignien kasvaimien toteaminen ja ero-

tusdiagnostiikka

Benignit effuusiot (maligniteetin pois-

sulku ja erotusdiaknostiikka)

Maligni mesoteliooma

Primaari maligni adenokarsinoo-
ma

Metastoitunut maligni adenokar-

sinooma

Benigni mesoteliooma

Krooniset tulehdukset
Reaktiiviset effuusiot infarkteis-
sa, perforaatioissa, allergioissa ja
ladkeaineallergioissa

Muut sairaudet, esimerkiksi sy-
damen vajaatoiminta, munuais-

ja maksasairaudet
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3 KASVAINTEN LUOKITTELU

Kasvainten luokittelu tapahtuu niiden alkuperdn ja rakenteen perusteella. Lisaksi ni-
meé&miseen vaikuttaa kliiniseen kaytantoon liittyva oppi hoitovasteista ja kasvainten
kayttaytymisestd. Kasvain luokitellaan hyvénlaatuiseksi eli benigniksi tai pahanlaatui-
seksi eli maligniksi. Benigni kasvain on tyypillisesti selkedsti rajautunut, kun taas ma-
lignin kasvaimen soluihin voi liittyd levinneisyyttd muualle kudoksiin tai etdpesékkei-
den muodostumista. Liséksi benigni kasvain voi siséltédé piirteitd kudoksen alkuperéi-
sesta solukosta. Malignit kasvaimet ovat yleensa nopeasti kasvavia ja levidvia. On ole-
massa my6s niin sanottuja rajalaatuisia kasvaimia, joiden ominaisuudet paljastuvat
my6hemmin ja ne voivat liittyd esimerkiksi metastaasien kehittymiseen. (Lehto & Sten-
back 2012a, 231-232.)

Syopakudoskasvaimelle on tyypillistd invasiivinen kasvu ja pesakkeiden muodostumis-
kyky, joihin liittyy kyky irrota alkuperdisesté solu- ja kudosjoukosta ja kyky tunkeutua
ymparistoonsa. Muualla elimistdssé ne voivat muodostaa uuden kasvaimen jolloin pu-
hutaan etépesékkeestd eli metastaasista. Naistda ominaisuuksista johtuen maligneihin
kasvaimiin liittyva ennuste on huono. (Lehto & Stenbéck 2012b, 233.)

3.1. Adenokarsinooma

Adenokarsinooma on pahanlaatuinen kasvain, joka luokitellaan ei-pienisoluisen keuh-
kosyovén alatyyppiin, johon kuuluu myo6s pienisolukarsinooma, levyepiteelikarsinoo-
ma, suurisoluinen karsinooma sek& muut harvinaisemmat karsinoomat. Suomessa keuh-
kosyovista vajaat 80-prosenttia on ei-pienisoluisia karsinoomia, joista adenokarsinoo-

mien osuus on kasvanut viime vuosien aikana. (Mali, Ojala & Salo 2007, 278-280.)

Adenokarsinooma muodostaa rauhasmaisia rakenteita, joissa solut ovat yleisesti kook-
kaita ja sijoittuvat pallomaisiin soluryppéisiin. Solut sisaltavat runsaasti sytoplasmaa ja
tumat ovat hypokromaattisia ja poikkeavan nakoisia. Kasvain saattaa erittdd myos li-
maa, mikd voidaan todeta happamat ja neutraalit lima-aineet erottelevan Alcian Blue-
PAS- varjayksen avulla. (Lappi-Blanco ym. 2012b, 551-553.)
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Tupakointi on adenokarsinooman suurin riskitekija. Samalla adenokarsinooma on pa-
hanlaatuisista keuhkokasvaimista myods vahiten tupakkariippuvainen ja sitd todetaan
my0s tupakoimattomilla, sekda nuorilla alle 40-vuotiailla potilailla. (Mali ym. 2007,
278-280; Pirinen ym. 2012, 547-548.)

3.2. Maligni mesoteliooma

Maligni mesoteliooma esiintyy yleisimmin pleurassa ja harvemmin muissa serooseissa
onteloissa, kuten vatsakalvossa. Primaarinen kasvain saa alkunsa seroosisten onteloiden
mesoteelisolukosta. Kyseessa on pahanlaatuinen kasvain, joka saa yleensé alkunsa as-
bestialtistuksesta. Mesotelioomat jaotellaan kahteen ryhmé&én, harvinaisempaan paikal-
liseen tyyppiin sekd huonoennusteiseen diffuusityyppiin. Maligni mesoteliooma kuuluu
huonoennusteiseen diffuusityyppiin. (Huuskonen ym. 2009; Anttila, Kaarteenaho &
Paakko 2012, 561.)

Sairaus todetaan yleensa kasvainkyhmyind parietaali- ja viskeraalipleurassa, jossa myo-
hemmin yhtendinen kasvainkudos tayttdd pleuraontelon ja ympéaroi keuhkoa selkedna
tuumorina. Kasvain voi suurentua rintakehdn seindman l&pi ja lahettdd metastaaseja
esimerkiksi keuhkoihin, maksaan, lisémunuaisiin ja rintaontelon imusolmukkeisiin.
(Anttila ym. 2012, 561.)

Maligni mesoteliooma luokitellaan histologisesti useaan eri alatyyppiin; epiteloidiin,
sarkomatoidiin, desmoplastiseen ja sekamuotoiseen eli bifaasiseen tyyppiin, jotka poik-
keavat solutasolla toisistaan. Epiteloidi tyyppi ilmenee muun muassa solun siséltdman
runsaan sytoplasman ja pyoredmuotoisten tumien perusteella, kun taas sarkoimatoidissa
mesotelioomassa solut voivat poikkeavasti olla sukkulamaisia. (Anttila ym. 2012, 561
562.)
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4 SOLUBLOKKIVALMISTE

Effuusiondytteessa saatetaan havaita pienié irtonaisia kudospaloja, joista voidaan val-
mistaa muun kasittelyn lisaksi solublokki histologisen ndytteen lailla (Mékinen & Sten-
back 2012b). Solublokkimenetelma on luotettavin naytteen kasittelymuoto immunohis-

tokemiallisten vérjaysten onnistumisen suhteen (Aho 2000, 142).

Onnistuneen solublokkivalmisteen edellytyksend on niukan solumateriaalin sitominen
yhtenevéiseksi naytteeksi, jotta ndyte voidaan kasitell4 ja valaa parafiiniin. Menetelma
on haastava, mutta tehokas, sill& jos niukka materiaali saadaan sidottua yhtenevaiseksi
naytteeksi, voidaan sen avulla saada kliinikolle informatiivista tietoa. (Nathan ym.
2000; Lappi-Blanco ym. 2012a; Makinen & Stenbédck 2012b.)

4.1. Solublokki

Solublokkivalmiste tehddén laboratoriossa rutiinisti ndytteessa ilmenneistd kudoskappa-
leista. Sentrifugoimalla naytteestd saadaan eroteltua solumateriaali ja supernatantti. So-
lumateriaali siirretdan tiiviiseen kudospussiin, jolloin soluhavikki jaéa mahdollisimman
pieneksi tulevien kasittelyvaiheiden aikana. N&ytteen alkoholifiksatiivi saadaan poistet-
tua, kun solut sentrifugoidaan ensin koeputken pohjalle pelletiksi. Kudospussi laitetaan
naytekasettiin ja kudokset fiksoidaan huoneenlammaosséa 10-prosenttisessa formaliinissa
riittdvan kauan ennen histologista kayntiinpanoa. (Nathan ym. 2000; Holliday 2004; 18;
KSSHP 2012a.)

4.2. Agarsolublokki

Tyossa agarsolublokkivalmiste tehdddn muun effuusionesteen tutkimuksen yhteydessa
jaljelle jadneestd solumateriaalista. Menetelméassa kéytetddn agaria, jonka tarkoituksena
on sitoa yhteen niukka ndytemateriaali ja suojata naytettd prosessoinnin vaiheiden aika-
na, esimerkiksi pinsettien aiheuttamalta vauriolta. Supernatantti poistetaan samalla ta-
valla kuin solublokkimenetelmassd, jonka jalkeen solupellettiin sekoitetaan agaria.
Agarsoluseoksen annetaan jdhmettyé jaékaapissa. Kiinted agarsolunappi poistetaan put-

kesta ja leikataan siivuiksi ndytekasettiin. Naytekasetti siirretddn 10-prosenttiseen for-
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maliiniin fiksoitumaan samalla tavalla kuin solublokki. (Kerstens ym. 2000; Marian
sairaala 2003; Sorvali 2005, 141-142, Kirjavainen 2013, 28.)
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5 NAYTTEIDEN FIKSOINTI

Fiksaatio eli kiinnittdminen on yksi p&&asioista ndytteiden kasittelyssa. Sen avulla nay-
temateriaali sdilytetdédn mahdollisimman alkuperdisen kaltaisena. (Grizzle, Fredenburg
& Myers 2008, 53; Zanini ym. 2012.) Laboratoriot kehittelevat omat variaationsa nayt-
teiden késittelyyn liittyvien kdytantdjen suhteen. Néaytteiden fiksointi eli kiinnitysmah-
dollisuuksia on useita, mutta kuitenkaan yksikaan niisté ei taysin kykene kattamaan ta-
voitteen mukaisia vaatimuksia. (Holliday 2004, 16-17; Naukkarinen 2006a, 7.) Fiksoin-
ti vaikuttaa ndytteen kasiteltdvyyteen kuten sen leikkautuvuuteen, varjaytyvyyteen ja
morfologiaan (Naukkarinen 2006a, 10). Kun nayte irrotetaan potilaasta, tulisi naytteen
fiksoimisen tapahtua viipymattd, jotta immunohistokemiallisten menetelmien toimivuus
ei karsisi (Mékinen & Stenback 2012a, 1133).

Fiksoinnin ensisijainen tavoite on estda naytteen autolyysi inaktivoimalla soluja hajotta-
via entsyymeja ja tuhoamalla mikrobeja. Lisaksi proteiinien onnistunut fiksoituminen
on edellytys laadukkaaseen valomikroskooppindytteeseen. (Hopwood 2003, 63-64;
Holliday 2004, 16-17; Naukkarinen 2006a, 7.) Naytteen fiksoitumiseen voidaan vaikut-
taa muun muassa lampdétilan séatelylld, koska matala lampétila laskee autolyysin ja dif-
fuusion vaikutusta kun taas lampdtilan noustessa fiksaatio nopeutuu. Kaytetylla fiksaa-

tioajalla on suuri merkitys naytteen edustavuuteen. (Naukkarinen 2006a, 8-9.)

5.1. Alkoholifiksaatio

Sytologiset néytteet voidaan kiinnittad kayttamalla koaguloivia fiksatiiveja, joista kéyte-
tyimpié ovat alkoholit (etanoli ja metanoli) sek& asetoni (Grizzle ym. 2008, 55). Tydssa
kaytetty kiinnitysaine on alkoholipohjainen fiksatiivi, 50-prosenttinen etanoli. Etanolilla
fiksoidut solut kestdvat paremmin kasittelyd, kuten sentrifugointia, formaliinifiksointia
ja muuta histologista prosessia. Kyseisen fiksaatiomuodon etuna on sen nopeus, koska
etanoli tunkeutuu nopeasti solukkoon ja poistaa sieltd veden. Se voi kuitenkin aiheuttaa
fiksaatioartefaktana solujen kutistumista. (Aho 2000, 142; Naukkarinen 2006a, 7-8;
Grizzle ym. 2008, 55-56.)
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5.2. Formaliinifiksaatio

Formaldehydi on aldehydeihin kuuluva kaasu, jonka 10-prosenttista vesiliuosta eli for-
maliinia on kaytetty laboratorioissa fiksatiivina jo 1900-luvun loppupuolelta Iahtien.
Formaliinia kuluu tuhansia litroja vuodessa rutiinissa laboratoriokéytdssd. Formaliinin
etuna on sen edullisuus ja liséksi sitd on helppo valmistaa suuria maarid kerrallaan.
Haittapuolena on aineen toksisuus ja karsinogeenisuus. Formaliiniké&sittelyn tilalle on
tullut vaihtoehtoja kuten mikroaaltouunikasittely seka sinkkipohjaiset kiinnitysaineet.
(Zanini ym. 2012.)

Formaliinipohjaista fiksatiivia kéytettdessd kudoksen proteiinit reagoivat formaliinin
aldehydiryhmien kanssa muodostaen ristisiltoja. Ristisiltojen muodostama verkkomai-
nen rakenne pitdd kudosten sijainnin toisiinsa ndhden muuttumattomana, jolloin kudos
séilyy morfologialtaan alkuperdisen kaltaisena. Kudoksen antigeenit peittyvat ristisil-
loilla ja niitd myos tuhoutuu formaliinin vaikutuksesta. (Grizzle ym. 2008, 53-54; lke-
da, Tate, Suzuki & Mitsuya 2011.) Ristisillat vaikeuttavat vasta-aineiden kulkeutumista
antigeeniepitooppien luo, mutta sidokset ovat palautuvia, joten kudoksen epitoopit voi-
daan paljastaa jalkikateen sopivalla kasittelylla (Hopwood 2003, 64-65).

Fiksaatioon vaikuttaa kiinnitysaineen maara suhteessa kudoksen kokoon, eli kuinka
tehokkaasti kiinnitysaine padsee tunkeutumaan kudokseen kauttaaltaan (Spencer &
Bancroft 2008, 83). Holliday (2004, 18-19) mainitsee yleisimmaksi kasittelyvirheeksi
niin sanotun alifiksaation, eli kudos ei ehdi fiksoitua riittavasti. Ihanteellinen néytteen
fiksaatioaika formaliinissa on 12-18 tuntia. Liian pitk& fiksoituminen tuhoaa entsyymi-
ja antigeeniaktiivisuuksia ja aiheuttaa artefaktana formaliinipigmentin muodostumista.
(Naukkarinen 20064, 9.)

5.3. Histologinen naytteen késittely

Kun nayte irrotetaan potilaasta, tapahtuu sarja prosesseja, joiden tulee tukea laadukasta
mikroskoopilla todettavaa lopputulosta. Vélittémén esikasittelyn merkitys on suuri ja
kun kudos on kauttaaltaan fiksoitunut, se voidaan prosessoida edelleen. (Spencer &
Bangroft 2008, 83.) Esikasittelyn jalkeen nadytteet siirretddn kudoskuljetusautomaattiin,

jonka valmiiseen ohjelmaan on sé&&detty tarkka aika, l&mpétila ja alipaine. Kasittely
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tapahtuu 45 °C:en lampdtilassa, joka pitdd kudoksen rakenteen muuttumattomana, mah-
dollistaa ndytteiden sailyvyyden ja kovettaa kudosrakenteita. (Spencer & Bangroft
2008, 84; Mékinen 2012, 1128.)

Kudoskuljetuksessa fiksoitu kudos kuljetetaan tukiaineeseen erilaisten vaiheiden kautta.
Aluksi kudokseen sitoutumaton fiksatiivi huuhdellaan pois veden avulla. Koska vesi ja
parafiini eivat kykene sekoittumaan keskenddn, on vesi ensin poistettava asteittain ta-
pahtuvan dehydraation avulla. Vedenpoisto tapahtuu nousevassa alkoholisarjassa, jossa
alkoholipitoisuutta nostetaan vahitellen 70-prosenttisesta 100-prosenttiseen. N&in vélte-
td&dn myos osmoottinen shokki. (Holliday 2004, 22; Spencer & Bangroft 2008, 84.)

Seuraava vaihe siséltdd naytteen kirkastamisen ksyleenillg, joka tekee néytteestd myos
kuultavan. Ksyleeni on palava, vériton neste, jolla on tunnusomainen haju. Ksyleeni
toimii hyvin histologisessa prosessissa, silla se sekoittuu useimpiin orgaanisiin liuotti-
miin ja parafiiniin. Se voidaan myos kierrattad. Kudoksen yliaikainen kasittely voi ko-
vettaa kudoksen. (Spencer & Bangroft 2008, 86). Spencer ja Bangroft (2008, 86) esitte-
levat my0s vaihtoehtoisia aineita kirkastukselle, joita ovat esimerkiksi tolueeni, kloro-

formi, metyylisalisylaatti ja sitrushedelmadljy.

Kasittelyn jalkeen kudos voidaan valaa parafiiniblokiksi. Kudos kyllastetdan juokseval-
la vahalla (60 °C), mika luo matriksin ndytteen ymparille. Naytekasetit nostetaan valu-
automaattiin, joka pitaa kudoksen lampétilan avulla edelleen pehmeéna ja kasittelykun-
toisena. On tarkeaa, ettd nayte valetaan oikealla tavalla eli leikkauspinta alaspdin. Pinse-
teilla tarkasti aseteltu ndyte valetaan juoksevaan parafiiniin ja sen annetaan jdhmettya
kylméalevylla. Parafiinivaha on edullinen ja laadukas aine, jonka avulla nayte sailyy
muuttumattomana. Parafiini mahdollistaa ndytteen arkistoinnin ja myéhemman kayton,
niin histologisissa kuin myds muissa erikoistekniikoissa. (Holliday 2004, 22; Spencer &
Bangroft 2008, 86-87.)

Néayteblokki irrotetaan valumuotista sen ja&hdyttyd tarpeeksi, jonka jélkeen blokista
voidaan leikata mikrotomilla (yleensd 1-2 pum:n) ohuita leikkeitd. Mikrotomeja on ma-
nuaalisia, puolimanuaalisia ja tdysin automaattisia ja useimmat mikrotomeista on suun-
niteltu juuri parafiiniblokkien leikkaamiseen. Leikatut leikkeet siirretddn huoneenldm-

pdisen vesiastian ja lampiman oikaisuhauteen kautta objektilasille, jonka jalkeen objek-



18

tilasit laitetaan kuivumaan lampdlevylle, jotta nayteleike Kiinnittyy objektilasille.
(Spencer & Bangroft 2008, 93-95).

Leikattaessa néyteleikkeitd immunohistokemiallisia varjayksia varten vesihauteessa ei
kaytetd gelatiinia ja leikkeet siirretdan positiivisesti varautuneille erikoislaseille, joihin
negatiivisesti varautuneet leikkeet kiinnittyvat paremmin. Nayteleikkeitd ei kiinnitetéd
naytelaseille Iampdlevyn avulla, vaan niisté valutetaan ylimé&&rdinen vesi pois ja ne lai-
tetaan yoksi lampokaappiin (+37 °C). Alhainen kiinnittdmislampd6tila on helldvarainen
kudoksen epitoopeille. Jotta lopputuloksesta saadaan laadukas, on leikkeiden oltava
tarpeeksi ohuita, ehjia ja rypyttomié. (Naukkarinen 2000, 158; Laasonen 2001, 13; Kir-
javainen 2013, 31.)

5.4. Vérjaysmenetelmat

Ty6ssa agarsolublokista leikataan yksi ylimé&ardinen leike hematoksyliini- eosiinivarja-
ysta varten, jotta voidaan tarkastella ndytteen morfologiaa ja laatua. Immunohistokemi-
allisissa varjayksissa hematoksyliini toimii tumavérina. Jotta hematoksyliini- eosiinivér-
jays tulee mahdolliseksi ja variaineet saadaan sitoutumaan néytteeseen, on leikkeesté
ensin poistettava veteen liukenematon tukiaine pois. Tdmé voidaan tehd& laskevan al-

koholisarjan eli rehydraation avulla. (Naukkarinen 2000, 153.)

Hematoksyliini on vériaine, jota saadaan tropiikissa kasvavan Haematoxylum cam-
pechianum- puun kaarnasta uuttamalla. Vériaineen valtaisa suosio johtuu sen kyvysta
osoittaa selkeésti eri kudosrakenteita. (Gample 2008, 121.) Hematoksyliini varjaa hap-
pamia kudosrakenteita kuten nukleiinihappoja ja jossain maarin myo6s sytoplasmassa
esiintyvad RNA:ta. (Naukkarinen 2000, 153; Mékinen 2012, 1129.)

Hematoksyliini itsessdén ei ole valmis variaine huonon kudosaffiniteetin ja varittomyy-
den vuoksi, mutta hapettamalla se muuttuu variaineeksi. Hapettaminen voidaan suorit-
taa antamalla hematoksyliinin olla kosketuksissa ilman ja valon kanssa. Ongelmana
kuitenkin tassa luonnollisessa hapetusmuodossa on sen hitaus. (Holliday 2004, 24-25;
Gample 2008, 121.) Kemiallinen hapetus on huomattavasti nopeampaa, mutta varin

kayttoika kuitenkin lyhenee. Mayerin hematoksyliini hapetetaan natriumjodaatilla, jol-
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loin hematoksyliinista saadaan variaine, eli hemateiini. (Couture & Hafer 2004, 24-25;
Gample 2008, 121; Naukkarinen 2006b, 37.)

Hemateiini on hapan aine, joka ei yksin saavuta riittavaa affiniteettia eli sitoutumisky-
kya happamiin tumanrakenteisiin. Tastd syysta tarvitaan eméksinen peitta-aine, josta
kaytetddn myos englanninkielistd nimitystd mordantti. (Naukkarinen 2000, 153; Coutu-
re & Hafer 2004, 24.) Peitta-aineen avulla véri sitoutuu solun tumaan. Maeyrin hema-
toksyliini& sanotaan alumiininematoksyliiniksi, koska sen peitta-aineena toimii alumiini.
(Naukkarinen 2000, 153.)

Eosiini on k&ytetyin vastavari yhdessd hematoksyliinin kanssa. Eosiinin differentaatio
eli diffaus vedessa vaikuttaa nayteleikkeen lopullisen varisdvyn intensiteettiin. Eosiini
on sytoplasmavéri ja se vérjaa eméksisia kudosrakenteita. Se kiinnittyy solunsiséisiin ja
ulkoisiin proteiineihin kuten esimerkiksi sidekudokseen ja lihakseen. Eosiinivarjays on
progressiivinen eli ndyte ylivarjatdan, jonka jalkeen ylivarjaytyméa poistetaan pesun
avulla. (Couture & Hafer 2004, 24; Naukkarinen 2006b, 40; Gample 2008, 126.)
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6 IMMUNOHISTOKEMIALLISET VARJAYKSET

Immunohistokemiallisia véarjaysmenetelmid on kaytetty jo 1970-luvulta asti, mutta nii-
den k&ytté on laajentunut vasta viimeisen kahdenkymmenen vuoden aikana menetelmi-
en ja kaupallisten vasta-aineiden kehittymisen myota. Varjaysmenetelmia kaytetdén
kudoksen antigeenien tunnistamiseen erilaisilla spesifisilla vasta-aineilla. Varjaysmene-
telmien avulla saatua tietoa kdytetddn hyvéksi kasvainten tunnistamisessa ja luokittelus-
sa. (Makinen & Stenback 2012a, 1133.)

Immunohistokemiallisten vérjaysten kohteena olevat kudosantigeenit ovat proteiineja,
glykoproteiineja, lipoproteiineja ja pienid aminohappoketjuja, esimerkiksi solujen kal-
vorakenteissa. Antigeeni on mik& tahansa rakenne tai molekyyli, joka aiheuttaa sille
spesifisen vasta-aineen sitoutumisen itseenséd. Epitooppi on antigeenin osa, johon vasta-
aineen sitoutumiskohta tarttuu. Sitoutumisvoimakkuus eli affiniteetti vaihtelee eri anti-
geenien ja vasta-aineiden vélilla. (Seppéld 2005, 624; Jackson & Blythe 2008, 435.)

6.1. Vasta-aineet

Vasta-aineita eli immunoglobuliineja tuottavat B-lymfosyyteiksi muuntuneet plas-
masolut (Jackson & Blythe 2008, 435). Immunoglobuliinien perusrakenneyksikko on
Y-kirjaimen muotoinen ja se koostuu proteiinirungosta ja siihen liittyneestd pienesta
hiilihydraattiosasta (kuva 2). Proteiinirungossa on kaksi keskendén samanlaista H-ketjua
ja kaksi kesken&én samanlaista L-ketjua. Ketjuja yhdistavat niiden valiset rikkisillat ja
ei-kovalenttiset sidokset. Y:n jalka osaa kutsutaan my0ds Fc-osaksi (Fragment crystali-

zable) ja sakara osia Fab-osiksi (Fragment — antigen binding). (Seppalé 2005, 626-627.)

Antigeeni sitoutuu vasta-aineen Fab-osiin ja vasta-aine voi sitoutua kahteen samanlai-
seen antigeeniin. Fc-osan ja Fab-osien valissé on taipuisa sarana-alue, joka mahdollistaa
Fab-osien vélisen kulman joustavuuden ja kahden antigeenimolekyylin sitoutumisen
yhteen vasta-aineyksikkdon samanaikaisesti, vaikka antigeenimolekyylit sijaitsisivat
ldhekkain. Fab-osien pdiden rakenne vaihtelee (vaihtuva osa) eri vasta-aineiden valilla
ja tama rakenteen vaihtelu mé&érdd vasta-aineiden antigeeni spesifisyyden. (Seppala
2005, 626-627.)
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KUVA 2. Vasta-aineen rakenne ja rakenneosat (Seppald 2005, 626627 muokattu; Nau
& Lewis 2008 muokattu)

Immunoglubuliinit luokitellaan rakenteensa mukaan viiteen alaryhmaan: 1gA, 19G, IgM,
IgD ja IgE. Yleisin ja eniten immunohistokemiallisissa varjayksissa kéaytetty immuno-
globuliini on 1gG, joka koostuu yhdestéd Y:n muotoisesta perusyksikosta. Toinen immu-
nohistokemiassa kaytetty immunoglobuliiniluokka on IgM, joka koostuu viidesta Y:n
muotoisesta perusyksikostd. (Jackson & Blythe 2008, 435.) Kuvassa 3 on esitetty Ig G-

ja Ilg M-immunoglobuliinien kaavakuvat.

\ N 4
~d o
\W/
IgG igM

KUVA 3. Ig G- ja Ig M-immunoglobuliinien rakenne (Jackson & Blythe 2008, 435
muokattu; Nau & Lewis 2008 muokattu)
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6.2. Polyklonaaliset ja monoklonaaliset vasta-aineet

Vasta-aineet jaetaan polyklonaalisiin ja monoklonaalisiin vasta-aineisiin. Polyklonaali-
set vasta-aineet pystyvat sitoutumaan saman antigeenin eri epitooppeihin eli polyklo-
naalinen vasta-aine on seos erilaisia vasta-aineita. Tama ominaisuus johtuu polyklonaa-
listen vasta-aineiden valmistustavasta, jossa koe-eldimeen ruiskutetaan puhdistettua
antigeenié ja koe-eldimen elimist0 tuottaa vasta-aineita tatd antigeenid kohtaan. Synty-
neet vasta-aineet puhdistetaan koe-eldimen seerumista kayttod varten. Polyklonaalisen
vasta-aineen affiniteetti ja spesifisyys vaihtelevat erilaisten sitoutumiskohtien takia ja
tdma voi aiheuttaa epaspesifistd varjaytymista. (Rantala & Laasonen 2000, 148; Jackson
& Blythe 2008, 436.)

Monoklonaaliset vasta-aineet ovat yhden solukloonin tuottamia ja siten samanlaisia
keskenaan. Ne sitoutuvat vain yhteen epitooppiin tietyssd antigeenissa ja niiden affini-
teetti on samanlainen. Monoklonaalisten vasta-aineiden valmistamiseen kéytetaddn
vuonna 1975 kehitettya hybridoomatekniikkaa. Tekniikassa yhdistetadn spesifista vasta-
ainetta tuottava plasmasolu ja jatkuvan jakautumiskyvyn omaava neoplastinen myelo-
masolu. Nain syntynyt solu tuottaa teoriassa rajattomasti haluttua vasta-ainetta in vitro —
olosuhteissa. Taman tekniikan kehittdminen laajensi huomattavasti saatavilla olevien
vasta-aineiden maarad, paransi niiden laatua ja laski niiden hintaa. Monoklonaalisten
vasta-aineiden spesifisyyden takia varjaystulos on tarkka. Spesifisyys myos rajoittaa
kaytettavissa olevien epitooppien maaraa ja aiheuttaa niukemman varjaytymisen verrat-
tuna polyklonaaliseen vasta-aineeseen. (Rantala & Laasonen 2000, 148; Jackson &
Blythe 2008, 436.)

6.3. Naytteiden esikasittely immunohistokemiassa

Ennen immunohistokemiallisia varjayksia ndytteet kayvéat l&pi edellisissé luvuissa ker-
rotun histologisen néytteiden kasittelyprosessin. LAmpdkaapissa yon yli olleille nayte-
laseille suoritetaan ensimmadiseksi parafiinin poisto laskevan alkoholisarjan avulla.
(Naukkarinen 2000, 158; Laasonen 2001, 13.)

Formaliinifiksaatiosta johtuvien ristisidoksien takia naytteille suoritetaan esikésittely

antigeenien paljastamiseksi. Eri antigeeneille on méaaritelty omat optimaaliset esikasitte-
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lymenetelmat vasta-aineen valmistajan ja laboratorioiden omien testausten mukaan.
Esikasittelyyn voidaan kayttdd korkeaa lampdtilaa, entsyymikasittelya tai ndiden yhdis-
telmé&a. (Rantala & Laasonen 2000, 151.)

Tyossa esikasittely tapahtuu korkeassa lampdtilassa, joka toteutetaan mikroaaltouunin
avulla. Menetelmdssa puskuroidussa esikasittelyliuoksessa olevia néytelaseja kuumen-
netaan kiehumispisteeseen tietyn optimoidun ohjelman mukaan. Esikasittelyliuoksina
kéytetdan sitraattipuskuria, jonka pH on 6, tai EDTA-puskuria, jonka pH on 9. Esikasit-
telyssa tarkeitd tekijoita ovat pH, kasittelyaika ja lampétila. Menetelmdn ongelmina
ovat proteiinien denaturoituminen eli niiden rakenteen muuttuminen liiallisen kuumen-
tamisen takia seka leikkeiden irtoaminen lasilta. (Rantala & Laasonen 2000, 151; Jack-
son & Blythe 2008, 442-445; Kumar & Rudbeck 2009, 51-52.)

6.4. Immunohistokemialliset varjadysmenetelmat

Yksinkertaisin immunohistokemiallinen varjadysmenetelma on suora menetelmd, joka on
nopea, mutta ei tarpeeksi herkka maéarityksia varten. Suorassa menetelmassa tiivistyy
immunohistokemiallisten vérjaysten perusperiaate. Siind kéytetddn yhtd antigeenis-
pesifistd primaarivasta-ainetta, joka on leimattu halutulla merkkiaineella. Merkkiaine on
Kiinnittynyt primaarivasta-aineen Fc-osaan. Tdma primaarivasta-aine sitoutuu suoraan
tutkittavaan antigeeniin ja varjaystulos osoitetaan merkkiaineen osoitusreaktiolla. (Ran-
tala & Laasonen 2000, 148.)

Kehityksen tuloksena on syntynyt paljon herkempid epésuoria vérjaysmenetelmid, jois-
sa kéytetdan primaarivasta-aineen lisaksi sekundaarivasta-ainetta, joka tarttuu primaari-
vasta-aineen Fc-osaan. Liséksi kehityksen tavoitteena on ollut vérjaystuloksen voimis-
taminen lisddmalla sekundaarivasta-aineeseen sitoutuneen merkkiaineen maaraa. Tyossa
kaytetddn nykyadn laajalti k&ytossa olevaa polymeerimenetelméa (kuva 4). Siind sekun-
daarivasta-aineeseen on sitoutunut pitkd polymeeriketju, johon on sitoutunut useita
merkkiainepartikkeleita. Taman menetelméan ongelmana on ollut se, ettd isokokoinen
polymeeri vaikeuttaa vasta-aineen paasya antigeenin luokse, mutta tdmén ongelman
ratkaisemiseksi on kehitetty pienempid polymeerejé. (Jackson & Blythe 2008, 438—440;
Key 2009, 57-59.)
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KUVA 4. Epésuora polymeeritekniikka (Nau & Lewis 2008 muokattu; Key 2009, 59
muokattu)
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Vasta-aineen tarttuminen antigeeniin saadaan valomikroskoopissa nékyvéksi reaktioksi
vasta-aineeseen liitetyn merkkiaineen ja sen kanssa reagoivan kromogeenin avulla.
Merkkiaine ei saa vaikuttaa negatiivisesti vasta-aineen sitoutumiseen ja sen pitdd pysya
Kiinni vasta-aineessa. Tyossa kaytetaan yleistd merkkientsyymia piparjuuri peroksi-
daasia (HRP), jonka substraattina toimii vetyperoksidi. Piparjuuri peroksidaasi reagoi
subtraattinsa ja kromogeenina kdytetyn 3,3’-diaminobentsiinitetrahydrokloridin (DAB)
kanssa muodostaen nakyvan tumman ruskean sakan. DAB on karsinogeeni eli syopéé
aiheuttava aine, mika tulee ottaa huomioon tydskentelyssd. (Rantala & Laasonen 2000,
149; Boenisch 2009, 16-17.)

Merkkiaineen ja kromogeenin reaktio on immunohistokemiallisen varjayksen viimeinen
vaihe. Tdman jalkeen néytteet vérjatédén vield Mayerin hematoksyliinilla, joka luo kont-
rastin naytteen mikroskopoinnin helpottamiseksi. Hematoksyliinivarjayksen jalkeen
lasit kulkevat nousevan alkoholisarjan kautta ksyleeniin, jolloin lopputulos kirkastuu.
Lopuksi lasit paéllystetadn peitinlaseilla. (KSSHP 2012b.)

6.5. Taustavarjaytyminen

Yksi yleisin vérjaystuloksen tulkintaa vaikeuttava asia on taustavarjaytyminen. Sita ai-

heuttavat monet néytteestd ja sen esikésittelysta johtuvat ominaisuudet seka varjaykses-
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sé kaytettava merkkiaine (taulukko 3). Taustavérjaytyminen jaetaan spesifiseen ja epé-
spesifiseen taustavarjdytymiseen. (Rantala & Laasonen 2000, 151-152; Jackson &
Blythe 2008, 452-453; Wendelboe & Bisgaard 2009, 115-121.)

TAULUKKO 3. Taustavarjaytymista aiheuttavat tekijat (Rantala & Laasonen 2000,
151-152; Rantala 2001, 22; Wendelboe & Bisgaard 2009, 115-121.)

Spesifinen tausta Epaspesifinen tausta Merkkiaineen  aiheuttama
tausta

Néaytteen Vasta-aineiden epaspesifisyys | Endogeeninen peroksidaasi

puristuminen Véaarat laimennokset

Néaytteen kuivuminen | Proteiinien valiset reaktiot

Hidas fiksaatio Epéspesifiset sitoutumiskoh-
Autolyysi dat

Nekroosi Hydrofobisuus

Makrofagit Elektrostaattiset voimat

Spesifisessa taustavarjaytymisessa varjaytyy tutkittava antigeeni, joka on paassyt dif-
funtoitumaan ymparoivdédn nédytemateriaaliin naytteen vaurioitumisen seurauksena.
Né&ytteen vaurioitumista aiheuttaa esimerkiksi autolyysi. Spesifistd taustavarjaytymisté
aiheuttaa myos makrofagit, jotka ovat fagosytoineet antigeenid. (Rantala & Laasonen
2000, 151-152; Jackson & Blythe 2008, 452-453; Wendelboe & Bisgaard 2009, 115-
121)

Epéspesifisessa taustavarjaytymisessa vasta-ainetta sitoutuu epaspesifisiin proteiineihin
hydrofobisuuden tai elektrostaattisten voimien takia. Fiksaatio lisda naytteen hydrofobi-
suutta. Elektrostaattisten voimien vaikutuksen véhentdmiseksi voidaan kayttdd BSA-
liuosta (bovine serum albumin) tai kaseiinia epéspesifisten sitoutumiskohtien blokkaa-
miseen. Hydrofobisuuden vahentdmiseen kaytetddn pintajannitystéd alentavaa Tween 20-
liuosta pesu- ja laimennospuskurissa. Epaspesifista taustavarjaytymista aiheuttaa myos
vasta-aineiden epaspesifisyys, jota esiintyy kaytettdessa polyklonaalisia vasta-aineita.
(Rantala & Laasonen 2000, 151-152; Rantala 2001, 22; Jackson & Blythe 2008, 452—
453; Wendelboe & Bisgaard 2009, 115-121.)



26

Kromogeenina kaytetty DAB saattaa aiheuttaa taustavarjaytymista reagoidessa naytteen
oman endogeenisen peroksidaasin kanssa. Reaktion seurauksena néytteeseen muodos-
tuu samaa tumman ruskeaa varid kuin DAB:n reagoidessa merkkiaineena kéytetyn pi-
parjuuri peroksidaasin kanssa. Endogeenista peroksidaasia esiintyy runsaasti kaikissa
hemoproteiineissa, kuten esimerkiksi hemoglobiinissa, lihassoluissa ja makrofageissa.
Reaktio endogeenisen peroksidaasin kanssa pyritdan estaimaan inkuboimalla naytteita 3-
prosenttisessa vetyperoksidiliuoksessa ennen varjaystd. (Rantala & Laasonen 2000,
151-152; Wendelboe & Bisgaard 2009, 115-121.)

6.6. Kaytetyt kontrollit ja vérjaystuloksen tulkita

Immunohistokemiallisissa varjayksissa kdytetadn kontrolleja varmistamaan esikésittelyn
onnistuminen ja reagenssien toimivuus. Kontrollit jaetaan positiivisiin kudoskontrollei-
hin ja negatiivisiin menetelméakontrolleihin. Positiivisina kudoskontrolleina tydssa kay-
tetadn jokaiselle vasta-aineelle valmiina olevia kudosblokkeja, joiden tiedetd&n antavan
positiivisen reaktion kyseisella vasta-aineella. Kudoskontrolliblokeista leikataan leik-
keet samalle lasille ndytteen kanssa ja ne kdyvét lapi saman kasittelyn kuin nayte. (Ran-
tala & Laasonen 2000, 151-152; Rasmussen 2009, 127-130.) Tydssa kaytetyille sytolo-
gisille naytteille ei ole olemassa omia positiivisia kontrolleja, vaan niille k&ytetaan sa-
moja kontrolleja kuin histologisille ndytteille.

Menetelmakontrollina tyosséd kéaytetdadn yhtad ylimaardistd nadytelasia, jonka kohdalla
varjayksessé jatetaan primaarivasta-aine pois ja tilalla kdytetddn pelkk&é vasta-aineen
laimentamiseen kéytettyd puskuria. Muuten menetelmékontrollina kéytetty nayte kay
lapi saman kasittelyn kuin muut naytteet. Negatiivisella menetelmékontrollilla varmiste-
taan, ettd varjayksessa kdytettavat muut aineet eivat aiheuta epaspesifista varjaytymista.
(Rantala & Laasonen 2000, 151-152; Rasmussen 2009, 127-130.)

Néytelasien varjaytymista tulkittaessa otetaan aina huomioon kontrollien varjaytymi-
nen. Taustavarjaytymistd arvioidaan negatiivisesta menetelmakontrollista, koska siita
puuttuu primadrisen vasta-aineen aiheuttama spesifinen vérjaytyminen. Negatiivista
tulosta arvioidessa pitdd ottaa huomioon antigeenien epitooppien tuhoutuminen kasitte-
lyn aikana, nédytteen riittdvd maara ja laatu. Positiivisten tulosten kohdalla pitd4 ottaa

huomioon myods véaaran positiivisuuden mahdollisuus. Luotettavassa positiivisessa tu-
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loksessa vari on rajautunut selkeasti ja tarpeeksi voimakkaasti yhteen, sille oikeaan
paikkaan. Lisdksi taustavérjaytyminen on vahaista ja kontrollit ovat varjaytyneet hyvin.
(Hladik & White 2008, 481-488.)
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7 NAYTTEISTA PAIKANNETUT ANTIGEENIT

Tyossé naytteistd paikannetaan sytokeratiini 7 (CK7)-, sytokeratiini 20 (CK20)-, kalre-
tiniini- ja thyroid transcription factor-1 (TTF-1) -antigeenit niille spesifisilla vasta-
aineilla. Alla olevassa taulukossa (taulukko 4) on esitetty ndiden antigeenien ilmenty-
minen pleura- ja askitesndytteissa esiintyvissd syopatyypeissa. Antigeeneja kaytetaan
erilaisten karsinoomien tyypityksessd ja metastaasien alkuperan maarittdmisessé seké
adenokarsinooman ja mesoteliooman erottamisessa toisistaan. (Aho 2005; NordiQC
2011.) Antigeenien ilmentymisessa syOpatyypeittdin 16ytyy aina poikkeuksia, kuten
taulukostakin ilmenee CK?7 ja kalretiniinin kohdalla (Pirinen ym. 2012, 549).

TAULUKKO 4. Paikannettujen antigeenien ilmentyminen keuhkosyopatyypeissé (Piri-
nen ym. 2012, 549 muokattu)

Keuhkosy0Opatyyppi TTF-1 CK7 CK20
Adenokarsinooma + + -
Levyepiteelikarsinooma - -1+ -

Musinoottinen

adenokarsinooma

7.1. Sytokeratiini 7 ja 20

Solujen tukirangan vélikokoisten séikeiden proteiineja eli sytokeratiineja kdytetaan eri-
laisten karsinoomien diagnosoimiseen. Sytokeratiinit numeroidaan niiden molekyyli-
painon mukaan ja niitd on happamia ja emaksisia. (Dabbs 2006, 183-184.) Sytokeratiini
7:44 (CK7) esiintyy munasarjoissa, keuhkoissa ja rintakudoksessa, mutta ei pak-
susuolessa, eturauhasessa tai ruuansulatuskanavassa (Thermo Scientific 2010). CK20:ta
esiintyy taas ruuansulatuskanavan ja suolen epiteelisoluissa (Thermo Scientific 2011b).
CK 7:&& ja CK 20:t4 kaytetdan erilaisten esiintyvyyksiensa takia yhdessa karsinoomien
tyypitykseen ja metastaasien alkuperan maarittdmiseen. Taulukossa 5 on esimerkkeja
siitd, miten CK 7 ja CK 20 positiivisuutta ilmenee eri tapauksissa. (Aho 2005; NordiQC
2012.)
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TAULUKKO 5. CK 7 ja 20 yhteiskdyttd karsinoomien tyypityksessd ja metastaasien
sijainnin maarittdmisessé (Aho 2005; NordiQC 2012)

CK7+jaCK20+

Uroteelin (valimuotoisen epiteelin) karsinooma

Haimakarsinooma (CK7 + 91%, CK20 + 43%)

Kolangiokarsinooma (CK7 + 94%, CK20 + 47%, sappiteiden karsinooma)
Munasarjan musinoottinen karsinooma

Maha- ja sappitiekarsinoomassa

(Merkelin solujen karsinooma, 20% tapauksista)

CK7+jaCK20-

Keuhko-, rinta-, endometrium- ja kilpirauhasperaiset adenokarsinoomat
Ei-musinoottinen munasarjan adenokarsinooma

Munasarjan seroosi karsinooma

Epiteliaalinen mesoteliooma

Haimakarsinooma (CK7 + 91%, CK20 + 43%)

Kolangiokarsinooma (CK7 + 94%, CK20 + 47%, sappiteiden karsinooma)
Tymooma (Kateenkorvan kasvain)

Kordooma (Selk&rangassa ja kallonpohjassa esiintyva harvinainen luukasvain)
Synoviaalisarkooma (Nivelpussin sisakerroksen solusta lahtdisin oleva sar-

kooma)

CK7—jaCK20+

Kolorektaalinen adenokarsinooma (paksusuolen ja perdsuolen syopé)

Merkelin solujen karsinooma (tiettyjen solujen ihosyopa)

CK7—jaCK 20—

Hepatosellulaarinen karsinooma (maksasolujen karsinooma)

Munuaisen kirkassoluinen karsinooma (lisamunuaiskuoren karsinooma ja mu-
nuaissolukarsinooma)

Eturauhasen adenokarsinooma

Levyepiteelikarsinooma

Pienisolukarsinooma
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7.2. Kalretiniini

Solun sisdista kalsiumia sitovaa proteiinia, kalretiniinia, esiintyy useimmissa epiteeliaa-
lisissa pahanlaatuisissa mesotelioomissa ja pienessd osassa keuhkoperdisid adenokar-
sinoomia. Varjaytyvyys esiintyy paaosin sytoplasmassa ja osittain tumassa. Kalretinii-
nia kdytetddn malignien mesotelioomien erottamiseen karsinoomista. (Thermo Scienti-
fic 2011a, NordiQC 2011.)

7.3. Thyroid transcription factor-1 (TTF-1)

Transcription factors eli transkriptiotekijat ovat joukko proteiineja, jotka voivat stimu-
loida tai estad tietyn geenin transkription sitoutumalla niiden s&aatelyalueelle. Ne esiin-
tyvat solun tumassa lahella DNA:ta, jonka vuoksi varjaytyvyys havaitaan tumassa.
TTF-1 tunnistettiin ensimmaisen kerran kilpirauhaselle spesifiseksi, mutta sen jalkeen
sitd havaittiin myds muilla alueilla, esimerkiksi keuhkoissa ja aivolisdkkeessd. TTF-
1:sta ké&ytetdan keuhkoperéisten adenokarsinoomien ja neuroendokriinisten maligniteet-
tien havaitsemiseen. Epiteliaalisissa ja sekatyyppisissa mesotelioomissa TTF-1 on nega-
tiivinen. (NordiQC 2009.)
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8 TYON TARKOITUS JA TUTKIMUSKYSYMYKSET

Opinndytetyon tarkoituksena on tutkia agarsolublokkimenetelmalld valmistettujen néayt-
teiden immunohistokemiallista varjaytyvyyttad vertaamalla niitd kaytossa olevalla solu-
blokkimenetelmalla valmistettuihin néytteisiin. Tyon naytemateriaalina kaytetdan pleu-
ra- ja askitesnaytteitd. Tavoitteena on saada entistd suurempi solumééra talteen niukasta
materiaalista sitomalla solut agariin ja estda solujen havikki entistd tehokkaammin. Li-

séksi tyossa tarkastellaan alkoholifiksaatioajan vaikutusta lopulliseen vérjaytyvyyteen.

Tutkimuskysymykset:

1. Miten solublokki- ja agarsolublokkimenetelmien immunohistokemial-
listen vérjdysten tulokset eroavat toisistaan?

2. Miten alkoholifiksoitujen naytteiden sdilytysaika vaikuttaa immuno-

histokemiallisten varjaysten tuloksiin?
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9 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Opinndytetytsséd kéaytetddn tutkimusstrategiana kvalitatiivista vertailevaa tutkimusta,
jossa keskitytddn kuvaamaan tiettyjen menetelmien vélisid eroavuuksia ja yhtalaisyyk-
sid. Vertaileva tutkimus voi olla teoriaa testaava, kehittdva tai kuvaileva tutkimus.
Opinnaytety6 on tavoitteeltaan kuvaileva tutkimus, jossa esitetaan tarkka kuvaus tapah-
tumista ja dokumentoidaan ilmididen keskeisid piirteitd. (Saukkonen 2006; Hirsjarvi,
Remes & Sajavaara 2009, 138-139; Menetelmdapolku 2012.)

Tyossa kaytetdaan kvalitatiivista menetelmdsuuntausta, koska tydssa arvioidaan immu-
nohistokemiallisten vérjdystulosten laatua (Menetelmépolku 2012). Tydssa on myods
kvantitatiivisen eli mééarallisen tutkimuksen piirteitd, koska koejérjestelyt ovat ennalta
suunniteltuja ja tuloksien laadullisen arvioinnin havainnollistamisessa kaytetaan taulu-
kointia (Hirsjarvi ym. 2009, 139-140).
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10 TYON EETTISYYS

Opinnaytety6té tekevien opiskelijoiden on hyvé pitdd mielessa tutkimustyon eettisyys jo
tyotad suunniteltaessa ja tulevaa tutkimusaihetta valittaessa. Erityistd huomiota taytyy
kiinnittdd tutkimuksen kohteena olevien henkildiden, henkiltietojen ja naytetietojen
kasittelyyn seka rehellisyyteen tutkimuksen kaikissa vaiheissa. Rehelliseen toimintata-
paan kuuluu lahdetietojen ja lainauksien merkitseminen, toisten tutkijoiden osuuden
huomioiminen, menetelmien tarkka kuvaaminen sek&d tulosten Kriittinen tarkastelu.
(Hirsjarvi ym. 2009, 23-27.)

Opinndytety6 aloitettiin kirjallisen suunnitelman laatimisella ja ty6lle haettiin tutkimus-
lupa. Tydssa kaytettiin rutiinista diagnostiikasta jéaljelle jadneita naytteité eika tyota var-
ten keratty ylimééaraisia naytteitd potilailta. Siksi erillisté lupaa potilailta ei tarvittu nayt-
teiden kayttamiseen. Tyotd varten potilasndytteiden naytenumerot muutettiin juokse-
vaksi numeroinniksi 1-10. N&in néytteita ei pysty yhdistdmaan potilastietoihin. Potilas-
tietoja siséltdvan materiaalin oikeaoppisesta kasittelystd huolehdittiin tyoskentelyn ai-
kana Keski-Suomen sairaanhoitopiirin tietosuojaperiaatteita noudattaen (Tietosuoja
2012).
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11 TYON LUOTETTAVUUS

Tyon luotettavuutta arvioidaan reabiliteetin ja validiteetin avulla. Reliabiliteetilla tarkoi-
tetaan tulosten toistettavuutta joko eri tutkimuksissa tai eri ihmisten toimesta. Validi-
teetti tarkoittaa sitd, vastaako tutkimustulokset esitettyihin tutkimuskysymyksiin. (Hirs-
jarvi ym. 2009, 231-233.)

Tyon reliabiliteettia ja validiteettia lisdd toteutuksen suunnittelu yhdessé patologian la-
boratorion henkilokunnan kanssa hyddyntadmaéllad heidan ammattitaitoaan. Lisaksi suun-
nittelussa apuna kaytettiin aiempia tutkimustuloksia ja patologian laboratorion kaytdssa
olevia tydohjeita. Agarsolublokkindytteet kasiteltiin samalla tavalla potilasndytteiden

kanssa, miké lisdd myos tyon reliabiteettia ja validiteettia.

Tyon naytemaaran, kuusi pleura- ja nelja askitesnaytettd, méaarasi sairaalassa otettujen
pleura- ja askitesnaytteiden maara. Mikroskopoitavia laseja 10 ndytteesta tuli yhteensa
100 kappaletta. Naytemadran kasvattaminen lisdisi tyon luotettavuutta, mutta tyollistisi
patologian laboratorion henkilokuntaa ja opinnaytetyon tekijoitd enemman. Kymmenen
naytteen kasittelemisen ja mikroskopoinnin aiheuttama tyomaard oli sopiva yhteen
opinnaytetyohon. Tyon tulokset ovat yhtendisia aiempien tutkimuksien kanssa ja siksi

ty6 voidaan todeta validiksi.
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12 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

Tyon empiirinen osuus suoritettiin Keski-Suomen Keskussairaalan patologian laborato-
riossa maaliskuussa 2012, viikolla 12 ja osittain viikolla 13. Opinndytetyon suunnitelma
hyvaksyttiin helmikuussa 2012 ja ylilddkéri Teijo Kuopio myonsi sille tutkimusluvan
ajalle 26.3.2012 — 31.5.2013.

Tutkimusmateriaalina kéaytettiin potilasnéytteitd, joista oli tehty patologisanatomista
diagnoosia varten (PAD) tarvittavat tutkimukset. Henkilokunta kerési tahan tyéhon yli-
maardista ndytemateriaalia talteen 19.1- 26.3. vélisena aikana. Néytteet olivat siséltaneet

havaittuja solukappaleita ja niistd oli valmistettu etukateen solublokkivalmiste.

Aluksi keréttyja pleura- ja askitesnaytteitd oli yhteensd 6 kappaletta. Naytteitd saatiin
kaytdnnon tyoskentelyn aikana kaksi kappaletta lisdd ja mydhemmin henkilékunnan
valmistamana ndytemaaré kasvoi vield kahdella kappaleella. Tyén empiirisen osuuden
aikana pleura- ja askitesnaytteité ei saapunut tuoreena patologian laboratorioon. Yhteen-
sé& naytteitd oli 10 kappaletta, 6 pleura- ja 4 askitesnaytetta.

Néytteiden esitiedot koottiin taulukkoon (taulukko 6). Naytteistd valmistettiin agarsolu-
blokki mukailemalla Marian sairaalan agarsoluvalmisteohjetta ja histologinen sek& im-
munohistokemiallinen néytteenkésittelyprosessi suoritettiin Keski- Suomen keskussai-

raalan omien tydohjeiden mukaisesti.



TAULUKKO 6. Naytteiden esitiedot ja fiksoitumisaika

Néyte- | Nayte- | Saapunut | Agarsolu- Fiksoitu- Tietoja ndytteesta
numero | muoto blokki misaika
(pv)

1 Askites 26.3. 28.3. 2 Metastoitunut
adenokarsinooma

2 Pleura 23.3. 28.3. 6 Metastoitunut
adenokarsinooma

3 Askites 11.3. 27.3. 16 Adenokarsinooma

4 Askites 6.3. 27.3. 21 Kystadeno-

karsinooma

5 Pleura 14.2. 27.3. 43 Epailty
adenokarsinooma

6 Pleura 9.2. 27.3. 47 Metastoitunut
adenokarsinooma

7 Pleura 2.2. 27.3. 54 Malignisuspekti

8 Pleura 19.1. 27.3. 69 Ei soluatypiaa

9 Askites 11.4. —* —* Epailty
haimakarsinooma

10 Pleura 13.4. —* —* Epailty duktaalisen
rintakarsinooman-

metastaasi
*Ei tiedossa

Kéytannon tydskentely aloitettiin agarseoksen valmistamisella. Laboratoriossa tyosken-

tely tapahtui itsendisesti opinndytetyon ohjaajien avustuksella. Toiminnassa huomioitiin

steriili toimintatapa kontaminaation vélttdmiseksi. Agarseosta valmistettiin tyéohjeen

mukaisesti kaksinkertainen annos sekoittamalla 4 g:a agarjauhetta 100 ml: an UHP-

vettd. Agarseos kuumennettiin lampdlevylla lasisauvalla sekoittaen. Liuennut seos kaa-

dettiin viiteen muoviseen purkkiin ja seoksen annettiin jaahtya korkit avoinna. Seos oli

juoksevaa noin 50-70 °C:ssa, mutta jahmettyi alle 45 °C:ssa (kuva 5).
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KUVA 5. Agarin valmistaminen (Kuva: Elina Virkkunen 2012)

Seuraavaksi askites- ja pleuranaytteille identifioitiin omat putket. Naytteiden kasittelyyn
kiinnitettiin erityistd huomiota, jotta ndytteet eivét sekoittuisi keskendan. Putket olivat
muovisia ja pyoreépohjaisia, jotta lopullisen nadytemateriaalin irrottaminen putkesta on-
nistuisi mahdollisimman helposti rikkomatta sitd liikaa. Naytteet poikkesivat toisistaan
niitd silmamaéardaisesti tarkastellessa. Toiset olivat verisié ja sakeita, kun taas toiset nayt-
teistd olivat kirkkaampia ja kellertdvid. Naytemaarét olivat myos poikkeavia, sill4 osa
naytteista oli todella niukkoja, mutta siita huolimatta kaikki néaytteet kasiteltiin. Naytetta
kaadettiin putkeen korkeintaan sen puoleen valiin asti. Jos ndyte oli kovin sakea, sekaan

laitettiin hieman 50-prosenttista alkoholia.

Taman jalkeen nayteputket sentrifugoitiin Eppendorf Centrifuge 5702 —sentrifugilla
laboratorion solublokki-ohjeen mukaisesti 5 minuuttia 4000 rpm. Sentrifugointiohjel-
man paatyttyd putket nostettiin varovasti sentrifugista, jotta keskipakoisvoiman avulla

pohjaan painunut solupelletti ei rikkoutuisi. Supernatantti imettiin pinnalta pois pasteur-

pipetin avulla (kuva 6).

KUVA 6. Naytteet ennen ja jalkeen sentrifugoinnin (Kuva: Elina Virkkunen 2012)
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Valmista jahmettynyttd ja jaahtynyttd agarseosta sulatettiin pieni maara kerrallaan juok-
sevampaan muotoon mikroaaltouunissa noin 15 sekunnin ajan 30 °C:ssa. Seos kuumeni
nopeasti, joten oli varottava ylikiehumista. Tydohjeen mukaan liian kuuma agar-seos
hairitsee immunohistokemiallisia varjayksia, koska liika kuumuus tuhoaa vasta-aineiden
kiinnittymiskohtia eli epitooppeja. Ennen agarin lisddmista naytteeseen varmistettiin,

ettd seos on hieman jaéhtynytta.

Putkessa olevan solumateriaalin paalle lisattiin 4-5 tippaa agaria ja solususpensiota se-
koitettiin pasteur-pipetin avulla. Agarseos jahmettyi nopeasti, joten tydskentelyn tuli
tapahtua ripeésti. Agarseosta voitiin lammittaa tarvittaessa uudelleen. Jos néyte oli pak-

su tai verinen, agaria lisattiin reilummin.

Agarseoksen sekoittamisen jélkeen néyteputket siirrettiin ja&kaappiin viilentymaan.
Suositus oli, ettd putket ovat jadkaapissa vahintaan 30 minuutin ajan. Téssa tydssa put-
ket olivat kylmésséd 60 minuuttia. Kylmakasittelyn jalkeen jahmettynyt agarsolunappi
pyrittiin saamaan putkesta pois putkesta mahdollisimman ehjané. Pasteur-pipettia kay-
tettiin apuna agarsolunapin irrotuksessa. Pipetin avulla saatiin putken pohjalle ilmaa,
jolloin nappi irtosi putkesta helpommin. Paksuihin ja runsaisiin agarsolunappeihin teh-
tiin aluksi viilto putkessa ja poistettiin sitten pinsettien avulla. Nappi poistettiin putkesta

naputtelemalla sitd poydan pé&éll& olevan sellun péalle tai suoraan ndytekasetin péélle.

Agarsolunappi leikattiin noin 2-3 millimetrin paksuisiksi siivuiksi kertakayttoterallisella
veitselld pinsetteja apuna kayttden. Ohut solunappi laitettiin kokonaisena naytekasettiin.
Koska naytemateriaali voi esiintyd runsaampana putken pohjalla sentrifugoinnin vuoksi,
naytesiivut leikattiin ylhaalta alaspéin, jotta naytteen kokonaisvaltainen koostumus tulisi

paremmin esille (kuva 7).

_—
o

KUVA 7. Siivutettu agarnappi naytekasetissa (Kuva: Elina Virkkunen 2012)
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Eri naytteiden vélilla metallisia vélineitd kéytettiin alkoholissa (50 %) keskindisen kon-
taminaation ehkaisemiseksi. Naytesiivut aseteltiin leikkauspinta alaspéin naytekasetille.
Suljetut ja identifioidut néaytekasetit siirrettiin formaliinia sisaltavaan purkkeihin, jotta
ndytemateriaali sailyisi eikd péasisi kuivumaan (kuva 8). Solublokit laitettiin yoksi au-

tomaattiseen ThermoScientific Exelsior ES -kudoskuljetusautomaattiin.

KUVA 8. Valmiit naytekasetit formaliinissa (Kuva: Elina Virkkunen 2012)

Seuraavana aamuna parafiiniblokkien valmistaminen aloitettiin henkilokunnan ohjeiden
mukaan. Valaminen tapahtui ThermoScientific Microm EC 350-2 -laitteella, jossa sula
parafiini valutettiin ndytteen ympdrille. Kasetin kansi poistettiin ja ndytemateriaali siir-
rettiin leikkauspinta alaspéin valumuottiin. Parafiinid valutettiin automaatista néaytteen
paélle ja naytekasetin pohja siirrettiin valumuotin paalle. Kun nayteblokki jaahtyi, se
irtosi helposti valumuotista (kuva 9). Lopuksi ylimaaréiset parafiinikappaleet poistettiin

kasetin reunoilta lampdlevyn avulla.

KUVA 9. Parafiiniin \./aletut nayteblokit (Kuva: Elina Virkkunen 2012)
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Laboratorion henkilokunta suoritti blokkien leikkaamisen mikrotomilla muun tydsken-
telyn ohessa. Nain tyota varten saatiin laadukkaat leikkeet ja néytelasit. Jokaisesta agar-
solublokista leikattiin yhdeksan naytelasin sarja. Jokaiseen sarjaan lisattiin positiivinen
kontrollileike laboratorion positiivisista kontrolliblokeista. Yksi néytelasi varjéattiin he-
matoksyliini-eosiinivarjayksella. Neljaa lasia kaytettiin immunohistokemiallisissa var-
jayksissa (sytokeratiini 7, sytokeratiini 20, kalretiniini ja TTF-1) ja nelja lasia jai varal-
le. Lasit leikanneen laboratoriohoitajan mielestd leikkaaminen sujui ongelmitta, eika

agarsolublokkien leikattavuudessa ollut eroja.

Néytteista aiemmin tehdyt solublokkivalmisteet ja niista varjatyt naytelasit haettiin va-
rastosta. Solublokeista leikattiin ndytelaseja huomioiden, mit4 varjayksia naytteelle oli

aikaisemmin jo tehty.

Immunohistokemialliseen vérjaykseen menevét leikkeet siirrettiin positiivisesti varau-
tuneille SuperFrost-laseille, jotka pitdvat ndytteen paremmin lasilla kasittelyjen aikana.
Immunohistokemiallisia laseja ei saanut siirtdd lampoélevylle, koska se saattaa vahin-
goittaa antigeeniepitooppeja. Néaytelasit vietiin lampokaappiin (+37 °C), jossa ndytteet

Kiinnittyvat lasille. Naytteiden késittely on kuvattu kuvassa 10.
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PLEURA-JA
ASKITESNAYTTEET
10 kpl
AGARSOLUBLOKKI-
SOLUI_?)LOKK_IVALMISTE VALMISTE
diagnoosia varten o e
. opinnaytetyota varten
valmistetut :
valmistetut
10 blokkia 10 blokkia
HE CK7 CK 20 HE CK7 CK 20
10 lasia 10 lasia 10 lasia 10 lasia 10 lasia 10 lasia
TTF-1 Kalr.* TTF-1 Kalr.*
10 lasia 10 lasia 10 lasia 10 lasia

Yhteensa 100 lasia

*Kalr. = kalretiniini

KUVA 10. Naytteiden kulku

Immunohistokemian puolella tytskentely aloitettiin tekemalla tietokoneella naytelasei-
hin tarrat. Tarrojen avulla ndytteen identifiointi sailyy ja varjayslaite tunnistaa halutun

vasta-ainekasittelyn.

Néytelasit asetettiin ndytekelkkaan ja vietiin Jung Autostainer XL -vérjaysautomaatin
tekemaan parafiinin poistoon ksyleenin ja laskevan alkoholisarjan avulla. Seuraavaksi
naytteille suoritettiin UHP- pesu (3 x 2 min). Mikroaaltouunikasittely (MikroMed T/T
Mega -laite) tapahtui puskuriliuoksessa, jonka tarkoituksena on purkaa fiksaatiossa

muodostuneet ristisillat ajan, pH:n ja korkean lampdtilan avulla (kuva 11).
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KUVA 11. Esikasittelyissa kaytetty MikroMed T/T Mega -laite ja esikasittelymaljat
(Kuva: Elina Virkkunen 2012)

Mikroaaltouunikasittely tapahtui vasta-aineelle optimoidun ohjelman mukaisesti. Nayte-
lasit siirrettiin kannellisiin astioihin, jossa oli naytteesta riippuen EDTA- tai sitraattiliu-
osta. Sytokeratiini 7 —varjayksen lasit laitettiin ME22-ohjelmaan, jossa kuumennus ta-
pahtui eméksisessd (pH 9) EDTA-liuoksessa. EDTA-liuoksessa kasiteltiin myods sytoke-
ratiini 20- ja kalretiniinilasit, mutta ME9-ohjelmassa joka oli kestoltaan lyhyempi. TTF-
1 —lasit laitettiin sitraattiliuokseen (pH6) MS22-ohjelmaan. Ohjelman péatyttyd astiat
nostettiin vetokaappiin jaahtymaan liuoksessaan ilman kantta. Kun lasit olivat jaahty-

neet noin 20 minuutin ajan, niille tehtiin uudelleen UHP- huuhtelu (3 x 2 min).

Immunohistokemian vérjays suoritettiin LabVisionin Corporation- varjdysautomaatilla
(kuva 12). Varjayksessa kaytettavat reagenssit ja vasta-aineet laitettiin etukateen laittee-
seen. Laitteen alapuolella kanistereissa olivat huuhteluissa kaytettavat UHP -vesi ja PBS

-livos (sisaltdd TWEEN 20-liuosta) seké tyhjat kanisterit jatettd ja ongelmajatetta var-

ten.

KUVA 12. LabVision Corporation -vérjaysautomaatti (Kuva: Elina Virkkunen 2012)
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Vasta-aineet laimennettiin tydohjeen mukaisesti Ultra Ab diluentilla ja liséksi laittee-
seen laitettiin HRP-, vetyperoksidi-, pre- ja post- blocking liuokset, negatiivinen kont-
rolliliuos ja merkkiaineena kéytetty kromogeeni DAB (kuva 13). Kun kone oli hyvak-
synyt laitetut reagenssit, naytelasit siirrettiin automaatin naytekampoihin ja kdynnistet-

tiin varjaysohjelma.

KUVA 13. Testauksessa kaytetyt vasta-aineet ja DAB-merkkiaine (Kuva: Elina Virk-
kunen 2012)

Kun immunohistokemian automaatti oli suorittanut varjayksen, naytelasit siirrettiin ta-
kaisin kelkkoihin ja vietiin Jung Autostainer XL- varjdysautomaattiin tumavarjaykseen.
Tumavérjdys tapahtuu Mayerin hematoksyliinilla tydohjeen mukaisen laimennussuh-
teen mukaisesti. Varjays tapahtui UHP- vedella laimennetulla Mayerin hematoksyliinil-
la (1:1). Lopuksi lasit siirtyvat nousevan alkoholisarjan kautta ksyleeniin. Naytelasit

paallystettiin peitinlaseilla Pertex-liiman avulla Leica CV 5030 -p&allystysautomaatilla.
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13 MIKROSKOPOINTI JA TULOKSET

Sairaalasolubiologi Reino Pitk&nen antoi opastuksen immunohistokemiallisesti varjatty-
jen naytelasien tulkintaperiaatteisiin. Mikroskopointi tapahtui itsendisesti muistiin-

panoja tehden. Lopullinen tulosten arviointi tehtiin yhdessé ohjaajan kanssa.

Mikroskopoinnin tulokset Kirjattiin jokaisen naytteen kohdalla arviointilomakkeeseen.
Arviointilomakkeeseen merkittiin ndytenumero, ndytemuoto ja solublokista tehty diag-
noosi, jos se oli tiedossa. Vérjaystuloksen ollessa positiivinen, varjaytyminen arvioitiin
kvalitatiivisesti plusmerkein (+/++/+++) varjaytyvyyden mukaan. Negatiivinen tulos ei
sisdltanyt varjaytyneitd soluja ja tulos merkittiin nollana (0). Liséksi havaintoja kirjattiin

ylos mikroskopoinnin aikana.

Jokaisessa varjayserassa oli mukana positiiviset kontrollit kullekin antigeenille seké
yksi negatiivinen kontrolli, joilla kontrolloitiin menetelman toimivuus. Nama tarkastet-
tiin aina ndytteiden mikroskopoinnin yhteydessa, eiké niissd ollut ongelmia. Kuvassa 14
nékyy sytokeratiini 20 —varjaykselld vérjatty positiivinen kontrollileike. Kontrolliku-
doksena on paksusuolen limakalvoa. Kuvia varjatyista nayteleikkeista ei ole késitelty,
vaan ne on liitetty opinndytetydhon alkuperdisind. Kaikki kaytetyt kuvat on otettu sa-
malla suurennuksella (200x) vertailun yhtenevaisyyden tukemiseksi. Luotettavaa tilas-
tollista analyysia ei voida tehdd néytteiden véhdisen maaran takia. Mikroskopoinnin

tulokset taulukoitiin antigeenikohtaisesti vertailun helpottamiseksi.

KUVA 14. Sytokeratiini 20:n positiivinen kontrolli (200x): paksusuolen limakalvo
(Kuva: Reino Pitkdnen 2013)
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13.1. Sytokeratiini 7 ja 20

Kaytetyistd antigeeneistd (taulukko 7) sytokeratiini 7:n kohdalla mikroskopoinnin tu-
lokset ovat kaikkein yhtenevaisimmat. Kahden ndytteen kohdalla on selvé ero varjayty-
neiden solujen laadussa. Kuvassa 15 nékyy naytteen numero 2 varjaytyminen sytokera-
tiini 7:11& alkuperéisessa solublokkindytteessa ja valmistetussa agarsolublokkindytteessa.
Kuvasta 15 huomataan, ettd solublokkindytteessd on positiivisia soluja huomattavasti
enemman kuin agarsolublokkindytteessé ja varjayksen voimakkuus on heikompi agarso-
lublokkinéytteessd. Kuvassa 16 nékyy ndytteen numero 7 vérjaytyminen sytokeratiini
7:114 solu- ja agarsolublokkindytteessa. Vaikka agarsolublokkindytteessa nékyy positii-
visia soluja véhemman yhdessé nakokentéssa, positiivisia soluja on tarpeeksi arvioimis-
ta varten ja ne ovat varjaytyneet yhtd voimakkaasti kuin solublokkindytteessa. Pisim-
paan fiksatiivissa olleen naytteen numero 8 vérjaytyvyytta agarsolublokkivalmisteesta

ei pystytty arvioimaan ollenkaan solujen hajoamisen takia.

TAULUKKO 7. Sytokeratiini 7 —vérjays solublokki- ja agarsolublokkindytteissa

CK7
Néytenumero | Fiksoitumisaika (pv) | Solublokki | Agarsolublokki
1 2 +++ +++
2 6 +++ +
3 16 +++ ++
4 21 +++ +++
5 43 +++ +++
6 47 +++ ++/+++
7 54 +++ +++
8 69 ++ —*
9 —kk ++ ++
10 — Rk +++ +

*Nayte liian hajonnut arvioitavaksi

**Ej tiedossa
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15. Naytenumero 2 (200x): vasemmalla sytokeratiini 7 —positiivinen solublok-

KUVA
kindyte ja oikealla sytokeratiini 7 —positiivinen agarsolublokkindyte (Kuva: Reino Pit-
kénen 2013)

KUVA 16. Naytenumero 7 (200x): vasemmalla sytokeratiini 7 -positiivinen solublokki-
néyte ja oikealla sytokeratiini 7 —positiivinen agarsolublokkindyte (Kuva: Reino Pitké&-
nen 2013)

Sytokeratiini 20 kohdalla vain yksi alkuperdisista solublokkinéytteista oli hieman posi-
tilvinen, vastaava agarsolublokkindyte ei varjaytynyt ollenkaan. Sytokeratiini 20:t&
esiintyy ruuansulatuskanavan ja suolen epiteelisoluissa. Tyossé ei ollut ndytteita sytoke-
ratiini 20 -positiivisilta alueilta. Virheellisia positiivisia tuloksia ei syntynyt agarsolu-
blokkimenetelmalla sytokeratiini 20:t4 testattaessa. Kuvassa 17 nékyy naytteen numero

7 negatiivinen varjaystulos sytokeratiini 20:114.
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TAULUKKO 8. Sytokeratiini 20 —varjays solublokki- ja agarsolublokkinéytteissa

CK 20
Néaytenumero | Fiksoitumisaika (pv) | Solublokki | Agarsolublokki

1 2 0 0

2 6 0 0

3 16 0 0

4 21 0 0

5 43 + 0

6 47 __kkk e
7 54 0 0

8 69 0 —*
9 ek 0 0
10 R 0 0

*Nayte liian hajonnut arvioitavaksi, **Ei tiedossa

***Naytteestd ei méaaritetty tata antigeenia

KUVA 17. Naytenumero 7 (200x): sytokeratiini 20 —negatiivinen agarsolublokkinayte
(Kuva: Reino Pitk&nen 2013)

13.2. Kalretiniini ja TTF-1

Kalretiniinin ja TTF-1 kohdalla tulokset olivat poikkeavia. Kalretiniinin kohdalla (tau-
lukko 9) solublokkinaytteistad positiivisia oli 6 kappaletta ja agarsolublokkinéytteista

positiivisia oli 2 kappaletta. VVain toisen positiivisen ndytteen kohdalla varjaytyminen oli
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saman vahvuista. Toisen kohdalla varjaytyvyys oli heikompaa. Kuvassa 18 nakyy nayt-
teen numero 7 varjaytyvyys kalretiniinilla. Vasemmalla nakyy solublokkinéytteen sel-
kedsti varjaytyneet kalretiniini-positiiviset solut. Oikealla nakyy vain heikkoa vérjayty-
Vyyttd, jota ei arvioitu edes positiiviseksi.

TAULUKKO 9. Kalretiniini-varjays solublokki- ja agarsolublokkindytteisséa

Kalretiniini
Né&ytenumero | Fiksoitumisaika (pv) | Solublokki | Agarsolublokki
1 2 0 0
2 6 +++ 0
3 16 +++ 0
4 21 ++ +
5 43 0 0
6 47 0 0
7 54 +++ 0
8 69 + —*
9 —x* ++ 0
10 —** +++ +++

*Nayte liian hajonnut arvioitavaksi, **Ei tiedossa

KUVA 18. Naytenumero 7 (200x): vasemmalla kalretiniini-positiivinen solublokkinayte

ja oikealla kalretiniini-negatiivinen agarsolublokkinayte (Kuva: Reino Pitkdnen 2013)

Taulukosta 10 nakyy, ettd solublokkinéytteista kolme oli TTF-1 positiivisia ja agarsolu-
blokkinaytteista kaksi oli TTF-1 positiivisia. Tyén otoskoko oli tassa kohdassa pieni,

mutta tulokset parempia kuin kalretiniinilla. Kuvassa 19 nakyy naytteen numero 7 var-
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jaytyminen TTF-1:11a solu- ja agarsolublokkinaytteissa. Solujen maaréd agarsolublokki-
néytteessa on vahaisempi kuin solublokkindytteessa, mutta varjaytyminen on yhté voi-
makasta kummallakin naytteen valmistustekniikalla. Naytteen 10 kohdalla varjaytymi-
nen oli epéspesifistd. Naytteessd 10 solujen sytoplasma oli vérjaytynyt voimakkaasti,
vaikka varjaytymisen olisi pitdnyt kohdentua solun tumaan. Kontrollindyte oli varjayty-

nyt normaalisti eli varjaysmenetelma oli toiminut oikein.

TAULUKKO 10. TTF-1 -vdrjays solublokki- ja agarsolubokkindytteissa

TTF-1
Néytenumero | Fiksoitumisaika (pv) | Solublokki | Agarsolublokki

1 2 0 0

2 6 0 0

3 16 0 0

4 21 0 0

5 43 +++ +++
6 47 +++ 0

7 54 +++ +++
8 69 0 —*
9 —** 0 0
10 T wwx wwx

*Nayte liian hajonnut arvioitavaksi, **Ei tiedossa

***Naytteessa epaspesifinen varjaytyminen

KUVA 19. Naytenumero 7 (200x): vasemmalla TTF-1 —positiivinen solublokkindyte ja
oikealla TTF-1 —positiivinen agarsolublokkindyte (Kuva: Reino Pitkanen 2013)



50

14 TULOSTEN TARKASTELU JA POHDINTA

Opinndytetyon tarkoituksena oli tutkia agarsolublokkimenetelmalla valmistettujen néyt-
teiden immunohistokemiallista varjaytyvyytta vertaamalla niitd kdytdssa olevalla solu-
blokkimenetelmalla valmistettuihin naytteisiin. Tyossa kuudesta pleurandytteesta ja
neljasta askitesnaytteestd valmistettiin agarsolublokkivalmiste. Pleura- ja askitesnaytteet
olivat alkoholifiksoituja. Mahdollisuutta tuorenéytteiden kasittelyyn ei tullut laborato-
riotyoskentelyn aikana. Naytteistd tehtiin HE-varjdys morfologian tarkastelemiseksi ja
paikannettiin nelja antigeenid (sytokeratiini 7, sytokeratiini 20, kalretiniini ja TTF-1)

immunohistokemiallisilla varjayksilla.

Lopputuloksia tarkasteltaessa yhdessé sairaalasolubiologi Reino Pitkdsen kanssa, kavi
ilmi, ettd tulokset olivat yhtenevaisimmat sytokeratiini 7:n kohdalla. Kalretiniinin ja
TTF-1:n kohdalla tuloksissa oli enemman poikkeamia. Sytokeratiini 20 on negatiivinen
tyossd kéytetyissd pleura- ja askitesndytteissa. Sytokeratiini 20:n vérjaystulos tukee
agarsolublokkimenetelman toimivuutta. Aiemmin tehdyissd opinndytetdissa on tehty
sytokeratiinien ja kalretiniinin kohdalla samansuuntaisia havaintoja. Sytokeratiinien

antigeenit kestavat paremmin kasittelyja ja fiksaatiota kuin kalretiniini.

Mikroskopoitaessa huomattiin, ettd usean positiivisen ndytteen kohdalla agarsolublok-
kivalmisteessa nakyi vahemmaén vérjaytyneitd soluja kuin solublokkivalmisteessa tai
naytteesta ei 10ytynyt lainkaan positiivisuutta. Yksikaan negatiivinen solublokkinayte ei
muuttunut positiiviseksi agarsolublokkimenetelmalla. Naytteista oli tehty solublokki-
valmiste ensimmadiseksi laadukkaan sytologisen diagnoosin takaamiseksi. Agarsolu-
blokkivalmisteet tehtiin jaljelle jadneestd ndytteestd, joten solublokki ja agarsolublokki
sisaltavat taysin eri solut, ja siksi ne eivét ole identtisid vertailtaessa. Diagnoosiin tarvit-

tavia soluja ei kaikkien néaytteiden kohdalla ollut enéa riittavasti jaljella.

Osassa naytteista havaittiin taustavarjaytymista. Taustavarjaytymiselle on esitetty useita
eri vaihtoehtoja, kuten esimerkiksi kudoksesta johtuvat tai sen fiksaatioon liittyvéat syyt.
Fiksaatio lisda naytteen hydrofobisuutta. Esikasittely, kaytetty vasta-aine ja endogeeni-
nen peroksidaasi saattavat lisatd taustaa. Useiden vaihtoehtojen vuoksi epéspesifisten
reaktioiden syiden selvittdminen on haastavaa. Syyn selvittdmisessa tulee edetd syste-

maattisesti ja loogisesti. Tarked osa epaspesifisid reaktioita selvitettdessé ovat vérjayk-
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sessd mukana olleet kontrollit. Niiden avulla pystytddn havaitsemaan itse varjadysmene-

telmésté johtuvat ongelmat.

Joidenkin naytteiden kohdalla fiksaatioaika venyi séilytyksen takia pitké&ksi. Pisimpéan
séilytetty ndayte (numero 8) oli fiksoitunut 69 paivad ennen agarsolublokin tekemista.
Tamé ndyte havaittiin mikroskopoitaessa liian hajonneeksi, eika vérjaytymista voitu
arvioida. Toisaalta toiseksi pisimpédéan fiksoitunut ndyte (numero 7) oli fiksoitunut 54
paivéa ja sen kohdalla immunohistokemialliset vérjaykset onnistuivat hyvin. Yleensa

sytologisia ndytteité séilytetddn laboratoriossa noin viikon ajan.

Solublokin valmistaminen siséltéda useita vaiheita, joiden aikana ndytemateriaali saattaa
havitad. Havikin mahdollisuus kasvaa siirrettdessa solumateriaalia kudospussiin, kudos-
kuljetuksen aikana sek& néytemateriaalia poistettaessa kudospussista. Lisdksi néytteen
kasittely pinseteilla saattaa tuhota niitd. Agar suojaa naytetta sitd siirreltdessa histologi-

sen prosessin eri vaiheissa.

Lopputulosta tarkasteltaessa havaittiin agariin valettujen naytteiden kohdalla pienen
solumaarén hajaantuneen laajalle alueelle, mik& hankaloitti mikroskopointia. Kaytetty
agarin maara taytyi suhteuttaa ndytemaaran runsauteen. Agaria ei saa olla liikaa nayttee-
seen verrattuna. Sorvali suosittelee insingorityosséan maaréksi 3-5 tippaa agaria nayt-
teesta riippuen (Sorvali 2005).

Tyossa kaytettiin ndyteputkia muottina agarndyteseokselle. Naytteen poissaanti putkesta
oli haastavaa. Saimme asiantuntija-apua sairaalasolubiologi Marjukka Frimanilta, joka
ehdotti ratkaisuksi agarvalmisteen tekemistd kuoppalevylle nayteputken sijaan. Nain
solut saataisiin tiiviimmaksi ja agarin maarakaan ei paasisi herkésti kasvamaan. Liséksi

agarsolunappi on helpompi irrottaa kuoppalevylta.

Opinnaytetyon aikana otettiin sdhkopostitse yhteyttda HUSLAB:ssa tyoskentelevaan
dosentti Leena Krogerukseen, joka kertoi heidén tdmanhetkisesta toimintatavastaan pa-
tologian laboratoriossa. Laboratoriossa kaytetaan histoblokkimenetelmén (solublokki)
lisaksi agarblokkimenetelméa (agarsolublokki), mutta agarin soluja laajalle levittdva
ominaisuus on vahentdnyt menetelméan kéytt6a varsinkin niukkojen néytteiden kohdalla.
Krogerus kertoi, trombiiniblokkimenetelmaa kaytetddn yhd enemman heilld patologian

laboratoriossa. Trombiiniblokkimenetelmalla solut sijoittuvat tihedmmin lasille.
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Tyota tehdessa perehdyttiin immunohistokemian menetelmiin ja effuusiodiagnostiik-
kaan. Siséltoa ja toteutusta suunniteltiin yhdessé patologian laboratorion henkilokunnan
kanssa. Ty0 sisdlsi kaikki patologian laboratorion osa-alueet sytologisesta néytteesté
histologisen prosessoinnin kautta immunohistokemiallisiin varjayksiin. Haasteena oli
tyén rajaaminen loogiseksi kokonaisuudeksi. Teorian ymmaértaminen vaatii perusteelli-
sen syventymisen aiheeseen koulutusohjelmaan kuuluvien opintojen lisaksi. Teoria ra-
jattiin kasittamaan Keski-Suomen keskussairaalan patologian laboratoriossa kaytossa

oleviin menetelmiin.

Opinnaytetyon tulokset ovat samansuuntaisia aiheesta aikaisemmin tehtyjen opinnéyte-
toiden kanssa. Agarsolublokkimenetelma toimii immunohistokemiallisissa varjayksissa
opinndytetyossa kaytettyjen antigeenien kohdalla. Kyseistd menetelmdd kaytetédén
HUSLAB:n patologian laboratoriossa trombiinisolublokkimenetelman rinnalla (Kroge-
rus 2012). Suokas & Tiihonen ovat tehneet vuonna 2009 opinndytetyon, jossa tuore-
naytteista on tehty trombiinisolublokit. Naytteet on fiksoitu formaliinilla ennen kudos
kuljetusta ja ndin valmistetuilla naytteilla on saatu hyvat tulokset immunohistokemialli-
sissa varjayksissa (Suokas & Tiihonen 2009). Jatkotutkimuksen aiheeksi ehdotetaan
trombiiniblokkimenetelman toimivuuden selvittdmistd immunohistokemiallisissa varja-

yksissa sytologisilla naytteilla.
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