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Tumavasta-ainetutkimuksella (S-ANA Hep-2) on jo pitkdan tutkittu autoimmuunisairauksia.
Se on edullinen, mutta epaspesifi tutkimus, jonka tuloksen tarkentamiseen kaytetddn mo-
nissa laboratorioissa jatkotutkimuksia. Tulosten tulkinta tapahtuu mikroskoopin avulla ja
tulkinta voi taten vaihdella tulkitsijan mukaan. Tutkimuksissa on selvinnyt ettéa hienojakoi-
sen taplikkdan (DFS, dence fine speckled) kuvion esiintyminen ei viittaa potilaalle kehitty-
van autoimmuunisairautta. Hienojakoista taplikastd kuviota on erityisen vaikeaa erottaa
homogeenisesta tumavasta-ainekuviosta.

INOVA Diagnostics -yhtid on kehittdnyt immunologisen ELISA menetelm&an perustuvan
maarityksen DFS-70. Maarityksella mitataan potilaan seerumindytteessd mahdollisesti
olevat DFS70 antigeenia vastaan olevat vasta-aineet. Tama olisi edullinen tapa seuloa
mikroskoopilla vaarin positiivisiksi tulkittuja naytteita.

Ty6 tehtiin Yhtyneet Medix laboratorion tiloissa toukokuussa 2012. Tavoitteenani oli testata
Inovan Quanta Lite DFS-70 ELISA testin toimivuutta sek& tutkia, 10ytyyko Yhtyneet Medix
laboratorioiden S-ANA tutkimukseen tulleesta ndytemateriaalista tallaisia DFS70 positiivi-
sia naytteita.

101 analysoidusta potilasnaytteestd 10ytyi 18 naytettd, joissa oli anti-DFS70 vasta-aineita.
Naytteista tehtiin vield jatkotutkimuksena DNA ja ENA -vasta-ainetutkimukset. Naiden vas-
ta-aineiden esiintyminen viittaa autoimmuunisairauteen ja tietyt vasta-aineet antavat tark-
koja viitteitd sairauden nimesta. 18 positiivisesta naytteesta 6:sta I0ytyi joko DNA tai ENA
vasta-aineita.

Tulokset osoittavat sen, ettd menetelma toimii ja vain kokeneet analyytikot tunnistavat DFS
kuvion osasta DFS70 antigeenille positiivisesta naytteesta. Tuloksissa oli kuitenkin sellai-
sia poikkeamia INOVA Diagnostics yhtion omiin tutkimustuloksiin, etta lisdtutkimuksia tarvi-
taan.
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SARD (systemic autoimmune rheumatic disease) has been studied with ANA HEp-2 assay
for decades. It is a cheap but unspecific method, and other methods have been used to
target assays results. However the results may vary by the researcher carrying out the
study. The studies have shown that the presence of DFS (dense fine speckled) pattern
does not mean that the patient will get SARD later on. The purpose of this study was to
find out if there was DFS70 positive serum samples in the S —ANA samples of the United
Medix Laboratories Ltd, Espoo, Finland.

This study was performed in May 2012 at the Immunology Laboratory of the United Medix
Laboratories Ltd. | analysed 101 patient samples with the INOVA Diagnostics Inc. Quanta
Lite reagent package.

There were 18 DFS positive samples among the 101 test samples. These 18 samples
were tested for DNA antinuclear antibodies and ENA extrable antinuclear antibodies as
well. Six samples of 18 had either DNA or ENA antinuclear antibodies. This means that
theses six patients develop SARD later on or they already have the disease.

The results showed that the INOVA Diagnostic Inc. Quanta Lite reagent package works as
it is meant to be. Only a very experienced analyst may determine the presence of DFS
pattern in the microscope.

Keywords DFS, antinuclear antibody
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1 Johdanto

Autoimmuunisairaudet ovat sairauksia, joissa elimistdon puolustusjarjestelmd hyokkaa
kehon omia kudoksia vastaan. Talloin elimistdon on muodostunut autovasta-aineita tai
autoreaktiivisia soluja esimerkiksi virusinfektion seurauksena. Autoimmuunisairauksia
on kahdenlaista tyyppia. Toiset sairaudet vaikuttavat yhdessa kohde-elimessa, kun
taas toiset sairaudet vahingoittavat koko elimist6a. Monesti autoimmuunisairaudet kui-
tenkin ovat naiden kahden tyypin valimuotoja. Sairaus voi alkaa elinspesifisena ja ede-

tessaan muuttua koko elimistda vahingoittavaksi. (Dorresteyn Stevens 2003: 213-215.)

Systeemisten autoimmuunisairauksien tutkimisessa on kaytetty jo pitkddn S -ANA-
tutkimusta (serum antinuclear antibody) (Mariz ym. 2011). Menetelmassa naytteen
vasta-aineet kiinnitetdén substraattilasilla olevan HEp-2 solulinjan soluihin ja kiinnitty-
neet vasta-aineet osoitetaan FITC-konjugoiduilla antihumaani IgG:lla epésuoralla im-
munofluoresenssitekniikalla. Fluoresenssimikroskoopilla tarkasteltaessa solussa nakyy
fluoresoiva kuvio, mikali potilaalla on vasta-aineita tuman osia kohtaan. Tiettyjen kuvi-
oiden on todettu viittaavan eri sairauksiin, kuten esimerkiksi homogeeninen kuvio viit-

taa SLE:een (systemic lupus erythematosus).

Hienojakoista téplikasta (dense fine spekcled, DFS) kuviota on todettu esiintyvan vain
systeemisten autoimmuunisairauksien suhteen terveilla ihmisilla (Mariz ym 2011). Eri
vahwvuisia kuvioita voi ilmeta myo6s |d&keainereaktioissa. Tallainen vaara positiivinen
tulos vaikeuttaa potilaan diagnoosia ja saattaa aiheuttaa turhia hoitotoimenpiteitd ja
psyykkista stressia potilaalle ja hoitavalle yksikolle (Fritzler 2011)

DFS-kuviosta (hienojakoisesta taplikkdasta) on maaritelty antivasta-aine DFS70, jonka
ilmeneminen kuvion yhteydessa viittaa siihen, etta potilaalle ei kehity autoimmuunia
reumasairautta (Mariz ym. 2011). Opinnaytetydssa on tarkoitus selvittda, 16ytyyko Yh-

tyneet Medix laboratorioiden naytemateriaalista téllaisia naytteita.

DFS-70 tutkimus on INOVA Diagnostics —yhtion uusi maaritys, jonka avulla tumavasta-
aine seulonnan tuloksia voidaan tarkentaa. DFS-70 on immunologinen ELISA —
maaritys, jonka loppuvaiheessa substraatin lisayksen jalkeen vari mitataan spektrofo-

tometrisesti ja absorbanssin avulla vastaus lasketaan laskukaavalla.



S -ANA tutkimuksen jatkotutkimuksena kaytetaan tavallisesti S -DNAAD ja S -ENAAD
tutkimuksia. Ne ovat analysaattorilla tehtéavat FEIA menetelmdan perustuvat tutkimuk-
set. Tutkimukset voidaan suorittaa myds ilman S -ANA tutkimusta. DNA- vasta-
ainemaaritys kertoo SLE:n etenemisestd. Matalia pitoisuuksia voidaan |0ytdd myos
muista autoimmuunisairauksista seké terveista henkildistd. ENA-vasta-ainemaaritys
osatutkimuksineen antaa viitteitd autoimmuunisairauden nimesta, esimerkiksi SLE,
Sjogrenin sydrooma ja MCTD (mixed connective tissue disease) voidaan tunnistaa
taman tutkimuksen avulla. DFS-70 tutkimus olisi hyvé lisd poistamaan vaaria positiivi-
sia tuloksia, jotta kaikille S -ANA tutkimuksesta positiivisiksi saaduille naytteille ei tarvit-
sisi tehd& useita jatkotutkimuksia. Tutkimus myds selittda tilannetta, jossa tumavasta-
ainetulos on positiivinen, mutta liukoisia tumavasta-aineita tai DNA-vasta-aineita ei
potilaan seerumissa ole. Kun terveiden potilaiden vaarat positiiviset tulokset saadaan
seulottua pois DFS-70 maarityksella, tehdddn muut vasta-ainemaaritykset vain niille

potilaille, joille ne todella tarvitsee tehda.

Tybsséni esiintyy monia samankaltaisia kasitteita, jotka tulevat ilmi tekstia lukiessa.
Olen kuitenkin kerannyt tarkeimmaét kasitteet ja niiden selitykset ensimmaéiseen liittee-
seen Termistd helpottaakseni lukijaa ymmartamaén kirjoitusasultaan samannakoisten

termien erottamista toisistaan.

2 Opinnaytetyon tarkoitus

Tyo6ni aiheena on arvioida INOVA- valmistajan DFS-70 ELISA-menetelman toimivuutta
ja DFS-70 maarityksen soveltuvuutta positiivisten tumavasta-aineldydosten jatkotutki-
mukseksi. Talla pyritddn poistamaan vaarin positiiviseksi tulkitut tulokset, jotka aiheutu-
vat siitd, kun DFS-kuvio sekoitetaan mikroskopoitaessa homogeeniseen tai homo-
geenisen ja taplikkaan kuvion muodostamaan sekakuvioon tai kun S -DNA ja S -ENA

jatkotutkimukset ovat negatiivisia.

Pyrin vastaamaan seuraavaan kysymykseen opinnaytetyoni puitteissa:
1. Toimiiko reagenssipaketti valmistajan osoittamalla tavalla?
2. Onko kayttamassani naytemateriaalissa DFS70 positiivisia ndytteita?
3. Miten hyvin DFS70 positiiviset naytteet pystytdan havaitsemaan S -ANA tutki-

muksessa?



3 Menetelmét

S-ANA menetelmaa on kaytetty jo pitkdan autoimmuunisairauksien diagnostiikassa
(Friztler 2011). Positiivisia tuloksia on tutkuttu DNAAb ja ENAAb menetelmilla tarken-
tamaan hoitovastetta ja taudin ennustetta. Taudin edetessé kuvion tai titterin muutokset
tai uusien vasta-aineiden ilmaantuminen kertovat taudin kulusta (Kurki 1992, Laaketi-

teellinen Aikakauskirja Duodecim).

Kaikki mittausten ohjeet ovat joko Yhtyneet Medix laboratorion tai INOVA Diagnostics —
yhtién laatimia. Osaa ohjeista on hiukan lyhennetty tai jatetty tarkoituksella vaillinaisek-

Si, jotta yrityssalaisuudet eivat paljastu.

3.1 Tumavasta-ainetutkimus S -ANA

S —ANA (serum antinuclear antibody) tutkimus on epasuora immunofluoresenssitutki-
mus. Tutkimuksen periaate on, ettd naytteessa olevat tumavasta-aineet sitoutuvat ob-
jektilasilla kasvatettuihin HEp-2 solulinjan soluihin. Sitoutuneet autovasta-aineet osoite-

taan FITC-konjugoidulla antihumaani IgG —seerumilla.

3.1.1 Suorittaminen

Nayte saapuu laboratorioon yleensa sentrifugoituna ja eroteltuna. Mikali naytetta ei ole
kuitenkaan eroteltu, se erotellaan laboratoriossa. Naytteen ollessa erittdin lipeeminen,
hemolyyttinen tai bakteerikontaminoitunut, sitd ei voida analysoida. Nayte sailyy ana-
lyysikelpoisena jadkaappilampdtilassa (+2 - 8°C) viikon ja pakkasessa (-18°C) pidem-

paan.

Potilasndytteet seké positiivinen ja negatiivinen kontrolli laimennetaan 1:320 laimen-
nuslevylle. Substraattilasit otetaan huoneenlamp66n. Naytettd pipetoidaan substraatti-
lasille 30 pl / lasin kaivo. Lasia inkuboidaan 30 minuuttia kosteassa kammiossa huo-
neenlamma@ssa. Lasi huuhdellaan puskuriliuoksessa ja pestdan ravistelijassa kahteen
kertaan. Tassa vaiheessa on erittain tarkeaa, ettei lasi padse kuivumaan. Lasille pipe-
toidaan konjugaattia 50 pl / kaivo ja sita inkuboidaan pimedssa 30 minuuttia. Taman
jalkeen suoritetaan taas kaksi pesua pesupuskurissa hiukan pidemp&an kuin aikai-

semmin. Pesun jalkeen lasille kiinnitetddn valiainetta (mounting media) ja peitinlasi



asetetaan lasille varoen ilmakuplien muodostamista lasien vliin. Lasia séilytetaan jaa-
kaapissa, kunnes se katsotaan pimeassa huoneessa fluoresenssimikroskoopilla. (Ha-
vana, Marika 2012, Ty6hje.)

3.1.2 Tulosten tulkinta

Nayteprosessista saadaan lasi, jolla ndkyvat positiivinen ja negatiivinen kontrolli seké
potilasndyte laimennettuna 1:320. Néaytteen titraamisella eli laimentamisella pyritaan
Ibytamaan laimein naytepitoisuus, jossa tulos on selkedsti positiivinen. Lasi katsotaan
fluoresenssimikroskoopilla pime&dsséa huoneessa. Tulkinnan tekee tulosten lukemiseen
perehdytetty laboratorionhoitaja. Néaytteen ollessa positiivinen, suoritetaan suoraan
kaksi seuraavaa jatkolaimennusta 1:1280 ja 1:5000. Epéaselvissa tapauksissa tulkin-

nassa auttaa tutkimukseen perehtynyt [aakari.

Vastauksessa mahdolliset laimennokset ovat 1:320, 1:1280 ja 1:5000. Ensimmaisella
laimennoksella negatiiviseksi tulkitusta naytteesta ei tarvitse tehda pienempid laimen-
noksia. Se vastataan negatiiviseksi <320 laimennoksella. Naytteen positiivisuuden
voimakkuus merkitddn yhdellad tai kahdella + -merkilla. Positiivisesta naytteesta teh-
daan kaksi seuraavaa laimennosta. Tulos vastataan sen titterin voimakkuuksisena,
joka on ollut vield selkeasti tunnistettavissa positiiviseksi. Esimerkiksi, jos naytteessa
nakyy homogeeninen kuvio laimennoksessa 1:320, tehddan uudelle lasille samasta
naytteesta laimennokset 1:1280 ja 1:5000. Mikali homogeeninen kuvio ndkyy 1:1280
laimennoksessa, mutta ei 1:5000 laimennoksessa, tuloksen titteriksi laitetaan 1280 ja
kuvioksi homogeeninen. Mikali kuvion vahvuus on 1:5000 titterissa vield ++ voimak-

kuuksinen tulos merkitadn >5000.

Tutkimuksessa mahdollisesti ilmi tulevia kuvioita on useita. Naytteesta vastataan, onko
varjayskuvio jokin néista neljasta yleisimmasta:

1. Homogeeninen

2. Téaplikas

3. Sentromeerinen

4

Nukleolaarinen

Liséselvityksené voidaan vastata myds muita selkeasti tulkittavissa olevia kuvioita.



Tassé on esitetty opinnaytetydn kannalta oleellisimmat kuviot kuvina. Jokaisen kuvan
alapuolella on selitys siitd, mik& kuvio kuvassa nakyy ja mihin autoimmuunisairauksiin

kuvion esiintyminen potilasnaytteessa voi viitata.

©A.R.Karim

Kuvio 1. Homogeeninen tumavasta-aine kuvio (University of Birmingham 2013)

Homogeeninen kuvio on varjannyt koko solun tasaisesti. Jakautuvassa solussa kro-

mosomit varjaytyvat voimakkaasti. Kuvion esiintyminen viittaa yleensé SLE:hen.

Sekakuviossa (homogeeninen/taplikads) esiintyy piirteitd sekd homogeenisesta etta
taplikkaasta kuviosta. Mikroskooppindkymassa voidaan ndhdd myos selkeasti kahta

erillista kuviota.
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Kuvio 2. Taplikas tumavasta-ainekuvio (University of Birmingham 2013)

Taplikkaassd kuviossa on selvasti ndkyvissd tummia taplid solun sisélla. Solut ovat
hiukan pesusienimaisen nakdisia. Kuvion esiintyminen antaa viitteitda SLE:sta, Sjogre-

nin syndroomasta tai systeemisesta skleroosista.



©A R Karim

Kuvio 3. Nukleolaarinen tumavasta-aine kuvio (University of Birmingham 2013)

Nukleolaarisia kuvioita on useaa hiukan toisistaan poikkeavaa. Tyypillistéa on kuitenkin
tumajyvasten varjaytyminen. Nukleolaarisen kuvion I6ytyminen viittaa systeemiseen

skleroosiin.
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Kuvio 4. Sentromeerinen tumavasta-aine kuvio (University of Birmingham 2013)

Sentromeerisille vasta-aineille on tyypillista useat hohtavat pisteet solussa, joita on 46
kappaletta / solu.



Kuvio 5. Pisteméainen tumavasta-aine kuvio (University of Birmingham 2013)

Pistemaista vasta-ainekuviota on kahta erilaista sen mukaan, montako hohtavaa pistet-
ta solun sisélla on. Mikali niita on vAhemman kuin kuusi, kuvio viittaa aktiiviin hepatiittiin
ja mikali pisteitd on 6-10, kuvio viittaa Sjogrenin syndroomaan tai SLE:en. Kuvio on
hiukan harvinaisempi kuin nelj paaasiassa vastattavaa kuviota.

(University of Birmingham 2013.)

3.2 DFS-70

DFS-70 maaritys pohjautuu ELISA-menetelmdan. Kuoppalevyn kuoppiin on sidottu
DFS70 antigeenia, johon potilasseerumissa mahdollisesti olevat DFS70 vasta-aineet
sitoutuvat. Sitoutumaton nayte pestaan pois ja sitoutuneisiin vasta-aine — antigeenipa-

reihin liitetddn entsyymileimattua antihumaani IgG:ta. Sitoutumaton leima pestaan pois
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ja etsyymiaktiivisuus mitataan spektrofotometrilla kromogeenisen substraatin lisaami-

sen jalkeen. Mittaus tapahtuu 450nm aallonpituudella.

3.2.1 Suorittaminen

Potilasndytteen tulee olla eroteltua seerumia. Nayte ei saa olla voimakkaasti lipeemi-
nen tai hemolyyttinen, bakteerikontaminoitunut tai lAmpokasitelty. Naytteessa ei myds-
k&éan saa olla silmin ndhtavia partikkeleita. Nayte sailyy analyysikelpoisena jaékaappi-
lampétilassa (+2- 8°C) kaksi vuorokautta ja pidempaan pakastettuna (-20°C). Naytteen

olisi hyvé olla huoneenlampdinen analysoitaessa.

DFS-70 tutkimus on INOVA Diagnostics —yhtion uusi maaritys, jonka avulla tumavasta-
aine seulonnan tuloksia voidaan tarkentaa. Maarityksessa naytelevyn kuoppiin on si-
dottu DFS70 antigeenia. Laimennetut kontrollit ja potilasseerumit lisataan erillisiin
kuoppiin, joissa mahdolliset vasta-aineet DFS70- antigeenille voivat kiinnittyd. Inku-
boinnin jalkeen kiinnittyméaton ndyte pestdédn pois ja entsyymileimattua antihumaani
IgG konjugaattia lisatdén jokaiseen kuoppaan. TAma sitoutuu pimedssa tapahtuvan
inkubaation aikana antigeeni-vasta-aine —komplekseihin, jotka ovat kiinnittyneet kuop-
pien pohjaan. Entsyymileimattu konjugaatti pestdédn pois ja kaivoihin lisatddn kromo-
geeninen substraatti, jonka jalkeen mitataan substraatin muodostama véari spektrofo-
tometrisesti. Potilasnaytteiden tulokset lasketaan kaavalla, joka kayttda hyvaksi heikon

positiivisen kontrollin absorbansseja.

3.2.2 Tulosten tulkinta

Potilasndytteiden absorbanssia verrataan heikosti positiivisen kontrollin absorbanssiin.
Vastaus lasketaan seuraavalla kaavalla: potilaan absorbanssi jaettuna heikon positiivi-
sen kontrollin absorbanssien keskiarvolla kerrottuna 38,9 yksikolla. Tulos vastataan
yksikkdind (units). 38,9 yksikk6d on reagenssivalmistajan ilmoittama kontrollin pitoi-
suus. Tulos on negatiivinen kun laskun tulos on <20 yksikk&d,heikko positiivinen 20-39

yksikkdda, positiivinen 40-80 yksikk6a ja vahva positiivinen >80 yksikkoa.
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3.3 DNA-vasta-ainetutkimus ja tuman liukoiset vasta-aineet (S -DNAAD ja S -ENAAD)

Sekd S -DNAAD ettd S -ENAAb maarityksia kaytetaan tarkentamaan S -ANA mittauk-
sesta saatuja positiivisia tuloksia. Jatkotutkimuspaketti selvitetddn tumavasta-
ainetutkimuksesta saadun kuvion perusteella. Tutkimuksilla selvitetdan tumavasta-
aineiden spesifiteettia, taudin hoitovastetta ja ennustetta. Naita tutkimuksia kasitellaan
hiukan suppeammin kuin aikaisempia, silla nAmé& eivat ole tdman opinnaytetyon kan-
nalta niin tarkeitd. Tassé opinnaytetydossd DFS-70 tulokset tarkastetaan nailla mene-
telmilla. Kyseiset maaritykset tehdéddn Yhtyneet Medix laboratoriot Oy:ssa eivatka ne
sisélly muutoin tdhan opinnaytetydtutkimukseen. Molemmat maaritykset suoritetaan

Phadia 250 -analysaattorilla.

3.3.1 DNA vasta-ainetutkimus (S -DNAAD)

S —DNAADb (deoxyribonucleic acid antibody) on

Fluoroentsyymi-immunomenetelm& (FEIA), jossa mitataan kvantitatiivisesti vas-
ta-aineita kaksisaikeistd denaturoimatonta (natiivia) plasmidi-DNA:ta vastaan
(dsDNA).

(Laboratoriokésikirja, Yhtyneet Medix laboratoriot 2013)

Tutkimuksella selvitetdadadn SLE:n vaikeusastetta. Se saattaa antaa viitteitd muista au-

toimmuunisairauksissa yhdessa muiden tutkimusten kanssa.

3.3.2 Tuman liukoiset vasta-aineet (S -ENAAD)

S —ENAAb (extractable nuclear antigen antibody) tutkimuksen menetelm& on fluo-
roentsyymi-immunologinen (FEIA) menetelmd. Menetelméssd on entsyymileima, joka
pilkkoo substraatin lisdyksen jalkeen substraatista fluoresoivan tuotteen, jonka pitoi-
suutta mitataan. Tutkimukseen kuuluu osatutkimuksia, jotka antavat tarkempia viitteita
autoimmuunisairaudesta, joka voi olla kyseessa. Vasta-aineita on havaittu osassa au-

toimmuunisairauksia.

Mittauksessa suoritetaan ensin seulonta, jolloin kdytossé olevissa kuoppalevyissad on
antigeeneja kaikkiin tutkittaviin vasta-aineisiin. Mikali seulonnassa saadaan positiivinen
tulos, naytteesta suoritetaan tarkka erottelu, jossa maaritetddn erikseen seuraavat vas-

ta-aineet:



U1-RNP
Sm

SS-B (La)
SS-A (Ro)
Jo-I
Scl-70

Sentromeeri
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Taulukossa 1. on esitetty osatutkimuksen kliininen tunnus, antigeenin nimi seka sen

esiintyvyys autoimmuunisairauksissa prosentteina sairastuneista. Taulukko on lainattu

sellaisenaan Pekka Kurjen 1992 Laaketieteellisen Aikakauskirja Duodecimin artikkelis-

ta Tumavasta-aineiden ennustearvo reumataudeissa.

Taulukko 1. Vasta-aineiden esiintyminen eri autoimmuunisairauksissa Kurki, Pekka 1992

Antigeenimolekyyli
tai partikkeli

Vasta-aineiden
esiintyvyys

Natiivi-DNA

Histoni

U1-RNP
Sm
SS-B(La)*)

SS-A(R0O)**)

Jo-1
Scl-70

Sentromeeri

Kaksoiskierteinen
DNA

Histoni H2B-H3A,

H3-H4-kompleksit

Ul-RNP-partikkeli
U-RNP-partikkelit
RNA-proteiini

Ro-RNP-partikkeli

"Histidyl-transfer'-
RNA-syntetaasi
Topoisomeraasi |

19, 80 ja 140 kD:n
kinetokoriantigeenit

50 % SLE:ssa

100 % laadkeaineen
indusoimassa
lupuksessa

100 % MCTD:ssa

20 % SLE:ssa

70 % primaarisessa
Sjogrenin
syndroomassa

90 % primaarisessa
Sjogrenin
syndroomassa

> 90 % kongenitaali-
sessa eteis-
kammiokatkoksessa
30 % polymyosii-
tissa

70 % systeemisessé
skleroosissa

70 % CREST-synd-
roomassa

*) Sjogrenin syndrooman B (La) vasta-aineet
**) Sjogrenin syndrooman A (Ro) vasta-aineet
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4 TyOn suorittaminen

Ty6 suoritettiin Yhtyneet Medix laboratorioiden immunologian laboratorion tiloissa tou-
kokuussa 2012. Suorittamiseen kaytettiin heidan omia laitteitaan ja reagenssejaan.

DFS-70 tutkimuksen reagenssit oli toimittanut INOVA Diagnostics —yhtio.

4.1 Naytemateriaali

Tutkimuksessa kaytetyt ndytteet ovat Yhtyneet Medix Laboratorion omia potilasnayttei-
ta, joista on aikaisemmin analysoitu ja vastattu S -ANA —tutkimus ja ne ovat positiivisia
jonkin tumavasta-aineen suhteen. Naytteita oli kerétty pari tutkimusta edeltdvad kuu-
kautta. Naytteet numeroitiin juoksevasti S -ANA tutkimustuloksen kuvion perusteella.
Yritimme saada samanlaisia kuvioita samaan ajoon, jolloin nytteistd saatuja tuloksia
on tulosten tulkintavaiheessa mahdollisimman helppoa taulukoida. Tutkimuksessa ol

kaytettavisséa 105 naytetta.

4.2 Mittausten suorittaminen

Laboratoriossa oli tehty esitutkimus maaliskuussa 2012. Silloin katsottiin muutama poti-
lasnaytte DFS-70 menetelméalld ja todettiin menetelméan toimivuus. Minut perehdytettiin
laboratoriossa tarvittavan laitteiston kayttdmiseen. Perehdyin ty6ohjeeseen, jotta ym-
marrdn sen varmasti oikein ja osaan tehda tarvittavat laimennokset oikein. Suoritin

my0s pipetointiharjoituksia valvotusti ennen tutkimuksen suorittamisen aloitusta.

Numeroin naytteet ja kirjasin taulukkoon juoksevan néytenumeron, aiemmin vastatun
tumavasta-aine kuvion seka titterin. Esimerkki osasta tydstonumerotaulukosta taulu-
kossa 2. Pidin naytteet jaissa ja varoin sulattamasta niitd. Pyrin katsomaan samaa ku-
viota olevat positiiviset naytteet perékkaisiksi, jolloin tulosten tulkinta helpoittuisi. Tau-
lukossa on nahtavilla omissa sarakkeissaan naytteiden pienin laimennos eli titteri, jos-
sa tulos on positiivinen, naytteelle vastattu kuvio sekd antamani tydsténumero. Ensim-
maisen naytteen erottamiseksi muista annoin sille tunnuksen N.1. Nayte haluttiin erot-
taa muista naytteista, koska sita oli kaytetty jo esitutkimuksessa, jossa se oli 16ydetty
DFS70 positiiviseksi. Naytetta paatettiin siksi kayttdd kontrollina kaikissa suorittamis-

sani ajoissa.



Taulukko 2.  Esimerkki naytteiden tyéstbnumeroinnista

Tydstonumero
N.1
2

© 00 N O o b~ W

11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22

Titteri

5000
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
320
1280
320
1280
320
1280
1280
320

Kuvio

Taplikas
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen

Homogeeninen

14

Tein pipetointitaulukot, joihin merkkasin kuoppalevyn numerot ja kirjaimet seka naytteet

oikealle paikalleen. Otin samana paivana ajoon menevat ndytteet sulamaan ajopéivan

aamuna huoneenlamp6oén. Laitoin tydpisteen valmiiksi ja valmistin reagenssit ja pesu-

liuokset valmistajan ohjeiden mukaisesti. Taulukossa 3. on esimerkki toteutuneesta

kontorollien ja naytteiden pipetointikaaviosta ensimmaisesta ajosta.

Taulukossa ruudut kuvaavat kuoppalevyn kuoppia. Kuopan sisélle on kirjoitettu nayte,

joka siina ajetaan. Reunoailla olevat kirjaimet A-H ja numerot 1-12 kuvaavat kuoppale-
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vyyn kaiverrettuja merkint6ja, jotka auttavat hahmottamaan naytteen paikan ja pita-
maan tydskennellessd kuoppalevyn aina samoin péin. Naytteet pipetointiin pystyrivi
kerrallaan kuopasta Al kuoppaan H1, kuopasta A2 kuoppaan H2 ja edeten riville 6 asti
samalla tavalla niin, ettd rinnakkaiset naytteet ovat peréakkain. Kaksi ensimmaista pys-
tyrivia sisaltavat negatiivisen kontrollin (NEG), heikon positiivisen kontrollin (LOW POS)
korkean positiivisen kontrollin (HIGH POS) ja reagenssivalmistajalta saadut kolme rea-
genssipakettiin kuulumatonta positiivista naytetta (AB32, AB44 ja PG24) seké esitutki-
muksessa |0ydetyn positiivisen ndytteen N.1, jota kaytettiin laboratorion omana kontrol-
lina. Lopuissa kuopissa on analysoitavien ndytteiden tydstdnumerot paikoilla joihin ne
on pipetoitu. Sarjan viimeisena naytteena on uudelleen N.1, jolla kontrolloidaan pipe-
toinnin vaikutusta inkubaatioaikaan.Tyhjat ruudut kuvaavat tyhjaksi jatettyja kuoppia

kuoppalevylla.

Taulukko 3.  Pipetointitaulukko kontrollien ja naytteiden pipetoinnista kuoppalevylle 21.5.2012

ajosta 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A NEG  |AB32 3 7 11 15
B NEG  |AB32 3 7 11 15
LOW
C POS AB44 4 8 12 16
LOW
D POS AB44 4 8 12 16
HIGH
E POS PG24 5 9 13 17
HIGH
F POS PG24 5 9 13 17
G N.1 2 6 10 14|N.1
H N.1 2 6 10 14|N.1

Sekoitin sulaneet naytteet Vortexilla ja tein laimennukset ohjeen mukaan 5 pl naytetta
ja 500 pl puskuriliuoksta erillisiin muovisiin koeputkiin, jotka numeroin ndytenumeroiden
mukaisesti. Vortexoin laimennokset uudelleen ennen pipetointia kuoppalevyille. Pipe-

toin 100 pl laimennettuja naytteitd ja kontrolleja kuoppalevylle rinnakkaisina niin, etta
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samaa naytetta tulee kahteen erilliseen kuoppalevyyn. Pipetoin vain puoli kuoppalevya
kerrallaan, jotta inkubaatioajat pysyivat rajojen sallimissa puitteissa. Levya inkuboitiin
peitettyna huoneenlammdssa 30 minuuttia. Inkubaatioajan kuluttua naytteet pestaan
pesupuskurilla Thermo Scientific Wellwash Versa -pesurilaitteella 3 kertaa ja taputel-
laan levy viela kuivaksi. Kaivoihin lisataan 100 pl konjugaattia, jonka annetaan inkuboi-
tua taas puoli tuntia huoneenlamma@ssa. Toisen inkubaation jalkeen suoritetaan saman-
lainen pesu kuin ensimmaiselldkin kerralla ja taputellaan levy kuivaksi imupaperiin.
Kaivoihin lisatddn 100 pl substaattia, jonka jalkeen levya inkluboitiin valolta suojattuna
tummassa rasiassa vetolaatikossa huoneenlamméssé puoli tuntia. Viimeisen inkubaa-
tion jalkeen lisatdan 100 pl reaktion pysayttavaa liuosta, ja kuoppien absorbanssit lue-

taan Labsystems Multiskan Plus -spektrofotometrilaitteella 450nm aallonpituudella.

Kirjasin absorbanssit tietokoneelle ja laskin jokaisen naytteen absorbanssien keskiar-
von. Laskin myos heikon positiivisen kontrollin absorbanssit. Tuloksen kaava on nayt-
teen absorbanssi jaettuna heikon positiivisen absorbanssilla kerrottuna 38,9 yksikélla.

Sydtin tAman kaavan excel-taulukkoon ja laskin naytteiden tulokset kaavalla.

Tein positiivisista tuloksista uudelleen S-ANA maarityslasit, joiden tulokset menivat
tulkittaviksi 1a8kéarille ja kemistille. Mittaukset suoritin valvotusti ohjeiden mukaan ai-
emmassa kappaleessa kuvatulla menetelmalld. DFS70 positiivisista ndytteista labora-

toriossa tehtiin myts DNA ja ENA vasta-ainemaaritykset analysaattorilla.
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4.3 Luottettavuus ja eettisyys

Aluksi naytteiden kasittelysséd naytteilla on potilaiden henkildtunnukset. Minua sitoo
allekirjoittamani vaitiolovelvollisuus. Tutkimustuloksilla ei ole vaikutusta naytteista jo
aiemmin vastattuihin tuloksiin. Tydvaiheessa ja raportissa naytteet on numeroitu juok-
sevalla numeroinnilla, jolloin tutkimuksen aikana néytteen alkupera ei ole tunnistetta-
vissa. Valmiissa tytssa kasitelladn vain néytenumeroita. Potilaiden lupaa naytteiden

kayttoon ei tarvita, silla kyseessa on uuden menetelman kayttéonottotutkimus.

Koska reagenssivalmistaja INOVA Diagnostics -yhtion mukaan DFS-70 tutkimuksen
tulokset eivét ole lineaarisia samassa suhteessa naytteen laimennokseen, halusimme
varmistaa taman kaytannéssa. Teimme kahdesta lIoytdAmastamme voimakkaasti DFS70
positiivisesta naytteesta laimennossarjat joihin laitoimme laimennokset 1:2, 1:4, 1:8 ja
1:16. Varmistimme, ettd tulokset eivét tosiaan ole lineaariset. Laimennossarjan tulokset
on esitetty kahdessa seuraavassa taulukossa 4 ja 5. YIhaalla on ndytenumero vasem-
massa reunassa kerrotaan laimennokset. Taulukossa esitetdan naytteen rinnakkaisista
ajoista saadut absorbanssit sek& niiden keskiarvot ja DFS- méaarityksen tulos yksikkadi-
na. Lisaksi oikealla on laskennallinen odotusarvo tuloksille, mikali ne laskisivat lineaari-
sesti laimennoksen mukaan. Alareunassa on vieléd absorbanssit ajossa olleelle heikolle

positiiviselle kontrollille, jonka avulla DFS-70 tulokset on laskettu.
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Taulukko 4.  Taulukko 4. Naytteen numero 42 laimennossarjan tulokset

Nayte )
Laimennos sl abs2  ka tulos  laskennallinen odotus
alkuperdinen 1816 1781 18015
102 139 1337 1% 030
L0 L4 0981 1065 oL 15
108 0672 06688 067 30,58
L1 0489 045 04705 15,0
LOWPOS 043 033 0,286
Taulukko 5. Taulukko 5. Naytteen numero 33 laimennossarjan tulokset
3
laimennos  absl  abs2 ka tulos  laskennallinen odotus
alkuperdinen 1,199 122 1209
1:.02 0,862 0,833 f 0,8475 82,1
1:.04 0,486 0,487' 0,4865 57,5
1:08 0,3 0,29r 0,295 33,0

1:16
LOWPOS 0232 0427 0329

Jokaisessa ajossa oli kaytdssa reagenssipakettiin kuuluvat negatiivinen, korkea positii-
vinen ja heikko positiivinen kontrolli. Liséksi kaytimme esitutkimuksessa positiiviseksi
todettua naytettd N.1 jokaisessa ajossa omana kontrollina. Jokainen nayte pipetoitiin
rinnakkaisena kahteen peréakkaiseen kuoppaan paitsi vimeisessa ajossa, johon men-
nessa kontrollien toistettavuus oli todettu ja kuoppalevyn kuopat meinasivat loppua
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kesken. Kontrollien tulokset kerattiin erilliseen taulukkoon ja kemisti tarkasti, etteivat
poikkeamat ole liian suuria rinnakkaisissa pipetoinneissa tai eri ajojen valeissa. Sarjan
sisdista vaihtelua kontrolloitiin pipetoimalla sama ndyte samassa ajossa kahteen eri
kohtaan kuoppalevylla sek& pipetoimalla yksi ndyte useaan kertaan perakkain. Tama
nayte oli tydstdnumeroltaan 32 ja sen tulokset on esitetty taulukossa 6. Taulukossa on
nakyvissa kuopat, joille naytteet on pipetoitu seka laskettu DFS-70 mittauksen tulokset
kahdesta rinnakkaisesta ajosta. Lisdksi on laskettu absorbanssien keskiarvo, keskiha-
jonta (SD) ja CV% seka DFS-70 mittaustulosten keskiarvo, keskihajonta (SD) ja CV%.

Taulukko 6.  Naytteen 32 absorbanssit sarjan sisdisena kontrollina

Nayte 32

Kuoppalevyn paikka Absorbanssi DFS-70 tulos
6G 0,485
6H 0,443 " 54,8
7 A 0,482
78 0,436 54,2
7C 0,618
7D 0,382" 59,0
7E 0,408
7E 0,396 47,5
7G 0,523
7H 0,416 " 55,4
Absorbanssien keskiarvo 0,459
Keskihajonta SD 0,071
Absorbanssien CVV246 15,5
Ajon LOW POS KA 0,3295
DFS-70 KA 54,2
DFS-70 SD 4,2
DFS-70 C\V 26 7,8

Kontrollien tulokset esitetty taulukoissa 7, 8 ja 9. Vasemmalla numeroina ajon numero
sek&d ajossa saatujen rinnakkaisten pipetointien absorbanssit sekd niiden keskiarvot.
Liséksi taulukossa on laskettu aborbanssien keskihajonta (SD) sekd CV% sekd DFS

tulos seka sen keskihajonta ja CV% paitsi heikon positiivisen kontrollin kohdalla.



Taulukko 7. Negatiivisen kontrollin tulokset kaikissa néyteajoissa

NEG

Abs 1 Abs 2 KA DFS tulos
1 0,054 0,059  0,0565 5,8
2. 0,054 0,06 0,057 6,5
3. 0,049 0,051 0,05 49
4, 0,063 ei mitattu 0,063 8,6
5. 0,053 ei mitattu 0,053 6,3

KA kaikist. 0,055375
ABSSD  0,0048088

ABS CV% 8,7
DFS KA 6,4
DFS SD 2,9
DFS CV% 45,0

Taulukko 8.  Korkean positiivisen kontrollin tulokset kaikissa ndyteajoissa

HIGH POS

Abs 1 Abs 2 KA DFS tulos
0,836 0,807 0,8215 84,7
0,824 0,806 0,815 92,8
0,883 0,843 0,863 84,2
0,864 ei mitattu 0,864 117,3
0,767 ei mitattu 0,767 90,6

o krwbdrE

KA kaikista  0,82875
ABS SD 0,036386

ABS CV% 4,4
DFS KA 93,9
DFS SD 13,6

DFS CV% 14,5
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Taulukko 9.  Heikon positiivisen kontrollin absorbanssit kaikissa ndyteajoissa

LOW POS
Abs 1 Abs 2 KA SD CV%
0,459 0,296  0,3775 0,043528 12,6
0,396 0,287 0,3415
0,479 0,318  0,3985
0,243 0,33 0,2865
0,232 0,427  0,3295
KA kaikista  0,3467

o wpdpE

Tutkimuksen kulkua oli harjoiteltu valvotusti. Kaikki kaytettéavat pipetit olivat kalibroituja
valmistajien ohjeiden mukaisesti. Ty6tapa noudatti laboratorion aseptisia ohjeita. Pipe-
tointi suoritettiin rauhallisessa paikassa, jolloin pystyin keskittym&an pipetointiin ja valt-
tamaan inhimillisia virheita. Mikaan kaytetyista liuoksista ei ollut mennyt vanhaksi. Kay-
tetyt laitteistot oli huollettu huolto-ohjelmien mukaisesti, eik& niissa ilmennyt ongelmia

mittausten suorittamisen aikana.

Esitutkimuksessa positiiviseksi |6ydetystd naytteesta N.1 tehtiin useita maarityksia. Se
toimi sisdisend kontrollina jokaisessa ajossa ja yhdessé ajossa sita kaytettiin pipetoin-
nin kontrollina siten, ettd nayte pipetoitiin sarjan alkuun ja loppuun. Taulukossa 10 on
nahtavissa naytteen N.1 tulokset ja paikat kuoppalevyilla kaikissa ajoissa. Lisaksi rin-
nakkaisten naytteiden absorbanssit ja niiden keskiarvo sekéd kyseessa olleen ajon hei-
kon positiivisen kontrollin absorbanssit. Taulukon alareunaan on laskettu DFS-70 tulos-

ten sekd absorbanssien keskiarvo, keskihajonta ja CV%.



Taulukko 10. Naytteen N.1 tulokset kaikissa ajoissa

Nayte N1

Kuoppalevyn paikka Absorbanssi 1 Absorbanssi 2

L1G&1H
2.6G&6H
3164 1H
416& 1H
5 1E&LF
6. 1E&LF

Vastausten KA
)
V%

03/
0,37
0317
03/

0,2
023

55
45
51

0,5
0,201
023
0,253
0,251
0,216

22

Absorbanssienka  LOWPOS1 LOWPOS2 LOWPOSka Vastaus/

0312
0,219
0274
0,3135
0,5
021%

Absorbanssien KA
Absorbanssien SD
Absorbanssien CV%

02%
0,2%
0,3%
0479
0283
023

0,266
0,08
219

045
045
0,287
0318

033
0427

03775
03775
0,3415
0,3985
0,2865
0,32%

321
25
313
306
347
259
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5 Tulokset

105 tutkimusnéaytteesta paatimme yhdessa biokemisti Marika Havanan kanssa jattaa 4
reagenssipaketin naytekuoppien vahyyden takia. Analysoin siis 101 ndytetta. Naista 18
oli positiivisia antigeenille DFS70. Positiivisten joukosta I0ytyi homogeenista, taplikasta,
naiden muodostamaa sekakuviota seka sentromeerista tumavasta-ainekuviota. 18 po-
sitiivisesta naytteesta kuudessa oli 10ydoksené joko DNA-vasta-aineita tai liukoisia tu-

mavasta-aineita, jotka taas viittaavat autoimmuunisairauteen.

Liitteessé 4. Tulosten laskenta, on esitetty taulukkomuodossa kaikki analysoidut nayt-
teet seka niiden tulokset DFS-70 méaarityksessd. Kuten oletettavissa oli, nukleolaari-
sen, sentromeerisen tai pistemaisen kuvion omaavat naytteet jaivat negatiivisiksi yhta
sentromeerista naytetta lukuun ottamatta. Positiiviset naytteet on esitetty alla olevassa
taulukossa 11. Taulukossa on esitetty naytteen S-ANA tuloksen titteri ja kuvio, nayt-
teen tyostonumero seka DFS-70 vastaus ilmoitettuna yksikkdind, jotka on varikoodattu
tutkimisen helpottamiseksi nayttamaan positiivisuuden tason. Taulukossa 12. on esitet-
ty tarkemmat selitykset tuloksen varikoodeille ja yksikkovdlille, jolle tulos ja vérikoodi

ovat voimassa.

Taulukko 11. DFS70 positiiviset naytteet

Tyosténumero Titteri Kuvio DFS-70
N.1 5000 Taplikés 29,5
13 320 Sekakuvio

18 1280 Homogeeninen

26 1280 Homogeeninen

29 320 Homogeeninen

32 1280 Homogeeninen

33 1280 Homogeeninen

40 1280 Homogeeninen

42 1280 Homogeeninen

48 5000 Téplikés

52 1280 Téplikés

70 320 Téplikés

75 1280 Téplikés

77 5000 Téplikés

85 1280 Sentromeerinen

95 320 Sekakuvio

96 1280 Sekakuvio

101 1280 Homogeeninen
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Taulukko 12. DFS-70 tulosten varikoodien selvitys

Tulosten varit
<20 negat.
20-39 Heikko posit.

18 positiivisesta naytteesta 8 oli homogeenista, 6 taplikastd 3 ndiden muodostamaa

sekakuviota seka yksi sentromeerinen. Laimennoksia I0ytyi jokaista vahvuutta paitsi
>5000. DFS-70 tulos oli kolmessa naytteessa heikko positiivinen, viidessa naytteessa
positiivinen ja 10 naytteessé vahva positiivinen. Tarkistimme viela naytteiden kuviot ja
titterit. Osan naytteistad kuvio muuttui, silla tuloksia uudelleen lukeneet 1d&kari ja kemisti
olivat perehtyneet DFS kuvion tunnistamiseen ja he yrittivat tunnistaa DFS-kuvion nayt-
teistd. Osan naytteista titteri muuttui ja yksi téplikkaaksi vastattu nayte olikin uusintatut-
kimuksessa negatiivinen. Nayte oli kuitenkin positiivinen titterilla 320, jolloin se on raja-
arvoinen ja vastaus saattaa olla tulosten lukijasta riippuen hiukan erilainen. Naytteet
ovat olleet kahdesta kuukaudesta kahteen viikkoon pakastettuina ennen uusintatutki-
musta ja se, ettd naytteitd on pakastettu ja sulatettu useaan kertaan analysoinnin aika-
na, voi vaikuttaa tuloksiin. My6s sarjojen valinen vaihtelu seka tulkitsijasta johtuva vaih-

telu vaikuttavat tuloksiin.

Naytteista tehtiin viela S -DNAAb ja S -ENAAb maaritykset, joiden tarkoituksena oli
selvittdd, 16ytyyko naytteistd mitd&n tarkempaan autoimmuunisairauteen viittaavaa tu-
losta. 6 naytteesta 10ytyi. Taulukossa 13. on esitetty DFS70 positiiviset naytteet tydsto-
numeroittain niin, ettéd nakyvilla on myds S -DNAAb ja S -ENAADb tutkimustulokset seka
uusitut S -ANA tulokset.



25

Taulukko 13. DFS70 positiivisten ndytteiden ENA ja DNA vasta-ainetulokset sekd uudet ANA

Titteri

tulokset

Kuvio

5000 Téplikés

320 Sekakuvio
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen

320 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
5000 Téplikés

1280 Téplikés

320 Taplikds

1280 Téplikés
5000 Téplikés

1280 Sentromeerinen

320 Sekakuvio
1280 Sekakuvio
1280 Homogeeninen

Tydstonumero S-ENAAD tulosENA/ENALAU/mI S-DNAAD  S-DNAAD

N.L negative
13 negative
18 negative
26 negative
29 negative
32 negative
33 negative
40 negative
12 negative
48 positive
52 negative
10 negative
75 positive
7 positive
85 positive
% negative
% positive

101 negative

SSA>240; 338 211

SSA 60; SSB 257
SSA>240; 398 146
SentB 4l

SSA above

<10*
0,541U/mi
201U/l
151U/ml
081U/ml
0.71U/ml
381U/ml
1,71U/ml
1,61U/ml
1,11U/ml
081U/ml
0.71U/ml
071U/l
221U/ml
1.81U/ml
091U/ml
41U/l
081U/ml

negative
negative
positive
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative

Kuvio 3L5.

Téplikés

Téplikés
Homogeeninen

DFS

Homogeeninen tai DFS
DFS

Homogeeninen
Tumamembraani
Homogeeninen tai DFS
tplikés

Téplikés

neg

Téplikés

Téplikés
Sentromegringn
Homogeeninen tai DFS
tAplikés tai DFS

DFS

* Tutkittu immunofluoresenssimenetelmalla S —DNANADb, vastauksen yksikko on titteri

Nayteotanta on melko pieni ja positiivisia ndytteita pitaisi tutkia paljon enemman. Lisak-

si ndytteista olisi hyva tutkia DNA ja ENA —vasta-aineet, jotta nahtaisiin, pitddko alku-

perainen teoria paikkaansa, ettd DFS70 vasta-aineita esiintyy vain autoimmuunisaira-

uksien suhteen terveilla inmisilla. DFS-70 tutkimus ja& tarpeettomaksi, mikali tama al-

kuperdinen oletus ei piddkaan paikkaansa. Tutkimustulokset l&hetettiin myds reagens-

sipaketin valmistaneelle INOVA Diagnostics -yhtidlle.

Titteri 3L5.

5000

30
1280
1280

30
1280
5000
1280
1280
5000
1280
<N
1280
1280
1280

30
1280
1280
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6 Pohdinta

S-ANA tutkimus on kuitenkin epatarkka ja vaatii jatkotutkimuksia (Julkunen, Miettinen
2011). Taman tutkimuksen materiaaleilla ei kuitenkaan ole selkedd nayttoa siita, etta
DFS70 antigeenin maarittdminen toisi lisahelpotusta autoimmuunisairauksien diagnos-

tilkkaan.

Mikali tutkimus kaupallistetaan ja otetaan kayttdon laboratorioissa naytteen tutkimusjar-
jestys voisi olla sellainen, ettéd S -ANA tutkimuksessa positiivisesta naytteesta tehtaisiin
jatkotutkimuksena S -ENAADb sekéd DFS-70 tutkimukset. Vaihtoehtoisesti S -ANA posi-
tiivinen, mutta S -ENAAb negatiivinen nayte voitaisiin tutkia DFS-70 maarityksella, jol-

loin tulos helpottaa positiivisen kuvion syyn selvittdmista.

Vaikka potilaita on seurattu ja on todettu ettei DFS kuviota omaaville henkildille kehity
autoimmuunisairautta, ei kuitenkaan ole tutkittu, kuinka kauan potilaat pysyvat terveind
tai onko heilla tavallista vaestda suurempia riskejd sairastua autoimmuunisairauteen.
(Mariz ym. 2011). Mittausta voitaisiin tehd& tumavasta-aine tutkimuksen suhteen nega-
tiivisista naytteista, silla DFS70 antivasta-aineiden esiintyvyys voi viitata muihin saira-
uksiin (Mahler- Hanly - Friztler 2011) Téallaisia tutkimuksia tarvittaisiin, jotta tiedetaan,
koetaanko DFS-kuvion tunnistaminen Kliinisesti tarkeéksi. Talloin myods erittdin koke-
neet mikroskopoijat voivat harjoitella kuvion tunnistamista jo mikroskoopilla, vaikkakin

se on erittdin hankalaa ja vaatii tuekseen DFS-70 maarityksen.

Loppujen lopuksi DFS-70 maaritys toimii moitteettomasti. Tulosten CV% olivat kohtuul-
lisen alhaisia vaikka rinnakkaisissa maarityksissa olikin hieman heittoa. Ainoastaan
reagenssipaketin negatiivisen kontrollin DFS-70 tuloksen CV% oli todella korkea. Kaik-
ki maaritystulokset olivat kuitenkin paljon alle heikon positiivisen tuloksen rajan joka on
20 yksikk6a. Maaritys ei ollut laimennussarjojen suhteen lineaarinen, niinkuin oli luvat-
tu. Reagenssipaketti on kuitenkin vasta kehitteilld, eikd valmistaja ollut ilmoittanut min-
k&anlaisia vaihteluvéaleja kontrolleilleen. Ehk&pa he viela kehittavat niiden koostumusta.
Aika nayttaa, onko tutkimuksella paikkaa Suomessa autoimmuunisairauksien diagnos-

tilkkassa.
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Termisto

DFS-70: Tutkimus, joka suoritetaan ELISA-menetelmalla

DFS70: antigeeni, jolle terveelld ihmisella voi olla autovasta-aineita. Naytteessé olevat

vasta-aineet voidaan osoittaa DFS-70 menetelmalla

DFS: dense fine speckled eli hienojakoinen téaplikas kuvio, jota voi l6ytya S-ANA tutki-
muksen yhteydessd autoimmuunisairautta sairastamattomalta henkiloltd. Tama kuvio
on vaikea erottaa taplikkaasta kuviosta sekd homogeenisen ja taplikkaan kuvion muo-

dostamasta sekakuviosta

S-ANA: (seerumista tehtavd tumavasta-ainetutkimus (Serum antinuclear antibody)
tutkimus, jolla selvitetddn tumavasta-aineita autoimmuunisairausepailyissa. tehdaan
HEp-2 solulinjan soluilla. Mik&li tulos on positiivinen, voidaan fluoresenssimikroskoopin

avulla nahda hohtavia kuvioita.
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Naytteiden tyosténumerot

Titteri Kuvio Tybstonumero
5000 Taplikas N.1
320 Sekakuvio 2
320 Sekakuvio 3
320 Sekakuvio 4
320 Sekakuvio 5
320 Sekakuvio 6
320 Sekakuvio 7
320 Sekakuvio 8
320 Sekakuvio 9
320 Sekakuvio 10
320 Sekakuvio 11
320 Sekakuvio 12
320 Sekakuvio 13
320 Sekakuvio 14
320 Sekakuvio 15
1280 Sekakuvio 16
320 Homogeeninen 17
1280 Homogeeninen 18
320 Homogeeninen 19
1280 Homogeeninen 20
1280 Homogeeninen 21
320 Homogeeninen 22
1280 Homogeeninen 23
320 Homogeeninen 24
320 Homogeeninen 25
1280 Homogeeninen 26
1280 Homogeeninen 27
320 Homogeeninen 28

320 Homogeeninen 29



320
320
1280
1280
5000
5000
1280
1280
1280
5000
1280
1280
1280
320
320
320
1280
1280
5000
5000
5000
1280
1280
1280
320
320
1280
>5000
1280
5000
1280
5000

Homogeeninen
Taplikas
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas

30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
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1280
1280
5000
1280
1280
1280
320
320
320
320
320
320
320
1280
1280
5000
320
320
320
5000
5000
320
5000
1280
320
1280
320
1280
5000
PUUTTUI
PUUTTUI
320

Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Taplikas
Sentromeerinen
Nukleolaarinen
H/N
Sentromeerinen
Sentromeerinen

Nukleolaarinen

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86

Vastattu pelkka titteri, putkessa pistemainen 87

Pistemainen
Pistemainen
Pistemainen
PUUTTUI
PUUTTUI

Sekakuvio

88
89
90
91
92
93

POIS

POIS

POIS
POIS
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320
320
1280
1280
1280
1280
5000
1280
320
320
320
320

Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Homogeeninen
Sekakuvio
Sekakuvio
Sekakuvio

Sekakuvio

94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105
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Toteutuneet pipetointikaaviot kuoppalevyille
21.5.2012 Ajo 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A NEG  |AB32 3 7 11 15
B NEG  |AB32 3 7 11 15

LOW
C POS  [AB44 4 8 12 16

LOW
D POS  [AB44 4 8 12 16

HIGH
E POS  [PG24 5 9 13 17

HIGH
F POS  [PG24 5 9 13 17
G N.1 2 6 10 14|N.1
H N.1 2 6 10 14|N.1
2252012 Ajo 1

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A NEG 18 22 26 30 34
B NEG 18 22 26 30 34

LOW
C POS 19 23 27 31 35

LOW
D POS 19 23 27 31 35

HIGH
E POS 20 24 28 32 36

HIGH
F POS 20 24 28 32 36
G N.1 21 25 29 33 37
H N.1 21 25 29 33 37
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22.5.2012 Ajo 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |NEG 3| 42| 46| 50| 54
B |NEG 3| 42| 46| 50| 54
LOW
c  |pos 39| 43| 471 51| 55
LOW
D  |POS 39| 43| 471 51| 55
HIGH
E POS a0 44| 48] 52| 56
HIGH
F POS a0 44| 48] 52| 56
G |N1 a1 45| 49l B3| 57
H o N1 a1 45| 49l B3| 57
24.5.2012 Ajo 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A |NEG sol 63| 67 71| 75| 102
LOW
B |pos sol 63| 67 71| 75| 102
LOW
¢ |pos 6of] 64 68 72| 76| 104
HIGH
D  |pos 6of] 64 68 72| 76| 104
E N1 61l 65| 69 73] 77| 108
FoooNt 61l 65| 69 73] 77| 108
G 58 62| e6| 70| 74 42| 116
H 58 62| e6| 70| 74 42| 116
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24.5.2012 Ajo 2
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A NEG 79 86 95 99 103 32 33

LOW
B POS 79 87 95 99 103 32 33

LOW
C POS 80 88 96 100 104 32 1:02

HIGH
D POS 80 90 96 100 104 32 1:02
E N.1 81 93 97 101 105 32 1:04
F N.1 82 93 97 101 105 32 1:04
G 78 84 94 98 102 32 32 1:08
H 78 85 94 98 102 32 32 1:08
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Tulosten laskenta

Kontrollien tulokset

NEG
Abs 1 Abs 2 KA SD CV%
0,054 0,059  0,0565 0,004809 8,7
0,054 0,06 0,057
0,049 0,051 0,05
0,063 ei mitattu 0,063
0,053 ei mitattu 0,053
KA kaikista 0,055375

o wpdE

HIGH POS
Abs 1 Abs 2 KA SD CV%
0,836 0,807 0,8215 0,036386 4,4
0,824 0,806 0,815
0,883 0,843 0,863
0,864 ei mitattu 0,864
0,767 ei mitattu 0,767
KA kaikista  0,82875

o wpdpPE

LOW POS
Abs 1 Abs 2 KA SD CV%
0,459 0,296  0,3775 0,08828 25,5
0,396 0,287  0,3415
0,479 0,318  0,3985
0,243 0,33 0,2865
0,232 0,427  0,3295
KA kaikista  0,3467

o wpdE
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Néayte N.1 Vastausten keskiarvo

Nayte N.1

Kuoppalevyn paikka Absorbanssi 1 Absorbanssi2  Absorbanssienka  LOWPOSL LOWPOS2 LOWPOSka Vastaus/!

L1G&IH 0,374 025 032 02% 0459 03 32
2.6686H 037 0,01 0219 02% 0459 035 226
316&1H 0,317 0,232 025 03% 081 035 33
416&1H 0,374 0,253 031% 047 0318 03% 306
5 1E&LF 0% 0251 055 0243 08 0286 3T
6. 1E&LF 023 0,216 021% 02 0421 03% 259
Vastausten KA 295 Absorbanssien KA 0,260
D 45 Absorbanssien SD 0,058
CV% 151 Absorbanssien CV% 219

Laimennossarjat

Nayte )
Laimennos absl abs2 k& tulos  laskennallinen odotus
alkuperdinen 1816 1787 18015
102 139 1337 1363 030
104 1144 0981 1,065 61,15
108 0672 06688 067 30,58
116 0489 045 (04705 1529

LOWPOS 0243 033 02805
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33
laimennos  absl  ahs? ka tulos  laskennallinen odotus
alkuperainen 1,199 122 120%

T 0862 088 087 821
104 0486 0487 04865 575
108 03 02 02% 30

1:16
LOW POS 0232 0427 0,32%



Naytteen 32 absorbanssit ajossa 2 24.5.2012

Nayte 32

Kuoppalevyn paikka Absorbanssi

6G 0,485
6H 0,443
7A 0,482
7B 0,436
7C 0,618
7D 0,382
7E 0,408
7F 0,396
7G 0,523
7H 0,416
Absorbanssien keskiarvo 0,459
Keskihajonta SD 0,071
Absorbanssien CVv%o 15,5
Ajon LOW POS KA 00,3295
DFS-70 KA 54,2
DFS-70 SD 4,2
DFS-70 C\Vv2o 7,8

Liite 2
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DFS-70 tulos

-

-

-

-

-

54,8

54,2

59,0

47,5

55,4

TyGstonumero Absorbanssi 1 Absorbanssi2 Absorbanssienka LOWPOS1 LOWPOS2 LOWPOSka  Vastaus/ Units

Naytteet
2 0,087 0,084
3 0,08 0,087
4 0,001 0,001
5 0,092 0,089
6 0,107 0112
7 0,004 0,007
8 0,087 0095
9 0,098 009"
10 0,082 0,086
1 0,004 0,007
Y 0,069 0,074"
13 0213 0,200
1 0,093 0,099
15 0,088 000"
16 0,065 0074"
17 0,086 0,087
AB3? 0538 0,503
ABYA 134 1,05

PSG24 0,369 0,351

0,085
0,086
0,091

0,0905

0,10%

0,0955
0,001
0,097
0,084

0,095

0,0715
0,207
0,0%

0,09

0,06%

0,0865

0,5205

1,17%

0,36

0,29
0,29
0,29
0,29%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%
0,2%

0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459
0,459

0,3775 88
0,3775 89
0,3775 94
0,3775 93
0,3775 113
0,3775 98
0,3775 94
0,3775 10,0
0,3775 87
0,3775 98
0,3775 14
0,3775 213
0,3775 99
0,3775 93
0,3775 12
0,3775 89
0,3775

0,3775 311



Ajo vaihtuu 18

Ajo vaihtuu 38

19
20
2
2
23
24
25
26
2
28
29
30
3l
32
3

35

36

37

39

41
42

&5 & &

46
47

49
50
51
52
53

%
56
57

1,407
0,092
0,128
0,0%
0,09%
0,106
0113
0,103
0,778
0112
0,09%
0,413
0,125
0,083
0,452
1,339
0,083
0,102

0,09
0,088

0121
0,083
1,019
0,079
1,846
0,074
0,091
0,095
0,104
0,076
1,656
0,086
0,085
0,004
1,323
0,087
0,004
0,078
0,135
0,104

1,402

0,09
01247
0,089
0,006
0111
0115
01047
0724
0112
0,008
031
013
0,087

0,443

1,329
0,085
0,095~
009"
0,089

0133

0,086
1,003
0,086

183
0,083
009"
0,005
0,108
0,081
1602
0,002
0,087
0,005
1,286
0,001
0,007
0,084
0138
0,009

1,4045
0,094
0,126

0,0925

0,095

0,1085
0,114

0,1035
0,751
0112

0,095

0,3615

0,1305
0,085

0,4475
1334
0,084

0,0985

0,09

0,0885

0,127
0,0845
1,011
0,0825
1838
0,0785
0,0905
0,09
0,106
0,0785
1,629
0,089
0,086
0,0945
1,3045
0,089
0,0955
0,081
0,1365
0,1015

0,39
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%
0,3%

0,479
0,479
0479
0,479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479
0479

0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287
0,287

0,318
0,318
0318
0,318
0318
0318
0318
0,318
0318
0318
0318
0,318
0318
0,318
0318
0318
0318
0318
0318
0318
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0.3415 NG00
03415 107
03415 144
03415 105
03415 109
0,3415 124
0,3415 13,0
0,3415 11,8
0.3+ G
03415 128
03415 11,0
03415 AR
03415 149
03415

03415

03415

03415

03415 112
03415 103
03415 101
0,395 124

0 3985 1,7
0,3985 838
0,3985 93
0,3985 10 3
0,3985

0,3985 8,7
0,3985 8,4
0,3985 9,2
0,3985

0,3985

0,3985

0,3985

0,3985 133
0,3985 99
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59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
2
73
74
75
76
m

79

81
82

EIRRX

93

%

a7
%8

100
101
102
103
104
105

0,109
0,105
0,109
0,105
0,109
0,102
0,117
0,098
0,083
0,113

0,08
0,117
0,475

0,09

012
0,119
0,097
0,446

0,08
0,753

0,13
0,095
0,079
0,094 vain yksi
0,111 vain yksi
0,11 vain yksi
0,196 vain yksi
0,079 vain yksi
0,078 vain yksi
0,106 vain yksi
0,093 vain yksi
0,08
0,077
0,484
0,751
0,09
0,09
0,085
0,132
0,918
0,11
0,08
0,088
0,124

0,114
0,113
011
0,104
0,109
0,111
018"
0,092
0,082
0,114
0,087
0,116
0437
0,0%5
0,131
0,12
0,091
0,446
0,091
0727

0,124
0,098
0,082

0,083
0,082
0,425
075
0,096
0,004”
0,086~
0157
0911
011"
0,078"
0,088
0,121"

0,1115
0,109
0,109%
0,045
0,109
0,065
01175
0,095
0,0825
0,1135
0,0835
0,1165
0,456
0,0925
0,1255
0,119
0,004
0,446
0,0855
0,74

0,127
0,0965
0,0805

0,094

0,111

011

0,19

0,079

0,078

0,106

0,093
0,0815
0,07%
0,4545
0,7505
0,0955
0,0945
0,0855
0,1445
0,9145

011

0,079

0,088
0,1225

0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243
0,243

0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232
0,232

033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033
033

0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427
0,427

Liite 2

1 (4)

0,2865 151
0,2865 148
0,2865 149
0,2865 142
0,2865 148
0,2865 145
0,2865 16,0
0,2865 129
0,2865 112
0,2865 154
0,2865 113
0,2865 158
0,2865 [ 610
0,2865 126
0,2865 170
0,2865 16,2
0,2865 128
02865 606
0,2865 116
0,285 RN
0,3295 15,0
0,3295 114
0,3295 95
0,3295 111
0,3295 13,1
0,3295 13,0
0,3295 231
0,3295 9,3
0,3295 92
0,3295 12,5
0,3295 11,0
0,3295 9,6
0,3295 94
0,3295

0,3295 113
0,3295 11,2
0,3295 10,1
0,3295 17,1
0,325 [ N0G0
0,3295 13,0
0,3295 9,3
0,3295 10,4
0,3295 14,5



Liite 2
1(4)

DFS70 —positiiviset naytteet

Titteri

Kuvio

5000 Téplikés

320 Sekakuvio
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen

320 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
1280 Homogeeninen
5000 Téplikés
1280 Tépliks

320 Téplikds
1280 Téplikés
5000 Téplikés

1280 Sentromeerinen

320 Sekakuvio
1280 Sekakuvio
1280 Homogeeninen

Tydstbnumero DFS-T0  S-ENAAD tulosENA/ENALA U/ml S-DNAAD

N1 295negative
13 23negative
18 negative
26 negative
2 negative
32 negative
3 negative
40 negative
12 negative
18 positive
52 negative

10 negative

7 positive

[l positive

8 231 positive

% negative

% positive

negative

SSA >240; SSB 271

SSA 60: 5B 257
SSA >240: SSB 146
SentB 41

SSA ahove

negative
negative
positive
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
negative
positive
negative

Kuvio 31.5.

Taplikés

Taplikés
Homogeeninen

DFS

Homogeeninen tai DFS
DFS

Homogeeninen
Tumamembraani
Homogeeninen tai DFS
tAplikas

Taplikés

neg

Taplikés

Taplikés
Sentromeeringn
Homogeeninen tai DFS
tplikas tai DFS

DFS

Titteri 315,

5000
30
1280
1280
30
1280
5000
1280
1280
5000
1280
<320
1280
1280
1280
30
1280
1280



