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Lymphoma is classified as a large group of malignant neoplastic changes, also known as tumors, that originate
in human lymphatic tissues. Immunohistochemical staining performed in the pathology laboratory, which are
mainly performed by biomedical laboratory scientists, plays a crucial role in lymphoma diagnostics. The quality
of immunohistochemical staining is affected by many factors during the histological process, and it is im-

portant to ensure the high quality of the staining to obtain the correct diagnosis of the patient.

The thesis was done as a development work, in which we designed and implemented a visual guide for the
pathology department of Kuopio University Hospital’s -imaging center to improve the quality control in im-
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of immunohistochemical staining, so that the biomedical laboratory scientists can learn to recognize and com-
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1 JOHDANTO

Lymfooma on ihmisen imukudoksessa alkunsa saava pahanlaatuinen neoplastinen muutos eli kasvain, joka
voi muodostua valkosoluihin kuuluvista B-, tai T-lymfosyyteista (imusolut) tai luonnollisista tappajasoluista.
Valkosoluista kehittyvat lymfoomat ovat imukudoksissa tavallisimpia primaarisia kasvaimia. Lymfooma pitaa
sisalldan suuren joukon neoplastisia muutoksia, jotka eroavat ilmaantuvuuden, taudinaiheuttamiskyvyn ja
taudin syntymisen osalta sekd patologisten ominaisuuksien ja kliinisen lopputuloksen myéta. Ne luokitel-
laan yleisesti Hodgkinin (HL), tai non-Hodgkinin (NHL) lymfoomaksi. Epailtdessa lymfoomaa tutkitaan
imusolmukendyte, jonka edustavuus tarkistetaan patologian laboratoriossa. (Thaina A. ym. 2017; Karjalai-
nen-Lindsberg, Kauppila & Franssila 2021ab; Lehto & Pohjanen 2022.)

Kliinisella patologialla tarkoitetaan sairauksiin liittyvid kudos-, solu- ja elimiston rakenteellisia ja toiminnalli-
sia muutoksia tutkivaa tautioppia. Immunohistokemia on osa patologiaa ja tieteenala, jonka rooli diagnosti-
sessa patologiassa on kasvanut teknologian ja menetelmien kehittyessa ja sita kaytetaan erityisesti apuna
kasvainten diagnoosissa, alkuperan varmistamisessa seka luokittelussa. Lymfooman luokitus perustuu suu-
rimmaksi osaksi immunohistokemian menetelmiin ja erikoistutkimuksiin. Immunohistokemiallinen mene-
telma perustuu spesifiin antigeeni-vasta-ainetunnistukseen. Vasta-aine eli immunoglobuliini on proteiini,
mita muodostuu B-lymfosyyteissa elimiston kohdatessa vieraita rakenteita eli antigeeneja. Antigeeni on
kohderakenne tai molekyyli, jonka vasta-aine tunnistaa ja mika saa aikaan spesifisen immuunivasteen eli
elimistdn immuunipuolustuksen reagoimaan vierasta ainetta vastaan. Vasta-aine sitoutuu solun pinnalla
olevan antigeenin epitooppiin, joka tarkoittaa spesifistd sitoutumiskohtaa. Vasta-aineet voidaan jakaa mo-
noklonaalisiin tai polyklonaalisiin. Naistd monoklonaaliset vasta-aineet ovat spesifisempia tunnistaen ja si-
toutuen vain tietynlaiseen antigeenin epitooppiin, kun taas polyklonaaliset vasta-aineet voivat sitoutua use-
ampaan erilaiseen epitooppiin. (Jokiranta & Seppdéla 2011; Abbas, Lichtman & Pillai 2012, 1, 89; Taylor &
Shi 2014, 1; Karjalainen-Lindsberg, Kauppila & Franssila 2021b; Makinen & Suikkanen 2021abcd; Makinen
& Lehto 2022.)

Immunohistokemiallisilla tutkimuksilla on nykyadan merkittéva rooli diagnostiikassa ja ne voivat suoraan vai-
kuttaa potilaan hoitopolkuun, joten on tarkeda varmistua varjaysten korkeasta laadusta. Laboratoriodiag-
nostiikassa laadulla tarkoitetaan sitd, kuinka hyvin laite tai menetelma suoriutuu tydsta, johon se on suun-
niteltu. Laadunhallintamenetelmilld voidaan varmistua, ettd asiakkaat ja potilaat saavat laadukkainta mah-
dollista palvelua. Immunohistokemiallisten varjaysten laatuun voivat vaikuttaa histologisen prosessin ai-
kana monet tekijat, kuten kudospalan kasittely, kudospalan kiinnitys eli fiksaatio ja prosessointi seka var-
jaysautomaattien toiminta. Kontrollien kdyttamiselld pyritddan havaitsemaan poikkeamat varjdysten laa-
dussa, jotta ne voidaan korjata. (Colley & Stead 2013, 21-27; Dunk 2013, 5-6; Sanderson & Zardin 2013,
435-439; Finas-akkreditointipalvelu, 2015. Suikkanen 2023.)

Immunohistokemiallisissa varjayksissa laatuun vaikuttavina tekijoind ovat myds erilaiset ohjeistukset ja ku-
valliset aineistot, sekd tydntekijoiden perehdytys niiden kdyttamiseen. Kun menetelmdssa kyse on tuloksen
visuaalisesta tarkastelusta, kuvallisen oppaan kayttaminen on tarkeaa oikean lopputuloksen varmista-
miseksi. Oppaan laatimisessa aihe taytyy rajata tarkoituksen mukaisesti niin, etta siina on vain aiheeseen
liittyvat tarpeelliset asiat ja kuvamateriaalit ilmaistuna johdonmukaisessa jarjestyksessa (Kankaanpaa &

Piehl 2011, 295-296). Uuden kuvallisen oppaan tai muun materiaalin paivittamiseen liittyy myds opasta
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paaseen liittyvat toimintatavat ja periaatteet, joilla voidaan vaikuttaa tyontekijan kehittymiseen, sitoutumi-
seen ja ty6hyvinvointiin. Tasalaatuisuuden varmistamiseksi perehdytysprosessi on suoritettava suunnitel-
mallisesti vain kokeneen, ja perehdytysmateriaalin omaksuneen henkilén toimesta. (Eklund 2018, 25-26,
34-36.)

Toimeksiantajana opinndytetydssa on Kuopion yliopistollisen sairaalan kuvantamiskeskuksen patologian
osasto. Opinndytety® toteutetaan kehittdmistyona ja se pitaa sisalladn loppuraportin ja konkreettisen tuo-
toksen tilaajalle. Kehittdmistydn tarkoituksena on tehda kuvallinen opas immunohistokemiallisista varjayk-
sista lymfooman merkkiaineille. Tavoitteena on kehittda bioanalyytikoiden perehdytystd immunohistokemi-
allisten varjaysten laaduntarkkailuun niin, ettd bioanalyytikot oppivat tunnistamaan ja vertaamaan hyvak-
syttdvan varjaystuloksen kontrollindytteistd. Oppaalle immunohistokemiallisiin varjdyksiin lymfooman merk-
kiaineille on tarvetta, silla kdytetyistd vasta-aineista ei ole ollut aiemmin saatavilla perehdytysmateriaalia,

jonka avulla bioanalyytikot voivat tarkastaa varjagamistdan naytteista onnistuneen varjayksen kriteerit.
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2 IMMUNOHISTOKEMIAN HYODYNTAMINEN LYMFOOMADIAGNOSTIIKASSA

2.1  Immunohistokemiallisen menetelman periaate ja kliininen kayttd

Immunohistokemia on menetelma, joka perustuu tiettyjen antigeenien tunnistamiseen kudoksista
ja/ tai soluista hyddyntden antigeenin ja vasta-aineen spesifista sitoutumista toisiinsa. Menetelmissa
pyritdaan siis osoittamaan antigeenin olemassaolo tai sen puuttuminen solu- tai kudosnadytteessa
fluoresenssi- tai pigmenttileimattujen vasta-aineiden avulla. Kaytéssa on suoria ja epasuoria mene-
telmia. Suorassa menetelmdssa primaarivasta-aine on leimattu joko entsyymilla tai fluoresoivalla
leimalla (Kuva 1). Nykyisin immunohistokemialliset varjaykset tehdaan paasaantoisesti epasuoralla
menetelmalld, jossa kaytetdaan entsyymileimattujen sekundaaristen vasta-aineiden ja kohdeantigee-
niin sitoutuneen primadrivasta-aineen yhdistelmaa (Kuva 1). Polymeerimenetelmassa polymeerirun-
koon, joka voi olla esimerkiksi dekstraanirunko, on kiinnitetty sekundaarivasta-aineita ja entsyymeja
kuten piparjuuriperoksidaaseja (HRP) tai alkalista fosfataasia (AP) (Kuva 2). Kyseinen menetelma on
syrjayttanyt aiemmin kaytetyt entsyymireaktioon perustuvat menetelmat, kuten peroksidaasianti-
peroksidaasimenetelmat seka biotiinin sitoutumiseen perustuvat avidiini-biotiinimenetelmat. Vasta-
aineen ja antigeenin sitoutumisen tapahtuessa nayte visualisoidaan varilliselld reaktiolla, jota voi-
daan tarkastella kayttamalla valo- tai fluoresenssimikroskooppia. Immunohistokemiallisessa varjayk-
sessa reaktio visualisoidaan kayttamalla substraattia ja variainetta eli kromogeenia, jolloin vasta-
aineen sitoutumiskohtaan muodostuu mikroskoopilla helposti havaittava varillinen sakka. Entsyymi-
reaktiossa variaine ei sijoitu tarkasti antigeenien paalle, vaan se sakkautuu entsyymien Iahelle. Var-
jayksen intensiteetin mittaaminen ei tuo tarkkaa tulosta, mutta varjayksen voimakkuutta voidaan
arvioida semikvantitatiivisesti suuntaa antavalla asteikolla. Suurin osa immunohistokemian testeista
on kvalitatiivisia eli laadullisia, jolloin varjaystulos tulkitaan vain positiiviseksi tai negatiiviseksi. Ta-
man tyyppiset varjdykset voivat jossain maarin sisaltaa kvalifioinnin positiivisen raja-arvon muo-
dossa. Esimerkiksi yli 10 prosenttia varjaytyneista soluista on osoitus positiivisesta tuloksesta. Se-
mikvantitatiiviset testit tulkitaan pisteytysalueen avulla esimerkiksi 0-3+, joka kuvaa antigeenin il-
mentymistd varjaytymisintensiteetin, -jakauman ja positiivisten solujen prosenttiosuuden avulla. Op-
timaalisessa tapauksessa testit on optimoitu ja kalibroitu vertailukontrollien avulla, joissa antigeenien
ilmeneminen tunnetaan. Nain potilaan varjaytymistulos voidaan sovittaa pisteytysalueelle. (Meri
2011; Jokiranta & Seppala 2011; Abbas, Lichtman & Pillai 2012, 89; Jacobsen, Nielsen, Mdnsson &
Rudbeck 2013, 61; Taylor 2013; Makinen & Suikkanen 2021c; Ventana 2021.)
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Immunohistokemiallisten menetelmien hyvia puolia ovat positiivisen reaktion sailyminen vuosien
ajan ja menetelman pitkalle kehitetty automatisaatio. Rajoitteena menetelmassa on ollut se, etta
voidaan leimata vain yksi merkkiaine kudosleikettd kohti, mika on ongelmallista pienten naytemaa-
rien kasittelyssa. Multiplex-tekniikka eli kaksois- tai monivarjayksen hyédyntaminen immunohistoke-
mian menetelmissa on kehitetty ratkaisemaan ongelmaa ja erityisesti immunohistokemian ja immu-
nofluoresenssin yhteiskaytté on tuonut lupaavia tuloksia mahdollistaen useiden merkkiaineiden sa-
manaikaisen havaitsemisen kudosleikkeestd. Nain saadaan kattavampi tutkimus solujen koostumuk-

sesta, toiminnasta ja vuorovaikutuksesta. Myds tulosten tulkinnassa on paljon variaatiota eri tulkitsi-
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joiden valilla. Immunohistokemiallisiin menetelmiin on tullut parannuksia vuosien varrella, mutta vai-
keudet arvioida kvantitatiivisesti ja objektiivisesti varjayksia hankaloittavat laboratorioiden valista
standardointia. Kaytettdessa samoja reagensseja ja automaatiota, jotka on valmistettu nykyisten
standardien mukaan, osoittavat testit toistettavuutta immunohistokemian laboratorioiden valilla. Ver-
taillessa eri valmistajien reagensseja korostuivat niiden erot analyyttisessa herkkyydessa. Patevyy-
den testausta varten kvantitatiivinen analysointi vastekayrien avulla toimii paremmin kuin subjektiivi-
nen arviointi. (Taylor & Shi 2014, 8; Sompuram, Vani, Schaedle, Balasubramanian & Bogen 2018;
Tan ym. 2020; Makinen & Suikkanen 2021c.)

Immunohistokemian keskeisin kayttdalue on ollut kasvaindiagnostiikassa kasvainten luokittelussa ja
erotusdiagnostiikassa. Sen avulla voidaan arvioida kasvaimien alkuperaa ja rajata mahdollista metas-
taattisen kasvaimen eli etdpesdkkeen lahtdaluetta. Immunohistokemian kayttdalue on kasvanut ja
nykyisin tutkitaan kasvaindiagnostiikassa vasta-aineiden avulla stabiilien antigeenien, kuten solujen
rakenneproteiinien liséksi erilaisia ennustemerkkiaineita. Niiden avulla saadaan tietoa kasvainsolujen
biologisista ominaisuuksista kuten syopa- eli onkogeenien tai kasvunrajoitegeenien mutaatioista ja
solujen proliferaatiosta eli solumaaran kasvusta seka tutkitaan hoitoihin liittyvia merkkiaineita. Hyvat
ennustemerkkiaineet voidaan tulkita negatiiviseksi tai positiiviseksi ja stabiilien ennustemarkkereiden
esiintyvyys pysyy samana huonoissa ja hyvissa muutoksissa, joten kasvaimen erilaistuminen ei vai-

kuta ratkaisevasti varjaystulokseen. (Makinen & Suikkanen 2021abd.)

Erilaistumattoman kasvaimen diagnostiikkaan voidaan kayttaa porrastetusti vasta-aineita, kun halu-
taan saada spesifisempi tulos. Ensimmaisen vaiheen erotusdiagnostiikassa tehddan karkea jaottelu
kasvaimista. Nykyisin 16ytyy paljon tunnettuja vasta-aineita tutkittaville antigeeneille. Vasta-aineista
osa on pan-vasta-aineita, jotka tunnistavat esimerkiksi sytokeratiineja eli saman luokan antigeeneja.
Ndiden pansytokeratiinien avulla voidaan erotella erilaistumattomat karsinoomat esimerkiksi tukiku-
dossydvista eli sarkoomista, imukudossydvasta eli lymfoomasta ja tummasolusydvasta eli mela-
noomasta. Toisen vaiheen erotusdiagnoosissa kdytetdan jo kohdennettuja vasta-aineita epaillyn kas-
vaimen mukaan. N&in saadaan lopulta tarkempi luokitus ja spesifisempi diagnoosi kasvaimiin, kuin

pelkastadn morfologisen arvioinnin perusteella. (Makinen & Suikkanen 2021bd.)

2.2 Nayteprosessi immunohistokemian laboratoriossa

Immunohistokemian prosessi alkaa jo koepala- ja leikkausvaiheessa, jolloin kudokset siirretdan fik-
satiiviin eli kiinnitysaineeseen. Yleisin fiksatiivi on formaliini, jota kdytetdan sailyttdmaan kudosten
alkuperainen hienorakenne ja muoto samalla estden solujen omien lyyttisten eli hajottavien entsyy-
mien aiheuttama kudosten hajoaminen. Laboratoriossa ndytteet vastaanotetaan ja luodaan naytenu-
mero, jolloin voidaan varmistaa naytteen seuranta ja jaljittaminen. Kudosta tarkistaessa ja leikatessa
otetaan halutuista kohdista palat kudoskasetteihin ja suoritetaan kudoskuljetus, jossa vesi poiste-
taan ja ndyte valetaan parafiiniin. Parafiiniin valaminen mahdollistaa ndyteblokin leikkaamisen seu-
raavassa vaiheessa hyvin ohueksi ndytelasille, jolloin ndytettéd voidaan tutkia tarkasti mikroskoopilla.
Ennen varjaysta parafiini tulee poistaa, jotta vasta-aineet, molekyylikoettimet ja reagenssit padsevat

kudokseen. Parafiinin poistamiseen kadytetadn esimerkiksi ksyleenid. Taman jalkeen ndytelasit kasi-
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telldan laskevalla alkoholisarjalla eli absoluuttisesta etanolista lasketaan lopulta veteen. Parafiinin-
poisto ja immunohistokemialliset varjaykset voidaan automatisoida, mika lisda huomattavasti nayte-
prosessin nopeutta. (Taylor 2013, 10—11; Colley & Stead 2013, 21—27; Suikkanen 2023.)

Ennen varjayksen aloittamista ndytteelle on suoritettava lampokasittely, jossa erotetaan formaliinin
ja aminohappojen aiheuttamia sidoksia kuumentamalla naytettd yli +100 celsiusasteeseen. Menetel-
maa kutsutaan epitooppien paljastamiseksi, eli AR-menetelmaksi (Antigen retrieval). AR-menetel-
massa ndytetta lammitetdan puskuriliuoksessa tietyn ajan joko mikroaaltouunissa, vesihauteessa,
painekattilassa, autoklaavissa tai varjdysautomaatissa. Laadukkaan varjaytymisen edellytyksena lam-
pokasittelyssa on otettava huomioon lammityksen voimakkuus, lammitysaika, seka puskuriliuoksen
pH ja kemiallinen koostumus. Edella mainitut tekijat vaikuttavat nadytteen varjayksen intensiteettiin,
ja ne sovelletaan aina tutkimuksessa kdytettdvan vasta-aineen mukaiseksi. (Colley & Stead 2013,
21; Shi & Taylor 2013, 31-32.)

Epaspesifista taustavarjaytymistd kudos- ja solundytteissa voi aiheuttaa niissa valmiina olevien ent-
syymien aktiivinen toiminta. Immunohistokemiassa kaytetyt piparjuuriperoksidaasi ja alkalinen fosfa-
taasi ovat aktiivisia useissa solu- ja kudosnaytteissa, joten ndiden entsyymien toiminta taytyy estaa
ennen varjaysta, jotta estetdan vaarien positiivisten signaalien muodostumista. Tahan kaytetaan
entsyymiblokkaajia eli salpaajia. Entsyymien blokkaus voi tapahtua ennen primaarin vasta-aineen
lisadmista tai tamdn jalkeen, kuitenkin ennen sekundaari vasta-aineen lisaamista, silld se estad myos
siind mukana olevien entsyymien toiminnan ja saa siten aikaan taas vaaria negatiivisia signaaleja.
(Pace 2013, 105; Taylor & Shi 2014, 4.)

Primadrinen vasta-aine valitaan tutkittavan antigeenin mukaan. Vasta-aineen inkubointiin eli haudut-
tamiseen kaytetty aika riippuu primdarisen vasta-aineen herkkyydestd ja konsentraatiosta seka tut-
kittavan kudoksen laadusta. Vasta-aineiden inkubointien vélissa pestaan sitoutumattomat vasta-ai-
neet TBS eli Tris-buffered-saline tai PBS eli phosphate-buffered-saline pesupuskurilla, johon voi olla
lisattyna detergenttia eli saippua-ainetta. Tama auttaa estamaan epaspesifista sitoutumista, tehos-
taa pesua ja edistda reagenssien leviamista vahentaen pintajannitysta. Pesut siis ovat tarkeita, silla
ne ehkaisevat taustavarjaytymista eli, ei-spesifisten antigeeni-vasta-aine kompleksien saostumista
kudosleikkeelle. Seuraavassa vaiheessa lisdtdan sekundaarivasta-aine, joka tunnistaa ja kiinnittyy
primdarivasta-aineeseen. Vasta-aineita ei nahda mikroskoopilla ilman, ettd menetelmassa on mu-
kana leima, jolla visuaalinen tarkastus onnistuu. Leimat yhdistetddn primaari- tai sekundaarivasta-
aineeseen, jotta antigeeni-vasta-aine kompleksin sijainti kudoksissa saadaan nakyville. Kaytdssa on
fluoresenssiyhdisteita ja aktiivisia entsyymeja, jotka voidaan visualisoida niiden ominaisuuden ansi-
osta saada aikaan varillinen reaktiotuote sopivan substraattijarjestelman ollessa mukana. (Jackson &
Blythe 2013, 405—406; Taylor 2013, 12; Taylor & Shi 2014, 5, 23; Suikkanen 2023.)

Varjdysmenetelmdssa variaine eli kromogeeni valitaan kdytetyn entsyymin mukaan. Kaytetyimmat
vdriaineet ovat 3,3 "-diaminobentsidiini (DAB) ja 3-amino-9-etyylikarbatsoli (AEC), kun kdytettdva
entsyymi on piparjuuriperoksidaasi (HRP) seka Fast red- ja Fast blue-variaineet, kun kaytetdan alka-
lista fosfataasia (AP). Vastavarjayksella pyritdédn saamaan yleiskuva kudosrakenteesta ja soluista ja

sen avulla onnistuu solujen tumien visuaalinen tarkastelu. Immunohistokemiassa vastavarjaykseen,
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eli kontrastia vahvistavaan toiseen varjdykseen, jossa aiemmin varjaytymattdomat kohteet varjayty-
vat, kaytetadn yleensa hematoksyliinia. Leikkeesta poistetaan vesi nousevalla alkoholisarjalla 90-
prosenttisessa etanolissa seka absoluuttisessa etanolissa ja leike kirkastetaan tdman jdlkeen ksylee-
nissa. Varjdyksen viimeisessa vaiheessa peitinlasi laitetaan kudosleikkeen paalle ja varmistetaan
ettei ilmakuplia jaa valiin. (Taylor 2013, 12; Taylor & Shi 2014, 24—25; Lim ym. 2018; Makinen &
Suikkanen 2021c.)

2.3 Lymfooman luokittelu ja erotusdiagnostiikka

WHO:n luokittelun mukaan lymfoomat jaetaan kolmeen paaryhmdan: B-solujen non-Hodgkinin-lym-
foomiin, T-solujen ja NK-solujen eli tappajasolujen non-Hodgkinin-lymfoomiin ja Hodgkinin lymfoo-
miin. Naiden paaryhmien lisaksi lymfoomat jaetaan vield useisiin alatyyppeihin. Lymfooman luokit-
telu perustuu padasiassa morfologiseen ja immunohistokemialliseen diagnostiikkaan. Joissain ta-
pauksissa lisana kdytetdan sytogeneettisia ja/tai molekyyligeneettisia menetelmia. Hodgkinin lym-
fooman diagnoosi saadaan usein rutiinivarjaysten avulla, mutta uusien lymfoomatyyppien kasvava
maara ja morfologian paallekkaisyys tarvitsee immunohistokemian menetelmia luotettavien diagnoo-
sien varmistamiseksi. (Bhargava & Kadin 2014, 145; Karjalainen-Lindsberg, Kauppila & Franssila
2021a.)

Immunohistokemian erotusdiagnostiikassa lymfoomat luokitellaan menetelmissa kaytettdvien vasta-
aineiden mukaisesti niin kutsutuilla vasta-ainemerkkiaineilla. Vasta-ainemerkkiaineita kaytetaan kas-
vainten erotus- ja luokitteludiagnostiikassa, mutta niiden avulla saadaan myds tarkeda tietoa koh-
desolujen biologisista ominaisuuksista. CD-merkkiaineilla (cluster of differentiation) tarkoitetaan leu-
kosyyttien eli valkosolujen pinnalla olevia molekyylejd, jotka ilmenevat varsinkin immuunipuolustuk-
sen kannalta merkityksellisissa soluissa. CD-nimikkeisté on maailmanlaajuisesti tiedeyhteisdjen ja
WHO:n hyvaksyma tunnistusjarjestelma, johon on lueteltu jo ainakin 400 erilaista pintamolekyylia.
CD-merkkiaineita kaytetdan laajasti leukosyyttipopulaatioiden ja niiden alaryhmien muutosten tun-
nistamiseen esimerkiksi pahanlaatuisten kasvainten yhteydessa. (Engel ym. 2015; Thaina A. ym.
2017; Karjalainen-Lindsberg, Kauppila & Franssila 2021a; Makinen & Suikkanen 2021b; Tarig ym.
2021.)

2.4 Lymfoomadiagnostiikan antigeenit ja vasta-aineet

Kehittamistydssa kasitelldaén tarkemmin CD3, CD10, CD15, CD20, CD23, CD30 ja CD45 vasta-aineet.
Késittelemme vasta-aineiden kdyttéa diagnostiikassa ja spesifid varjdytymistd solutasolla seka ylei-
simpiad ja kliinisessa kaytdssa olevia kontrollikudoksia. CD-vasta-aineilla yleisin suositeltu positiivinen

kontrolli on tonsilla eli nielurisa.

CD3-antigeeni on yhteydessa T-solujen pinnalla olevaan T-solureseptoriin ja se valittaa aktivaatio-
signaalin soluun. Se muodostuu solun ulkoisesta, solukalvon lapdisevasta ja solun sisdisesta osasta.
CD3-antigeenia tavataan ainoastaan T-soluissa, poikkeuksena sita I6ytyy myds aktivoiduista NK- eli
tappajasoluista ja Purkinje-soluista. CD3-vasta-ainetta kdytetaan diagnostiikassa T- ja NK-solulym-
foomien tunnistamiseen. Reaktio tapahtuu solukalvolla ja solulimassa. Solukalvo vérjaytyy voimak-
kaasti ja solulima hillitymmin. (Dako 2008, 27; NordiQC 2013b; He ym. 2015.)
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CD10 on yksiketjuinen glykoproteiini, jota esiintyy useiden solujen pinnalla. CD10-vasta-ainetta
kaytetadn Burkittin lymfooman ja leukemian, follikulaarisen lymfooman, B-solun lymfoblastisen leu-
kemian ja lymfooman esiasteiden tunnistuksessa. Varireaktio tapahtuu solukalvolla (Kuva 3). Kont-
rollikudoksina tonsillan lisaksi suositellaan kaytettdvan maksaa. Vasta-ainetta kdytetdan hyvaksi
erottaessa diagnostiikassa follikulaarinen lymfooma muista matala-asteisista/pienistd ja keskikokoi-
sista B-solu lymfoomista, kuten manttelisolulymfooma ja MALT-lymfooma. (Dako 2008, 32; NordiQC
2013a.)

o

A

 SAE

KUVA 3. CD10 positiivinen kontrolli, itukeskuksen B-solut varjdytyvat solukalvolta (musta nuoli) (Ti-

ainen, Seppanen, Santala 2023).

CD15 on solun pinnan glykolipideista ja glykoproteiineista koostuva monimutkainen ryhma. Lymfo-
syyteista suurin osa on CD15-negatiivisia, mutta aktivoidut lymfosyytit, erityisesti T4 voivat olla
CD15-positiivisia. CD15-vasta-ainetta kaytetaan yksitumaisten Hodgkin-solujen ja Reed-Sternberg-
solujen tunnistamiseen Hodgkinin-lymfoomassa. Varillinen reaktio tapahtuu solukalvolla ja soluli-
massa. Suositellut kontrollit tonsillan lisdksi ovat munuainen seké Hodgkinin-lymfoomaa siséltava
imusolmuke. Erotusdiagnoosissa sita kaytetaan Hodgkinin-lymfooman ja tymooman, seka Hodgkinin
ja T-solurikkaan B-solulymfooman erottamiseen. (Dako 2008, 33; NordicQC 2014b.)

CD20 antigeeni on solukalvon lapaisevd, glykosyloimaton fosfoproteiini ja se on mukana B-solujen
aktivoimisessa, sadtelyssa, ja jakaantumisessa. CD20 on yksi tarkeimmista markkereista B-solukas-
vainten tunnistamisessa ja se ilmentyy suurimmassa osassa B-soluleukemia- ja lymfoomatapauksia.
CD20-vasta-ainetta kaytetaan kliinisessa tydssa B-solulinjan ja eri B-solulymfoomien kuten mantteli-
solulymfooman eli vaippasolulymfooman tunnistamiseen. Vasta-aine-antigeeni kompleksi muodostuu
solukalvon pinnalla. Vasta-ainetta kaytetdan maha-suolikanavan lymfooman ja karsinooman, B-solun
ja T-solun lymfooman seka suuren B-solulymfooman ja melanooman erotukseen. (Dako 2008, 35;
NordiQC 2012a; Dako 2020, 35.)
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CD23-vasta-ainetta kdytetadn tunnistamaan CD23-antigeeni, joka on B-solujen solukalvon lapaiseva
glykoproteiini. Vasta-aine tuottaa positiivisen varjaystuloksen normaaleista B-soluista seka B-solu-
lymfoomista, kun taas manttelisolulymfoomassa varjaystulos on negatiivinen. Varireaktio tapahtuu
solukalvolla. CD23-vasta-ainetta kaytetadn erotusdiagnostiikassa pienen lymfosyyttisen lymfooman
erottamiseen manttelisolulymfoomasta. (Dako 2008, 37; Ventana 2009; NordiQC 2012b.)

CD30 proteiinia esiintyy useimpien solujen pinnalla, kuten esimerkiksi aktivoiduissa B- ja T-lymfo-
syyteissa, plasmasoluissa, NK-soluissa, monosyyteissa ja imusolmukkeen suurissa lymfoidisoluissa.
CD30-vasta-ainetta kdytetdan Reed-Sternberg-solujen tunnistamiseen Hodgkinin lymfoomassa ja
anaplastisessa suurisolulymfoomassa. Reaktio tapahtuu solukalvolla ja solulimassa (Kuva 4). Erotus-
diagnoosissa kaytetdan Hodgkinin lymfooman ja tymooman, Hodgkinin lymfooman ja T-solurikkaan
B-solulymfooman, seka alkion karsinooman ja kivessydvan eli seminooman erottamisessa toisistaan.
(Dako 2008, 38; NordicQC 2015.)
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KUVA 4. CD30 Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli. Aktivoidut T- ja B-solut follikulaarisella alueella ja
aktivoidut B-solut itukeskuksen reunalla varjaytyvat solukalvolta (Tiainen, Seppanen, Santala 2023).

CD45-antigeenia tavataan kaikissa hematopoieettista alkuperaa olevissa soluissa (verisoluissa), lu-
kuun ottamatta kypsia punasoluja. Sita kaytetadn lymfooman yleismerkkiaineena. CD45-vasta-ai-
netta kaytetdan tunnistamaan imukudosperaisia kasvaimia. Varireaktio tapahtuu solukalvolla. Suosi-
tellut kudoskontrollit tonsillan liséksi ovat aivo ja luuydin. 90 % prosenttia maligneista eli pahanlaa-
tuisista lymfoomista on CD45-positiivisia ja diagnostiikassa vasta-ainetta kaytetdan erottamaan ne
muista syovista. (Dako 2008, 42; NordiQC 2023.)

CD-vasta-aineiden lisaksi lymfoomadiagnostiikan merkkiaineina voidaan kayttad myds muita vasta-
aineita. Kehittdmistydssa niista kasitelldadn BCL2-, BCL6-, CYCD1-, CMYC- ja MUM1-vasta-aineet,
koska ne kuuluvat yleisesti lymfoomapaneeleissa kaytettyihin vasta-aineisiin. My®s niissa suurim-

massa osassa suositellaan kaytettavaksi kudoskontrollina tonsillaa.
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BCL2-proteiinit sijaitsevat mitokondrioiden kalvolla ja ne saatelevat apoptoosia eli ohjelmoitua solu-
kuolemaa. BCL2-vasta-ainetta kaytetaan follikulaarisen lymfooman tunnistamiseen, minka lisaksi
jotkin T- ja B-lymfoomat ovat BCL2-positiivisia. Sita voidaan kayttaa erotusdiagnostiikassa follikulaa-
risen ja diffuusi suurisoluisen B-solulymfooman erottamiseen Burkittin lymfoomasta ja leukemiasta.
Reaktiossa solulima varjaytyy. (Dako 2008, 16; NordiQC 2010; Tsuyama ym. 2017.)

BCL6-proteiinia tavataan padasiassa B-soluissa, joissa se toimii transkription rajoittajana. BCL6-
vasta-ainetta kdytetaan diagnostiikassa diffuusin suurisoluisten B-solulymfoomien, follikulaaristen
lymfoomien ja Burkittin lymfooman tunnistamisessa. Erotusdiagnostiikka perustuu manttelisolulym-
fooman, seka MALT-lymfooman erottamisessa B-solulymfoomasta ja follikulaarisesta lymfoomasta.
Vérireaktio tapahtuu tumassa (Kuva 5). (Dako 2008, 17; NordiQC 2014a.)

4

KUVA 5. Bcl6 Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli. Nuolella osoitettu B-solun tuman varjaytyminen itu-
keskuksessa (Tiainen, Seppanen, Santala 2023).

Cyclin D1 eli Sykliini D1 on 295 aminohapon muodostama proteiini, jota ilmenee padasiassa epitee-
likudosten, endoteelin ja joidenkin fibroblastien proliferatiivisella vyohykkeella. Sykliini D1 osallistuu
solusyklin mitoottisen vaiheen ajalliseen sadtelyyn. CYCD1-vasta-ainetta kdytetdan padasiassa
manttelisolulymfooman ja pahanlaatuisten B-lymfosyyttien tunnistamisessa, mutta myos karvasolu-
leukemian ja CD20-positiivisen multippelin myelooman alatyypin maarittdmisessa. Varireaktio tapah-
tuu tumassa. Erotusdiagnostiikassa sitd kdytetddn manttelisolulymfooman ja kroonisen lymfaattisen
leukemian erotuksessa. (Dako 2008, 54; NordicQC 2011a.)

C-MYC-Proto-onkogeeni koodaa tuman fosfoproteiinia, joka toimii kasvun edistdjana ja transkrip-
tiotekijana saadellen erilaisia solutoimintoja, kuten solujen kasvua, erilaistumista ja apoptoosia eli
solukuolemaa. C-MYC on valttamatén B-solujen varhaiselle kehitykselle luuytimessa, ja c-MYC:n sda-

telematdn ilmentyminen itukeskuksen B-soluissa lisaa riskia B-solulymfoomien kehittymiseen. C-



15 (82)

MYC-vasta-ainetta kdytetadn havaitsemaan aggressiivisista B-solulymfoomista MYC-proteiinia ja po-
sitiiviseksi varjaytyneiden kasvaintumien lukumaaran mukaan se auttaa kasvaimen alaluokituksessa.
Tonsillan liséksi paksusuoli on suositeltu kontrollikudos. (Kluk ym. 2016; NordiQC 2019.)

MUML1 eli Multippeli myelooma onkogeeni 1 kuuluu IRF-geeniperheeseen eli interferonin sadtelyte-

solujen immuunivasteen kehittémiseen. MUM1 toimii tuman transkriptiotekijana ja on valttdmaton B-
lymfosyyttien kehitykselle ja aktivaatiolle. MUM1-vasta-ainetta kaytetdan pahanlaatuisten lymfaattis-
ten kasvainten alaluokitukseen. Reaktio tapahtuu tumassa ja solulimassa (Kuva 6). Kudoskontrol-
leina suositellaan kaytettdvaksi tonsillan lisaksi umpilisaketta ja paksusuolta. Erotusdiagnostiikassa
saadaan alatyypitys diffuusin suurten B-solujen lymfoomalle. (Dako 2008, 90; NordiQC 2011b; Dako
2020, 94.)
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KUVA 6. MUM1 paksusuoli 20x. Limakalvon plasmasolut varjaytyvat tumasta (musta nuoli). Epiteeli
jaa negatiiviseksi (punainen nuoli) (Tiainen, Seppanen, Santala 2023).
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3 LAADUNVARMISTUS LABORATORIODIAGNOSTIIKASSA

3.1 Laaduntarkkailu laboratoriodiagnostiikassa

Laboratoriodiagnostiikassa laadulla tarkoitetaan sitd, kuinka hyvin laite tai menetelma suoriutuu
tyostd, johon se on suunniteltu. Laadunhallintamenetelmilld varmistetaan, etta asiakkaat ja potilaat
saavat laadukkainta mahdollista palvelua. Tarkea osa patologian laboratorioiden laadunhallintaa on
akkreditointi, jolla todennetaan, ettd laboratorio kohtaa kayttdjien ja asiakkaiden seka lainsdadannén
vaatimukset. Suomessa akkreditoinnista vastaa FINAS (Finnish Accreditation Service), jonka toiminta
pohjautuu International Organization of Standardizationin eli ISO:n maarittémiin standardeihin. Ak-
kreditoitudulla laboratoriolla tulee olla toimiva laaduntarkkailujarjestelma, mita valvotaan tarkastus-
kaynnein. Tarkastuksissa mahdollisesti havaitut poikkeamat tulee korjata maadraajan kuluessa. (Dunk
2013, 5-6; Finas-akkreditointipalvelu, 2015.)

Sisdiseen laadunvarmistukseen kuuluvat toimet, joiden avulla laboratoriossa tehtavien maaritysten
toimivuus ja tulosten tdsméaavyys saadaan varmistettua jokaisella mittauskerralla. Oikean tulostason
varmistukseen kaytetdan vakioita ja referenssivalmisteita seka kolmannen osapuolen valmistamia
kontrolleja jatkuvaan sisaiseen laadunarviointiin. Saannéllista ulkoista laadunvarmistusta tarvitaan
tutkimustulosten laadun ja eri laboratorioiden valisen tulosten yhtenevéisyyden varmistamiseksi. La-
boratorioiden toimiluvat edellyttdvat yleensa ulkoiseen laaduntarkastukseen osallistumista. Ulkoisia
laadunarviointikierroksia tarjoava taho kuten Labquality tai NordiQC léhettaa laadunarviointikierrok-
selle osallistuvalle laboratoriolle ndytteita, jotka ne analysoivat ja lahettavat tulokset takaisin. Labo-
ratorio saa palautteen omista tuloksistaan seka yleisen palautteen kierroksen tulostasosta. Validointi
tarkoittaa menetelman sopivuuden ja riittavan suorituskyvyn osoittamista aiottuun kayttotarkoituk-
seen. Kayttdonotettavan menetelmén tuloksia verrataan menetelmaan, jonka tulostaso tunnetaan
ja validoinnin tulokset tallennetaan. (Sanderson & Zardin 2013, 441—442; Labquality julkaisuaika

tuntematon(a); Labquality julkaisuaika tuntematon(b).)

Laaduntarkkailulla patologian laboratoriossa varmistetaan, etta tyénjalki on laatuvaatimuksien mu-
kaista ennen naytteiden etenemistd diagnosoitavaksi. Laaduntarkkailu kattaa koko histologisen pro-
sessin ja siind tulee olla selkedt kriteerit, joiden tayttymatta jattdminen johtaa tyon uusimiseen. La-
boratorioissa on yleensa nimetyt tydntekijat, joiden vastuulla laaduntarkastus on, mutta lopullinen
paatos naytteen soveltumisesta diagnosoitavaksi on patologilla. Jokaisella tyontekijalla on kuitenkin
vastuu laaduntarkkailusta. Havaituista laatupoikkeamista pidetdan kirjaa ja ne raportoidaan, jotta

mahdolliset puutteet laadunhallinnassa ja osaamisessa voidaan huomata ja korjata. (Dunk 2013, 6.)

3.2 Immunohistokemiallisten varjaysten laatuun vaikuttavat tekijat

Immunohistokemiallisilla tutkimuksilla on nykydan merkittava rooli diagnostiikassa ja ne voivat suo-
raan vaikuttaa potilaan hoitopolkuun, joten on tarkeda varmistua tutkimusten korkeasta laadusta.
Immunohistokemian laboratoriossa tulee olla toimiva laaduntarkkailujarjestelmd, jonka lisaksi tyon-
tekij6illa on oltava hyva kasitys varjdyksista seka niiden suorittamiseen kdytettavasta tekniikasta.
Immunohistokemiallisissa tutkimuksissa on useita tekijoita, jotka vaikuttavat varjayksen lopputulok-

seen ja sen myo6td oikean diagnoosin saamiseen. (Sanderson & Zardin 2013, 435-439.)
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Varjaystuloksen laadun ja diagnostisen herkkyyden kannalta oikean primaarisen vasta-aineen valin-
nalla on merkittdva vaikutus testin lopputulokseen. Immunohistokemiallisissa menetelmissa kaytet-
tavat vasta-aineet tulee olla validoitu ennen kayttoonottoa. Yleensa vasta-aineiden mukana tulee
valmistajan suositukset menetelmdn suorittamiseen, joiden pohjalta laboratorio validoi menetelmén
omaan kayttodnsa toimivaksi. Monoklonaalisten vasta-aineiden kaytté immunohistokemiassa on
yleistynyt muun muassa niiden saatavuuden, puhtauden ja spesifisyyden vuoksi. Vasta-aineen kor-
kea spesifisyys voi toisinaan alentaa vasta-aineen ja antigeenin valista reaktiota. Polyklonaanisten
vasta-aineiden kayttd puolestaan vahentad menetelman spesifisyyttd, mutta mahdollistaa samalla
korkeamman herkkyyden useamman vasta-aineen sitoutuessa antigeeneihin. Menetelmassa kaytet-
tavan vasta-aineen valinta tulisi optimoida esikasittelyn vaiheiden, sekd kohdeantigeenin vaatiman
herkkyyden ja spesifisyyden mukaan. (Stonard & Stonard 2012, 190, 195; Nielsen 2013, 47-56;
Sanderson & Zardin 2013, 439-440.)

Esivalmistelut kudoksen rakenteiden degeneraation valttamiseksi alkavat heti, kun kudospala poiste-
taan potilaasta. Kudoksen irrottaminen verenkierrosta kdynnistaa autolyysin eli prosessin, jossa ku-
doksen sisdltamien solujen entsyymit alkavat tuhoamaan naytepalan kudosta. Kudospalan kehosta
poistamisen ja sen kiinnitysaineeseen saamisen valistd aikaa kutsutaan kylmdiskemia-ajaksi. Téma
on kriittinen vaihe, jonka tulisi olla mahdollisimman lyhyt (<1 tunti). Liian pitkd kylmaiskemia-aika
heikentda solujen epitooppien rakenteita seka solukalvojen immunoreaktiivisuutta aiheuttaen solu-
kalvojen yli- tai alivarjdytymistd, joka taas vaikeuttaa naytteen morfologista tutkimista. Tarkeaa on
my6s valttaéd kudospalan kuivumista missaan esikasittelyn vaiheessa. Kuivuminen aiheuttaa muutok-
sia varsinkin ndytteen pintojen rakenteissa, mika voi heikentaa ligandin eli ndytteeseen sitoutuvan
molekyylin sitoutumista. Kuivunut kudos on myds adsorboivampaa eli eri aineet tarttuvat siihen hel-
pommin, mikd voi aiheuttaa tulosten tulkintaa vaikeuttavaa reagenssien tarkoituksetonta adsorp-
tiota. (Colley & Stead 2013, 21-22.)

Yleensa immunohistokemiallisessa varjayksessa ndytteet kiinnitetadn formaliinissa ja valetaan para-
fiiniin. Fiksaatiolla, eli kiinnittdmiselld on suuri vaikutus kudosnaytteen morfologiaan ja varjaytyvyy-
teen. Oikeaoppisen kiinnittamisen avulla naytteen kudosrakenteet pysyvat ehjind, sekd mahdolliset
artefaktit eli tutkittavasta kohteesta riippumattomat 16yddkset saadaan nakyville. Téméan FFPE -me-
netelmén (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded) suurin haittapuoli on formaliinin aiheuttama muutos,
jossa formaliinin ja ndytteen sisdltdmien aminohappojen valille muodostuu sidoksia, jotka peittavat
epitooppeja. Tama vaikuttaa haitallisesti vasta-aineen ja antigeenin kykyyn reagoida keskenaan. On-
gelmien ratkaisemiseksi laboratorioissa saattaa olla kayt6ssa erilaisia fiksatiiveja, jotka sdilyttavat
antigeenisyyden formaliinia paremmin. Antigeenin paljastustekniikoilla voidaan palauttaa naytteen
antigeenisyytta purkamalla fiksaation vaikutusta. Liian pitka fiksaatioaika saattaa havittaa naytteen
antigeeneja. Liian lyhyt fiksaatioaika tai lilan suuri kudosnaytepala voi aiheuttaa poikkeamia laatuun,
kun kudos fiksoituu etanolilla prosessoinnin aikana. Viivastyneessa fiksaatiossa kylmdiskemia-aika on
liian pitka, jolloin hienorakenteiden muutokset saavat aikaan antigeenisyyden véhenemisen. Nayt-
teen huono prosessointi voi heikentdaa immunohistokemiallisten varjaysten tuloksia. Liian korkeat
lampdtilat kudoskuljetuksessa tai parafiiniin valussa voivat tuhota lampdherkkia antigeeneja. Muita

tarkeita leikkeen laatuun vaikuttavia tekijéita ovat veden kunnollinen poistaminen leikkeesta, mika
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yhdessa ryppyjen ja repeamisen valttdmisen kanssa vaikuttaa leikkeen kiinnittymiseen objektilasiin.
Naytteen paksuus vaikuttaa laatuun, silla liian ohut leike varjaytyy heikosti, kun taas lilan paksu leike
irtoilee helposti, kerda helposti varjdystaustaa ja on vaikea tarkentaa mikroskoopissa. Lisaksi nayt-
teen laatuun vaikuttavat ilmakuplat naytteen alla, repeily, veitsiviirut ja reuna-artefaktit. (Colley &
Stead 2013, 21; Sanderson & Zardin 2013, 435-439; Shi & Taylor 2013, 31-32; Suikkanen 2023.)

Laaduntarkkailussa immunohistokemiallisissa varjayksissa kaytetdan kontrolleja, joilla kaytetyt me-
netelmat voidaan validoida ja varmistaa niiden toimivuus ja soveltuvuus diagnoosien tekemiseen.
Kontrollit tuovat tietoa reagenssien toimivuudesta seka paivittdisista operaattoreiden ja instrument-
tien valisista vaihteluista. Samalla kontrollit osoittavat, ettd varjdysohjeita on noudatettu asianmukai-
sesti. Histologisissa varjayksissa, joissa diagnostiikka perustuu varin ldsndolon tai sen puuttumisen
toteamiseen, on varjayksen laadun varmistamiseksi varjattava kontrollikudospala samoissa var-
jaysolosuhteissa kuin potilasnayte. Perinteisesti kontrolleina kdytetdan kudoksia, joissa etsityn anti-
geenin ilmeneminen tunnetaan. Varjdysmenetelman toimiessa oikein, tulisi kudoksen varjaytya posi-
tiivisessa kontrollissa ja vastaavasti jaada varjaytymatta negatiivisessa kontrollissa. Immunohistoke-
miallisissa varjayksissa tulee kayttda aina vahintadn positiivista kontrollia, joka antaa luotettavimman
tuloksen ollessa samalla lasilla ndytteen kanssa. Negatiivisen kontrollin kdytté on suositeltua, mikali
aika, tila ja kustannukset sen sallivat. Vasta-aineiden valmistajalla on yleensa suositus kaytettdvasta
kontrollimateriaalista. Monesti tiettya kontrollikudostyyppid voidaan kdyttaa useille vasta-aineille,
minka lisaksi voidaan tehda kontrolleiksi multi- eli monikudosblokkeja, jotka sisaltédvat useampia ku-
dostyyppeja. Yleensa patologian laboratoriot kerdavat omasta naytemateriaalistaan edustavasti vér-
jaytyvia naytteita kontrolleiksi. Tietyt antigeenit huononevat nopeasti, joten ne vaativat tuoreet
kontrollit. Positiivisen tuloksen lisdksi kontrollit iimaisevat myds menetelman herkkyytta, kun matalat
kontrollit varjaytyvat, ja spesifisyyttd, kun negatiiviset kontrollit eivat varjaydy ja taustavarjaytymista
ei tapahdu. (Stonard & Stonard 2012, 190, 195; Colley & Stead 2013, 27; Rasmussen & Jgrgensen
2013, 161; Sanderson & Zardin 2013, 438—442.)

Vérjayksiin kaytetyt reagenssit tulee laadukkaan lopputuloksen takaamiseksi sailyttaa asianmukai-
sesti ja kdyttaa ennen annettua vanhenemisajankohtaa. Vaarat sailytysolosuhteet voivat vaikuttaa
esimerkiksi reagenssien entsyymiaktiivisuuteen. Varjdysautomaatit, jotka lukevat viivakoodit rea-
genssipullojen kyljista, halyttavat yleensa automaattisesti vanhentuneista reagensseista. Valmiiksi
laseille leikatut kontrollit sdastavat aikaa, mutta niiden vaaranlaiset sailytysolosuhteet saattavat olla
virhelahde. (Stonard & Stonard 2012, 190, 195; Sanderson & Zardin 2013, 439-440.)
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4 LAADUKKAAN KUVALLISEN OPPAAN KRITEERIT

Oppaita laaditaan monen eri asian yhteyteen ja ne voivat koostua pelkastaan tekstista tai kuvite-
tusta tekstista, riippuen oppaan aiheesta. Ne voivat koostua my6s pelkista kuvista. Opas voi olla
joko tarkasti rajattu tiettyyn aiheeseen, tai luonteeltaan yleisemman aiheen ohjeistukseen, jossa lu-
kija joutuu miettimdan enemman oppaan soveltamista sen hetkiseen tapaukseensa. Oppaaseen voi
sisaltya myds johdanto, jossa avataan oppaan tarkoitusta ja asioita, joita pitad ottaa huomioon, jotta
haluttuun tulokseen paastaan. Siina voi olla myds tarpeen kertoa oppaassa esiintyvista kasitteista.
Oppaan sisaltamat ohjeistukset ovat suositeltavaa jakaa erillisiksi kohdiksi ja esittda ne luetelmana
eri vaiheet numeroituna. Tama tekee ohjeesta helpommin seurattavan. Oppaan selkeyttamiseksi eri
osioilla tulee olla otsikoinnit, jotka helpottavat kasiteltdvien aiheiden jasentamista. Visuaalisen mate-
riaalin tarkoituksena on havainnollistaa oppaan sisaltéman tekstin merkitys. Kuvan yhteyteen tulee
liittaa jokin selitys, josta lukija voi selvasti ymmartda kuvan tarkoituksen tai tapahtuman. Koska
yleensa ohjeen lukija huomaa ensin kuvan, kannattaa sitd selittava teksti kirjoittaa kuin kuvaa tay-
dentden. Kuvallista opasta laativien kannalta selva ty6jarjestys on suunnitella ensin ohje kokonaisuu-
tena, paattaa visuaalisen aineiston maara, hankkia siind kaytettavat kuvat sekda muu aineisto ja
vasta viimeisena kirjoittaa ohjetekstit, kriteerit seka muut mahdolliset merkinnat. (Kankaanpaa &
Piehl 2011, 295-297; Torppa 2014, 184.)

Oppaiden tarkoituksena on kertoa lukijalle, kuinka menetella, jotta haluttuun lopputulokseen pdas-
taan. Hyvan ohjeistuksen kirjoittamisessa ja kuvittamisessa taytyy huomioida, etta tarpeelliset asiat
esitetddn selkeasti ilman turhaa asiaankuulumatonta sisaltda, sekd parhaiten oppaan tarkoitusta pal-
velevassa jarjestyksessa. Ohjeistuksissa tulee valttda termeja, joita tuleva lukijakunta ei valttamatta
tunne. Jos jokin termi on ohjeen kokonaisuutta ajatellen valttédmaton, tulee kasitteen sisalté tulla
kirjoituksesta selvasti ilmi. Ohjeessa voidaan puhutella ohjeen lukijaa joko suoraan tai epasuoran
ilmaisutavan avulla. Konkreettisissa kayttdohjeissa on tavallista sinutella ohjeen kdyttdjaa kaskymuo-
dolla, kuten "lisda, pipetoi”. Kaskymuodolla pyritdan kayttdjan onnistumiseen. Epdsuorassa ohjeis-
tuksessa lukijaa ei puhutella suoraan, vaan ohjeet esitetdan asioiden tilana, jonka vallitessa lukijan
tavoite toteutuu: "oppilas, joka haluaa osallistua harjoitteluun, on ilmoittauduttava kirjallisesti”. Oh-
jeessa voidaan kayttda myods seka suoraa puhuttelua etta epasuoraa lahestymista. Se on luontevaa
niissa tapauksissa, joissa ensin halutaan kuvailla mitd onnistumiselta vaaditaan, jonka jalkeen lukijaa
ohjeistetaan suoralla kaskytysmuodolla. Oppaan kirjoittajan on hyva huomioida se, mika siina ta-
pauksessa parhaiten ohjaa lukijan toimimaan siten, ettd ohjeistuksen tarkoittamaan tavoitteeseen
paastadn. (Kankaanpaa & Piehl 2011, 295-299.)

Digitalisoituvassa maailmassa on hyva ajatella kuvaoppaassa kaytettédvan materiaalin arkistointia
tulevaisuudessa myos sahkdiseen muotoon. Patologia on digitalisoitumassa muun maailman mu-
kana, ja tallakin hetkelld on jo kaytossa histologisten naytteiden skannaaminen ja digitointi, eli
whole slide imaging (WSI). WSI tarkoittaa lasilla olevan kudosnaytteen arkistoimista digitaaliseen
muotoon. Jatkossa skannatut ndytteet ovat helposti saatavilla erittdin isolla resoluutiolla tietokoneen
arkistoista. (Pallua, Brunner, Zelger, Schirmer & Haybaeck 2020.) Tulevaisuudessa kuvaoppaiden ja
erilaisten perehdytysmateriaalien sijainti voisi olla myds digitaalisessa muodossa. Digitaalisessa muo-

dossa oleva materiaali on helposti muokattavissa ja vaihdettavissa esimerkiksi immunohistokemian
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varjayksissa kaytettavien vasta-ainestandardien vaihtuessa. Varjaysten kriteereja olisi myds helppo

tulkita ison nayton seka selkeiden kuvien avulla.

Uuden ty6ohjeen tai -oppaan kayttodn ottamiseen liittyy aina tyontekijan perehdytys. Perehdytysta
tehdaan usein uusille tydntekijoille, mutta myo6s vakituisen tyontekijan tehtdvankuvan vaihtuessa tai
opasmateriaalin paivittyessa. Perehdytystd voidaan ajatella kasitteena, jonka tavoitteena tydntekija
oppii hallitsemaan tydnkuvaan liittyvat toimintatavat ja menetelmét, sekd sopeutumaan tydyhtei-
soon. Tydntekijan vastuulla on monien uusien taitojen ja yhteisten toimintatapojen omaksuminen,
jotta tydtehtdvista suoriutuminen onnistuu mallikkaasti. Perehdytettédvan ndkékulmasta perehdytta-
misella tarkoitetaan uuden oppimista ja olemassa olevan tiedon soveltamista. Organisaation puolelta
perehdyttamiseen taytyy osallistua vastaanottamalla uutta tietoa, paivittda olemassa olevia toiminta-
tapoja, sekd muovautua uusien tyodntekijoiden tai ohjeistusten tuomiin muutoksiin. Jokaisella uudella
tyontekijalla on oikeus saada laadukas ja riittédva perehdytys tyotehtaviinsa. Tyontekijan oikeudesta
saada riittdva perehdytys on saddetty myods tyodturvallisuuslaissa. Tydturvallisuuslaissa maaritellaan
niin, etta "tydntekija perehdytetaan riittavasti tydhon, tydpaikan olosuhteisiin, tyd- ja tuotantomene-
telmiin, tydssa kaytettaviin tydvalineisiin ja niiden oikeaan kayttéon seka turvallisiin tydtapoihin eri-
tyisesti ennen uuden tyon tai tehtdvan aloittamista tai tyétehtdvien muuttuessa, seké ennen uusien
tyovalineiden ja tyo- tai tuotantomenetelmien kayttéon ottamista”. (Tyoturvallisuuslaki 738/2002, 14
§; Eklund 2018, 25-26.)

Perehdyttamisella on todettu olevan huomattava vaikutus tydntekijan sitoutumiseen. Laadukkaan
perehdytyksen ja ohjeistuksen ansiosta tydntekija saa onnistumisen kokemuksia tyétehtdvassaan,
joka vaikuttaa edelleen tyén mielekkyyteen. Perehdytyksen tasalaatuisuus voidaan jokaisessa orga-
nisaation tydtehtavassa varmistaa suunnitelmallisen perehdytysprosessin laatimisella. Suunnitelmalli-
nen toimintatapa mahdollistaa virheiden havaitsemisen ja korjaamisen, sen sijaan, ettd samoja vir-
heité toistettaisiin aina uudelleen. Laadukkaan perehdytyksen onnistuminen maaraytyy usein lopulta
perehdyttdjan kokemuksen ja taitojen perusteella. Olennaisena asiana organisaatiolla on varmistaa
perehdyttdjien valmiudet perehdytystehtaviin. Perehdyttdjan tulee huomioida omat toimintatavat ja
suhtautua kriittisesti omiin rutiineihinsa. Joidenkin toimintamallien ja pinttyneiden rutiinien siirtami-
nen uudelle tydntekijalle on haitallista uuden oppimisen kannalta. Varsinkin perehdytysmateriaalien
ja tybohjeiden paivittédmisessa tama tulee ottaa huomioon. Laadukkaan perehdytyksen onnistu-
miseksi perehdyttdjan tulee omaksua perehdytettavdn materiaalin sisalté ennen sen opastamista
uusille tydntekijéille. Perehdytysprosessin tarkoituksena on tarjota perehdytettdvélle mahdollisuudet
kehittya tyontekijana. (Eklund 2018, 34-37, 58.)
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KEHITTAMISTYON TARKOITUS JA TAVOITE

Kehittamistyon tarkoituksena on tehda Kuopion yliopistollisen sairaalan kuvantamiskeskukseen, pa-
tologian osastolle kuvallinen opas immunohistokemiallisista varjayksistd lymfooman merkkiaineille.
Tavoitteena on kehittaa bioanalyytikoiden perehdytysta immunohistokemiallisten varjdysten laadun-
tarkkailuun niin, ettd bioanalyytikot oppivat tunnistamaan ja vertaamaan hyvaksyttdavan varjayksen
kriteerit kontrollindytteista.

Opasta immunohistokemiallisiin varjayksiin lymfooman merkkiaineille on tydpisteella tarvetta, silla
kdytetyista vasta-aineista ei ole ollut saatavilla aiempaa perehdytysmateriaalia, jonka avulla bio-
analyytikot voivat tarkastaa varjagamistaan ndytteista onnistuneen varjaytymisen kriteerit. Solubiolo-
git tarkistavat padsaantodisesti immunohistokemiallisten varjayksen laadun ja paattavat milloin var-
jaykset tulee tehda uudestaan. Solubiologia tarvitaan laaduntarkkailussa aktiivisesti mukana, koska
bioanalyytikoiden perehdytys ei riita varjaysten itsendiseen tarkasteluun. Tydn tavoitteena on myds
nain vahentaa solubiologien kuormitusta naytteiden tarkistamisessa, kehittamalla bioanalyytikkojen
osaamista immunohistokemiallisten varjdysten laaduntarkkailuun. Nain voidaan nopeuttaa varjays-
ten tarkistamista ja tulosten saamista, kun laaduntarkkailu voidaan suorittaa suoraan varjayksen jal-

keen, ilman useamman ammattiryhman konsultointia.

Kehittamistydssa kuvataan valmiiden kontrolli- ja validointindytteiden avulla, kuinka immunohistoke-
miallisten varjdysten tulisi ilmeta vasta-ainekohtaisesti eri kudoksissa. Oppaassa avataan oikean var-
jaytymisen kriteereja ja luetellaan vasta-ainekohtaisesti hyvat kontrollikudokset seka kasitellaan ylei-
sesti diagnostiikkaa. Kehittamistydssa kasitelldadn myds mahdollisia virhelahteita seka niiden vaiku-

tuksia varjaystulokseen. Kuvallisen oppaan avulla selkeytetadn hyvaksyttavén varjaystuloksen kritee-
reja, mista on hydtya eri ammattiryhmille. Lisaksi selkea ja helposti luettavassa muodossa oleva ku-
vamateriaali yhdenmukaistaa laadunvalvontaa. Oppaalla varmistetaan, etta perehtyvilla tydntekijéilla

on mahdollisuus kerrata hyvaksyttévien varjaystulosten kriteerit aina, kun siihen on tarvetta.
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6 KEHITTAMISTYON TOTEUTUS

6.1 Kehittamistydon menetelma

Kehittamistyon kdytannon tyoskentely voidaan jakaa seitsemaan eri vaiheeseen, jotka ovat kehitta-
mistarpeen tunnistaminen, ideointivaihe, suunnitteluvaihe, toteutusvaihe, tulos ja/tai tuotos, arvioin-
tivaihe ja paatds seka implementointi ja tulosten levittaminen. Lineaarisessa mallissa vaiheet seuraa-
vat toisiaan aiemmin laaditun suunnitelman mukaan, mutta malli ei ota huomioon inhimillisia, kult-
tuurisia tai sosiaalisia tekijoita, jotka vaikuttavat kdytédnnossa tyon tekemiseen ja valmistumiseen.
Vaiheet ovat harvoin nain lineaarisessa jarjestyksessd, vaan usein kaytannossa ne limittyvat ja ovat
samanaikaisia. Kehittdmistyon voi nahda myos spiraalisena mallina, jossa kehittdminen etenee sykli-
sesti. Vaiheet muodostavat kehia, jotka jatkuvat kehilld, joissa edellisen vaiheen tulos arvioidaan
uudelleen ja opitaan toiminnasta. Malli korostaa reflektiota, arviointia ja vuorovaikutusta seka ottaa
huomioon sosiaaliset, inhimilliset ja kulttuuriset piirteet, jotka vaikuttavat kehittdmistoimintaan.
Tybskentelyssa tapahtuu jatkuvasti sisaltdjen ja toimenpiteiden arviointia, uudelleensuuntaamista ja
tarkentamista. Konstruktiivisessa mallissa molemmat lineaarinen ja syklinen malli ilmenevat eri vai-
heissa. Tydskentelyn vaiheet ja niiden sisallot ovat vastaavia kuin lineaarisessa mallissa, minka li-
saksi malli ottaa tulosten arvioinnin ja inhimillisten tekijéiden huomioinnin spiraalimallista. Mallin pe-
rusajatuksena on, etta kehittdminen perustuu yhdessa tekemiseen ja osallisuuteen, toiminnassa op-
pimiseen ja jatkuvaan reflektioon sekda menetelmaosaamiseen. Kaytannon tyoskentely vaatii tyonte-
kijoilté pysahtymistd, arviointia, suuntautumista eteenpdin seka tasavertaista keskustelua. Tasaver-
taisen vuorovaikutuksen avulla saavutetaan moniaanisyys, erilaisten ndkékulmien esilletuonti ja asi-
antuntijuuden jakaminen. Kehittémisty®n toteutuksessa arviointi on jatkuvasti Iasna ohjaten toteu-
tuksen uudelleen suuntaamista tehtyjen havaintojen ja reflektion pohjalta. (Salonen 2013, 13-16;
Salonen, Eloranta, Hautala & Kinos 2017, 51-54.)

Kehittamistyd eteni konstruktiivisen mallin mukaan. Alkuun tydn vaiheet seurasivat toisiaan jarjes-
tyksessd, mutta tyon toteutusvaiheessa suoritettiin jatkuvaa arviointia tyon sisallostd, ulkoasusta,
aiherajauksesta ja kaytettavyydestd. Itsereflektion ja tydn tilaajilta saadun palautteen pohjalta
opasta muokattiin ja kehitettiin, jotta se palvelisi mahdollisimman hyvin tilaajan tarpeita. Ryhmassa
tyoskentely toi mukaan monidanisyytta ja erilaisten nakékulmien huomiointia, kun tydn toteutuksen

suuntaamisesta keskusteltiin yhdessa.

6.2 Kehittdmistarpeen tunnistaminen ja ideointivaihe

Kehittamistyo lahtee liikkeelle kehittdmistarpeen tunnistamisesta. Kaytannon tybeldmassa havaitaan
jokin muutostarve, jota varten kehittamisty6ta aletaan valmistella. Tydntekijat muodostavat yhteisen
ymmarryksen kohteesta, jota kehitetdan, seka rajaavat aluetta alustavasti. Eri tahojen ndkemykset
kehittamistarpeesta otetaan huomioon. Kehittamisty® voi olla ongelmaperustainen eli pyritdan rat-
kaisemaan kaytanndssa huomattu haaste tai ongelma, tai uudistamisperustainen eli etsitdan uusia
ratkaisuja esimerkiksi palveluun tai toimintaprosessiin. (Salonen 2013, 17; Salonen ym. 2017, 56;
Ojasalo, Moilanen & Ritalahti 2021, 21.)
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Ideointivaiheessa ideoidaan sitd, mitd muutettavaa nykytilanteessa on, ja kuinka haluttu muutos
saavutetaan. Ty6n etenemisesta sovitaan alustava suunnitelma, jossa on valjat tavoitteet. Ideoin-
nissa on hyva kuulla laajasti kehittdmistyéhon liittyvia henkildita ja heidan nakemyksidan, jotta erilai-
set ndkokulmat tulevat huomioiduksi. Omien nakemysten ja kasitteiden esilletuominen lisaa tydhén

osallistuvien henkildiden motivaatiota ja osallisuutta. (Salonen ym. 2017, 58.)

Kehittamistydn suunnittelu aloitettiin kevaalla 2022, jolloin valittiin valmiista aiheista immunohistoke-
miallisten varjdysten kuva-aineiston keradminen lymfooman merkkiaineille. Tyon tilaajana toimi Kuo-
pion yliopistollisen sairaalan kuvantamiskeskukseen kuuluva patologian osasto ja kohderyhmana oli
patologian laboratoriossa tydskentelevat bioanalyytikot. Aihekuvauksessa tyd maariteltiin kehittamis-
tyoksi, silla aihe oli tydelamalahtdinen ja sisdlsi muutostarpeen kaytanndn tydssa (Salonen ym.
2017, 56). Immunohistokemian laboratoriossa tulee olla toimiva laaduntarkkailujarjestelma ja myoés
tyontekijoilld on vastuu sen toteutuksesta. Tyontekijoilla on siis oltava hyva kasitys varjayksista seka
niiden suorittamiseen kaytettavasta tekniikasta. (Dunk 2013, 6; Sanderson & Zardin 2013, 435-
439.) Laboratoriossa immunohistokemiallisten varjdysten laadusta ja tulkinnasta vastaavat paasaan-
toisesti solubiologit ja heidan tybtaakkansa keventamiseksi varjaysten laatua ja kontrolleja halutaan

tulkittavaksi my6s bioanalyytikoille.

Tulosten tulkinnassa ei saisi olla eroja tulkitsijoiden valilla. Naitd pyritdan valttdmaan sisdiseen ja
ulkoiseen laadunvarmistukseen kuuluvilla toimilla, joiden avulla laboratoriossa tehtavien maaritysten
toimivuus ja tulosten tdsmaavyys saadaan varmistettua jokaisella mittauskerralla. Siséiseen laadun-
valvontaan kuuluu esimerkiksi kontrollien kayttd (Sanderson & Zardin 2013, 441—442; Labquality
julkaisuaika tuntematon(a); Labquality julkaisuaika tuntematon(b).) Kehittdmistytn tuotoksena syn-
tyvan kuvallisen oppaan avulla pyritédan perehdyttdmaan bioanalyytikkoja immunohistokemiallisten
varjdysten laaduntarkkailuun vasta-ainekohtaisesti lymfoomadiagnostiikassa, hyédyntaen esimerkki-
kuvia kaytossa olevista kontrollikudoksista. Oppaan avulla pyritdan tunnistamaan varjaysten mahdol-

liset virhelahteet ja tuomaan keinoja niiden valttamiseksi.

Aihekuvauksessa kasiteltiin myos tydn alustava tarkoitus ja tavoite seka aihetta rajattiin sisaltdmaan
paateemat immunohistokemia, lymfooma ja eri varjdaysmenetelmat. Tdssa vaiheessa tyon tilaajan
kanssa pidettiin alkupalaveri, jossa suunniteltiin alustava aikataulu kehittdmistyén etenemiselle ja

tuotoksen valmistumiselle seka kaytiin [api tyon tilaajan toiveita oppaan sisédlléstd ja rakenteesta.

6.3 Kehittdmistydn suunnittelu

Kehittamistydn suunnitteluvaiheessa tarkennetaan mita kehittdmisty6llé voidaan realistisesti tavoi-
tella ja mita vaaditaan tavoitteiden saavuttamiseksi. Suunnitelmassa tulisi ilmeta tavoitteet kehitta-
mistydlle, kaytetyt kehittdmismenetelmat ja tydn etenemisvaiheet, kehittdmistydn toimijat ja mah-
dolliset sidosryhmdt seka ndiden tehtavat ja vastuut. Suunnitteluvaiheessa selvitetaan tydhon vara-
tut resurssit ja kehittamistyén dokumentointi, arviointi seka tyon julkaisemistavat. Tassa vaiheessa
kartoitetaan aiheen taustatietoja tutkimalla kirjallisuutta ja tutkimustuloksia ja tehddan rajauksia ke-

hittdmisen kohteeseen. Kehittdmistydn suunnitelma harvoin pysyy tdysin muuttumattomana, silla
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toteutusvaiheessa voi tulla yllattavia asioita ilmi, joihin ei ole pystytty varautumaan, mutta on kui-
tenkin tarkeaa pyrkia mahdollisimman huolellisesti tehtyyn alkusuunnitelmaan. (Salonen ym. 2017,
59-60.)

Kehittamistydsta tulisi laatia mahdollisimman huolellinen kirjallinen kehittdmissuunnitelma (Salonen
ym. 2017, 59—60.) Tassa kehittdmistydssa tehtiin hyvaksytyn aihekuvauksen jalkeen tutkimussuun-
nitelma, johon tyon tarkoitus ja tavoite selkeytyivdt. Suunnitteluvaiheessa tutustuttiin tarkemmin
tyon tilaajaan ja patologian laboratorioon. Immunohistokemian tyOpisteeseen perehdyttiin myos
kaytanndssa tutustumalla kaytettyihin menetelmiin ja laitteiden ominaisuuksiin. Tyon tilaajien kanssa
suunniteltiin tarkemmin tyon sisaltda ja etenemisesta ja sovittiin laboratorion resurssien hyddyntami-
sestd, kuten valmiiden materiaalien kaytostad ja mahdollisesti itse varjayksen toteutuksesta kaytan-
nossa. Kehittdmisen aihetta rajattiin lopulliseen muotoon sisaltémaan paateemat immunohistokemia,
laadunvarmistus laboratoriodiagnostiikassa seka hyvan tydohjeen ja oppaan kriteerit. Rajauksen pe-
rusteena oli ilmenneet tarkemmat tiedot immunohistokemiallisen varjayksen toteutuksesta seka op-

paan halutusta rakenteesta.

Kehittamistydn tulisi perustua tutkittuun tietoon ja/tai nayttédn (Salonen ym. 2017, 59-60). Suun-
nitteluvaiheessa kerattiin taustatietoa kehittamistyota varten immunohistokemian varjayksen perus-
teista, kriteereista, mahdollisista virhelahteistd, vasta-aineiden ominaisuuksista ja kaytdstéd immuno-
histokemiassa, kontrollien kaytdsta ja niiden merkityksesta seka oppaaseen valittujen vasta-aineiden
roolista lymfoomadiagnostiikassa. Tietoa etsittiin myds hyvan oppaan kriteereista ja tydohjeen vaati-
muksista. Kehittamistyon tiedonhaussa kaytettiin hyvaksi kotimaisia ja kansainvalisia tietokantoja
kuten terveystieteisiin pohjautuva PubMed, Medic, ja Terveysportti sekd monitieteelliset ScienceDi-
rect, ja EBSCO. Kaytettavat [ahteet pyrittiin rajaamaan julkaisuvuoden mukaan enintéan kymmenen
vuotta vanhoihin julkaisuihin, minka lisaksi pyrittiin valttdmaan kaupallisia lahteita. Lahdekirjalli-
suutta etsittiin myds Savonia Finnan kautta ja tyéssa hyddynnettiin alan kirjallisuutta, jota oli saata-
villa tyon tilaajan omasta kirjastosta seka verkkosivuilta. Hakusanoina kaytettiin esimerkiksi patho-
logy, immunohistochemistry, patologia, immunohistokemia, immunologia, vasta-aineet, antigeenit,
antigen, antibody, ty6ohje, kehittdmistyd, menetelma, opas, kuva-aineisto, tydohje, perehdytysma-
teriaali tai ndiden yhdistelmia. Tutkittaessa taustatietoa aiheen laajuutta piti vield tarkentaa ja ra-
jata, jotta ty6 pysyisi selkedna ja tarkoituksenmukaisena. Aihetta rajattiin ndin kasittelemaan vain
histologisten naytteiden immunohistokemiallista varjaysta ja jatimme sytologiset ndytteet eli neste-

maiset solundytteet pois. Rajauksen perusteena oli tydn laajuus.

Immunohistokemian erotusdiagnostiikassa lymfoomat luokitellaan menetelmissa kaytettavien vasta-
aineiden eli niin sanottujen vasta-ainemerkkiaineiden avulla (Mdkinen & Suikkanen 2021b). Tyo ra-
jattiin sisdltdmaan Kuopion yliopistollisen sairaalassa, patologian osastolla kaytetyimpiin ja tarkeim-
piin vasta-aineisiin lymfoomadiagnostiikassa, jolloin oppaaseen paatettiin ottaa mukaan kaksitoista
vasta-ainetta, jotka olivat BCL2, BCL6, CD3, CD10, CD15, CD20, CD23, CD30, CD45, CYCD1, C-MYC,

MUM1. Rajaamisen perusteena oli myds kehittdmistydn laajuus.
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Visuaalisen materiaalin tarkoituksena on havainnollistaa oppaan sisadltaman tekstin merkitys. Kuvan
yhteyteen tulee liittda jokin selitys, josta lukija voi selvasti ymmartaa kuvan tarkoituksen tai tapahtu-
man. Koska yleensa ohjeen lukija huomaa ensin kuvan, kannattaa sitd selittdva teksti kirjoittaa kuin
kuvaa tdydentden (Kankaanpaa & Piehl 2011, 295-297, Torppa 2014, 184). Suunnitteluvaiheessa
sovittiin alustavasti kuvien suurennokset kattamaan yleisndkyman kudoksesta ja tarkemmat suuren-
nokset varjdysreaktiosta. Tarvittavan isoa yleisndkymaa kudosvarjayksesta ei ole ollut saatavilla, jo-
ten tarkoituksena oli kerata nadita joka vasta-aineen kohdalta seka yleisesti selkeitd kuvia varjdysre-
aktion lokalisaatiosta. Antigeenit voivat esiintya muun muassa solun pinnalla tai solukalvolla ja tu-
massa. Esimerkiksi CD23-antigeeni sijaitsee solukalvolla, kun taas MUM1-antigeeni on tumassa (Nor-
diQC 2011a; NordiQC 2012b).

Oppaan rakenne suunniteltiin sisdltdmaan tekstiosuuden vasta-aineista ja niiden kaytdsta seka kuvat
kontrollikudoksista eri suurennoksilla. Suunnitelmavaiheessa sovittiin myos tyon tilaajan kanssa, etta
oppaaseen otetaan mukaan esimerkkikuvia myds epaonnistuneista immunohistokemian varjayksista
edelld mainituista vasta-aineista, jotta bioanalyytikoiden kyky huomata mahdolliset virhelahteet pa-
ranevat. Suunnitelmassa sovittiin myos kehittamistydn toteutus, viimeistely ja valmistumisajankohta.
Kehittamistyd hyvaksyttiin, jonka jalkeen tehtiin ohjaus- ja hankkeistamissopimus tyon tilaajan ja
ohjaavan opettajan kanssa. Myos tutkimuslupa Kuopion yliopistollisessa sairaalassa tehtavaa opin-

naytetydtad varten haettiin kuvantamiskeskuksen ylihoitajalta ennen tydn toteutusta.

6.4 Toteutus ja tuotos

Toteutusvaiheeseen siirrytdan, kun tydsuunnitelma on valmistunut ja saanut hyvaksynnan organi-
saatiolta. Tydn toteuttaminen vaatii tydn tekijéilta suunnitelmallisuutta, vastuullisuutta, itsendisyytta,
epavarmuuden sietoa seka sitkeytta ja itsensa kehittdmistd. Toteutusvaiheen onnistumisen ja am-
matillisen kasvun kannalta ohjaus ja tydsta saatu palaute ovat tarkeitd. Toteutus etenee suunnitel-
man mukaisesti. Suunnitelma kuitenkin tarkentuu tydskentelyn edetessa, kun syklisen mallin mukai-

sesti uutta toimintatapaa/tietoa kokeillaan kaytanndssa. (Salonen ym. 2017, 62.)

Kehittamistyon tulokset ja/tai tuotokset kertovat saadusta hyddysta ja toiminnan muutoksesta koh-
teessa ja niiden tulisi tuottaa lisdarvoa tydyhteisolle. Kehittdmistydn tuotos voi olla materiaalinen tai
immateriaalinen. Materiaalisia tuotoksia ovat esimerkiksi opas, perehdytyskansio tai uusi tuote, im-
materiaalisia taas tydntekijdiden osaamistason nostaminen, tyéhyvinvoinnin lisddminen tai tydsken-

telyn jarkeistdminen. (Salonen ym. 2017, 63.)

Kehittamistydn toteutus aloitettiin suunnitelman hyvaksymisen jélkeen keraamalla kuvia oppaaseen
kontrolli- ja validointimateriaaleista, jotka olivat tallennettuina laboratorion laaduntarkkailun kovale-
vyihin. Kuvat kerattiin aiemmin sovituista vasta-aineista varjdysten perusteella. Kaytdssa olevaan
kuvankasittelyohjelmaan ja mikroskooppilasien skannaukseen perehdyttiin tyon tilaajan kanssa ja
kerattiin valmiit kuvat itsenadisesti. Suurin osa kuvista saatiin kovalevyiltd, mutta osa piti skannata
uudelleen lasilta. Valmiit kuvat kerattiin muistitikulle ja niiden sopivuus tydhdn varmistettiin solubio-
logilta. Tyon tilaajan palautteen perusteella hyvaksyttiin suurin osa materiaaleista, mutta osaan ku-

vista tarvittiin enemman suurennoksia seka osa kuvista tuli ottaa uudestaan, silld ne olivat epaselvia
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tai sopivia kuvia ei I6ytynyt ollenkaan kovalevyiltd. Puuttuvista vasta-ainekuvista tarkistettiin ja valit-
tiin ensin mikroskoopilla sopivat kontrollilasit ja suoritettiin skannaus uudestaan. Kuvien suurennok-
set valittiin tyéeldman tarpeeseen sopivaksi, jolloin suurennoksia tuli vasta-ainekohtaisesti kaksi tai
kolme kappaletta. Suurennoksien valinta perustui aiempien kaytéssa olevien materiaaleihin ja niiden
puutteisiin. Pienin kdytetty suurennos oli viisinkertainen ja suurin 20-kertainen, jolloin kuvat pysyivat
tarpeeksi selkeina ja kuitenkin tarkemmat kuvat solujen ja kudosten varjaytyvyydesta tuli esille. Ku-

viin lisattiin my6s nuolia helpottamaan varjdysreaktion lokalisaation ja onnistumisen tunnistamista.

Hyvan ohjeistuksen kirjoittamisessa ja kuvittamisessa taytyy huomioida, etta tarpeelliset asiat esite-
taan selkeasti ilman turhaa asiaankuulumatonta sisaltéa, seka parhaiten oppaan tarkoitusta palvele-
vassa jarjestyksessa (Kankaanpaa & Piehl 2011, 295-299). Oppaan rakenteeseen tarkennettiin tar-
vittavia taustatietoja ja sovittiin tekstin sisallén kattavan vasta-ainekohtaisesti yleistd tietoa tutkitta-
vasta antigeenista, joihin vasta-ainetta kaytetaan diagnostiikassa, sopivat kontrollikudokset seka an-
tigeeni-vasta-aine reaktion lokalisaatio ja varjaytyvyys. Alkuperdisessa suunnitelmassa varattiin yh-
delle vasta-aineelle A4-sivun verran tilaa, johon tarvittavat tekstit ja kuvat sisdltyisivat, mutta kuvien
asettelussa kavi ilmi, ettd kuvat jaavat lilan pieneksi ja epaselvaksi. Esimerkkisivu tehtiin CD3-vasta-
aineesta, josta varmistettiin tekstin asiasisaltd ja kuvien asettelun sopivuus. Palautteen perusteella
paatettiin yhteisymmarryksessd, etta aukeama on parempi vaihtoehto, jotta kuvat sailyvat selkeam-
pana ja kaikki halutut suurennokset mahtuvat mukaan. Tekstiosio hyvéksyttiin suurimmaksi osin sel-
laisenaan, ainoastaan tarkennettiin reaktion lokalisaatiota spesifiin positiiviseen reaktioon vasta-aine-
kohtaisesti. Oppaaseen lisdttiin tietoa myos tilaajan kayttamista kontrollikudoksista ja niiden merki-
tyksesta. Kontrollikudoksien ominaisuuksia pyrittiin kasittelemaan siind laajuudessa, missa niita im-
munohistokemian tydpisteella kaytetadn. Vasta-ainekohtaisesti ne jakautuivat lymfoomadiagnostii-

kan merkkiaineiden tutkimuksissa hyddyllisiin monikudosblokkeihin tai omaan kontrollikudokseen.

Immunohistokemiallisissa tutkimuksissa on useita tekijoita, jotka vaikuttavat varjayksen lopputulok-
seen ja sen myo6td oikean diagnoosin saamiseen. (Sanderson & Zardin 2013, 435—439.) Epaonnistu-
neista varjayksista ei ollut valmiita kuvia sahkoisessa muodossa, joten immunohistokemian arkistoa
kaytiin |api vield vasta-ainekohtaisesti ja valittiin kaikki lasit mita oli tarjolla paremmin tarkastelta-
vaksi. Hylatyt varjaykset ja niiden syyt varmistettiin laaduntarkkailun aineistoista ja lopuksi mikro-
skoopilla. Oppaassa pyrittiin kasittelemaan yleisimpia virheldhteitéd immunohistokemiallisissa varjayk-
sissa. Liian pitka fiksaatioaika saattaa havittda naytteen antigeeneja, kun taas liian lyhyt fiksaatio-
aika voi aiheuttaa poikkeamia laatuun, jos kudos ei ehdi fiksoitua kunnolla. Naytteen huono proses-
sointi voi heikentaa immunohistokemiallisten varjdysten tuloksia, kuten liian korkeat lampdétilat ku-
doskuljetuksessa tai parafiiniin valussa tuhoten lampdéherkkid antigeeneja. Muita tarkeita leikkeen
laatuun vaikuttavia tekijoita ovat veden kunnollinen poistaminen leikkeestd, mikd yhdessa ryppyjen
ja repedmisen valttdmisen kanssa vaikuttaa leikkeen kiinnittymiseen objektilasiin. (Colley & Stead
2013, 21; Sanderson & Zardin 2013, 435—439; Shi & Taylor 2013, 31-32.) Epdonnistuneet varjayk-
set rajattiin taustatiedon perusteella niihin, joissa oli ilmennyt automaatiossa jotain vikaa, morfologia

oli epdselva tai kontrolli oli negatiivinen tai ndiden yhdistelmia.

Oppaan sisaltdmat ohjeistukset ovat suositeltavaa jakaa erillisiksi kohdiksi ja esittda ne luetelmana

eri vaiheet numeroituna. Tama tekee ohjeesta helpommin seurattavan. Oppaan selkeyttédmiseksi eri
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osioilla tulee olla my6s otsikoinnit, jotka helpottavat kasiteltdvien aiheiden jasentamista (Kankaan-
paa & Piehl 2011, 295-297, Torppa 2014, 184). Kuvaoppaan lopullinen rakenne muodostettiin sisal-
tamaan kansilehden, johdannon, omat kappaleet vasta-aineille seka epdonnistuneille varjayksille ja
lopuksi Iahdeluettelon. Epdonnistuneet varjaykset jaettiin laitevian, negatiivisten kontrollien ja epa-
selvan morfologian aiheuttamiin. Kehittamistydn loppuraporttiin lisattiin kdytettyja menetelmia, poh-
dintaa kehittdmistydn menetelmista ja eettisyydesta ja arviointia tydn onnistumisesta seka kuvia sel-

keyttamaan immunohistokemiassa kaytettavia menetelmia.

6.5 Arviointi

Kehittamistydn kuudes vaihe on arviointi, vaikka arviointia tapahtuu myos aikaisemmissa vaiheissa.
Padasiallinen tehtava valiarvioinnissa on suunnata kehittdmistyéta eteenpain ja antaa palautetta
osallistujille. Arviointi pitéa sisalldan suunnitelmallisen tiedonkeruun ja kyseisen tiedon analysoinnin.
Tulosten pohjalta arvioidaan kehittamistoimien vaikutuksia ja sen etenemista maaritettyjen kritee-
rien avulla. Kriteereind voidaan kayttaa esimerkiksi lopputuloksen merkittavyyttd, helppokayttoi-

syytta, yksinkertaisuutta ja sovellusmahdollisuuksia tai neutraalisuutta. (Ojasalo ym. 2021. 47-48.)

Arvioinnin voi ajatella sisaltdvan itsearvioinnin, ulkoisen arvioinnin ja vertaisarvioinnin muotoja. On
tarkeaa kyeta kriittisesti tarkastelemaan omaa toimintaa seka tunnistaa omat vahvuudet ja heikkou-
det. Arvioinnissa pohditaan kehittamistyon toteutusta suhteessa sille asetettuihin tavoitteisiin. Arvioi-
tavia kysymyksia voivat esimerkiksi olla: Saavuttiko ty6 halutut muutokset ja mitka olivat sen vaiku-
tukset kohderyhmalle? Missa tyd onnistui? Missa tyd epaonnistui? Arviointivaiheessa tehdaan kehit-
tamistyosta kirjallinen raportti, joka kirjoitetaan suhteessa kehittamissuunnitelmaan. Raportti on ko-
konaisvaltainen kuvaus opituista asioista ja siind esitellaén tyoskentelyn kaikki vaiheet. (Salonen ym.
2017, 64-65.)

Tyon tilaajina toimivat immunohistokemian vastuuhenkilét laboratoriossa. Palautetta kerattiin haas-
tattelemalla kyseisia alan asiantuntijoita suullisesti ja viestimalla sahkdpostien valitykselld. Palautetta
haettiin esimerkiksi kuvien sopivasta suurennoksista ja niiden maarista seka kontrollikudoksien ra-
jaamisesta. My0s kuvien laatua varmistettiin ohjaajilta ja palautteen perusteella paadyttiin skannaa-
maan osa vasta-aineista uudestaan, jotta saatiin sopivat kuvat varjayksista. CD3-vasta-aineesta teh-
tiin esimerkkiaukeama ja haettiin palautetta tyon tilaajalta tekstin asiasisallosta ja selkeydesta seka
oppaan rakenteesta. Palautteen pohjalta tehtiin korjauksia asiasisaltéon ja oppaan rakenteeseen.
Epadonnistuneiden varjaysten aiheet rajattiin ja kuvat valittiin palautteen ja muistiinpanojen perus-

teella.

Arvioinnin apuna voidaan kayttaa havainnointia, kyselyja, haastatteluja ja dokumenttianalyysia. Koh-
deryhmalta hakiessa palautetta rehellisen ja todellisen mielipiteen saa erityisesti silloin, jos hyddyn-
netadn anonyymia vastaamista. Ndin turvataan ja taataan yksityisyyden suoja, joka tulee antaa ilmi
vastaajille. Kohderyhman on my6s ymmarrettdva oma roolinsa tutkimuksessa tai kehittamistytssa ja
kyettéva tekemaan arvioinnit tdman perusteella tietylla kypsyydelld ja jarkevasti. Tydyhteisdssa tulee
miettia kehittdjéna tai tutkijana suostuttelun ja pakottamisen rajaa. Usein kehittamistydssa on olet-
tamus, etta yrityksen tydntekijat osallistuvat toimintojensa kehittdmiseen, kun taas tieteellisessa tut-

kimuksessa kohderyhmalta kysytaan suostumus tutkimukseen osallistumisesta. (Ojasalo ym. 2021,
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48-49.) Opas tulostettiin immunohistokemian tydpisteelle ja bioanalyytikoita pyydettiin kirjoittamaan
oppaaseen huomioita ja mahdollisia kehitysehdotuksia. Vastaaminen oli vapaaehtoista ja anonyymia,
koska pyrimme saamaan mahdollisimman rehellisen ja kehittamistyota palvelevan mielipiteen. Pa-
lautetta pyrittiin keradmaan kuvien selkeydestd, havainnollisuudesta ja niiden maarasta. Tietoa ha-
luttiin my0&s tekstin ymmarrettavyydesta ja laajuudesta. Havaintojen perusteella selvitettiin my6s
oppaan kayttdmahdollisuuksista kdytannon tydssa immunohistokemian tyopisteelld ja sitd palveleeko
opas kaytannon tarvetta. Tyontekijoiltd saadussa palautteessa kuvien maaraa, laatua ja kokoa pidet-
tiin hyving, selkeina ja sopivan kokoisina, minka lisdksi kuvateksteja pidettiin sopivan mittaisina ja
informatiivisina. Oppaan tekstia pidetiin loogisena ja helppolukuisena ja sen termeja ymmarretta-
vind. Oppaan kaytettavyys sai keratyssa palautteessa kiitosta loogisesta jarjestyksestd, josta tiedon
etsiminen on helppoa. Palautteen perusteella tydntekijat pitdvat opasta tydskentelya helpottavana ja
sujuvoittavana tekijana. Tyon tilaajilta saadun palautteen perusteella joitain oppaan kuvateksteja
muokattiin kuvaamaan tarkemmin varjayksen kriteereitd. Lisaksi kiinnitettiin huomiota kaytettyjen
termien yhtendisyyteen ja selkeyteen. Oppaan kuvien nuolia muokattiin ilmaisemaan selkedmmin
onnistuneen varjaytymisen kriteereita, kuten osoittamalla esimerkkikuvista alueita, joilla ei saa olla

varjaytymista.

Paatds, implementointi ja tulosten levittdminen

Kehittamistyd on paatoksessa, kun tuotos ja loppuraportti ovat valmiit seka tyon tavoitteet ja tulok-
set saavutettu. Paattamisvaiheeseen kuuluu keskeisesti sen suunnittelu, mita tydskentelyn tulok-
sille/tuotokselle tapahtuu tulevaisuudessa. Miten niita tullaan hyédyntamaan ja kuinka laajasti tulok-
set levitetdan? Tyon tulosten levittdminen ja implementointi eli juurruttaminen voi olla kdytanndssa
haasteellista. (Salonen ym. 2017, 66.) Tuotos ja loppuraportti ovat valmiita ja kehittdmisty® on paa-
toksessa. Valmis tuotos esitelladn Savonia-ammattikorkeakoulun sosiaali- ja terveysalan Hyvinvointi-

konferenssissa loppuvuodesta 2023.

Konkreettisen tuotoksen hyddyntaminen ja sen ottaminen mukaan rutiinitydskentelyyn jaa tyon ti-
laajan vastuulle. Tyd on tarkoitus implementoida tilaajan kayttédn laboratorioon, mutta ei laajem-
malle. Suunnitelmissa on, ettd valmis kuvaopas jaa immunohistokemian tydpisteella tydskentelevien
bioanalyytikoiden paivittaiseen kayttdon varjaysten tueksi. Tydn tavoite saavutetaan, kun se auttaa
bioanalyytikoita onnistuneiden varjaysten tulkinnassa, mika taas vahentaa solubiologien tyttaakkaa.
Kuvaopasta voidaan hyddyntdaa myds erikoistuvien solubiologien ja patologien perehdytyksessa ai-
heeseen. Oppaan ulkoasua ja rakennetta tullaan hyédyntdmaan tulevaisuudessa valmistettaessa ku-
vallisia oppaita muille sydpamerkkiaineille. Tavoitteena on saada tulevaisuudessa kuvalliset oppaat
kaikille immunohistokemian laboratoriossa kayttssa oleville merkkiaineille ja koota ne yhteen yh-

deksi oppaaksi hyddyntaen tdman kehittamistyon rakennetta.
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7 POHDINTA

7.1  Kehittdmistyon toteutus ja tuotos

Arvioinnissa kehittamistoimintaa pohditaan kriittisesti asetettujen tavoitteiden mukaan. Loppuarvi-
oinnilla pyritadn osoittamaan, kuinka kehittamistytssa lopulta onnistuttiin. Tulosten avulla voidaan
arvioida kehittdmistyon etenemista ja sen vaikutuksia hyddyntamalla maaritettyja kriteerejd, kuten
esimerkiksi lopputuloksen merkittavyytta, helppokayttdisyyttd, neutraalisuutta, toistettavuutta ja so-
vellettavuutta muihin yhteyksiin. (Ojasalo 2021, 47; Salonen ym. 2017, 65—66.)

Kehittamistydn tarkoituksena oli luoda Kuopion yliopistollisen sairaalan kuvantamiskeskukselle, pato-
logian osastolle kuvallinen opas immunohistokemiallisista varjayksista lymfooman merkkiaineille.
Tarkoitus oli alusta asti selva, mutta olennaista tavoitetta pohdittiin pidemman aikaa ennen kuin se
selkeytyi. Tama hidasti oppaan lopullisen rakenteen ja tietoperustan rajaamista seka tydn toteutuk-
sen aloittamista. Kehittamistyon suunnittelussa pyrittiin selvittdmaan kohderyhmda ja kohderyhman
tietotaitoa seka sitd, mitd oppaassa halutaan ensisijaisesti tuoda esille. Kdvimme useita palavereita
tyon tilaajan kanssa sahkdpostien valitykselld ja laboratoriossa, kunnes tavoite selkeytyi. Tyéelaman
kehittédmistytdssa hankaluuksia toivat myds aikataulun sovittaminen kiireiden keskelld. Kehittdmistydn
tarkoitus tayttyi ja sen tuloksena syntyi kuvallinen opas immunohistokemiallisista varjayksista lym-

foomamerkkiaineille, joka tukee bioanalyytikoiden tydskentelyd immunohistokemian tydpisteella.

Immunohistokemiallisilla tutkimuksilla on nykyadn merkittéva rooli diagnostiikassa ja ne voivat suo-
raan vaikuttaa potilaan hoitopolkuun, joten on tarkeda varmistua tutkimusten korkeasta laadusta.
Jokaisella tyontekijallda on myds vastuu laaduntarkkailusta. (Dunk 2013, 6; Sanderson & Zardin

2013, 435-439.) Kehittamistydn tavoitteena oli kehittéd bioanalyytikoiden perehdytysta immunohis-
tokemiallisten vérjaysten laaduntarkkailuun niin, ettd bioanalyytikot oppivat tunnistamaan ja vertaa-
maan hyvdksyttavan varjdyksen kriteerit kontrollindytteista. Kuvallinen opas immunohistokemialli-
sista varjayksista lymfooman merkkiaineille auttaa parantamaan tutkimuksien laatua ja onnistumista,
kun onnistuneen varjayksen voi katevasti tarkistaa ja mahdolliset virheldhteet tulevat myds tutuksi

varjayksia kaytédnnossa tekeville bioanalyytikoille.

Immunohistokemiallisen varjdyksen laatuun vaikuttaa esimerkiksi liilan pitka tai lyhyt fiksaatioaika tai
pitkittynyt kylmaiskemia-aika. Myds ndytteen huono prosessointi, kuten liian korkeat lampdtilat ku-
doskuljetuksessa tai parafiiniin valussa, seka leikkeessa olevat rypyt ja repeamat vaikuttavat varjays-
ten laatuun. (Colley & Stead 2013, 21—22; Sanderson & Zardin 2013, 435-439; Shi & Taylor 2013,
31-32.) Bioanalyytikot vaikuttavat paljon immunohistokemiallisten varjdysten laatuun histologisen
prosessin aikana kudosten kasittelyssa ja varjdysten teknisessa suorituksessa, joten parempi kasitys
varjayksen taustoista ja onnistuneen varjayksen kriteereista on tarkeda ja hyodyllista tyén laadun

varmistamiseksi.

Laaduntarkkailulla patologian laboratoriossa varmistetaan, etta tyénjalki on laatuvaatimuksien mu-
kaista ennen naytteiden etenemistd diagnosoitavaksi. Laaduntarkkailu kattaa koko histologisen pro-
sessin ja siinad tulee olla selkeat kriteerit, joiden tayttymatta jattdminen johtaa tyén uusimiseen.

(Dunk 2013, 6.) Solubiologit vastaavat paasaantdisesti varjaysten laaduntarkkailusta, mika tyéllistaa
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heitd muiden tehtdvien ohella paljon. Bioanalyytikot eivat ole voineet taysin itsendisesti tarkastaa
varjayksig, silla perehdytysta ei ole ollut. Kehittamisty®n tavoitteena oli ottaa bioanalyytikot mukaan
varjaysten ja kontrollien tarkistukseen ja tulkintaan, jolloin saadaan solubiologien kuormitusta va-
hennettya. Oppaan avulla bioanalyytikot voivat tulkita varjaysten onnistumista itsendisemmin, var-
sinkin silloin kun solubiologeja ei ole paikalla. Kuvallinen opas palvelee ty6elaman tarvetta ja sita
voivat hyddyntaa perehdytysmateriaalina laboratorioissa immunohistokemiallisten varjaysten tulkin-
nassa nhiin kohderyhmana olevat bioanalyytikot, kuin erikoistuvat solubiologit ja patologit. Ndin saa-
daan kehitettyd ymmarrystd ja osaamista hyvaksyttdvan varjayksen kriteereistd ja onnistuneesta
varjayksestd. Tama tuo lisda luotettavuutta menetelmaan ja nopeuttaa tulosten saamista myos poti-

laalle.

Organisaatio ja asiakkaat muodostavat omat madritelmat asiakaslahtoiselle toiminnalle. Organisaa-
tiotasolla asiakaslahtdinen toiminta pitda sisalldan perustehtavan mukaisen tavoitteellisen toiminnan
ja yksilotasolla se tarkoittaa palvelun vastaamista asiakkaan tarpeeseen. (Salonen ym. 2017, 17.)
Tyon tilaajan kanssa tydskentely sujui hyvin prosessin eri vaiheissa ja saimme hyvaa palautetta asi-
akkaan eli tyon tilaajan kohtaamisesta, yhteistyotaidoista seka oma-aloitteisuudesta kehittdmistyon
toteutuksessa. Kuvallinen opas onnistui hyvin ja tavoitteiden mukaan, silla se voidaan ottaa kayttéon
laboratorion paivittdiseen toimintaan sellaisenaan ja sitéd hyddynnetaan pohjarakenteena jo muille

tekeilld oleville kuvallisille oppaille.

7.2  Eettisyys ja luotettavuus

Hyvaan tieteelliseen kaytantdon kuuluu, ettd tiedon hankkiminen pohjautuu tuntemukseen oman
alan tieteellisesta kirjallisuudesta, muista tietoldhteistd seka havainnoista ja oman tutkimuksen ana-
lysoinnista. Rehelliseen tyéhon kuuluu, ettd tutkijoiden saavutukset samasta aiheesta otetaan huo-
mioon tekstissa tarkasti lahdeviittauksin. Tydhon haetaan tutkimuslupa ja suoritetaan tarvittaessa
eettinen ennakkoarviointi. Tutkimushankkeessa sovitaan ennen sen aloittamista eri osapuolten vali-
set vastuut ja velvollisuudet seka aineiston sdilyttdmisesta ja kaytosta. (Tutkimuseettinen neuvotte-
lukunta TENK, julkaisuaika tuntematon; Vilkka 2021, 41-42.)

Tydhon haettiin tietoa tieteellisista tietokannoista PubMed, Medic, Terveysportti, ScienceDirect ja
EBSCO seka alan oppikirjoista. Raportissa kaytetyt lahteet merkittiin tekstiin ja lahdeluetteloon Savo-
nia-ammattikorkeakoulun kirjallista ohjetta noudattaen. Lahteita pyrittiin kdyttdmaan monipuolisesti
ja varmistamaan mahdollisuuksien mukaan tyéhdn tulleet tiedot useammasta kuin yhdesta lah-
teestd. Osa tiedosta oli helppoa l6ytda, kun taas osa vaati enemman ajankayttda tiedonhakuun. Esi-
merkiksi C-MYC-antigeeni oli muista antigeeneista poikkeava ja tietoa siitd hankalasti I6ydettavissa.
Useat lahteet olivat englanninkielisia ja tieteellisten termien kadntaminen saattoi vieda paljon aikaa
ja lahdemerkint6jen teko oli valilla tydlasta. Tyon luotettavuutta lisaa se, etta tyon kuvia ja teksteja
ovat koko ajan arvioineet alan asiantuntijat eli laboratorion solubiologit. Kuvalliseen oppaaseen tule-
vat tekstit tarkistutettiin tydn tilaajina toimineilta solubiologeilla ja kommenttien pohjalta tehtiin tar-
vittavat korjaukset ennen oppaan valmistumista. Oppaan tekstien ldhteend kaytettiin solubiologien

suosituksesta padasiassa Agilent Dakon oppaita immunohistokemiallisista varjayksista ja NordiQC-
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sivustoa, silla ne ovat kaytdssa laboratorion immunhistokemian tydpisteelld paivittdisessa laadunval-
vonnassa. Lisdksi hyddynnettiin myos alan kirjallisuutta ja tutkimuslahteita pyrkien pitdmaan lahteet
alle kymmenen vuoden vanhoissa. Tietoa immunohistokemiasta I6ytyi paljon ja aihetta kasittelevén
materiaalin rajaaminen oli aluksi haastavaa. Rajaamisen seurauksena sopivia lahteita jouduttiin etsi-

maan kauemmin ja osasta oli saatavilla vain vanhempaa tuotantoa.

Tyo tarkastettiin aihekuvaus-, suunnitelma- ja loppuraporttivaiheissa Turnit-plagioinnin tunnistustyo-
kalulla. Ennen kehittamistyontyon toteutuksen aloittamista sitd varten haettiin tutkimuslupa Kuvan-
tamiskeskuksen ylihoitajalta. Tyota varten ei tarvinnut suorittaa eettistéd ennakkoarviointia, eika sita
tehdessa kasitelty henkilotietoja. Jotkin kuvallisen oppaan esimerkkikuvista olivat potilasnaytteista,

mutta ne olivat arkistoitu koodattuina, jolloin potilaan henkil6tiedot eivét olleet ndkyvissa.

Ennen tyOn toteutusta allekirjoitettiin kehittdmistyon tekijdiden, tydn tilaajan seka tydn ohjaajan
kesken Savonia-ammattikorkeakoulun opinnaytetyésopimus, jossa madriteltiin tyon tilaajan saavan
omistusoikeuden julkaistaviin tai ei-julkaistaviin tuloksiin omistusoikeuden. Lisaksi sopimuksessa so-
vittiin julkaisutavaksi avoin kokoelma, eli kehittdmistydn tuloksena syntyva kuvallinen opas seka

opinnaytetydn raportti julkaistaan internetissa Theseus-palvelussa.

Kehittamistyd voi olla ongelmaperustainen eli pyritdan ratkaisemaan kaytdnnodssa huomattu haaste
tai ongelma, tai uudistamisperustainen eli etsitadn uusia ratkaisuja esimerkiksi palveluun tai toimin-
taprosessiin (Ojasalo, Moilanen & Ritalahti 2021, 21). Kehittamistyd valikoitui opinnaytetyon toteu-
tustavaksi, koska laboratorion toimintaprosessiin kaivattiin uudistamista. Kehittamistydn tuotokselle
oli selkea tarve, jonka kuvallinen opas tayttaa. Tyon toteutuksessa kaytetyt dialogiset keskustelut
tyon tekijoiden ja tilaajien kesken, asiantuntijoiden haastattelut ja palautteen kera@minen laborato-
rion tyontekijoilta auttoivat tyon toteutuksen suuntauksessa ja tyon kannalta olennaisten asioiden
hahmottamisessa. Kehittamistydn konstruktivistisen mallin perusajatuksena on, ettd kehittdminen
perustuu yhdessa tekemiseen ja osallisuuteen, toiminnassa oppimiseen ja jatkuvaan reflektioon seka
menetelmdosaamiseen (Salonen ym. 2017, 53). Kehittémistyd sopi myds hyvin ryhmassa tehtévaan
tydskentelyyn, silld se sisalsi paljon yhdessa tekemista ja toiminnassa oppimista, kun opasta tydstet-
tiin saadun palautteen ja itsereflektion pohjalta. Ryhmatydskentelyssa tydnjako sujui hyvin, mutta

tydskentelyn aikataulutuksessa oli ajoittaisia haasteita.

7.3 Ammatillinen kasvu

Bioanalyytikkokoulutuksesta valmistuvalla bioanalyytikolla tulisi olla laaja-alainen ja vahva osaami-
nen kliiniseen laboratoriotydskentelyyn ja tiedon soveltamiseen, arviointiin ja kehittdmiseen. Osaa-
mistavoitteisiin kuuluu my6s kyky kansainvaliseen toimintaan ja jatkuvaan oppimiseen. Bioanalyyti-
kon kompetensseihin kuuluu yleisella tasolla kyky arvioida ja kehittaa toimintaa, seka kyky ottaa
vastuuta omasta toiminnastaan ja mahdollisista seurauksista. Tahan kuuluu myds ammattieettisten
periaatteiden noudattaminen. Bioanalyytikon on myos tarkea osata arvioida, hankkia ja kasitella
kriittisesti saatavilla olevaa tietoa. Bioanalyytikon on myds tarkea olla mukana alansa kehityksessa
osallistuen kehittdmishankkeisiin ja projekteihin hyddyntden moniammatillista yhteisty6ta. (Savonia-

ammattikorkeakoulu julkaisuaika tuntematon a.)
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Bioanalytiikan opinnoissa immunohistokemiallisia menetelmia kasitelladn immunologian opintojak-
sossa. Kyseessa on erikoisosaamisala, joka kuitenkin tulee vastaan patologian laboratorion paivittai-
sessa analytiikassa. Histologian opintojaksolla lapikdydyn histologisen ndyteprosessin ymmartaminen
on hyvin olennaista, koska silld on merkittava vaikutus immunohistokemiallisten varjaysten onnistu-
miseen. Kehittamistyon toteutus kehitti ymmarrysta immunohistokemian periaatteista ja varjaysten
laatuun vaikuttavista tekijoista kliinisessa laboratoriossa niin liséantyneen teoriatiedon, kuin kaytan-
non osaamisella. Immunohistokemia oli meille alkuun melko vieras aihe, silla olimme kdyneet bio-
analyytikon tutkinto-ohjelmassa vain immunologian syventdvalla jaksolla yleisesti asiaa lapi. Emme
paasseet myoskadn kliinisen patologian harjoittelussa ndkemaan kaytanndssa kyseista erikoisalaa,
joten teoriatietoon perehtyminen vei aikaa ennen tyon toteutusta. Suurin osa saatavilla olevista lah-
demateriaaleista oli englanniksi, joten kehityimme lukemaan kansainvalisia julkaisuja ja ammattisa-

naston ymmarrys kasvoi suuresti tyén aikana.

Bioanalyytikon perustutkinnossa viimeisena eli neljantend vuotena asiantuntijuutta mitataan kliinisen
laboratoriotydn osaamisen soveltamisena kaytannon tehtdvissa. Opiskelija osoittaa osaamisen opin-
ndytetyoprosessissa hallitsemalla tutkimuksellista tydotetta ja kykyna yhdistaa kaytanto teoriatietoon
kehittédmistyén muodossa. (Savonia ammattikorkeakoulu julkaisuaika tuntematon b.) Kehittamisty®
toteutettiin hyvin omatoimisesti alusta alkaen ja otimme vastuun heti alussa oppaan rakenteen ja
sisalldn suunnittelusta ja toteutuksen onnistumisesta. Ymmarrys kehittdmistyon tarkoituksesta ja
tavoitteesta muovautui lopulliseksi suunnitelmavaiheessa, jolloin saimme paremman kuvan kaytan-
non tyosta ja toteutuksesta immunohistokemian laboratoriossa. Kuvien valitseminen ja histologisten
naytteiden tulkitseminen tuotti alkuun hankaluuksia ja teimme tiivista yhteistyota tyon tilaajan
kanssa, jotta tulkinnat saatiin onnistumaan ja oppaaseen valitut kuvat olivat mahdollisimman laa-
dukkaita. Kehittamisty6ta toteuttaessa kehityimme tarkkailemaan kontrollikudoksia siten, etta kudos-
ten rakenteet ja niistd kdytettavat termit tulivat tutummaksi. My6s varjaysten onnistumisen arviointi
oli loppuvaiheessa paljon selkedmpaa ja onnistuimme siind itsendisemmin. Aihe syvensi my®s immu-

nologian ymmarrysta entisestaan.

Kehittamistydssa yhteistyd sujui hyvin ryhman jasenten seka tydeldman edustajien kanssa ja kehi-
timme valtavasti ryhmatytskentelytaitoja. Ty6t onnistuttiin jakamaan tasapuolisesti ja valilld paikat-
tiin toisen paikkaa, mikali tama ei padssyt paikan padlle tydskentelemaan tai talla oli hankaluuksia
oman osuutensa kanssa. Ty0 jakaantui hyvin omien vahvuuksien mukaan, mutta kuitenkin siten,
etta kaikki osallistuivat kaytannén toteutukseen ja kirjoittamiseen. Erilaiset oppimistyylit ja tydsken-
telytavat tuli ndin huomioitua. Kaikilla oli samankaltaiset tavoitteet tyon toteutuksesta, mikd helpotti
huomattavasti tydskentelya. Kuitenkin kolmen henkilén ryhméssa oli vaikeuksia valilla sopia tapaa-
misia ja tyoskennelld yhdessa, mutta yhteydenpito onnistui siitd huolimatta eikd pahoja viivastyksia
tullut vastaan. Kehittédmistyd kehitti myds tydeldman taitoja eri ammattiryhmien valilla, silld tydsken-
telimme solubiologien ja bioanalyytikkojen kanssa. Kehittédmistydn yksi haastavimmista puolista oli-
kin sovittaa kuilu eri ammattiryhmien valilla, siten ettd opas on tarpeeksi informatiivinen, mutta kay-
tanndnldheinen. Tdssa onnistuttiin hyvan vuorovaikutuksen, palavereiden maaralla ja rehellisen pa-

lautteen avulla.
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Tybeldmassa asiantuntijuuteen vaaditaan tekijalta monenlaisia kykyja ja valmiuksia eli kvalifikaati-
oita, seka patevyys- ja ammattitaitovaatimuksia ja ominaisuuksia. Ammattilaisella tulee olla kyky
kehittaa ja muuttaa omia valmiuksia muuttuvan yhteiskunnan ja tyéeldméassa nopeasti kehittyvien
tutkimus- ja kehitysosaamisen vuoksi. (Vilkka 2015, 17.) Bioanalyytikolta vaaditaan laboratoriotutki-
musprosessin hallitsemista, teknista osaamista, tarkkuutta ja jarjestelmallisyytta seka jatkuvaa halua
uuden oppimiseen ja ammatissa kehittymiseen (Suomen Bioanalyytikkoliitto, julkaisuaika tuntema-
ton). Tyoskentely opetti paljon kehittamistydn prosessista ja menetelmien soveltamisesta tyoyhtei-
sd6n. Sopimuksien teko, resurssien hyddyntaminen ja niiden puute seka palautteen hakeminen koh-
deryhmalta tulivat tutuiksi, minka liséksi kehityimme tutkimuksellisen tydn teossa. Tyon tilaaja ja
kohderyhma olivat motivoituneita olemaan mukana kehittdmistydssa ja saimme palautetta, kun sita
tarvittiin. Téama auttoi kehittdmistydn muodostumista ja paransi sen kdyttdmahdollisuuksia. Uusien
tydohjeiden ja menetelmien opettelu kuuluu tydelamaan, kuten myds erilaiset jatkokoulutukset, jo-
ten on eduksi, mikali ymmartaa omat valmiudet ja on valmis kehittamaan niita. Kehittamistyon
avulla kehitimme tydelamassa tarvittavia taitoja, kuten esimerkiksi miten naytteitd skannataan kay-
tanndssa mikroskooppilasilta ja kuvataan halutuista kohdista. Tama palvelee tydelamaan siirtymista,

missa digitaalinen patologia on vahvasti lasna myoés bioanalyytikon tydnkuvassa tana paivana.

7.4  Tuotoksen hybédynnettdvyys ja kehittamisideat

Immunohistokemian ty6pisteelle kehitettyd kuvallista opasta voi hyédyntaa ennen kaikkea onnistu-
neen varjaytymisen kriteerien tarkastamiseen, mutta myds aihiona tuleville ja kehityksen alla oleville
merkkiainekohtaisille kuvallisille oppaille. Ensisijaisesti oppaasta hyttyvat tydpisteelld tydskentelevét
bioanalyytikot ja immunohistokemian asiantuntijat eli solubiologit. Opas on suunniteltu kdytannonla-
heisyytta ajatellen, joten se mahdollistaa tydntekijoille helpon ja tasmallisen keinon tarkastaa immu-
nohistokemiallisen varjaytymisen onnistumisen tai mahdolliset virheldhteet. Oppaan suunnittelussa
hyédynsimme laadukkaan kuvaoppaan kriteereitd, esimerkiksi tekstin rakenteen ja kuvien asettelun,
sekd kuvatekstien suhteen. Valitsimme siihen laadukkaita ja tarkan resoluution omaavia kuvia riitta-
valla tarkennuksella, jotta varjdysreaktiot erottuisivat mahdollisimman hyvin. Tuotos toimii osana
laadunvalvontaa ja sitd voidaan hyédyntaa perehdytysmateriaalina uusien ja erikoistuvien bioanalyy-
tikoiden, solubiologien ja patologien kohdalla. Perehdyttédmisen on todettu vaikuttavan positiivisesti
tydntekijdiden sitoutumiseen ja motivaatioon (Eklund 2018, 34-37). Kuvallisen oppaan hyédyntdmi-
nen lisaa tyontekijan ymmarrystd immunohistokemiallisista varjayksista, seka vahvistaa tyén merki-
tyksellisyytta. Opas lisad myds bioanalyytikoiden kontrollia omaan tydhdnsg, varsinkin silloin kun so-

lubiologit eivat ole paikan paalla.

Lymfoomadiagnostiikassa apuna kaytettédvat immunohistokemialliset menetelmét ovat jatkuvassa
kehityksessd, ja niissa kaytettavien merkkiaineiden maara kasvaa koko ajan tieteellisten julkaisujen
ja valmistajien kehittelyn kautta. Menetelmien optimoinnin, validoinnin ja laadukkaan perehdyttédmi-
sen varmistamiseksi myds oppaiden taytyy pysya kehityksessa mukana. (Nielsen 2013, 47—48.) Kuo-
pion yliopistollisen sairaalan patologian laboratoriossa on tarve lymfoomamerkkiaineiden lisdksi vas-
taavalle kuva-aineistolle myds muiden immunohistokemian merkkiaineiden osalta. Kehittamistyon
tuloksena syntynyttd kuvaopasta voi kayttaa jatkossa mallina tulevien oppaiden ulkoasun ja sisallon

yhtenaistamiseksi. Kdytanndllisyyttad ajatellen kuvaoppaiden kansilehdille on suunniteltu véarikoodit,
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jotka helpottavat merkkiainekohtaisten oppaiden erottamista toisistaan. Jatkokehityksena opas olisi
mahdollista muuntaa myds sahkoiseen muotoon, joka helpottaisi tyon sujuvuutta ja mahdollistaisi

onnistuneeseen varjdytymiseen vaadittavien kriteerien ja kuvien muokkauksen tai paivittamisen.

Tulevaisuudessa lisadntyvan digitaalisen patologian oheen tietokoneella selattava kuvallinen opas tai
siihen kayttdon kehitetty tietokoneohjelma helpottaisi varjdysreaktioiden tulkintaa. Digitaalinen pato-
logia tarkoittaa patologisia menetelmia, joissa diagnostiikan apuna kdytetaan tekoadlya ja tietoko-
neella ohjattavaa virtuaalista mikroskooppia. Digitaalisessa muodossa opas voisi mahdollistaa koko-
naisten skannattujen naytelasien tutkimisen helposti ja nopeasti milld tahansa suurennoksella. Haas-
teena siind on patologian tutkimuksissa kdytettdvien jarjestelmien korkeat vaatimukset monimutkais-
ten menetelmien ja naytelasien suurten tiedostokokojen osalta. (Pallua ym. 2020.)
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LIITE 1: OPAS IMMUNOHISTOKEMIALLISIIN VARJAYKSIIN — LYMFOOMAKERKKIAINEILLE
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JOHDANTO

Immunohistokemia on menetelma, joka perustuu tiettyjen antigeenien tunnistamiseen kudoksista
ja/ tai soluista hyddyntden antigeenin ja vasta-aineen spesifista sitoutumista toisiinsa. Vasta-aineen
ja antigeenin spesifista sitoutumista tarkastellaan mikroskooppitasolla fluoresenssi- tai pigmenttilei-
mattujen vasta-aineiden avulla. Immunohistokemian menetelmissa pyritdan osoittamaan antigeenin
olemassaolo tai sen puuttuminen solu- tai kudosnaytteessa. Kaytdssa on suoria ja epasuoria mene-
telmid, joista epasuorat menetelmat ovat nykyisin yleisimmin kliinisessa kaytéssa. Immunohistoke-
miassa fluoresenssin sijaan kadytetadn sekundaarivasta-aineita ja niihin liitettyja entsyymeja ja reak-

tio saadaan nakyviin substraatin lasna ollessa kromogeenin eli variaineen avulla.

Immunohistokemian rooli diagnostisessa patologiassa on kasvanut teknologian ja menetelman kehit-
tyessa ja sitd kaytetdan erityisesti apuna tuumoreiden diagnoosissa ja luokittelussa. Nykyisin kayte-
tadankin yhta tai useampaa immunohistokemian varjaysté rutiinina patologian laboratoriossa. Immu-
nohistokemiaa on mukautettu tunnistamaan ja demonstroimaan prognostisia seka ennustavia mark-

kereita ja vastaamaan tulokset semikvantitatiivisesti.

Kontrollien avulla voidaan havaita mahdolliset poikkeamat ja vaihtelut tuloksissa, jolloin ne voidaan
korjata. Asianmukaisten kontrollien kayttd on valttamatdnta laadun, menetelman johdonmukaisuu-
den ja tulosten toistettavuuden varmistamiseksi. Positiivisessa kontrollissa tiedetaan tutkittavan anti-
geenin ilmeneminen, mika tuo tietoa testin herkkyydesta. Negatiivista kontrollia kdytetdan varmista-
maan menetelman spesifisyys ja sulkemaan pois epaspesifisen varjdyksen mahdollisuus. Kaytettyjen
kontrollien tulee kdyda lapi mahdollisimman samanlainen varjdysprosessi kuin naytteen, jotta laa-
dukkaasta prosessista voidaan varmistua. Monissa IHK-varjdyksessa kontrollina kaytetdadn samalla
lasilla naytteen kanssa multiblokkia, jossa on mukana useampi kudos. Kaytéssa esimerkiksi lym-
fooman merkkiaineille on multiblokki, jossa ovat mukana tonsilla, maksa ja suoli. Jotkut antigeenit

vaativat omat kontrollit, koska tervekudokset eivat ilmenna tiettya antigeenia.

Immunohistokemiallisten varjaysten laatuun voivat vaikuttaa esimerkiksi kudosnaytteen liian pitka
tai lyhyt fiksaatioaika, liian korkeat lampétilat kudosten prosessoinnissa ja erilaiset kasittelysta johtu-
vat ongelmat kudosleikkeessd, kuten sen liika paksuus tai ryppyisyys seka ilmakuplat naytelasilla.
Yleisid ongelmia immunohistokemiallisissa varjayksissa on myos vaarat negatiiviset tulokset ja auto-

maation virheistd, kuten laimennus- ja pesuvirheista, johtuvat ongelmat.



BCL2

Yleista: BCL2 proteiinit sijaitsevat padasiassa mitokondrioiden ulkokalvolla ja ne saatelevat apoptoosia. Pro-
ja antiapoptoosisten BCL2 proteiinien epatasapaino voi johtaa ennenaikaiseen solukuolemaan tai neoplasti-

seen kasvuun. Proteiinien liikailmentyminen (over expression) on yleista monissa syovissa.

Kliininen kaytto: BCL2 liikailmentymista tavataan esimerkiksi Non-Hodkinin lymfoomassa, leukemioissa,
adenokarsinoomissa, levyepiteelikarsinoomassa, pienisoluisessa karsinoomassa, neuroblastoomassa seka eri
sarkoomissa. Burkittin leukemia/lymfooma on BCL2-negatiivinen. BCL2 on kaytanndllinen erotettaessa folliku-

laarinen lymfooma reaktiivisesta follikulaarisesta hyperplasiasta.

Kontrollit: Tonsilla on suositeltava kudoskontrolli BCL2:lle. (Dako; NordiQc.) Immunohistokemian tyopis-

teelld kontrollina BCL2:lle on kaytdssa multiblokki, joka sisdltda tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: Vahva tai kohtalainen varireaktio on nahtavissa solulimassa kaikissa reaktiivis-
ten follikkeleiden vaippavyohykkeiden T- ja B-soluissa. Valtaosan kryptien lieridepiteelista taytyy ilmen-

taa vahintaan heikkoa varjaytymista. Itukeskusten T-solut varjaytyvat, kun taas B-solut ovat negatiivisia.
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Tonsilla 5x, positiivinen kontrolli. Vaippavydhykkeiden B- ja T-solut varjaytyvat voimakkaasti. Levyepiteeli varjaytyy

tyviosasta kohtalaisesti
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Maksa 20x, negatiivinen kontrolli, yksittdisia BCL2-positiivisia soluja (Nuoli). Maksasolut negatiivisia.
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BCL6

Yleista: BCL6 proteiini toimii transkription rajoittajana ja on valttamaton itukeskuksen muodostumiselle. Se
vaimentaa p53 geenin ilmentymista ja muuntaa DNA-vaurion aiheuttamaa apoptista vastetta itukeskuksen
B-soluissa. Sitd tavataan itukeskusten B-soluissa, minka liséksi sita voidaan havaita harvoissa CD-4 positiivi-

sissa T-soluissa, CD30 positiivisissa lymfoidisissa soluissa seka liséksi kateenkorvan lymfosyyteissa.

Kliininen kaytto: BCL6 kaytetdan paaasiassa B-solulymfoomien luokittelussa. Sitd tavataan mm. folliku-

laarisessa lymfoomassa, Burkittin lymfoomassa, diffuusissa suurisoluisessa B-solulymfoomassa.

Kontrollit: Tonsilla on suositeltava kudoskontrolli BCL6:lle. (Dako, NordiQc.) Immunohistokemian ty6pis-

teella kontrollina BCL6:lle on kaytdssa multiblokki, joka sisdltaa tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: Kaikki itukeskuksen B-solut iimentdvdt kohtalaisesta voimakkaaseen var-
jaysreaktiota tumassa. Epiteelisoluissa ilmenee heikosta kohtalaiseen oleva varjdysreaktio. Vaippa-

vybhykkeelld ja itukeskusten valiselld alueella ainoastaan hajanaiset solut varjaytyvat.

Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli. Nuolella osoitettu B-solun tuman varjaytyminen itukeskuksessa seka vaippa-

vybhykkeen negatiiviset B-solut (punainen nuoli).
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Appendix 10x, negatiivinen kontrolli. Itukeskuksessa positiivisia soluja, vaippavydhyke negatiivinen ja suolen epi-

teeli negatiivinen (punainen nuoli).
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Maksa 20x, Detektiosysteemin aiheuttama tausta.



50

CD3

Yleista: CD3- proteiini on T-solumerkkiaine mika on tarkea pahanlaatuisten lymfoomien ja lymfoidisten leu-
kemioiden luokittelussa. CD3-antigeeni on yhteydessa T-solujen pinnalla olevaan T-solureseptoriin ja se valit-
taa aktivaatiosignaalin soluun. Se muodostuu extrasellulaarisesta, transmembraanisesta ja intrasellulaarisesta
osasta. Lukuun ottamatta heikkoa ekspressiota Purkinje-soluissa ja aktivoiduissa NK-soluissa (natural killer-

solut), CD3:a l6ytyy vain T-soluista.

Kliininen kaytté: CD3-vasta-ainetta kaytetaan diagnostiikassa T- ja NK-solulymfoomien tunnistamiseen.
Merkkiaine on myos kayttdkelpoinen T-solujen tunnistamiseen esim. keliakiassa, lymfosyyttisessa paksusuoli-
tulehduksessa ja kolorektaalisissa karsinoomissa, jotka liittyvat yhteensopimattomuuden korjaavan proteiinin

puuttumiseen.

Kontrollit: Tonsilla ja umpilisake ovat suositeltavat kudoskontrollit CD3:lle. (Dako, NordiQc.) Immunohisto-

kemian tyopisteelld kaytdssa kontrollina multiblokki CD3:lle, joka sisaltda tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: Reaktio tapahtuu solukalvolla ja sytoplasmassa. Solukalvo varjaytyy voimak-
kaasti ja solulima hillitymmin. Itukeskusten valissa olevat T-solut seka yksittdiset T-solut itukeskuksen

sisdlld positiivisia. Vaippavyohykkeen B-solut ovat negatiivisia.
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Tonsilla 10x, positiivinen kontrolli. T-solut varjaytyvat itukeskuksessa ja itukeskusten valissa. Vaippavyohykkeen B-

solut negatiivisia (punainen nuoli).
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Maksa 20x, Negatiivinen kontrolli, yksittdisia CD3-positiivisia soluja (musta nuoli). Maksasolut negatiivisia (punainen

nuoli).

P S ol TR
- 0’0
N Wt L A

- )
£8.,¢ i & : .
C T Rl - Dy She
r...:‘\‘.ﬁ * g 3 ’: - ‘g A ®
SRR\ AT L ek N e gs o g R e
e Fold gh B o Bimn 3w PRI

Suoli 20x, positiivinen kontrolli. Limakalvon epiteelisolujen valissa positiivisia CD3-soluja, Epiteelit ja Muscular mu-
cosa negatiivinen.



CD10

Yleista: Yksiketjuinen solupinnan glykoproteiini. Se on sinkista riippuvainen peptidaasi, joka hajottaa lukuisia
bioaktiivisia peptideja ja saatelee solujen vastetta peptidisubstraatteihin. CD10 tavataan useiden solujen pin-

nalla, kuten luuytimen kantasoluissa ja myelooisissa soluissa.

Kliininen kaytto: CD10 havaitaan suurimmassa osassa esiasteisessa B lymfoblastisessa leukemiassa ja lym-
foomassa seka follikulaarisessa lymfoomassa. Sita kaytetaan B-soluleukemioiden/lymfoomien ja lymfoomien
seka karsinoomien, kuten maksa- ja rakkosyopa, luokittelussa. Voidaan kayttdd myos erilaisten rintasyopien

luokitteluun.

Kontrollit: Tonsilla on suositeltava kudoskontrolli CD10:lle. (Dako, NordiQC.) Immunohistokemian ty&pis-

teelld kontrollina CD10:lle on kaytéssa multiblokki, joka sisaltda tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: Kdytanndssa kaikki itukeskuksien B-solut varjdytyvat vahintaan kohtuulli-
sesti solukalvolta. Solujen solukalvon aariviivat ovat selkedsti hahmotettavissa, eika niissa ole levinnytta
varjaytymista. Vaippavyohykkeen B-solut ja levyepiteeli ovat negatiivisia. Hajanaiset neutrofiilit/granylosyytit

osoittavat vahintaan heikkoa varireaktiota.
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Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli.
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CD15

Yleista: CD15 on solun pinnan glykolipideista ja glykoproteiineista koostuva monimutkainen ryhma, joilla on
yhteinen terminaalinen pentasakkaridi nimeltdan Lewisx -antigeeni. Niitd tavataan useimmissa terminaalisesti
erilaistuneissa myeloidisoluissa kuten granulosyyteissa, eosinofiileissa, monosyyteissa, makrofageissa, syot-
tosoluissa ja Lagerhansin soluissa. Lymfosyyteista suurin osa on CD15-negatiivisia, mutta aktivoidut lymfo-

syytit (erityisesti T4) voivat olla CD15-positiivisia.

Kliininen kaytté: CD15-positiivisuus on tyypillista Hodgkinin soluille klassisessa Hodgkinin taudissa. Kayte-
tdan padasiassa Hodkinin ja Reed-Sternbergin solujen tunnistamisessa Hodgkinin lymfoomassa. CD15 esiin-
tyy myos vaihtelevasti epiteelisydvan, kuten adenokarsinoomien (erityisesti rinta-, keuhko ja paksusuoli), mu-
nuaissolukarsinooman, ihon apokriinisen karsinooman, kilpirauhasen papillaarisen ja follikulaarisen karsi-

nooman, sekd munasarjojen seroosisyovan yhteydessa.

Kontrollit: Suositeltavat kontrollit ovat munuainen ja tonsilla. (Dako, NordiQC.) CD15 kontrollina on kay-

téssa munuainen ja keuhko.

Spesifi positiivisuus: Reaktio tapahtuu paaasiassa solukalvolla ja solulimassa. Hodgkinin solujen ja
Reed-Sternbergin solujen solulimassa sekd solukalvolla on nahtavissa selvasti erottuva varjaytyminen.
Munuaisen proksimaalisissa seka distaalisissa tubuluksissa solukalvon ja sytoplasman varjaytyminen
ilmenee heikosta vahvaan. Tonsillassa neutrofiilien, makrofaagien ja eosinofiilien granulaarisen

soluliman varjaytyminen ilmenee kohtalaisesta vahvaan.
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Munuainen 10x, positiivinen kontrolli. Tubulukset varjaytyvat. Glomeruluksissa neutrofiiliset granulosyytit CD15-posi-
tiivisia.
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Tonsilla 10x, positiivinen kontrolli. Lymfosyytit negatiivisia ja neutrofiiliset granulosyytit positiivisia.
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CD20

Yleista: CD20 antigeeni on solukalvon lapaiseva, glykosyloimaton fosfoproteiini. CD20 toimii Ca2+ lapaise-
vana kationikanavana ja on mukana B-solujen aktivoimisessa, saatelyssd, ja jakaantumisessa. CD20 antigeeni
esiintyy B-lymfosyytin esiasteen pinnalla kevyen ketjun uudelleenjérjestelyn ja koskemattoman pinnan immu-
noglobuliinin ilmentymisen valilld ja katoaa juuri ennen lopullista B-solujen erilaistumista plasmasoluiksi.

CD20:n pintaekspressio aktivoiduilla B-soluilla on noin nelja kertaa suurempi kuin lepdaavilla B-soluilla.

Kliininen kaytté: Yhdessé CD79a:n kanssa CD20 on yksi tarkeimmistd markkereista B-solukasvainten tun-
nistamisessa. CD20 ilmentyy suurimmassa osassa B-soluleukemia- ja lymfoomatapauksia. Varhaisen vaiheen
esiaste B-lymfoblastinen leukemia ja lymfooma voi olla negatiivinen CD20 suhteen, mutta krooninen lymfo-
syyttinen leukemia seka pienisolulymfooma voi osoittaa heikkoa varjaytymista. Plasmasolukasvaimet ovat

yleensa CD20-negatiivisia.

Kontrollit: Kontrolleina suositellaan kaytettdvaksi tonsillaa ja umpilisdketta. (Dako, NordiQC.) Kaytdssa on

multiblokki, joka sisdltaa tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: CD20 on kaytanndssa spesifinen normaaleille B-soluille. Reaktio tapahtuu solu-
kalvolla. Heikko ilmentyminen on osoitettu T-solujen alapopulaatiossa, mutta ei missdan muussa solutyy-

pissa. Tonsillan vaippavyohykkeen B-solujen ja itukeskuksen B-solujen tulee osoittaa erittdin voima-
kasta varjdytymisreaktiota ja epiteelisolut eivat saa varjdytya. Maksassa hajallaan olevissa B-soluissa

ilmenee heikkoa tai keskivoimakasta varjaytymista.
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Tonsilla 10x, positiivinen kontrolli. B-solut varjaytyvat (musta nuoli). Valitilassa T-lymfosyytit ja epiteelit negatiivisia

(punainen nuoli).



Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli
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CD23

Yleista: CD23 on B-soluille spesifi antigeeni, jolla on rooli IgE-luokan vasta-aineiden tuotannossa ja B-solu-
jen erilaistumisessa. Sitd tavataan ihmiselld B-lymfosyyttien liséksi mm. monosyyteissa ja follikulaarisissa

dendriittisoluissa.

Kliininen kaytto: CD23 ilmenee tyypillisesti kroonisessa lymfaattisessa leukemiassa seka joskus follikulaari-
sessa lymfoomassa, mutta sité ei esiinny vaippasolulymfoomassa. Sita kdytetaan pieni B-solu lymfoprolifera-

tiivisten hairididen paneeleissa.

Kontrollit: Tonsilla on suositeltava kudoskontrolli CD23:lle. (Dako, NordiQC.) Immunohistokemian ty&pis-

teelld kontrollina CD23:lle on kaytdssa multiblokki, joka sisdltaa tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: Follikulaariset dendriittisolut itukeskuksessa varjaytyvat ja follikkeleiden
vaippavyohykkeella valtaosan aktivoituneista B-soluista tulee ilmentda vahvuudeltaan heikosta kohtalai-
seen olevaa varireaktiota solukalvolla. Epiteelisoluissa ja T-soluissa ei esiinny vdrireaktiota itukes-

kusten valisella alueella.

Tonsilla 10x, Positiivinen kontrolli. Follikulaariset solut ja vaippavydhykkeen B-solut positiivisia.
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Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli, vield hyvaksyttavan rajoissa (leikkeen paksuus/vérjaysvaihtelut vaikuttaa). Subop-
timaalinen/heikko.



CD30

Yleista: CD30 kuuluu tuumorinekroosireseptoritekijan (TNF-R) superperheeseen, joka kasittda yli 10 eri ja-
sentd. Silla on ekstrasytoplasminen domeeni, transmembraanialue, seka sytoplasminen domeeni. Ihmisen
CD30:n vastaisista vasta-aineista suurin osa tunnistaa epitoopit ekstrasytoplasmisessa domeenissa. CD30-
proteiinia esiintyy useimpien solujen pinnalla, kuten esimerkiksi aktivoiduissa B- ja T-lymfosyyteissa, plasma-

soluissa, NK-soluissa, monosyyteissa ja imusolmukkeen suurissa lymfoidisoluissa.

Kliininen kaytto: Kaytetaan Hodgkinin lymfoomassa esiintyvien Reed-Sternberg solujen tunnistamisessa ja
anaplastisen suurisoluisen lymfooman, diffuusin suurisoluisen B-solulymfooman anaplastisen variantin (av-
DLBCL, seka CD30-positiivisen ihon proliferatiivisen hairién diagnostiikassa. CD30 ilmentymista on havaittu

my0s alkiokarsinoomassa ja joissakin seminoomissa.

Kontrollit: Tonsillaa suositellaan seka positiiviseksi etté negatiiviseksi kontrolliksi. (Dako, NordiQC.) CD30

kontrollina kaytetadn multiblokkia, joka sisaltda tonsillan, maksan ja suolen.

Spesifi positiivisuus: Aktivoiduissa follikulaarisissa T- ja B-soluissa, seka itukeskusten reunalla
olevissa aktivoiduissa B-soluissa tulisi ilmeta heikkoa tai kohtalaista, mutta erottuvaa solukalvon varjay-
tymista. Kaytédnnossa kaikkien muiden solujen on oltava negatiivisia. Kaytettdessa Ber-H2 vasta-ainek-
loonia, voi plasmasoluissa ilmeté pistemaista paranukleaarista varjaytymista. JCM182 vasta-aineklooni voi

iimentaa positiivista varjdytymista makrofageissa seka endoteelisoluissa.
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Tonsilla 10x, Positiivinen ndyte. Aktivoidut T- ja B-solut follikulaarisella alueella ja aktivoidut B-solut itukeskuksen

reunalla varjaytyvat solukalvolta.
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Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli. Aktivoidut T- ja B-solut follikulaarisella alueella ja aktivoidut B-solut itukeskuksen
reunalla varjaytyvat solukalvolta.
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Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli.



CD45

Yleista: CD45 antigeenit ovat yksiketjuisia transmembraanisia glykoproteiineja, jotka osallistuvat signaalei-
den valitykseen ja immunologisten toimintojen saatelyyn. Niita tavataan kaikissa hematopoieettisissa soluissa

lukuun ottamatta kypsid punasoluja.

Kliininen kaytto: CD45- vasta-ainetta kdytetadn lymfooman yleismarkkerina. CD45 havaitaan suurimmassa
osassa lymfoidisisissa neoplasioissa kuten leukemioissa ja lymfoomissa. Noin 90 % maligneista lymfoomista
on CD45-positiivisia. Se on térkea primaareissa kasvainpaneeleissa, joissa sita kaytetaan tunnistamaan lym-

foidista erilaistumista.

Kontrollit: Tonsilla ja maksa ovat suositeltavia kudoskontrolleja CD45:lle. (Dako, NordiQC.) Immunohistoke-

mian tyopisteelld kontrollina CD45:lle on kaytdssa multiblokki, joka sisaltéa tonsillan, suolen ja maksan.

Spesifi positiivisuus: Tonsillassa kaikki B- ja T-solut seka histiosyytit varjdaytyvat voimakkaasti so-
lukalvolta. Levyepiteelisolut eivat varjaydy. Maksassa Kupferin soluissa voidaan havaita heikosta
kohtalaiseen oleva varjaysreaktio, kun taas hepatosyytit jaavat negatiiviseksi. Maksassa voidaan
havaita hajanaisia lymfosyytteja, joiden solukalvot varjaytyvat voimakkaasti. Suolessa hajanaiset
lymfosyytit varjdaytyvat voimakkaasti.
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Tonsilla 5x, positiivinen kontrolli. Kaikki B- ja T-solut varjaytyvat. Levyepiteelisolut negatiivisia (punainen nuoli).
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Suoli 10x, Positiivinen kontrolli. Limakalvon valitilassa positiivisia lymfosyytteja. Epiteeli jaa negatiiviseksi ja Muscu-

laris mucosa (punainen nuoli).



C-MYC

Yleista: Proto-onkogeeni c-MYC koodaa tuman fosfoproteiinia, joka toimii kasvun edistdjana ja transkrip-
tiotekijana saadellen erilaisia solutoimintoja, kuten solujen kasvua, erilaistumista ja apoptoosia. C-MYC osal-
listuu kaikista ihmisen geeneistd 10—15 prosentin sadtelyyn ja sen arvioidaan olevan osallisena 20 prosentissa
kaikista ihmisen sydvistd. C-MYC on valttamatén B-solujen varhaiselle kehitykselle luuytimessa, ja c-MYC:n
saatelematon ilmentyminen itukeskuksen B-soluissa liséa onkogeenisten tapahtumien mahdollisuuksia B-solu-
lymfoomien kehittymiselle. c-MyC-geenin mutaatiot, monistuminen, uudelleenjarjestely ja translokaatio on
liitetty erilaisiin hematopoieettisiin kasvaimiin, leukemioihin ja lymfoomiin seka joukkoon erilaisia karsinoo-

mia, kuten kilpirauhasen, rintojen ja endometriumin karsinoomiin seka glioomiin.

Kliininen kaytto: Immunohistokemiassa c-MYC:in yli-ilmentymisen rajaa (>40 %) kdytetadn seulomaan ja
ennustamaan c-MYC:n uudelleenjarjestelya ja diffuusin suuren B-solulymfooman (DLBCL) erottamiseen kor-
kea-asteisesta B-solulymfoomasta, jossa on c-MYC:n, BCL2 ja/ tai BCL6 uudelleenjarjestelya tai havaitse-
maan niin sanottuja kaksois- ja kolmoislymfoomia, jotka ovat luonteeltaan aggressiivisia. c-MYC-proteiini

yliekspressoituu 90 prosentissa Burkitt-lymfoomista, ja sen aiheuttaa c-Myc-geenin translokaatio.

Kontrollit: Tonsillaa ja paksusuolta suositellaan c-MYC:n positiiviseksi ja negatiiviseksi kontrolliksi. (Dako,

NordiQC.) C-MYC:ille on kaytéssa oma kontrolli, joka keskittyy translokaatioon tonsillassa.

Spesifi positiivisuus: Tonsillassa vaippavyohykkeen B-solujen heikko ja selkea tuman varjaytymis-
reaktio pitdisi ndhda noin 10—20 prosentissa soluja. Paksusuolessa heikko tai kohtalainen tuman var-
jaytymisreaktio tulisi nakya hajallaan olevissa epiteelisoluissa basaalikryptoissa, kun taas luminaa-

listen epiteelisolujen ja lihaskerroksen siledn lihassolujen tulisi olla varjaytymattomia.
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Tonsilla 10x, positiivinen kontrolli. Vaippavydhykkeen ja reaktiivisen itukeskuksen B-solut positiivisia. Tuman varjay-
tymisreaktio pitdisi nahda noin 10-20 prosentissa soluja.
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Lymfooma 10x, positiivinen kontrolli. Kudoksessa on MYC-translokaatio, joka aiheuttaa yliekspression.
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CYCD1

Yleista: Cyclin D1, eli sykliini D1 on 295 aminohapon muodostama proteiini, jolle ominaista on proteiinien
runsauden jaksollisuus koko solusyklin ajan. CYCD1:n geeni sijaitsee kromosomissa 11q13. Sykliinit toimivat
sykliiniriippuvaisen kinaasin (CDK) saatelijoina. Eri sykliineilld on erilaiset ilmentymis- sekd hajoamismallit,
jotka vaikuttavat mitoottisten tapahtumien ajalliseen koordinaatioon. Sykliini D1 muodostaa kompleksin yh-
dessa sen saatelyalaksikon (CDK4 tai CDK6), jonka aktiivisuutta solusyklin G1/S-siirtymiseen tarvitaan. Nor-
maaleissa kudoksissa Cyclin D1 ilmentyminen tapahtuu paaasiassa epiteelikudosten, endoteelin ja joidenkin

fibroblastien proliferatiivisella vyohykkeella. Imukudoksissa CYCD1 ilmentymistd ei tapahdu.

Kliininen kaytto: Cyclin D1 ilmenee pahanlaatuisten B-lymfosyyttien yhteydessa, erityisesti manttelisolu-
lymfoomassa, mutta myds karvasoluleukemiassa ja CD20-positiivisen multippelin myelooman alatyypissa.
CYCD1 voidaan osoittaa myds monista karsinoomatyypeistd, kuten rinta-, paksuolen-, virtsarakon ja kilpirau-

hasen karsinoomista, seka spitz-nevus- ja pahanlaatuisesta melanoomasta.

Kontrollit: Tonsillaa suositellaan kaytettavaksi seka negatiiviseen etta positiiviseen kontrolliin. (Dako, Nor-

diQC.) CYCD1 kontrollina on kaytéssa multiblokki, joka sisaltda tonsillan, maksan ja suolen.

Spesifi positiivisuus: Kaytannossa kaikkien suprabasaalisten levyepiteelisolujen, erilladn olevien lym-
fosyyttien ja endoteelisolujen tumien tulee osoittaa kohtalaista tai voimakasta, erottuvaa tuman
varjaytymista. Itukeskusten makrofageissa tulisi nédhda heikkoa tuman varjaytymistd, sekd mahdol-
lista heikkoa varjdysreaktiota solulimassa. Vaippavyohykkeelld, seka itukeskuksissa olevien B-solujen

tulisi olla negatiivisia.

Tonsilla 5x, Positiivinen kontrolli. Levyepiteelisolut varjdytyvat tumasta, Vaippavyéhyke negatiivinen.
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Tonsilla 20x, positiivinen kontrolli. Levyepiteelin basaalinen positiivisuus.
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MUM1

Yleista: Multippeli myelooma onkogeeni 1 (MUM1) kuuluu IRF-geeniperheeseen (interferon regulate factor), ja ne
osallistuvat solujen kasvun saatelyyn, transformaatioon, apoptoosin induktioon seka T-solujen immuunivasteen ke-
hittdmiseen. MUM1 toimii tuman transkriptiotekijana ja on valttdmaton B-lymfosyyttien kehitykselle ja aktivaatiolle.

MUM1.:113 on térkea rooli geenien ekspression sadtelyssa vasteena interferonille ja muille sytokiineille.

Kliininen kaytté: MUM1 esiintyy pdaasiassa B-solulymfoomassa ja melanosyyttisissa leesioissa. Positiivisuudessa
havaitaan merkittdvaa vaihtelua, joka johtuu paaasiassa kromosomaalisista translokaatioista, joihin liittyy MUM1-
geeni T-solulymfoomien joukossa. Muiden kuin lymfosyyttisten ja melanosyyttisten linjojen kasvaimet ja proliferaa-
tiot ovat negatiivisia. MUM1-vasta-ainetta on hyddyllista kdyttaa paneelissa, jossa on mukana muita markkereita
pahanlaatuisten lymfoomien alaluokitukseen ja plasmasolujen erilaistumisen tunnistamiseen. Erityisesti MUM1 voi
olla hyddyllinen plasmasolujen erilaistumisen tunnistamisessa, kun morfologiset todisteet puuttuvat ja Ig-kevytket-

juja on vaikea tulkita.

Kontrollit: Tonsillaa suositellaan positiiviseksi kontrolliksi ja paksusuolta negatiiviseksi kontrolliksi. (Dako, Nor-

diQC.) MUM1 kontrollina kaytetdan multiblokkia, jossa on mukana tonsilla, suoli ja maksa.

Spesifi positiivisuus: Reaktio tapahtuu tumassa ja solulimassa. Tonsillassa myohdisen vaiheen itukes-
kuksen B-soluissa on oltava kohtalainen tai voimakas erottuva tumavarjaytyminen. Plasmasolut varjaytyvat
voimakkaasti ja heikko varjaytyminen solulimassa on hyvaksyttavaa. Erittain herkkien protokollien mukaan heikko
tumavarjaytyminen voidaan nahda osassa B-soluja, jotka sijaitsevat vaippavythykkeella. Epiteelisolut tonsil-
lassa ovat negatiivisia. Paksusuolen epiteelisolujen ja siledlihassolujen (lamina muscularis propria) tulee olla
negatiivisia, ja vain limakalvolla (lamina propria) sijaitsevissa plasmasoluissa tulisi olla voimakas tumareak-

tio.

Tonsilla 10x, positiivinen kontrolli. Mydhaisen vaiheen B-solut seka plasmasolut varjaytyvat. Manttelisolut jadvat
negatiiviseksi.
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Colon 20x, Positiivinen kontrolli, Epiteeli jad negatiiviseksi.
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VIRHELAHTEET

Vasta-aineiden toimivuuden kannalta on térkeda huomioida fiksaation vaikutukset. Esimerkiksi liian
pitka fiksaatioaika heikentda reaktiota ja voi peittaa solukalvoon liittyvia antigeeneja. Voimakkaam-
malla esikasittelylla liilan pitkan fiksaation vaikutuksia voidaan palauttaa. Liian lyhyt formaliinifiksaa-
tio tuottaa pysyvia ongelmia, koska kudosndytteen keskiosa fiksoituu kudosprosessissa etanolilla.
Vasta-aineet reagoivat eri tavalla naytteen keskella etanolifiksaation vuoksi, kuin sen reunoilla, missa
formaliinifiksaatio on vaikuttanut. Liian pitkd kylma-iskeeminen aika voi pilata ndytteen, koska auto-

lyyttiset entsyymit tuhoavat kudosta.

Immunohistokemiallisessa varjdyksessa leikkeiden paksuudet ovat yleensa 3-5 um, ellei protokolla
toisin maarad. Paksummat leikkeet voivat tuoda ongelmia varjdyksen aikana ja ne vaikeuttavat nayt-
teiden tulkintaa solujen monikerroksisuuden vuoksi. Kudosleikkeen paksuus on myds tarkea proto-
kollien optimoinnissa, silla paksummat leikkeet varjaytyvat voimakkaammin kuin ohuet leikkeet,
koska kudosta, antigeeneja ja "tilaa” on enemman mihin DAB-lopputuote voi saostua ja paksummat
kestavat huonommin lasilla. Kudosleikkeet siirretdén veden kautta objektilasille. Valmistajan mukaan
suositellaan tiettyjen objektilasien kayttda optimaalisen tuloksen saavuttamiseksi. Leikkeet tulisi siir-
taa tasaisesti lasia vasten siten, etta varjayksen aikana leike ei padse nousemaan, eika lasin ja leik-
keen valiin muodostu ilmakuplia, jotka estavat varjdysreagenssien paasyn naytteeseen tai aiheutta-
vat kromogeenikertymid. Myos repeamat nayteleikkeessa voivat aiheuttaa artefaktaa, kun taas liian

suuri [Ampo leikkeitd kasitellessa aiheuttaa kuivumista.

Antigeenin varjdytyminen voi olla puutteellinen kudoksessa, jossa sen pitdisi olla lasnd aiheuttaen
vaaria negatiivisia tuloksia. Helpoiten sen tunnistaa, kun positiivinen kontrollikudos ja potilasnadyte
ovat molemmat negatiivisia. Tassa tapauksessa tarkistetaan ensin, etta on kaytetty oikeaa kontrollia
ja jos kontrolli on oikea, tulee ongelman syyt selvittaa ja kirjata ylés ennen uudelleenvarjaysta. Toi-
sessa esimerkissa positiivinen kontrolli on negatiivinen, mutta potilasndytteessa on positiivista var-
jaytymista joko alueella mita halutaan tutkia tai jossain kudoksen sisdisessa komponentissa, joka
toimii positiivisena kontrollina. Jos tama sisdinen kontrolli varjaytyy odotetulla tavalla, ei ole valtta-
matta tarve uusia varjaysta, mutta kontrollin vika tulee dokumentoida. Kolmannessa esimerkissa
positiivinen kontrolli toimii, mutta ndyte on negatiivinen. Tassa tyypissa alkuun voidaan olettaa, ettd
ndyte on negatiivinen ja siksi se on vaikea havaita. Kuitenkin tassa vaiheessa olisi hyva tarkastella,
onko mitaan kudoksen sisdistd positiivista komponenttia varjaytynyt ja jos tdma ilmenee negatiivi-

sena, tulisi varjdys toistaa.

Automaatiota hyddynnettaessa ongelmat voivat olla ihmisen aiheuttamia tai mekaanisia. IThmisen
aiheuttamista virheistd yleisimpia ovat protokollasta poikkeaminen, kuten jonkun vaiheen unohtami-
nen tai sen suorittaminen vaarassa kohtaa, reagenssien virheellinen kasittely tai vadaran mittaiset
inkubointiajat. Automaatio on parantanut reagenssien kasittelya ja ndytteiden tunnistamista viiva-
koodien ja kaupallisten reagenssien ansiosta. Riippuen kaytettdvasta instrumentista, huono pesu voi
tuottaa ongelmia, mikd korostuu kromogeenin kayton aikana epaspesifisend sakkana ja tausta-

varjaytymisena. Yleinen artefaktaa aiheuttava tekija varjdyksessa on myos leikkeen epatasainen var-
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jaytyvyys, jonka aiheuttaa epatdydellinen peitto yhdelld tai useammalla reagenssilla. Laitteen ongel-
mat voi johtua my6s pumpun viasta, tukkeutuneista tai vaurioituneista antureista tai sahkékompo-
nenttien kulumisesta. Viallinen anturi voi esimerkiksi aiheuttaa osittaisen tai tyhjan reagenssin imey-
tymisen, jolloin ndytteen paalle voi tulla ilmakuplia. My6s kayttdjarjestelman tai internet-yhteyden

aiheuttamia ongelmia voi ilmeta analysaattoreilla, jotka on kytketty laboratorion tai sairaalan jarjes-
telmaan.



LAITEVIAT

CD10, tonsillakontrolli. Laitevika. kaksi kromogeenia.

CYCD1, tonsillakontrolli. Laitevika, kaksi kromogeenia.
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BCLS6, tonsillandyte. DAB sakkaa jadnyt huonon pesun vuoksi.
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tevian vuoksi.

DAB sakkaa jaanyt huonon pesun tai la

ayte.

BCL6, tonsillan
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BCLS6, suolikontrolli. DAB sakkautunut huonon pesun tai laitevian vuoksi.

ilevaan kudokseen

rto

ilta

, maksakontrolli. DAB sakkautunut las

BCL 6
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CD 10, tonsillakontrolli. Reagenssin levidmisongelma tai fiksaatiosta johtuva ongelma.
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CD30, tonsilla. Nayte ei ole varjaytynyt keskelta leikkeen paksuuden vuoksi. Kuvassa nakyy ryppyjd/ ilmakuplia (ai-

heuttaa kromogeenikertyman).



VAARAT NEGATIIVISET (BLANKO)
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CD30, tonsillakontrolli. Negatiivinen.
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BCL6, tonsillanayte. Liian heikko varjdytyminen, varjays uusittava. Yksittdisia positiivisia soluja.

/

250 pm

CYCD1, tonsillakontrolli. Lahes negatiivinen, Varjays uusittava. Itukeskuksen lymfosyytit jaavat negatiiviseksi.
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EPASELVA MORFOLOGIA

CMYC, lymfooma. Fiksaation epatasainen vaikutus.
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