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Opinnaytetyon aiheena on immunohistokemialliset CD-vérjaykset. Immunohistokemi-
assa kudosnaytteissa ja sytologisissa naytteissé esiintyvia antigeeneja voidaan tunnistaa
spesifisen vasta-aineen avulla. Vasta-aineeseen on konjugoitu nakyvé leima, jonka avulla
vasta-aineen ja antigeenin reaktio saadaan mikroskoopilla néakyvéksi. CD-markkerit ovat
paaasiassa valkosolujen pinnalla esiintyvid antigeenejé, joiden avulla voidaan erilaiset
valkosolut ja niiden erilaistumisvaiheet erotella toisistaan.

Tyon tarkoituksena oli tehda tukimateriaali immunohistokemiallisista CD-vérjayksista
Fimlab Laboratoriot Oy:n patologian laboratorion k&yttéon. Tavoitteena oli kehittaa var-
jaysten laatua. Tukimateriaaliin tarkeimpana sisaltona oli hyvat kuvat erilaisista CD-var-
jayksistéa. Naihin kuviin laboratorion tyontekijat voivat verrata omia varjayksidan. Lisaksi
materiaalissa kerrotaan kudosten vérjaytyvyydesta ja esitellaan positiiviset kontrolliku-
dokset.

Opinnaytetyon toteuttamistapa oli toiminnallinen, eli se sisélt&a raporttiosuuden ja varsi-
naisen tuotoksen. Tuotoksena syntyi tukimateriaali. Raporttiosuus koostettiin immuno-
histokemian, CD-jarjestelman ja tukimateriaalin kirjoittamisen teoriasta. Lisaksi siita 10y-
tyy menetelmallisten lahtokohtien esittely ja opinnédytetydprosessin kuvaus.

Varsinainen Fimlabin kayttoon tarkoitettu tukimateriaali sisaltdd luottamuksellista tietoa.
CD-vaérjayksissa kaytettyja vasta-aineklooneja ei saa julkisesti paljastaa. T&man vuoksi
yleisesti julkaistavasta versiosta ndma tiedot on poistettu.
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ABSTRACT
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Immunohistochemical CD-Stains
Support Material for the Laboratory of Pathology in Fimlab Laboratories PLC

Bachelor's thesis 34 pages
November 2015

Immunohistochemistry is a staining process used in pathology. The antigens in cells of a
tissue section can be detected by exploiting the principle of antibodies binding specifi-
cally to antigens. Antibodies contain a label in order to make the reaction between anti-
gens and antibodies visible under the microscope. CD-markers are one of these antigens
to be searched for by immunohistochemistry.

The purpose of this study was to create a support material for the Laboratory of Pathology
in Fimlab Laboratories PLC. The objective is to improve the quality of the laboratory.
The most important content of the material was good quality pictures of the stains so that
the employees can compare their staining results to these pictures. Antibody clones used
in the laboratory is confidential and this is why this information had to be removed from
the public version.

The approach to this thesis was functional. This means that the thesis consists of two
separate parts, the support material and the report section. The report describes the theory
of immunohistochemistry but also how the material was done.

Key words: Immunohistochemistry, Tissue staining, Antigens, Antibodies
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1 JOHDANTO

Immunohistokemia (IHC) on patologian osa-alue, jossa kudosten vérjays tapahtuu anti-
geenien ja leimattujen vasta-aineiden avulla (Renshaw 2007, 1). Vasta-aineella, joka si-
séltdd nakyvén leiman, on kyky sitoutua tiettyyn antigeeniin, jolloin tatd antigeenid il-
mentévat kohdat kudoksissa saadaan nékyviksi ja pystytddn paikantamaan (Suvarna,
Layton & Bancroft 2013, 382-383). Immunohistokemian tarkea kayttdalue on kasvain-
diagnostiikka ja sen avulla voidaan mm. erottaa toisistaan karsinoomat eli pahanlaatuiset
kasvaimet, lymfoomat (imusolmukesyodpd), sarkoomat (tukikudossyopé) ja melanoomat
(ithosyopd). Hyvéana esimerkkind IHC:n kaytosta on erilaisten lymfoomien erottelu val-
kosolujen pinta-antigeenien avulla. (Joensuu, Roberts, Kellokumpu-Lehtinen, Jyrkkid,
Kouri & Teppo 2013, 97-98.) CD-markkerit puolestaan ovat paéasiassa valkosolujen pin-
nalla esiintyvid antigeeneja. Erilaiset ja eri erilaistumisvaiheissa olevat valkosolut ilmen-
tavat erilaisia pinta-antigeenejé ja ndiden avulla valkosoluja voidaan tunnistaa. (Abbas &
Lichtman 2005, 20.)

Opinndytetydbmme tarkoitus on tehda Fimlab Laboratoriot Oy:n patologian laboratorion
kayttoon materiaali immunohistokemiallisista CD-varjayksista mikroskopoinnin tueksi.
Tavoite on tukea varjaysten tekijoita varjayslaadun arvioinnin parantamisessa seka tul-
kinnassa. Materiaali siséltda kuvat kyseisisilla varjayksilla varjatyista naytteista. Liséksi
kerrotaan mm. laboratorion kdytossé olevat kontrollikudokset ja esitelladn mita varjayk-
set varjaavat. Tydmme koostuu kahdesta osasta: raporttiosuudesta ja immunohistokemian
CD-varjaysten tukimateriaalista. Opindytetydmme on siis toiminnallinen opinnéytetyd.
Opinnaytetyomme raporttiosuudessa kasitelladn immunohistokemian, CD-vérjaysten ja
tukimateriaalin laatimisen teoriaa, seké kerrotaan menetelmallisista I&htokohdista ja opin-

naytetyoprosessista.

Valitsimme aiheen, silld olimme kumpikin kiinnostuneita patologiasta. Pidimme myos
siitd, ettd opinnaytetyon toteuttamistapa oli toiminnallinen. N&in ollen teoriapohjan sel-
vittdmisen jalkeen itse opinndytetydtuotoksen teko oli hyvin kaytannonléheista.



2 IMMUNOHISTOKEMIA

2.1 Immunohistokemian perusteet

Immunohistokemia on tietyn antigeenin tunnistamista histologisesta kudosleikkeesta tai
sytologisesta solundytteesté spesifisen vasta-aineen avulla (Renshaw 2007, 1). Vasta-ai-
neet ovat proteiinimolekyyleja, joita esiintyy mm. veressa ja kudosnesteessa. Vasta-aineet
kuuluvat humoraaliseen (vasta-ainevalitteiseen) immuniteettiin ja niitd tuotetaan plasma-
soluissa. Antigeenit puolestaan ovat molekyylejd, jotka aikaansaavat vasta-aineiden tuo-
ton. Ne sisédltavat yhden tai useamman vasta-aineen sitoutumiskohdan, eli epitoopin.
Vasta-ainemolekyylin aminohappoketju on muodoltaan ja kemiallisilta ominaisuuksil-
taan komplementaarinen antigeenin tietylle epitoopille ja ndméa kohdat sitoutuvat toisiinsa
erilaisilla kemiallisilla sidoksilla. ( Suvarna ym. 2013, 383.) Vasta-aineen kiinnittyminen
kohdeantigeeniinsd saadaan mikroskoopilla ndhtévéksi vasta-aineeseen kiinnitetyn néky-
van leiman avulla. Leiman detektio perustuu entsymaattiseen kemialliseen menetelméén

tai fluoresenssi-ilmion havaitsemiseen. (Renshaw 2007, 1.)

Immunohistokemiassa antigeenien tunnistamiseen voidaan kayttaa joko polyklonaalisia
tai monoklonaalisia vasta-aineita. Polyklonaalinen vasta-aine on antigeenin useampaa eri
epitooppia tunnistavien vasta-aineiden seos, kun taas monoklonaalinen vasta-aine sisaltaa
vain antigeenin yhtd tiettyd epitooppia tunnistavaa vasta-ainetta. (Suvarna, Layton, &
Bancroft 2013, 384.) Koska monoklonaaliset vasta-aineet tunnistavat vain tiettya epitoop-
pia, aiheuttavat ne polyklonaalisia vasta-aineita véhemman ristireaktioita muiden prote-
iinien kanssa. Nain ollen taustavérjaytyminen on vahdisempaa kuin polyklonaalisilla
vasta-aineilla. Toisaalta polyklonaalisilla vasta-aineilla on korkea affinitteetti ja ne voivat
tunnistaa pienidkin maarid kohdeantigeenid. Lisaksi niiden kdytté on monoklonaalisia

vasta-aineita nopeampaa. (A comparison between polyclonal and monoclonal.)

Immunohistokemiallisia preparaatteja voidaan valmistaa erilaisista kudoksista ja erilai-
sista ndytemuodoista. VVarjayksia voidaan tehda parafiini- ja jadleikkeille seké sytologi-
sille naytteille. Naytemuoto- ja materiaali vaikuttavat immunohistokemiallisen varjays-
tekniikan valintaan. (Bancroft & Gamble 2008, 438.)



2.2 Varjayksien kaytto

Immunohistokemialliset vérjaykset ovat paljon kéytettyja menetelmié patologian labora-
torioissa. Niiden avulla voidaan vahvistaa diagnoosi, arvioida ennuste ja todeta vaste hoi-
toihin. Immunohistokemiallisten menetelmien avulla voidaan tutkia myos sairauksien pa-

togeneesid, eli miten ne syntyvat ja kehittyvat. (Bancroft & Gamble 2008, 493.)

Yhtena tarkeimmistéd kayttokohteista immunohistokemiallisille vérjayksille on kasvain-
diagnostiikka. Kayttamalla spesifisid syopamerkkiaineita, immunohistokemiaa voidaan
kayttad hyva- ja pahanlaatuisten kasvainten erottelussa, maarittdmaan sen vaihe ja luokka
seké identifioimaan metastaasin solun tyyppi ja siten 16ytdmaan primaarikasvaimen si-
jainti. Liséksi varjayksid voidaan kayttaa joidenkin infektiotautien yhteydessa tunnista-
maan infektion aiheuttaja kudoksesta. Menetelman etuna on sen nopeus perinteisiin mik-
robiologian viljelytekniikoihin verrattuna. Liséksi sit4 voidaan kayttd4 apuna joidenkin
neurodegeneratiivisten sairauksien ja lihassairauksien diagnostiikassa. (Bancroft & Gam-
ble 2008, 493-510.)

Naiden lisdksi immunohistokemiaa voidaan kayttaa biologisissa tutkimuksissa seka 1a4k-
keiden kehityksessd. Ladkkeiden kehityksessd immunohistokemiaa voidaan hyodyntéa
laékkeiden vaikutuksien testaamiseen. Menetelmén avulla pystytédan esimerkiksi havait-
semaan kehossa sairaan kohdan aktiivisuuden véhentyminen tai lisadntyminen. (Over-

view of Immunohistochemistry.)

2.3 Varjaysmenetelmat

Jotta antigeenin ja sitd tunnistavan vasta-aineen valinen sitoutumisreaktio voidaan nahda
mikroskoopissa, vasta-aine taytyy ensin leimata eli siihen kiinnitetdan jokin detektion
mahdollistava molekyyli. Leimaavana aineena kéytetadn yleisesti entsyymejé tai fluoro-
kromeja, mutta myos muita tekniikoita on olemassa. (Buchwalow & Bdcker 2010, 9-10.)
Nykyaan kaytetdan useimmiten polymeeriteknologiaan perustuvia menetelmié, joissa po-
lymeerirunkoon on Kiinnitetty useita vasta-aineita ja detektion mahdollistavia entsyy-
mejé. (Kumar & Rudbeck 2009, 68.)
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Immunohistokemiallinen vérjdys voidaan tehdéd joko suoraa tai epdsuoraa menetelmaa
kayttden (Kuva 1.). Suorassa menetelmadssé leimausaine on kiinnittynyt suoraan primaa-
rivasta-aineeseen. Epdsuorassa menetelméssd puolestaan leima on sekundaarivasta-ai-
neessa, joka on kiinnittynyt primaarivasta-aineeseen. (Bancroft & Gamble 2008, 438.)
Suora menetelmé on nopeampi ja yksinkertaisempi tehdd, mutta epdsuoran menetelman
etuna on sen herkkyys. Epdsuoran menetelman avulla on mahdollista saada nékyville
heikkojakin vasta-ainepitoisuuksia. (Smith 2015.) Perinteisen suoran tai epdsuoran me-
netelmén liséksi nykyadn on kaytdssa erilaisia variaatioita. Esimerkiksi (strept)avidiini-
biotiini-tekniikka on hyvin kdytetty menetelma. (Bancroft & Gamble 2008, 440.)

Leima
| Sekundaarivasta-aine

Leima \ Primaarivasta-aine \ U
|

] ] Primaarivasta-aine
Antigeeni /
\é A Antigeeni f

Solu
Solu

Suora menetelma Epdsuora menetelma

KUVA 1. Suora ja epasuora menetelma (KUVA: lina Puuppo ja Viktoria Palvi 2015)

2.3.1 Fluoresenssimenetelmat

Fluoresenssitekniikoiden avulla antigeeneihin sitoutuneet vasta-aineet saadaan nékyviksi
fluoresoivien leimojen avulla. Vasta-aineeseen konjugoitu fluorokromi absorboi tietyn
aallonpituuden omaavaa valoa, jolloin sen elektronit virittyvat korkeaenergiseen tilaan.
Taman viritystilan jalkeen fluorokromi emittoi valoa, jonka aallonpituus on yleensa pi-
dempi kuin ennen viritystilaa. Fluoresenssitekniikalla voidaan saada hyvin pienella ta-

solla toimivia antigeenin ja vasta-aineen reaktioita havaittua. Esimerkiksi pieniéd solun
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pintarakenteita, soluelimid, bakteereita ja viruksia voidaan tunnistaa immunofluoresens-
sivarjaykselld. Immunofluoresenssivérjayksen etuna muihin immunovarjayksiin on, etta
sen avulla voidaan kudoksesta tunnistaa tarkka reaktiokohta. (Bancroft & Gamble 2008,
517.)

Fluoresenssimenetelmélla vérjattyjen naytteiden tulkinta vaatii fluoresenssimikroskoo-
pin. Mikroskoopin tulee luovuttaa mahdollisimman paljon eksitaatioenergiaa fluorokro-
mille, jotta varjaytymiskohta olisi mahdollisimman ndkyva. Oikeanlaisen valonléhteen ja
filtterin valinta on erittdin tarkedd onnistuneen naytteen saavuttamiseksi. (Bancroft &
Gamble 2008, 522.)

Fluoresoivina vériaineina eli fluorokromeina kéytetddn esimerkiksi fluoreskeiini-iso-
tiosyanaattia (FITC) tai tetrametyylirodamiini-isotiosyanaattia (TRITC). FITC emittoi
vihreda varid aallonpituusalueella 518 nm. TRITC:n fluoresenssi on puolestaan puna-
oranssi aallonpituusalueella 580 nm. (Suvarna ym. 2013, 427.) Happamissa olosuhteissa
nama fluorokromit muodostavat kovalenttisia sidoksia proteiinien kanssa (Bancroft &
Gamble 2008, 529-520). Muita kaytettyja véreja ovat mm. Alexa Fluor -fluorokromit,
joiden etuina esim. FITC:n verrattuna on, etta ne ovat variltaan kirkkaampia eivétka haa-
listu yhtd nopeasti (Renshaw 2007, 40).

2.3.2 Entsyymimenetelmat

Entsyymileimausmenetelmissa vasta-aineet leimataan entsyymien avulla, jolloin pysty-
tddn osoittamaan vasta-aineen ja antigeenin sitoutumiskohdat kudosleikkeessa. Kaytta-
malla vériainetta eli kromogeenia, reaktiopaikalle saadaan aikaan varillinen sakka. T&ten
tutkittavan antigeenin sijainti pystytddn paikantamaan valomikroskoopilla kéyttamalla
kirkaskenttaasetusta. (Neukkarinen 2002, 18.) Talla hetkella kdytetyin entsyymi on pi-
parjuuren peroksidaasi (HRP eli horseradish peroxidase) (Suvarna ym. 2013, 385). Kay-
tettdvissa on luotettavia menetelmié peroksidaasien paikantamiseen, joissa ndilla leimat-

tuja vasta-aineita voidaan kayttaa hyvaksi (Kiernan 1999, 400).

Muita entsyymejd, joita voidaan k&yttdd, ovat esimerkiksi alkalinen fosfataasi, B-ga-

laktosidaasi ja glukoosioksidaasi, joita voidaan kéyttad leimaamattomissa vasta-aine- ja
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entsyymimenetelmisséa seké avidiini-biotiini menetelmissa. Hyoty, joka saadaan kaytta-
malla useita eri entsyymeja immunohistokemiallisina leimoina, on havainnollistaa use-

ampaa kuin yht& antigeenia samasta kohdasta eri vareilla. (Kiernan 1999, 402.)

Immunoentsyymimenetelmissa voidaan kayttaa avidiinin ja biotiinin valista voimakasta
sitoutumista. Lis&ksi entsyymind on kaytdssa joko peroksidaasi tai alkalinen fosfataasi.
(Neukkarinen 2002, 20.) Biotiini on monenlaisten mikro-organismien aineenvaihdunnan
tuotteena syntynyt vitamiini, joka muodostaa koentsyymin tai useista entsyymeista koos-
tuvan ryhmaén, joka siirtad karboksyyli ryhmid. Avidiini on kananmunan valkuaisen gly-
koproteiini, joka koostuu neljasté identtisesta aliyksikostd, joista jokainen on kykeneva
kiinnittymadn biotiinimolekyyliin. (Kiernan 1999, 405.)

Yleisimmin kaytdssa on kaksi menetelmaa, joissa kummassakin kaytetaan biotiinilla lei-
mattua sekundaarivasta-ainetta. T4t4 tapahtumaa kutsutaan biotinyloimiseksi. Avidiini-
biotiinimenetelmassa (LAB) entsyymi on konjugoitu avidiiniin. Avidiini-biotiinikomp-
leksimenetelmassa (ABC) avidiini, biotiini ja entsyymi muodostavat kompleksin, jossa
entsyymi on kiinnittyneena biotiiniin ja biotiini avidiiniin. Tallin avidiiniin jaé vapaita
biotiinia sitovia kohtia, joilla kompleksi kiinnittyy sekundaarivasta-aineeseen, joka on
biotinyloitu. Mikali menetelma& on kaytetty oikein, se antaa vahan taustaa ja herkkyys
on hyva. (Neukkarinen 2002, 20.) Avidiinin sijaan voidaan kayttaa strepavidiinia, jolla
on samat ominaisuudet kuin avidiinilla, joka on kuitenkin viisi kertaa kalliimpaa kuin
avidiini. (Kiernan 1999, 405.)

Avidiini-biotiinimenetelmillda on muutamia rajoituksia, jotka saattavat heikentaa lei-
mauksen onnistumista. Naita ovat esimerkiksi kudosten endogeenisen biotiinin esiinty-
minen, joka saattaa aiheuttaa taustavarjaytymista. Formaliinifiksaatio ja parafiiniin valet-
tujen kudosleikkeiden kayttd vahentad em. Taustavarjdytymistd, mutta sitd voidaan kui-
tenkin havaita esim. maksasta ja munuaisesta peréisin olevissa leikkeissa seka antigee-
nien palauttamisen yhteydessa endogeeninen biotiini esiintyy epatoivottavana sivuvaiku-
tuksena. Erityisesti kéytettdessa jaaleikettd leikemateriaalina kudosperdisen biotiinin
madra on korkeampi ja siten hairitsee tulkintaa. (Kumar & Rudbeck 2009, 68.)

2.3.3 Polymeerien kayttoéon perustuvat leimausmenetelmat
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Biotiinin kayttoon liittyvien rajoitusten takia polymeerien kéyttéon perustuvat immuno-
histokemialliset menetelmaét, jotka eivat liity biotiiniin, ovat nousussa. Nama menetelmét
kayttdvat hyvakseen teknologiaa, joka perustuu polymeereihin, joihin on konjugoitu
useita vasta-aineita ja entsyymimolekyyleja. Esimerkiksi yksivaiheisessa polymeerime-
netelméssa dextraaniin (dextran) on konjugoitu jopa 70 eri entsyymimolekyylié ja 10 pri-
maarivasta-ainetta. Tall& menetelméalld pystytadan suorittamaan koko immunohistokemi-
allinen leimaustoimenpide onnistuneesti yhdell& vaiheella. My6s kaksivaiheista menetel-
maa voidaan kayttaa (kuva 2.). Polymeerikompleksien suuresta koosta johtuen seka siita,
miten molekyylit kompleksissa ovat asettuneet, tiettyihin epitooppeihin paasy on rajoi-
tettu osassa tapauksista. Polymeereihin perustuvien menetelmien sensitiivisyys verrat-
tuna LSAB- (Labeled Strepavidin Biotin) ja ABC-menetelmiin (Avidin-Biotin Complex)
on vahintaan yhta hyva tai jopa hieman parempi. Polymeerien kéyttodn perustuvat mene-
telmat ovat erittdin herkkia, jolloin niilla saadaan pienetkin antigeeniméaérat esille. (Ku-
mar & Rudbeck 2009, 58-59).

J O " Entsyymit
0 Yy
K> @

J Entsyymien tukirakenne

(dextran)
) ?/

- b
Vi

W

[ Z5)

o
\ 0

5
4 Primaarivasta-aine G -
7\ )ks 958333
AA Antigeeni J“

Vaihe 1. Vaihe 2.

Sekundaarivasta-aine

KUVA 2. Kaksivaiheinen polymeerimenetelma (Kumar & Rudbeck 2009, 59, muokattu)

2.3.4 Muut menetelmat
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Muissa harvemmin kéytettyissé varjadysmenetelmissé kaytetadn merkkiaineina kolloidisia
metalleja tai radioisotooppeja. Kolloidisista metalleista kulta aiheuttaa valomikroskoo-
pilla ndhtdvan vaaleanpunaisen detektion, mutta yleisemmin sité kaytetdén elektronimik-
roskopiassa. Radioisotooppien kéytté leimausaineena on erittain harvinaista ja rajoittuu
ldhinna kvantitatiivisiin immunohistokemiallisiin tutkimuksiin. (Bancroft & Gamble
2008, 437-438.)

2.4 Immunohistokemiallisten varjaysten vaiheet

2.4.1 Fiksaatio

Ennen varjayksen suorittamista kudos on valmisteltava varjaykseen sopivaksi. Ensim-
mainen vaihe on ndytteenottotilanne, jossa kudospala ensin erotetaan sen normaalista ym-
péristosta (elimistosta ruumiinavauksen yhteydessa tms.), paloitellaan sopivan kokoiseksi
jasen jalkeen on valttamatonta, etta naytteet fiksoidaan formaliinissa tai muussa fiksatii-
vissa mahdollisimman nopeasti. (Laasonen ym. 2002, 12.) Heti, kun kudospala on pois-
tettu elavésta elimistostd, se altistuu antigeeneja vahingoittaville vaikutuksille. Naita ovat
esimerkiksi hypoksia (vahentynyt hapensaanti), lysosomaaliset entsyymit (hajottavat ra-

kenteita) seka bakteerien ja homeiden aiheuttama hajoaminen. (Renshaw 2007, 47-48.)

Kéytetyimmat fiksatiivit ovat proteiineja denaturoivat formaliini ja asetoni. (Renshaw
2007, 47-48.) Formaliinin etuina on, ettd se séilyttda antigeenisyyden ja primaari- seka
sekundaarirakenteet yleensa hyvin. Toisaalta se voi muuttaa antigeenirakenteiden varauk-
sia seka aiheuttaa ristisidoksia naytteen antigeenien paalle, mika edellyttaa esikésittelya
antigeenien uudelleen paljastamiseksi lammon tai entsyymien avulla. (Neukkarinen
2002, 12.)

2.4.2 Naytemuodon valinta

Vérjayksia varten ndytemateriaalina kdytetdan yleisimmin viitta erilaista ndytemuotoa:

parafiiniin valettuja kudoskappaleita, jadleikkeitd, tuorendytetta (free-floating section),

sytologisia naytteita (esim. irtosolu- eli PAPA-koe) seka yksisolukerroksisia sytologisia
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naytevalmisteita (esim. sytosentrifugivalmiste). Néisté eniten kaytettyja rutiinidiagnostii-

kassa ovat kuitenkin parafiini- ja jdéleikkeet (Renshaw 2007, 45.)

Parafiinileike on yleisimmin kéytetty ndytemuoto. Parafiiniin valettujen kudosleikkeiden
etuna on se, etté parafiini antaa leikkaamisen yhteydessé kudokselle tukea, jolloin se sai-
Iyttdd muotonsa. Toisiksi tarkeimpéna ja yleisimpana ndytemuotona kaytetaan jaaleik-
keitd. Jadleikettd k&ytetddn materiaalina, jos halutaan vastaus nopeasti ja silla odotetaan
olevan vaikutusta esimerkiksi kaynnissa olevan leikkauksen kulkuun tai halutaan visuali-
soida tiettyja antigeeneja, jotka tuhoutuvat helposti fiksaation ja normaalin kudosproses-
soinnin seurauksena. Jadleikkeiden valmistamiseen ei tarvita suuremmin fiksointia, koska
leikkeet tehd&an heti. N&inollen jaadytetyt leikkeet sdilyttavat kudoksessa olevat antigee-

nit paremmin ja jattavat ne enemmaén alkuperaiseen muotoon. (Renshaw 2007, 46.)

2.4.3 Parafiinileikkeiden kudosprosessointi

Ennen parafiiniin valamista parafiinileikkeille tulee tehda kudosprosessointi, jossa nayt-
teistd poistetaan vesi ja fiksatiivi ja ndytteet kirkastetaan. Veden ja fiksatiivin poisto ta-
pahtuu nousevan alkoholisarjan avulla. Taman jalkeen nayte kirkastetaan ja alkoholi kor-
vataan esimerkiksi ksyleenilla. Vesi tulee poistaa, silla se ei sekoitu parafiinin kanssa.
Ksyleeni puolestaan sopii Kirkastukseen hyvin, silla se sekoittuu seka alkoholin etta pa-
rafiinin kanssa. (Renshaw 2007, 56.)

2.4.4 Valaminen ja leikkaaminen

Kudosprosessoinnin jalkeen parafiinileike voidaan valaa tukimateriaalina kaytettdvaan
netemaéiseen parafiinin. Jotta parafiini pysyy nestemdaisena valamisen ajan, tulee se pitéa
kuumana. Apuna valamisessa kéaytetdan sopivan kokoista muottia ja kasettia. Kun para-
fiinivaha on jahmettynyt, voidaan ndyte leikata. (Orchard & Nation 2012, 110-112.)
4um:n paksuiset leikkeet saadaan aikaiseksi mikrotomilla (mekaaninen kudosten leik-
kauslaite). Ennen leikkeiden varjadmista immunohistokemiallisesti, parafiini taytyy pois-
taa lasilta alkoholi- ja ksyleenikasittelyilld. (Renshaw 2007, 45-46.)
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Jaéleike puolestaan valmistetaan siten, ettd tuore kudoskappale jaadytetdén aluksi esimer-
kiksi nestemaisellé typelld. Taman jalkeen se asetetaan jaéleikemikrotomiin ja siitd leika-
taan 4pm:n paksuisia leikkeitd, jotka sijoitetaan naytelasille. Jadleikkeiden valmis-

taminen on teknisesti haastavampaa kuin parafiinista valettujen. (Renshaw 2007, 46.)

2.4.5 Antigeenien paljastus

Formaliinin kéytto fiksatiivina voi aiheuttaa antigeenien peittymisen muodostamalla ris-
tisidoksia niiden péaalle, joilloin vasta-aineet eivat kykene tarttumaan niihin. Antigeenit
voidaan saada taas nakyviksi altistamalla kudosleikkeet lammolle tai valkuaisaineita pilk-
kovalle entsyymille ennen immunohistokemiallisen vérjayksen suorittamista. Naiden pa-
lauttamisen teho riippuu fiksoinnin kestosta, ilmennettavasta antigeenista itsestdan seka
palauttamisprosessin tyypistd ja olosuhteista. Kudosleikkeiden tulisi olla kiinnitetty niille
soveltuville laseille, silla lampokaésittelyn ankarat olosuhteet aiheuttavat usein esimer-
Kiksi sen, etté leikkeet liukuvat lasilta pois. (Renshaw 2007, 59.)

2.4.6 Endogeenisen entsyymiaktiivisuuden esto

Kun varjayksessa kaytetaan entsymaattista menetelmad, on mahdollista, ettd kudoksissa
esiintyvd entsyymiaktiivisuus aiheuttaa taustavarjdytymistd. Na&in tapahtuu, jos
substraatti reagoi endogeenisten (kudoksen itse tuottamien) entsyymien kanssa, jotka ovat
samankaltaisa kuin vasta-aineen leimausaineena kaytetty entsyymi. Talléin tuloksen tul-
kinta vaikeutuu. Ennen varjaysta naytteen endogeeninen entsyymiaktiivisuus ja siten
taustavarjaytymistd voidaan estaa esimerkiksi lisadmalla naytteisiin vetyperoksidia (im-
munoperoksidaasimenetelmad) tai etikkahappoa (alkaalinen fosfataasi menetelma) ja in-
kuboimalla. Télla keinolla on siis mahdollista poistaa vaaran positiivisen tuloksen mah-
dollisuutta. (Bancroft & Gamble 2008, 452.)
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2.4.7 Varjays

Immunovérjayksissa eri vasta-aineliuokset lisatdan leikkeiden péélle, jonka jalkeen niita
inkuboidaan tietyn aikaa ja huuhdellaan puskurissa. Huuhtelun avulla saadaan sitoutuma-
ton vasta-aine nédytteesta pois, jolloin véltetaan tulkintaa héiritsevaa taustavarjaytymista.
Detektio suoritetaan valitun leiman mukaisesti. Viimeisena vaiheena vasta-aineen sitou-
tumiskohta osoitetaan varireaktiolla, joka saadaan aikaan valitulla merkkiaineella. (Neuk-
karinen. 2002, 19.)

2.4.8 Varjayksen loppukasittelyt

Kun néyte on késitelty sopivin menetelmin, suoritetaan sille oikeanlainen varjays kudos-
materiaalin, ndytemuodon ja vaaditun herkkyyden perusteella (Bancroft & Gamble 2008,
438). Varsinaisen immunohistokemiallisen varjayksen jélkeen suoritetaan tarvittaessa
vield vastavarjays, jolla saadaan tumat nakyviksi. Tahan tarkoituksen voidaan kayttaa
useampia erilaisia vareja, mutta kaytetyimpid on hematoksyliini. Hematoksyliini varjaa
tumat sinisiksi. (Renshaw 2007, 61-64.) Taman jalkeen tehdd&n dehydraatio (veden
poisto) nousevassa alkoholisarjassa ja ndytteen kirkastus ksyleenissa. Lopuksi voidaan
nayte peittad ohuella lasilla ja sopivalla peittausaineella. (Bancroft & Gamble 2008, 462—
468.)

2.5 Laatu immunohistokemiassa

Koska immunohistokemia on oleellinen osa monien tautien diagnostiikkaa ja ennusteen
tekemist4, on ndiden varjaysten luotettavuus ensiarvoisen tarkedé. Varjaysten laatua tark-
kaillaan niin ihmisten kuin koneiden suorittamien prosessien kohdalla. Laboratorioiden
valilla voi olla varjaysprosesseissa eroja, mutta jokaisen laboratorion tulee noudattaa
omia toimintatapojaan tdsmallisesti. N&in eri varjayskertojen tulokset ovat vertailukelpoi-
sia. (Bancroft & Gamble 2008, 473.)

Immunohistokemiallisissa varjayksissd on monia krittisia kohtia, joiden epdonnistuminen
vaikuttaa varjaysten laatuun ja sita kautta tulkintaan. Naitd ovat mm. ndytteiden fiksaatio,

prosessointi ja antigeenin paljastus. Naissd vaiheissa tulee ottaa huomioon oikea aika,
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ldmpotila ja oikeat tarvittavat aineet. Kaikki kéytettavat reagenssit on séilytettava valmis-
tajien ohjeiden mukaan ja viimeinen kayttopéiva on huomioitava. Erityisesti vasta-ainei-
den séilyvyyden kannalta oikea séilytyslamp@tila on kriittinen. Myos esimerkiksi pusku-
reiden pH:n on oltava oikea varjayksen onnistumiseksi. Laadun kannalta on tarkeaa, etta
varjayksen eri vaiheet on dokumentoitu, jotta jaljittdminen onnistuu. (Bancroft & Gamble
2008, 473-476.)

Néytteiden ohessa varjatyt kontrollit ovat tarkeéd osa laaduntarkkailua. Jotta kontrollit ja
naytteet olisivat vertailukelpoisia, tulee kontrollit kasitelld ja vérjata tasmélleen samalla
tavalla kuin naytteet. Erityisesti positiivinen kontrolli on tarked. Kun varsinaisten néyt-
teiden kanssa vérjatdén tunnettu positiivinen kudos, joka siséltaa naytteesta etsittyd anti-
geenid, voidaan varmistua varjaysprosessin toimivuudesta. Positiivinen kontrolli tulisi
olla mukana joka vérjayskerralla ja jokaiselle vasta-aineelle tulisi olla huolellisesti valittu
sopiva positiivinen kontrollikudos. (Suvarna & Bancroft 2013, 440-442.) Negatiivinen
kontrolli puolestaan ei saa sisaltda kyseista etsittyd antigeenia ja timan kontrollin varjay-
tyminen voi johtua esimerkiksi epaspesifeisté reaktioista kudoksissa tai véaran vasta-ai-
neen kaytosta (Renshaw 2007, 219).
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3 CD-VARJAYKSET

3.1 Yleistd CD-jarjestelmasta

Kun aikanaan havaittiin toiminnoiltaan erilaisia leukosyytteja, yrittivat tutkijat kehittada
menetelmad, joilla ne saadaan erotettua toisistaan. Tatd tarkoitusta varten kehitettiin
vasta-aineita, jotka tunnistaisivat erilaiset leukosyytit. CD-jarjestelma (Cluster of diffe-
rentiation) perustuu solujen pinta-antigeeneihin eli CD-markkereihin, joita on enimmaék-
seen leukosyyteissd. Eri solulinjojen ja erilaistumisvaiheiden pinta-antigeeneilld on eri-
lainen rakenne ja nd&mé& on mahdollista tunnistaa joukolla monoklonaalisia vasta-aineita.
(Abbas & Lichtman 2005, 20.). Ihmisilla CD-proteiineja on laskettu olevan yli 350 kap-
paletta. Pienia maarid CD-proteiineja ilmentyy myos endoteelisoluissa, erytrosyyteissa
seké kantasoluissa. Ne eivat ole kuitenkaan pelkastddn markkereita solun pinnalla. Ne
toimivat esim. reseptoreina, muuttavat solun kayttaytymista ja niilla on myos muita toi-

mintoja, kuten soluadheesio. (Cluster of Differentiation (CD).)

Pintamolekyyli eli antigeeni voidaan nimetd CD-numerolla, kun kahden spesifisen mo-
noklonaalisen vasta-aineen on osoitettu sitoutuvan tdéhan molekyyliin. (Cluster of Diffe-
rentiation (CD).) Esimerkiksi suurin osa T-lymfosyyteista ovat antigeenien ilmentymisel-
tdan CD3+CD4+CD8- ja sytotoksiset lymfosyytit (CTLs) ovat CD3+CD4-CD8+, jolloin
kyseiset solut voidaan erotella toisistaan ja tarkastella tasta saatuja tuloksia potilaan klii-
niseen kuvaan ja mahdollisesti saada vahvistus diagnoosille (Abbas & Lichtman 2005,
20.) Nama antigeenit voidaan jakaa useisiin kategorioihin: jotkut niistd ovat spesifisia
tietyn solulinjan soluille ja joidenkin ilmentyminen riippuu aktivoitumisen tasosta tai sa-

mojen solujen erilaistumisesta. (Cluster of Differentiation (CD).)

Leukosyyttien luokittelua CD-antigeenien ilmentamisen avulla kdytetdén nykyaan hyvin
laajasti Kliinisessé ladketieteessa esimerkiksi immunohistokemiassa ja immunologiassa.
(Abbas & Lichtman 2005, 20.) Koska CD-antigeeneja kéytetddn esimerkiksi solumark-
kereina tunnistamaan soluja mikropartikkeleihin perustuen, voidaan niité kayttaa hyvaksi
syopien tai muiden sairauksien diagnosoinnin varmentamisessa (Cluster of Differen-
tiation (CD)). Vertailevassa kokeilututkimuksessa kaytettiin koehenkilding terveitd ja

akuuttia sepelvatimotautia sairastavia, joilta tutkittiin CD-antigeenien ilmentymista fluo-
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resenssilla leimatuilla vasta-aineilla. Mikropartikkelien, jotka kiersivat akuuttia sepelval-
timotautia sairastavien henkildiden plasmassa, maarat olivat kohonneet ja ne ilmensivat
tutkittuja CD-antigeeneja. Tuloksia tulkittaessa voitiin todeta, ettd seuraavat kymmenen
eri leimattua antigeenia ilmensivat merkittavasti enemman valoa akuuttia sepelvaltimo-
tautia sairastavalla koeryhmalla verrattuna terveisiin: 44, 45, 54, 62E, 79, 102, 117, 130,
138 sekd 154. CD-antigeenien ilmentdmisen havaitsemista on tarkoitus kehittdda muiden-
kin tautitilojen kohdalla, jotta pystytddn saamaan uusia ja entisté tarkempia menetelmi&

sairauksien diagnosoimiseksi. (Lal, Brown, Nguyen, Braet, Dyer & dos Remedios 2009.)

3.2 Opinnaytetydssa kasiteltavat CD-vasta-aineet

Opinnaytteeksi tehdyssa tukimateriaalissa kasitelladn 17:a Fimlabin patologian laborato-
riossa immunohistokemiallisissa varjayksissa yleisesti kaytettyd CD-vasta-ainetta, joiden
avulla tunnistetaan CD-markkereita. Ndma kyseiset vasta-aineet valikoituivat sen mu-

kaan, mitka ovat paasaantoisesti kaytetyimpia Fimlabin patologian laboratorioissa.

CD1la-antigeenia on seuraavien solujen ulkokalvoilla: dendriittisolujen (iholla sekéa
tonsillassa), thymosyyttien (kateenkorvassa olevia hematopoeettisia kantasoluja) seka
Langerhansin soluissa. CDla vasta-ainetta suositellaan kaytettdvéksi havaitsemaan
CDla-proteiinin ilmentymista useissa normaaleissa ja kasvainkudoksissa kuten Lager-
hansin soluissa histiosyyttien (makrofagien) yleinen lisddntyminen sekd thymoomissa
(kateenkorvan kasvain). (Abbas & Lichtman 2005, 506.)

CD2-antigeenia (kuva 3.) esiintyy suurimmassa osassa perifeerisen veren T-solujen ul-
kopinnoista, useimmissa NK-soluissa seka thymosyyteissa. CD2 vasta-ainetta kaytetaan
osana vasta-ainepaneelia T-solujen aiheuttamien sairauksien luokittelussa. (Abbas &
Lichtman 2005, 506.)
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KUVA 3. CD2-vérjays (lina Puuppo & Viktoria Palvi 2015).

CD3-antigeenia esiintyy T-solujen ulkopinnalla. Antigeenia on myds kateenkorvassa
esiintyvissa T-lymfosyyttien esiasteissa. CD3 vasta-ainetta kdytetddn osana vasta-ainepa-
neelia osoittamaan T-solujen fenotyypit lymfoproliferatiivisissa sairauksissa. (Abbas &
Lichtman 2005, 506.)

CD4-antigeenia tavataan normaalien auttaja-T-solujen pinnalla. Sita esiintyy myds mm.
thymosyyteissd, monosyyteissé ja makrofageissa. Vasta-ainetta kdytetadn T-solujen ai-
heuttamien tautitilojen luokitteluun. (Abbas & Lichtman 2005, 506.)

CD7-antigeenia esiintyy T-solujen solukalvoilla. Tutkimuksissa on todistettu, etta talla
antigeenilla ei ole reaktiivisuutta muissa kuin tdman solulinjan soluissa. Hiiren CD7
vasta-ainetta kédytetddn osana vasta-ainepaneelia, jolla pystytadn luokittelemaan T-so-
luista perdisin olevat kasvaimet. (Abbas & Lichtman 2005, 507.)

CD10-antigeenia tavataan normaalien varhaisten kantasolujen, epékypsien luuytimen B-

solujen ja lymfoidisen kudoksen germinaalisen keskuksen B-solujen pinnoilta. Antigee-
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nia voi ilmentya myos esimerkiksi fibroblasteista ja suoliston epiteelikudoksesta. Immu-
nohistokemiassa CD10-antigeenid hyddynnetadn pienien B-solulymfoomien ja lymfo-
blastisten leukomioiden luokittelun erotusdiagnostiikassa. (Abbas & Lichtman 2005,
507.)

CD15-antigeenia todetaan 95 %:ssa perifeerisen veren kypsisté eosinofiileisté ja neutro-
fiileistd, kudosten makrofageista seka sité ilmentyy myds monosyyteissd alhaisemmalla
voimakkuudella. Lymfoidisessa kudoksessa vasta-aineena toimiva CD15 reagoi granulo-
syyteissd ja Reed-Sternbergin solujen kanssa, jotka ovat vélttamattomia l1oytaa, jotta voi-

daan antaa Hodgkinin lymfooman diagnoosi. (Abbas & Lichtman 2005, 507.)

CD19-antigeenia on havaittu ilmentyvan B-solulinjan solujen ulkokalvolla. Vérjayty-
mistéd todetaan my6s manttelialueella ja tonsillin reaktiokeskuksissa seka kudoksiin l&pi-
tunkevissa B-lymfosyyteissa. CD19 vasta-ainetta kdytetd&n osana vasta-ainepaneelia luo-
kittelemaan B-solujen pahanlaatuiset tautitilat. (Abbas & Lichtman 2005, 508.)

CD20cy-antigeenia esiintyy B-solujen, dendriittisolujen, lymfosyyttien ja syopien kanta-
solujen sytoplasmassa (cytoplasmic). Sita kaytetdan B-solu lymfoomien, karvasoluleuke-
mioiden, B-solujen kroonisen lymfosyyttisen leukemian sekd melanoomien diagnostii-
kassa. (Abbas & Lichtman 2005, 508.)

CD21-antigeeni on proteiini kypsien B-solujen seka lymfoidisen kudoksen follikulaaris-
ten dendriittisolujen (FDC) solukalvolla. Kéytetddn CD21-antigeenien normaalien ja epé-
normaalien reaktioiden ilmentdmisen tulkintaan suhteessa vasta-aineisiin, joita 16ytyy
follikulaarisista dendriittisoluista. (Abbas & Lichtman 2005, 508.)

CD23-antigeeni on solukalvolla oleva glykoproteiini, jota 16ytyy perifeerisen veren solu-
jen alaryhmistd, B-lymfosyyteistd sekd B-lymfoblastisen solulinjan soluista, jotka ovat
EBV:n muuntamia. Kdytetddn normaalien B-solujen sekéd pahanlaatuisten lymfoomien
tunnistamiseen kuten krooniseen B-soluleukemiaan. Manttelisolulymfooma on yleensa
negatiivinen CD23: lle. (Abbas & Lichtman 2005, 508.)

CD25-antigeeni on yksiketjuinen glykoproteiini. IL-2 reseptoria ei |0ydy tavallisista T-
soluista vaan sitd ilmentyy HTLV-I:n (Human T-lymphotropic virus) muuntamissa T- ja
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B-soluissa, Epstein—Barrin viruksen muuntamissa B-soluissa (voi aiheuttaa tallgin lym-
fooman), myeloisissa prekursoreissa ja oligodendrosyyteissa. Sitd kdytetddn myos karva-
soluleukemian diagnostiikassa. (Abbas & Lichtman 2005, 508.)

CD30 on transmembraani sytokiinireseptori, joka kuuluu tuumori nekroosi faktori (TNF)
sukuun. CD30-antigeenia ilmentymista on havaittu Hodgkinin ja Reed-Stemberg (H-RS)
soluissa, ALCL:n (large-cell lymphoma) sydpasoluissa ja aktiivisissa B- ja T-lymfosyy-
teissa. Ei-lymfoidisissa kudoksissa ja kasvaimissa CD30:a on vahvistettu olevan esim.
sikidaikaisissa karsinoomissa, seminoomissa (kiveksien irtosolukasvain) seka mesoteli-
oomissa (keuhkopussista tai vatsakalvosta oleva kasvain). CD30 vasta-aine leimaa syo-
pasoluja ALCL:ssa ja Reed-Stemberg soluja ja on hyoddyllinen ALCL:n identifioimisessa
seka toissijaisena merkkiaineena Hodgkinin taudissa. Osana vasta-ainepaneelia. (Abbas
& Lichtman 2005, 508.)

CD33-antigeeni havaitaan myelomonosyyttisten solujen solukalvoilla ja sytoplasmassa.
Punasolu- seka trombosyyttipuolen soluilla ei todettu varjaytymista. CD33 vasta-ainetta
kaytetdan osana vasta-ainepaneelia myeloisen- seka monosyyttilinjan solujen identifioi-
miseen ja ndihin solulinjoihin liittyvien leukemioiden seka myeloproliferatiivisten sai-
rauksien tunnistamiseen. (Abbas & Lichtman 2005, 508.)

Rotasta saatu vasta-aine CD52 reagoi ihmisen CD52-antigeenin kanssa, joka on huomat-
tavan pieni peptidi, jota ilmentyy voimakkaasti seuraavien solujen pinnalta: lymfosyytit,
monosyytit, eosinofiilit, thymosyytit ja makrofagit. Kaytetadn imukudoksissa olevien pa-
hanlaatuisten kasvainten diagnostiikassa sekd myos joissain tapauksissa myeloisten solu-
jen loytamisessa, vaikka niissa CD52-antigeenin ilmentyminen vaihtelee huomattavasti.
(Abbas & Lichtman 2005, 510.)

CD56 on membraanin proteiini, jota ilmenee mm. NK-soluissa, osassa T-lymfosyytteista
ja neuroektodermaalisissa soluissa. Kaytetadn CD56-positiivisien tuumoreiden diagnos-
tilkassa. Nditd ovat mm. neuroblastoomat ja erilaiset lymfoomat. (Abbas & Lichtman
2005, 510.)

CD99-antigeenia esiintyy joissakin lymfosyyteissd, T-solujen esiasteissa, joissakin mu-
nasarjojen ja keskushermoston soluissa, haimasaarekkeissa, kiveksien Sertolin soluissa ja

joskus verisuonten endoteelisoluissa. Antigeeni ilmenee erityisesti Ewingin sarkoomassa
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esiintyvissa tuumorisoluissa ja primitiivisessé periferaalisissa neuroektodermaalisissa
tuumoreissa. Kaytetddn myos apuna keuhkojen ja kilpirauhasen tuumoreiden luokitte-
luun. (Abbas & Lichtman 2005, 513.)

3.3 Varjaysmenetelméa

Fimlabin patologian laboratoriossa immunohistokemiallisissa CD-varjayksissa naytema-
teriaalina kdytetdan ainoastaan parafiiniin valettuja kudosnaytteita. Positiivisina kontroil-
leina kaytet&an erilaisia kullekin vérjaykselle soveltuvia kudoksia ja negatiivisena kont-
rollina toimii sisdinen kontrolli (ndytteessé olevat kohdat, jotka eivét sisalla antigeenia).
Kyseisten vérjaysten tekemiseen kaytetaan tiettya valmista pakkausta, joka sisaltaa tar-
vittavat reagenssit ja immunohistokemiallista varjdysautomaattia. Kéytossa oleva auto-
maatti on Leica Biosystemsin Bond Il (kuva 4.), joka on taysautomaattinen laite (BOND-
Il Fully Automated IHC and ISH). Vérjayskittind puolestaan kaytetdan Leica Biosys-

temsin Polymer Refine Detection -kittid (Bond™ Polymer Refine Detection).

KUVA 4. Leica Biosystems Bond 111 (KUVA: lina Puuppo ja Viktoria Palvi)
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Polymer Refine Detection —Kitti sisaltd4 peroksidaasiblokkerin, Post Primary Rabbit anti
mouse 1gG:n, Polymer Anti-rabbit Poly-HRP-1gG:n, DAB-kromogeenin ja hematoksy-
liinin. Ensin peroksidaasiblokkeri estdd endogeenisen peroksidaasitoiminnan. Taman jal-
keen naytteisiin lisdtddn kayttoon soveltuva spesifinen primaarivasta-aine. Seuraavaksi
Post Primary Rabbit anti mouse IgG paikantaa kudoksesta hiiren vasta-aineet ja sen jal-
keen Polymer Anti-rabbit Poly-HRP-1gG kanin vasta-aineet. DAB-kromogeenilld saa-
daan syntynyt vasta-aineiden ja antigeenin muodostama kompleksi visualisoitua ja lo-

puksi viel& hematoksyliini varjaé solujen tumat. (Bond™ Polymer Refine Detection.)

3.4 CD-varjaysten laatu

Eri laboratorioissa saattaa olla eroja kudosprosessoinnissa ja teknisessa toteuttamisessa,
joten oleellista on saada menetelmét yhdenmukaistettua esimerkiksi ulkoisten laaduntark-
kailunaytteiden avulla. Tama vaatii liséksi sadnndéllisia laboratorion siséisid kontrolleja
jokaiseen tydvaiheeseen. Kontrollien tulisi olla puhtaita néytteitd, jotka on fiksoitu for-
maliinissa, prosessoitu ja valettu parafiiniin mahdollisimman nopeasti samaan tapaan

kuin potilasnéytteetkin. (Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody CD10.)

Positiivisia kontrolleja kdytetdaan osoittamaan, ettd kudosnéytteet on oikein valmistettu ja
varjayksessd on kaytetty kunnollisia vérjassmenetelmid. Positiivinen kontrolli tarkoittaa
naytettd, jossa on varmasti tutkittavaa antigeenid, joka varmentaa varjayksen onnistumi-
sen. Yksi yleisimmin kéytetyistd kontrollikudoksista on tonsilla. Tutkittavana olevasta
antigeenista kuitenkin riippuu, mitd kudosta kontrollina kaytetaan, silla eri kudokset il-
mentévat erilaisia antigeeneja. Talldisen kontrollindytteen tulisi olla lisattyn& jokaiseen
prosessin ja varjayksen vaiheeseen. Optimaaliseen laaduntarkkailuun soveltuvampi ku-
dosndyte on sellainen, jossa todetaan heikko positiivinen vérjaytyminen kuin kudos, jossa
todetaan vahva positiivinen vérjaytyminen. Talloin pystytdan havaitsemaan vahaisem-
matkin reagenssien kayttokelpoisuuksien alentumiset. Mikéli kontrollindytteestd, jossa
pitéisi olla positiivista varjaytymista, ei sellaista todeta, muitakaan vérjayksessa mukana
olleita naytteita ei tule hyviksya, vaan tulokset tulisi katsoa hylatyiksi. (Novocastra™ Li-
quid Mouse Monoclonal Antibody CD310.)
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Vaérjayksessa tulee olla myds mukana negatiivinen kontrolli, jotta voidaan varmentaa
kohteena olevan antigeenin leimautumisen spesifisyys primaarivasta-aineella. Laborato-
rion paatettavaksi jaa, mitd kudosta haluaa kayttad, silla erilaiset solutyypit esiintyvat
suurimmassa osassa kudoksia ja tdma tarjoaa useita eri mahdollisuuksia kéytettavaksi
kontrollikudokseksi. Erityisesti nekroottiset tai hajonneet solut vérjaytyvéat epasfesifi-
sesti, jolloin se nayttdd lasilla epaselvalta. Vaaria positiivisia tuloksia voidaan nahda
epaimmunologisten sidoksien kautta, joissa on mukana proteiinien tai substraattien reak-
tiotuotteita. Mikali spesifista varjaytymista ilmenee negatiivisessa kudoskontrollissa, vér-
jayksessa mukana olleita potilasndytteiden tuloksia ei voida hyvaksya. Negatiivinen kont-
rolli voi olla my0s sellainen, jossa varsinainen vasta-aine on korvattu, jolloin vérjayty-
mist4 ei pitaisi esiintya antigeeniin sitoutuvan vasta-aineen puuttuessa. (Novocastra™ Li-
quid Mouse Monoclonal Antibody CD10.)

Kéayttamalla epatarkkaa negatiivista reagenssia primaarivasta-aineen tilalla jokaisen po-
tilasnaytteen kohdalla, voidaan arvioida epéasfesifistd varjaytymista ja siten saada tulkit-
tua paremmin itse spesifista varjaytymista. (Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal
Antibody CD10.)

Vasta-aineella leimattu potilasnéyte tutkitaan kontrollindytteiden hyvaksymisen jélkeen.
Positiivisen kontrollin varjaytymisen voimakkuus tulisi asettaa kontekstiin negatiivisen
reagenssikontrollin epéspesifisen taustavarjaytymisen kanssa, jotta pystytdan tulkitse-
maan potilasndytteen tulos. Immunohistokemiassa negatiivinen tulos merkitsee sit4, etta
antigeenié ei esiinny tutkittavassa ndytteessa, mikali menetelman toimivuus on tarkistettu
ja kontrollit ovat hyvaksyttyja. (Novocastra™ Liquid Mouse Monoclonal Antibody
CD10.)
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4 TUKIMATERIAALIN TEORIA

Paatimme nimeté tydelamalle tekemamme materiaalin tukimateriaaliksi, silla esimerkiksi
maadritelma tydohje ei siihen tdysin sovi. Koska tukimateriaalin teosta ei taustatieto 10y-
tynyt, sovelsimme erilaisia ammatilliseen kayttoon tulevien tekstien tuottamiseen liittyvia
ohjeita. Kaytimme mm. tyGohjeen tekoon liittyvié ohjeistuksia apunamme niilt4 osin,

joilta se soveltui tukimateriaalin laatimiseen.

Ty6eldman kayttoon tulevan tekstin kohderyhma on otettava huomioon jo suunnittelussa
(Kankaanpéé & Phiel 2011, 67). Tekstid suunnitellessa tulisi huomioida mygs tekstin ta-
voite, ydinsisalto ja tyyli (Kankaanpéda & Phiel 2011, 31). Ohjeen kielen tulisi olla selkeaa
ja lukijakunnalle sopivaa. Hyvéssa ohjeessa on kaikki tarkeét asiat loogisessa jarjestyk-
sessé. Mité&an turhaa siihen ei saisi sisallyttad. (Kankaanpaa & Phiel 2011, 296-299.) Ma-
teriaalimme tulee ammattilaisten kayttoon, joten se siséltdé laboratorion ammattisanas-

toa. Tekstia siséllytimme hyvin véhan, silla kuvat ovat paddosassa materiaalia.

Hyvén materiaalin tulee olla kirjallisessa muodossa, ajan tasalla ja johdonmukainen. Se
on myos helppokéyttéinen ja helposti tyontekijén saatavissa. Liséksi sen on tuotava lisa-
arvoa tehtavalle tyolle. (Highet 2008.) Materiaalin laatiminen jakautuu eri vaiheisiin. Vai-
heet ovat suunnittelu, tiedon keradminen, kirjoittaminen, palaute seka tarvittaessa palaut-
teen mukaiset korjaukset. (lisa, Piehl, Kankaanp&d 1999, 15-16.) Liikaa perusasioissa
pysyva ohje jaa helposti lukematta, sill& suurin osa asiasta on ennestéén tiedossa. (Jussila,
Ojanen & Tuominen 2006, 93.)
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5 OPINNAYTETYON TAVOITE, TARKOITUS JA TEHTAVAT

Opinnaytetyon tarkoituksena on tehda tukimateriaali CD-vérjayksistd Fimlab Laborato-
riot Oy:n patologian osastolle ja sen tavoitteena on tukea vérjaysten tekijoita varjayslaa-
dun arvioinnin parantamisessa seka tulkinnassa. Tdma materiaali tulee paperiversiona
mikroskopoinnin tueksi. Tukimateriaali kokoaa keskeisimmét tiedot CD-vérjayksista ja
siitd voi tarkistaa tarvittaessa positiivisen varjaytyvyyden, mita varjays varjaa ja miten se

varjaa.

Opinnaytteemme tehtdvié ovat:

1. Milla periaatteella CD-varjaykset varjadvat?

2. Millaisia varjaystuloksia on odotettavissa kunkin CD-vérjayksen kohdalla?
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Toiminnallinen opinnéytety6 on kaksiosainen, silla se siséltda toiminnallisen osuuden ja
opinndytetyoraportin. Toiminnallinen osuus voi olla esimerkiksi opas, Kirja tai nayttely.
Aihe toiminnalliselle opinndytety6lle l&htee usein toimeksiantajan tarpeesta ja sen tarkoi-
tuksena onkin kehitt&& ja ohjeistaa tydeldman kaytannon toimintaa. Toiminnallinen opin-
naytety® pohjautuu vahvasti teoreettiselle perustalle ja tekijoiden tulee perehtyd hyvin
kyseisen alan ammattiteoriaan. (Lumme, Leinonen, Leino, Falenius & Sundqvist 2006.)
Toiminnallisen opinnédytetyon ideana on luoda jotain uutta ja kohderyhmélle merkityk-
sellista. (Vilkka ym. 2004, 26-27.)

Toiminnallinen opinndytetyd koostuu varsinaisesta tuotoksesta ja sita tukevasta opinnay-
tetyOraportista. Raporttiosa kertoo, mitd, miksi ja miten on tehty. Liséksi siihen sisaltyy
tyoprosessin kuvailu, johtopaatoksien esittely sekd oman oppimisen ja koko prosessin ar-
viointi. (Vilkka & Airaksinen 2004, 65.)

Opinndytetydbmme on toiminnallinen, koska siita syntyy tuotoksena tukimateriaali. Tuo-
tos on tydelaman k&ytdnnon tyohon tuleva materiaali, jota tyontekijét voivat kayttéa apu-
naan mikroskopoinnissa. Raporttiosassa kasittelemme tuotoksen taustaa, eli immunohis-
tokemian, CD-jarjestelmén ja tukimateriaalin Kirjoittamisen teoriaa. Raporttiosuudessa
olemme my0s esitelleet tyon tarkoituksen, tavoitteen ja tutkimustehtavét, seka opinnay-

tetyOprosessin kulun.
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7 TUOTOS

7.1 Tukimateriaalin sisalto

Fimlabille tehtédvéan tukimateriaalin tehtavana on olla tukena mikroskopoinnissa, jolloin
siitd voisi tarkistaa, milta positiivisen varjaystuloksen tulisi nayttaa. Tarkeimpana sisal-
ton& on onnistuneet kuvat kustakin varjayksesta. Kustakin vérjayksesta 16ytyy myos tie-
dot taulukon muodossa varjaytyvyydesta, diagnostisesta kaytosta seké positiivisesta kont-
rollikudoksesta (taulukko 1.). Lisaksi kerromme yleista tietoa kdytetystéd varjayspaketista
ja-automaatista. Varsinaisessa tydelaman kayttoon tulevassa materiaalissa kerrotaan kus-
sakin CD-varjayksessa kaytettdvan vasta-aineen klooni, mutta t4t4 tietoa ei saa sisaltya
yleiseen julkaisuun pa&tyvassa versiossa.

TAULUKKO 1. Varjaysten tiedot

Vérjaytyminen

Kaytto

Positiivinen kontrollikudos

7.2 Tukimateriaalin ulkoasu

Tukimateriaalin ulkoasun pyrimme pitdméén yksinkertaisena ja selkeané. Selkeyden
vuoksi taulukoimme kunkin varjayksen tiedot yksinkertaiseen taulukkoon ja jokainen
varjays kuvineen on omalla sivulla tai aukeamalla. Sivut otsikoitiin aina kyseisessa vér-
jayksessa kdytetyn vasta-aineen mukaan. Fonttina kdytimme Times New Romania ja fon-
tin koko oli taulukon otsikoissa 14 pistetta ja tekstiosuudessa 12 pistettd. Liséksi materi-
aalissa on Tampereen ammattikorkeakoulun opinndytetydmallin mukainen kansilehti ja

sisallysluettelo.
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8 OPINNAYTETYOPROSESSI

8.1 Opinnaytetytn suunnittelu

Toiminnallisen opinnaytetyon suunnitelman tarkoitus on kertoa mitd tehdaén, miten teh-
daan ja miksi tehdaén. Lisdksi se osoittaa, ettd tekijoilla on harkittu idea opinndytetyon
etenemisestd. Suunnitelman yhteydessa olisi hyvad myos tutkia muita aiheeseen liittyvia
tutkimuksia, silla samankaltaista tyota ei ole jarkevaa tehda toiseen kertaan. (Vilkka ym.
2004, 26-27.)

Opinnaytetyon virallinen suunnitelma valmistui ja esitettiin lokakuussa 2014. Talldin pe-
rehdyimme pintapuolisesti aiheemme teoreettisiin ja menetelmallisiin lahtokohtiin, mie-
timme tyon tarkoituksen, tavoitteen ja tutkimustehtavat seké laadimme alustavan aikatau-
lun opinnaytety6on eri vaiheiden tekemisesté ja valmistumisesta. Suunnitelman pohjalta
oli helpompi lahted itse opinnaytetydprosessin tekoon, kun oli saanut mielikuvan ai-

heesta.

Aloittaessamme tukimateriaalin suunnittelun kdvimme keskustelemassa materiaalin ti-
lanneen Fimlabin patologian laboratorion yhteyshenkilén kanssa. N&in saimme heti
aluksi tietdd materiaaliin siséllytettavat tarpeelliset tiedot sek& huomioitavat eettiset na-
kokohdat. Esimerkiksi meitd sitoo ehdoton salassapitovelvollisuus, silla mm. vérjayksissa
kaytettavat kloonit ovat salassa pidettdvaa tietoa. N&in ollen yleiseen julkaisuun paatyvat
tuotokset on ehdottomasti tarkistettava ja mahdolliset Fimlabin kayttoon tulevan tukima-

teriaalin salassapitoa vaativat tiedot poistettava.

8.2 Opinnaytetydn toteutus

Opinnaytetyémme teko l&hti k&yntiin opinndyetydraportin teoriaosuuden Kirjoittamisella.
Paadyimme kirjoittamaan teorian ennen tukimateriaalin tekoa, silla aihealue oli meille
melko vieras. Emme tienneet juurikaan immunohistokemian perusteista tai tydohjeen te-
osta, joten néihin oli perehdyttava aluksi. Lahdemateriaalina kdytimme l&hinna englan-

ninkielista kirjallisuutta, silld suomeksi materiaalia oli hyvin v&han.
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Tukimateriaalin tydstamisen aloitimme suunnittelemalla taulukon, johon tuli oleelliset
tiedot kustakin vasta-aineesta ja niiden toiminnasta. Lisaksi kirjoitimme lyhyen johdan-
non, joka kertoo vérjaysprosessista ja siind kaytettavasta kitista seka laiteesta. Tukimate-
riaalin tekemisen tarkein vaihe oli varjayksien kuvaaminen. Kuvat otettiin immunohisto-
kemiallisesti vérjatyistd kontrollikudoksista Fimlab laboratoriot Oy:n patologian labora-

torion mikroskooppikameralla.

Teoriaosuuden kirjoittamisessa ja lahdemateriaalin kasaamisessa oli hieman vaikeuksia
aluksi ja lopulta kirjoitimme teoriaosuuden hyvin nopealla aikataululla. Varsinaisen tuki-
materiaalin tekeminen jai melko myohaiseen vaiheeseen, silla teimme sen tdysin val-
miiksi lokakuussa 2015. Suunnitelmaan laatimamme aikataulu ei nain ollen pitanyt lain-
kaan. Alkuperdisen aikataulun mukaan koko tyon piti olla hiomista vaille valmiina kesélla

2015. Aikataulumme oli optimistinen, mutta se olisi ollut mahdollista toteuttaa.

Tukimateriaalin kuvien hankkiminen osoittautui kaikkein hankalimmaksi osaksi opin-
naytetyon tekoa niin kuin aluksi olimme aavistaneet. Koska meilla oli vain vahan koke-
musta immunohistokemiallisista varjayksistd, laadukkaiden kuvien tunnistaminen oli vai-
keaa. My0Gs raporttiosuuden teoriatiedon rajaus oli vaikea kohta, sill& tuli miettia, mika
lagjasta aihealueesta on oleellista lukijalle.

8.3 Opinnaytetytn kaytettavyyden arviointi

Oman arvioinnin lisaksi on jarkevaa pyytaa palautetta myds valmiin ohjeen kohderyh-
malta. Tydohjeen kohdalla kdytettavyyden arviointi tydelamassa olisi mielekasta. (Vilkka
ym. 2004, 157.) Nain ollen, jotta tukimateriaali olisi mahdollisimman hyodyllinen tyo-
elaméssa, pohdimme itse sen kédytettavyyttd ja luotettavuutta, mutta annoimme sen myos
arvioitavaksi opinnaytetyon tilanneelle laboratoriolle. N&diden arviointien pohjalta nous-
seet puutteet ja korjausehdotukset pyrimme korjaamaan toiveiden mukaisiksi. Annoimme
vield korjatun version arvioitavaksi Fimlab Laboratoriot Oy:n patologian yhteyshenki-
I6illemme ja tdhdn versioon oltiin tyytyvaisid. Palautteen mukaan materiaalissa oli tiivis-
tetysti tarkeimmat tiedot ja kuvat olivat informatiivisia sek& laadukkaita. Korjausehdo-

tuksia ei enaa tullut.
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9 POHDINTA

Opinnaytetyémme tarkoituksena oli tehd& tukimateriaali Fimlab laboratoriot Oy:n pato-
logian laboratoriolle ja sen tavoitteena on parantaa immunohistokemiallisten CD-vérjays-
ten laatua. T&t4 materiaalia laboratorion tyontekijat voivat hyodyntéé tarkastaessaan omia
varjaystuloksiaan, silla he voivat vertailla varjayksiaan positiivisista kontrollikudoksista

otettuihin kuviin.

Opinndytetyon luonteen vuoksi tarkein sisaltd tukimateriaalissa oli onnistuneet ja laaduk-
kaat kuvat. Kuvien tuli olla niin hyvia, etté tyontekijat voivat luottaa niihin omia varjayk-
sidén tehdessd. Kuvien luotettavuuden takaamiseksi ja materiaalin kokonaiskéytettavyy-
den arvioimiseksi annoimme valmiin materiaalin Fimlabin patologian laboratoriolle koe-
kayttoon. Laboratorion palautteen mukaan korjasimme ty0ssé ilmenneet puutteet ja huo-
mioimme esiintyneet mielipiteet kdytettavyydesta. Tuotoksemme arvioivat patologian la-
boratorion yhteyshenkildomme laboratoriohoitaja Anna-Kaisa Sihvonen ja solubiologi
Joanna llvesaro. Lopulliseen versioon oltiin tyytyvaisia ja sen katsottiin vastaavan annet-
tuun tehtdvénantoon. Itse arvioimme materiaalin olevan tarkoituksen ja tavoitteiden mu-

kainen.

Teoriaosuuden luotettavuuden pyrimme varmistamaan monipuolisilla ja mahdollisim-
man tuoreilla l1ahteilld. Osa lahteista oli hieman liian vanhoja, mutta nditd pyrimme kayt-
tdmadan avuksi vain perustiedon Kirjoittamisessa. Suurin osa l&hdemateriaalista oli eng-
lanninkielista. Aihealue oli meille aluksi hyvin vieras ja englanninkielinen lahdemateri-
aali vaikeutti entisestddn immunohistokemian teorian omaksumista. Pyrimme kuitenkin
aluksi selventamadn tarkeimmaét immunohistokemiaan liittyvét termit ja naiden avaami-

nen helpottikin huomattavasti aiheen ymmaértamista.

Huomioimme opinnaytety6td tehdessamme myds laboratorion salassa pidettavat tiedot.
Tukimateriaalin julkisessa versiossa ei saa kayda ilmi mité vasta-aineklooneja laborato-
riossa kaytetd&dn. Emme myodsk&an saa itse muilla keinoin t4ta tietoa levittad, vaan meité
sitoo tiukasti salassapitovelvollisuus. Emme itse tehneet varjayksid, vaan kuvat otettiin
valmiiksi véarjatyista kontrollilaseista. Uskomme tdmén parantavan kuvien laatua ja luo-

tettavuutta, kun vérjaykset on tehnyt laboratorion tyontekija.
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Opinnaytetyon toteutuksessa oli joitakin kohtia, jotka olisimme tehneet toisin. Emme ky-
enneet pysymaan alkuperdisessa aikataulussamme, joten ajankaytt0d voisimme parantaa.
Myos alkusuunnitteluun ja tehtévien jakoon panostaisimme nyt enemmén. Hyvén suun-
nittelun tarkeys korostui useissa vaiheissa, silla valilla emme tienneet minké& tydvaiheen
toteutamme seuraavaksi. Suuren osan opinndytetyon tekoa vietimme eri paikkakunnilla
ja koimme tdmén opinnaytetyon tekoa vaikeuttavaksi. Emme kuitenkaan opinnéytetyoai-
heen saatuamme tienneet tata seikkaa, joten emme voineet ottaa t4t4 huomioon suunnit-

teluvaiheessa ja opinndytetydn tydstamisen alkuvaiheessa.

Opinndytetydbmme sisalsi ainoastaan osan Fimlabin patologian laboratoriossa kaytossé
olevista CD-vasta-aineista. Laboratoriossa on liséksi kaytossa muunlaisia immunohisto-
kemiallisissa vérjayksissa kaytettavia vasta-aineita. Nain ollen jatkotutkimusaiheena
naistd vahemman kéytetyistd CD-vasta-aineista ja muista vasta-aineista voisi tehda lisa-

materiaalin.
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