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TIVISTELMA

Opinnaytetydmme aiheena on OGG1-korjausentsyymin (8-oxoguaniini-glykosylaasi) paikantami-
nen rintasyopakudoksista valmistetuista histologisista kudosleikkeista. Tutkimus tehdaan Oulun
yliopistollisen ~ sairaalan  patologian laitokselle. ~ Suoritamme  varjayksen  Novolink™-
polymeeritekniikan menetelman mukaan. Polymeeritekniikkaan perustuvia menetelmia on kah-
denlaisia. Kayttdamassamme Envision™-menetelmassa kaytetdan sekundaarivasta-ainetta, joka
on spesifinen hiiren ja kanin anti-lgM-vasta-aineille.

Tavoitteenamme oli selvittaa optimaalisin vasta-ainelaimennos, kudoksen esikésittely ja vasta-
aineen inkubaatioaika. O0GG1-entsyymi on spesifinen 8-OH-G-mutaatioita DNA:sta pois leikkaava
DNA-korjausentsyymi, jota OGG1-geeni tuottaa. Ihmissolussa OGG1-geeni sijaitsee kro-
mosomissa 3p25 ja koodaa OGG1-entsyymin kahta erilaista muotoa, jotka ovat a-OGG1 ja f-
0OGG1. OGG1-korjausentsyymin paikantaminen polymeeritekniikalla onnistuu suhteellisen hyvin,
mutta vaatii viela lisaa kokeilukertoja.

Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laitoksella parhaat varjaystulokset saatiin, kun vasta-
ainelaimennos oli 1/500 ja inkubaatioaika 24 tuntia. Lupaavat tutkimustulokset antavat aihetta
olettaa, ettd OGG1-korjausentsyymin paikantaminen polymeeritekniikan avulla voidaan lahitule-
vaisuudessa ottaa rutiinikdyttdon immunohistokemian laboratoriossa. Suoritettuamme oman
osuutemme laboratoriot6istd huomasimme useita jatkotutkimusmahdollisuuksia: varjayksissa voi-
si kokeilla esikasittelyna inkubointia trypsiiniliuoksella nyt kayttdmamme pepsiiniliuoksen sijaan.
Myds 12 tunnin inkubaatioaikaa kannattaisi kokeilla, koska ongelmana oli useasti liiallinen tausta-
varjaytyminen, joka voi mahdollisesti johtua pitkasta inkubaatioajasta. Tutkimusryhman aloitta-
maa tutkimusta on jo jatkettu Oulun yliopiston patologian laboratoriossa.

Asiasanat: OGG1-korjausentsyymi, 8-OHG-mutaatio, polymeeritekniikka, immunohistokemia, ku-
dosleike
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ABSTRACT

The topic of our thesis is localization of the OGG1-repair enzyme (8-oxoguanine-glycosylase) on
carsinogenic breast tissues with polymer technique. The research was done for the Department
of Pathology of Oulu University Hospital.

We perform the OGG1-repair enzyme localization with Novolink™-polymer technique. There are
two polymer-based techniques. We used Envision™-technique which utilizes secondary antibodly.
Our aim was to find out the optimal antibody dilution, tissue prehandling and incubation time of
the antibody. OGG1 enzyme produced by OGG -gene is a specific enzyme that removes 8-OH-
G-mutation from the DNA. In human cells OGG1 gene is localized in chromosome 3p25 which
encodes two different types of O0GG1 enzyme; 0-OGG1 and f-OGG1.

We succeeded in the localization of OGG1-repair enzyme with polymer technique quite well. But
it still needs more testing. We got our best localization results with 1/500 antibody dilution and 24
hours incubation time. Promising test results give hope to assume that the localization of OGG1-
repair enzyme with polymer technique can be taken for routine use in immunohistochemical |a-
boratories in the near future. After our part of the research was done, we discovered many possi-
bilities for further testing; for example prehandling with trypsine and 12 hours incubation time. The
research that we started has already been continued in Oulu University Department of Pathology.

Keywords: OGG1-repair enzyme, 8-OHG-mutation, polymer technique, immunohistochemistry,
tissue section
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1 JOHDANTO

Korjausentsyymeja pidetaan yhtena tehokkaimmista suojista syovalle altistavia happiradikaaleja
vastaan (Karihtala 2005, 17). Yksi tunnetuista korjausentsyymeista on OGG1 eli 8-oxoguaniini-
glykosylaasi (Wu, Choiu, Chang & Wu 2003, 1.), joka liittyy opinnaytetydhomme kiinteasti, silla
aiheemme on OGG1-korjausentsyymin paikantaminen polymeeritekniikalla rintasyopanaytteista.
Tutkimus tehdaan Oulun yliopistollisen sairaalan patologian laitokselle. Opinnaytetydmme tarkoi-
tuksena on paikantaa OGG1-korjausentsyymi rintasydpakudoksista valmistetuista histologisista
kudosleikkeista. OGG1-korjausentsyymi pyritdan paikantamaan immunohistokemiallisen varjayk-
sen avulla. Meidan osuutemme tassa tutkimuksessa on kudosleikkeiden leikkaaminen ja immu-

nohistokemiallisen varjayksen suorittaminen patologian laitoksen laboratoriossa.

Rintasyopa on yksi yleisimmista naisten syovista (Vehmanen, hakupaiva 12.12.2009). Uusimmis-
sa tutkimuksissa on nostettu esille yhdeksi tarkeimmista syopaan sairastumiseen johtavista syista
vapaiden happiradikaalien (lite 1) tuotanto. Vapaat happiradikaalit voivat aiheuttaa mutatoivia
DNA-vaurioita. (Wu ym. 2003,1-9.) Oksidatiivinen stressi tarkoittaa sita, etta elimiston vapaiden
radikaalien ja antioksidanttien suhde pyrkii muuttumaan ihanteellisesta tilastaan hapettuneeseen
suuntaan. Tahan voi olla syyna antioksidanttien puute tai vapaiden radikaalien ylituotanto. Anti-
oksidantit ovat yhdisteita, jotka estavat, viivyttavat tai poistavat kokonaan tai osittain vapaiden

happiradikaalien aiheuttamia vaurioita. (Saastamoinen, hakupaiva 10.11.2009.)

Kun oksidatiivinen stressi vaikuttaa soluun, syntyy mutaatioita, joista yksi on 8-
hydroksiguanosiinin (8-OH-G) aiheuttama mutaatio (Wu ym. 2003, 1-9). 8-OH-G:ta voidaan pitaa
karsinogeenina, miké johtuu sen alttiudesta aiheuttaa DNA:han GC—TA-mutaatioita (Kasai
1997, 154-156). OGG1 on spesifinen 8-OH-G-mutaatioita pois leikkaava DNA-korjausentsyymi
(Wu ym. 2003, 1-9).

Suoritamme OGG1-korjausentsyymin paikantamisen Novolink™-polymeerikitin menetelman mu-
kaan. Tavoitteenamme on varjaysten suorittamisen lisaksi selvittaa optimaalisin vasta-

ainelaimennos, kudoksen esikasittely ja vasta-aineen inkubaatioaika. Varjaytymisen onnistumisen



arvioi patologi. Tata tutkimusta voidaan hyodyntaa rintasyopadiagnostiikassa ja rintasyopapotilai-
den ennusteen arvioinnissa. Patologian laitoksen immunohistokemian laboratorio hyotyy opinnay-
tetydstamme siten, ettd he voivat mahdollisesti tulevaisuudessa ottaa OGG1-korjausentsyymin
paikantamisen polymeeritekniikalla rutiinikayttoon. Lisaksi tuotamme uutta tutkimustietoa immu-

nohistokemian alalle.



2 OKSIDATIIVISEN STRESSIN VAIKUTUS KARSINOGENEESIIN

Vaikka useita riskitekijoita syopien kehittymiselle on tiedossa, on sydpien synnyn perimmainen
syy yha selvittamatta. Syovan perussyntymekanismeja voidaan ajatella olevan kuusi. Nama ovat:
solujen tottelemattomuus kasvutekijoiden valittamia saatelyviesteja kohtaan, solujen jakautumis-
vauhdin kiihtyminen, solujen kyky jakautua loputtomasti, ohjelmoidun solukuoleman toimimatto-
muus, kasvainsolukon muodostamat uudisverisuonet seka kasvainsolukon lahettamat etapesak-
keet. (Laiho & Latonen, Hakupaiva 26.3.2010.) Viime vuosina sy0pien etiologisia tekij6ita yhdis-
tavaksi tekijaksi on nostettu vapaiden radikaalien tuotanto (Dreher & Junod 1996, 30). Vapailla
radikaaleilla on atomissa uloimmalla kuorellaan pariton elektroni, jonka vuoksi radikaaliyhdisteet
ovat erittain reaktiivisia ja voivat aiheuttaa suoria letaaleja tai mutatoivia DNA-vaurioita, hairita so-
lun signalointijarjestelmia tai apoptoosia saatelevia jarjestelmia. Siten vapailla radikaaleilla olete-
taan olevan keskeinen osa syopien kehittymisessa. (Karihtala 2005, 24-25.) Vapaat happiradi-
kaalit vahingoittavat solujen makromolekyyleja ja heikentavat solun toimintoja seka lyhentavat

elinikaa. Vapaista happiradikaaleista suuri osa on lahtdisin mitokondrioista. (Bjerheim 2005, 125.)

Suojautuakseen hapen toksisilta vaikutuksilta ovat solut kehittaneet happiradikaaleja vastaan
puolustusmekanismeja, joista tehokkaimpina pidetdan antioksidatiivisia entsyymeja. (Karihtala
2005, 24-25.) Tieteellinen kiinnostus vapaita radikaaleja ja antioksidatiivisia entsyymeja kohtaan
on kasvanut viimevuosina erityisesti syovan tutkimuksessa. Soluihin syntyy oksidatiivinen stressi-
tilanne, kun vapaiden radikaalien maara kasvaa soluissa huomattavasti. (Dreher & Junod 1996,
32-35) Tilanteelle on tyypillista myds se, etteivat antioksidatiiviset entsyymit indusoidu riittavasti.
Oksidatiivisella stressilla on osoitettu olevan selkea karsinogeeninen vaikutus seka in vitro etta in
vivo. (Karihtala & Soini 2007, 81.) Vapaiden radikaalien aiheuttamia vaurioita kohdekudoksissa
voidaan niiden aarimmaisen lyhyen puoliintumisajan vuoksi luotettavimmin mitata erityisilla oksi-

datiivisen stressin markkereilla (Kasai 1997, 161).

2.1 0OGG1-korjausentsyymi

OGG1-korjausentsyymi on spesifinen  8-hydroksiguanosiinimutaatioita (8-OH-G-mutaatiota)
DNA:sta pois leikkaava entsyymi, jota OGG1-geeni tuottaa (Wu ym. 2003, 1-9). Ihmissolussa
OGG1-geeni sijaitsee kromosomissa 3p25 ja koodaa OGG1-korjausentsyymin kahta erilaista
muotoa, jotka ovat a-OGG1 ja B-OGG1. a-OGG1 esiintyy tumassa, kun taas f-OGG1 sijaitsee



mitokondriossa. OGG1-geenilla ei ole mutatoivaa vaikutusta, mutta inaktivoituessaan se saattaa
vauhdittaa karsinogeneesia. Bakteeri- ja hiivasoluilla tehtyjen kokeiden perusteella voi olettaa, et-
ta OGG1-korjausentsyymi kykenee korjaamaan GC— TA-vaurioita my6s ihmisen DNA:sta. Nai-
den kokeiden johdosta on tutkittu, 1dytyykd ihmisen sydpakasvaimista mutaatiota OGG1-
geenissa. (Boiteux & Radicella 2000, 1, 5-7.)

Kuten seuraavasta kaaviosta (kuvio 1) kay ilmi, GC-emaspari mutatoituu happiradikaalien vaiku-
tuksesta ja replikaatiossa kyseisen emasparin tilalle tulee AT-emaspari. OGG1-korjausentsyymi

korjaa tdman mutaation takaisin alkuperaiseen muotoonsa.

Vapaat happiradikaalit Mutaatio
Replikaatio - — A —
—c— YV c— T
—— T EOHE my Korjautuminen m— % -

0661 )
¥80H6

KUVIO 1: Happiradikaalien aiheuttama mutaatio DNA:n emésparissa GC (Mukaillen

www.ncc.go.jp- sivustolta otettua kuvaa.)
2.2 8-hydroksiguanosiini

8- hydroksiguanosiini (8-OH-G) on markkeri, jolla voidaan mitata oksidatiivisen stressin aiheutta-
mien mutaatioiden maaraa DNA:ssa (Nishimura 2002, 813). 8-OH-G:n maarittdminen kertoo siis
guanosiiniemaksen hapettumisvaurioista. Taman lisaksi 8-OH-G on myos karsinogeeni, mika joh-
tuu sen alttiudesta aiheuttaa DNA:han GC—TA-vaurioita, jotka ovat tavallisimmin p53-
mutaatioissa. (Kasai 1997, 154-156.) P53 on on solusyklid saateleva kasvurajoitingeeni (Boiteux
& Radicella 2000, 6), jolla on keskeinen osa syOpakasvainten synnyn ehkaisyssa. P53-geeni
osallistuu solusyklin saatelyyn pysayttamalla solusyklin G1-vaiheeseen, mikali DNA on vaurioitu-
nut. Karsinogeneesissa syopageenien aktivoitumisen liséksi jonkun tai useampien solun kasvua
rajoittavista geeneisté taytyy lakata toimimasta. (Levine & Finlay 2004, 67-69.) Kuviosta kaksi
kay ilmi 8-OHG:n rakennekaava.



HO

OH OH

8-Hydroksiguanasiinin
(8-0H-G) rakenne

KUVIO 2: 8-OH-G:n rakennekaava.(Mukaillen Wu ym. 2003, 2.)
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3 HISTOLOGISTEN MENETELMIEN VAIKUTUS KUDOSNAYTTEEN LAATUUN

Jotta kudosleikkeita voidaan tarkastella mikroskoopilla, taytyy ne fiksoida ja imeyttaa hyvin leik-
kautuvaan tukiaineeseen tai jaadyttaa. Kun leikkeet on kiinnitetty objektilasille ja varjatty halutulla
varjaysmenetelmalla, niistd voidaan mikroskooppisesti arvioida kudoksen rakennetta. Varjaysten
avulla saadaan erotettua eri kudoskomponentit toisistaan. (Rantala, Naukkarinen & Helin 1998,
65.)

3.1 Kudosnaytteiden fiksaatio

Kun kudospala irrotetaan luonnollisesta ymparistostaan, alkaa sen hajoaminen valittomasti. Ly-
sosomaaliset entsyymit, hapen puute ja hajoamisprosessi ovat uhka kudoksen sailymiselle.
(Renshaw 2007, 47.) Fiksoinnin tarkoituksena on estaa solun omien entsyymien ja bakteerien toi-
minta ja siten estaa kudoksen hajoaminen (Rantala ym. 1998, 65). Myos tarkeaa on kudoksen fy-
sikaalisten ominaisuuksien sailyttaminen mahdollisimman pienin muutoksin rutiinikuljetusta var-
ten. Tarkein edellytys laadukkaalle histologiselle naytteelle on riittava fiksoiminen. (Luna 1968, 1.)
Fiksaatiossa on kyse paaasiassa proteiinien kiinnittamisesta, koska proteiinit muodostavat solu-
jen paaasiallisia makromolekulaarisia komponentteja. Fiksatiivin avulla kudoksen proteiineja saa-
daan denaturoitua, saostettua tai proteiineihin muodostettua poikkisidoksia. (Bancroft & Stevens
1990, 22.) Suomessa kudoskuljetuksessa kaytetaan yleisimmin fiksoimisaineena formaliinia, joka

on formaldehydikaasun kymmenprosenttinen vesiliuos (Rantala ym. 1998, 65-66).

Fiksointiin vaikuttavia tekijoita ovat pH, l[@mpétila, fiksaatioaika, kudoskappaleen koko ja fiksatiivin
konsentraatio. Fiksaatioliuoksen tulisi olla mahdollisimman lahella fysiologista tilaa eli pH 6-8.
Kudosleikkeet fiksoidaan yleensé huoneen lammdssa, mutta +4 °C olisi fiksointiin ihanteellisin
lampdtila. Erityisesti entsyymihistokemia edellyttaa jadkaappildampatilaa. Kudosleikkeen suuri ko-

ko vaikeuttaa ja hidastaa fiksointia. (Rantala ym. 1998, 67.)

3.2 Kudoskuljetuksen vaiheet histologisessa prosessissa

Kudoskuljetus on kudosprosessoinnin vaihe, johon kuuluvat huuhtelu, veden poisto, kirkastami-
nen ja tukiaineen imeytys. Taman jalkeen kudosnaytteista valetaan parafiiniblokkeja, joista leika-
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taan kudosleikkeita mikrotomilla. Leikkauksen jalkeen kudokset varjataan halutulla varjaysmene-
telméalla. (Bancroft & Stevens 1990, 43-48.)

Huuhtelu

Ylimaarainen ja kudoksiin 8ysasti sitoutunut formaliini saadaan poistettua kudosnaytteesta huuh-
telemalla sité vedella tai alkoholilla. Huuhtelu ei kuitenkaan ole valttamaton, vaan joissakin kulje-
tusohjelmissa kudos siirretaan formaliinista suoraan 75-prosenttiseen etanoliin. Huuhtelun jalkeen
tulisi kudoksen rakenteisiin sitoutumaton vesi saada poistettua. (Bancroft & Stevens 1990, 43-48;
Rantala ym. 1998, 67-68.)

Vedenpoisto

Vedenpoistoon eli dehydraatioon on mahdollista kayttaa kahta erilaista mentelmaa. Yleisimmin
kaytetaan nousevaa alkoholisarjaa, jossa alkoholin pitoisuus nousee asteittain. Dehydraatio voi-
daan suorittaa myos muiden vetta sitovien kemiallisten aineiden avulla. Etanoli on hyva veden si-
toja, mutta sen haittana on sen kudosta kutistava ominaisuus. Nousevassa alkoholisarjassa ku-
dos kuljetetaan etanolipitoisuudeltaan pienemmasta suurimpaan ja lopuksi kaytetaan absoluuttis-
ta etanolia imeyttdmaan kudokset taysin vedettomiksi. (Bancroft & Stevens 1990, 43-44; Rantala
ym. 1998, 68.)

Kirkastus

Kirkastuksella tarkoitetaan dehydroivan aineen poistamista kudosrakenteista, jotta kudos olisi
valmis tukiaineen imeyttamista varten. Kirkastus on siis alkoholin poistamista. Kudokset ovat kir-
kastuksen jalkeen kirkkaamman nakaisia ja lapikuultavia, koska dehydroiva aine on korvattu tuki-
aineen liuottimella. (Bancroft & Stevens 1990, 47.) On tarkeaa, etta kirkastukseen kaytettava aine

sekoittuu sekd dehydroivan etta tukiaineen kanssa (Rantala ym. 1998, 68).

Tukiaineen imeytys

Kudokset kyllastetaan tukiaineella, joka yleisimmin on parafiini. Kirkastusaine poistuu kudoksista
tukiaineen imeytymisen aikana. Jotta kudoksen kiderakenne sailyisi halutun kaltaisena, kirkas-
tusainetta ei saa jaada tukiaineeseen. Ollessaan nestemaisessa olomuodossa parafiini tunkeutuu
kudokseen ja jahmettyessaan se kiinteytyy kudoksessa, eik& aiheuta yleensa kudosvaurioita.
(Hayat 2002, 65-69.) Ehjat, sileat ja mielelldén 3-4 um paksuiset leikkeet ovat ehdoton edellytys
varjaysten onnistumiselle (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150; Farmilo & Stead 2006,
32).
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3.3 Antigeenin paljastukseen vaikuttavat tekijat

Fiksaatiossa proteiinimolekyylien muoto muuttuu, minka vuoksi vasta-aineet eivat kykene tunnis-
tamaan niita. Antigeenien paljastusmenetelmilla palautetaan proteiinin alkuperainen rakenne, jol-
loin antigeenit ja epitoopit paljastuvat. Tama mahdollistaa vasta-aineiden kiinnittymisen epitoop-
peihin. (Renshaw 2007, 48; Hayat 2002, 72-73.)

Fiksaatio on tarkein antigeenin paljastukseen vaikuttava tekija, ja siten fiksatiivityyppi, fiksaation
kesto ja lampdtila vaikuttavat oleellisesti paljastamisen onnistumiseen (Shi, Cote, & Taylor 1997,
327-328). Fiksaation jalkeen proteiinien kemialliset ominaisuudet ja antigeenien toiminnot eroavat
suuresti alkuperaisista, milla on erittain suuri merkitys erityisesti antigeenien ja vasta-aineiden valisis-
sé reaktioissa (Renshaw 2007, 48). Kymmenprosenttinen formaliini paljastaa antigeenin tehok-
kaimmin (Hayat 2002, 71). Fiksaatio kiinnittdd tehokkaasti antigeenit paikalleen, mutta samalla
muuttaa epitooppien muotoa ja ndin vaikeuttaa vasta-aineiden tunkeutumista niiden luo. Vaatimukset
ovat ristiriidassa keskenaan, silla tehokkaan fiksatiivin tulisi sailyttda kudosmorfologia ja antigeenisyys
seka estaa antigeenin siirtyminen ja diffuntoituminen kudoksesta varjayksen aikana. Hyva fiksatiivi ei
saisi vaikeuttaa antigeeni-vasta-ainekompleksin syntymista. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998,
148.)

Antigeenien paljastaminen voidaan suorittaa joko entsyymien avulla tai kudosleikettd lammitta-
malld. Tarkeita tekijoita antigeenin paljastuksessa lammityksen avulla ovat lampdtila, 1dmpatilan
muutokset sekd lammityksen kesto. (Hayat 2002, 73, 124.) Mikroaaltouunildammitys on yleisin
vaihtoehto formaliinifiksoiduille kudosnéayteille (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150-151).
Lampdkasittelyn seurauksena suurin osa antigeeneistd on havaittavissa (Hayat 2002, 73, 124).
Entsyymikasiteltyjen kudosten solumorfologia ei ole yhta hyva kuin [dmpdkésiteltyjen. Lammitta-
minen tehdaan yleensa 100 °C:ssa mikroaaltouunissa 10 minuutin ajan. Lammityksessa kayte-
taan sitraattipuskuria, jonka pH on 6. (Hayat 2002, 74, 124-125.)

Paljastamattomien antigeenien immunoreaktiivisuus saadaan palautettua proteolyyttisella ent-
syymikasittelylld. Optimaalisin entsyymikasittely on testattava jokaiselle antigeenille erikseen,
mutta joidenkin antigeenien reaktiivisuuden se tuhoaa kokonaan. (Naukkarinen & von Bogus-
lawsky 1998, 150.)
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4 IMMUNOHISTOKEMIALLISIA MENETELMIA

Immunohistokemia on antigeenin osoittamista kudosleikkeista, sille spesifisella vasta-aineella.
Jotta sitoutumisreaktio saadaan mikroskoopissa havaittavaksi, taytyy kayttaa erilaisia merkkiai-
neita. Merkkiaineet liiteta@n sellaisenaan vasta-aineeseen joko leimaamalla ne suoraan tai kayt-
tamalla monivaiheista leimausmenetelmaa. (Naukkarinen & Von Boguslawsky 1998, 133.) Anti-
geeni on molekyyli, joka tunnistetaan kudoksesta spesifisen vasta-aineen avulla. Epitooppi eli de-
terminantti on se osa antigeenia, johon vasta-aine sitoutuu. (Bettelheim, Brown, Campbell & Far-
rell 2007, 781.)

Vasta-aine eli immunoglobuliini on plasmasolun tuottama proteiini, joka tunnistaa antigeeneja ja
sitoutuu niihin (Penttila 2004, 395, Naukkarinen & Von Boguslawsky 1998, 134). Immunoglobulii-
nit muodostavat viisi paaluokkaa: IgG, IgA, IgM, IgD ja IgE. Nama koostuvat kahdesta samanlai-
sesta raskaasta ketjusta ja kahdesta identtisesta kevyesta ketjusta. (Boenisch 2006, 1.) Immuno-
histokemiassa yleisimmin kaytetty vasta-aine on IgG, mutta myds IgM-luokan vasta-aineita kayte-
taan. Primaarivasta-aine on spesifinen antigeenille. Sekundaarivasta-aine sitoutuu primaarivasta-
aineeseen. Sen pitaa olla muodostunut sen eldimen immunoglobuliinia vastaan, jossa primaari-
vasta-aine on muodostunut. Vasta-aineita tunnetaan kahta paatyyppia: poly- ja monoklonaalisia.
(Bancroft & Cook 1994, 263, Naukkarinen & Von Boguslawsky 1998, 134-135.) Polyklonaalinen
vasta-aine on useamman vasta-aineen seos, jossa vasta-aineet tunnistavat useita eri epitooppeja
antigeenistd. Monoklonaalinen sita vastoin tunnistaa vain tietyn spesifisen epitoopin. (Boenisch
2006, 5-6.)

4.1 Entsyymi-immunohistokemia

Entsyymi-immunohistokemiallisissa menetelmissa antigeeni-vasta-ainekompleksin visualisointi
tapahtuu entsymaattisen reaktion kautta (Bancroft & Stevens 1990, 381). Kéytettaessa entsyyme-
ja merkkiaineena saadaan aikaiseksi saostuma. Saostuma nakyy tavallisessa valomikroskoopis-
sa varillisena ilmiéna. Saostuma syntyy, kun kaytettdva entsyymi reagoi substraattinsa ja sopivan
variaineen kanssa. Piparjuuresta eristetty peroksidaasi on yleisin merkkiaineena kaytetty entsyy-
mi. Sen substraattina kaytetaan vetyperoksidia ja erilaisilla kromogeeneilla saadaan aikaan halut-
tu varireaktio. Yleisin kromogeeneista on 3,3 -diaminobentsidiinitetrahydrokloridi (DAB). Se muo-
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dostaa kudosleikkeeseen mikroskoopissa nékyvan ruskean sakan. (Naukkarinen 2000, 149)

4.2 Polymeeritekniikkaan perustuva immunohistokemia

Vaikka monet (strept)avidiini-biotiinimenetelmat ovat vield yleisesti laboratoriokaytdssa, on naille
menetelmille useita rajoituksia. Endogeenisen biotiinin esiintyminen kudoksissa johtaa merkitta-
vaan leikkeen taustavarjaytymiseen tietyissa oloissa. Kudosleikkeen formaliinifiksaatio ja para-
fiinipetaus ovat vahentaneet huomattavasti endogeenisen biotiinin esiintymista, mutta eivat ole
poistaneet sita kokonaan tietyista kudostyypeista. Myos lampokasittely antigeenin paljastusmene-
telmana saattaa aiheuttaa endogeenisen biotiinin ei-toivottua esiintymista. Endogeenisen biotiinin
sitoutumista estavat menetelmat ovat melko tehokkaita, mutta tekevat jo valmiiksi monimutkai-
sesta menetelmasta vielakin haastavamman. Naiden useiden rajoitusten vuoksi biotiinin kayttoon
perustuvien menetelmien suosio on vahentynyt, kun taas polymeeritekniikkaan perustuvat immu-
nohistokemialliset menetelmat ovat saavuttaneet suosiota. Nama menetelmat hyddyntavat poly-
meerirunkoon perustuvaa teknologiaa, jossa useita vasta-aineita ja entsyymimolekyyleja on sidot-

tu polymeeriin kiinni. (Key 2006, 50.)

EPOS-menetelma

Polymeeritekniikkaan perustuvia menetelmia on kahdenlaisia. Ensimmainen naista on Enhanced
polymer one-step (EPOS), jossa jopa 70 entsyymia ja kymmenen vasta-ainetta on liitetty poly-
meerirunkoon. Tama mahdollistaa koko immunohistokemiallisen varjaysprosessin suorittamisen
yhdella kertaa. Toisaalta taman menetelman rajoituksena voidaan pitaa sita, etta ainoastaan val-
mistajan tarjoamia primaarivasta-aineita voidaan kayttaa hyvaksi. Taman ongelman voittamiseksi
keksittiin Envision™-tekniikka. (Key 2006, 50.)

Envision-menetelma

Toisin kuin primaarivasta-ainetta hyddyntavassa EPOS-menetelméssa Envision™-menetelmassa
kéaytetdan sekundaarivasta-ainetta, joka on spesifinen hiiren ja kanin anti-lg-vasta-aineille. Kuten
kuviossa kolme on havainnollistettu, menetelméssa polymeerirunkoon on liitetty useita entsyyme-
ja. Envision menetelmalla on erittdin laajat kayttdmahdollisuudet, koska sen avulla voidaan etsia
hiiresta tai kanista peraisin olevaa, kudokseen sitoutunutta primaarivasta-ainetta. (Key 2006, 50.)
Menetelm&é voidaan kayttaa niin parafiini- kuin jaéleikkeidenkin immunohistokemialliseen varja-

ykseen (Kammerera, Kappa, Gasselb, Richterc, Tankd, Dietla & Rucke 2001, 623). Envision me-
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netelma vaatii konsentraatioltaan huomattavasti suurempia primaarivasta-ainelaimennoksia kuin

perinteiset immunohistokemialliset menetelmat (Hayat 2002, 199-200).

AN Antigeent

\‘(/ Primaarivasta-aine
\1(/ Sekundaarivasta-aine

Entsyymi

Polymeerirunko

— Polymeerirunko

Sekundaarivasta-aine

4— Antigeeni Q c

1. Vaihe 2. Vaihe

KUVIO 3: Envision™ polymeerimenetelmé (Mukaillen Key 2006, 47.)
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5 TUTKIMUSTEHTAVAT

Oulun vyliopistollisen  sairaalan  syopagenetiikan laboratoriossa on  kokeiltu OGG1-
korjausentsyymin paikannusta polymeerikitin avulla. Kyseista tutkimusta jatkettiin patologian labo-
ratoriossa ja meidan osuutemme tassa tutkimuksessa oli kudosleikkeiden leikkaaminen ja immu-
nohistokemiallisten varjaysten suorittaminen polymeeritekniikan avulla. Tutkimustehtavinamme oli
varjaysten suorittamisen lisaksi selvittaa:

1. optimaalisin vasta-ainelaimennos

2. kudoksen esikasittely

3. vasta-aineen inkubaatioaika

Tavoitteenamme oli paikantaa OGG1-korjausentsyymi rintasyopakudoksista valmistetuista leik-
keista. Nama tekijat selvittamalla on mahdollista valmistaa edustava kudosleike, josta patologin
on mahdollista arvioida mikroskooppisesti potilaan diagnoosia ja ennustetta. Optimaaliset tekijat
pyrimme loytamaan useilla kokeilukerroilla seka ottamalla huomioon aikaisemman tutkimustie-

don.
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6 TUTKIMUKSEN TOTEUTTAMINEN

Ennen laboratoriotdiden aloittamista tutkimusryhma valitsi immunohistokemiallisissa varjayksis-
samme kaytettavat kudosnaytteet (kuvio 4), joista leikattin seka kontrolli- etté tutkimusnaytteet.
Kun kontrollinaytteiden varjaytyminen saatiin onnistumaan halutulla tavalla, aloitettiin varsinaisten
tutkimusnaytteiden varjaaminen. Jokaisella varjayskerralla varjattin noin viisikymmenta kudos-
leikettd viidesta eri kudoksesta. Jokaisen varjayskerran jalkeen patologi arvioi varjaysten onnis-

tumisen, minka perusteella paatettiin onko jatkovarjayksille tarvetta.

Kudosnaytteiden (kontrolli- ja rintasyopanaytteet)
valinta

Kontrollinaytteiden leikkaus ja varjays

Rintasyopanaytteiden leikkaus ja
varjays

Varjaysten onnistumisen
anviointi

KUVIO 4: Tutkimuksemme eteneminen.

6.1 Novolink™-polymeerikitin periaate ty6vaiheineen

Tydssdmme kaytettin Novolink™-polymeerikittid (liite 3), jonka avulla paikansimme OGG1-
korjausentyymin. Novolink™:n polymeerin paikantamismenetelmaa voidaan immunohistokemias-
sa kayttaa hiiren IgG- ja IgM- seké kanin IgG-primaarivasta-aineiden paikantamiseen. Endogee-
ninen peroksidaasiaktiviteetti neutraloidaan Novocastra™-peroksidaseblock:a apuna kayttaen.
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Taman jalkeen kudosleikkeelle lisattin Novocastra™-proteinblock, joka estdd primaarivasta-
aineen ja polymeerin epaspesifista sitoutumista. Seuraavaksi lisattiin primaarivasta-aine, joka on
laimennettu optimaalisesti ja leikkeitd inkuboidaan kyseisella vasta-aineella. Novocastra™-
postprimaryblock parantaa seuraavaksi lisattavan polymeerireagenssin lapaisevyytta. Novolink™-
polymeerirunko tunnistaa hiiren ja kanin kudoksissa olevat primaarivasta-aineet. Leikkeet inkuboi-
tin kromogeenilla eli 3,3"-diaminobentsidiinitetrahydrokloridilla (DAB). Reaktio peroksidaasin
kanssa saa aikaan nakyvan ruskean varin antigeenin kohdalla. Kudosleikkeet varjattiin Novocast-
ra™-hematoksyliinilla tumien esiin saamiseksi ja paallystettiin peitinlaseilla. Tulokset tulkittiin va-

lomikroskooppia apuna kayttaen. (Novocastra Laboratories, NovoLink™ Polymerkit 2006.)

OGG1- korjausentsyymin paikannusta on kokeiltu aikaisemmin sydpagenetiikan laboratoriossa
vasta-ainelaimennoksilla 1/1200 ja 1/1500 (liite 4), jolloin leikkeisiin saatiin jonkinasteista varjay-
tymista. Varjayksia paatettiin kokeilla nailla laimennoksilla ja ottaa kokeiluun mukaan yksi vah-
vempi ja yksi laimeampi laimennos. Esikasittelyina kokeiltiin kudosleikkeiden inkubointia 20 mi-
nuutin ajan pepsiiniliuoksessa. Toinen esikasittelyvaihtoehto oli leikkeiden kiehuttaminen mikro-
aaltouunissa sitraattipuskurissa kymmenen minuutin ajan. Pepsiinikasittely ja mikrotus sitraatti-

puskurissa ovat yleisimmat immunohistokemiallisten varjaysten esikasittelyvaihtoehdot (liite 5).

Ensimmaisella varjayskerralla testattiin puolen tunnin inkubaatioaikaa, silla immunohistokemian
varjaysautomaatit kayttavat tata aikaa. Puolen tunnin inkubaatioaikaa testattiin viela toisen kerran
laimennokselle 1/500, mutta tdman jalkeen otettiin inkubaatioajaksi 24 tuntia. Pepsiinilla inkuboin-
tia kokeiltiin ensimmaisella kerralla, silla sen ajateltiin nopeuttavan varjaysta niin, etta se saatai-
siin suoritettua yhden paivan aikana. Tama ei kuitenkaan tuottanut tulosta, joten pepsiinikasittelya

ei ensimmaisen kerran jalkeen kaytetty. (Liite 2)

6.2 Kontrollien kaytto

Vérjayksissa kayttamamme positiivinen kontrollileike on ohutsuolta, jonka valitsimme toisen var-
jayskerran tulosten perusteella. Ohutsuoli varjaytyi muihin kontrollileikkeisiin nahden parhaiten.
Negatiivinen kontrolli oli myds ohutsuolta, mutta tdhan ei lisatty vasta-ainetta.

Varjayksissa kaytetaan aina positiivisia ja negatiivisia kontrolleja. Nama yhdessa takaavat mene-
telman luotettavuuden ja moitteettoman laadun. Varjayksessa tulisi olla mukana ainakin yksi posi-

tiivinen kontrollileike, jonka pitaisi olla mieluummin heikosti kuin vahvasti varjaytyva. Heikosti var-
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jaytyva positiivinen kontrollileike auttaa havaitsemaan heikostikin varjaytyneet, mutta silti positiivi-
set kudosleikkeet. Ellei positiivinen kontrollileike varjaydy odotetulla tavalla, ei varsinaisten leik-
keidenkaan varjaytymista voida pitaa luotettavana. (Novocastra Laboratories, NovoLink™ Poly-
merkit 2006.)

Negatiiviset kontrollileikkeet tulee tarkastaa positiivisten kontrollien jalkeen, jotta valtytaan vaarilta
positiivisilta tuloksilta. Negatiivisten kontrollileikkeiden varjaytyminen havaitaan mikroskoopissa
yleensa hajanaisena varjaytymisend. Hajanainen varjaytyminen voi johtua kudosten liiallisesta
formaliinikiinnityksesta. Nekroottiset tai degeneroituneet solut varjaytyvat usein epaspesifisesti.
Negatiivisen kontrollileikkeen varjaytyminen voi johtua proteiinien ei-immunologisesta sitoutumi-
sesta tai substraattireaktion tuotteista. Varjaytyminen voi johtua myds endogeenisista entsyy-
meistd, kuten valeperoksidaasista (punasoluissa), endogeenisesta peroksidaasista (sytokromi
C:ssa) tai endogeenisesta biotiinista (maksassa, rinnassa, aivoissa ja munuaisissa). Jotta voitaisi
erottaa endogeeninen entsyymiaktiivisuus tai entsyymien epaspesifinen sitoutuminen spesifisesta
immunoreaktiivisuudesta, tarvitaan kudosnayte, joka varjataan vain substraattikromogeenilla.
Vasta-ainetta ei siksi lisata naihin leikkeisiin lainkaan. Mikali negatiivisissa kontrollileikkeissa il-
menee spesifista varjaytymista, ei varsinaisten kudosleikkeiden varjaytymista voida pitaa luotet-

tavana. (Novocastra Laboratories, NovoLink™ Polymerkit 2006.)

Varsinaiset potilaskudosnaytteet tutkittiin vasta kontrollileikkeiden tarkastuksen jalkeen. Mikali
varjaytymista ei havaita, tarkoittaa se sita, ettei antigeenia ole pystytty paikantamaan kudoksesta.
Negatiivista tulosta ei tule tulkita niin, ettd antigeeni puuttuu kudoksesta kokonaan. (Novocastra
Laboratories, NovoLink™ Polymerkit 2006.)
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7 TUTKIMUSTULOKSET

Tutkimustehtavanamme oli selvittda optimaalisin vasta-ainelaimennos, kudosleikkeen esikasittely
ja vasta-aineen inkubaatioaika. OGG1-korjausentsyymin paikantaminen polymeerikitilla onnistui
osaltamme hyvin ja saimme tulokset kaikkiin tutkimustehtaviimme. Kuten kuviosta viisi voi huo-
mata, parhaat varjaystulokset saatiin, kun vasta-ainelaimennos oli 1/500, inkubaatioaika 24 tuntia
ja esikasittelya ei kaytetty. Kun vasta-ainelaimennos oli 1/2000 ja inkubaatioaika 30 minuuttia, ei
varjaytymista ollut havaittavissa (kuvio 7). Mikroaaltouunissa kuumennuksesta paatettiin luopua,
sillé se aiheutti leikkeisiin likaa taustavarjaytymisté (kuvio 8). Samat havainnot tehtiin leikkeiden

kudostyypista riippumatta.

mun
B =
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KUVIO 5: Kéytéannén t6iden tulokset.

Tama tutkimus onnistui niin hyvin, ett varjayksia aiotaan jatkaa Oulun yliopistollisen sairaalan
patologian laitoksella. Kun varjaystuloksia verrattiin rintasyopapotilaiden kliinisiin tietoihin, kavi il-
mi, ettd OGG1-negatiivisuus oli selvasti yhteydessa aggressiivisempiin kasvaimen piirteisiin, ku-
ten huonoon erilaistumiseen ja tiuhaan jakautumiseen. Vaikuttaa silta, etta etenkin tuman OGG1-
ekspressio eli -ilmentyminen voi olla yhteydessa parempaan ennusteeseen rintasyopapotilailla.
Potilaista, joilla OGG1-korjausentsyymi paikannettiin tumaan (kuvio 9), kukaan ei seuranta-aikana
kuollut rintasyopaan ja ainoastaan yksi sai uusiutuman. Uusiutuman saaneen potilaan tumavar-
jaytyminen oli heikkoa. Eli potilaista, joilla tumavarjdytyminen oli heikkoa ja OGG1-
korjausentsyymi paikantui sytoplasmaan, kuoli rintasyopaan neljannes ja lahes puolet sai rin-
tasyovan uusiutuman. Kuten kuviosta 6 voi huomata, on vahva tumavarjaytyminen yhteydessa
hyvaan ennusteeseen. Sitd vastoin heikko tumavarjaytyminen viittaa huonoon ennusteeseen.
Vahva tumavarjaytyminen tarkoittaa siis sité, ettd tumassa on runsaasti OGG1-korjausentsyymia,

joka leikkaa pois 8-OH-G-mutaatioita. Heikko tumavérjaytyminen puolestaan viittaa siihen, etta
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tumassa on vain véhan OGG1-korjausentsyymia ja ndin ollen tumaan paéasee syntyméaan 8-OH-

G-mutaatioita.

Hywva ennuste

Huono ennuste

KUVIO 7: Kudosta, jossa ei OGG1-entsyymid nékyvissa. Kéytetty vasta-ainelaimennos 1/2000,
esikasittely mikroaaltouunikésittely ja vasta-aineen inkubaatioaika 30 minuuttia.
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KUVIO 8. Kudosta, jossa liikaa taustavérjdytymista. Kéytetty vasta-ainelaimennos 1/500, esikésit-
tely mikroaaltouunikésittely ja vasta-aineen inkubaatioaika 24 tuntia.
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KUVIO 9. OGG1-entsyymi paikannettuna kudoksessa nuolten osoittamissa kohdissa. Kéytetty
vasta-ainelaimennos 1/500, esikésittelyé ei kéytetty ja vasta-aineen inkubaatioaika 24 tuntia.
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8 POHDINTA

Immunohistokemia on patologisen tutkimuksen voimakkaimmin kasvava erityisala, joten oli hie-
noa olla mukana tutkimusryhmassa kehittdmassa uutta tutkimusmenetelmaa rintasyovan tutkimi-
seen. Tutkimuksemme on tarked, silla nykyaan syopadiagnostiikassa hyodynnetaan jatkuvasti
enemman immunologiaan perustuvaa tutkimusta histologisten perusvarjaysten rinnalla. Eri vasta-

aineita pystytaan paikantamaan koko ajan enenevissa maarin.

Olemme olleet erittéin tyytyvaisia valitsemaamme aiheeseen. Taman prosessin aikana olemme
oppineet paljon histologian ja immunohistokemian tekniikoista ja samalla olemme kehittaneet it-
senaista laboratoriotydskentelyamme. Olemme myds saaneet lisad oma-aloitteisuutta, ja ongel-
manratkaisukykymme on myds kehittynyt. Immunohistokemiallisten varjaysten suorittaminen oli
jatkuvaa oppimista, ja jouduimme arvioimaan kriittisesti omaa tyoskentelyamme, koska kaytta-
mamme OGG1-korjausentyymin paikannusmenetelma on uusi ja vasta kokeiluasteella. Ty6n
edetessa meidan taytyi miettia ja kokeilla uusia vasta-ainelaimmennoksia, inkubaatioaikoja seka
esikasittelymahdollisuuksia. Lupaavat tutkimustulokset antavat aihetta olettaa, ettd OGG1-
korjausentsyymin paikantaminen polymeeritekniikan avulla voidaan lahitulevaisuudessa ottaa ru-
tiinikayttddn immunohistokemian laboratoriossa. Oman osuutemme paatyttya havaitsimme useita
jatkotutkimusmahdollisuuksia: varjayksissa voisi kokeilla esikasittelynd inkubointia trypsiiniliuok-
sella, koska trypsiinikasittely voi vaikuttaa eri tavalla kudosten varjaytymiseen kuin nyt kaytta-
mamme pepsiinikasittely. Myds 12 tunnin inkubaatioaikaa kannattaisi kokeilla, koska ongelmana
oli useasti liiallinen taustavarjaytyminen, joka voi mahdollisesti johtua pitkasta inkubaatioajasta.

Aloittamaamme tutkimusta on jo jatkettu Oulun yliopiston patologian laboratoriossa.

Tutkimussuunnitelmassa esittamamme kaavio kaytannon tdiden suorituksesta muokkautui huo-
mattavasti tutkimuksen edetessa, silla tyota oli paljon odotettua enemman. Varjaysten suorittami-
nen vaati myos enemman testausta ja kokeiluja, kuin alun perin oli arvioitu. Vaikka tutkimuksen
tekeminen oli aikaa vievaa, opimme prosessin aikana paljon uutta. Immunohistokemian laborato-
riossa varjaykset tehdaan yleensa varjaysautomaattien avulla, mutta me suoritimme koko var-

jaysprosessin kasin. Tama selkeytti jokaisen tyovaiheen teoreettista taustaa.

Tavoitteenamme oli paikantaa OGG1-korjausentsyymi rintasyopakudoksista valmistetuista leik-

keista, ja tehtavanamme oli etsia kudosleikkeille optimaalisin vasta-ainelaimennos, mahdollinen
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esikasittely ja inkubaatioaika. Paasimme tavoitteisimme ja suoritimme tutkimustehtavat suunni-

telman mukaan. Tutkimuksemme oli kaiken kaikkiaan onnistunut.

Kasittelimme tutkimusaineistoamme ainoastaan tutkimusnumeroilla, joten tutkimuksessa kaytetty-
jen naytteiden tiedot pysyivat koko prosessin ajan salaisina. Ainoastaan tutkimusaineiston koon-
nut laakari on tietoinen tutkimusaineiston alkuperasta. Mielestamme ei ole epaeettista kayttaa rin-
tasyopaa sairastavien ihmisten kudosleikkeita tieteellisessa tutkimuksessa, sillé tutkimustulosten
avulla on mahdollista saada uutta tutkimustietoa ja jopa kehittaa tasmalaéke taman tyyppiseen
rintasydpaan. Tutkimuksemme on luotettava, silléa sen voi toistaa ja saavuttaa samanlaiset tulok-
set. Tutkimustulokset ovat kaikkien saatavilla ja kaikki tyovaiheet tuloksineen on kirjattu tarkoin
muistiin. Laboratoriotyoskentelyn laadun varmistimme kayttamalla OGG1-negatiivisia ja -

positiivisia kontrollileikkeita, jokaisella tydskentelykerralla.
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SANALISTA LITE 1

antigeeni = molekyyli, joka aiheuttaa elimistossa immuunivasteen

antioksidantti = kemiallinen yhdiste, joka estaa toisten yhdisteiden hapettumista
apoptoosi = ohjelmoitu solukuolema

endogeeninen = sisasyntyinen

entsymaattinen reaktio = entsymaattiset reaktiot osallistuvat biologisten prosessien nopeuttami-
seen ja saatelyyn

entsyymi = biologinen katalyytti, joka nopeuttaa kemiallista reaktiota
indusoitua = aiheuttaa, aikaan saada

in vitro = koe suoritetaan koeputkessa tai lasimaljoissa

in vivo = elavassa organismissa tehty tutkimus

karsinogeeni = aine, joka altistaa syovalle

korjausentsyymi = solunsisaisia valkuaisaineita, jotka huolehtivat DNA:n emasten oikeasta jarjes-
tyksesta ja kemiallisen rakenteen virheettomyydesta

mikrotomi = mekaaninen leikkauslaite, jolla valmistetaan mikroskoopilla tarkasteltaviksi soveltuvia
ohuita leikkeita kudosnaytteista

proteolyyttinen entsyymi = valkuaisaineita pilkkova entsyymi
substraatti = yhdiste, jota entsyymi tai muu reaktio muuttaa

taustavarjaytyminen = kudosleikkeen liiallista varjaytymista, jo
ka vaikeuttaa naytteiden tulkintaa

vapaa happiradikaali = hapen osittain pelkistyneita yhdisteita, jotka ovat erittain reaktiivisia ja voi-
vat aiheuttaa soluvaurioita
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