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Opinnaytetyoni tarkoituksena on ollut kehittdd immunohistokemian opiskelijaohjausta.
Opinndytetyd on toteutettu tydpaikallani HUSLABIn patologian ja genetiikan vastuualueen
Meilahden patologian laboratoriossa. Opinndytetyona olen laatinut opetusmateriaalin, jota
kaytetaan histo- ja sytologian kaytéanndn harjoittelujaksolla immunohistokemian laboratori-
ossa. Opinndytetyon valmistuttua sitd kaytetdan myds uuden tyontekijan perehdytyksen
tukena.

Opetusmateriaalin kaytdssa painotetaan kaytantdlaheisyyttd, asiantuntijayhteyttd, pohdin-
taa ja aiemmin opitun tiedon liittdmistad uusiin yhteyksiin. Vaikutteita on otettu tutkivasta
oppimisesta. Kaytantolaheisyytensa vuoksi saadaan opetusmateriaalia kdyttamalla aikaan
luonteva opetustilanne. Opiskelija ja ohjaaja yhdistavat aiemmin oppimansa teorian ja
immunohistokemian kdytdannon laboratoriotydn valisia yhteyksia.

Toteutin opetusmateriaalin aidosta potilastapauksesta, kayttamalld hyvaksi patologin ai-
emmin tekemia diagnooseja. Potilaan tautihistoriasta 16ytyi kaksi eri maligniteettia, jotka
sopivat hyvin opetustapauksiksi. Arkistoidun kudosmateriaalin riittdvyys oli toinen tarkea
naytteen valinnan kriteeri. Antigeeninosoitusvarjaykset valittin aiemman diagnosoinnin
perusteella.

Opetusmateriaali sisaltdd kudosblokin, immuhohistokemian antigeeninosoitusvarjayksin
varjatyt lasit ja kirjallisen opetusmateriaalin ohjaajan tueksi. Laboratoriotydn liséksi opiske-
lija selvittad yhdessa opiskelijaohjaajan kanssa vainajan kuolinsyyn. He myds mikroskopoi-
vat varjaykset, joilla osoitetaan melanooma ja rintasydpa. Samalla he perehtyvat rintasyo-
van hoitojen valintaan, hoitojen vaikutustapoihin sekd immunohistokemian varjdysten laa-
dunvarmistukseen.

Olen testannut opetusmateriaalia kaytanndssa kevaalla 2012. Opetusmateriaali on osoit-
tautunut toimivaksi tavaksi reflektoida aiemmin opittua teoriatietoa ja immunohistokemian
kaytantoa.

Avainsanat Immunohistokemia, tutkiva oppiminen, tapausoppiminen, opis-
kelija-ohjaus, osaamistavoitteet
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1 Johdanto

Immunohistokemia on yksi patologian erikoisala, jonka teorian ja kdytannén ymmar-
tdminen vaatii histologian perusteiden osaamisen. Immunohistokemialla tarkoitetaan
histologisesta naytteesta tehtavaa antigeenin osoitusta. Immunohistokemian varjaysten

indikaationa on paaasiassa syovan diagnosointi ja luokittelu.

Opinndytetydn tarkoituksena on ollut tuottaa opetusmateriaali HUSLABiIin Meilahden
patologian laboratorioiden immunohistokemialle bioanalyytikko-opiskelijoille kdytanndn
harjoittelujaksoa varten. Opetusmateriaali on tarkoitettu kdytéannén tydn rinnalle tuke-
maan immunohistokemian laboratorion kokonaisuuden hahmottamista. Yksittdisen po-
tilastapauksen avulla pystytdan tuomaan ilmi kyseisen erikoisalan tuottamien varjays-
ten merkitys potilaan diagnosoinnissa, ennusteessa ja hoidossa. Diagnoosin tekoa tar-
kastellaan patologin nakokulmasta. Laadunvarmistusta tarkastellaan Iahinnd sairaa-
lasolubiologin nakdkulmasta. Opetusmateriaalia tullaan kayttdmaan myos immunohis-

tokemian laboratorion uusien tyontekijoiden perehdytyksen tukena.

Opetusmateriaali rakennetaan soveltaen tietyilta osin tutkivan oppimisen menetelmaa,
jossa opiskelijan ja ohjaajan valinen vuorovaikutussuhde seka mielekdas ongelman aset-
telu luovat kaytannon jaksolle sopivan luonnollisen opetustilanteen. Menetelman sovel-
lus sopii erinomaisesti case-tyyppisen potilastapauksen purkuun ja analysointiin. Ope-
tusmateriaalin analysointiin linkittyy useita bioanalyytikon opiskelussa keskeisid oppiai-
neita, jotka avautuvat opiskelijalle eri ndkdkulmista. Tarkoitus on hyédyntaa opiskelijan
aiemmin oppimaa teoriatietoa ja linkittda se nain uusiin asiayhteyksiin kdaytannon tyds-

sa.

Bioanalyytikko saa ammattikorkeakoulussa laajan teoriapohjan my6s immunohistoke-
miasta. Siksi nden tarkednd, ettd bioanalyytikko-opiskelija padsee ndakemaan erikois-
alan mahdollisimman kattavasti. Opetusmateriaalilla parannamme opiskelijaohjausta,
syventamalld aiemmin kaytanndn laboratoriotydhoén painottunutta kaytanndnjaksoa,

tuomalla rinnalle teoriayhteyden koulutuksen ja kaytannontyon valille.



2 Kaytannon harjoittelun oppimisymparisto

2.1 Meilahden patologian laboratoriot

Meilahden patologian laboratoriot kuuluvat HUSLABiIn Patologian ja genetiikan vastuu-
alueeseen. Patologian keskuslaboratoriossa on tydssa 55 laboratoriohoitajaa, kymme-
nen muuhun tekniseen laboratoriohenkilokuntaan kuuluvaa (mm. laborantit ja bio-
analyytikko-opiskelijat), kaksi osastonhoitajaa, 33 laakarid, kaksi sairaalasolubiologia,
kliininen asiantuntija ja tuotantopaallikkd. (Jouhten 2012.) Naista pelkdstaan immuno-
histokemian laboratoriossa tydskentelee kuusi laboratoriohoitajaa ja kaksi sairaalasolu-

biologia.

Laboratoriossamme tehtiin vuonna 2011 noin viisikymmentatuhatta immunohistokemi-
an antigeeninosoitusvarjaysta. Vasta-ainevalikoimaan kuuluu ldhes kolmesataa eri vas-
ta-ainetta. Laboratoriohoitajan tehtaviin kuuluu puskureiden valmistus, nayteblokkien
haku arkistosta pyyntdjen perusteella, lasien numerointi, leikkeiden leikkaus mikroto-
milla, seuraavan pdivan nayteprotokollan valmisteleminen, vasta-aineiden laimentami-
nen, esikasittelyt, laitehuollot, immunohistokemian laitteiden kayttd eli naytteiden var-
jays, lasien peitteleminen ja jako patologeille. Varjaysten laskutus, ulkopuolisten |ahet-
teiden kirjaus seka muut lahetteiden ja naytteiden selvittelytoimenpiteet kuuluvat myoés
laboratoriohoitajan tydnkuvaan. Vasta-ainevarastoista, muiden reagenssien seka tar-
vikkeiden riittdvyydestd, varastoinnista ja kelpoisuudesta huolehtiminen kuuluu koke-
neen laboratoriohoitajan tehtdviin. Uuden tydntekijan kokonaisperehdytysaika on ai-

emmasta ty6historiasta riippuen noin puolesta vuodesta yhteen vuoteen.

2.2 Histo- ja sytologian kaytanndnharjoittelu

Opiskelijaohjaus on koko HUSLABin henkildkunnan velvollisuus ja kuuluu osaksi tyéteh-
tdvien hoitoa. Tama velvoite on kirjattu HUSLABin toimintakasikirjan B-osaan (2011:
13) ja Patologian keskuslaboratorion immunohistokemian tyopistekuvaukseen (2008).

Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin henkilokuntakasikirja muistuttaa, etta opis-
kelijat ovat tulevia tydyhteisdn jasenida. Onnistunutta opiskelijachjausta pidetdan hyva-
na rekrytointitapana. Tahan tavoitteeseen voidaan paastda, kun henkildkunnalla on riit-

tava tiedollinen ja taidollinen osaaminen. (HUS Henkildkuntakasikirja: 7.)



Lahes kaikki Meilahden patologian laboratorioiden histo- ja sytologian harjoittelujaksol-
le tulevat bioanalyytikko-opiskelijat opiskelevat Metropolia AMK:ssa. Satunnaisesti labo-
ratoriossa on ollut myds kansainvalisia opiskelijoita Portugalista ja Italiasta. Opetus-
suunnitelmaan viitatessani tarkoitan Metropolian opetussuunnitelmaa. Kansainvalisilla
opiskelijoilla on oman kokemukseni mukaan syvallisempi erikoisosaaminen valitsemal-
taan erikoisalalta, joten opetusmateriaali on myds heille perusteltu lisa kaytannon har-

joittelujaksolle.

Immunohistokemian opiskelijaohjauksen suunnittelu lahtee ajatuksesta, etta opiskeli-
jalla on oltava perustiedot histologisesta prosessista ennen immunohistokemian labora-
torioty6hon tutustumista. Ammattikorkeakouluopiskelijalla on nykyisin mahdollisuus
valita kdytannonjakson pituus. Histo- ja sytologian harjoittelujakson maksimi pituus on
kuusi viikkoa, lyhimmilladn jakso on kahden viikon pituinen. Jakson suunnittelussa ote-
taan huomioon lyhyen harjoittelujakson tuomat rajoitteet. Pidemmalla harjoittelujaksol-
la valinnan mahdollisuudet ovat laajemmat. Kahden viikon histo- ja sytologian harjoit-
telujaksolla immunohistokemiaan tutustutaan maksimissaan kaksi pdivad, kun taas
kuuden viikon jaksolla opiskelija voi halutessaan valita viikon jakson immunohistokemi-
an laboratoriossa. Opiskelijan toiveet harjoittelujakson painotuksille on myds helpom-
paa ottaa huomioon silloin, kun histologian harjoittelujakso on pitka. Harjoittelujaksoon
kuuluu my6és muita lyhyitd patologian erikoislaboratorioihin tai liitdnnaistoimintoihin
tehtdvia tutustumisia. Tallaisia ovat esimerkiksi neuropatologian, sytologian ja trans-
plantaatiopatologian laboratorioihin tutustuminen seka obduktioon ja gastroskopiatut-

kimukseen osallistuminen.

3 Kaytannon harjoittelun oppimisen tukeminen

Ty6paikallani HUSLABIn Patologian ja genetiikan vastuualueella Meilahden patologian
laboratorioissa immunohistokemialla, halutaan kehittda opiskelijaohjausta. Opiskelija on
osallistunut tahan asti ndytteen kulun eri vaiheisiin laboratoriotydn kdytdnnén maaritte-
leman aikataulun mukaan. Laboratorion tiukka resursointi johtaa toisinaan tilanteeseen,
etta opiskelija paasee tutustumaan laboratoriotydn eri vaiheisiin vain ilman immunohis-

tokemian perusteiden syvempaa lapikayntia. Naitd mielenkiintoisia, kaytannoén ja teori-



an yhdistavia perusteita pystytadan tuomaan esiin valmiiksi tuotetulla opetusmateriaalil-
la. Tarkoitus on, ettd opetusmateriaali kdydaan lapi yhdessa ohjaajan kanssa. Kirjalli-
nen opetusmateriaali toimii 1ahinnd ohjaajan tukena opetustilanteessa. Opetusmateri-
aalin kayttdonotolla voidaan haluttaessa korvata aiempi opiskelijan ja sairaalasolubiolo-
gin yhteinen paivittdinen kontrollikudosten mikroskopointi. N&in voidaan vapauttaa
sairaalasolubiologi bioanalyytikko-opiskelijan ohjauksesta ja siirtdd vastaava tehtdva

bioanalyytikolle.

Bioanalyytikon opinnoissa kliinisen histo- ja sytologian tutkimukset sisaltévat immuno-
histokemian teorian kattavasti. Bioanalyytikko-opiskelija saa teoriaopetuksessa katta-
van tietopaketin immunohistokemian teoriasta. Senkin vuoksi on mielekasta oppia har-
joittelujaksolla uutta teorian ja laboratoriotyén yhdistavaa tietoa. Immunohistokemian
jakso on tahan mennessa sisaltanyt paljon kaytannon tydéta ilman selkeda teoriakon-
tekstia. Laboratoriotydlla tarkoitan bioanalyytikon paivittaisia tyotehtavia, kuten parafii-
nin poisto, puskureiden valmistus, naytteiden ja reagenssien lataaminen laitteisiin, nii-

den purkaminen, laite huollot ja naytteiden jakaminen.

Opetusmateriaali sisaltda kudosblokin, immunohistokemian antigeeninosoitusvarjayksil-
la varjatyt lasit ja kirjallisen opetusmateriaalin. Blokista opiskelija leikkaa kudosleikkeet,
jotka varjataan tapauskohtaisesti valituilla immunohistokemian antigeeninosoitusvarja-
yksilld. Kahden hematoksyliini-eosiini lasin liséksi valmiita antigeeninosoitusvarjayksia
on 14 kappaletta. Ne on tarkoitettu opetustilannetta varten, jossa opiskelija ja ohjaaja
vhdessa mikroskopoivat 16yddksia. Kirjallinen opetusmateriaali on lahinnd ohjaajan

tueksi laadittu opas opetustilannetta varten.

Valmiilla opetusmateriaalilla pyrin tekemadn immunohistokemian kenttdjaksosta mie-
lenkiintoisen kokonaisuuden, joka etenee immunohistokemian kdytannén laboratorio-
ty6n mukaisesti, paattyen mielekkaaseen loppupdatelmaan. Opinndytetydn peruslaht6-
kohtana on tuottaa opetusmateriaali, jonka avulla ohjaajalla on mahdollisuus opettaa
opiskelijalle immunohistokemiallisen prosessin merkitys ja mahdollisuudet osana pato-
logian laboratorion prosessia seka potilaan hoitoprosessia. Opetusmateriaalin avulla
opiskelija voi saavuttaa immunohistokemian kaytanndn harjoittelujaksolle asetetut

osaamistavoitteet, jotka olen myds laatinut tassa opinndytetydssa.



Tydn toisena tdrkedna tarkoituksena on ollut oma ammatillinen kehittyminen. Bio-
analyytikon tyénkuvaan kuuluu vain harvoin varjaamiensa lasien mikroskopointi. Yleiset
periaatteet ja varjayksiin vaikuttavat tekijat ovat hyvin tunnettuja ammattitaitoisen
henkilékunnan keskuudessa. Kontrollien tarkasteleminen voi kuulua joidenkin kokenei-
den bioanalyytikkojen tydnkuvaan satunnaisesti. Etenkin opiskelijaohjaustilanteessa
koen mielekkadksi sen, etta pystyn kertomaan tyon tuloksen syvallisemmin nayttamalla
lopullisen aikaansaannoksemme. Myds jatko-opintojen ja aiemman immunologian ty6-
kokemuksen my6ta olen huomannut, kuinka paljon eri oppiaineiden sisallét ristedvat
immunohistokemian kanssa. Koen laboratoriohoitajana ja immunohistokemian ammat-
tilaisena velvollisuudekseni jakaa tata tietotaitoa seka nykyisten ettad tulevien kollegoit-
teni kanssa. Tuottamalla opetusmateriaalin olen pystynyt sekd syventdamaan edelleen

omaa oppimaani etta jakamaan sita tarkoituksenmukaisesti.

Opinndytetydssa tuotettavan bioanalyytikko-opiskelijan immunohistokemian kaytannén
jaksoa tukevan opetusmateriaalin opetusstrategiana olen soveltanut joitakin tutkivan
oppimisen menetelman periaatteita. Olen valinnut ndma periaatteet sen mukaan, etta
ne ovat hyddynnettdvissa opetusmateriaalin kdytdssa. Opetusmateriaalin kdytdssa
hyddynnetaan tutkivan oppimisen ongelmanratkaisun ja kysymyksenasettelun tuotta-
maa aiemmin opitun tiedon sekd uuden tiedon kumuloitumista. Koska opinndytetydn
tarve on lahtenyt omasta kdytanndn kokemuksestani ja on nain ollen ollut oma ideani,
olen ottanut vapauden soveltaa joitakin opetusmalleja, jotka on luettu kuuluvaksi tutki-
van oppimisen periaatteisiin. Opetusmallit, joista olen ottanut vaikutteita oppimismate-
riaalin rakentamiseen ja jotka luetaan kuuluvaksi tutkivan oppimisen periaatteisiin, ovat
case- eli tapausmenetelma, oppipoika-mestarioppimisen malli ja ongelmaldhtdinen op-

piminen.

3.1 Tutkivan oppimisen teoreettisia lahtokohtia

Tutkivan oppimisen mallin ja teorian ovat esittaneet Hakkarainen, Lonka ja Lipponen
(1999) kirjassaan Tutkiva oppiminen, dlykkdan toiminnan rajat ja niiden ylittdminen.
Tutkivan oppimisen teoria on kehitetty kognitiivisen tutkimuksen pohjalta. Tarve tutki-
van oppimisen menetelmalle on syntynyt tiedon vallankumouksen myoétd. Viimeisten
kolmenkymmenen vuoden kuluessa oppimiskasitykset, kasitykset alykkyydesta ja tie-

dosta ovat muuttuneet. Aiemmin alykkyytta pidettiin yksilén ominaisuutena, mutta ny-



kyisin korostetaan vuorovaikutuksen, fyysisen ja sosiaalisen toimintaymparistdn vaiku-
tusta dlykkaaseen toimintaan. (Hakkarainen — Lonka — Lipponen 2000: 11-13.) Kysei-
seen teos on kerannyt lukuisia elementteja aiemmasta kansainvalisesta kirjallisuudesta,

joissa asiat on kayty lapi yksittaisina teoriakokonaisuuksina.

Yhteiskunta ja koulujarjestelmd joutuvat tietoyhteiskunnan myétéd muuttamaan ajatte-
luaan yksilokeskeisesta tavasta kasitella alykkyyttd, oppimista ja ajattelua. On haluttu
kehittda toisenlaisia lIahtdkohtia oppimiselle. (Hakkarainen ym. 2000: 12.) Esimerkkina
aktivoivan opetusmenetelman kaytdsta on Helsingin yliopiston ladketieteellisessa tiede-
kunnassa vuonna 1998 kayttddn otettu ongelmaldhtdiseen opetukseen painottunut
Helsinki 2000-opinto-ohjelma. Opetuksessa on kaytetty tapauksia eli virikemateriaaleja,
joita kaydaan lapi pienryhmissd. Tapauksina on kaytetty esimerkiksi videoita, sanoma-
lehden artikkeleita, sairauskertomuksia tai ruumiinavausselostuksia. Yksittaisen ongel-
man selvittdminen ei ole tapauksen selvittédmisen kannalta olennaisinta, vaan se etta
opitaan soveltamaan ja omaksumaan ladketieteellista tietoa monipuolisesti. Seka labo-
ratoriotdissa ettd patologian harjoitustoissa on kaytetty ongelmaldhtdisen oppimisen
piirteitd omaavaa mentoriopetusta, jota luonnehditaan case-opetuksen kaltaiseksi. Sii-
na ohjaaja toimii vahvemmassa roolissa kuin perinteisessa ongelmalahtdisessa oppimi-
sessa, jossa ohjaaja on ldhinna ryhman tuutori. (Lindblom-Yldnne — Nieminen — liva-
nainen — Nevgi 2009: 269-270.) Kaytanndn jaksolla on mielekdstd kayttad opetusta-
paa, jossa ohjaaja ja oppilas ovat laheisessa vuorovaikutussuhteessa toistensa kanssa.
Puhdasoppinen ongelmalahtdinen oppiminen painottaa kaytannon jaksolle vierasta
itseohjautuvaa itsenaista tai opiskelijoiden yhteisté ongelmanratkaisua ilman ohjaajan
valiténtd lasndoloa. Perusteena opetussovellukselle, jota kdytdn, on Ilyhyt kdytanndn
jakso. Tama aika on syyta kayttaa opiskelijan kanssa yhdessa tydskennellen, opiskellen

ja pohtien immunohistokemian tarjoamia asioita.

3.2 Tutkivan oppimisen periaatteita

Lahtokohtana tutkivalle oppimiselle on luoda mielekas konteksti eli merkityksellinen ja
moniulotteinen aihepiiri. Opiskelija etenee jaljittelemalla valmiiden asiantuntijayhteisoi-
den toimintatapoja. Tietoa ymmarretdan ratkaisemalla tutkittavaan asiaan liittyvia on-
gelmia, kasitteita ja niiden suhteita toisiinsa. Nain ollen tieto syvenee. Lahestymista-

vassa on keskeista oppijan aktiivisuus ja yhteistyétaidot. On myds huomioitava miele-



kas kysymyksenasettelu ja muu ohjaukseen liittyva tuki. (Hakkarainen — Bolltrém —
Huttunen — Pyysalo — Lonka 2005: 29-30.) Opettajan roolina on olla ohjaajana oppi-

misprosessissa ei niinkaan tiedon jakajana (Perkkila 2008: 122).

Ominaista tutkivalle oppimiselle ovat tutkimusprosessin aikana herdavat aidot kysy-
mykset. Niiden tarkoituksena on ongelman ratkaisu tai uuden asian ymmartéaminen.
Selittavat kysymykset kuten miksi ja kuinka ovat keskeisia. Silloin tavoitteena on ym-
martaminen ja ymmartamisen saavuttaminen. Kysymyksen tarkoitus ei ole kuitenkaan
rajata oppimisen sisaltda vaan herattda uusia kysymyksia, joihin opettajallakaan ei ole
aina valmiita vastauksia. Nain myo6s opettaja joutuu omalta osaltansa oppimisproses-
siin. Tutkimusprosessin alussa esitetty kysymyksenasettelu on vain lahtdkohta. Nain
saadaan aikaan luonnollisesti asteittain syveneva tutkimus, joka edelleen syvenee.
(Hakkarainen ym. 2004: 284-287.)

Asteittain syvenevalle oppimiselle on ominaista myds alykkdan toiminnan tilannesidon-
naisuus. Hakkarainen ym. ovat kirjassaan sita mieltd, ettd asiantuntijuuden kehittymi-
nen on mahdollista vain osallistumalla aitoihin asiantuntijan kaytannon tilanteisiin. Tal-
laisten kdytannodnldheisten sosiaalisten rakenteiden olemassaolo ndhdaan tarkedksi
mahdollisimman varhaisessa vaiheessa opintoja. (Hakkarainen ym. 2004: 129.) Opiske-
lijan kaytannon harjoittelujaksoa voidaan pitaa juuri tallaisena kaytannonlaheisena so-

siaalisena asiantuntijakontaktina.

3.3 Tutkivan oppimisen avulla saavutettuja oppimistuloksia

Seuraavat tutkimukset olen valinnut siksi, ettd niissa esiintyy samanlaisia elementteja
kuin opinndytetydna rakentamassani opetusmateriaalissa. Naitd ovat esimerkiksi histo-

logia, case-tapaus, asiantuntujayhteys ja kontekstioppiminen.

Tutkimuksessansa Li ja Chen (2011) jakoivat satunnaistaen eldinldaketieteen opiskelijat
histologian kurssilla kahteen ryhmaan. Toinen ryhmd osallistui perinteiseen luento-
opetukseen ja toinen osa ryhmasta monimuotoiseen case-tyyppiseen, opiskelijakeskei-
seen pienryhmaopetukseen, joka tutkimuksessa luokiteltiin ongelmakeskeiseksi opetus-
tyyliksi. Tutkittavan ryhman oppimistulokset olivat tilastollisella menetelmalld mitattuna

huomattavasti paremmat, kuin perinteisella tavalla opetetulla vertailuryhmalla. Opiske-



lijat hydtyivat monimuotoisesta oppimistavasta ja se myos aktivoi opiskelijoita etsimaan
ja kasittelemaan tietoa. (Li — Chen 2011: 414-416.)

Kanadassa suoritetussa tutkimuksessa haastateltiin sairaanhoitajia, jotka olivat opiskel-
leet kontekstisidonnaisella ongelmakeskeiselld opetusmenetelmalld. Tutkimus suoritet-
tiin induktiivisella lahtdkohdalla suoritetulla laadullisella tutkimusmenetelmalla. Tutki-
mustulokset kertoivat jo valmistuneiden sairaanhoitajien kokemuksia siita, miten ope-
tusmenetelma on heidan kokemuksensa mukaan vaikuttanut heiddn ammattitaitoonsa.
Hoitajat kokivat olevansa positiivisia ja avoimia uusille asioille. He kokivat olevansa
kriittisempia kuin kollegansa, jotka ovat perinteiselld tavalla koulutettuja. He osaavat
mielesténsa kyseenalaistaa tietoa ja tiedostavat myos etteivat tieda kaikkea. He osaa-
vat hakea tietoa luotettavista lahteista ja arvioivat tietoa kriittisesti. He kokivat olevan-
sa elinikdisia oppijoita ja heilld oli halu kehittyd tydssadan. Opetusmenetelma vaikutti
positiivisesti myos sosiaalisten tilanteiden oppimiseen ja tydyhteisdssa toimimiseen.
Vastaajat kokivat oppineensa yhteisty6taitoja ja nain ollen vuorovaikutuksen moniam-
matillisissa tydyhteisdissa, johtajuuden ottamisen ja ristiriitatilanteissa toimimisen luon-
tevaksi. Myds kollegojen kunnioitus mainittiin keskeisena asiana. Palautteen antaminen

ja palautteen vastaanottaminen koettiin helpoksi. (Williams ym. 2011: 1-3.)

3.4 Tutkivan oppimisen sovellus immunohistokemian opetusmateriaaliin

Kaytannon harjoittelujakso on luonteva paikka kayttda aitoa case-tapausta oppimisen
lahtdkohtana. Moniammatillisen asiantuntijayhteisén lasnaolo ja ammattitaito mahdol-
listavat syvallisen ja aidon oppimistilanteen luomisen. Aiemmin opitun teoriatiedon yh-
distaminen todelliseen asiayhteyteen on innostava ja mielekas tapa tuoda ilmi aiemmin
opinnoissa opitun asian tarkoitus tydeldmassa ja asiantuntijuudessa. Parhaimmillaan
oppimistilanne tuottaa lisdtietoa ja opettaa yhdistamaan eri oppiainekokonaisuuksia

toisiinsa.

Ensimmaisend case-tapauksena on ruumiinavauskertomus, jonka tarkoituksena on he-
rattda kysymys ensisijaisesti potilaan kuolinsyysta. Ruumiinavauskertomuksesta opiske-
lija 16ytaa anatomian ja fysiologian seka histologian kurssilla oppimiaan tieteellisia ter-
meja seka ndkee patologin pohdintaa ja arviointia fyysisen jarjestelmén toiminnasta

potilaan kuolemaan johtaneessa tilanteessa. Tassa kohtaa oppimisprosessia opiskelija



padsee kertaamaan aiemmin oppimaansa ja pohtimaan, miten fysiologisen jarjestel-
man muutokset vaikuttavat ihmiseen. Opiskelijalle herad kysymys, mika on potilaan

kuolinsyy ja miten se voidaan selvittaa.

Toisena case-tapauksena on saman potilaan aiemmin sairastama rintasyopa. Tapauk-
sessa opiskelija padsee tekemaan rintasydvan diagnoosia, jonka immunohistokemian
antigeeninosoitusvarjaysten tulokset vaikuttavat potilaan hoidon valintaan ja ennustee-
seen. Tapauksen yhteydessa opiskelija padsee tutustumaan myds kyseisen potilaan

rintasyévan hoidon valinnan periaatteisiin ja hoidon teorian periaatteisiin.

Mikroskopointiosuudessa opiskelijalle tarjoutuu tilaisuus kayttda hyvaksensa aiempaa
oppimaansa solubiologiasta ja perimasta seka periman tutkimuksista, histo- ja sytologi-
asta ja kyseisen kurssin immunohistokemian osuudesta. Myds toksikologia ja farmako-
logia seka ladketieteelliset aineet tulevat hyddynnettdvaksi potilaan rintasydpahoito-

osuudessa.

Huomioimalla usean eri oppiaineen sisallét ja luomalla niille yhtymakohtia case-
tapauksen muodossa aidossa asiantuntijayhteistssa, toteutuu useita tutkivan oppimi-
sen kriteereja. Kuten alussa kerroin, tassa kaytannodn harjoittelun opetustilanteessa
toteutuu vain osa tutkivan oppimisen kriteereistd. Kyseessa ei siis ole tutkivan oppimi-
sen malliesimerkki. Pyrkimyksena on ensisijaisesti luoda mielekds opetustilanne immu-

nohistokemian kaytannénjaksolle.

3.5 Osaamistavoitteet

Osana Bolognan prosessia, koulutuksen tavoitteet kuvataan osaamiseen perustuvilla
lausekkeilla. Sen johdosta opetussuunnitelmiin kuuluvat opintojaksojen ja mielelladn
myds opintokokonaisuuksien tavoitteet tulee nykyisin laatia ns. osaamistavoitteina

(learning outcomes). (W5W?-hankkeen laatima opas 2009: 4.)

Opinndytetydn puitteissa olen laatinut osaamistavoitteet immunohistokemian kdytan-
ndnjakson osuuteen, joka on osa histo- ja sytologian kdytédnndnjakson kokonaisuudes-
ta. Mainittakoon vield etté immunohistokemian kaytdannonjakso on ajallisesti lyhyt ko-

konaisuus, minka vuoksi osaamistavoitteet on laadittu hyvin yleiselle tasolle.
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Seuraavaksi kayn lapi asioita osaamistavoitteiden laadinnasta, joita olen ottanut huo-

mioon osaamistavoitteiden laadinnassa immunohistokemian kdytéanndnjaksolle.

3.6 Osaamistavoitteiden laadinta

Osaamistavoitteilla kuvataan lyhyesti, mitd opiskelijan tulee hyvaksytyn arvosanan saa-
vuttaakseen tietda, ymmartaa tai pystya tekemaan opintojakson suoritettuaan. Osaa-
mistavoitteet taytyy ilmaista selkedsti ja yksinkertaisesti esimerkiksi tietoina, taitoina tai
asenteina. Osaamistavoitteiden on oltava sellaisia, etta opiskelija voi ne saavuttaa ja ne

pitaa voida myds arvioida. (W5W?>-hankkeen laatima opas 2009: 4.)

Osaamistavoitteet laaditaan opintojakson minimitasolle eli sille tasolle, mika opiskelijan
on saavutettava suorittaakseen jakson hyvaksytysti. Talla turvataan se, etta opiskelija
saavuttaa vahintaan seuraavalle opintojaksolle vaadittavat tiedot. Jokaisella opintojak-
solla ndin asetetut tavoitteet saavat aikaan sen, ettd tieto padasee kumuloitumaan ja

kokonaisuudet hahmottumaan. (W5W?-hankkeen laatima opas 2009: 5.)

W5W?-hankkeen laatiman oppaan (2009: 7) mukaan hyvin kirjoitettu osaamistavoi-
te sisaltad seuraavat asiat:
* Verbin, joka kertoo, mita oppijan odotetaan pystyvan tekemaan oppimisjak-
son lopussa.
* Sanan tai sanoja, jotka ilmaisevat, minka asian kanssa oppija on tekemisis-
sa.
* Sanan tai sanoja, joita kaytetdan osoituksena siitd, ettd oppimista on saavu-
tettu.

3.7 Osaamistavoitteet immunohistokemian kdytannénharjoittelussa

Tavoitteet on laadittu yleisluontoisiksi, koska opiskelijan immunohistokemian laborato-
riossa viettdma aika on tavallisesti kaksi tai kolme tydpaivaa. Osaamistavoitteita voi
laatia opiskelijakohtaisesti silloin, kun opiskelijan kdytdnnon jakso immunohistokemian

laboratoriossa on pidempi. Kaytanndn jakson jalkeen



11

* opiskelija osaa kuvailla immunohistokemian osuuden sydpdapotilaan hoitokoko-
naisuudessa.

» opiskelija osaa selittdd immunohistokemian varjdyksen perusperiaatteen.

* opiskelija osaa kertoa immunohistokemian antigeeniosoitusvarjdysten laadun-

varmistustoiminnan yleisperiaatteet.

Osaamistavoitteiden saavuttaminen varmistetaan kaytanndén laboratoriotydn seka ope-

tusmateriaalin lapikdynnin ohessa.

4 Opinnaytetyon kaytannon toteutus

Oppimismateriaalin aineistoksi valikoitiin yksittdinen aito potilastapaus. Potilastapaus
valittiin tekemalla vakiopoiminta HUSLABin Patologian keskuslaboratorion tietojarjes-
telmasta tietyin ehdoin. Lahtokohtana oli 16ytda potilas, jonka tautihistoriassa on ollut
useita eri tautitiloja, joista ainakin osa olisi vain immunohistokemian antigeeninosoitus-
varjayksin diagnosoitavissa. Opetusmateriaalin valmistuksessa on kaytetty potilaan

ruumiinavausnaytteen yhta maksakudosblokkia ja yhta rinnan paksuneulanaytetta.

Patologian laboratoriossa on 1950-luvulta ylldpidetty potilasndytearkisto, joka sisaltaa
alkuperadiset naytelasit ja kudosblokit. Suurin osa laboratorioon saapuvista kudosnayt-
teistd valetaan parafiiniin, ja ne ovat siksi arkistoitavissa vuosikymmenia. Kudosnayt-
teiden sailytys on saadelty potilasasiakirjojen laatimisesta sekd niiden ja muun hoitoon

liittyvén materiaalin sdilyttdmisestd Sosiaali- ja terveysministerion asetuksella 99/2001.

HUSLAB vaatii lahes poikkeuksetta kaikille ammattikorkeakoulussa suoritettaville opin-
naytetdilleen tutkimusluvan. Talle opinnadytetydlle on haettu tutkimuslupa Helsingin- ja
Uudenmaan sairaanhoitopiirin konsernihallinnon johtajayliladkarin 1/2010 ohjeen mu-

kaan.

Opinnadytetydn laadinnassa on otettu huomioon potilaan tietosuoja hyvin tarkasti. Ope-
tusmateriaali muodostuu aidosta potilastapauksesta, mutta se muokataan niin, ettei
kyseista potilasta voi tunnistaa. Kaytdnnossa opinndytetydssa kerrotaan vain yleinen

luonnostelma ruumiinavauskertomuksesta ja potilaan tautihistoriasta. Kaytannénjaksol-
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la opiskelija saa luettavakseen koko ruumiinavauskertomuksen ilman henkilétietoja.

Taman mahdollistaa kenttdjaksolla opiskelijaa velvoittava vaitiolovelvollisuus.

Kudosndyte, jota kaytetdan opetusmateriaalin valmistuksessa, on valittu niin, etta sita
on riittavasti. Tama oli yksi kriteeri kyseisen potilastapauksen valinnalle. Talld voidaan
turvata se, ettd ndytemateriaalia jaa edelleen arkistoitavaksi mahdollista myéhempaa

tarvetta varten.

Immunohistokemian varjaysten tulkinta ei kuulu bioanalyytikon tydnkuvaan lukuun
ottamatta satunnaista kontrollien tarkastelua. Sen vuoksi varjaysten analysointi on ollut

opinndytetydni haasteellisin ja ammatillisesti opettavaisin osuus.

4.1 Aineiston jasentaminen

Aloitimme toteamalla aineiston soveltuvuuden opetusmateriaaliksi tarkastelemalla poti-
laan alkuperdiset naytelasit sairaalasolubiologi Mia Keron kanssa. Varjattyjen lasien,
vanhojen diagnoosien ja hoitavan ladkarin kysymyksenasettelun perusteella paatimme,
mitd varjayksia kudosnaytteesta olisi jarkevaa tehda opetusmateriaalia varten. Case-
tapaus suunniteltiin niin, etta se analysoidaan samalla tavoin, kuin patologin etsiessa
lopullista diagnoosia potilaan kudosndytteestda. Tassa vaiheessa sain yleiskuvan siitd,
miksi juuri nditd kyseisia varjayksia tehdadn patologin hakiessa diagnoosia kyseiselle
potilaalle, mita solun rakenteita kyseiset varjaykset varjaavat ja miten tulokset voivat

vaikuttaa potilaan hoitoon.

4.2 Tietoldhteet

Perusorientaation jalkeen tutustuin kirjallisuuden avulla opetusmateriaalissa kaytetta-
viin varjayksiin kyseisissa tautitiloissa. Opetusmateriaalin tietoperustaan olen kayttanyt
tyopaikaltani 16ytyvéaa immunohistokemian kirjallisuutta, Metropolian ja Terkon kirjas-
toista 16ytynyttd immunologian, solubiologian, endokrinologian ja sydpatautien kirjalli-
suutta. Olen myds saanut sairaalasolubiologi Mia Kerolta luotettavan, sairaalasolubiolo-
gien kaytdssa olevan internet |ahteen NordiQC:n sivustolle. Palasin usein my6s bio-
analyytikon ammattikorkeakouluopintojen solubiologian, periman, periman tutkimusten

ja biokemian luentomuistiinpanoihin Idhinnd oman orientaation vuoksi.
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Osaamistavoitteiden laadintaan ja opinndytetydn teoreettiseen viitekehykseen olen
saanut tukea ja ohjausta kliiniseltd asiantuntujalta Marjo Tolppaselta. Opetusmateriaa-
lin analysointivaiheessa olen tarvinnut sairaalasolubiologi Mia Keron opastusta. Ruu-
miinavaustapauksen potilaan kuolinsyystd olen joiltain osin keskustellut patologi Ari
Ristimden kanssa. Potilaan aiemman rintasydvan hoito-osuudesta kavin keskustelemas-
sa Sydpatautien klinikan jonohoitajan sairaanhoitaja Kirsi Lintulan kanssa. Sydpatautien
klinikan jonohoitaja suorittaa kdytannon jarjestelyt kutsuttaessa potilas ladkehoidon
aloitukseen noin nelja viikkoa rintasydvan kirurgisen hoidon jalkeen. Keskustelun lisaksi
sain sairaanhoitaja Kirsi Lintulalta mukaani rintasyopapotilaan kirjalliset ohjeet ladke-
hoidon aloitukseen, rintasyévan liiténnadisladkehoito-ohjeet, SYVO-laakarin perehdy-
tysohjeet ja Trastuzumabi-hoito-ohjeet. Nama ohjeet on opiskelijan luettavissa immu-

nohistokemian kdytannon jaksolla.

4.3 Opetusmateriaalin sisaltd

Opetusmateriaali koostuu ruumiinavausnaytteesta tehdysta kudosblokista, ndytelaseis-

ta ja kirjallisesta osuudesta. Paapaino on kirjallisella osuudella.

Varaykset valittiin syopatyyppien mukaan, kuten patologi oli ne diagnoosin tekoa var-
ten valinnut. Leikkasin kudosleikkeet objektilasille vesiliukumikrotomilla. Varjaykset
suoritin Ventana- ja Labvision- varjaysautomaateilla naytesarjojen mukana. Nailtd la-

seilta tein varsinaisen opetusmateriaalin eli kirjallisen tuotoksen.

Kuvat, jotka ovat runkona kirjalliselle opetusmateriaalille, olen kuvannut mikroskooppiin
litetylla kameralla. Kuvattavaksi valitsimme fokukset, joissa nakyy sy®pakudosta. Ku-
vattavat alueet on valittu kyseisissé sydvissa esiintyvien solumuutosten mukaan. Myds
bioanalyytikon oppimisen kannalta muita mielekkaitd kohtia on kommentoitu kirjallises-
sa opetusmateriaalissa. Tallaisia ovat esimerkiksi varjayksien laadun arviointiin vaikut-
tavat tekijat tai omissa bioanalyytikon teoriaopinnoissa esille tulleet solun tai kudoksen
rakenteet, jotka liittyvat varjayksen periaatteisiin. Kontrollikudoksista ja mahdollisista
sisdisista kontrolleista kuvasin ne kohdat, joilla varjays voidaan todeta laadultaan on-

nistuneeksi.
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Kuvattavat |6ydokset on raportoitu varjayksittdin selittden, mitka solut varjaytyvat, mi-
ten ne varjaytyvat, mita 10ydos tarkoittaa suhteessa potilastapaukseen ja muita kysei-
seen varjaykseen liittyvia erityishuomioita. Samassa yhteydessa on tarkasteltu jokaisel-
la lasilla oleva positiivisen kontrollin varjaytyvyys ja siina olennaiset asiat. Opetusmate-

riaalissa on kuvattuna ne 16yddkset jotka johtavat diagnoosin tekoon.

Kummankin tapauksen loppuyhteenvetona olen selittanyt, mitka tekijat johtavat meidat
lopullisiin diagnooseihin, mika on varjdystulosten vastausten ja rintasydvan hoitojen
valinen yhteys. Olen myds kdynyt lépi rintasyévan hoitojen teoreettisia periaatteita
kyseisen case-tapauksen potilaan kohdalla. Teoreettisia periaatteita olen kuvaillut nii-
den solubiologisten ja biokemiallisten periaatteiden vuoksi. Yleisesti kerron pohdinnasta

patologin kanssa, miksi sydpa aiheutti potilaan kuoleman.

5 Opetusmateriaalin kdaytto immunohistokemian laboratoriossa

Paadyin painottamaan opetusmateriaalia kirjalliseksi materiaaliksi, jotta sen kayttd olisi
jatkossa mahdollista myds kollegojen keskuudessa ja heidan toimesta. Opetusmateri-
aalin teoria-asiat ovat suurimmalta osin ennestdaan tuntemattomia minulle, kuten myoés
muille laboratoriomme laboratoriohoitajille. Kirjallisessa muodossa olevan materiaalin
kaytdn perehdyttdminen on mahdollista. Se mahdollistaa myds pidemmat tauot materi-

aalin kayton valilla.

Kudosblokin otin mukaan opetusmateriaaliin, jotta pidemman jakson opiskelija pystyisi
kdytanndssa suorittamaan immunohistokemian prosessin mahdollisimman kokonaisval-
taisesti, jopa itsendisesti. Samalla kyseinen ndyte yhdistyy luontevasti opetusmateriaa-
liin. Opiskelija voi leikata hanelle tarkoitetusta blokista leikkeet ilman pelkoa potilas-
naytteen vahingoittamisesta sekd laimentaa niiden analysointiin tarkoitetut vasta-
aineet. Opiskelija voi myos kasitelld omat ndytteensa ilman kiirettd, valittamatta labora-
torion normaalin paivittdisen toiminnan aikatauluista. Suurin osa normaalista paivittai-
sessa toiminnassa on tiukasti aikataulutettua. Useat laboratorion toiminnot tapahtuvat

kaytannossa samaan aikaan eri tydtekijan toimesta.
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5.1 Perehdytys opetusmateriaalin kdayttoon

Julkaisen opinndytetydni kdaymalld lapi opetusmateriaalin kollegojeni kanssa, kuten
normaalissa opetustilanteessa. Tilaisuudessa voimme kayttda runsaasti aikaa myds
vapaaseen keskusteluun ja pohdintaan. Samalla voimme suunnitella mahdollista jatko-
perehdytysta. Tarkoituksenmukaista olisi perehdyttaa opiskelijavastaavan lisdksi vahin-
taan kaksi laboratoriohoitajaa tulkitsemaan oppimismateriaalia kattavasti. Nain toimi-
malla, opetusmateriaalin kayttd ei ole riippuvainen vain minun lasnaolostani immuno-
histokemian laboratoriossa. Perehdytys tapahtuu samalla tavoin kuin opetusmateriaalin
kayttd opetustilanteessa. Perehdytettavat opiskelijaohjaajat voivat osallistua aitoihin
opetustilanteisiin, joissa opiskelija ja ohjaaja mikroskopoivat opetusmateriaalin laseja.

Talla tavoin opetusmateriaalin sisaltod ja kaytto tulee kertaamalla tutuksi.

5.2 Opetusmateriaalin kdyttotapa

Opetusmateriaalin tarkoituksena on, ettd opiskelija ymmartaa immunohistokemian pro-
sessin merkityksen ja mahdollisuudet patologian laboratoriossa seka sen, miten immu-
noistokemian antigeeninosoitusvarjayksista saatavat vastaukset voivat vaikuttaa poti-

laan hoitoon.

Opiskelija leikkaa kudosblokista leikkeet, jotka han kasittelee normaalin immunohisto-
kemian prosessin mukaisesti yhdessa ohjaajan kanssa. Varjattavaksi valitaan osa ope-
tusmateriaaliin kuuluvista antigeeninosoitusvarjayksista. Tassa vaiheessa opiskelija
suorittaa kaytanndssa valtaosan laboratorion kaytannon tydvaiheista. Varjaysten val-
mistuttua opiskelija saa luettavakseen ruumiinavauskertomuksen. Sen jalkeen opiskeli-
ja ja ohjaaja pohtivat siita mahdollisesti nousseita kysymyksia. Opiskelija ja ohjaaja
mikroskopoivat opetusmateriaalin sisaltamat lasit ja opiskelijan varjaamat lasit. Ohjaa-
jalla on niiden tulkinnassa tukena opinndytetyona tehty kirjallinen opetusmateriaali.
Opetusmateriaalia voi halutessa taydentad mikroskopointitilanteessa nousseiden uusien
kysymysten ja pohdintojen johdosta syntyvalld uudella tiedolla. Opetustilanteessa syn-
tyviin uusiin kysymyksiin voidaan saada vastauksia keskustelemalla sairaalasolubiologin
tai patologin kanssa. On myds mahdollista tehda tiedonhakua HUSLABIn laajasta, tyon-
tekijoille avoimesta Terkon tietokannasta tai kirjallisuudesta. Opetusmateriaalia voi

kayttdaa myos ilman kaytannon tydosuutta, jolloin mikroskopoidaan valmiiksi varjattyja
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laseja kirjallisen opetusmateriaalin kanssa. Yleiset kysymykset joihin opetusmateriaali

vastaa ovat:

* Mika on potilaan paaasiallinen kuolinsyy ja diagnoosi?

* Mika varjays on positiivinen/ negatiivinen?

* Miten on diagnosoitu potilaan sairastama rintasytpa?

* Miten immunohistokemian varjaysten tulos on johtanut kyseisen rintasydvan
hoidon valintaan?

* Miten kyseista rintasy6pda hoidetaan?

* Miten rintasydvan ja melanooman aggressiivisuus saadaan selville?

* Millainen on immunohistokemian varjayksen laadunvarmistus?

6 Kirjallinen opetusmateriaali

Olen kerrannut opetusmateriaalin alussa immunohistokemian menetelmien periaatteen.
Sen jalkeen olen kertonut jokaisen varjayksen osalta ensin yleistd kyseisesta varjayk-
sesta. Kuvan jalkeen olen kertonut tummennetulla taustalla, mitka ovat kyseisen varja-
yksen l6ydokset. Loyddsten jalkeen esitan kuvan ulkoisesta kontrollikudoksesta, jonka
positiivisuuden kriteereista kerron kuvan alla. Sisaiselld kontrollilla tarkoitetaan kontrol-
lia, joka on potilaan naytekudoksessa. Sisaiset kontrollit olen maininnut potilasnaytteen
I0ydosten yhteydessa. Opetusmateriaalin lopuksi kerron rintasyévan hoidoista, jotka

kyseisen rintasyOpapotilaan tapauksessa tulevat kysymykseen.

Mikroskopointi aloitetaan positiivisen kontrollikudoksen tarkastelulla. Laadun varmista-
misen lisaksi kontrolli toimii my6s opiskelijalle viitteena siihen, minkalaisia 16yddksia
etsimme varsinaisesta syopakudoksesta. Kontrollikudoksen osalta on hyddyllista kayda
lapi kyseisen kudoksen erityispiirteita, jolloin teoriatietoa tulee esille myds muista kuin

rinta- ja maksakudoksesta. Naita kontrollikudoksia ovat tonsilla, suoli, iho ja cervix.

6.1 Immunohistokemian tutkimus

Parafiiniblokista leikataan mikrotomilla 3 pum:n paksuinen leike objektilasille. Lasi lam-

pokasitelladn + 37°C:ssa yli yon tai + 56°C:ssa tunnin ajan kudosleikkeen kiinnittami-
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seksi. Naytelasilla oleva kudosleike kay lapi parafiinin poiston, jonka tarkoituksena on
poistaa veteen liukenematon parafiini, koska myéhemmin tehtavat immunohistokemian
reaktiot tapahtuvat vesifaasissa. Sen jalkeen naytelasille tehddén esikasittely sille op-
timoidulla esikasittelymenetelmalla. Esikasittelyn tarkoituksena on purkaa formaliinifik-
saation aikaansaamia ristisiltoja ja poistaa proteiineja, jotka ovat saostuneet antigeeni-
en laheisyyteen. Ristisillat voivat aiheuttaa vaaran negatiivisen tai heikon positiivisen
varjaystuloksen. (HUSLAB Patologian keskuslaboratorio Immunohistokemia tydohjeet
2011: 2-13). Varjays tapahtuu varjaysautomaateilla, kdyttden kaupallista tai laboratori-
on itse optimoimaa vasta-ainelaimennosta. (HUSLAB Patologian keskuslaboratorio Im-
munohistokemia tutkimuskuvaukset 2011: 3). Jokainen yksittdinen immunohistokemian
laboratorion vasta-ainetutkimus on optimoitu ennen kayttéonottoa sairaalasolubiologin

ja patologin toimesta.

Kudosndytteessa oleva antigeeni tunnistetaan spesifillda primaarivasta-aineella, joka on
tuotettu hiiressa tai kanissa. Primaarivasta-aine tunnistetaan sekundaarivasta-aineella,
johon on kiinnitetty polymeerirunko. Polymeerirungossa olevat HRP-molekyylit reagoi-
vat viimeiseksi lisattdvan DAB-kromogeenin kanssa, jolloin spsifi sitoutuminen tulee
nakyvaksi. Tumat varjatéaan hematoksyliinilla. (HUSLAB Patologian keskuslaboratorio
Immunohistokemia tutkimuskuvaukset 2011: 2-3.) UltraVIEV-Red-kitissé Fast
Red/Naphtol-kromogeeni saa alkaalisen fosfataasin avulla vasta-ainekompleksin naky-
vaksi (HUSLAB Patologian laboratorio 1 Immunohistokemia tydohjeet 2011: 39). Ku-
doksissa, joissa esiintyy solujen endogeenista pigmentoitumista, kaytetadn hyvaksi

Red-kitin punaista kromogeenia visualisoinnin helpottamiseksi (Kero 2012).

6.2 Ruumiinavaustapaus

Potilas on idkas, noin viisitoista vuotta sitten rintasybvan sairastanut nainen. Noin vuosi
sitten todettu taudin uusiutuneen kainalon imusolmukkeissa. Potilaalla on ollut ian
tuomaa sydanvaivaa. Han sairastaa verenpainetautia, diabetesta ja astmaa. Potilasta
on tutkittu nyt myds perasuoliverenvuodon vuoksi ja kolonoskopiassa on nahty hyvan-
laatuiseksi tulkittuja muutoksia. Muutama paiva toimenpiteen jalkeen potilaan vointi on

huonontunut. Potilas on I6ytynyt huoneestaan kuolleena.
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Ruumiinavauksessa maksa on selvasti suurentunut ja kirjava. Maksakudoksesta teh-
daan poikkeuksellisesti jaadleike, josta I6ytyy malignia solukkoa. Perna on my6s nor-
maalia kookkaampi ja rakenteeltaan epanormaali. Sydamessa nahdaan infarktimuutok-
sia ja systeemiverenkierron valtimoissa on runsaasti ateroskleroosia. Munuaiset ovat
epasymmetriset ja niissa on kortikaalisia kystia. My6s haimassa on kystia. Seka colonis-
sa ettd rectumissa on adenoomasuspekteja alueita. Imusolmuke suurentumia ei havai-
ta.

Maksakudoksesta pyydetdan seuraavat varjdykset: Hematoksyliini-eosiini varjdys ja
immunohistokemian CD45-, CK7-, CK20-, CKPAN-, estrogeenireseptori-, MART-1-,
HMB-45- ja MIB-1-antigeeninosoitusvarjayket. Varjaykset edustavat tyypillista paneelia,

joilla tuntematonta alkuperaa oleva metastaattinen sydpa pyritdan tyypittamaan.

6.2.1 Hematoksyliini-eosiini

Hematoksyliini-eosiini on histologinen yleisvarjays. Silla voidaan erottaa solujen tumat
ja sytoplasma toisistaan. Hematoksyliini varjaa happamat kudosten osat neutraalissa
tai happamassa liuoksessa. Eosiini puolestaan varjaa emaksisia kudosten osia neutraa-
lissa tai emaksisessa liuoksessa. Hematoksyliini on regressiivinen varjdys eli perustuu
tietyn varikylldisyyden saavuttamiseen tietyssa ajassa. Eosiini on progressiivinen varja-
ys eli nayte ylivarjataan, jonka jalkeen ylivarjdytyma pestaan pois. (HUSLAB Patologian

keskuslaboratorio Histologia, tydohjeet 2011: 17.)

%
~ *

Youm. n,
JS
»
3 '-
3 .\\ L ]
.W e Y/
SO
20
E 2
a3 $
-
- s‘_
ﬂ "4
LY
AT
£
"(
..-..“
LT BN
s 4
3
Fou
o
»
L d
(]

2
'\
L
’.’
F A
" Y “ >
)
€
e
¢
.

,vg
ale
=
f"
o
s ]

. 4 » s\ "3 e
N oson. L MDY N W G
1 ’.‘o.: '.. : \-.;)\1“,')‘" g \‘J.r.. - "

SR, | 'a'“’..; e BN

Kuvio 1. Hematoksylliini-eosiini 10x.

2,
LY
s



19

Laseilla (kuvio 1) nahdaan kasvainsolukkoa normaalien hepatosyyttien joukossa. Osa
kasvainsolukkoa on pigmentoitunutta. Laattamaiset solut ovat hepatosyytteja. Koska

mitoosikuvioita on vahan, kasvainsolukko hitaasti jakautuvaa. (Kero 2011.)

Hematoksyliini-eosiinivarjdyksen laadunvarmistus tehddan joka paiva varjdyssarjan
ensimmaisista ja mybéhemman iltapaivan varjayksista. Mikroskopoinnissa tarkastellaan
tuman varjaytymista tummalla lilalla (20x objektiivi) ja tuman kromatiinin intensiteet-
tieroja (40 x objektiivi). Sytoplasma varjaytyy eosiinilla punaisen eri savyilla. Sidekudos

varjaytyy lohenpunaisella. (Kaunisto 2012.)

6.2.2 CD45

CD45 on PTP-perheeseen (protein tyrosine phosphatase) kuuluva glykosyloitu proteiini.
CDA45 antigeeni ilmentyy kaikissa ihmisen hematopoeettisissa soluissa, lukuun ottamat-
ta punasoluja. (NordiQC 2005.)

CD45 on tarked markkeri tuumorien erotusdiagnostiikassa. Se on positiivinen suuressa
osassa hematolymfaattisissa sairauksissa, kuten leukemioissa ja maligneissa lymfoo-
missa. (NordiQC 2005.)
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Kuvio 2. CD45 20x.

CD45 varjayksen solukko (kuvio 2) on negatiivisesti varjaytynyt. Paikoittain nahdaan
joitakin reaktiivisia lymfosyytteja, jotka ovat tulehdussoluja. Voidaan sulkea pois, etta

kasvainsolukko olisi lymfaattista alkuperaa. (Kero 2011.)



20

Kuvio 3. CD45 positiivinen kontrolli 20x.

Positiivinen kontrolli (kuvio 3) on normaali tonsillakudos, joka on imukudosta. CD45
varjaa B-solut itukeskuksesta ja manttelisoluvybhykkeesta seka T-solut manttelisolu-

vyOhykkeestd. Kuvassa nakyy myds poikkileikkaus verisuonesta. (Kero 2011.)

6.2.3 Sytokeratiinit

Sytokeratiinit (CK) ovat valimuotoisia saikeitd solun tukirangassa. Sytokeratiinit ovat
monigeeninen, monimutkainen geeniperhe, joka koodaa useita eri polypeptideja. Erilai-
sia sytokeratiineja tunnetaan 20 kappaletta. Sytokeratiinit jaetaan kahteen alaluokkaan.
Tyyppi A:han (luokka I) eli happamaan luokkaan kuuluu sytokeratiinit CK9-CK20.
Tyyppi B:hen (luokka II) kuuluu neutraalit (neutral-basic) sytokeratiinit CK1-CK8. Tyy-
pin A sytokeratiinit muodostavat komplekseja tyypin B sytokeratiinien kanssa. Yhdessa

ne muodostavat heterodimeereja. (NordiQC 2011.)

Sytokeratiinit ovat olennainen markkeri erotettaessa epiteelisolualkuperaa olevat karsi-
noomat muista tuumoreista. Suurin osa CK-tyypeistd voidaan yhdistaa tiettyyn epitee-
lisolukkoon. Mikali kasvainsolukko ei ilmenna CK-antigeenia, voidaan olettaa ettd kas-

vainsolukko ei ole epiteelisoluperdinen. (NordiQC 2011.)

CK-Pan vasta-aine, kuten AE1/AE3 sisaltéa useimpia eri sytokeratiinivasta-aineita. Se
on hyddyllinen kun erotetaan karsinoomaa ei epiteliaalisesta malignista tuumorista.

CK-Pan vasta-aineen onkin kuuluttava ensisijaiseen vasta-ainepaneeliin. CK-Pan vasta-
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aine on myds erityisesti kayttokelpoinen diagnosoitaessa metastaaseja. (NordiQC
2011.)

CK7 ja CK20 vasta-aineita kaytetdan selvittdmaan epiteliaalisen karsinooman tyyppia ja
alkuperaa (Kero 2012).

Positiivinen CK7 ilman CK20 positiivisuutta on tyypillinen 16ydds keuhko-, rinta-, endo-
metrium- ja kilpirauhasperaisissa adenokarsinoomissa seka ei musinoottisessa ovario

adenokarsinoomassa ja malignissa mesotelioomassa. (NordiQC 2011.)

CK20 ilmentymista ilman CK7 positiivisuutta esiintyy 80% kolorektaali adenokarsinoo-

massa. Yli puolet soluista on CK20 varjaytyneita. (NordiQC 2011.)

Seka CK 7 etta CK20 ilmentyminen on tyypillistéd valimuotoisessa epiteelisoluperadisessa
karsinoomassa, musinoottisessa ovariokarsinoomassa, maha- ja sappitiekarsinoomassa

seka haima-adenokarsinoomassa. (NordiQC 2011.)

Hepatosellulaarinen karsinooma, prostatan adenokarsinooma, lisamunuaisen kuoren
karsinooma, munuaissolukarsinooma, keuhkojen pienisolukarsinooma ja levyepiteeli-
karsinooma eivat ekspressoi CK7 eika CK20. Poikkeuksia I6ytyy vain satunnaisesti.
(NordiQC 2011.)

Kuvio 4. CK 7 20x.
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CK 7 ei ole varjannyt syopasolukkoa (kuvio 4), kuten ei mydskadan hepatosyytteja. Sap-
pitiehyeet nakyvat hyvin positiiviseksi varjaytyneena. Sappitiehyeen varjdytyminen po-
sitiivisesti maksakudoksessa toimii samalla sisdisenad kontrollina. Negatiiviseksi jaava
syopasolukko ei luultavammin ole epiteelisoluperaista karsinoomaa. (Kero 2011.)

Kuvio 5. CK 7 positiivinen kontrolli 40x.

CK 7 positiivinen kontrolli on maksakudosta (kuvio 5). Siina sappitiehyiden positiivinen
varjaytyvyys toimii kontrollina. Hepatosyytit ovat negatiivisesti varjdytyneitd. Kuvassa
nakyy hyvin varjaytyneena nukleolit eli tumajyvaset. (Kero 2011.)

Kuvio 6. CK 20 20x.

CK 20 varjays (kuvio 6) on kokonaan negatiivinen, eli kyseessa ei todennakdisesti ole
adenokarsinooma. (Kero 2011.)
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Kuvio 7. CK 20 10x positiivinen kontrolli.

CK 20 positiivisena kontrollina toimii suoli (kuvio 7), jonka pinnan kryptan epiteelisolut
varjaytyvat positiivisesti. Syvemmalla kryptissa on yksittdisia neuroendokriinisia soluja.

Neuroendokriinisten solujen tehtavana on erittdd hormoneja. (Kero 2011.)
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Kuvio 8. CKPAN 20x.

Kasvainsolukko CKPAN negatiivinen (kuvio 8). Kasvain ei todenndkdisesti ole epitee-
lisoluperdainen. Hepatosyyttien sytoplasma varjaytyy vasta-aineessa olevalla CK8:lla
positiivisesti, kuten normaalissakin maksakudoksessa. Myo6s sappitiet varjaytyvat hyvin.
(Kero 2011.)
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Kuvio 9. CKPAN positiivinen kontrolli 20x.

CKPAN vasta-aineen positiivisena kontrollina toimii suoli (kuvio 9). Suolen kryptien epi-
teelisolut varjaytyvat positiivisesti. Kryptan keskelld on lumen, joissa varjaytymatodn

alue on limaa. (Kero 2011.)

- =

Kuvio 10. Suolen lihaskerrokset 20x.

Kryptien lomassa on sidekudosta ja sen alla (kuvio 10) pitkittdinen lihaskerros, jonka

alla taas poikittainen lihaskerros (Kero 2011).

6.2.4 Estrogeeni- ja progesteronireseptori

Estrogeeni- (ER) ja progesteronireseptorit (PR) kuuluvat tumareseptoreiden suureen

geeniperheeseen. Vapaana tumareseptorit ovat sytoplasmassa, mutta hormonin tartut-
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tua niihin, ne siirtyvat tumaan ja kiinnittyvat saatelemansa geenin promoottorialueelle
aloittaen transkription. Tumareseptoreissa on tyypillisesti kolme domeenia. C-paa joka
sitoo hormonin, DNA:han kiinnittyva keskiosan domeeni ja N-paa joka kiinnittyy tran-

skriptiota aktivoivaan domeeniin. (Heino — Vuento 2009: 269.)

ER- ja PR-reseptoreita 16ytyy normaalista rintarauhaskudoksesta ja niiden tehtdavana on
sitoa niille spesifeja hormoneja, estrogeenia ja progesteronia. Normaalissa rintarauhas-
kudoksessa varjays on homogeeninen ja vaihtelee kuukautiskierron mukaan. Estro-
geenituotanto saa aikaan myds progesteronituotannon, joten tuumorisoluissa ER-
reseptoripositiivinen solu voi olla joko PR-reseptoripositiivinen tai -negatiivinen. Hor-
monireseptoripositiivinen rintasydpa on ennusteeltaan parempi, kuin hormoniresepto-

rinegatiivinen rintasydpa. (Bhargava — Esposito — Dabbs 2009: 800.)

Kuvio 11. Estrogeenireseptori 40x.

Estrogeenireseptorivarjdys (kuvio 11) on negatiivinen. Kyseisen potilaan kohdalla voi-
daan todennakdisesti pois sulkea etta maksasta ldydetty syopa ole ei rintasydpakudos-
ta, koska potilaan aiempi rintasyopa on ollut estrogeenireseptoripositiivinen. (Kero
2011.)
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Kuvio 12. Estrogeenireseptori positiivinen kontrolli 20x.

Estrogeenireseptorin positiivisena kontrollina toimivat duktaalinen karsinooma ja cervix-
kudos. Duktaalisessa karsinoomassa (kuvio 12) nahdaan tumavarjayksessa intensiteetti
eroja. Vari diffuntoituu jonkin verran sytoplasmaan. Sy6épasolujen valissa oleva strooma

eli sidekudos on negatiivisesti varjaytynyt. (Kero 2011.)

Kuvio 13. Estrogeenireseptori positiivinen kontrolli 10x.

Kohdunkaulassa (cervix) paallimmadinen solukko on levyepiteelisolukkoa (kuvio 13).
Levyepiteelisolut varjaytyvat pohjasta pinnalle. Myds strooman solut ovat positiivisesti
varjaytyneet. Reunalla ndhddan cervixrauhanen, jonka tehtdva on tuottaa limaa. (Kero
2012.)
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6.2.5 MART-1/ Melan-A

Melan-A on melanosyyttien erillaistumiseen liittyva antigeeni. Melan-A tunnetaan myds
nimellda MART-1 (melanoma antigen recognized by T cells). Melan-A geeni koodittaa
proteiinia, jolla on yhteys endoplasmiseen retikulumiin ja melanosomeihin. Proteiinin
tehtdva on tuntematon. Se ilmentyy kaikissa normaaleissa melanosyyteissa ja melano-
syytti solulinjoissa. (NordiQC 2011.)

Melan-A ilmentyy 80-100%:ssa maligneissa melanoomissa. Metastaaseissa varjays voi
olla epatasainen ja harvemmin positiivinen kuin vastaavassa primaari tuumorissa. Me-
lan-A on osoittautunut tarkeimmaksi melanooma markkeriksi. Se on melanoomassa
spesifimpi kuin S-100 proteiini. (NordiQC 2011.)

Kuvio 14. MART-1 40x.

Solut, joiden sytoplasma on punaiseksi varjaytynyttd, ovat malignia solukkoa (Kuvio
14). MART-1 antigeeni karsii helposti autolyysista, joka voi vaikuttaa varjdyksen inten-
siteettiin. Autolyysi on tyypillista ruumiinavausndytteessa. (Kero 2011.)
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Kuvio 15. MART-1 positiivinen kontrolli 20x.

MART-1 positiivinen kontrolli on normaali ihondyte (kuvio 15). Thon ylimmassa kerrok-

sessa eli epidermiksessa nahdaan basaalisesti melanosyytteja. (Kero 2011.)

6.2.6 HMB-45

HMB-45 (Human Melanoma, Black) eli MSA (Melanosoma antigen) on osittain tuntema-
ton oligosakkaridin sivuketju, joka voidaan tunnistaa HMB-45 vasta-aineella. Proteiinia
koodittaa gp100-cl geeni. HMB-45 esiintyy vain epakypsissa ja aktivoituneissa melano-
syyteissa. (NordicQC 2007.)

HMB-45 on positiivinen 60-90%:ssa maligneissa melanoomissa. Koska HMB-45 on hy-
vin spesifi markkeri, sita kaytetdan yleisesti melanooman erotusdiagnostiikassa. Se on
kuitenkin véhemman spesifi kuin Melan-A. HMB-45 on vaihtelevassa maarin positiivinen
myds muissa benigneissa melanosyyttisissa tuumoreissa, kuten luomityypeissa junction
naevus tai compound naevus. Myds muissa tuumoreissa on esitetty HMB-45 positiivi-
suutta. Tallaisia ovat mm. pehmytosa melanooma, hepatoblastooma, feokromosy-

tooma ja schwannoma. (NordicQC 2007.)
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Kuvio 16. HMB-45 10x.

Melanoomasolujen sytoplasma varjaytyy voimakkaasti punaiseksi HMB-45 vasta-
aineella (kuvio 16). Hepatosyytit jadvat kokonaan varjaytymatta. Varjayksella on help-
po erottaa myds pigmentoituneet kasvainsolut. (Kero 2011.)

Kuvio 17. HMB-45 positiivinen kontrolli 40x.

HMB-45 positiivisena kontrollina toimii melanoomakudos (kuvio 17), jossa malignien

solujen sytoplasmat varjaytyvat punaisella.

6.2.7 MIB-1

MIB-1 eli Ki-67 proteiini sijaitsee tumassa. MIB-1 proteiinilla on keskeinen rooli solupro-

liferaatiossa. Kyseinen proteiini esiintyy jokaisessa solusyklin vaiheessa, lukuun otta-
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matta GO- eli lepovaihetta. G1- eli proteiinisynteesivaiheen jdlkeen taso nousee edel-
leen S- eli DNA-synteesivaiheeseen, saavuttaen huippunsa mitoosivaiheessa. Mitoosin

(M) loppuvaiheessa proteiini pilkotaan nopeasti. (NordicQC 2009.)

MIB-1 vasta-aineella voidaan selvittda tuumorisolujen proliferaatioaste (MIB-indeksi).
Se on yksi peruste, jonka avulla arvioidaan tuumorin aggressiivisuutta ja syévan ennus-
tetta. (Kero 2011.)

Kuvio 18. MIB-1 20x.

Joitakin positiivisia soluja eli kasvainsoluja on nahtdvissa harvakseltaan (kuvio 18).
Maadritelladan MIB-indeksi eli proliferaatioindeksi laskemalla tietystda madrdsta fokuksia
positiivisten solujen suhde kokonaissolumadraan. Kyseinen syépa on nakyman mukaan
hitaasti jakautuva eli ei aggressiivisesti kayttaytyva sydpatyyppi. Obduktiondytteessa
proliferaatioindeksi ei ole taysin luotettava, vaan voi vaihdella hieman mahdollisen au-

tolyysin vuoksi. (Kero 2011.)
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MIB-1 positiivinen kontrolli on tonsillakudos (kuvio 19). Itukeskuksessa jakautuvat B-
lymfosyytit ovat positiivisia. Itukeskuksissa jakautumisaktiivisuus on korkea. Lymfosyy-
tit kypsyvat itukeskuksesta sisaltd ulospadin ja manttelisoluvythykkeelld ndhdaan yksit-

taisia positiivisia soluja. (Kero 2011.)
6.2.8 Johtopaatts ruumiinavausnaytteista

Potilaan valittdmaksi ja peruskuolinsyyksi patologi ehdottaa malignia metastasoinutta
melanooma. Melanooma on metastasoinut maksan lisdksi ainakin pernaan. Malignin
melanoomakudoksen lisdantyminen maksassa on todenndkdisesti johtanut maksan
toiminnan hiipumiseen. Se on voinut aiheuttaa potilaalle plasman proteiinisynteesin
hairiintymisen, kuten hyytymistekijoiden toimintahdiriditd. Samoin maksan muu nor-
maali metabolia, kuten energiavarastojen sekd rasva-aineenvaihdunnan vaheneminen

ovat voineet aiheuttaa elimistdn toiminnan heikentymisen. (Ristimaki 2012.)

6.3 Rintasyopatapaus

Jokaisesta leikatusta rintasydpakudoksesta tehdaan HUSLABin patologian keskuslabo-
ratoriossa rutiinisti hematoksyliini-eosiini varjays seka reseptorivarjaykset, jotka ovat
MIB-1-, estrogeeni- ja progesteronireseptori- seka cerbB-2-
antigeeninosoitusvarjaykset. Nailld immunohistokemian antigeeninosoitusvarjayksilla
paatetdan jatkovarjaysten tarve seka tyypitetddn rintasydpa. Varjaysten tuloksella on

myds suuri painoarvo potilaan hoitojen valinnan suhteen.
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Paksuneulandyte on otettu kainalon imusolmukkeesta. Varsinainen rintasyépa on lei-
kattu ja diagnosoitu 11 vuotta aiemmin eli kyseessa on uusiutunut rintasyopa. Nyt tyy-
pitetéan kainalosta I6ytynyt rintasydvan metastaasi, joka on yksi vahvimmista perus-

teista sille, miten potilaan rintasy6paa aletaan hoitaa.

Hematoksyliini-eosiinivarjayksen, estrogeenireseptori- ja MIB-1-antigeeninosoitusvar-
jaysten taustatiedot sekd positiivisten kontrollien laatukriteerit 16ytyvat aiemmin ope-

tusmateriaalissa esiteltyjen ruumiinavaustapauksen varjaysten yhteydesta.

6.3.1 Hematoksyliini-eosiini

Hematoksyliini-eosiini taustatiedot ja laadunvarmistus sivulla 18.

Kuvio 20. Hematoksyliini-eosiini 20x.

Kuvassa (kuvio 20) nahdaan duktaalinen karsinooma. Sydpdsolujen nahdadn muodos-
tavan edelleen tiehyitd, kuten rintarauhasen solut normaalisti tekevat. Sen vuoksi ky-
seinen sydpa luokitellaan kuuluvaksi gradus 2 luokkaan. Luokassa kolme tiehyet olisivat
muuttuneet mattomaiseksi muodostelmaksi. Sydpasolujen valissa nahdaan sidekudos-
ta. (Kero 2011.)

6.3.2 Estrogeenireseptori

Estrogeeniresrptorivarjdyksen taustatiedot ja kontrollivarjdys sivulla 24.



33

Kuvio 21. Estrogeenireseptori 20x.

Kasvainsolut ovat estrogeenireseptorin osalta lahes 100% positiivisesti varjaytyneet
(kuvio 21). Tassa tuma-antigeenivarjdyksessa nahdaan eri solujen valilla selvia intensi-
teettieroja ja intensiivisen varjayksen vuoksi varin diffuntoitumista sytoplasmaan. Valis-

sa negatiivisesti varjaytynytta sidekudosta. (Kero 2011.)

6.3.3 Progesteronireseptori

Kuvio 22. Progesteronireseptori 20x.

Progesteronireseptori on myds tuma-antigeenivarjdys. Noin 80% kasvainsoluista on
positiivisesti varjaytynyttd (kuvio 22). Myds tdssa varjayksessd nahdaan eri solujen
valilla selvia intensiteettieroja ja varin diffuntoituminen tumasta sytoplasmaan. (Kero
2011.)
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Kuvio 23. Progesteronireseptori positiivinen kontrolli 20x.

Progesteronireseptorivarjdyksen positiivisena kontrollina toimii kohdunkaulan kudos
(kuvio 23), jonka paallimmainen solukko on levyepiteelisolukkoa. Levyepiteelisolut var-
jaytyvat positiivisesti pohjasta pinnalle. My6s strooman solut ovat positiivisesti varjay-
tyneet. (Kero 2012.)

6.3.4 MIB-1

MIB-1-varjdayksen taustatiedot ja kontrollin varjaytyvyys sivulla 29.
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Kuvio 24. MIB-1 20x.
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Maadritellaan MIB-indeksi eli proliferaatio-indeksi laskemalla 5-6 fokuksesta positiivisten
ja negatiivisten solujen lukumdara. Kyseisessa syopakudoksessa (kuvio 24) nahdaan
25-30% eli keskivahvasti positiivista varjaytyvyytta. (Kero 2011.)

6.3.5 C-erbB-2 Immunohistokemiallinen varjays

C-erbB-2 on tyrosiinikinaasireseptori, jota HER-2/neu-geeni koodittaa (human epider-
mal growth factor). Se sijaitsee solukalvolla ja sen tehtavana on aktivoida sytoplasman
tosiolahetteja fosforyloimalla niitd. Ne puolestaan aktivoivat kasvutekijoita, joilla on
keskeinen merkitys solun kasvun ja monistumisen saatelyssa. HER-2/neu-geeni ylieks-
pressoituu monissa sydpakasvaimissa, kuten rintasydvassa. Se johtuu kromosomissa
17 sijaitsevan HER-2neu geenin monistumasta. Kyseistd geenimonistumaa tavataan
noin 15-30%:ssa rintasyovista. (HUSLAB Patologian keskuslaboratorio Immunohisto-
kemia, tydohjeet 2011: 18.) Reseptori sitoutuu aktivoituessaan itsensa tai muiden
HER2-perheeseen kuuluvien kuuluvien jasenten kanssa ja aktivoi ndin solunsisdisen
signalointireittinsa. Se ei siis tarvitse aktivoituakseen spesifin kasvutekijan kiinnittymis-

ta reseptoriin. (Joensuu ym 2007: 497.)

C-erbB-2 on vasta-aine, joka tunnistaa kyseisen tyrosiinikinaasireseptorin solukalvolta.
Varjdys perustuu immunohistokemian varjdykseen ja on seulontatyyppinen varjays

ennen in situ-hybridisaatiolla suoritettavaa geenimonistumatestia.

Kuvio 25. C-erbB-2 20x.
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Sytoplasmassa ndahdaan positiivista varjaytymistd, joka hieman verkottuu (kuvio 25).
Syopdkudos on siis 2+ positiivinen. Tuloksen perusteella suoritetaan in situ-

hybridisaatio, jolla tutkitaan onko kyseessa Her2-geenin monistuma. (Kero 2011.)

Taulukko 1. CerbB-2 varjdyksen arvioinnin kriteerit (Roche Diagnostic 2011a: 6).

Varjayksen kuviointi Tulos Luokitus In situ
Ei varjaytyvyytta (kuvio 26). 0 Negatiivinen Ei tehda
Heikkoa varjaytyvyytta osassa syo- 1+ Negatiivinen Ei tehda
pasoluja (kuvio 27).
Heikkoa ja kohtalaista varjaytyvyytta 2+ Raja-arvo Tehdaan
>10 % syo6pasoluissa (kuvio 28).
Vahvaa varjaytyvyyttéa =10 % syo6- 3+ Positiivinen Tehdaan
pasoluissa (kuvio 29).

Kuvio 26. C-erbB-2 negatiivinen kontrolli 40x.




Kuvio 27. C-erbB-2 1+ kontrolli 40x.

Kuvio 28. C-erbB-2 2+ positiivinen kontrolli 40x.

Kuvio 29. C-erbB-2 3+ positiivinen kontrolli 40x.

37
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6.3.6 C-erbB-2 In situ-hybridisaatio

In situ-hybridisaation tarkoituksena on osoittaa tietty spesifi nukleiinihappojakso. Ky-
seinen, kromosomissa 17 sijaitsevan HER2-geenin tunnistukseen kaytettdva koetin
(probe) on noin 200 000 bp mittainen (Roche Diacnostic 2011b: 186). Naytteesta
madritettdva DNA:n nukleiinihapposekvenssi saadaan nakyvaksi komplementaarisella
nukleiinihappokoettimella. Koetin on leimattu DNP:lla (dinitrofenoli), joka sitoutuu
HER2-geenin komplementaariseen osaan. DNP:iin sitoutuu kanissa tuotettu anti-DNP.
UltraWiev-polymeerikitissa oleva vuohessa tuotettu HRP-molekyyleilla konjugoitu anti-
kani vasta-aine kiinnittyy kompleksiin. Naytteeseen lisatadn hopea-asetaatti, hydro-
kinoni ja vetyperoksidi. Hydrokinoni pelkistdd hopea-ionit hopeaksi ja reaktiota kataly-
soi HRP:n substraatti vetyperoksidi. Mikroskoopissa hopeasakka voidaan nahda pienina
mustina pisteina tumissa. (HUSLAB Patologian keskuslaboratorio Immunohistokemia,
ty6ohjeet 2011: 37.)

Jokaisessa solussa on normaalisti kaksi kromosomia, joiden kummankin alleelin sama
geeni varjaytyy pisteeksi. Her2-geenin monistuman kannalta negatiivisena pidetaan
solua, jossa yhdessa solussa nahdaan alle kuusi geenikopiota (pistettd)/ kasvainsolun
tuma. (Kero 2012.)

Kuvio 30. HER-2neu in situ-hybridisaatio 40x.

Kyseisen syopakudoksen soluissa nahdaan yksi tai kaksi pistetta/ tuma (kuvio 30), jol-

loin solukko todetaan Her-2 geenimonistuman osalta normaaliksi (Kero 2011).
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Kontrollina toimii ndytteen sisdinen kontrolli, potilasndytteessa olevat sidekudossolut ja
verisuonen seinaman endoteelisolut. Naissa soluissa tulee néhda normaalit 1-2 signaa-
lia. (Kero 2011.)

Signaalimaaran ollessa >10 tai mikali lasilla ndhdaan klustereita, Her2-geeni on monis-
tunut (Kero 2012).

Mikali havaitaan matala-asteista Her2-geenin monistumaa (6-10 signaalia/ kasvainso-
lun tuma), tehdadn varmistus kromosomi 17 sentromeerikoettimella. Talld halutaan
selvittdd onko kyseessa kromosomin 17 polyploidia vai onko kyseessa Her2-geenin
todellinen matala-asteinen monistuma. Kaytédnndssa HER2neu in situ-hybridisaation
signaalimaara jaetaan kromosomi 17 sentromeerikoettimen in situ-hybridisaation sig-
naalimaaralld. Mikali suhdeluku on > 2, Her2-geenin monistuma on totta. Mikali suhde-
luku on <2, kyseessa on kromosomin 17 polyploidia, jolloin Her2-geenin matala-

asteinen monistuma ei ole totta. (Kero 2012.)

6.3.7 Rintasy6van hoito ja ennuste

Tama osuus on kirjoitettu Sydpatautien klinikan jonohoitajan sairaanhoitaja Kirsi Lintu-
lan kanssa kdymani keskustelun ja hanelta saamani materiaalin seka kirjallisuuden
pohjalta. Hoito-osuus on laadittu opinnaytetyén tarpeita varten, jotka on perusteltu
opinndytetydn viitekehysosuudessa. Potilaan hoidosta paattda onkologi, huomioiden

mahdollisesti myds muita potilaan hoidossa olennaisia asioita.

Koska kyseinen rinnan paksuneulandyte on otettu kainalon metastaasista, potilaalla on
todettu metastasoinut rintasy6pa. Metastasoinutta rintasyopaa hoidetaan solunsalpaa-
jahoidolla. Ensisijainen solunsalpaaja on Doketakseli. (Mattson 2011.) Doketakseli on
mitoosin estdja, joka stabiloi mikrotubuluksia ja estda siten solun jakautumisen. Se
myds hairitsee solun toimintaa. Doketakseli kuuluu taksaaneihin, joka on marjakuuses-
ta eristetty inaktiivisen taksaanin puolisynteettinen johdannainen. (Joensuu 2007: 181-
182.)

Koska kyseessa on yli 65-vuotias potilas, harkitaan my6s Pedfilgrastiimi (Neulasta),

joka on neutropenian estoon tarkoitettu ladke (Mattson 2011). Sytostaattihoito aiheut-
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taa neutropeniaa, hiusten 1ahtd4, lihas-, nivel- ja luustosarkyja. Osalla potilaista se ai-
heuttaa limakalvo-oireita, kuten ripulia, suun limakalvojen arkuutta, makuaistin heiken-
tymista ja limakalvohaavaumia. Myds kynsimuutoksia, puutumisia ja pistelyja kasissa ja
jaloissa saattaa esiintya. Kolmen vuorokauden mittaisella kortisonikuurilla pyritadn en-
naltaehkdisemaan Doketakselin aiheuttamia yliherkkyysreaktioita. Muita sivuvaikutuksia
hoidetaan oireenmukaisella hoidolla. (Liitdnndishoitoa saavan rintasydpéapotilaan ohje
2012: 1.)

Vahvasti positiiviset estrogeeni- ja progesteronireseptorit ovat merkki paremman en-
nusteen omaavasta rintasyvasta. Ne antavat aiheen hormonihoidolle, jonka tyyppi on
riippuvainen siita, onko potilas jo pre- vai postmenopausaalinen. Tapauksemme iakas
potilas, joka on postmenopausaalinen, hoidetaan aromataasinestdjillda. Hoito jatkuu
kolmen vuoden ajan, jonka jalkeen voidaan jatkaa tamoksifeenilla (kuten pre-

menopausaaliset). (Mattson 2011.)

Menopausissa estrogeeneja muodostuu perifeeristen kudosten androgeeneista. Aroma-
taasiestdjien toiminta perustuu steroidisynteesin entsyymien inhibitioon tai inaktivaati-
oon, jolloin steroidin tuotanto estyy. Inaktivaattorit sitoutuvat pysyvasti entsyymin ak-
tiiviseen osaan "substraattitaskuun”, jolloin entsyymin toiminta estyy pysyvasti. Inhibiit-
torit kilpailevat sitoutumalla aromataasikompleksiin niin, etta ladkevaikutuksen loputtua

entsyymin toiminta palautuu ennalleen. (Kataja — Johansson 2007: 199-200.)

Trastuzumabi liitdnndishoidosta potilas ei hyody, koska kasvaimessa ei ole HER2neu-
geenin monistumaa. Trastuzumabi on vasta-ainehoito HER2-(tyrosiinikinaasireseptori)
antigeenia vastaan. Se on monoklonaalinen vasta-aine, joka aiheuttaa soluvalitteisen
solutuhon ja kasvutekijareseptorin signaalin estymisen. Sita kdytetdan liitdnnaishoitona
potilailla, joiden rintasytvassa on todettu HER2neu-geenin monistuma in situ-
hybridisaatiolla. (Meri — Leppa 2011: 414.)

Tarkemman ennusteen tekee potilasta hoitava ldakari mahdollisten kuvantamisléydds-
ten ja patologin tekemien I6yddsten perusteella. Ennuste tehddan TNM-luokituksen
perusteella. (Ristimaki 2012.)
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7 Prosessin ja tuotoksen arviointi

Olen tehnyt opinndytetydni itseani kiinnostavasta aiheesta, itse kokemastani tarpeesta
opiskelijavastaavana seka kehittyakseni omalla erikoisalallani. Olen saanut asiantuntija-
apua ja kannustusta monelta alansa ammattilaiselta. Olen pyrkinyt tekstissani kerto-
maan asiat bioanalyytikon kielelld ja siind laajuudessa kuin koulutus antaa meille val-

miudet asioita ymmartaa.

Diagnostiikka on tehty rutiinindytteiden tapaan, kayttden samoja laadunvarmistusme-
todeja kuin tavalliselle potilasnaytteelle kdytémme. Nain ollen, akkreditoituna laborato-

riona, varjaysten tulos on luotettava.

Taustatietdmykseni ei luonnollisesti kata diagnoosin tekijan eli patologin tietamysta
tautien diagnosoinnista, kuten ei mydskaan sairaalasolubiologin asiantuntemusta. Sen
vuoksi tekemiani tulkintoja ei saa pitaa yleispatevina. Tydni sisallén varjdysten tulkin-

nan osalta on tarkastanut opinnadytetytohjaajani sairaalasolubiologi Mia Kero.

Opetusmateriaalin viitekehysosuuden on tarkastanut ja oikolukenut HUSLABIn Patologi-
an ja genetiikan vastuualueen Patologian laboratorioiden kliininen asiantuntija Marjo

Tolppanen. Han on ottanut kantaa my6s osaamistavoitteiden laadintaan.

Olen testannut opetusmateriaalia kevaan 2012 opiskelijoiden kanssa, jotka ovat suorit-
taneet histo- ja sytologian kdytédnndn jakson tydpaikallani. Opetusmateriaali on palvel-
lut kdytannonjaksoa tarkoituksenmukaisesti. Olemme kayneet |api immunohistokemian
teoreettisia periaatteita opiskelijoiden kanssa kaytannon tyén lomassa. Opetusmateri-
aalia lapikdydessamme opiskelijat ovat tuoneet esiin omaa teoriaosaamistaan, esitta-
neet kysymyksid, pohtineet, kyseenalaistaneet, havainnoineet sekd esittdneet omia
oletuksia ja johtopaatdksia. Opetustilanteet ovat olleet vapaamuotoisia ja rentoja. Kes-
kustelut ovat rdnsyilleet aiheesta toiseen. Opetustilanteet ovat myds olleet hyvin eri
tyyppisia, riippuen opiskelijasta ja siitda kuinka suurella kokoonpanolla olemme olleet
mikroskopoimassa. Opiskelijat ovat kertoneet materiaalin sisallén olleen mielenkiintoi-

nen, havainnollinen ja innostava.

Olen oppinut tdhanastisissa opetustilanteessa sisdistamaan opetusmateriaalin teoriatie-

dot. Olen my6s huomannut puutteita ja korjannut niitd sitd mukaa kun ne ovat tulleet
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esille. Kaytanndn opetustilanteista on ollut hyétya myds opetusmateriaaliosuuden ja-
sentamisessa, eli siind, missa jarjestyksessa on kaytanndllistd esittda asiat kirjallisessa
osuudessa. Nain tieto on mikroskopoidessa helpompi 16ytéa. Oppiessani jatkuvasti pa-
remmin sisdistamaan opetusmateriaalia, pystyn ohjaajana luomaan tilanteen, jossa
voin johdatella opiskelijaa toimimaan tietyin tutkivan oppimisen keinoin. Toisin sanoen,
auttaa opiskelijaa entistd paremmin reflektoimaan opetusmateriaalin sisdltamia asioita
ja tuomaan esiin aiemmin oppimaansa, kertomatta liilan helposti valmiita vastauksia ja

tulkintoja.

Olen laatinut opinnaytetydssani osaamistavoitteet immunohistokemian kaytannén har-
joittelujaksolle. Jatkossa tulemme keskittymdan aiempaa enemman opiskelijoiden har-
joittelujakson osaamisen arviointiin. Osaamisen arviointi tapahtuu kaytannon tydvaihei-
den lomassa ja on painottunut kdytanndn harjoittelujaksolla 1ahinna aktiivisuuteen ja
kaytannon laboratoriotyon suorittamiseen. Jatkossa varmistetaan myos ettd opiskelija

on sisaistanyt osaamistavoitteiksi laaditut asiakokonaisuudet.

Kollegojen perehdyttdminen alkaa mahdollisimman pian opinndytetydn valmistuttua.
Perehdytyksen olen suunnitellut tapahtuvan ensin pienryhmissa, myéhemmin yhdessa
opiskelijoiden kanssa kaytanndn jakson opetustilanteessa. Opetusmateriaalin sisallén
lisdksi kerron tutkivan oppimisen teoriayhteydestd ja niisté elementeistd, joita olen

suunnitellut kaytettdvan opetustilanteissa.

8 Pohdinta

Opinnaytetyoni yksi haasteellisimmista osuuksista antigeeninosoitusvarjaysten mikros-
kopoinnin lisdksi oli tutkivan oppimisen teorian osien soveltaminen opetusmateriaaliin.
Olen kuitenkin onnistunut tavoitteessa hyvin. Opinndytetyon loppuvaiheessa huomasin
yllattéden tehneeni itse opinnaytetydni kayttden juuri kyseista tutkivan oppimisen mene-
telmaa. Alussa oli idea, jota rakentaessa etsin ja I0ysin tietoa joka kumuloitui aina ai-
empaan oppimaani. Sen johdosta syntyi uusia kysymyksid, joihin aktiivisesti etsin vas-
tauksia. Opinnaytetyon rajaus ja aikataulu pitivat mielenkiintoni kohteet aisoissa. Tosin

tiedan oppineeni paljon sellaistakin, jota en ole opinndytetydhdni kirjoittanut.
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Opinndytety6tani, etenkin opetusmateriaali osuutta varten olen tarvinnut useiden asi-
antuntijoiden apua. Rohkeasti kysymalla olen saanut apua ja tukea aina kun sita olen
pyytanyt. Se on ollut mahdollista, koska olen tydni kautta ymmartanyt asiantuntija yh-
teyksien tarkeyden ja mahdollisuudet. Taman asian tiedostaminen olikin yksi opinndy-
tetyon aiheen valinnan innoittaja. Opinndytetyd ei olisi ollut mahdollinen ilman naita

asiantuntijakontakteja.

Oma oppiminen ja kehittyminen immunohistokemian ymmarryksen osalta on ollut vie-
Iakin suurempi ilon ja innostuksen aihe kuin ennalta osasin odottaa. Léysin uutta tietoa
ja vahvistin aiempia oletuksiani niista asioista, joita olen opinndytetydssani selvittanyt.
Solubiologian, perimdn ja perimdan tutkimusten luentokokonaisuudet tuottivat myo6s

nadita yllatyksia suorilla yhteyksilldédn immunohistokemiaan.

Opetusmateriaalia on mahdollista tuottaa lisaa paljon kevyemmin keinoin. Sita voidaan
jatkossa tuottaa esimerkiksi havaitessa rutiinitydssa mielenkiintoinen potilastapaus.
Kaytannodssa muutamalla varjaykselld ja luonnehtimalla potilastapaus lyhyesti, voidaan
hakea opinndytetytn tekemisen my6ta tutuiksi tulleista lahteista tarvittavat taustatiedot
case-tyyppista tapausta varten. Opiskelijoille voisi antaa kaytannoén jaksolla téllaisia

pienimuotoisia tehtavia selvittda jonkin tietyn varjayksen teoriaosuus.

Olen tutustunut kirjallisuuteen rakentaessani opinndytetydtani. Osaa tasta kirjallisuu-
desta olen ehdottanut hankittavaksi laboratorioomme opiskelijoiden ohjauksen tueksi.
Sama kirjallisuus palvelee myds henkilékuntaa silloin, kun asioiden taustoista halutaan
tai on terve tietda enemman. Myos omat tiedonhakutaidot ovat kehittyneet. Niita tieto-
ja voin hyddyntda seka opiskelijoiden ohjauksessa, tydssani ja mahdollisissa jatko-

opinnoissa.

Olen kokenut erityisen palkitsevana opiskelijoiden ja myds ty6tovereideni innostuksen
opinndytetyotani kohtaan. Vaikka alussa materiaalin Iapikayminen onkin ollut vield har-
joitteluvaiheessa, olemme silti saaneet aikaan hyvia vuorovaikutustilanteita, joissa
my0s opiskelijat ovat uskaltaneet heittdytya mukaan pohdintaan. Opetusmateriaali on

siis lahtenyt toimimaan juuri niin kuin olen toivonutkin.
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