PIRKANMAAN
AMMATTIKORKEAKOULU

IMMUNOHISTOKEMIA
KOIRIEN MELANOOMAN DIAGNOSTIIKASSA

Liisa Venho
Miia Viheriakoski

Opinnaytetyo

Lokakuu 2009

Bioanalytiikan koulutusohjelma
Pirkanmaan ammattikorkeakoulu



TIVISTELMA
Pirkanmaan ammattikorkeakoulu
Bioanalytiikan koulutusohjelma, KO6MBIOAN

VENHO, LIISA & VIHERIAKOSKI, MIIA:
Immunohistokemia koirien melanooman diagnostiikassa.

Opinnaytetyo 67 s., liitteet 7s.
Syyskuu 2009

Opinnaytetydbmme aihe, Immunohistokemia koirien melanooman diagnostiikas-
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The aim of our bachelor’s thesis is to improve canine melanoma diagnostics.
We obtained our subject from Histola Research Ltd. It is a prominent contract
research organization providing a broad range of research and testing services
for pharmaceutical, chemical, bio and cosmetic industries as well as for different
research institutes and researchers. Immunohistochemistry is not used in ani-
mal cancer diagnostics in Finland, so the need for this study is real. In United
States of America immunohistochemistry is used routinely in veterinary diag-
nostic laboratories. Our study is based on their manners and we have gathered
information about antibodies they use. Based on this information, we have
created proposal of diagnostic antibody panel to improve canine melanoma di-
agnostics. We chose melanoma as our research subject because it is common
in dogs and usually malignant.

Our bachelor’s thesis contains theory about canine cancer, melanoma and im-
munohistochemistry. This study also includes documentation of our experimen-
tal proportion in which we tested 13 human antibodies in canine tissues. As a
result eight antibodies gave positive reaction. Grounded on these results, Histo-
la Research Ltd. will continue the testing of antibodies.
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1 JOHDANTO

Opinnaytetydbmme aiheena on immunohistokemia koirien melanooman diagnos-
tiikassa. Tarkoituksenamme on selvittdaa mita uutta se tarjoaa perinteisten histo-
logisten menetelmien lisdna. Immunohistokemia on antigeenin osoittamista his-
tologisesta naytteesta eli kudosleikkeesta sille spesifisella vasta-aineella. Mene-
telmaa kaytetdan kasvaindiagnostiikassa silloin, kun morfologian ja Kkliinisten
tietojen avulla ei voida tehda tarkkaa diagnoosia kudoksessa olevasta sairau-
desta. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 133; Miller 2002, 421.)

Saimme opinnaytetydbmme aiheen Histola Research Oy:lta. Histola Research
Oy on terveys-, turvallisuus- ja ymparistdalan palvelulaboratorio, joka tarjoaa
tutkimus- ja testauspalveluja muun muassa laake-, kemian-, bio- ja kosmetiikka-
teollisuudelle seka eri tutkimuslaitosten ja tutkijoiden kayttéon. (Histola Re-
search Oy 2007.) Aiheen meille antoi Histola Research Oy:n hallituksen pu-
heenjohtaja, dosentti Immo Rantala, mutta tyon varsinaisena ohjaajana toimi

solubiologi Teemu Honkanen.

Immunohistokemia on vakiinnuttanut asemansa ihmisten kasvaindiagnostiikas-
sa, mutta kliinista immunohistokemiaa harjoittavia elainlaboratorioita ei poh-
joismaissa, Tanskaa lukuun ottamatta, viela ole. Histola Research Oy:n tavoit-
teena on tuoda immunohistokemia Suomeen tarkentamaan kotieldinten kas-
vaindiagnostiikkaa. Yhdysvalloissa immunohistokemia on rutiinikdytossa myos
elainlaboratorioissa ja olemme ty6ta tehdessdmme tutustuneet siellda kaytdssa

oleviin vasta-ainepaneeleihin. (Rantala 2008.)

Opinnaytetydomme tarkoitus on olla mukana kehittdmassa diagnostista vasta-
ainepaneelia koirien melanoomadiagnostiikan parantamiseksi. Kohde-elaimeksi
valittiin koira, koska niiden maara Suomessa kasvaa jatkuvasti ja nyky-
yhteiskunnassa koirien hyvinvointiin ollaan valmiita panostamaan entista
enemman. lhosyovat ovat yleisimpia koirien syopatauteja ja valitsimme tutkitta-
vaksi syovaksi melanooman, silla se on usein pahanlaatuinen ja lahettaa etais-
pesakkeita eli metastasoi. Projektin tavoitteena on selvittaa jo kaytdssa olevia

diagnostisia vasta-ainepaneeleita ja keskittya immunohistokemiallisten mene-
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telmien tuomiin etuihin koirien melanoomadiagnostiikassa. Tarkoitus on myos
luoda ehdotelma diagnostisesta vasta-ainepaneelista, jota voitaisiin kayttaa
vastaamaan Suomen elainlaaketieteen tarpeita. (Rantala 2008.) Tehtavanam-
me tassa projektissa on selvittdd Yhdysvalloissa kaytdssa olevia vasta-
ainepaneeleja. Opinnaytety0 sisaltdda myos kokeellisen osuuden, jossa tehta-
vanamme on alustava humaanidiagnostiikassa kaytettavien vasta-aineiden toi-
mivuuden testaus koiran kudoksissa. Ty0 sisaltaa taman kokeellisen osuuden
dokumentoinnin. Histola Research Oy jatkaa vasta-aineiden koestusta ja suorit-

taa tarvittavat sisaanajot.

Kokeellisen osuuden lisaksi opinnaytetydmme sisaltaa teoriatietoa koirien syo-
pataudeista, melanoomasta ja immunohistokemiasta perinteisen histologian
taydentajana. Koirien sydpataudeista kertova osuus on kirjoitettu kansantajui-
sella kielella, silla sita tullaan mahdollisesti kayttamaan koirien omistajille suun-
natussa koirien kasvaindiagnostiikkaa kasittelevassa artikkelissa, joka julkais-

taan Koiramme —lehdessa.



2 KOIRIEN SYOPATAUDIT

Suomessa arvioidaan olevan noin 600 000 koiraa, joista puhdasrotuisia on noin
450 000. Viimeisten kymmenen vuoden aikana rekisteroityjen koirien maara on
ollut jatkuvasti nousussa. (Suomen Kennellitto — Finska Kennelklubben ry.
2008.) Nykyisessa hyvinvointiyhteiskunnassamme koirien asema on muuttunut
tyokoirasta kohti perheenjasenta. Koiria koulutetaan entista enemman maan-
puolustuksen, poliisin, vartiointilikkeiden ja tullin palvelukseen seka pelastus-
tehtaviin. Taman lisaksi koiria kaytetddn myods kuulovammaisten kuulokoirina,
nakdvammaisten opaskoirina ja likuntavammaisten apukoirina. Naiden elainten

arvoa ei voida rahassa mitata. (Silvola 1999, 30-31.)

On myos muistettava, etta terve lemmikkieldin saastaa seka yhteiskunnan etta
omistajan varoja. Lemmikkieldimen on kliinisin kokein todettu parantavan omis-
tajansa terveydentilaa muun muassa alentamalla verenpainetta ja purkamalla
jannitystiloja. Sairas lemmikkieldin puolestaan saattaa aiheuttaa isannalleen
seka psyykkisia etta fyysisia ongelmia. (Silvola 1999, 30-31.) Naista syista joh-
tuen koirien hyvinvointiin ja terveyteen ollaan valmiita panostamaan entista

enemman. Eldimista huolehtiminen on osa ymparistéterveydenhuoltoa.

Yleisin kuolinsyy pitkaan elavilla elaimilla on syopa. Koirilla esiintyy syopaa yhta
yleisesti ja monikirjoisesti kuin ihmisilla. Tietyt syovat ovat koirilla merkittavasti
yleisempia kuin ihmisilla, esimerkiksi lymfoomat. Mitéa aikaisemmin syopa diag-

nosoidaan, sitd paremmat mahdollisuudet eldimella on parantua. (Davol 2000.)

2.1 Sydvan synty

Yleisesti kasvaimilla eli neoplasioilla tarkoitetaan solukon tai kudoksen epanor-
maalia kasvua, joka on paaosin ulkoisista kasvuarsykkeista rippumatonta ja on
isantaelimistolle haitallista ja tarkoituksetonta. Kasvainsairaudet jaetaan pahan-
ja hyvanlaatuisiin. Hyvanlaatuiset kasvaimet ovat paikallisia ja hidaskasvuisia

eivatka yleensa johda hoitamattominakaan kuolemaan. Pahanlaatuiset kasvai-
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met kasvavat nopeasti ja leviavat muualle elimistdon kohtalokkain seurauksin.
(Suominen & Pyrhénen 2007, 16-17.)

Yksityiskohtaisin tieto syovan syntymekanismista on saatu solu- ja molekyylibio-
logisten tutkimusten tuloksena l6ytyneista yksittaisista syopageeneista ja DNA-
vaurioista, joilla on syévan synnyssa tarkea patogeneettinen merkitys (Joensuu
ym. 2007, 17). Valtaosa syovista syntyy solun geenirakenteessa tapahtuvien
mutaatioiden seurauksena. Geenivirheen syntyyn voi myoétavaikuttaa ulkoiset
tekijat, kuten sateily ja passiivinen tupakointi. Geenirakenteen virheet voivat olla
my0s perittyja. (Isola 1999, 12-13; Nikkarinen 2008.)

Sydvan syntymekanismeista ja syopaa aiheuttavista tekijoistd on saatu tietoa
kliinisilla ja epidemiologisilla havainnoilla, koe-elainmalleilla, soluviljelmilla seka
molekyylibiologian tutkimuksilla. Sydvan syntytapahtumille on useita eri nako-
kulmia, jotka perustuvat naihin tutkimuslinjoihin. SyOpasolukon solubiologisiin
ominaisuuksiin kuuluu solukon kyky tuottaa itse tarvitsemansa kasvusignaalit.
Syodpasolukko on kyvytonta reagoimaan solunjakautumista rajoittaville ulkoisille
signaaleille ja silla on kyky valttda ohjelmoitu solukuolema eli apoptoosi. Solun-
jakautuminen syopasolukossa on rajoittamatonta ja kasvain kykenee muodos-
tamaan verisuonia. Syopakasvain pystyy tunkeutumaan myds ymparoiviin ku-
doksiin ja muodostamaan etapesakkeita. (Cullen, Page & Misdorp 2002, 7; Jo-
ensuu ym. 2007, 16-17.)

Syopa todetaan usein vasta kun kasvain on biologisen elinkaarensa loppupuo-
lella. Yhdesta pienesta soluryhmasta alkavan sydvan on jakauduttava 25-30
kertaa saavuttaakseen yhden senttimetrin |&pimitan, jolloin lopputuloksena on
10° sydpasolua. Sydpaa aiheuttavat DNA-vauriot eivat kohdistu sattumanvarai-
sesti genomiin vaan sellaisiin geeneihin, joiden virheellisesta toiminnasta kayn-
nistyy malignistumisprosessi. Naitd geeneja kutsutaan syopageeneiksi, vaikka
ne ovatkin pohjimmiltaan normaaleja solun kasvunsaatelya ohjaavia geeneja.
Sydpageeneja on kahta paatyyppia, onkogeeneja ja kasvunrajoitegeeneja. (Cul-
len ym. 2002, 7; Joensuu ym. 2007, 17,25.)

Proto-onkogeenit ovat solun normaalille toiminnalle valttamattomia geeneja,

joiden tehtavana on solujen kasvun ja lisaantymisen edistaminen. Ne ovat suu-
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rimman osan ajasta inaktiivisia eli toimimattomia. Mutaatio voi aktivoida proto-
onkogeenit, jolloin niista tulee onkogeeneja eli syopageeneja. Nama voivat
muodostua ainakin kolmella eri tavalla. Pistemutaatio voi saada aikaan jatku-
vasti aktiivisen proteiinituotteen, proto-onkogeenin monistuminen saattaa kayn-
nistaa proteiinin ylituotannon ja translokaatio voi siirtda proto-onkogeenin aktii-
visemman promoottorin alaisuuteen. (Isola 1999, 19-21; Solunetti 2006.) Kas-
vunrajoitegeenit rajoittavat solujen hallitsematonta jakautumista ja niilla on nain
ollen tarkea rooli solun normaalissa kasvussa. Jos kasvunrajoitegeeni ei toimi,

solut alkavat lisdantya kontrolloimattomasti. (Cullen ym. 2002, 7.)

2.2 Yleista koirien kasvaimista

Kasvaimia tavataan kaikenikaisilla koirilla suhteellisen yleisesti. Kasvain voi-
daan luokitella epanormaaliksi kudosmassaksi, joka muodostuu tietyn ruumiin-
osan solujen uusiutuessa tavallista nopeammin. Kasvaimet jaetaan pahanlaa-
tuisiin eli syopakasvaimiin ja hyvanlaatuisiin kasvaimiin, jotka eivat ole syo-
pasolukkoa. Pahanlaatuiset kasvaimet leviavat ymparistoonsa verenkierron tai
imunestejarjestelman kautta. Hyvanlaatuiset kasvaimet leviavat pahanlaatuisia
hitaammin eivatka laheta etapesakkeita. Syopaa esiintyy useammin puhdasro-
tuisissa, kuin sekarotuisissa koirissa ja se on erilaisten onnettomuuksien jalkeen
koirien yleisin kuolinsyy. (Fogle 2004, 130; Cullen ym. 2002, 14.)

Hyvanlaatuisten kasvainten aiheuttajia voivat olla esimerkiksi virustartunta, vau-
rio tai perinndllinen taipumus. Kaikkien kasvainten syntymekanismi on kuitenkin
aina sama, geenivaurio. Solu voi muuttua sydpasoluksi solutoiminnalle valtta-
mattdmien geenien vaurioituessa. Tama geenivirhe voi olla perinndllinen ja joil-
lakin koirilla on rodulle ominaiset syopaa aiheuttavat geenit. Taulukossa 1 (s.
11) on esitetty eri koiraroduille ominaisia syopatyyppeja. Greyhoundin ja rottwei-
lerin lisaksi kaikilla suurikokoisilla koiraroduilla on alttius osteosarkoomille eli
luusyoville. (Fogle 2004, 130; Morris Animal Foundation 2009.)
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TAULUKKO 1. Eri koiraroduille ominaisia syopatyyppeja (mukailtuna Morris

Animal Foundation 2009)

Rotu

Syopa

Berninpaimenkoira
Bokseri
Cockerspanieli
Kultainennoutaja
Labradorinnoutaja
Englanninspringerspanieli
Mopsi

Shar Pei
Greyhound
Rottweiler

Collie
Skotlanninterrieri
Chow chow

Sileakarvainennoutaja

Histiosarkooma
Lymfooma
Lymfooma
Lymfooma
Lymfooma
Rintasy6pa
Syoéttosolusydpa
Syéttésolusydpa
Luusy6pa
Luusy6pa
Nenasyopa
Melanooma (iho ja suu)
Mahasy6pa

Melanooma (iho ja suu)

2.2.1 Yleisimmat koirien sydpataudit

Koirien yleisimmat syopataudit ovat rinta-, iho-, luu-, sidekudos- ja suusydpa

seka lymfooma. Kuviossa 1 (s. 12) on esitetty yleisimpien syopatyyppien jakau-

tuminen koirilla. SyoOpien esiintyvyyteen vaikuttavat muun muassa rotu, suku-

puoli ja ika. Yli kymmenenvuotiailla koirilla riski sairastua syopaan on korkea ja

kasvaa edelleen ian myo6ta. (CanineCancer.com. 2008.) Vanhojen koirien sy6-

pariski kasvaa, koska ajan myota solut vahingoittuvat ja koirien vastustuskyky

syopia vastaan heikkenee (Fogle 2004, 136).

Sydvan varhainen havaitseminen on usein edellytys taudin parantamiselle, mut-

ta juuri tama on haastavin osuus syopadiagnostiikassa. Haastavaa sydvan var-

haisesta havaitsemisesta tekee kasvainten sijoittuminen niin, etteivat ne ole

nakyvia. Pahanlaatuiset kasvaimet aiheuttavat kuitenkin yleensa lopulta oireita,
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joiden perusteella kasvain voidaan paikantaa. lholla tai sen alla olevat kasvai-

met on usein helppo havaita. (Davol 2000; Fogle 2004, 132.)

O |ho ja pehmytkudos
B Rintakudos

O Virtsa- ja
sukupuolielimet
B Luuydin

134 W Endokriiniset elimet

139 1444 B Ruuansulatuselimistd

B Suu ja nielu
205

W Perna

W Luu

KUVIO 1. Eri syopatyyppien esiintyminen koirilla (1/100 000 koiraa/vuosi) (mu-
kailtuna Morris & Dobson 2001)

2.2.2 Qireet

Koiran hyvinvointia on seurattava tarkasti. Usein koiran omistaja epailee koiran
ulkonadn tai kayttaytymisen perusteella, ettei kaikki ole kunnossa. Esimerkiksi
ihosydvat on usein havaittavissa silmin ja nain ollen ne voidaan todeta paivittai-
sen hoidon tai rutiinitarkastuksen yhteydessa. (Fogle 2004, 132.) Pahanlaatui-
sen kasvaimen oireita voivat olla epanormaali turvotus, ruoansulatuskanavan
verenvuoto tai tukokset, jotka ilmenevat ripulina ja oksenteluna, luotaantyonta-
vana hajuna, hengitysvaikeuksina tai pinnistelyna virtsauksen tai ulostuksen
yhteydessa. Neurologiset oireet, kuten koordinaation huononeminen ja kouris-
tukset, viittaavat kasvaimeen aivoissa tai selkaytimessa. (Davol 2000; Fogle
2004, 132.)
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Osa sydvista ei kuitenkaan aiheuta elinspesifisia oireita mika tekee niista vaikei-
ta havaita. Tallaiset kasvaimet aiheuttavat muutoksia koiran aineenvaihduntaan,
josta voi seurata painon laskua, lihasten heikkoutta, uneliaisuutta, ruokahalun
menetysta ja karvanlahtdéa. Aineenvaihdunnan hairidita havaittaessa on syyta
valittdmasti tutkia mista oireet johtuvat, silla taudin edetessa nakyviksi kas-
vaimiksi, on hoitovaste yleensa heikko ja ennuste huono. (Davol 2000; Eldred-
ge, Carlson, Carlson, Giffin 2007, 546-547.)

Joitakin sy6paan vaikuttavia tekijoita voidaan ehkaista ennalta tai ainakin hallita.
Koiran tasapainotettu ruokavalio tukee vastustuskykya, etenkin karsinogeenisia
lisqaineita tulee valttaa. Koiran kunto on pyrittava pitamaan hyvana, silla ylimaa-
rainen rasvakudos edistaa esimerkiksi rintasydvan kehittymista. Vaaleaturkkiset
koirat on pidettava suojassa suoralta auringonvalolta. Vanhojen koirien saannal-
liset tarkastuskaynnit eldinladkarilla ovat erityisen tarkeita. (Fogle 2004, 133;
Eldredge ym. 2007, 546.)

Epailtdessa koiran syOpatautia diagnosointiprosessi kaynnistyy elainlaakari-
kaynnilla. Elainlaakari tutkii koiran aluksi siimamaaraisesti ja tunnustellen. Mah-
dolliset sisaelinten kasvaimet paikallistetaan yleensa rontgenkuvauksen tai ult-
radanen avulla. Havaitusta kyhmysta voidaan myos ottaa ohutneulabiopsia,
joka tutkitaan sytologisin menetelmin. Elainlaakari arvioi kokemukseensa poh-
jautuen kasvaimen kokoa, sijaintia ja mahdollista diagnoosia. Laakari ei kuiten-
kaan pysty luotettavasti kertomaan onko kyseessa hyvan- vai pahanlaatuinen
kasvain. (Fogle 2004, 132; Honkanen 2009.)

Koiran omistajan toiveiden mukaan tutkimuksia jatketaan histologisin menetel-
min, jolloin koirasta otetaan kudosnayte. Kudosnaytteet kasitellaan erilaisten
kudoskasittely- ja varjaysprosessien avulla valomikroskoopilla tarkasteltavaan
muotoon, jolloin patologi voi antaa niista lausunnon. Histologinen tulkinta perus-
tuu pitkdan kokemukseen siitd, mita kudokselle eri kasittelyvaiheissa tapahtuu,
mika mahdollistaa normaalin ja poikkeavan rakenteen erottamisen toisistaan.
(Rantala, Naukkarinen & Helin 1998, 65.) Histologisten menetelmien avulla pa-
tologi pystyy kertomaan onko kasvain hyvan- vai pahanlaatuinen. Immunohisto-
kemia tuo kasvaindiagnostiikkaan lisaa tarkkuutta mahdollistaen sydpasolujen

fenotyypin maarittamisen. Sen avulla voidaan myo6s tehda tarkempi ennuste
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seka suunnitella hoitoja entista tarkoituksenmukaisemmin. (Fogle 2004, 132;
Honkanen 2009.)

2.2.3 Hoidot

Vaikka hyvanlaatuiset kasvaimet ovat yleensa vaarattomia, saattavat ne kasva-
essaan aiheuttaa kipua ja hairita laheisten elinten toimintaa. Jos kasvain ei ai-
heuta oireita, sita ei tarvitse hoitaa, mutta sen tilaa on kuitenkin saannollisesti
seurattava. Jos kasvain on pahanlaatuinen, 1aakari laatii omistajan kanssa hoi-
tosuunnitelman, joka perustuu siihen, onko parantuminen mahdollista, vai onko
koiran tila pelkastaan vakiinnutettava ja ryhdyttava saattohoitoon. Tarjolla on
nelja hoitomuotoa: leikkaus, sadetys, ladkkeisiin perustuva kemoterapia ja im-
munoterapia. Hoito voi olla myds yhdistelma naista hoidoista. Vain elainladke-
tieteessa kaytetaan lisaksi hoitoa, joka perustuu yksinomaan kivun hallintaan tai
eutanasiaan. Tallainen paatds voi olla eettisesti vaikea ja omistajalle erittain
raskas. (Bath-Brunswick Veterinary Associates, Inc. 2000; Fogle 2004, 132-
133.)

Leikkaus on tehokkain kasvainten hoitomuoto. Sadehoitoa kaytetaan sellaisiin
kasvaimiin, joita ei voida poistaa kokonaan tai leikata lainkaan. Vaarallisuutensa
ja kalleutensa vuoksi sadehoitoa kaytetaan vain harvoin. Kemoterapia tuhoaa
nopeasti lisdantyvia soluja ja tehoaa hyvin eraisiin lymfoomamuotoihin etenkin
pienilla koirilla. Laakkeilla on kuitenkin voimakkaita sivuvaikutuksia. Immunote-
rapialla aktivoidaan immuunijarjestelma kdymaan syopasolujen kimppuun. Se
on viela varsin vahaisessa kaytdssa, vaikka sen antamat tulokset esimerkiksi
syottosolusyopien kohdalla ovat lupaavia. (Cullen ym. 2002, 42; Fogle 2004,
133.) Useat elainlaakarit ovat sitd mielta, ettei hoito saa aiheuttaa koiralle kar-
simyksia. Taman vuoksi kemoterapiaa ja sadehoitoa ei kayteta koirilla yhta
usein kuin ihmisilla. Hoitojen sivuvaikutukset pyritaan pitdmaan mahdollisimman
pienind. Sydvan torjuminen koiran elamanlaadun kustannuksella ei aina ole jar-
kevaa, vaikka tama merkitsisikin elinian pidentymista. (Fogle 2004, 133; El-
dredge ym. 2007, 525.)
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2.3 Koira elainmallina ihmisten sydvissa

Koirien sydpadiagnostiikalla on suuri rooli ihmisten sydpatutkimuksessa, silla
koirien geneettinen yhtenevaisyys ja periytyvien sairauksien kliininen samankal-
taisuus tekee koirasta hyvan mallin ihmisten kasvaindiagnostiikkaan. (NCBI
2007.) Koirien elainmallina kayton tavoitteena on tunnistaa tautigeeneja koirien
perinndllisissa sairauksissa ja testata tunnistettuja geeneja vastaavissa ihmispo-
tilasaineistoissa. Koiran kaytto elainmallina edistaa siis seka ihmisen etta koiran
terveytta. Koiralla on ihmisen jalkeen eniten perinndllisida sairauksia, ja rodut
ovat ainutlaatuisia, suljettuja populaatioita samaan tapaan kuin Suomen vaesto.
(Heiskanen-Haarala 2007.)

Koira on hyva elainmalli, koska puhdasrotuisista koirista on hyvat sukutaulut ja
rekisteritiedot. Koiralla sukupolvien vali on vain nelja vuotta ja pentueessa on
yleensa 6-10 yksilda, tasta johtuen sukutauluun saadaan syvyytta ja leveytta
toisella tavalla kuin ihmisella. Lisaksi rodun sisalla yksilot ovat geneettisesti hy-
vin samankaltaisia mika tekee tautigeenien paikantamisesta helpompaa. Kun
tiedot koirien ja ihmisten sydvista yhdistetaan, paastaan paljon parempaan lop-

putulokseen kuin tutkimalla pelkastaan toista. (Heiskanen-Haarala 2007.)
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3 MELANOOMA

Melanoomat syntyvat melaniinia tuottavista soluista eli melanosyyteista, jotka
sijaitsevat ihon tyvisolukerroksessa (Cangul 2001; Koulu 2003, 264). Suurin osa
ihomelanoomista saakin alkunsa ihosta ja noin kolmasosa syntyy jo olemassa
olevaan luomeen. |hokasvaimet ovat hyvin yleisia. Niitd voi esiintya kaikilla ja

niiden maara lisdantyy ian kasvaessa. (Suominen & Pyrhdnen 2007, 543, 550.)

Ihokasvaimia on runsaasti erilaisia, eika niitd voi pelkan ulkonadn perusteella
tunnistaa. Kasvainten tunnistaminen on kuitenkin tarkeaa, jotta valtyttaisiin tur-
hilta hoidoilta, eikd pahanlaatuisten ihokasvainten hoito viivastyisi. Ihosyopa on
yleensa nakyva, koska kasvain muodostuu ihon uloimmissa kerroksissa. Ylei-
simmat ihosyodvat ovat ei-melanosyyttiset tyvisolusydpa ja okasolusydpa seka

melanooma. (Suominen & Pyrhénen 2007, 543.)

3.1 Melanooma ihmisella

Ihomelanooma on lansimaissa yksi nopeimmin yleistyvista pahanlaatuisista
kasvaimista (Karvonen 2003, 288). Maailman Terveysjarjeston (WHO) arvion
mukaan koko maailmassa sairastuu vuosittain 132 000 ihmista pahanlaatuiseen
melanoomaan. Suomessa uusia tapauksia rekisterdidaan yli 700 vuodessa.

Noin 120 suomalaista kuolee vuosittain melanoomaan. (Tolonen 2007.)

Melanoomaa esiintyy miehilla ja naisilla yhta usein. Miesten melanoomat esiin-
tyvat useimmiten vartalolla, kun taas naisilla raajojen alueella. (Suominen &
Pyrhénen 2007, 543-550.) Muuttuneet auringonottotavat, otsonikerroksen ohe-
neminen ja vaeston ikdantyminen selittanevat esiintyvyyden kasvua (Karvonen
2003, 288; Hakulinen 2005, 8; Tolonen 2007).
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3.1.1 Riskitekijoita

Melanoomariski ei rajoitu vain luomiin, koska kaikkialla ihossa on melanosyytte-
ja kattavana verkostona (Snellman 2005, 15). Melanooman vaikutuksesta luomi
voi kasvaa, kutistua, tummua tai sen rajat, muoto ja pinta voivat muuttua epa-
saanndllisiksi. Luomen ymparistd voi punoittaa ja pahimmassa tapauksessa se
voi vuotaa verta. Melanooma lahettaa etapesakkeita ensimmaiseksi alueellisiin

imusolmukkeisiin. (Suominen & Pyrhénen 2007, 550.)

Auringosta saatava ultraviolettisateily on tarkein melanooman riskitekijoista
(Suominen & Pyrhonen 2007, 550). UV —sateily jaetaan kolmeen eri aallonpi-
tuusalueeseen, lyhytaaltoiseen UVC -—sateilyyn, keskipitkdaaltoiseen UVB —
sateilyyn ja pitkdaaltoiseen UVA —sateilyyn. UVB —sateily aiheuttaa 80 % aurin-
gonvalon haittavaikutuksista. (Snellman 2005, 14.) UVB —sateily yhdistetaan
ihon palamiseen, kroonisiin ihomuutoksiin ja karsinogeneesiin. Sen vaikutukset
kohdistuvat lahinna orvasketeen, eli ihon pintakerrokseen. UVA —sateily kohdis-
tuu ihon syvempiin kerroksiin. Sen yhteytta melanoomaan ei ole osoitettu, mutta
se mahdollisesti vahvistaa UVB —sateilyn haittoja ja on taten merkityksellinen
tekija melanooman synnyssa. (Snellman 2005, 14; Suominen & Pyrhonen 2007,
544.)

Yksilollinen ihosyopariski saattaa vaihdella yli 1000 -kertaisesti. Auringonvalon
lisdksi riskitekijoitd ovat muun muassa runsasluomisuus, epatyypilliset luomet,
pisamat, hiusten vaalea tai punertava vari, herkasti palava ihotyyppi tai Ia-
hisukulaisella todettu melanooma. (Snellman 2005, 16.) Perinndllisyys on kui-
tenkin erittdin harvinaista. Melanoomia voidaan ehkaista liiallista auringonvaloa
valttamalla, ihoa suojaamalla ja yleisella varovaisuudella. Suojaaminen ei aino-
astaan vahenna sydévan vaaraa, vaan se my0s pienentaa sen uusiutumisen ris-
kia. (Suominen & Pyrhénen 2007, 544.)
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3.1.2 Melanoomien luokittelu

Ihomelanoomat jaetaan kliinisten ominaisuuksien ja histologisin perustein nel-
jaan eri tyyppiin. Pinnallisesti leviava melanooma on naista yleisin. Taman tyy-
pin viimeaikaisen lisdantymisen on katsottu johtuvan kasvaneesta aurin-
gonotosta. Tyypillista on pitkdan kestava pinnallinen kasvu mutta vahitellen ta-
hankin melanoomatyyppiin ilmaantuu syvyyskasvua. lhomuutos on tyypillisesti
tumma, epasymmetrinen ja epatarkkarajainen. (Karvonen 2003, 289-290; Suo-
minen & Pyrhonen 2007, 550-551.)

Lentigo maligna —melanoomaa esiintyy tavallisimmin vanhojen ihmisten kasvoil-
la. Taudin muuttuminen invasiiviseksi voi kestaa pitkaan ja se metastasoi har-
voin. Eri melanoomatyypeista lentigo malignalla on kaikkein paras ennuste.
Raajojen lentigomainen melanooma esiintyy kdmmenissa, kynsien alla, jalka-
pohjissa ja joskus suun limakalvolla. Ulkonadltaan tauti muistuttaa pinnallisesti
leviavaa melanoomatyyppia. (Suominen & Pyrhonen 2007, 551.) Nodulaarinen
eli kyhmyinen melanooma on vaarallisin melanoomatyyppi, silla se alkaa nope-
asti kasvaa syvyyssuunnassa ja alkaa lahettaa etaispesakkeita. Tuumori haa-
vautuu helposti ja alkaa vuotaa verta. (Karvonen 2003, 290; Suominen & Pyr-
hénen 2007, 551.)

3.1.3 Diagnoosi, hoito ja ennuste

Melanooman diagnoosi perustuu histologiseen tutkimukseen, jota varten iho-
muutos on poistettava tai siitd on otettava nayte (Saksela 2005, 46). Pinnallisen
melanooman histologisia muutoksia ovat malignit melanosyytit epidermiksen
kaikissa kerroksissa yksittaisina soluina tai saarekkeina. Kasvainsoluissa on
vaihtelevasti melaniinipigmenttia ja kasvainalueella tulehdussoluja. Histologinen
diagnoosi on usein selkea, mutta se voidaan varmistaa ongelmatapauksissa
immunohistokemiallisilla tutkimuksilla. (Suominen & Pyrhénen 2007, 552.) Me-
lanooman diagnostiikassa kaytettavia immunohistokemiallisia varjayksia ovat
esimerkiksi Melan A, S-100 ja HMB-45 (Koulu 2003, 54). Nama vasta-aineet,
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Melan A, S-100 ja HMB-45, ovat melanoomaspesifisia vasta-aineita (Kustannus
Oy Duodecim 2005).

Jos luomi osoittautuu melanoomaksi, se poistetaan. Taudin leviamista selvite-
tdan vartijaimusolmukkeita tutkimalla. Vartijaimusolmuke on se solmuke, johon
imutiet ensimmaiseksi laskevat tautialueelta ja jossa etapesakkeiden kehittymi-
sen riski on suurin. Metastaattisen melanooman hoitoon ei ole vakiintunutta hoi-
tokaytantda. Levinneen melanooman hoitoon voidaan kirurgisten toimenpiteiden
lisdksi kayttaa kemoterapiaa, kemoimmunoterapiaa, immunoterapiaa ja sade-
hoitoa. Uusia hoitomuotoja kehitetaan jatkuvasti ja hoitoon sopivia laakkeita
testataan. (Suominen & Pyrhonen 2007, 554.) Melanoomarokotteita testataan
parhaillaan ja toistaiseksi hoito on kokeellista, eika parasta mahdollista rokotetta
viela tunneta (Vuoristo 2005, 88).

Melanoomaa pidetaan perinteisesti vaarallisena tautina. Etapesakkeita lahetta-
van melanooman ennuste on huono, mutta varhain todettu pinnallinen mela-
nooma paranee lahes aina. (Karvonen 2003, 291.) Ennuste vaihtelee paljon
ennustetekijoiden mukaan, tallaisia tekijoita ovat muun muassa melanooman

paksuus, haavautuminen ja metastaasit (Suominen & Pyrhdnen 2007, 554).

3.2 Melanooma koiralla

Koirien melanooman syntyyn vaikuttavat tekijat eivat ole niin yksiselitteisesti
ymmarrettavissa kuin ihmisilla (Gross ym. 2005, 825). Sijainnistaan johtuen iho-
kasvaimet ovat yleisin koirilla tavattu kasvainmuoto (Fogle 2004, 134). Kolman-
nes koirien kasvaimista on ihokasvaimia. Ihosyovat voivat olla pinnallisia tai
ihonalaisia, hyvanlaatuisia tai pahanlaatuisia. Ihosyovat luokitellaan sen mu-

kaan, mista solutyypista ne ovat lahtdisin. (CanineCancer.com 2009.)

Erilaisia ihokasvaimia ovat muun muassa lipoomat, adenoomat ja endotelioo-
mat. Esimerkiksi lipoomat ovat yleensa vaarattomia, hyvanlaatuisia rasvasolu-
kosta lahtdisin olevia kasvaimia. (CanineCancer.com 2009.) Kaikista koirien

pahanlaatuisista kasvaimista 4-7 % on melanoomia. Niitd esiintyy yleisimmin
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iholla (11 %) ja suuontelossa (56 %). (Cangul 2001; Smith, Goldschmidt & Mc-
Manus 2002, 653.)

3.2.1 Riskitekijoita

Kasvainten syntymekanismin takana on aina geenivaurio. Se voi olla myds pe-
rinnodllinen, jolloin toisilla roduilla riski sairastua syopaan on suurentunut. Esi-
merkiksi skotlannin terriereilla, snautsereilla, kaapidosnautsereilla, irlanninsette-
reilld, kultaisillanoutajilla ja dobermanneilla on todettu olevan suurentunut riski
sairastua melanoomaan. Tautia tavataan harvoin esimerkiksi siperian huskyilla.
Esiintyvyydessa ei ole eroa sukupuolten valilla. (Smith ym. 2002, 653; Gol-
schmidt & Hendrick 2002, 81; Fogle 2004,130.)

Myo6s ymparistotekijat voivat aktivoida syopakasvun geneettisesta taipumukses-
ta huolimatta. Auringonvalo on yksi tallainen ymparistotekija. Muut ymparistote-
kijat, kuten ruokavalio ja stressi, vaikuttavat sydopakasvuun valillisesti. (Fogle
2004, 130.) Elinymparistdtmme karsinogeenisten kemikaalien vaikutus koirien

syOpien syntyyn on suurelta osin tuntematon (Cullen ym. 2002, 15).

3.2.2 Melanoomien luokittelu

Melanooma voidaan luokitella usealla eri tavalla. Joissakin yhteyksissa mela-
noomalla tarkoitetaan seka hyvan- ettd pahanlaatuista uudiskasvua. Toisinaan
silla tarkoitetaan vain pahanlaatuista kasvua. Termilla melanosytooma tarkoite-
taan puolestaan melanosyyteista alkunsa saanutta hyvanlaatuista kasvainta.
Melanosytoomat ja melanoomat ovat koirilla yleisid. Amelanosyyttisessa mela-
noomassa melanosyytit eivat tuota pigmenttia. Tallainen melanooma on usein
aggressiivinen ja sitd on vaikeampi diagnosoida. (Gross, lhrke, Walder & Affol-
ter 2005, 813; Golschmidt & Hendrick 2002, 78.)

Melanooma ilmenee usein ruskeina tai mustina noduuleina eli ihonalaisina

kyhmyina milla ihon alueella tahansa seka huulissa ja suussa. Melanooma voi
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olla variltddn myds harmaa, punainen tai jopa tumman sininen, riippuen siita
kuinka paljon melaniinia syntyy. lIhomelanoomat, kynsivallissa esiintyvia lukuun
ottamatta, ovat usein hyvanlaatuisia. (Fogle 2004, 136; Gross ym. 2005, 825.)
Koirien melanoomista noin 10 % esiintyy iholla. Melanoomat vaihtelevat kool-
taan, keskimaarin ne ovat halkaisijaltaan 1-3 cm. (Smith ym. 2002, 658; Gol-
schmidt & Hendrick 2002, 81.)

Kynsivallissa esiintyvaa pahanlaatuista melanoomaa tavataan ainoastaan koiril-
la. Sen osuus kaikista pahanlaatuisista tautitapauksista on noin 8 %. Kynsivallin
melanooma ei valttamatta ole nakyva, mutta se saattaa ilmeta esimerkiksi on-
tumisena, kynsivallin tulehduksena, kynnen irtoamisena tai epamuodostumana.
Naissa tautitapauksissa melanooma kasvaa hitaasti, mutta se saattaa levita ja
tuhota alla olevaa luuta. Jos melanooma diagnosoidaan varhaisessa vaiheessa
ennen luuhun leviamista, paastaan varpaan amputaatiolla usein hyvaan loppu-
tulokseen. (Golschmidt & Hendrick 2002, 83; Fogle 2004, 136.)

Suurin osa koirien pahanlaatuisista melanoomista esiintyy suuontelossa ja huu-
lissa (Golschmidt & Hendrick 2002, 81). Myds silmassa esiintyva melanooma
on yleensa pahanlaatuinen. Suuontelon melanooma kasvaa nopeasti, on inva-
siivinen ja uusiutuu usein leikkauksen jalkeen. (Smith ym. 2002, 653.) Ne ovat
yleisia yli 10 -vuotiailla koirilla. Pienilla roduilla, erityisesti cockerspanieleilla ja
roduilla, joilla suun limakalvo on tumma, on suuri riski sairastua suuontelon me-
lanoomaan. Kasvain voi sijaita missa tahansa suuontelossa, mutta yleisimmin
se esiintyy ikenissa. (Ramos-Vara ym. 2000, 597.) Suuontelon melanooman
oireita ovat nielemisvaikeudet, pahanhajuinen hengitys, syljenerityksen lisaan-
tyminen, verenvuoto ja joskus myds alaleukaluun murtumat. Naistd melanoo-
mista 70-90 % lahettda etdpesakkeitd muun muassa keuhkoihin ja sisaelimiin.
(Smith ym. 2002, 653-654.)



22

3.2.3 Diagnoosi

Koirien melanoomien diagnosoinnissa yleisin 1ahestymistapa on histopatologia
ja immunohistokemialliset varjaykset (Cangul 2001). Suomessa immunohisto-
kemiaa ei kuitenkaan kayteta koirien kasvaindiagnostiikassa (Rantala 2008).
Talla hetkellda koirien melanooma diagnosoidaan Suomessa perinteisin histolo-
gisin varjaysmenetelmin. Kaytettavat varjaykset ovat hematoksyliini-eosiini (HE)
ja Fontana-Masson. (Naukkarinen 2008, 38-41, 56; Rantala ym. 1998, 76.)

HE —varjayksessa hematoksyliini varjaa tumat sinivioleteiksi ja eosiini punasolut
ja muut kudosrakenteet punaisen eri savyilla. Fontana-Masson on hopeavarja-
ys, jolla osoitetaan melaniini ja sen esiasteet. Nama varjaytyvat mustiksi.
(Naukkarinen 2008, 38-41, 56; Rantala, Naukkarinen & Helin 1998, 76.) Yh-
dysvalloissa kaytetaan yleisesti immunohistokemiaa koirien melanooman diag-
nostiikassa. Immunohistokemiallisissa varjayksissa on jo vuosia kaytetty S100-
vasta-ainetta, vaikkei se ole spesifinen melanoomalle. Melan-A —vasta-aineen
on havaittu olevan herkkyydeltaan ja spesifisyydeltdan parempi koirien mela-

nooman diagnosoinnissa. (Cangul 2001.)
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4 IMMUNOHISTOKEMIA

Immunohistokemia on hyddyllista tapauksissa, joissa pelkastdan morfologian ja
Kliinisten tietojen avulla ei pystyta tekemaan tarkkaa diagnoosia kudoksessa
olevasta sairaudesta (Miller 2002, 421). Usein kuitenkin diagnoosi pystytaan
tekemaan tavanomaisten histologisten varjaysten avulla, jolloin immunohisto-

kemiaa kaytetaan vain diagnoosin varmentamiseen (Renshaw 2007, 2).

Immunohistokemia on antigeenin osoittamista histologisesta naytteesta eli ku-
dosleikkeesta sille spesifisella vasta-aineella. Antigeenin ja vasta-aineen sitou-
tumisreaktio saadaan mikroskoopissa havaittavaksi erilaisilla merkkiaineilla liit-
tamalla ne vasta-aineeseen suoraan tai kayttamalla erilaisia leimausmenetel-
mid. Nykyaan immunohistokemiaa kaytetaan erityisesti kasvaindiagnostiikassa,
missa kasvaimelle tyypilliset antigeenit auttavat sen tunnistamisessa ja luokitte-
lussa. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 133; Jackson & Blythe 2008,
433.) Maailmalla immunohistokemiaa kaytetaan elainlaboratorioissa rutiinin-

omaisesti ja tarvetta talle menetelmalle olisi my6s Suomessa (Honkanen 2009).

Antigeeni

Antigeeni on molekyyli, joka tunnistetaan kudoksesta spesifisen vasta-aineen eli
antibodyn avulla. Vasta-aine sitoutuu antigeenin osaan, jota kutsutaan epitoo-
piksi eli determinantiksi. Immuunivasteen aikaansaavaa antigeenia kutsutaan
immunogeeniksi. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 133; Naukkarinen
2002, 3.)

Suuret molekyylit, makromolekyylit, kuten proteiinit, polysakkaridit, lipidit ja nuk-
leiinihapot ovat kaikki mahdollisia antigeeneja (Hiltunen ym. 2003, 179). Myds
pienimolekyyliset aineet pystyvat aiheuttamaan immuunivasteen liittymalla
isompaan kantajamolekyyliin eli hapteeniin (Naukkarinen & von Boguslawsky
1998, 133).
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Vasta-aineet

Immuunijarjestelman tarkeimpana tehtavana on elimistolle vieraiden makromo-
lekyylien pintarakenteiden tunnistaminen. Naitd proteiineja kutsutaan vasta-
aineiksi. (Naukkarinen 2002, 3.) Vasta-aineet sitoutuvat antigeeniin tarttumis-
kohtansa eli paratoopin avulla. Tallainen sidos on tilapainen. (Seppala 2005,
624.) Vasta-aineet ovat plasmasolujen tuottamia seerumin proteiineja, joita kut-
sutaan immunoglobuliineiksi. Immunoglobuliineja on viisi luokkaa: IgA, IgD, IgE,
IgG ja IgM. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 134.) Immunohistokemias-
sa kaytettavat vasta-aineet ovat yleensa lIgG-luokkaa, mutta myds IgM-luokan

vasta-aineita kaytetaan jonkin verran (Naukkarinen 2002, 4).

IgG-luokan vasta-aine koostuu neljasta polypeptidiketjusta, joista kaksi on kes-
kenaan identtisia H-ketjuja eli raskasketjuja ja kaksi keskenaan identtisia L-
ketjuja eli kevytketjuja. Ketjut ovat asettuneena Y-kirjaimen muotoon. Naita ket-
juja yhdistavat disulfdisidokset eli rikkisillat. (Naukkarinen & von Boguslawsky
1998, 134; Naukkarinen 2002, 4; Seppala 2005, 626.)

Vasta-aineen valenssilla tarkoitetaan identtisten antigeenia sitovien kohtien lu-
kumaaraa yhdessa molekyylissa. IgG-molekyylissa valenssi on kaksi ja IgM-
molekyylissa kymmenen. Vasta-aineen affiniteetti mittaa voimaa, jolla vasta-
aine sitoutuu antigeenin epitooppiin. Aviditeetti tarkoittaa voimaa, jolla moniva-
lenttinen vasta-aine sitoutuu moniepitooppiseen antigeeniin. (Naukkarinen &
von Boguslawsky 1998, 134; Jackson & Blythe 2008, 435.)

4 .1 Vasta-aineet immunohistokemiassa

Primaarivasta-aine on antigeenispesifinen vasta-aine, jossa tapahtuu varjayk-
sen ensimmainen inkubaatio. Sekundaarivasta-aine sitoutuu primaarivasta-
aineeseen, joten sen taytyy olla muodostunut sen elaimen immunoglobuliinia
vastaan, jossa primaarivasta-aine on tehty. (Naukkarinen & von Boguslawsky
2002, 135.) Sekundaarivasta-aine on yhdistava tai linkkivasta-aine silloin kun se

littda kaksi vasta-ainetta toisiinsa (Naukkarinen 2002, 5). Multilinkkivasta-aine
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on sellainen vasta-aine, joka on muodostettu eri eldinten, esimerkiksi hiiren,
rotan, kanin ja marsun, immunoglobuliineja vastaan. Se on kayttékelpoinen eri-
laisten mono- ja polyklonaalisten vasta-aineiden kanssa. (Naukkarinen & von
Boguslawsky 2002, 135.)

Polyklonaalinen vasta-aine on useiden solukloonien useita antigeeneja tai sa-
man antigeenin eri epitooppeja vastaan tuotettu vasta-aine (Huovinen ym.
2005, 966). Polyklonaalisia vasta-aineita valmistetaan immunisoimalla koe-elain
halutulla puhdistetulla immunogeenilla. Yleisia immunisaatiossa kaytettavia
elaimia ovat kani, vuohi, sika ja hevonen. Haluttu vasta-aine eristetaan elaimen
seerumista. Formaliinifiksoidussa ja parafiiniin valetussa naytteessa osa anti-
geenisyydesta on menetetty. Talldin polyklonaaliset vasta-aineet ovat kaytto-
kelpoisia, koska ne tunnistavat useita epitooppeja. Taman vuoksi ne ovat epa-
spesifisia. (Naukkarinen 2002, 5; Jackson & Blythe 2008, 436.)

Monoklonaalisella vasta-aineella tarkoitetaan yhden antigeenin tietylle epitoopil-
le spesifista vasta-ainetta, joka on yhdesta B-imusolusta peraisin olevan, ident-
tisen solukloonin tuottamaa. Nama vasta-aineet sitoutuvat erittdin spesifisesti.
Monoklonaalisia vasta-aineita valmistetaan hybridomatekniikalla, missa plas-
masolu ja neoplastinen myeloomasolu yhdistetaan. Plasmasolu eristetdan im-
munisoidun hiiren tai rotan pernasta ja yhdistetddan myeloomasoluun. Naista
soluista syntynyt hybridi voi oikeissa olosuhteissa teoreettisesti tuottaa tiettya
vasta-ainekloonia rajattomasti. (Naukkarinen 2002, 5; Jackson & Blythe 2008,
436.)

Monoklonaalisten vasta-aineiden etu polyklonaalisiin vasta-aineisiin verrattuna
on niiden ehdoton spesifisyys tiettya antigeenia kohtaan. Monoklonaalisten vas-
ta-aineiden joukossa ei ole epaspesifisia vasta-aineita. Taman takia varjatyt
valmisteet ovat hyvin siisteja. Toisaalta tietyn antigeenin epitoopin tulee olla
ainutlaatuinen, koska monoklonaalisen vasta-aineen spesifiteetistd ei ole hyo-
tya, jos epitooppi on samanlainen kahdella eri antigeenilla. Toinen huono puoli
monoklonaalisten vasta-aineiden kaytdssa on se, etta varjaystulos saattaa olla
heikko vasta-aineiden sitoutuessa vain yhdenlaisiin antigeeneihin (Naukkarinen
& von Boguslawsky 1998, 136; Polak & Van Noorden 2003, 8-9).
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4.2 Vasta-ainepaneelit

Immunohistokemiallinen vasta-ainepaneeli on sydpadiagnostiikassa kaytettava
apuvaline, joka sisaltaa tutkittavalle sydvalle spesifiset vasta-aineet. Jo yhta
vasta-ainetta kayttamalla on mahdollista tehda diagnoosi. Useiden vasta-
aineiden kayttd kuitenkin tuo diagnostiikkaan herkkyytta ja tarkkuutta. Eri syo-
pasolut ilmentavat niille tyypillisia antigeeneja, jotka pystytdan paikantamaan
niille spesifisilla vasta-aineilla. Nain ollen eri sydville pystytdan rakentamaan
yksilollinen lista vasta-aineista, joiden avulla syopasolujen fenotyyppi pystytaan

maarittdmaan. (Honkanen 2009.)

Tarkempaan kasvaindiagnostiikkaan pyritaan jatkuvasti kehittamalla uusia vas-
ta-aineita ja klooneja. Eri vasta-ainekloonit tunnistavat antigeenin eri epitooppe-
ja. Inmisten syopadiagnostiikassa melanoomaa tutkitaan talla hetkellda muun
muassa seuraavilla vasta-aineilla: S-100 ja Melan A. Naitd humaanivasta-
aineita kaytetaan myos koirien kasvaindiagnostiikassa, silla vasta viime aikoina
on kehitetty koirien syoville spesifisia vasta-aineita. (Koenig, Wojcieszyn,
Weeks & Modiano 2001, 427; Honkanen 2009.) Taulukossa 2 on kuvattu eri
syopatyypeille spesifisia vasta-aineita, joita kaytetaan immunohistokemiallisissa

varjayksissa.

TAULUKKO 2. Tyypillisia immunohistokemiallisia rutiinivarjayksia (World Small

Animal Veterinary Association 2008)

Kasvaintyyppi Spesifinen varjays
Karsinooma Sytokeratiinit
Sarkooma Vimentin
Lymfooma CD3, CD79a
Melanooma S100, Melan A
Syottdsolusydpa Tryptase
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4.3 Immunohistokemian vaatimukset naytteelle

Immunohistokemiassa tarkeimmat vaiheet laadukkaisiin tuloksiin pyrittdessa,
ovat kudoksen kasittelyn ensivaiheet. Nama alkavat heti, kun kudoksesta tulee
nayte (Farmilo & Stead 2006, 29). Kudoksen hajoaminen alkaa valittdmasti, kun
kudospala irrotetaan sen luonnollisesta ymparistosta. Hapen puute, lysosomaa-
liset entsyymit ja matanemisprosessi ovat uhka antigeenien sailymiselle
(Renshaw 2007, 47).

Jotta kudosta voidaan tarkastella valomikroskooppisesti, taytyy siita valmistaa
ohut leike. Edellytyksena tallaisille mikroskoopin valoa hyvin lapaiseville leikkeil-
le on fiksaatio ja hyvin leikkautuvan tukiaineen imeyttaminen tai jaadytys. (Ran-
tala, Naukkarinen, Helin 1998, 65.) Immunohistokemiassa on tarkeaa, ettei ku-
dos paase kuivumaan irrottamisen jalkeen. Kudos tulee toimittaa mahdollisim-
man nopeasti kosteana laboratorioon, jonka jalkeen kudoksesta leikataan sopi-
vat palat fiksaatiota ja edelleen prosessointia varten. (Farmilo & Stead 2006,
29.) Prosessoinnin jalkeen leikkeet kiinnitetaan objektilasille ja varjataan, jolloin
niista voidaan tarkastella kudoksen rakennetta seka tutkia sen eri komponentte-
ja ja niiden suhteita toisiinsa. Tulkinta perustuu tietoon siitd, mita kudokselle eri
kasittelyvaiheissa tapahtuu. Tama mahdollistaa normaalin ja poikkeavan raken-

teen erottamisen toisistaan. (Rantala ym. 1998, 65.)

4.3.1 Fiksaatio

Kunnollinen fiksaatio estaa kudoksen pilaantumisen, joten aika kudoksen irrot-
tamisesta ja sen laittamisesta fiksatiiviin tulisi olla mahdollisimman lyhyt
(Renshaw 2007, 47). Fiksaation tarkoitus on sailyttaa tutkittavan kudosnaytteen
rakenne mahdollisimman alkuperaisena, ettei siitd havia molekyyleja jatkokasit-
telyiden aikana. Fiksaatio suojelee kudosta osmoosin aiheuttamilta vaurioilta,
turpoamiselta ja kutistumiselta. (Rantala ym. 1998, 65; Polak & Van Noorden
2003, 13.) Fiksatiiveja on useita ja niiden valintaan vaikuttaa merkittavasti se,
mitd kudosleikkeesta halutaan saada esille. Useat fiksatiiveista on kehitetty pa-

rafiinitekniikkaan joka on yleisin kaytdéssa oleva histologian perusmenetelma.
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Parafiinia kaytetdan tukiaineena naytteen leikkautuvuuden parantamiseksi.
(Rantala ym. 1998, 65.)

Fiksaatio aiheuttaa muutoksia proteiinien tertiaarirakenteissa tehden niista bio-
logisesti inaktiivisia. Proteiinien kemialliset ja antigeeniset ominaisuudet eroavat
suuresti alkuperaisista muodoistaan, jolla on merkitys erityisesti antigeenien ja
vasta-aineiden valisissa reaktioissa. (Renshaw 2007, 48.) Fiksaatio siis kiinnit-
taa antigeenit paikalleen, muuttaen samalla epitooppien muotoa ja vaikeuttaa
talla tavalla vasta-aineiden paasya niiden luo. Vaatimukset ovatkin siis ristirii-
dassa keskenaan, silla hyvan fiksatiivin tulisi sailyttdda kudosmorfologia, anti-
geenisyys, estaa antigeenin siirtyminen ja diffundoituminen pois kudoksesta
varjayksen aikana. Fiksatiivi ei saisi mydskaan vaikeuttaa antigeenin ja vasta-

aineen valista reaktiota. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 148.)

Yleisin histologiassa kaytetty fiksatiivi on formaldehydi. Se on kaasu, jonka 37-
40 % vesiliuosta kutsutaan formaliiniksi. Fiksaatioon kaytetdaan 10 % fosfaatti-
puskuroitua formaliinia, jossa formaldehydipitoisuus on 4 %. Formaliini tunkeu-
tuu kudoksiin nopeasti, mutta reagoi kudoskomponenttien kanssa hitaasti. Juuri
taman hyvan tunkeutuvuutensa vuoksi se on yleisimmin kaytetty fiksatiivi histo-
logisilla naytteilla, jotka voivat olla kooltaan suuria. (Rantala ym. 1998, 65-66.)
Formaliini fiksoi naytteet muodostamalla ristisidoksia kudoksen aminohappojen
kanssa. Tama saattaa aiheuttaa antigeenien peittymista ristisidosten alle. For-
maliinifiksaation onnistumiselle olennaista on fiksatiivin hyva neutralisointi fos-
faattisuoloilla ja sopivan pituinen fiksaatioaika. (Naukkarinen & von Boguslaws-
ky 1998, 148-149.)

Optimaalinen fiksaatioaika on olennaisen tarkea ja se vaihtelee eri antigeeni-
vasta-aine -parien valilla. Formaldehydin ihanteellinen fiksaatio-aika on 6-12
tuntia, mutta joskus tarvitaan pidempaakin fiksaatiota. (Farmilo & Stead 2006,
29.) Fiksaatiota voi nopeuttaa mikroaaltokasittelyllda, mikd monien antigeenien
kohdalla parantaa varjaystuloksen intensiteettia eli voimakkuutta (Naukkarinen
& von Boguslawsky 1998, 149).
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4.3.2 Prosessointi

Kun kudos on hyvin fiksoitunut, seuraavilla kudoksen kasittelyvaiheilla on vain
vahainen vaikutus antigeenien osoittamiseen kudoksessa. Prosessoinnissa fik-
saatioaine korvataan parafiinilla, useiden inkubaatioiden, nousevan alkoholisar-
jan ja ksyleenin jalkeen, jotta kudosleikkeiden leikkaaminen on helpompaa.
Prosessoinnissa on kuitenkin joitain tekijoita, jotka tulee ottaa huomioon. Ku-
doksen lampdtila ei prosessoinnin missdan vaiheessa saisi nousta yli 60 °C,
silla useimmat proteiinit denaturoituvat jo tassa lampdotilassa (Farmilo & Stead
2006, 32). Parafiini, jonka sulamispiste on alle 56 °C, on kuitenkin lilan pehmea
ja tekee leikkeiden leikkaamisen vaikeaksi. Parhaiten immunohistokemiaan so-
veltuu parafiini, jonka sulamislampétila on 56-58 °C. Sen leikkausominaisuudet
ovat hyvat ja antigeenien on todettu sailyvan hyvin tassa lampatilassa. (Naukka-
rinen & von Boguslawsky 1998, 149.)

Parafiinin imeydyttya kudokseen, nayte valetaan sulalla parafiinilla taytettavaan
metallimuottiin. Tassa vaiheessa varmistetaan, etta nayte tulee leikattavaksi
oikeassa asennossa. Naytteen suurin pinta laitetaan muottiin alaspain, jolloin
siitd tulee leikkauksen aloituspinta. Kuljetuksessa kaytetty kudoskasetti asete-
taan kanneksi muotin paalle. Muotti jaahdytetdan kylmalevylla, jolloin parafiini
irtoaa blokkina. Kasetti jaa kiinni parafiiniin, jolloin se toimii mikrotomin kiinnitys-
tukena. (Rantala ym. 1998, 68; Niskanen, M. 2006, 13.)

4.3.3 Leikkeiden valmistaminen

Ehjat, sileat ja tarpeeksi ohuet leikkeet ovat ehdoton edellytys minka tahansa
varjayksen onnistumiselle (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150). Kudos-
leikkeet pitaisi leikata mielellaan 3-4 um:n paksuisiksi, kuitenkin enintaan viiden
mikrometrin paksuisiksi. Paksuissa kudosleikkeissa on useita solukerroksia,
mika tekee tulkinnasta erittdin vaikeaa. (Farmilo & Stead 2006, 32.) Laaduk-
kaan naytteen aikaansaamiseksi myos mikrotomin ja sen veitsen kuntoon pitaa

kiinnittda huomiota (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150).
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Immunohistokemialliset varjaykset ovat monivaiheisia ja lasille leikatut leikkeet
saattavat helposti irrota pitkien inkubaatioaikojen, perusteellisien pesujen ja esi-
kasittelyjen vuoksi. Taman vuoksi tulee kayttaa objektilaseja, jotka on paallys-
tetty adhesiivilla eli sideaineella, kuten poly-L-lysiinilla, organosilaanilla tai muul-
la kaupallisella aineella. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150.) Joissakin
kaupallisissa laseissa pinnan positiivinen varaus sitoo itseensa tehokkaasti ku-
dosleikkeiden pinnan negatiivisesti varautuneita proteiineja (Farmilo & Stead
2006, 32). Valmiiden lasien annetaan kuivua 37 °C:ssa yon yli, jolloin naytteet
kiinnittyvat tiukasti lasille (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150). Ennen
varjayksen aloittamista naytteista poistetaan parafiini ksyleenissa, ja ne rehyd-

roidaan laskevan alkoholisarjan kautta tislattuun veteen (Rantala ym. 1998, 68).
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5 IMMUNOHISTOKEMIALLISET VARJAYKSET

Ensimmaiset immunohistokemialliset varjaykset teki Coons suoralla immuno-
fluoresenssimenetelmalla jo yli 60 vuotta sitten (Naukkarinen & von Boguslaws-
ky 1998, 133). Vuonna 1966 Nakane & Pierce kehittivat immunoentsyymime-
netelman, jossa merkkientsyymina oli piparjuuriperoksidaasi. Nykyaan antigee-
nien osoittaminen kudosleikkeista kuuluu rutiinitekniikoihin patologian laborato-
rioissa ympari maailmaa ja kaytéssa on runsaasti erilaisia antigeenien osoitus-
menetelmia. (Miller 2002, 422; Mardle 2007, 33).

Immunohistokemiallisten varjaysten avulla naytteesta pystytaan osoittamaan
esimerkiksi syopasolukon jakautumisaktiivisuutta, kasvua edistavia rakenteita
tai jopa sydpaan johtavia geneettisia virheita (Juhanoja, Aalto, Sallinen & Kainu-
lainen 1998, 233). Immunohistokemialliset varjaykset voivat olla yksinkertaisia
yhden vaiheen menetelmia eli suoria menetelmia tai monimutkaisempia ja aikaa
vievida monen vaiheen menetelmia eli epasuoria menetelmia (Renshaw 2007,
72). Immunohistokemiallisissa varjayksissa vasta-aineliuokset annostellaan
leikkeiden paalle. Leikkeita inkuboidaan tietty aika ja huuhdellaan puskurissa,
jonka jalkeen siirrytaan kaytettdvan menetelman mukaiseen seuraavaan inku-
baatioon. Varjayksen viimeisessa vaiheessa vasta-aineen sitoutumiskohta osoi-
tetaan leimaentsyymin varireaktiolla. Viimeiseksi leikkeet taustavarjataan tumi-

en osoittamiseksi. (Rantala 2002, 19.)

Varjaysmenetelma on valittava siten, ettd se on mahdollisimman spesifinen ja
sensitiivinen eli herkka. Spesifisyys tarkoittaa varjaytymisen rajoittumista vain
tutkittavaan antigeeniin, siihen vaikuttaa vasta-aineiden laatu seka kayttopitoi-
suus. Naytteen kasittelyvaiheet saattavat myds saada aikaan vasta-aineiden
epaspesifisia sitoutumisia, jolloin spesifisyys vahenee. Herkkyys kuvastaa vaa-
rien negatiivisten tulosten puuttumista ja silla tarkoitetaan merkkiaineen maaraa
verrattuna naytteen antigeenimaaraan. Herkkyytta vahentaa antigeenisyyden
vaheneminen. (Rantala 2002, 21; Jackson & Blythe 2008, 453.)
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5.1 Suora ja epasuora menetelma

Suorassa immunohistokemiallisessa varjaysmenetelmassa entsyymilla leimattu
primaarivasta-aine reagoi kudoksessa olevan antigeenin kanssa. Vasta-ainetta
kutsutaan primaariseksi, kun leima on sidottuna suoraan vasta-aineeseen, joka
on sitoutunut antigeeniin (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 144; Mardle
2007, 33; Jackson & Blythe 2008, 436-437). Kromogeenin ja substraatin lisays
saa aikaan nakyvan sakan. Tama menetelma on nopea ja spesifinen, mutta
lopputulos on kuitenkin usein liilan niukka. Inkubointi vain yhdessa leimatussa
vasta-aineessa tekee menetelmasta epaherkan, jonka takia sitd ei juurikaan
kayteta. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 144; Jackson & Blythe 2008,
438.)

Epasuoralla menetelmalla voidaan lisatd immunohistokemiallisten varjaysten
herkkyytta (Polak & Van Noorden 2003, 72). Epasuorassa menetelmassa ku-
dosleike inkuboidaan ensin primaarivasta-aineessa. Toisessa vaiheessa lisa-
taan sekundaarivasta-aine johon on liitetty entsyymi. Viimeinen vaihe on ent-
syymin osoittaminen substraatin ja kromogeenin avulla. Epasuora menetelma
on suoraa menetelmaa herkempi koska primaarivasta-aineeseen sitoutuu usei-
ta sekundaarivasta-ainemolekyyleja ja sen myota myos leimaentsyymia. Samal-
la leimatulla sekundaarivasta-aineella voidaan osoittaa useita eri primaarivasta-
aineita. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 144.) Kuvassa 1 on esitetty

suora ja epasuora menetelma.

Leimaentsyyimni
Leimaentsyani Sekundaarivasta-aine
Primaarivasta-aine Primaarivasta-aine

KUVA 1. Suora ja epasuora menetelma (mukailtuna Miller 2002, 428)
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5.2 Immunoentsyymimenetelmat

Erilaisten leimojen avulla osoitetaan kudoksesta tai soluista vasta-aine, joka on
sitoutunut sille spesifiseen antigeeniin. Yleisesti vasta-aineiden leimaamiseen
kaytetaan erilaisia entsyymeja ja fluorokromeja. (Mardle 2007, 33; Jackson &
Blythe 2008, 436-437.) Immunoentsyymimenetelmissa kaytetdan antigeenien
paikannukseen merkkiaineena entsyymia (Rantala 2002, 18; Jackson & Blythe
2008, 436).

Vasta-ainemolekyylien sitoutumiskohdat kudosleikkeissa osoitetaan entsyymi-
substraatti-variainereaktiolla. Variaineen eli kromogeenin avulla reaktiopaikalle
saadaan varillinen sakka, joka nakyy tavallisella mikroskoopilla. Diagnostiikassa
keskeistd on se, ettd varjayksia voidaan tehda parafiinileikkeista. Useimmilla
entsyymeilla aikaansaatu varjaystulos ei myodskaan haalistu. (Rantala 2002, 18;
Jackson & Blythe 2008, 436.)

Piparjuuren peroksidaasi

Piparjuuren peroksidaasi on eniten kaytetty entsyymileima immunohistokemias-
sa (Miller 2002, 424). Peroksidaasin aktiivinen osa on hematiini joka sisaltaa
rautaa. Se muodostaa kompleksin vetyperoksidisubstraatin kanssa ja hajoittaen
sen vedeksi ja happiatomiksi. Elektronin luovuttaja kromogeeni katalysoi perok-
sidaasi-vetyperoksidi-reaktiota ja hapettuu varilliseksi lopputuotteeksi. (Naukka-

rinen & von Boguslawsky 1998, 138.)

Yleisin peroksidaasi-vetyperoksidi-reaktioissa kaytettava kromogeeni on 3,3’ —
diaminobentsidiinitetrahydrokloridi (DAB) joka muodostaa lopputuotteena tum-
manruskean sakan. DAB —vari erottuu selvasti ja on tarkasti ymparistoonsa ra-
jautuva. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 138; Jackson & Blythe 2008,
436.) DAB luokitellaan mahdolliseksi karsinogeeniksi, joten sen kasittelyssa on

noudatettava erityistd varovaisuutta (Mardle 2007, 36).
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5.3 EnVision™ -menetelma

EnVision™ -menetelma perustuu polymeeritekniikkaan. Vasta-aineet ja merk-
kientsyymit voidaan liittdaa polymeerirunkoon. Tallaiseen polymeeriketjuun voi-
daan liittaad useita vasta-aine- ja entsyymimolekyyleja herkistamaan menetel-
maa. EnVision™ -menetelmassa dekstraanipolymeeriin on liitetty merkkient-
syymi ja sekundaariseerumi. Tama vastaa epasuoraa menetelmaa, jota dekst-
raanipolymeeriin liitetyt useat entsyymimolekyylit merkittavasti herkistavat.
(Naukkarinen 2002, 35; Key 2006, 50.)

EnVision™ -menetelma on kaksivaiheinen immunohistokemiallinen varjaysme-
netelma, joka perustuu sekundaarivasta-aineeseen konjugoituun peroksi-
daasileimattuun polymeeriin (kuva 2, s. 35). Tama polymeeri ei sisalla avidiinia
eika biotiinia. EnVision™ -menetelma on erityisen herkka, koska polymeeriin
voidaan liittda useita peroksidaasimolekyyleja. Markkinoilla on tarjolla varjayk-
sen suorittamiseen kaytettavia kitteja, joissa reagenssit ovat valmiita kayttoliu-
oksia. Reagenssit sisaltavat sailontaaineena myrkyllista Na-atsidia (NaN3s), joka
on havitettava runsaan vesimaaran kanssa viemarista. AEC —kromogeeni on
mahdollinen karsinogeeni, joten sita pitaa kasitellda varoen. (Naukkarinen 2002,
57; Key 2006, 50-51.)

Y Sekundaarivasta-aine

. Leimaentsyymni

— [ *%<

KUVA 2. EnVision™-menetelma (mukailtuna Miller 2002, 429)
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5.4 Antigeenien paljastaminen

Formaldehydifiksaatio muuttaa kudoksen proteiinimolekyylien muotoa, minka
vuoksi vasta-aineet eivat pysty tunnistamaan niita. Antigeenien paljastusmene-
telmilld voidaan palauttaa proteiinin alkuperainen rakenne ja rikkoa proteiinien
valisia ristisidoksia. Nain voidaan luoda uudelleen proteiinin tertidarirakenne tai
sita lahinna oleva tila. Toisin sanoen antigeenien paljastusmenetelmilla voidaan
renaturoida proteiini, jonka rakenne muuttui fiksaation seurauksena. Tama pal-
jastaa antigeenit ja epitoopit sekd mahdollistaa vasta-aineiden paasyn epitoo-
peille. (Renshaw 2007, 48; Jackson & Blythe 2008, 442.)

Antigeenien paljastaminen voidaan tehda joko lammittamalla tai entsyymien
avulla. Lammitys voidaan tehda mikroaaltouunilla, autoklaavilla, painekattilalla,
vesihauteella tai kuumalla levylla. (Renshaw 2007, 60.) Yleisin vaihtoehto for-
maliinissa fiksoiduille kudoksille on mikroaaltouunilla [ammitys. Lampdkasittelyn
jalkeen useimmat antigeenit ovat havaittavissa, mutta jotkut saattavat tuhoutua
ja jotkut pysya edelleen peitettyna. Tarkeita tekijoita paljastettaessa antigeeneja
ovat lampdtila, lampotilan muutokset paljastuksen aikana seka lammittamisen
kesto. (Hayat 2002, 124.)

Joidenkin antigeenien paljastaminen onnistuu ainoastaan lammittamisen avulla.
Lammittamisen jalkeen voidaan kayttaa vasta-aineita, joita ei voisi kayttaa muu-
ten formaliinilla fiksoiduille ja parafiiniin valetuille kudoksille. Lampdkasiteltyjen
kudosten solumorfologia sailyy paremmin kuin entsyymikasiteltyjen. Lammitta-
minen tehdaan yleensa mikroaaltouunissa 10 minuutin ajan 100 °C:ssa. Lasit
asetetaan tarjottimelle, jossa on epitoopin paljastusliuosta. Yleisimmin kaytossa
on sitraattipuskuri, jonka pH on 6. (Hayat 2002, 124-125; Jackson & Blythe
2008, 442.)

Antigeenien paljastaminen voidaan tehda myos entsyymeilla. Optimaalinen ent-
syymikasittely on kokeiltava erikseen jokaiselle antigeenille. Kaytanndssa esi-
merkiksi 40 minuuttia 0,5 % pepsiinissa 37°C:ssa sopii useimmille antigeeneille.
Myos trypsiinia kaytetaan antigeenien paljastamisessa silla se on voimakas ja
hyvaksi todettu proteiinien sidoksia hajottava entsyymi. Entsyymikasittely lisaa

varjayksen intensiteettia merkittavasti, mutta se lisdd myods taustavarjaytymista
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ja irrottaa leiketta lasilta. Tuloksena antigeenia peittavat proteiinisidokset avau-
tuvat ja vasta-aineet pystyvat sitoutumaan antigeeneihin. Entsyymikasittely
saattaa tuhota joidenkin antigeenien reaktiivisuuden. Antigeenien paljastami-
seen vaikuttaa entsyymikasittelyn kesto, pH, lampdtila seka fiksaation kesto.
(Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150; Laasonen 2001, 14-15; Hayat
2002, 117-118,151.)

5.5 Epaspesifisten sitoutumiskohtien blokkaaminen

Ennen varjayksen aloittamista eli primaarivasta-aineen lisaysta, mahdolliset
epaspesifiset sitoutumiskohdat blokataan pois. Blokkaus tehdaan seerumilla,
joka on tuotettu samassa lajissa kuin primaarivasta-aine. Seerumia laimenne-
taan puskuriliuoksella ennen kayttamista. Seerumissa olevat epaspesifiset vas-
ta-aineet sitoutuvat Fc-reseptoreihin ja varauksellisiin tai hydrofobisiin sitoutu-
miskohtiin. Nain valtytaan vaarilta positiivisilta tuloksilta, jotka ilmenevat kun
antigeenille spesifiset vasta-aineet sitoutuvat naihin kohtiin. (Polak & Van Noor-
den 2003, 71.)

Kudoksessa voi esiintya samankaltaisia entsyymeja kuin kaytettava merkkiaine.
Nama kudoksessa olevat entsyymit saattavat reagoida merkkiainetta etsivan
substraatin kanssa. Taman endogeenisen entsyymin blokkaaminen, voi estaa
vaaria positiivisia tuloksia. (Miller 2002, 435.) Monet solut, etenkin punasolut,
sisaltavat luonnostaan peroksidaasientsyymia. Jotta tama kudoksen endogee-
ninen peroksidaasi ei reagoisi reaktiossa kaytettavan kromogeenin kanssa, sen
aktiivisuus tulee poistaa ennen varjaamista. Vetyperoksidikasittelyn avulla saa-
daan peroksidaasi inaktiiviseksi. Myos syanidi ja atsidi inhiboivat peroksidaasia.
(Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 138; Jackson 2007, 224.) Naytteet,
jotka sisaltavat runsaasti endogeenista alkalista fosfataasia tulee kasitella en-
nen varjaysta levamisolilla. Nain alkalinen fosfataasi saadaan inaktivoitua. Alka-
linen fosfataasi on imminohistokemiassa kaytettava entsyymi. (Naukkarinen &
von Boguslawsky 1998, 139.)
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5.6 Varjaystulokseen vaikuttavat tekijat

Immunohistokemialliset varjaykset ovat usein monivaiheisia ja pitkia. Varjaysoh-
jeiden tarkka ja huolellinen noudattaminen on ehdottoman tarkeaa luotettavan
ja tarkoituksenmukaisen lopputuloksen saavuttamiseksi. Ammattitaitoisen ja
motivoituneen henkilokunnan osuutta onnistuneeseen varjaystulokseen ei pida

aliarvioida.

Immunohistokemiallisten varjaysten laadukkuuteen vaikuttavat oleellisesti titteri
eli suurin mahdollinen laimennos, inkubaatioajat ja —lampdtilat seka pesut. Naita
tekijoita voidaan muuttaa tarvittaessa, jotta saavutetaan haluttu varjaystulos.
Myos kontrollointi on olennaista pyrittaessa laadukkaaseen lopputulokseen. Ta-
voitteena on saavuttaa spesifinen ja optimaalinen varjaystulos ilman hairiéteki-
joita. (Boenisch 2006, 15; Jackson & Blythe 2008, 453.)

5.6.1 Vasta-aineiden titteri ja laimennokset

Immunohistokemiassa optimaalinen vasta-aineen titteri maaritellaan niin, etta
se on suurin mahdollinen laimennos, jolla saadaan laadukas varjaytyminen ja
mahdollisimman pieni taustavarjaytyminen. Titteri on antiseerumia eli vasta-
ainetta sisaltavaa seerumia tai monoklonaalista vasta-ainetta. (Naukkarinen &
von Boguslawsky 1998, 154.) Vasta-aineen affiniteetti eli antigeeni-vasta-
ainesidoksen voimakkuus vaikuttaa myos olennaisesti optimaaliseen laimen-
nokseen. Titterin pysyessa vakiona, affiniteetiltaan voimakkaampi vasta-aine
todennakoisesti reagoi nopeammin antigeenin kanssa antaen myos voimak-
kaamman varjaystuloksen samassa ajassa kuin affiniteetiltaan heikompi vasta-
aine. (Boenisch 2006, 15.)

Optimaalinen varjaystulos edellyttda oikeaa laimennossuhdetta ja spesifisen
primaarisen vasta-aineen kayttda. Runsaasti antigeeneja sisaltavissa kudoksis-
sa vaaran laimennossuhteen kaytto lisaa vaarien negatiivisten tulosten mahdol-
lisuutta. Testaamattomia vasta-aineita kaytettdessa tehdaan aluksi laaja lai-

mennossarja varmistamaan, ettei vaaria negatiivisia tuloksia ilmene. (Miller
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2002, 437.) Vasta-aineet voidaan ostaa valmiiksi laimennettuina, jolloin valmis-
taja ei yleensa ilmoita pitoisuutta. Laimentamattomasta vasta-aineesta valmista-
ja ilmoittaa pitoisuuden ja antaa laimennossuosituksen. (Naukkarinen & von
Boguslawsky 1998, 154.)

Yleensa vain primaarisen vasta-aineen laimennokset vaativat hienosaatoa tilan-
teissa, joissa ilmenee taustavarjaytymista tai varjaystulos on liilan heikko. Se-
kundaari- ja tertidarivasta-aineiden laimennokset ovat yleensa samat eri anti-
geeneille sen jalkeen kun menetelma on saatu kunnolla toimimaan. Laimennok-
siin vaikuttavat seka inkubaatioajat etta esikasittelymuodot. Laimennoksissa
kaytetaan puskurissa kantajaproteiinia, joka suojaa vasta-ainetta koeputkeen
kiinnittymiselta seka polymerisaatiolta. Valmiiksi laimennettuja vasta-aineita pi-
taa sailyttaa jaakaapissa, koska ne eivat kesta toistuvaa jaadyttamista ja sulat-
tamista. Sakkaiset ja sameat vasta-aineet on havitettava. (Naukkarinen & von
Boguslawsky 1998, 154—-155; Jackson & Blythe 2008, 454.)

5.6.2 Inkubaatioajat ja -lampdtilat

Leikkeet eivat saa kuivua missaan varjayksen vaiheessa, jonka vuoksi inkubaa-
tiot tehdaan kosteassa kammiossa. Kosteana kammiona voidaan kayttaa esi-
merkiksi petrimaljaa, jonka pohjalla on kostutettua vaahtomuovia tasaisena ker-
roksena. Vasta-ainekontaminaation valttamiseksi naytelasit laitetaan riittavan
valimatkan paahan toisistaan. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 154.)
Inkubaation aikana voi tapahtua myds vasta-aineiden haihtumista, mikali inku-

baatiot eivat tapahdu kosteissa olosuhteissa (Miller 2002, 437).

Vasta-aineen titterilla ja inkubaatioajalla on kaanteinen suhde toisiinsa pyritta-
essa optimaalisiin varjaystuloksiin. Mitd suurempi on vasta-aineen titteri, sita
lyhyempi on inkubaatioaika. Tarkoituksenmukaisempaa on asettaa ensin sopiva
inkubaatioaika, jonka pohjalta tehdaan sopiva vasta-ainelaimennos. (Boenisch
2006, 17.) Primaarivasta-aineen yleinen inkubaatioaika on yksi tunti huoneen-
lammaobssa. Jos naytteella ei ole kKiire, kaytetaan kuitenkin pidempaa inkubaatio-
aikaa, laimeaa pitoisuutta seka jaakaappilampoétilaa. Tama luo stabiilit olosuh-

teet antigeeni-vasta-ainereaktiolle ja vahentaa taustavarjaytymista, jolloin valty-
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taan vaarilta tulkinnoilta. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 154; Boenisch
2006, 18.) Pitka inkubaatio sopii hyvin parafiinileikkeille, joiden morfologia kes-
taa sen fiksaation ansiosta (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 154). Anti-
geeni-vasta-ainereaktio saavuttaa tasapainon 37°C:ssa nopeammin kuin huo-
neenlammodssa. Jos inkubaatiolampdtilaa nostetaan, taytyy ottaa huomioon
vasta-ainelaimennokset. Yli yon tai pidempaan kestavassa inkubaatiossa tulee

kayttaa jaakaappilampdtilaa. (Boenisch 2006, 18.)

5.6.3 Pesut

Varjayksen spesifisyyden varmistamiseksi pestaan erittdin huolellisesti pois si-
toutumattomat vasta-aineet ennen seuraavan reagenssin lisaamista (Naukkari-
nen & von Boguslawsky 1998, 155). Pesuilla estetaan antigeeni-vasta-aine kon-
jugaattien sakkautuminen lasille. Sakkautuminen vaikeuttaa varjayksen tulkin-
taa ja aiheuttaa taustavarjaytymista. (Miller 2002, 437.) Pesuissa kaytetaan iso-
tonista puskuriliuosta, yleisimmin TRIS eli tris(hydroksimetyyli)Jaminometaani —
puskuria tai PBS -puskuria eli fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (phosphate buf-
fered saline). PBS soveltuu useimpiin immunohistokemiallisiin varjayksiin. TRIS
—puskuria kaytetdan merkkientsyymin ollessa alkalinen fosfataasi, jottei ent-
syymi hajota puskurin fosfaatteja. Taustavarjaytymisen vahentamiseksi pesu-
puskuriin voidaan lisata normaaliseerumia kaytettdessa polyklonaalisia primaa-
rivasta-aineita. Puskuriliuoksiin voidaan lisatd myds pintajannitysta alentavia
aineita, esimerkiksi Triton-X-100, joilla helpotetaan vasta-aineiden tunkeutumis-

ta leikkeeseen. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 155.)

Naytelasit pestaan kiinnittymattdomien reagenssien poistamiseksi varoen leik-
keiden irtoamista lasilta. Lasit pestaan suihkuttamalla puskuria lasin reunalle, ei
suoraan leikkeen paalle. Taman jalkeen lasit huuhdellaan puskurimaljassa,
esimerkiksi 2 x 5 minuuttia. (Naukkarinen 2002, 58.) Pesusta saadaan tehok-
kaampi maljaa heiluttelemalla tai magneettisekoittajan kaytolla. Lasi kuivataan
pesun jalkeen alapuolelta ja naytteen ymparilta, jonka jalkeen seuraavan rea-
genssin voi lisata lasille. Varjaysautomaattien varjaystulos on puhdas tehok-

kaan pesuvaiheen ansiosta. Kasivarjaysta heikompi intensiteetti on kuitenkin
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varjaysautomaattien ongelmana, joten primaarivasta-aineen pitoisuutta on niis-

sa nostettava. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 155.)

5.6.4 Varjaysten kontrollointi

Kontrolleja kaytetdaan varmistamaan immunohistokemiallisten varjaysten spesi-
fisyys ja kontrollointi on tehtdva joka varjayseran yhteydessa (Naukkarinen &
von Boguslawsky 1998, 153). Monet tekijat vaikuttavat varjayksen onnistumi-
seen. Reagenssi- ja kudoskontrollit tulee tehda, jotta voidaan varmistua siita,
etta varjayksen lopputulos on oikea. (Rasmussen 2006, 113.) Kontrollien avulla
on mahdollista tunnistaa reagensseista, kontrollinaytteista tai varjayksen suorit-
tajasta johtuvat virhelahteet. Immunohistokemiallisten varjaysten tulokset ovat
merkityksettomia, mikali tarpeelliset kontrollit ovat jaaneet tekematta. (Jackson
2007, 218.) Uutta vasta-ainetta sisdanajettaessa kaytetaan usein lisakontrolleja
kartoittamaan vasta-aineen ominaisuuksia (Naukkarinen & von Boguslawsky
1998, 153).

Reagenssikontrolleiden kaytdssa tavoitteena on varmistaa primaari- ja sekun-
daarivasta-aineiden spesifinen sitoutuminen kohdeantigeeneihinsa. Varjayk-
seen vaikuttavat tekijat, kuten inkubaatioaika, puskurit ja lampoétila on pidettava
stabiileina. (Jackson 2007, 219.) Tarkein reagenssi immunohistokemiassa on
primaarivasta-aine. llman primaarivasta-aineen hyvaa spesifisyyttd varjays
saattaa epaonnistua. Primaarisille vasta-aineille maaritetaan ensin niiden opti-
maaliset laimennossuhteet. Taman jalkeen niita testataan kudoksilla, joiden tie-
detadan olevan joko positiivisia tai negatiivisia vasta-aineelle spesifisen antigee-

nin suhteen. (Rasmussen 2006, 113.)

Yleisesti kontrolloinneissa tulee osoittaa, etta varjaytymista ei tapahdu, jos pri-
maarivasta-ainetta ei ole kaytettavassa kontrolliliuoksessa (Miller 2002, 436).
Tallainen kontrollointi on kuitenkin rutiinisti harvoin mahdollista toteuttaa, joten
kontrolloinnissa kaytetaan usein nonimmuuniseerumia tai puskuria primaarin

vasta-aineen tilalla. Primaarivasta-aine voidaan myos korvata IgG-fraktiolla joka
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sisaltdd saman maaran proteiinia ja proteiiniaggregaatteja kuin kaytetty vasta-

aine. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 153.)

Jos testattava vasta-aine on monoklonaalinen, ainoa vaihtoehto sen kontrol-
loimiseen on kayttaa sille isotyyppista eli samaa luokkaa olevaa ja samassa
elaimessa valmistettua vasta-ainetta. Isotyyppisen vasta-aineen antigeeni on
epaspesifinen proteiini, jolloin sen ja kudoksen valisessa reaktiossa tapahtunut
varjays voi johtua vain epaspesifisistd reaktioista sen ja kudoksen valilla tai
merkkiaineesta johtuvista tekijoista. (Jackson 2007, 220.) Kun primaarivasta-
aine on kontrolloitu, siirrytaan sekundaarivasta-aineen kontrollointiin. Kontrol-
lointi tapahtuu korvaamalla sekundaarivasta-aine nonimmuuniseerumilla, joka
on samassa eldimessa tuotettua kuin primaarivasta-aine. (Naukkarinen & von
Boguslawsky 1998, 153.)

Kudoskontrollit voivat olla negatiivisia, positiivisia tai sisaisia kontrolleja (Nauk-
karinen & von Boguslawsky 1998,153; Rasmussen 2006, 114). Kaikki kontrolli-
naytteet tulee kasitella esikasittelyineen ja varjayksineen kuten varsinaiset poti-
lasnaytteet (Jackson 2007, 219). Jos kontrollitulokset eivat ole odotettuja, saa-

tuja varjaystuloksia ei voida pitaa luotettavina (Rasmussen 2006, 115).

Positiiviset kontrollit sisaltavat tutkittavaa antigeenia. Varjayksen herkkyytta voi-
daan selvittaa pitamalla antigeenin maara vahaisena. (Rantala 2001, 23.) Var-
jaysmenetelman on oltava herkka pienten antigeenimaarien tunnistamiseen,
koska tuumorit ilmentavat antigeenia eri tavoin eri soluissa. Positiivisen kontrol-
lin avulla saadaan varmistettua, ettd nayte on valmistettu oikein, kaikki tarvitta-
vat reagenssit on lisatty ja etta varjayksessa on kaytetty oikeita inkubaatioaikoja
ja —lampdtiloja. Sensitiivisyytta eli herkkyytta tarkkailtaessa kannattaa valita po-
sitiiviseksi kontrolliksi sellainen kudos, joka varjaytyy heikosti positiiviseksi. Op-
timaalinen positiivinen kontrolli sisaltda seka heikosti etta voimakkaasti varjay-
tyvia osia. (Rasmussen 2006, 114-115.)

Negatiivinen kontrolli ei sisalla lainkaan tutkittavaa antigeenia (Naukkarinen &
von Boguslawsky 1998, 153). Positiivinen varjaystulos negatiivisessa kontrollis-
sa saattaa johtua vasta-aineen spesifisyyden puutteesta tai epaspesifisesta

taustavarjaytymisestd (Rasmussen 2006, 115). Mahdollinen positiivisuus voi
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myOs johtua vaarasta vasta-aineesta tai leimausmenetelmasta (Jackson 2007,
219).

Kudoksessa itsessaan on usein tutkittavaa antigeenia normaaleissa kudoksen
osissa. Tallainen sisainen kontrolli on paras kudoskontrolli, koska se on kasitel-
ty samalla tavalla kuin nayte. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 153.) Si-
saisella kontrollila voidaan periaatteessa korvata positiivinen kudoskontrolli
(Rasmussen 2006, 115). Esimerkkina sisdisesta kontrollista on S100 —proteiini,
jota esiintyy melanoomassa ja normaalissa kudoksessa, kuten aareishermoissa

ja melanosyyteissa (Jackson 2007, 221).

5.7 Virhelahteet

Immunohistokemiallisen varjayksen suoritus voi epaonnistua useassa eri vai-
heessa. Yleisimpia virheitd ovat varjaytymisen puuttuminen, heikko spesifi var-
jaytyminen, taustavarjaytyminen ja kudoksen huono morfologia. Jos varjayty-
mista ei tapahdu ollenkaan, voi ongelma l6ytya esimerkiksi primaarivasta-aine-
reagenssista. Reaktiota antigeenin ja primaarivasta-aineen valilla ei tapahdu,
jos primaarivasta-aine puuttuu varjayksesta, sen pitoisuus on liilan alhainen,
tarvittava esikasittely on virheellinen tai tekematta, esikasittely ei sovi vasta-
aineen tunnistavalle epitoopille tai reagenssi on vanhaa. (Naukkarinen & von
Boguslawsky 1998, 156-157; Rantala 2001, 22.) Varjayksen puuttuminen voi
johtua myds merkkientsyymin reaktioista. Varjayksen onnistuminen ei ole mah-
dollista jos varjayksesta on jaanyt substraatti pois tai substraattina kaytetty ve-
typeroksidi on haihtunut pois, kromogeeni on liuennut etanoliin tai ksyleeniin,
kromogeenin pitoisuus on liian alhainen tai substraatti-kromogeeniliuos on tehty

vaaraan puskuriin. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 156.)

Heikko spesifi varjaytyminen tarkoittaa, etta antigeeni varjaytyy seka naytteessa
etta positiivisessa kontrollissa spesifisesti, mutta varjaytyminen on heikkoa. To-
denndkdinen syy tahan loytyy primaarivasta-aineesta. Ongelmana voi olla pri-
maarivasta-aineen liian alhainen pitoisuus, entsyymikasittelyn kesto, esikasitte-

lyn sopimattomuus antigeenille tai vanhentunut vasta-ainereagenssi. Syyna
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vaaleampaan varjaantymiseen voi olla myds epatarkkuudet substraatti-
kromogeeniliuoksen valmistuksessa tai lilan lyhyt inkubaatioaika tassa liuokses-
sa. Mikali heikon varjaystuloksen syy ei I0ydy primaarivasta-aineesta eika sub-
straatti-kromogeeniliuoksesta, tulee varjayksen jokainen vaihe tarkastaa jarjes-
telmallisesti. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 156; Hladik & White
2008, 482.)

Yleinen ongelma immunohistokemiallisissa varjayksissa on taustavarjaytymi-
nen. Lievaa taustavarjaytymista voidaan pitda kauneusvirheena, mutta jos taus-
ta hairitsee varjayksen luotettavaa tulkintaa, se on minimoitava. Jos seka nayt-
teessa etta positiivisessa kontrollissa on taustavarjaytymista, mutta negatiivi-
sessa kontrollissa ei, on syyta haettava primaarivasta-aineesta. Ongelmana voi
olla liilan suuri primaarivasta-aineen pitoisuus tai epapuhtaudet, liian voimakas
tai pitkakestoinen entsyymi- tai mikroaaltokasittely tai immunologisen sitoutumi-
sen puuttuminen. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 157; Rantala 2001,
22.))

Taustavarjaytyminen saattaa johtua myods vasta-aineiden ristireagoinnista. On-
gelma ilmenee, kun tutkittava epitooppi on eri proteiinien kesken sama tutkitta-
vassa kudoksessa. Taustavarjaytyminen voidaan estaa kayttamalla proteiinia,
joka sitoutuu antigeeneihin, ennen primaarivasta-aineen lisaysta tai lisdamisen
aikana. (Hayat 2002, 96.) Kudoksen morfologiaan vaikuttaa naytteen fiksaatio,
prosessointi, leikkeiden laatu seka immunohistokemiallinen varjays. Virheet
naissa vaiheissa aiheuttavat kudoksen morfologian huonontumista. Pitkat inku-
baatioajat seka entsyymi- ja mikroaaltokasittelyt irrottavat leiketta lasilta. Leik-
keiden paalla voi olla reagenssien vaarista pitoisuuksista tai puutteellisista pe-
suista johtuvaa varisakkaa, mika osaltaan myos huonontaa kudosnaytteen mor-

fologiaa. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 157.)

5.8 Varjaysten tulkinta

Tulkittaessa immunohistokemiallisia varjayksia, on ensin tutkittava huolellisesti

kontrollileikkeet. Negatiivisesta reagenssikontrollista puuttuu antigeenispesifi-
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nen primaarivasta-aine, jolloin epaspesifi varjaytyminen nakyy hyvin. Positiivi-
sesta ja sisaisesta kudoskontrollista nahdaan varjayksen tekninen onnistumi-
nen. Positiivisesta kontrollista voidaan arvioida myos varjayksen herkkyys. Jos
positiivinen kontrolli varjaytyy mutta nayte ei, on nayte todella antigeeninegatii-
vinen tai se on kasitelty niin, ettd antigeeniepitoopit ovat tuhoutuneet. Negatii-
vista tulosta ei voida taman vuoksi pitaa varsinaisena lopputuloksena, kuten
hyvin kontrolloitua spesifista positiivista varjaystulosta. (Naukkarinen & von Bo-
guslawsky 1998, 158; Rantala 2001, 23.) Jotta immunohistokemialliset reaktiot
voidaan havaita mikroskoopissa, on mukana oltava leima. Lahes kaikki kaytet-
tavat leimat vaativat lisavaiheita nakyakseen lopputuloksessa. Entsyymien tay-
tyy reagoida substraatin ja kromogeenin kanssa, jotta ne muodostavat nakyvan
sakan. (Polak & Van Noorden 2003, 45.)

Hyvin onnistuneen varjayksen tuntomerkkeja ovat selkea varin paikantuminen
esimerkiksi solun sytoplasmassa ja solu- ja tyvikalvoilla ja riittdva varin intensi-
teetti. Onnistuneessa varjayksessa varin intensiteetti vaihtelee kasvainsoluissa,
koska solut iimentavat antigeenia eri maaria. Optimaalinen lopputulos edellyttaa
minimaalisen taustavarjaytymisen ja puhtaan negatiivisen reagenssikontrollin.
Varjaysten tulkinnassa tulee olla kriittinen. Huonosti sailyneista leikkeista on
hankala arvioida varjayksen onnistumista, puhumattakaan antigeenin paikallis-
tamisesta. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 158—-159.) Luotettavaa tie-
toa saadaan ainoastaan hyvin sailyneesta kudoksesta ja laadukkaista leikkeista
(Hladik & White 2008, 473).

5.9 Immunohistokemiallisten varjaysten edut

Histologinen tutkimus on luotettavin ja tarkein patologian alan diagnostinen me-
netelma, vaikka immunohistokemialliset metodit ovat laajentaneet ja taydenta-
neet alan tutkimusvalikoimaa. Kasvaindiagnostiikassa immunohistokemiallisilla
varjayksilla on mahdollista paasta tarkempaan diagnoosiin kuin perushistologi-
silla varjayksilla. Histologiset varjaykset tehdaan kudosnaytteista, joita ovat eri-
laisten tahystysten yhteydessa otetut koepalat, leikkausten yhteydessa poistetut

kasvaimet tai muut kudosnaytteet kuten esimerkiksi luomet. Immunohistokemi-
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alliset varjaykset tehdaan samoista naytteista, kuitenkin noudattaen tiettyja eri-
tyisvaatimuksia. Rutiinihistologiassa tarkastellaan valomikroskoopin avulla ku-
doksen rakennetta seka eri komponentteja ja niiden suhteita toisiinsa. (Rantala
ym. 1998, 65; Medix Laboratoriot 2008.)

Kaytettava histologinen varjays valitaan sen perusteella, mita kudoksesta halu-
taan tarkastella. Histologinen tulkinta perustuu pitkdan kokemukseen siita, mita
kudokselle eri kasittelyvaiheissa tapahtuu, mika mahdollistaa normaalin ja poik-
keavan rakenteen erottamisen toisistaan. (Rantala ym. 1998, 65.) Esimerkiksi
opinnaytetydomme aiheena olevaa melanoomaa tutkitaan rutiinihistologiassa
Fontana-Masson —varjayksella. Tama varjays osoittaa melaniinin ja sen esias-
teet tutkittavasta naytteesta. Kasvaimet, kuten myds melanooma, ilmentavat
niille tyypillisia antigeeneja, jotka on mahdollista paikantaa immunohistokemial-
lisilla varjayksilla. Immunohistokemiallisissa varjayksissa kaytettavat spesifiset
vasta-aineet reagoivat antigeenien kanssa mahdollistaen syovan tarkan tyypi-
tyksen. (Sulaimon, Kitchell & Ehrhart 2002, 162.)
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6 OPINNAYTETYON TEHTAVA, TARKOITUS JA TAVOITTEET

Opinnaytetydbmme tarkoitus on olla mukana kehittdmassa koirien kasvaindiag-
nostiikkaa parantavia immunohistokemiallisia tutkimusmenetelmia. Koko taman
projektin tavoitteena on saada markkinoille tata osa-aluetta tarkentava vasta-
ainepaneeli. Tehtavanamme on selvittda Yhdysvalloissa jo kaytossa olevat vas-
ta-ainepaneelit ja niiden sisaltd. Opinnaytetydmme tulee sisaltamaan myos ko-
keellisen osuuden, jossa tehtavanamme on alustava vasta-aineiden toiminnan
testaaminen. Opinnaytetyd sisaltda myos taman kokeellisen osuuden dokumen-
toinnin. Histola Research Oy jatkaa vasta-aineiden koestusta ja suorittaa tarvit-

tavat sisaanajot.

Ensimmainen tehtdvamme on selvittdd mitd vasta-aineklooneja ja vasta-
ainepaneeleita yleensa kaytetaan koirien sydpadiagnostiikassa Yhdysvalloissa.
Kaytettavat vasta-ainekloonit saadaan selville Yhdysvalloista kotielaindiagnos-
tiikkkaa harjoittavilta laboratorioilta sahkopostikeskusteluiden ja immunohistoke-
miallisen tietokannan valityksella. Seuraava vaihe on alustavan teoreettisen
vasta-ainepaneelin valmistaminen yleisimpia syopia varten. Taman pohjustus-
tydn jalkeen valitaan testattavaksi kontrollinaytteet. Tutkimuskohteena olevaksi
syovaksi valitaan yleisyytensa vuoksi melanooma. Testattavat kudokset saam-
me Helsingin elainlaaketieteelliselta laitokselta. Histola Research Oy:n suorit-
taman vasta-aineiden testauksen jalkeen paneeli on toivottavasti valmis mark-
kinoille. Osaa Kkirjallisesta tydstamme tullaan myds mahdollisesti kayttamaan
Koiramme -lehden koiranomistajille suunnatussa immunohistokemiaa kasittele-

vassa artikkelissa.
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7 TOIMINNALLINEN OPINNAYTETYO

"Toiminnallisen opinnaytetyon taustalla on toiminnallinen tiedonkasitys.” Tama
tiedonkasitys korostuu erityisesti aloilla, joilla taitaminen, kaytannonlaheisyys ja
sovellettavuus ovat keskeisessa asemassa. (Airaksinen 2003.) Toiminnallinen
opinnaytetyd on tydelaman kehittamistyd ja silla on yleensa toimeksiantaja.
Tyon tarkoituksena on tavoitella kaytannon toiminnan kehittamista, ohjeistamis-
ta, jarjestamista tai jarkeistamista. Sen tulee olla ammatillisesti kiinnostava ja

merkittava kohderyhmalle. (Virtuaaliammattikoulu 2008.)

Opinnaytetyon tekijalta edellytetdan tutkivaa ja kehittavaa otetta, vaikka tutki-
mus usein onkin toiminnallisessa opinnaytetyossa lahinna selvityksen tekemis-
ta. Tutkiva ote nakyy muun muassa teoreettisen lahestymistavan perusteltuna
valintana seka kriittisena suhtautumisena omaan tekemiseen ja kirjoittamiseen.
Ideana on pyrkia yhdistamaan ammatillinen teoreettinen tieto ammatilliseen
kaytantoon. (Virtuaaliammattikoulu 2008.) Toiminnallisessa opinnaytetyossa
saattaa usein tulla vastaan asioita, joita ei voi toteuttaa suunnitellulla tavalla.
Taman vuoksi tulee pohtia, millaiset tavoitteet jaivat saavuttamatta, jouduttiinko
tavoitteita muuttamaan prosessin aikana ja miksi. Huomiota tulee Kkiinnittaa
myo0s siihen, miten oivaltava, innovatiivinen ja ammatillisesti kehittava lopputu-
los on. (Airaksinen & Vilkka 2003, 154-157.)

Opinnaytetydbmme on toiminnallinen opinnaytetyd, jonka tuloksena ei varsinai-
sesti synny erillista tuotosta, vaan kirjallinen selvitys aiheesta Histola Research
Oy:n kayttoon. Kirjallinen tyo sisaltéa teoriaa koirien kasvaintaudeista, mela-
noomasta ja immunohistokemiasta seka myos kokeellisen osuuden dokumen-
toinnin. Kokeellisesta osuudesta saatuja tuloksia tullaan kayttamaan hyvaksi
uuden menetelman kayttoonotossa kotielaindiagnostiikkaa harjoittavissa labora-

torioissa.
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8 OPINNAYTETYON SUORITUKSEN KUVAUS

Alustava tiedonhaku

Tapasimme tydelaman edustajamme Immo Rantalan ja Teemu Honkasen
8.10.2008 opinnaytetyon sisallon suunnittelun merkeissa. Taman jalkeen aloi-
timme opinnaytetydmme tutustumalla immunohistokemiaa paljon harjoittaviin
yhdysvaltalaisiin elainlaboratorioihin internetin valityksella. Kerasimme naista
21:n immunohistokemiaa harjoittavan elainlaboratorion yhteystiedot (lite 1, 61-
62) ohjaajallemme Teemu Honkaselle myéhempaa yhteydenottoa varten. Tee-
mu Honkanen tiedusteli sahkopostitse naiden laboratorioiden kayttamista vasta-
ainepaneeleista. Tasta oli paljon apua, silla Suomessa ei viela tehda immuno-

histokemiaa elainnaytteille kun taas Yhdysvalloissa se kuuluu rutiinitydskente-

lyyn.

Listasimme myo6s naiden laboratorioiden kayttamat yleisimmat koirilla kaytetta-
vat vasta-aineet, myds humaanivasta-aineet (liite 2, s. 63). Listaamamme vasta-
aineet ovat kaytdssa vahintaan viidessa edelld mainitussa elainlaboratoriossa.
Tiedonhaussa kaytimme yhdysvaltalaista immunohistokemiatietokantaa. Ko-
koamaamme vasta-ainelistaa kaytettiin apuna valittaessa Suomen tarpeisiin
laadittavaan vasta-ainepaneeliin koestettavat vasta-aineet. Kaikki tdma pohja-
tyd tahtasi melanoomadiagnostiikkaan soveltuvan vasta-ainepaneelin valmis-
tukseen, joka on Histola Research Oy:n tehtava. Meidan tehtavanamme oli va-

littujen humaanivasta-aineiden alustava toimivuuden testaus koiran kudoksilla.

Kokeellinen osuus

Opinnaytetyon kokeellisen osuuden tarkoitus oli testata eri humaanivasta-
aineiden toimimista koirien kudosnaytteilla. Vasta-aineiden mahdollinen toimi-
minen tai toimimattomuus kuvaa ihmisperaisten vasta-aineiden yleista toimi-
vuutta koiran kudoksissa. lhmisilla immunohistokemiassa kaytettavien vasta-
aineiden siirtdminen koirien kasvaindiagnostiikan tarkoituksiin vaatii pitkén, huo-

lellisen ja tarkan testausprotokollan.
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Olimme 21.4.2009 Tampereen yliopiston Laaketieteen laitoksella suorittamassa
opinnaytetyohomme liittyvaa kokeellista osuutta. Saimme heilta kayttoomme
tilat, valineet ja reagenssit. Erikoislaboratoriomestari Marja-Leena Koskinen oh-
jasi ja auttoi meita kokeellisessa osuudessamme. Kokeellinen osuus sisalsi 13
vasta-aineen toimivuuden testausta koiran kudoksilla. Kudokset saimme Hel-
singin Yliopistollisesta elainsairaalasta. Kaytimme vasta-aineiden koestuksessa
koiran ohutsuolta ja ihoa. Ohutsuoli soveltuu tahan tarkoitukseen erinomaisesti,
silla se sisaltda runsaasti uudistuvaa solukkoa. Testattavat vasta-aineet saimme

opinnaytetydmme ohjaajalta, Teemu Honkaselta.

Saimme primaarivasta-aineet valmiiksi laimennettuina, joka helpotti tydétamme.
Ohutsuolta kaytimme seuraavien vasta-aineiden toimivuuden testaamiseen:
Cytokeratin Pan (CK-Pan), Cytokeratin High (CK-High), Cytokeratin Low (CK-
Low), S-100, Vimentin, MIB-1 (KI-67), Kappa ja Lambda. Ihonaytteilla testatta-
vat vasta-aineet olivat Cytokeratin 5/6 (CK 5/6), HMB-45 (Melanosome), Melan
A, CD-1A. Tryptasen toimivuus testattiin seka iholla ettd ohutsuolella. Taulukos-
sa 3 (s. 50) on esitetty kaytettyjen vasta-aineiden tarkemmat tiedot: valmistaja,
kataloginumero, klooni ja laimennos. MIB-1 oli jo aiemmissa Histola Research
Oy:n suorittamissa varjayksissa todettu toimivaksi. Sekundaarivasta-aineena
kaytimme Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse —vasta-ainetta. Se-
kundaarivasta-aineet oli sidottu peroksidaasilla leimattuun dekstraanipolymeeri-
runkoon. Ne oli valmistettu vuohessa kanin ja hiiren immunoglobuliineja eli vas-

ta-aineita vastaan.

Kokeellinen osuus kaynnistyi tarvittavien liuosten valmistuksella. Varjayksessa
tarvittavia liuoksia olivat puskuriliuos (0,05M TRIS-HCI + Tween 20) seka anti-
geenin paljastusliuvos (10mM TRIS-HCI 1mM EDTA) Saimme liuosten valmis-
tusohjeet (liite 3, s. 64) Marja-Leena Koskiselta, joka oli myos leikannut naytteet
4-5 uym paksuisiksi leikkeiksi ja kiinnittanyt ne Superfrost Plus —laseille lampo-

kaapissa.



TAULUKKO 3. Kaytettyjen vasta-aineiden tiedot (Honkanen 2009).

Vasta-aine

Tiedot

Cytokeratin 5/6
Ki-67

Kappa

Lambda
Cytokeratin Low
Cytokeratin High
Cytokeratin Pan
Vimentin

S-100

Melanosome

Zymed: 18-0267; D5/16 B4; 1:100

Dako: M7240; MIB-1; 1:110

Dako: A191; 1:2000

Dako: A193; 1:3000

Neomarkers: Keratin HMW Ab-2; DE-SQ; 1:300
Neomarkers: Keratin 8/18 Ab-1; 5D3; 1:150
Dako: M3515; AE1/AE3; 1:100

Biogenex: MU074-UC; 1:60 000

Dako: Z0311; 1:5000

Dako: M0634; HMB-45; 1:100

Melan A Dako: M7196; A103/MART-1; 1:100
CD1A Novocastra: NCL-CD1a-235; 1:30
Tryptase Dako: M7052; 1:1000
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Liuosten valmistuksen jalkeen naytteista poistettiin parafiini ja ne vietiin laske-
van alkoholisarjan kautta veteen. Varjaysohje kokonaisuudessaan on tyon lo-
pussa liitteena (lite 3, s. 64-67). Antigeenien paljastamiseksi naytteille tehtiin
esikasittely mikroaaltouunissa. Naytelasit laitettin muoviseen varjaysmaljaan,
joka taytettiin antigeenin paljastusliuoksella. Tampereen yliopiston Laaketieteen
laitoksella mikroaaltouuniesikasittely on optimoitu kahdelle taydelle varjaysmal-
jalle riippumatta varsinaisten naytteiden maarasta. Maljat taytettiin tyhjilla objek-
tilaseilla, jotta esikasittelyolosuhteet saatiin vakioitua. "Ylimaarainen” malja tay-

tettiin tislatulla vedella.

Esikasittely oli kaksivaiheinen ja mikroaaltouunissa kaytettin 850W:n tehoa.
Kumpikin kasittely kesti seitseman minuuttia. Mikroaaltokasittelyiden jalkeen
haihtunut neste korvattiin tislatulla vedella ja maljat jatettiin lopuksi jaahtymaan
huoneenlampdtilaan. Ennen varjayksen aloittamista lasit siirrettiin tislattuun ve-
teen. Huomasimme ensimmaisen mikroaaltouunikasittelyn jalkeen naytteita si-
saltdvan maljan antigeenin paljastusliuoksen varin muuttuneen hennon puner-

tavaksi. Pohdimme syita tdahan yhdessa Marja-Leena Koskisen kanssa ja han
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epaili varin johtuvan maljan likaisuudesta. Maljaa oli mahdollisesti aikaisemmin
kaytetty eosiinivarjayksessa. Lopputuloksiin tama ei kuitenkaan vaikuttanut eo-

siinin pienesta pitoisuudesta johtuen.

Varjays oli monivaiheinen ja sisalsi useita puskuripesuja. Laseja pidettiin pusku-
rissa viisi minuuttia liuosta valilla vaihtaen. Taman jalkeen naytteiden paalle li-
sattiin testattavat primaarivasta-aineet, naytelasien ollessa kosteassa inkubaa-
tiokammiossa 30 minuuttia. Naytteet eivat saa missaan prosessin vaiheessa
kuivua. Primaarivasta-aineen lisdyksen jalkeen naytteista poistettiin endogeeni-

nen peroksidaasi HP Block —reagenssilla.

Seuraavassa vaiheessa naytteiden paalle pipetoitiin sekundaarivasta-ainetta,
jonka annettiin inkuboitua 30 minuuttia. Talld valin valmistimme DAB-
reagenssin, yhdistamalla DAB —kromogeenin ja substraattipuskurin. DAB:n lisa-
yksen jalkeen vastavarjasimme tumat Harrisin hematoksyliinilla. Lopuksi nayt-

teet kuljetettiin nousevan alkoholisarjan kautta ksyleeniin ja paallystettiin.

Varjaystulokset

Mikroskopoimme naytteitd yhdessa erikoislaboratoriomestari Marja-Leena Kos-
kisen kanssa jo kokeellisen osuuden suorituspaivana. Totesimme alustavasti
varjaysten onnistuneen, eika esimerkiksi taustavarjaytymista esiintynyt. Lopulli-
set vastaukset eri vasta-aineiden toimivuudesta antoi ohjaajamme Teemu Hon-
kanen (taulukko 4, s. 52). Koiran ohutsuoli varjaytyi positiivisesti seuraavilla
vasta-aineilla: MIB-1, Kappa, Lambda, CK-Low, CK-Pan, Vimentin seka S-100,
jonka varjaytyminen ei kuitenkaan ollut optimaalista. |ho varjaytyi positiivisesti
vasta-aineilla CK 5/6 ja HMB-45. Negatiivisen varjaystuloksen antoivat Melan A,
CD1A, Tryptase seka CK-High. Kuvissa 3-10 (s. 52-54) on positiivisen varjays-
tuloksen antaneet vasta-aineet. Alustavan testauksen pohjalta voidaan olettaa,
etta positiivisen varjaystuloksen antaneet humaanivasta-aineet toimivat koiran
kudoksissa. Negatiivisen varjaystuloksen antaneita vasta-aineita tulee testata
lisda seka harkita uusien vasta-aineiden mukaan ottamista. Ei-optimaalisesti
varjaytyneiden naytteiden kohdalla syy voi olla vasta-aineiden laimennoksissa.

Niitd muuttamalla voidaan paasta toivottuun lopputulokseen. (Honkanen 2009.)



TAULUKKO 4. Vasta-aineiden testaustulokset.

Testattava vasta-aine Kudos Tulos
Cytokeratin 5/6 lho Pos.
MIB-1 (Ki-67) Suoli Pos.
Kappa Suoli Pos.
Lambda Suoli Pos.
Cytokeratin Low Suoli Pos.
Cytokeratin High Suoli Neg.
Cytokeratin Pan Suoli Pos.
Vimentin Suoli Pos.
S-100 Suoli Ei optim.
HMB-45 Iho Pos.
Melan A Iho Neg.
CD1A Iho Neg.
Tryptase lho Neg.
Tryptase Suoli Neg.

T

KUVA 4. Kappa, koiran ohutsuoli (Honkanen, 2009).



KUVA 8. Vimentin, koiran ohutsuoli (Honkanen, 2009).
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9 POHDINTA

Aloitimme opinnaytetyoprosessin tutustumalla aiheesta kertovaan peruskirjalli-
suuteen. Pitkan ja tyontayteisen vuoden aikana olemme oppineet paljon ja aihe
on osoittautunut vield odotettuakin kiinnostavammaksi. Lahdemateriaalin ke-
raaminen tyétamme varten oli haastavaa, koska Suomessa immunohistokemia
elainten kasvaindiagnostiikassa on viela kartoittamaton alue. Englanninkielista

kirjallisuutta aiheesta I0ytyikin paljon.

Vaikka kirjallisuus joiltain osin oli melko vanhaa, on se alan peruskirjallisuutta ja
perustana myos uudemmille teoksille ja tutkimuksille. Pidamme kaytettya lah-
demateriaalia luotettavana koska se oli kattava ja koostui eldinladketieteen ja
laaketieteen seka laboratorioalan teoksista, jotka ovat alan asiantuntijoiden Kir-
joittamia. Internetlahteiden luotettavuuden arvioiminen oli vaikeampaa. Kaytta-

mamme internetmateriaali on paaasiassa alan lehdissa julkaistuja artikkeleita.

Teimme opinnaytetydmme paritydna, joka osoittautui haastavaksi, joskin myds
mukavaksi. Aikataulujen yhteensovittaminen oli valilld ongelmallista, etenkin eri
paikkakunnilla suoritetun pitkan harjoittelujakson aikana. Parityoskentely heratti
keskustelua ja toi esiin erilaisia nakokulmia asioihin, mika mielestamme lisaa
osaltaan opinnaytetydmme luotettavuutta. Tyota tehdessamme esiin on noussut
myOs useita jatkotutkimusaiheita. Tata jo aloittamaamme tyota voisi laajentaa

kasittelemaan myos muita elaimia ja sydpatyyppeja.

Opinnaytetydomme aihe oli mielenkiintoinen, ajankohtainen ja kaytannonlahei-
nen. Tyon tekeminen oli motivoivaa, silla eldimet ja niiden hyvinvointi on meille
molemmille tarkeda. Koemme rakkautemme eldimiin kantaneen meita eteen-
pain lapi prosessin. Uskomme tehdysta tyosta olevan hyotya meille myos jat-
kossa. Jaamme mielenkiinnolla odottamaan mullistaako immunohistokemia tu-
levaisuudessa koirien kasvaindiagnostiikan myos meilla taalla Suomessa. Nyt
maaliviivalla haluammekin kiittdd ohjaajiamme Teemu Honkasta ja Immo Ran-

talaa perusteellisesta ja karsivallisesta ohjauksesta prosessin aikana.
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YLEISIMMAT KOIRIEN KASVAINDIAGNOSTIIKASSA KAYTETTAVAT VAS-

TA-AINEET

Yleisimmat humaanivasta-aineet:

Actin-sarcomeric

Actin-smooth muscle

Calcitonin

CD 3

CD 31

CD 79a

Chromogranin A

Cytokeratin AE1/AE3

Cytokeratin Pan

Desmin

Factor VIII (von Willebrand’s factor)
Glial fibrillary acid protein (GFAP)
Glucagon

Insulin

KI-67

Lambda (I) Light chains

Lysozyme

Mac-387 (myeloid histiocytic antigen)
Melan A

Myoglobin

Neurofilament

Neuron Spesific Enolase (NSE)
PCNA (Proliferating cell nuclear antigen)
S-100

Somatostatin

Synaptophysin

Thyroglobulin

Vimentin

Yleisimmaéat koirien vasta-aineet:

CD-1A
CD3

CD 4
CD38

CD 11a
CD 11d
CD 18
CD 21
CD 34
CD 45
CD 45RA
CD 49D
IgA

lg G —H&L chains
g G

Ig M
MHC I
Thy 1

Lahde: South Dakota State University. Animal Disease Research & Diagnostic
Laboratory. 2009. Immunohistochemistry Database & Virtual Control-Tissue

Bank. Luettu 12.1.2009. http://ihc.sdstate.org/.
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TYOOHJE:
10mM TRIS-HCI 1mM EDTA ANTIGEENIN PALJASTUSLIUOS, pH 9,0

Liuoksen valmistus (1 1)
1. Liuotetaan 1,211 g TRIS —jauhetta (Sigma 7-9%) 1000 ml:n dekantterila-
sissa noin 800 ml:aa aquaa.
2. Liuotetaan 372 mg EDTA:a (Titriplex Ill) edelliseen liuokseen.
3. Saadetaan pH 9,0:aan 1M suolahapolla (Riedel 30721).
4. Siirretdan liuos 1000 ml:n mittapulloon ja taytetaan merkkiin aqualla. Se-

koitetaan.

TYOOHJE:
0,05 M TRIS-HCI + Tween 20 pH 7,2, PUSKURILIUOS

1. Valmistetaan kantaliuos liuottamalla 15,1425 g TRIS —jauhetta (Sigma 7-
9®) mittapullossa 250 ml:aa aquaa.

2. Lisataan 200 ml:aan kantaliuosta 1600 ml aquaa.

3. Sekoitus magneettisekoittajassa.

4. Lisataan 1 M suolahappoa (Riedel 30721) pienin annoksin mittaamalla
pH:ta koko ajan. pH saadetaan 7,2:een.

5. Lisataan loppu aqua niin etta liuosta tulee kaksi litraa.

6. Lisataan 400 pl Tween 20. Sekoitus varovasti.

TYOOHJE:
DAB —REAGENSSIN VALMISTUS

Yhdista 30 ug kromogeenia 1,5 ml:aan substraattipuskuria. Sekoita.

Huomioi etta DAB on karsinogeeni — kasiteltava varoen.

(jatkuu)
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VARJAYSOHJE:
Dako REAL™ EnVision™ Detection System

1. Leikkaa 4-5 pym:n paksuiset kudosleikkeet Superfrost plus-laseille
2. Kiinnita leikkeet lampokaapissa 1h / 60°C

3. Poista parafiini ksyleenissa 3 x 5 min.

4. Laskeva alkoholisarja abs.alkoholi2 x 2min.
96 % 2 min.
94 % 2 min.
70 % 2 min.
Tislattu vesi

5. Antigeenien paljastus mikroaaltouuniesikasittelylla (850 W) 2 x 7 min.

24 objektilasia laitetaan objektilasitelineessa muoviseen varjaysmal-
jaan. Lisataan kylmaa antigeenin paljastusliuosta niin, etta lasit peit-
tyvat. Varustetaan toinen malja, jossa on my0s 24 lasia tayttaen se
huoneenlampdisella tislatulla vedella. Maljoissa on oltava aina 24 la-
sia riippumatta varjattavien lasien lukumaarasta. Kannet laitetaan

poikittain varjaysmaljojen paalle.

Varjaysmaljat laitetaan suurempaan muoviseen astiaan ja kansi osit-
tain suuremman astian paalle. Ensimmaisen mikroaaltokasittelyn jal-
keen mahdollisesti haihtunut neste korvataan huoneenlampdisella tis-
latulla vedelld. Taman jalkeen mikroaaltokasittely uusitaan, samoin

kun tislatun veden lisdaminen.

6. Anna naytelasien jaahtya antigeenien paljastusliuoksessa 20 min.
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7. Tislattu vesi 2 min.

8. Puskuriliuos 5 min. Vaihda liuos kerran pesun aikana.

9. Primaarivasta-aineiden lisays (100ul / nayte) kosteassa kammiossa. In-

kubaatioaika 30 min.

a. Cytokeratin Pan suoli
b. Cytokeratin 5/6 iho
c. Cytokeratin High suoli
d. Cytokeratin Low suoli
e. HMB45 iho
f. Melan A iho
g. Tryptase iho ja suoli samalla lasilla
h. S-100 suoli
i.  Vimentin suoli
j. CD-1A iho
k. Kappa suoli
|. Lambda suoli
m. MIB-1 (Ki-67) suoli

10. Puskuriliuos 5 min. Vaihda liuos kerran pesun aikana.

11. Endogeeninen peroksodaasi poistetaan HP Block —reagenssilla. Lisaa
reagenssi naytteiden paalle kosteassa kammiossa, anna inkuboitua 5
min.

12. Puskuriliuos 5 min. Vaihda liuos kerran pesun aikana.

13. Sekundaarivasta-aineen lisays (100ul / nayte) kosteassa kammiossa.

Inkubaatioaika 30 min.

14. Puskuriliuos 5 min. Vaihda liuos kerran pesun aikana.



15.DAB -reagenssin lisdys kosteassa kammiossa, inkubaatioaika 5 min.

LIITE 3: 4 (4)

16. Puskuriliuos 5 min. Vaihda liuos kerran pesun aikana.

17. Tislattu vesi 1 min.

18. Harrisin hematoksyliini 1 min.

19. Juokseva vesi 7 min.

20. Tislattu vesi > 1 min.

21. Nouseva alkoholisarja

22. Ksyleeni 3 x 5 min.

23.Petaus

70 % 2 min.
94 % 2 min.
96 % 2 min.

abs.alkoholi 2 x 2 min.
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Lahde: Honkanen, T. 2009. Sahkopostit. 19.8.-24.9.2009. Histola Research Oy.
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