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Makrofagit ovat veressa kiertavistda monosyyteista erilaistuneita tulehdussoluja. Ne toi-
mivat immuunipuolustuksessa fagosyytteina sekd antigeeneja esitteleviné soluina. Mak-
rofagit tuottavat monia sytokiineja ja muita tulenduksen vélittajaaineita, ja ovat osallisi-
na tulehdusreaktion eri vaiheissa. Eri sytokiinit ohjaavat makrofagien aktivoitumista
joko Klassisen tai vaihtoehtoisen aktivaation suuntaan. Klassisesti aktivoituneet makro-
fagit toimivat ensisijaisesti tulehdusreaktion alkuvaiheessa, kun taas vaihtoehtoisesti
aktivoituneita makrofageja tavataan p&éasiassa paranemassa olevassa kudoksessa seka
kroonisessa tulehduksessa.

Immunohistokemia on varjaysmenetelmd, joka perustuu antigeenin ja sille spesifisen
vasta-aineen véliseen vuorovaikutukseen. Menetelmasta riippuen joko primaarivasta-
aine tai sekundaarivasta-aine on leimattu tavallisimmin entsyymileimalla, joka rea-
goidessaan substraatin kanssa muodostaa nékyvén varin. Opinnaytetydssa varjayksissa
kaytettiin LabVision Autostainer —varjaysautomaattia.

Opinnaytetyossa kehitettiin ja optimoitiin varjaysmenetelméa neljélle eri vasta-aineelle.
Vasta-aine CD68 tunnisti yleisesti kudoksen makrofageja, vasta-aineet CD163 ja
CD206 vaihtoehtoisesti aktivoituneita makrofageja ja vasta-aine iINOS klassisesti akti-
voituneita makrofageja. Kehitetyn varjadysmenetelman todettiin olevan toimiva ja sovel-
tuva kayttotarkoitukseensa. Menetelmaa voidaan jatkossa kayttaa erilaisten solu- ja ku-
dosnéytteiden tutkimiseen ja kehittd4 edelleen kaksois- ja fluoresenssivérjayksiin sovel-
tuvaksi.

Asiasanat: makrofagi, polarisaatio, immunohistokemia, vasta-aine, CD68, CD163,
CD206, INOS, optimointi
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Macrophages are inflammatory cells which differentiate from circulating monocytes to
macrophages following their migration into tissues. In the immune system macrophages
function as phagocytes and antigen-presenting cells and they produce various cytokines
and other mediators which direct and regulate the inflammatory response. Depending on
the inflammatory and tissue environment, macrophages display different phenotypes
with distinct functional properties. Cytokines produced by T lymphocytes guide the
polarization of macrophages towards either classical (M1) or alternative (M2) activa-
tion. Classically activated macrophages are important effector cells in acute inflamma-
tion, while alternatively activated macrophages are found in recovering tissue and in
chronic inflammation.

Immunohistochemistry is a staining technique based on specific antigen-antibody inter-
action. Binding of the antibody to its antigen is detected either by direct labeling of the
antibody, or by the use of a secondary labeling method. Most widely used labels in im-
munohistochemistry are enzymes. When the labeling enzyme reacts with a proper sub-
strate, it forms a visible precipitate. In the present study, immunohistochemical staining
was carried out by using a LabVision Autostainer device.

In the present thesis an immunohistochemical staining technique was developed and
optimized to detect M1 and M2 macrophage phenotypes by using four different anti-
bodies. CD68 antibody was used as a common macrophage antibody to detec all mac-
rophage phenotypes. CD163 and CD206 antibodies identified alternatively activated
macrophages and iNOS antibody was used to determine classically activated macro-
phages. The staining method was shown to be appropriate and suitable for the purpose
of staining cell culture and tissue samples.

Keywords: macrophage, polarization, immunohistochemistry, antibody, CD68, CD163,
CD206, INOS, optimization
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LYHENTEET JA TERMIT

CCL13
Domeeni
EDTA
ELISA
Fiksaatio
Fiksatiivi
Granulooma
IFNy

IL-

in vitro
in vivo
LPS

STAT

THP-1 —solut
TLR

TNF

Kemokiini (C-C-motiivi) ligandi 13

Proteiinin toiminnallisesti tai rakenteellisesti itsendinen osa
Etyleenidiamiinitetraetikkahappo

Enzyme-linked immunosorbent assay

Kiinnittdminen, kestavoiminen

Aine, joka kiinteyttaa solut

Solujen muodostama rykelm4, jyvéiskasvama
Interferoni-y, Th1l-sytokiini, voimistaa soluvalitteista
puolustusta

Interleukiini-, tulehdussytokiini

Elavén organismin ulkopuolella tehty tutkimus

El&véssa organismissa tehty tutkimus

Lipopolysakkaridi, gram-negatiivisten bakteerien
soluseindmén rakenneosa

Signal transducer and activator of transcription,
transkriptiotekija

Humaani monosyytti-makrofagi solulinja
Toll-like-reseptori, elimistolle vieraita rakenteita tunnistava
solukalvoproteiini

Tuumorinekroositekija, tulehdusta voimistava sytokiini



1 JOHDANTO

Makrofagit ovat elimiston tulehdussoluja, jotka kehittyvét veressa Kiertdvistd monosyy-
teistd. Ne ovat tarked osa toimivaa immuunipuolustusta seka fagosyytteina ettd antigee-
nien esittelijoind. Makrofagien fenotyyppi ja toiminta riippuvat ympéroivasta kudokses-
ta ja tuotetuista sytokiineista. Makrofagien aktivaatio voi polarisoitua joko klassiseen tai
vaihtoehtoiseen suuntaan. Polarisaatio ei kuitenkaan ole pysyva, vaan makrofagit voivat
muuttaa tyyppidan sytokiinien vaikutuksesta. Tulehduksen alkuvaiheessa vaikuttavat
klassisesti aktivoituneet M1 tyyppiset makrofagit tuhoavat solunsiséisid taudinaiheutta-
jia ja voimistavat tulehdusreaktiota. Tulehdusta vaimentavat vaihtoehtoisesti aktivoitu-
neet M2 tyyppiset makrofagit vaikuttavat muun muassa kroonisessa tulenduksessa, lois-
ten torjunnassa, granuloomien muodostumisessa seké allergisissa tulehduksissa. (Sica &
Mantovani 2012, 787-789.)

Immunohistokemia on yleinen varjadysmenetelmd, jolla voidaan tutkia kudoksen anti-
geeneja niille spesifisten vasta-aineiden avulla. Immunohistokemiassa vérjaysmenetel-
ma voi olla joko suora tai epasuora. Suorassa menetelméasséa primaarivasta-aine on lei-
mattu sopivalla leima-aineella, kun taas epésuorassa menetelméssa leimaamattomaan
primaarivasta-aineeseen liitetdan leimattu sekundaarivasta-aine. Havaittava varireaktio
saadaan aikaan liséamaélla leima-aineelle sopivaa substraattia. (Jackson & Blythe 2013,
381-388.)

Tyon tarkoituksena oli kehittdd ja optimoida immunohistokemiallinen vérjaysmenetel-
mé& makrofageille. Tavoitteena oli maarittdd makrofagien polarisaatiota immunohisto-
kemiallisin menetelmin kayttden neljda eri vasta-ainetta. Vasta-aineiden affiniteettia
kohdeantigeeniin testattiin eri pitoisuuksilla seka tutkimalla eri antigeenin paljastusme-

netelmien vaikutuksia varjaystuloksiin.

Opinndytety6 tehtiin Tampereen yliopiston Ladketieteen yksikdssda Immunofarmakolo-
gian tutkimusryhmadssa kesan 2013 aikana. Opinndytetyon ohjaajina toimivat prov., FT
Tiina Leppdanen ja professori Eeva Moilanen (Tampereen yliopisto) seka lehtori Outi
Heini6é (Tampereen ammattikorkeakoulu).



2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Immuunivaste ja tulehdusreaktio

Immuunipuolustusjarjestelma on kehittynyt ja monitahoinen puolustuskeino kehon ul-
kopuolisia mikrobeja vastaan. Samalla sen mekanismit osallistuvat kehon sisdiseen puh-
taanapitoon ja homeostaattisen tasapainon yll&pitdmiseen. Immuunipuolustus voidaan
jakaa kahteen eri tyyppiin, luontaiseen eli synnynnéiseen immuniteettiin tai hankittuun
eli opittuun immuniteettiin. Luontainen immuniteetti toimii ensilinjan puolustuksena.
Sen reaktiot ovat nopeita ja toistuvat samankaltaisina, mutta se ei tunnista spesifisesti
mitéan tiettya taudinaiheuttajaa. Luontaisella immuniteetill& ei ole muistia, joten reakti-
ot toistuvat stereotyyppisesti aina, kun vieras organismi kohdataan. Luontaiseen im-
muunipuolustukseen kuuluvat muun muassa iho ja limakalvot, eritteet, entsyymit, mata-
la pH sekd immuunijarjestelmaan kuuluvat solut ja molekyylit kuten fagosyytit ja
komplementtijarjestelmé. (Meri 2011, 12-13.)

Yksinkertaiset eliot torjuvat vieraita organismeja luontaisen immuniteetin avulla, mutta
selkdrankaisilla elaimilld luontaisen immuniteetin rinnalla toimii hankittu immuniteetti.
Hankitun immuniteetin padosat, B-lymfosyyteistd kehittyneiden plasmasolujen tuotta-
mat vasta-aineet sekd T-lymfosyytit, pystyvat tunnistamaan antigeeneja spesifisesti.
Kun vieras organismi havaitaan ensimmadisen kerran, spesifisen immuunivasteen muo-
dostuminen kestaa noin 1-2 viikkoa. Hankitulla immuniteetilla on kuitenkin muisti jon-
ka avulla seuraavassa kontaktissa saman organismin kanssa immuunireaktio on nope-
ampi ja voimakkaampi. Immuunijarjestelmén tarkeimmét puolustussolut ovat leukosyy-
tit eli valkosolut, joihin kuuluvat esimerkiksi fagosyytit eli syjasolut (granulosyytit ja
mononukleaariset fagosyytit) seka dendriittisolut. (Abbas, Lichtman & Pillai 2013, 2-
16.)

Tulehdusreaktio on kehon keino eliminoida vieraita organismeja tai tuhota omia haital-
liseksi ké&yneitd osia. Reaktion avulla se signaloi uhasta muualle kehoon ja aktivoi pa-
ranemisprosessin. Tulehduksen aiheuttajina voivat olla mikrobit ja/tai niiden kom-
ponentit, kemikaalit ja muut vieraat aineet tai fysikaalinen arsytys. Myds kudostrauma
aiheuttaa aina jonkin asteisen tulehduksen, joka edeltdd paranemisprosessia. Tulehdus-

reaktio voidaan luokitella paikalliseksi tai yleistyneeksi. Paikallisia tulehdusvasteita



9

ovat verenkierron ja verisuonten l&pdisevyyden lisaantyminen, jolloin kudokseen kertyy
tulehdussoluja ja nestettd. Yleistyneen tulehduksen tunnusmerkkejé ovat muun muassa

kuume ja huonovointisuus. (Seppéld & Meri 2011, 198-199.)

Komplementin oikotieaktiivisuus seka granulosyytit reagoivat ensimmaisend immuuni-
puolustuksen aktivoituessa. Komplementti, joka aktivoituu ilman vasta-aineita, vapaut-
taa kemotaktisia aineita, jotka houkuttelevat paikalle neutrofiileja. My0ds syottosolu- ja
eosinofiilireaktiot aktivoituvat vélittdmésti tulendusreaktion kdynnistyttyd. Luontaisen
immuunivasteen mekanismit pystyvat usein jo tuhoamaan vieraan organismin, mutta
lymfosyytit ehtivat yleensa aktivoitumaan ja aloittamaan vasta-ainetuotannon. Mikali
akuutti tulendusreaktio ei pysty tuhoamaan taudinaiheuttajaa, kaynnistyy tulendusreak-
tion toinen vaihe. Lymfosyyttien lukumé&aré kasvaa ja vasta-ainetuotanto lisdantyy, mi-
ka tehostaa komplementin aktivoitumista ja mikrobien fagosytoimista. Myds T-solujen
lisadntyminen vahvistaa fagosytoivien solujen kykya tuhota fagosytoidut mikrobit.
Lymfosyyttien, monosyyttien ja niista kehittyvien makrofagien maara pidemmaélle
edenneessé tulenduksessa on huomattavasti suurempi kuin infektion alkuvaiheessa.
(Seppala & Meri 2011, 206; Abbas et al. 2013, 75-76.)

Infektion pitkittyessa syntyy krooninen tulehdustila. Krooninen tulehdus on hidas pro-
sessi, joka kestdd vahintaan kaksi viikkoa. Se aiheuttaa yleensé kudostuhoa ja muodos-
taa tulehduspaikalle uutta sidekudosta. Kroonisessa tulehduksessa makrofagit poistavat
neutrofiilit ja niiden jaanteet fagosytoimalla ne ja tulehdusalueesta tulee lymfosyytti- ja
makrofagivoittoinen. Jos makrofagit eivat pysty poistamaan tulehduksen aiheuttajaa,
keho pyrkii eristaméan alueen muodostamalla siihen lymfosyyteistd ja makrofageista
koostuvan solukertymén, granulooman. (Willey, Sherwood & Woolverton 2009,675.)

2.2 Makrofagit

Makrofagit erilaistuvat veressa kiertavista monosyyteistd, jotka ovat perdisin luuytimen
kantasoluista. Erilaistuminen tapahtuu monosyytin siirtyessa verisuonen seindmén lapi
verenkierrosta kudokseen. Erityisen paljon makrofageja tavataan imukudoksissa seka
imusolukkeiden ja pernan hiussuonissa. Osa makrofageista nimet&an olinpaikkansa mu-
kaan eri nimilld, esimerkiksi sidekudoksessa sijaitsevia makrofageja kutsutaan histio-
syyteiksi. (Salmi & Meri 2011, 19-20.)
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Makrofagit toimivat immuunipuolustuksessa sydjasoluina eli fagosyytteina seké soluva-
litteisessd@ immuunipuolustuksessa antigeeneja esittelevind soluina. Fagosyytteina ne
tuhoavat tehokkaasti mikrobeja sek& muita vieraita partikkeleja. Makrofageilla on tarkea
tehtdvd my0s omien vioittuneiden solujen tuhoamisessa sekd paranemisprosessien
kaynnistdmisessa. (Salmi & Meri 2011, 20.) Nain laaja tehtavakirjo on mahdollinen,
koska makrofagit voivat ilment&é erilaisia aktivaation ilmiasuja muun muassa tuotta-
malla tilanteesta riippuen eri vélittjaaineita eli sytokiineja. Makrofagien aktivaation
suuntaan eli niiden polarisaatioon vaikuttavat muiden immuunipuolustuksen solujen
tuottamat sytokiinit. Tarkea elementti makrofagien polarisaatiossa on sen joustavuus ja
muovautuvuus. Tarvittaessa makrofagit muuttavat polarisaation suuntaa nopeastikin

sekd in vivo ettd in vitro —olosuhteissa. (Sica & Mantovani 2012, 787.)

Klassisesti aktivoituneita makrofageja tavataan erityisesti akuutin tulehduksen alkuvai-
heessa, kun taas vaihtoehtoisesti aktivoituneita makrofageja esiintyy paranemassa ole-
vassa kudoksessa ja kroonisessa seké allergisessa tulehduksessa. Klassisen aktivaation
makrofageille on tunnusomaista tulehdusta voimistavien sytokiinien sek& reaktiivisten
typpi- ja happiradikaalien korkea tuotto sekéd parantunut kyky tuhota mikrobeja ja kas-
vaimia. Vaihtoehtoisesti aktivoituneiden makrofagien tiedetdan olevan osallisena loisten
torjunnassa, kudoksen uudelleenrakentamisessa seka kasvaimien kehittymisessé, mutta
toisaalta my0s granuloomien muodostuksessa, fibroosissa ja allergisessa reaktiossa.
(Biswas & Mantovani 2010, 890; Sica & Mantovani 2012, 787.)

Interferoni-y (IFNy), tuumorinekroositekija (TNF) seka lipopolysakkaridi (LPS) ohjaa-
vat makrofagien aktivaatiota Kklassiseen suuntaan NF-xB ja STAT1 -
transkriptiotekijoiden kautta (Mosser & Edwards 2008, 961; Biswas & Mantovani 2010,
890; Sica & Mantovani 2012, 787). Vaihtoehtoista makrofagien polarisaatiota ohjaavat
puolestaan interleukiini 4 (IL-4) ja interleukiini 13 (IL-13) STAT6-transkriptiotekijan
kautta. Klassisesti aktivoituneet makrofagit tuottavat muun muassa IL-6:ta, IL-12:ta, IL-
23:a sek& TNF:aa, jotka puolestaan aktivoivat muun muassa Thl-solujen vasteita. Mak-
rofagien vaihtoehtoiselle aktivaatiolle ominaisia geeneja ovat mannoosireseptori
(Mcr1l), resistiini-like o (Retnla / Fizz1), seké kitinaasi 3-like 3 (Chi3I3 / Ym1). (Sica &
Mantovani 2012, 787-789.)

Mikali makrofagit epdonnistuvat patogeenin tuhoamisessa, tulehduspaikalle muodostuu

granulooma, jonka siséll& makrofagit voivat muodostaa jattisoluja. Jattisolu koostuu T-
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lymfosyyttien ympar6iméstd makrofagikertymastd, joka on tiukasti peitetty fibroblas-
teilla. Muodostuneet granuloomat rajaavat infektion paikalliseksi ja estavat sen levidami-
sen muihin terveisiin elimiin. (Lay et al. 2006, 76.) Makrofagien polarisaatiota ohjaava
sytokiini IFNy vaikuttaa osaltaan myds granuloomien muodostumiseen. Jattisolut il-
mentévat sekd tulehdusta lisddvia etta tulehdusta vaimentavia sytokiineja. (Zhu et al.
2007, 1076; Mustafa et al. 2008, 450.)

2.3 Immunohistokemia

Immunohistokemia perustuu antigeenin ja vasta-aineen valiseen vuorovaikutukseen.
Ensimmaéisen immunohistokemiallisen maéarityksen teki amerikkalainen Albert H.
Coons 1940-luvun alussa. Coons leimasi vasta-aineen fluoresoivalla isosyaniitilla, joka
liitettiin suoraan antigeeniin. Pian taman jalkeen leimaksi kehitettiin fluoreskeliini-
isotiosyanaatti, joka oli helpompi liittd4 vasta-aineeseen. Tama muutos teki tuloksista
tasaisempia ja luotettavampia. Tamén jalkeen tekniikka immunohistokemiassa on hui-
masti kehittynyt ja fluoresoivien leimojen rinnalle on kehitetty muun muassa entsyymi-
ja kultaleimoja. (Jackson & Blythe 2013, 381-382.)

Antigeenille spesifinen vasta-aine voi sitoutua kohteeseensa joko suoraan tai epdsuorasti
(kuvio 1). Suorassa menetelmassa kéaytetddn ainoastaan yhta leiman sisaltdvaa primaari-
vasta-ainetta, joka reagoi suoraan antigeenin kanssa. Tallgin tarvitaan vain yksi vasta-
aineinkubaatio. Menetelma on helppo ja nopea, mutta sen ongelmana on heikko signaali
ja herkkyyden puute. Suoraa menetelmad kaytetddn lahinna antigeenien osoittamiseen
jaaleikkeista. (Jackson & Blythe 2013, 386-388.)

Epasuora menetelma on suoraa menetelmaa herkempi. Se pitaa sisalladn kahden tai use-
amman vaiheen protokollan, jossa leima on kiinnitettynd sekundaarivasta-aineeseen.
Vaiheiden madrén lisdéntyessd myoés menetelma monimutkaistuu, mutta koska primaa-
rivasta-aineeseen sitoutuu useita sekundaarivasta-aineita, myos leimaentsyymien maaré
lisdantyy. Signaalin vahvistuminen mahdollistaa antigeenin paremman havaitsemisen
myos tilanteissa, jossa antigeenin konsentraatio on alhainen. (Reinshaw 2007, 72.) Me-
netelméssd samaa leimattua sekundaarivasta-ainetta voidaan kéyttaa useiden eri primaa-
rivasta-aineiden tunnistukseen (Jackson & Blythe 2013, 388).
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Entsyymileimatin
selamdaarivasta-aine

Entsyymileimatin

primaarrvasta-aine Primaarivasta-aine

Ag  Antigeeni Ag  Antigeeni

KUVIO 1. Suora ja epasuora menetelmé (Jackson & Blythe 2013, muokattu).

2.3.1 Antigeenit ja vasta-aineet

Antigeenit ovat immuunireaktion aikaansaavia rakenteita tai molekyylejd. Ne ovat
yleensd isoja monimutkaisia proteiineja tai polysakkarideja. Antigeenit voidaan luoki-
tella immunogeenisiksi, antigeenisiksi, allergeenisiksi seké tolerogeenisiksi. Antigeenid,
joka saa aikaan immuunivasteen, kutsutaan immunogeeniksi. Antigeenisyys on immu-
nogeenin kykya yhdistya vasta-aineeseen tai solupinnan reseptoreihin. Allergeenisyys
puolestaan on kykya aiheuttaa allerginen reaktio. Tolerogeenisyys aiheuttaa spesifista
immunologista reagoimattomuutta. (Hayat 2002, 31-32.)

Vasta-aine ei reagoi koko antigeeniin, vaan tunnistaa siita vain tietyn osan eli epitoopin.
Useimmilla antigeeneilld on pinnallaan monia erilaisia epitooppeja, jotka stimuloivat
vasta-ainetuotantoa. Vasta-aineet sitoutuvat epitooppeihin spesifisesti. (Hayat 2002, 32.)
Epitoopit muodostuvat sokereista, orgaanisista hapoista ja emaksista, hiilivedyistd, ami-
nohappoketjuista ja aromaattisista yhdisteistd. Niiden lukumaédra maarad sen, kuinka
paljon vasta-ainetta voi sitoutua antigeeniin samanaikaisesti. Useimmilla antigeeneill&
on enemman kuin yksi epitooppi, jolloin aikaansaatu immuunireaktio on voimakkaam-
pi. (Willey et al. 2009, 691.)

Vasta-aineet kuuluvat immunoglobuliinien (1g) ryhmé&én. Ne ovat glykoproteiineja, joi-
den avulla elimistd tunnistaa vieraan organismin tai sen osia. Immunoglobuliinien viisi
paaluokkaa ovat IgA, 1gD, IgE, IgG ja IgM. Immunohistokemiassa yleisimmin kéytetyt
vasta-aineet kuuluvat 1gG- ja IgM -luokkiin. Vasta-aineen perusrakenne on Y-kirjaimen

muotoinen (kuvio 2). (Onley 2007, 3.) Proteiinirunko muodostuu kahdesta identtisesta
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H-polypeptidiketjusta (heavy), ja kahdesta identtisesta L-polypeptidiketjusta (light). H-
ketjut ovat kiinnittyneet toisiinsa kovalenttisesti kahdella tai useammalla kysteiinihap-
pojen muodostamalla rikkisillalla. Ketjujen vélissa voi olla myds muita sidoksia. L-
ketjut kiinnittyvat H-ketjuihin epakovalenteilla sidoksilla ja niiden valissa on yleensé
myos yksi rikkisilta. (Jokiranta & Seppéld 2011, 103.)

Immunoglobuliinimolekyylin perusyksikkossd, kaksi HL-ketjuparia sisaltavéassa vasta-
aineessa, on kaksi kohtaa, joilla se kykenee tarttumaan samanlaiseen antigeeniin. Mo-
lemmat, sekd raskas- ettd kevytketju sisaltdvat domeeneja. Raskas ketju sisaltaa neljé
domeenia, joista ensimmaéinen, vaihteleva osa (variaabelidomeeni), osallistuu antigeenia
sitovan kohdan muodostukseen. Kolmea muuta domeenia kutsutaan vakio-osa-alueiksi
(C-alue) ja niiden rakenteet ovat immunoglobuliinien luokituksen perusta. Kevytketju
sisdltdd kaksi domeenia, vaihtelevan osan ja vakio-osan. Kevytketjutyyppeja on kahden-
laisia, kappa ja lambda. Koska seka raskaan ettd kevyen ketjun vaihtelevat osat sijaitse-
vat ketjujen péissd, muodostuu sinne antigeenid sitova kohta. Nama alueet sisaltavat
aminohappojaksoja, joissa tapahtuu paljon sekvenssivaihtelua ja niistd muodostuu kun-
Kin erityyppisen vasta-aineen antigeenia sitova alue. Erilaiset tarttumiskohdat muodos-
tuvat satojen erilaisten aminohapposekvenssien avulla. (Jokiranta & Seppéld 2011, 104-
106.)

Antigeenin
sitoutumiskohta

Vaihteleva osa {
Kevyt ketju

Vakio-osa —
Raskas

ketju

KUVIO 2. Vasta-aineen perusyksikon rakenne (Campbell & Farrell 2012, muokattu).
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IgG-luokan vasta-aineet ovat yleisia useimmissa kudoksissa ja verenkierrossa. Mole-
kyyli muodostuu yhdesta Y -kirjaimen muotoisesta perusyksikdsta. Sen rakenne on jous-
tava, joka edesauttaa molekyylin sitoutumista antigeeniin. 1gG-luokan vasta-aineilla on
lagja affiniteetti antigeeneja kohtaan ja niiden tuottaminen ja puhdistaminen on helppoa.
Siksi ne ovatkin yleisesti kaytetty vasta-aineluokka immunokemiallisissa varjayksissa.
IgM-luokan vasta-aineet ovat pentameerejd, jotka siséltavét viisi Y-kirjaimen muotoista
perusyksikkoa. Taman vuoksi molekyylilla on teoriassa kymmenen antigeenié sitovaa
kohtaa. Vaikka IgM-luokan vasta-aineilla on yleensé heikko affiniteetti antigeeniin,
sitoutumispaikkojen lukumaara johtaa yleenséd korkeaan sitoutumisaktiivisuuteen. IgM-
molekyyleja esiintyy runsaasti verenkierrossa ja ne syntyvat immuunivasteen alkuvai-
heessa. (Onley 2007, 4-6.)

Immunohistokemiassa vérjayksen ensimmainen inkubaatio tapahtuu antigeenispesifi-
sessd primaarivasta-aineessa. Primaarivasta-aineeseen sitoutuvan sekundaarivasta-
aineen taytyy olla tuotettu sen eldimen immunoglobuliinia vastaan, jossa primaarivasta-
aine on tehty. Mikali sekundaarivasta-aine liitt44 kaksi vasta-ainetta toisiinsa, kutsutaan
sitd linkkivasta-aineeksi. Eri elainten immunoglobuliineja vastaan muodostettua vasta-
ainetta kutsutaan multilinkkivasta-aineeksi ja sitd voidaan kayttaa sek& mono- ettd poly-

klonaalisten vasta-aineiden kanssa. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 135.)

Polyklonaaliset vasta-aineet tuotetaan immunisomalla koe-eldin halutulla antigeenilla.
Eléin tuottaa vasta-ainetta, joka voidaan eristad seerumista. Vasta-aine sisaltaa eri kloo-
neja aktiivisista plasmasoluista, jotka tuottavat vasta-aineita saman antigeenin eri epi-
tooppeja vastaan. Jotkin syntyneistd vasta-aineista saattavat aiheuttaa ristikkaisreaktioi-
ta, joten ne poistetaan puhdistusvaiheessa. Koska polyklonaaliset vasta-aineet tunnista-
vat useita epitooppeja, ne ovat hyvin kayttokelpoisia, mutta epaspesifisempid kuin mo-
noklonaaliset vasta-aineet. (Jackson & Blythe 2013, 384.)

Myds monoklonaalisessa vasta-ainetuotannossa koe-elain immunisoidaan halutulla an-
tigeenillda (Mékinen & Stenbdck 2012, 1135). Taman jalkeen plasmasolut eristetddn ja
vasta-aineet tuotetaan hybridoomatekniikalla. Plasmasolu hybridisoidaan kuolematto-
malla neoplastisella myeloomasolulinjalla in vitro —olosuhteissa. Menetelm& mahdollis-
taa teoriassa vasta-aineen rajattoman tuottamisen. Mediumista keréttyd vasta-ainetta ei

tarvitse puhdistaa, vaan ei-halutut antigeenit tai epitoopit voidaan eliminoida seulonta-



15

vaiheessa. Nain ollen saatu vasta-aine on spesifinen vain halutulle antigeenille ja sen
epitoopille. (Jackson & Blythe 2013, 384.)

2.3.2 Antigeenien paljastaminen

Antigeenien paljastaminen on tekniikka, jossa pyritdan peruuttamaan esimerkiksi for-
maldehydifiksaation aiheuttama antigeenien epitooppeja katkevé vaikutus. Antigeenien
paljastusmenetelmat voidaan jakaa entsymaattisiin ja korkeaan lampdtilaan perustuviin
menetelmiin. Formaliinik&sittelyn aikana syntyneet metyleenisillat hajotetaan ja proteii-
nin rakenne péésee muuttumaan kolmiulotteisempaan suuntaan helpottaen vasta-aineen

paéasya epitoopin luo. (Renshaw 2007, 59.)

Entsymaattisissa menetelmissa yleisimmin kéytetyt entsyymit ovat trypsiini ja pro-
teinaasi K, mutta kaytossd ovat myds kymotrypsiini, pronaasi ja pepsiini. Entsymaatti-
nen menetelmé ei kuitenkaan sovi kaikille antigeeneille. Liian voimakas entsyymikésit-
tely voi aiheuttaa vaaria positiivisia varjaytymisia, voimakasta taustaa ja jopa kudoksen
tuhoutumista. Liian vahaisessé kasittelyssa antigeenit eivat paase riittavasti esille ja riit-
tavaa varjaysta ei tapahdu. Entsyymikaésittelyssé on tarkedd, ettd entsyymikonsentraatio,
koentsyymin kayttd, lampétila ja pH ovat optimoituja. Yhteistd menetelmad kaikille
antigeeneille ei ole, vaan menetelmén valinta perustuu suurelta osin testaamiseen. (Jack-
son & Blythe 2013, 391.)

Korkean lampdtilan menetelmid ovat muun muassa mikroaaltouunikésittely, paine-
kattilaké&sittely sekd autoklavointi. Naytteitd kuumennetaan puskuriliuoksessa, jotka
yleisimmin ovat 0,1 M sitraattipuskuri (pH 6), 0,1 M EDTA (pH 8), 0,5 M Tris base —
puskuri (pH 10) tai 0,05 M glysiini/HCI -puskuri. Suurimmat vaikutukset korkean lam-
potilan menetelmissé ovat ajalla, lampatilalla, puskurin koostumuksella ja pH:lla. Jopa
2-3 minuutin ero lammittdmisessé saattaa vaikuttaa ratkaisevasti antigeenien paljastu-
miseen. Liian pitkd kuumentaminen puolestaan denaturoi proteiineja ja irrottaa leiketta
lasilta. (Renshaw 2007, 60.) Eri lampokasittelyjen tehossa ei ole suuria eroja, mutta pai-
nekattilakasittely ja autoklavointi ovat kudokselle mikroaaltouunikasittelya hellempia,
koska niissa ei tapahdu puskurin kuplimista (Hayat 2002, 118).
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2.3.3 Epaéspesifisten sitoutumiskohtien blokkaaminen

Hydrofobiset ja ioniset vuorovaikutukset seké endogeeninen entsyymiaktiivisuus aihe-
uttavat suurimman osan immunohistokemian hairitsevésté taustavarjaytymisestad. Hyd-
rofobisissa vuorovaikutuksissa taustavarjaytymisen aiheuttaa primaarivasta-aineen si-
toutuminen kudoksen funktionaalisiin ryhmiin. Positiivinen vérjaytyminen ei johdu an-
tigeenin paikallistamisesta, vaan primaarivasta-aineen epaspesifisté sitoutumisesta side-
kudokseen. Té&lloin leimattu sekundaarivasta-aine sitoutuu seké spesifiseen epitooppiin
sitoutuneeseen primaarivasta-aineeseen, etta sidekudokseen sitoutuneeseen primaarivas-
ta-aineeseen. Helpoin tapa minimoida epaspesifinen varjaytyminen on inkuboida néyt-
teita proteiiniliuoksessa ennen primaarivasta-aineen lisadmista. Yleisesti kaytetty liuos
on esimerkiksi naudan seerumin albumiini eli BSA. Proteiini neutraloi latautuneet koh-
dat, jolloin primaarivasta-aine paésee sitoutumaan vain kohdeantigeeniinsa. Epéspesifis-
ta varjaytymista voidaan estad myos lisadmaélla pesupuskuriin detergenttid, kuten Tween
20. (Jackson 2007, 222-223.)

loniset vuorovaikutukset aiheuttavat taustavarjaytymista tilanteissa joissa vastakkaisilla
varauksilla olevat proteiinit kohtaavat. Useimpien IgG-luokan vasta-aineiden pintavara-
us on negatiivinen immunohistokemiassa kaytettdvien puskurien pH:ssa. Jos kudoksen
pintavaraus on positiivinen, aiheuttaa kohtaaminen taustavarjaytymistd. Taustavarjay-
tymistd voidaan estda kayttamalla puskureissa korkeampaa ionivahvuutta tai lisaéamalla
puskuriin natriumkloridia. Puskurien korkeampi ionivahvuus kuitenkin lisad hydrofo-

bisten vuorovaikutusten aiheuttamaa epaspesifista varjaytymista. (Jackson 2007, 223.)

Entsyymileimaa valittaessa tulee huomioida endogeenisen entsyymiaktiivisuuden vai-
kutus taustan varjaytymiseen. Endogeenisesta peroksidaasiaktiivisuudesta johtuvaa epa-
spesifista taustaa voidaan estaa lisadmalla naytteeseen vetyperoksidia vérjayksen alku-
vaiheessa. Solun luonnostaan sisaltdméa oksidoreduktaasientsyymi blokkautuu ja estyy
reagoimasta kromogeenin kanssa. Kayttaméall alkaalista fosfataasia naytteissa, joissa on
paljon endogeenisté peroksidaasiaktiivisuutta, peroksidaasiaktiivisuudesta johtuvaa epa-
spesifisen varjaantymisen ongelmaa ei tule. Endogeenista fosfataasiaktiivisuutta aiheut-
tavaa entsyymid esiintyy muun muassa maksassa, suolistossa ja istukassa. Tdmén ent-
syymin hdiritsevaa vaikutusta voidaan estad lissamalla kromogeeniliuokseen esimerkik-

si 1-2 mM levamisolia. Levamisolin kaytto ei kuitenkaan estd entsyymin toimintaa suo-
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listondytteissd. Hyva keino estéa epaspesifista varjaytymista naytteissa, joissa on paljon

fosfataasiaktiivisuutta, on kdyttaa piparjuuren peroksidaasia. (Jackson 2007, 224-225.)

2.3.4 Kromogeeniset ja fluoresoivat variaineet

Kromogeenisten ja fluoresoivien vdriaineiden avulla saadaan aikaan reaktio, jonka pe-
rusteella haluttu antigeeni pystytédan paikallistamaan. Leima voi olla kiinnittynyt joko
primaarivasta-aineeseen tai sekundaari/tertidarivasta-aineeseen, kaytettavastd menetel-
masté riippuen. Yleisimmin kéytetyt merkkiaineet ovat entsyymileimat ja fluoresoivat
leimat. (Mardle 2007, 33.) Entsyymileimat muodostavat kromogeenin kanssa reagoides-
saan pysyvén varireaktion, joka voidaan havaita tavallisella mikroskoopilla. Yleisimmin
kaytetty entsyymileima immunohistokemiassa on piparjuuren peroksidaasi (horseradish
peroxidase, HRP). HRP sopii yhteen monien kromogeenien kanssa. Sen muita etuja
ovat pienikokoisuus, jolloin se ei peitd alleen viereisten sitoutumispaikkojen vasta-
aineita, stabiilisuus, puhtaus ja endogeenisen aktiivisuuden helppo estdminen. (Jackson
& Blythe 2013, 385.)

HRP:n substraattina kdytetddn vetyperoksidia. Peroksidaasin aktiivinen osa, hematiini,
muodostaa vetyperoksidin kanssa kompleksin hajottaen sen happiatomeiksi ja vedeksi.
Tatd reaktiota katalysoi kromogeeni, joka hapettuu ja polymeroituu vérilliseksi loppu-
tuotteeksi. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 138.) HRP:n kromogeenina kayte-
tadn yleensd 3,3’-diaminobentsidiinitetrahydrokloridia (DAB). Lopputuotteenaan DAB
muodostaa terdvan stabiilin liukenemattoman ruskean sakan. DAB on luokiteltu poten-
tiaaliseksi karsinogeeniksi, joskin uusimpien tutkimusten mukaan riskin on todettu ole-
van véhdinen. Varjayksessd kaytettdva kromogeeni madraa reaktiossa muodostuvan
varin. Esimerkiksi 3-amino-9-etyylikarbatsoli nakyy punaisena ja 4-kloro-1-naftoli sini-
send varind. Koska reaktiotuotteessa tapahtuu spesifisyyteen vaikuttavaa diffundoitu-
mista, on substraattiliuoksessa tapahtuvan inkubaatioajan oltava tarkka. Muita kéytetta-
vid entsyymileimoja ovat esimerkiksi alkaalinen fosfataasi ja glukoosioksidaasi. Lisaksi
kéaytossa on polymeeritekniikoita, jolloin vasta-aineet ja leimat liitetddn polymeerirun-
koon. (Jackson & Blythe 2013, 385-388.)

Immunofluoresenssitekniikat perustuvat atomien tai molekyylien valon absorptioon

tietyll4 aallonpituudella ja valon uudelleen emittoitumiseen pidemmalla aallonpituudel-
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la. Fluoresenssi ei ole pysyva ja vaatii erottuakseen fluoresenssimikroskoopin. Sen etui-
na ovat kuitenkin varien selkeé erottuminen kaksoisvarjayksissa seka kahden eri prote-
linin erottuminen tilanteissa, joissa proteiinit ovat kiinnittyneet samaan solunsiséiseen
rakenneosaan. (Mardle 2007, 38-42.) Yleisimmin k&ytetyt fluoresenssileimat ovat fluo-
reskeliini-isotiosyanaatti (FITC) ja tetrametyylirodamiini-isotiosyanaatti (TRITC) (Wild
2013, 427).

2.4 Histologisten varjaysten perusteita

Immunohistokemian perustuessa vasta-aineen immunologiseen sitoutumiseen, histolo-
gisten varjaysten reaktio perustuu vériaineen kemialliseen sitoutumiseen. Véarjayksessa
primaarivarind kaytetaan varia, jolla on taipumus kiinnittya haluttuun kudoskomponent-
tiin. Jotta primaarivari erottuisi taustasta, kaytetaan varjayksessa vastavarind sekundaa-
rivarid. Histologiassa kéytettavat vérit ovat yleisimmin aromaattisia yhdisteitd, joilla on
valon absorptiokyky sek& kyky sitoutua kudoksiin. My6s histologiassa vérin tuottaa
kromogeeni. Kromogeeni ei kuitenkaan itse vélttdmatta sovi variaineeksi, vaan yhdis-
teessd pitdd olla myds varin sitoutumisen aiheuttava ryhma, auksokromi. (Rantala,
Naukkarinen & Helin 1998, 72-73.)

Vérjaytyminen johtuu yleisesti vérin ja kudoksen tai reagenssin ja kudoksen valisesta
affiniteetista. Jos kudoksella on korkea affiniteetti vériin, on tuloksena vahva vérjayty-
minen. Affiniteettiin vaikuttavat muun muassa sahkdisesti varautuneiden kappaleiden
valiset vetovoimat, polaariset voimat (Van der Waalsin voimat) ja muodostuneet vety-
ja kovalenttiset sidokset. (Horobin 2013, 157-158.) Vérjaykset voidaan suorittaa joko
regressiivisesti tai progressiivisesti. Regressiivisessa varjayksessa kudos ylivarjataan,
jonka jalkeen ylijadmavari pestaan pois. Menetelma vaatii variltd nopeaa ja hyvaa ku-
dosaffiniteettia. Progressiivisessa varjayksessa kudoksen vérjdysta jatketaan kunnes sen
optimi-intensiteetti on saavutettu. VVarimolekyylien koko ja niiden kyky l&pdista kudos
vaikuttavat varjaytymisnopeuteen, samoin kuin kudoksen omat ominaisuudet. Kaikki
ndma asiat puolestaan vaikuttavat varjaytymisen selektiivisyyteen. (Rantala ym. 1998,
74.)

Eniten kaytetty histologinen vérjadysmenetelma on hematoksyliini-eosiini-varjays (HE-

varjays). Menetelm& on yksinkertainen ja sen avulla voidaan osoittaa monia erilaisia
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kudoksen rakenteita. Hematoksyliini vérjaa solun tuman violetiksi, ja eosiini sytoplas-
man ja muun ympardivan kudoksen punertavaksi. Hematoksyliini itsessaan ei ole vari-
aine, vaan vérjays tapahtuu sen hapettumistuotteen, hemateiinin avulla. Hematoksyliinin
vastavarind voidaan kayttad myos muita varejd, mutta eosiini Y on niista sopivin ja kay-
tetyin. Eosiinin etuna on sen kyky erottaa solujen sytoplasmat ja sidekudos toisistaan, ja
varjata ne punaisen ja pinkin eri véreilla. Eosiiniliuokseen lisatadan yleensa muutama
tippa etikkahappoa, jotta varit terdvoityisivat paremmin. (Bancroft & Layton 2013, 174-
175.) Toinen histologinen perusvarjaysmenetelma on Weigert van Gieson —varjays,
jossa hematoksyliinin vastavarind kéytetddn pikrofuksiinia. Weigert van Gieson —
varjayksessa kollageeni varjaytyy punaiseksi muiden kudosten nékyesséd vaihtelevan
kellanruskeina. (Makinen 2012, 1129.)

2.5 Kudospalojen valmistelu varjaykseen

2.5.1 Kudoksen fiksaatio ja prosessointi

Kudoksen hajoaminen alkaa valittdmaésti, kun se irrotetaan in vivo —ymparistostaan.
Antigeenit altistuvat hapen puutteelle, matdnemiselle seka lysosomaalisille entsyymeil-
le. Tamén vuoksi kudos tulisi kasitellda mahdollisimman nopeasti sopivalla fiksatiivilla.
(Renshaw 2007, 47.) Jotta kudoksen immunohistokemiallinen maaritys olisi mahdolli-
nen, antigeeniepitooppien on pysyttava kudosleikkeissa muuttumattomana paikallaan.
Fiksaatio kiinnittad antigeenit paikalleen séilyttden ne, mutta samalla se aiheuttaa muu-
toksia epitooppien konfiguraatioissa. Tdémé vaikeuttaa vasta-aineiden p&asyé sitoutu-
mispaikoilleen. Hyva fiksatiivi sdilyttdd kudoksen rakenteen ja antigeenisyyden, estaa
antigeenin siirtymista ja diffundoitumista eiké vaikuta vasta-aineen ja antigeenin vali-

siin reaktioihin negatiivisesti. (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 148.)

Fiksaatio voi olla joko kemiallinen tai fysikaalinen. Histologiassa ja immunohistokemi-
assa fiksaatio on yleensd kemiallinen. Kemiallinen fiksaatio voi vaikuttaa kudokseen
myo0s fysikaalisesti kutistamalla, laajentamalla tai kovettamalla sitd. Kudoksen maltilli-
nen kovettuminen fiksaation seurauksena voi helpottaa kudoksen prosessointia tietyilla
tekniikoilla, mutta se aiheuttaa ongelmia esimerkiksi parafiiniblokeissa. Valu parafiiniin

kutistaa ja kovettaa kudosta entisestaan, jolloin kudoksen tilavuus on enéé noin 60-70%
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sen alkuperéisesta tilavuudesta. Fiksatiivin lapéisynopeus vaikuttaa siihen kuinka paksu
kudos voi olla. Koska fiksaatio ei saisi kestaa yli 24 tuntia, nopeaa fiksatiivia kéytetta-
essd kudospalat voivat olla paksumpia verrattuna hitaaseen fiksatiiviin. Kéytettdessa
nopeaa fiksatiivia, kudospala ei saisi olla 5 mm:& ohuempi, kun taas hitaalla fiksatiivilla
kudospalan paksuus saisi olla enintddn 2 mm:a. Ainoastaan kaytettdessa formaldehydia
fiksaatioaika saa ylittda 24 tunnin rajan. Vaikka formaldehydi lapéisee kudoksen nope-
asti, se tasapainottaa kudoksen rakenteen tdydellisesti vasta viikon kuluttua. (Kiernan
2008, 14-15.)

Fiksatiivit, jotka aiheuttavat proteiinien saostumista, voivat vééristaa tai tuhota mito-
kondrioita, lysosomeja ja granuloita, mutta eivat juuri vaikuta solun ulkopuolisiin ra-
kenteisiin. Ne muodostavat sieniméisia verkkoja, jotka pystytaan lapdaiseméaén dehyd-
raation ja Kirkastamisen jalkeen. Saostumista aiheuttavia fiksatiiveja ovat esimerkiksi
aldehydit. Ei-saostavat fiksatiivit, kuten asetoni, muodostavat ristisidoksia kudoksen
makromolekyylien vélille. N&ma ristisidokset muuttavat sytoplasmaa muodostamalla
siitd liukenemattoman geelin, joka suojaa soluelimid ja vaikeuttaa parafiinin tunkeutu-
mista kudokseen. Parafiinin aiheuttamia kutistumia ja halkeamia voidaan estda kaytta-

malla ei-saostavia fiksatiiveja. (Kiernan 2008, 15.)

Immunohistokemiassa yleisimmin kaytetyt fiksatiivit ovat aldehydit, proteiineja denatu-
roivat fiksatiivit seka asetoni (Reinshaw 2007, 48). Eniten kaytetty fiksatiivi on formal-
dehydin 40% vesiliuos, formaliini. Fiksaatiossa kéaytettava formaliini on 10% fosfaatti-
puskuroitu formaliini, jonka formaldehydipitoisuus on noin 4%. (Rhodes 2013, 73.)
Formaldehydi lapéisee kudoksen nopeasti, mutta aiheuttaa proteiinien valisia ristisidok-
sia hitaasti. Nama ristisidokset muuttavat proteiinin kolmiulotteista rakennetta ja peitta-
vat alleen epitooppeja. Useimmat muutokset ovat kuitenkin palautuvia, jolloin katketyt
sitoutumispaikat voidaan saada nédkyviin ja niiden immunoreaktiivisuus palautettua.
(Hayat 2002, 53.)

Yksinkertaisin fysikaalinen fiksaatiotapa on lammittdminen, jonka tuloksena proteiinit
saostuvat ja lipidit sulavat. LAmmittdminen muuttaa kudosleikkeen rakennetta suhteelli-
sen paljon verrattuna eldvain kudokseen ja sita kaytetdankin fiksaatiomenetelmana 1a-
hinna diagnostisessa mikrobiologiassa. Toinen fysikaalinen fiksaatiotapa on jaadyttami-
nen. Koska jaadyttdmisen ongelmana ovat muodostuvat jaékiteet, tulee jaddytettavén

kudospalan olla pieni, vain noin 2 mm paksuinen. Liian hidas ja&dyttdminen voi lisatd
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naytteeseen muodostuvien jaakiteiden maaraéd. Nopea jaadyttaminen ei aina ole mahdol-
lista, jolloin jaakiteiden aiheuttamaa vahinkoa voidaan vahentda kylmésuojaamalla nay-
te esimerkiksi dimetyylisulfoksidilla (DMSO), glyserolilla tai sakkaroosilla. Kyl-
masuojauksessa ndyte tasapainotetaan pitamaélla sitd sopivassa liuoksessa vahintdan 12
tuntia ennen jaadyttamista. (Kiernan 2008, 12-13.)

Fiksauksen jalkeen alkaa kudoksen prosessointi. Prosessoinnin ensimmaisessa vaihees-
sa kudospalasta poistetaan vesi ja vesipohjaiset fiksatiivit. Veden poisto tulisi suorittaa
hitaasti. Mikéli konsentraatiogradientti nousee liian nopeasti, solukalvojen valiset dif-
fuusiovirtaukset voivat muuttaa solun rakennetta. Tdman vuoksi kudospalat kuljetetaan
nousevan konsentraatiosarjan lapi. Liiallinen vedenpoisto saattaa aiheuttaa kudoksen
lilallista kovenemista, kutistumista ja haurastumista, kun taas puutteellinen vedenpoisto
jattad kudoksen pehmeadksi vaikeuttaen kirkastavan reagentin péaasya kudoksen kom-
ponentteihin. Dehydraatiossa kdytetadn tavallisimmin etanolia sen nopeuden ja luotetta-
vuuden vuoksi. Dehydraatio aloitetaan kayttamalla ensin 70% etanolia, josta kudospala
kuljetetaan 95%:sen etanolin kautta absoluuttiseen etanoliin. Taman kuljetuksen aikana
vesi poistuu ndytteesta kokonaisuudessaan. Mikali kudosnédyte on herkkéd, suositellaan
dehydraation aloitusta 30%:sella etanolilla. Muita vedenpoistoon kéytettdvia aineita
ovat muun muassa metanoli, asetoni ja isopropyyli. (Spencer & Bancroft 2013, 106-
107.)

Vedenpoiston jalkeen néyte kasitellaan kirkastavalla liuoksella. Kirkastuksen ideana on
poistaa ndytteesta dehydraatioliuos ja helpottaa seuraavassa vaiheessa kudoksen taytta-
van valuaineen lapdisytehokkuutta. Kirkastavan liuoksen tulisi 1apéista kudos ja poistaa
dehydraatioliuos néytteestd nopeasti minimoiden kudosvahingot. Kirkastusliuoksen
pitaisi poistua kudoksesta valuaineen lapéaistessa nayte. Liuoksella tulisi myos olla mah-
dollisimman alhainen syttyvyys ja toksisuus. Useimmat kirkastavat liuokset ovat aro-
maattisia tai alifaattisia hiilivetyja, joiden késittelyssé ja havittdmisessa tulee ottaa huo-
mioon niiden ymparistolle haitalliset ominaisuudet. (Spencer & Bancroft 2013, 108.)
Yleinen kirkastusaineena kaytettava liuos on ksyleeni, aromaattinen hiilivety, joka se-
koittuu hyvin seka etanoliin ettd parafiiniin. Ksyleenin taitekerroin on samanlainen tiet-
tyjen proteiinien kanssa, mink& vuoksi se tekee kudoksesta l&pikuultavan. Liiallinen
ksyleenikasittely aiheuttaa proteiinien tuhoutumista ja kudoksen liiallista kovettumista,
tehden naytteen leikkaamisesta vaikeaa. (Hayat 2002, 66.) Muita Kirkastukseen kaytet-



22

tavia aineita ovat muun muassa tolueeni, kloroformi, ksyleenin johdannaiset seka limo-
neeni (Spencer & Bancroft 2013, 108-109).

Kirkastuksen jalkeen kudos upotetaan sopivaan, sen rakennetta tukevaan liuottimeen.
Suosituin kéytetty aine on parafiinivaha, joka muodostuu pitkaketjuisista hiilivedyista.
Parafiini sulaa nestemaiseen muotoon 47-64°C:ssa ja lapaisee kudoksen. Jaahtyessaan
parafiini jahmettyy ja vakiinnuttaa kudoksen rakenteen. Muodostunut rakenne estia
kudoksen vahingoittumisen leikkaamisen aikana. Kaytettdva parafiini voidaan valita sen
sulamispisteen perusteella. Korkeamman sulamispisteen omaavat parafiinit soveltuvat
paremmin koville kudoksille mahdollistaen ohuempien leikkeiden leikkaamisen, kun
taas alhaisemman sulamispisteen parafiini on pehmeéampas, eika tue kovia kudoksia
yht& tehokkaasti. Parafiini on materiaalina halpa ja sopii yhteen useimpien histologisten
ja immunohistokemiallisten vérjaysten kanssa. Muita kudoksen rakennetta tukevia liuot-
timia ovat esimerkiksi pihka, agar ja gelatiini eli liivate. (Spencer & Bancroft 2013,
109-110.)

Prosessoinnin viimeinen vaihe on nédytteen valu késin parafiiniblokkiin tai muuhun kay-
tettyyn liuottimeen. Valuvaiheessa varmistetaan kudoksen oikea orientaatio ja valetaan
kudoksen ympérille sitd tukeva blokki. N&yte asetetaan muottiin leikkauspinta alaspdin
ja muotti taytetddn sulalla parafiinilla. Kudoksen prosessoinnin aikana kaytetty kulje-
tuskasetti kiinnitetddn blokin kanneksi. Valun jalkeen muotti pyritdan viilentamééan no-
peasti siirtdmalla se jaahdytysalustalle. Nopea jaahdytys edesauttaa parempilaatuisten
leikkeiden leikkaamista. (Spencer & Bancroft 2013, 110.)

2.5.2 Naytteen leikkaaminen

Jotta ndytteen immunohistokemiallinen mé&érittdminen olisi mahdollisimman tarkkaa,
naytteen tulee olla hyvin fiksattu ja prosessoitu eika siina saisi olla leikkaamisesta joh-
tuvia vaaristymid. Naytteeseen jaaneet ilmakuplat voivat estdé vasta-aineen tai kromo-
geenin toimintaa ja leikkausvaiheessa tehdyt pintaviillot vahingoittavat ja muuttavat
naytteen pintaa. (Jackson 2007, 210.) Taman vuoksi mikrotomin ja sen teran kuntoon on
kiinnitettava erityistd huomiota (Naukkarinen & von Boguslawsky 1998, 150). Para-
fiiniblokkien leikkaamiseen kéytetdan tavallisesti joko rotaatio- tai liukumikrotomia.

Liukumikrotomissa terd liikkuu nédytteen pysyessé paikallaan, kun taas rotaatiomikro-
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tomissa terd pysyy paikoillaan ndytteen liikkuessa pystysuoraan terddn nahden. (Rantala
ym. 1998, 70.)

Koska kylmé ja kovettunut parafiini on helpompaa leikata, blokki kannattaa pitéda kyl-
madalustalla ennen leikkausta. Leikkauksen aluksi blokki avataan mikrotomilla leikkaa-
malla sen pinnasta paksumpia leikkeita niin, ettd kudos tulee esille ja sen pinta on tasai-
nen. Varsinaiset leikkeet ovat yleensa 5 pum:n paksuisia. Leikkeet siirretddn teralta pie-
nelld pensselilla huoneenlampdiseen veteen. Parhaat leikkeet siirretadn vesihauteeseen
jonka lampétila on noin 45°C. Vesihauteen lampétila riippuu kdytetyn parafiinin sula-
mispisteestd. Vesihauteessa leikkeet suoristuvat ja ne voidaan siirtdd objektilasille.
(Rantala ym. 1998, 70-71.) Jotta nayte pysyisi kiinni lasissa koko immunohistokemialli-
sen vérjayksen ajan, objektilasien tulisi olla APES- tai poly-L-lysiini -p&éllystettyja tai
leikkeitéd elektrostaattisesti sitovia Super Frost Plus —laseja. Valmiit lasit kuivatetaan
lampokaapissa joko 37°C:ssa yon yli tai 60°C:ssa parin tunnin ajan. (Jackson 2007,
210.)

2.6 ELISA-menetelma

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) on immunologinen menetelmé, joka poh-
jautuu vasta-aineiden ominaisuuksiin ja niiden kykyyn sitoutua niille spesifisiin anti-
geeneihin. Eri reagenssien avulla naytteestd saadaan nékyviin signaali, jonka avulla tut-
kittavan analyytin konsentraatio voidaan osoittaa. Kéytettavasta ELISA-menetelmésta
riippuen kiintedlle pinnalle, tavallisesti kuoppalevylle, sidotaan joko antigeeni tai vasta-
aine, joka sitoutuu mydhemmassa vaiheessa lisattavaan spesifiseen vasta-aineeseen tai
antigeeniin. Vasta-aineessa on kemiallisilla sidoksilla kiinni entsyymileima. Kun sub-
straatti lisatadn kuoppalevylle, kaynnistyy entsyymin katalysoima reaktio. Reaktion
lopputuotteena muodostuu véri, jonka intensiteetti voidaan mitata spektrofotometrisesti.
(Davies 2005, 3-4.)

ELISA:ssa yleisimmin kéaytetyt entsyymit ovat HRP ja alkaalinen fosfataasi. Muodostu-
nut vari riippuu kaytettavasta substraatista. HRP:11& substraattina kdytetddn yleensa tet-
rametyylibentsidiinia (TMB), jolloin reaktio tuottaa sinisen vérin. Reaktio pysaytetaan
denaturoimalla entsyymit pH:n muutoksella. (Kricka & Wild 2005, 195.)
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ELISA-menetelmat voidaan jaotella kolmeen eri menetelméén: suora ja epasuora mene-
telma sekd sandwich-ELISA. Sandwich-ELISA voidaan puolestaan jakaa suoraan ja
epasuoraan sandwich-ELISA:an. Nama menetelmét toimivat myos perustana kilpaile-
ville ja inhiboiville menetelmille. (Crowther 2009, 11.)

2.6.1 Suora ja epasuora menetelméa

Suora menetelma on yksinkertaisin ELISA-menetelmistd. Antigeeni laimennetaan kor-
kean pH:n omaavaan puskuriin, joka ei sisélla mitddn muita proteiineja, jotka voisivat
haitata analysoitavan antigeenin sitoutumista kuoppalevyn pohjaan. Kaytettava puskuri
on yleensa fosfaattipuskuroitua suolaliuosta (PBS) tai karbonaatti- tai bikarbonaattipus-
kuria. Antigeenit Kiinnittyvat kuoppalevyn pohjaan passiivisesti inkubaation aikana.
(Crowther 2009, 12-13.)

Inkubaation jélkeen sitoutumattomat molekyylit pestadn pois pesupuskurilla ja levylle
lisatdan entsyymileimattu vasta-aine. Lisattava vasta-aine laimennetaan puskuriin, joka
sisaltdd blokkausyhdistettd. Yhdisteen tarkoituksena on estdaa epaspesifista sitoutumista,
mutta sallia vasta-aineen spesifinen sitoutuminen kohdeantigeeniinsd. Blokkausyhdis-
teend voidaan kayttaa proteiinia, kuten naudan seerumin albumiini (BSA), tai alhaisen
konsentraation omaavaa detergenttid, kuten natriumlayryylisulfaatti (SDS). (Crowther
2009, 13-14.)

Vasta-aineet sitoutuvat antigeeneihin inkubaation aikana, jonka jélkeen sitoutumattomat
vasta-aineet pestaan pois pesupuskurilla. Levylle listdan substraatti, joka kiinnittyy
vasta-aineessa kiinni olevaan entsyymiin. Entsyymi katalysoi vérireaktion, jonka anne-
taan jatkua méaritetyn ajan. Reaktio pysaytetdan muuttamalla pH:ta tai kayttamalla so-
pivaa reaktiota inhiboivaa reagenssia. Varin intensiteetti mitataan spektrofotometrisesti
sopivalla aallonpituudella. (Crowther 2009, 14.)

Epéasuorassa ELISA:ssa antigeenin kuoppalevylle sitoutumisen jéalkeen levylle lisatédan
leimaamaton primaarivasta-aine, joka sitoutuu antigeeniin. Inkuboinnin jalkeen ylimaa-
rédinen primaarivasta-aine pestdan pois. Levylle listaan leimattu sekundaarivasta-aine,

joka tunnistaa primaarivasta-aineen ja sitoutuu siihen inkubaation aikana. Sitoutumaton
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sekundaarivasta-aine pestdan pois ja maaritys jatkuu kuten suorassa menetelmassé sub-
straatin lisdyksella. (Crowther 2009, 14.)

2.6.2 Sandwich-ELISA

Sandwich-ELISA voidaan jakaa suoraan ja epésuoraan sandwich-ELISA:an. Suorassa
sandwich-ELISA:ssa levylle lisatddn ensin primaarivasta-aine (ns. capture antibody),
joka inkubaation aikana kiinnittyy passiivisesti kuopan pohjaan. Inkubaation ja pesun
jalkeen epaspesifista sitoutumista aiheuttavat kohdat voidaan blokata pois kayttamélla
blokkauspuskuria. Inkuboinnin ja pesun toistamisen jéalkeen levylle listaan blokkaus-
puskuriin laimennetut néytteet. Méadritettdvat antigeenit sitoutuvat inkubaation aikana
primaarivasta-aineeseen, jonka jalkeen sitoutumaton nayte pestddn pois. (Crowther
2009, 16-59.)

Seuraavaksi levylle lisatdan entsyymileimattu sekundaarivasta-aine, joka tunnistaa anti-
geenin ja kiinnittyy siihen. Inkubaation ja pesun jalkeen lisattavéa substraatti aiheuttaa
varireaktion joka pysaytetdan sopivalla pysaytysliuoksella ja voidaan maérittaa spektro-
fotometrisesti. Epdsuorassa sandwich-ELISA:ssa sekundaarivasta-ainetta ei ole leimat-
tu, vaan sekundaarivasta-aineen jélkeen levylle lisatadn detektion mahdollistava kolmas
vasta-aine, joka kiinnittyy sekundaarivasta-aineeseen, mutta ei reagoi primaarivasta-

aineen kanssa.

Entsyymi voidaan kiinnittad detektion mahdollistavaan vasta-aineeseen esimerkiksi
sterptavidiini-biotiini —sidoksella. Biotiinimolekyyli liitetddn vasta-aineeseen ja strepta-
vidiini kaytettavaan entsyymiin. Taman jalkeen maéritys jatkuu substraatin lisdyksella.
Sandwich-ELISA:n kayttoa rajoittaa se, etta antigeenilld on oltava vahintédén kaksi vas-
ta-aineen sitoutumiskohtaa, toinen primaari- ja toinen sekundaarivasta-aineelle. (Crowt-
her 2009, 17-20, 547.)
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2.6.3 Kilpailevat ja inhiboivat menetelmat

Kilpailevien ja inhiboivien menetelmien perustana kdytetddn joko suoraa tai epasuoraa
menetelma& tai sandwich-ELISA:a. Ideana on, ettd reaktioon lisatadn tunnettu maaré
tiettyd komponenttia, joka héiritsee vasta-aineen sitoutumista antigeenin kanssa tai Kil-
pailee sitoutumispaikoista. Menetelmad voidaan kéyttdd antigeenin tai vasta-aineen
madrittamiseen. Kilpaileva tai inhiboiva komponentti on leimattu ja sen maara on k&an-

téen verrannollinen analysoitavaan yhdisteeseen. (Crowther 2009, 21-37.)
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3 OPINNAYTETYON TAVOITE JA TARKOITUS

Opinnaytetyon tavoitteena oli kehittdd tutkimusryhman kayttoon immunohistokemialli-
nen varjaysmenetelmé, jolla pystytddn osoittamaan makrofagit seké tutkimaan niiden
polarisaatiota (M1 ja M2 fenotyyppejd) kudos- ja solundytteissd. Tutkimuksessa saatuja
tuloksia voidaan hyddyntdd makrofagien ja niiden polarisaation tutkimiseen erilaisista
soluviljely- ja kudosnaytteisté seké vérjaysmenetelmien kehittdmisessé.

Opinnaytetyon tarkoituksena oli testata immunohistokemian toimivuutta kudos- ja solu-
naytteiden analysoinnissa tutkittaessa makrofagien klassista ja vaihtoehtoista polarisaa-
tiota. Ty0ssé tutkittiin neljan eri vasta-aineen toimivuutta immunohistokemiassa solu- ja
kudosnaytteilld, seka selvitettiin voidaanko kyseisia vasta-aineita kayttdd makrofagien

polarisaation tutkimisessa.
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4 MENETELMAT JA MATERIAALIT

4.1 Kudosleikkeiden ja solunaytteiden esivalmistelut

In vivo —ymparistostaan irrotetut humaanikudosleikkeet oli leikattu steriileilla saksilla
paloiksi ja fiksattu formaliinissa. Tdman jalkeen palat oli siirretty sailytysliuoksena toi-
mivaan 70% etanoliin. Kudoksen prosessointia varten kudosnaytteista valittiin hyvéakun-
toisia ja erityyppisid kudospaloja, jotka asetettiin ajokasetteihin ja pidettiin 70% etano-
lissa. Kun kudosnaytteitd oli saatu keréttya tarvittava maard, suoritettiin kudoksen pro-
sessointi ja sen upotus parafiiniin kayttamalla Miles Tissue-Tek® VIP Vacuum Infiltra-
tion Processor E150 series —automaatiolaitetta. VIP-ajon jalkeen kudosndytteet valettiin

kasin parafiiniin. Valetut blokit séilytettiin kylméhuoneessa +4°C:ssa.

Naytteiden leikkaamiseen kéytettiin liukumikrotomia (Leitz 1208). Blokit pidettiin en-
nen leikkausta jailld ja ne avattiin leikkaamalla pinnasta ensin paksumpia leikkeita
(20um). Kun kudos oli sopivasti esilla, leikattiin blokista 5um:n paksuisia leikkeita,
jotka suoristettiin vesihauteessa (45°C) ja kiinnitettiin Super Frost Plus —laseille. My6-
hemmin laseiksi vaihdettiin Super Frost Ultra Plus —lasit, koska leikkeet eivét pysyneet
kunnolla kiinni varjaysprosessin aikana. N&ytteet kiinnitettiin laseihin lampokasittelylla.
Immunohistokemiallisiin varjayksiin menevat lasit pidettiin huoneenldamma@ssé seuraa-
vaan pdivaan, jolloin ne kaytettiin 60°C:ssa lampokaapissa kahden tunnin ajan. Lampo-
kasittelyn jalkeen lasit jatettiin huoneenlampddn. Histologisiin vérjayksiin menevat lasit

pidettiin yon yli 37°C:ssa lampokaapissa, jonka jalkeen ne siirrettiin kylmahuoneeseen.

Kudosnéaytteiden lisaksi tydssa kaytettiin soluviljelmasta eristettyja humaani monosyyt-
ti-makrofageja (THP-1). THP-1 solut (ATCC, Manassas, VA, USA) ovat promonosyyt-
tejd, jotka erilaistettiin 24-kuoppalevyille jaon yhteydessa makrofageiksi 100 nM forbo-
liesterilla. 72 tunnin kuluttua forboliesterin lisdyksesté soluja stimuloitiin joko lipopo-
lysakkaridilla (10 ng/ml, LPS) tai interleukiini-4:11& (10 ng/ml, IL-4). LPS k&ynnistaa
klassisen M1 aktivaation ja IL-4 vaihtoehtoisen M2 aktivaation. 24 tunnin kuluttua solut
eristettiin liitteessé 1 esitellyn protokollan mukaisesti. Néytteet sentrifugoitiin Super
Frost Ultra Plus —laseille Cytospin 4 sentrifuugilla (Thermo Shandon) ja kiinnitettiin

laseihin jadkylmalla asetonilla. Tdmén jalkeen lasit séilytettiin huoneenlammassé. Osas-
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ta solunaytteitd otettiin talteen myds mediumit, jotka pakastettiin ELISA-madritysta

varten.

4.2 Immunohistokemialliset varjaykset

Ennen immunohistokemiallisia varjayksia leikkeet vérjattiin histologisesti. Histologias-
sa varjaystekniikkana kaytettiin hematoksyliini-eosiini (HE) —varjaysta, jonka protokol-
la on esiteltyna liitteessa 2. HE-varjayksen perusteella leikkeistd eroteltiin paljon nek-
roottista kudosta siséltavat leikkeet. Leikkeet myds jaoteltiin alustavasti solupopulaati-
onsa mukaan, ja runsaasti makrofageja sisaltavia leikkeita k&ytettiin immunohistokemi-
assa testileikkeina.

Immunohistokemiassa naytteet oli tarkoitus analysoida kayttamélld neljaa eri vasta-
ainetta. Varjaykset suoritettiin LabVision Autostainer —varjaysautomaatilla. Vasta-
aineiden valinnoissa ensin péatettiin, mitd markkereita haluttiin tutkia. Tamén jalkeen
varmistettiin, etta vasta-aineet soveltuivat humaani parafiinileikkeiden immunohistoke-
miallisiin varjayksiin. Kirjallisuudesta haettiin julkaisuja, joissa vasta-aineita oli kéaytet-
ty, jotta niiden toimivuus protokollassa saatiin tarkistettua. Kéaytetyt vasta-aineet ovat
taulukossa 1. Yleinen makrofagimarkkeri CD68 toimi makrofagivoittoisten ndytteiden
osoittamisessa HE-varjaysten rinnalla. Testiajoja suoritettiin yhteensa kahdeksan, joissa
testattiin vasta-aineita eri pitoisuuksilla seka kahden eri antigeenin paljastusmenetelmén
vaikutusta varjaystuloksiin. Kontrollinaytteind menetelmén testauksessa ja makrofagi-
polarisaation osoittamisessa kaytettiin THP-1 —soluja, jotka oli stimuloitu joko LPS:Ila
tai IL-4:114. THP-1 —solut varjattiin vasta-aineilla CD68, CD163 ja C206.
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TAULUKKO 1. Kaytetyt vasta-aineet.

Vasta-aine Valmistaja Spesifisyys

Anti-CD68 Abcam veren ja kudoksen
makrofagit

Anti-CD163 Novocastra vaihtoehtoisen aktivaation

makrofagien ilmentéva
scavenger- reseptori
Anti-CD206 R&D Systems vaihtoehtoisen aktivaation
makrofagien ilmentéva
mannoosi-reseptori
Anti-NOS2 (iNOS) Santa Cruz Biotechnology | klassisen aktivaation
makrofagien ilmentdma
indusoituva typpioksi-

disyntaasi

Ensimmaisessa testiajossa luotiin LabVision Autostainer —varjaysautomaatille ohjelma,
jonka mukaan vasta-ainevarjaykset suoritettiin. Protokolla tallennettiin tietokoneelle ja
sitd sovellettiin kaikissa vasta-ainevarjayksissa. Ennen vérjayksen aloittamista laseille
tehtiin deparafinointi ja rehydratointi ksyleenisté laskevan alkoholisarjan kautta milliQ-
veteen, ja vasta-aineesta riippuen antigeenin paljastus. Vérjaysprotokolla alkoi lasien
huuhtelulla pesupuskurina kaytettavalla 1x TBS-0,05% Tween 20 —liuoksella, joka lai-
mennettiin 10x TBS-0,5% Tween 20 —kantaliuoksesta. Seuraavana suoritettiin endo-
geenisen peroksidaasiaktiivisuuden blokkaus. Blokkaavana reagenssina kaytettiin kai-
kissa varjayksissé 3% vetyperoksidia. Viiden minuutin kuluttua lasit huuhdeltiin pesu-
puskurilla ja laseille lisattiin ternihera, jonka tarkoituksena oli blokata naytteen epaspe-
sifiset sitoutumiskohdat. Ternihera laimennettiin 1x TBS-0,05 Tween 20 —puskuriin
suhteella 1:5 ja annettiin vaikuttaa laseilla 10 minuutin ajan. Huuhtelu toistettiin ja la-
seille liséttiin kdytettdvé vasta-aine 30 minuutiksi. Vasta-aineet laimennettiin kaupalli-

seen laimennosliuokseen (normal antibody diluent).

Vasta-aineinkubaation jalkeen lasit huuhdeltiin pesupuskurilla kolme kertaa ja laseille
lisattiin kolmas blokkausreagenssi (post-antibody blocking), jonka annettiin vaikuttaa

20 minuuttia. Reagenssin tarkoituksena oli edesauttaa leimatun sekundaarivasta-aineen
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kulkeutumista kudosnaytteessd. Huuhtelu pesupuskurilla toistettiin kolme kertaa ja la-
seille liséttiin HRP-leimattu sekundaarivasta-aine. Sekundaarivasta-aineen annettiin
vaikuttaa 30 minuuttia. Inkubaatioajan jalkeen lasit pestiin pesupuskurilla kolme kertaa
ja laseille liséttiin kromogeening kaytetty DAB. DAB:n annettiin vaikuttaa viisi minuut-

tia jonka jalkeen lasit huuhdeltiin milliQ-vedella.

Huuhtelun jalkeen laseille liséttiin 0,5% kuparisulfaattiliuosta, jonka tarkoituksena oli
vahvistaa DAB:n tuottaman ruskean varireaktion intensiteettid. Kuparisulfaatin annet-
tiin vaikuttaa viisi minuuttia ja lasien huuhtelu pesupuskurilla toistettiin. Viimeiseksi
laseille lisattiin hematoksyliini, jolla vastavérjattiin solujen tumat. Hematoksyliinin an-
nettiin vaikuttaa minuutin ajan. Lasit huuhdeltiin ensin pesupuskurilla ja tdman jalkeen
milliQ-vedelld. Véarjayksen paatyttyd naytteet dehydratoitiin ja kirkastettiin nousevalla
alkoholisarjalla ja ksyleenilld. Viimeiseksi lasit paéllystettiin peitinlaseilla. Peittausai-
neena kaytettiin Pertexid. Immunohistokemiassa ja histologiassa kaytetty materiaalilista

I0ytyy liitteestd 3 ja varjayskoneessa kéytetyn pesupuskurin valmistusohje liitteesta 4.

4.2.1 Varjaykset makrofagivasta-aineella

Makrofagien tunnistukseen kudosnaytteista kéytettiin vasta-ainetta Anti-CD68 antibody
[KP1] (ab955 Abcam), joka on hiiresséa tuotettu monoklonaalinen vasta-aine humaani-
naytteille. HE-vérjaysten perusteella paljon nekroottista kudosta siséltavat leikkeet jatet-
tiin pois immunohistokemiallisista vérjayksistd. Vasta-aineella CD68 testivérjayksia
suoritettiin yhteensé kolme, joissa testattiin vasta-aineen pitoisuuksia suhteilla 1:100,
1:500, 1:1000 ja 1:2000 sek& antigeenin paljastusmenetelmén vaikutusta varin intensi-

teettiin.

Testattu antigeenin paljastusmenetelmé oli leikkeiden lammittdminen mikroaaltouunissa
50 mM Tris + 1 mM EDTA —liuoksessa muutaman minuutin ajan niin etta liuos ehti
kiehua. Keittdmisen seurauksena osa leikkeista irtosi laseista joko osittain tai kokonaan,
eivatkd ne endd kesténeet varsinaista varjaystoimenpidettd. Varjaantyminen oli yhta
vahvaa leikkeilld joille tehtiin antigeenin paljastus, kuin niilld jotka varjattiin ilman esi-

kasittelyd. Paljastusliuoksen valmistusohje on esiteltyna liitteessa 5.
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4.2.2 Varjaykset vaihtoehtoisen aktivaation makrofagivasta-aineilla

Vaihtoehtoisen aktivaation makrofagien tunnistamiseen kaytettiin kahta eri vasta-
ainetta: Antibody CD163 (NCL-CD163, Novocastra), hiiressa tuotettu monoklonaalinen
vasta-aine humaaninaytteille sek& Human MMR/CD206 Antibody (MAB25341, R&D
Systems), hiiressa tuotettu monoklonaalinen vasta-aine humaaninéytteille. Varjayksiin
valittiin ndytteitd, jotka olivat varjaytyneet positiivisesti vasta-aineella CD68. Testiajoja
suoritettiin nelja. CD163 vasta-aineella vérjaytymista testattiin pitoisuussuhteilla 1:100,
1:500, 1:1000 ja 1:2000. CD206 vasta-aineen testatut pitoisuudet olivat 4 pg/mi, 8
pg/ml ja 12 pg/ml sekda THP-1 -solundytteilld lisdksi 20 pg/ml. Molemmille vasta-
aineille kaytettiin antigeenin paljastusmenetelmad, jossa varjattavat ndytteet pidettiin
sitraattipuskurissa +60°C:ssa lampokaapissa varjaysta edeltavan yon yli. Sitraattipusku-

rin valmistusohje 16ytyy liitteesta 5.

4.2.3 Varjaykset klassisen aktivaation makrofagivasta-aineella

Klassisen aktivaation makrofagivasta-aineena kéytettiin indusoituvan typpioksidisyn-
taasin (iNOS, sc-651, Santa Cruz Biotechnology) kanissa tuotettua vasta-ainetta hu-
maanindytteille. Testiajoja suoritettiin yksi, jossa vasta-ainetta testattiin pitoisuuksilla
0,8 pg/ml (1:250), 0,4 pg/ml (1:500) ja 0,2 pug/ml (1:1000). Vasta-aine ei vaatinut anti-

geenin paljastusmenetelman kayttoa.

4.3 ELISA-maaritys

Immunohistokemian tueksi makrofagipolarisaatiota tutkittiin ELISA-menetelmé&lla maa-
rittdmalla THP-1 solujen mediumndytteistd klassisen ja vaihtoehtoisen aktivaation
markkereita. Kaytetyt ELISA:t olivat tutkimuskayttoon soveltuvia sandwich-ELISA:aan
perustuvia kaupallisia Kkittejd. Valmistajan ohjeita moduloiden méaarityksissa kaytettiin
optimoituja ja sovellettuja inkubaatioaikoja. Klassisen aktivaation makrofagien markke-
rina kaytettiin humaani-interleukiini-6 (IL-6) ELISA:a (Ready-SET-Go!®, eBioscience)
ja vaihtoehtoisen aktivaation makrofagimarkkerina humaani CCL13 ELISA:a (DuoSet
ELISA, R&D Systems).
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Molemmissa méarityksisséa kaytettiin 96-kuoppalevyja. CCL13 méérityksissa kuoppale-
vylle kiinnitettiin primaarivasta-aine, joka oli laimennettu PBS:11& (pH 7.2 - 7.4, suoda-
tettu 0,2 um suodattimella). Levya inkuboitiin yon yli +4°C:ssa, jonka jalkeen se pestiin
kolme kertaa pesuliuoksella (suodatettu PBS + 0,05% Tween 20). Pesut suoritettiin Te-
can HydroFlex™ microplate washer —automaatiopesurilla. Pesun jalkeen kuopat kuivat-
tiin lyomalla kuoppalevyé voimakkaasti kasipaperia vasten. Kuivauksen jalkeen levylle
pipetoitiin 250 pl/ kuoppa blokkauspuskuria (PBS + 1% fraction V BSA, suod. 0,2 pm)

ja inkuboitiin huoneenldammdssa yhden tunnin ajan.

Inkubaation jalkeen pesu ja kuivaus toistettiin ja levylle pipetoitiin laimennetut naytteet
ja standardit, tasokontrollit seka nollandyte. Ndytteet ja standardit laimennettiin PBS +
1% fraction V BSA:han (suod. 0,2 um), joka toimi myods nollandytteend. Standar-
disuoran maaritysalue oli 3.9 — 500 pg/ml. Kaikki néaytteet laimennettiin suhteella 1:2
(180 pl + 180 pl) ja pipetoitiin levylle kahtena rinnakkaisena. Levyn alkuun, keskelle ja
loppuun pipetoitiin tasokontrollit. Levyd inkuboitiin kaksi tuntia huoneenlamma@ssg,
jonka jélkeen pesut ja kuivaus toistettiin. Tdman jalkeen levylle lisattiin suodatettuun
(0,2 um) PBS + 1% fraction V BSA:han laimennettu biotinyloitu sekundaarivasta-aine,

ja levyd inkuboitiin huoneenldmmaossa 1,5 tuntia.

Pesujen ja kuivauksen jalkeen levylle pipetoitiin streptavidiini-HRP, ja levyé inkuboi-
tiin pimeéssd huoneenlammdssa 15 minuuttia. Pesut ja kuivaus toistettiin ja kuopille
lisattiin substrattina toiminut tetrametyylibentsidiini (TMB) ja levya inkuboitiin 15 mi-
nuuttia. Varireaktio pysaytettiin 1M rikkihapolla ja absorbanssit mitattiin valittomasti
spektrofotometrilla (Victor Multilabel Counter) aallonpituudella 450 nm. Naytteiden
CCL13 pitoisuus laskettiin laitteen MultiCalc-ohjelman avulla ja tulostettiin yksikkdna
pg/ml. Naytteiden todellinen CCL-13 pitoisuus saatiin kertomalla saatu tulos laimen-

nuskertoimella.

Toisena maarityksena tehdyn h-1L-6 —ELISA:n 96-kuoppalevylle pipetoitiin primaari-
vasta-aine, joka oli laimennettu puskuriliuokseen. Puskuriliuos oli laimennettu Kkitin
mukana tulleesta 10x Coating Buffer:ista milliQ-veteen. Levyé inkuboitiin +4°C:ssa yon
yli, jonka jalkeen kuopat pestiin kolme kertaa kayttamall& automaatiopesuria. Pesupus-
kurina kéytettiin suodatettua (0,2um) PBS:&4 johon oli lisatty 0,05% Tween 20:ta. Pe-

sun jélkeen kuopat kuivattiin lyomaélla levya ké&sipaperia vasten. Seuraavana kuopille
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lisattiin 1x blokkauspuskuria, joka oli laimennettu kitin mukana tulleesta 5x Assay Di-
luent:ista milliQ-veteen. Blokkauspuskurin annettiin vaikuttaa tunnin ajan huoneen-

lammossé, jonka jalkeen levy pestiin pesupuskurilla kolme kertaa ja kuivattiin.

Pesun jalkeen levylle pipetoitiin laimennetut nédytteet ja standardit, tasokontrollit ja nol-
landytteet. Naytteet ja standardit laimennettiin blokkauspuskuriin, joka toimi myods nol-
landytteend. Standardisuoran mééritysalue oli 0,39 — 200 pg/ml. Kontrollindytteet sek&
IL-4 ké&sitellyt naytteet laimennettiin suhteella 1:2 (110 pl + 110 pl) ja LPS kasitellyt
naytteet suhteella 1:40 (6 ul + 234 ul). Levya inkuboitiin yon yli +4°C:ssa.

Inkubaation jalkeen kuopat pestiin viisi kertaa pesuliuoksella, jonka jalkeen levy kuivat-
tiin. Kuoppiin lisattiin biotinyloitu sekundaarivasta-aine, joka oli laimennettu blokkaus-
puskuriin. Levya inkuboitiin huoneenlamma@ssé yhden tunnin ajan, jonka jalkeen pesut
toistettiin viisi kertaa. Kuivauksen jalkeen kuoppiin pipetoitiin blokkauspuskuriin lai-
mennettu avidiini-HRP ja levya inkuboitiin pimedssa huoneenlamma@ssa 30 minuuttia.
Pesut toistettiin seitseman kertaa, ja kuivauksen jalkeen levylle liséttiin substraattina
toiminut TMB. Varin annettiin kehittya pimeéssa huoneenlammadssa 15 minuuttia, jonka
jalkeen reaktio pysaytettiin lisaamalla kuoppiin 1M rikkihappoa. Absorbanssi mitattiin
valittomasti spektrofotometrilld aallonpituudella 450 nm. IL-6 pitoisuudet laskettiin
laitteen MultiCalc-ohjelmalla ja tulostettiin yksikkona pg/ml. Néytteiden todellinen IL-6

pitoisuus saatiin kertomalla saatu tulos naytteen laimennoskertoimella.
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5 TULOKSET

5.1 Immunohistokemiallisten varjaysten tulokset

Immunohistokemian vasta-aineiden testauksessa lahdettiin liikkeelle THP-1 —
solunaytteilld, jotta kudosnaytteisiin siirryttdessé vasta-aineiden toimivuudesta olisi jo
nayttod. THP-1 -solundytteissa vasta-aine CD68 ei vaatinut lampokasittelya ja solut
varjaantyivat hyvin vasta-ainelaimennoksella 1:1000. Solunaytteille, jotka varjattiin
vasta-aineilla CD163 ja CD206, tehtiin antigeenin paljastus sitraattipuskurilla ennen
varjaysta. Varjaysten perusteella CD163:n vasta-ainelaimennokseksi valittiin 1:500 ja
CD206:n pitoisuudeksi 12 pg/ml.

Kuviossa 3 esitetyistd kuvista vasemmanpuoleisten naytteiden soluja on stimuloitu
LPS:114, joka aikaansaa makrofagien klassisen aktivaation. Oikeanpuoleisia ndytteitd on
stimuloitu sytokiini 1L-4:114, joka puolestaan aikaansaa makrofagien vaihtoehtoisen ak-
tivaation. Kuten kuvista A ja B nahdaan, yleisesti veren ja kudosten makrofagit tunnis-

tava vasta-aine CD68 on tunnistanut molemmista solunaytteistd kohdeantigeeninsa.

Kuvissa C ja D solunéytteet on varjatty kayttaméalla vasta-ainetta CD163, joka tunnistaa
vaihtoehtoisesti aktivoituneiden makrofagien pinnalla olevan scavenger-reseptorin. Vas-
ta-aine CD163 on tunnistanut makrofageja myods LPS:IIa stimuloiduissa soluissa (kuva
C), mutta vasta-aineen spesifinen sitoutuminen on huomattavasti voimakkaampaa ja
runsaampaa IL-4 kasitellyissa soluissa (kuva D). Kuvien E ja F solunéytteet on varjatty
vasta-aineella CD206, joka tunnistaa vaihtoehtoisesti aktivoituneiden makrofagien pin-
nalla olevan mannoosireseptorin. Kuvassa E solut ovat vérjaantyneet ainoastaan hema-
toksyliinilla. Kuvassa F vasta-aine on tunnistanut osan soluista, ja ne ovat varjaantyneet
ruskealla varilla. Varjaysten perusteella voidaan olettaa molempien vasta-aineiden tun-
nistavan vaihtoehtoisen aktivaation makrofagit.

Kuvissa G ja H solundytteille on tehty negatiivinen kontrollivarjays, jossa primaarivas-
ta-aine on korvattu puskuriliuoksella. Molemmissa naytteissa solut ovat vérjaantyneet

ainoastaan hematoksyliinilla, eiké hairitsevad taustaa havaita.
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LPS stimuloidut solut IL-4 stimuloidut solut

KUVIO 3. THP-1 —solut vérjattyiné vasta-aineilla CD68 (kuvat A ja B), CD163 (kuvat
CjaD) jaCD206 (kuvat E ja F) seka negatiivinen vérjays (kuvat G ja H).
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Kudosnéytteiden immunohistokemiallisissa testauksissa kéytettiin muutamasta eri koe-
henkilosta saatuja kudosnéytteitd, jotta vasta-aineiden toimivuudesta saataisiin mahdol-
lisimman kattavaa tietoa. Tulokset esitetddn yhden potilaan kudosnaytteen osalta, joka
edustaa kaikkia testattuja naytteitd. Vertailtavaksi kudokseksi valittiin kudos, josta his-
tologisten vérjaysten perusteella I6ydettiin runsaasti tulehdussoluja. Varjays osoitti ku-
doksesta l16ytyvan lymfosyyttien ohella my6s runsaasti makrofageja. Kuviossa 4 kudos
on vérjatty HE-varjayksell4d. Makrofagit nédkyvét kuvissa soluina, joiden tumat ovat vér-

jaytyneet hematoksyliinill4 ja tumaa ympéroiva sytosoli eosiinilla.

Kuviossa 5 on immunohistokemiassa vertailukudokselle suoritettu varjays ilman pri-
maarivasta-ainetta. Negatiivisen kontrollin varjayksella varmistettiin, ettd kudoksessa ei
ole héiritsevaé endogeenista peroksidaasiaktiivisuutta tai epéaspesifista sekundaarivasta-

aineen valittdmaa varjaytymista.
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KUVIO 5. Vertailukudoksen negatiivinen kontrollivérjays.
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5.1.1 CD68

Kudosnéytteissa veren ja kudosten makrofagien tunnistukseen tutkittu vasta-aine CD68
el vaatinut varjadystd edeltdvdd antigeenin paljastusta. Testatuista vasta-
ainepitoisuussuhteista 1:100 vérjasi tunnistetut solut erittdin voimakkaasti aiheuttaen
epaspesifista taustaa. Suhde 1:500 osoittautui parhaaksi. Pitoisuussuhteilla 1:1000 ja
1:2000 muodostunut vari oli vaaleaa, eivatka solut erottuneet taustasta riittavasti. Kuvi-
oissa 6 ja 7 on vertailukudoksen vérjays vasta-aineella CD68, laimennos 1:500.
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KUVIO 7. Kudos vérjattynd vasta-aineella CD68. 25x suurennos.
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5.1.2 CD163

M2 makrofagien tunnistukseen tutkittiin vasta-ainetta CD163, joka tunnistaa vaihtoeh-
toisesti aktivoituneiden makrofagien pinnalla ilmentyvan scavenger-reseptorin. Lisaksi
testattiin  antigeenin  paljastusmenetelman  vaikutusta  varjaystuloksiin.  Vasta-
ainepitoisuussuhteet 1:100 ja 1:500 aiheuttivat seké lampokasitellyillé ettd kasittelemat-
tomilla ndytteilld voimakasta varjaantymistd sekd epdspesifistd taustaa. 1:1000 antoi
parhaan vérjaantymisen késittelemattomilla laseilla, mutta lampokasittelyn jalkeen vér-
jaantyminen oli voimakasta. Suhteella 1:2000 véri ei tarttunut soluihin riittavasti ilman
antigeenien paljastusta, mutta lampokasitellyilld laseilla vérin intensiteetti oli optimaali-

nen. Kuviossa 8 ja 9 on kuvattuna vertailukudoksen CD163 vérjays, laimennos 1:2000.

KUVIO 8. Kudos varjattyna vasta-aineella CD163. 10x suurennos.
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KUVIO 9. Kudos varjattyna vasta-aineella CD163. 25x suurennos.
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5.1.3 CD206

M2 makrofagien tunnistukseen tutkittiin my0s vasta-ainetta CD206, joka tunnistaa vaih-
toehtoisesti aktivoituneiden makrofagien pinnalla ilmentyvan mannoosireseptorin. Pi-
toisuudet testattiin seka kasitteleméattomille ettd antigeenin paljastusmenetelmélla kési-
tellyille néaytteille. Pitoisuudella 4 pg/ml solujen vérjaantymisen intensiteetti oli heikko
seké lampokasitellyilla etta kasittelemattomillé laseilla. Pitoisuudella 12 pg/ml varjaan-
tyminen oli voimakkaampaa, mutta laseilla oli havaittavissa taustaa ja voimakasta epa-
spesifista varjaantymistd. Parhaaksi pitoisuudeksi osoittautui 8 pg/ml. Paras vérjayty-
minen saavutettiin kun naytteet lampdokasiteltiin ennen varjaysta sitraattipuskurilla. Ku-

vioissa 10 ja 11 nadkyy vertailukudoksen vérjdys vasta-aineella CD206, pitoisuus 8
pg/ml.

.
- . .

KUVIO 10. Vérjays vasta-aineella CD206. 10x suurennos.



KUVIO 11. Vérjays vasta-aineella CD206. 25x suurennos.
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5.1.4iNOS

Klassisesti aktivoituneet makrofagit ilmentavét iNOS:ia, jota voidaan pitdd yhtena klas-
sisen aktivaation markkerina. Tutkittu INOS ei vaatinut antigeenien paljastusmenetel-
mien kayttod. Testatuilla pitoisuuksilla 0,8 pg/ml ja 0,4 pg/ml varjaytyminen oli voima-
kasta ja laseilla havaittiin epaspesifista varjaytymisestd johtunutta voimakasta, hairitse-
véé taustaa. Vasta-aineen sitoutuminen kohdeantigeeninsé oli voimakasta ja riittavaksi

pitoisuudeksi saatiin 0,2 pg/ml. Kuvioissa 12 ja 13 on vérjdys iNOS vasta-aineella pi-

toisuudella 0,2 pg/mi.
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KUVIO 13. Kudos vérjattyna vasta-aineella iNOS. 25x suurennos.
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5.2 ELISA-maarityksen tulokset

5.2.1 Humaani CCL13

Vaihtoehtoisesti aktivoituneet makrofagit ilmentavat CCL13:a, mitd voidaan kayttaa
makrofagipolarisaatiota tutkittaessa vaihtoehtoisen aktivaation markkerina. CCL13
madritettiin LPS:II4 ja IL-4:11& stimuloitujen THP-1 solujen viljelymediumeista. Saa-
duista tuloksista laskettiin keskiarvo, keskihajonta seké& keskiarvon keskivirhe (SEM).
Sekéd LPS:11a ettd IL-4:11& stimuloitujen solujen mediumeissa CCL13:n pitoisuus oli
suurempi kuin stimuloimattomissa kontrollindytteissa. IL-4:11a stimuloitujen solujen

CCL13:n tuotto oli suurempi kuin LPS:11a kasiteltyjen solujen verrattuna (kuvio 14).
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KUVIO 14. CCL13:n tuotto THP-1 —soluissa, keskiarvo + SEM, n=8.
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5.2.2 Humaani IL-6

Klassisesti aktivoituneet makrofagit tuottavat IL-6:ta ja tat4 voidaan kayttdd makrofagi-
polarisaatiota tutkittaessa klassisen aktivaation markkerina. 1L-6 méaéritettiin LPS:114 ja
IL-4:114 stimuloitujen THP-1 solujen viljelymediumeista ja tuloksista laskettiin keskiar-
vo, keskihajonta sekda SEM. LPS:11a stimuloidut solut tuottivat runsaasti IL-6:ta. Stimu-
loimattomissa kontrolleissa seké IL-4:11a kasitellyissa soluissa IL-6:n tuotto jai alle 10
pg/ml (kuvio 15).
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KUVIO 15. IL-6:n tuotto THP-1 —soluissa, keskiarvo + SEM, n=4.
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6 MENETELMIEN JA TULOSTEN TARKASTELU

Opinndytetyon tavoitteena oli kehittdd immunohistokemiallinen varjaysmenetelma, jolla
pystytdan osoittamaan makrofagit seké& niiden klassisesti ja vaihtoehtoisesti aktivoitu-
neet fenotyypit kudos- ja solundytteistd. Tutkimuksessa kéytettiin vasta-aineita seuraa-
via antigeenejd vastaan: CD68, CD163, CD206 ja iNOS.

Vasta-aineiden toimivuutta tutkittiin LPS:11& tai IL-4:11& stimuloiduissa THP-1 mono-
syytti-makrofagi solundytteissd. Immunohistokemiallisten maaritysten tueksi THP-1 —
solundytteistd ~maaritettiin - makrofagien polarisaatiomarkkereita my6s ELISA-
maarityksilla. LPS polarisoi makrofageja klassisen aktivaation suuntaan, kun taas IL-4:n
vaikutus ohjaa makrofageja vaihtoehtoisen aktivaatioon (Mosser & Edwards 2008, 962;
Sica & Mantovani 2013, 787).

Tuloksissa vaihtoehtoisen aktivaation makrofagien markkerina toimineen CCL13:n
tuotto oli koholla sekd LPS:11a ettd IL-4:11& stimuloidussa soluissa. CCL13:n tuotto oli
kuitenkin selkedsti suurempi soluissa, jotka oli stimuloitu IL-4:114. Klassisen aktivaation
makrofagimarkkerina toimineen IL-6:n tuotto oli runsasta LPS:Il& stimuloiduissa soluis-
sa, mutta tuotto IL-4:114 kasitellyissa soluissa oli hyvin véhdinen ja pitoisuudet jaivat
alle méaarityksen herkkyysrajan. Tulosten perusteella THP-1 monosyytti-makrofagien
polarisaation ohjaaminen onnistui halutulla tavalla. LPS -stimulaatio siirsi polarisaatiota
klassisen aktivaation suuntaan ja IL-4 —stimulaatio siirsi polarisaatiota vaihtoehtoisen

aktivaation suuntaan.

Tarked osa immunohistokemiallisia vérjayksia on naytteen oikea esikésittely. Kudospa-
lojen koko vaikuttaa ratkaisevasti kaytettdvaan fiksaatioliuokseen ja -aikaan. Nopeasti
kudoksen lapaiseva fiksatiivi sopii tilavuudeltaan suuremmalle kudospalalle, kun taas
hidas fiksatiivi on parempi vaihtoehto, mikéli kudospalat ovat ohuita. (Kiernan 2008,
15.) Ensimmaisissa immunohistokemiallisissa vérjayksissa ongelmana oli leikkeiden
irtoaminen antigeenin paljastusmenetelman tai vérjaysprotokollan aikana. Tutkittavat
kudospalat olivat pienid ja ne olivat mahdollisesti kovettuneet fiksauksen aikana. Ku-
doksen tayttaminen parafiinilla kovensi ja kutisti kudosta entisestaan. Ongelma saatiin

kuitenkin ratkaistua kayttamalld antigeenin paljastuksessa nopean mikroaaltouunissa
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tapahtuvan lammittdmisen sijaan yon yli kestanytta lammittdmista lampdkaapissa, seka
vaihtamalla kéytetyt objektilasit Super Frost Ultra Plus —laseihin. Lisaksi leikkeiden
laseille kiinnittdmisprotokollaa muutettiin. Ensin kiinnitys tapahtui pitamalla leikattuja
naytteitd +37°C:ssa yon yli. Protokollaa muutettiin niin, ettd leikatut ndytteet olivat en-

sin yon yli huoneenlamm@ssa ja seuraavana péivana +60°C:ssa kahden tunnin ajan.

Varjaysmenetelmaa kehitettiin kirjallisuudesta ja aikaisemmista tutkimuksista saatujen
tulosten perusteella ja muokattiin olosuhteisiin sopivaksi. Valituista vasta-aineista oli
olemassa aiempia tutkimuksia, jotka tukivat kyseisten vasta-ainevalintojen tekoa. Vasta-
aineiden soveltuvuutta immunohistokemiallisiin varjayksiin tutkittiin kéyttamalla eri
vasta-ainepitoisuuksia ja kahta eri antigeenin paljastusmenetelma&. Tutkimuksessa ha-
vaittiin kaikkien neljan kaytetyn vasta-aineen sitoutuvan hyvin niiden spesifista anti-
geenid sisaltaviin naytteisiin. Liian suuri vasta-ainepitoisuus aiheutti epaspesifista sitou-
tumista ja voimakasta, hairitsevaa taustaa. Primaarivasta-aineen suuri pitoisuus voi joh-
taa sen sitoutumiseen myos kudoksen funktionaalisiin ryhmiin. Talléin sekundaarivasta-
aine sitoutuu seka spesifiseen epitooppiin sitoutuneeseen primaarivasta-aineeseen, etta
sidekudoksessa kiinni olevaan primaarivasta-aineeseen ja aiheuttaa vaaraa positiivista
varjaytymista (Jackson 2007, 222). Epéspesifinen tausta saatiin minimoitua vahentamal-

l& primaarivasta-aineen pitoisuutta.

Vasta-aineista CD68:n oletettiin tunnistavan sek& LPS:II& stimuloidut, klassisesti akti-
voituneet, ettd IL-4:11a stimuloidut, vaihtoehtoisesti aktivoituneet, makrofagit. Vasta-
aine toimi seké kudos- ettd solundytteissa odotetulla tavalla. Sen antigeeniin Kiinnitty-
miseen eivét vaikuttaneet varjayksissa testatut antigeenin paljastusmenetelmét, vaan
varin intensiteetti oli yhtd hyvé esikésitteleméattomissé ndytteissd. THP-1 solunéytteissé

vasta-ainepitoisuutta voitiin pienentaé puoleen.

Vasta-aineet CD163 ja CD206 tunnistivat solundytevérjaysten perusteella vaihtoehtoi-
sesti aktivoituneet makrofagit. Myos osa LPS:11& stimuloiduista makrofageista varjaytyi
CD163 vasta-aineella, mutta varjaantyminen oli selkeésti runsaampaa ja voimakkaam-
paa IL-4:114 késitellyissé soluissa. Vasta-aine CD206 varjasi solundytteistd ainoastaan
IL-4:114 stimuloidut solut. CD163 ja CD206 tunnistavat eri antigeenin ja LPS:11& stimu-
loiduissa soluissa kyseisten antigeenien (eli scavenger- ja mannoosireseptorien) esiinty-
vyydessé voi olla todellisia eroja, joka voi selittdd edellda mainitut erot tuloksissa. Varja-

yksissé antigeenin paljastusmenetelmalld oli suuri merkitys molempien vasta-aineiden
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sitoutumisen kannalta. Lampokaésitellyt solut varjaytyivat voimakkaammin, ja vasta-
ainepitoisuutta pystyttiin pienentdméan ja nain sadstdmaéan vasta-ainekuluissa. Vasta-
aineilla CD163 ja CD206 lampokasittely osoittautui tarpeelliseksi, jotta ndytteet varjay-
tyvéat optimaalisesti, eikd hairitsevad epaspesifistad varjaytymisté tapahdu. Verrattaessa
CD68:n vérjattyihin naytteisiin, varjaytyneiden makrofagien maara verrokkikudoksessa
oli pienempi, mika osoittaa sen, ettd CD163 ja CD206 tunnistivat vain tietyntyyppiset
makrofagit.

Vasta-aine iNOS tunnisti naytteistd Klassisesti aktivoituneet makrofagit. Koska vasta-
ainetta ei testattu solundytteilld, sen toimivuuden tutkimiseksi vérjattyja kudosnaytteité
verrattiin sekd CD68:lla ettd vaihtoehtoisen aktivaation makrofagit tunnistavilla vasta-
aineilla vérjattyihin kudosnaytteisiin. Verrattaessa INOS-varjattyd verrokkinaytetta
CD68 vdrjaykseen, voitiin huomata varjaytyneiden makrofagien maarén olevan pie-
nempi iINOS varjayksessad. Myos iINOS tunnisti vain tietyn tyyppiset kudoksen makro-
fagit.

Menetelma osoittautui hyvin toistettavaksi. Se soveltui niin kudos- kuin solunéytteiden
varjaamiseen ja tutkitut vasta-aineet ja niiden pitoisuudet saatiin optimoitua olosuhtei-
siin sopiviksi. Tutkimuksen perusteella saatiin kehitettyd toimiva menetelma makrofa-
gien polarisaation immunohistokemialliseen méarittdmiseen. Jatkossa menetelma& on
mahdollista hyodyntéda ja kehittdad esimerkiksi kaksois- ja immunofluoresenssivérjayk-

Sissa.
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LITTEET

Liite 1. Solunaytteiden kerays immunohistokemiallisiin varjayksiin

1. Mediumien imeminen pois kuopilta.

2. 50 pl trypsin-EDTA:ta / kuoppa ja inkuboidaan +37°C:ssa 10 minuutin ajan.

3. Solujen irrotus pipetoimalla edestakaisin ja ndytteiden siirto eppendorf-putkiin,
kahden kuopan yhdistdminen yhdeksi néytteeksi.

4. Fuugaus 5000xg 10 minuutin ajan, supernatantin poisto.

5. Pelletin pesu suspensoimalla 1xPBS:&&n (100 pl), fuugaus 5000xg 5 minuuttia,

supernatantin poisto.

Pelletin suspensointi 1% BSA-PBS:4an (100 pL).

Néytteen pipetointi sytospin-kolonniin ja fuugaus 500 rpm 5 minuutin ajan.

Lasien kuivuminen, 10 minuuttia.

© o N o

Kiinnitys tuoreella jaakylmall& asetonilla, 10 minuuttia.



Liite 2. Hematoksyliini-eosiini —varjays

1. Naytteen deparafinoiminen ja kuljetus veteen:

2x5 min ksyleeni

2x5 min absoluuttinen EtOH
3 min 96% EtOH

3 min 70% EtOH

5 min juokseva vesijohtovesi
3 min Q-H,O

2. Naytteen varjays:

10 min Mayerin hematoksyliini
10 min juokseva vesijohtovesi
2 min Q-H,0

2 min 0,5% eosiiniliuos

lasien huuhtelu Q-H,O

3. Naéytteen dehydratointi ja peittdminen:

3 min 70% EtOH
3 min 96% EtOH
2x3 min absoluuttinen EtOH
2x5 min ksyleeni

peittaus peitinaineella, peitinlasi paalle
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Liite 3. Immunohistokemiassa ja histologiassa kaytetyt reagenssit

Reagenssit

Eosin Y disodium salt
Etanoli

ImMmPACT™ DAB Substrate
Kloorivetyhappo (HCI)
Ksyleeni

Kuparisulfaatti

Mayerin hematoksyliini
Natriumkloridi

Na,EDTA - 2H,0

Normal antibody Diluent
Pertex
Poly-HRP-Anti-mouse/rabbit/rat 1gG
Post-antibody blocking
Ternihera

Trisodium citrate (dihydrate)
Trizma® base

Tween 20

Vetyperoksidi

Valmistaja
Sigma-Aldrich

Altia Oyj

Vector Laboratories
Merck

Oy FF-Chemicals Ab
Merck
Sigma-Aldrich
Merck
Sigma-Aldrich
Immunologic BV
Algol Diagnostics Oy
Immunologic BV
Immunologic BV
Hi-Col Oy

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Oy FF-chemicals Ab
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Liite 4. Varjaysautomaatissa kaytettavan pesupuskurin valmistusohje

10x TBS-0,5% Tween 20 kantaliuos:

e Punnitse 121,0 g Trizma base:a ja 400,0 g natriumkloridia.

Liuota reagenssit n. 4,5 litraan milliQ-vetta.
Saada pH 7.6, (37% HCI).

Tayta tilavuus viideksi litraksi milliQ-vedella.

Lisad 25 ml Tween 20 ja sekoita hyvin.

Kantaliuoksesta valmistetaan 1x pesupuskuri laimentamalla 1:10 milliQ-vedell&.
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Liite 5. Antigeenin paljastusmenetelmien liuokset

50 mM Tris+ 1 mM EDTA
e Punnitse 6,06 g Trizma base:a ja 372 mg Na,EDTA - 2 H,O:ta.
e Liuota milliQ-veteen ja sdada pH 9,0 (37% HCI).
e Tayta tilavuus 1 litraksi milliQ-vedella.

e Séilytys huoneenldmmassa.

Natriumsitraattipuskuri (10 mM natriumsitraatti + 0,05 % Tween 20)
e Punnitse 2,94 g trisodiumsitraattia (dihydrate).
e Liuota milliQ-veteen ja sdada pH 6,0 (1IN HCI).
e Tayta tilavuus 1 litraksi milliQ-vedella.
e Lisaa 0,5 ml Tween 20 ja sekoita hyvin.

e Pitkdaikaisséilytys +4°C.



