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TIVISTELMA

lhmisen papilloomavirus (Human papillomavirus HPV) aiheuttaa yleisen sukupuoliteitse leviavan
tartuntataudin. Virusinfektiolla on todettu olevan yhteys kohdunkaulan sytpaén ja on siksi térked
tutkimuskohde. Katiléopiston sairaalan patologian laboratoriossa tutkitaan HPV :ta Hybrid Capture 2 -
menetelmallg, joka antaa tuloksen kvantitatiivisena. Tulos on joko positiivinen tai negatiivinen korkean
riskin HPV-genotyypeille.

Tutkimuskohteena oli ihmisen papilloomavirusta méérittava in situ -hybridisaatiomenetelma, joka on
tarkoitus ottaa kayttoon Kétildopiston sairaalan patologian laboratorioon.

Naytemateriaali kerattiin HUSLAB:n Qpati-tietokannasta. 40 potilastapausta valittiin, joista kymmenen
potilastapausta kuuluu kondyloma planum-, kymmenen dysplasia levis,, kymmenen dysplasia
moderata- ja viimeiset kymmenen dysplasia gravis -luokitukseen. Néaytteet oli valettu parafiiniin, joista
leikkattiin uudet naytelasit. Naistd tehtiin HPV in situ -hybridisaatio-, pl6INK4a-, Ki67- ja
hematoksyliini-eosiinivérjaykset. HPV ISH:n tuloksia verrattiin negatiivisten ja positiivisten kontrollien
antamiin tuloksiin. Lis&ksi tutkittiin proteiinien p16INK4a ja Ki67 vastaavuutta HPV 1SH:n antamiin
tuloksiin. Ki67 ja pl6INK4a ovat merkkiaineita, joita havaitaan HPV:n aiheuttamissa dysplastisissa
muutoksissa. HE-vérjayksen avullatarkistettiin diagnoosiluokat.

HPV in gitu -hybridisaationaytteissa esiintyi HPV DNA-viruskopioita 82,5 %:ssa (33/40). Naytteista
negatiivisen tuloksen antoi 12,5 % (5/40) ja 5 % (2/40) niista ei voitu tulkita. mmunohistokemialliset
varjaykset antoivat keskendan yhtenevaisia tuloksia. Tulokset olivat yhtenevia myds HPV in situ -
hybridisaation antamiin tuloksiin. Tulokset olivat luotettavia, koska negatiivinen kontrolli antoi
negatiivisen ja positiivinen kontrolli positiivisen tuloksen. Hematoksyliini-eosiinivarjayksella
tarkistetuista diagnoosiluokista 20 prosenttia (8/40) oli muuttunut.

Tulokset olivat luotettavia, joten voidaan todeta, ettd in situ -hybridisaatiomenetelma voidaan ottaa
kayttoon Kétilbopiston sairaalan patologian laboratoriolle.
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ABSTRACT

Human papillomavirus cause a general disease which is spread by a genital contact. Human
papillomavirus is an important object of research because it has been discovered that cervical cancer is
related to HPV. In Pathology Department of Ké&tildopisto Hospital HPV is analysed by using a Hybrid
Capture 2 -test which gives a quantitative result. The result is either positive or negative for high-risk
types of HPV.

The aim of the research was in situ -hybridization which defines Human Papillomavirus from a tissue
sample. The purpose was to test that method for the Pathology Department of KatilGopisto Hospital.

The samples were collected from the HUSLAB's data bank of Qpati. Fourty (40) cases were chosen
including four different diagnostic classifications, ten cases of each. Those diagnostic classifications are
condyloma planum-, dysplasia levis-, dysplasia moderata- and dysplasia gravis. The smears had been
already prepared from paraffin-embedded diagnostic biopsies and surgical materials. The work started
by cutting the samples onto the slides. Four different stains were performed, HPV in situ -hybridization,
p16, Ki67 and Hematoxylin and eosin stains from each diagnostic classification. The results of HPV in
situ -hybridization were compared to positive and negative controls. Apart from that the correlation of
p16-, Ki67 markersto HPV ISH were researched. Expression status of p16INK4a and Ki67 is
associated with dysplastic changes of HPV. Diagnogtic classifications were checked by means of
Hematoxylin and eosin gains.

In HPV in situ -hybridization samples HPV DNA virus copies were found in 87,5%. (33/40). Of the
samples 12,5% (5/40) gave negative results and 5% (2/40) of the samples would not be to construed.
The samples of immunohistochemistry, p16 and Ki67, gave together congruent results. The results were
also congruent with HPV in situ hybridization. The results were reliable because of the controls. The
negative controls gave negative and positive controls gave positive results. Twenty (20%) per cent of
diagnostic classifications were changed on the basis of Hematoxylin and eosin stains.

The results were reliable. Because the research was successful the Pathology Department of
Kétilbopisto Hospital can use HPV in situ -hybridization in future.
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1 JOHDANTO

Ihmisen papilloomavirus (Human papillomavirus ei HPV) -infektio on yleisin sukupuoli-
teitse leviavatartuntatauti. Se on arviolta 4-5 kertaa klamydiatartuntaa yleisempi. Suomessa
tehtyjen tutkimusten mukaan kahdeksan ihmistd kymmenesta on saanut ihmisen papilloo-
mavirustartunnan eldmansa aikana. Infektio voi olla taysin oireeton ja tasta syysta tartunnan
saanut voi olla tietaméton siitd. Itdmisaika tartunnasta muutoksiin voi kestéa pitkaan. Nii-
den ilmaantuminen vie vahintaan useita viikkoja, tyypillisimmill&an 3-4 kuukautta ja joskus
jopa vuosia. IThmisen papilloomavirukset ovat spesifisia infektoituvan kudoksen suhteen,
virukset infektoivat ainoastaan ihon ja limakalvojen epiteelisoluja. Toistaiseks ei ole kyetty
kehittdamadn parantavaa la&kitystd, tosin virus hévidad useimmiten ajan kanssa itsest&an.
(Polvi 2006; Huovinen ym. 2005: 591.)

Tutkijat ovat todenneet kohdunkaulan syévan ja ihmisen papilloomaviruksen valisen yh-
teyden. Kohdunkaulansydvan keskeisin ja tarkein taustatekija on ihmisen papilloomavirus.
(K&ypéhoito 2006 a.) |hmisen papilloomavirus aiheuttaa valtaosan kohdunkaulansytvista ja
sen esiasteista. |hmisen papilloomavirusten onkogeeninen merkitsevyys ja syopéayhteys on
osoitettu seka in vitro ettd epidemiologisesti. (Polvi 2006; Huovinen ym. 2005: 591.) Useat
vaestotutkimuksetkin tukevat ihmisen papilloomavirusinfektion ja kohdunkaulansyovan
valista yhteytta (Kaypahoito 2006 a).

Pitkittyva virustulendus saa aikaan solumuutoksia. Pieni 0sa etenee esiasteiksi ja edelleen
syovéksi. Koska sydpa on monitekijéinen sairaus, vaikuttavat sen syntyyn toki monet
muutkin tekijét. Altistavat tekijat ovat esimerkiksi ympéristOperéisia tai liittyvat ihmisen
elintapoihin ja vastustuskykyyn. Myds yhdyntojen varhainen alkamisika, partnereiden run-
saus, tupakointi, HIV-infektio ja immuunipuolustusta heikentéva 1a8kitys voivat lisété ris-
kid. (Turun yliopisto 2007; K&ypahoito 2006 a.)

Suomessa kohdunkaulansyopéa ehkaisevédn seulontaan €li joukkotarkastukseen kutsutaan
viiden vuoden vélein kaikki 30-, 35-, 40-, 45-, 50-, 55- ja 60-vuotiaat naiset. Joissakin kun-
nissa kutsun saavat myds 25- jaltai 65-vuotiaat. Helsingin ja Uudenmaan alueelta tulee K&
tildopiston sairaalaan noin 70 000 gynekologista irtosolututkimusta vuodessa, joista 36 000
on joukkoseulonnana ndytteita. (Syopéjarjestot 2007.)



Helsingin ja Uudenmaan joukkoseulonnoissa on kaytossa talla hetkella kolme erilaista tut-
kimusprojektia. On niin sanottu perinteinen gynekologinen irtosolututkimuksen ryhma,
papnet- eli automaatioavusteinen gynekologinen irtosolututkimuksen ryhma ja HPV DNA-
ryhma HPV DNA-ryhméan kuuluu kaikista joukkoseulonnoissa otetuista naytteista 1/3.
Kyseisen tutkimuksen tarkoitus on osoittaa erikseen korkean riskin HPV-tyypit. HPV-
diagostiikka yhdessa irtosolusytologian kanssa mahdollistaa herkemman ja varhaisemman
diagnoosin, kun potilaalle e ole viela kehittynyt HPV-muutoksia ja sytologinen diagnoosi
on epavarma. HPV DNA-tutkimuksen toteuttaa Syopdérjestd yhteistydssa KéatilGopiston
sairaalan patologian laboratorion kanssa. HPV-ryhmaan kuuluvilta otetaan gynekologinen
irtosolulasi normaalisti, mutta sité ei katsota ellei HPV DNA-testi (Hybrid Capture 2 i
HC2-testi) ole positiivinen tai potilaalla on esiintynyt vuoto-oireita. HPV DNA-testin olles-
sa positiivinen seké irtosolulasilla ollessa solumuutoksia (LSIL, HSIL) tai kolmen positiivi-
sen HC2-tuloksen jalkeen potilaat ohjataan kolposkopiaan. Mahdollisilta kudoksen muu-
tosalueilta otetaan koepaloja, jotka tutkitaan histologisesti. (Huovinen ym. 2005: 593.)

Kétildopiston sairaalan patologian laboratorio tarvitsee tutkimuksen, jonka avulla ihmisen
papilloomaviruksia voisi tutkia morfologisestin tarkemmin. Tyomme tarkoituksena on tut-
kia Ventana Medical Systemsin Benchmark-immunovérj&ysautomaatilla voidaanko HPV in
situ -hybridisaatiomenetel ma ottaa kdyttoon. Menetelméa mahdollistaisi tarkemman ihmisen
papilloomaviruksien visuaalisen havaitsemisen kudoksessa kuin esimerkiks HC2-testi.
HPV in stu -hybridisaation ohella teemme tutkimuksessamme myds kaksi immunohistolo-
gista vérjdysta pl6INK4a ja Ki67 seka hematoksyliini-eosiinivérjdyksen. Lisivarjaykset
toimivat tydssdmme apuvédlineind in situ -hybridisaatiota tutkittaessa. Merkkiaineiden eli
pl6INK4a- ja Ki67-proteiinien esiintymisen tulis vastata HPV 1SH-tuloksia. Tarkoituk-
semme on selvittdd HPV in situ —hybridisaatiomenetelman toimivuus ja luotettavuus. Tasta
voimme paétellg, voiko menetelmén ottaa kayttoon Kétildopiston sairaalan patologian labo-

ratoriossa

Ennen empiirisen tydskentelyn aloittamista kokoamme teoriatietoa rajaavista asioista. Poh-
justamme tyota kasittelemalla keskeisia asioita, jotka liittyvéat ihmisen papilloomaviruk-
seen, kudosmuutoksien luokitukseen seka tutkimuksien periaatteisiin. Empiirisen tutkimuk-

sen onnistuminen ja luotettavien tuloksien saaminen on olennainen osa tutkimustamme.
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Tulokset ovat tarkeitd, koska ne médravat HPV in situ-hybridisaation tulevaisuudesta edella
mainitussa laboratoriossa. Se on tarkea osa tutkimusvalikoimaa ottaen huomioon ihmisen

papilloomaviruksen aiheuttaman terveysriskin.

2 IHMISEN PAPILLOOMAVIRUKSEN GENOMI JA SEN TRANSFORMAATIO

Ihmisen papilloomavirusten genomi (geeniperima) koostuu aikaisesta (E, early) ja myohéi-
sesta (L, late) geenialueesta sen mukaan, missa infektion vaiheessa geenit ilmentyvét. Vi-
ruksen onkogeenit ovat E-proteiingja. Naista keskeisia ovat E6 ja E7, joiden koodittamat
proteiinit hairitsevét kasvurajoitegeenien koodaamien poteiinien p53 ja Rb (retinoplasto)
toimintaa ja edistavét epiteelisten kasvainten toimintaa. Genitaalialueen pahanlaatuisissa
kasvaimissa viruksen genomi on tavalisesti integroitunut ei liittynyt isintasolun kro-
mosomaaliseen DNA:han ja replikoituu (kahdentuu) sen osana. SyOpériskid aiheuttavilla
HPV-tyypeilla on mahdollisuus muuttaa infektoimansa solut pahanlaatusikss muunmuassa
estamalla edella mainittujen kasvunrajoitegeenien normaali toiminta. (Auvinen - Vaheri
2004 & Aatonen - Hiltunen-Back - Paavonen 2002; Lehtinen ym. 2002.)

Todenndkoisesti vaurio, esmerkiksi haava, epiteelissd mahdollistaa viruksen paasyn basaa-
likerroksen soluihin. Virusreseptoria el tunneta tarkasti, mutta se ei ole solutyyppispesifi,
sillain vitro -tuotetut viruskapsidit tarttuvat useisiin eri solutyyppeihin. Taten viruksen epi-
teelispesifisyys ei johdu sitd, etté niiden reseptori olisi |asnd vain epiteelisoluissa, vaan
spesifisyyteen valkuttavat muut tekijdt. Ihmisen papilloomavirukset infektoivat epitee-
lisoluja, jotka ovat epiteelin ainoa jakautuva solukerros. Lisdantymissykli alkaa epiteelin
tyvisoluissa, joiden pintarakenteisiin virus kiinnittyy. Tyvisoluihin paéssyt virus kulkeutuu
tumaan ja sen DNA vapautuu. DNA:n luennan perustedlla syntyy varhaisia proteiinga (E-
proteiineiinit), jotka edelleen ohjaavat virus-DNA:n monistumista (E1) ja viruksen muiden
geenien luentaa (E2). HPV:n muilla varhaisilla proteiineilla on monimuotoisia vuorovaiku-
tuksia solun tukirangan (E4) ja solunjakautumisen kannalta keskeisten kasvutekijaresepto-
reiden (E5) kanssa. Néaiden lisdksi varhaiset proteiinit vuorovaikuttavat p53- ja Rb-
kasvunrajoitegeenien luennan perusteella syntyvien proteiinien ja eri sytokiinien kanssa (E6
jaE7) . (Auvinen b; Lehtinen 2002.)
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Ihmisen papilloomavirukset voidaan jakaa niin sanottuun pienen (esimerkikss HPV 6 ja 11)
ja korkean riskin (esimerkiksi 16 ja 18) virustyyppeihin sen mukaan, miten vahva yhteys
niilléa on luonnollisiin pahanlaatuisiin kasvaimiin. Korkean riskin ihmisen papilloomaviruk-
Set, erityisesti paljon tutkitut virustyypit HPV 16 ja 18, ovat selvasti yhteydessa syopiin.
E6- ja E7-proteiinit luovat suotuisat edellytykset DNA-replikaatiolle. Tall6in sellaisten so-
lujen méara lisdantyy, joissa viruksen replikaatio voi tapahtua. Korkean riskin ihmisen pa-
pilloomavirustyyppien E6-proteiinit tarttuvat p53-tuumorisuppressoriproteiiniin ja lisaavét
sen hajottamista, jonka seurauksena tuumorisuppressorifunktio estyy. E7-proteiini on myos
tumaan lokalisoituva onkoproteiini. Se sitoutuu useisiin soluproteiineihin, muun muassa
pRb-tuumorisuppressoriproteiiniin, inaktivoi sen ja stimuloi solun S-faasiin siirtymisté

(Auvinenb.)

E6- ja E7-onkogeenien lasndolo ja lisééntynyt tuotanto liitetédn usein pahanlaatuisiin kas-
vainsoluihin. E6- ja E7-onkoproteiinien toiminnot riittavéat immortalisoimaan soluja (solu-
jen nopea lisédntyminen), mutta ne eivét saa yksin aikaan solutransformaatiota. E7-proteiini
sitoutuu retinoblastoomageenin (pRb) koodittamaan kasvunrgjoiteproteiiniin ja sen suku-
laisproteiineihin. E6- ja E7-onkoproteiinit voivat immortalisoida soluja toisistaan riippu-
matta, mutta yhdessa ne tehostavat toistensa toimintaa. (Auvinen ym. 2004 a.)

Basaalisoluissa ja epiteelin alemmissa solukerroksissa viruksen DNA-genomi on rengas-
mainen episomaalinen plasmidi. On mahdollista, ettd jokainen virusgenomin kopio kahden-
tuu tdsmélleen kerran solusyklia kohti. Kahdentuminen tapahtuu yleensi solusyklin S
faasin aikana ja todennakdisesti siirtyy tytarsoluihin solun jakautuessa. Viruksen genomin
kahdentuminen soluissa mahdollistaa persistentin (pysyvan) ja latentin (piileva) infektion
olemassaolon. (Auvinen b.)

3 IHMISEN PAPILLOOMAVIRUKSEN ESIASTEET JA NIIDEN LUOKITTELU

Kohdunkaulan portiossa (emattimen pohjukka) sijaitsevan junktioalueen muuntumiskohtaa
pidetédn herkimpana kohtana infektoitumiselle, koska talla alueella levyepitedli muuttuu
lieridepiteeliksi. Valtaosa sydvan esiasteista saa alkunsa muuntumiskohdasta. Esiasteet n&-

kyvét yleisimmin muuntumisalueella olevien epiteelisolujen tuma-atypiana ja liséantyneena



mitoottisena aktiivisuutena. (Koivuniemi 1994: 62.)

Ihmisen papilloomavirukset ovat spesifisia infektoituvan kudoksen suhteen. Ne infektoivat
vain ihon tai limakalvojen epiteelisoluja. Koska epiteelin alin solukerros eli basaalisoluker-
ros on ainoa jakautuva epiteelisolukerros, gjatellaan, etta virusinfektion on levitékseen saa-
tava alkunsa basaalisoluista. (Auvinen ym. 2004 a.)

3.1 Ihmisen papilloomavirus -infektiossa ndkyvét solumuutokset

Koilosytoos on tyypillinen ja helposti tunnistettava |10ydos HPV:n yhteydessa. Koilosyytin
tuman ympérilla nékyy niin sanottu kirkastuma eli halo ja tumia on normaalisti enemman
kuin yksi. Koilosyyttien tuma voi olla suurentunut ja/tai sen varjaytyminen on muuttunut.
Tavallisesti 16ydds on keskikerroksen soluissa, mutta koilosytoosia voi esiintyd myos pin-
takerroksen soluissa. Syvimpien kerroksien soluissa esiintyy vain ihmisen papilloomavi-
ruksen DNA:ta, ilman rakenneproteiinien ilmentamista. Tagta syysta syvempien kerroksien
solut eivat muutu koilosyyteiksi, eika niissa tavata virusantigeenia eli rakenneproteiingja
immunohistokemiallisten véarjdyksien yhteydessa. HPV in situ-hybridisaatiota tarvitaan,
koska immunohistokemialliset varjykset eivét ilmennaihmisen papilloomaviruksen DNA-
viruskopioita. (Koivuniemi 1994: 70.)

HPV-infektion muuntuessa sydvan esiasteiks ja niiden kautta syovaksi, alkaa koilosyyttien
méaaré olla hyvin pieni ellei olematon. Epiteelistd, josta koilosyytit puuttuvat kokonaan,
voidaan ilmentdd HPV:n DNA:ta in situ -hybridisaatiota hyddyntamalla (Koivuniemi
1994: 71.)

3.2 Sytologinen luokitus

Bethesda-luokitus on syrjayttdmassi perinteisen Papa-Nicolaoun luokituksen. Siina otetaan

huomioon néytteen laatu seké& luokitellaan muutoksen luonne, josta annetaan sanallinen

kuvaus.
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TAULUKKOL. Histologisten ja sytologisten 16ydosten suuntaa antava luokitus. (Kaypéhoi-
to 2006 b.)

Histologia Sytologia HPV-kategoria
Kondyloma Planum ASC-US/LSIL I Pieniriski

CIN1 ASC-US/LSIL 1/ Pieni jasuuri riski
CIN2 HSIL(ASC-H) 11 Suuri riski

CIN3 HSIL(ASC-H) 111V Suuri riski
Karsinooma KarsinoomaV Suuri riski

ASC-US (atypical squamous cells of undetermined significance) on muutos, joka ei ole
reaktiivinen eik& infektiivinen. Siind el ole my6skaan selvia viitteita sybvén esiasteista.

ASC-H (atypical sqguamous cells) on epakypsien solujen atypia, joka el selvasti sovi HSIL-

[6ydokseksi. HSIL-muutoksen mahdollisuus ei kuitenkaan ole pois suljettu.

LSIL (Low grade squamous intraepithelial lesion) on tyypillisia atyyppisia muutoksia kyp-
syneissa pintasoluissa. HPV-muutosten ja lievan limakalvon pintakerroksen dysplasian
(kasvuhairion) yhdistaminen on merkittavaad. Loydos médritelldan lievaksi limakalvonsiséi-
seksi muutokseksi. Mikroskooppisia 16ydoksia ovat koilosyytit, monitumaiset solut ja pie-

net pintasolut, joiden sytoplasma on oranssin svyinen. (Nieminen.)

Keskivaikea ja vaikea limakavon pintakerroksen kasvuhéirio ja limakalvon pintakerrok-
seen rajoittunut sydpa (carcinoma in situ) on yhdigtetty ja mééritelldan vahvaksi limakal-
vonsisdiseksi muutokseksi (HSIL, high grade squamous intraepithelial lesion). (Syopéjar-
jestd 2007.)

3.3 Histologinen luokitus

Histologisen eli kudosopillisen luokituksen olisi tarkoitus vastata sytologisten eli soluopil-

lisgten 10ydoksien vaikeusasteita. Kéytanndssa luokitusta e pystyta tekemaddn aina nain.
Dysplasialla tarkoitetaan sellaista levyepiteelimuutosta, jossa solut jakautuvat vilkkaasti
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(soluproliferaatio). Tama jatkuu myos basaalikerroksen ulkopuolella. Dysplasiatermia
ké&ytetédan myds yleisnimityksené esiasteista. Termia tulisi kuitenkin kaytt&a vain histologi-
sista kudosmuutoksista, eika sytologisista muutoksista. Histologisia luokkia ovat kondylo-
ma planum, dysplasia levis (lieva muutos), dysplasia moderata (kohtalainen muutos) ja
dysplasia gravis (vaikea muutos). (Koivuniemi 1994 69,74.)

Kondyloma planumiin luokitellaan useita kondyloomatyyppejd sekd matalan ettd korkean
riskin tyyppeld Mikroskoopissa nékyy koilosyyttien lisaksi dyskeratoottisia (atyyppisia
keratinisoituja) soluja. Soluissa mitoosiaktiivisuus voi olla lisd&antynyt ja tumia voi olla
kaksi tai useampia. Kondyloma planumissa pintakerroksen ja syvempien kerroksien véalinen

raja erottuu hyvin. (Koivuniemi 1994: 69,74.)

Dysplasia leviksessa (DL) esiintyy pintakerroksen soluja, joissa on suurentunut, lievasti
hyperkromaattinen ja karkeakromatiininen tuma. Tuman koko vaihtelee ja muodossa saat-
taa olla lievaa epasdanndllisyyttd. Muutokset paranevat muutaman vuoden sisdllé itsestaan

jasyopariski on pieni. (Nieminen; Koivuniemi 1994:81; K&ypahoito 2006 b.)

Dysplasia moderatassa (DM) esiintyy keskikerroksen soluja, joissa on suurentunut, hyper-
kromaattinen, karkeakromatiininen tuma ja tumakelmu poimuilee. Tumasytoplasmasuhde
on jo selvemmin harriintynyt kuin dysplasia leviksessa. Nukleolit eivét vield ole korostu-
neet, mutta mitoosgja esiintyy epiteelin keskikerroksessa asti. Muutokset ovat pysyvampia
kuin esiasteissa. Spontaania paranemista tapahtuu enda alle puolissa tapauksista. (Koivu-
niemi 1994: 81.)

Dysplasia graviksessa (DG) esiintyy syvankerroksen soluja, joissa on suurentunut, hyper-
kromaattinen, karkeakromatiivinen tuma ja jonka tumakelmu poimuilee. Tuman muoto
vaihtelee ja siina voi esiintya pienia ulokkeita tai sisdanpainaumia. Tumarsytoplasmasuhde
on selvasti suurentunut ja mitooseja tavataan jo epiteelin ylimmissakin kerroksissa. (Kay-
pahoito 2006, b; Koivuniemi 1994:74.)

see tyvikalvon, tulee kyseeseen invasiivinen syopé, joka voi |&hettéd metastaaseja eli etais-

pesdkkeitd. Spontaania paranemista tapahtuu enda joka kolmannella ja syOpériski on suu-



rentunut. (Kaypahoito 2006 b; Koivuniemi 1994:74.)

4 IHMISEN PAPILLOOMAVIRUKSEN TUTKIMUSMENETELMAT

Ihmisen papilloomavirusta voidaan tutkia Ké&tildopiston sairaalan patologian laboratoriossa
neljalla eri menetelmdlld Hybrid Capture 2 -testi on tutkimus, joka tehdaén vain HPV-
ryhméaén kuuluvista gynekologisista irtosoluseulontandytteistd. pl6INK4a- ja Ki67-
vérjaykset ovat patologian laboratorion omia tutkimuksia, joita patologi pyytaa tarvittaessa.
Hematoksyliini-eosiinivéarjays on perustutkimus, jonka morfologian perusteella tehdaan
HPV-diagnoosi. HPV in situ -hybridisaatio on mahdollinen viides HPV :ta tutkiva tutkimus.
Kayttéonoton testauksen onnistuessa voi menetelmaa kayttaa Kétilbopiston sairaalan pato-

logian laboratorion omiin tarpeisiin.

4.1 Indstu -hybridisaatio (ISH)

In dtu -hybridisaatio (ISH) on menetelmg, jossa indentifioidaan €li tunnistetaan spesifisa
nukleiinihappo-sekvensseja kromosomi-, solu- seka histologisella tasolla. "In situ” tarkoit-
taa "paikan padlld" eli kromosomissa tapahtuvaa geenikoettimen paikantamista. Menetelma
pohjautuu nukleiiningpon luonteeseen, jossa kaksijuosteisesta DNA:sta denaturoidaan
(DNA-siikeiden avaus) yksijuosteinen. Y ksijuosteisesta DNA:sta tehdaan spesifisia komp-
lekseja (hybridisoidaan) merkkiaineella leimatun komplementaarisen DNA:n kanssa. (Ven-

tanaa)

In dtu -hybridisaatiomenetelmé perustuu DNA:n taipumukseen muodostaa kaksisaikeinen
rakenne. V astakkaisten juosteiden nukleotidit (G-C ja A-T) pariutuvat sopivissa olosuhteis-
merkkiaineella ja hybridisoidaan vastaanottavaan kromosomiin. Merkkiaineen avulla voi-
daan havaita koettimen kiinnittymiskohta kromosomissa ja péétell& kyseisen geenin sijain-
tikohta kromosomissa. 100-500 nukleotidin pituiset leimatut koetinpétkét soveltuvat parhai-
ten in Stu -hybridisaatioon. (Molekyylisytologian tyot 1997; Rantala - Lounatmaa 1998:
160; Liisa Halkki 2000.)
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In situ -hybridisaatiota on tehty paljon muissa patologian laboratorioissa. Koska HPV-
infektiota muutenkin arvioidaan koepalan tai irtosolundytteen mikroskooppisella tarkaste-
lulla, on ollut mielekasta yhdistdd siihen viela virustyypista kertova hybridisaatio. In situ -
hybridisaation haittapuolia ovat olleet menetelmédan kuluva pitka aika seka monet vaiheet.
Naytteelld on ollut lukuisia esikasittelyvaiheita, esimerkiksi protesasin kayttaminen kudok-
sen morfologian séilyttamiseksi. Tulostus on ollut hidasta radioaktiivisilla koettimilla. Va-
lotukset ovat vieneet jopa kolme viikkoa. Ei-radioaktiivisten hybridi-menetelmien (biotiini-
ja digoksigeniinileimatut koettimet) myo6tad in Stu -hybridisaatio on tullut nopeammaks.
(Ollikka 2007.)

4.2 Kromogeeninen in situ -hybridisaatio (CISH)

Kétilbopiston sairaalan patologian laboratoriossa kaytetédn ei-radioaktiivista, kromogeenis-
tain stu -hybridisaatiota. Kohteena oleva ihmisen papilloomaviruksen DNA (kudoksessa)
saatetaan vaérilliseksi eri vaiheiden kautta ja tulos havaitaan mikroskooppisesti. (Ihalainen
2007.)

Kudosta tulee suojella autolyyttisilta mekanismeilta, joten se on fiksoitava heti. Kudosa-
néytteet fiksoidaan 10 %:lla neutraali puskuri formaliinilla (NPF), joka vaikuttaa edulli-

simmin nukleiinihappoihin. (Ventanaajab.)

Alukkeina kaytetdan yksijuosteisia DNA-nauhoja, jotka on leimattu DNP:1I& (eli Dinitro-
Phenol). Koettimilla on ihmisen papilloomaviruksen genomi. Niiden kohteena ovat ylei-
simmé HPV-genotyypit, jotka on yhdistetty kohdunkaulakanavan sytpaén. In Situ -
hybridisaatiossa k&ytetdan koettimien sekoitusta, joka koostuu genotyyppien 16, 18, 31, 33,
35, 39, 45, 51, 52, 56, 58 ja 66 kaltaisista yksijuosteisista DNA-pétkista. Nama yksijuostei-
set DNA-pétkét sopivat eméssekvenss [téan kohde-DNA:n vastinemaksiin. (Ventanac.)

esikéasittely ei entsyymidigestio, denaturaatio, hybridisaatio ja koettimien lisdys, pesut
(stringency washes) seka detektio eli hybridin ndkyvaksi saattaminen. (Ventanaa.).

Jokainen in situ -hybridisaation vaihe on merkityksellinen. Tulosten luotettavuuteen vaikut-
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taa muun muassa naytteiden fiksoiminen oikeanlaisessa formaliinissa, naytteiden lammit-
taminen oikeassa lampotilassa seké oikea suolakonsentraatio hybridisaation aikana. Liian
korkea pH, pesulampdtilatai hybridisaationaikainen lampétila voi aiheuttaa vaaria negatii-
visia tuloksia Tarkeda on myos sisdainen laaduntarkkailu eli jokaiseen ajoon tulisi liittda
tunnettu negatiivinen ja positiivinen kontrollindyte. (Jumppanen 2007.)

4.2.1 Eskésittely eli entsyymidigestio

Varjays alkaa lasien kuumennuksella leikkeiden kiinnittamiseksi. Laite poistaa laseilta pa-
rafiinin k&yttamalla korkeaa lampotilaa ja pesuliuogta (EZ Prep). Laseille tulee 6ljya (LCS
eli Liquid cover dlip), jota laitetaan lasien alle seka paalle. Alla oleva 6ljy kiinnittéé lasin
tukevammin alustalle ja 1ampo levida tasaisesti koko lasille. P&dlle tulevan 6ljyn ansiosta

reagenssit leviavat paremmin néytteeseen. (Ventanad jae.)

Eskasittelyssa eli entsyymidigestiossa poistetaan kohde-DNA:ta ympéaroivat proteiinit.
Tama tapahtuu proteaasi 3-entsyymin avulla. Proteaasi 3-entsyymi liséa immunoaktiivi-
suutta. Se on endopeptidaasi, joka kuuluu seriiniproteaasiperheeseen. Se hakaisee kaikki
peptidisidokset, eli se ei ole spesifi entsyymi. Tarkoituksena on saada reikid tuman kalvoon,
jotta koetin padsee kohde-DNA:n |&heisyyteen. Sitraattipuskuria eli Cell Condition Soluti-
on 2 (CC2) tarvitaan, jotta protesas vois toimia formaliinissa fiksoidussa eli kiinnitetyssa
kudoksessa. CC2 hydrolysoi formaliinin muodostamat kovalentit sidokset ja kudoksessa
olevan formaldehydin. (Ventanad jae.)

4.2.2 Denaturaatio

Denaturaatiosta alkaa varsinainen hybridisaatioprosessi. Denaturaation avulla kohde-
DNA:n kaksoiskierteinen rakenne saadaan avattua. Yksisdikeinen rakenne mahdollistaa
leimatun koettimen komplementaarisen pariutumisen kohde-DNA:n kanssa. DNA-liuos
kuumennetaan noin 100 asteeseen. TAma saa aikaan vastinnauhojen irtoamisen toisistaan,
koska vetysidokset nukleotidien emasten vélilla katkeavat. Denaturagtio on palautuva eli
reversiibeli tapahtuma. (Suominen - Ollikka 2004:114; Ventanac.)
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4.2.3 Hybridisaatio

Hybridisaatio vaiheessa kaytetéén hyvaks denaturaation reversiibelia ominaisuutta. Hybri-
disaatiossa luodaan hybrideja eli pareja leimatuista koettimista ja kohde-DNA:sta sovitta-
malla nukleiinihappoparit yhteen. Tama vaatii spesifista (alhaista) [ampdtilaa ja suolakon-
sentraatiota. Suolakonsentraatio (SSC) auttaa koetinta tarttumaan kiinni kohde-DNA:han
sdatamalla ionikonsentraatiota. Kun lampdtilaa lasketaan, DNA:n komplementaariset vas-
tinnauhat pariutuvat uudestaan. Liuoksen nopea jadhdytys voi kuitenkin estéa nauhojen
yhteenliittymisen, varsinkin pitkien DNA-nauhojen kohdalla (Suominen - Ollikka
2004:114; Ventanaa)

4.2.4 Pesut

Naytteen pesu poistaa preparaatilta epaspesifit hybridit eli DNA-sdikeet, jotka ovat kiinnit-
tyneet 16yhasti tai el ollenkaan. Tarkoituksena on saada irroitettua kaikki ylimaaréinen koe-
tin. Jéljelle j&& ainoastaa koetin, joka on sitoutunut vastineméaksiinsa kromosomeissa. Té&-
méakin vaihe vaatii tiettyd lampétilaa ja suolakonsentraatiota, €i mit& alhaisempi ionivah-
vuus ja korkeampi 1ampdtila, sitd tehokkaammat pesuolot. (Ventana a; Suominen - Ollikka
2004: 114.)

4.2.5 Detektio di hybridin nékyvaksi saattaminen

Kun leimattu koetin on sitoutunut kohde-DNA:han, taytyy kompleksi saada jollakin tavoin
ndkyvaks (ks. kuvio 1 s. 12). Tdman mahdollistavat primaari- ja sekundaarivasta-aineet.
Primaarivasta-aine (Rabbit Anti- DNP) osoittaa DNP:lla leimatut alukkeet ja kiinnittyy
kohdesekvenssiin eli koettimen leimaan (DNP). TéssA vaiheessa DNP-leimattu koetin on
kiinnittynyt kohde-DNA:han. Primaarivasta-aineeseen kiinnittyy puolestaan vahvistus-
reagenssi (Mouse Anti-Rabbit Amplifier eli Amp). Nimensa mukaisesti kyseinen reagenssi
vahvistaa resktiota. (Ventanaf.)

Vahvistusreagenssiin (Amp) liittyy biotiinilla p&allystetty sekundaarivasta-aine (Biotin-
labeled Goat Anti-mouse 1gG). Sekundaarivasta-aineeseen liittyy alkaalinen fosfataasi,
johon on konjugoitu streptavidiini (Streptavidin-AP). Streptavidiini-AP siséltda kromo-
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geenisen entsyymin, joka mahdollistaa signaalin ndkyvaksi saattamisen. Jotta signaali saa-
daan vérilliseksi, liitetéddn streptavidiini-AP kompleksiin viela NBT (nitro blue tetrazoli-
um). NBT vérittéd kudoksen siniseks sielta kohdin, jossa on koettimen ja kohde-DNA:n
yhdistelmia. Muu kudos vérjdtdan punaisella vastavéarilla (Red Counterstain). Koska avi-
diinilla on suuri affiniteetti biotiiniin, varjaystulos tehostuu. (Rantala - Lounatmaa 1998:
141; Ventanaf jae; Ihalainen 2007.)

STREPAVIDIINI - AP
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KUVIO 1. Kohde-DNA:n saattaminen nakyvaksi eri komponenttgja avulla (mukailtu |ah-
teestd Ventana g).

4.3 Muut tutkimukseen liittyvat menetel mét

Naytteet on kerétty Hybrid Capture 2 -menetelman avulla. Immunohistokemialliset vérjé-
ykset olivat mukana tutkimuksessa tukeakseen in situ-hybridisaation tuloksia. Hematoksy-
liini-eosiinivarjayksista naki sen, onko alkuperdiset luokitukset muuttuneet histologisten

kudosnéytteiden leikkaamisen myo6téa
4.3.1 Hybrid Capture 2 (HC2)

Hybrid Capture 2 -menetelma perustuu HPV DNA:n nukleiinihappohybridisaation ilmen-
tamiseen kemiluminesenssin avulla. Kohde-DNA:ta sisdltavét naytteet hybridisoituvat spe-
sifisemmin HPV RNA-koettimeen. Syntyneet RNA:DNA-hybridit siepataan kuoppalevylle,
joka on sivelty RNA:DNA-spesifisella vasta-aineella. Immobilisoitujen (kiinnitetty) hybri-
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dien on tarkoitus reagoida akaalisen fosfataasin konjukoituihin, RNA:DNA-
hybridispesifiin vasta-aineisiin. Konjukoitunet vasta-aineet sitoutuu siepattuun hybridiin.
Taman seurauksena signaali alkaa vahvistua. Alkaalisen fosfataasin pilkkoessa substrastia
syntyy valoa, jota mitataan luminometrilla suhteellisina valoyksikdina (RLU). Syntyvén
valon intensiteetti kertoo, sisdltééko nayte kohde-DNA:tavai ei. (ks. liite 1) (Digene Cor-
poration 2004.)

Jos mittauksessa saatu RLU-arvo on yhté suuri tai suurempi kuin rgja-arvo (1) on tulos po-
sitiivinen eli ndytteessi on korkean riskin HPV:ta. RLU-arvon ollessa 0,98/0,99 néytteet
tutkitaan varmuuden vuoks uudestaan. Yleisesti kuitenkin ragja-arvoja jotka ovat ale 1,
pidetédn negatiivisina eli ndytteessa el ole korkean riskin HPV DNA:ta. (Digene Corporati-
on 2004.)

Korkean riskin ihmisen papilloomaviruksen genotyypeiksi on merkitty t&ssa testissa 16, 18,
31, 33, 35, 39, 45, 51, 52, 56, 58, 59 ja 68, joita HPV 16 jaHPV 18 ovat suurimmat riskite-
kijét. Tedi on tarkoitettu sellaisten naisten tunnistamiseen, joilla on lisdantynyt riski sairas-
poikkeavuutta. HC2-kayttdohjeiden mukaan tdman testin tuloksien perusteella ei saa yksi-
ndan tehda hoidon arviointia potilaalle. Menetelma perustuu kvalitatiiviseen HPV DNA:n

korkean riskin osoittamiseen. (Digene Corporation 2004.)

Virheellisia tuloksia voi ilmetd, jos kaytetdan vanhentuneita reagensseja, el noudateta ko-
keeseen tarkoitettuja aika- ja l&mpdtilaohjeita tai pipetoidaan reagensseja v&aranlainen
maard. On myo6s huolehdittava, etteivat kaytdssa olevat tarvikkeet kontaminoidu. Esimer-
kiks sieppauskuoppalevyn kontaminoituessa syljestd, hiuksista tai bakteereista, voi testi
antaa vaaria positiivisia tuloksia. Potilasnéytteiden liséksi jokaiseen sarjaan tulee matalan
riskin HPV-laaduntarkkailunayte, korkean riskin HPV-laaduntarkkailundyte, negatiivinen
kontrolli sek& korkean riskin HPV-kalibraattori (ks. liite 1).

(Digene Corporation 2004.)

4.3.2 Immunihistokemialliset (IHC) menetelmét

I mmunohistokemiallisella menetelmélla pyritaan tunnistamaan kudosrakenteet ja solutyypit
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terveissi sekd sairaissa kudoksissa. |mmunohistokemialla osoitetaan antigeeni kudosleik-
keeg4 sille spesifisella vasta-aineella. Vasta-aineet ovat plasmasolujen tuottamia seerumin-
proteiingja, joilla on kaksi identtista kevytketjua ja kaksi identtista raskasketjua. Ketjut yh-
distyvét rikkisilloilla 'Y -muotoon. (Rantala ym. 1998:134.)
Kudoslelkettd kasitellaan spesifisen primaarivasta-aineen kanssa. Primaarivasta-aineella
tarkoitetaan antigeenille spesifistd vasta-ainetta, jossa tapahtuu varjdyksen ensimmainen
inkubaatio. Vasta-aine tunnistaa tietyn antigeenin epitoopit eli sen kohdan mihin vasta-aine
sitoutuu. Sekundaarivasta-aine sitoutuu primaariin vasta-aineeseen, joten sen téytyy koos-
tua eldimen immunoglobuliinia vastaan. Entsyymill&, esimerkiksi peroksidaasilla, voidaan
oSDittaa primaarivasta-aineen paikantuminen kudosleikkeessi. Peroksidaasin aktiivinen osa
on rautaa sisdltava hemateiini, joka muodostaa kompleksin vetyperoksidaasisubstraatin
kanssa ja hajoaa tallGin vedeksi seka happiatomiksi. Tallgin spesifinen tuman rakenne vér-
jaytyy. (Rantalaym. 1998: 133.)

Kontrollit ovat olennainen osa immunohistokemiallisia vérjayksia tulkittaessa. Negatiivi-
sesta kontrollista nékee epéaspesifisen varjdytymisen, koska siitd puuttuu antigenille spesifi
primaarivasta-aine. Positiivisista kontrolleista pystyy arvioimaan vérjyksen teknisen on-
nistumisen ja herkkyyden. Antigeeninegatiiviseen tulokseen e voi aina luottaa, vaikka po-
sitiivinen kontrolli olisikin varjaytynyt. Joissain tapauksissa epitoopit ovat voineet tuhou-
tua ndytteesta tai kasittelyssa on voinut tapahtua jokin virhe. Virheldhteité ovat es merkiksi

noastaan hyvin sdilynyt ja laadukkaasti leikattu (positiivinen) kudos on luotettava tiedon-
lahde. (Rantala ym. 1998:158-159)

Taustavérjaytyminen voi olla tutkittavan antigeenin aiheuttamaa eli spesifista tai epaspesi-
fistd Spesifista taustaa aiheuttaa essmerkiksi fibriini, tyroglobuliinit ja immunogeenit. Pe-
suilla poistetaan sitoutumaton vasta-aine ja on varottava leikkeen hgjoamista. (Rantala
ym.1998:157)
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4.3.3 p16I NK4a menetelméan periaate

p16INK4a on proteiini, joka osallistuu solunjakaantumisen sé&telyyn normaal eissa soluissa.
On havaittu, ettéa sen ma&ra soluissa kohoaa runsaasti korkean riskin ihmisen papilloomavi-
ruksen aiheuttamissa solumuutoksissa. P161NK4a ilmenee normaaleissa seka korkean ris-
kin HPV:n esiasteissa. (Dacota Cytomation a.)

Korkean riskin HPV:n onkogeeni E7 kiinnittyy retinoplastoproteiiniin (Rb-proteiini), jol-
loin se inaktivoituu. Inaktiivisen Rb-proteiinin takia pl6lNK4a-proteiinin negatiivinen
"feedback” ei toimi, joten solut akavat tuottaa suuria méarid pl6lNK4a-proteiinia. Nén
ollen p16INK4a-proteiini on hyddyllinen biomarkkeri korkean riskin HPV:n aiheuttamien

solumuutogten etsimisessa. (Dacota Cytomation a.)

p16l NK4a-proteiinia voidaan méarittda immunohistokemiallisella varjayksella, jossa pri-
maarivasta-aineena kaytetddn pl6lNK4a-vasta-ainetta Vasta-aine kiinnittyy solun tumassa
ja solulimassa oleviin antigeenin epitooppeihin eli determinantteihin. (Dacota Cytomation

a)

Véarjays tehdddn automaattisella Ventanan Benchmark-véarjdyslaitteella. Kittina kéytetéan
UltraView Universal DAB:ia. Vérjays alkaa lasien kuumennuksella leikkeiden kiinnittami-
seksi. Laite poistaa lasellta parafiinin kayttamalla korkesa lampétilaa ja pesuliuosta (EZ
Prep). Laseille tulee 6ljy (LCS €li Liquid cover slip), jonka alla reagenssit leviavét tasaises-
ti. Esikasittelyliuos (CC1 eli Cell conditionl) on EDTA-pohjainen puskuri. Esikéasittely on
mieto, joten inkubaatioaika on lyhyt. Esikéasittelyliuos paljastaa antigeenin epitoopit, jotka
ovat peittyneet formaliinin vaikutuksesta. Taméan jakeen laite suorittaa endogeenisen (s-
sainen muutos) peroksidaasiaktiivisuuden vaimennuksen inhibiittorin avulla. Endogeenisen
entsyymiaktiviteetin vaimennus tehddan 3 %:lla vesi-vetyperoksidiliuoksella. Késittely
tehddan kudoksessa mahdollisesti olevan leimana kaytetyn entsyymin poistamiseks. Pe-
roksidaasiaktiivisuutta esiintyy punasoluissa, myoglobiinissa, granulosyyttien ja monosyyt-

tien sytokromissa sekd maksan ja munuaisten katalaaseissa. (Ventanag.)

Primaari p16INK4a-vasta-aine lisatéén menetelmassa k&sin. Laite inkuboi leikkeitd 10 mi-
nuuttia. Laite pesee Reaction Bufferilla sitoutumattoman vasta-aineen ja muiden reagenssi-

en j&amét pois. Reaction Bufferin jalkeen lisdtd8n multimeeri-kompleksi (ks. kuvio 2 s.16),



16
joka sisdltéa sekundaarivasta-aineen seké siihen konjugoidun entsyymin (HRP eli Horsera-
dish Peroxydase). Entsyymi on konjugoitu suoraan sekundaarivasta-aineeseen niin sanottu-
jen pitkien kasien (" long-arm-linkers”) avulla ilman suurta polymeerirankaa, mikarajoittai-
si herkkyytta ja tarkkaa varjaytymista Multimeeritekniikka rakentuu multimeeriseen gly-
kopolysakkaridimolekyyliin, joka on riittévan pieni pystydkseen kiinnittym&an ahtaisiinkin
kohteisiin. Multimeerikitti on myds biotiinivapaa ja tdméan ansiosta taustavérjaytyminen
vahentyy. Taman jalkeen lisét&8n substraetti (H202) ja kromogeenivéariaine (DAB), jokaon
biotiinivapaa ja auttaa lyhentdmééan varjaysaikaa. Kromogeenin ja substraatin jélkeen lisa-
taén kuparia, joka muuttaa kromogeenin varin havaittavaks eli punaruskeaks. Lopuksi
laite vérjaa ndytteiden tumat ja taustan hematoksyliinilla ja sinistysreagessilla, joka antaa

violettisen véarisdvyn. (Ventana g.)

KUVIO 2. Multimeerikompleksi sisdltda sekundaarivasta-aineen ja siihen konjugoidun

entsyymin (mukailtu lahteestd Ventana h).

4.3.4 Ki67 menetelman periaate

Ki67-analyys perustuu immunohistokemialliseen menetelmaan. Ki67-varjdyksen avulla
mitataan yleensa kasvufraktioita tuumorisoluista. Ki67-proteiinia tavataan jakautuvien solu-
jentumissaja se on solusyklin G1, G2 ja S-vaiheen vasta-aine. Ki67 ei tavata lepovaiheessa
olevissa soluissa. Ki67 ennustaa jakautuvien solujen maarélla kasvaimen kasvun kayttay-
tymistd. Menetelméan pdamaarana on médritella térkedt tuumorisolujen ominaisuudet seka
aktiivisesti jakautuvien tuumorisolujen osuus, jotka kasvattavat sydpasolujen méarda. (Can-

cer-encyclopedia 2007.)
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Ki67-positiiviset solut esiintyvéat normaalisti tyvisolukerroksessa eli basaalisolukerroksessa.
Positiivisten solujen esiintyminen pinnan solukerroksissa kertoo héiriintyneesta jakautumi-

sesta ja se on merkki jostain muutoksesta (Cancer-encyclopedia 2007.)

Ki67:n reagenssit ja periaatteet ovat miltel samat, kuin p16INK4a:ssa. Poikkeuksen tekevat
CC1:n ja primaarivasta-aineiden inkubaatioajat. CC1-ké&sittely p16INK4a:lla on mieto, jol-
loin inkubaatioaika on lyhyt. Ki67:1la inkubaatioaika on pidempi, joten CC1-ké&sittely on
standardi. Eli CC1-reagenssi on sama, mutta vain kasittelyaika eri. Toinen eroavaisuus liit-
tyy Ki67-primaarivasta-aineen ja p16lNK4a-primaarivasta-aineen eri pituisiin inkubaatio-

aikoihin.

4.3.5 Hematoksyliini-eosiinivarjayksen periaate

Hematoksyliini-eosiini (HE) on yleisin histologinen véarjays. Varjéys erottaa hyvin kudos-
komponentit toisistaan. Kationinen hematoksyliini tarttuu hyvin happamiin anionisiin
DNA-ryhmiin, jolloin tumat vérjaytyva mustiksi. Eosiini tarttuu anionisena yhdisteena
eméksisiin kationisiin ryhmiin. Sytoplasma ja matriks varjéytyvét vaaleanpunaisiksi. (Si-

ronen - Helminen 2004.)

Eodgiinilla vérjattéessa vedella tehtava differentointi médréa kudokseen muodostuvan lopul-
lisen savyn. Hematoksyliini-eosiinivarjayksella saadaan ensimmaéinen kasitys solun raken-
teesta Varjaytyvyyteen vaikuttaa muun muassa pH, kudoksen fiksaatio, reaktioaika ja lam-
potila, preparaatin paksuus, tukiaineet ja asianmukaiset véalineet seka puhtaus. (StainsFile
2005.)

5 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET

Bewetra ynnd muut ovat tutkineet HPV:ta Ventanan in situ —hybridisatiomenetelmalla.
Materiaalinaan heilld oli nesteméiset gynekologiset irtosolunéytteet seké jatkotutkimuksissa
otetut biopsianaytteet. Naytteet olivat HPV DNA-negatiivisia sytologisen luokituksen mu-
kaan. Jakeenpain otettu biopsia toi kuitenkin ilmi CIN-muutoksia histologisessa luokituk-

sessa. Tutkimuksessa oli mukana 395 hedelméllisessa i8ssé olevaa oireetonta naista, joilla
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oli todettu ASC-US-diagnoosi. Heilta tutkittiin ihmisen papilloomavirusta in situ —
hybridisaatiomenetelmalla (Ventana Inform HPV test, Tuson, Arizona, U.S.A). Kaikki tut-
kimukset (sytologinen, ISH, histologinen) arvioitiin itsendisesti muista vastauksista mitéan
tietmatta Vertailtaessa eri menetelmia tulokseksi saatiin pieni, mutta tieteellisesti merkit-
seva virhemarginaali (14 %). Artikkelissa todettiin, ettd pelkéstédn HPV ISH-diagnoosin
perusteella el saisi tehdd diagnoosia, vaan huomioon tulisi ottaa taudinkuvaan liittyvét
muutkin tekijét ja tutkimukset. (Bewtra - Xic - Soundarargjan - Catalica - Hatcher 2005:
127-131))

Schillerin ynn& muiden tutkimuksessa vertailtiin Hybrid Capturen 2 (HC2) -testin ja kro-
mogeenisen in Situ -hybridisaation (CISH) kykyéa |6yt&4 high risk HPV (HR-HPV) eli kor-
kean riskin HPV. Tutkimuksessa oli 401 gynekologisista nesteméisista irtosolunaytteista
saatua sytologista naytettd, jotka olivat saaneet ASC-US-diagnoosin. HPV-positiivisia nayt-
teitéa yhdella tai useammalla menetelmalla oli 101 (25,2 %) tapauksessa. HC2-menetelmalla
positiivisia naytteita oli 83 (20,7 %) ja CISH-menetelmalla 38 (9,5 %). CISH:in positiivi-
set ominaisuudet riippuvat paljon menetelmaén perehtyneistd naytteiden tulkitsijoista
HC2-menetelma todettiin tehokkaammaksi ja kvantitatiivisesti hyddyllisemmaksi. Useam-
man kerran testattaessa naytetta tulokset vaihtelivat jonkin verran. Tama kertoo siita, etta
nesteméiset gynekologiset irtosolundytteet eivét ole tdysin homogeenisia. (Shiller ym.
2004: 537-45.)

Kongin ynn&d muiden tutkimuksessa, joka koski korkean riskin HPV :ta, todettiin immuno-
histokemian ja tarkemmin p16lNK4a:n ylivoimaisuus HPV in situ -hybridisaatioon ndhden.
Tutkimuksessa vertailtiin  kolmea eri CISH-menetelméa ja kahta eri pl6INK4a-
menetelmaa. Tulosten perusteella p16l NK4a todettiin edustavimmaks menetelmaks tutkit-
malla on hyva saatavuus. Kaikki tulkinnat ovat vertailtavissa niiden korkean sensitiivisyy-
den ja spesifisyyden ansiosta. (Kong - Balzer - Patterson - Longacre 2007: 33-43.)
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6 TUTKIMUSONGELMAT

A) Miten HPV in situ -hybridisaatiomenetelma soveltuu Kétildopiston sairaalan patologian
laboratorion tutkimusvalikoimaan?
B) Kuinka HPV in situ -hybridisaatiomenetelma voidaan todeta luotettavaksi?

C) Kuinka menetelmén kontrollit toimivat?

Tuloksien luotettavuuteen vaikuttaa kontrollien toimivuus ja virheldhteiden minimoiminen.
Luotettavien tuloksien perusteella todetaan, voiko in Situ -hybridisaation ottaa paivittaiseen

ké&yttoon K étildopiston sairaalan patologian laboratoriossa

D) Kuinka muut vérjdykset (p16INK4a, Ki67) tukevat HPV in Situ -hybridisaation kayt-

toonottoa?

Néiden proteiinien (pl6INK4a ja Ki67) ei merkkiaineiden havaitseminen [SH-
positiivisissa naytteissi kertoo onnistuneesta empiirisen tutkimuksen lopputuloksesta. 1m-

munohistovarjdyksissa tutkitaan merkkiaineiden p16lNK4a- ja Ki67-proteiinien esintymis-

E) Kuinka kondyloma planum-, dysplasia levis-, dysplasia moderata- ja dysplasia gravis-
diagnoosiluokat auttavat HPV in situ -hybridisaation kayttdonotossa?

Ihmisen papiloomavirukset esiintyvét jokaisessa neljdssi eri diagnoosiluokassa, mutta eri
tavalla. Patologi on tehnyt ndma diagnoosit HE-vérjétyistd naytteista Tutkimuksemme
avulla selvitamme, kuinka paljon viruksia esiintyy jokaisessa diagnoosiluokassa. Diag-
noosiluokat lievimmasta muutoksesta pahimpaan ovat kondyloma planum, dysplasia levis,

dysplasia moderata ja dysplasia gravis.
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7 TUTKIMUKSEN SUORITTAMINEN

Empiiriseen tutkimukseen kuului erilaisia tydvaiheita. Ka&ytetyt tutkimusmenetelmét olivat
luonteeltaan seka kvalitatiivista ettd kvantitatiiviga. Kvalitatiivinen eli laadullinen tutkimus
pyrkii paljastamaan sdannbnmukaisuuksia, kun taas kvantitatiivinen eli maérallinen tutki-
mus pyrkii paljastamaan tosiasioita mahdollisimman kokonaisvaltaisesti. Tutkimuksessa

ndma tukevat toisiaan. (Hirgérvi 1998, 161.)

Tietoa keréttiin eri varjaysmenetelmien avulla (ISH, IHC, HE). Tuloksia analysoitiin mik-
roskopoinnin jalkeen luokittelemalla niité eri kriteerien mukaan. Tulokset kirjattiin mikros-

kopoinnin yhteydessa taulukkoon ja tekstissa tuloksia havainnollistettiin prosentuaalisesti.

7.1 Naytteiden kerays

Kétilbopiston sairaalan patologian laboratorioon sagpuu joukkoseulonnan gynekologisia
irtosolututkimuksia noin 36 000 vuodessa. Néista 1/3 kuuluu niin sanottuun HPV-ryhméaan.
Tahan ryhméan kuuluvilta naisilta otetaan seka perinteinen gynegologinen irtosolunéyte
etta HPV-nayte HPV DNA-testia varten. HPV DNA-testi tehdaédn Hybrid Capture 2 -
menetelmall4, jossa osoitetaan kudoksesta ihmisen papilloomaviruksen DNA. Tegilla saa-
tavat tulokset ovat joko negatiivisiatal positiivisia korkean riskin HPV:lle. Mikali testitulos
on negatiivinen, el ndytelasia tutkita lainkaan. Testituloksen ollessa positiivinen naytelasi
tutkitaan normaalisti. Poikkeuksen t&hén kuitenkin tuovat naiset, joilla on vuoto-oireita.
Heidan gynekologinen irtosolundytelasinsa tutkitaan normaalisti, vaikka testitulos olisikin

negatiivinen. (ks. Liite 2)

Nainen kutsutaan kolposkopiaan (gynekol oginen tahystys) HPV-testin ollessa positiivinen
seka tutkitulta gynekologiselta irtosolulasilta [6ytyessd solumuutoksia, jotka ovat sytologi-
sessa luokituksessa LSIL tai vakavampia. Tarvittaessa hanelté otetaan biobsioita (koepala).
Naista kolposkopiassa otetuista histologisista biobsiandytteistd koostuu tutkimuksen mate-
riaali HPV in situ -hybridisaatiomenetelmén sisddnajoa varten. (1halainen 2006.)

Biopsiandytteet oli jo tutkittu ja diagnosoitu. Tyossa kaytetyt biopsiandytteet jakautuivat

histologisen luokituksen mukaan. Diagnoosiluokat olivat kondylooma planum, dysplasia
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levis, dysplasia moderata seka dysplasia gravis. Tutkimuksen materiaali keréttiin vuoden
2004 jdkeen otetuista biopsia- ja kaavintandytteista. Naytteidenoton valissi tuli olla kor-
keintaan puoli vuotta. Jos naytteidenotosta on kulunut enemman kuin puoli vuotta, HPV-

infektio on voinut jo parantua.

Tutkimus aloitettiin keréadmalla tarvittavat naytteet HUSLAB:n Qpati-tietokannasta sytolo-
gisen luokituksen perusteella (LSIL ja HSIL). Nasta naytteistd selvitettiin niiden histologi-
nen diagnoosi, jotta potilaiden tietosuoja sédilyisi. Diagnoosiluokkia oli nelj&, joista kustakin
valittiin kymmenen naytettd. Néiden lisdksi otettiin yks negatiiviseksi todettu blokki, josta
leikattiin kaksi kontrollia jokaiseen gjoon. Potilasndytteita kerdttiin yhteensa 40. Vaihee-
seen liittyvid mahdollisia virheldhteita oli muun muassa véarien nayteblokkien ker&&minen

mukaan tydhdmme ja muistiinpanomerkintdjen vaarinkirjaaminen.

7.2 Néytteiden leikkaaminen

Naytteet oli jo valmiiks valettu parafiiniin. Niiden késittely aloitettiin leikkaamisesta. Kéy-
tossd oli uudemmat mikrotomit. Kustakin parafiiniblokista leikattiin lasit varjayksia (in situ
-hybridisaatio, p16INK4a, Ki67, HE) seka kontrolleja varten. HE-varjdyksiin e otettu kont-
rollia, mutta muihin menetelmiin laitettiin positiivinen kontrolli samaan lasiin néytteen
kanssa. In situ hybridisaatiossa oli kaupallinen positiivinen kontrolli. |mmunohistokemialli-
sissa vérjayksissi positiivisena kontrollina toimi tunnettu positiivinen portiobiopsia. Kai-
kissa naytteissa negatiivisena kontrollina toimi tunnettu negatiivinen portiobiopsia. Y hta

néytetta kohden lasgja tuli tallin viisi. Y hteensi lasgja tulee 184.

Leikkeiden paksuutena oli 4um. Leikkeet leikattiin uusimmilla ja kehittyneimmilla mikro-
tomeilla. Niiden avulla saatiin rypyttdmampia ja yhta paksuja leikkeitéd. Tama oli tarkeda
senkin vuoksi, etté blokkeja leikkasi kolme leikkaajaa. Liséksi jokaisen leikkaustyyli saattoi
vaikuttaa leikkeiden paksuuteen seka rypyttomyyteen. Tutkimuksessa kéytettiin Superfrost
Plus -laseja eli adhesiivilaseja, joiden ansiosta nayte kiinnittyi paremmin. Lasit nimettiin

numeroin, jotta henkilollisyys el paljastuisi.
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7.3 Naytteiden vérjays

Jokaista varjaysta kasiteltiin erikseen, silla menetelmét ja vérjayksen suoritukset poikkeavat
toisistaan. Hybrid Capture 2 -menetelmaa kéytettiin vain materiaalin keréysta varten, joten

sitd el kasitella tassa kohtaa.

7.3.1In dtu -hybridisaatio

Benchmark-laite huollettiin ensimméiseksi Ventanan ohjeiden mukaan. Huoltotoimenpitei-
den tarkoituksena oli puhdistaa laite. Toimenpide lisAs luotettavuutta muun muassa vahen-
tamalla taustavarjdytymista. Huolto aloitettiin tyhjentamall& 20 litran reagenssilaimenninas-
tiat (Reaction Bufferin, SSC:n ja EZ Prepin) ja pesemélla ne huolellisesti hypokloridilla.
Samalla laitetta inkuboitiin tunti, jonka jalkeen se huuhdeltiin vesijohtovedella. Viimeinen
huuhtelu suoritettiin tislatulla vedel |&. Instrumenttien dekontaminaatio aloitettiin irrottamal-
la seitsemén astiaa koneesta. Taman jalkeen koneelle suoritettiin toimintakoe kaksi kertaa.
Koe valittiin koneen valikosta. Reagenssiastiat tyhjennettiin ja pestiin useaan kertaan kuu-
malla vesijohtovedell& Taman jalkeen valmistettiin dekontaminaatioliuos eli puhdistusliu-
0S Sanogene-jauheesta. Jauhe sekoitettiin 2,5 litraan vetta Pesuliuosta lisdttiin jokaiseen
astiaan, jonka jalkeen ne asetettiin ja yhdistettiin takaisin Benchmarkin laitteeseen. Laitteel-
le suoritettiin jalleen toimintatesti. Taman jalkeen puhdistusliuos jatettiin inkuboitumaan 15

minuutiksi, jonka jalkeen toistettiin sama toiseen kertaan.

Reagenssiastiat irrotettiin koneesta. Taman jalkeen koneelle tehtiin toimintaohjelma kaksi
kertaa. Adtiat tyhjennettiin pesuliuoksesta ja huuhdeltiin useaan kertaan vesijohtovedella ja
viimeiseksi tislatulla vedella. Taman jalkeen ne taytettiin tislatulla vedella ja asetettiin ta-
kaisin laitteeseen. Koneelle suoritettiin toimintaohjelma, jonka ansiosta laite puhdistui pe-
suaineesta. Reagenssiastiat irrotettiin toistamiseen laitteesta. Astiat tyhjennettiin, puhdistet-
tiin alkoholilla ja niiden annettiin kuivua. Lopuksi reagenssiastiat taytettiin omilla reagens-
seillaan ja liitettiin koneeseen. Sen jalkeen koneelle suoritettiin viimeinen toimintatesti (ks.
Liite 3).

Ennen kudosleikkeiden laittamista Benchmarkin laitteeseen niita inkuboitiin lampokaapissa

+ 60 asteessa tunnin ajan. Taldin leikkeet kiinnittyivét paremmin lasille. Tehtiin viivakoo-
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ditarrat, joista ilmenivét ndytteen numero ja varjdyksen nimi. Liuosten riittavyys tarkistet-
tiin ja j&teastia tyhjennettiin tarvittaessa. Reagenssitelineeseen asetettiin huoneenlammadssa
sdilytettava ISH Red Counterstain -reagenssi. Reagenssiteline asetettiin paikoilleen ja oh-
jelma kaynnistettiin. Lisdks reagenssitarkistuksien kohdat ruksattiin. Lasien lukuméaéra
tarkistettiin ja kone kaynnistettiin. Varjays oli valmis noin kuuden tunnin kuluttua.

Benchmark-laitteen 1SH-ohjelma suoritti monta eri vaihetta analyysin/varjdyksen aikana.
Aluks leikkeet [Ammitettiin ja niitd inkuboitiin. Taman jalkeen kone poisti parafiinin EZ
Prep:in ja lammon avulla. Leikkeille lisdttiin 6ljya (Coverslip). Seuraavaksi laite suoritti
leikkeille entsyymidigestion. Ensmmaéisessa vaiheessa liséttiin Cell Condition 2 -liuos
(CC2). Samalla leikkeelle tenhtiin [ampoesikasittely. CC2 eli sitraattipuskuri toimi pH 6:ssa.
Toisessa vaiheessa liséttiin proteaasi 3 ja SSC.

L eikkeiden prehybridisaatio tapahtui HybReady-liuoksen avulla. Tassa vaiheessa leikkeille
lisdtiin koetin. L&mpdtila nostettiin 95 asteeseen (+ inkubointi) ja sen jalkeen laskettiin 52
asteeseen (+ inkubointi). Tamén jalkeen laite inkuboi nédytteita viela kaksi tuntia, jonka ai-
kana leimattu koetin liittyi kohde-DNA:han. Hybridisaatio vaiheen jélkeen laseilta pestiin
pois epaspesifit DNA-sekvenssit.

Hybridien muodostuttua leikkeille lisdttiin primaarivasta-aine (Anti-DNP eli Dinitro-
Phenol). Se sitoutui hybridien leimaan, eli DNP:hen. Signaalin vahvistamiseks liséttiin
Amp-reagenssi ("vahvistusreagenss). Sen jakeen liséttiin sekundaarivasta-aine (Biotin-
1gG), joka sitoutui edelliseen kompleksiin. Seuraavaksi liséttiin reagenssi, joka sisdltéd
streptavidiini-alkaalisen fosfataasin (SA-AP). Sen jalkeen liséttiin Enhancer-reagenssi, joka
kiihdytti reaktiota. BCIP ja NBT-reagenssi liséttiin, jotta Human papillomavirus saatiin
ndkyvaksi. NBT-reagenssi varjasi HPV:n siniseksi. Lopuks liséttiin taustavéri (Red Coun-

terstain), joka vérjasi taustan punaiseksi.

Lasit otettiin laitteesta ja pestiin kuumassa vedessa Tisko-pesuaineella noin 30 sekunnin
ajan. Niitd huuhdeltiin noin minuutin verran ylimé&araisen 6ljyn irroittamiseks lasilta. Lo-
puksi laseille suoritettiin nouseva alkoholisarja, joka paéattyi ksyleeniin. Lasit peitettiin pei-
tinkalvoautomaatilla. (ks. liite 4)
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7.3.2 Immunohistokemialliset vérjaykset p16INK4aja K167

Ennen vérjaysté leikkeet olivat |ampdkaapissa + 60°.ssa noin tunnin. Tehtiin viivakooditar-
rat, joissa oli naytteiden numerot ja vérjayksen nimi. Liuosten riittavyys tarkistettiin ja j&
teastia tyhjennettiin. Reagenssiteline asetettiin paikalleen ja ohjelma kdynnistettiin ja rea-
genssitarkistuksien kohdat ruksattiin. Lasien maérd merkittiin ja kone kaynnistettiin.
pl6lNK4a-vasta-aine tuli laimentaa suhteessa 1:50. Laite ilmoitti, koska vasta-aine lisdt&an
lasille. Y hdelle lasille tuli yhteenséd 100ul:aa vasta-ainelaimennosta. Véarjayksen paétyttya
lasit asetettiin varjdyskelkkaan. Se laitettiin astiaan, jossa oli muutama tippa Tisko-
astianpesuainetta. Laseja pestiin [ampimalla vedella noin 30 sekunnin gjan. Sen jalkeen
niitd huuhdeltiin lampimalla vedella noin minuutin gjan. Taman jalkeen laseille suoritettiin
aquasta lahtien nouseva alkoholisarja, jonka jalkeen lasit laitettiin ksyleeniin. Lopuksi lasit

peiteltiin peitinkal voautomaatilla (ks. liite 5-6).

7.3.3 Hematoksyliini-eosiinivérjays

Hematoksyliini-eodini-varjays tehtiin varjdysautomaatilla. Varjays akoi parafiinin poistol-
la ksyleenin avulla, jotta saatiin esiin reaktiiviset ryhmét. Lasit vietiin laskevaan alkoho-
lisarjaan, jossa tapahtui ksyleenin poisto absoluuttisella seka 96 %:lla alkoholilla. Néyte
saatettiin vesiliukoseen muotoon. Varsinainen vérjays alkoi Weigertin hematoksyliini-
tumavérilla Liiallinen vari huuhdeltiin kraanavedella. Sen jalkeen tumavari differentoitiin
1 % HCL:lla ja differentointi pyséytettiin kraanavesihuuhtelulla. Taustavarjays tapahtui
Eosin Y:ll& Vérjayksen jadkeen leike kasiteltiin absoluuttisella alkoholilla, jolloin tapahtui
dehydraatio (veden poisto). Lopuks tuli ksyleeni, joka mahdollisti peitinkalvoautomaatin
kayton (ks. liite 7).

7.4 Naytteiden mikroskopointi

Kontrollileikkeet mikroskopoitiin ja niiden varjaytyvyydet tulkittiin. Negatiivisesta kontrol-
lista nakyi epaspesifinen véarjdytyminen hyvin, koska siité puuttui antigeenispesifinen pri-
maarivasta-aine. Positiivisesta kontrollista pystyi arvioimaan vérjayksen herkkyyden. Luo-
tettavaa tietoa saatiin ainoastaan hyvin sdilyneestd kudoksesta ja laadukkaista leikkeistéa

Hyvin onnistuneen vérjayksen tuntomerkked olivat selkea vérin paikantuminen, riittéva
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varin intensiteetti, varin intensteetin vaihtelut tuumorisoluissa, minimaalinen taustavér)ay-
tyvyys ja puhdas negatiivinen kontrolli. (Rantala ym. 1998.)

Naytteet oli saatettu tarkastelukuntoon téssi vaiheessa. Néaytteita tulkitsivat opinnaytetyon
tekijét, ohjaava bioanalyytikko seka patologi. Muutamia naytteita katsottiin mikroskoopilla
ensin ohjaavan bioanalyytikon kanssa. Tama antoi selkeyden vérjayksen antamaan visuaali-
seen kuvaan ja siihen, kuinka ndytetta tulkitaan. Joka néytteesta mikroskopoitiin koko ku-
dospala, koska HPV DNA-virusten kopiot voivat sijaita missi kohdassa kudosta tahansa
ndytemateriaalista riippuen. 1SH-varjayksessa oli tarkeda fokusoida eli tarkentaa mikro-

skooppia jatkuvasti, jotta pienimmétkin kopioméarét tulivat nakyviin.

7.5 Vérjayksien kriteerien maarittaminen

Pa&paino tulkinnoissa pysyi HPV in situ -hybridisaation antamissa tuloksissa. Niista tehdyn
taulukon ja mittausmenetelman yhteenvedon perusteella selvisi luotettavasti, oliko tutkimus
kannattanut eli pystyiko in situ -hybridisaatiomenetelméan ottaa kayttéon. 1SH:n tuloksia
tulkittaessa "tdplien” oli sjaittava tumien ssdlla. Jos ndin e ollut, tulos oli tulkittavissa
artefaktana tai taustavarjdytymisend. Véarjaytyneiden viruskopioiden laatu ja madra voi
vaihdella riippuen kudospalan morfologiasta. Positiivisessa |1SH-naytteessd vain tumien
sisdllé olevan HPV DNA:n kuului vérjaytya siniseksi ja kailken muun punaiseksi. Samassa
kudospalassa voi esimerkiksi olla dysplasia moderata ja dysplasia levis, jolloin viruskopi-
oiden ilmeneminen ei ole yksiselitteistd. (Grogan ym 2006).

Viruskopioita esiintyi dysplastisissa diagnoosiluokissa eri tavalla. Kuvio 3 (s.26) kertoo
HPV-infektion etenemisesta kudoksessa. Virus tunkeutuu solun tumaan. Virus infektoi sy-
tamaan soluja. Alussa on enemmaén episomaalisia soluja. Soluihin on pakkautunut suuri
méaaré viruksia. Vakavammissa solumuutoksissa virukset ovat integroituja ja viruskopioi-

den maara pienentyy. (Ventanab.)



26

Epithelial Surface

esevee oW || L t
Basement Membrane Invasive
Normal CINI CIN Il CIN Il Cancer

KUVIO 3. Viruskopiot eri dysplasiamuutoksissa (Ventanab).

ISH:ta oli luonteva tulkita kahdella eri tavalla. Ensimméaiseksi naytteista katsottiin ovatko
ne positiivisia vai negatiivisia. Toiseksi katsottiin olivatko positiiviset naytteet varjaytyneet
episomaalisedti vai integroidusti (Ks. kuvio 4-6 s. 26-27). Episomaalisia positiivisia HPV-
solujaolivat sellaiset solut joiden tumat ovat varjaytyneet kokonaan eli tumassa on runsaas-
ti viruskopioita. Tama on tyypillista lievissa dysplastisissa muutoksissa. Integroituja posi-
tilvisia HPV -soluja esiintyi vakavammissa dysplastisissa muutoksissa. I ntegroiduille soluil-
le on tyypillist, etta tumissa on vain muutama HPV DNA:n viruskopio. Néiden vélilla ei
kuitenkaan ole selvéarajaa, joten tulkinta on haasteellista ja se téytyy tehda huolel lisesti.

KUVIO 4. Episomaalisesti vérjaytyvét | SH-solut (10x).
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KUVIO 5. Integroidusti vérjaytyvét | SH-solut (40x).

KUVIO 6. Kuvassa esiintyy seka integroidusti etté episomaalisesti varjaytyvia soluja (40x).

I mmunohistologisilla menetelmilla tehdyt p1l6INK4a ja Ki67:n tulkintakriteerit olivat huo-
mattavasti helpompia, koska molempien vérjayksien tulos tulkittiin positiiviseksi (+) tai
negatiiviseksi (-). Immunohistokemiallisissa véarjayksissi kaave-néytteeet olivat vaikeam-
min tulkittavissa, koska varsinaista pintagpiteelisolukkoa e vélttamétté ole tai se on pienind

irtonaisina kappaleina.

Positiivisissa pl6lNK4a-véarjayksessa solujen sytoplasmat varjaytyivat punaruskeiksi. Tas-
sa kohtaa tuli katsoa my6s mihin epiteelikerrokseen positiiviset p16INK4a-solut sijoittui-
vat. Se oli merkityksellista arvioitaessa ndytteen dysplastisia muutoksia (ks. kuvio 7 s. 28).
Negatiivisiks naytteiksi tulkittiin vérjaykset, joissa muutama positiiviseksi varjéytynyt solu

tal varjaytyneet solut ovat vaarassa paikassa. (ks. kuvio 8 s. 28)
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KUVIO 7. Positiivinen p161NK4a (10x)

KUVIO 8. Negatiivinen p16I NK4a (40x).

Ki67:ssa yksi vérjaytynyt solu luettiin negatiiviseksi naytteeksi. Positiivisia soluja tuli olla
runsaasti naytteesss, jotta tuloksen pystyi tulkitsemaan positiiviseksi (ks. kuvio 9-10 s. 29).
Positiivisissa Ki67-ndytteissa vérjaytyivat vain epiteelisolujen tumat punaruskeiksi. Oli
tarkeda seurata mihin solukerrokseen asti Ki67-positiivisia soluja ulottui. Ki67-solut jakau-
tuvat basaalikerroksesta akaen. Mita enemman epiteelin pinnassa niita esiintyi suhteessa

my6s maéraan, sitd vakavammasta dysplastisesta muutoksestaoli kyse.
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KUVIO 9. Positiivinen Ki67 (40x)

KUVIO 10. Negatiiviseks tulkittu Ki67 (40x), jossa positiivista varjaytymista ilmenee vain
basaalikerroksessa.

7.6 Tuloksien kirjaaminen

Aluksi oli 40 eri solublokkia joita tutkittiin (ks. taulukko 2 s. 30). Né@istéd kymmenen kondy-
loma planumia, kymmenen dysplasia levistd, kymmenen dysplasia moderataa ja kymmenen
dysplasia gravista, jotka kuvasivat histologisia luokkia. Solublokeista saadut vérjaystulok-
set kirjattiin samaan taulukkoon. Oikealle sarakkeelle | aitettiin potilaasta tehty alkuperdinen
diagnoosiluokka. Seuraavaan sarakkeeseen laitettiin diagnoosiluokka, joka saatiin samasta
solublokista, mista alkuperdinenkin diagnoosi oli tehty. Solublokista leikattiin naytteet ja
ne véarjéttiin HE-varjayksella. Patologi diagnosoi nama vérjaykset uudelleen. HE-vérjays
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tehtiin sen vuoks, ettd ISH- p16INK4a- ja Ki67-varjaysien leikkeet olisivat perakkain lei-
kattu. Taloin varjaykset olivat vertailukelpoisia ja diagnoosiluokka vastasi muiden vérjays-
ten antamia tuloksia. Seuraaviin sarakkeisiin laitettiin ISH-, pl6INK4a ja Ki67-

varjayksien antamat vastaukset.

8 TULOKSET JA NIIDEN TULKINTA

Taulukon pystyrivissi on jokainen potilastapaus ja vaakarivissa ensimméaisena alkuperainen
HE-vérjdyksestd saatu diagnoos. Seuraavaks ovat uudet HE-, 1SH-, pl6INK4a seka
Ki67-vérjaystulokset. Immunohigtologisista varjayksisa merkittiin, olivatko néytteet pos-
tilvisia val negatiivisa. |SH-varjayksista merkittiin sen liséks oliko vérjays episomaalinen

val integroitunut.

TAULUKKO 2. Tulokset. DL = Dysplasialevis, DM = Dysplasia moderata DG=Dysplasia

gravis

Tapaukset Dg.luokka/He(Ennen) Dg.luokka(jalkeen) ISH pl6iNK4a Ki67
1 kondyloma planum kondyloma planum neg neg neg
2 kondyloma planum kondyloma planum neg neg neg
3 kondylo. planum+DM  kondyl. planum+DM intergroitu pos pos
4

5 kondyl. planum+DL kondyloma planum+DL intergroitu pos pos
6 kondyloma planum kondyloma planum+DL intergroitu/episoma pos pos
7 kondyl. planum+DL DL integroitu pos pos
8 kondyloma planum kondyloma planum+DL integroitu/episoma. pos pos
9 kondyloma planum kondyloma planum neg neg neg
10 kondyl. planum+DM kondyl. planum+DM integroitu pos pos
11 DL DL episoma. pos pos
12 DL DL integroitu pos pos
13 DL DL neg neg neg
14 DL DM integroitu pos pos
15 DL DL integroitu pos pos
16 DL DL integroitu/episoma.  pos pos
17 DL DL integroitu pos pos
18 DL DL integroitu pos pos
19 DL DL integroitu pos pos
20 DL DL episoma. pos pos
21 DM DM integroitu pos pos
22 DM DG integroitu pos pos
23 DM DL integroitu pos pos

24 DM kondyloma planum
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25 DM DM integroitu pos pos
26 DM DM integroitu pos pos
27 DM DM integroitu/episoma.  pos pos
28 DM DL integroitu/episoma.  pos pos
29 DM DG Integroitu pos pos
30 DM DM integroitu/episoma. pos pos
31 DG DG integroitu pos pos
32 DG DG episoma. pos pos
33 DG DG integroitu pos pos
34 DG DG integroitu/episoma. pos pos
35 DG DG integroitu pos pos
36 DG Ei dysplasiaa neg neg neg
37 DG DM integroitu pos pos
38 DG DG episoma. pos pos
39 DG DM episoma. pos pos
40 DG DG integroitu pos pos

8.1 Dysplastisten luokitusten vertailu

Hematoksyliini-eodinivérjttyja lasgja verrattiin alkuperdaisiin HE-varjayksiin, josta oli
tehty diagnood. Patologi tarkisti molemmat néytelasit, jolloin selvisi, oliko alkuperéinen
diagnoosi muuttunut vai pysynyt samana. Jos dysplastinen luokka oli muuttunut, se huomi-
oitiin tuloksien tulkinnassa. Histologinen luokitus oli voinut muuttua, kun naytteita leikat-
tiin toistamiseen. Tama tarkoittaa sitg, etté kohta josta alkuperéinen luokitus on mééritelty,
oli muuttunut ja alkuperéiset dysplastiset muutokset olivat voineet leikkaantua pois. Naytet-
ta leikattaessa syvemmalle oli uusia muutoksia voinut tulla esille. N&in oli tapahtunut muu-
taman ndytteen kohdalla. On huomioitava myos eri patologien erilainen ndkemys rajatapa-

uksien tulkinnassa.

Suurimmassa osassa kondyloma planum -tapauksia luokitus pysyi samana. Neljassa kondy-
loma planum -néytteessa oli mukana myds muuta dysplastista luokitusta. Y ksi naytteista oli
muuttunut kokonaan dysplasia levikseksi. Kahdesta ndytteesté 16ytyi lisdksi dysplasia levis-
t4, jota e ollut alkuperdisessa naytteessa. Yks naista naytteista (nayte 4) jouduttiin sulke-
maan tulkinnoista pois kokonaan, koska se oli otettu vaarasta kudoksesta.

Dysplasia levis -tapauksien kohdalla 90 % (9/10) tapauksista pysyi samana luokituksena.

Eli ainoastaan yksi ndyte muutti luokitustaan dysplasia leviksesté dysplasia moderataan.
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Dysplasia moderata -tapauksien kohdalla oli muutoksia tapahtunut enemman. Vain 50 %
(5/10) tapauksista oli sdilyttényt saman luokituksen. Kaks tapausta oli muuttunut vaka
vemmaksi eli dysplasia gravikseksi, kun taas kaksi oli saanut lievemman dysplastisen luo-
kituksen eli dysplasia leviksen. Yksi naytteista sai uudeksi luokakseen kondyloma planu-
min. Syyna téhan voi olla se, ettd samaa tapausta on kaytetty seké kondyloma planumin,
ettd dysplasia moderatan kohdalla, koska alkuperdisesta naytteesta oli |6ytynyt molempia.
Dysplasia moderataa kuvastava kudoskohta oli luultavasti leikkaantunut jo pois. Samasta
ndytteestd | SH jaimmunohistokemialliset varjaykset olivat epdonnistuneet leikkeen huonon

kunnon vuoksi.

Dysplasia graviksen kohdalla 70 % (7/10) naytteista oli sailyttdnyt saman luokituksen.
Kahdessa tapauksessa diagnoos oli muuttunut dysplasia moderataksi. Y hdesté naytteesté ei
[6ytynyt dysplastista muutogta ollenkaan. Tama johtuu luultavasti siita, ettd yhdesta tapauk-
sesta [6ytyi alun perin monta eri blokkia. Niisté on valittu blokki, jossa dysplasia gravista ei

esinny.

Tyo6ssa kasiteltyjen naytteiden muuttuneet diagnoosit eivét vaikuta potilaan hoitoon. Vaiku-
tusta el ole, koska naytteiden diagnoosiluokat, jotka ovat muuttuneet, ovat kuitenkin lahella
toisiaan. Esimerkiks jos alkuperdinen diagnoosiluokka on ollut dysplasia levis ja uusi

diagnoosiluokka, kondyloma planum, ei hoitomuoto ole muuttunut.

8.2 In ditu -hybridisaation antamat tulokset

HPV in ditu -hybridisaatiovarjayksessa arviointikriteereitd oli kaksi. Ensimmaiseksi katsot-
tiin, varjaytyikod nayte oikein ja oliko tulos positiivinen vai negatiivinen. Negatiivisen vér-
jays tuloksen antoi 12.5 % (5/40) nédytteistd. Yhdessa ndytteessi ei ollut dysplasiaa lain-
kaan. Myds kolme muuta naytettd, joista l0ytyi ainoastaan kondyloma planumia, antoi ne-

gatiivisen tuloksen. Yksi dysplasia levis -ndyte antoi myos negatiivisen tuloksen.

Toiseks katsottiin, ovatko solut vérjaytyneet episomaalisesti vai integroidusti. Episomaali-
sessa vérjayksessa koko tuma varjdytyy siniseks, joka johtuu ihmisen papilloomavirusko-
pioiden suuresta mddrastd. Integroituneessa véarjayksessa ihmisen papilloomaviruskopiot

ovat havaittavissa pienind piseind tumassa. Suurin osa naytteista varjaytyi integroidudti.
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Kuvion 3 (s. 25) mukaan integroitunutta varjaytymista tulis esiintya vain vakavimmissa
dysplastisissa muutoksissa. Koska samassa kudosleikkeessa on voinut olla kahta tai useam-
paa eri dysplastista luokkaa, voi melkein missa naytteessa tahansa esiintya integroituneita
solutyyppejé Vain pieni osa, 12.5 % (5/40), kaikista ndytteisté antoi episomaalisen varjdys-
tuloksen. Nama tapaukset eivdt ryhmittyneet johonkin tiettyyn dysplastiseen luokkaan,
vaan ne olivat hajallaan jokaisessa eri luokitusryhmassa. Tasta johtuen el voida todeta
episomaalisten solujen ilmenevan lievemmissa dysplastisissa luokissa. Molempia solumuu-
toksia loytyi 17,5 % (7/40) tapauksista.

Naytteista 5 % (2/40) jouduttiin hylk&&maan. Néayte 4 jouduttiin hylkd&maan, koska se oli
vaardd kudosta. Nayte 24 oli tuhoutunut eli siitékadn ei saatu tulosta.

8.3 Muiden merkkiaineiden (p16INK4a ja Ki67) vastaavuus HPV in situ-hybridisaation

antamiin tuloksiin

Suurin osa immunohistologisista varjayksista antoi positiivisen tuloksen. Véarjaykset osoit-
tivat merkkiaineiden p16iNK4a- ja Ki67- proteiinien esiintymisté kudoksessa. Naytteista
arvioitiin vain se, olivatko ne positiivisia vai negatiivisia. Positiiviset HPV in Situ -néytteet
olivat myds immunohistokemiallisissa varjayksissa positiivisia ja negatiiviset HPV in situ -
nadytteet negatiivisia. Positiiviset immunohistokemialliset varjdystulokset tukivat positiivis-
ten HPV in Stu -naytteiden luotettavuutta. |hmisen papilloomavirusifektio saa aikaan nai-
den proteiinien vahvempaa il menemista kudoksessa.

Tulogten tulkintaa héiritsi se, etta negatiivisiks tulkituissa naytteissa on voinut olla hieman
positiivista taustavarjaytymista. Naytteessi voi myds olla muutamia soluja sekd solusaa-
rekkeita, jotka eivét ole selkedsti positiivisia. Ohjaava bioanalyytikko sekéa patologi konsul-
toivat vaikeadti tulkittavat naytteet. Bioanalyytikko katsoi ja tulkitsi kaikki naytelasit. Pato-
logi tarkisti kaikki epaselviks osoittautuneet naytelasit. Taman jalkeen tulokset koottiin
yhteen ja niistd katsottiin varjaytyvyyden seka tulkinnan ongel makohdat.

pl6INK4an antamiga tuloksista 82,5 % (33/40) oli positiivisa. Kahta ndytetta e voitu
tulkita ja viis antoi negatiivisen tuloksen. Ki67:ssd oli myds 82,5 % (33/40) positiivista
naytettd, kaksi el tulkittavissa olevaajaviisi negatiivistatulosta. p16INK4an antamat posi-
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tilviset ja negatiiviset tulokset olivat vastaavasti samoissa Ki67:n ndytteissa samanlaiset.
Naytteet, joitael pystytty tulkitsemaan, olivat samat molemmissa varjayksissa.

8.4 Kontrollien antamat tulokset

Véarjayksissa kaytettiin kaupallisa sekd itsetehtyja kontrollgja. Itsetehtyjen kontrollien
kanssa tuli olla tarkkana, jotta ndytteeksi saatiin joko tunnettua postiivista tai negatiivista
kudogsta. Kaikissa varjayksissa (ISH, p16INK4a, Ki67 ja HE) toimivat seka positiiviset etta
negatiiviset kontrollit odotetulla tavalla.

8.5 Tulosten yhteenveto

Saatujen tuloksien perusteella KétilGopiston sairaalan laboratorio voi ottaa HPV in sSitu-
hybridisaation k&yttdonsad. Suurin osa vérjayksien tuloksista antoi positiivisen tuloksen.
My06s kaikki diagnoosiluokat kondyloma planum, dysplasia levis, dysplasia moderata ja

dysplasia gravis vérjaytyivét positiivisesti, mika kertoo vérjayksen toimivuudesta.

Tutkimuksen onnistumista tukee tutkimuksen luotettavuus. Luotettavuutta arvioitaessa oli
otettava monta asiaa huomioon. Tuloksien luotettavuutta tukivat ensinndkin positiiviset
seka negatiiviset kontrollit, jotka antoivat odotetut tulokset. Toinen luotettavuutta tukeva
asia oli immunohistokemiallisten vérjayksien antamat tulokset. Merkkiaineiden tulokset
(p16INK4a ja Ki67) olivat yhtenevét in situ -hybridisaation tuloksien kanssa. HPV ISH:n
antaessa positiivisen tuloksen tuli positiivinen tulos myds immunohistokemiallisilla vérj&
yksilla& Sama toistui ndytteen antaessa negatiivisen tuloksen. Kolmas luotettavuutta tukeva
asia oli hematoksyliini-eosiinivérjays. Sen avulla tarkistettiin diagnoosi samalta kudosker-
roksdlta, josta muutkin vérjaykset on tehty.

9 LUOTETTAVUUDEN ARVIOINTI

In dtu -hybridisaation antamia tuloksia oli vaikea tulkita syvemmin ilman asiaan perehty-
neen l&&karin apua. Ohjaava bioanalyytikko tarkisti viela kaikki tulokset. Epaselvét tapauk-
set tarkisti patologi. On kuitenkin epdvarmuustekijoitd, jotka taytyi ottaa luotettavuutta ar-
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Tyon laadullisuus alkoi oikein valituista ja kerétyista ndytteisd. HUSLAB:n tietokannasta,
Qpatista, valittiin tutkimukseen tulevat néytteet sytologisen luokituksen perusteella. Néista
selvitettiin viel& histologinen luokitus, jonka perusteella ndytteet haettiin. T&assi osuudessa
laadullisuus toimi hyvin. Néytteet kerétiin numeroiden perusteella arkistosta. Tassé vai-
heessa ilmeni muutama virhe, koska joukkoon oli eksynyt yksi védraa kudosta oleva nayte.
Sen lisdksi yhdesta néytteestd oli valittu vaard blokki, jossa oli normaalia kudosta. Nama
virhelahteet eivé vakuttaneet laadullisuuteen, koska ilman néita naytteitd meilla on kui-
tenkin luotettavan suuri otoskoko.

Nayttelden oikeaan varjaytyvyyteen vaikutti myos fiksaatio. Tahan e voitu vaikuttaa, kos-
ka naytteet oli fiksoitu yleisesti k&ytetyssa fiksaatioaineessa, 10 % formaliinissa noin vuo-
rokaus javalettu paraffiiniin.

Naytteiden taytyi olla oikeaoppisesti leikattuja. Leikepaksuutena kaytettiin 4um paksuista
leikettd, mutta lopputulokseen saettoi vaikuttaa eri leikkajille ominainen késiala. Myds
blokkien [ampolaajeneminen leikatessa oli voinut vaikuttaa leikkeiden paksuuteen. Téla el
kuitenkaan todettu olevan vaikutusta varjaytyvyyteen, koska suurin osa naytelaseistamme
oli vérjaytyvyydeltédn hyvid Jos jokainen olis leikannut eripaksuisia naytteitd, olisi
ohuimpia leikkeitd ollut vaikea tulkita mikroskooppisesti. Koska leikkaajilla oli vahan koo-
kemusta leikkaamisesta, tuli leikkeihin jonkin verran pienia ryppyja Tama saattoi olla
merkityksellistd ndytettd diagnosoitaessa. Véarjaytyneet "tapléat" olivat voineet ja&da rypyn
alle, joten muutos olisi voinut j&&da huomaamatta. Myo6s p16l NKl4assa ja Ki67:ssi tarkea
kudoskohta on voinut jé&da rypyssa olevan kudoksen alle. Kudoksen ryppyyntyminen olisi
voinut tapahtua alkuvaiheessa eli lelkattaessa naytettd, saatettaessa nayte lasille tai kuivat-
taessa sita vaarin. Naytteen ryppyisyyteen olisi voinut vaikuttaa my6s vaéranlainen lasi

oikeanlaisen Superfrost-lasin sijaan.

Hematoksyliini-eodinilasi varjéttiin automaattilaitteella muiden potilasndytteiden kanssa.
Voitiin olettaa, etta varjays on luotettava, koska ndytteet véarjéttiin Kétilbopiston sairaalan
laboratorion omien ohjeiden ja sédnndsten mukaan. Mikroskooppisesti tarkasteltaessa muu-
tamaa lasia, voitiin todeta varjays onnistuneeks. Patologi katsoi kaikki HE-lasit. Tasta pé&a-

tellen varjaykset ovat onnistuneet hyvin, koska han pystyi tekemaan oman arvionsa jokai-



36
sesta naytteesta

Immunohistokemialliset vérjaykset tehtiin Benchmark-laitteella ohjeen mukaan. |mmuno-
histokemiallisia ndytteita tehtaessa oli tarkeda valita oikeanlaista kudosta edustavat kontrol-
li-ndytteet. Oli otettava huomioon missa kaikissa kudospaloissa on normaalisti positiivisia
Ki67- ja pl6lNK4a-soluja. Nain saatiin luotettavat negatiiviset kontrollit ja nahtiin, etta
varjays on toiminut. Negatiivisina kontrolleina kéytimme tunnettua negatiivista portiobiop-
sia naytetta. Luotettavuuttalisas viela jokaisellalasilla mukana oleva positiivinen kontrolli,

joka oli otettu tunnetusta positiivisesta portiobiopsia ndytteesta.

pl6ink4da-varjdysta tehtéaessi koetin lisittiin laseille kasin pipettia apuna kayttéen. Tassa
tuli olla tarkkana. Jos pipettimen kérki olisi osunut ndytteeseen tai koetin ei olisi kohdistu-
nut ndytteen ja dljyn valiin, el koetin olisi padssyt leviaméan tasaisesti kaikkialle naytetta.
Tama olis valkuttanut havaittujen vérjaytyneiden solujen maéraén. pl6INK4assa kéytet-
tiin uutta multimeerikitti&, jokaon luotettavampi ja parempi kuin aikaisempi multimeeri- tai

polymeerikitti.

In situ -hybridisaatiovarjayksessa liséttiin luottettavuutta dekontaminaation avulla. Rea-
genssit vaihdettiin puhtaisiin ja séiliét pestiin, jonka jalkeen analysaattori teki erilaisia tes-
tgad. Nousevan alkoholisarjan alkoholit ja ksyleenit vaihdettiin aina puhtaisiin jokaisen ajon

naytteitd varten. Kaikilla néilla toimenpiteilla pyrittiin  vahentdmdan in situ -
hybridisaatiovarjdyksen taustavarjaytyvyytta.

Tarkastelimme Bewetran, Shillerin ja Kongin tekemi& artikkeleita, joissa kaikissa oli tutkit-
tu gynekologisesti merkittavda korkean riskin HPV:ta, mutta eri menetelmill& seka eri né&-
kokulmasta. Esiin nousi esimerkiksi Scillerin tutkimuksessa HC2-testin paremmuus, koska
menetelmall& saadaan kvantitatiivinen tulos. ClSH:ssa saatavaan tulokseen vaikuttavat tar-
kastelijan ammattitaito seka kokemukseen perustuva taito lasien tarkastelussa. Schillerin ja
Bewetran tutkimuksissa kaytettiin nestemaisté gynekologista irtosolundytettd, joten niilta

osin tutkimukset eivét ole vertailukel poisia meidéan tydhémme.

Luotettavuus oli térkein pddmaara kayttéonoton onnistumisen kannalta. Monia eri ndko-
kulmia yritettiin 10yté4 selvitellessi aihetta. Kaikki virheldhteet, niin teoreettiset kuin kéy-
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tannollisetkin (tekijasta johtuvat) tuli ottaa huomioon. Luotettavuusnakdkulma oli 18hto-
kohtana kaikille suorituksille kuten leikkaaminen, varjd@minen ja niin edelleen.

10 POHDINTA

Paétavoitteemme oli tutkia, voidaanko HPV in dtu -hybridisaatio ottaa kayttoon Kéatilo-
opiston sairaal an patologian laboratoriossa. Teoriapuoli auttoi ymmartamaan viruksen kéyt-
taytymista soluissa ja kudoksissa sek& miten saatua tietoa voidaan kayttda hyvaks tutkitta-
essa ihmisen papilloomavirusta. On selvéd, ettei mik&an testi tai menetelma yksindan johda
diagnoosin tekemiseen, joten on hyva olla erilaisia vaihtoehtoja, joilla voidaan lahestya
tutkittavaa asiaa. Teoriaosuudessa kéasittelemmekin kaikki tutkimuksessamme kéytetyt me-
netelmaperiaatteet.

Tutkimustulos oli toivottu. Sen perusteella HPV in situ -hybridisaatiomenetelméa on mah-
dollista ottaa kaytt6on Ké&tildopiston sairaaalan patologian laboratoriossa. Tutkimustulokset
olivat luotettavia, silla immunohistokemialliset varjykset tukivat |SH-menetelméa anta-
malla kustakin naytteestd samat positiiviset ja negatiiviset tulokset. Positiiviset ja negatiivi-
set kontrollit toimivat tarkedna luotettavuuden kriteerina odotetulla tavalla. Myds kaikki
diagnoosiluokat kondyloma planum, dysplasia levis, dysplasia moderata ja dysplasia gravis
varjaytyivét positiivisesti. Tama kertoo sitg, ettd varjays toimii. Tutkimuksessa kéytetyt eri
diagnoosiluokat eivét kuitenkaan vastaa kuviota 3. Saadut positiiviset vérjastulokset kui-
tenkin riittivét antamaan tarpeeksi luotettavan kuvan HPV in situ -hybridisaation toimivuu-
desta.

Tutkimuksen tuloksilla patologi sai paljon hyoddyllista tietoa ihmsien papilloomaviruksen
infektoimasta kudoksesta ja mahdollisista kudosmuutoksista, koska naytteet ovat visuaali-
sessa muodossa. Hematoksyliini-eosiinivarjayksell& tehtyjen naytteiden morfologia ilmen-
téd HPV:n atheuttamat muutokset. Muutokset johtuvat yleensa ihmisell& olevasta korkean
riskin HPV:sta, mutta hematoksyliini-eosiinivarjays ei kuitenkaan kerro viruksen médrasta

tal muodosta.

Saimme myo6s hyodyllista tietoa aikaisemmista tutkimuksista, siitd millaisia asoita kannat-
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taa ottaa huomioon ennen HPV in stu -hybridisaatiomenetelman kéyttoonottoa. Nesteméi-
sistd gynegologisista irtosolunaytteista tehdyssa tutkimuksessa todettiin, etta tuloksia tulki-
tessa taytyy olla asiaan hyvin perehtynyt patologi. Toisessa nesteméisista gynegologisista
irtosolundytteista tehdyssa tutkimuksessa tutkimustulosten perusteella todettiin, etta néyt-
teen diagnosoimista yksin HPV ISH:sta saatujen tuloksien perusteella e kannattaisi tehda,
vaan diagnoosia tehdessa tulisi ottaa huomioon taudin kuvaan liittyvéat muutkin tekijét ja
tegtit. Biobsiandytteistd tehdyssa tutkimuksessa tutkijat pitivét pl6INK4ata parempana
menetelmand, jos ndytteessa on todettu olevan epaméaéraista dysplasiaa.

Tulevaisuudessa Kétiloopiston sairaalan patologian laboratoriolla on paremmat mahdolli-
suudet tutkia ihmisen papilloomavirusta ja sen aiheuttamia muutoksia. T&méa on eduksi po-
tilaalle, silla mita tarkemmin taudin etiologiaa tutkitaan, sitd helpompi on méérittéa diag-
noos ja siitd seuraavat mahdolliset jatkotoimenpiteet. Tulevaisuudessa aiheesta vois tutkia
muunmuassa sitd, kuinka hyvié tuloksia saadaan nestemaisen gynekologisen irtosolunéyt-
teen ollessa ndytemateriaalina. ISH:ta, Ki67:a, pl6INK4ata seka muita HPV:tatai syopaa
kuvaavia markkereita kayttéen voisi tehda ”paneelin”, joka nayttéisi kuinka moni eri mene-

telmé& puoltaa HPV :n aiheuttavan sydvan esiasteita.
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LITE1

HYBRIDCAPTURE 2- MENETELMAN TY OOHJE

Nayte on otettu slle tarkoitettuun putkeen harjalla
Lisdtédn denaturointireagenssi (laimennettu natriumhydroksidiliuos, NaOH)
500ul, jolloin kaksijuosteinen DNA aukaistaan. Varo koskettamasta putken

seindamia

3. Vortexoidaan nopeasti (noin 10 sekuntia). Putkissa nékyy violetti véri.

Inkuboidaan 65° 45 minuuttia, jotta kaikki juosteet erottuisivat toisistaan

5. Vamista koetinliuos noin kymmenen minuuttia ennen loppua lisétéan korkean

10.

11.

12.

13.
14.
15.
16.
17.

riskin HPV koetin, probe.

Vortexoidaan
Naytetta otetaan putkesta 75u1 + 25ul  koetinseosta Microplatelle
(hybridisaatiokuoppalevy).

Naytteet laitetaan Rotary Shaker 1:een, 1100rpm. (seoksen tulisi olla keltaisen
vérinen javaihtaa varia vaaleanpunaiseksi)

Inkuboidaan 65° 60 minuuttia, jotta koetin kiinnittyis yksijuosteisiin DNA-
sdikeisiin.

Nayteita laitetaan kaivoihin noin 105ul per/ tapaus, jolloin DNA+koetin
kiinnittyvéat kaivon seindmassd olevaan vasta-aineeseen (Sieppauskuoppalevy,
jokaon sivelty anti-RNA:DNA-hybridivasta-aineella).

Naytteet laitetaan Rotary Shakeriin 60 minuutiksi 1100rpm. Taman jalkeen
kaada ylim&aréien neste pois kupista.

Lisdtédn Detection reagensst 1, jolloin naytteiden tulisi nékyd vaalean
punaisena. Osoitin reagenss sisdltéd alkaaliseen fosfataasiin  konjukoituja
RNA:DNA- hyridienvasta-aineita.

Inkuboidaat noin 30 minuuttia 20-25°

Pest&an sitoutumattomat yhdisteet

Lis&t88n detection reagess 2 (osoitin reagenssi 2)

Inkuboidaan 15 minuuttia 20-25°. Tama tulee tapahtua valolta suojattuna.

L uetaan tuloksen luminometrilla viimei stéan 30 minuutin jalkeen.

HC2-k&yttoohjeet, Digene Corporation, USA
(Digene Corporation 2004)
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VENTANAN HUOLTO-OHJE BENCHMARKINLAITTEELLE

Desinfektiotoiminto Ventanan Benchmark-laitteelle kayttéen Sanogenea

1. Ensimméinen askel on dekontaminoida 20 litran astiat, jossa laimmennetaan Reaction
Buffer, SSC ja EZ Prep liuokset. Sinun tulee tyhjentdd jokainen agtia ja pestd ne
lapikotaisin  sodiumhypokloridilla (kloridi). Anna laitteen inkuboitua ainankin tunnin

verran. Huuhtele vesijohtovedell& ja suorita viimeinen huuhtelu tislatulla vedella.

2. Ennen instrumenttien ja astioiden dekontaminaatiota seitsemén astiaa irroitetaan

laitteesta, AFM-modulista ja suoritetaan seuraavat vaiheet.

3. VIESTI: LCS-astiaa e saa ikind tayttada milladn vesipitoisela liuoksella
yhdistdessasi astian laitteeseen. LCS-astia huuhdellaan 100%:lla alkoholilla ja

annetaan sen kuivua.

4. Laitteen NexES Software- valikosta valitaan "TESTS" menu:

- Klikkaa "Function Tests'

-Valitserivi "Tests - Ready to Ship" (kenttd muuttuu siniseksi valittuasi sen)
-Klikkaa"Run"-painiketta

-Odota 5 minuuttia ja pysayta testi (Jos viestegjad el ilmesty, testi on valmis)

Toistataméatesti kaksi kertaa.

5. Tyhjennd astiat, pese ne ja huuhtele useaan kertaan kuumalla vesijohtovedell& Huom!

L CS-astian annetan olla paikoillaan.

Vamista Sanogene-desinfektio-/puhdistusliuos seuraavan ohjeen mukaisesti ja tayta astiat
sill&

Sanogene-tuote koostuu kahdesta osasta

Toinen ndista sisdltés Sanogenen ja toinen aktivaattorin.
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Sekoita Sanogene ja Aktivaattori , odota viisi minuuttia, jonka ja&lkeen lainemma

valittdmasti 2,5 litraan tislattuun veteen (tyoliuosta = 200ppm TACD).

6. Aseta adtiat takaisin laitteeseen, AFM-moduliin ja yhdista

7. Valitse koneen NexES Software-valikosta "TEST S'-menu:
-Klikkaa "Function Tests"

-Valitserivi "Test - Prime +" (kenttd muuttuu siniseksi valittuas sen)
-Klikkaa"Run"-painiketta

8. Kun viesti "Priming completed succesfully" ilmestyy ndkyviin ruudulle, jata liuos

inkuboitumaan laitteeseen 15 minuutiksi.

9. Toistavaiheet 7 ja 8 uudelleen.

10. Irroita seitsemén astiaa AFM-modulista uudell een.

11. Valitse NexES Software-valikosta"TESTS"-menu

- Klikkaa " Funktion Tests'

-Valitserivi "Tests - Ready to Ship" (kenttd muuttuu siniseksi valittuasi sen)
-Klikkaa"Run"-painiketta

-Odota 5 minuuttia ja pysayta testi (Jos viesteja el ilmesty, testi on valmis)

Toistatesti kaksi kertaa.

12. Tyhjenna astiat. Huuhtele ne useaan kertaan vesijohtovedelld ja suorita viimeinen
huuhtelu tidatulla vedell&a

13. Téyta astiat tislatulla vedel la

14. Aseta adtiat takaisin laitteen AFM-moduliin ja yhdisté laitteeseen.
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15. Valitse koneen NexES Software-valikosta"TESTS"-menu:

-Klikkaa "Function Tests"
-Valitserivi "Test - Prime +" (kenttd muuttuu siniseksi valittuas sen)
-Klikkaa"Run"-painiketta

Suoritatémavaiheviis kertaa.

16. Irroita seitseman astiaa AFM-modulista.

17. Tyhjenna astiat ja huuhtele ne kerran alkoholilla ja anna kuivua.

18. Tayta kaikki astiat uudelleen asiaankuuluvilla reagensseilla. (Al& unohda tayttéa LCS-
astiaa LSC:114.)

19. Valitse koneen NexES Software-valikosta " TESTS'-menu:
-Klikkaa "Function Tests"

-Valitserivi "Test - Prime +" (kenttd muuttuu siniseksi valittuas sen)
-Klikkaa"Run"-painiketta

Suoritatémavaiheviis kertaa.

20. Laite on nyt valmis kayttoon, voit palata normaaliin toimintaan.

(Ventanan huolto-ohje Benchmarkin laitteella)
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HPV ISH MENETELMA OHJE

1. Lelkkaa 4um paksuiset nédytteet SuperFrost® -adhesiivi lasille ja mukaan
positiivinen kontrolli. Valutetaan kuivaksi jalampdkaappiin +60° C:een tunniksi.

2. Teeviivakooditarrat

Tee BenchMarkilla viivakooditarrat, joissa potilaan nimi ja ndytenumero ja hauttu

varjdys. Viivakoodin avulla laite tunnistaa halutun varjayksen.

3. Lataalasit ja kaynnisté vérjadysohjelma

Tarkigetaan ettd liuosyksikossd liuoksia tarpeeksi ja jéteastia tyhja Avaa
varjdysyksikon kansi ja laita kukin lasi omalle puhtaalle paikalle (konetta voidaan
kayttda niin kauan peseméttd kun on puhtaita paikkoja). Laita reagenssikaruselliin
huoneenlammaoss ollut ISH Red Counterstain. Sulje kans ja laita reagenssikaruselli
paikoilleen. Laita k&yntiin tietokonenayton "Run” painikkeesta ja ruksaa ohjelman
kysymét reagenssi tarkastuksien kohdat. Kerro laitteelle lasien méérd japaina” Start”.

4. Poista varjaytyneet lasit

Laite ilmoittaa danimerkilla kun vérjdys valmis. Lataa lasit yksitellen vérjayskelkkaan
ja kelkka vérjdysastiaan jossa muutama tippa tisko- astianpesuainetta ja vettd. Pese
lasgja noin 30 sekuntia ja huuhtele juoksevan veden alla noin minuutti. Kun kaikki
[ampolevyt on kaytetty, paina tietokoneruudulta” Clean”.

5. Peittele lasit

Vie lasit kasivarjdyspoydan nousevan alkoholisaarjan kautta ksyleeniin ja peittele

peitinkalvoautomaatilla lyhytta kalvoa kayttaen.

6. Tarkista véarjaystulos javie lasit 1a8karille.
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Mikroskopoi leikkeet ja tarkista, ettd kontrollit varjaytyneet oikeasta kohdasta oikealla

tavalla Veda mustalla tussilla viiva kontrollin ja varsinaisen leikkeen véliin selvyyden

vuoksi javie lasit varjaysta pyytaneelle patologille.

(HPV ISH Kaétiloopiston sairaalan patologian osaston pl6 menetelméohjetta
mukael len)
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p16INK4a MENETELMAN TYOOHJE

1. Lelkkaa 4um paksuiset nédytteet SuperFrost® -adhesiivi lasille ja mukaan
positiivinen kontrolli. Valutetaan kuivaksi jalampdkaappiin +60° C:een tunniksi.

2. Teeviivakooditarrat

Tee BenchMarkilla viivakooditarrat, joissa potilaan nimi ja ndytenumero ja hauttu

varjdys. Viivakoodin avulla laite tunnistaa halutun varjayksen.

3. Lataalasit ja kaynnisté vérjadysohjelma

Tarkigetaan ettd liuosyksikossd liuoksia tarpeeksi ja jéteastia tyhja Avaa
varjdysyksikon kansi ja laita kukin lasi omalle puhtaalle paikalle (konetta voidaan
kayttdd niin kauan pesemétta kun on puhtaita paikkoja). Sulje kansi ja laiteta
reagenssikaruselli paikoilleen.

Laita kayntiin tietokonendyton "Run”’ painikkeesta ja ruksaa ohjelman kysymét
reagenss tarkastuksien kohdat. Kerro laitteelle lasien mééré ja paina” Start”.

4. Laimenna pl6ink4a-vasta-aine

Laimenna pl6ink4a-vasta-aine 1,5 eppendorf-putkeen, tarvittava maard 1:50:een.
Yhdelle lasille 100ul. Vasta-aine 10ytyy reagenssihuoneen jadkaapista. Tayteen gjoon
mahtuu 20 lasia, jolloin vasta-ainetta tarvitaan 42 pl ja antibody diluent tarvitaan 2058

.

5. Pipetoi vasta-aine lasille

Kun laite on tarkistanut, etta silla on tarvittavat reagenssit lasien véarjdamiseen,
kiinnittanyt leikkeet laseille ja poistanut parafiinin, seka esikasitellyt leikkeet, jotta
antigeenit paljastuvat, laseille voidaan pipetoida pl6ink4a-vasta-aine.

Laite ilmoittaa 88nimerkilla kun vasta-aine taytyy lisdtd. Huomioitavaa, etta pipetin

ké&rki menee lasia peittévéan 6ljykerroksen 18pi.
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6. Poista vérjaytyneet lasit

Laite ilmoittaa &&nimerkilla kun vérjays valmis. Lataa lasit yksitellen vérjayskelkkaan
ja kelkka vérjdysastiaan jossa muutama tippa tisko- astianpesuainetta ja vettd. Pese
lasgja noin 30 sekuntia ja huuhtele juoksevan veden alla noin minuutti. Kun kaikki

lampdlevyt on kaytetty, painatietokoneruudulta” Clean”.

7. Peittele lasit

Vie lasit kasivarjdyspoydan nousevan alkoholisaarjan kautta ksyleeniin ja peittele
peitinkalvoautomaatilla lyhytta kalvoa kayttaen.

8. Tarkigta vérjaystulos javie lasit 188kéarille.

Mikroskopoi leikkeet ja tarkista, ettd kontrollit varjaytyneet oikeasta kohdasta oikealla
tavalla Veda mustalla tussilla viiva kontrollin ja varsinaisen leikkeen véliin selvyyden
vuoksi javie lasit varjaysta pyytaneelle patologille.

(p16 INK2a Kétilbopiston sairaalan patologian osaston menetelméohje)
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Ki67 MENETELMAN TY OOHJE

1. Lelkkaa 4um paksuiset néytteet SuperFrost® -adhesiivi lasille ja mukaan
positiivinen kontrolli. Valutetaan kuivaksi jalampdkaappiin +60° C:een tunniksi.

2. Teeviivakooditarrat

Tee BenchMarkilla viivakooditarrat, joissa potilaan nimi ja ndytenumero ja hauttu

varjdys. Viivakoodin avulla laite tunnistaa halutun varjayksen.

3. Lataalasit ja kaynnisté vérjaysohjelma

Tarkigetaan ettd liuosyksikdssd liuoksia tarpeeksi ja jéteastia tyhja Avaa
varjdysyksikon kansi ja laita kukin lasi omalle puhtaalle paikalle (konetta voidaan
kayttdd niin kauan pesemétta kun on puhtaita paikkoja). Laita reagenssikaruselliin
Ki67 primé&érivasta-aine. Sulje kans ja laita reagenssikaruselli paikoilleen. Laita
kéyntiin tietokonendyton "Run” painikkeesta ja ruksaa ohjelman kysymét reagenssi
tarkastuksien kohdat. Kerro laitteelle lasien méara ja paina” Start”.

4. Poista varjaytyneet lasit

Laite ilmoittaa aanimerkillda kun vérjdys valmis. Lataa lasit yksitellen vérjayskelkkaan
ja kelkka vérjdysastiaan jossa muutama tippa tisko- astianpesuainetta ja vettd. Pese
lasgja noin 30 sekuntia ja huuhtele juoksevan veden alla noin minuutti. Kun kaikki
[ampolevyt on kaytetty, paina tietokoneruudulta” Clean”.

5. Peittele lasit

Vie lasit kasivarjdyspoydan nousevan alkoholisaarjan kautta ksyleeniin ja peittele
peitinkal voautomaeatilla lyhytta kalvoa kayttaen.

6. Tarkista véarjaystulos javie lasit 1a8karille.



LIITEG
2(2)
Mikroskopoi leikkeet ja tarkista, ettd kontrollit varjaytyneet oikeasta kohdasta oikealla
tavalla Veda mustalla tussilla viiva kontrollin ja varsinaisen leikkeen véliin selvyyden
vuoksi javie lasit varjaysta pyytaneelle patologille.
(K167 Kétildopiston sairaalan patologian osaston p16 menetelméohjetta mukaellen)



LITE7

HE-VARJAYS (KONEELLA)

Vérjays
1. Ksyleeni 3 min
2. Ksyleeni 3 min
3. Ksyleeni 3min
4. Abs. akoholi 1min
5. Abs. alkoholi 2min
6. 96 % akoholi 1 min
7. weigertin HMTX 8 min
8. Kraanavesihuuhtelu 4 min
9. 1% HCL-diffi 5 sek
10. Kraanavesi huuhtelu 5min
11. Eosiini 3min
12. Abs. alkoholi 1 min
13. Abs. alkoholi 1 min
14. Ksyleeni 2min
15. Ksyleeni 3min

Vérjaystulos

Tumat varjaytyvéa sinisenmustiksi, kalkki violetiksi, limat vaaleansinisiksi ja
kollageeniséikeet kalpean vaaleanpunaisiksi. Fibriini varjaytyy syvan
vaaleanpunaiseksi, sytoplasmat vaaleanpunaisen eri savyillg, lihas syvan
vaaleanpunaiseksi ja erytrosyytit ja eosinofiilit punaisiksi.

(Kétilbopiston sairaalan patologian laboratorion tytohje)



