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Lihastaudit ovat padosin geneettisia sairauksia, joiden tyypillisimpid oireita ovat luusto-
lihasten kivuton heikkous ja surkastuminen. Tall& hetkelld lihastauteja tunnetaan yli 800,
joiden diagnostiikka on useimmiten monivaiheinen ja pitkékestoinen prosessi. Yksi kes-
keisimmista lihastautien tutkimusmenetelmista on lihasbiopsiasta tehtavat immunohisto-
kemialliset lihasbiopsiavérjaykset. Opinnaytetyon aiheena oli Immunohistokemialliset li-
hasbiopsiavéarjaykset lihastautien diagnostiikassa. Aihe saatiin Tampereen yliopistolta,
Lihastautien tutkimuskeskuksen neuromuskulaaritautien molekyylipatologian laborato-
riolta (NMP-laboratorio).

Opinndytetyon tarkoituksena oli laatia sahkdisessa muodossa oleva kuvakansio tutkimus-
keskuksessa kaytdssa olevista immunohistokemiallisista lihasbiopsiavarjayksista. Opin-
naytetyon tavoitteena oli luoda helppokayttdinen ja kaytdnnonléheinen kuvakansio toi-
meksiantajan kayttdéon, jonka avulla pyritaan yllapitamaan varjaystulosten laatua joka-
paivaisessa tyossa. Opinndytetyon tehtavina oli kuvata luustolihaksen anatominen ja his-
tologinen rakenne, kuvata lihastautien diagnostiikka ja laatia kuvakansio tutkimuskes-
kuksessa kaytossa olevista immunohistokemiallisita lihasbiopsiavarjayksista.

Opinnaytety6 toteutettiin toiminnallisena opinndytety6nd. Tuotoksesta tuli powerpoint-
muotoon toteutettu 44 diainen kuvakansio, jossa on esiteltynd yhteensa 42 eri immuno-
histokemiallista vérjdystd. Jokainen vérjdys on esitetty omalla diallaan. Varjayksesta on
kerrottu varjayksen nimi, vasta-aineen valmistaja ja varjayksessa kaytetty vasta-ainekon-
sentraatio. Jokaisesta varjayksesta on esitetty kaksi kuvaa seka normaalikontrolli etté pa-
tologinen néyte. Liséksi jokaisesta vérjayksesta on ilmoitettu tieto siitd, missa varjattavéan
proteiinin pitdisi sijaita lihassolussa ja/tai proteiinin tehtdva. Kuvakansion ensimmainen
dia on kansilehti ja viimeinen dia sisaltaa kuvakansion lahdeluettelon. Toimeksiantajalla
oli tarve kuvakansiolle, silla toimeksiantajan k&ytdsséd on kymmeni& immunohistokemi-
allisia varjayksia, joista osa on harvoin kaytettyja. Kuvakansiosta pystyy helposti tarkis-
tamaan milt4 varjaysten kuuluisi ndyttad. Kuvakansio palvelee myos uusien tyontekijoi-
den ja opiskelijoiden perehdytyksessa.

Opinnaytety6 kasittelee luustolihaksen anatomiaa ja histologiaa, lihastauteja ja niiden
diagnostiikkaa, opinndytetyoprosessia sekd immunohistokemiallisia lihashiopsiavarjayk-
sid. Kuvakansiosta tuli toimeksiantajan toiveiden ja tarpeiden mukainen. Jatkotutkimus-
aiheeksi nousi vérjaystuloksiin vaikuttavien artefaktojen kartoitus ja keinot niiden vahen-
tdmiseksi.

Asiasanat: immunohistokemia, lihasbiopsia, jaéleike, lihastaudit
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Muscular diseases are most commonly inherital disorders that cause progressive atrophy
and weakness in skeletal muscle. There are more than 800 known neuromuscular diseases
these days and the diagnosis of each one can be a long process entailing various medical
examinations. One of the most important research method is immunohistochemical stain-
ing of muscle biopsy sample.

The purpose of this study is to design an illustrated folder in digital form containing im-
ages of the immunohistochemical stains that are used in Tampere Neuromuscular Re-
search Center. The folder is used to evaluate the quality of the stains and for orientation
of new employees and students.

The folder is presented as a powerpoint show consisting of 44 individual slides. There are
42 different stains presented in the folder. Each stain has the following information re-
ported on the slide; the name of the stain, the antibody manufacturer and the antibody
dilution used in the stain. There are two images of each stain; healthy tissue- control and
a pathological sample. Also the location of the protein in the muscle cell is reported on
each slide. Our thesis also contains information of anatomy and histology of skeletal mus-
cle, muscular disorders and immunohistochemical staining methods.

Key words: immunohistochemistry, muscle biopsy, frozen section, muscular disorders
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ERITYISSANASTO

aggrekaatio
akkumulaatio
autofagosomi

C-terminaalinen osa

JDM

kaperoni

N-terminaalinen osa

perinukleaaritila

regeneraatio
proksimaalinen
ROD-domain

sarkoplasminen
retikulum

ryhmittyminen, kasautuminen, kokkaroituminen
kasautuminen

solunsisdinen kalvon ympérdimaé rakkula, jossa on solun omaa
tuhoutuvaa materiaalia

dystrofiini- proteiini voidaan jakaa kolmeen osaan, joista so-
lukalvon proteiinikompleksiin liittyy C-terminaalinen
Juveneeliin  dermatomyosiitti eli nuoruusidn dermato-
myosiitti, joka kuuluu autoimmuunitauteihin, yhden tyyppi-
nen lihastauti

proteiini, joka sitoutuu polypeptidiketjuihin estden niiden ag-
rekoitumista, kaperonit avustavat proteiinien laskostumista ja
monialayksikkdproteiinien kokoontumisessa oikeaan raken-
teeseensa

dystrofiini- proteiinin aktiiniin kiinnittyvé osa

tumaa ymparoivien kahden kaksoislipidikalvon (tumakotelo),
valiin jadva tila

kudoksen korjautuminen

laheinen, lahempand keskustaa sijaitseva

dystrofiini- proteiinin keskimmainen osa

lihassolun solulimakalvosto



1 JOHDANTO

Lihastaudit ovat p&aosin geneettisia sairauksia, jotka aiheuttavat muun muassa luustoli-
hasten etenevad heikkenemisté ja surkastumista. Suomessa on télla hetkella yli 10 000
lihastautia sairastavaa potilasta. Lihastaudit jaetaan yli 800 eri tautimuotoon, joista ylei-
simmé&t Suomessa ovat tyypin 1 ja 2 myotoniset dystrofiat seké tibiaalinen dystrofia. (Jo-
kela & Udd 2014, 2969.) Merkittava osa lihastautien diagnostiikkaa ja tutkimusta ovat
lihasbiopsiasta eli lihaskoepalasta tehtavét erilaiset immunohistokemialliset varjaykset,
joiden avulla voidaan osoittaa esimerkiksi virheellinen tai puuttuva proteiini lihaskudok-
sesta (Isohanni & Pihko 2014, 175-176).

Lihastautien erityisdiagnostiikka on valtakunnallisesti keskitetty Tampereen yliopiston
Lihastautien tutkimuskeskukseen, jonka palveluihin kuuluvat potilaiden kliiniset arvioin-
nit, lihashiopsian tutkimukset, DNA- tutkimukset, neurofysiologiset erikoistutkimukset,
lihasten rasituskokeet ja kuvantamistutkimukset. Lihasbiopsian tutkimukset, mukaan lu-
kien immunohistokemialliset vérjaykset, tehdaan tutkimuskeskukseen kuuluvassa neuro-
muskulaaritautien molekyylipatologian laboratoriossa eli NMP-laboratoriossa. (Pirkan-

maan sairaanhoitopiiri 2016.)

Immunohistokemia on menetelmé, jonka avulla voidaan tunnistaa vasta-aineiden kohde-
rakenteita kudoksessa spesifisesti. Vasta-aineen kiinnittyminen kohderakenteeseensa voi-
daan havaita esimerkiksi vasta-aineeseen liitetyn entsyymileiman avulla.
Entsyymileima voi olla konjugoituna joko primaari- (suora mentelma) tai sekundaari-
vasta-aineeseen (epasuora menetelmd). Menetelméssa kéaytetddn hyvéksi kemiallista re-
aktiota, jossa entsyymileiman hapettama kromogeeni muuttuu varilliseksi lopputuot-
teeksi, jolloin reaktio voidaan havaita valomikroskoopissa. (Carson & Hladik 2009, 283;
Renshaw 2007, 1, 34; Suvarna, Layton & Bancroft 2013, 382-385.)

Opinnaytetyémme on toiminnallinen ja sen tarkoituksena on laatia tutkimuskeskuksen
kayttoon kuvakansio immunohistokemiallisista lihasbiopsiavérjayksista. Varjayksilla tut-
kitaan ja diagnosoidaan lihastauteja tutkimuskeskuksessa. Kuvakansion tavoitteena on
yllapitaa tutkimuskeskuksessa tehtévien varjdysten toistettavuutta ja tata kautta yllapitaé
niiden laatua. Kuvakansio palvelee tutkimuskeskuksen bioanalyytikkoja, laboratorio-

analyytikkoja ja solubiologia kdytannon tydssa seka on apuna uusien tyontekijoiden ja
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opiskelijoiden perehdytyksessa. Kuvakansio on toteutettu powerpoint- muotoon, jotta sii-
hen voi tarvittaessa lisata uusia kuvia varjayksista jalkeenpdin. Kuvakansiossa on esitetty
my0s jokaisen vérjayksen varjayskonsentraatio ja varjattavan proteiinin sijainti lihasso-

lussa tulkinnan helpottamiseksi.

Valitsimme aiheen, koska halusimme perehtyd immunohistokemiallisiin menetelmiin tar-
kemmin ja syventaa tietdmystdmme lihastautien diagnostiikasta. Halusimme myos tehdé
toiminnallisen opinnéytetydn, jonka aihe on tydeldamasta lahtoisin. Opinndytetyon aihe
on tarkead, silla immunohistokemialliset lihasbiopsiavarjaykset ovat keskeinen osa lihas-
tautien diagnostiikkaa (Isohanni & Pihko 2014, 175).



2 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA TEHTAVAT

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on laatia kuvankansio Tampereen yliopiston Lihas-
tautien tutkimuskeskuksessa kaytossd olevista immunohistokemiallisista lihasbiopsia-
varjayksistd. Kuvakansio tuotetaan sdhkoiseen muotoon toimeksiantajan toiveesta, jotta
se on jatkossa muokattavissa. Kuvakansio on tarkoitettu tutkimuskeskuksen bioanalyyti-
koiden, laboratorioanalyytikoiden, solubiologien ja opiskelijoiden kéyttéon sekd on

apuna uusien tyontekijoiden perehdytyksessa.

Opinnaytetyon tavoitteena on luoda helppokayttdinen ja kaytannonléheinen tukimateri-
aali toimeksiantajan kayttoon. Kuvakansion avulla pyritaan yllapitimaan varjaystulosten
laatua jokapaivaisessa tydssa. Kuvakansion tavoitteena on myos auttaa seuraamaan var-
jaystulosten toistettavuutta, miké siten osaltaan yllapitaa laatua. Véarjayksia tekeva hen-
kilo voi helposti tarkistaa kuvakansiosta onko vérjays onnistunut.

Opinnaytetyon tehtavanéa on:

1. Kuvata luustolihaksen anatominen ja histologinen rakenne.
2. Kuvata lihastautien diagnostiikka.
3. Laatia kuvakansio tutkimuskeskuksessa kaytdssa olevista immunohisto-

kemiallisita lihasbiopsiavarjayksista



3 LIHASKUDOS

Lihakset muodostavat noin puolet ihmisen kehon painosta. Lihakset osallistuvat kehon
osien liikuttamiseen, vartalon asennon yllapitoon, ruumiinaukkojen toiminnan saatelyyn,
ruuansulatuskanavan ja muiden putkimaisten rakenteiden peristaltiikan tuottamiseen, vat-
saontelon elinten tukemiseen ja suojaamiseen, verenkierron saatelyyn sekd lammaontuo-
tantoon. (Leppaluoto ym. 2013, 93; Sand, Sjaastad, Haug & Bjalie 2011, 237.) Lihasku-
dos jaetaan rakenteensa ja toimintansa perusteella kolmeen péatyyppiin: luustolihakseen,
siledlihakseen ja sydanlihakseen. Suurin osa luustolihaksista on janteiden avulla kiinni
luissa. Siledd lihasta esiintyy onttojen elinten ja putkirakenteiden seindmissd, kuten ruu-
ansulatuskanavan, virtsarakon ja verisuonten seindmissd. Sydanlihasta taas esiintyy vain
sydamessa. (Pocock, Richards & Richards 2013, 117-118, 131; Sand ym. 2011, 236.)
Luustolihassoluissa ja sydanlihassoluissa supistumiskykyiset valkuaisaineet ovat jarjes-
taytyneet muodostamaan poikkijuovaisen rakenteen lihakseen, toisin kuin siledssa lihak-
sessa. Jokainen yksittainen luustolihassolu tarvitsee aina supistumiskaskyn hermosolulta,
kun taas sydanlihassolut ja sileédlihassolut voivat supistua autonomisesti ilman hermoyh-
teyksié. (Leppéaluoto ym. 2013, 93.) Tassa opinndytetydssa keskitytadn tarkastelemaan
luustolihaksia.

3.1 Luustolihas

Luustolihakset koostuvat luustolihassoluista eli luustolihassyista, sidekudoksesta, veri-
suonista ja hermoista. Luustolihassyyt ovat kapeita ja pitkié sylinterimaisia monitumaisia
soluja, joissa useat lihassyyt ovat sulautuneet yhteen jo sikiokaudella. Siksi yhdessa luus-
tolihassyyssa onkin useita tumia, jotka sijaitsevat aivan solukalvon eli sarkolemman alla.
(Leppaluoto ym. 2013, 94; Sand ym. 2011, 236.) Aikuisella yhden luustolihassyyn hal-
kaisija on 0,05-0,15 millimetria ja pituus voi vaihdella muutamista millimetreista kym-
meniin senttimetreihin, mutta syyt eivat ole koskaan yhta pitki& kuin itse lihas (Sandstrom
& Ahonen 2011, 95). Jokainen lihassyy on liittynyt yhteen motoriseen yksikkdon, joka
koostuu yhdestd haarautuvasta liikehermosolusta eli alfa-motoneuronista ja sen hermot-

tamista lihassyista. Liikehermosolun aksonipééatteen ja luustolihassyyn vélista liitosta
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kutsutaan hermo-lihasliitokseksi. Aksonia pitkin kulkeva aktiopotentiaali kulkee lihas-
syyn sarkolemmalle ja sieltd monien vaiheiden kautta syvemmalle lihassyyhyn ja lopulta
lihas supistuu. (Leppéluoto ym. 2013, 98-99; Sand ym. 2011, 241-242.)

Jokaista yksittdista lihassyytad ymparoi sarkolemma, jonka ympaérilla on ohut sidekudos-
kalvo eli endomysium. Lihassyyt muodostavat lihassyykimppuja, joita ymparoi pak-
sumpi sidekudoskalvo eli perimysium. Yksittdinen lihas muodostuu useista téllaisista li-
hassyykimpuista, joiden ymparilla on tukeva sidekudoskalvo eli epimysium. Empi-
mysiumin ymparilla on vield peitinkalvo eli faskia. (Leppaluoto ym. 2013, 94; Pocock
ym. 2013, 118-117.) Né&iden kaikkien kalvojen kollageenisyyt yhtyvat lihaksen péissa
suoraan janteisiin, jotka kiinnittyvat edelleen luihin (Sand ym. 2011, 237). Kuvassa 1 on
esitetty edelld kuvatut luustolihaksen anatomiset ja histologinset rakenteet. Lihasbiopsian
hematoksyliniinieosiini-varjayksesta (HE- varjays) voidaan nahda yksittdiset lihassyyt,
verisuoni, jonka ymparilla on sile&é lihaskudosta, soluvaliainetta (lihassyiden valissd) ja
lihassyiden useat tumat (Dubowitz & Sewry 2007, 21, 42-45).

Verizuoni

Perimysium
Verisuoni

= ok

Lihassyy

Hermolihas-
liitos

Motoneuroni

/Selkﬁydin

Janne Epimysium Endomysium Faskia

Motoneuronin
aksoni

KUVA 1. Luustolihaksen anatominen- ja histologinen rakenne (anatominen rakenne mu-
kaillen Isohanni & Pihko 2014, 172; The Benjamin/Cummings Publishing Company)
(Histologinen kuva: Sanni Nieminen & Menna Sirola 2015)



11

Yksittaiset lihassyyt muodostuvat syyn pituusakselin kanssa yhdensuuntaisesti kulkevista
pienista toiminnallisista yksikoistd, myofibrilleistd, jotka kulkevat lihassyyn péésté paa-
han. Myofibrillit ovat noin yhden mikrometrin paksuisia ja niit4 on yhdessa 100 mikro-
metrin paksuisessa ja yhden senttimetrin pituisessa lihassyyssa noin 8000 kappaletta.
Myofibrillit siséltavat vield pienempid osarakenteita, myofilamentteja, jotka koostuvat
sédannollisesti jarjestdytyneistd aktiini- ja myosiiniproteiineista. (Sandstrom & Ahonen
2011, 97.) Myofilamenttien sdannollisesti jarjestaytyneitd rakenteita kutsutaan sarkomee-
reiksi. Yksittdinen sarkomeeri koostuu kahdesta ryhmasta aktiinifilamentteja, ja kum-
mankin ryhman toinen paa on kiinnittynyt valkuaisaineverkkoon eli Z-levyyn, joka erot-
taa sarkomeerit toisistaan. Myosiinifilamentit sijaitsevat sarkomeerin keskella aktiinifila-
menttien lomassa niin, ettd myosiini- ja aktiinifilamenttien p&at ovat toistensa lomassa.
Jokaisen sarkomeerin myosiinifilamentteja yhdistéa toisiinsa proteiiniverkko. (Sand ym.
2011, 238-239.) Jokaisessa myofibrillissa on noin 900 aktiinifilamenttia ja 450 myosii-
nifilamenttia, jotka voidaan paikantaa tuki- ja saatelijaproteiineineen sarkomeereiksi. Yh-
dessa myofibrillissa on keskimaarin 4500 sarkomeeria. (Sandstrom & Ahonen 2011, 97.)

Myosiinifilamentit muodostuvat useista sauvamaisista myosiinimolekyyleistd. Né&issa
golfmailalta nayttavissa molekyyleissé on taivutetun rungon padssa kaksinkertainen, pak-
sumpi vakanen. N&ma vékaset nousevat myosiinifilamenttien muodostamalta pinnalta
kohti aktiinifilamentteja. Aktiinifilamentit koostuvat pallomaisista aktiinimolekyyleisté,
jotka ovat jarjestaytyneet Kierteiseksi kaksoisketjuksi. Aktiinimolekyyleissa on myosii-
nimolekyylien vakasille sopivia sitoutumiskohtia, joiden ansiosta myosiinimolekyylien
vakaset pystyvat sitoutumaan aktiinimolekyyleihin. Né&ihin sidoksiin perustuu kaikkien

lihassyiden supistuminen. (Sand ym. 2011, 239.)

Jokaista myofibrilli& ympéroi lihassyiden endoplasmakalvosto eli sarkoplasmakalvosto,
jonka lomassa sijaitsevat useat mitokondriot. Sarkoplasmakalvoston yhteydessé on poi-
kittain kulkevia haaroittuneita putkimaisia syvennyksia eli T-putkia, jotka sijaitsevat
myofibrillin ympaérilla Z-levyjen kummallakin puolella, tiiviisti kiinni sarkoplasmakal-
vostossa. Hermo-lihasliitoksesta tuleva aktiopotentiaali levidd sarkolemmaa pitkin T-put-
Kistoon, josta se paasee nopeasti syyn syvempiin osiin. Monien vaiheiden kautta lihassu-
pistus etenee sarkomeereihin, jolloin aktiini- ja myosiinifilamentit liukuvat toistensa lo-
massa ja lihas supistuu. (Sand ym. 2011, 239-241.) Kuvassa 2 on esitetty edelld kuvatut

sarkomeerin rakenteet.
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Sarkoplasma

-kalvosto  T-putki Sarkolemma
b

Myofibrilli{ 55

Mitokondrio

Sarkomeeri —

o

Aktiinimolekyyli Myosiinimolekyyli Aktiinimolekyyli

KUVA 2. Sarkomeerin rakenne (mukaillen Sand ym. 2011, 238)

3.2 Lihassyytyypit

Kaikki lihassyyt eivét ole samanlaisia edes samassa lihaksessa, vaan ne voidaan jakaa
erilaisiin ryhmiin syiden fysiologisten ja biokemiallisten ominaisuuksien perusteella.
Suurin osa luustolihaksista onkin yhdistelma eri syytyyppeja. (Dubowitz & Sewry 2007,
47.) Lihassyiden ero huomattiin ensimmaisen kerran vuonna 1873, jonka jalkeen syitd on

jaoteltu monin tavoin eri aikakausina. Tutkijat ovat jaotelleet lihassyitd muun muassa nii-
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den morfologisten ja fysiologisten ominaisuuksien perusteella. Syiden jaottelu on muut-
tunut eri aikakausina laboratoriomenetelmien kehittyessa. Tana péivané lihassyiden jaot-
telu perustuu joko niiden voimantuotto-ominaisuuksiin tai supistuvien proteiinien, la-
hinnd myosiinin, isomeerien eroavaisuuksiin. Vaikka lihassyita on jaoteltu monin tavoin,
ja niitd on nimetty usealla eri tavalla, havaitaan kaikkien jaotteluiden paatyvén tiettyihin
lihassyytyyppeihin, hitaisiin ja nopeisiin. (Kauranen 2014, 77.) Téass& opinnéytety0ssa
lihassyytyyppejé tarkastellaan immunohistokemian kannalta.

Tyypin | syitd kutsutaan hitaiksi lihassyiksi ja tyypin Il syita nopeiksi lihassyiksi. Hitaat
lihassyyt ovat variltdan punaisempia kuin nopeat lihassyyt ja niiden metaboliaa tapahtuu
pitkalti aerobisessa tilassa, koska niissa on enemman oksidatiivisia entsyymejé kuin no-
peissa lihassyissd. Nopeiden lihassyiden aineenvaihdunta perustuukin pitkalti anaerobi-
sessa tilassa tapahtuvaan glykolyysireaktioon. Hitaat lihassyyt supistuvat hitaammin ja
niiden voimantuotto-ominaisuudet ovat matalammat kuin nopeilla lihassyilla. Hitailla li-
hassyilla on paremmat kestavyysominaisuudet, koska ne siséltdvat runsaasti mitokondri-
oita ja myoglobiinia. Niilla on myds tihed kapillaariverkosto. Hitaiden lihassyiden avulla
tehdaan pitkakestoiset ja matalatehoiset lihasty6t. Niitd esiintyy erityisen paljon tooni-
sissa lihaksissa, jotka toimivat usein vartalon asentoa yll&pitavina ja painovoimaa vastus-
tavina lihaksina. Nopeita lihassyita esiintyy vastaavasti faasisissa lihaksissa, jotka ovat

motorisia ja asentoa muuttavia lihaksia. (Kauranen 2014, 78-79.)

Nopeat lihassyyt on jaoteltu edelleen alaluokkiin; Ila, 11x ja hybridisyy. I1a-syilla on koh-
talaiset oksidatiiviset kestdvyysominaisuudet, mutta l1x-syyt ovat puhtaasti glykolyyttisia
vasyen erittain nopeasti. llc-tyypin lihassyyt ovat epakypsia lihassyita, joita tavataan paa-
asiassa vastasyntyneilld. Lihassyita voidaan varjatd immunohistokemiallisesti esimer-
kiksi myosiinin kaksoisvarjayksell&d (myosiini slow+fastA4) (kuva 3), joka perustuu li-
haksen supistuvien filamenttiproteiinien myosiinin ja sen kahden raskaan- ja neljan ke-
vytketjun tunnistukseen. (Kauranen. 2014, 79-83.) Varjayksella pystytaan erottamaan hi-
taat- (1) ja nopeat lihassyyt (lla ja 11x) sekd hybridisyyt, jotka ovat sekoitus lla- ja 1Ix-
syitd. Hitaat lihassyyt (1) nédkyvét ruskeina, nopeat Ila-syyt punaisina ja ultranopeat gly-
kolyyttiset 11x-syyt nakyvét sinisind. Roosan variset syyt ovat lla- ja IIx-hybridisyita,
jotka ovat osa normaalivariaatiota. (Palmio & Udd 2015; Pocock ym. 2013, 124.)
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lIx-tyyppi

Hybridi-
syy

KUVA 3. Myosiinin kaksoisvarjays (myosiini slow+fastA4), 20-kertainen normaalikont-

rolli aikuisen luustolihaksesta (Kuva: Sanni Nieminen & Menna Sirola 2015)

3.3 Lihassyyn proteiinit

Taman opinndytetydn immunohistokemialliset lihasbiopsiavarjaykset perustuvat lihas-
syyssé paikannettaviin proteiineihin. Nama proteiinit voivat sijaita syyn kaikissa raken-
teissa, joita ovat soluvaliaine, sarkolemma, sarkomeeri, golgin laite, solun siséinen mem-
braani, tuma, myofibrillit, hermolihasliitos ja sytoplasma (Dubowitz & Sewry 2007, 271).
Liséksi proteiinit voivat toimia myos kaperoneina esimerkiksi solun kalvorakenteissa ja
tumassa (UniProtKB 2016a). Varjaysten ymmartdmisen kannalta on térkeda tietéa pai-
kannettavien proteiinien sijainti, jotta varjayksen tulkinta helpottuisi. Tass& osiossa esi-

telld&n muutamia proteiineja lihassyyn eri rakenteista.

Luustolihassolun solukalvo toimii rajapintana solun ja soluvaliaineen valilla. Sarkolem-
malla sijaitsevat proteiinit voivat toimia esimerkiksi ionikanavina (Dysferlin) tai raken-
neproteiineina, esimerkiksi o - ja B- sarkoglykaanit. Lisaksi sarkolemmalla on reseptori-
proteiineja ja metabolisesti aktiivisia proteiineja. Lukuisat proteiinit, jotka ovat patologi-
sesti merkittavia sijaitsevat sarkolemmalla. Nama proteiinit l&péisevét sarkolemman fos-

folipidikalvon kummastakin paasta. Osa proteiineista on liittyneena dystrofiini-glykopro-
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teiinikompleksiin (dystrophin-associated protein complex/DAP), joka yhdistaa soluvali-
aineen sarkolemman alapuolella sijaitsevaan aktiini-tukirakenteeseen. DAP-kompleksi
koostuu proteiineista, jotka ovat: lamiini, a -dystroglykaani, p -dystroglykaani, sarkogly-
kaanit, dystrofiini ja NOS. (Dubowitz & Sewry 2007, 57-59, 215.) Osa néista proteii-

neista voidaan jakaa vield pienempiin osiin, joita ei k&sitell& tadssé opinnaytety0ssa.

Tumassa sijaitsevia proteiineja ovat esimerkiksi emeriini ja lamiini A/C. Sarkomeerin
proteiineja ovat esimerkiksi aktiini ja Z-levyssa sijaitsevat myotiliini ja teletoniini. (Ra-
heem ym. 2006, 2131.) Sytoplasmassa sijaitsevia proteiineja ovat esimerkiksi Transiti-
onal endoplasmic reticulum ATPaasi (VCP) (UniProtkKB 2016d) ja LC3B (LC3B (D11)
XP® Rabbit mAb 2015). Kaperonina toimii esimerkiksi a-B-Crystallin (UniProtKB
2016a). Lisaksi on myds olemassa muita proteiineja, joista vain osa on esitelty tdssa opin-
naytetyossd, esimerkiksi varjagdmamme Myosin Heavy Chain Neonatal (MHCn) on sy-
toplasmassa sijaitseva proteiini, joka hévidd normaalisti sikiokauden jalkeen (Novoca-
straTM Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody Myosin Heavy Chain (deve-lop-
mental)). Golgin laitteen proteiineja ei ole kasitelty tdssa tydssa. Kuvassa 4 on esitetty

osa edella kuvatuista rakenteista.

Laminiini 2 -3 - KollageeniVl
Dystroglykaani- ‘7@ rkoglykaanikom
kompleksi ﬁ 4 = ! e
Kaveoliini 3 88> & 5
Sarkolemma _,, ' P M 7
> I Miy,, wf !
a-DIN-=2
€5
e Dysferliini _:
¢ Dystropiini=,
Emeriini
\ Aktiini

Lamiini A/C Kalpaiini LGMD2A

Fukutiini \
\0 Alfa-aktiniini W
T-cap/telethoniini
T Golgin loite iz Z

ZASP""""':/;mini/A J [ o .y L3

5 Myosiini ini

FKRP Nebulsini m : ' - Titsini
Tropomyosiini/troponiini

KUVA 4. Lihassyyn proteiinit (mukailtu Raheem ym. 2006, 2132)
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4 LIHASTAUDIT JA NIIDEN DIAGNOSTIIKKA

Lihastaudit eli lihassairaudet ovat yleisnimitys harvinaisille, usein geeniperdisille sai-
rauksille, joissa on kysymys lihasten ja lihasten ja hermojen yhteistoiminnan hairiosta
(Pirkanmaan sairaanhoitopiiri 2016). Naita sairauksia kasittelevéssa kirjallisuudessa saa-
tetaan kayttad myos termejé myopatia ja neuromuskulaaritauti. Sanalla myopatia tarkoi-
tetaan itse lihaskudoksen tautia eli primaarista lihastautia (Isohanni & Pihko 2014, 173),
kun taas neuromuskulaaritaudilla tarkoitetaan hermo-lihasperaisia tauteja (Lihastautiliitto
ry, b). Tassa tyossé lihastaudeista yleisesti puhuttaessa tarkoitetaan kaikkia niité tauteja,
jotka johtuvat lihassyyn rakenteen, hermo-lihasliitoksen tai &&reishermojen héiriosta.

Suurin osa (yli 90 %) lihastaudeista on perinnéllisia (Palmio & Udd 2015). Ne voivat
periytyd autosomissa vallitsevasti tai peittyvasti, X-kromosomaalisesti tai maternaalisesti
(Isohanni & Pihko 2014, 173). Vuonna 2010 tiedettiin olevan yli kaksisataa geenié, joiden
virheet aiheuttavat erilaisia lihastauteja ja uusia I6ydetdén vuodessa noin kymmenen li-
séa. Talla hetkelld useiden tautien geenisyyt ovat vield tyon alla. Vuosittain ilmenee noin
kaksikymmenta uutta tautitapausta, jotka voisivat olla uusia lihastauteja, mutta niiden
taustoja ei ole vield pystytty selvittaméan. (Collin 2010.)

Taudista ja tautimuodosta riippuen, tauti voi ilmeta jo vastasyntyneelld, myéhemmin lap-
suudessa, nuoruudessa tai aikuisuudessa (Lihastautiliitto ry, b). Lihastautien tyypillisim-
pi& oireita ovat luustolihasten lihasheikkous, poikkeava lihasten vasyminen, lihasjayk-
kyys eli myotonia seka lihaskrampit. Joissakin lihastaudeissa saattaa my®ds esiintya hen-
gitys- ja sydanlihaksen vaurion merkkeja. (Palmio & Udd 2015.) Oireina voi myos olla
esimerkiksi tuntopuutokset tai hypertrofiset eli suurentuneet lihakset. Pikkulasten lihas-
taudin yleinen oire on lihasvoiman heikkoudesta johtuva viiveinen motorinen kehitys
(Isohanni & Pihko 2014, 172-173.) Sama diagnoosi saattaa myds vaihdella vaikeusasteel-
taan jopa saman perheen vélilla lievasta toimintahairiosta vaikeavammaisuuteen. Taval-
lisesti lihastaudit etenevét hitaasti, eivatka vaikuta elinikadn, mutta on myos olemassa
nopeasti etenevid lihastauteja, jotka saattavat lyhentad elinikdan huomattavasti. Lihastau-

dit eivéat yleens vaikuta alyllisiin tai henkisiin suorituksiin. (Lihastautiliito ry, b.)
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4.1 Lihastautien luokittelu

Lihastaudit luokitellaan lihasperaisiin lihastauteihin, hermo-lihasliitoksen tauteihin ja
hermoperéisiin lihastauteihin. Nama luokat jaetaan edelleen vield tarkemmiksi alatyy-
peiksi ja diagnooseiksi. (Kauranen 2014, 357; Lihastautiliitto ry, a.) Tautiluokitus perus-
tuu kliiniseen kuvaan, lihasheikkouden jakaumaan, periytymistapaan ja lihasbiopsiassa
ilmeneviin histopatologisiin 10ydoksiin. Molekyyligenetiikan kehityksen mydtd monien
perinndllisten tautien geenivirhe on pystytty méarittdmaan tarkkaan viime vuosina, mika
on mullistanut lihastautien luokituksen. (Palmio & Udd 2015.)

Lihasperdisilla lihastaudeilla tarkoitetaan tauteja, joissa keskeiset oireet tulevat lihasku-
doksesta ja taudin syy on lihassyyssé (Kauranen 2014, 363; Palmio & Udd 2015). Usein
geenivirhe aiheuttaa muutoksia lihassyyn proteiineissa (esitetty luvussa 3.3) jolloin pro-
teiiniin tulee poikkeavuuksia tai se voi puuttua kokonaan, mink& seurauksena potilaalle
aiheutuu lihastauti (Raheem ym. 2006, 2130-2136). Useat lihasperéiset lihastaudit liitty-
vat dystrofiini-glykoproteiinikompleksin proteiinien rakennemuutoksiin (Sillanpaa ym.
2004, 397). Syyna voi myos olla ionikanavan tai lihaksen aineenvaihdunnan hdirio tai
kyseessé voi olla immuunireaktion laukaisema lihastauti (Isohanni & Pihko 2014, 177).
Lihasperdisia lihastauteja ovat erilaiset lihasdystrofiat, kongenitaaliset lihasdystrofiat,
kongenitaaliset myopatiat, myotoniat, myosiitit, metaboliset myopatiat ja periodiset pa-

ralyysit (Lihastautiliitto ry, b).

Lihasdystrofioissa eli lihaskudoksen ravitsemushéairitissé geenivirhe aiheuttaa erilaisia
mutaatioita lihaskudoksen rakenneproteiineissa. Kongenitaalisissa lihasdystrofioissa tau-
din oireet ilmenevét synnynndisesti tai pian syntyman jalkeen. Geenimutaatiot sijaitsevat
geeneissd, jotka koodaavat tyvikalvon, solun ulkoisen matriksin tai glykoproteiinien
muodostumista. Kongenitaalisissa myopatioissa oireet ilmenevat myds synnynnéisesti tai
pian syntymén jalkeen. Myds néille taudeille on tunnusomaista lihassyissa havaittavat
rakenteelliset muutokset esimerkiksi syytyyppiepédsuhta. Myotonioissa keskeinen on-
gelma on luustolihasten lisdantynyt lihasjanteys. Ongelmat nakyvat kaytdnndssa vaikeu-
tena ja hitautena rentouttaa lihaksia tahdonalaisen lihassupistuksen jalkeen. Myosiitit ovat
nimensa mukaan tulehduksellisia lihastauteja, joissa luustolihaskudoksessa havaitaan tu-
lehdusmuutoksia. Myosiitit eivat ole perinnéllisia ja niit4 pystytddn hoitamaan tulehdusta
lievittavilla la&kkeilla. Metaboliset myopatiat ovat nimenséd mukaan lihaskudoksen ai-

neenvaihdunnan hairi6ita tai lihassyiden mitokondrioiden vaurioista johtuva oireyhtyma4,
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joissa lihassyiden energiantuotanto on hairiintynyt. Periodisissa paralyyseissé lihas voi
halvaantua hetkellisesti, yleensa 1-2 tunniksi. Tautalla on mutaatio natrium-kalium-kana-
via koodaavissa geeneissd, joka aiheuttaa naiden ionien aineenvaihdunnan hairion. (Kau-
ranen 2014, 364, 366-367, 370, 372.)

Hermo-lihasliitoksen taudeissa lihaskudos ja a -motoneuronit ovat terveet, mutta ndiden
valinen synapsi ei valitd impulsseja normaalilla teholla. Hermo-lihasliitoksen vajaatoi-
minta johtuu tavallisesti elimiston autoimmuunitoiminnasta, jollin elimistéssa valmistuu
tuntemattomasta syysta vasta-aineita, jotka estdvat hermo-lihasliitoksen reseptoreita toi-
mimasta optimaalisesti. Reseptoritoiminnan salpautuminen estdd hermoimpulssin kemi-
allisen siirtymisen taydellisesti tai osittain synapsiraon yli lihakseen, ja aktiopotentiaali
jaa lihassyyssa vajaaksi, eiké lihassupistus tapahdu optimaalisesti. (Kauranen 2014, 361.)
Hermo-lihasliitoksen sairauksia ovat erilaiset myasteniat, joissa oireina ovat halvausmai-

nen lihasheikkous ja vasyvyys (Lihastauliitto ry, b).

Hermoperdisista lihastaudeista on kyse silloin, kun lihaskudoksen tai lihassyyn hermotus
on epataydellista tai puuttuu kokonaan. Hermoperéisessa lihastaudissa primaarisyy li-
hasvoiman laskuun on lihasta hermottavissa ylemmissé tai alemmissa motoneuroneissa.
(Kauranen 2014, 358.) Hermoperadisié lihastauteja ovat polyneuropatiat eli periytyvét aa-
reishermostosairaudet, spinaaliset atrofiat eli selkéydinperéiset hermo-lihastaudit ja mo-

toneuronitaudit eli liikehermojen ja —solujen taudit (Lihastautiliitto ry, a).

4.2 Lihastautien diagnostiikka

Lihastautien diagnostiikka alkaa yleensa perusterveydenhuollossa yleislaékarin vastaan-
otolla (Jokela & Udd 2014, 2969). Lihastautien alkuvaiheen diagnostiikka perustuu poti-
laan kliiniseen arviointiin ja laboratoriotutkimuksiin (Korpela ym. 2008, 2998). Mikali
alkuvaiheen tutkimuksilla ei pystyta selvittdmaan potilaan oireiden aiheuttajaa, ovat jat-
kotutkimukset aiheellisia.  Jatkotutkimuksina kéytetddn elektroneuromyografiaa
(ENMG), kuvantamistutkimuksia ja lihasbiopsiasta tehtévia tutkimuksia. (Jokela & Udd
2014, 2969-2970.) Liséksi lihastautien diagnostiikassa hyédynnetddn molekyyligeneetti-
sid menetelmi& (Korpela ym. 2008, 2997).
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4.2.1 Alkuvaiheen laboratoriotutkimukset

Ensivaiheen laboratoriotutkimuksiin kuuluu kretiinikinaasi (S/P-CK), perusverenkuva
(B-PVK), aldolaasiaktiivisuus (S-Aldol) ja lasko (B-La) (Korpela ym. 2008, 2998).
Kreatiinikinaasi on lihassolujen entsyymi, jota normaalitilassa joutuu vereen véhdaisia
maarié. Lihaksen vaurioituessa kreatiinikinaasia joutuu tavallista enemman lihassoluista
vereen. Lihasvaurion yhteydessé kreatiinikinaasi voi nousta monisatakertaiseksi. (Eske-
linen 2016; Penttild & Pulkki 2010, 192.) Kreatiinikinaasin mééritysta plasmasta tai see-
rumista kaytetddn myaos ensisijaisena tutkimuksena lihastautien poissuljennassa (Isohanni
& Pihko 2014, 175). Perusverenkuva antaa yleiskésityksen potilaan hematologisesta ti-
lasta (Eskelinen 2016). Aldolaasi (S-Aldol) on entsyymi, joka osallistuu glukoosin pilk-
koutumiseen. Aldolaasia on erityisen runsaasti lihaksistossa ja se kohoaa tietyissa lihas-
taudeissa. (HUSLAB 2016.) Veren lasko kohoaa tulehduksellisissa lihastaudeissa (Pent-
tild & Pulkki 2010, 192).

Muita lihastauteihin viittaavia muutoksia ovat myoglobiinin nousu seerumissa (S-Myogl)
javirtsassa (U-Myogl) seka C-reaktiivisen proteiinin (S/P-CRP) nousu seerumissa. Myo-
globiini toimii lihaskudoksessa hapen siirtdjané energiaa vaativiin reaktioihin. Pienen
molekyylikokonsa ansiosta myoglobiini paasee helposti siirtymédén vereen ja edelleen
virtsaan lihasvaurion seurauksena, jolloin se voi kohota monituhatkertaiseksi. Seerumi-
nen C-reaktiivinen proteiini (CRP) kohoaa tulehduksellisissa lihastaudeissa. (Penttila &
Pulkki 2010, 191-192.) Endokrinologisten syiden poissulkemiseksi méaritetadn myos kil-
pirauhasarvot, kalium-, natrium-, kalsium ja glukoosipitoisuudet verinaytteista (Jokela &
Udd 2014, 2969).

4.2.2 Jatkotutkimukset

Mikali laboratoriotutkimusten perusteella ei voida pois sulkea lihastaudin mahdollisuutta,
potilaalle tehdd&n ENMG-tutkimus (Jokela & Udd 2014, 2970). ENMG-tutkimus koos-
tuu kahdesta erillisestd tutkimuksesta, lihassahkotutkimuksesta eli elektromyografiasta
(EMG) ja hermoratojen sahkoisestd tutkimuksesta eli elektroneurografiasta (ENG).
ENMG-tutkimuksessa mitataan luustolihasten ja niitd hermottavien perifeeristen liikeher-
mojen sek& tuntohermojen séhkoista toimintaa. EMG-tutkimuksessa mitataan lihaksen
toimintaa neulaelektrodilla sekd lepotilassa ettd tahdonalaisen lihasaktivaation aikana.
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ENG:ssé tutkitaan sensoristen ja motoristen hermojen toimintaa mittaamalla pienten séh-
kdéimupulssien synnyttdmid vasteita. Mittaus rekisterdidaan ihon pinnalle kiinnitettvien
elektrodien avulla. (Vanhatalo & Soinila 2015.)

Lihasten magneettikuvausta voidaan harkita, mikéli ENMG-16ydds on normaali tai j&a
epéspesifiseksi, mutta lihastautia kuitenkin epaillddn oireiden vuoksi (Jokela & Udd
2014, 2970). Magneettikuvauksen avulla saadaan kasitys lihasatrofioista ja lihasten ras-
vadegeneraatioista, jotka ovat tyypillisia joillekin lihastaudeille. Magneettikuvausta voi-
daan hyodyntéé tautiprosessin levinneisyyden selvittdmisessa ja lihasbiopsian kohdan va-
linnassa, minké takia magneettikuvaus on jarkevéa tehdé ennen lihashiopsianottoa. (Kor-
pela ym. 2008, 3001.)

Liséksi lihastautien selvittelyssa voidaan kayttda esimerkiksi lihasten rasituskokeita ja
Western Blot- menetelméé (Pirkanmaan sairaanhoitopiiri 2015). Lihasten rasituskokei-
siin kuuluu esimerkiksi spiroergometria laktaattinayttein, jossa potilaan veren laktaattipi-
toisuutta seurataan rasituksen eri vaiheissa. Normaalisti veren laktaattipitoisuus nousee
3-5 kertaiseksi rasituksessa, mutta lihastaudeissa veren laktaattipitoisuudet voivat olla ta-
vanomaisesta poikkeavia. (Hus Kuvantaminen 2013). Western blot —menetelman avulla
kvantifioidaan lihasproteiineja, silla lihastaudeissa lihasproteiinien madrassa voi tapahtua
muutoksia (Pirkanmaan sairaanhoitopiiri 2015). Western blot- menetelméssé proteiinit
ensin erotellaan kokonsa mukaisesti geelielektroforeesilla, siirretdan valiaineiseen ja lo-
puksi vérjataan niille spesifisti leimatuilla vasta-aineilla (Mahmood & Yang, 2012). Li-
hasbiopsiasta tehtévat histokemialliset ja immunohistokemialliset tutkimukset esitellaan

myO6hemmin téssa tydssa.

4.3 Lihasbiopsia

Lihasbiopsia voidaan ottaa joko puoliavoimena lihashiopsiana tai avobiopsiana. Puolia-
voin lihasbiopsia eroaa avobiopsiasta ndytemaarén perusteella. Puoliavoin lihasbiopsia
on kooltaan noin 5-6 millimetri&, kun taas avobiopsia on pituudeltaan 1,5-2 senttimetria
ja paksuudeltaan 0,5-1 senttimetria. (LIHASBIOPSIAN LAHETYS...) Puoliavoin lihas-
biopsia otetaan polikliinisesti p&éasiassa aikuisilta (TYKSLAB 2016). Lasten kohdalla

taas suositaan avobiopsiaa riittdvan ndytteen saamiseksi (Isohanni & Pihko 2014, 175).
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Kun potilaalta on p&dadytty ottamaan lihasbiopsia, tulee sen ottokohta valita huolella (Du-
bowitz & Sewry 2007, 4). Lihasbiopsia otetaan ladkarin tekemén kliinisen tutkimuksen
tai magneettikuvan perusteella valitusta lihaksesta tai biopsia voidaan ottaa ENMG-tut-
kimuksen yhteydessa (Jokela & Udd 2014, 2970). Naytteenottokohdaksi valitaan selvasti
affisoitunut eli vaurioitunut lihas, joka ei saa kuitenkaan olla liian surkastunut
(TYKSLAB 2016). Lihasbiopsia otetaan tavallisesti ulommasta reisilihaksesta, etummai-
sesta saarilihaksesta tai kolmipéisesté hartialihaksesta (HUS Kuvantaminen 2010).

Lihasbiopsian otto suoritetaan potilaan ollessa makuuasennossa (HUS Kuvantaminen
2015). Aikuisten kohdalla biopsia otetaan paikallispuudutuksessa, mutta lasten kohdalla
suositaan yleensa yleisanestesiaa toimenpiteen invasiivisuuden vuoksi (Kauranen 2014,
31). Ennen puoliavoimen biopsian ottoa iho puhdistetaan ja puudutetaan, jonka jalkeen
siihen tehdaan noin 5-6 mm:n viilto ihon ja faskian l&pi. Lihaksesta otetaan 5-6 kappaletta
lihasbiopsioita konkotomilla eli alligaattoripihdeilld (kuva 5A). Lihasbiopsiat laitetaan
irrottamisen jalkeen naytepurkkiin keittosuolaliuoksella kostutetussa harsotaitoksessa
(kuva 5B). (LIHASBIOPSIAN LAHETYS...) Toimenpiteen jalkeen haava suljetaan haa-
vateipillg, joka poistetaan viikon kuluttua (HUSLAB 2010).

KUVA 5. Konkotomi (A) ja lihasbiopsia (B) (Kuva: Menna Sirola 2016)

4.3.1 Lihasbiopsian jaadyttaminen

Lihasbiopsioiden immunohistokemiallisessa vérjaysprosessissa kaytetaan jaaleiketek-
niikkaa, koska parafiinitekniikan aiheuttama kuumuus ja fiksaatio tuhoavat kudoksen an-

tigeenejd, mitd tarvitaan immunohistokemiallisessa vérjaysprosessissa (Dubowitz & Se-
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wry 2007, 11; Suvarna ym. 2013, 131, 136). Kun biopsia saapuu laboratorioon, on kaik-
kien tarvittavien vélineiden oltava valmiina esill4. Biopsia otetaan esiin harsotaitosten
vilisté ja varmistetaan, ettd harsotaitokset ovat kostutettu keittosuolalla. N&ayte pienenne-
taan tarvittaessa kertakéayttoveitsella viiltaméalla (ei sahaten), mikéli se on suurempi kuin
5-6 mm?, sill4 liian isot palat jaatyvat hitaasti. Naytteesta otetaan myos talteen 1 x 1 x 1
mm:n paloja 2 % glutaraldehydiin elektronimikroskopiaa varten (elektronimikroskopia
tehddén vain tarvittaessa). Pienennyksen jéalkeen nédyte asetellaan korkille (kuva 6) leik-
kausta varten, stereomikroskooppia apuna kayttden. Stereomikroskooppi mahdollistaa
néytteen tarkastelun misté suunnasta tahansa, jolloin voidaan varmistaa lihassyiden oikea

kulkusuunta. Naytteesta tehdddn tavallisesti poikkileikkeitd ja pyydettédessa pituusleik-

keitd. Kun syiden kulkusuunta on varmistettu, palat liimataan korkkiin kudosliiman (Tis-
sue-Tek) avulla. (Fimlab Laboratoriot Oy 2014.)

KUVA 6. Naytteiden kiinnitys korkkiin (Kuva: Sanni Nieminen & Menna Sirola 2015)

Kun néytteet ovat liimautuneet korkkiin, ne jaddytetdan (Fimlab Laboratoriot Oy 2014).
Néytteet tulee jaadyttdd mahdollisimman tuoreena, jotta kudos sailyisi mahdollisimman
paljon alkuperdisen kaltaisena. Jaadytyksen aikana kudoksen siséltdma vesi muuttuu
jaaksi kudoksessa. Talloin kudos kovettuu ja kudoksesta voidaan leikata jadleikkeita. Jaa-
dytyksen tulisi tapahtua mahdollisimman nopeasti, jotta jadkiteitd ei syntyisi ndytteen si-
sélle. Jaakiteet vaurioittavat ja aikaansaavat rakenteellisia muutoksia kudoksessa. (Su-
varna ym. 2014, 131- 132.)
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Néyte jaddytetdén isopentaanin ja -196 asteisen nestetypen avulla. Jd&dytys tapahtuu nes-
tetypped siséltavan astian (styrox-kotelo) avulla. Astiaan asetellaan pienempi astia (ku-
parilierid) joka sisaltdd isopentaania, jolloin nestetyppi jaahdyttaa isopentaanin. Kun
isopentaani on riittdvdn kylmad, korkissa oleva nédyte upotetaan pinseteilld nesteeseen
(kuva 7). Naytetta jaadytetd&n noin minuutti liikutellen. (Fimlab Laboratoriot Oy 2014.)
Jaadytysaikojen noudattaminen on erittain tarkeaa, silla liian lyhyt jd&dytysaika voi saada
aikaan jaakiteiden muodostumisen syiden siséan, kun taas liian pitka jaadytysaika saattaa
rikkoa korkin (Dubowitz & Sewry 2007, 13). Jaadytyksen jélkeen nayte siirretdan neste-
typped siséltavéssa astiassa kryostaattiin identifioitavaksi. Mikéli yhdella korkilla on use-
ampia naytteitd, ne erotellaan toisistaan leikkaamalla korkki osiin. Jaadytetty nayte saily-
tetdan syvéjaapakastimessa. Mikali naytettd joudutaan siirtdmaén tilasta toiseen, on siir-
ron tapahduttava riittavan kylméssé astiassa. (Fimlab Laboratoriot Oy 2014.) Jaadytyksen
jalkeen nayte ei saa sulaa missaan vaiheessa (Raheem 2013). Mikéli ndyte paasee sula-
maan jaadytyksen jélkeen, siihen voi muodostua jadkideartefaktaa, mik& voi haitata var-

jaystuloksen tulkintaa (Suvarna ym. 2013, 132).

KUVA 7. Naytteen jaadytys isopentaanissa ja nestetypessa (Kuva: Sanni Nieminen &
Menna Sirola 2015)
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4.3.2 Jaileikkeiden valmistaminen

Jaadytetty lihasndyte leikataan kryostaatilla. Ennen leikkeiden leikkaamista jaédytetyn
naytteen tulee tasapainottua -20:n asteen pakastimessa vahintaan puoli tuntia, mutta enin-
tdén 3 tuntia ennen leikkausta. Tasapainotuksen jalkeen korkki kiinnitetdén kryostaatin
istukkaan kudosliiman (Tissue-Tek) avulla. (Raheem 2013.) Laadukkaan leikkeen aikaan
saamiseksi kudoksen tulee olla hyvin jaatynyt ja kryostaatin veitsen terdva sekd puhdas.
Kryostaatin lamp@étilan tulee olla -13:n ja -16:n asteen valilla. (Syvarna ym. 2013, 131-
132)

Immunohistokemiallisia varjayksia varten NMP-laboratoriossa leikataan 6 pm:n paksui-
sia jaéleikkeita (kuva 8) huoneenlampdisille superfrost plus-objektilasille (Raheem
2013). Superfrost plus-laseja suositaan, koska leikkausvaiheessa leikkeet tarttuvat hel-
posti lasille ja pysyvat tiukasti lasilla koko prosessin ajan (ThermoFisher scientific 2015).
Néille laseille on yleensa lisatty etukateen terveestd luustolihaksesta tehty normaalikont-
rolli. Leikkeité leikataan tavallisesti jokaisesta ndytteestd (tavallisesti 3 kappaletta/poti-
las) kaksi kappaletta, jolloin yhdelle lasille tulee kuusi leiketté ja yksi normaalikontrolli.

Yhteensa lasilla on siis seitseman leikettd. (Luhtasela 2015.) Leikkauksen jélkeen leikattu

néyte irrotetaan veitselld istukasta ja palautetaan takaisin omalle paikalleen syvajaapa-
kastimeen (Raheem 2013).

KUVA 8. Jaéleikkeiden leikkaaminen kryostaatilla (Kuva: Sanni Niemine & Menna Si-
rola 2015)
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4.3.3 Perusvarjayssarja

Lihasbiopsioiden perusvarjayksia tehdaan tavallisesti yliopistosairaaloiden patologian la-
boratorioissa. Kaikista uusista lihasbiopsioista tehdaan jaaleikkeista perustutkimussarja,
johon sisdltyy Hematoksyliini-eosiini-varjays, Gomorin trikromi-vérjays, NADH-tet-
razolium reduktaasi-vérjays, SDH-COX (sukkinaattidehydrogenaasi-sytokromi-C-oksi-
daasi) -varjays (Pirkanmaan sairaanhoitopiiri 2015) ja immunohistokemiallisia vérjayk-

sid, jotka esitelladn mydhemmin tassé tydssa.

Hematoksyliini-eosiini-varjayksesséd hematoksyliini varjd& syiden tumat siniseksi ja
eosiini varjaa sytoplasman seké sidekudoksen vaaleanpunaisen, oranssin ja punaisen eri
savyilla (Suvarna ym, 2013, 173). Varjayksen avulla voidaan tarkastella syiden raken-
netta. Joissakin lihastaudeissa lihassyiden koossa ja muodossa havaitaan muutoksia. Ter-
veessa lihaksessa syyt ovat sdanndéllisen muotoisia ja tasakokoisia. (Isohanni & Pihko
2014, 176.) Gomorin trikromi- varjaysté kaytetadan lihaksen sidekudoskomponenttien ja
fibriinin erotteluun toisistaan (Carson & Hladik 2009, 165). Trikoromivarjayksessé lihas-
syyt varjaytyvat vihertavan siniseksi ja kollageeni varjaytyy kevyemmin. Tuma varjaytyy
punaiseksi gomorilla. Varjayksell4 voidaan tunnistaa my6s punaiseksi vérjaytyvia epa-
normaaleja mitokondrioita. (Dubowitz & Sewry 2007, 23.) NADH-tetrazolium reduk-
taasi-varjayksella tutkitaan mitokondrioiden NADH-dehydrogenaasin entsyymiaktivi-
teettia (UniProtkKB 2016b). Mitokondrioiden toimintahéiriota voidaan selvittaa osoitta-
malla sukkinaattihydrogenaasin (SDH) ja sytokromi-c-oksidaasin (COX) aktiivisuus ja
paikantuminen lihassyissd SDH-COX-vérjayksessé (UniProtKB 2016c¢).
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5 IMMUNOHISTOKEMIALLISET VARJAYKSET

Diagnostinen immunohistokemia on kehitetty 1960 — ja 1970-lukujen aikana alun perin
kasvainten luokitteluun ja erotusdiagnostiikkaan. Tekniikoiden kehityttyé ja kaupallisten
vasta-aineiden saatavuuden parannuttua 1990-luvulla immunohistokemia otettiin kayt-
toon laajemmin ja nykyadn sitd kdytetddn useiden eri sairauksien diagnostiikassa ja tutki-
misessa. (Mékinen & Stenbéck 2012, 1133.) Lihastautien diagnostiikka on nykyaan yksi

immunohistokemian kéyttéalueista.

5.1 Immunohistokemian perusteet

Immunohistokemia on menetelmd, joka perustuu vasta-aineiden kykyyn tunnistaa prote-
lineja ja muita kudosantigeeneja spesifisesti (Renshaw 2007, 1). Antigeeni on molekyyli,
joka saa aikaan vasta-aineen muodostuksen ja se siséltdd yhden tai useamman vasta-ai-
neelle spesifisen tunnistuskohdan eli epitoopin. Vasta-aineet ovat muun muassa veressa
ja kudosnesteessa esiintyvia proteiinimolekyylejd, joita tuotetaan plasmasoluissa. Vasta-
aineet voidaan jakaa viiteen immunoglobuliiniluokkaan (IgA, IgD, IgE, IgG ja IgM) nii-
den rakenteen perusteella, joista 1gG- luokan vasta-aineet ovat eniten kaytettyja im-

munhistokemiassa. (Suvarna ym. 2013, 383.)

Immunohistokemiassa antigeenien tunnistamiseen kaytettavat vasta-aineet voivat olla
joko polyklonaalisia tai monoklonaalisia. Polyklonaaliset vasta-aineet tuotetaan eldi-
messd, joka immunisoidaan tietylle antigeenille. Immunisaation seurauksena eldimen
vasta-ainevalitteinen immuniteetti aktivoituu ja sen plasmasolut alkavat tuottaa vasta-ai-
neita antigeenin epitooppeja kohtaan. Koska polyklonaaliset vasta-aineet tunnistavat an-
tigeenista useita eri epitooppeja, ovat ristireaktiot muiden proteiinien kanssa mahdollisia.
(Suvarna ym. 2013, 384.) Tama voi aiheuttaa taustavarjaytymista naytteessa, mika hairit-
see tuloksen tulkintaa (Carson & Hladik 2009, 278).

Kuten polyklonaalisten, myds monoklonaalisten vasta-aineiden tuotanto perustuu koe-
eldimen immunisointiin tiettyd antigeenia kohtaan. El&in immunisoidaan tietylle antigee-

nille, mink& jalkeen sen pernasta eristetdan lymfosyyttejd, jotka yhdistetaan viljeltyjen
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myeloomasolujen kanssa. Néisté valikoidaan yhdistyneet- eli hybridoomasolut, jotka siir-
retddn kasvatusliuokseen. Hybridoomasolut jakaantuvat kasvatusliuoksessa ja sen so-
lukloonit tuottavat tiettya vasta-ainemolekyylid eli monoklonaalista vasta-ainetta, joka on
spesifinen antigeenin yhta tiettyd epitooppia kohtaan. Hybridoomasolut voidaan eristaa
kasvatusliuoksesta ja siirtdd tuottoeldimeen, josta vasta-aine voidaan kerata talteen.
(Buchwalow & Bocker 2010, 4-5; Suvarna ym. 2013, 384.)

Hiiressé tuotettuja monoklonaalisia vasta-aineita kdytetadn primaarivasta-aineina niiden
spesifisyyden, puhtauden, rajattomasti jatkuvan tuotannon ja kaupallisen saatavuuden ta-
kia. Vasta-aineiden korkea spesifisyys voi jossain tapauksissa vahentéa niiden affinineet-
tia, mika puolestaan vahentdé vasta-aineen herkkyytta. Polyklonaaliset vasta-aineet ovat
kuitenkin monoklonaalisia vasta-aineita herkempid ja saavat aikaan voimakkaamman vé-
rireaktion seké pystyvat tunnistamaan hyvin pienid méaaria antigeenid, mutta samalla ris-
tireaktioiden madollisuus kasvaa. (Taylor & Rudbeck 2013, 48.)

5.2 Immunohistokemialliset varjaysmenetelmat

Vasta-aineen kiinnittyminen kohdeantigeeniin voidaan havaita vasta-aineeseen liitetyn
leiman avulla (Suvarna ym. 2013, 382). Entsyymit ovat eniten kaytettyja leimoja immu-
nohistokemiassa, mutta kaytossa on myods immunofluoresenssimenetelmid, jossa leimana
toimii valoa emittoiva fluorokromi, joka voidaan havaita fluoresenssimikroskoopissa
(Carson & Hladik. 2009, 283). Immunohistokemiassa entsyymileima voi olla konjugoi-
tuna primaari- tai sekundaarivasta-aineeseen (kuva 9). Suorassa menetelmassé leima on
konjugoituna primaarivasta-aineeseen. Epasuorassa menetelmassa leima on konjugoituna
sekundaarivasta-aineeseen, joka on kiinnittynyt primaarivasta-aineeseen, joka puolestaan
on kiinni antigeenissa. (Suvarna ym. 2013, 386-388.) Epdsuora menetelma on sensitiivi-
sempi, koska useita sekundaarisia vasta-aineita voi liittya primaariseen vasta-aineeseen,

joten varireaktio on voimakkaampi (Buchwalow & Bdcker 2010, 33).
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KUVA 9. Suora ja epasuora menetelma (mukailtu Taylor & Rudbeck 2013, 14)

Piparjuuren peroksidaasi (engl. horseradish peroxidase eli HRP) on eniten kaytetty ent-
syymi immunohistokemiassa. 3,3’- diaminobenzidiini tetrahydrokloridi (DAB) on mene-
telmdssa kaytetty kromogeeni, mika saa kemiallisen reaktion seurauksena aikaan liuke-
nemattoman ja pysyvéan tumman ruskean varin lopputuotteena (kuva 10). (Suvarna ym.
2013, 385.) HRP:n katalysoimassa reaktiossa vetyperoksidi (H202) hajoaa vedeksi ja hap-
piatomiksi. Vetyperoksidin katalyysin yllapitamiseksi tarvitaan elektronin luovuttaja,
jonka HRP- entsyymi lopulta hapettaa. Tassé tapauksessa elektronin luovuttajana toimii
kromogeeni (DAB), joka on ennen reaktiota pelkistyneessa muodossa vesiliukoinen ja
variton. Hapettuessaan DAB muuttuu vérilliseksi lopputuotteeksi. (Kumar & Rudbeck
2009, 16-17.) Reaktio voidaan havaita valomikroskooppissa (Suvarna ym. 2013, 384-
385).

H,0;

lopputucte
CuS0O4 DAB

.

/HRP multimeeri

| | Kohde antigeeni
Kudos

KUVA 10. UltraView DAB Detection Kitin reagenssien aikaan saama reaktio (mukailtu
ultraView... 2011, 1)

Primaari
vasta-aine "
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5.3 VENTANA BenchMark GX varjaysautomaatti

NMP-laboratoriossa immunohistokemialliset lihasbiopisiavérjaykset tehdddn VEN-
TANA BenchMark GX vérjaysautomaatilla (kuva 11) (BenchMark GX, 2013). Laitteessa
on kéytossa UltraView Universal DAB Detection Kit (ultraView Universal DAB Detec-
tion Kit 2011, 1). Kitti hyodyntad menetelméaa, jossa sekundaarivasta-aineeseen on liitet-
tynd useita HRP-entsyymeja. Kompleksia kutsutaan HRP multimeeriksi. Ventanan kayt-
tdma menetelma on siis epésuora. (ultraView... 2011, 1.) Biotiinivapaa menetelma vé-
henté&é epaspesifia taustavarjaytymista ja pieni multimeerimolekyyli lisaa herkkyytta (ult-
raView... 2009). Kitin sekundaarivasta-aineet sopivat hiiren IgG ja IgM seka kanin 1gG

luokan vasta-aineiden tunnistamiseen (ultraView... 2011, 1).

KUVA 11. VENTANA BenchMark GX vérjaysautomaatti (Kuva: Sanni Nieminen &
Menna Sirola 2016)
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5.3.1 Ventanan varjaysprotokolla

Ventana hyddyntad tekniikkaa, jossa naytelasin paalle lisatty nestemainen kerros muo-
dostaa niin sanotun reaktiokammion, jossa on optimoidut olosuhteet vérjaysreaktioille.
Nestemdinen kerros lasin pdéllad vahentaa haihtumista, suojaa kudosta ja minimoi rea-
genssien kayton. Reagenssit sekoittuvat nestemaisen kerroksen alla ilmavirran vaikutuk-
sesta. Jokaisen yksittaisen lasin alla on lammitysalusta, joka saatelee yksittaisen lasin
lampotilaa. (BenchMark GX 2013.)

Immunohistokemiallisen varjayksen vaiheisiin kuuluu;

Endogeenisten, eli kudoksessa itsessaan olevien, entsyymien blokkaus.
Primaari vasta-aineen lisdys.

Sekundaari vasta-aineen lisays.

Kromogeenin (DAB) lisdys.

Taustavarin lisdys.

© o k~ w e

Leikkeiden kuljetus, kiinnitys ja paallystys.
(Taylor & Rudbeck 2013, 12.)

Néaytteiden varjaykseen kaytetiin padasiassa Ventanan perusohjelmaa; Lihas IHC — 505
(Luhtasela, Kojo & Kariniemi 2014, 3). Kohdekudoksen endogeeninen entsyymiaktiivi-
suus saattaa aiheuttaa varjayksessé vaaria positiivisia tuloksia, jos ne ovat samankaltaisia
varjayksessa kaytettdvien entsyymien kanssa ja siten reagoida sen substraatin kanssa.
(Suvarna ym. 2013, 402). Sen takia ensimmainen tytvaihe on tarpeellinen. Entsyymi-
blokkereita kdytetaan inhiboimaan entsyymin vaikutusta kohdekudoksessa, kun kudok-
sessa on luonnostaan peroksidaasia. Vetyperoksidia kaytetdan yhdessa HRP- entsyymin
kanssa estdmaan endogeenista entsyymiaktiivisuutta. Blokkeri voidaan lisatd ennen tai
jalkeen primaarivasta-aineen, mutta ennen sekundaari vasta-ainetta. (Suvarna ym. 2013,
105.) Ventana lisad UV INHIBITOR reagenssin (entsyymiblokkeri) ennen primaari
vasta-aineen lisdysté. Lasia inkuboidaan pesuliuoksessa 2 minuutin ajan ennen entsyymi-
blokkerin lisdysta. Lasia inkuboidaan 4 minuutin ajan lisdyksen jalkeen ja huuhdellaan

ennen primaarivasta-aineen lisaysta. (Protocol #505 2008.)
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Vérjayksissa kaytetyt primaari vasta-aineet ovat kaupallisesti hankittuja eri vasta-aine
valmistajilta eri puolilta maailmaa. Primaarivasta-aineet lisatddn manuaalisesti pipetoi-
malla yksittaisen lasin péélle ja inkuboidaan 32 minuutin ajan (Protocol #505 2008). In-
kubaation aikana primaarivasta-aine kiinnittyy kohdekudoksen antigeeneihin (Taylor &
Rudbeck 2013, 12). Primaari vasta-aineen lisdys on mahdollista tehdad myods automaatilla,
mutta NMP-laboratoriossa tydvaihe tehd&an manuaalisesti. Ty6vaihe on perusteltua
tehdd manuaalisesti, koska ndytemaarat ovat pienid ja yksittaista vasta-ainetta tarvitaan
pienid maarid. (Luhtasela 2016.) Seuraavassa vaiheessa laite lisdd automaattisesti ultra-
view Universal HRP Multimer reagenssiseoksen (Protocol #505 2008), joka pitaa sisal-
l&4&n vuohessa tuotettuja HRP- entsyymilla leimattuja sekundaari vasta-aineita (ultra-
View... 2011, 1). Laseja inkuboidaan 8 minuutin ajan, minké aikana sekundaari-vasta-
aineet liittyvat primaarivasta-aineisiin (Protocol #505, 2008; Taylor & Rudbeck 2013,
107).

Laite lisad lasille automaattisesti ultraView Universal DAB Chromogen- reagenssin ja
ultraView Universal DAB H202 reagenssin (Protocol #505 2008), eli toisin sanoen kro-
mogeenin ja vetyperoksidin (ultraView... 2011, 1). Laite inkuboi laseja yhteensd 8 mi-
nuutin ajan, minka jalkeen laite lisaa ultraView Universal DAB Copper reagenssin (Pro-
tocol #505 2008), joka pitdd sisélldédn kuparisulfaattia asetaattipuskurissa (ultraView...
2011). Laite inkuboi laseja 4 minuutin ajan. (Protocol #505 2008). Kromogeenin ja mui-
den reagenssien lisayksen jalkeen tapahtuu kemiallinen reaktio, joka on esitelty kappa-

leessa 5.2.

Lopuksi laite lisaa laseille hematoksyliinia taustavérjaystéa varten (Protocol #505 2008).
Hematoksyliinia kdytetaan solujen tumien varjaykseen ja se on eniten kaytetty taustavéri
immunohistokemiassa. Taustavari valitaan kromogeenin antaman varin mukaan. Tassa
tapauksessa kaytetdan hematoksyliinia, silla se voidaan helposti erottaa kromogeenin ai-
kaan saamasta ruskeasta lopputuotteesta ja véltytdan véaarilta positiivisilta tuloksilta.
(Renshaw 2007, 61-62.) Lopuksi taustavari viimeistellaan litiumkarbonaattia sisaltavalla
bluing-reagenssilla ja inkuboidaan 4 minuutin ajan (Protocol #505 2008). Ohjelman paa-
tytty laseilta huuhdellaan 6ljy pois ja ne kirkastetaan nousevalla alkoholisarjalla, pedataan

ja péallystetaan (Luhtasela ym. 2014, 4).
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5.3.2 Perussarjan immunohistokemialliset varjaykset

Perusvarjayssarjan immunohistokemiallisiin vérjayksiin lukeutuu myosiinin immunohis-
tokemiallinen kaksoisvarjdys (MHCS+A4), kehitysvaiheen myosiinien (MHCn &
MHCd) immunohistokemialliset varjaykset ja antigeeneja presentoivan molekyylin HLA
class 1 (major histocompability class 1) immunohistokemiallinen vérjays. Kaikista uu-
sista lihasbiopsioista tehddan edell& mainitut immunohistokemialliset vérjaykset. (Pir-

kanmaansairaanhoitopiiri 2015.)

Myosiinin kaksoisvérjayksella pystytadn erottamaan hitaat- (1) ja nopeat lihassyyt (lla ja
11x) sek& hybridisyyt, jotka ovat sekoitus Ila ja 11x soluja (Palmio & Udd 2015). Varjayk-
sessd on kaytossa kaksi eri vasta-ainetta; Myosin Heavy Chain (slow) (MHCS) ja A4.74.
MHCS varjaa hitaat syytyypit ruskeaksi ja A4.74 nopeat syytyypit lla punaiseksi, 11x si-
niseksi sek&d hybridisyyt roosan variseksi. (Lindfors 2016.) Kuvassa 12a on terveen luus-
tolihaksen normaalikontrolli, jossa on ndhtdvissa kaikkia eri syytyyppeja. Kuvassa 12b

on potilasnéyte, josta voidaan nahda syytyyppien poikkeavuuksia.

KUVA 12. Myosiinin kaksoisvarjays (Kuva: Sanni Nieminen & Menna Sirola 2015)

Myosin Heavy Chain Developmental (MHCd)- varjayksella voidaan osoittaa sytoplas-
massa sijaitseva proteiini, jota esiintyy alkio- ja sikiokaudella seka lihassyiden regeneroi-
tuessa (NovocastraTM Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody Myosin Heavy Chain
(developmental)). Kuvassa 13a on varjayksen normaalikontrolli ja kuvassa 13b potilas-
nayte, jossa epdnormaali kertyma on nahtdvissé ruskeana varing lihassyissa. Varjayksessa

voidaan my0s havaita surkastuneita lihassyité.
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KUVA 13. Myosin Heavy Chain Developmental (MHCd)- varjays (Kuva: Sanni Niemi-
nen & Menna Sirola 2015)

Myosin Heavy Chain Neonatal (MHCn)- vajayksessé sytoplasmassa sijaitseva proteiini,
joka normaalisti haviaa sikiokauden jélkeen, vérjaytyy ruskealla varilla (NovocastraTM
Lyophilized Mouse Monoclonal Antibody Myosin Heavy Chain (neonatal)). Kuvassa 14a
on esitetty normaalikontrolli ja kuvassa 14b patologinen potilasnayte. Epanormaali ker-

tymaé néyttaytyy ruskeana vériné patologisessa nédytteessa.

KUVA 14. Myosin Heavy Chain Neonatal (MHCn)- vérjays (Kuva: Sanni Nieminen &
Menna Sirola 2015)

HLA class 1- vérjayksessa voidaan havaita ruskeaa kertymaa tietyissé lihastaudeissa
(Lindfors, 2016). Proteiinia esiintyy kaikkien nukleaaristen solujen, mukaan lukien lihas-
syiden, pinnalla glykolysoituneessa muodossa. Molekyyli reagoi tietyn tyyppisten lym-
fosyyttien kanssa. (Delves 2014.) Kuvassa 15a on esitetty normaalikontrolli ja kuvassa

15b patologinen nayte.
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KUVA 15. HLA class 1- vérjays (Kuva: Sanni Nieminen & Menna Sirola 2015)

Lisaksi lihashiopsiasta voidaan pyytdad immunohistokemiallisia lisdvarjayksia, joiden
avulla voidaan tunnistaa kudoksen proteiineja ja antigeeneja spesifisti (Pirkanmaansai-
raanhoitopiiri 2015). Lihastaudin lopulliseen diagnoosiin paastaan usein vasta monien eri
tutkimusten jélkeen. Koska lihastauteja on paljon potilasmaaraan nahden, on niiden diag-
nostiikka ja hoitojen kehittdminen haastavaa. Joskus lopullisen diagnoosin varmistumi-
seen saattaa kulua useampia vuosia. (Jokela & Udd 2014, 2969.)

5.4 Laatu immunohistokemiassa

Immunohistokemiallinen vérjays on monivaiheinen prosessi, jossa tekijalla on oltava ym-
marrys menetelméan vaiheista ja siihen liittyvista vaatimuksista. Koska immunohistoke-
miasta on tullut oleellinen osa monien tautien diagnostiikkaa ja ennusteen tekemisté seké
varjaysten tulokset saattavat vaikuttaa suoraan potilaan hoitoon tai diagnoosiin, tulee var-
jaysten laadunvarmistus olla kunnossa. Vérjaysprosessin tulisi olla aina jaljitettavissa ja
seurata aina samaa kaavaa, jotta voidaan palata mahdollisiin ongelmakohtiin. Automaatio

helpottaa prosessia kayttamalla standardoituja menetelmia. (Suvarna ym. 2013, 435.)

Laadukkaan varjayksen aikaan saamiseksi varjayksessa kaytettavia reagensseja tulee k&-
sitelld ja sdilyttaa asianmukaisesti. Erityisesti huomiota tulee kiinnittda vasta-aineiden
séilytys lampdtilaan ja laimennosliuosten pH- tasapainoa tulee seurata. Myos naytelasit,
joille kontrollindytteet on jo valmiiksi leikattu, tulee sdilyttdd asianmukaisesti ja oikeissa
lampotiloissa. Automaatio helpottaa menetelmien toistettavuutta. (Suvarna ym. 2013,
438-439.)
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Kontrollit ovat osa siséistd laaduntarkkailua (Suvarna ym. 2013, 435). NMP- laboratori-
o0ssa kaytetddn immunohistokemiallisissa vérjayksissé kontrollina normaalia lihasta, jotta
nahdaan miltd normaali lihas nayttéé varjayksessé ja onko vérjays ylipaataan onnistunut
(Luhtasela 2016). Kontrollin avulla voidaan helposti havaita, jos esimerkiksi jokin tarkeé
tybvaihe on jaanyt tekemaéttd, kuten esimerkiksi primaarivasta-aineen lisays (Ultra-
View... 2011, 2-3). Kontrollia kdytetaan siis samalla lasilla kuin itse ndytettd, joten se

kay lapi kaikki samat vaiheet kuin itse nayte.
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6 MENETELMALLISET LAHTOKOHDAT

Ammattikorkeakoulusta saadun koulutuksen tavoitteena on, ettd valmistuttuaan opiske-
lija toimii alansa asiantuntijatehtavissa ja tietaa etté taitaa siihen liittyvét kehittdmisen ja
tutkimuksen perusteet (Vilkka & Airaksinen 2003, 10). Opinndytety® on ammattikorkea-
koulun loppuvaiheessa tehtdva tyd, joka on eradnlainen osoitus siitd, mit4 opiskelija on
oppinut opintojensa varrella (Hakala 2004, 7). Ammattikorkeakoulussa tehdyn opinnay-
tetyon tulisi olla tydelamalahtdinen, kaytannon laheinen, tutkimuksellisesti toteutettu ja
riittavalla tasolla alan tietojen ja taitojen hallintaa osoittava kokonaisuus (Vilkka & Ai-
raksinen 2003, 10).

Toiminnallinen opinndytetyd on kokonaisuudessaan kaksiosainen ja se siséltda toimin-
nallisen osuuden eli tuotoksen ja opinnédytetydraportin. Tyon toiminnallinen osuus voi
olla esimerkiksi opas, nayttely, kehittdmissuunnitelma tai jokin muu tuotos tai projekti.
Toiminnallisen opinndytetydn aihe lahtee usein toimeksiantajan tarpeesta ja sen tavoit-
teena onkin kehittda ja ohjeistaa kdytannon toimintaa tydeldmassa. Toiminnallisen opin-
naytetyon tuotoksen tulee pohjautua vahvasti teoreettiselle perustalle ja tekijoiden tulee
perehtyad hyvin kyseisen aiheen teoriatietoon. (Lumme ym. 2006.)

Toiminnallisen opinnaytetyon raporttiosa kuvailee opinnédytetydprosessia. Siitd selviaa
mitd, miksi ja miten on tehty, millainen tydprosessi on ollut sekd millaisiin tuloksiin ja
johtopaatoksiin on paéadytty. Raportista ilmenee myds se, miten tyon tekijé/tekijat arvioi-
vat opinndytetyoprosessia, tuotosta ja omaa oppimista. Raportin perusteella lukija voi

paatellda, miten opinnédytetydprosessissa on onnistuttu. (Vilkka & Airaksinen 2003, 65.)

Opinndytetydbmme tayttaa tarvittavat kriteerit toiminnalliselle opinndytetydlle. Tydmme
on toiminnallinen, koska siihen siséltyy seka raporttiosuus etté tuotos. Tyéllamme on ul-
kopuolinen toimeksiantaja ja sitd kautta myos tilaaja. Opinndytetyon tuotoksena on ku-
vakansio tutkimusyksikdssa kéaytdssa olevista immunohistokemiallisista lihasbiopsia-
varjayksistd. Tuotos tehdaén tilaajan kéyttéon varjaysten laadun arviointiin ja uusien

tyontekijoiden perehdytykseen.
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7 PROSESSIN KUVAUS

Saimme opinndytetyon aiheen kevéélla 2015, minka jalkeen aloitimme opinndytetyo-
suunnitelman kirjoittamisen. Kavimme myos keskustelemassa toimeksiantajan ja ohjaa-
van opettajan kanssa opinnaytetyoprosessista. Esitimme opinndytetydsuunnitelman opin-
naytetyoseminaarissa toukokuussa 2015, minka jalkeen saimme palautetta suunnitel-
masta ohjaavalta opettajalta seka opiskelijaopponenteilta. Palautteen perusteella muok-
kasimme suunnitelmaamme ja saimme sen valmiiksi elokuussa 2015, jolloin allekirjoi-
timme myos opinnédytetyésopimuksen ohjaavan opettajan ja toimeksiantajan kanssa. Al-
lekirjoitusten jalkeen pa&simme virallisesti aloittamaan opinndytetyon tekemisen.

7.1 Toiminnallisen osuuden toteutus

Aloitimme opinndytetyon raporttiosuuden tydstamisen elokuussa 2015, jolloin syven-
nyimme luustolihaksen anatomiaan, immunohistokemiaan ja lihasbiopsian kasittelyyn.
Tama tuntui luonnolliselta l&hestymistavalta, koska halusimme ymmértaa aiheeseen liit-
tyvéaa teoriaa ennen opinndytetyon toiminnallisen osuuden aloitusta. Sovimme samoihin
aikoihin NMP-laboratorion kanssa, ettd aloitamme opinnédytetyon kaytdnnén osuuden to-

teutuksen lokakuussa 2015.

Kéaytannon osuus piti sisélladn lihasbiopsiandytteiden immunohistokemiallisen varjayk-
sen ja kuvaamisen. Aloitimme kuvakansion tekemisen NMP-laboratoriossa tutustumalla
ensin varjaysprosessiin. Varjaysten teon liséksi pdasimme seuraamaan lihasbiopsian ottoa
ja -jaédysté seka ndytteiden leikkaamista kryostaatilla. Kuvakansioon kokosimme yh-
teensé 42 erilaista immunohistokemiallista vérjdysta. Naista varjayksista 23 oli meille
valmiiksi vérjatty ja 19 varjasimme itse. Varjaysten tekoon kului kaksi ensimmaisté péi-

vaa ja kuvaamiseen kolme paivéaa.

7.1.1 Varjaysten valmistelu

Jaéleiketekniikalla valmistetut lihashiopsiandytteet olivat leikattu valmiiksi ndytelaseille.
Naytelasilla oli yleensa seitseman leikettd, joista yksi oli normaalikontrolli (kuva 16),
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joka oli kiinnitetty lasille jo ennen varsinaisen potilasnaytteen leikkaamista. Potilasnéyt-
teiden leikemaar lasilla saattoi vaihdella tai normaalikontrolli saattoi olla joissakin ta-
pauksissa erilliselld lasilla. Ennen vérjdysta annoimme néytelasien tasapainottua huo-

neenlamma@ssé 30 minuuttia, jonka aikana valmistimme primaarivasta-ainelaimennokset.

KUVA 16. Lihasbiopsialeikkeet Super frost plus- lasilla (Kuva: Menna Sirola 2016)

Aloitimme varjaysprosessin perehtymall4 huolellisesti tydohjeisiin. Vasta-ainelaimen-
noksiin vaadittavat konsentraatiot olivat ilmoitettu varjaysten ty6ohjeessa. Nain ollen las-
kimme jokaiselle vérjaykselle tarvittavien vasta-aine ja laimennusliuoksen mééaran tyo-
ohjeessa ilmoitetun konsentraation mukaisesti. Taman jélkeen aloitimme vasta-aine-
laimennosten valmistuksen. Otimme primaarivasta-aineet esille joko jadkaapista tai pak-

kasesta, jolloin sulatimme ne.

Valmistimme primaarivasta-ainelaimennokset laimentamalla kaupalliset vasta-aineet lai-
tevalmistajan (Ventana) omaan laimennusliuokseen pipetoimalla. Jokaiselle naytelasille
tarvittiin 100pl vasta-ainelaimennosta. Koska jokaisessa varjayksessa vérjattiin eri prote-
iinia, tarvitsimme 19 eri vasta-ainetta, paitsi CD31+MAC-varjayksessa kaytettiin kahta
vasta-ainetta. Varjayksesta riippuen vasta-ainekonsentraatio vaihteli 1:5 ja 1:10 000 va-
lilla. Valmistimme jokaisen vasta-ainelaimennoksen ennalta nimedmiimme eppendorf-
putkiin pipetoimalla ensin laimennusliuoksen, jonka jalkeen pipetoimme vasta-aineen.

Lopuksi vortexoimme vasta-aineliuokset huolellisesti.
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7.1.2 Ventana- varjaysautomaatin kaytto

Primaarivasta-aineiden valmistuttua kytkimme VENTANA BenchMark GX- vérjdysau-
tomaatin kayttokuntoon. Kéytimme pééasiassa Ventanan perusohjelmaa; Lihas IHC 505,
mutta myosiinin kaksoisvarjayksessa kaytimme ohjelmaa 502 ja MAC & CD31 kaksois-
varjadys ohjelmaa 526. Taéman jéalkeen asettelimme néytelasit néytekaruaselliin ja li-
sasimme ultraView Universal DAB Detection Kit- reagenssitarjottimen laiteeseen.
Otimme reagenssitarjottimen jaakaapista ja poistimme siitd korkit, minka jélkeen ase-

timme sen laitteeseen. Tarvittavien reagenssien lisdyksen jalkeen, kdynnistimme laitteen.

Ventana- vérjdysautomaatin toiminta on muuten automatisoitu, mutta primaarivasta-ai-
neet on lisattava naytelaseille manuaalisesti (kuva 17). Manuaalinen lisays tapahtuu alku
tasapainotuksen ja endogeenisen peroksidaasin blokkauksen jalkeen. Taman jalkeen Ven-
tana tekee tarvittavat pesut, lisd4 sekundaari-vasta-aineen, johon entsyymi (HRP) on kon-
jugoituna ja kromogeenin (DAB) seka tekee vastavérjayksen Mayerin hematoksyliinilla.
Kaksoisvarjayksiin lisasimme kaksi eri primaarivasta-ainetta ohjelman vaatimana ajan-

kohtana. Ohjelma kesti kokonaisuudessaan muutaman tunnin.

KUVA 17. Primaarivasta-aineen lisays (Kuva: Sanni Nieminen & Menna Sirola 2015)
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Vérjaysohjelman paatyttya pesimme véarjaysohjelmassa lasille listyn 6ljyn pois dekant-
terilasissa huuhtelemalla pesupuskurissa. Seuraavaksi kirkastimme néytteet manuaali-
sesti vetokaapissa nousevassa alkoholisarjassa. Lopuksi petasimme lasit manuaalisesti ja

annoimme niiden kuivua kuvausta varten.

7.1.3 Varjaysten kuvaus ja kuvien kokoaminen kansioksi

Toteutimme naytelasien kuvaamiseen NMP-laboratoriossa paikan pé&élla mikroskooppi-
kameraa apuna kayttden. Kuvasimme jokaisen normaalikontrollin kahdella eri suuren-
noksella (10x ja 20x). Patologisia leikkeitd yhdella néytelasilla oli yleensa 6 kappaletta,
joista valikoimme laadukkaimman ja kuvasimme sen kahdella suurennoksella (10x ja
20x). Tallensimme kaikki kuvat (yhteenséa noin 200 kappaletta) omille muistitikuillemme
kuvakansion myéhempéé kokoamista varten. Tdman ensimmaisen itsendisen viikon jal-
keen meilla alkoikin pitka ty6harjoittelu, joten kuvakansion tekemiseen tuli taukoa, koska

olimme tyoharjoittelussa eri paikkakunnilla.

Tyo6harjoittelun loputtua maaliskuussa jatkoimme opinndytetyoprosessia. Maaliskuussa
etenimme paljon raporttiosuuden kanssa. Huhti- ja toukokuun 2016 aikana kokosimme
kuvakansion kuvat lopulliseen muotoonsa. Aloitimme kuvakansion tekemisen koululla
powerpoint-pohjaan. Toimeksiantajan toiveesta jarjestimme kuvat kansioon varjaysten
nimien perusteella aakkosjarjestykseen. Téssa vaiheessa toimeksiantaja tarkisti ja hyvak-

syi kuvat muutamin muutoksin.

7.1.4 Kuvakansion viimeistely

Vaikka olimme koonneet kuvakansion lopulliseen muotoonsa ja kuvat hyvéksytetty toi-
meksiantajalla, kuvakansio ei ollut vield taysin valmis. Kuvista puuttui varjayksilla pai-
kannettavien proteiinien sijainti/tehtdvé lihassyyssa. Sovimme toimeksiantajan kanssa,
ettd menisimme alustavan kuvakansion kanssa NMP-laboratorioon, jotta voimme etsia
lisdtietoa varjayksistd niiden datasheeteista. Toimeksiantajan joustavuuden ansiosta
saimme sovittua ajankohdaksi jalleen toukokuussa olevan opinnéytetyon itsendisen vii-

kon kolme ensimmaistd péivaa.
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Néiden paivien ajan selvitimme vérjayksilla paikannettavien proteiinien sijaintia lihas-
syyssa datasheettien ja UniProt proteiini-tietokannan avulla seka solubiologin ja opinnay-
tetyon ohjaajan kanssa. Mielestdamme tdma oli yksi opinndytetyon haastavimmista vai-
heista, silla tyovaihe edellytti huolellista perehtymista lihaksen solubiologiaan, eiké teh-

tavaa helpottanut se, ettd kéytettavissa olevat lahteet olivat englanniksi.

Kokosimme taulukkoon 1 kaikki kuvakansioon tulleet varjaykset. Taulukon vasemmassa
sarakkeessa on esitetty varjaysten nimet, jotka tulevat paédasiassa varjattavien proteiinien
nimista. Oikeassa sarakkeessa on esitetty varjayksilla paikannettavien proteiinien sijainti
lihassyyssa ja/tai proteiinin tehtdvd. Vasemmassa sarakkeessa oleva keltainen véri mer-
kitsee, ettd olemme tehneet varjayksen itse. Valkoinen véri merkitsee, etta véarjays oli

tehty meille valmiiksi.

TAULUKKO 1. Lihasten immunohistokemialliset varjaykset (Lindfors 2016; Luhtasela
2016; NMPL _ihc_Vasta-ainelista 25042016 2016; Palmio & Udd 2015; Vasta-aine Da-

tasheetit)
VARJAYS PROTEIININ SIJAINTI/TEHTAVA
a- Actinin Sarkomeerin proteiini.
a-B-Crystallin Kaperoni, joka estaé proteiinien aggre-

koitumista. Epanormaalia akkumuloitu-
mista sairaassa lihaksessa.

a-Drystroglycan (11H6)

Sarkolemma proteiini.

Actin

Sarkomeerin proteiini.

BAG3

Kaperonien toimintaa inhiboiva prote-
iini, jota esiintyy sytoplasmassa ja sar-
kolemassa.

Calsequestrin

Sarkoplasmisessa retikulumissa sijait-
seva kalsiumin varastointiin osallistuva
proteiini, joka toimii yhteistydsséd RYR-
proteiinin kanssa.

Caveolin 3 (CAV3)

Sarkolemman proteiini.

CD31+MAC

Mac on spesifinen makrofageille, CD31
spesifinen leukosyyteille.

Chloride channel 1 (CIC1)

Sarkolemman kloridikanavaproteiini.

Desmin

Z-levyn proteiini.

DHPR

Kalsiumkanava reseptori.

DNAJB6

Kaperoniproteiini, jota esiintyy sy-
toplasmassa ja tumassa.




Dystrophin 1 (DYS1)

Sijaitsee dystrofiiniproteiinin ROD-do-
mainissa.

Dystrophin 2 (DYS2)

Sijaitsee dystrofiiniproteiinin C-termi-
naalisessa 0sassa.

Dystrophin 3 (DYS3)

Sijaitsee dystrofiiniproteiinin N-termi-
naalisessa 0sassa.

Dysferlin Sarkolemman Ca?* kanavaproteiini.

Emerin Perinukleaaritilan proteiini.

FATZ1 Z-levyn proteiini.

FATZ2 Z-levyn proteiini.

GRP78 (BiP) Kaperoniproteiini, jota esiintyy en-
doplasmakalvostossa, tumassa, Sy-
toplasmassa seké& mitokondrioissa.

HLA-Class Havaitaan tietyissa lihassairauksissa.

LAMP2 Glykolysoitunut sarkolemman prote-
iini.

LC3B Sytoplasmassa sijaitseva auto-
fagosomien muodostukseen osallistuva
proteiini, joka akkumuloituu epénor-
maalisti sairaassa lihaksessa.

MAC Makrofageille spesifinen proteiini.

Myosin Heavy Chain Developmental
(MHCd)

Sytoplasmassa sijaitseva proteiini, jota
esiintyy alkio- ja sikiokaudella seka li-
hassyiden regeneroituessa.

Myosin Heavy Chain Neonatal | Sytoplasmassa sijaitseva proteiini, joka

(MHCn) haviad normaalisti sikiokauden jalkeen.

MXA Tumassa ja sytoplasmassa sijaitseva
proteiini. Yhdistetty JDM:&én.

MHCS+A4 MHCS vadrjaa hitaat syytyypit ruske-
aksi. A4.74 vérjaa nopeat syytyypit 1A
& l1x ja hybridisyyt.

Myotilin Z-levyn rakenneproteiini.

NOS1 Sarkolemman alla sijaitseva proteiini,
joka on yhteydessa dystrofiini-gly-
koproteiinikompleksiin.

P62 Autofagosomireseptori, jota esiintyy

useissa lihassyyn rakenteissa. Sairaassa
lihaksessa akkumuloituu epé&normaa-
listi.

Ryanodine Receptor (RYR1)

Sarkolemman Ca?* -kanavaproteiini.

Sercal

Nopeissa tyypin Il-lihassyissa sijaitseva
proteiini .

Serca2

Hitaissa tyypin I-lihassyissé sijaitseva
proteiini.
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SMI-31 Sairaassa lihaksessa akkumuloituu mm.
reunusrakkuloihin. IBM-markkeripro-
teiini.

STIM1 Sarkolemman kalsiumin séatelyyn osal-
listuva proteiini.

TDP-43 DNA tai RNA-sidoksen proteiini, joka

séatelee transkriptiota ja silmukoitu-
mista. Sairaassa lihaksessa akkumuloi-
tuu epanormaalisti.

Telethonin Z-levyn proteiini.

Tropomyosin Aktiinifilamenttiin Kiinnittynyt prote-
iini.

TroponinT Nopeiden lihassyiden aktiinifilamen-
teissa esiintyva proteiini.

Ubiquitin Osallistuu proteiinien muokkaukseen.

VCP Sytoplasmassa esiintyvé proteiini.

7.2 Tuotos

Opinnaytetyon tuotoksena on kuvakansio lihasten immunohistokemiallisista varjayksista.
Powerpoint-muotoon tuotetussa kuvakansiossa on yhteensé 44 diaa, joista ensimmaéinen
dia on kansilehti ja viimeinen lahdeluettelo. Kansilehti sisaltdd kuvakansion nimen, joka
on Lihasten immunohistokemialliset varjaykset sekéd kuvaamis ajankohdan, tilaajan ja te-
kijoiden nimet. Lahdeluettelo sisaltda kuvakansiossa kaytetyt lahteet, jotka ovat Solubio-
logi Mikaela Lindforsin henkilokohtainen tiedonanto, Bioanalyytikko Satu Luhtaselan
henkilokohtainen tiedonanto, Palmion & Uddin (2015) kirjoittama artikkeli ”’Lihastaudit”
teoksessa Neurologia (Duodecim), NMP- laboratorion vasta-ainelista ja vasta-aineiden

datasheetit seka UniProt proteiini-tietokanta.

Kuvakansiossa on esitelty yhteensd 42 eri immunohistokemiallista vérjaysta. Jokaisesta
varjayksestd on kaksi kuvaa, normaalikontrolli ja patologinen nayte, jotka ovat esitetty
rinnakkain samalla dialla (kuva 18). Kuvat ovat otettu joko 10- tai 20-kertaisella suuren-
noksella, joita ei ole ilmoitettu erikseen. Jokaisen dian otsikkona on véarjayksen nimi,
joka on johdettu p&dasiassa varjattavan proteiinin nimesta. Liséksi jokaisesta varjayksesta
on ilmoitettu kaytetyn vasta-aineen konsentraatio, varjayksessé kdytettdvan vasta-aineen
valmistaja ja tieto siitd missa varjattavan proteiinin pitéisi sijaita, esimerkiksi sarkolem-

malla, z-levyssa tai sytoplasmassa.
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Dystrophin 3 (DYS3) c

Monosan (Leica Biosystems NCL-DYS-3)

PT

Sijaitsee dystrofiiniproteiinin N-terminaalisessa osassa.

KUVA 18. Kuvassa Dystrophin 3 (DYS3)- varjays. Vasemmanpuoleinen kuva on nor-
maalikontrolli ja oikeanpuoleisessa kuvassa patologinen muutos eli varjattavéan proteiinin
puutos. Varjayksen konsentraatio (c) on jatetty pois toimeksiantajan toiveesta. (Kuva:

Sanni Nieminen & Menna Sirola 2016)
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8 POHDINTA

Taman opinnaytety6 tarkoituksena oli laatia séhkdisessdé muodossa oleva kuvankansio
tutkimuskeskuksessa kaytdssa olevista immunohistokemiallisista lihasbiopsiavarjayk-
sistd. Opinnaytetyon tavoitteena oli luoda helppokayttdinen ja kaytannonléheinen tuki-
materiaali tutkimuskeskuksen kayttoon, jonka avulla pyritadn yll&pitdmaan varjaystulos-
ten laatua jokapaivéisessa tydssa. Kuvakansion sisaltd on toteutettu toimeksiantajan tar-

peiden ja toiveiden mukaisesti.

Opinnaytetyoprosessi on ollut mielestdimme erittain haastava, mutta samanaikaisesti erit-
téin antoisa ja opettavainen. Suurimpana haasteena on ollut ehdottomasti opinnaytetyén
aihe kokonaisuudessaan. Lihastaudit olivat meille kummallekin alun perin tuntematon
aihe, joista meill& ei ollut lahestulkoon mit&an tietoa ennen opinndytetyon aloitusta. Myos
immunohistokemia loi meille aiheena paljon haasteita, koska opetussuunnitelman mukai-
nen immunohistokemian kurssi alkoi koulussa vasta toukokuussa 2016, jolloin opinnay-
tetyomme oli kdytanndssa jo valmis. Tiedonhankintataitomme ovat kehittyneet prosessin

aikana ja olemme oppineet paljon vieraskielistda ammattisanastoa.

Lihastautien tutkimus on keskitetty Suomessa Tampereen yliopiston Lihastautien tutki-
muskeskukseen. Lihastaudit ovat aiheena erittdin spesifi, joten aiheeseen liittyva kirjalli-
suus on suurimmaksi osaksi englanniksi ja l&hteiden tuoreus vaihtelee suuresti. Englan-
ninkielisen tekstin lukeminen on vienyt paljon aikaamme, mutta nyt tyon valmistuttua
olemme tyytyvéisia tekemadmme tyomaaradan. Olemme korostaneet opinndytetyds-
sdmme lahteiden luotettavuutta kayttamalla rinnakkaislahteita niin paljon kuin mahdol-
lista sek& arvioimalla kriittisesti eri ldhteiden luotettavuutta, minka ansiosta tydbmme ra-
porttiosuus on mielestdamme luotettava. Olemme tarkistuttaneet mygds opinndytetydmme

raporttiosuuden toimeksiantajallamme.

Pidamme my0s opinndytetyon tuotosta, kuvakansiota erittain luotettavana. Kuvakansioon
kuvatut lihasbiopsiavéarjaykset ovat joko ammattilaisten tai meidén tekemié. Tekeméamme
varjaykset ovat tehty alusta alkaen ammattilaisen valvonnassa ja tarkasti tyoohjeita nou-
dattaen. Lisaksi jokaisessa varjayksessa on kéaytetty mukana normaalikontrollia, mika li-
s&a varjaysten luotettavuutta. Koska ndytemateriaali on potilasléhtoista ja potilaiden diag-

noosit ovat jo selvinneet, on ollut alusta saakka selv&a, mita varjayksesté pitdisi 10ytya.
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Kuvakansio on hyvéksytetty tyon aikana useampaan kertaan sek& varjayksiin perehty-
neelld bioanalyytikolla ja solubiologilla, joten voimme pitad lopputulosta erittain luotet-
tavana. Saimme myo6s pyynndstamme palautetta kuvakansiosta toimeksiantajaltamme.
Palautteen perusteella kuvankansioon oltiin tyytyvdisia ja se on tullut jo toimeksiantajan
tarkoituksenmukaiseen kayttoon. Jatkotutkimusaiheeksi ehdotimme vérjaystuloksiin vai-
kuttavien artefaktojen kartoitusta ja keinoja niiden vahentdmiseksi. NMP-laboratorion
varjayslaite saattoi aiheuttaa laseille todellista kertymdd muistuttavaa artefaktaa, joka
saattoi vaikeuttaa varjaysten tulkintaa. Syyta tahan ei tiedetty, ja taté esiintyi varjayksissa

suhteellisen usein.

Prosessin aikana olemme térméanneet muutamiin eettisiin kysymyksiin. Aihe nousi pin-
nalle ensimmaistd kertaa, kun olimme katsomassa lihasbiopsian ottoa potilaalta. Ty6n
kannalta olisi ollut suotavaa, ettd olisimme kuvanneet biopsianottotilanteen. Eettisista
syista kuitenkin padtimme, ettéd potilasta kunnioittaen emme kuvaa tilannetta, vaan paa-
dymme ottamaan kuvan ainoastaan konkotomista. Myos kuvakansiossa kéaytetyt varjayk-
set on tehty oikeista potilasnéytteistd, joten meille on ollut alusta saakka selkead, etta

potilastiedot eivat saa levitd missaan vaiheessa ja tasta olemme pitaneet tiukasti Kiinni.

Koska tyollamme on toimeksiantaja, noudatamme luonnollisesti toimeksiantajan toivetta
tyon julkaisuun ja levitykseen liittyen. Toimeksiantajan toiveesta emme julkaise NMP-
laboratorion tydohjeita, ja siksi niista ei ole liitteitd saatavilla. Samasta syysta emme
myoskaan julkaise kuvakansiota. Varjayksissa kaytetyt vasta-ainekonsentraatiot pysyvét
my0s salassa. Opinnaytetydseminaarissa saamme Kierrdttdd luokassa kuvakansion, josta
on poistettu varjaysten konsentraatiot. Piddmme my06s seminaarissa huolen, etta kuvakan-

sio palautuu tekijoilleen, eika sita kopioida.

Lopuksi haluaisimme vield kiitt4d toimeksiantajaamme. Tyon tekeminen on ollut alusta
alkaen erittdin mielekéstd, mikéd on suurelta osin toimeksiantajaamme ansiota. Ohjaus
tyon tekemiseen on ollut erittdin hyvaa ja joustavaa, miké nakyy esimerkiksi siing, etta
kuvakansion teko paikan paalla on mahdollistunut koulun vapaajaksojen mukaan. Ohjeet
ovat olleet erittdin selkeat, mutta olemme saaneet myos itse vaikuttaa moniin asioihin
sekd ehdottaa ideoita kuvakansioon liittyen. Meille on oltu alusta saakka ystavallisia ja
voimme sanoa, ettd olemme tunteneet itsemme VAlilla jopa tyéryhman jaseniksi. llman

laadukasta ohjausta, tydbmme ei olisi tavoitteidemme mukainen.
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