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digitaalisen kuvantamismenetelman validointiin.
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1. JOHDANTO

1.1 Sy0pa ja sen diagnostiikan tulevaisuus

Sy6pa on sairaus, joka johtuu kehon muuntuneiden solujen hallitsemattomasta jakaantumisesta ja
levidmisestd muihin kudoksiin. Sairauden Kriteerit tayttyvat, jos patologiseen prosessiin kuuluvat

namé kuusi syovalle ominaista tunnusmerkkia (Galigiuri 2007):

1) Kasvusignaalin autonomia (solut kasvavat ilman saddeltyja kasvutekijoitd)

2) Estosignaalien vastaanottamattomuus (solut kasvavat kieltosignaaleista huolimatta)

3) Apoptoosin valttely (solut véistavat “kuolinkaskya’)

4) Angiogeneesi (kasvain séatelee oman verenkierron muodostumista)
5) Rajaton lisdantymispotentiaali (solut voivat jakaantua huomattavan usein)

6) Invaasio ja levidminen (solut levigvat sinne, minne ne eivét kuulu)

Maailman terveysjarjeston (WHO) mukaan uusien syopalajien lukumaara kasvaa 50 %:lla vuoteen
2020 mennessd. Tama luo paineita uusien diagnostisten menetelmien l6ytamiselle, silla nykyiset
tutkimusmenetelmat ovat riittamattomia havaitsemaan useiden uusien syopatautien
varhaisvaiheiden tunnusmerkkeja. Tavoitteena on loytaa vastauksia mahdollisuuksiin, joita
lisdantynyt ladketieteellinen tieto, teknologian nopea kehitys ja hoitovaihtoehtojen
monipuolistuminen luovat. Perinteisten patologis-anatomisten diagnoosimenetelmien, genetiikan

menetelmien sek& kuvantamistutkimusten valiset rajat ovat vahitellen katoamassa.

Tulevaisuudessa sydvén diagnostiikka perustuu entistd enemman erilaisten menetelmien
yhdistelmiin. Tam& mahdollistaa sen, ett4 sy0pé todetaan entisté varhaisemmin ja hoidetaan
yksilollisesti, mika jo itsessaan takaa paremman ennusteen paranemisen kannalta (Pukkala ym.
2006). Ennusteen arviointiin k&ytetddn kudospaloista tehtyja erityistutkimuksia, joihin lukeutuvat
mm. diagnostisiin vasta-aineisiin perustuvat varjaykset sekd syopageenien monistumista osoittavat

molekyylibiologiset tutkimukset.

Mika on uusien menetelmien ja I0ydosten hyoty? Kun ymmarretddn tautien

muodostumismekanismien perusteet ja tdimén tiedon pohjalta kehitetddn rajatun vaikutuksen tuova



uusi la&ke, voidaan hoitovaihtoehtojen kirjoa laajentaa. Tavoitteena on, etta diagnostiikka tarjoaa
kattavat mahdollisuudet hoitovalintoihin: potilasta hoidetaan yksiloéllisemmin ja kasvaimen
monipuoliset piirteet otetaan huomioon hoidon linjauksissa. Tarkka diagnostiikka parantaa potilaan
ennustetta ja sdastaa terveydenhuollon varoja, kun kalliit hoidot pystytd&dn kohdentamaan niista

hyotyville potilaille.

1.2 Syévan molekyylidiagnostiikka in situ hybdridisaatiolla

Molekyylisytogeneettiset menetelmét tarjoavat mahdollisuuden tunnistaa muutoksia, jotka
vahitellen johtavat solun kasvun saatelyn hairiintymiseen ja malignin solukloonin syntyyn. Yksi
naistd menetelmista on in situ -hybridisaatio, jossa leimattu geenikoetin hybridisoidaan
histologiseen preparaattiin, jota voidaan tarkastella mikroskoopilla. (Tonnies 2002.) Kyseinen
tekniikka on ihanteellinen kromosomien tutkimiseen: nukleiinihapot (DNA tai RNA) sijaitsevat
tasmallisissé paikoissa soluissa ja kudoksissa, joten suuri maaré potentiaalista tietoa héviaa, jos
namé& molekyylit erotetaan solusta. T&sté syysta on kehitetty tekniikoita, joissa
nukleiinihappokoettimia kaytetddn kohdistumaan spesifisiin nukleiinihapposekvensseihin, kun ne
ovat vield paikallaan solussa. In situ -hybridisaatiomenetelméssa DNA:ta tai RNA:ta ei siis eristetd
naytteesta ja siirretd esimerkiksi kalvolle elektroforeesin avulla, kuten Southern- ja Northern-
hybridisaatiossa, vaan koetin hybridisoidaan suoraan kohdepreparaattiin. Hybridisoimalla
kromosomipreparaattiin fluoresoiva merkkiaine voidaan selvittdd geenien paikallistumista eri
kromosomeihin sek& geenien kopiolukumaara fluoresenssimikroskoopilla. T&ma menetelméa

tunnetaan fluoresenssi in situ -hybridisaationa, FISH. (Kearney 1998.)

FISH-menetelmien selkein kayttoindikaatio talla hetkelld on rakenteeltaan poikkeavien
kromosomien tunnistaminen metafaasinaytteistd. Kromosomaalisiksi muutoksiksi luetellaan
aneuploidia (tila, jossa solussa on epanormaali maaré kromosomeja), translokaatiot (kromosomin
muuttuminen siten, ettd sen osa siirtyy toiseen kromosomiin tai eri kohtaan samassa
kromosomissa), deleetiot (osa kromosomista on tuhoutunut) sek& amplifikaatiot (geenin
ekspressiovoimakkuus on lisdantynyt). Nama FISH-menetemilld havaitut muutokset antavat tietoa
esimerkiksi syopégeenien monistumisesta ja kasvaimen estdjageenien inaktivoitumisesta. (Ross &
Hortobagyi 2004.)



Taman tutkimuksen tarkoituksena on vertailla FISH:n eri menetelmévariaatioita keskenaan kayttaen
vertailukohteena NAV3-geenin kopiolukumaéarid. T&lla hetkelld ei ole varmaa tietoa siitd, tulisiko
FISH-analyysi tehd& kudosleikkeestd vai kasvaimesta eristetysta tumapreparaatista. Molemmilla

menetelmévariaatioilla on omat teoreettiset etunsa, mutta kunnollisia tulosten vertailuja ei ole tehty.

1.3 Syopa ja NAV3-geeni

NAV3-geenin kopiolukumuutosten maarittdminen FISH-menetelmalld on lupaava uusi menetelma
syovan molekyylidiagnostiikkaan. NAV3-geenid on vastikdan kuvailtu geenind, jonka hankituilla
mutaatioilla kromosomissa 12 olisi tekemista varsinkin ihon T-solulymfoomien karsinogeenisissa
prosesseissa. Kyseessa on NAV3-geenin deleetio tai translokaatio, ja timan muutoksen on havaittu
liittyvan myos eréisiin muihin yleisiin imusolukasvaimiin sekd epiteliaalista alkuperaa oleviin

syopiin, kuten esim. paksusuolisyopaan ja sen esisasteisiin. (Hahtola 2008.)

NAV3-geeni kuuluu ns. neuron navigator -perheeseen, ja sen toiminta keskittyy nykytietdmyksen
valossa hermostoon. Tamé koodattu proteiini sisdltaa seka kiertyneité ettd suojeltuja aminohappojen
aktivoivia alueita (AAA) muistuttavia kiinnityskohtia, joihin soluaktivisuutta séételevat
adenosiinitrifosfataasit (ATPase) voivat ankkuroitua. Geeni sijaitsee kromosomissa 12, paikalla
12g14.3 (HUGO Gene Nomenclature Committee 2008.)

NAV3-geenin deleetiot ovat n&htavissa T-solulymfooman alkuvaiheissa, ja deleetioiden
ilmaantuvuus nayttdisi kasvavan taudin edetessé (Karenko ym. 2005.) Hypoteesina onkin esitetty,
ettd NAV3-geenin deleetio vaikuttaa syévan syntyyn. Hypoteesin pohjalta on identifioitu geenejé ja
geenituotteita , jotka perustuvat tRNA-teknologiaan ja mikrosiruanalyyseihin. Namé& geenituotteet
yli-ilmentyvat NAV3-deleetion vaikutuksesta, ja tdmén prosessin on oletettu liittyvan syovén
patologisiin muutoksiin. Uusimmissa julkaisuissa on kuitenkin todettu, ettei NAV3-deleetio

valttamatta ole ensisijaisin syy syovan syntyyn. (Kawai ym. 2009.)

1.4 NAV3-geeni uuden skannausmenetelman validoinnissa

Perinteisesti FISH-n&ytteet mikroskopoidaan okulaarien kautta pime&ssa huoneessa ilman, ett
naytteistd otetaan digitaalisia kuvia (tai kuvataan esimerksi vain yksi ndkokentta, jolloin
valikoitumisharha on ilmeinen). Yhden ndytteen mikroskopointiin kuluu tyypillisesti 10 - 15

minuuttia. Koska fluoresenssi sammuu ajan myoté (noin kahden tai kolmen kuukauden kuluessa), ei
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naytelaseja voida arkistoida my6hempéé tarkastelua varten. Témén ongelman ratkaisemiseksi on
kehitetty automatisoitu skannerimikroskooppi, jolla FISH-n&ytteet voidaan digitoida myohemmin
tietokoneen kuvaruudulla tehtdvéaé geenikopioluvun maérittamisté varten. Skannausmenetelmé on
saatu kehitettya teknisesti luotettavalle asteelle, mutta kunnollisia tulosten vertailuja perinteisen

okulaarien kautta ja tietokoneen kuvaruudulta tehtdvan kopiolukuanalyysin valilla ei ole.

Tassa tutkimuksessa verrataan

1) NAV3-geenin kopiolukuja paksusuolisyopénaytteissé tutkittuina tuma- ja leike-FISH:n
avulla. Geenikopiolukusuhteen (NAV3/referenssi) analyysi tehddén perinteisesti
mikroskopoimalla okulaarien kautta. Naytteista madritetd&n keskiméaardinen
geenikopiolukusuhde (NAV3/referenssikoetin).

2) NAV3-geenin kopiolukuja tutkittuina tuma-FISH-preparaateista vertaillen okulaarien kautta
madritettyja ja skannauksen jalkeen kuvaruudulta saatuja tuloksia.

3) NAV3-geenin kopiolukuja tutkittuina leike-FISH-preparaateista vertaillen okulaarien kautta
madritettyja ja skannauksen jalkeen kuvaruudulta saatuja tuloksia.

4) Tutkimuksessa selvitetddn myos kopiolukuanalyysin toistettavuus kahden mikroskopistin
valilla. Toistettavuus selvitetadn seké okulaarien kautta mikroskopoinnin ettd skannattujen

kuvien analysoinnin suhteen.

2. AINEISTO

Néaytteet tutkimusta varten toimitti Tampereen yliopiston tutkijoiden perustama bioteknologiayritys,
Dermagene Oy, joka kehittdd syovan diagnostisia testeja. Yksityisen yrityksen
yhteistyokumppaneina ovat Tampereen yliopistollisen sairaalan iho- ja sukupuolitautien klinikka,
anatomian laitos ja ladketieteellisen genetiikan osasto. Naytteitd oli yhteensé 48 kappaletta. Ne
koostuivat 28 tumapreparaatista ja 20 kudosleikepreparaatista, jotka oli keratty laajasta
syopajoukosta, joihin lukeutuvat mm. koolonkarsinoomat, malignit vatsaseudun lymfoomat,
suurisoluiset anaplastiset lymfoomat, hodgkinin sek& non-hodgkinin taudit ja follikulaariset

lymfoomat.



Kudosleikepreparaatit (n = 20) hybridisoitiin Dermagene Oy:n kehittdmallg, fluoresoivalla
koettimella syopabiologian laitoksen laboratoriossa. Tumapreparaatit (n = 28) tulivat valmiiksi
hybridisoituina Dermagene Oy:n laboratoriosta.

3. MENETELMAT

Tutkimus tehtiin seuraavasti:

1) Fluoresoiva koetin hybridisoitiin tutkittaviin parafiinileikepreparaatteihin. (Dermagene Oy
toimitti hybridisoituneet tumanéytepreparaatit.)

2) Naytteet mikroskopoitiin manuaalisesti okulaarien kautta Carl Zeissin
epifluoresenssimikroskoopilla suurennoksella 6ljy x 63.

3) Naytteet mikroskopoitiin LCD-néyttopaattelta edellda mainitulla epifluoresenssimikroskoopilla,
johon oli kytketty moottorisoitu, automaatiotekniikkaa hyddyntéva ndytteensiirtopoyta. Kuvaus
suoritettiin mikroskooppiin kytketyll& terdvapiirtokameralla ja kuvat skannattiin Surveyor-
tietokoneohjelmalla, jolla my6s kuvat tallennettin digitaalisiksi tiedostoiksi.

4) Kuvat siirrettiin myohempéa kéayttéonottoa varten yliopiston internetpalvelimelle.

5) Data-analyysia varten kéytetttin ImageJ-kuvankasittelyohjelmaa, jolla NAV3-geenin kopioluvut
madritettiin manuaalisesti merkitsemalla ne edelld mainitun ohjelman ”Click-Counter” -lisgosalla.
6) Kopiolukuméérat siirrettiin taulukkoon Excel-tietokoneohjelmalla, ja saatuja arvoja vertaitiin

keskenddn (seka okulaarien kautta mikroskopoinnin ettd skannattujen kuvien arvoja).

3.1 Perustietoa hybdridisaatiosta

Hybridisaatiolla tarkoitetaan komplementaaristen nukleiinihapposekvenssejen liittamisté toisiinsa
emaspariutumissaantod noudattaen. Hybridi voi syntyd DNA-DNA, DNA-RNA tai RNA-RNA-
molekyylien vélille. Kun toinen hybridisaatioon osallistuvista nukleiinihapoista on leimattu
esimerkiksi fluoresoivaa valoa emittoivalla leimalla, voidaan hybridi havaita
fluoresenssimikroskopialla. Leimattua nukleiinihapponauhaa kutsutaan koettimeksi. (Suominen &
Ollikka 2004.)

Hybridisaatioon vaikuttavat olennaisesti vallitsevat olosuhteet, kuten lampétila,
hybridisaatiopuskurin suolapitoisuus seka koettimen ja tutkittavan aminohapposekvenssialueen

pituus. Myds koettimen ja kohteen sytosiini- ja guaniinipitoisuudet vaikuttavat hybridisaation
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muodostumiseen, koska C- ja G- emasten vélille syntyy kestdvampi sidos kuin A- ja T-emasten
valille. Hybridisaatio-olot pyritdan valitsemaan niin, ett4 koetin sitoutuisi mahdollisimman
spesifisesti ja tehokkaasti kohdenukleiinihappoon. Olosuhteita taytyy soveltaa
menetelmékohtaisesti, ja yleensa oikeat olosuhteet menetelmélle 16ytyvat vain kokeilemalla.
(Suominen & Ollikka 2004.)

Koettimen spesifisyys kohdenukleiinihapolle on tarkeda hybridisaation onnistumisen kannalta.
Koettimen valinnassa on huomioitava. ettd muodostuva hybridi on kestdva ja koetin paasee
kulkeutumaan helposti solun siséén. Lyhyet koettimet tunkeutuvat soluun paremmin kuin pitkat,

mutta niiden spesifisyys ei ole yht& hyva. (Kononen & Pelto-Huikko, 1998.)

3.2 Perustietoa fluoresoivista merkkiaineista

Fluoresenssimikroskopian avulla voidaan muodostuneet hybridit havaita FISH-menetelmdassa.
Fluoresenssi syntyy kun molekyylit absorboivat valokvantteja ja niiden elektronit siirtyvat
virittyneeseen tilaan ylemmélle kuorelle. Kun elektronit palaavat omalle elektronikuorelleen
viritystila purkautuu ja aine emittoi nékyvéa valoa. Tatd ilmidta kutsutaan fluoresenssiksi.
(Eskelinen & Vaaréniemi 1998.)

Tutkimuksessa kaytetty geenispesifinen koetin oli leimattu fluoresoivilla merkkiaineilla, jotka
mahdollistivat tutkittavien preparaattien kopiolukuméarien selkeén visualisoinnin. Solubiologiassa
kaytetyt fluoresoivat merkkiaineet eli fluoroforit voidaan jakaa ryhmiin joko niiden
kayttotarkoituksen mukaan tai niiden emittoiman aallonpituuden mukaan. Kayttotarkoituksensa
mukaan ne voidaan jaotella proteiineihin liitettaviin fluoroforeihin (esimerkiksi fluoreskeiini
isotiosyanaatti FITC, tetrametyylirodamiini-isotiosyanaatti TRITC sek& Texas Red) ja fiksoitujen
tai elavien solujen rakenteisiin sitoutuviin merkkiaineisiin (DNA-merkkiaineet 4", 6-diamidino-2-
fenyyli-indoli, DAPI). Toinen, ehkd havainnollisempi tapa on jaotella fluoroforit niiden emittoiman
aallonpituuden mukaan. K&ytdnndssé voidaan erottaa kolme varié: sininen, vihred ja punainen.
Esimerkiksi tumavériaine DAPI lahett&4 sinistd valoa, FITC vihred4 valoa seka
rodamiinijohdannaiset (organellien merkkiaineet) ja Texas Red (proteiineihin sitoutuvat
merkkiaineet) punaista valoa. Kaytdnnossa solujen lukumé&éra voidaan laskea yksitumaisuuden
vuoksi sinisisté signaaleista ja kopiolukuméaérat laskea vihreiden ja punaista signaalien

ilmenemissuhteista. (Wilkinson 1998.)



NAV3-geenin kopiolukumé&&rad voidaan analysoida vertaamalla NAV3-geenin signaaleja
(punaisia) sentromeeri 12-spesifisiin signaaleihin (vihreét) Syopasoluissa NAV3-geenissa saattaa
esiintyd deleetiota (sentromeerien signaaleja enemman kuin NAV3-geenin signaaleja eli vihreita
signaaleita enemmén kuin punaisia) tai amplifikaatiota (NAV3-geenin signaaleja enemman kuin
sentromeerien signaaleja eli punaisia signaaleja enemman kuin vihreitd). TA&ma riippuu siitd, mist

syovasta on kyse.

3.3 Perustietoa koettimesta

Tutkimukseen tarvittiin fluoroforeilla leimattua koetinta, joka hybridisoitiin preparaatteihin.
Geenispesifinen koetin valmistettiin ns. Nicktranslaatio-menetelmalld. Siind DNA:n leimaus
tapahtuu kahden entsyymin avulla. DNAasi-I-entsyymi tekee kohde-DNA:han "nikkej&” (eli
katkoksia DNA:n sokeri-fosfaattiselk&rankaan), joita DNA polymeraasi-I ensin ”laajentaa”
poistamalla nukleotideja (ns. 5’3 eksonukleaasiaktiviteetti) ja sitten korvaa poistamansa

nukleotidit reaktioon lisatyilla leimatuilla nukleotideilld (ns. 5> = 3 polymeraasiaktiviteetti)

Leimatun koettimen koko on hyvin tarked osa in situ -hybridisaatiossa. Jos koetin koostuu liian
monesta fragmentista, ndytelasilta saatava signaali saattaa olla liilan voimakas ja aiheuttaa ns.
taustamelua liian paljon. Jos koetin on fragmenttikooltaan liian pieni, fluoresoiva signaali saattaa

olla liian heikko my6hempai tarkastelua varten.

3.4 Fluoresoivan koettimen hybridisaatio

Parafiinileikepreparaatit leimattiin Dermagene Oy:n valmistamalla fluoresoivalla koettimella, joka
on NAV3-geenispesifinen. Kyseinen koetin on kayttokelpoinen seké tuma- etté
kudosleikepreparaatteihin. Leimaamisessa referenssina kéytettiin sentromeeri 12 -spesifistéa
koetinta, joka oli leimattu erivérisellda fluorokromilla. Referenssikoetin tunnistaa kunkin

kromosomin sentromeerialueella toistojaksot (ns. sateliitti-alueet).



Koettimen hybridisaatio kudosleikepreparaatteihin suoritettiin seuraavasti:

Néaytteet deparaffinoitiin ja ilmakuivattiin, minka jalkeen ne asetettiin 2 M suolahappoon (HCL) 20
minuutiksi. TAman jalkeen néytteet pestiin vedelld, jonka jalkeen niité keitettiin 98 °C:ssa 0,01 M
sitruunahappopuskurissa 15 minuuttia. Keittdmisen péatteeksi naytteet huuhdeltiin vedellg, jonka
jalkeen naytteet entsymaattisesti digestoitiin pepsiinissé 10 - 30 minuuttia. Tdman jalkeen nédytteet
pestiin vedelld ja upotettiin formaaliiniin fiksoitumaan 10 minuutiksi. Formaaliinijdénteet pestiin
vedelld pois. Pesun jalkeen koetin pipetoitiin ndytelaseihin ja laitettiin denaturoitumaan 95 °C -
asteiseen kammioon 5 minuutiksi. Seuraavaksi ndytteet inkuboitiin yon yli 42°C asteessa, jolloin

koetin hybridisoitui ndytteeseen.

Hybridisaation jalkeen on tarkedd suorittaa pesuvaiheet, joilla poistetaan kiinnittymattoméat
koettimet naytelasilta. Jos pesuvaihe jaa liian lyhyeksi tai se suoritetaan lilan matalassa
lampotilassa, on vaarana, ettd myos ndytelasien tausta fluoresoi kopiolukuja eiké signaaleja voida
nain ollen erottaa. Tdma hankaloittaa kopiolukumaarien laskemista huomattavasti. Jos
pesuldampdtila on liian korkea ja pesuvaihe liian pitka, saattaa fluoresenssi heikentyé tai havité
kokonaan. Pesun jalkeen naytelasit ilmakuivataan. Kuivaamisen tulee tapahtua taydellisesti ja
nopeasti, jottei fluoresenssi sammu. Kuivauksen jélkeen laseille lisatdan paallystysainetta, joka

ehkéisee naytteiden ylivaloittumista ja mahdollistaa peitinlasin kunnollisen kiinnittymisen.

3.2 Naytteiden kuvaaminen

Jokainen naytelasi kuvattiin seuraavan protokollan mukaisesti:

1) Naytelasi asetettiin mikroskoopin naytteensiirtopdydalle. Naytelasille applikoitiin immersiodljya,
ja ndyte mikroskopoitiin okulaarien kautta suurennoksella oil x 63.

2) Kuva siirrettiin tietokoneen nayttopéatteelle kameran valityksella.

3) Kuvaa tarkennettiin manuaalisesti, jotta FISH-signaalit saataisiin tarkasti nakyville.

4) Kameran valotusasetuksia saddettiin Surveyor-tietokoneohjelmalla, kunnes fluoresoivien
signaalien laatu oli tyydyttava.

5) Naytelasit skannattiin edella mainitulla tietokoneohjelmalla, ja saadut kuvat tallennettiin

kuvamontaasina yliopiston internetpalvelimelle.



3.2.1 Mikroskooppi

Tutkimuksessa kaytetty epifluoresenssimikroskooppi on pohjimmiltaan kirkaskenttdmikroskooppi,
joka on valjastettu FISH-analyysia varten tarvittavilla lisdosilla. Kirkaskenttdmikroskopiassa nayte
altistetaan valkoiselle valolle, joka l&péistessadn ndytteen muodostaa tarkasteltavan nakyman.
Valolghteena kaytetadan yleisimmin halogeenilamppua, jonka yldspéin hohtavan valon maaraa
sééadelladan kenttdhimmentimelld. Saapuva valo kootaan kondensorilla pienelle pinta-alalle, joka
kohdennetaan néytteensiirtopdydan pééalla sijaitsevaan naytelasiin.

Naytteensiirtopdytéd voidaan liikuttaa X- ja Y-suunnassa joko manuaalisesti tai moottoreiden
avulla, joita ohjataan erillisell& ohjaussauvalla. Tarkennus, joka vastaa naytteensiirtopdydan Z-
suuntaista liikettd, voidaan suorittaa automaattisesti tietokoneen kuvantamisohjelmistolla tai
manuaalisesti mikroskoopissa olevalla sdatoruuvilla.

Mikroskoopin kéytettavissé olevat objektiivit sijaitsevat '&

renkaassa, jota pyoOrittamalla voidaan nopeasti vaihtaa
kaytettyd suurennusta. Naytelasin ndkyma suurennetaan
kaytetylla objektiivilla, josta se johdetaan joko silmilla
katseltaviin okulaareihin tai digitaalikameran

valokennoihin. (Tuominen 2008)

Koska fluoresoiviin ndytteisiin tuleva seké néytteista
emittoiva valo kulkevat objektiivien kautta,
mikroskoopissa on séteenjakajajérjestelma, jolla
lyhytaaltoinen viritinvalo ja pitempiaaltoinen
emissiovalo voidaan ohjata eri suuntiin. Tdma suoritetaan kahtaistaittavalla peilill, joka taittaa
tiettyd kynnysarvoa lyhyemmat aallonpituudet 90 astetta ja pa&stdd pitemmat aallonpituudet
suoraan. Viritinvalo ohjataan peilin kautta objektiiviin ja ndytteeseen, jossa fluoresoivat molekyylit
virittyvét ja emittoivat valokvantteja joka suuntaan. (Eskelinen & Véaraniemi 1998.) Osa
emittoituneista valokvanteista ohjautuu objektiiviin, ja viritinvaloa pitempiaallonpitoisina ne
paésevat sateenjakajan l&pi suoraan emissiosuodattamia ja okulaareja kohti. T&té varten
mikroskoopissa on emissiosuodatin, joka mahdollistaa, etta vain naytteen lahettama valo paéasee

okulaareihin.
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Mikroskoopin erotuskyky on kuitenkin rajallinen. Fluoroforien viritysaallonpituuden ja emittoivan
valon aallonpituuden tulisi olla niin kaukana toisistaan, ettd niiden kulkureitit voidaan erottaa
toisistaan suodattimen ja peilien avulla. Naytteet, joissa valo ldhtee vain muutamista pisteisté ja
koostuu vain yhdestd aallonpituudesta, ovat haaste valon automaattisille mittausjarjestelmille.

Fluoresenssimikroskopian erityisvaatimukset johtuvatkin havannoitavan valon véhéisyydesté.

Esimerkiksi FITC-merkkiainemolekyylien sijantipaikat erottuvat toisistaan, kun objektiivin
numeerinen apertuuri on 1,3 mikrometrid. Fluoresenssimikroskoopin syvyysterdvavyys on viela
huonompi, noin 0,4 - 0,5 mikrometrid. Kéaytetyssa skannaustekniikassa kuitenkin pystyttiin
syvyyssuunnassa saamaan enemman leikekerroksia (z-stacks), mik& mahdollisti tarkemman

kopiolukuméarityksen.

3.2.2 Naytteiden skannaus

Virtuaalingytelasien tutkiminen muistuttaa riittdvan tarkasti oikeaa mikroskopointia, kun naytteet
kuvannetaan tarpeeksi korkealla optisella tarkkuudella (Rojo ym. 2006). Kun kaytetaan korkeita
tarkkuuksia, tutkittava ndkokenttd ei kuitenkaan kata yhtdaikaisesti kuin murto-osan kuvannettavan

naytteen pinta-alasta, joten kuvantamisprosessi on suoritettava pala palalta.

Néaytelasi kuvannetaan jarjestelmallisesti hyodyntden mikroskoopin moottoroitua
naytteensiirtopOytéad, jonka liikkeitd ohjataan automaattisesti Surveyor-kuvantamisohjelmiston
avulla. Kuvantamisen tuotoksena syntyy tuhansia yksittaisia kuva-alkioita, jotka jalkikasitellaan ja
yhdistetaan tietokoneella suureksi montaasikuvaksi. Virtuaalindytelasit olivat sytologisia, joten
niiden kuvantaminen oli suoritettava tavanomaista korkeammalla optisella tarkkuudella
(suurennoksella 6ljy x 63) Tdm& moninkertaisti tuotetun kuvainformaation méaéran suhteessa
tavanomaiseen kuvantamiseen. Suurimmat kuvat olivat useita gigatavuja. Tiedostojen suuri koko
esti niiden katselun tavanomaisilla kuvankaésittelyohjelmistoilla. Tutkimuksessa kaytettiin ImageJ-

ohjelmaa, joka latasi yliopiston serveriltd vain sen osan kuvatiedostosta, jota haluttiin tutkia.

3.3 Naytteiden analysointi

Saadut kuvamontaasit siirrettiin ImageJ-ohjelmaan jatkokasittelya varten. Jokaisesta kuvasta

etsittiin sattumanvaraisesti sopivan kokoinen nakokenttd, jonka kaikki signaalit laskettiin.
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Siniset (DAPI-varjatyt) signaalit ilmaisivat tumien (ja samalla solujen) lukumaaréat ja niita tuli olla
noin 20 per ndkokenttd. Jokaisen tuman sisaiset vihreat (sentromeerit) ja punaiset (NAV3-geeni)
signaalit laskettiin ImageJ-ohjelman “click-counter” -lisdosalla, jonka avulla signaalien sijainti
piirtyi kuvatiedostoon. Kuvat tallennettiin uudeksi tiff-kuvatiedostoksi arkistointia varten, ja

laskettujen signaalien lukumaarét siirrettiin Excel-taulukkolaskentaohjelmaan.
4, TULOKSET

Néaytteiden analysointia varten kuvasin kopiolukuma&rasuhteet taulukkoon (kuva 2). Taulukosta kay
ilmi monistumien epdjohdonmukaisuus: osassa nayttessa ilmeni voimakasta signaalien
lisdantymistd, osassa taas deleetiota. Ndytteistani saamiani kopiolukumaarésuhteita
(amplifikaatioiden suhde deleetioihin) ei voitu verrata Dermegenen laskemiin
kopiolukuméarasuhteisiin, silld yritys lopetti toimintansa ennen kuin tutkimus saatettiin loppuun.

Tama teki tutkimuksen tulosten analysoinnin merkityksettoméksi.

Monistumat
2 140 .
S 120 1 e . *
X ! . . 'QAA O * * v o 0.“’ *
= 1,00 fo¢ = o * e ¢ * o o
S 080 M DRI S
£ ' . '
< 0.60 |* . . + Seriesl
S 040 *
3 020
2 000 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘
0 10 20 30 40 50 60
Nayte

Kuva 2: Naytteista todettujen monistumien suhdeluvut. Suhdeluvut kertovat todettiinko
kudosleike-preparaateissa signaalien vahentymista (deleetiota) vai lisdantymista

(amplifikaatiota) Tuloksia verrataan toisella menetelmalla saatuihin vastaaviin tuloksiin.
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5. POHDINTA

Kopiolukumé&arien samankaltaisuutta eri menetelmavariaatioilla ei pystytty tutkimuksessa
osoittamaan. Digitaalisesti saadut kopiolukumé&arasuhteet olivat miltei jarjestelmallisesti

vastakkaiset verrattuina manuaalisesti mikroskopoituihin arvoihin.

Naytesyopasolujen morfologia saattaa aiheuttaa virheitd kopiolukumaarien laskemisessa. Syovan
tunnusmerkin konsentraatio saattaa olla riittdmaton havaitsemiseen (sensitiivisyys huono), tai
syovan tunnusmerkki saattaa antaa vaaran postiviisen tuloksen (spesifiteetti huono).
Morfologisen analyysin tai proteiinin konsentraation mééarittdminen ei valttaméattda mahdollista
uusien tutkimusmenetelmien l6ytamistd, jos syovan geneettinen tausta on epaselva. Riittdmaton

taustatieto synnyttaa talloin vaéran tutkimushypoteesin.

Tutkimuksen teknisessa suoriutumisessa voi esiintyd ongelmia. Signaalin tunnistaminen vaikeutuu
jos signaali sijaitsee molemmissa kromosomihomologeissa tai metafaasi-vaiheessa oleva signaali
nakyy kummassakin kromatidissa. Myods mahdollinen signaalin halkeama eli “split”-signaali
hairitsee kopiolukujen laskemista. Jos tumat olivat interfaasi-vaiheessa, S- ja G2-vaiheen soluissa
on normaalisti 3 - 4 signaalia. Joskus néytteiden ep&onnistunut vérjadminen aiheuttaa sen, etta

signaalien ja taustan erottaminen vaikeutuu.

Néayte voi olla viallinen, jolloin metafaasindytteessé on liikaa sytoplasmaista taustaa, joka
hairitsevasti valaisee ndkokenttadd. Myos hybridisaatiossa kayt0ssé olleet reagenssit saattavat olla
vanhentuneita tai suoritettavat pesut ovat liian heikkoja. Hybridisaation tehokkuutta on
silmamaaraisesti hyvin vaikea méaaritelld. Naytteessa saattaa olla liian paljon digestiota, koettimen
konsentraatio saattaa olla liian suuri tai koko koetin saattaa olla viallinen. Tamé aiheuttaa
mikroskopoinnissa virheitd, varsinkin jos mikroskooppi ei ole tarpeeksi hyva l6ytdméén signaaleita

tai kaytdssa on vadrat suodattimet ja objektiivit.

Kuva-analyysissa ja kopiolukujen laskemisessa voi mygs esiintyd ongelmia. Digitaalisessa kuva-
analyysissa himmeiden signaalien tunnistaminen voi olla mahdotonta, vaikka kuvauksen resoluutio
olisikin tarpeeksi korkea. My0s tulkintaa héiritsevét artefaktat saattavat erehdyttavasti muistuttaa
signaaleja jalkiké&sittelyn seurauksena. Tutkimuksessa kdytettdva automaatioskannaustekniikka ei
aina toiminut asetustensa mukaisesti, joten kuvaan saattoi harmillisesti tulla lisaa virheellistg, jopa

manipuloitua informaatiota. Manuaalisen kuva-analyysin ongelmat syntyvét yleensa
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huolimattomuusvirheisté. Signaaleja laskettaessa tulisi pysya jatkuvasti samalla alueella, jottei
samoja signaaleja lasketa uudestaan. Okulaareista katsottuja himmeitg, todellisia signaaleja ei
pystyté vahvistamaan, mika lisad laskuvirheiden esiintyvyyden todennakdisyytta.
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