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Tiivistelma:

Rintasyodvan rutiinidiagnostiikkaan kuuluu sydpakudoksen estrogeenireseptori (ER)-, progesteronireseptori
(PR)- ja Ki-67-statuksien méaarittdminen. Madaritykset tehdaan nykyisin immunohistokemiallisin varjayksin.
Immunohistokemiallisesti vérjéttyjen kudosnéytteiden analysointi on yleensd suoritettu silmamédrdisesti
mikroskoopin okulaarien 1&pi, mikd on osoittautunut luotettavaksi menetelmaksi selkeésti positiivisten tai
negatiivisten ndytteiden kanssa. Heikosti positiivisten nédytteiden analysoinnissa on kuitenkin havaittu eri
arvioitsijoiden ja arviointikertojen valilla suuriakin eroja. Tietokoneavusteiset analyysiohjelmat on kehitetty
kudosndytteiden immunohistokemiallisten varjdysten analysoinnin apuvélineiksi. Niiden on todettu
analysoivan ndytteet nopeasti, luotettavasti ja objektiivisesti. Kuva-analyysiohjelmat voivat olla joko
kaupallisia tai itse kehitettyja ja siten usein maksuttomia.

Téssd tutkimuksessa validoitiin Tampereen yliopiston Laaketieteellisen teknologian instituutissa kehitetty
analyysiohjelma, ImmunoRatio, rintasyévan Kliiniseen diagnostiikkaan. Tydssa ImmunoRatio osoittautui
luotettavaksi ja toimivaksi apuvalineeksi rintasydvan kudosnédytteiden ER-, PR- ja Ki-67-varjayksien
analysoinnissa. ImmunoRatio:n tulokset vastasivat samojen ndytteiden manuaalisesti analysoituja tuloksia.
ImmunoRatio:n  kéyttd  vaatii  valomikroskoopin ja siihen liitettdvdn  digitaalikameran tai
virtuaalimikroskopialaitteiston kayttoéd, mutta kameroiden merkeilld tai malleilla eri ole merkitysté.
ImmunoRatio toimii internetissa ja sen kayttd on taysin ilmaista.

Rintasyopéanaytteiden immunohistokemiallisten varjaysten tarkeimméksi seikaksi ImmunoRatio:ta ajatellen
nousi niiden optimointi niin kaytettdvén vasta-aineen kuin ndytteen vastavérjayksenkin osalta. Vérjayksen
suorittavalla laboratoriolla tai vérjaysautomaatilla ei havaittu olevan merkitystd, silla kahden laboratorion
tulokset samoista naytteistd olivat yhtenevéisid. Tutkimuksessa kaytettiin kaikkiaan kolmea eri
varjaysautomaattia ndytteiden immunohistokemiallisiin varjayksiin: Autostainer (Labvision), Bond Max
(Leica Microsystems) ja Benchmark XT (Ventana Medical Systems). ImmunoRatio analysoi onnistuneesti
kaikkien vérjaysautomaattien optimoituja varjayksia. Naytteiden kuvaaminen ImmunoRatio:ta ajatellen
osoittautui tutkimuksessa varsin vapaaksi, joten kayttdja voi kuvata ndytteet omien mieltymystensd ja
tapojensa  mukaisesti.  Kaikki  tutkimuksessa  testatut  kuusi  digitaalikameraa sekd  kaksi
virtuaalimikroskopialaitteistoa toimivat ImmunoRatio:n kanssa moitteettomasti. ImmunoRatio analysoi
luotettavasti tif-tiedostojen lisaksi myds jpg-tiedostoja seka eri suurennoksilla ja mikroskoopin valotuksella
kuvattuja kuvia.

Syodpdkasvainten tiedetddn olevan hyvin heterogeenisid, mutta t&ssd tutkimuksessa ER, PR ja Ki-67
antigeenit varjaytyivat tasaisesti suurissa rintasyopakasvaimissa. Lisdksi ImmunoRatio:lla analysoitujen
ER:n, PR:n ja Ki-67:n ilmenemiset primaari- ja residiivikasvainten vélill& olivat my6s yhtenevdista. Taten
ImmunoRatio:n todettiin toimivan kliinisen diagnostiikan liséksi hyvin myds rintasydvan tutkimustydssa.
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Abstract:

The assessment of breast cancer specimen’s estrogen receptor (ER)-, progesterone receptor (PR)- and Ki-67-
statuses is a part of the routine diagnostics of a breast cancer patient. Nowadays the assessments are
performed by immunohistochemical methods. Immunohistochemically stained tissue specimens are normally
analyzed manually by an experienced pathologist through the oculars of a light microscope. This
interpretation works well with strongly positive or negative specimens. It is still a subjective method and
significant variation between observers and observation times is experienced with weakly positive tumors.
Automated image analysis programs have been developed to aid the interpretation of immunostained tissue
specimens. Analyzing the slides with image analysis programs is found to be quick and above all, objective.
In addition to the commercial image analysis programs on the market there are now a few self made
programs which are independent of any commercial or proprietary hardware.

The aim of this work was to validate an image analysis program, ImmunoRatio, to clinical diagnostics of
breast cancer. ImmunoRatio has been developed in the Institute of Medical Technology in the University of
Tampere. During this validation work, ImmunoRatio proved to be a reliable and handy tool in analyzing the
ER, PR and Ki-67 immunohistochemical stainings of breast cancer tissue specimens. The results of
ImmunoRatio were concordant with the results of manual analysis of the same specimens. When analyzing
the specimens with ImmunoRatio one needs a light microscope and a digital camera or a virtual microscopy
system, but there are no requirements for a brand or a model for the camera or the light microscope.
ImmunoRatio is freely available in the Internet.

According to this work, the most important step in the immunostaining process of breast cancer tissue
specimens for ImmunoRatio was the optimization of the staining. This included both the antibody and the
counterstain. ImmunoRatio worked well in analyzing stained specimens from two different laboratories and
three different staining machines (Autostainer; Labvision, Bond Max; Leica Microsystems and Benchmark
XT; Ventana Medical Systems). These results proved that ImmunoRatio can be used widely with different
staining systems and laboratories. The photographing of the stained specimens for ImmunoRatio turned out
to be quite free from any restrictions. All the tested six digital cameras and two virtual microscopy systems
worked well with ImmunoRatio. In addition, ImmunoRatio analyzed well both .tif and .jpg files and pictures
taken with different magnifications and exposures.

Tumors are known to be heterogeneous in nature but in this work the ER, PR and Ki-67 showed no
difference in staining between the edges and centers of the tumors. And as expected, all the three antigens
levels were significantly similar in patient’s primary and secondary breast cancer tumors. Resting on these
results, ImmunoRatio was found to be a practical tool also in breast cancer research, in addition to clinical
diagnostics.

Keywords: immunohistochemistry, ER, PR, Ki-67, automated image analysis
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1. Johdanto

RintasyOpapotilaan kannalta biologisten merkkiproteiinien méaritys syopakudoksesta on
erittdin tarkedd, silla erilaisten merkkiproteiinien avulla jokaiselle rintasydpdapotilaalle
voidaan suunnitella henkilékohtainen hoito-ohjelma. Hoito-ohjelman avulla pyritdén aina
mahdollisimman tehokkaaseen hoitoon sivuvaikutukset minimoiden. Suunnitelmallisella

hoidolla valtetdédn myos potilaalle sopimattomat tai tarpeettomat hoitomuodot.

Rintasy0pakudoksesta maéritettavat merkkiproteiinit voidaan lukea joko prediktiivisiksi tai
prognostisiksi  tekijoiksi.  Rintasyopakudoksen  estrogeenireseptori  (ER)-  ja
progesteronireseptori  (PR) -statukset kertovat potilaan soveltuvuudesta tiettyyn
hoitomuotoon, eli ne ovat prediktiivisia tekijoitd. Prognostiset tekijat taas vaikuttavat
potilaan ennusteeseen ja néihin luetaan esimerkiksi solujen jakautumisesta kertova Ki-67-
antigeeni. Jako prediktiivisiin ja prognostisiin tekijoihin ei ole kuitenkaan aina
yksiselitteista, silla esimerkiksi Ki-67-antigeenilld on my6s prediktiivistd arvoa ja
vastaavasti ER- ja PR-statuksilla my0ds prognostista merkitystd (ks. yleiskatsaus Payne
ym., 2008). Rintasyopakudoksesta maéaritettdvat ER, PR ja Ki-67 kuuluvat nykyisin

rintasyovan rutiinidiagnostiikkaan.

1.1 ERjaPR

ER:a pidetdan jopa kaikista tarkeimpana yksittaisena rintasyopakudoksista méaaritettdvana
tekijana (ks. yleiskatsaus Payne ym., 2008). Potilaat, joiden rintasyopd on ER:n suhteen
positiivinen, hyotyvat hormonihoidoista enemmaéan kuin ER:n suhteen negatiiviset potilaat
(Pertschuk ym., 1985; Harvey ym., 1999; Stendahl ym., 2006).

ER on tuman transkriptiotekija, eli se osallistuu geenien ilmenemisen séatelyyn. Se toimii
sitomalla estrogeenejd, varsinkin rintasyovan kehitykseen vaikuttavaa estradiolia. Tamén
takia ER:n toiminnan estdaminen hormonihoitojen avulla on rintasydpapotilaiden yksi
tarkeimmistd hoitomuodoista. (ks. yleiskatsaus Payne ym., 2008). ER ilmenee soluissa
kahtena eri tyyppind; ERa:na ja ERB:na (Kuiper ym., 1996). Niistd ERa on paremmin
tunnettu ja siten yleisimmin rintasyopapotilaiden kasvaimista mééritetty (ks. yleiskatsaus

Payne ym., 2008). T&ssa tutkimuksessa siita kdytetddnkin nimitysta ER.



Yksi ER:n s&atelemistd geeneistd on progesteronia sitova reseptori, PR (ks. yleiskatsaus
Payne ym., 2008). PR toimii soluissa ER:n tavoin transkriptiotekijané ja sen on todettu
ilmenevén kolmena eri muotona; PR-A:na, PR-B:nd ja PR-C:n& (Jeltsch ym., 1986; Wei
ym., 1996). PR:n uskotaan, ainakin teoriassa, kertovan potilaan soveltuvuudesta
hormonihoitoihin jopa ER:a tarkemmin, sillda PR:n ilmeneminen vaatii aina toimivan ER:n
(Horwitz ym., 1978 a). RintasyOpépotilaiden, joiden syopakasvaimet ovat sekd ER:n ettd
PR:n suhteen positiivisia, on todettukin hyotyvan enemman hormonihoidoista kuin
pelkédstddn ER:n suhteen positiivisten potilaiden (Elledge ym., 2000; Bardou ym., 2003).
Liséksi sekd ER:n ettd PR:n suhteen positiivisten potilaiden eloonjadmisennusteen on
todettu olevan parempi kuin esimerkiksi vain ER:n suhteen positiivisten tai molempien

reseptorien suhteen negatiivisten potilaiden (Dunnwald ym., 2007).

ER ja PR eivat aina ilmene tasaisesti ympéri rintasydpakudosta, silla sy®pédkasvain ei
valttdméatta ole kauttaaltaan homogeeninen solumassa (Douglas-Jones ym., 2001; Chung
ym., 2007; Rexhepaj ym., 2008). Kasvaimien heterogeenisyys vaikeuttaa
rintasyopépotilaan hoidon suunnittelua, jos esimerkiksi vain osa kasvaimesta on ER:n
suhteen positiivinen (ks. yleiskatsaus Campbell ja Polyak, 2007).. Rintasydpakasvaimen
syopasolujen heterogeenisyydelle on esitetty kaksi mallia: kantasolumalli ja klonaalinen
evoluutiomalli. Kantasolumallissa uskotaan sydvan niin kutsuttujen kantasolujen
erilaistuvan eri suuntiin syovan kehityksen aikana, minka takia ne voivat ilment&a
esimerkiksi eri antigeenejd. Klonaalisessa evoluutiomallissa syopésolujen uskotaan ajan
myota kerddvan useita mutaatioita, joiden kautta syntyy eri sydpasolulinjoja eri
ominaisuuksineen. Naista aggressiivisimmat solulinjat paasevat jakautumaan vapaasti,

heikkojen vdistyessa tieltd (ks. yleiskatsaus Campbell ja Polyak, 2007).

1.2 Ki-67

Ki-67 on jakautuvien solujen tumissa esiintyva proteiini. Se ilmenee solun jakautumisen
Gl-, S-, G2- ja M-vaiheissa muttei lepo- eli GO-vaiheen soluissa (Kuva 1.) (ks.
yleiskatsaus Urruticoechea ym., 2005). Ki-67:n rooli solun jakautumisessa on vield hyvin
epéselva. Sen tiedetdén fosforyloituvan seriini ja treoniini aminohapoista ja sen on todettu
olevan térked proteiini solun jakautumisen kannalta (Heidebrecht ym., 1996; Starborg ym.,

1996). Vaikka sen toiminnasta ei viela tiedetdak&én paljoa, voi sille ominaisen ilmenemisen
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avulla kuitenkin selvittdd jakautuvien solujen maéran tietyssa solukossa (ks. yleiskatsaus
Urruticoechea ym., 2005).

M

N

\ —
G2 ‘ GO
Gl

S

Kuva 1. Solusykli. Ki-67-antigeeni ilmenee kaikissa solusyklin aktiivisissa vaiheissa (G1, S, G2, M), muttei
lepovaiheessa (GO0).

Ki-67 ilmenee solusyklin eri vaiheissa erilailla. Sen ilmeneminen on alhaisimmillaan G1-
vaiheessa, jonka jalkeen ilmeneminen kasvaa ollen huipussaan mitoosin aikana (van
Dierendonck ym., 1989). du Manoir ym. (1991) esittdmé&n mallin mukaan solut voivat
ilmentééd Ki-67 -proteiinia kahdella eri tavalla G1-vaiheessa. llmeneminen voi olla joko
erittdin heikkoa, jolloin solun uskotaan poistuvan solusyklistda GO-vaiheeseen. Solu voi
kuitenkin palata takaisin solusykliin, jolloin Ki-67 ilmenee voimakkaasti jalleen S-
vaiheesta l&htien. Toisessa vaihtoehdossa Ki-67 ilmenee myds Gl-vaiheessa, jolloin

solujen uskotaan jatkavan solusyklia mitoosin jéalkeen.

Rintasydpakasvaimen korkealla Ki-67-indeksilla on todettu olevan negatiivinen vaikutus
potilaan ennusteeseen (Brown ym., 1996; Rudolph ym., 1999). Toisaalta korkea Ki-67-
indeksi kertoo rintasyopdapotilaan hyotyvan solusalpaajahoidoista (Faneyte ym., 2003),
mutta yhteyttd hormonihoitojen tehokkuuteen silld ei ole todettu olevan (Chang ym.,
2000).

1.3 ER:n, PR:n ja Ki-67:n maaritys rintasyépakudoksesta

ER, PR ja Ki-67 madritetddn rintasyOpénaytteista nykyddn  péddasiassa
immunohistokemiallisilla  vérjayksilla (ks. yleiskatsaus Urruticoechea ym., 2005;
yleiskatsaus Payne ym., 2008). Immunohistokemialliset menetelmét ovat korvanneet

aikaisemmin suositut ER:n ja PR:n biokemialliset maaritysmenetelmét yksinkertaisuutensa
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ja nopeutensa vuoksi. Lisdksi immunohistokemiallisten vérjaysten on todettu olevan ER:n
ja PR:n méérittdmisessa yhta luotettavia tai jopa parempia menetelmié kuin biokemialliset
menetelmat (Barnes ym., 1996; Harvey ym., 1999; Zafrani ym., 2000).

Immunohistokemialliset varjaykset perustuvat antigeenit spesifisesti tunnistavien vasta-
aineiden kayttoon. ER:n, PR:n ja Ki-67:n tunnistavat vasta-aineet toimivat aluksi lahinna
vain jaadytetyissa kudosleikkeissé (Greene ym., 1980; Gerdes ym., 1983; Press ja Green,
1988), kunnes kehitettiin myods fiksoiduissa ja parafiiniin valetuissa kudosleikeissa
toimivia vasta-aineita (Kubbutat ym., 1994; Barnes ym., 1996). Nykyaan markkinoilla on
kullekin antigeenille useita eri vasta-aineklooneja. Eri kloonit voivat tunnistaa
antigeeneista eri alueita, eli epitooppeja, mik& voi vaikuttaa niiden tarkkuuteen ja siten
toimivuuteen vérjayksissd. Luotettavaksi todettuja vasta-aineklooneja ER:lle ovat
esimerkiksi 6F11 (Novocastra) ja 1D5 (Dako), Ki-67:lle MIB-1 (Immunotech) ja MM-1
(Novocastra) seka PR:lle PgrR636 (Dako) (Lindboe ja Torp, 2002; Press ym., 2002; Kaplan
ym., 2005).

Fiksoitujen ja parafiiniin valettujen rintasyévan kudosnéytteiden immunohistokemialliset
maadritykset vaativat usein kudosnaytteen esikésittelyn ennen varjaysta. Objektilasille
leikatun leikkeen esikésittely (yleensa kuumennuskasittely alkalisessa pH:ssa) poistaa
fiksaation aiheuttamia ristisidoksia soluista, jolloin vasta-aineet padsevat vapaasti

sitoutumaan antigeeneihin.

Vasta-aineiden sitoutuminen kudoksen antigeeneihin visualisoidaan
immunohistokemiallisissa varjayksissa kromogeenin, eli véria tuottavan yhdisteen avulla.
Yleisesti kaytetty visualisointimenetelmd on entsymaattinen, peroksidaasientsyymin
toimintaan perustuva menetelmd. Té&llgin yleisimmin k&ytetty kromogeeni on 3°, 3’-
diaminobentsidiini (DAB). Primaarivasta-aineen tunnistavaan sekundaarivasta-aineeseen
liitetty piparjuuren peroksidaasientsyymi hajottaa DAB:in lasnd ollessa vetyperoksidin
hapeksi ja vedeksi. DAB toimii reaktiossa elektronin luovuttajana, ja hapetettu DAB
muodostaa  reaktiopaikalle alkoholiin  liukenemattoman ruskean sakan. Taten
primaarivasta-aineen sitoutuminen antigeeniin havaitaan véarjayksisséd ruskeana Varina.
Naytteen tumat vastavarjatddn hematoksyliinillg, jolloin negatiiviset tumat nakyvat

varjayksissa sinisen eri savyina (Kuva 2.).
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1 . A 3 . Kuva 2. Rintasyévan  kudosnaytteen

™ 0 L LA w . ! immunohistokemiallinen varjays. Kuvassa on

&" ' . . esitetty rintasydpéanaytteen kudosleikkeen

. ) ’ immunohistokemiallinen Ki-67-varjays.

Varjayksessa kromogeenind kaytetyn DAB:in

¢ p < % "’ ansiosta Ki-67:n suhteen positiiviset tumat
® \ ®

P nakyvat kuvassa ruskeina. Negatiiviset tumat
o, Vi g4é varjaytyvat  sinisiksi  vastavarjayksessd, eli
B / hematoksyliinivarjayksessa.

1.4 Immunohistokemiallisesti varjattyjen ndytteiden analysointi

Rintasydvan immunohistokemiallisia varjayksia pyritddn tulkitsemaan mieluummin
kvantitatiivisesti kuin kvalitatiivisesti. Varjayksien kvantitatiivisessa analysoinnissa
analysoitavan antigeenin méaérastd kudoksessa annetaan tarkka luku, kun kvalitatiivinen
analysointi kertoo vain antigeenin positiivisuudesta tai negatiivisuudesta tarkasteltavassa
naytteessd. Immunohistokemiallisten varjaysten kvantitatiivinen analysoiminen voi
kuitenkin olla monimutkaista, silld varjayksen intensiteetti ei aina kerro antigeenin
todellista pitoisuutta kudoksessa. Tamén takia esimerkiksi ER:n, PR:n ja Ki-67:n
immunohistokemiallisten varjaysten tulkintoja pidetaan ennemminkin
semikvantitatiivisina, eli suuntaa antavina arvioina antigeenin méaarasta tietyssa kudoksessa
(Biesterfeld ym., 1998).

1.4.1 Naytteiden manuaalinen analysointi

Immunohistokemiallisesti  vérjattyjen rintasyopédndytteiden manuaalinen analysointi
tarkoittaa  objektilasilla  olevan  kudosndytteen  tarkastelua  silmamaéaraisesti

valomikroskoopin okulaarien 1&pi.

ER:n ja PR:n immunohistokemiallisten varjaysten analysointimenetelmid on olemassa
useita. Monet niistd luokittelevat rintasyopanéytteet eri luokkiin pisteyttdmalla ne
positiivisten solujen prosenttiosuuden ja véarjaytymisen intensiteetin mukaan. Kyseisia

menetelmid ovat muun muassa H-pisteytys (Kinsel ym., 1989), Allredin pisteytys (Harvey
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ym., 1999), Quickpisteytys (Reiner ym., 1990) ja Suomessakin yleisesti kéaytetty
Histoscore (Jonat ym., 1986).

ER:n ja PR:n immunohistokemiallisten varjaysten kvantitatiivinen analysoiminen
varjayksen intensiteetin perusteella ei ole kuitenkaan yksinkertaista kaytettdessd DAB:ia
kromogeenind (Umemura ym., 2004). DAB ei ole puhtaasti valoa absorboiva molekyyli
vaan sité hajottava. DAB:In absorptiospektrit vaihtelevat sen tummuuden mukaan, minka
vuoksi DAB ei noudata Lambert-Beerin lakia, jossa molekyylin absorbanssin ja
konsentraation suhde on lineaarinen (van der Loos, 2008). Vaikka varjayksen intensiteetin
huomioivilla analyysimenetelmilld on saatu luotettavia tuloksia Kliinisissa tutkimuksissa
(Harvey ym., 1999), madrittdvat monet laboratoriot ndytteista vain positiivisten solujen
prosenttiosuuden tai luokittelevat nédytteet kvalitatiivisesti pelkastdan positiivisiksi tai
negatiivisiksi. Myds ndma menetelmét on todettu luotettaviksi tarkasteltaessa potilaan
soveltuvuutta hormonihoitoihin (Nadji ym., 2005; Horii ym., 2007; Turbin ym., 2008),

joten selkeda linjaa naytteiden analysoinnissa ei ole.

Néytteen Ki-67-indeksi esitetddn yleensa prosenttilukuna, joka kuvastaa jakautuvien
solujen maaréda syopasolukossa. Kudosnaytteen Ki-67-indeksi voidaan méaarittad kahdella
eri tavalla; laskemalla Ki-67-indeksi vain syopékudoksen nopeimmin jakautuvalta alueelta
tai laskemalla naytteelle keskimadrainen Ki-67-indeksi ottamalla huomioon koko
syopdkudos (Wintzer ym., 1991). Immunohistokemiallisesti vérjatyn Ki-67:n
analysoinnissa tulee ottaa huomioon varjayksen intensiteetin vaihtelut solusyklin eri
vaiheissa, silla esimerkiksi heikosti varjaytyneet tumat kuuluvat yleensd lepovaiheen
soluille tai soluille, jotka ovat siirtyméssa solusyklista lepovaiheeseen. Naita ei tule siis

ottaa mukaan analyysiin (du Manoir ym., 1991).

Immunohistokemiallisesti vérjattyjen kudosnédytteiden manuaalista analysointia on
kyseenalaistettu varsinkin ER:n ja PR:n suhteen heikosti positiivisten naytteiden kohdalla.
Ihmissilma ei pysty erottamaan heikosti positiivisia néytteitd negatiivisista naytteista
samalla tarkkuudella paivésta toiseen, vaikka kyseessé olisinkin kokenut analysoija (Bejar
ym., 1998). Kuten muutamissa tutkimuksissa on todettu, voimakkaasti positiivisten tai
taysin negatiivisten ndytteiden manuaalinen tulkinta on yksimielista ja eri arvioitsijoiden
véliset erot ovat pienid (Rudiger ym., 2002; Wells ym., 2004). Mutta heikosti positiivisten

naytteiden, eli niin sanotusti rajatapauksien tulkinnoissa ilmenee selkeitd ongelmia (Wells
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ym., 2004). Rudiger ym. (2002) tekeman tutkimuksen mukaan 24 % 172 saksalaisesta
patologista tulkitsi heikosti ER:n suhteen positiivisia rintasyopénaytteita virheellisesti
negatiivisiksi. lhmissilman analyysikykya pidetddnkin ennemmin vertailevana kuin
analyyttisend, joten immunohistokemiallisten varjaysten manuaalinen analysointi perustuu

taysin subjektiivisten arvioiden varaan (Bernando ym., 2009).

1.4.2 Naytteiden tietokoneavusteinen analysointi

Immunohistokemiallisesti vérjattyjen kudosndytteiden tietokoneavusteisessa analyysissa
kudosnéyte kuvataan ensin valomikroskooppiin liitettdvalla digitaalikameralla. Kyseisié
kuvia prosessoidaan tietokoneella tietyin matemaattisin toiminnoin, jonka paatteeksi
saadaan naytteen tulos yleensa positiivisten solujen prosenttiosuutena tai taméa yhdistettyna

varjayksen intensiteettiin (Furukawa ym., 1998; Rexhepaj ym., 2008).

Tietokoneavusteisten analyysiohjelmien etuna manuaaliseen analysointiin verrattuna on
pidetty ennen kaikkea ohjelmien objektiivisuutta; naytteet analysoidaan aina samalla
tavalla ajasta ja paikasta riippumatta. Myos naytteiden analysointi tietokoneavusteisesti on
nopeaa verrattuna manuaalisiin analyyseihin (Lehr ym., 1997). Tietokoneavusteisien
analyysiohjelmien objektiivisuus ja tarkkuus perustuvat muun muassa niiden kykyyn
erottaa 256 eri varisdvyd, ihmissilman erotuskyvyn ollessa 64 (Bejar ym., 1998). Ne
pystyvat vahentdmaan systemaattisesti tumien vareistd taustan vaikutuksen, mihin
ihmissilmd ei tarkasti pysty. Taten ohjelmien analyysien toistettavuuteen eivét vaikuta
esimerkiksi eri varjayserien tai laboratorioiden vélilla ilmenevét vaihtelut (Turbin ym.,
2008).

Kuva-analyysiohjelmien tulee periaatteessa toimia kuin nédytteitd manuaalisesti analysoiva
ihminen; kuvista erotellaan ensin syopasolujen tumat ja néiden vérjaytyvyyksien
perusteella lasketaan ndytteelle tulos (Sharangpani ym., 2007). SyoOpéasolujen tumien
tunnistamiseen tietokoneavusteiset analyysiohjelmat sisaltavat tumien koon ja muodon
tunnistavia menetelmid, eli algoritmeja. Naiden algoritmien avulla ohjelmat erottelevat
immunohistokemiallisesti Vvérjatyista rintasyovan kudosnéytteistd syOpasolujen tumat
esimerkiksi epiteelisolujen tai sidekudoksen solujen joukosta (Kostopoulos ym., 2007;
Sharangpani ym., 2007; Rexhepaj ym., 2008).
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Syopésolujen tumien vérjaytyvyyksien tietokoneavusteisessa analysoinnissa on kyse eri
variaineiden varjdysintensiteettien erottelusta. Tavoitteena on saada tietoa jokaisen
yksittéisen variaineen suhteellisesta osuudesta varjatyn kudosleikkeen komponenteissa.
Vaikka eri vdriaineet silmamadraisesti nayttavatkin selkedsti erilaisilta, ovat niiden
absorptiospektrit yleensa paéllekkaisid. Kuva-analyysin haasteena onkin jokaisen varin
erotteleminen yksittaiseksi komponentiksi myo6s sellaisilta alueilta, joita on kaksi tai

useampi vériaine vérjannyt (Ruifrok ja Johnston, 2001).

Vériaineiden péaallekkaisien absorptiospektrien ongelmaan on haettu ratkaisua eri tavoin;
kayttdmalla varjayksissa monokromaattisia, yhden aallonpituuden vériaineita (Bacus ym.,
1989), tietylle aallonpituudelle spesifisid suodattimia (Zhou ym., 1992), puna-sini-vihreé
(RGB)-kuviin pohjautuvia varien muunnostekniikoita (Lehr ym., 1999, Pham ym., 2007)
tai vérien erotteluun perustuvia algoritmeja (engl. color deconvolution algorithms)
(Ruifrok ja Johnston, 2001).

Monokromaattisilla vériaineilla on saatu lupaavia tuloksia kuva-analyysin yhteydessa
(Bacus ym., 1989), mutta kyseisten vdrien saatavuus ja siten kayttd histologisten
naytteiden varjaamisessa on hyvin rajoitettua (Ruifrok ja Johnston, 2001). Tiettyd valon
aallonpituutta mittaavien suotimien kayttokustannukset voivat taas olla korkeita, ja niita
kaytettdessd edelleen ongelmana on vdrien absorptiospektrien osittainen paallekkaisyys
(Zhou ym., 1992; Ruifrok ja Johnston, 2001).

RGB-kuviin perustuvat varien muunnostekniikat, kuten varien savy-kyllaisyys-intensiteetti
(HSI)-muunnos tai syaani-magenta-keltainen-musta (CMYK) -muunnos, ovat toimineet
lupaavasti immunohistokemiallisten varjaysten analysoinnissa (Lehr ym., 1999, Pham ym.,
2007). Niitd on kuitenkin kritisoitu siita, ettei kyseisten menetelmien avulla saada selville
jokaisen yksittdisen varin osuutta lopullisessa nakyvéssa varissa, jolloin usealla varilla
varjaytynyt alue leimautuu kayttajan asetuksista riippuen vain yhdeksi vériksi (Ruifrok ja
Johnston, 2001). Varien dekonvoluutioon perustuvalla algoritmilla kyseistd ongelmaa ei
ilmene ja sen on todettu analysoivan immunohistokemiallisia varjayksid paremmin kuin
HSI-muunnokseen perustuvat algoritmit (Ruifrok ym., 2003). Vérien dekonvoluutio
perustuu alkuperédisen RGB-kuvan ortonormaaliseen muunnokseen kayttdjan antamien,
vareistd riippuvien asetusten perusteella. Talloin saadaan selvitettyd jokaisen kahden tai
jopa kolmen varin vaikutus nakyvéssa vérissa (Ruifrok ja Johnston, 2001).
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Tietokoneavusteista kuva-analyysid kasittelevat oppikirjat painottavat kayttaméaan
analyyseissa pelkastdadn haviottomilla tallennusformaateilla tallennettuja kuvia, kuten
esimerkiksi tif-tiedostoja (engl. Tagged Image File Format tai Tag Image File Format).
Jpg-tiedostot (engl. Joint Photographic Experts Group) ovat taas kuvia, jotka on tallennettu
haviollisella pakkauksella. Talloin osa kuvien informaatiosta katoaa tallennuksen
yhteydessd, mink& vuoksi jpg-tiedostojen kayttd kuva-analyysin yhteydessa ei ole ollut

suositeltavaa.

1.4.2.1 Kuva-analyysiohjelmat

Tietokoneavusteiset kuva-analyysiohjelmat kehittyivat yhdessd immunohistokemiallisten
varjaysten kanssa. Kehityksen alkupuolella, 1980-luvulla, ohjelmat olivat kuitenkin hyvin
monimutkaisia ja laitteistot suuria, joten néytteet oli nopeampi analysoida manuaalisesti.
Yleisen tekniikan kehittymisen mukana my6s kuva-analyysiohjelmista on tullut
yksinkertaisia sekd nopeita kayttdd ja siten varteenotettavia analyysimenetelmia
laboratorioissa (Turbin ym., 2008). Kaupallisia tietokoneavusteisia analyysiohjelmia on

kaytetty tutkimustyossa jo 1980-luvun lopulta lahtien (Taulukko 1.).

Kaupallisten analyysiohjelmien kayttokustannukset voivat kuitenkin kasvaa liian suuriksi
varsinkin pienille laboratorioille, mika estaa kuva-analyysiohjelmien hyodyntamista laaja-
alaisesti (Mofidi ym., 2003). Taman vuoksi analyysiohjelmia on kehitetty muun muassa
lagjalti tunnetun ja edullisen kuvankasittelyohjelman, Adobe Photoshop:in (Adobe
Corporation), pohjalta (Lehr ym., 1997; Mofidi ym., 2003). Lisaksi rintasyopanéytteiden
immunohistokemiallisten varjaysten analysointiin ovat tutkimusryhmat itse kehittdneet
algoritmeja, joiden kéytt6 on téysin riippumatonta kaikista kaupallisista kuva-

analyysiohjelmista (Kostopoulos ym., 2007; Sharangpani ym., 2007; Rexhepaj ym., 2008).
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Taulukko 1. Kaupallisia kuva-analyysiohjelmia. Kirjallisuudessa esiintyvilld kaupallisilla rintasyvén
kudosndytteiden analysointiin tarkoitetuilla ohjelmilla on analysoitu immunohistokemiallisia ER-, PR- ja Ki-
67-varjayksia jo 1980-luvun lopulta lahtien.

Ohjelma Analysoitu Lahde

ACIS (ChromaVision) ER Gokhale ym., 2007

ACIS Il Image Analyzer (Dako) ER,PR Hanley ym., 2009

analySIS 3.0 (Olympus) ER,PR Markiewicz ym., 2009

Ariol SL-50 (Applied Imaging) ER,PR Gokhale y., 2007; Turbin ym., 2008;
Faratian ym., 2009

CAS 100 (Lombard) ER McClelland ym., 1990

CAS 200 (Lombard/Becton Dickinson) ER,PR,Ki-67 Cavaliere ym., 1996; Layfield ym.,

1996; Querzoli ym., 1996; Furukawa
ym., 1998; Castagnetta ym., 1999,
Abboud ym., 2008

CM-2 (Hund Wetzlar) Ki-67, ER, PR Biesterfeld ym., 1998
QCA (Cell Analysis Inc.) ER Diaz ym., 2004
Quantimet 720 Image Analysis System ER Sklarew ym., 1989
(IMANCO)

SAMBA 200 ER, PR,Ki-67 Charpin ym., 1988 a,b,c
SAMBA 2050 (TRIBVN) ER,PR Charpin ym., 2009
Wscannary Image Analyzer (Galai ER Bejar ym., 1998

Corporation)

Sek& kaupallisten ettd itse kehitettyjen analyysiohjelmien luotettavuutta on testattu
vertailemalla niilla analysoituja tuloksia samojen néytteiden biokemiallisesti maaritettyihin
(Cavaliere ym., 1996; Layfield ym., 1996) tai manuaalisesti analysoituihin tuloksiin
(Gokhale ym., 2007; Sharangpani ym., 2007). Vertailujen perusteella analyysiohjelmat
ovat poikkeuksetta toimineet biokemiallisten méaé&ritysten ja manuaalisen analysoinnin
tarkkuudella tai jopa niitd paremmin. Analyysiohjelmien objektiivisuus on todettu suureksi
eduksi varsinkin heikosti positiivisten ndytteiden analysoinnissa (Rexhepaj ym., 2008).
Tietokoneavusteisilla kuva-analyysiohjelmilla analysoidut tulokset ovat myds tutkitusti
korreloineet hyvin potilaan eloonjddmisennusteen ja hoidoista hydtymisen kanssa (Turbin
ym., 2008). Kuva-analyysiohjelmia on kaytetty myods apuvélineend rintasyovén
tutkimustydssa (Abboud ym., 2008; Hanley ym., 2009).

Tietokoneavusteisia kuva-analyysiohjelmia ei voida pitdd tdysin automaattisina
jarjestelmind, sillé ne vaativat kokeneen kayttdjan valitsemaan kudosnéytteesta analysoivat
alueet (Diaz ym., 2004; Turbin ym., 2008). Esimerkiksi Ariol SL-50 — ohjelma (Applied
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Imaging) pystyy valitsemaan analysoitavat alueet myo6s itse, mutta talla toiminnolla ei ole
vield saatu luotettavia tuloksia (Gokhale ym., 2007). Lisaksi osa analyysiohjelmista vaatii
ohjelman kalibrointia tai opetusta ennen varsinaista analysointia, minka jalkeen ne
kuitenkin kykenevét analysoimaan néytteet itsendisesti (Gokhale ym., 2007; Faratian ym.,
2009).

1.4.2.2 ImmunoRatio

Tutkimuksessa kéytetty kuva-analyysiohjelma, ImmunoRatio, on kehitetty Tampereen
yliopiston Lé&&ketieteellisen teknologian Instituutissa, professori Jorma Isolan
tutkimusryhmassa. Sen kehityksessd ovat olleet mukana DI Arttu Viitanen, FM Vilppu
Tuominen sekd prof. Jorma Isola. ImmunoRatio:n ohjelmointialustana toimii
kuvankasittelyohjelma ImageJ (Rasband, 1997—-2009).

ImmunoRatio:lla  analysoiminen vaatii  valomikroskoopin ja siihen liitettavan
digitaalimikroskooppikameran tai vituaalimikroskopialaitteiston kayttoa.

Analyysiohjelman toimintaperiaate on esitetty Kuvassa 3.
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ImmunoRatio:ta kdytettdessad on néytteesta otetun kuvan liséksi suositeltavaa ottaa myos
taustakuva néytelasilta kudosleikkeen ulkopuolelta. Taustakuvalla tasapainotetaan
mikroskoopin ja siten ndytteesta otetun kuvan valotuksen vaihteluja. Myds kuvien skaalan
maadritys on térkedd, eli kuinka monta pikselida kuvassa on mikrometrin pituisella matkalla.
Tama vaikuttaa esimerkiksi kuvista myGhemmin poistettavien pienten ja litteiden,

syopéasolukkoon kuulumattomien komponenttien maérittelemiseen.

Immunohistokemiallisesti vérjattyjen rintasyopandytteiden analysointi ImmunoRatio:lla
perustuu Ruifrok ym., 2001 esittelemddn RGB-kuviin pohjautuvaan varien dekonvoluutio
—algoritmiin  (engl. color deconvolution). Kyseinen algoritmi erottelee tavallisen
valomikroskooppiin liitettdvan digitaalikameran ottamasta kuvasta kunkin vérin osuudet
omiksi kuvikseen. Edellytyksena tarkoille analyyseille on, ettd kéytettyjen variaineiden
(kuten DAB ja hematoksyliini) punaisen, sinisen ja vihredn varin absorptiot eroavat
riittdvasti toisistaan. Tumien segmentointivaiheessa ohjelma laskee kunkin vérin
(punainen, vihred ja sininen) intensiteetin jokaista kuvan pikselid kohti ja saatujen arvojen
avulla maarittdd kunkin varin optisen tiheyden. Tamén avulla voidaan maarittdd jokaisen
kaytetyn variaineen vaikutus tiettya pikselia kohti. Saadulle RGB-varimalliin perustuvalle
tiedolle suoritetaan vield ortonormaalinen transformaatio, jotta kunkin vériaineen vaikutus
nakyvassa varissad saataisiin selville. Ohjelman avulla on siis mahdollista mé&érittaa
variaineiden pitoisuuksien suhteet lopullisessa nakyvassa varissa, vaikka vérit olisivatkin
keskittyneet tietylle alueelle ja niiden absorptiospektrit olisivat paallekkéisia. Jokaiselle
variaineelle voidaan luoda erillinen kuva varjatysta naytteestd, kuten Kuvassa 3. (Ruifrok
ja Johnston, 2001).

Vérien segmentoinnin jalkeen sekd DAB komponenteista (ruskea) ettd hematoksyliini (H)
komponenteista (sininen) koostuvia kuvia muokataan ennen tuloksen laskemista.
Keskiarvosuodatuksella poistetaan kuvista tausta eli epéspesifisesti vérjaytyneita alueita
(Kuva 3.). Prosessissa ohjelma laskee jokaiselle kuvan pikselille varisdvykeskiarvon sen
naapuruston perusteella (sade kaksi pikselid). Tamén tarkoituksena on tuottaa seuraavan
vaiheen kynnystyksessa tasainen kuva. Kynnystyksessa edellisestd kuvasta muodostetaan
binddrikuva (Kuva 3.). Binddrikuville suoritetaan mediaanisuodatus, jossa jokaiselle
pikselille lasketaan vérisdvyn mediaaniarvo sen naapuruston perusteella (sateend edelleen
kaksi pikselid) (Kuva 3.). Mediaanisuodatuksella saadaan bindarikuvan tumien reunoista

pyoreitd ja tasaisia. Mediaanisuodatuksen jalkeen tumat segmentoidaan vield yksittaisiksi
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komponenteiksi niin sanotulla vedenjakaja-algoritmilla (engl. watershed algorithm) (Kuva
3.).

Ennen ndytteen tuloksen maéarittamista, ohjelma asettaa prosessoidut DAB- ja H-
komponenteista koostuvat kuvat alkuperdisen kuvan péélle (Kuva 3.). Tuloksen
maadrittdminen tapahtuu selvittdamélla positiivisten tumien pinta-alan (= DAB komponentit)
osuus tumien yhteisestd pinta-alasta (= DAB + H komponentit). Pinta-alat madritetdan
neliopikseleind ja lopullinen tulos esitetddn prosenttiyksikkdind.  Varsinaisessa
tuloskuvassa (Kuva 3.) nékyy kayttdjan maérittelema ndytteen nimi, analyysin paivaméaara
ja aika sek& naytteen tulos prosentteina. Lisaksi tuloskuvassa on esitetty seka alkuperéinen

kuva ettd siitd muodostettu analyysikuva.

ImmunoRatio:n voi halutessaan kalibroida ennen varsinaista analysointia. Kalibroinnin
tarkoituksena on saada ImmunoRatio:n tulokset vastaamaan mahdollisimman tarkasti
naytteiden manuaalisesti madritettyja tuloksia. Kalibroinnissa madritetddn ImmunoRatio:n
kalibraatiokertoimet, jotka saadaan analysoimalla immunohistokemiallisesti vérjatyisté
naytteistd otettuja kuvia sekd manuaalisesti ettd kalibroimattomalla ImmunoRatio:lla.
Manuaalisesti ja kalibroimattomalla ImmunoRatio:lla maéritettyjd tuloksia verrataan
toisiinsa epélineaarisella regressioanalyysilld, jossa suoran sovitus tapahtuu kolmannen
asteen yhtdlon mukaisesti. Suoran sovittaneen yhtdlon kulmakertoimet ovat
ImmunoRatio:n Kkalibrointikertoimet, jotka syo6tetddn ohjelman tietoihin. Kalibrointi

suoritetaan vain kerran, minka jalkeen kertoimia ei tarvitse enaa muuttaa.

ImmunoRatio toimii osoitteessa http://imtmicroscope.uta.fi/immunoratioweb/ ja se

julkistetaan yleiseen kayttoon vuoden 2010 alkupuolella.

1.4.2.3 Virtuaalimikroskopia

Immunohistokemiallisesti varjattyja kudosnaytteitd voidaan perinteisen valomikroskoopin
lisdksi tarkastella my6s virtuaalimikroskopiaa hyddyntden. Virtuaalimikroskopiassa
objektilasilla oleva kudosleike kuvataan kokonaisuudessaan, eli skannataan pienelld
suurennoksella tietokoneelle. Naytettd, eli virtuaalindytelasia voidaan siten tarkastella
tietokoneen ruudulta eri suurenoksilla, samaan tapaan kuin kudosndytettd mikroskoopin
okulaarien lapi. Nykydadn markkinoilla on monia néytteiden skannaamiseen tarkoitettuja

virtuaalimikroskopialaitteistoja (Rojo ym., 2006).


http://imtmicroscope.uta.fi/immunoratioweb/
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Virtuaalimikroskopian etuna on ennen kaikkea nopea tiedonsiirto esimerkiksi eri
patologien vélilld. Menetelman avulla néytelaseja ei tarvitse enda fyysisesti lahett&a
paikasta toiseen, vaan kudosnaytteistd otettuja digitaalikuvia voidaan tarkastella
esimerkiksi internetin kautta paikasta ja ajasta riippumatta (Lundin ym., 2004). Lisaksi
virtuaalimikroskopian avulla valtetddn kudosndytteille ajan myotd tapahtuvat laadun
heikkenemiseen liittyvat ongelmat, kuten vérjayksien haaleneminen sekd lasien ja siten
koko naytteen sarkyminen. Virtuaalimikroskopia on todettu myds hyddylliseksi

apuvélineeksi opetuksessa (Leong ja McGee, 2001).

1.4.3 Raja-arvot

Rintasydpanaytteiden luokitteleminen ER:n tai PR:n suhteen positiivisiksi ja negatiivisiksi
manuaalisesti tai tietokoneavusteisesti analysoidun tuloksen perusteella ei ole
yksinkertaista. Eri laboratorioissa raja-arvot positiivisten ja negatiivisten naytteiden valilla
voivat vaihdella jopa 0,1 %:n ja 20 %:n valilla (Layfield ym., 2000; Rhodes ym., 2000).
Raja-arvoilla voidaan arvioida joko potilaan soveltuvuutta hormonihoitoihin
(prediktiivinen raja) tai eloonjd@misennustetta (prognostinen raja) ja ne voivat erota

toisistaan (Jalava ym., 2005).

Yleisesti eri tutkimuksissa luotettavaksi todettu prediktiivinen raja ER:n suhteen
positiivisten ja negatiivisten naytteiden valilla on 10 % (Pertschuk ym., 1985; Ferné ym.,
1996; Ogawa ym., 2004; Stendahl ym., 2006; Yamashita ym., 2006; Horii ym., 2007), joka
patee muutamien tutkimusten mukaan myos PR:lle (Ogawa ym., 2004; Yamashita ym.,
2006). Muita tutkittuja prediktiivisia raja-arvoja ER:lle ovat muun muassa 1 % (Harvey
ym., 1999, Viale ym., 2007), 7 % (Rexhepaj ym., 2008) ja 20 % (Jalava ym., 2005) seka
PR:lle 1 % (Mohsin ym., 2004; Viale ym., 2007), 5 % (Rexhepaj ym., 2008) ja 74 %
(Stendahl ym., 2006). Osalla edella mainituista raja-arvoista on todettu olevan myos
prognostista arvoa (Mohsin ym., 2004; Horii ym., 2007).

Myo6s Ki-67—-varjayksen raja-arvoissa on vaihtelua. Ki-67-varjayksen analysoinnissa
néytteet yleensa luokitellaan hitaasti tai nopeasti jakautuviin sydpakasvaimiin, mika taas
vaikuttaa potilaan ennusteeseen (Viale ym., 2008). Raja-arvoina kaytetddn esimerkiksi
mielivaltaisesti valittuja raja-arvoja, kuten 10 % tai 20 %, tai tietyssa tutkimuksessa

mééritettyd mediaaniarvoa (Molino ym., 1997). Taulukossa 2. on esitetty Kirjallisuudessa
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esitettyjd raja-arvoja Ki-67-varjaykselle. Kyseisilla raja-arvoilla on esitettyjen tutkimusten

mukaan prognostista arvoa.

Taulukko 2. Ki-67:n raja-arvoja. Kirjallisuudessa esitettyja raja-arvoja hitaasti ja nopeasti jakautuville
syOpakasvaimille Ki-67-varjayksen perusteella.

Lahde Ki-67 raja-arvo | Vasta-aine Seuranta, kk Potilaiden lukumaara
(%) (mediaani)

Haerslev ym., 1996 1 MIB-1 >120 (keskiarvo) 487
Jacquemier ym., 1998 3,5 MIB-1 60 162
Brown ym., 1996 5 Ki-67 72 674
Jansen ym., 1998 7 MIB-1 128 341
Gasparini ym., 1992 7,5 Ki-67 36 164
Pierga ym.,1996 8 Ki-67 70 140
Domagala ym., 1996 10 MIB-1 88 (keskiarvo) 116
Erdem ym., 2005 10 MM1 72,5 47
lacopetta ym., 1998 10 MIB-1 74 422
Marrelli ym., 2006 10 MIB-1 - 675
Seshardi ym., 1996 10 MIB-1 66 707
Viale ym., 2008 11 MIB-1 - 2749
Neri ym., 2008 15 MIB-1 66 432
Wintzer ym., 1991 16 Ki-67 37 63
Pinder ym., 1995 17 MIB-1 - 177
Liu ym., 2001 17,8 MIB-1 187,2 791
Clahsen ym., 1999 20 MIB-1 41 441
Pellikdinen ym., 2003 20 MIB-1 57,3 414
Wiesner ym., 2009 20 MIB-1 56,4 1232
Dettmar ym., 1997 25 MIB-1 37,5 90
Rudolph ym., 1999 25 Ki-S5 99 371
Spyratos ym., 2002 25 MIB-1 - 185
Thor ym., 1999 28,6 MIB-1 63 486
Caly ym., 2004 32,4 MIB-1 72 (minimi) 244

On myos esitetty, ettei yhden raja-arvon maarittaminen Ki-67-vérjaykselle ole vélttamétta
mahdollista. Esimerkiksi Pinder ym., 1995, osoittivat kolmen eri luokitteluasteen sopivan
Ki-67-vérjayksien analysointiin; < 17 %, 17 % - 34 % ja > 34 % positiivisia soluja. Myds
Molino ym., 1997 totesivat yhden raja-arvon madrittdmisen olevan mahdotonta ja jopa

tarpeetonta.
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2. Tutkimuksen tarkoitus

Tutkimuksessa oli tarkoituksena validoida tietokoneavusteinen kuva-analyysiohjelma,

ImmunoRatio, rintasyovan Kkliiniseen diagnostiikkaan. Tydssé keskityttiin seuraaviin

seikkoihin:

Rintasydpanaytteiden immunohistokemiallisten vérjaysten manuaalisen
tarkastelun ja tietokoneavusteisen analyysin vertailu.

Néytteiden varjayskertojen ja tietokoneavusteisien analyysikertojen
toistettavuuksien selvittdminen — kumman vaihtelu on merkittavampaa?

Rintasydpanaytteiden immunohistokemiallisten varjaysten merkitys
ImmunoRatio:n analyysissa.

- Miten kéytettdvan vasta-aineen ja hematoksyliinin
pitoisuuksien tai vaikutusaikojen muutokset vaikuttavat
ImmunoRatio:n analyysiin?

Immunohistokemiallisesti  varjattyjen  ndytteiden  kuvausteknisten
seikkojen merkitys ImmunoRatio:n analyysissa.

- Kuinka monta ndkokenttdd on naytteesta kuvattava, jotta
naytteen tulos olisi luotettava?

- Onko mikroskoopin  valotuksella tai  k&ytettavélla
objektiivilla merkitystd ImmunoRatio:n analyysia ajatellen?

- Voiko ImmunoRatio:lla analysoida my6s havidllisella
pakkauksella (jpg) tallennettuja kuvia?

- Miten eri mikroskooppikamerat ja
virtuaalimikroskopialaitteistot soveltuvat ImmunoRatio:n
kanssa kaytettaviksi?

- Onko kuvista tarpeellista rajata pois syopasolukkoon
kuulumattomia komponentteja?

ImmunoRatio:n kaytto rintasydvan tutkimuksessa
- Ki-67-varjayksen optimaaliset raja-arvot
- ER:n, PR:n ja Ki-67:n ilmenemisien heterogeenisyys

- ER-, PR- ja Ki-67-statukset primaarikasvaimessa ja
uusiutuneessa kasvaimessa, eli residiivikasvaimessa
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3. Materiaalit ja menetelmat

Tutkimuksen k&ytdnndn osuus suoritettiin Seindjoen keskussairaalan patologian osastolla
huhti-syyskuussa 2009. Liséksi muutamia laboratoriokokeita suoritettiin myos Tampereen
yliopiston  L&&ketieteellisen  Teknologian Instituutissa  (IMT)  syOpébiologian
tutkimusryhméssa. Koska tyon aiheena oli menetelmédn validointi, ei tutkimuksen
suorittamiseen tarvittu eettisen lautakunnan lupaa. Tutkimuksesta jai tekemétta Ki-67:n
raja-arvojen méaaritys ajanpuutteen sekd vajaan ndytemateriaalin vuoksi. Tyossa edettiin

Kuvan 4. mukaisesti.

Kuva 4. Tutkimuksen eteneminen. Tyo0
1. Naytteiden valinta aloitettiin rintasyopanaytteiden valitsemisella ja
varjadmisella. ImmunoRatio:n validointi sisélsi
ohjelman kalibroinnin ja testauksen seké varjays-
ja  kuvausteknisten seikkojen selvittamisen.
ImmunoRatio:ta kaytettiin - myds rintasyovén
2. Naytteiden valmistus tutkimustydssa.

3. ImmunoRatio:n
kalibrointi ja testaus

4. Varjaysteknisten
seikkojen selvitys

5. Kuvausteknisten
seikkojen selvitys

6. ImmunoRatio
rintasyovan tutkimuksessa
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3.1 Naytteiden valinta

Tutkimuksessa oli mukana 126 rintasyopdpotilaasta leikattua, formaliinifiksoitua ja
parafiiniin valettua rintasyovan kudosnadytettda Seindjoen keskussairaalasta (Taulukko 3.).
Mukana olleet rintasyopéanaytteet valittiin QPati-tietokannasta, paaasiassa vuodelta 2008.
Naytteet valittiin jarjestyksessé vuoden 2008 lopusta vuoden alkuun péin. Tutkimukseen
valittiin néytteitd, jotka edustivat invasiivista rintasyopasolukkoa ja siten tutkimukseen ei
valittu rintasyopid, joiden diagnoosi oli carcinoma in situ. Tutkimukseen ei myodské&éan
valittu néytteitd, jotka olivat ohut- tai paksuneulandytteitd. Osa primaari- ja
residiivikasvaimista valittiin vuosilta 1988 — 2007. Primaari- ja residiivikasvainten
valinnassa kasvaimien piti olla perdisin samasta rinnasta ja leikkauksien vali sai olla

vahintdan vuosi.

Naytteiden valinnan jélkeen niille annettiin ndytenumerot (1 — 126), joilla niita kasiteltiin
tutkimuksen aikana. Tutkimuksessa kaytettiin myds 25 Tampereen IMT:n rintasyovén

kudosnaytettd. Nama naytteet eivat ole mukana Taulukossa 3.

Taulukko 3. Tutkimuksen materiaali. Tutkimuksen Seingjoen keskussairaalan naytteiden Kliiniset tiedot.

Naytteiden lukumaara Naytteiden lukumaéara
Potilaan ik& ER status
< 60-vuotta 55 Positiivinen 109
> 60-vuotta 71 Negatiivinen 12
Kasvaimen koko Ei tiedossa 5
<2,0cm 49 PR status
>2,0cm 72 Positiivinen 89
ei tiedossa 5 Negatiivinen 33
Gradus Ei tiedossa 4
| 4 Ki-67 indeksi
1 75 alle 5% 21
i 33 5-10% 25
ei tiedossa 14 10-30 % 29
Histologinen tyyppi yli 30 % 46
Duktaalinen 88 Ei tiedossa 5
Lobulaarinen 20 HER?2 status
Duktolobulaarinen 11 Positiivinen 14
Muut 7 Negatiivinen 98
Imusolmukestatus Ei tiedossa 14
Positiivinen 52
Negatiivinen 61
ei tiedossa 13
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3.2 Naytteiden valmistus

Valituista naytteistd leikattiin rotaatiomikrotomilla kolmen mikrometrin paksuisia
perékkaisia leikkeitd Superfrost Plus — objektilaseille. Leikkeiden annettiin kuivua ja
kiinnittya laseille lampdlevyllda (+57 °C) vahintddn 16 tuntia. Naytteiden leikkauksen
suorittivat Seindjoen keskussairaalan patologian osaston laboratoriohoitajat Ritva Kujala,

Pirjo Pekkala ja Helvi Salmela.

Néaytteiden vérjaykset suoritettiin koneellisesti varjaysautomaateilla. Seké Seingjoella etta
Tampereella naytteet varjattiin kunkin laboratorion rutiinivérjaysten mukaan. Kuvassa 5.
on esitetty varjayksien tarkeimmat vaiheet ja Taulukkoon 4. on koottu vérjaysautomaatit ja
niissa kaytetyt reagenssit. Leikkeista poistettiin parafiini ennen varjaysta joko laskevassa
ksyleeni-alkoholisarjassa (Seinéjoki) tai laskevassa n-heksaani-alkoholisarjassa (Tampere).
Varjaysten jalkeen leikkeista poistettiin vesi joko nousevassa alkoholi-ksyleenisarjassa

(Seindjoki) tai nousevassa alkoholi-ksyleenin korvikesarjassa (Tampere).

Parafiinin poisto Sekundaarivasta-aine +
leikkeista peroksidaasientsyymi
Naytteen esikasittely Kromogeeni
Primaarivasta-aine Vastavarjays
Endogeenisen Veden poisto leikkeista +
peroksidaasin esto petaus
L

Kuva 5. Naytteiden varjaysprotokolla yksinkertaistettuna.



Taulukko 4. Varjaysautomaatit. Varjayksissd kaytetyt vérjaysautomaatit,
automaattien reagenssit ja niiden vaikutusajat Tampereella sek& Seindjoella.
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ndytteiden esikésittelyt,
Laitekohtaiset esikésittelyt

olivat kaikille vasta-aineille samat. Kitteihin kuuluvia reagensseja ei ole eritelty.

Tampere Seingjoki Seindjoki
Varjaysautomaatti | Autostainer (LabVision) Bond Max (Leica Benchmark XT (Ventana
Microsystems) Medical Systems)
Esikésittely TE-puskuri, pH 9, 95°C,  Epitope retrieval solution CC1 standard, + 95°C -

15 min (PT Module,

2, 100°C, 40 min (Bond

100°C, 30 min (Benchmark

LabVision) Max, Leica XT, Ventana Medical
Microsystems) Systems)
ER-vasta-aine
Klooni | 6F11 6F11 -
Laimennos | 1:600 1:300 -
Valmistaja | Novocastra Novocastra -
Vaikutusaika | 30 min 60 min -
PR-vasta-aine
Klooni | - PgR 636 -
Laimennos | - 1:600 -
Valmistaja | - Dako -
Vaikutusaika | - 60 min -
Ki-67 -vasta-aine
Klooni | MM1/MIB-1 MM1 MIB-1
Laimennos | 1:500 / 1:300 1:100 1:100
Valmistaja | Novocastra / Dako Novocastra Dako
Vaikutusaika | 30 min 60 min 32 min

Endogeenisen
peroksidaasin esto

Vaikutusaika

Post-blocking solution
(PowerVision+ Kit,
Immunovision)

20 min

Bond Refine Detection
Kit (Vision BioSystems
Limited)

5 min

Peroxidase-Blocking
Solution (Dako)

8 min

Polymeeri +
sekundaarivasta-
aine

Vaikutusaika

Poly-HRP anti-
Mouse/Rabbit 1gG
(PowerVision + Kit,
ImmunoVision)

30 min

Bond Refine Detection
Kit (Vision BioSystems
Limited)

12 min

ultraView Universal DAB
Detection Kit (Ventana
Medical Systems)

8 min

Kromogeeni

Vaikutusaika

ImMmPACT DAB (Vector
Laboratories)

5 min

Bond Refine Detection
Kit (Vision BioSystems
Limited)

10 min

ultraView Universal DAB
Detection Kit (Ventana
Medical Systems)

8 min

Vastavarjays

Vaikutusaika

Mayerin hematoksyliini
(Oy FF-Chemicals Ab)

2 min

Hematoksyliini (Dako)

1 min

Hematoxylin I ja Il (Ventana
Medical Systems)

4 -32 min

Vérjaykset suoritettiin Seindjoella Bond Max (Leica Microsystems)— laitteella ellei toisin

ole mainittu. Kaikissa varjayksissa oli mukana kontrolleina Tampereella IMT:ssa viljeltyja
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MCF-7 soluja. MCF-7-soluissa ER:n konsentraatio tumassa on noin 500 — 2500 fmol/mg

jaPR:n 70 — 300 fmol/mg solulimassa (Horwitz ym., 1978 b).

ImmunoRatio:n kalibrointi ja testaus. Seka kalibroinnissa etté testauksessa oli mukana 50
naytettd. Kokeissa kaytettiin kyseisten naytteiden vuonna 2008 Seindjoen keskussairaalan
patologian osastolla rutiinissa rintasyopadiagnostiikassa vérjattyja leikkeitd. Kummassakin
kokeessa oli 25 naytteestd vérjatty Ki-67, 13 naytteestd PR ja 12 ndytteestda ER. Naytteet
edustivat tasaisesti skaalaa 0 — 100 % positiivisia soluja. ImmunoRatio:n toistettavuutta
tutkittiin edellisista ndytteista kolmella néytteelld, joista kahdesta oli varjatty ER ja yhdesta

Ki-67. Vérjaykset oli tehty Bond Max — laitteella Kuvan 5. ja Taulukon 4. mukaisesti.

Varjaystekniset seikat. Kahden varjdysautomaatin toistettavuuksien tutkimista varten
varjattiin seké Seindjoella ettd Tampereella samasta naytteesta viisi perakkaista leiketta eri
varjayskerroilla. Mukana oli yhteensd 20 naytettd, joista kaikista vérjattiin Ki-67. Naista
kymmenen ndytettd oli ER:n suhteen positiivisia ja naista varjattiin myos ER. Samoilla
naytteilld tutkittiin myds kahden laboratorion vélisté vaihtelua ER- ja Ki-67 — vérjayksisséa.

Vaérjaysten optimointia varten varjattiin Seindjoella isojen rintasyopékasvaimien leikkeita
Ki-67 — vasta-aineen (MM1, Novocastra) eri laimennoksilla; 1:10, 1:25, 1:100, 1:400 ja
1:1000. Kokeessa oli mukana yhteensd 10 naytettd, joissa sydpakasvaimen halkaisija oli
védhintadn 2,0 cm. Ki-67:n kahden eri vasta-ainekloonin (MM1, Novocastra ja MIB-1,
Dako) vertailua varten oli Tampereella IMT:ss& vérjatty 20 rinnakkaisesta
rintasyOpanaytteesta Ki-67 molemmilla klooneilla. Vérjaykset oli optimoitu molemmille

vasta-aineen klooneille erikseen.

Kuuden edelld mainitun ison syOpékudosnédytteen perékkaisid leikkeitd varjattiin myos
hematoksyliinin eri pitoisuuksilla tai vaikutusajoilla. Né&istd ndytteistd kolme vérjéttiin
Seingjoella ja kolme Tampereella. Kokeessa varjattiin heikko, optimaalinen ja liian tumma
vastavarjays Ki-67 — varjaykselle. Seindjoella varjaykset tehtiin Ventanan BenchMark XT
— laitteella (Taulukko 4.) ja varjayksissa kaytettiin Ventanan Hematoxylin I:std 16
minuutin vaikutusajalla (tumma vastavérjdys) ja Hematoxylin Il:sta kahdella eri
vaikutusajalla; nelja minuuttia ja 32 minuuttia (heikko ja optimaalinen vastavérjays).
Tampereella vastaavissa varjayksissa kaytettiin Mayerin hematoksyliinia (Taulukko 4).
Optimaalisessa vastavérjayksessa hematoksyliinia kaytettiin laimentamattomana kahden

minuutin vaikutusajalla. Laimeassa vastavérjayksessa hematoksyliinia laimennettiin 1:10



32

vaikutusajan ollessa kaksi minuuttia. Liian tumma vastavarjdys saatiin kayttamalla

laimentamatonta hematoksyliinida 10 minuutin vaikutusajalla.

Kuvaustekniset seikat. Néytteestd kuvattavien nékokenttien lukumaaran selvittdmisessa
kéaytettiin kymmentd isoa rintasyOpikasvainta (halkaisija > 2,0 cm), jotka kaikki olivat
sekd ER:n, PR:n ettd Ki-67:n suhteen positiivisia. Naytteista viidestd vérjattiin PR ja
viidestd Ki-67 ja vérjaykset suoritettiin Seingjoella. Naytteiden kuvaamiseen kaytettyjen
mikroskooppikameroiden vertailua varten oli Tampereella IMT:ssa varjatty viidesta

rintasyopanaytteesta Ki-67 (MM1, Novocastra).

Muiden kuvausteknisten seikkojen tutkimisessa kéytettiin ImmunoRatio:n kalibroinnissa ja
testauksessa kéytettyjd, vuonna 2008 Seindjoen keskussairaalassa vérjattyja naytteita.
Néytteet valittiin kokeisiin satunnaisesti. Mikroskoopin valotuksen vaikutusta analyysiin
tutkittiin yhdeksalla naytteelld, joista kolmesta oli varjatty ER, kolmesta PR ja kolmesta
Ki-67. ImmunoRatio:n kykya analysoida eri suurennoksilla kuvattuja kuvia tutkittiin 20
naytteelld, joista kuudesta oli osoitettu ER, kahdesta PR ja 12:sta Ki-67.

Kuvien rajaamisen tarpeellisuutta tutkittiin 15 ndytteelld, joista kuudesta oli osoitettu ER,
kolmesta PR ja kuudesta Ki-67. ImmunoRatio:n kykyé analysoida jpg-tiedostoja tutkittiin
yhdekséalla naytteelld, joista kolmesta oli varjatty ER, kolmesta PR ja kolmesta Ki-67.

ImmunoRatio rintasydvan tutkimuksessa. ER:n, PR:n ja Ki-67:n ilmenemisen
heterogeenisyyden tutkimista varten Vérjattiin ~ Seingjoella kymmenestd isosta
syOpékasvaimesta (halkaisija > 2,0 cm) ER, PR ja Ki-67. Kyseiset ndytteet olivat

varjattyjen antigeenien suhteen positiivisia. My0s primaari- ja residiivikasvaimista

varjattiin Seindjoella seké ER, PR ettd Ki-67. Kokeessa oli mukana 12 nayteparia.

3.3 Naytteiden kuvaus ja analysointi

Néytteet kuvattiin valomikroskooppiin (Leica DM3000, Leica Microsystems) liitetylla
mikroskooppikameralla (Scion CFW 1308C, Scion Corporation). Kuvien (1360 x 1024
pikselid, 12 bittid) otto tapahtui kannettavalla tietokoneella ImageJ — ohjelmalla (Rasband
1997-2009). Mikroskoopin valotusta s&édettiin niin, ettd ndytteesta otettu kuva muistutti
tietokoneen naytolla mahdollisimman paljon mikroskoopin okulaareista nakynytta
nakymaéa. Valotus pidettiin tutkimuksen ajan vakiona.
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Néaytteista kuvattiin edustavaa, invasiivista syopasolukkoa. Ki-67-varjayksissa kuvattiin
vain voimakkaasti varjaytyneitd alueita, kun taas ER- ja PR- vérjayksissa pyrittiin
kuvaamaan alueita, jotka edustivat ndytteen syopédsolukon keskimaaraistd positiivisuutta
mahdollisimman hyvin. Néaytteestd otetun kuvan lisaksi lasilta otettiin aina myods
taustakuva leikkeen ulkopuolelta. Kaikki kuvat tallennettiin tif-tiedostoina. Kuvat otettiin
paasaantoisesti 20x objektiivilla, jolloin kuvien skaala oli 4,5 pikselid / um.

ER- ja PR-vérjayksissé raja positiivisten ja negatiivisten naytteiden vélilla oli 10 %. Ki-67-

varjayksessa rajoina toimivat luokat 0 % — 10 %, 10 % - 20 % ja yli 20 %.

3.3.1 ImmunoRatio:n kalibrointi

Jokaiselta vérjatylta leikkeeltd kuvattiin yksi nékokenttd edustavasta invasiivisesta
syopasolukosta. Kuvista laskettiin positiivisten syopasolujen prosenttiosuus kaikista
soluista sekd manuaalisesti ImageJ:n Cell Counter —sovelluksella (Rasband 1997-2009)
ettd  tietokoneavusteisesti  kalibroimattomalla  ImmunoRatio:lla.  ImmunoRatio:n
virheellisesti analysoimat kuvat jatettiin kalibroinnista pois ja niiden tilalle valittiin uudet
naytteet. ImmunoRatio:n Kkatsottiin analysoineen nayte virheellisesti, jos se oli selvasti
tunnistanut ndytteen tumia vadrin ja jos naytteen tulos poikkesi huomattavasti manuaalisen

laskennan tuloksesta.

Tassa tutkimuksessa manuaalisessa analyysissa selvitettiin ndytteen positiivisten solujen
prosenttiosuus. Analysointi  suoritettiin - merkkaamalla kuvaan k&sin syOpésolujen
negatiiviset ja positiiviset tumat eri véreilla (Kuva 6.). Positiivisten tumien osuus kaikista
tumista saatiin jakamalla positiivisten tumien lukuméaard kaikkien kuvan merkattujen

tumien lukumaaralla (positiiviset + negatiiviset tumat).

B o Woe -7 Q .. "SEIAS Kuva 6. Naytteiden manuaalinen analysointi.
\’P. 1 _," 4..@‘3 d .’ ’..; “ Kuvan Ki-67-vérjaykseen on merkattu positiiviset

+. xaf.’ g .‘ B o2 tumat punaisella vérilld ja negatiiviset tumat
o4 4 > X - "b, vihredlld varilld ImageJ:n Cell Counter -
e e - s sovelluksella (Rasband 1997-2009). Néytteen

e

3 3 T y.
o -* % e ; “.o_’ " ?s tulos saatiin jakamalla positiivisten tumien
® . s ¥ 4 ? lukumadrd  (=punaiset)  kaikkien  tumien
o lukum@aralla (= punaiset + vihredt).
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Kasin laskettujen tulosten luotettavuutta tarkasteltiin tutkimalla saman analysoijan eri
laskentakertojen vélistd vaihtelua. Kokeessa oli mukana 20 kalibrointisarjan néytetta, joista
jokainen analysoitiin kahdesti perdkkdin. My6s kahden eri arvioitsijan vélisid eroja
manuaalisessa analyysissa tutkittiin vertailemalla kahden eri henkilén analysoimia tuloksia
samoista néytteistd. Mukana oli 25 kalibrointisarjan néytettd, jotka kummatkin henkil6t

analysoivat kertaalleen itsendisesti.

3.3.2 ImmunoRatio:n testaus

Jokaiselta varjatylté leikkeeltd kuvattiin invasiivisesta syopéasolukosta edustava ndkokentta.
Saadut kuvat analysoitiin kalibroidulla ImmunoRatio:lla ja manuaalisesti ImageJ:n Cell
Counter — sovelluksella (Rasband 1997-2009). Poikkeavista tuloksista tehtiin
lisdanalyyseja kuvaamalla kyseenomaisista naytteistd kymmenen uutta ndkokenttéa, jotka
analysoitiin sekd manuaalisesti ettd ImmunoRatio:lla. Tulos katsottiin poikkeavaksi, jos se
oli manuaalisen laskennan mukaan negatiivinen mutta ImmunoRatio:n mukaan

positiivinen tai painvastoin.

ImmunoRatio:n toistettavuutta tutkittaessa vérjatyltd naytelasilta kuvattiin kymmenen
perdkkaistd nakokenttdd taysin samasta kohtaa kudosleikettd. Saadut kuvat analysoitiin
ImmunoRatio:lla. Liséksi jokaisesta naytteestd valittiin yksi kuva, joka analysoitiin

kymmenen kertaa perakkain ImmunoRatio:lla.

3.3.3 Naytteiden varjaysteknisten seikkojen tutkiminen

Laboratorioiden ja varjaysautomaattien vertailu. Kahden eri vérjdysautomaatin
perdkkaisten varjaysten vaihtelua tarkasteltiin kuvaamalla yksi nédkokenttd saman néytteen
eri ajoissa varjatyista leikkeistd. Kuvat pyrittiin ottamaan mahdollisimman samalta kohtaa
jokaista kudosleiketta. Saadut kuvat analysoitiin ImmunoRatio:lla. Kahden eri laboratorion
valistd vertailua ER- ja Ki-67 — varjayksissa tarkasteltiin valitsemalla edellisistd naytteista
kaksi perakkaista leikettd, joista toinen oli vérjatty Seingjoella ja toinen Tampereella.
Valituista ndytteistd  kuvattiin  yksi ndkokenttd ja saadut kuvat analysoitiin

ImmunoRatio:lla. Kuvat pyrittiin ottamaan mahdollisimman samalta kohtaa kudosleiketté.

Varjaysten optimointi. Seka eri Ki-67-vasta-aineen (MM1, Novocastra) laimennoksilla ettd

erilaisilla hematoksyliinivérjayksilla varjatyilta perakkéisiltd leikkeiltd kuvattiin yksi
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nakokenttd mahdollisimman samalta kohdalta kudosta jokaiselta leikkeeltd. Saadut kuvat
analysoitiin ImmunoRatio:lla. Eri Ki-67-vasta-aineen klooneilla (MM1, Novocastra, MIB-
1, Dako) vdrjatyista rinnakkaisista leikkeistd kuvattiin viisi ndkdkenttad mahdollisimman

samoilta kohdilta. Saadut kuvat analysoitiin ImmunoRatio:lla.

3.3.4 Naytteiden kuvaamiseen liittyvat seikat

Kuvien lukuméard per nayte. Tutkittaessa kuvien lukuméaran vaikutusta néytteen
tulokseen, kuvattiin varjatyilta leikkeiltd 12 n&kokenttad alueilta, jotka edustivat
mahdollisimman hyvin naytteiden positiivisten solujen prosenttiosuuksia. Saadut kuvat
analysoitiin  ImmunoRatio:lla niin, ettd jokaiselle ndytteelle saatiin 1-12 kuvan

keskiarvotulokset.

Mikroskoopin valotusasetukset. Varjatyilta leikkeiltd kuvattiin nelja peréakkaista
nakokenttad neljalla eri mikroskoopin valotuksella; kirkas, normaali, tummahko ja tumma.
Kuvat otettiin jokaisella valotuksella tdysin samalta kohdalta kudosleikettd. Normaali
valotus vastasi valotusta, jolla naytteet kuvattiin normaalisti tutkimuksen aikana. Saadut

kuvat analysoitiin ImmunoRatio:lla.

Kuvien tallennusmuoto. Varjatystd leikkeesta kuvattiin yksi ndkokenttd, joka tallennettiin
normaaliin  tapaan tif-tiedostona. Sama kuva muutettiin Irfanview-ohjelmalla
(ohjelmaversio 4.25) jpg-tiedostoksi kuudella eri laadulla; 100 %, 80 %, 60 %, 40 %, 20 %
ja 10 %. Kaikki jpg-tiedostot sek& alkuperéinen tif-tiedosto analysoitiin ImmunoRatio:lla.

Kuvaaminen eri objektiiveilla. Varjatyista leikkeistd otettiin kuvat sekd 20x objektiivilla
ettd 10x ja 40x objektiiveilla samasta kohtaa kudosleiketta. 20x ja 40x objektiiveilla otetut
kuvat analysoitiin kasin ImagelJ:n Cell Counter-sovelluksella (Rasband 1997-2009) sekéa
automaattisesti  ImmunoRatio:lla.  10x  objektiivilla otetut kuvat analysoitiin
ImmunoRatio:lla. 10x objektiivilla kuvattujen kuvien skaala oli 2,25 pikselid/pum ja 40x

objektiivilla 9,0 pikselid/pm.

Kuvien muokkaus. Varjatyista leikkeistd kuvatuista ndkokentistd rajattiin pois ImageJ-
ohjelman rajaustyokalun (Rasband 1997-2009) avulla kaikki muut komponentit paitsi

syopasolujen tumat. Alkuperdiset ja rajatut kuvat analysoitiin ImmunoRatio:lla.
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Mikroskooppikameroiden vertailu. Tutkimuksessa testattiin kuuden eri
mikroskooppikameran  sekd kahden virtuaalimikroskopilaitteiston  soveltuvuutta
ImmunoRatio:n kayttdén. Mukana olivat seuraavat mikroskooppikamerat: Altra 20 (Soft
Imaging), Colorview Il (Soft Imaging), Leica DFC 290 HD (Leica Microsystems),
Mightex 3MP Color CMOS (Mightex), Nikon DS-Fil (Nikon) ja Scion CFW-1310x
(Scion Corporation). Mukana olleet kaksi virtuaalimikroskopialaitteistoa olivat Surveyor
(Objective Imaging), jossa kamerana Qlmaging QiCAM Fast seka Scanscope XT (Aperio).
Vaérjatyistd leikkeistd kuvattiin jokaisella kameralla kymmenen nakokenttad, jotka
analysoitiin ImmunoRatio:lla. Kuvat otettiin kustakin néytteesta runsaimmin varjaytyneilta
alueilta, mutta alueet eivat valttdmatta olleet samoja jokaisella kameralla. Saaduista
tuloksista laskettiin kullakin kameralla kuvattujen ndkdkenttien keskiarvotulos jokaiselle
viidelle naytteelle. Kolmea mikroskooppikameraa (Altra 20, Leica DFC 290 HD ja Nikon
DS-Fil) testattiin  Seingjoella ja loput mikroskooppikamerat ja kummatkin
virtuaalimikroskopialaitteistot testattiin Tampereella Jorma Isolan ja Vilppu Tuomisen

toimesta.

3.3.5 ImmunoRatio rintasyovan tutkimuksessa

ER:n, PR:n ja Ki-67:n heterogeenisyys. Jokaiselta varjatylta leikkeeltd kuvattiin
kymmenen nékokenttdd sydpakudoksen reunaosilta sekd kymmenen nakokenttdd sen
sisdosista. Saadut kuvat analysoitiin ImmunoRatio:lla ja kasvaimen reuna- ja siséosille

maaritettiin keskiarvotulokset.

ER, PR ja Ki-67 primaari- ja residiivikasvaimissa. Jokaiselta vérjatylta leikkeeltd kuvattiin
viisi nakokenttdd, jotka analysoitiin ImmunoRatio:lla. Jokaiselle naytteelle laskettiin

keskiarvotulos viiden kuvan perusteella.

3.3.6 Tilastoanalyysi

Naytteiden ImmunoRatio:n analysoimia ja manuaalisesti maaritettyja tuloksia analysoitiin
GraphPad Prism 4- ja InStat3 — ohjelmilla (GraphPad Software). Analyyseissa
kahdensuuntaista p-arvoa < 0,05 pidettiin tilastollisesti merkittdvand. Pearsonin

korrelaatiokerrointa kaytettiin mittaamaan arvojen valisté lineaarista korrelaatiota.
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ImmunoRatio:n  Kkalibroinnissa  ImmunoRatio:lle  méaritettiin  kalibrointikertoimet
vertailemalla kalibrointisarjan naytteiden manuaalisia ja kalibroimattoman ImmunoRatio:n
tuloksia epélineaarisen regressioanalyysin avulla. Analyysissa suoran sovitus tapahtui
kolmannen asteen yhtalén mukaisesti, ja yhtalén kulmakertoimet toimivat ImmunoRatio:n
kalibraatiokertoimina. Sek& kalibroimattoman ettd kalibroidun ImmunoRatio:n tuloksia
verrattiin samojen naytteiden manuaalisesti méaritettyihin tuloksiin myo6s lineaarisella

regressioanalyysilla.

4. Tulokset

4.1 ImmunoRatio:n kalibrointi

ImmunoRatio:n kalibrointi. ImmunoRatio:n Kkalibrointi aloitettiin  kalibroimattoman
ImmunoRatio:n testaamisella. Kalibrointisarjan kuvista kalibroimattomalla
ImmunoRatio:lla analysoitujen ja manuaalisesti madritettyjen tulosten perusteella
suoritettu lineaarinen regressioanalyysi ei tuottanut siistid suoraa pisteparven sekaan (Kuva
7.). Téstd huolimatta ImmunoRatio:n ja ké&sin laskettujen tulosten Kkorrelaatio oli
tilastollisesti erittdin merkittdvad (p <0,0001, r = 0,9718), joten Kkalibroimaton

ImmunoRatio toimi tyydyttavasti. Suoran kulmakerroin oli 0,9389.

Kuva 7. Kalibrointisarjan lineaarinen
100+ regressioanalyysi 1. Kalibrointisarjan
naytteista kuvattujen kuvien manuaalisesti
ja kalibroimattomalla ImmunoRatio:lla
maédritettyjen tulosten vertailu. Tulokset
on esitetty  positiivisten solujen
prosenttiosuuksina.  Tulosten  valinen
Pearsonin korrelaatiokerroin oli 0,9718 ja
suoran kulmakerroin 0,9389.

Tulos (%), kasin laskettu

0 n n n n n n n n n 1
10T/10 20 30 40 50 60 70 80 90 10

Tulos (%), kalibroimaton ImmunoRatio
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Koska Kuvan 7. suoran sovitus naytti olleen liian suurpiirteinen, suoritettiin samoille

tuloksille epélineaarinen regressioanalyysi kolmannen asteen yhtalon mukaan. Talldin

suora asettui siististi pisteparven keskelle (Kuva 8.). Suoran sovittaneita kolmannen asteen

yhtélon kertoimia kdytettiin ImmunoRatio:n kalibrointikertoimina.

100 Y = ath*x+c*x+d*xC
904
a=0.4321
801 b =0.6110
70- ¢ = 0.001984
d = 6.442¢-005

Tulos (%), kasin laskettu

Tulos (%), kalibroimaton ImmunoRatio

Kalibraatiokertoimilla

kalibroidulla

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10

ImmunoRatio:lla

Kuva 8. Kalibrointisarjan
epalineaarinen regressioanalyysi.
Kalibraatiosarjan néytteistd kuvattujen
kuvien manuaalisen ja
kalibroimattomalla ImmunoRatio:lla
maéadritettyjen tulosten vertailu. Tulokset
on  esitetty  positiivisten  solujen
prosenttiosuuksina. Kuvan suora
sovitettiin  kolmannen asteen yhtalon
mukaisesti. Yhtalo ja sen kertoimet on
esitetty kuvassa. Kertoimet toimivat
ImmunoRatio:n kalibrointikertoimina.

uudelleen analysoidut

kalibraatiosarjan kuvat vastasivat l&hes taysin samoista kuvista késin laskettuja tuloksia (p

<0,0001, Kuva 9.), joten Kkalibraatiokertoimet toimivat hyvin. Kuvan 9. suoran

kulmakertoimeksi saatiin 1,004 ja Pearsonin korrelaatiokertoimeksi 0,9915.



39

Kuva 9. Kalibrointisarjan lineaarinen

regressioanalyysi Il. Kalibrointisarjan
naytteiden kuvista manuaalisesti ja
kalibroidulla ImmunoRatio:lla

analysoitujen tulosten vertailu. Tulokset
on esitetty  positiivisten  solujen
prosenttiosuuksina.  Tulosten valinen
Pearsonin korrelaatiokerroin oli 0,9915
ja suoran kulmakerroin 1,004.

Tulos (%0), kasin laskettu

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 10

Tulos (%0), kalibroitu ImmunoRatio

Manuaalinen analyysi. ImageJ:n Cell Counter — sovelluksella sekd saman henkilon (S) etta
eri henkildiden (S ja M) manuaalisten analyysien vaihtelut olivat erittdin pienia (Taulukko
5.).

Taulukko 5. Manuaalisen analyysin vaihtelut. Saman henkilon (S vs. S) ja eri henkididen (S vs. M)
samojen naytteiden manuaalisesti mééritettyjen tulosten korrelaatiokertoimet ja p-arvot. Sama henkild (S)
analysoi kahdesti perakkain 20 néytettd ja eri henkil6t (S ja M) 25 néytettd itsendisesti.

Arvioitsija(t) Keskimadarainen ero Eron vaihteluvali Pearson r p-arvo
(prosenttiyksikkoa) (prosenttiyksikkoa)

Svs. S 1 0-3 0.9986 < 0,0001
Svs.M 2 0-7 0.9849 < 0,0001

4.2 Kalibroidun ImmunoRatio:n testaus

ImmunoRatio:n testaus. ImmunoRatio:n kalibroinnissa méaéritettyjen kalibraatiokertoimien
toimivuutta testattiin testisarjan kuvilla. Kalibroidulla ImmunoRatio:lla saadut tulokset
testisarjan kuvista vastasivat hyvin samojen kuvien manuaalisesti laskettuja tuloksia (p <
0,0001, Kuva 10.). Lineaarisella regressioanalyysilld méaritetyn suoran kulmakertoimeksi
saatiin 0,9730 ja Pearsonin korrelaatiokertoimeksi 0,9732. Varjayskohtaiset Pearsonin
korrelaatiokertoimet ja p-arvot olivat ER:lle 0,9764 ja < 0,0001, PR:lle 0,9549 ja < 0,0001
sekd Ki-67:1le 0,9193 ja < 0,0001.
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Kuva 10. Testisarjan lineaarinen
1001 regressioanalyysi. Testisarjan
naytteista kuvattujen kuvien
manuaalisesti  ja  ImmunoRatio:lla
madritettyjen tulosten vertailu. Tulokset
on esitetty  positiivisten  solujen
prosenttiosuuksina. Tulosten valinen
Pearsonin korrelaatiokerroin oli 0,9732
ja suoran kulmakerroin 0,9730.

Tulos (%), kasin laskettu

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Tulos (%), ImmunoRatio

Kahdesta Kuvan 10. alareunassa harmaalla merkitysta poikkeavasta tuloksesta suoritettiin
lisaanalyyseja (vasen nayte: PR-vérjdys, oikea ndyte Ki-67-varjays). Liséanalyyseissa
naytteistd kuvattiin 10 uutta ndkdkenttdd, jotka analysoitiin sekd manuaalisesti etta
ImmunoRatio:lla. Lisdanalyysien perusteella PR-vérjays analysoitui oikein (r = 0.8307 ja p
= 0.0029), mutta Ki-67-varjayksen manuaalisesti ja ImmunoRatio:lla madritettyjen tulosten
vélinen korrelaatio ei ollut tilastollisesti merkittavéa (r = 0,3422 ja p = 0,3331).

ImmunoRatio:n toistettavuus. ImmunoRatio:n analyysit olivat tasaisen luotettavia, kun
tarkasteltiin kolmesta naytteestd kuvattuja kymmentad perakkéistd nakokenttdd. Kuvien
ImmunoRatio:lla analysoidut tulokset poikkesivat toisistaan yhden prosenttiyksikon verran
yhden ndytteen kohdalla. Muuten tulokset olivat kokeessa aina samoja. Saman kuvan

toistuva analysointi ImmunoRatio:lla tuotti aina saman tuloksen.

4.3 Varjaystekniset ominaisuudet

Tutkimuksessa selvitettiin  nédytteiden eri vérjaysteknisten seikkojen vaikutuksia
ImmunoRatio:n analyysiin. Kaikissa vérjayksisséd oli mukana kontrolleina Tampereella
IMT:ssa viljeltyja MCF-7 — soluja. Positiivisten kontrollien varjayskohtaiset tulokset
Seindjoella ja Tampereella on esitetty Taulukossa 6. Negatiivisten kontrollien tulokset

olivat aina 0 %.
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Taulukko 6. Positiiviset MCF-7-kontrollit. Tutkimuksessa kéytettyjen positiivisten kontrollien
keskiarvotulokset ja vaihteluvélit laboratorioittain.
Varjays Tulos, keskiarvo Tulos, vaihteluvali Varjayskerrat
Seinéjoki
ER 93 % 83 % - 100 % 6
PR 60 % 59 % - 61 % 2
Ki-67 100 % 100 % 6
Tampere
ER 61 % 59 % - 64 %
Ki-67 95 % 94 % - 98 %

4.3.1 Varjaysautomaatit

Kahden eri vérjdysautomaatin ER- ja Ki-67 — vérjdyksien vaihtelut viidelld eri
varjayskerralla olivat hyvin pienia (Taulukko 7). Hieman enemman vaihtelua havaittiin Ki-
67 — véarjayksissa, mutta vaihtelu ei siltikddn ollut kovin merkityksellista naytteen tulosta
ajatellen. Kummallakin vérjdysautomaatilla osoitettiin Ki-67 20 néytteestd ja ER 10

naytteesta.

Taulukko 7. Varjaysautomaattien vertailu. Kahden varjadysautomaatin ER- ja Ki-67 — varjayksien vaihtelu
viidella eri varjayskerralla. Mukana oli 10 ER:n suhteen varjattya naytettd ja 20 Ki-67:n suhteen vérjattya
naytetta.

. Tulosten keskimaarainen variaatiokerroin  Tulosten variaatiokerroin, vaihteluvali
Varjays (%) (%)
ER (n=10)
Bond Max 6,5 1,2-16,1
Autostainer 13,2 1,2-31,2
Ki-67 (n = 20)
Bond Max 17,3 7,3-34,0
Autostainer 15,6 4,1-39,1

Kokeessa oli jokaisella varjayskerralla mukana myds positiivinen kontrolli. ER-kontrollien
tulosten variaatiokerroin oli Bond Max:lla 8,6 % ja Autostainer:lla 3,4 %. Vastaavat arvot
Ki-67-kontrolleilla oli Bond Max:lla 0,5 % ja Autostainer:lla 3,6 %.
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4.3.2 Kahden laboratorion vertailu ER- ja Ki-67-varjayksissa

Seindjoella ja Tampereella Ki-67:n suhteen vérjattyjen kahdenkymmenen rinnakkaisen
naytteen tulokset erosivat 0 — 16 prosenttiyksikkod, keskiarvoeron ollessa 3
prosenttiyksikkdd (Kuva 11.). Laboratorioiden valinen korrelaatio oli tilastollisesti erittéin
merkittavaa (p <0,0001, r = 0,9553). Positiivisten kontrollien ero oli 3 prosenttiyksikkoa.

Kuva 11. Kahden laboratorion
50 o 1 vertailu  Ki-67-varjayksissa.
5] [ Seingjoki Kuvassa on esitetty 20 naytteen
4 Bl Tampere rinnakkaisten varjaysten tulokset
07 Seinajoella ja Tampereella.
35+

30+
25+
201
15+
104

Ki-67-indeksi (%)

1234567 89 1011121314151617181920

Nayte

Kymmenen rinnakkaisen ndytteen ER-indeksien erot Seindjoen ja Tampereen valilla olivat
1 — 37 prosenttiyksikkod, keskiarvoeron ollessa 8 prosenttiyksikkod (Kuva 12.). Tulosten
valinen korrelaatio oli tilastollisesti hyvin merkittavad (p = 0,0034, r = 0,8243).

Positiivisten kontrollien ero oli 34 prosenttiyksikkoa.
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Kuva 12. Kahden laboratorion
1009 [ Seindjoki - vertailu ER-varjayksissa Kuvassa
90-{ EH Tampere M on esitetty 10 naytteen
804 = rinnakkaisten varjaysten tulokset

70 _ Seindjoella ja Tampereella.

601 — —
50+
40+
30+
20+
10+

ER-indeksi (%6)

Nayte

4.3.3 Vasta-aineen pitoisuuden ja kloonin merkitys
ImmunoRatio:n analyysissa

Vasta-aineen pitoisuudella huomattiin olevan selkeéd vaikutus ImmunoRatio:n analyysiin
(Taulukko 8.). Kokeen perusteella ImmunoRatio:lle sopiva laimennosskaala Ki-67-vasta-
aineella (MM1, Novocastra) olisi noin 1:50 — 1:200, optimaalisen laimennoksen ollessa
1:100. Laimeammat tai vdkevdmmat vasta-aineen laimennokset eivét varjanneet naytteita

riittdvan tarkasti, jolloin tulokset selvésti poikkesivat optimaalisesta.

Taulukko 8. Vasta-aineen laimennoksen merkitys ImmunoRatio:n analyysissa. Eri Ki-67:n (MM1,
Novocastra) vasta-ainelaimennoksilla vérjattyjen néytteiden ImmunoRatio:lla analysoidut tulokset.
Taulukossa on suluissa esitetty vasta-aineen laimennos. Laimennos 1:100 oli optimaalinen.

Nayte (I)(i—67_—indeksi, Ki—67. -indeksi, Ki—67_ -indeksi, Ki—67_ -indeksi, Ki—67_ -indeksi,

% (1:1000) 9% (1:400) 9% (1:100) 9% (1:25) % (1:10)

1 20 24 42 51 71
2 9 10 15 22 28
3 17 20 29 53 51
4 4 6 6 7 14
5 12 9 23 24 33
6 22 35 42 57 52
7 10 11 23 22 29
8 4 6 8 11 15
9 5 8 11 19 15
10 9 16 19 29 78
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Vasta-aineen kloonilla ei taas huomattu olevan merkitysta vérjaystulosta ja siten
ImmunoRatio:n analyysia ajatellen. Kahdenkymmenen néytteeen rinnakkaiset varjaykset
kahdella eri Ki-67 —vasta-aineen kloonilla (MIB-1, Dako ja MM1, Novocastra) vastasivat

ldhes taydellisesti toisiaan, kun ne analysoitiin ImmunoRatio:lla (r = 0.9692 ja p <0.0001).

4.3.4 Vastavarjayksen merkitys ImmunoRatio:n analyysissa

Néytteiden vastavarjayksen optimointi osoittatui erittdin tarkeéksi tekijaksi ajatellen
ImmunoRatio:n analyysid. Liian laimealla tai vékevalla hematoksyliinill4 vastavérjatyt
naytteet analysoituivat usein virheellisesti ja tulokset saattoivat poiketa huomattavasti

optimaalisesta varjayksesté (Taulukko 9.).

Taulukko 9. Vastavarjayksen vaikutus ImmunoRatio:n analyysiin. Eri hematoksyliinipitoisuuksilla ja/tai
vaikutusajoilla kahdessa eri laboratoriossa vastavarjattyjen Ki-67 —varjayksien ImmunoRatio:lla analysoidut
tulokset. Seindjoella ja Tampereella vérjatyt naytteet eivat olleet rinnakkaisia.

Nayte IK!-67 -indeksi (%),__ . Ki-§7 -in_deksi (%), o K"i-67 :indeksi (%),__ _
aimea hematoksyliini ~ optimaalinen hematoksyliini ~ vikeva hematoksyliini
Seinéjoki
1 46 6 2
2 42 13 15
3 100 49 46
Tampere
4 100 7 6
5 100 22 23
6 100 41 40

4.4 Naytteiden kuvaamiseen liittyvat seikat

Naytteiden kuvaamiseen liittyvat kaytdnnot voivat vaihdella laboratoriosta toiseen. Jotta
ImmunoRatio soveltuisi mahdollisimman laajaan kayttoon, testattiin tutkimuksessa useita

néytteiden kuvaamiseen liittyva seikkoja.



4.4.1 Kuvien lukumaara per nayte
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Kokeen perusteella kolmen kuvan keskiarvo oli riittavén tarkka tulos kuvaamaan néytteen

positiivisten solujen osuutta (Kuva 13.). Lisakuvien ottaminen ei muuttanut tulosta

merkittavasti suuntaan tai toiseen.
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Kuva 13. Kuvien lukuméaaran vaikutus tuloksen vaihteluun. Kuvassa y-akselilla on esitetty naytteiden

tulokset 1 — 12 kuvan keskiarvoina.

4.4.2 Mikroskoopin valotus

Kokeen perusteella mikroskoopin valotuksella ei ollut kovin suurta merkitysta analyysissé,

silla ImmunoRatio pystyi analysoimaan hyvin eri valotuksilla otettuja kuvia (Kuva 14.)

Ylivalottuneet kuvat eivét kuitenkaan analysoituneet oikein, toisin kuin jopa kaksi astetta

optimaalisesta valotuksesta tummemmat kuvat, joiden analyysit onnistuivat poikkeuksetta.
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17.8.2008 16:08 1782008 16:08
DABMuciear area average: 72% 5 DABnuciear area average: TO%
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Kuva 14. Mikroskoopin valotus. ImmunoRatio:n analyysit neljalla eri mikroskoopin valotuksella kuvatusta
ER-vérjayksestd; a). ylivalottunut kuva, tulos 46 %, b). normaali valotus, tulos 72 %, c.) heikohko valotus,
tulos 70 % ja d.) heikko valotus, tulos 70 %.

4.4.3 Kuvien tallennusmuodon vaikutus analyysiin

ImmunoRatio analysoi yhta hyvin seka jpg- etté tif-tiedostoja (Kuva 15.). Jpg-tiedoston
laadun alarajan todettiin olevan IrfanView-ohjelmalla noin 40 %, silla sita
huonompilaatuiset kuvat eivat enda analysoituneet oikein. Jpg-tiedoston laadun ollessa 40
%, oli kuva kooltaan enéda 1,3 % alkuperdisesta tif-tiedostosta. Vastaavasti laadun ollessa

100 %, oli alkuperdisen tif-tiedoston koosta jéljella enda noin 20 %.
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Kuva 15. Jpg-tiedoston laadun vaikutus ImmunoRatio:n analyysiin. ImmunoRatio analysoi oikein jpg-
tiedostoja tallennettuna laaduilla 40 % - 100 %.

4.4.4 Kuvaaminen eri suurennoksilla

ImmunoRatio:lla analysoitiin 20x objektiivin lisdksi myds 10x objektiivilla kuvattuja
nékokenttia, ja my0ds ndma kuvat analysoituivat oikein (Kuva 16.). Tulokset 10x

objektiivilla otetuista kuvista vastasivat samoista naytteistd 20x objektiivilla otettujen
kuvien tuloksia (p <0,0001, r = 0,9976).

Kuva 16. Kuvaaminen pienemmalla
suurennoksella. Kuvassa esitetty a). 10x
objektiivilla otetun kuvan
ImmunoRatio:n analyysi, tulos 89 %
positiivisia  soluja ja b.) samasta
ndytteestd  samasta  kohtaa  20x
objektiivilla otetun kuvan
ImmunoRatio:n analyysi, tulos 87 %
positiivisia soluja. Kuvan a. skaala on

o A '...’;‘.“ / r * /2u2n? pikselia/um ja kuvan b. 4,5 pikselia
PSS T

F“' & i -..iip::! K t' R 7L
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A G T S BT



48

Myos 40x objektiivilla otettuja kuvia (skaala 9,0 pikselid / pm) ImmunoRatio analysoi
luotettavasti (Kuva 17.). Pearsonin korrelaatiokertoimeksi saatiin 0,9721 ja p-arvoksi
<0,0001, kun tuloksia verrattiin samoista naytteistda 20x objektiivilla otettujen Kkuvien
tuloksiin. Lisaksi 40x objektiivilla kuvattujen kuvien tulokset vastasivat merkittévasti

samojen kuvien kasin laskettuja arvoja (p-arvo <0.0001, r = 0,9570).

Kuva 17. Kuvassa esitetty a). 40x
objektiivilla otetun kuvan ImmunoRatio:n
analyysi, tulos 77 % positiivisia soluja ja
b.) samasta nédytteestd samasta kohtaa 20x
objektiivilla otetun kuvan ImmunoRatio:n
analyysi, tulos 80 % positiivisia soluja.
Kuvan a. skaala on 9,0 pikseli&/um ja
kuvan b. 4,5 pikselid/pm.

4.4.5 Kuvien rajaaminen

Vaikka ImmunoRatio saattoi joissain tapauksissa ottaa laskuihin mukaan muitakin kuvan
komponentteja kuin syopasolujen tumia, ei ndiden komponenttien poisrajaamisen todettu
olevan tarpeellista (Kuva 18.). Viidentoista ndytteen perusteella alkuperdisen kuvan tulos
muuttui rajauksessa keskimaarin 5 prosenttiyksikkod, vaihteluvalin ollessa 0 — 13
prosenttiyksikkdd. ImmunoRatio:n analysoimien alkuperaisten ja rajattujen kuvien tulosten

korrelaatio oli tilastollisesti erittdin merkittavaa (p <0,0001, r = 0.9964).
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Kuva 18. Kuvien rajaaminen. Kuvassa
esitetty sekd@ alkuperdinen PR-vdrjays ettd
alkuperaisestd Kuvien rajaamisella ei havaittu
olleen merkitystd naytteen lopputuloksessa.
a.) Alkuperdinen PR-vérjays, tulos 32 %, b.)
kuvasta rajattu  pois  sydpasolukkoon
kuulumattomat komponentit, tulos 35 %.

4.4.6 Mikroskooppikameroiden ja virtuaalimikroskopialaitteistojen

vertailu

Kokeen perusteella mikroskooppikameran mallilla, merkilla tai hinnalla ei ole merkitysta

ImmunoRatio:ta kaytettdessa. Kuudella eri digitaalimikroskooppikameralla ja kahdella eri

virtuaalimikroskopialaitteistolla otettujen kuvien tulokset samoista naytteistd on esitetty

Kuvassa 19. Kuvassa on esitetty kullakin kameralla otettujen kuvien keskiarvo ja

keskiarvon keskivirheet. ImmunoRatio analysoi jokaisella kameralla otettuja kuvia oikein,

eli otti analyysiin mukaan sydpasolujen tumat ja jatti muut kuvan komponentit

huomioimatta.
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Kuva 19. Kameravertailu. Kuuden eri mikroskooppikameran (kamerat 1,3-6,8) ja kahden
virtuaalimikroskopialaitteiston (kamerat 2 ja 7) ottamien kuvien ImmunoRatio:n tulokset viidestd ndytteesta.
Kuvissa on esitetty kullakin kameralla otettujen kymmenen kuvan keskiarvo keskiarvon keskivirheineen.
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4.5 ER:n, PR:n ja Ki-67:n ilmenemisen heterogeenisyys

Kymmenen ison kasvaimen perusteella ER:n, PR:n ja Ki-67:n ilmeneminen kasvaimien
reuna- ja sisdosien vélilla oli tasaista (Kuva 20.). Ki-67:n ja PR:n varjaytymisen korrelaatio
kasvaimen reuna- ja sisdosien valilla oli tilastollisesti erittdin merkittavaéd (p > 0,0001) ja
ER:n hyvin merkittavdd (p = 0,0028). Kasvaimen reuna- ja sisdosien sisalla PR:n

ilmeneminen oli kuitenkin osittain erittain heterogeenistd, kun taas ER ja Ki-67 ilmenivat

tasaisemmin.
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100+ 100-
L. M@
901 i 90+ I
. 804 { lm L { . 801 I
S 701 ! S 704 1
% 60 _ﬁ’:’ 60+
@ 501 = 501
£ 401 £ 407
@ 304 X 304
& 30 @ 30
20+ 20
101 10
0- LR LR LR U DR VA UL 0- L L
1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nayte Nayte
c.)
50-
o 401
S
T 30l ] Sisaosa
3 Bl Reunaosa
c
w201
«©
NARETY
0_ -

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Nayte

Kuva 20. ER:n, PR:n ja Ki-67:n heterogeenisyys. Suurten kasvainten reuna- ja sisdosien keskimaéraiset a.)
ER-, b.) PR- ja c.) Ki-67- indeksit. Mittajanat kuvaavat reuna- ja sisdosien sisdisten indeksien keskihajontaa.
ER:n Pearsonin korrelaatiokerroin reuna- ja sisdosien valill4 oli 0,8332, PR:n 0,9802 ja Ki-67:n 0,9504.
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4.6 Primaari- ja residiivikasvaimien hormonireseptori- ja Ki-67-
statukset

Kokeessa mukana olleiden nayteparien diagnoosien vali oli keskimé&arin 4,5 vuotta.
Tutkimuksessa havaittiin, ettd potilaan residiivikasvaimen hormonireseptoristatus ja Ki-67-
indeksi vastasivat primaarikasvaimesta maaritettyja arvoja (Kuva 21.). ER:n korrelaatio
primaari- ja residiivikasvaimien valilla oli voimakkainta (p <0,0001, r = 0,9002). My0s Ki-
67:n ilmeneminen oli hyvin samanlaista primaari- ja residiivikasvainten valilla (p <0,0001,
r = 0,8922.). PR:n status taas vaihteli enemman, korrelaation ollessa kuitenkin merkittavaa
(p =0,0019, r = 0,7966.)
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Kuva 21. ER-, PR- ja Ki-67-statusten vaihtelut primaari- ja residiivikasvainten valilla. 12 potilaan
primaari- ja residiivikasvaimista maéaritetyt a.) ER-, b.) PR- ja c.) Ki-67-indeksit. Osa potilaiden naytteista oli
PR:n ja/tai ER:n suhteen tdysin negatiivisia.
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5. Tulosten tarkastelu

5.1 ImmunoRatio:n kalibrointi ja testaus

Tietokoneavusteiset analyysiohjelmat on kehitetty helpottamaan immunohistokemiallisesti
varjattyjen rintasyovan kudosndytteiden analysointia. Jotta niiden analysoimat tulokset
olisivat mahdollisimman luotettavia, on osa ohjelmista, kuten my6ds ImmunoRatio,
kalibroitava ennen varsinaisten naytteiden analysointia. Tassa tutkimuksessa kalibroitu
ImmunoRatio analysoi testisarjan 50 kuvaa ldhes moitteettomasti. Testisarjan
korrelaatiokerroin 0,9732 ImmunoRatio:n ja manuaalisen analyysin vélilla vastasi muiden
analyysiohjelmien vastaavia korrelaatiokertoimia tai oli jopa niita parempi (Mofidi ym.,
2003; Rexhepaj ym., 2008; Faratian ym., 2009) Kalibroinnin onnistumisesta ja siten
ImmunoRatio:n analyysien luotettavuudesta kertoo myds se, ettei kuvista tarvinnut rajata
pois syopasolukkoon kuulumattomia komponentteja. Rajattujen kuvien tulokset eivét
muuttuneet merkittévasti alkuperéisten kuvien tuloksista, mikd osoitti ImmunoRatio:n

huomioivan analyyseissaan péaaasiassa vain syopasolujen tumat.

ImmunoRatio:n analysoimasta testisarjasta 16ytyi kuitenkin kaksi naytettd, joiden analyysit
olivat selkedsti epdonnistuneita (Kuva 22.). Liséanalyysien perusteella toinen néytteista,
PR-varjays, analysoitui kuitenkin riittdvan tarkasti. Naytteen epdonnistuneesti analysoidun
testisarjan kuvan tumissa oli havaittavissa heikkoa ruskeutta, jonka ImmunoRatio oli
luultavasti tunnistanut positiivisuudeksi (Kuva 22 a.). Toinen epaonnistunut nayte, Ki-67-
varjays, oli taas ongelmallisempi, silla myoskaan lisdanalyyseissd ImmunoRatio ei
onnistunut  analysoimaan siitd kuvattuja nakokenttia oikein.  Ki-67-vérjayksen
lisdanalyyseissd huomattiin, etta vain tietylta alueelta ndytteesta otetut kuvat analysoituivat
virheellisesti (tuloksia ei esitetty). Suurin osa kudosndytteestda analysoitui siis taysin
normaalisti. Syy virheelliseen tulokseen voi olla esimerkiksi néytteen epdatasainen

vastavarjdys, mika taas voi johtua esimerkiksi naytteen epétasaisesta fiksaatiosta.
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Epdonnistuneita analyysejd on havaittu pienissdé maarin my6s muiden kuva-

analyysiohjelmien yhteydessa, joten ilmifta voidaan pit&é taysin normaalina (Gokhale ym.,
2007; Sharangpani ym., 2007). Tamén tutkimuksen aikana ImmunoRatio analysoi selkeésti
vadrin vain 4 kuvaa noin 1700 kuvasta, joten mistaan yleisesta ongelmasta ei ollut kyse.
Jos rutiinity0ssa tulee vastaan epéonnistuneita analyyseja, on naytteesta hyva kuvata uusia
nakokenttid ja analysoida ne ImmunoRatio:lla. Jos analyysit eivat edelleenkd&n onnistu,

taytyy ndyte analysoida manuaalisesti.

Tietokoneavusteisten kuva-analyysiohjelmien yhtena tarkeimpanéd seikkana on pidetty
niiden toistettavuutta eli ohjelmien kykyé analysoida naytteitd samalla tavalla kerrasta
toiseen (Bernando ym., 2009). ImmunoRatio osoittautui tdman tutkimuksen mukaan
toistettavuudeltaan erittdin luotettavaksi. Kolmesta nédytteesta tdsmalleen samalta kohdalta
otetuista kymmenesta perakkaisestd kuvasta vain yhden naytteen kohdalla tulos muuttui
yhden prosenttiyksikon verran. Tam& muutos johtui ImmunoRatio:n tavasta tunnistaa
negatiivisia tumia hieman erilailla perakkaisisté kuvista (Kuva 23.). Syy téhén on kuvissa,;
jos yksikin pikseli on muuttunut edelliseen kuvaan verrattuna, voi ImmunoRatio tulkita sen
eritavalla. Havaittu yhden prosenttiyksikon muutos on kuitenkin niin teoriassa kuin

kéaytanndssakin taysin mitaton.
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5.2 Varjaystekniset seikat

5.2.1 Varjaysten optimointi

Rintasydpakudosten immunohistokemiallisten vérjdysten optimointi osoittautui tassa
tutkimuksessa  erittdin  tarkedksi  seikaksi ImmunoRatio:n  analyysid ajatellen.
Merkittavimméksi  tekijdksi vdrjayksissa osoittautui naytteiden vastavérjays eli
hematoksyliinivarjays. Vastavarjayksen ehka tarkein huomio oli ImmunoRatio:n heikko
kyky tunnistaa vaalean sinisia tumia. Jos hematoksyliinin pitoisuus oli liian alhainen tai
vaikutusaika liian lyhyt, eivat tumat varjaytyneet riittdvan tummiksi analyysia ajatellen
(Kuva 24 a.). Kokeen perusteella eri hematoksyliinit myos varjasivat naytteitd hieman eri
tavoin. Esimerkiksi Ventanan Hematoxylin 1 (Ventana Medical Systems) varjéasi hyvin
herkasti naytteistd muitakin komponentteja kuin solujen tumia (Kuva 24 c.). Vastaavasti
Ventanan Hematoxylin Il (Ventana Medical Systems) ja Mayerin hematoksyliini (Oy FF-
Chemicals Ab) vérjasivat naytteista tarkasti vain tumat. Naytteen syopésolukkoon
kuulumattomien komponenttien varjaytyminen hematoksyliinill&4 aiheutti ImmunoRatio:n
analyysiin selkeitd virheitd (Kuva 24 c.). Taten ImmunoRatio:n analyysid ajatellen
optimaalisen vastavarjayksen tulee olla riittdvdn tumma ja syOpésolujen tumien on

erotuttava taustasta selkeéasti (Kuva 24 b.).
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Kuva 24. Laimean ja vakevan hematoksyliinin vaikutus ImmunoRatio:lla analysoitaessa. Varjayksissa
on kaytetty Ventanan Hematoxylin I:std (Ventana Medical Systems). A.) Vastavarjayksessa kaytetty liian
laimeaa hematoksyliinid, jolloin ImmunoRatio ei tunnista vaaleansinisia tumia, b.) optimaalinen
hematoksyliinivérjdys varjaa tumat riittdvan tummasti ja tarkasti, c.) liian vakevalla hematoksyliinilla varjatty
leike vérjaytyy epatarkasti.

Kuten naytteiden vastavarjaykselld, oli myods vasta-aineen pitoisuudella suora vaikutus
ImmunoRatio:n analyysin onnistumiseen. Eri vasta-aineen pitoisuudet vaikuttivat
ImmunoRatio:n analyysiin kuten erilaiset hematoksyliinivarjaykset (Kuva 25.). Erona
néiden vélilla oli kuitenkin se, ettd ImmunoRatio tunnisti kohtuullisen hyvin my6s vaalean
ruskeita tumia (Kuva 25 a.). Siten kokeen perusteella todettiin, ettd vasta-aineen laimennos
voi hieman vaihdella tassa kokeessa optimaaliseksi todetun laimennoksen ymparilld. Tassa
tutkimuksessa Ki-67 vasta-aineen (MM1, Novocastra) toimivaksi laimennosskaalaksi
ImmunoRatio:ta ajatellen saatiin 1:50 — 1:200, kun optimaalinen laimennos oli 1:100
(Kuva 25 b.). Laimennosta 1:100 voitiin pitad optimaalisena, silla kahden eri laboratorion
Ki-67-varjaykset samoista naytteista olivat lahes identtiset ja lisaksi kahdella eri Ki-67-
vasta-aineen kloonilla (MIB-1, Dako ja MM1, Novocastra) tehdyt rinnakkaiset varjaykset

samoista néytteista vastasivat toisiaan lahes taydellisesti.



57

120 Ki§7laimein 130.Ki6Tnormaali 120 Ki6Tvakevin
15.9.2009 14:15 15.9.2009 14:15 15.9.2009 14:15
DAB/nuclear area average: 9% DAB/nuclear area average: 19% DAB/nuclear area average: 78%
RO AT R RS
7 Pee 4 » " by ) : . : A ¢ . L &'
> of - " 4 . ® ’ ‘ B8
4 V. 9 0 ot - p”
» M . . § \\ 'D
RIAE Sa SRR | ST 4
’ 4 : : ’ s B .
S . e - K ‘ Y S
-~ ..- e "u.“‘ -,., LAy S
' .‘ f - g .,'. " l‘ » \ !“
‘PN T e ¥ e %
' .“, "'.' ': .' A J ; "v —:"u o, e " 4 L] Fa 4
--".‘f' " ‘. l'. ’l. ':.l . Vl ¢ h . A '..“.‘ ..‘;"
PRSI YO, RN T | ” 'ﬁ.-'l’a
PR - S S bl B PR F
S v :ob ' ,.'I‘s:;_\ 3 6 i e .'9‘ x
oo Y8 ;’3 : .:{':.'0" n‘: b J et W \..
o 4 v S 18 . v, 2 TS
.- a s WS by S . o gBEGS
” P k) tafr £ N ’ 'R
/ 7 - i &
L |, ve s 4 0“ 1’ ic. > X - o
= & garl i !:‘cd T A ':0‘ % s ';,‘
| ‘b N b (U .

Kuva 25. Vasta-aineen pitoisuuden vaikutus ImmunoRatio:n analyysiin. Ki-67 —vasta-aineen (MM1,
Novocastra) laimennosten vaikutus kudoksen vérjadytymiseen ja siten ImmunoRatio:n analyysiin.
Laimennokset: a.) 1:1000, tulos 9 %, b.) 1:100, optimaalinen, tulos 19 %) ja c.) 1:10 (tulos 78 %). Liian
laimea tai vakeva vasta-aineen pitoisuus ei tuota varjaystd, jonka ImmunoRatio pystyi analysoimaan oikein.

Naytteiden vérjayksiin seka hematoksyliinilla ettd vasta-aineella vaikuttaa myos ndytteen
esikasittely ennen varjaysta. Samoilla hematoksyliinin tai vasta-aineen laimennoksilla voi
saada erilaisia varjayksia myds naytteen esikasittelyd muuttamalla. Taten myos
esikésittelyn optimointi varjayksia ajatellen on tarked4, vaikka sita ei tdssa tutkimuksessa
tarkasteltukaan. Lisdksi sekd manuaalinen ettd tietokoneavusteinen analyysi onnistuu
parhaiten, jos rintasyopakudos on prosessoitu alusta asti oikein. Rintasyopéakudoksen
riittdmaton fiksaatio voi johtaa ndytteen epdtasaiseen varjaytyvyyteen, mika hairitsee
naytteen analysointia. ImmunoRatio:n ongelmaksi tutkimuksen aikana ilmeni epétasaisesti
varjaytyneiden tumien tunnistaminen (Kuva 26.) Kyseinen ilmi, jossa tuman keskusta on
ldhes valkoinen ja vari on tarttunut siihen vain reunoilta, voi johtua esimerkiksi
kudosnaytteen riittamattomasta fiksaatiosta. Talldin tumat voivat karsid ennen vérjaysta
suoritettavassa esikésittelyssa, eivatka ne enda varjaydy normaalisti. Jos ndytteessa on
monia epatasaisesti varjaytyneitd tumia, on térkeda kiinnittd huomiota ImmunoRatio:n

analysoimaan tulokseen; sen taytyy olla jarkeenkaypa.



58

i » Kuva 26. Epatasaisesti varjaytyneet tumat.
L I ImmunoRatio ei tunnista aina oikein epatasaisesti

- vérjaytyneitd tumia. Epdtasainen vérjaytyvyys saattaa
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| asti on tdrkedd luotettavien tulosten takaamiseksi.
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5.2.2 Laboratorioiden ja varjaysautomaattien vertailu

Taman tutkimuksen mukaan rintasyopanéytteiden immunohistokemialliset varjaykset
olivat yhtenevéisiad kahden laboratorion vélilla. Taten ImmunoRatio:n kéayttéa ajatellen,
naytteiden varjaysten suorittavalla laboratoriolla ei ole merkitystd. Tutkimuksessa havaitut
pienet erot laboratorioiden valilla voivat johtua esimerkiksi  kaytetyistd
varjdysautomaateista, silla eri valmistajien laitteiden on todettu varjadvan naytteitad hieman
eri herkkyyksilla (Arihiro ym., 2007). Varjdysautomaattien varjayksiin vaikuttavat ennen
kaikkea jo aiemmin mainittu vasta-aineen laimennos seka myods sen vaikutusaika. Liséksi
laitekohtaisten reagenssien, kuten erilaisten kittien herkkyydet voivat olla erilaisia. Tassa
tutkimuksessa kaikki kokeessa mukana olleet ndytteet olivat kuitenkin esimerkiksi ER:n
suhteen positiivisia kummassakin laboratoriossa, joten erot eivat olleet kdytantod ajatellen

merkittavia.

Merkittdvd huomio tutkimuksen aikana oli my6s se, ettd ImmunoRatio analysoi
onnistuneesti kolmen eri vérjaysautomaatin (Autostainer; Labvision, Bond Max; Leica

Microsystems, Benchmark XT; Ventana Medical Systems) vérjddmia naytteita.
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Kaytetyissd automaateissa esimerkiksi hematoksyliinin sévy vaihteli hieman valmistajan
mukaan, millg ei kuitenkaan todettu olleen vaikutusta ImmunoRatio:n kykyyn analysoida
naytteita.

5.2.3 ImmunoRatio:n ja varjaysautomaattien toistettavuus

Yhtena tdamén tutkimuksen tavoitteena oli vertailla sek& ImmunoRatio:n analyysien etta
varjdysautomaattien varjayskertojen vaihtelua ja selvittdd, kummalla on suurempi rooli
naytteen tulosta ajatellen. Kuten jo mainittiin, sekd ImmunoRatio ettd varjaysautomaatit
tekivat molemmat tarkkaa jalked, joten merkittdvaa vaihtelua ei tutkimuksessa havaittu
kummassakaan muuttujassa. Teoriassa varjaysautomaatit ovat kuitenkin herkempia

systeemeja vaihtelulle johtuen yll& mainituista syisté.

5.3 Naytteiden kuvaaminen

Taman tutkimuksen mukaan ImmunoRatio:n kéyttd ei vaadi ndytteiden kuvaamiselta
erityisia toimenpiteitd. Riittdvaksi kuvien lukumadraksi per kudosleike osoittautui kolme,
mikd on selkeésti alhaisempi lukumdard kuin kaytettdessa esimerkiksi CM-2—
analyysiohjelmaa. Taman ohjelman kanssa on kuvattu yhdestd kudosleikkeesta jopa 20 -
40 nékokenttaa (Biesterfeld ym., 1998). Toisaalta esimerkiksi Lehr ym. (1997) ja Gokhale
ym. (2007) mukaan riittdva nédkokenttien maara per ndyte on kolme tai nelja, jota tdma
tutkimus myo6s tukee. Kuvien lukuma&drdn noustessa my0s ndytteen analysointiin

kaytettava aika nousee, mita voidaan rutiinitydssa pitaa haittana.

Kéayttdja voi tdman tutkimuksen perusteella kuvata ndytteet milla tahansa mikroskooppiin
liitettavalla digitaalikameralla tai vaihtoehtoisesti virtuaalimikroskopialaitteistolla. T&ta on
pidetty tdrkeand edellytyksend kuva-analyysiohjelmien laaja-alaisen kéyton takaamiseksi
(Sharangpani ym., 2007). Vaikka tassa tutkimuksessa eri kameroiden tulokset poikkesivat
joidenkin néytteiden kohdalla hieman toisistaan, ei eroja voitu pitdd merkittaving, silla
nakokentat oli kuvattu eri kameroilla hieman eri alueilta kudosleikkeiltd. Eri kameroita
kaytettdessd myo6s havaittiin, ettei kameroiden automaattisen valotuksen kéaytté ole
suositeltavaa, silla talloin taustakuvasta tulee liilan tumma verrattuna ndytteesta otettuun

kuvaan. Taméan vuoksi on tarked muuttaa kuvausasetukset aina manuaaliselle saadolle.
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Useissa kuva-analyysiohjelmia koskevissa tutkimuksissa on analysoitu vain yhdelld
suurennoksella kuvattuja ndkokenttia (Lehr ym., 1997; Diaz ym., 2004; Sharangpani ym.,
2007). Tassa tutkimuksessa ImmunoRatio analysoi onnistuneesti kuitenkin jopa kolmella
eri suurennoksella kuvattuja kuvia. Taéma lisdd edelleen kéyttajan mahdollisuuksia
analysoida néytteitd omien tottumusten ja menetelmien mukaan. Ndaytteiden kuvaaminen
kovin pienelld suurennoksella ei kuitenkaan ole suositeltavaa, silla silloin nakokenttdén
jaavien syopésolukkoon kuulumattomien komponenttien osuus tuloksessa saattaa nousta

merkittavaksi.

Tutkimuksen aikana ei optimaalisissa kuvausolosuhteissa havaittu kuvien laatuun liittyvié
ongelmia, jotka olisivat haitanneet ImmunoRatio:n analyysejd. Jotkut Kkuva-
analyysiohjelmat ovat tarkkoja kuvan laadun suhteen, minka vuoksi kuvia on jouduttu
muokkaamaan ennen analysointia (Sharangpani ym., 2007). Ainoat selkeésti kuvien
laatuun ja siten ImmunoRatio:n analyysiin heikentdvasti vaikuttaneet seikat olivat kuvan
ylivalottuneisuus seka liian heikko jpg-tiedoston laatu (Kuva 27.). Ylivalottuneissa kuvissa
tumien muodot ja varit olivat jo niin vaaristyneitd, ettei ImmunoRatio pystynyt
analysoimaan niité oikein (Kuva 27 a.). Toisaalta kuvan liian heikko valotus ei taas ollut

ImmunoRatio:ta kaytettdesséd ongelma.

ImmunoRatio analysoi tdmén tutkimuksen mukaan luotettavasti myds havidllisella
pakkauksella (jpg) tallennettuja kuvia. My6s Sharangpani ym., (2007) ovat ty®ssdan
analysoineet onnistuneesti jpg-tiedostoja. ImmunoRatio:n kyky analysoida myods jpg-
tiedostoja nopeuttaa ndytteiden analysointia, silla jpg-tiedostot ovat pienen kokonsa vuoksi
nopeampia kasitelld kuin esimerkiksi suuremmat tif-tiedostot. Samasta syystd myds
tiedonsiirto ja arkistointi ovat jpg-tiedostojen kanssa yksinkertaisempia ja mielekk&ampia
Jpg-tiedoston liian alhainen laatu eli kuvan tallennusvaiheen voimakas kompressio
aiheuttaa kuitenkin kuvaan jo silmamaaréisestikin havaittavia virheitad. Talléin myds sen
analysointi ImmunoRatio:lla on epdluotettavaa (Kuva 27 b.). Tassa tutkimuksessa jpg-
tiedosto kooltaan noin 50 kilotavua analysoitui vield oikein (vertaa tif-tiedosto: 4 081

kilotavua).
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5.4 ImmunoRatio rintasyovan tutkimustyossa

Kalibroitu ja kliiniseen diagnostiikkaan onnistuneesti validoitu ImmunoRatio osoittautui

luotettavaksi apuvalineeksi myos rintasyévan tutkimustydssa.

5.4.1 ER:n, PR: ja Ki-67:n heterogeenisyys

Vaikka rintasydpakasvaimien on usein todettu ilmentavan esimerkiksi ER:a4 epéatasaisesti
ympari kasvainkudosta (Douglas-Jones ym., 2001; Chung ym., 2007), ei tdssa
tutkimuksessa havaittu heterogeenisyytta tutkittujen antigeenien ilmenemisisséd. PR:n
ilmeneminen oli tosin paikoittain erittdin heterogeenistd, mutta silti samankaltaista seka
kasvaimien reuna- etté sisdosissa. PR:n paikoittain heterogeeninen ilmeneminen on todettu
my0ds muissa tutkimuksissa (Chung ym., 2007; Rexhepaj ym., 2008). Ki-67 ilmeni ER:n
tapaan tasaisesti ympari syopakudosta, mika aikaisempien tutkimusten mukaan oli
odotettavissakin (Kuenen-Boumeester ym., 1991). Tassd kokeessa ei ollut mukana
basaalisia rintasyopid, joissa Ki-67:n on todettu ilmenevan voimakkaimmin kasvaimen
reunaosissa (Livasy ym., 2006). Kokeessa oli muutenkin mukana vain 10 sy6pakasvainta
ja jos néaytekoko olisi ollut suurempi, olisi kirjallisuudessa mainittuja eroja antigeenien
ilmenemisissa saattanut tulla enemman esiin. Toisaalta on my0s esitetty, ettd esimerkiksi
ER:n voimakkaampi ilmeneminen kasvaimen reuna- kuin sisdosissa voi johtua kudoksen
riittdmattomasta fiksaatiosta. Talldin kudospalan keskiosa on heikosti fiksoitunut eivatka

immunohistokemialliset varjaykset siella onnistu. Lisdksi kasvaimen keskiosan nekroosi,
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eli solujen ja kudoksen kuolio voi aiheuttaa kudoksen epétasaisen vérjaytymisen (Chung
ym., 2007).

54.2 ER, PR ja Ki-67 primaari- ja residiivikasvaimissa

Tassa tutkimuksessa primaari- ja residiivikasvainten vélisissa ER-, PR- ja Ki-67 -
statuksissa ei havaittu merkittavia muutoksia, mika tukee aikaisempia tutkimuksia (Hahnel
ym., 1985; Gomez-Fernandez ym., 2008). Muutamissa tutkimuksissa on kuitenkin todettu
varsinkin PR:n muuttuvan usein negatiiviseksi residiivikasvaimessa (Lower ym., 2005).
Tama havaittiin myo6s tassa tutkimuksessa yhden nayteparin kohdalla. Tosin kyseisen parin
primaarikasvaimen PR-status oli vain 10 %, joten sitdkin voidaan pitdd niin sanottuna

rajatapauksena positiivisuuden suhteen.

Ki-67-indeksin muuttumista primaari- ja residiivikasvainten vélill4 ei ole tutkittu niin
paljon kuin ER- ja PR-statuksien muutoksia. On kuitenkin esitetty, etta Ki-67-indeksi olisi
korkeampi residiivikasvaimessa kuin vastaavan potilaan primaarikasvaimessa (Jensen ym.,
2001). Samankaltaista ilmi6ta ei tdssa tutkimuksessa kuitenkaan havaittu, silla indeksit

primaari- ja residiivikasvainten vélilla olivat 1ahes samoja.

Kaiken kaikkiaan primaari-residiivi -parien maara kokeessa oli suhteellisen pieni. Jos
naytekoko olisi ollut suurempi, olisi tutkimuksessa saattanut ilmetd enemman
Kirjallisuudessa mainittuja eroavaisuuksia kasvainten valilla. Tdmén tutkimuksen mukaan
primaarikasvaimen ER-, PR- ja Ki-67-statuksien avulla voidaan siis pa&tella myds
residiivikasvainten vastaavat statukset. Taten uusiutuneesta rintasyopakasvaimesta ei

valttamatta tarvitsisi samoja maarityksia enaa suorittaa.

5.5 Yhteenveto ja tulevaisuuden ndkymat

Useiden muiden kuva-analyysiohjelmien tapaan my6s ImmunoRatio osoittautui tassé
tyossé luotettavaksi ja katevaksi apuvélineeksi rintasyovan immunohistokemiallisten ER-,
PR- ja Ki-67 — varjaysten analyyseissé. Tassd tutkimuksessa korostui ennen kaikkea
ImmunoRatio:n soveltuminen laaja-alaiseen kéyttoon. Tata voidaan pitaa erittdin tarkeédna
nédytteiden objektiivisen ja tasalaatuisen analysoinnin takaamiseksi eri laboratorioissa.

Kirjallisuudessa ei ilmennyt yhtd&n ainutta rintasyovan immunohistokemiallisten
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varjaysten analysointiin tarkoitettua ohjelmaa, jota voisi kayttada Internetin valityksella ja

vield ilmaiseksi.

ImmunoRatio:n kaytossd ei ilmennyt suuria rajoituksia. Ohjelmalla analysoitiin
onnistuneesti eri vasta-aineen klooneilla, eri vérjaysautomaateilla ja eri laboratorioissa
varjattyja rintasyovan kudosleikkeitd. Lisaksi immunohistokemiallisesti vérjatyt naytteet
kuvattiin erilaisilla kameroilla, mikroskoopin valotuksilla sekd suurennoksilla ja saadut

kuvat tallennettiin tif-tiedostojen lisaksi myds jpg-tiedostoina.

Jos edelld mainitut seikat olivat kayttdjan omien mieltymysten mukaan muokattavissa, oli
naytteen vastavarjayksen taas oltava hyvin tarkka ja riittdvdn tumma. Lisdksi todettiin
kudoksen huolellisen prosessoinnin olevan tdrked edellytys luotettaville analyyseille.
ImmunoRatio:n ongelmaksi osoittautuneet epatasaisesti varjaytyneet tumat voitaisiin

luultavasti valttaa fiksoimalla kudospalaa riittavasti.

Kliiniseen diagnostiikkaan validoitu ImmunoRatio toimi hyvin my6s rintasyovan
tutkimustyossd. Taman tutkimuksen mukaan rintasyopakasvaimen heterogeenisyyden ei
pitéisi olla ongelma suunniteltaessa potilaan hoitoa kasvaimen ER-, PR- ja Ki-67-statusten
avulla. Lisaksi residiivikasvaimen vastaavat statukset voitaisiin paatelld potilaan
primaarikasvaimen avulla, jolloin residiivikasvaimista ei immunohistokemiallisia

madarityksia tarvitsisi suorittaa.

Tietokoneavusteisten kuva-analyysiohjelmien, kuten ImmunoRatio:n taysautomatisointi
vaatisi vield ohjelman kykya itse valita ja kuvata kudosleikkeestd analysoitavat alueet.
Toisaalta digitaalikameroiden kehityksen mydtd myos niiden kayttd on yksinkertaistunut,
joten manuaaliseen kuvaukseen ei mene kayttajaltda kauan aikaa. Tahan vaikuttaa
oleellisesti myos kuvattavien nakokenttien méard, joka tassa tutkimuksessa todettiin olevan

suhteellisen pieni.

Néaytteiden objektiivinen analysointi tietokoneavusteisilla ohjelmilla takaa varjaysten
tasavertaisen tulkinnan eri laboratorioissa. Jotta myds potilaiden hoito olisi tasavertaista
laboratorioiden kesken, olisi tarke& selvittad myos optimaaliset raja-arvot ER-, PR- ja Ki-
67-vérjayksille. Samojen raja-arvojen kaytté eri laboratorioissa vaatii toisaalta
immunohistokemiallisten varjaysten tarkkaa optimointia kussakin laboratoriossa. Taman
tutkimuksen kahden laboratorion vélinen vertailu oli tdssd suhteessa kannustava, silla

tulokset vastasivat toisiaan hyvin.
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