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Abstrakt

Inom klinisk neuropatologisk (NP) diagnostik analyseras hjarnvévnad tillvaratagen vid
obduktion, for att sakerstalla vilken typ av demens en patient lidit av. Vid en NP undersékning
undersOker man bland annat hur olika proteinuttryck ser ut i olika delar av hjarnan.
Proteinuttryck i vavnad kan, med immunohistokemiska metoder (IHC), markas in och goéras
synligt for mikroskopiundersdkning. IHC resultat tillsammans med kliniskt stalld diagnos,
makroskopiskt synlig degeneration och vavnadsforandringar pavisade med mikroskopi laggs
samman vid NP-diagnostik. Syftet med denna studie var att undersoka hur tillforlitlig Tissue
Microarray (TMA) metoden ar for att analysera specifika proteinuttryck i hjarnvavnad fran
patienter med Frontotemporal degeneration (FTD) och Alzheimers sjukdom (AD) i forhallande
till helsektionssnitt. Med TMA teknologin tas med en punktionsnal vavnadsstansar fran ett
flertal vavnadsklossar vilka komprimeras i en enda kloss. | studien extraherades fyra stansar(1
mm) per kloss ur vavnadsklossar fran 33 patienter, en kloss per patient .Stansarna éverfordes
till en tom paraffinkloss med forgjorda cylindriska hal. Darefter snittades dessa TMA-klossar
och snitten fargades in med fyra antikroppar, TAR DNA binding Protein (TDP-43), Fused in
Sarcoma (FUS), ubiquitin och B-amyloid. Infargningsresultaten fran TMA-snitten jamfordes
med resultaten fran helsektionssnitten. Resultaten visade en hog (> 90 %) Gverensstammelse
efter analys av tva, tre respektive fyra stansar/kloss for TDP-43, FUS och ubiquitin. B-amyloid
visade en 1&g (< 90 %) Gverensstammelse oberoende av antal stansar som analyserats. En
procentuell okning i dverenstammelse sags daremot for alla antikroppar vid analys av 6kat
antal stansar. Studien visade att TMA kan anvandas inom demensforskning for att analysera
specifika proteinuttryck i hjarnvavnad fran patienter med FTD och AD. Antal stansar per kloss
och patient ar dock beroende pa vilka antikroppar som ska anvandas. TMA ar ett valbehovt
verktyg vid demensforskning inom neuropatologi. Férutom att det férenklar genomférandet av
stora studier och sparar pengar och tid, sa sparas aven vardefull vavnad som kan anvandas for

fler analyser.

Nyckelord: TissueMicroarray, Frontotemporal degeneration, Alzheimer's Disease, TDP-43,

FUS, B-amyloid, ubiquitin, degenererad hjérnvévnad



Abstract

In clinical neuropathological (NP) diagnostics, brain tissue is preserved at autopsy and
analyzed to determine from what type of dementia a patient suffered. During a NP-study,
different regions of the brain are examined to, among other things, detect the difference in
specific protein expression . With immunohistochemical methods (IHC) the proteins can be
marked and made visible so that they may be examined with a microscope. The IHC results
together with the clinical diagnosis, macroscopically visible degeneration and tissue changes
detected by microscopy are combined to form a NP-diagnosis. The purpose of this study was to
examine how reliable the Tissue Microarray (TMA) method is to detect specific protein
expressions in brain tissue from patients who suffered from Frontotemporal degeneration
(FTD) and Alzheimer's disease (AD) in relation to the results from corresponding whole-tissue
sections. With the TMA-technology a punch needle is used to extract cores from multiple tissue
blocks and the cores are compressed into one single paraffin block. In this study four cores
(Imm) per block were taken from a total of 33 patientblocks. The cores were transferred to an
empty paraffin block with premade cylindrical holes. Thereafter the TMA-blocks were
sectioned and the sections were stained with four different antibodies, TAR DNA binding
Protein (TDP-43), Fused in Sarcoma (FUS), B-amyloid, and ubiquitin. The staining results from
the TMA-sections were compared with the results from the whole-tissue sections. The
evaluation showed a high (>90%) concordance with analysis of two, three and four cores/block
with TDP-43, FUS and ubiquitin staining. The p-amyloid staining showed a low (<90%)
concordance regardless off number of cores/block analyzed. However, for all antibodies the
percentage of concordance increased, with increased number of cores analyzed. The study
showed that the TMA method can be used in dementia research to analyze specific protein
expressions in brain tissue from patients diagnosed with FTD and AD. The number of cores per
block/patient that's required is dependent on the choice of antibody. The possibility to use TMA
in neuropathological dementia research is a welcome and much needed. It doesn't only save
both time and money; it also simplifies the implementation of large studies and saves valuable

tissue that can be used for further analysis in a great number of studies.
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1.0 Inledning

Demenssjukdom &r en av de vanligaste dodsorsakerna i vastvérlden, men en patient kan leva
med demenssjukdom under en lang tid medan symtomen gradvis forvarras. Det finns en stor
variation av symtom beroende pa typ av demenssjukdom, som till exempel minnesstorning,
dyspraxi, dysfasi och visuospatiala stérningar. Orsaken till dessa symtom &r en degenerering av
nervceller och den ledande hypotesen till denna degeneration anses vara att onormala proteiner
ansamlas i och utanfor cellerna, vilket har en toxisk effekt (Marcusson, J., Blennow, K., Skoog,
I. & Wallin, A. 1995). De framsta histologiska fynden som hittas som konsekvens till denna
effekt &r senila plack, neurofibrillara tangles, allman forlust av neuronal massa och reaktiva
gliala forandringar (Marcusson, J. et al 1995; Adams, H. & Graham, D. 1994). Vid en
neuropatologisk (NP) undersdkning da hjarnvavnad undersoks makro- och mikroskopiskt
anvands dessa olika histologiska forandringar for att differentiera mellan olika
demensdiagnoser. Sjukdomens lokalisering och utbredning i hjarnan beror pa vilken typ av
demenssjukdom det ar. Vid en NP-undersékning behovs darfor vavnadsprov fran manga olika
platser i hjarnan. Ofta anvéands hela tvérsnitt av hjarnan for undersékning i mikroskop
(Marcusson, J. et al 1995; Adams, H. & Graham, D. 1994).

Vid frontotemporal degeneration (FTD) paverkas framforallt frontalloberna men i ett senare
skede dven temporalloberna, vilket ger symtom som reflekterar lobernas funktion, ndmligen
primart personlighetsforandringar och senare aven minnesforlust. Hippocampus, ett omrade i
temporalloben som ar involverad i minnesbildning och lokalsinne, paverkas markbart vid
Alzheimers sjukdom (AD) medan parietal- och occipitalloberna séllan paverkas. Vid AD borjar
sjukdomen temporalt som paverkas allvarligt och sprider sedan sig frontoparietalt.
Primarsymtomen for AD &r minnesforlust, dar personen i borjan ofta &r medveten om att
minnet sviktar, och orienteringssvarigheter. Vid differentiering mellan FTD och AD sa laggs
stor vikt vid vilket omrade som anses mest drabbat. Detta omrade ses da som ursprungsplats for
sjukdomen (Francoise, G., De Girolami, U. & Poirier, J. 2004.).

| de fall dar NP-undersdkning behdévs, tillvaratas vanligtvis hela hjarnan vid obduktion. Den
fixeras darefter i formaldehyd innan en makroskopisk undersokning av hjarnan gors for att om
mojligt urskilja sjuka delar av hjarnan. Utifran synliga skador och kliniskt stélld diagnos
selekteras sedan de vdvnadsbitar som ska prepareras for mikroskopiundersokning. En NP-
undersokning kréver oftast att 10-20 vavnadsbitar, av varierande storlek, prepareras for
inb&ddning i paraffin, snittning och fargning. Varje vavnadsbit baddas in i en enskild
paraffinkloss som snittas, snitten placeras pa ett objektsglas och fargas var for sig med antingen

fargamnen eller antikroppar. Med hjélp av hematoxylin och eosininfargning(H+E) sa kan vissa
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av de histologiska forandringar som tidigare namnts pavisas (Francoise, G. et al. 2004). For att
detektera de proteiner som skapar den toxiska miljon som degenererar hjarnvavnad sa anvands
immunohistokemiska metoder (IHC). Vid IHC anvénds enzymmarkta antikroppar som i
vavnadssnitt binder in till specifikt sokta proteiner. Med hjélp av ett substrat omvandlas
enzyminmarkningen till en synlig farg som kan analyseras i mikroskop (Rudbeck, L. &Taylor
C.R.2013).

Olika proteinuttryck och antikroppar ar associerade med olika demenssjukdomar. Vid klinisk
misstanke om att en patient lidit av FTD, sa gors vid NP-undersokning ofta infargning med
antikroppar riktade mot proteinerna TAR DNA-binding protein 43 (TDP-43), Fused in
sarcoma(FUS) och ubiquitin. Da positiviteter hittas for TDP-43 eller FUS sa pekar det pa att
patienten har lidit av FTD. ubiquitin kan ses vid flera olika neurologiska
degenerationssjukdomar och anvénds darfor inte for att differentiera mellan FTD och AD.
Infargningen med ubiquitin gors oftast som ett komplement till andra antikroppar sasom TDP-
43, FUS och B-amyloid (Mackenzie,l. et al 2010.). Vid klinisk misstanke om AD sa klargors
NP-stélld diagnos ofta med immunoinfargning mot f-amyloid. De senila plack som uppstar vid
AD och som é&r specifika for denna sjukdom ar delvis uppbyggda av f-amyloid (Francoise, G.et
al. 2004). Kliniskt stalld diagnos tillsammans med makroskopiskt synlig degeneration,
mikroskopiskt pavisade histologiska forandringar och IHC resultat Idggs samman och anvands
vid NP-diagnostik. Det finns dock éverlappningar mellan AD och FTD bade géllande symptom
och hur degenerationen sprider sig samt vilka proteiner som ansamlas vilket forsvarar

differentiering mellan sjukdomarna (Marcusson, J. et al 1995).

| manga studier som gors pa vavnad sa behdvs ett sétt for att fa fram stora mangder data for att
till exempel upptécka och utvérdera nya biomarkorer for att forbattra patologisk diagnostik.
Med Tissue Microarray (TMA) sa forséker man minska antalet klossar och vavnadssnitt som
ska hanteras utan att kompromissa med validiteten av resultatet (Saxena, R. & Badve, S. 2013).
Tekniken bygger pa att man fran befintlig paraffininbaddad vavnad fran enskilda patienter, sa

kallade donatorklossar, stansar ut vavnad.
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Figur 1: Tillverkning av TMA-kloss. Ett hal stansas i mottagarklossen. Halet fylls med en
vavnadsstans fran en donatorkloss. Detta upprepas tills mottagarklossen ar fylld och TMA-
klossen ar klar. TMA-klossen snittas, snittet placeras pa ett objektglas och fargas in.

Genom att anvanda en TMA-maskin med en punktionsnal sa tas stansar fran befintliga
donatorsklossar som sedan sanks ner i en ny tom paraffinkloss, sa kallad mottagarkloss, med
forgjorda cylindriska hal (Saxena, R. & Badve, S. 2013). TMA teknologin ar av stor hjélp da
vavnad fran ett tiotal patienter kan komprimeras till en enda kloss istéllet for ett tiotal klossar. |
Figur 1 visas tillverkning av en TMA-kloss samt dess snitts utseende i mikroskop efter

fargning.

Nar TMA-metoden utnyttjas vid cancerforskning sa anvands H+E fargade helsektionssnitt for
att identifiera och markera var i vavnadsklossen stansarna bor tas for att fa ett representativt
material for att undersoka proteinuttryck i tumorvavnad (Saxena, R. & Badve, S. 2013). Studier
har visat att det fran tumorvavnad kravs tre till fyra stansar per fall for att fa representativt
material nar en 0,6mm nal anvands for att extrahera vavnad (Hans, C. et al. 2004). Da en 1mm
nal anvands sa behdvs vanligtvis tva stansar for att fa statistiskt representerbara resultat. Vid
demens sa kan inte en H+E fargning pa samma satt visa vilka omraden som ar representativa
for att undersoka proteinuttryck i degenerativ vavnad (Adams, H. & Graham, D. 1994).
Rekommenderat antal stansar for att fa representativt material med TMA-metoden av

demensdegenererad vavnad har inte hittats i nagon litteratur eller artikel.

Syftet med denna studie var att undersdka hur tillforlitlig TMA-metoden ar for att undersoka
specifika proteinuttryck i hjarnvavnad fran patienter med FTD och AD i forhallande till
helsektionssnitt. Metoden skulle vid forsknings- och utvecklingsstudier innebdra ett effektivare
arbetsatt och minska eventuella variationer som kan uppkomma vid infargning av manga snitt.
Forutom att det sparar pengar och tid, sparas aven vardefull vavnad som da racker till fler

analyser.



2.0 Material och metod

2.1 Om studien

| denna studie anvandes formaldehydfixerat, paraffininbaddat obduktionsmaterial fran 33
patienter (n=33) med FTD eller AD diagnos samt resultat fran befintliga IHC-fargade
vavnadssnitt (n=54). Materialet erhélls fran Klinisk patologi Lund, Labmedicin Skane.
Patientfallen valdes ut genom s6kning i labdatasystemet Sympathy, med sokkriterier som
diagnos samt specifika IHC-infargningar av intresse for detta arbete. Patientmaterialet som
anvants i studien har godkants for utbildning, kvalitets- och utvecklingsarbete inom varden.
Storleken for preparaten varierade mellan 1x2cm till 7x12cm och preparaten var tillvaratagna
mellan 1982-2009. Utifran registrerad diagnos i Sympathy valdes en kloss per patient.Dessa
sakallade donatorklossarna innehdll vavnad fran frontallob vid FTD och hippocampus vid AD.
Fargningsresultat fran IHC, utford pa snitt fran donatorklossarna, med nagon av de primara
antikroppar som ingick i denna studie noterades. Komplementerande infargning gjordes i de
fall dar det pa helsektionssnitt fran donatorklossar saknades IHC med aktuella antikroppar som

anvandes i denna studie.
2.2 TMA-processen

Tva mottagarklossar tillverkades genom att gjuta blanka paraffinklossar fria fran sprickor och
imperfektioner som kunde paverka den fardiga TMA-klossens hallbarhet. TMA-klossarna
tillverkades sedan med hjélp av en manuell TMA maskin (Manual Tissue Microarrayer Model
MTA-1, Beecher instruments inc.). En punktionsnal med en ytterdiameter pa Imm anvéandes
for att gora hal i mottagarklossen. En nal med en innerdiameter pa 1 mm anvéndes darefter for
att extrahera en vavnadsstans fran en donatorkloss som sedan overfordes till halet i
mottagarklossen. Detta upprepades fyra ganger for varje donatorkloss, vilket gav fyra
vavnadsstansar per fall/patient.For att halla reda pa var i TMA-klossen respektive falls stansar
var placerade, anvandes en TMA-planering(se bilaga 1). Denna planering, som bestod av en
tabell med 10x9 platser, gjordes innan 6verforingen av stansar borjade. For varje stans som
éverfordes till en plats i mottagarklossen, noterades stansens position och fallidentitet pa
planeringen. Den forsta platsen i de bada mottagarklossarna sattes med en stans fran
testikelvavnad som skulle fungera som orientering vid mikroskopering. Avstandet mellan varje
stans var 1,6mm. Mottagarklossen skruvades fast i maskinen och med hjélp av digitala
matinstrument pa TMA-maskinen kunde precisa forflyttningar i klossen goras. For att fylla
kolumnerna i klossen gjordes 1,6mm forflyttningar pa y-axeln. Darmed var varje stans placerad
pa en bestamd kordinat som var 1,6mm fran narliggande stansar pa bade x- och y-axeln. Nar



en kolumn fyllts med stansar(10st) flyttades nalen tillbaka till forsta platsen i kolumnen och
forflyttades sedan 1,6mm pa x-axeln for att borja pa nasta kolumn. Y-kordinaten for forsta
stansen i varje kolumn var 0,0mm. Extraktionsplats valdes genom makroskopisk granskning av
klossen for att fa en varierande och representativ bild av vavnaden. Nar TMA-klossen var klar
sa trycktes ett objektsglas mot klossens yta for att fora ner alla stansarna till samma niva. Sedan
placerades TMA-klossarna i ett varmeskap (Ninolab) i 35C i 15 minuter for att paraffinet i

stansarna skulle smélta samman med klossen vilket gor att stansarna fastnar i sin nya kloss.
2.3 Snittning

Snittning utférdes med en sladmikrotom (HM 440E, Cellab). Snitten (4um) placerades pa
positivt laddade objektsglas (Menzel-Gléaser Superfrost Plus, ThermoScientific) och stracktes ut
pa en strackbank med hjélp av varme och destillerat vatten. Totalt framstalldes 130 glas med
vavnadssnitt, atta per TMA-kloss, atta fran klossar med positiv kontrollvavnad for respektive
antikropp och sammanlagt 90 fran de donatorsklossar dar kompletterande IHC med nagon
antikropp kravdes. Samtliga glas fick torka i rumstemperatur och forvarades sedan i kylskap
(PHILIPS Whirlpool) i 6-8C tills IHC gjordes.

2.4 Forbehandling och fargning

Fore infargning placerades glasen i varmeskap(Memert) i 60 minuter i 60°C for att snitten skulle
fasta ordentligt pa glasen. Déarefter utférdes avparaffinering och epitopatervinning i en maskin
(PT Link, Dako) genom att snitten placerades i buffertlésning (65C) med pH 6.0 (Target
Retrieval Solution, Citrate pH 6, x10, Dako) eller pH9.0 (Target Retrieval Solution, pH 9,
x10,Dako). Lésningarna varmdes sedan upp ytterligare och snitten varmebehandlades vid 90C i
20minuter. Epitopatervinning gjordes for att bryta de korsbindningar som skapats vid fixering
med formaldehyd. Dessa bindningar inhiberar den priméra antikroppens méjlighet till
inbindning. Beroende pa vilken primér antikropp som skall anvéandas vid IHC sa kravs olika
varianter av buffert och pH vid epitopatervinning samt olika koncentration av antikroppen for
att na optimalt resultat. For de priméra antikroppar som anvéandes i denna studie var detta
uttestat sedan tidigare. Vid infargning med B-amyloid (monoklonal musantikropp, M0872,
Dako) anvéndes Tris/EDTA buffert med pH 9.0 och antikroppsspadningen var 1:100. Fér TDP-
43 (monoklonal musantikropp, Anti phospho TDP-43, pS409/410, Cosmo Bio Co.), FUS
(polyklonal kaninantikropp, HPA008784, SIGMA) och ubiquitin (polyklonal kaninantikropp,
70458, Dako) sa anvandes citratbuffert pH 6.0. Antikroppsspadning var for TDP-43 1:5000 ,
for FUS 1:50 och for Ubiquitin 1:1000. Efter avparaffinering och epitopatervinning placerades
glasen i en automatiserad infargningsmaskin (Autostainerplus, Dakocytomation, Dako).
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Programmering av protokoll for fargning gjordes med programmet Autostainer 411. Dér
angavs vilka reagenser som skulle anvéndas for respektive glas, tider for inkubation av 16sning
pa snitt och mangd 16sning per snitt/glas. Informationen finns sedan som streckkoder pa
etiketter som séatts pa varje glas. Maskinen laser av streckkoderna, vilket gor att den vet vilket

protokoll som skall foljas for respektive glas.

Efter inkubation med primér antikropp (30 min) blockerades eventuellt uttryck av endogent
peroxidas i vavnaden med Peroxidase-Blocking Solution(8 min) (Dako REAL™, $2023,
Dako).

For att visualisera inbunden primar antikropp anvandes ett EnVision kit, (Dako REAL™
EnVision™Detection System, Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, K5007, Dako). Detta kit
innehéll en enzymmarkt sekundér antikropp (Dako REAL™ EnVision™, HRP Rabbit/Mouse,
ENV, Dako) och ett kromogensubstrat (Dako REAL™, DAB+ Chromogen x50, Dako) som
spaddes 1:50 i en buffert (DakoREAL™ Subtratebuffer, Dako). Snitten inkuberades med
sekundar antikropp under 25 min och darefter med kromogensubstrat under 2x5 min.

Infargning av cellkarnor gjordes med hematoxylinlésning Smin (Mayers HTX,
01820,Histolab). Mellan varje steg skoljdes snitten med antingen en skoljbuffertldsning
(EnVision™ FLEX WashBuffer 20x, Dako) eller med destillerat vatten. Hela

infargningsproceduren utférdes i rumstemperatur.

Efter infargning placerades de fargade glasen i rinnande kranvatten (25C) i 10minuter for att de
hematoxylinfargade cellkarnorna skulle blana/fa en mer intensiv bla farg. Sedan dehydrerades
snitten genom att placeras i 95% etanol 5min, 99% etanol 5min och xylen 5 min, fore
montering som utfordes i dragskap. Till montering anvandes tackglas (Menzel-glaser, Thermo
Scientific) och monteringsmedel (Pertex, Histolab). Darefter fick glasen torka innan

mikroskopering paborjades.
2.5 Mikroskopering

Snitten utvarderades genom mikroskopering med ljusmikroskop (Nikon Eclipse 50i) och en
mikroskopkamera (Olympus UC30) med tillhérande mjukvara (CellSens dimension) anvandes
for att ta mikroskopibilder. Snitten utvarderades en antikropp i taget, forst utvérderades
kompletterande helsektionssnitt for en antikropp och darefter korresponderande TMA-glas.
Fargningarna bedémdes som antingen positiva eller negativa. | figur 2 visas exempel pa

karakteristiska positiviteter for respektive primér antikropp.
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Figur 2 Mikroskoperingsbilder med exempel pa positiviteter karakteristiska for
neurodegeneration. A) B-amyloid infargning med positiviteter i ett karl samt narliggande plack.
B) FUS infargning med positiva inklusioner intill cellkarnor. C) TDP-43 infargning med positiva
inklusioner. D) Ubiquitin infargning med positiva degenerationskarakteristiska neurofibriller.
(Brunt=positivt)

Snitt som var svarbedémda utvarderades av bade mig och min handledare. Vid TMA-
mikroskoperingen noterades varje stans som positiv eller negativ pa TMA-planeringen. Om
positiviteter hittades i nagon av de fyra stansar som tagits per fall sa bedémdes fallet som
positivt.

For att utvardera 6verensstammelse vid fyra, tre, tva respektive en stans bedomdes forst resultat
for alla fyra stansar. Darefter uteslots resultat for den 4:e stansen och inféargningsresultat
bedémdes for resterande tre stansar. Detta upprepades for vidare bedémning av tva och en
stans. Utifran bedémningskriterier i andra TMA-studier tillsammans med erfarenheter och
rutiner vid NP-undersokningar vid Klinisk Patologi Lund beslutades att en 6verensstammelse
pa >90% skulle bedémas som hog och <90% som lag.

3.0 Resultat
3.1 Overensstammelse mellan TMA och helsektionssnitt

Resultatet visade dverlag en hig dverensstammelse mellan proteinuttryck pavisat med TMA-
metoden och resultat frdn korresponderande helsektionssnitt. Overensstammelsen varierade
dock mellan de fyra olika antikroppar som anvandes. En procentuell 6kning i
overensstammelse sags vid Okat antal stansar per fall (Figur 3).
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Overensstimmelse mellan TMA och
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Figur 3 Ett okat antal stansar gav en 6kad 6verensstammelse mellan proteinuttryck pavisat med
TMA-snitt och helsektionssnitt.

TDP-43

Infargning med TDP-43 visade en hog éverensstimmelse redan vid anvéndning av endast en
stans. D4 en stans anvandes visade antikroppen pa en 91% Gverensstammelse mellan TMA och
helsektionssnitt. Med en 6kning av antalet stansar till tva, tre respektive fyra erhélls en 100%
Overensstimmelse.

B-amyloid

Infirgning med B-amyloid gav en lag dverensstammelse. Med varden fran en stans kunde
endast en 73% Gverensstammelse ses. Med tva samt tre stansar sags en 82% Gverensstammelse
och med fyra stansar erh6lls en 85% Overensstimmelse mellan TMA och korresponderande

helsektionssnitt.

FUS

Infargningen med FUS visade pa en hog dverensstammelse redan vid anvandning av fa stansar.
Da en eller tva stansar anvandes sags en 94% Gverensstammelse och med tre och fyra stansar

sags en 97% Overensstammelse.
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Ubiquitin
Infargning med ubiquitin visade en storre variation mellan éverensstammelse och antalet
stansar an ovriga antikroppar. Da en stans anvandes sags en 85% Gverensstammelse. Vid

anvandning av tva stansar erholls en éverensstammelse pa 91% som darefter 6kade till 94% for
tre stansar. Detta kulminerade med en 97% Overensstammelse da fyra stansar nyttjades.

Den radata som anvandes for utrakning av 6verensstammelse for olika antal stansar kan ses i
bilaga 3-8.

I de fall dar resultatet fran TMA-snitt och helsektionssnitt inte Gverensstamde sa visade alltid
TMA ett falskt negativt resultat.

3.2 TMA-kloss/snitts kvalité

Ingen forlust av stansar under histologisk process fran TMA-kloss till fargat snitt sags.

Majoriteten av stansarna var helt intakta, enstaka veck férekom men alla var analyserbara i

mikroskop (Figur 4).

Figur 4 Va. Bild: TMA-klossens utseende och bredvid dess snitt med FUS infargning. H6. Bild:
Ljusmikroskop(2x); B-Amyloid infargat snitt med intakta stansar.

4.0 Diskussion

Overensstammelsen for att méata proteinuttryck i TMA-snitt med fyrastansar/fall i forhéllande
till korresponderande helsektionssnitt var hog for tre av de fyra antikroppar som testades i
studien. Infirgning med B-amyloid visade lag 6verensstimmelse aven vid anvandning av fyra
stansar/fall. Detta kan forklaras med de spridda positiviteter som ses vid B-amyloid infargning.

Vissa proteiner som lagras in vid demens finns jamnt fordelade i hela vdvnaden som &r
14



degenererad. B-amyloid lagras bara in i vissa sjuka kérl och i en del plackbildningar vilket ger
positiviteter mer fokalt utspritt &n fér andra antikroppsinfargningar. Detta kan leda till att det &r
svart att sampla representativt material med TMA for B-amyloid infargning vilket kan ge
osakra resultat. Detta diskuteras ocksa i en reviewartikel (Goldstine, J., Seligson, D., Beizai, P.,
Miyata, H. & Vinters, H. 2002) som séger att nar TMA anvands till non-neoplastiska sjukdomar,
som demens, sa dr det sakrare att studera forandringar som &r jamnt utspridda i vavnaden. Detta
noterades &ven i en studie gjord av Martikainen, P., Louhelainen, AM., Kauppinen, T.&
Alafuzoff, 1 (2006), som menar att infirgning av till exempel B-amyloid inte var lampligt da
TMA anviéndes eftersom B-amyloid uttrycket &r mer utspritt och l&tt att missa med TMA-
stansning. | samma studie papekas ocksa att ett likartat falskt negativt resultat dven skulle
kunna uppkomma vid TMA-studier pa hjarnvavnad fran patienter med demens i ett tidigt skede
da endast enstaka, fokala skador har uppkommit.

Resultat vid infargning med ubiquitin bedémt i en stans gav en lag (<90%) 6verensstammelse
medan TDP-43 och FUS visade hog(>90). Da tva till fyra stansar anvandes sags en hg(>90%)
overensstammelse for alla tre antikroppar. En studie gjord av Richani, K. et al. (2005),
undersokte hur val TMA resultatet 6verensstimde med korresponderande helsektionssnitt for
olika proteinuttryck matt med IHC i vavnad fran placenta fran 351 patienter. Precis som
degenererad hjarnvavnad sa har placenta en hog heterogenitet i sittgenerella proteinuttryck. Vid
anvandning av tre st 0,6mm stansar fann de en Gverensstimmelse pa 82,5% med en stans, 90%
med tva och 100% med tre stansar. | en annan studie, gjord av Camp, R., Charette, L & Rimm,
D. (2000) anvandes TMA for IHC-undersokning av progesteron-receptor (PR), dstrogen-
receptor (ER) och Her2/neu i tumorvavnad fran 38 brostcancerpatienter. Dessa proteiner
uttrycks heterogent i tumorvavnad fran brost. Vid anvandning av en 0,6mm stans sag de en
overensstammelse mellan TMA och korresponderande helsektionssnitt pa 95% med PR
infargning, 92% med ER och 91% med Her2. Vid anvandning av tva stansar sags en
97/96/95% Gverensstammelse och med tre stansar sags en 99/98/98% overensstammelse mellan
det specifika proteinuttrycket beddomt i TMA-snitt mot korresponderande helsektionssnitt. |
bada studierna fann man, precis som i detta arbete, en procentuell 6kning i dverensstammelse
med Okat antal stansar och man rekommenderar minst tva stansar per fall for att fa sakra

resultat.

| denna studie anvandes en 1mm stans vid tillverkning av TMA-klossen. Denna storlek valdes
for att 0,6mm stansar lattare gar sonder under extraktion och 2mm nalar skapar en for stor
pafrestning pa donatorklossarna (Sjobeck, M., Haglund, M., Persson, A., Sturesson, K. &

Englund, E., 2003). Det finns dock enstaka andra TMA-studier pa neurodegenerativ vavnad dar
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man trots allt har valt att anvanda 2mm nal (Martikainen, P. et al. 2006; Kauppinen, T.,
Martikainen, P. & Alafuzoff, I. 2006). Detta for att kunna extrahera en stans som innehaller
hela tjockleken av hjarnbarken eller en hel struktur i hjarnan dér det ar vanligt att det
uppkommer skador vid olika neurodegenerativa sjukdomar.

Martikainen, P. et al.(2006) fokuserade aven pa att det vid studier som rér demens var viktigt
att examination av biomarkorer gjordes pa vavnad samplad for att tacka hela hjarnan samt hur
TMA-teknologin da kunde vara till anvandning. De fann flera fordelar med TMA for helhjéarns-
examination eftersom stansar fran flera klossar som representerade olika omraden fran en och
samma hjérna placerades i en och samma TMA-kloss. Detta innebar mindre
infargningsvariabler for vavnad som annars hade varit pa ett flertal separata snitt. De
poangterade dven andra fordelar som till exempel att TMA sparade bade reagenser och tid vid
snittning, fargning och framforallt mikroskopering. Mikroskoperingen gick bade snabbare och
en okad objektivitet kunde &ven ses pa grund av den begransade storleken pa vavnaden. De
kunde daremot inte se nagon anvandning av TMA vid klinisk undersokning av hjarna utan

endast till forskning eller utvecklingsarbete.

Ett problem med TMA har alltid varit forlust av stansar pa snitt pa grund av den histologiska
processen. Bade snittning men framforallt fargning ar ett moment dar stansar forloras (Schraml,
P et al. 1999). Genom att anvénda positivt laddade Superfrost glas visade Kauppinen, T. et al.
(2006) en minskad forlust av stansar jamfort med andra sorters objektglas. | studien sags en
forlust pa 2-8 % av stansar nar man anvande positivt laddade Superfrost glas. | denna studie
anvandes samma typ av objektglas utan forlust av ndgra stansar. Varje stans kunde analyseras

och jamforas med sitt korresponderande helsektionssnitt.

5.0 Slutsats

Den 6verensstammelse som sags mellan TMA-snitt och helsektionssnitt vid undersokning av
specifika proteinuttryck i degenererad hjarnvavnad fran patienter med AD eller FTD, varierade.
Variationen berodde dels pa antalet stansar som extraherades men framférallt pa vilken
antikropp som anvands. For TDP-43, FUS och ubiquitin sags en hog 6verensstaimmelse som
gor TMA applicerbart vid forsknings- och utvecklingsstudier. I den hér studien , dér en
overensstammelse pa >90% bedomdes som hdg sa visar resultaten att tva stansar pa 1 mm ar
tillrackligt for att fa tillforlitliga resultat. Ytterligare studier med fler patienter behovs dock
goras for att med storre sakerhet kunna avgéra lagsta antal stansar for studier dar dessa tre

antikroppar utnyttjas. Anvandning av TMA vid B-amyloid inférgning &r mojligen
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kontraproduktiv da ett for stort antal stansar (>4) behdvs for att kunna halla en hog

Overensstammelse.
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Popularvetenskaplig text

Demenssjukdom &r en av de vanligaste dodsorsakerna i vastvarlden, men en patient kan leva
med demenssjukdom under en lang tid medan symtomen gradvis forvarras. Det finns en stor
variation av symtom beroende pa typ av demenssjukdom, som till exempel minnesstorning,
kordinationssvarigheter, talsvarigheter och personlighetsstorningar. Orsaken till dessa symtom
ar en nedbrytning av nervceller och den ledande teorin till varfoér denna nedbrytning sker ar att
onormala proteiner ansamlas i och utanfor cellerna, vilket har en toxisk effekt. Alzheimer’s
sjukdom (AD) och Frontotemporal degeneration(FTD) &r tva typer av demens. TDP-43, FUS,
ubiquitin och Beta-amyloid &r proteiner som man vet ar kopplade till AD och FTD.

Vid FTD paverkas framforallt frontalloberna men i ett senare skede aven temporalloberna,
vilket ger symtom som reflekterar lobernas funktion, ndmligen primart
personlighetsforandringar och senare dven minnesforlust. Hippocampus, som &r ett omrade i
temporalloben som &r involverad i minnesbildning och lokalsinne, paverkas markbart vid AD.
Primarsymtomen for AD &r orienteringssvarigheter och minnesforlust dar personen i borjan av
sjukdomsforloppet ofta & medveten om att minnet sviktar. Sjukdomarna kan vid klinisk
utredning ibland vara svara att skilja at. For att sakert kunna faststélla vilken demenssjukdom
en patient lidit av gér man ibland en obduktion och en neuropatologisk (NP) undersékning av
hjarnan. Vid NP-undersokning gors bland annat en mikroskopiundersokning for att titta pa
olika proteinuttryck i vavnad. Med hjalp av immunohistokemiska metoder(IHC) kan man, med
antikroppar mérka in proteiner i vavnad vilket gor att de kan analyseras i mikroskop.

| denna studie anvandes formaldehydfixerad, paraffininbaddad hjarnvavnad fran 33 avlidna
patienter med FTD eller AD diagnos och materialet erhélls fran Klinisk patologi Lund,
Labmedicin Skane. Vi ville undersoka om en metod som heter TissueMicroarray (TMA) &r
tillrackligt séker att anvanda vid undersokning av specifika proteinuttryck vid FTD och AD.
For att TMA ska anses tillforlitligt for detta andamal s maste det resultat som fas med TMA

overensstamma med resultatet fran vanliga helsektionssnitt.
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Figur 2 Tillverkning av mottagarkloss. Ett hal stansas ur mottagarklossen. Halet fylls med en
stans fran en donatorkloss. Detta upprepas tills mottagarklossen ar fylld och TMA-klossen ar
klar. TMA-klossen snittas och snittet placeras pa ett glas och infargning gors.

Med TMA sa férsoker man minska antalet vavnadsklossar och vavnadssnitt som ska hanteras
utan att forsamra resultatets kvalitet. Tekniken bygger pa att man fran befintlig
paraffininbaddad vavnad fran enskilda patienter, sa kallade donatorklossar, stansar ut vavnad
och 6verfor dessa stansar till en ny paraffinkloss=mottagarkloss (Figur 1). | mottagarklossar
kan vavnadstansar fran ett tiotal patienter komprimeras till en enda kloss istallet for ett tiotal
klossar, vilket gor det enklare att undersoka vavnad fran manga patienter. | forskningsstudier
som gors for att upptacka och utvardera nya markdrer for att forbattra NP diagnostik behdvs ett
sétt att enklare fa fram stora mangder data. Med TMA sparas férutom pengar och tid, dven

vardefull vavnad som da réacker till fler analyser.

Utifran donatorsklossar fran de 33 patienter som ingick i studien skapades TMA-klossar.
Klossarna snittades och IHC-fargades med antikroppar for att pavisa uttryck av TDP-43, FUS,
ubiquitin och Beta-amyloid. Snitten mikroskoperades for att identifiera proteinuttryck och
resultat frin TMA jamfoérdes med resultat fran donatorklossar. Utifran dessa resultat kunde man
se att TMA kan anvéndas vid undersokning av vissa specifika proteinuttryck vid FTD och AD
men inte for alla. F6r TDP-43, FUS och ubiquitin sags en hdg dverensstaimmelse (>90%)
mellan TMA och helsektionssnitt men Beta-amyloid visade 1ag 6verensstaimmelse (<90%). Hur
manga stansar som behovde tas fran varje donatorkloss for att fa sékra resultat varierade
beroende pa antikropp.
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Bilaga 1

Tabell 1: TMA-kloss 1 Planering. Placering 1,6mm rutndt. Patient 1-22

A0O|B16|C32|D48|E 64 |F 80| G 96 |H 112 |1 128
1 Testis | 3 5 8 10 13 15 18 20 1
0,0 0,0
2 1 3 6 8 11 13 16 18 21 2
1,6 1,6
3 1 3 6 8 11 13 16 18 21 3
3,2 3,2
4 1 4 6 9 11 14 16 19 21 4
4,8 4,8
5 1 4 6 9 11 14 16 19 21 5
6.4 6.4
6 2 4 7 9 12 14 17 19 22 6
8,0 8,0
7 2 4 7 9 12 14 17 19 22 7
9,6 9,6
8 2 5 7 10 12 15 17 20 22 8
11,2 11,2
9 2 5 7 10 12 15 17 20 22 9
12,8 12,8
10 3 5 8 10 13 15 18 20 TOM | 10
14,4 14,4
A B C D E F G H |
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Bilaga 2

Tabell 2: TMA-kloss 2 Planering. Placering 1,6mm rutndt. Patient 23-33

A B C D E F G H |1

00 |16 |32 |48 |64 |80 |96 |112 |128
1 Testis | 25 |27 |30 |32 1
0,0 0,0
2 23 25 |28 |30 |33 2
16 1,6
3 23 25 |28 |30 |33 3
3.2 3.2
4 23 26 |28 |31 |33 4
48 48
5 23 26 |28 |31 |33 5
6.4 6.4
6 24 26 |29 |31 6
8,0 8,0
7 24 26 |29 |31 7
9,6 9,6
8 24 27 |29 |32 8
11,2 11,2
9 24 27 |29 |32 9
12,8 12,8
10 |25 27 |30 |32 10
14,4 14,4

A B C D E F G H |
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Bilaga 3

Tabell 3: Jamforelse av resultatet fran varje falls TMA-snitt och dess korrensponderande
helsektionssnitt.

~ TbP43  Betaamylid =~ FUS  Ubiquitn

Patient TMA Helsektion TMA Helsektion TMA Helsektion TMA Helsektion
2+ 4 + + 4 + + +

1 ) O FS FR
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Bilaga 4

Tabell 4: Resultat fran infargning med TDP-43 av varje falls fyra stansar, dessa fyra stansarnas
kombinerade TMA-resultat samt fallets resultat med helsektionsnitt.

. qmwe43 | | |

Kombinerat Resultat

Patient Kdrnal Karna2 Karna3 Kirna4d TMA Helsektion
1 P P P P P P
2 P P N N P P
3 N N N N N N
4 N N N N N N
5 N N N N N N
6 N N N N N N
7 P N N P P P
8 N N N N N N
9 P P N P P P
10 N N N N N N
11 P P P P P P
12 P P P P P P
13 N N N N N N
14 N N N N N N
15 P N N P P P
16 N N N N N N
17 N P N P P P
18 N N N N N N
19 N P P P P P
20 P P P P P P
21 P P P P P P
22 N N N N N N
23 P N N P P P
24 N N N N N N
25 N P P N P P
26 N N N N N N
27 P P P N P P
28 N N N N N N
29 P P P P P P
30 N N N N N N
31 N N N N N N
32 N N N N N N
33 N N N N N N
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Bilaga 5

Tabell 5: Resultat fran infargning med Ubiquitin av varje falls fyra stansar, dessa fyra stansarnas
kombinerade TMA-resultat samt fallets resultat med helsektionsnitt.

Kombinerat Resultat

Patient Karnal Kdrna2 Karna3 Kiarnad TMA Helsektion
1 P P P N P P
2 P P P P P P
3 P P P P P P
4 P P P P P P
5 P P P P P P
6 P P P P P P
7 P P P P P P
8 P N P P P P
9 P P N P P P
10 P P P P P P
11 N N P P P P
12 N N N N N N
13 N P N N N N
14 N P N P P P
15 P P P P P P
16 P N P N P P
17 N N N N N P
18 N N N P P P
19 P P P N P P
20 N P N N N N
21 P P P N P P
22 N N N N N N
23 P P P P P P
24 N N N N N N
25 P N P N P P
26 P P P P P P
27 P P P P P P
28 N N N N N N
29 P N P P P P
30 P P P P P P
31 P N P N P P
32 P P P P P P
33 N P N P P P
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Bilaga 6

Tabell 6: Resultat fran infargning med FUS av varje falls fyra stansar, dessa fyra stansarnas
kombinerade TMA-resultat samt fallets resultat med helsektionsnitt.

Patient

Karna 1

Karna2 Karna3 Kdrnaé

Kombinerat Resultat
TMA

Helsektion

O 00 NO UL B WDN B

W WWWNNNNNNNNNNRERERERERP R PR R P
W NP, OWVWOOWNO®OODUDWNROWOONOOUDNWNRO

V2222220V 0V 270V 22270770V 2022270T222270V2222702Z2

v Z222222V 0V 210V 2227070V 2 0V 222710V Z2222VZ2222702Z2

N

v Z222222"VY 0V U U 2227002222240V Z2222749YvVZ2222T70

N

2 2222222V 210V 222710V 2209V 2220V 2Z2222709VZ2222T70

=2

2222229V 00U UV 222707020V 2227T0V222270VZ222270

222222070 UV UV U220 0VZ20V 22270V 222270T2222702

27



Bilaga 7

Tabell 7: Resultat fran infargning med B-amyloid av varje falls fyra stansar, dessa fyra stansarnas
kombinerade TMA-resultat samt fallets resultat med helsektionsnitt.

. s®8amy | | |

Patient

Karna 1

Karna2 Karna3 Karnai4

Kombinerat Resultat
TMA

Helsektion

O 00 N O ULl B W N -

W W WWRNNNNNNNNNNRREREPRPERERERERP P PR
W NP OWOLNOURWNERO OWO®WMNOGO UDWNPRPO

2 2 0V 2700V 2222222222222V 222222270270 7022

2 2222V 0V z222222222222 v 22210V 2Z22270T2702702

N

2 2V 2V zZ2222222222222222220VZz222227097070

N

2 22V 210V 2222222222222 v 22240V z2z22222772

=2

2 2 0V U U U UV 222222222222 v 222710V2Z22270T27070T0

W OV U U UV U U 2222222222220V 2227070020722 70702Z2
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