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M olekulaarpatoloogiliste 
uuringute eesmärk on täp-
sustada haiguste diagnoosi 
ja prognoosi ning ennus-

tavate markerite alusel aidata määrata 
sihtmärkravi. Sihtmärkravi on vähi-
ravi liik, mis mõjutab organismis kas-
vajaspetsiifilist sihtmärki, milleks on 
vähirakkude kasvu, jagunemist ja levi-
kut kontrollivad bioloogilised siht-
märk-molekulid (mis võivad kanda 
mutatsioone või muid geneetilisi muu-
tusi, mis on spetsiifilised vähirakku-
dele). Selle ravi määramiseks on vaja 
teada, kas kasvajal on ravimi toimimi-
seks sihtmärk.

Vaade tagasi –  
kuidas kõik algas
Patoloogiasse molekulaarsete meetodite 
sissetoomise visioon oli tollasel Põhja- 
Eesti Regionaalhaigla (PERH) pato-
loogiakeskuse juhatajal dr Tiina Leis-
mannil, tema initsiatiivil alustati mole-
kulaarpatoloogia rakendamisega. Pato-
loogiakeskuses oli suurenenud vajadus 
molekulaarpatoloogiliste uuringute 
järele, kuna täpsem diagnoos, parem 

prognoosi hindamine ja sihtmärkravi 
määramine põhineb lisaks morfoloo-
gilistele muutustele ka molekulaarsete 
meetoditega saadud infol. Eesmärk oli 
komplekssete uuringuvastuste vormis-
tamine. 2008. aasta sügisel, kui asu-
sin tööle laborispetsialistina, alustasin 
molekulaarpatoloogia juurutamisega 
PERH-i patoloogiakeskuses. 

Esmalt tuli kaardistada molekulaar-
sete meetodite vajadus ja teha raken-
damise plaan. Kaardistuse tulemusena 
selgus, et patoloogiakeskuses vajalikest 
molekulaarsetest meetoditest ‒ PCR 
(polymerase chain reaction), reaalaja 

PCR, sekveneerimine ja FISH (fluo-
rescence in situ hybridization) ‒ oli tol 
hetkel kõige mõistlikum alustada FISH 
meetodiga. 

Seejärel tuli planeerida nõueteko-
hased molekulaarpatoloogia laboriruu-
mid, mille otsimine, olgu etteruttavalt 
öeldud, kestis aastaid. Patoloogiakes-
kus asus kahes korpuses: Mustamäel 
ja Hiiul. Algselt planeeriti laboriruume 
patoloogiakeskuse Mustamäe D-kor-
pusesse, kuid tööga alustati siiski Hiiu 
korpuses. 

Patoloogiakeskuse renoveerimise pla-
neerimise käigus töötati läbi mitmeid 

Laboriuuringute kvaliteedi üheks  
näitajaks on välistes kvaliteedi­
kontrollides osalemine. Oleme neis 
molekulaarpatoloogia meetoditega 
pidevalt ja edukalt osalenud, alates 
2010. aastast FISH meetodiga ja alates 
2016. aastast reaalaja PCR meetodiga.

Molekulaarpatoloogia 
rakendamine  
PERH-i patoloogiakeskuses

Molekulaarpatoloogia on patoloogia valdkond, 
mis tegeleb haiguste uurimisega molekulaarsel 
tasandil: uurib rakkude ja kudede ebanormaalse 
funktsioneerimise molekulaargeneetilisi põhjuseid. 
Molekulaarpatoloogia hõlmab aspekte patoloogia, 
molekulaarbioloogia ja geneetika erialadest ja kasutab 
mitmeid molekulaardiagnostilisi meetodeid.
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tööversioone ja projekte. Eraldi paik-
nevad korpused koliti kokku minimaal-
selt renoveeritud Mustamäe D-korpu-
sesse 2017. aastal. Patoloogiakeskuse 
jaoks valmis uus hoone (osa Y-korpu-
sest) 2023. aasta kevadel, kuhu olid 
planeeritud ka nõuetekohased labori-
ruumid molekulaarpatoloogia labori 
jaoks, kuhu kolisime.

FISH meetodi rakendamine
Sisuline töö algas nn FISH projekti 
kirjutamisega, mis sisaldas infot mee-
todi kohta, ruumide kirjeldust, vajalike 

seadmete loetelu, planeeritavate ana-
lüüside nimekirja, eeldatavat analüü-
side mahtu, reaktiivide kulu ja meetodi 
tasuvuse arvutust (seda tehti koostöös 
finantsteenistusega). Projektile saime 
haigla juhatuselt heakskiidu ja võisime 
uue meetodi rakendamisega alustada. 

FISH meetodi kasutuselevõttu liht-
sustas asjaolu, et mõned selle meetodi 
rakendamiseks vajalikud seadmed nagu 
fluorestsentsmikroskoop ja hübridisaa-
tor olid juba olemas ning laboriruumi-
dele polnud keerulisi erinõudeid. Tule-
nevalt molekulaarpatoloogias kasuta-

tavast analüüsimaterjalist, milleks on 
fikseeritud koeline või rakuline mater-
jal, võtsime töösse interfaasi FISH ana
lüüsid.

Praktiline töö algas FISH analüüside 
teostamisega 2009. aastal patoloogia-
keskuse Hiiu korpuses immunohisto-
keemia labori ruumides. FISH meetod 
oli mulle tuttav, kuna olin seda kasuta-
nud enda bakalaureusetöös. 

Töö meditsiinilaboris oli aga ise-
moodi, sisaldades ka näiteks nõuete-
kohaste uuringuvastuste vormistamist. 
Alguses oli palju õppimist, esimesel 

Molekulaarpatoloogia meeskond: Annika Peterson, Kristiina Tamboom ja Evelin Anion.
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aastal käisin mitmes laboris, alustasin 
kõige lähemalt ehk Tartu geneetikakes-
kusest, kus Pille Tammur tutvustas seal-
set töökorraldust, kuid käisin ka teis-
tes riikides end täiendamas ja kogemust 
saamas: Poolas HER2 FISH analüüside 
tegemise väljaõppel ja Rootsis stažeeri-
mas onkohematoloogiliste kasvajatega 
seotud FISH analüüsidele spetsialisee-
runud laboris. 

Esimese analüüsina võtsime kasu-
tusele HER2 FISH analüüsi 2009. 
aastal, kuna selle järele oli kõige suu-
rem vajadus. HER2 geeni amplifikat-
siooni on vaja tuvastada sihtmärkravi 
määramiseks ja HER2 FISH meetod 
on selleks nn kuldne standard. Järg-
misel aastal analüüside menüü laienes 
nelja lümfoomi spetsiifilise FISH ana-
lüüsi võrra, mis aitas kaasa lümfoomi 
alatüüpide täpsustamisele. Edaspidi 
oleme vastavalt vajadusele FISH ana-
lüüside menüüd oluliselt laiendatud (vt  
tabel 1). 

Reaalaja PCR meetodi 
rakendamine
Seoses uute sihtmärkravimite laialda-
sema kasutuselevõtuga täppisonko-
loogia rakendamisel suurenes vajadus 
määrata kasvajaspetsiifilisi somaati-
lisi mutatsioone, mida võiks nimetada 
ka ennustavateks ehk prediktiivseteks 
markeriteks (predictive marker). Nende 
tuvastamiseks kasutasime uut metoo-
dikat – reaalaja PCR. Kirjutasime uue 
projekti kasvajaspetsiifiliste mutatsioo-
nide määramiseks reaalaja PCR meeto-
dil, mis nii nagu FISH projekt sisaldas 
infot meetodi kohta, ruumide kirjel-
dust, vajalike seadmete loetelu jne. Ka 

sellele projektile saime haigla juhatuselt 
heakskiidu ja hakkasime seda metoodi-
kat rakendama.

Sellega algas 2015. aastal patoloo-
giakeskuse molekulaarsete uuringute 
teine etapp. Võtsime kasutusele reaal-

aja PCR testid: EGFR geenis mutat-
sioonide tuvastamiseks mitteväikerakk- 
kopsuvähi puhul, BRAF geenis mutat-
sioonide tuvastamiseks melanoomi 
puhul ja KRAS ja NRAS geenides 
mutatsioonide tuvastamiseks kolorek-
taalvähi puhul. 

Kuna patoloogiakeskuses puudu-
sid nõuetekohased ruumid, alustasime 
reaalaja PCR analüüsidega PERH-i 
laboratooriumi pinnal, kus olid just 
hiljuti valminud moodsad molekulaar-
diagnostikale sobivad laboriruumid ja 
lahked kolleegid lubasid neid ühiselt 
kasutada. 

Töömahtude suurenemise tõttu 
asus 2016. aastal molekulaarpatoloogia 
laborisse osakoormusega tööle bioana-
lüütik Annika Peterson ja aasta hiljem 

Tabel 1. FISH analüüsid sihtmärkravi määramiseks, diagnoosi täpsustamiseks  
ja prognoosi hindamiseks.
Diagnoos Materjal Geenid/aberratsioonid
Rinna- ja maovähk FFPE Sihtmärkravi määramiseks 

•	 HER2
Lümfoomid FFPE, puutepreparaat Diagnoosi täpsustamiseks: 

•	 t(8;14) IGH::MYC 
•	 t(11;14) IGH::CCND1 
•	 t(14;18) IGH::BCL2 
•	 t(14;18) IGH::MALT1 
•	 t(11;18) BIRC3::MALT1 
•	 MYC break, BCL2 break,  

BCL6 break 
Sarkoomid FFPE Diagnoosi täpsustamiseks: 

•	 t(11;22) EWSR1::FLI1 
•	 t(17;22) COL1A1::PDGFB 
•	 MDM2 ampl, EWSR1 break,  

SS18 break, USP6 break,  
FOXO1 break

Hulgimüeloom 
(plasmarakk
müeloom)

Luuüdist eraldatud 
CD138 positiivsed 
rakud

Prognostilised markerid,  
teostakse paneelina  
Esimeses etapis: 
•	 IGH break 
•	 t(4;14) IGH::FGFR3 
•	 t(11;14) CCND1::IGH 
•	 t(14;16) IGH::MAF 
•	 del(17p13.1) TP53 
•	 del(1p32) CDKN2C/ ampl (1p21) 

CKS1B 
•	 5., 9. ja 15. kromosoomi  

arvu määramine 

Vajadusel teises etapis: 
•	 t(6;14) IGH::CCND3 
•	 t(14;20) IGH::MAFB

Algusest peale on olnud oluline 
molekulaarpatoloogia valdkonda 
tutvustada ka patoloogidele ning 
kliinilisele osapoolele, selleks oleme 
pidanud mitmeid tutvustavaid  
loenguid molekulaarsete meetodite  
ja nende rakendamise kohta.
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loodi teine laborispetsialisti ametikoht 
(praegu töötab sel ametikohal Evelin 
Anion), sellest ajast oleme töötanud 
kolmeliikmelise meeskonnana. 

Alates 2019. aastast on kasutusel täis
automaatne reaalaja PCR süsteem, mis 
ei nõua laboriruumidelt eritingimusi ja 
see paikneb patoloogiakeskuses. Uue 
süsteemiga seoses oleme laiendanud 
ka pakutavate analüüside valikut (vt  
tabel 2).

Kvaliteedi edukäik
Laboriuuringute kvaliteedi üheks näi-
tajaks on välistes kvaliteedikontrollides 
osalemine. Oleme neis molekulaarpato-
loogia meetoditega pidevalt ja edukalt 
osalenud, alates 2010. aastast FISH 
meetodiga ja alates 2016. aastast reaal-
aja PCR meetodiga.

Ka infosüsteemidel on oluline roll 
laboriuuringute kvaliteedi tagamisel. 
Patoloogiakeskuses kasutusel olevat 
infosüsteemi (PIS-patoloogia infosüs-
teem) kasutame FISH uuringu vas-
tuste edastamiseks alates 2014. aastast. 
Kolm aasta hiljem arendati PIS-is välja 
ka molekulaarpatoloogiliste uuringute 
osa detailsemalt, mis võimaldas mole-
kulaarpatoloogiliste uuringute elekt-
roonset tellimist, laboritöö toimin-
gute märkimist ja vastuste vormis- 
tamist.

Kvaliteedialane töö sai suurema hoo 
sisse, kui Keiu Soorm alustas patoloo-
giakeskuses tööd kvaliteedijuhina 2016. 
aastal. Tema eestvedamisel ehitati üles 
meditsiinilaborile kehtestatud kvali-
teedi- ja kompetentsinõuetele vastav 
kvaliteedisüsteem.

Nõuetele vastava süsteemi üles ehi-
tamine ei olnud lihtne töö, alustasime 

pikast loetelust, kuhu panime kirja 
kõik hetkel aktuaalsed koostamist vaja-
vad dokumendid, nimekiri sai heiduta-
valt pikk. 

Nõuetekohast vormistamist vaja-
sid metoodikate juhendid, seadmete 
juhendid ja toimikud, valideerimis- ja 
verifitseerimisaruanded, tööprotses-
side dokumenteerimine jne. Tolleaegne 
laboratooriumi kvaliteedijuht Ave Lel-
lep aitas seda protsessi ohjata ja oli oma 
kogemusega toeks.

2019. aastaks olid dokumentat-
sioon ja tööprotsessid viidud vasta-
vusse rahvusvahelise standardiga ja 
Eesti Akrediteerimiskeskuse esmahin-
damise tulemusena õnnestus patoloo-
giakeskusel saada akrediteerimistunnis-
tus, kus oli kirjas: „ … vastab EVS-EN 
ISO 15189:2012 nõuetele kui medit-
siinilabor histopatoloogia, tsüto
patoloogia, hematopatoloogia, mole-
kulaarpatoloogia valdkonnas”. Ala-
tes sellest ajast oleme patoloogiakes-

kuses töötanud järjepidevalt vastavalt  
nõuetele.

Molekulaarpatoloogia 
uuringumaterjalid:  
FFPE ja ctDNA 
Molekulaarpatoloogias enim kasuta-
tav uuringumaterjal on formaliinis 
fikseeritud parafiini sisestatud (FFPE  
formalin fixed paraffin embedded) 
kude või rakud ehk patoloogialabori 
kõnepruugis lihtsalt koe-, tsüto- või 

parafiinplokk. FFPE materjal erineb 
tavapärasest laborimeditsiinis kasutata-
vast uuringumaterjalist mitmetel põh-
justel: sisaldab parafiini, formaliinis 
fikseerimine tekitab muutusi DNA-s ja 
materjal on heterogeenne.

Molekulaarpatoloogiliste analüüside 
puhul tuleb FFPE materjali eripära 
arvesse võtta: materjalid vajavad depa-
rafineerimist; tuleb arvestada fikseeri-
misest tingitud DNA muutuste ja frag-
mentatsiooniga; materjali valikul on 
oluline arvestada kasvajarakkude hulka 
ja osakaalu; mikrotomeeritud koelõi-
kude puhul on oluline arvestada, et 
rakutuumad ei ole terviklikud.

Kui FFPE materjal ei ole kätte-
saadav, siis kasutame nn vedelbiop-
siat (liquid biopsy) ehk vereplasmas 
leiduvaid kasvajarakkude lagunemi-
sel tekkinud DNA fragmente (ctDNA 
circulating tumour DNA) EGFR gee-
nis mutatsioonide määramiseks (vt  
tabel 2).

Tabel 2. Reaalaja PCR analüüsid sihtmärkravi määramiseks.
Diagnoos Materjal Geenid/aberratsioonid
Mitteväikerakk-
kopsuvähk

vereplasma ctEGFR (circulating tumour EGFR)

Mitteväikerakk-
kopsuvähk

FFPE EGFR, KRAS, GeneFusion-test (ALK-, ROS1-,  
RET- ja MET-geeni 14 eksoni vahelejätmine)

Kolorektaalvähk FFPE KRAS, NRAS, BRAF, MSI (MSI staatus (MSI-H) 
võib viidata ka Lynch sündroomile)

Melanoom FFPE BRAF

P E R H

Teaduse areng uute seoste  
leidmisel molekulaarsete muutuste 
ja haiguste vahel ning uute 
sihtmärkravimite kasutuselevõtt tingib 
kasutusel olevate metoodikate pideva 
arendamise ja analüüside menüü 
laiendamise ning uute metoodikate 
rakendamise vajaduse.
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Koostöö on oluline
Algusest peale on olnud oluline mole-
kulaarpatoloogia valdkonda tutvustada 
ka patoloogidele ning kliinilisele osa-
poolele, selleks oleme pidanud mit-
meid tutvustavaid loenguid moleku-
laarsete meetodite ja nende rakenda-
mise kohta. Mul on hea meel, et mind 
kui laborispetsialisti molekulaarpato-
loogia alal on kaasatud mitmete inter-
distsiplinaarsete töörühmade töösse, 
kus oleme koostöös vastavalt vajadu-
sele rakendanud uusi analüüse ja testi-
mise algoritme. Koostöö onkoloogide 
ja patoloogidega on jätkuv, kuna uute 
molekulaarsetel muutustel põhinevate 
diagnostiliste klassifikatsioonide kasu-
tuselevõtt ja lisanduvate sihtmärkravi-
mite rakendamine vajab ka uute mole-
kulaarsete markerite määramist.

Eelised molekulaarpatoloogia labori 
paiknemisest patoloogiakeskuses
Molekulaarpatoloogia uuringud viiakse 
läbi koostöös, kus lisaks laborispetsia-
listidele ja bioanlüütikutele annavad 
oma panuse ka patoloogid, sekretärid, 
meditsiinitehnika insenerid ning arhi-
vaarid.

Koostöö patoloogidega on väga olu-
line, kuna patoloog valib kindlaksmää-
ratud kriteeriumitele vastava FFPE 
materjali, mida saab kasutada edasiseks 
molekulaarpatoloogiliseks uuringuks.

Ühest kasvajamaterjalist valmista-
takse üks kuni mitukümmend para-
fiinplokki ja preparaadiklaasi ning 
patoloog valib nende hulgast sobiliku 
materjali, lähtudes metoodikast: reaal-
aja PCR testide puhul peab see sisal-
dama piisavas koguses ja osakaalus kas-
vajarakke, vajadusel märgistab makro-
dissektsiooni teostamiseks vajaliku ala; 
FISH analüüside puhul tuleb märgis-
tada spetsiifiline kasvajakoe ala prepa-
raadiklaasil.

Samuti on oluline, et uuringumater-
jal on patoloogiakeskuses kiiresti kätte-
saadav, seda ei ole vaja transportida ja 
parafiinplokist vajaliku materjali mikro-
tomeerimist on lihtne korraldada.

Lisaks võimaldab koostöö patoloo-
gidega analüüside täpsustamist ja tule-
muste korrelatsiooni jälgimist.

PERH-i molekulaarpatoloogia 
analüüsid 2025. aastal
Praegu on molekulaarpatoloogias kasu-
tusel kaks metoodikat: FISH ja reaalaja 
PCR. FISH analüüsidega (vt tabel 1)  
tuvastame geneetilisi muutuseid siht-
märkravi määramiseks (HER2 FISH), 
diagnoosi täpsustamiseks erine-
vate lümfoomi ja sarkoomi alatüü-
pide puhul ning prognoosi hindami-
seks hulgimüeloomi (ehk plasmarakk-
müeloomi) puhul. Kokku on kasutusel  
14 FISH analüüsi.

Reaalaja PCR testidega (vt tabel 2) 
tuvastame erinevate kasvajate (mitte-
väikerakk-kopsuvähk, kolorektaalvähk 
ja melanoom) puhul sihtmärkravi mää-
ramiseks vajalikke molekulaargeneeti-
lisi muutuseid, kasutusel on seitse reaal-
aja PCR testi (ctEGFR, EGFR, KRAS, 
NRAS-BRAF, BRAF, MSI ja GeneFu-
sion-paneel), mille abil saab määrata 
muutuseid kaheksas geenis (EGFR, 
KRAS, NRAS, BRAF, ALK, ROS1, 
RET ja MET geeni 14 eksoni vahelejät-
mine) ja mikrosatelliitide ebastabiilsust. 

Reflex testing algoritmi 
kasutuselevõtt patoloogiakeskuses
Tavapraktikas on kasvajaspetsiifiliste 
mutatsioonide ehk prediktiivsete mar-
kerite testimise tellijaks onkoloog, kes 
ootab histo- või tsütopatoloogilise 
uuringu vastuse ära ja tellib siis genee-
tilised testid, selline töökorraldus võib 
põhjustada viivitust sihtmärkraviga 
alustamisel. 

Reflex testing algoritm tähendab kiiret 
reaktsiooni geneetiliste analüüside telli-

misel teatud diagnostiliste kriteeriumite 
alusel. Reflex testing on patoloogi alga-
tatud geneetiline testimine, kus teatud 
vähivormide diagnoosimisel tellib pato-
loog multidistsiplinaarsetes töörühma-
des kokkulepitud kriteeriumite alusel 
kohe sihtmärkravi ennustavad geneetili-
sed testid. Teostame need molekulaarpa-
toloogia laboris, saame analüüsid kiiresti 
töösse võtta, kuna ka uuringumaterjal 
on hõlpsalt kättesaadav.

Reflex testing algoritm hoiab kokku 
aega ja võimaldab kiiremini jõuda siht-
märkravi alustamiseni.

PERH-i paikmepõhistes multidist-
siplinaarsetes töörühmades on kokku 
lepitud reflex testing algoritmi rakenda-
mine järgmistel juhtudel:
•	 rinnavähi puhul, HER2 immuno-

histokeemia 2+ tulemuse korral, mis 
on piiripealne tulemus, HER2 FISH 
analüüs, mis annab lõpliku tulemuse 
(alates 2019. aastast);

•	 kolorektaalvähi puhul: MSI-test 
(alates 2022. aastast);

•	 mitteväikerakk-kopsuvähi puhul: 
järjestikuselt testid EGFR, KRAS, 
GeneFusion (ALK, ROS1, RET gee-
nifusioonid ja MET geenis 14 eksoni 
vahelejätmine) (alates 2023. aastast).

Vaade edasi 
Teaduse areng uute seoste leidmi-
sel molekulaarsete muutuste ja hai-
guste vahel ning uute sihtmärkravimite 
kasutuselevõtt tingib kasutusel olevate 
metoodikate pideva arendamise ja ana-
lüüside menüü laiendamise ning uute 
metoodikate rakendamise vajaduse. 

Koostöö onkoloogide ja  
patoloogidega on jätkuv, kuna uute 
molekulaarsetel muutustel põhinevate 
diagnostiliste klassifikatsioonide 
kasutuselevõtt ja lisanduvate 
sihtmärkravimite rakendamine  
vajab ka uute molekulaarsete  
markerite määramist.


