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Monet histologiset varjaykset on kehitetty jo 1800- ja 1900-luvuilla. Ne ovat t&dnd paivana-
kin viela kaytdssa, mutta monia varjayksia on muokattu eri tavoin. Osoitusvarjaykset, jotka
tehdaan usein kasin, ovat vahemman kaytettyja ja virhealttimpia kuin konevarjaykset. Var-
jayksissa tapahtuvat virheet voivat vaikeuttaa varjattavan kudoksen rakenteiden ja ominai-
suuksien tarkastelua ja nain ollen hankaloittaa huomattavasti naytteita tulkitsevien patolo-
gien tydskentelyd. Opinnaytetydémme tarkoituksena on selvittdd seitseméan osoitusvarjayk-
sen yleisimmat virhelahteet ja tehd&a naihin perustuva oppimateriaali. Oppimateriaalimme
tulee HUSLABIn Meilahden patologian laboratorion ja Metropolia Ammattikorkeakoulun
kayttoon.

Oppimateriaalia ty6staessa on huomioitu erilaiset oppimistyylit. Se on tarkoitettu l&hinna
itsendiseen opiskeluun ja siséltaa tata tukevia aktivoivia kysymyksia. Oppimateriaalimme
keskittyy histologisten osoitusvarjaysten virhelahteisiin. Ennen varjayksia kudosnayte kul-
kee histologisen laboratorioprosessin lapi, jotta kudos pystyttéisiin varjgdmaan ja sita voi-
taisiin tarkastella mikroskoopilla. Kasittelemdmme osoitusvarjaykset ovat Asetylkolineste-
raasi-, Berliininsini-, Elastiset saikeet-, Gram-, Hematologinen Giemsa-, Masson-Fontana-,
ja Unna-Pappenheim-varjdys. Osa naista varjayksista suoritettiin késin ja osa ArtisanLink-
varjaysautomaatilla. Varjaykset sisaltavat useita tydvaiheita ja niissa tapahtuvat yleisimmat
virhelahteet paatettiin ennalta yhdessa ohjaajiemme kanssa.

Tuloksia tarkasteltaessa huomasimme, etté virheldhteiden merkitys vaihteli huomattavasti
eri varjayksien kesken. Osassa varjayksista toteutettujen virheiden merkitys nakyi voimak-
kaasti, kun taas joissain varjayksissa virheiden vaikutukset olivat olemattomat. Tydmme
tulokset koottiin yhteen oppimateriaaliksi, jossa tydomme tarkoitus ja varjaysten teoria on
kerrottu lyhyesti seka virhelahteiden tulokset on esitelty kuvien avulla.
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Many of the histological stains have been developed already in 19" and 20" century. Many
of them are still used today, but lots of them have been modified. Specific stains, which are
often made by hand, are less used and more exposed to errors than those done by auto-
mat. Staining errors may complicate the examination of tissues structures and cellular
qualities and therefore complicate the work of pathologists. The aim of our thesis is to ex-
amine most common errors of seven specific stains and make a learning material based
on them. The learning material will be put to use in HUSLAB and Metropolia university of
applied sciences.

Different kinds of learning techniques have been taken account while preparing the learn-
ing material. It is mainly intended for independent studying and includes stimulating ques-
tions in support of this. Before staining the tissue sample passes through histological la-
boratory process, in order that the tissue could be dyed and viewed under the microscope.
The specific stains, which are elaborated in this thesis, are Acetylcholinesterase-. Prussian
Blue-, Elastic Fibre-, Gram-, Hematological Giemsa-, Masson-Fontana-, and Unna-
Pappenheim-staining. Some of these stains were carried out by hand and part of with Arti-
sanLink-staining machine. The staining process contains several phases and the most
common errors in these phases were decided in advance with our instructors.

By examining the results we noticed that the significance of the errors varied considerably
between the different stains. The importance of some of the staining errors were highly
reflected in the results, while some staining errors were non-existent. The results of our
thesis were brought together as a learning material, in which our works purpose and theory
of the stains are briefly described and results of the staining errors are presented with im-
ages.

Keywords Specific staining, histology, learning material
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1 Johdanto

Histologia, eli kudosoppi, on patologian osa-alue, joka tutkii kudosten rakennetta ja
ominaisuuksia. Histologisilla tutkimuksilla selvitetddn vainajien kuolinsyitd, potilaiden
sairauksia ja ne myds auttavat hoitojen suunnitteluissa. Histologinen naytekirjo on laaja
se koostuu neljasta peruskudoksesta: epiteeli-, lihas-, hermo- ja sidekudoksesta. Ku-
dokset rakentuvat soluista, joita ei voida tarkastella ilman valomikroskooppia. Jotta
solujen tietyt rakenteet ja mahdolliset muutokset pystyttaisiin erottamaan, kudokset on
varjattava. Monet histologiset varjaykset on kehitetty jo 1800- ja 1900-luvulla. Ne ovat
tana paivanakin viela kaytdssa, mutta monia varjayksia on muokattu eri tavoin. Variai-
ne absorboi valoa ja sitoutuu varjattdvaan kudokseen. Histologiset varjaykset perustu-
vat variaineen ja kudoksen solukon kemiallisiin ominaisuuksiin. Variaineet reagoivat
kahdella tyypillisella tavalla: ne joko yhdistyvat suoraan kudoksen kanssa, tai ne vaati-
vat kudoksen kasittelya peittausaineella. (Naukkarinen 2000: 153; Suomen virtuaaliyli-
opisto solunetti. 2006; Histology Laboratory Manual.)

Naytteen tulkittavuuden ja tuloksen luotettavuuden varmistamiseksi histologiset véar-
jaykset taytyy suorittaa standardoidusti. Kontrollien liséksi on hyva tiedostaa mahdolli-
set virhelahteet varjayksia suorittaessa. Varjayksissa tapahtuvat virheet voivat vaikeut-
taa varjattavan kudoksen rakenteiden ja ominaisuuksien tarkastelua ja nain ollen han-
kaloittaa huomattavasti naytteita tulkitsevien patologien tyoskentelya. Varjayksissa ta-
pahtuvat virheet voivatkin pahimmillaan johtaa vaariin johtopaétoksiin ja diagnooseihin.
Taman vuoksi on tarkeaa vakinaistaa hyvaksi havaitut varjaysmenetelmat ja suorittaa
varjaykset laadittujen ohjeistuksien mukaisesti. (Naukkarinen 2000: 153; Histology La-

boratory Manual.)

Opinnaytetydémme tarkoituksena on selvittda kuuden kasin ja kahden koneellisesti teh-
tavan osoitusvarjaysten yleisimpia virhelahteita ja tehda naihin perustuva oppimateriaa-
li. Mietimme yleisimmat virhel&hteet yhdessa ohjaajiemme Kirsi Eberhardtin ja lida Sa-
lon kanssa. Ty6 suoritettiin Meilahden sairaalan patologian laboratoriossa, joka on Eu-
roopan suurin patologian laboratorio. Tuotettava oppimateriaali tulee HUSLABIn Mei-
lahden patologian laboratorion henkilokunnan sekd Metropolia Ammattikorkeakoulun
opiskelijoiden kayttoon. Osoitusvarjaykset, jotka tehdaan usein kasin, ovat vahemman
kaytettyja ja virhealttimpia kuin konevarjaykset. Patologian laboratoriossa tydskentele-

va henkilokunta kokee opinnaytetydaiheemme tarpeelliseksi, jotta yleisimmat virhelah-



teet selvitetddn ja raportoidaan. Oppimateriaalia olisi tarkoitus hyodyntdd seka pereh-
dyttamisessé etta jokapaivaisessa itsendisessa tyoskentelyssd. Opinnaytetybssdmme
emme kasittele kudosten solubiologisia rakenteita.

2 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Tassa kappaleessa kerromme tydmme tavoitteet ja tarkoituksen. Kdymme myos lapi
lyhyesti tydn suunnitteluprosessin, tutkimustehtavamme ja niiden suorittamiseen sisal-

tyvat tydvaiheet.

2.1 Tavoitteet

Opinnaytetydmme tavoitteena on selvittdd kuuden kasin ja kahden koneellisesti suori-
tettavan osoitusvarjayksen yleisimmat virheldhteet. Naiden virhelahteiden pohjalta tar-
koituksemme on tuottaa selkeé ja eheéd oppimateriaali Meilahden patologian laboratori-
on ja Metropolia Ammattikorkeakoulun kayttdéon. Tavoitteena on tuottaa oppimateriaali,
jota on mahdollisimman helppo kayttaa esimerkiksi tydpaivan aikana osoitusvarjayksia
suorittaessa. Pyrimme ottamaan mahdollisimman edustavat kuvat eri varjayksista ja
kudoksista. Oppimateriaaliin lisaédmme teoriatietoa eri varjayksista seka jokaisesta ko-
keilemastamme virheldhteesta. Naiden lisaksi luomme kuvien ohelle aktivoivia kysy-
myksid, jotta opetusmateriaalin lukija pohtisi varjayksen onnistumista. Lopuksi esitte-
lemme oppimateriaalissa viela virhelahteiden vaikutukset varjayksiin eli kdymme tulok-

set lyhyesti lapi.

Osoitusvarjayksia varten tavoitteenamme on valmistaa ja leikata mahdollisimman tasa-
laatuisia kudosleikkeitd laseille, jotta ne olisivat vertailukelpoisia jokaisen yksittaisen
varjayksen kesken. Pyrimme standardisoimaan varjaysolosuhteet samanlaisiksi eri
varjayskerroilla, ja suorittamaan varjaykset siten, etta vain virhel&dhdetekija on poikkea-
va verrattuna oikeaan varjaysprotokollaan. Talla tavoin toimittuamme ndemme, millai-
nen vaikutus virheldhteella on varjayksen kannalta. Tavoitteenamme on suorittaa vér-
jayksen mahdollisimman tarkasti, jotta lopputulos olisi hyva ja opetusmateriaalia varten
otetut kuvat olisivat laadukkaita. Pyrimme myds ottamaan vertailtavat kuvat mahdolli-
suuksien mukaan samasta kohtaa kudosnaytettd, jotta tulosten vertaileminen olisi

mahdollisimman helppoa.



2.2 Tyo6n suunnittelu

Opinnaytetydmme aiheen saimme HUSLABIn Meilahden patologian keskuslaboratori-
osta. Aiheemme pohjautuu Heidi Kemppaisen vuonna 2013 tehtyyn opinnaytetydhon
"Histologisten konevarjaysten virhelahteet” ja siitd tuotettuun oppimateriaaliin. Koska
edella mainitussa laboratoriossa on useita kaytdssa olevia osoitusvarjayksia, jouduim-
me rajaamaan tydhomme seitsemén varjaysta, jottei tydstamme olisi tullut liian laaja.
Bioanalyytikot Kirsi Eberhardt ja lida Salo valitsivat meille mielestaan tydohomme par-
haiten soveltuvat varjaykset niissa mahdollisesti sattuvien virheiden perusteella. Suori-
timme tyohémme liittyvan tiedonhaun ja teoreettisen osuuden Kkirjoittamisen suurim-
maksi osaksi vuoden 2015 kesalla ja syksylla. Tydomme empiirisen osuuden toteutimme
syys- ja lokakuun aikana vuonna 2015.

2.3 Tutkimustehtavat

Toteutimme tydbmme Meilahden patologian keskuslaboratoriossa. Suoritimme histologi-
sen prosessin aina naytteiden kayntiinpanosta varjayksiin asti itse. Kuviossa 1 esite-

taan opinnaytetydmme tutkimusprosessi alusta loppuun.

Kudosten kayntiinpano ———> Kudosprosessointi Leikkeiden valaminen

\Z

Leikkeiden leikkaus Parafiinin poisto-ohjelma

R

Varjaykset: Berliininsini,
Gram, Hematologinen
Oppimateriaali Giemsa, Masson-

osoitusvarjaysten Fontana, Unna-

Koneelliset varjaykset:
Elastiset saikeet ja
Berliininsini ja naiden AN A cep A

virheldhteet virhelahteista Pappenheim ja néiden

virhelahteet

Kuvio 1. Tutkimusprosessin eteneminen.



Suoritimme oikean protokollan mukaan tehdyt varjaykset HUSLABIn k&sivarjaystyooh-
jeiden mukaisesti (Liitteet 3—10). Oikean varjaysprotokollan mukaan suoritetut varjayk-
set mahdollistavat hyvan vertailukohteen virheellisesti suoritettuihin varjayksiin. Naiden
avulla ndemme, kuinka paljon virheellisesti suoritetut varjaykset eroavat oikean proto-
kollan mukaan suoritetuista varjayksista. Oppimateriaalissamme kdymme lapi naiden

varjaysten yleisimmat virhelahteet:

Asetylkolinesteraasi-varjays
Berliininsini-varjays
Gram-varjays

Hematologinen giemsa-varjays
Masson-Fontana-varjays
Unna-Pappenheim-varjays

Koneellinen berliininsini-varjays

© N o o bk~ w0 DdPE

Koneellinen elastiset sdikeet-varjays

3 Oppimateriaali histologisten osoitusvarjaysten virheldhteista

Opinnaytetydn tuotoksena on tarkoitus luoda itsendiseen opiskeluun tarkoitettu oppi-
materiaali histologisten osoitusvarjaysten virheldhteistd Meilahden patologian laborato-
rion henkildkunnan seké Metropolia Ammattikorkeakoulun kayttéon. Oppimateriaalia on
tarkoitus kayttaa tyontekijoiden ja opiskelijoiden perehdyttamiseen. Liséksi se toimii
jokapaivaisessa tytskentelyssa tukivalineena tarvittaessa. Oppimateriaalissa kerrom-
me edella mainituista varjayksista, tydskentelyssa tapahtuvista virhelahteistd seka
luomme aktivoivat kysymykset helpottamaan oppimista. Lisaamme myds esimerkkiku-

vat eri kudoksista ja siitd, milta virhelahteet varjatyissa kudoksissa nayttavat.

3.1  Oppimistyylit

Oppimateriaalin kokoamisessa ja suunnittelussa on hyva ottaa huomioon erilaiset oppi-
jat ja pohtia erilaisia oppimistyyleja. Naita erilaisia oppimistyyleja sovellamme mahdolli-
simman monipuolisesti oppimismateriaalin valmistamisessa, ottaen huomioon mahdol-

lisimman monet eri oppimistyylit. Tama siksi, etta jokainen oppimisprosessia lapi kayva



oppija vastaanottaa ja prosessoi uutta tietoa eri tavoin. Oman oppimisen kannalta on
siis tarke&a tiedostaa milla tavoin itse oppii parhaiten. T&lldin oppiminen on tehok-
kaampaa ja mielekkddmpaa. (Itd-Suomen yliopisto 2015; Koponen 2010: 5-6.)

Oppiminen on kasitteend laaja. Yksinkertaisimmillaan oppimisen voi selittdd uuden
tiedon vastaanottamisena ja varastoimisena muistiin. Jokainen oppija omaksuu uutta
tietoa yksil6llisesti ja naita tapoja selitetaan erilaisilla oppimistyyleilla. Jokaisen oppijan
yksil6llinen oppimistyyli rakentuu useista eri osatekijoista. Oppimiseen sisaltyy toimin-
taa, joka on paljon monimutkaisempaa kuin pelkka tiedon varastoiminen. Oppimispro-
sessissa oppija soveltaa ja sulauttaa uuden tiedon jo aikaisemmin oppimaansa. Muo-
katessaan ja kasitellessaan jo hankittua tietoa ja uutta ainesta, oppija muodostaa tay-
sin uusia toimintamalleja ja tietorakenteita itselleen. Omia oppimistyyleja olisi hyva poh-
tia ja kehittaa. Tavoitteellisesti pitaisi pyrkia lI6ytamaan itselleen sopiva ja mahdollisim-
man monipuolinen seka laaja oppimistyyli, jolloin oppija pystyisi kayttamaan myoés hei-
koimpia oppimistyylejaan itselle poikkeavissa oppimistilanteissa. (Engestrém 1987: 18—
19; Ita&-Suomen yliopisto 2015; Koponen 2010: 6.)

Oppimistyyleja voidaan jaotella eri tavoin. Aktiivinen oppija omaksuu tietoa parhaiten
osallistumalla itse ja haastamalla itseaan. Oppiminen tapahtuu parhaiten lyhytaikaises-
sa ja nopeatahtisessa oppimistilanteessa, jossa aktiivinen oppija paasee itse toimi-
maan. Opinnaytetydssamme tuomme tatd oppimistyylia esille luomalla aktivoivia kysy-
myksia, jolloin oppija voi oppimismateriaalia lukiessaan esimerkiksi kirjata samalla vas-
taukset aktivoiviin kysymyksiin. Kaytdnnon toteuttaja taas oppii tekemadlla ja harjoitte-
lemalla, ja soveltaa uusia asioita ja tietoa helposti kaytantdéon. Muiden tydskentelyn
seuraaminen ja sita kautta itsensa kehittaminen edesauttaa kaytannon toteuttajan op-
pimista. Lisaksi keskustelujen kdyminen asiasta ja opettaminen eli opitun asian selitta-
minen toiselle henkildlle parantaa uuden asian ymmartamista. (Itd-Suomen yliopisto
2015.)

Loogisen oppijan oppimistyyli painottuu pitkalti teorioiden, kasitteiden ja erilaisten mal-
lien varaan. Loogisen ajattelijan oppimistyyliin kuuluu tyypillisesti tutustua ja edetd uu-
den asian oppimisessa loogisesti yksityiskohdista kokonaisuuteen. Tutkiminen, pohti-
minen ja p&atteleminen ovat tallaiselle oppijalle mielekastd, eika han toimi mielellaan
suunnitelmattomasti tai ilman selkedd paamaaraa. Neljantena oppimistyylind on harkit-
seva tarkkailija. Tallaisen optimaaliseen oppimistyyliin kuuluu tarkkailun liséksi asioi-

den pohtiminen ja analysointi. Han on oppijana hyvin itsendinen ja rauhallisesti etene-



va. Parhaiten harkitseva oppija omaksuu uutta tietoa tarkkailemalla sivusta ja huomi-

oimalla asioita. (Itd&-Suomen yliopisto 2015; Koponen 2010: 7.)

Erilaiset oppimistyylit voidaan jaotella aistien mukaan, eli milla aistilla oppija omaksuu
parhaiten uutta tietoa. Auditiivisen oppijan oppima tieto perustuu kuulohavaintoon. Au-
ditiivisesti oppiva henkilon mieleen painuu esimerkiksi puheet, puhutut luentoesitykset
ja keskustelut. Oppimisprosessin kehittamiseksi talla tavoin oppiva voi hyddyntaa esi-
merkiksi &anitettyja tallenteita. Kinesteettisesti oppivan henkilén kannattaa yhdistaa
likunta ja oppiminen, silla han oppii parhaiten asioita kun voi itse lilkkkua samalla. Ki-
nesteettinen oppija on yleensa aktiivinen ja tekee mielellaan itse asioita oppiakseen,
hanen oppiminen perustuu siis hyvin paljon kehon liikkeeseen ja kostetukseen. Visuaa-
linen oppija omaksuu uutta tietoa parhaiten ndkemalla itse. Hanen mieleensé saattaa
helposti painua erilaisia kuvioita ja kaavoja. Taman lisaksi esimerkiksi mielikuvat ja
varit ovat tarkeita visuaalisen oppijan oppimisprosessissa. Visuaalisesti oppivalle hen-
kilolle on tyypillistd, etta han muistaa esimerkiksi missa kohtaa sivua jokin asia on mai-
nittu, mutta sisallén tarkkuus voi jAdda hyvinkin vajaaksi. Viimeinen aistien mukaan
jaettu oppimistyyli on taktillinen oppimistyyli. Oppiminen perustuu kasin koskemiseen
ja kokeiluun, ja oppimisvalineind voi toimia esimerkiksi muistiinpanojen kirjoittaminen
tai piirtaminen. Kosketusaistien vélityksella oppimiseen liittyy usein myos likkuminen,
jolloin n@méa kaksi asia kytkeytyvat toisiinsa. (Koponen 2010: 6—7.)

3.2 Itsendinen opiskelu

Yksi opinndytetydbmme tavoitteista on tuottaa oppimateriaali histologisten osoitusvar-
jaysten virhelahteista itsendiseen opiskeluun. Itsendinen opiskelija tydskentelee yksin,
itse tietoa ja aineistoa hakien, muokaten sitd omaehtoisesti ja itseaan varten. Oppimis-
prosessi etenee itsendisen opiskelijan oman oppimissuunnitelman mukaan ilman paik-
ka- tai aikasidonnaisia tekijoita. Itseopiskelulle ei siis ole méaéritelty minkaanlaista va-
himmaiskestoa. Itseopiskelun muotoja on lukematon maaréa, riippuen jokaisen itseopis-
kelijan tarpeista ja kyvyista. Niitd yhdistaa kuitenkin kaikki itsendista ajattelua ja toimin-
taa vaativat tehtavat. ltseopiskelumuotoja ovat esimerkiksi asioiden pohtiminen, tie-
donhankkiminen ja sen lukeminen, videoiden katselu, asioiden muistiinpano-, esimer-
kiksi oppimispdaivékirjojen, muodossa, toiminnallisten tehtavien teko ja esseeluonteinen
kirjoittaminen. Itsendinen opiskelija vastaa itse opetusjarjestelyista ja oppimisesta, mika
saatetaan usein kokea haasteena itseopiskelussa. (Virtuaali-ammattikorkeakoulu; Ti-

lastokeskus.)



4 Histologian laboratorioprosessi

Jokainen histologinen kudosnayte kay lapi tietyn prosessin ennen kuin se paatyy mik-
roskoopin alle patologin tarkasteltavaksi. Seuraavissa kappaleissa kdymme lapi histo-

logisen prosessin kudoksen kiinnittamisesta aina varjaamiseen saakka.

4.1 Kiinnittdminen

Kudoksen fiksointi eli kiinnittdminen suoritetaan heti ensimmaisena kudoksen irrottami-
sen jalkeen. Se on naytteenvalmistuksen tarkein vaihe. Sen ydintarkoituksena on séai-
lyttdd kudos rakenteeltaan ja ulkonaoéltdan mahdollisimman samanlaisena kuin se on
ollut ennen irrottamistaan. Kiinnittamista kaytetddn solun aineenvaihdunnan pysaytta-
miseen, solujen ja kudoksen entsymaattisen alentumisen eli autolyysin torjumiseen,
patogeenisten mikro-organismien kuten bakteerien, virusten ja sienien tuhoamiseen ja
kudoksen kovettamiseen. Kudos taytyy kasitella myos siksi, etta siita saadaan leikattua
valonlapaiseva ohut leike mikroskooppista tutkimusta varten. (Ross — Pawlina 2006: 2;
Karttunen — Soini — Vuopala 2005: 288.)

Kudoksen kiinnittdmisessa on kaksi paatapaa: fysikaalinen ja kemiallinen kiinnitys. Fy-
sikaalisessa kiinnityksessa solukko jaddytetaan nopeasti vahintaan -40 °C:een, jonka
jalkeen nayte leikataan naytelasille -20 °C:ssa. Tata menetelmaa kaytetddn muun mu-
assa biopsianaytteissa, jolloin vastaus on saatava nopeasti, esimerkiksi potilaan olles-
sa leikkauspoydalla. Fysikaalinen kiinnitys on toimiva menetelm& myo6s eréissa histo-
kemiallisissa ja immunosytokemiallisissa tutkimuksissa. Tama johtuu sen kyvysta py-
sayttaéa solun toiminnot nopeammin kuin kemiallinen kiinnitys. (Suomen virtuaaliyliopis-
to solunetti. 2006.)

Kemiallinen kiinnitys jaetaan kahteen eri menetelm&éan: immersiokiinnitykseen ja per-
fuusiokiinnitykseen. Immersiokiinnitys voidaan tehd& kuolleesta tai elavasta organis-
mista kerattyyn naytteeseen. Kudosnayte upotetaan heti irrotuksen jalkeen kiinnitysai-
neeseen eli fiksatiiviin. Perfuusiokiinnityksessa ruiskutetaan suoraan sydameen tai
aorttaan fiksatiivia. Nain fiksatiivi levida kapillaarien avulla verenkiertoon ja nain elimis-

ton kaikkiin soluihin. (Suomen virtuaaliyliopisto solunetti. 2006.)



Kiinnittamisen lopputulokseen voi vaikuttaa useat tekijat. Naitd ovat puskuri, lapéaisyky-
ky, voimakkuus, lampétila, konsentraatio ja kiinnittémisaika. Paras lopputulos kiinnitta-
misessa saadaan liuoksen pH:n ollessa lahes neutraali. Kudoksen hypoksia alentaa
pH-arvoa, jonka vuoksi fiksatiivissa tulisi olla puskurointikapasiteettia ylenmaaraisen
happamuuden ehk&aisemiseksi. Ylim&arainen happamuus saa aikaan formaliini-hemi-
pigmentin muodostumista. Tama ilmenee mustana, polarisoituneena sakkana kudok-
sessa. Kudoksen lapaisevyys riippuu fiksatiivin leviamiskyvysta. Parhaita fiksatiiveja
kudoslapaisevyytensa kannalta ovat formaliini ja alkoholi, huonoin on glutaraldehydi.
Lapaisevyytta voi edistda jakamalla kudospalat ohuisiin paloihin, jolloin fiksatiivi l1&apai-
see kudoksen nopeammin. (The Internet Pathology Laboratory for Medical Education.
2012))

Fiksatiivin tilavuuden tulisi olla vahintaan 10-kertainen kudosnaytteen tilavuuteen nah-
den. Useat fiksatiivit, kuten NBF (neutral-buffer formalin) lapaisevat kudosta noin 1 mm
tunnissa. Lampdétilan kasvaessa molekyylien diffuusio suurenee, mika johtuu niiden
nopeasta liikkeestaan ja varinasta. Taman vuoksi lampotilan kasvaessa kudoksen la-
paisevyys kasvaa. Koska useat kemialliset reaktiot nopeutuvat lampdétilan kasvaessa,
my06s formaldehydi reagoi nopeammin proteiinien kanssa suuremmassa lampotilassa.
Fiksatiivin liukoisuus ja tehokkuus maarittavat fiksatiivin sopivan pitoisuuden. Alle 10
%:n pitoisuudet formaliinissa aiheuttavat kudoksen kovettumista ja kutistumista ja eta-
nolin 70-prosenttia pienemmat pitoisuudet eivat poista vettéa kudoksesta tarpeeksi te-
hokkaasti. Liian korkea pitoisuus voi sen sijaan vaikuttaa kudoksen rakenteeseen ja
tuottaa artefakteja. (Bancroft — Gamble 2008: 63; The Internet Pathology Laboratory for
Medical Education. 2012.)

Useat kemikaalit tai kemikaalien yhdistelmat voivat toimia hyvina fiksatiiveina. Fiksatii-
vit perustuvat niiden erilaisiin toimintamekanismeihin: ne voivat muodostaa proteiinien
valille kovalenttisia sidoksia, poistaa vapaita nesteitd kudoksesta ja denaturoida prote-
iineja ja aminohappoja pH-muutoksilla. Fiksatiivit jaetaan ndiden toimintamekanismien-
sa mukaan viiteen luokkaan: aldehydit, elohopeat, alkoholit, hapettavat aineet ja

pikraatit. (The Internet Pathology Laboratory for Medical Education. 2012.)

Aldehydeihin kuuluvat formaldehydi ja glutaraldehydi. Formaliini on yleisimmin kaytetty
fiksatiivi. Se on vesiliukoinen, noin 37-prosenttia formaldehydia sisaltava liuos, joka

siséltda myods useita laimennoksia, puskureita ja muita kemikaaleja. Se sailyttaa solu-



jen ja niiden ulkopuolisten komponenttien yleisen rakenteen reagoimalla proteiinien
aminoryhmien kanssa. Koska formaliini ei muuta aminoryhmien kolmiulotteista raken-
netta merkittavasti, proteiinit sailyttavat niiden kykynsa reagoida spesifien vasta-
aineiden kanssa. Tama ominaisuus on erityisen tarkedd immunosytokemiallisissa var-
jayksissa. Diagnostisessa patologiassa kaytetdan yleisimmin 10-prosenttista formalii-
nia, joka on fosfaattipuskuroitua ja pH-arvoltaan 7. Formaliini lapaisee kudoksen hyvin,
mutta melko hitaasti. Se ei kuitenkaan reagoi lipidien kanssa, joten se on heikko solu-
kalvojen fiksatiivi. (Ross — Pawlina 2006: 2; The Internet Pathology Laboratory for Me-
dical Education. 2012.)
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Kuvio 2. Formaliinilla kiinnitetyn kudospalan (suoli) k&yntiinpano.

Glutaraldehydin biologisista vaikutuksista ja reaktioista tiedetdéan vahemman verrattuna
formaldehydiin ja sita ei ole kdytetty yhtd laajasti. Se on bifunktionaalinen, eli kaksi
funktionaalista ryhmaa sisaltava aldehydi, jonka ansiosta se pystyy sailyttAmaan prote-
iinien rakenneosat muodostamalla kovalenttisid sidoksia niiden vélille. Glutaraldehydi
on hyva fiksatiivi, kun kudosta halutaan tarkastella elektronimikroskoopilla. Kudoksen
pienimpien yksityiskohtien sailyminen on talldin tarke&a ja glutaraldehydifiksatiivin jal-
keen lisataankin vielda puskuroitu osmiumtetroksidi, joka sailyttda ja varjaa rasvoja ja
proteiineja. Glutaraldehydi lapéisee kudoksen hitaasti, jonka vuoksi siiné kiinnitettavien
kudosten tulisi olla alle 0,5 mm paksuisia. Se ei reagoi hiilihydraattien tai lipidien kans-
sa elleivat ne sisédlla vapaita aminoryhmia, kuten joissain fosfolipideissa on. (Banc-
roft — Gamble 2008: 59; Junqueira — Carneiro — Kelley 1995: 1.)
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Elohopeafiksatiivien mekanismia ei tunneta hyvin. Ne siséltavét elohopeakloridia, joka
reagoi ammoniumsuolojen, amiinien, amidien, aminohappojen ja sulfhydryyliryhmien
kanssa ja kovettavat kudosta. Elohopeafiksatiivit l|apaisevat kudoksen hitaasti. Niita ei
kayteta enaa yleisesti kuin joissain laboratorioissa hematopoieettisten kudosten fiksoin-
tiin. (Bancroft — Gamble 2008: 70-71.)

Dehydroivia fiksatiiveja ovat etanoli, metanoli ja asetoni. Ne poistavat kudoksesta vetta
ja muuttavat proteiinien tertidarirakenteita, joka johtaa niiden saostumiseen. Ne ei-
vat vaikuta nukleiinihappojen rakenteeseen. Alkoholit kuitenkin tuhoavat solujen yksi-
tyiskohtaiset rakenteet, koska ne liuottavat kudoksen rasvoja. Tama johtaa kudoksen
kutistumiseen ja haurastumiseen jo 3—4 tunnissa. Alkoholit ovatkin parempi fiksatiivi
sytologisille naytteille. Alkoholeja voidaan myo6s kayttaa yhdistelmafiksatiiveissa. Esi-
merkiksi etanolin ja formaldehydin yhdistelmd, alkoholiformaliini, sopii hyvin rintaku-
doksen fiksointiin jolloin lipidien liukeneminen kudoksesta helpottaa imusolmukkeiden
tunnistamista. (Bancroft — Gamble 2008: 70-71.)

4.2 Kudosprosessointi

Jotta kudoksista voitaisiin leikata ohuita leikkeitéd mikroskooppista tarkastelua varten,
kudoksien sisaltama vesi tulee korvata tukiaineella. Taméa tekee kudoksen koostumuk-
sesta kiintedn ja nain ollen helpottaa leikkaamista. Kudosprosessointi sisdltdd usein

kaksi vaihetta: dehydraation eli veden poiston ja kirkastamisen. (Junqueira 1995: 2.)

Dehydraatio poistaa sitoutumattoman veden ja vesipohjaiset fiksatiivit kudoksesta. Vesi
ja vesipohjaiset fiksatiivit, kuten 10-prosenttinen formaliini, eristetddn ensin nousevalla
alkoholisarjalla. Liiallinen dehydraatio aiheuttaa kudoksen kovettumista, kutistumista ja
haurastumista, kun taas riittamatdn dehydraatio estda kirkastavien liuottimien imeyty-
misen kudokseen, jattden sen pehmeéksi. Dehydroivia aineita ovat etanoli, etanoliase-
toni, metanoli, isopropyyli, glykoli ja denaturoidut alkoholit. Kéytetyin naista on etanoli.
Dehydraatio kestaa yleensa noin 6-24 tuntia, riippuen kudoksen koosta. (Bancroft —
Gamble 2008: 84-85; Junqueira 1995: 2-3.)

Alkoholi, useimmiten etanoli, korvataan dehydraation jalkeen liuottimella, joka “kirkas-
taa” kudoksen tehden siitéd lapikuultavan. Sopivan kirkastusaineen valinnan kriteereja
ovat dehydraatioaineen nopea poisto, parafiinin poiston helppous, minimaalinen ku-

doksen vaurioittaminen, syttyvyys, toksisuus ja hinta. Yleisimmin kaytetty kirkastin on
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ksyleeni, koska se sekoittuu alkoholin ja parafiinin kanssa. Kaytetyin kudoksen tukiaine
on parafiini. Kudos kyllastetdan parafiiniin, mik& muodostaa valimassan estaen hairiot
kudoksen rakenteessa. Taméa on tarked& mikrotomian aikana. Parafiinin sulamispiste
vaihtelee +40-70 °C:een valilla: alhaisessa sulamispisteessé parafiini on yleensa peh-
meé&ampaa ja korkeammassa kovempaa mika voi vaikuttaa mikrotomiaan. Kirkastamis-
vaihe kestda noin yhdesta kuuteen tuntia. (Bancroft — Gamble 2008: 85-87; Junqueira
1995: 3.)

Kudosprosessointi voidaan tehda automaatiolla tai manuaalisesti. HUSLABIssa kudos-
prosessointi suoritetaan automaation avulla, koska naytemaara on lilan suuri suoritet-

tavaksi manuaalisesti. Kudosprosessointi kestaa yleensa yon vli.

4.3 Valu ja mikrotomia

Kudosprosessoinnin jalkeen naytteet valetaan sulalla parafiinilla kudoskasetteihin kiin-
ni. Naytepala asetetaan metalliseen muottiin, jonka jalkeen sen paalle valutetaan sulaa
parafiinia. Muotin pdalle asetetaan kudosprosessoinnissa kaytetty kasetti, joka vale-
taan parafiinilla kiinni muottiin. Parafiinin annetaan jahmettya kylmalla levylld, jonka
jalkeen muodostunut kudosblokki voidaan irrottaa metallimuotista, ja jaljelle ja&a vain
kudoskasetissa kiinni oleva parafiiniin valettu nayte. Tarkeinta valussa on saada nayte-
pala asetettua tiiviisti ja tasaisesti muotin pohjalle, jotta kudospala ei jaisi eri tasoihin.
Valamisen jalkeen kudosblokista trimmataan vield ylim&&raiset parafiinit pois, jotta

blokki pysyisi hyvin mikrotomissa leikkaamisen aikana.

Jotta kudosnaytteita voidaan tarkastella mikroskoopilla, tulee kudosleikkeiden olla ohui-
ta ja valoa lapaisevia. Kudosnaytteiden leikkaaminen tapahtuu mikrotomilla. Se liikuttaa
kudosblokkia pystysuoraan, kunnes blokki kohtaa terdn. Tera leikkaa kudosblokista
ennalta maariteltyjd, usein 2-3 um paksuisia leikkeita. Kudosleike siirretdan leikkaami-
sen jalkeen pensseleiden avulla ensin kylmaan ja sitten lampimaan veteen, joissa ku-
dosleike hieman laajenee ja suoristuu. Leike poimitaan objektilasille, joka siirretdan
lyhyen kuivattamisen jalkeen lampdlevylle. Sen lampétilan tulisi olla noin +40-70 °C:ta,
eli lahella parafiinin sulamispistetta. Nain leike saadaan Kkiinnitettya lasille varjaysta
varten. Leikkeiden onnistumiseen voi vaikuttaa kudosblokin lampdtila, terén laatu ja
asento, leikkausnopeus, leikepaksuus, kudoksen laatu, leikkauskulma ja kudosleikkeen
valu. (Bancroft — Gamble 2008: 93-97.)
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Kuvio 3. Kudosnaytteen valaminen parafiiniin ja leikkaaminen vesiliukumikrotomilla.

Kudosta voidaan leikata myds ilman pitkakestoista kudosprosessointia. Talléin tuorees-
ta, kasittelemattomasta kudoksesta valmistetaan jaéleikkeet. Jaaleikkeita voidaan pyy-
taa esimerkiksi kirurgisessa patologiassa, jossa leikkeen on valmistuttava nopeasti.
Tuore kudospala asetetaan metalliselle "napille”, jonka jalkeen kudospalan ymparille
levitetddn OCT-geelid. Kudosnappi jaadytetddn nopeasti -190 °C:ssa nestemaisessa
typessa.

Jadleikkeen leikkaamisen periaate on hyvin yksinkertainen: kun kudos on jaatynyt, ku-
doksessa oleva neste muuttuu jaaksi jolloin kudoksesta tulee kiintea. Talloin jaatynyt
neste toimii kudoksen tukiaineena. Jaaleikkeet leikataan kryostaatilla, eli kylmé&mikro-
tomilla, joka pitdad jadhdytyksen avulla jadleikkeen kylmana. Kryostaatin sisalampdétila
on noin -15 — -20 °C:ta. Leikkaamisen jalkeen kudosnappi sulatetaan ja kudosnayte

kay lapi normaalin kudosprosessoinnin. (Bancroft 2008 — Gamble: 98-100.)
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Kuvio 4. Valmis jaéleikenappi.

4.4 Varjays

Kudosnaytteiden tutkiminen valomikroskoopilla edellyttdd naytteiden varjaamista histo-
logisilla varjayksilla. Niiden tarkoituksena ei ole ainoastaan saada variton kudos néky-
viin, vaan my0s saada sen eri rakenteet erottumaan. Tata varten kaytetaan selektiivisia
variaineita, jotka sitoutuvat kudoksen solukkoon kemiallisten ominaisuuksien mukaan.
Kudoksia voidaan varjata kolmella eri menetelmélla: variaineilla varjaamalla, metalli-
suoloilla kyllastamalla ja synnyttamalla varillisia yhdisteita kemiallisia reaktioita hyvak-

sikayttaen. (Bancroft — Cook 1994: 17; Suomen Virtuaaliyliopisto solunetti. 2006.)

Useimmat variaineet ovat aromaattisia yhdisteitda, jotka sisdltavat bentseenirenkaita.
Bentseenirenkaan véria antavaa ryhméaa kutsutaan kromoforiksi. Se muuttaa yhdisteen
valon resonointiominaisuuksia, jolloin valkoisen varin lapaistessa kudoksen syntyy eri-
laista absorbointia. Jotta yhdiste pystyisi sitoutumaan varjattdvaédn kudokseen, tarvi-
taan myos auksokromeja. Tarkeita auksokromeja ovat anioniset karboksyyli- ja hyd-

roksyyliryhmat ja kationiset aminoryhmat. (Bancroft — Cook 1994: 18-19.)

Vériaineet sitoutuvat kudokseen eri mekanismeilla. Useimmiten kudosvérit sitoutuvat
kudokseen sahkodvarauksen avulla. Kationinen vari sitoutuu anionisiin kudoksen osiin,
kuten nukleiinihappoihin, tai kdéanteisesti anioniset variaineet sitoutuvat kationisiin ra-
kenteisiin. Variaineet voivat sitoutua kudokseen myos vetysidoksilla, kovalenttisilla si-

doksilla tai van der Waalsin voimia hyvéaksikayttaen. (Bancroft — Gamble 1994: 17-20;
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Junqueira 1995: 2.) Useat variaineet kayttaytyvat kuten happamat tai eméaksiset kemi-
alliset yhdisteet ja niilla on taipumus muodostaa séhkostaattisia sidoksia kudoksen
ionisoituvien radikaalien kanssa. Kudoskomponentteja, jotka sitovat mieluummin
emaksisia variaineita, kutsutaan basofiilisiksi. Puolestaan happamia variaineita sitovia

kudoskomponentteja kutsutaan asidofiilisiksi. (Junqueira 1995: 2.)

Varjaaminen voi olla progressiivista tai regressiivista. Progressiivisessa varjayksessa
kudosta varjataan kunnes sille saadaan sopiva varikyllaisyys. Regressiivisessa var-
jayksessa kudos ylivarjatdan ensin, jonka jalkeen varia pestdén pois kunnes tavoiteltu
varjaysintensiteetti on saavutettu. Varin poistamiseen kaytetaan differointiliuosta, joka

on hapanta tai emaksista varista riippuen. (Suomen Virtuaaliyliopisto solunetti. 2006.)

5 Osoitusvarjaykset ja niiden virhelahteet

Histologiset osoitusvarjaykset ovat usein vihemman kaytettyja ja erityislaatuisia vér-
jayksia, joiden tehtdvana on osoittaa jonkin tietyn komponentin, kuten esimerkiksi rau-
dan tai melaniinin, pitoisuutta kudoksessa. Tarkoituksemme opinnaytetydssa on selvit-
taa osoitusvarjaysten virhelahteet. Varjayksissa toteutettavat virheet mietimme yhdes-
sa lida Salon ja Kirsi Eberhardtin kanssa. Nama virheet he totesivat yleisimmin tapah-
tuviksi varjayksia suorittaessa. Seuraavissa kappaleissa esittelemme seitseman erilais-

ta histologista osoitusvarjaysta ja kaymme lapi kaikkien varjaysten virheléahteet.

5.1 Asetylkolinesteraasi-varjays ja sen virheldhteet

Yksi varjaysmenetelmista, jota kasittelemme opinnaytetydssdmme on asetylkolineste-
raasi-varjays. Asetylkolinesteraasi on entsyymi, joka ldydettiin aikanaan hermostosta ja
lihaskudoksista. Talla varjaysmenetelmélla voidaan diagnosoida hyvin erityisesti
Hirschsprungin tauti eli synnynndinen segmentaalinen aganglionoosi. Paksusuolen
hermotuksen kehitys alkaa jo varhain sikiokehityksessa. Normaalisti toimivassa suolis-
tossa koolonissa ja rektumissa uloimman suolenseindman lihaksien vélissa on
gangliosoluja. Naméa gangliosolut yhdessa niihin liittyvien hermosolujen kanssa huoleh-
tivat paksusuolen liikkkuvuudesta eli peristaltiikasta. Hirschsprungin tauti on vastasynty-
neiden suolitukkeuman yleisin syy. Tassd taudissa paksusuolen anaaliosan her-

mosaikeet ovat kehittymattdmia ja puutteellisia. Virheellisesti kehittyneessa suolessa ei
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ole peristaltiikkaa, mik&a aiheuttaa suolen sisallon likkumiselle vaikeuksia ja néin ollen
suoli tukkeutuu. Tamén seurauksena syntyy taudin tyyppioire eli ummetus. Taman li-
saksi muutaman paivan ikaisilla lapsilla saattaa alkaa ilmaantua oksentelua.
Hirschsprungin tauti on hyvin harvinainen, ja sen takia taudin etiologiakin on tuntema-
ton. Hoitona Hirschsprungin taudille on aganglionisen suolen osan poisto kirurgisesti.
(Mé&kinen — Carpen — Kosma — Lehto — Paavonen 2012: 671; Bancroft — Cook 1994:
310; Kekoméki — Rapola — Louhimo 1979: 292-294; Suvarna ym. 2013: 573-574;
Yadav — Kini — Das — Mohanty — Puttegowda 2014.)

Hirschsprungin taudin diagnoosi voidaan tehda Kliinisesti tai radiologisesti, mutta
useimmiten siihen vaaditaan histologista tietoa. Eli usein otetaan yksi tai useampi biop-
siandyte perasuolen limakalvolta. Diagnoosi perustuu gangliosolujen puuttumisen
osoittamiseen vioittuneen suolen kohdalta. Normaalisti suoliston mukoosasolut eivat
varjaydy vyleisesti asetylkolinesteraasilla, jota kaytetddn kyseisessa varjayksessa
substraattina. Varjayksessa asetylkolinesteraasi hydrolysoi asetyltiokoliinin ja reak-
tiotuotteena syntyy tiokoliinia. Reaktiotuotteena syntynyt tiokoliini muodostaa fer-
rosyanidia saostamalla kuparoidun ferrisyanidin. Suolen limakalvon asetylkolineste-
raasiaktiiviset hermosolut ja -saikeet, eli ne jotka sisaltavat asetylkolinesteraasia, var-
jaytyvéat tumman ruskeasta mustiin savyihin. Varjays suoritetaan yleensd ammonium-
sulfidiliuoksessa, jotta entsyymiaktiivisuus saadaan ilmentymé&an kunnolla. (Mé&kinen
ym. 2012: 671; Bancroft — Cook 1994: 310; Moore — Johnson 2005; Suvarna ym. 2013:
573-574.)

Asetylkolinesteraasi-varjayksessa kaytettava substraattiliuos sailytetddn normaalisti -70
°C:ssa. Yksi virheldhteemme onkin sailyttaa ACE-liuos huoneenlammdssa nelja kuu-
kautta ennen varjayksen suorittamista. Lisaksi teemme kayttdliuoksen 1 huoneenlam-
mdssa nelja kuukautta vanhennetuista ACE- ja inkubaatioliuos B:sta. Asetylkolineste-
raasi-varjaysta varten tarvitaan aina histologinen tuorenayte, josta leikataan jaa-
leiketekniikalla leikkeet lasille. Varjaysta varten tarvitaan tuorenayte, koska naytteesta
varjayksella osoitettava asetylkolinesteraasi on entsyymi, joka hajoaa fiksoidussa ku-
doksessa. Asetylkolinesteraasi-varjayksessa on tarkeda aloittaa varjays tunnin sisalla
jaéleikkeen leikkaamisesta. Virhelahteenamme on myds vanhentuneet naytelasit, eli
varjadmme viiden ja yhden viikon vanhoja laseja, seka lisdksi viela kaksi tuntia vanhat
lasit. (Eberhardt — Salo 2015; M&kinen ym. 2012: 672.)
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5.2 Berliininsini-varjays ja sen virhelahteet

Berliininsini-varjayksella voidaan osoittaa kudoksen rautapitoisuutta. Elimistén rauta on
sitoutunut erilaisiin proteiinimolekyyleihin. Suurin osa elimistén raudasta on sitoutunut
hemoglobiineihin, joiden avulla se paasee kulkeutumaan elimistén hyédynnettavaksi.
Elimistén kokonaisrautapitoisuudesta 60 % on punasoluihin sitoutuneissa hemaoglobii-
nimolekyyleissd. Rautaa varastoivat ferritiini ja hemosideriini proteiinit. Ferritiinia on
kaikissa elimiss&, mutta runsaimmin maksassa ja luuytimessa. Hemosideriinia on nor-
maalissa tilassa vain pernassa, luuytimessa ja maksan Kupfferin soluissa. Rauta va-
rastoituu elimist66n kolmiarvoisena ferri-muotona. Rautaa on myds myoglobiineissa,
seka tietyissa entsyymeissa, kuten sytokromioksidaasissa ja peroksidaasissa. Raudan
tarkein varastoitumispaikka on luuydin, jossa se myds yhdistetddn hemoglobiinimole-
kyyliin punasolujen muodostumisen aikana. Rautavarjaysta kaytetaankin yleisimmin
luuydintutkimusten yhteydessa, ja se tehddan aina rutiininomaisesti MGG-varjayksen
liséksi. (Makinen ym. 2012: 146; Naukkarinen 2000: 158; Suvarna — Layton — Bancroft
2013: 240.)

Raudan ylimaara elimiston normaalitilassa ei ole yleistda, koska suolisto ei takaisin
imeyta rautaa tarpeetta. Tilanne on toinen, mikali rautaa annetaan elimistoon rautain-
jektioina tai verensiirron valitykselld. Talléin rautavarastot saattavat ylittya ja liiallinen
hemosideriinin maara varastoituu elimiin nakyvina retikuloendoteliakomponentteina.
Tata elimistdn tilaa kutsutaan hemosiderroosiksi. Talldin rautaa kertyy runsaasti elimis-
t6on muun muassa ihoon, haimaan ja munuaisiin. Hemosiderroosi ei valttamatta va-
hingoita kudoksen soluja. Rautavarjattyd luuydinnaytettd mikroskopoidessa nahdaan
rautavarastot eli makrofagien ja endoteelisolujen sisaltdma hemosideriini. Taméan lisak-
si nahdaén erytroblastit, jotka sisaltdvat hemosideriinigranuloita. Raudan kertyman
harvinaisempi vaikutus on hemokromatoosi, jossa ohutsuolen sdanndstelymekanismi
on hairiintynyt, jolloin rauta absorboituu takaisin ja siirtyy elimistdon rautavarastoi-
hin. Mikali rautaylimaara varastoituu moniin elimiin usein, voi se aiheuttaa rakenteelli-
sia vaurioita ja toiminnallisia hairi6itd. Hematokromatoosi on perinnéllinen tauti ja siihen
liittyy myOs suurentunut maksasyodvan riski. (Makinen ym. 2012: 146; Naukkarinen
2000: 158-159; Suvarna ym. 2013: 240.)

Berliininsini-varjayksessa fiksatiivina suositellaan kaytettdvan mahdollisimman vahan
happoa sisaltavia fiksatiiveja. Fiksatiivit, jotka sisaltdvat runsaasti happoja eivatka yh-

taan formaliinia, voivat poistaa naytteesta hemosideriinin kokonaan tai muuttaa sita
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niin, ettad reaktiot ilmentyvéat negatiivisina. Tietyn tyyppiset rautaléydokset kudoksissa
eivat ole todistettavissa perinteisilla menetelmilld, silla ne ovat tiukasti sitoutuneet pro-
teiinikomplekseihin. Téllaisia rautaldydoksia ovat esimerkiksi hemoglobiini ja myoglo-
biini, jotka voidaan osoittaa raudan vapautuessa vetyperoksidikasittelylla berliininsini-
varjayksessa. (Suvarna ym. 2013: 240.)

Berliininsini-varjayksessa on tarkeaa kayttaa jokaisen potilasnaytteen kanssa positiivis-
ta kontrollia. Varjayksessa ferrosyanidihappoliuoksella kudoksen proteiineista irrote-
taan ferri-ionit laimeassa suolahappoliuoksessa. Ferrosyanidiliuoksen tulisi olla mielel-
l[&an valmistettu juuri ennen sen kayttamista. Ferri-ionit reagoivat kaliumferrosyanidiliu-
oksen kanssa ja reaktiotuotteena muodostuu liukenematon sininen yhdiste ferrifer-
rosyanidi eli berliininsini. Eli varjayksen nimenkin mukaisesti ferri-rautajyvaset varjayty-
vat sinisiksi ja tumat punaisiksi. Yleisin artefakta tdssa varjayksessa on sinisten rakei-
den ilmeneminen, joka johtuu usein vanhentuneesta kaliumferrosyanidista tai rautakon-
taminaatiosta, esimerkiksi valineista tai ruosteesta vedessa. Lisaksi varjayksen herk-
kyytta arvioidessa on huomioitava varjaysolosuhteet kuten pH, lampdtila ja varjaysaika.
Matala rautapitoisuus ilmenee haaleana varjayksend, jota voi yrittda korjata pidenta-
malla varjaysaikaa. (Bancroft — Cook 1994: 208; Horobin — Bancroft 1998: 161-163;
Suvarna ym. 2013: 241-242.)

Berliininsini-varjayksessa on tarkeaa olla kayttamattad metallisia tydvalineitd, silla var-
jays on herkkéa epapuhtauksille. Suoritamme virheldhteena varjayksessa rautakontami-
naation, metallisia pinsetteja kayttden. Lisaksi kaytamme vanhentunutta rautaliuosta,
joka on yli neljd kuukautta vanhaa. Oikean varjaysprotokollan mukaan rautaliuos on
kayttokelpoinen vain yhden varjayksen ajan, jonka jalkeen se on havitettava. Jokaista
virhelahdettd suorittaessamme pidamme kontrollikudosleikkeen aina mukana, jotta

naimme miten virhelahde vaikuttaa kontrolliin. (Eberhardt — Salo 2015.)

5.3 Elastiset saikeet—varjays

Elastisilla saikeilla on amorfisia, saikeisia ja sekoittuneita muotoja. Niitd 16ytyy ympéri
elimistda kaikkialta, mutta erityisesti ne liittyvéat hengitys- ja verenkiertojarjestelméaén
seka ihoon. Elastiset saikeet koostuvat kahdesta erillisesta komponentista. Ensimmai-
nen on amorfinen aine, joka biokemiallisesti vastaa elastiiniproteiinia. Toinen kompo-
nentti, joka ilmenee 4-13 nm jaksotuksissa, on elastisten sdikeiden mikrosaikeinen

proteiini. Nama kaksi komponenttia yhdessa muodostavat sidekudoksille vetolujuutta ja



18

joustavuutta, ja mahdollistavat palautumisen venytyksen jalkeen. (Suvarna ym. 2013:
191.)

Elastisia saikeita voidaan ilmenta&a monilla eri tekniikoilla, mutta vain osa niista on ny-
kyaan enda kaytdssa. Yleisimmat elastisten séikeiden varjdysmenetelméat ovat Ver-
hoeff-, Orseiini-, Weigertin resorcin-fuchsin- ja aldehydi-fuchsin-tekniikka. Kéaytamme
opinnaytetybéssdmme elastisten saikeiden varjaykseen Verhoeff-tekniikkaa. Verhoeff-
tekniikka on klassinen tapa varjata elastisia sékeita perinteisen fiksaation jalkeen. Kar-
keat saikeet varjaytyvat vahvasti, mutta hienorakenteisemmat saikeet haaleammin. Eri
vaiheiden tarkka suorittaminen on tarkedd myds tassa varjayksessa, jotta saavutetaan
toistettavat tulokset. (Suvarna ym. 2013: 205—-206.)

Verhoeff-varjaysliuos koostuu rauta-hematoksyliini- komponenteista, jotka sitoutuvat
spesifisesti elastisiin saikeisiin. Varjdys perustuu kahteen eri vaiheeseen: ylivarjayk-
seen ja differentaatioon. Ferrikloridilla ja jodilla peitataan hematoksyliini elastiseen ku-
dokseen. Ne hapettavat myds hematoksyliinin hemateiiniksi. Hematoksyliinin ja kudok-
sen valiin muodostuu myos vetysidos, silla varimolekyyli on vedyn luovuttaja ja kudos
vedyn vastaanottaja. Elastisella kudoksella on vahva kyky sitoa rauta-hematoksyliini-
kompleksia, ja se sitookin paremmin ja kauemmin variainetta itseensé kuin ympéardoivat
kudokset. Differentaatiossa ferrikloridi poistaa vari-sidosainekompleksin. Natriumtiosul-
faattia taas kaytetaan varjayksessa poistamaan jodiyliméaara kudoksesta ja van Gie-
son-varia kaytetdan tuomaan kontrastia hematoksyliinin kanssa, silla van Gieson var-
jaa kollageenin. Lopputuloksena Verhoeff-varjaysliuos varjaa elastiset saikeet ja solu-
jen nukleidit mustaksi, kollageeni seka lihaskudos varjaytyvat punaisiksi ja sytoplasma
sekd muut kudoskomponentit keltaisiksi van Giesonin avulla. (Parry 2014; Verhoeff-
Van Gieson (VVG) Staining Protocol for Elastic Fibres. 2011.)

5.4 Gram-vérjays ja sen virheldhteet

Gram-varjays on jo kauan kayttssa ollut varjdysmenetelma, jolla pystytaan erottamaan
naytteesta grampositiiviset ja -negatiiviset bakteerisolut. Gram-varjayksen alkuosan
kehitti tanskalainen Hans Gram vuonna 1884. Myohemmin saksalainen patologi Carl
Weigert viimeisteli varjayksen lisdamalla gram-varjayksen loppuosaan safraniinik&sitte-
lyn. Gram-varjays on pysynyt vuosikymmenien lapi yhtena tarkeimpana ja yleisimpana

kliinisen bakteriologian varjdysmenetelmana. (Duodecim. 2015; Meurman 2010.)
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Gram-varjays ilment&dd naytteessa olevat grampositiiviset tai -negatiiviset bakteerisolut
niiden soluseindn rakenteen perusteella. Ennen varjayksen aloittamista on tarkeaa
muistaa kiinnittda nayte objektilasille joko kuumentamalla sita tai fiksoimalla se 95-
prosenttisessa alkoholissa noin 20—-30 minuuttia. Varjayksessa kaytetty emaksinen
kristallivioletti tunkeutuu bakteerisolujen sisddn ja varjaa ne sinivioleteiksi. Seuraavas-
sa vaiheessa jodi-kaliumjodidiliuos kiinnittaa varin bakteerisoluihin. Kyseisessa reak-
tiossa jodi ja kristallivioletti muodostavat suurehkon kompleksin. Sen jalkeen nayte
huuhdellaan asetoni-alkoholiliuoksessa. Kasittelyssa grampositiivisten bakteerien pak-
suissa soluseinissa sijaitsevat useat peptidoglykaanirakenteet kutistuvat, minka seu-
rauksena kristallivioletti-jodikompeksit eivat paase huuhtoutumaan soluista ulos, ja tu-
loksena nama bakteerit varjaytyvat sinivioleteiksi. Gramnegatiivisten bakteerien solu-
seindn rakenteet ovat paljon ohuemmat, eli niissa on véahemman peptidoglykaaniraken-
teita kuin grampositiivisten bakteerien soluseindssa. Lisaksi alkoholikasittely hajottaa
niiden soluseindd liuottamalla siitd lipideja. Taman seurauksena kristallivioletti-
jodikompleksit paasevat bakteerin soluseinén lapi ulos solusta. Gramnegatiiviset solut
saadaan kuitenkin nékyviin saksalaisen Weigertin kehittaméan safraniinik&sittelyn avul-
la. (Bancroft — Cook 1994: 241; Duodecim. 2015.)

Gram-varjayksessa virheléhteitéd on kolme. Ensimméinen on vanhentunut kristalliviolet-
tiliuos, joka tuottaa varjayksessa sinisen varin. Toisena meillda on myds vanhentunut
jodiliuos. Gram-varjayksessa on monia pesuja, jotka toteutetaan nopeina huuhteluina.
Kolmantena virhelahteenamme ovat siis pitkéat pesut aquassa, sekéd juoksevassa ve-
dessé. (Eberhardt — Salo 2015.)

5.5 Hematologinen giemsa-varjays ja sen virhelahteet

Giemsa-varjayksen kehitti vuonna 1867 syntynyt kemisti Gustav Giemsa. Varjaysme-
netelméd kehitettiin ensisijaisesti mikrobiologialle malariaparasiittien tunnistamiseen.
Sita alettiin hyddyntdd myos patologiassa, kun sen huomattiin varjddvan korkealaatui-
sesti kromatiinia ja tumakalvoja seka tuovan esiin solukomponenttien metakromasiaa
ja ndin paljastavan esimerkiksi syottosolujen sytoplasman granulat. Patologiassa
giemsa-varjaysta kaytetaan lahinnd hematopatologiassa hematopoieettisten kudosten
ja verisivelyjen varjddmisessa ja joskus myds histopatologiassa helicobacter pylorin
tunnistamisessa gastroskooppisista biopsioista. Hematologisella giemsa-varjayksella
pystytaan tunnistamaan hematopoieettisten kudosten erilaisia solulinjoja. Hemato-

poieettisia kudoksia ovat esimerkiksi perna, luuydin ja veri. Naissa kudoksissa kehitty-
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vat veren puna- ja valkosolut. Hematologista giemsa-varjaysta kaytetdankin erilaisten
kasvainten ja verisairauksien, kuten leukemioiden ja lymfoomien diagnostiikassa. (Bar-
cia 2007: 292—-294; Guide to Special Stains 2012: 31.)

Giemsa kehitti "salaisen” metyleenisinen hapettimen, jonka han nimesi Azure I:ksi.
Azure | on yhdistelm& Azure A:ta ja Azure B:t&, jotka ovat molemmat variaatioita mety-
leenisinesta. Mybhemmin Giemsa yhdisti Azure I:n eosiinin kanssa ja yhdisti hama
viela metyleenisineen. Giemsa-varjaysmenetelman periaate perustuukin basofiilisen
variaineen yhdistamiseen asidofiiliseen tai eosinofiiliseen vériaineeseen, jolla luodaan
"neutraali” variaine. Tama tekee giemsa-varjayksesta polykromaattisen varjayksen, eli

se varjaa usealla eri varilla. (Barcia 2007: 293; Guide to Special Stains 2012: 32.)

Giemsa-varjayksen avainkohta on varjayksen differointivaihe. Differointi korostaa niita
vareja, joilla eri solutyypit varjaytyvat. Taméa mahdollistaa sen, ettd patologi tunnistaa
eri solutyypit ja niiden kehitysvaiheet. Giemsa-vérjays on regressiivinen varjays, eli
nayte ensin ylivarjataan ja taman jalkeen huuhdellaan, eli differoidaan, jotta saataisiin
haluttu varjaysintensiteetti. Huuhtelu tapahtuu differointiliuoksessa, joka on joko hapan
tai emas variaineesta riippuen. Giemsa-varjayksessa differointiliuoksina kaytetaan 96
%:sta etanolia ja laimennettua etikkahappoa. (HUSLABIn kasivarjaysten tytohjeet.
2014.)

Virheldhteenamme on differoida naytteet vaarin valmistetuissa differointiliuoksissa.
Differointiliuoksista laimea etikkahappoliuos valmistetaan normaalisti lisdamalla 3—-4
tippaa etikkahappoa 100 millilitraan aquaa. Liian vahvassa etikkahappoliuoksessa on
lisatty yksi millilitra etikkahappoa 100 millilitraan aquaa ja lilan laimeassa liuoksessa
etikkahappoa on lisatty vain yksi tippa. Differointivaiheessa kaytetddn myds normaalin
protokollan mukaan 96-prosenttista etanolia. Virhelahteend olemme korvanneet tdman
absoluuttisella etanolilla. Variliuoksena kaytetty Giemsa-liuos valmistetaan normaalisti
10-prosentin vahvuiseksi. Virheldhteenamme on kayttaa liian vahvaa, 50-prosenttista

giemsa-liuosta. (Eberhardt — Salo 2015.)

5.6 Masson-Fontana-varjays ja sen virheldhteet

Melaniinit ovat joukko pigmenttejd, joiden vari vaihtelee vaaleanruskeasta mustaan.
Tata pigmenttia 10ydetddn useimmiten ihosta, silmésta ja aivojen mustatumakkeista.

Melaniinit ovat sitoutuneita proteiineihin ja ndmé& kompleksit sijaitsevat solujen sy-
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toplasmassa. Naitd soluja kutsutaan melaniinigranuloiksi. Melaniini pystyy pelkista-
maéan hopeaa, jonka vuoksi sen ilmentdmiseen kaytetaan usein hopeavarjayksia.
(Bancroft — Gamble 2008: 240-241.)

Hopeavarjayksia on hyddynnetty histologiassa jo 1900-luvun alkupuolelta saakka. Ho-
peavarjayksia voidaan hyddyntéa laajasti, melaniinin liséksi muun muassa neuroendo-
kriinisen jarjestelman ja retikuliinisaikeiden tutkimisessa. Hopeavarjayksissa kudos
kyllastetaan ensin hopean suolalla eli hopeanitraatilla. Hopeanitraatti tunkeutuu kudok-
sen eri osiin ja tietyt kudoksen osat, kuten hermot ja tyvikalvot, paastavat tiiviytensa
vuoksi hopeanitraattia huonosti ulos. Hopeanitraatti pelkistetaan kyllastamisen jalkeen
metalliseksi hopeaksi, jolloin myds kudoksen osien sisddn jaanyt hopeanitraatti pelkis-
tyy. (Naukkarinen 2000: 155.)

Hopeavarjayksia on kolmenlaisia ja naista yksi on argentaffiininen varjays. Argentaffii-
nisissa varjayksissa kudoksessa oleva komponentti toimii hopean pelkistajana. Yksi
tallainen varjays on Masson-Fontana, jossa melaniini on hopean pelkistava kompo-
nentti. Melaniini pystyy pelkistamalla vapauttamaan metallista hopeaa hopealiuoksesta,
joka on ammoniakaalista. Metallinen hopea menettaa sahkdisen varauksensa ja sitou-
tuu melaniinigranuloissa sijaitseviin melaniini-proteiinikomplekseihin. Ammoniakaalinen
hopealiuos varjaa melaniinin mustaksi, jonka avulla melaniinin pystyy erottamaan mus-
tana mikroskoopilla tarkasteltaessa. Masson-Fontana-varjaystd kaytetaan melanii-
nipigmentin osoittamisen lisaksi myds neuroendokriinisten kasvainten diagnostiikassa.
(Naukkarinen 2000: 155; HUSLABIn kasivarjaysten tytohjeet. 2014.)

Masson-Fontana-varjayksessa kaytetaan aina positiivista kontrollia, jotta voidaan var-
mistaa varjayksen onnistuminen. Varjayksessa kaytetty hopeanitraattiliuos tulisi kaytto-
ohjeiden mukaan sailyttda kylmassa ja valolta suojattuna. Taméan vuoksi kyseinen liuos
valmistetaankin aina juuri ennen varjayksen aloittamista ja kaytetaan vain kerran. Vir-
helahteendmme on kayttda yli nelja kuukautta vanhaa liuosta, joka on ollut huoneen-

[Amma@ssa ja valoaltistettuna tdman ajan. (Eberhardt — Salo 2015.)

5.7 Unna-Pappenheim-vérjays ja sen virheldhteet

Metyylivihre&-pyroniini-varjayksen julkaisi ensin Artur Pappenheim vuonna 1899 ja tata
menetelmaa muokkasi myéhemmin 1902 Paul Unna. Unna-Pappenheim-varjays osoit-
taa kudoksesta DNA:n ja RNA:n. (Bancroft — Gamble 2008: 226). Menetelmaa kayte-
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tdadn diagnostisessa patologiassa, kun halutaan tutkia lymfaattisia malignoomia
(HUSLABIN k&sivarjaysten tyoohjeet. 2014).

Metyylivinred on selektiivinen alkalinen véariaine nukleiinihapoille. Se on hydrofiilinen,
kationinen variaine, joka sisaltdd kuusi metyyli- ja yhden etyylisubstituentin. Siind on
epapuhtautena metyyliviolettia, joka taytyy pesta pois kloroformilla. Pyroniini on pieni,
heikosti hydrofiilinen kationinen variaine. Se sitoutuu ribosomien RNA:han normaalilla
elektrostaattisella mekanismilla, esimerkiksi kationinen vériaine sitoutuu anioniseen
nukleiinihappoon ja painvastoin. Tiivistettyna, DNA varjaytyy puhdistetulla metyylivihre-
alla sini-vihreaksi ja pyroniini varjaa solujen sytoplasmassa olevan RNA:n punaiseksi.
Pyroniinin selektiivisyys RNA:ta kohtaan ei ole suuri, mutta tarkoin kontrolloiduissa olo-
suhteissa ja huolellisella differoinnilla pyroniinin kayttd tuottaa hyvaksyttavia tuloksia.
Se on erityisen kaytannollinen runsaasti proteiineja syntetisoivien solujen, kuten plas-
masolujen ja aktiivisten fibroblastien tunnistamiseen. (Bancroft — Cook 1994: 98; Horo-
bin — Bancroft 1998: 118.)

Vériliuoksen pH on kriittinen, kuten myés molempien vériaineiden konsentraatio. Myds
viimeinen dehydraatiovaihe on téarked. Useimmissa menetelmissa varjayksen jalkeista
vedella huuhtomista valtetdan. HUSLABIn tybohjeen mukaan virheldhteena voi olla
myds vettynyt butanoli ja lasin puutteellinen kuivaaminen varjadmisen aikana ja néain
ollen leikkeeseen jaanyt kosteus. (Bancroft — Gamble 2008: 226; HUSLABIn kasivar-
jaysten ty6ohjeet. 2014.)

Unna-Pappenheim-varjayksessa kaytetdaan kaupallisista kantaliuoksista laboratorion
valmistamaa variliuosta, jota tulisi sailyttda jadkaapissa +4 °C:ssa valolta suojattuna.
Liuos lammitetddn aina ennen varjaystd huoneenlampobiseksi ja se sailyy kaksi kuu-
kautta. Virhelahteendmme on kayttaa yli nelja kuukautta vanhaa liuosta, jota on pidetty
huoneenlammossa valolle altistettuna. Oikean protokollan mukaan tehdyssa varjayk-
sessa dehydraatio tehdaén kolmella kahden minuutin butanolikasittelyllda. Virhelah-
teenamme oli pidentaa butanolikasittelyd kuudesta minuutista 12 ja 30 minuuttiin sek&
kolmeen tuntiin. (Eberhardt — Salo 2015.)

5.8 ArtisanLink-varjaysautomaatti

Kéasivarjaysten virheldhteiden lisdksi selvitimme koneellisesti suoritettavien elastiset

saikeet- ja berliininsini-varjayksen virhelahteet. HUSLABIn Meilahden patologian labo-
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ratoriossa nama varjaykset suoritetaan Dakon valmistamalla  ArtisanLink-
varjaysautomaatilla. ArtisanLink-varjaysautomaattiin on ohjelmoitu valmiiksi eri var-
jaysohjelmat, eli laite toimii taysin automatisoidusti. Laitteeseen lisataan aina varjays-
ten valilla tarvittaessa pesuliuosta ja 96-prosenttinen ja absoluuttinen etanoli vaihde-
taan paivittain. Varjaysten reagenssipakkaukset lisdtdan varjaysautomaattiin aina tar-

vittaessa, eli niita ei sailyteta koneessa.

Kuvio 5. ArtisanLink- varjaysautomaatti.

5.8.1 Elastiset saikeet—varjays ja sen virheldhteet

Elastisten saikeiden varjayksille on Dakon omat kaupalliset varjayspakkaukset. Var-
jayspakkaus varmistaa optimoidun varjayssuorituksen standardisoidulla ja validoidulla
protokollalla. Varjaysprosessi on taysin automatisoitu, ja reagenssit annostellaan jokai-
selle lasille yksi kerrallaan tarkasti sdadellen. Varjayksessa kaytetaan alkoholisoitua
hematoksyliinia, ferrikloridia ja Lugolin jodiliuosta, joka sisaltaa kaliumjodidia ja jodia.
Van Gieson-liuos erottaa kollageenin elastiinista. ArtisanLink-varjaysautomaatinkin
menetelma perustuu ylivarjaykseen ja differentointiin. Varjaysohjelmassa kudos ylivér-
jatdan hematoksyliini-ferrikloridi-jodiliuoksella. Differentaatiovaiheessa vari-sidosaineen
muodostavat komponentit poistetaan ferrikloridin mukana. Elastisilla saikeilla on hyva
rauta-hematoksyliinin sitomiskyky, joten ne sitovat varid pidempaan kuin ymparoivat
kudokset. (Dako. 2015; HUSLABIn Artisan-varjaysten tyoohjeet. 2015.)
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Virhelahteendmme elastisten séaikeiden konevérjaykseen on laittaa tyhja reagenssipak-
kaus varjaykseen. Tyhjana pakkauksena kaytimme Ferric Chloride 10 %- reagenssia,
joka toimii elastisten saikeiden varjayksessa toisena sidosaineena seké hematoksylii-
nin hapettajana. Ferrikloridilla poistetaan myds varisidosainekomponentit. (Eberhardt —
Salo 2015.)

5.8.2 Berliininsini-varjays ja sen virheléhteet

Rautavarjayspakkaus on samalla lailla kaupallinen ja varjaysprotokolla standardisoitu
kuten edella mainitussa elastisten saikeiden varjaysprotokollassakin. Rautavarjayspak-
kaus sisaltdd kolme reagenssia; kaliumferrosyanidin, suolahappoliuoksen ja Nuclear
fast red- liuoksen. Koneellisesti suoritettava rautavarjays on hieman erilainen kuin pe-
rinteinen Perls:n menetelma; tassa suolahappoliuos ja kaliumferrosyanidi yhdistetaan
vedessa. ArtisanLink-varjaysautomaatin varjadysmenetelméassa siis osoitetaan laimealla
suolahappoliuoksella kudoksen proteiineista irrotetut ferri-ionit kaliumferrosyanidilla.
Kuten kasivarjdysmenetelmassékin, varjaysautomaatilla suorittaessa reaktiotuotteeksi
muodostuu liukenematon ferriferrosyanidi eli berliininsini. (Dako 2015; HUSLABIn Arti-
san-varjaysten tyoohjeet. 2015.)

Koneellisesti suoritettavan berliininsini-varjayksen virhelahteen& on tyhjan reagenssi-
pakkauksen kayttd varjayksessa. Tyhjana reagenssina kdytdmme Potassium Ferro-
cyanide 10 %- reagenssia. Talla kaliumferrosyanidilla osoitetaan kudoksen proteiineis-
ta irrotetut ferri-ionit, eli reagenssi on téarkea varjayksen onnistumisen kannalta. (Eber-
hardt — Salo 2015.)

6 TyOn toteutus

Tassa kappaleessa kerromme ty6homme sisaltyvat tydvaiheet. Kaymme [api myds

kaytthmamme vélineet ja materiaalit.

6.1 Kudokset, niiden kasittely, valaminen ja leikkaaminen

Opinnaytetydssamme kasiteltaviin varjayksiin valittin kudokset varjaysten ja kudosten

soveltuvuuden mukaan. Kayttamiamme kudoksia olivat suoli, keuhko, maksa, iho ja
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imusolmuke. Leikkasimme ylimaaraisista potilasnaytteista sopivat kudospalat nayteka-
setteihin. Kudosprosessointi tehtiin Leica ASP300/300S- kudosprosessorilla (kuvio 6).

Kuvio 6. vas. Kudosprosessori oik. Valulaite.

Kudosprosessoinnin jalkeen seuraavana vaiheena oli kudosnaytteiden valaminen para-
fiiniin. Kudosnaytteet valettiin Sakuran Tissue-Tek TEC- valulaitteella (kuvio 6). Valu-
vaiheessa on tarkeaa saada kudos valettua samaan tasoon ja apuna on hyva kayttaa
esimerkiksi pinsetteja ja kudostampparia, joilla kudoksen saa hyvin painettua muotin
pohjaan tasaisesti. Tama tehdaan, jotta leikkuuvaiheessa kudosta ei menisi leikatessa

hukkaan ja kudosnayte saataisiin kokonaan edustettuna naytelasille.

Leikkasimme kudosnaytteet Thermo Scientific Microm HM35SS-vesiliukumikrotomilla
(kuvio 7). Leikepaksuutena kaytimme 2,5 um ja ihokudoksessa 3,0 um. Leikkasimme
mikrotomilla jokaista yksittaisté varjaysta varten tasalaatuiset ja saman paksuiset leik-
keet. Vesiliukumikrotomissa on lampdvesiastia, jossa leikatut naytteet suoristuvat l[am-
mon vaikutuksesta. Ideaali veden lampdétila on +42 °C:ta. Liian kuumassa vedessa
parafiini sulaa kudosleikkeen ymparilté ja hankaloittaa naytteen saamista lasille. LAm-
pohauteesta nayteleikkeet nostetaan siveltimen avulla lasille, laitetaan kuivumaan ja

kuivumisen jalkeen siirretdén lampdlevylle.
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Kuvio 7. Vesiliukumikrotomi.

6.2 Parafiinin poisto ja naytelasien peittely

Ennen kasivarjayksien aloittamista naytelaseilta on poistettava parafiini. Meilahden
keskuspatologian laboratoriossa parafiinin poisto suoritetaan Sakuran Tissue-Tek
DRS- automaatilla (kuvio 8), jota kaytetd&n myods histologisissa konevarjayksissa. Pa-
rafiini poistetaan laseilta laitteen laskeva-ohjelmalla, jossa lasit kayvat lapi laskevan
alkoholisarjan. Taméan jalkeen naytelasit ovat valmiita varjaykseen. Artisan-
varjaysautomaatilla varjattavia laseja ei tarvitse vieda Tissue-Tek DRS- automaattiin
parafiinin poistoon, koska Artisan-laitteessa on ohjelmoitu oma parafiinin poisto ennen

varjaysohjelman suorittamista.

Kun olimme saaneet varjaykset suoritettua, lasit oli viela peiteltava. Lasit kaytetaan
viela varjayksen jalkeen absoluuttisessa etanolissa ja ksyleenissa, jotta ylim&arainen
vesi saadaan poistettua ja nayte kirkastettua. Naytelasien paalle laitetaan peittelyfilmia,
jossa on hartsia. Peittelyfilmi kiinnitetaan lasin pintaan ksyleenin avulla, joka liuottaa
hartsia ja nain liimautuu lasin pintaan. Peittely tapahtuu Sakuran Tissue-Tek Film- peit-

telyautomaatilla (kuvio 8).
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Kuvio 8. vas. Varjaysautomaatti, jolla suoritimme parafiininpoiston laskevalla alkoholisarjalla
oik. Tissue-Tek- Film- peittelyautomaatti.

6.3 Kemikaalit

Meilahden patologian keskuslaboratorio tilaa tarvittavat kemikaalit, kuten kayttéliuokset
ja reagenssit HUS:n yllapitamalta liuoslaboratoriolta tai kaupallisilta yrityksilta. Kaytta-
mamme kemikaalit ovat lueteltuna liitteessa 1, ja varjayksissa kayttamamme kanta- ja

kayttdliuokset ovat lueteltuna liitteessa 2.

6.4 Jaaleikkeen valmistus

Asetylkolinesteraasi-varjaysta varten leikkasimme meille valmiiksi valitusta tuorenayt-
teesta jaaleikkeitd. Tuore suolikudos oli jaadytetty meille valmiiksi kudosnapiksi neste-
maisen typen avulla ja aseteltu siihen siten, etta suoli ndkyy poikkileikkauksena. Tar-
koituksemme oli leikata ndytelaseja vanhentumaan, jotta néemme mitk& ovat vaikutuk-
set vanhentuneiden lasien varjayksella. Leikkasimme jaaleikkeet Leica CM30505-
kryostaatilla (kuvio 10). Leikepaksuutena kaytimme 8 um. Leikkasimme viiden viikon
seka viikon vanhat lasit asetylkolinesteraasi-varjaysta varten. Lisaksi leikkasimme kaksi
tuntia ennen varjaysta lasin, jotta nAemme sen eron oikean protokollan (lite 3) mukaan
suoritettuun varjaykseen, jossa varjays aloitetaan tunnin kuluessa. Kuviossa 9 on ku-

vattu jaéleikeprosessin eteneminen.
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Tuorekudoksen kayntiinpano (patologi) —> Kudosnapin jaadyttaminen

v

Jaaleikkeiden leikkaaminen —> | Kudosleikkeiden ACE-varjays tunnin

Kuvio 9. Jadleikeprosessin eteneminen.

6.5 Histologisten osoitusvarjaysten suoritus

Valitsimme opinnaytetybhomme kuusi ké&sin tehtavaa osoitusvarjaysta seka kaksi ko-
neellista osoitusvarjaystd. Tassd kappaleessa esittelemme naiden osoitusvarjaysten

suorituksen.

6.5.1 Asetylkolinesteraasi-varjayksen suoritus

Asetylkolinesteraasi-varjays suoritettiin kasivarjayksena HUSLAB:ssa kaytettavan pro-
tokollan mukaisesti (lite 3). Inkubaatio- ja ACE-liuos tilataan liuoslaboratoriosta valmii-
na. Varjayksen onnistumiselle erittdin tarkedd on saada variliuos oikeaan pH-arvoon.
Oikean pH:n mittaamiseen kaytettiin MeterLab:n pHM210- mittaria (kuvio 10). PH nos-
tettin oikeaan arvoon, pH 6, natriumasetaatin avulla, joka myos tilataan valmiina
HUS:n liuoslaboratoriosta. Véarjaysprotokollan jalkeen naytelasit peiteltin Tissue-Tek

Film-peittely-automaatilla.
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Kuvio 10. vas. Kryostaatti oik. pH- mittauksen suoritus ACE- véarjayksessa.

6.5.2 Berliininsini-varjayksen suoritus

Berliininsini-varjays suoritettiin  k&sivarjayksena seka koneellisesti ArtisanLink-
varjaysautomaatilla. Kasivarjayksena berliininsini-varjays suoritettin HUSLABissa kay-
tettavan protokollan mukaisesti (lite 4). Varjayksessa kaytettdva rautaliuos valmiste-
taan yhdistamalla yhtd suuret maarat 20 % vékevad suolahappoa ja 10-prosenttista
kaliumferrosyanidia. Valmistettu liuos on kayttokelpoista ainoastaan yhden varjayksen

ajan. Varjaysprotokollan jalkeen lasit peiteltiin Tissue-Tek Film-peittelyautomaatilla.

ArtisanLink-varjadysautomaatilla  suoritettava  berliininsini-varjays tehdédén lron-
ohjelmalla (lite 5). Véarjayksessa kaytettavat Dakon omat kaupalliset varjayspakkaukset
sailytetdan huoneenlammadssé. Clearing Solution-reagenssi toimii ohjelmassa parafiinin
poistossa. Kaikki reagenssit on sekoitettava hyvin ennen varjaysohjelman aloittamista.
Lisdksi reagenssipakkauksista on poistettava mahdollinen ilma painamalla reagenssi-
annostelijaa muutaman kerran, jotta varsinaisessa varjayksessa reagenssi tulisi tasai-
sesti lasille. Varjaysohjelman loputtua laseja pidetaan hetki absoluuttisessa etanolissa

ja ksyleenissa, jonka jalkeen ne peitelldén Tissue-Tek Film-peittelyautomaatilla.
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6.5.3 Elastiset saikeet—varjayksen suoritus

Elastiset sdikeet—varjays suoritetaan ArtisanLink-varjadysautomaatilla Elastic-ohjelmalla
(liite 6). Varjayksessa kaytetddn Dakon omia kaupallisia reagensseja, jotka sailytetaan
huoneenlammossa. Kaikki reagenssit on sekoitettava hyvin ennen varjaysohjelman
aloittamista. Lisaksi reagenssipakkauksista on poistettava mahdollinen ilma painamalla
reagenssiannostelijaa muutaman kerran, jotta varsinaisessa varjayksessa reagenssi
tulisi tasaisesti lasille. Varjaysohjelman loputtua laseja pidetdén hetki absoluuttisessa
etanolissa ja ksyleenissd, jonka jalkeen ne peitellddn Tissue-Tek Film-
peittelyautomaatilla.

6.5.4 Gram-varjayksen suoritus

Gram-varjays suoritettiin kasivarjayksena HUSLABIssa kaytettavan protokollan mukai-
sesti (lite 8). Gram-varjayksessa kaytettava Hucker-Conn kristallivioletti valmistetaan
laboratoriossa itse kristallivioletista, 95-prosenttisesta etanolista, ammoniumoksalaatis-
ta ja aquasta, jotka tilataan ulkopuolisilta valmistajilta. Liuoksen valmistuksen jalkeen
se on suodatettava. Kristallivioletti sailyy kaksi vuotta. Myds Lugolin jodi valmistetaan
laboratoriossa ulkopuolisilta valmistajilta tilatuilla kaliumjodidilla, jodilla ja aqualla. My6s
Lugolin jodin sailymisaika on kaksi vuotta. Kyseinen varjays on monivaiheinen ja sisal-
taa paljon nopeita huuhteluja juoksevassa vedessa ja aquassa. Pesut on tarkea suorit-
taa nopeina, etteivat varjayksessa kaytettavat varit poistu kudoksesta liikaa. Varjays-

protokollan jalkeen lasit peiteltiin Tissue-Tek Film-peittelyautomaatilla.

6.5.5 Hematologisen giemsa-varjayksen suoritus

Hematologinen giemsa-varjays suoritettiin kasivarjayksena HUSLABiIssa kaytettavan
protokollan mukaisesti (lite 9). Varjayksessa kaytettava giemsa-variliuos laimennetaan
10 prosenttiseksi laboratoriossa 1:20 vahvuisella fosfaattipuskurilla kaupallisesta
giemsa-vdrista. Liuos on kaytdssa aina vain yhden paivan. Laimennettu etikkahappo
laimennetaan laboratoriossa itse kaupallisesta etikkahaposta ja laimennoksen saily-
vyys on viikko. Kaytettava 2-propanoli on tilattu ulkopuoliselta valmistajalta ja sen kayt-
toikd on noin kuukausi. Varjaysprotokollan jalkeen lasit peiteltin Tissue-Tek Film-

peittelyautomaatilla.
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6.5.6 Masson-Fontana-varjayksen suoritus

Masson-Fontana-varjays suoritettiin kasivarjayksend HUSLABIssa kaytettavan proto-
kollan mukaisesti (lite 8). Varjayksessa kaytettavad hopeanitraattiliuos valmistetaan
laboratoriossa tehdysta alkalisesta hopeanitraattiliuoksesta ja se on suodatettava en-
nen kayttod. Hopeanitraattiliuosta kaytetdaan vain yhden varjayksen ajan, jonka jalkeen
se havitetaan. MyoOs varjayksessa kaytettdvat 0,2-prosenttinen kultakloridi ja 5-
prosenttinen natriumtiosulfaatti valmistetaan laboratoriossa. HUS:n liuoslaboratorio
valmistaa 0,1-prosenttisen Kernechtrot-variliuoksen, joka tulee suodattaa ennen kayt-
to6a. Varjaysprotokollan jalkeen lasit peiteltiin Tissue-Tek Film- peittelyautomaatilla.

6.5.7 Unna-Pappenheim-varjayksen suoritus

Unna-Pappenheim-varjays suoritettiin kasivarjayksena HUSLABiIssa kaytettavan proto-
kollan mukaisesti (lite 10). Metyylivihred-pyroniini-kayttdliuos valmistettiin kaupallisista
liuoksista laboratoriossa ja se sailyy jadkaapissa valolta suojattuna kaksi kuukautta.
Liuos lammitetadn ennen varjaysta huoneenlampdiseksi. Myts dehydraatiovaiheessa
kaytettavat 1-butanolit ovat kaupallisia valmisteita. Varjaysprotokollan jalkeen lasit pei-

teltiin Tissue-Tek Film- peittelyautomaatilla.

6.6 Leikkeiden mikroskopointi ja kuvaaminen

Varjaysten ja peittelyn jalkeen tarkastelimme jokaiset lasit mikroskoopin avulla ja et-
simme leikkeista edustavat kohdat valokuvausta varten. Leikkeet on kuvattu mikro-
skooppiin kiinnitetylla kameralla ja valotus on sdadetty kuvissa samaksi, jotta ne olisi-
vat vertailukelpoisia. Asetylkolinesteraasi-varjayksen naytelasit kdvimme yhdessa lapi
patologi Jouko Lohin kanssa, joka valitsi mielestdan edustavimmat kuvauskohdat leik-
keilta.

7 Tulokset

Tassa kappaleessa kdaymme lapi opetusmateriaalimme liittyvien tutkimustehtaviemme
tulokset. Kappaleessa kerromme edelld mainittujen virhelahteiden vaikutukset osoitus-

varjayksiin ja esittelemme opetusmateriaaliimme liitettavat havainnollistavat leikekuvat.
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7.1 Asetylkolinesteraasi-varjays

Asetylkolinesteraasi-varjaysta kaytetddn Hirschsprungin taudin diagnosoimiseen. Ku-
doksena tassa varjayksessa kaytettiin tuoretta ja tervettd suolta. Mikéli potilaalla on
kyseinen tauti, varjatyssa leikkeessa on nahtavissa mukoosan alueelle tyéntyvia pienia
hermofibrilleja. Ne varjaytyvat asetylkolinesteraasi-varjayksessa positiivisina. Téallaises-
sa haytteessa ganglioita ei ole nahtavissa, koska ne puuttuvat kokonaan alueilta, joissa
hermofibrilleja esiintyy. (HUSLABIn k&sivarjaysten tydohjeet. 2014.) Kuviossa 11 on
esitelty oikean protokollan mukaan suoritettu asetylkolinesteraasi-varjays suolikudok-
sessa. Kuviossa 1la voidaan erottaa suolen sisapinnalla sijaitsevan mukoosan (oike-
anpuolimmaisin kerros) alla sijaitseva submukoosa, josta voidaan erottaa ruskeaksi
varjaytyneitd ganglioita. Oppimateriaalissamme esitimme lukijalle aktivoivia kysymyk-
sia: Minka varisiksi hermofibrillit ja gangliot varjaytyvat? Milta alueelta naita pitaisi 10y-
tya?

4

Kuvio 11. Asetylkolinesteraasi-varjays suolikudoksessa A) 20x suurennos B) 40x suurennos.

Virheldhteind tassa varjayksessa ovat huoneenlampoéinen ACE-liuos, huoneenlampoi-
sen ACE-liuoksen ja vanhennetun inkubaatioliuos B:n yhdistelméliuos sek& vanhat
lasit. Naitd on yhteensad kolme eri lasia: viiden ja yhden viikon vanhat lasit sek& kaksi
tuntia vanha lasi (Eberhardt — Salo 2015; Lohi 2015.)

Kuviossa 12 on esitelty asetylkolinesteraasi-varjayksen virhelahteet vanhojen lasien
osalta. Vertauskohteeksi on kuvasarjaan laitettu myés normaalin protokollan mukaan
suoritettu varjays, jossa siis varjays on aloitettu tunnin sisélla tuorenaytteen leikkaami-
sesta (kuvio 12a). Kuviossa 12b on varjattyna viisi viilkkoa vanha lasi, kuviossa 12c

viilkon vanha lasi ja kuviossa 12d kaksi tuntia vanha lasi. Vanhojen lasien varjaykset
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eivat poikenneet merkittdvasti toisistaan tai normaalin protokollan mukaan tehdysta
varjayksesta. Ainut merkittava huomio varjayksen onnistumisessa on viiden viikon van-
hassa lasissa, jossa gangliot ndkyvat hieman sumeampina verrattuna oikean protokol-
lan mukaan varjattyyn lasiin. Viikon vanhan lasin varjayksessa (kuvio 12c) ei juuri na-
kynyt eroa normaalin protokollan mukaan varjattyyn lasiin. Nain ollen ei mydskaan
kahden tunnin vanhan lasin varjayksessa nékynyt eroa normaaliin. Yleisesti vanhoista
laseista voidaan sanoa, etta varjaytyvyys on hieman heikompi vanhimmissa, eli viiden

viikon vanhoissa laseissa, mutta ne ovat silti lahes hyvin tulkittavissa. (Lohi 2015.)

%

&
A B
C N D

Kuvio 12. Asetylkolinesteraasi-varjayksen virheldhteet A) nayte varjattynd oikean protokollan
mukaan B) 5 viikkoa vanha lasi C) 1 viikon vanha lasi d) 2 tuntia vanha lasi. 40x suu-
rennokset.

Kuviossa 13 on esitelty lisaa asetylkolinesteraasi-varjayksen virhelahteitd. Kuviossa
13a on vertailukohteeksi lisatty normaalin protokollan mukaan varjatty ndyte. Kuviossa
13b varjayksessa on kaytetty vanhaa ja huoneenlammadssa sdilytettya asetylkolineste-
raasi-liuosta. Vérjays on onnistunut hyvin eika se eroa varjayksen kannalta l&hes ollen-
kaan normaalin protokollan mukaan varjatysta naytteestd. Kuviossa 13c lasin varjayk-
sessd on kaytetty vanhentunutta asetylkolinesteraasi- sekd inkubaatioliuosta. Myo6s

tama varjays on hyvin onnistunut, eika artefaktoja ole havaittavissa.
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Kuvio 13. Asetylkolinesteraasi-varjayksen virhelahteet A) nayte varjattyna oikean protokollan
mukaan B) vanhennettu substraattiliuos (ACE- liuos) C) vanhennettu substraattiliuos
(ACE- liuos) + vanhennettu inkubaatioliuos. 40x suurennokset.

7.2 Berliininsini-varjays

Berliininsini-varjayksella ilmennetddn rautaa kudoksesta. Varjdysta kaytetaan muun
muassa luuydin-, maksa- ja ihonaytteissa. Sita kaytetddn myds ruskeata pigmenttia
siséltavien solujen erotusdiagnostiikassa, kuten esimerkiksi raudan ja melaniinin erot-
tamisessa. Varjayksessa tumat ndkyvat punaisen savyina ja rauta erottuu sinisina jy-
vasina. Kaytimme berliininsini-varjayksessa rautanegatiivista maksakudosta, jotta
mahdollisten vaarien positiivisten tulosten havaitseminen olisi mahdollista. (HUSLABIn
kasinvarjaysten tydohjeet. 2014.) Kuviossa 14 on esitelty oikein suoritetun, kasin teh-
dyn berliininsini-varjayksen tulokset maksakudoksessa ja kontrollikudoksessa. Kontrolli
on myos maksakudosta. Kuviossa 15 on samoista kudoksista tehty berliinisini-varjays
ArtisanLink-varjaysautomaatilla. Kuvista ndhdaan kontrollikudoksessa olevan raudan
varjaytyneen sahkonsiniseksi, jonka avulla voidaan varmistaa varjayksen onnistumi-
nen. Tumat ja muu kudos varjaytyvat punertaviksi. Oppimateriaalissamme esitamme
varjayksista aktivoivia kysymyksia lukijalle: Miten kudoksessa oleva rauta varjaytyy?

Miten tumat varjaytyvat?
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Kuvio 15. Berliininsini-varjays ArtisanLink-automaatilla A) maksakudos B) kontrollindyte. 40x
suurennos.

Virheldhteina kasivarjayksissa ovat metallipinseteilla aiheutettu rautaliuoksen kontami-
nointi ja neljd kuukautta vanhentuneen rautaliuoksen kayttd. ArtisanLink-
varjaysautomaatilla suoritetuissa varjayksissa virhelahteena on tyhjennetyn kaliumfer-

rosyanidi-reagenssipakkauksen kayttaminen varjayksessa. (Eberhardt — Salo 2015.)

Kuviossa 16 on esitelty berliininsini-varjayksen virhelahteet maksakudoksessa. Kuva-
sarjassa on mukana myds normaalin protokollan mukaan suoritettu varjays kudokselle
seka positiiviselle kontrollille (Kuvio 16a ja 16b). Kuviossa 16¢ on esitelty rautakonta-
minaation aikaan saama tulos kudokselle. Kudoksessa oli huomattavissa joitakin rau-
takontaminaation aikaan saamia rautajyvasia. Kuviossa 16d on rautakontaminaatio
varjayksessa kaytetty kontrolli, jonka varjaystulos oli lahes samanlainen kuin kuviossa

16b. Kuviossa 16e ja 16f maksakudoksen ja kontrollikudoksen varjayksessa on kaytet-
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ty yli nelja kuukautta vanhaa rautaliuosta. Kontrollista (Kuvio 16f) voidaan huomata,
kuinka normaalisti vahvasti positiivinen kontrolli jaa erittain haaleaksi, lahes negatii-
viseksi vanhaa rautaliuosta kaytettdessa. Varsinainen maksakudos (Kuvio 16e) on taas
varjaytynyt kauttaaltaan sinertévaksi eli rautapositiiviseksi, vaikka kudoksessa ei rautaa
olekaan. Lis&ksi punaisiksi varjaytyvia tumia ei pysty selkeasti erottamaan. Kuviossa
16e ja 16f voidaan siis nahda vanhan rautaliuoksen kayton vaikutus, eli se antaa lahes

vaaran negatiivisen kontrollista, kun taas naytteesta tulee vaara positiivinen tulos.
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Kuvio 16. Kasivarjatyn berliininsini-varjayksen virheldhteet A) nayte varjattyna oikean protokol-
lan mukaan B) kontrollindyte varjattynd oikean protokollan mukaan C) naytteen var-
jAyksesséa rautakontaminaatio metallipinseteilla D) kontrollindyte rautakontaminaatio
metallipinseteilla E) ndytteen vérjays vanhennetulla kayttdliuoksella F) kontrollindyte
vanhennetulla kayttdliuoksella. 40x suurennokset.
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Kuviossa 17 on esitelty ArtisanLink-varjaysautomaatilla suoritettu varjays normaalin
protokollan mukaan seka koneellisen berliininsini-varjayksen virhelahde. Kuviossa 17a
on normaalin protokollan mukaan suorettu varjays ja kuviossa 17b varjayksessa kaytet-
ty kontrolli. Kontrollin rautajyvaset varjaytyvét selkeasti sahkonsiniseksi. Kuviossa 13c
kudoksen varjayksesséa on kaytetty tyhjennettyé kaliumferrosyanidi-reagenssia. Kudos
on varjaytynyt hieman haaleammaksi punertavaksi kuin normaalin protokollan mukaan
varjatty kudos. Kuviossa 17d nahdaan virheldhteen kontrolli, jonka pitdisi olla rautapo-
sitiivinen. Tyhja kaliumferrosyanidi-reagenssi saa aikaan sen, ettd kontrollikudoksen

proteiineista ei saada irrotettua ferri-ioneita, jolloin rautailmentymia ei saada nakyviin

varjayksessa.
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Kuvio 17. ArtisanLink-véarjaysautomaatilla suoritetun berliininsini-varjayksen virhelahteet A) Nay-
te varjattyna oikean protokollan mukaan B) kontrollindyte varjattyna oikean protokol-
lan mukaan C) nayte varjattyna tyhjennetylla reagenssipakkauksella D) kontrollindyte
tyhjennetylla reagenssipakkauksella. 40x suurennokset.

7.3 Elastiset sdikeet—varjays

Elastiset saikeet—varjays on tarpeellinen muun muassa erdiden verisuonitautien yhtey-
dessa. Naiden liséksi elastisten saikeiden osoittaminen on tarpeen joissakin sydanlap-

pien muutoksissa, elastolyyttisissa ihoprosesseissa ja elastiinituumoreissa. Varjayk-
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sessa elastiset saikeet varjaytyvat mustiksi. Kollageeni ja lihaskudos nékyy punertavan
savyina ja sytoplasma ja muut kudoskomponentit keltaisina. (HUSLABIn Artisan-
varjaysten tyoohjeet. 2015; Verhoeff-Van Gieson (VVG) Staining Protocol for Elastic
Fibres. 2011.) Kuviossa 18 nahdaan elastiset sdikeet—varjays keuhkokudoksessa.
Bronkiolien reuna-alueilla voidaan huomata elastisten saikeiden varjaytyneen lahes

mustilla savyilla. Kollageeni nakyy punertavana kuvassa. Oppimateriaaliin liiteta&n ak-

tivoivia kysymyksia varjayksesta: Miten elastiset saikeet varjaytyvat? Miten muu kudos

varjaytyy?

Kuvio 18. Elastiset séikeet-varjdys keuhkokudoksessa. 40x suurennos.

ArtisanLink-varjaysautomaatilla suoritetun elastiset séikeet—varjayksen virheldhde on

tyhjennetyn ferrikloridi reagenssin kayttdminen (Eberhardt — Salo 2015).

Kuviossa 19 on esitelty elastiset saikeet-varjayksen virheldhde verrattuna oikean pro-
tokollan mukaan varjattyyn keuhkokudokseen. Vasemmanpuoleisessa kuviossa 19a
keuhkokudos on varjatty normaalin protokollan mukaan. Kuviossa 19b véarjayksessa
on kaytetty tyhjennettya reagenssipakkausta. Tyhjan ferrikloridireagenssin kaytto tuot-
taa haalean, pelkastaan punertavan tuloksen. Eli elastiset saikeet eivat varjaydy lain-
kaan tyhjaa ferrikloridi reagenssia kaytettdessa. Tama johtunee siita, etta ferrikloridi
toimii varjayksenad peittausaineena hematoksyliinille. Kun ferrikloridia ei ole, hema-

toksyliini ei paase tarttumaan kudokseen, jolloin elastiset sdikeet eivat varjaydy.
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Kuvio 19. Elastiset sédikeet-varjayksen virheldhteet A) nayte varjattyna oikean protokollan mu-
kaan B) nayte varjattyna tyhjennetylla reagenssipakkauksella. 40x suurennokset.

7.4 Gram-varjays

Gram-varjayksella bakteerit jaotellaan grampositiivisiin ja gramnegatiivisiin bakteerei-
hin. Grampositiiviset bakteerit varjaytyvat sinisen mustilla séavyilla ja gramnegatiiviset
bakteerit punaisiksi. Myos tumat nakyvat punaisina. (HUSLABIn kasinvarjaysten tytoh-
jeet. 2014.) Kuviossa 20 on esitelty oikein suoritetun gram-varjayksen tulos suolikudok-
sessa sekd kontrollikudoksessa. Kuviossa 20a nakyy suolen mukoosa-aluetta, jossa
siniseksi varjaytyneitd grampositiivisia bakteereita on nahtavilla limaa tuottavien pikari-
solujen sisalla. Kuviossa 20b siniseksi grampositiiviset bakteerit nakyvat ympéariinsa
kudosta. Oppimateriaalissamme gram-varjayksesta annetaan lukijalle aktivoivia kysy-
myksia: Miten grampositiiviset ja gramnegatiiviset bakteerit varjaytyvat? Miten tumat

varjaytyvat? Minka kokoisia bakteerit ovat?
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Kuvio 20. A) Gram-véarjays suolikudoksessa. B) kontrollikudos. 40x suurennos.
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Virheldhteind gram-varjaykselle ovat yli nelja kuukautta vanhentuneiden kristallivioletti-
ja jodiliuosten kayttaminen seka lisaksi varjayksessa suoritetut liilan pitkat pesut aqualla
ja juoksevalla vedella (Eberhardt — Salo 2015).

Kuviossa 21 on esitelty gram-varjayksissa toteutetut virhelahteet seka vertauskohteeksi
normaalin varjaysprotokollan mukaan suoritettu gram-varjays suolikudoksessa (kuvio
21a). Kuviossa 21b varjayksessa on kaytetty vanhentunutta kristallivioletti-liuosta. Vari-
intensiteetti ei eroa huomattavasti normaalin protokollan mukaan varjatysta kudokses-
ta. Kristallivioletti on tarttunut ldhes yhta hyvin grampositiivisiin bakteereihin kuin kuvi-
ossa 21a. Kuviossa 21c varjayksessa on kaytetty vanhentunutta jodi-liuosta. Kuvasta
voidaan huomata, etta varjaystulos on haalean punertava, eivatka grampositiiviset bak-
teerit ole varjaytyneet sinertaviksi. Kristallinvioletti- ja jodikompleksin muodostus ei siis
tapahdu normaalisti, mink& seurauksena grampositiiviset bakteerit varjaytyvat virheelli-
sesti. Kuviossa 21d varjayksessa on suoritettu liilan pitkéat pesut. Tuloksena voidaan
huomata, etta liian pitkat pesut saavat aikaan haalean varjaystuloksen. Kudoksessa on
huomattavissa hieman sinertdvia kohtia, mutta verrattaessa varjaytyvyyttd normaalin
protokollan mukaan suoritettuun kudokseen on sinertavyys lilan haalea.

Kuvio 21. Gram-varjayksen virheldhteet A) Nayte varjattyna oikean protokollan mukaan B) nayte
varjattyna vanhennetulla kristallivioletti- liuoksella C) néyte varjattyna vanhennetulla
jodi-liuoksella D) naytteen varjayksesséa suoritettu liian pitkat pesut. 40x suurennok-
set.
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Kuviossa 22 on esitelty toteutetut virhelahteet gram-varjayksessa kaytetyssa kontrolli-
kudoksessa. Kuviossa 22a on verrokkina oikean protokollan mukaan varjatty kontrolli.
Koska kontrollikudos on siséltdé todella paljon grampositiivisia bakteereja, ovat ne vér-
jaytyneet melko Kiitettdvasti virhelahteista huolimatta. Kuviossa 22¢ on varjayksessa
kaytetty vanhennettua jodiliuosta. Varsinaisessa kudoksessa vanhennetun liuoksen
kayttaminen aiheutti gramnegatiivisten bakteerien varjaytymattdmyyden. Kontrolliku-
doksen bakteerit ovat siitd huolimatta varjaytyneet sinisiksi. Kuviossa 22d varjaykses-
sa on suoritettu lilan pitkat pesut. Vaikka gramnegatiiviset bakteerit ovatkin varjaytyneet
siniksi, on niiden savy selkeasti haaleamman sininen kuin oikean protokollan mukaan
varjatyn kontrollikudoksen bakteerit. Saatujen tulosten perusteella kontrollikudosta tar-
kastelemalla voitaisi luulla varjayksen onnistuneen, vaikka varsinaisessa naytekudok-
sessa gramnegatiiviset bakteerit eivat olekaan varjaytyneet. Tama voisi johtaa virheel-
lisiin johtopaatoksiin ja mahdollisesti vaaraan diagnoosiin.
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Kuvio 22. Gram-varjayksen virhelahteet kontrollikudoksessa A) oikean protokollan mukaan var-
jatty nayte B) nayte varjattyna vanhentuneella kristallivioletilla C) nayte varjattyna
vanhentuneella jodiliuoksella D) naytteen varjayksessa suoritettu liian pitkat pesut.
40x suurennos.

7.5 Hematologinen giemsa-varjays

Hematologisessa giemsa-varjayksessa loiset ja monet mikro-organismit varjaytyvat
tumman sinisiksi ja tumat sinisiksi. Muut kudokset varjaytyvat sinisen ja vaaleanpunai-

sen eri savyilla. Giemsa-varjaysta kaytetdan sytologiassa solutyyppien tunnistamiseen
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ja mikro-organismien varjaamiseen, kun taas hematopatologiassa sitd kaytetaan leu-
kemioiden, myeloomien ja lymfoomien diagnostiikassa eri solutyyppien tunnistamiseen.
(HUSLABINn kasinvarjaysten tytohjeet. 2014.) Kuviossa 23 on esitetty hematologisen
giemsa-varjayksen tulos imusolmukekudoksessa. Kuvassa nahdaan lymfosyyttien var-
jaytyneen sinisella ja muun kudoksen, kuten sidekudoksen ja punasolujen, varjayty-
neen vaaleanpunaiseksi. Oppimateriaalissa kyseisesta varjayksestd annetaan aktivoi-
via tehtavia: Miten tumat varjaytyvat? Miten kudoksen eri osat varjaytyvat? Millaiset

varisavyt ovat? Onko virhelahdekuvissa eroja varisdvyjen suhteen?

e

Kuvio 23. Hematologinen giemsa-varjays imusolmukekudoksessa. 20x suurennos.

Hematologisessa giemsa-varjayksessa virheldhteitd ovat: laimean etikkahapon kor-
vaaminen aqualla, 1 %:n vahvuinen etikkahappoliuos, lilan laimea etikkahappoliuos,
96-prosenttisen etanolin korvaaminen absoluuttisella etanolilla ja 50-prosenttinen
Giemsa-variliuos. (Eberhardt — Salo 2015.)

Kuviossa 24 on esitelty hematologisen giemsa-varjayksen virheldhteet imusolmukeku-
doksessa. Kuvioissa 24b ja 24e voidaan huomata kuinka laimean etikkahappoliuoksen
korvaaminen aqualla tai liian laimea etikkahappoliuos liuottaa sinista varia heikosti tai
ei lainkaan, jolloin kudos jaa liian siniseksi. Kuviossa 24c voidaan sen sijaan huomata,
kuinka liian vahva etikkahappoliuos liuottaa liikaa sinista varia, jolloin varjaysintensitee-
tistd tulee haaleampi kuin oikein varjatyssa naytteessa ja nayte jaa liian punertavaksi.

Kuviossa 24d absoluuttisen etanolin kdyttd 96-prosenttisen etanolin sijaan on aiheutta-
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nut punaisen varin liiallisen liukenemisen, jolloin naytteesta tulee liian sinertava. Kuvi-
ossa 24f varjayksessa on kaytetty liian vahvaa giemsa-variliuosta. Varjaysintensiteetti
on jaanyt liian haaleaksi, koska naytetta on differoitu likaa. Tama johtuu siita, etta leike
on nayttéanyt varjaytyneen liian vahvasti johtuen vahvemmasta variliuoksesta, jonka
vuoksi ylimaaraista varia on yritetty differoida pidemman aikaa pois. Lyhyemmalla diffe-

roinnilla véri-intensiteetti luultavasti saataisiin sopivaksi, jolloin vériliuoksen vahvuudella

ei olisi merkitysta.

Kuvio 24. Hematologisen giemsa-varjayksen virheldhteet A) oikean protokollan mukaan varjatty
nayte B) Differentaatiovaiheessa kaytetty aquaa laimean etikkahapon sijaan C) 1 %
etikkahappoliuos D) Absoluuttinen etanoli 96 % etanolin sijaan E) liian laimea etikka-
happo F) 50 % vahvuinen Giemsa- variliuos. 20x suurennokset.
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7.6 Masson-Fontana-varjays

Masson-Fontana-varjayksessa melaniini, osa lipofuskiineista ja argentaffiinisten solujen
granulat varjaytyvat mustiksi. Solujen tumat varjaytyvat punaisiksi. Masson-Fontana-
varjays tehdaan usein melaniinia sisaltavista kudoksista, kuten ihosta ja sita kaytetaan
muun muassa melanoomien diagnostiikassa. (HUSLABIn kasivarjaysten tyoohjeet.
2014.) Kuviossa 25 on esitetty Masson-Fontana-varjayksen tuloksia ihokudoksessa
sekd runsaasti melaniinia sisdltavassa kontrollikudoksessa, joka myos on ihokudos-
ta. Normaalisti ihokudoksesta tulisi I0yty& melaniinia vain ihon pintakerroksen, eli epi-
dermiksen soluista. Kuvassa epidermiksen solut ovat varjaytyneet punaisiksi, ja niissa
oleva melaniini nakyy mustina pisteind. Varjayksessa kaytetaan aina positiivista kont-
rollia, jotta voidaan varmistaa varjayksen onnistuminen. Oppimateriaalissamme Mas-
son-Fontana-varjayksesta esitetdén lukijalle aktivoivia kysymyksia: Miten melaniini var-
jaytyy kudoksessa? Miten tumat varjaytyvat?
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Kuvio 25. Masson-Fontana-varjays A) ihokudos B) kontrollinayte. 40x suurennokset.

Masson-Fontana-varjayksessa virhelahteend on nelja kuukautta huoneenlammaossa,

valolle altistettuna vanhennetun hopeanitraattiliuoksen kayttd (Eberhardt — Salo 2015).

Kuviossa 26 on esitelty Masson-Fontana-varjayksen virhelédhteet iho- ja kontrollikudok-
sessa. Kuvioissa 26a ja 26b on normaalin protokollan mukaan suoritetun varjayksen
tulokset ja kuvioissa 26c¢ ja 26d vanhennetulla hopeanitraattiliuoksella varjatyt kudos-
naytteet. Kuvioita vertaamalla voi huomata vanhennetulla hopeanitraattiliuoksella var-
jattyjen naytteiden vérien intensiteetin olevan huomattavasti haaleamman ja ihokudok-
sessa olevan melaniinin varjaytyneen huonosti tai ei ollenkaan. TA&méa voi johtua ho-

peanitraatin heikentyneesta kyvysta tunkeutua kudokseen, jolloin hopean pelkistymis-



45

reaktion jalkeen kudoksessa oleva melaniini ei varjaydy mustaksi. Hopeanitraattiliuos ei
kuitenkaan ole taysin pilaantunut, koska se on varjannyt osittain kontrollikudoksen si-
saltaméaéd melaniinia. TAman vuoksi onkin erittain tarkeda huomata varjayksen epaon-
nistuminen varsinaisesta naytekudoksesta, koska pelkastaan kontrollia tarkastelemalla
voitaisiin luulla varjayksen onnistuneen. Vanhentuneen liuoksen voisi kaytettyna johtaa

vaariin negatiivisiin tuloksiin ja pahimmassa tapauksessa vaaraan diagnoosiin.
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Kuvio 26. Masson-Fontana-varjayksen virheldhteet A) nayte varjattyna oikean protokollan mu-
kaan B) kontrollindyte varjattyna oikean protokollan mukaan C) nayte varjattyna van-
hennetulla hopeanitraattiliuoksella D) kontrollindyte vanhennetulla hopeanitraattiliuok-
sella. 40x suurennokset.

7.7 Unna-Pappenheim-varjays

Unna-Pappenheim-varjayksessa kaytettavan metyylivihrea-pyroniini- véariliuoksen py-
roniini varjdd RNA:ta punaiseksi. RNA:ta on runsaasti proteiineja syntetisoivien solujen,
kuten plasmasolujen, sytoplasmassa. Metyylivihred varjaa tumissa sijaitsevan DNA:n
sini-vihredksi. (HUSLABIn kasivarjaysten tydohjeet. 2014.) Kuviossa 27 on esitetty Un-
na-Pappenheim-varjayksen tuloksia suolikudoksessa. Kyseista varjaysta kaytetaan
harvoin suolikudoksen varjaamiseen, mutta koska kayttdmassamme imusolmukeku-
doksessa ei ollut riittAvasti aktiivisia, proteiineja syntetisoivia soluja, paatimme kayttaa

kudosta josta néita varmasti loytyisi. Kuviossa 27 naitd soluja voi ndhda kudoksessa
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kirkkaanpunaiseksi varjaytyneena suolen submukoosassa. Oppimateriaalissamme
Unna-Pappenheim-varjayksestéa annetaan aktivoivia kysymyksia: Mieti, miten RNA ja

DNA varjaytyvat?

Kuvio 27. Unna-Pappenheim-varjays suolikudoksessa. 40x suurennos.

Unna-Pappenheim-varjayksessa virhelahteitd ovat: nelja kuukautta huoneenlammaossa,
valolle altistettuna vanhennetun variliuoksen kayttd ja pidennetyt butanolikasittelyt
(Eberhardt — Salo 2015).

Kuviossa 28 on esitelty Unna-Pappenheim-varjayksen virheldhteet suolikudoksessa.
Kuviossa 28b on varjayksessa kaytetty vanhennettua variliuosta. Varjaystuloksessa ei
nay merkittavia eroja verrattuna normaalin protokollan mukaan varjattyyn leikkeeseen
(kuvio 28a): aktiiviset plasmasolut ja niiden sytoplasmat ovat varjaytyneet selkeasti
kirkkaanpunaisella ja muut kudoksen osat ovat varjaytyneet saman savyisiksi. Kuviois-
sa 28c, 28d ja 28e on kuvat varjayksista, joissa on kaytetty pidennettya butanolikasitte-
lya. Oikean protokollan mukaan dehydraatio suoritetaan kolmella kahden minuutin bu-
tanolikasittelylla, eli dehydraatio kestdd yhteensa kuusi minuuttia. Tuloksista voidaan
huomata, ettd jopa kolmeen tuntiin pidennetylld butanolikasittelylla (kuvio 28e) ei ole
minkaanlaista merkitysta naytteen varjaytyvyydelle. Tasta voidaan siis tehda johtopaa-

tos, ettd butanolikasittelyn pidennetylla kestolla ei voida pilata naytteen varjayslaatua.
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Kuvio 28. Unna-Pappenheim-varjays A) Nayte varjattyna oikean protokollan mukaan B) nayte
varjatty vanhennetulla vériliuoksella C) naytteen 12 minuutin butanolikasittely D) nayt-
teen 30 minuutin butanolikasittely E) naytteen 3 tunnin butanolikasittely. 40x suuren-
nokset.

7.8 Tuloksien luotettavuus

Jokainen varjays suoritettin HUSLABIn kési- ja Artisan-varjaysten tydohjeita noudatta-
malla. Oikean protokollan mukaan suoritetut varjaykset tehtiin tuoreilla, kayttékelpoisilla
liuoksilla, jotta varjaystuloksesta tulisi vertailukelpoinen. Kaikki kudosnaytteet leikattiin
ohjaajan ollessa lasna, jotta kudoksen orientaatio onnistuisi. Kudokset prosessaitiin
yhta aikaa ja leikkaamisessa kaytettiin samaa vesiliukumikrotomia. Sama henkil6 leik-

kasi nayteleikkeet jokaista eri varjaysta varten, jotta leikkausjalki olisi mahdollisimman
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samanlainen. Jokaisessa varjayksessa myds leikepaksuus maariteltin samaksi, jotta
tulokset olisivat vertailukelpoisia ja ettei leikepaksuuden muutokset hairitsisi tulosten
tulkintaa. Kaytimme myos kontrollikudoksia varjayksissé, joissa naita kaytetaan nor-
maalistikin, jotta varjayksen onnistuminen pystyttiin varmistamaan. Opinnaytety6tamme
edeltavalla harjoittelujaksolla saimme laboratorion henkildkunnalta muutaman viikon
intensiiviperehdytyksen kasivarjayksiin ja ArtisanLink-varjaysautomaatin kayttéon, jon-

ka avulla pystyimme suorittamaan varjaykset itsenaisesti.

Kavimme osan varjaystuloksistamme lapi ohjaajiemme Kirsi Eberhardtin ja lida Salon
kanssa. Emme kuitenkaan kokeneet tarpeelliseksi kayda kaikkia varjaystuloksia ohjaa-
jiemme kanssa lapi, koska niiden onnistumisen varmistaminen oli todella selkedasti tul-
kittavissa. Asetylkolinesteraasi-varjayksen tulokset tarkastelimme yhdessa patologi
Jouko Lohin kanssa, koska kyseinen varjdys on haastava tulkittava jopa laboratorio-

henkildokunnalle.

8 Yhteenveto

Opinnaytetydmme tarkoituksena oli selvittdd seitseméan osoitusvarjayksen yleisimmat
virheldhteet ja luoda niiden pohjalta oppimateriaali. Tydmme toteutettin HUSLABIn
Meilahden patologian laboratoriossa. Valmistunut oppimateriaali tulee patologian labo-

ratorion henkilékunnan seka Metropolia Ammattikorkeakoulun opiskelijoiden kayttéon.

Virhelahteiden merkitys vaihteli huomattavasti eri varjayksien kesken. Osassa varjayk-
sista toteutettujen virheiden merkitys nakyi voimakkaasti, kun taas joissain varjayksissa
virheiden vaikutukset olivat olemattomat. Voimakkaita ja tulkinnan kannalta merkittavia
muutoksia havaittin muun muassa gram-varjayksessd, jossa vanhentuneen jodiliuok-
sen kayttd aiheutti vaaria negatiivisia tuloksia. Hyvana esimerkkina virheldhteiden vai-
kuttamattomuudesta varjaystulokseen oli Unna-Pappenheim-varjayksessa kaytetty

pidennetty butanolikasittely, jolla ei ollut lainkaan vaikutusta varjaystulokseen.

Tyomme tulokset koottiin yhteen oppimateriaaliksi, jossa tydmme tarkoitus ja varjays-
ten teoria on kerrottu lyhyesti seka virhelahteiden tulokset on esitelty kuvien avulla.

Olemme myds sisallyttaneet tekstiin aktivoivia kysymyksia tukemaan lukijan oppimista.
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9 Pohdinta

Opinnaytetydprosessin alussa laadimme suunnitelman, mink& pohjalta lahdimme to-
teuttamaan tyétamme. Laadimme aikataulusuunnitelman, jonka avulla aloimme raken-
taa tyotdmme. Paatavoitteemme aikataulullisesti oli suorittaa tiedonhaku ja teoreettisen
osuuden kokoaminen ennen empiirisen osuuden aloittamista, missa onnistuimmekin
Kiitettavasti. Empiirinen osuus toteutettiin kolmessa viikossa ja sita edeltavan harjoitte-
lujakson ansiosta pystyimme suoriutumaan tyosta hyvin pitkalti itsenaisesti. Osan em-
piirisestd osuudesta, kuten kudosten kayntiinpanon, valamisen ja leikkaamisen pys-
tyimme suorittamaan harjoittelujaksomme aikana, mik& nopeutti tyoskentelydmme.
Tavoitteenamme oli valmistaa laadukkaat ja tasalaatuiset leikkeet kasittelemidmme
osoitusvarjayksia varten, missa onnistuimme mielestamme erittéin hyvin, silla kuvien

perusteella varjaystuloksiin ei tullut hairidita leikepaksuudesta johtuen.

Opinnaytetydmme empiirista osuutta tehdessa paasimme havainnoimaan laboratorion
kasivarjaystyopisteen henkilokunnan tydskentelyd. Huomasimme, etta osa varjayksista
suoritetaan rutiininomaisesti, kun taas osassa huomattiin epévarmuutta varjayksen
suorittamisen suhteen. Virheita varjayksia tehdessa voikin tapahtua liiasta rutiinista tai
epavarmuudesta johtuen, minka vuoksi niiden seuraukset on tarkeaa olla tiedossa.
TyOpisteen tyontekija tarkistaa aina varjayksen onnistumisen mikroskoopilla, minka
vuoksi olisi hyodyllista tietdd miltd eri virheldhteet eri varjdysten kohdalla nayttavat.
Oppimateriaalimme on myos tasta syysta hyodyllinen valine tukemaan osoitusvarjayk-
sien suorittamista ja erityisesti varjaystulosten arviointia. Suoritimme empiirisessa
osuudessa osoitusvarjaykset ja niiden virhelahteet huolellisesti ja tarkasti. Naiden poh-
jalta laadimme mielestamme selkean oppimateriaalin histologisista osoitusvarjayksista
ja niiden virhelahteistd tukemaan patologian laboratorion henkilokunnan jokapéaivaista

tydskentelya.

Huomasimme tuloksia tarkasteltaessa, etta kaikkien tyGvaiheiden suorittaminen pilkun-
tarkasti ei ole aina valttamatonta varjayksen onnistumisen kannalta. Esimerkiksi joissa-
kin varjayksissa joidenkin tydvaiheiden kestoilla ei ollut merkitysta varjaystulokseen. On
kuitenkin tarkeda muistaa, etta varjaysprotokollat ovat standardoitu sen takia, jotta tois-
tettavuus varjaysten valilla toteutuisi. Joissakin varjayksissa on erityisen tarkead, etta
varjaysprotokolla on tarkkaan standardoitua. Hyva esimerkki tastd on asetylkolineste-
raasi-varjays, jossa harvoin ilmenee positiivisia tuloksia. Positiivisenkin tuloksen ha-

vaitseminen saattaa olla patologille erittain haasteellista, jolloin on erittain tarkeaa tie-
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tad, ettd varjays on suoritettu oikein. Kaytimme tydssamme tervetta suolikudosta ase-
tylkolinesteraasi-varjayksessa, joten emme pysty tuloksiemme perusteella paattele-
maén, miten virheléhteet vaikuttaisivat positiivisen kudokseen. Jos virheléhteiden vai-
kutusta haluttaisiin tarkemmin selvittd4, tulisi ne suorittaa mahdollisimman positiivisella

kudoksella.

Vaikka saimmekin virhelahteita toteuttaessamme merkittaviakin tuloksia, on kuitenkin
melko epatodennédkdistd, ettd jotkut naistd virhelahteista todellisuudessa tapahtuisivat.
Esimerkiksi nelja kuukautta vanhennettujen liuosten kayttaminen olisi lahes mahdoton-
ta, koska liuosten kayttoonottopaivamaarat merkataan aina liuosten sailytysastioihin ja
niiden sailyvyys ja sailytysohjeet on merkitty erikseen tydohjeissa. Osaa virhelahteista
liioiteltiinkin, jotta tuloksia varmasti saataisiin ja ettd oppimateriaalia lukeva tyontekija
tai opiskelija ymmartaisi niiden syy-seuraussuhteen. Kuitenkin itse valmistettujen liuos-
ten, kuten differointiliuosten vaarin valmistaminen olisi mahdollista ja vaikutukset mer-
kittavia. Tydssamme ei kasitelty kaikkia Meilahden patologian laboratorion kaytdssa
olevia osoitusvarjayksia, koska tyostamme olisi tullut liian laaja. Jatkotutkimukseksi
voisikin ajatella esimerkiksi ArtisanLink-varjaysautomaatilla suoritettujen osoitusvar-

jaysten virhelahteita ja niista tyostettavaa oppimateriaalia.
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Kaytetty kemikaali

Kemikaalin valmistaja

Giemsa Merck
Fosfaattipuskuri Reagena
Etikkahappo Sigma-Aldrich
2-propanoli Sigma-Aldrich
Hopeanitraatti Merck

Kernechtrot HUSLAB liuoslaboratorio
Kultakloridi Riedel-de Haen
Natriumtiosulfaatti Merck

1-butanoli Sigma-Aldrich

2 % Methyl green

Yliopiston apteekki

2 % Pyronin Y

Yliopiston Apteekki

Walpolen HCI-Na-asetaattipuskuri pH 3.8

Yliopiston Apteekki

Etanoli

Altia

Ksyleeni

Oy AFF-Chemicals ab

Kaliumferrosyanidi

Riedel- de Haen

Suolahappo

Merck

ACE

HUSLAB Liuoslaboratorio

Potassium ferrocyanide

HUSLAB Liuoslaboratorio

Natriumasetaatti

HUSLAB Liuoslaboratorio

Ammoniumoksalaatti

Riedel-de Haen

Asetoni Sigma-Aldrich
Kaliumjodidi Merck

Kristallivioletti Merck

Jodi Riedel-de Haen

Neutral red HUSLAB Liuoslaboratorio




Asetylkolinesteraasi-varjayksen kanta- ja kayttoliuokset

Kantaliuos 1: ACE

Kantaliuos 2: Inkubaatioliuos B Potassium ferrocyanide 5mM

Kantaliuos 3: Natriumasetaatti 0,1 mol/l

Kayttdliuos 1:Inkubaatioliuos B + ACE

Kayttoliuos 2: Mayerin hematoksyliini

Elastiset saikeet—varjays (ArtisanLink)

Reagenssi 1: Alcoholic hematoxylin 5 %

Reagenssi 2: Ferric Chloride 10 %

Reagenssi 3: Lugol’s lodine

Reagenssi 4: Van Gieson Solution

Berliininsini-varjayksen kanta- ja kayttoliuokset

Kantaliuos 1: HCI 20 %

Kantaliuos 2: Kaliumferrosyanidi 10 %

Kayttoliuos 1: Rautaliuos

Kayttoliuos 2: Kernechtrot 0,1%

Berliininsini-varjayksen reagenssit (ArtisanLink)

Reagenssi 1: Potassium Ferrocyanide 10 %

Reagenssi 2: Hydrochloris Acid 10 %

Reagenssi 3: Nuclear Fast Red

Gram-véarjayksen kanta- ja kayttoliuokset

Kayttoliuos 1: Hucker- Conn ammoniumoksalaatti kristallivioletti

Kayttoliuos 2: Lugolin liuos

Kayttbliuos 3: Asetoni

Kayttoliuos 4: Neutral red- liuos 1 %
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Hematologinen giemsa-varjayksen kanta- ja kayttoliuokset

Kantaliuos 1: Giemsa- liuos

Kantaliuos 2: Fosfaattipuskuri 1:20

Kayttoliuos 1: 10 % Giemsa- liuos

Kayttbliuos 2: Laimea etikkahappo

Kayttbliuos 3: 96 % etanoli

Masson-Fontana-varjayksen kanta- ja kayttoliuokset

Kantaliuos 1: Alkalinen hopeanitraatti

Kantaliuos 2: Kultakloridi 1 %

Kayttdliuos 1: Hopeanitraattiliuos

Kayttoliuos 2: Kernechtrot 0,1 %

Kayttoliuos 3: Kultakloridi 0,2 %

Kayttoliuos 4: Natriumtiosulfaatti 5 %

Unna-Pappenheim-varjayksen kanta- ja kayttdliuokset

Kantaliuos 1: 2 % Methyl green

Kantaliuos 2: 2 % Pyronin Y

Kantaliuos 3: Walpolen HCI-Na-asetaattipuskuri pH 3,8

Kayttoliuos: Methyl-green pyronin

Liite 2
2 (1)



Asetylkolinesteraasi-varjayksen protokolla

lImakuivaus huoneenlammasséa

Kayttoliuoksen 1 esilammitys +37 °C

ACE +37 °C

Agqua

Mayerin hematoksyliini

Aqua

50 % etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

Ksyleeni

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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Berliininsini-varjayksen protokolla (kasivarjays)

Ksyleeni

Ksyleeni

Ksyleeni

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

50 % etanoli

Aqua

Rautaliuos

Agqua

Kernechtrot

Agqua

50 % etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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Berliininsini-varjayksen protokolla (ArtisanLink)

Clearing Solution

Pesuliuoksen poisto laseilta

Potassium ferrocyanide + hydrochlorid acid +37 °C

Huuhtelu x 6

Nuclear fast red +37 °C

Huuhtelu x 6

Absoluuttinen etanoli

Ksyleeni

Ksyleeni

Peittely automaatilla




Elastiset sadikeet—varjayksen protokolla (ArtisanLink)

Clearing solution (parafiinin poisto)

Pesuliuoksen poisto

Alcoholic Hematoxyllin + Ferric Chloride + Lugol’s lo-
dine

Huuhtelu x 7

Pesuliuos ja Ferric Chloride

Huuhtelu x 5

Van Gieson

Huuhtelu x 4

Absoluuttinen etanoli

Ksyleeni

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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Gram-varjayksen protokolla

Ksyleeni

Ksyleeni

Ksyleeni

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

50 % etanoli

Agqua

Hucker- Conn kristallivioletti

Juokseva vesi

Aqua

Asetoni

Juokseva vesi

Agqua

1 % Neutral red

Agqua

Leikkeen kuivaus

Asetoni

Ksyleeni

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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Masson-Fontana-varjayksen protokolla

Ksyleeni

Ksyleeni

Ksyleeni

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

50 % etanoli

Agqua

Hopeanitraatti

Aqua

Kultakloridi

Agqua

Natriumtiosulfaatti

Agqua

Kernechtrot

Agqua

50 % etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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Hematologisen giemsa-varjayksen protokolla

Ksyleeni

Ksyleeni

Ksyleeni

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

50 % etanoli

Agqua

Giemsa

Laimea etikkahappo

96 % etanoli

2-propanoli

2-propanoli

2-propanoli

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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Unna-Pappenheim-varjayksen protokolla

Ksyleeni

Ksyleeni

Ksyleeni

Absoluuttinen etanoli

Absoluuttinen etanoli

96 % etanoli

96 % etanoli

50 % etanoli

Agqua

Methyl-green-pyronin kayttoliuos

Agqua

Aqua

Kuivaus imupaperilla

1-butanol

1-butanol

1-butanol

Ksyleeni

Peittely automaatilla
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