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Virtsan irtosolututkimus on perustutkimus rakkosyopadiagnostiikassa. Virtsan irtosolututkimusta
kaytetaan myos rakkosyodvan hoidon seurannassa.

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli tuottaa kuvallinen tyéohje TYKS-Sapa-Patologian
laboratoriolle sytosentrifuginaytteita varten. Lisaksi pyrittin kehittdamaan laboratorion nykyista
sytosentrifugointitekniikkaa. Tassa opinnaytetydssa kaytetyt naytteet olivat virtsanaytteita, jotka
oli analysoitu jo aiemmin. Tassa opinnaytetydssa virtsanaytteista tehtiin erilaisilla laimennoksilla
sytosentrifugivalmiste, ja valmistuneita laseja verrattiin alkuperaisiin naytelaseihin. Havaintojen
pohjalta kehitettiin sytosentrifugointitekniikkaa ja tuotettiin kuvallinen tydohje.

Tyoohje tuli laatia, silla TYKS-Sapa-Patologian laboratoriolla ei ollut ajankohtaista tydohjetta

sytosentrifugoinnin suorittamiseen. Menetelman Kkehittdminen taas vaikuttaa positiivisesti
naytelasien laatuun.
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VISUAL WORK INSTRUCTION OF CYTO-TEK -
PREPARATION OF URINE FOR TYKS-SAPA-
PATHOLOGY LABORATORY

Cytological examination of urine is a basic examination in diagnosis of bladder tumors. It is also
used when controlling treatment of bladder tumors.

The purpose of this thesis was to create a visual work instruction of cytocentrifugating samples
for TYKS-Sapa-Pathology laboratory. Developing their current methods of cytocentrifugation was
also one aspiration. Urine samples used in this study were already analyzed. In this thesis urine
samples were cytocentrifugated by using different dilutions and then compared to the original
preparations. Developing the method of cytocentrifugation and creating a visual work instruction
were based on perceptions.

Creating a visual work instruction was important because there was not current work instruction
for cytocentrifugation in TYKS-Sapa-Pathology laboratory. Development of the method has
positive effects for sample quality.
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1 JOHDANTO

Virtsan irtosolututkimusta kaytetd&n virtsarakon kasvainten diagnostiikassa ja rakkokas-
vainten hoidon seurannassa. Virtsan irtosolut edustavat virtsateistéa paljon laajempaa
pinta-alaa kuin biopsiat eikd osa kasvaimista nay ollenkaan kystoskopiassa. Virtsan irto-
solututkimus on rakkotahystyksen lisaksi perustutkimus epailtdessa rakkokasvainta.
(Laurila 2013.) Luotettavat laboratoriotulokset ovat erittain tarkeita potilasturvallisuutta
ajatellen. Laadunhallintajarjestelma tarjoaa vakaan pohjan erinomaiseen laatuun pyrki-
miselle. Auditoinnin liséksi laadunhallinta nakyy laboratorioissa esimerkiksi laadunhallin-
tanaytteing, tydtehtaviin perehdyttamisend, tydn dokumentoimisena ja tydohjeina. (Rai-
sanen 2016.) Toiminnan kehittaminen kuuluu laboratorioiden arkiseen toimintaan (Yli-
Pyky 2016). Liséksi patologian laboratorion virtaustehokkuutta voidaan parantaa esimer-

kiksi tydohjeita tarkentamalla ja visualisoimalla pikaohjeita (Laiho 2015).

Taman opinnaytetyon tarkoituksena on kuvallisen Cyto-Tek-ohjeistuksen tekeminen
naytteiden sytosentrifugikasittelya varten Turun yliopistollisen keskussairaalan sairaan-
hoidollisten palvelujen liikelaitoksen patologian palvelualueelle eli TYKS-Sapa-liikelai-
toksen patologian palvelualueelle ja lisdksi kehittaa kyseisen laboratorion Cyto-Tek-tek-
niikkaa. Jatkossa palvelualueeseen viitataan lyhenteilla TYKS-Sapa-Patologia ja TYKS-

Sapa-Sytologia.

Taman opinnaytetydn aihe on tarkea, silla talla hetkelld naytteiden Cyto-Tek-kasittelysta
ei ole TYKS-Sapa-Sytologialla ajankohtaista kirjallista ohjeistusta. Tulevassa Medisiina
D:ssé tassa tyOpisteessa tyontekijdiden vaihtuvuus saattaa olla suurta, joten kuvallinen
ohjeistus on tulevaisuudessa hyddyksi tyontekijdiden perehdytyksessa, opiskelijoiden

harjoittelujaksolla sekéa akkreditointia ajatellen.

Liséksi tassa opinnaytetydssa pyritaan kehittamaan TYKS-Sapa-Sytologian tekniikkaa
Cyto-Tek-naytteiden valmistuksessa. Tavoitteena on TYKS-Sapa-Patologian Cyto-Tek-
tekniikan kehittdminen entistékin paremmaksi, jolloin naytteistékin tulee laadukkaampia
kuin aikaisemmin. Liséksi syntyy kuvallinen ohjeistus TYKS-Sapa-Patologialle, miké hel-
pottaa kaytdnnon tydskentelyé ja perehdyttdmista tulevaisuudessa ja ehkéisee virheita

Cyto-Tek-prosessin aikana.
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2 TEOREETTINEN TAUSTA

2.1 Sytologia

Sytologia tarkoittaa soluoppia. Se syntyi mikroskoopin keksimisen jalkeen, kun solujen
ja niiden rakenneosien tutkiminen tuli mahdolliseksi. Sytologisen tiedon lisaantyminen
on ollut riippuvaista optisen ja muun mikrotekniikan kehityksesta. (Stenback & Koivu-
niemi 1994.)

Sytologisia tutkimuksia kaytetaan pahanlaatuisten kasvainten diagnostiikassa, ja se on
suuntaa antava tutkimus ennen lopullista histologista diagnoosia. Sytologiset naytteet
ovat irtosolunaytteita erilaisista elimiston spontaaneista eritteistéd. Ne voivat olla harjair-
tosolu-, kaapimis-, huuhtelu-, punktio- tai ohutneulabiopsianaytteita. Tahystyksen yhtey-
dessé voidaan ottaa imunaytteita, ja myos veresta on mahdollista saada sytologisia néyt-
teitd. (Tuokko ym. 2009.)

Sytologiset naytteet voidaan jakaa eksfoliatiivisiin ja ohutneulanaytteisiin. Eksfoliatiivi-
sessa sytologiassa tutkitaan esimerkiksi ruumiinoteloista ja limakalvoilta nesteeseen ir-
ronneita soluja. Solut on saatettu myods hangata limakalvoilta tai naytteet voivat olla
huuhtelunesteitd. Ohutneulanaytteet imetddn neulaan, joka on kiinnitetty tyhjaan ruis-
kuun. Talla tavoin saadut solut voidaan ruiskuttaa joko naytelasille tai kuljetuskiinnittee-
seen. (Aho 1999.)

Tavanomaisia irtosolunaytteitd, jotka saadaan elimistbn spontaaneista eritteista, saa-
daan helposti esimerkiksi virtsasta ja yskoksista tai vaginan ja kohdunkaulaosan erit-
teistd. Endoskopian eli tahystyksen yhteydesséa voidaan ottaa imundaytteitda, jotka ovat
imemalla otettavia eritenaytteitd. Huuhtelunaytteita voidaan ottaa siséelinonteloista, ku-
ten keuhkoputkista. Harjairtosolunaytteitda ja kaapimisnaytteitd saadaan esimerkiksi
keuhkoputkista tai ruuansulatuskanavasta. Punktionaytteitd voidaan ottaa neulalla tai
ruiskulla siséelimid ymparoivista tiloista. Tallaisia naytteitd saadaan muun muassa
pleura- ja nivelonteloista sekd nenan sivuonteloista. Ohutneulabiopsiassa epailyttavasta
elin- tai kudosmuutoksesta eli leesiosta imetaan neulan tai ruiskun avulla pieniéd kudos-
kappaleita ja solumateriaalia. Ohutneulabiopsia on siis histologisen ja sytologisen tutki-
muksen valilla oleva naytetyyppi. Leikkaushaavojen huuhtelunaytteitd ja veren sytologi-
sia naytteita on kaytetty jonkin verran syopasolujen etsintaan, mutta lahinna tutkimus-

mielessé. (Stenbéck & Koivuniemi 1994.)
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2.2 Virtsatiet

Virtsateihin kuuluvat munuaisten munuaisaltaat, virtsanjohtimet, rakko ja virtsaputki.
Kaikkien naiden pinnalla on valimuotoista epiteelid. Valimuotoisen epiteelisolukon pak-
suus vaihtelee seinaman venytyksen mukaan. (Niensted ym. 2009.) Munuaiset ja virt-
sanjohtimet kuuluvat ylempiin virtsateihin. Virtsarakko ja virtsaputki taas muodostavat
alemmat virtsatiet. (Nurmi ym. 2003.)

Munuainen on punaruskea, parillinen elin (Hervonen & Virtanen 2003). Munuaiset huo-
lehtivat virtsan muodostamisesta. Ne my0ds sdatelevat virtsan tilavuutta ja suolapitoi-
suutta seka happamuutta. Talla tavoin ne osallistuvat elimistén happo-eméastasapainon
seka vesi- ja elektrolyyttitasapainon saatelyyn. Lisaksi munuaiset erittavat hormoneja.
(Niensted ym. 2009.) Munuaiset painavat yksittain noin 160 grammaa, ja niilla on pituutta
keskimaarin 12 senttimetrid, leveyttd 6 senttimetrid ja paksuutta 3 senttimetrid. Munuai-
set sijaitsevat selkdrangan kummallakin puolella retroperitoneaalitilassa, ja niiden hiluk-
set ovat 2. lannenikaman korkeudella. Munuaisten ymparilla on perirenaalista rasvaa,
jota Gerotan faskia rajaa ulkopinnalla. Munuaisen pinnalla on sidekudoksesta muodos-
tunut kapseli. Munuaisessa on kaksi kerrosta, kuorikerros eli cortex ja ydin eli medulla.
Ydin muodostuu karjellaén kohti hilusta osoittavista pyramideista seka niiden kannasta
ulkopinnan konveksiteettia kohti osoittavista ydinjuosteista. Kuorikerroksen muodostaa
noin 12 - 15 millimetria levea vydhyke, joka jaa kannan ja kapselin véliin. Vydhykkeesta
tydntyy pyramidien valiin kuorijuosteita eli Bertinin pylvaita. (Helin 2012.) Cortex voidaan
jakaa ulkoiseen ja jukstamedullariseen cortexiin. Myts medulla jaetaan kahteen osaan,

ulkoiseen ja sisdiseen medullaan. (Kierszenbaum & Tres 2012.)

Kuorikerroksessa ovat munuaisten toiminnallisista yksikdista eli nefroneista glomeruluk-
set, tubulusten kiemuraiset osat ja Henlen lingon nousevat osat. Kokoajaputket ja Hen-
len lingon muut osat sijaitsevat ytimessa. Kokoajaputket avautuvat munuaisaltaaseen
tyontyvaan papillaan, jonka muodostavat useammat pyramidit. Glomerulus muodostuu
Bowmanin kappaleesta ja suonikerasestd, joiden valiin virtsatila ja&. Bowmanin kapselin
sisédpinnalla on parietaalista epiteelisolukkoa. Suonikerdsessa on haaroittuvaa kapillaa-
riverkkoa, jota pitd& yhdessa mesangium eli tukiranka. Kapillaarien ulkopinnalla on vis-
keraalista epiteelisolukkoa, jonka solujen jatkeet tyontyvat toistensa lomaan. Kapillaarien
sisapinnalla on fenestroitunutta epiteelid. Tukirangan koostavat magnesiumsolut ja vali-
aine. (Helin 2012.)
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Kokonaisia munuaisia pystytaan tutkimaan makroskooppisesti ja histopatologisesti. Mu-
nuaisista on mahdollista ottaa koepaloja tai irrallisia soluja neulaa apuna kayttaen. Virt-
san irtosolunayte sisaltda vain vahan munuaisten soluja. Munuaisaltaan kasvainten
diagnostiikassa virtsan tai virtsanjohtimen irtosolunaytteen tutkimus taas on hyodylli-
sempi. (Helin 2012.)

Virtsanjohdin alkaa munuaisaltaasta ja sijaitsee vatsakalvon takana puoliksi vatsaonte-
lon ja puoliksi lantion alueella. Virtsanjohdin on noin 5 millimetrin paksuinen ja noin 25
senttimetrin pituinen putki. Virtsaputken seinamasséa on vahva lihaksisto ja lihaskerros-
ten alapuolella on I6yha submukoosa. Sisimpéna oleva limakalvon epiteeli on virtsatie-
eli uroepiteelia. Tama rakenne mahdollistaa peristalttisen liikkeen seka sen, etta sei-
nama voi paineen vaikutuksesta venya ja virtsaputken normaalisti kapea ontelo voi laa-
jentua. Virtsanjohdinseindman kerrokset jatkuvat munuaisaltaan ja pikareiden seina-

misséa. (Hervonen & Virtanen 2002.)

Alempien virtsateiden pinnalla on valimuotoista epiteelid, jota kutsutaan uroteeliksi tai
transitioepiteeliksi. Virtsaputken alaosan pinnalla taas on sarveistumatonta levyepiteelia.
Fertiili-iassa olevilla naisilla sarveistumatonta levyepiteelid on normaalisti myos virtsara-
kossa virtsanjohtimen tulokohdan ja virtsaputken lahtokohdan rajaamalla alueella. Nor-
maali uroteeli on paksuudeltaan 6 - 7 solukerrosta, mutta tayttyneessa rakossa epiteeli
on ohuempaa. Syvemmisséa solukerroksissa on lieriomaisia tai kuutiomaisia yksitumaisia
soluja. Pintaosien litteat eksfolioituvat solut ovat kooltaan suurempia. Nama solut voivat
olla normaalisti jattikokoisia ja monitumaisia erityisesti virtsanjohdinten alueella. Naita
soluja kutsutaan sateenvarjosoluiksi eiké niitd luokitella sytologisesti atyyppisiksi. Pinta-
solut suojaavat limakalvoa virtsassa olevien vakevoityneiden aineenvaihduntatuotteiden
ja muiden haitallisten aineiden vaikutuksilta. (Koivuniemi & Tyrkké 1994.) Sateenvarjoso-
lujen koko ja morfologia vaihtelevat rakon tayttymisasteen mukaan (Khandelwal ym.
2009).

Uroteeli voi erilaistua moneen suuntaan eli se on multipotenttia. TAman takia alemmissa
virtsateissé voi esiintya seka lierio- ettéd levyepiteelia. Yleensa tallainen metaplastinen
ilmid liittyy erilaisiin valimuotoisen epiteelin arsytystiloihin, joita on kahta tyyppia: levyepi-
teelimetaplasia (epidermisaatio) ja lieribepiteelimetaplasia (suolimetaplasia). Lieridepi-
teelia esiintyy normaalisti myds virtsateiden sivuelimissa, kuten eturauhasessa, siemen-

rakkuloissa ja parauretraalirauhasissa. (Koivuniemi & Tyrkk® 1994.)
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Virtsarakko on lihaspussi, jonka sisapinnalla on epiteelid, uroteelia. Paallimmaisena rak-
koepiteelissd on sateenvarjosoluja. Uroteelin paksuus riippuu rakon laajenemisesta,
paksuuden ollessa normaalisti 3 - 7 solukerrosta. (Nordling 2012.) Epiteelin lepotilapak-
suus on enintédan 6 - 7 solukerrosta. Venytetyssa tilassa solukerroksen paksuus voi olla
2 - 3 solukerrosta. (Hervonen & Virtanen 2003.) Rakon tehtévia ovat virtsan varastointi
ja tyhjennys. Munuaispikarit ja virtsanjohtimet kuljettavat virtsaa munuaisista rakkoon.
Rakossa oleva virtsa poistuu elimistosta virtsaputken kautta. (Stevens & Lowe 2005.)

Miehen virtsaputken, uretran, pituus on 12 - 20 senttimetrid. Se johtaa virtsan rakosta
virtsaputken ulkosuun kautta pois elimistdsta. Miehen virtsaputki koostuu kolmesta
osasta, jotka ovat eturauhasosa, kalvo-osa ja paisuvaisosa. Eturauhasosa on virtsaput-
ken venyvin osa ja silla on pituutta noin 3 senttimetria. Kalvo-osa sijaitsee lantion ala-
pohjassa. Se alkaa eturauhasen karjesta ja paattyy lantion alapuolella peitinkalvon koh-
dalla. Kalvo-osa on noin sentin pituinen, ja se on virtsaputken vahiten venyva osa. Pai-
suvaisosa, joka on virtsaputken pisin osa, kulkee siittimen lapi. Paisuvaisosa on paisu-

vaisen sisalla. (Hervonen & Virtanen 2003.)

Naisen virtsaputki on lyhyempi kuin miehen: se on noin 3 - 5 senttimetria pitk&. Naisella
virtsaputken seindmat ovat myoétailevampia kuin miehelld. Naisen virtsaputki kulkee
emattimen etuseindmaa pitkin ja sen ulkoaukko sijaitsee vulvassa hapykielen ja ema-

tinaukon valissa. (Hervonen & Virtanen 2003.)

Virtsanaytteiden solumateriaali saadaan munuaisista ja alemmista virtsateista seka mie-
hilla virtsateihin liittyvista sivuelimistd, joita ovat eturauhanen, siemenrakkulat ja -johti-
met. Merkittava alue sytologisen diagnostiikan kannalta ulottuu virtsaputken ulkosuulta
munuaisaltaaseen. Munuaisten ja virtsateiden soluja eksfolioituu virtsaan vain vahai-
sissé& maarin, ja solut sailyvatkin usein huonosti. Naiden elinten sairauksien kohdalla so-

lunaytteet ovatkin vihemman luotettavia. (Koivuniemi & Tyrkko 1994.)

Normaalissa tilanteessa lasketussa virtsassa esiintyy vain vahan valimuotoisen epiteelin
soluja. Naiden solujen koko voi vaihdella. Ureterkatetri- ja rakkohuuhtelunaytteet sisél-
tavat runsaasti syvan kerroksen soluja. Miehen laskettu virtsa sisdltda normaalisti uro-
teelisolujen liséksi levyepiteelin pintasoluja, joiden maara vaihtelee ja jotka ovat peraisin
virtsaputken alaosasta. (Koivuniemi & Tyrkk6 1994.) Miehen virtsassa voi liséksi joskus
olla spermaa tai rakkularauhasen ja eturauhasen lieriésoluja (Laurila 2013). Naisilla le-

vyepiteeli&d on usein runsaasti vulvakontaminaation takia. Levyepiteelisolut esiintyvat
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yleensa yksittain. Lisdksi normaali virtsa voi sisaltda niukasti neutrofiilejd, ja punasoluja-

kin voi joskus lI8ytyd muutamia. (Koivuniemi & Tyrkko 1994.)

2.3 Virtsan irtosolututkimus

Virtsan irtosolututkimuksen indikaationa on uroteelikarsinoomaepéily (Tykslab ohjekirja
2016). Virtsanaytteiden irtosolututkimusta kaytetddn myos hoidon seurannassa (Sten-
back & Klemi 2012). Uusiutuvien ja syyltaan selvittamatta jaaneiden tulehdusten ja kroo-
nisten virtsaamisvaivojen lisaksi myos pelkk& hematuria eli verivirtsaisuus riittda tutki-
muksen aiheeksi. Kasvaimen erilaistumisasteen ja tyypin arvioinnissa histologinen nayte

on luotettavampi. (Koivuniemi & Tyrkko 1994.)

Virtsanaytteet otetaan naytesarjana 3 - 5 perakkaisend paivana lasketusta virtsasta.
Runsassoluisessa aamuvirtsassa solut saattavat olla degeneroituneita, minka takia nay-
te voidaan antaa my0s nesteen nauttimisen jalkeen, jolloin potilas juo ennen naytteen
antamista 1 - 2 tunnin aikana noin 0,5 — 1 litraa nestettd. Nesteen nauttimisen jéalkeen
annettavassa naytteessa on viahemman soluja, mutta ne ovat hyvakuntoisia. Kystosko-
pian tai katetroinnin yhteydessa voidaan ottaa rakkohuuhtelunayte, jolloin saadaan run-
sassoluinen ja kuona-aineista puhdas nayte. Kystoskopian yhteydesséa voidaan ottaa
my0Os harjasytologinen nayte. Ureterkatetrivirtsanaytteitd voidaan ottaa erittyvasta virt-
sasta tai huuhtelemalla, jos halutaan saada néyte ylemmista virtsateista erikseen. (Koi-
vuniemi & Tyrkko 1994.) Tyypillisimpia virhelédhteita ovat vaarin suoritettu naytteenotto,
naytteen vaaranlainen kasittely ja tutkimuspyynnon puutteellisuus tai virheellisyys
(Tuokko ym. 2009).

Tutkimusta varten tarvitaan 15 millilitraa tuoretta kertaisvirtsaa, joka ei ole seissyt yon yli
rakossa. Virtsan joukkoon lisdtddn sama méaéard 70 % etanolia. Naytteenottotapa tulee
aina mainita lahetteessa. Naytteesta tehdaan sytosentrifugivalmiste, joka varjataan Pa-
panicolaou-varjayksella ja lopulta mikroskopoidaan. Virtsarakon kasvaimia etsittdessa
tutkimus on luotettavin, mutta munuaisaltaan, munuaiskudoksen ja ureterin kasvainten
yhteydessa ovat vaarat negatiiviset yleisempia. (Tykslab ohjekirja 2016.) Kuvassa 1 on

esimerkkeja erilaisista virtsanaytteista.
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Kuva 1. Esimerkkeja erilaisista virtsanaytteista. (Kuusela 2017.)

Papanicolaoun varjayksessa naytelasit kasitellaan ensin alkoholilla ja rehydroidaan. Ta-
man jalkeen lasit varjataan Harrisin hematoksyliinill&a, joka toimii tumavarina. Laseille
suoritetaan ammoniakki- tai suolahappokasittely ja naytteet dehydroidaan alkoholilla.
Seuraavaksi naytteet varjataan Orange G 6 -fosfovolframihapolla ja eosiiniatsuuri 50:lla.
Orange G 6 -fosfovolframihappo on hapan véri. Eosiiniatsuuri 50 sisaltaa Eosiini Y- ja
Light Green -variaineita, peittausaineena toimivaa fosfovolframihappoa ja litiumkarbo-
naattia. Joidenkin ohjeiden perusteella mukana voi olla variaineena myds Bismarckin
ruskeaa. Varjaysta voidaan nopeuttaa ja varjaystulosta voimistaa etikkahapolla. Nayt-
teelle suoritetaan lopuksi dehydraatio ja kirkastus. Papanicolaoun varjayksessa tumat
varjaytyvat tummansiniseksi tai mustaksi ja sytoplasma joko punertavaksi tai siniseksi.
(Aho 1999.)

Sedimentin levyepiteelisolut viittaavat yleensa kontaminaatioon. Niiden keskim&arainen
halkaisija on 55 mikrometri&, ja ne ovat sedimentin suurimpia soluja. Naita soluja irtoaa
jatkuvasti eméattimesta ja virtsaputkesta. Jos sedimentissa on paljon levyepiteelisoluja ja
niiden lisaksi valkosoluja, on se yleensd merkki vaginaaliseen valkovuotoon liittyvasta
lIdydoksesta. Jos sedimentista |0ytyy vaginaaliseen kontaminaatioon liittyva 16ydés, on

virtsatieinfektion diagnoosi aina tarkistettava. (Pasternack 2012.)

Laskettu virtsa sisaltdd normaalisti vain vahaisia maaria valimuotoisen epiteelin soluja,
jotka voivat olla kooltaan hyvin vaihtelevia. Pinnallisissa soluissa saattaa olla useita tu-
mia, ja ne vastaavat kooltaan vaginan levyepiteelin valikerrossoluja. Ne ovat epaséaan-
nollisen muotoisia, runsasplasmaisia ja niiden kulmat ovat usein pydristyneet. Niiden tu-
mat ovat vaaleita ja lapimitaltaan 6-10 mikrometri&. Tumien kromatiini on hienojyvaista,
ja nukleolit ovat yleensé pienikokoisia. (Koivuniemi & Tyrkko 1994.) Alempien virtsatei-

den ja rakon valimuotoisen epiteelin syvista kerroksista peraisin olevien solujen 16ytymi-
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nen sedimentista viittaa kasvaimeen, kiveen tai infektioon. Suuret, pinnalliset valimuo-
toisen epiteelin solut ovat tavallisia, ja ne voivat irrota vahaisesta syysta. Yleensa niiden
esiintyminen voi viitata infektioon alempien virtsateiden alueella. (Pasternack 2012.) Sy-
vempien kerrosten uroteeli on pienisoluisempaa, ja solut ovat usein pyoreédhkoja, joskus
kulmikkaita. Hyvin séilyneiden solujen tuma on pytred tai soikea, pieninukleolinen ja
vaalea. Tavallisessa virtsanaytteessa tumat varjaytyvat usein tummiksi. Rakkohuuhtelu-
ja ureterkatetrinaytteet sisaltavat runsaasti syvan kerroksen soluja. (Koivuniemi & Tyrkko
1994.))

Tubulus- eli munuaistiehytsolujen esiintyminen virtsassa on aina seurausta munuais-
tiehyiden vauriosta eiké niita normaalissa virtsassa esiinny. Syyna tubulussolujen esiin-
tymiseen virtsassa voi olla jokin tubulusvaurioita aiheuttava tauti. Myos munuaisille myr-
kylliset 1aékkeet voivat aiheuttaa tubulussolujen erittymisen virtsaan. Tubulussolujen ra-
kenne, koko ja muoto vaihtelevat nefronin eri osissa, ja niiden suuri tuma voi olla keskella
tai syrjemmassa. Niiden halkaisija on keskiméaéarin 13 mikrometria. Tubulussolut esiinty-

vat yleensa yksittain, mutta rykelmat ovat myoés mahdollisia. (Pasternack 2012.)

Noin 30 — 70 prosentissa tapauksissa valimuotoisen epiteelin karsinooma léytyy sita hel-
pommin, mitd huonompi sen erilaistumisaste on. Carsinoma in situ on loytyvyydeltaan
yhtd hyva kuin huonosti erilaistunut valimuotoisen epiteelin karsinooma. (Stenbéck &
Klemi 2012.) Useimmiten virtsan irtosolututkimuksessa I0ytyy kasvainsoluja, kun ky-
seessa on huonosti tai kohtalaisesti erilaistunut kasvain. Hyvin erilaistuneiden kasvain-
ten kohdalla kasvaimista irtoavia soluja on hankala erottaa normaaleista uroepiteeliso-
luista. Tama vuoksi ainoastaan positiivinen [6yddés on diagnostiikassa merkitseva.
(Nurmi & Rintala 2003.)

Useimmat munuaisallas- ja virtsanjohdinkasvaimet ovat valimuotoisesta pintasolukosta
l&htoisin olevia uroteelikarsinoomia. Levyepiteelikarsinoomat ovat harvinaisia, ja adeno-
karsinoomia on kuvattu vain yksittaistapauksia. (Nurmi & Rintala 2003.) Pahanlaatuisista
rakkokasvaimista 90 prosenttia on uroteelin karsinoomia, 5 - 8 % levyepiteelikarsinoomia

jal- 2% on adenokarsinoomia. Alle 1 % on sarkoomia. (Rintala ym. 2013.)

Ylavirtsateiden uroteelin kasvaimet ovat kudosopillisesti samanlaisia kuin rakossa. Kas-
vaimet voidaan luokitella hyvin (G1), kohtalaisesti (G2) tai huonosti (G3) erilaistuneiksi.
Hyvin erilaistuneet kasvaimet ovat usein pinnallisia ja pehmeitéd ja makroskooppisesti

sormimaisen nékdisia. Huonosti erilaistuneet solut ovat yleensa kyhmyisia ja kiinteita, ja

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Tiina Kuusela



14

toteamishetkell& ne ovat saattaneet levita alla olevaan kudokseen. Kudosopillisesti hy-
vanlaatuista uroteelikasvainta kutsutaan papilloomaksi, johon kaytanndssa suhtaudu-
taan samoin kuin hyvin erilaistuneeseen karsinoomaan. (Nurmi & Rintala 2003.)

Virtsan irtosolututkimus siis perustuu kasvainten virtsaan vapauttamien solujen tunnis-
tukseen. Maligni 16yd6s on lahes varma, silla virtsan sytologian tarkkuus on korkea, 95 -
100 prosentin luokkaa. Kuitenkaan benigni I0ydds ei sulje pois syopaa. (Laurila 2013.)

Virtsan irtosolunaytteista maaritetdan Papanicolaoun luokka, joita on yhteensa viisi. Nor-
maalit virtsan solut ja vahaiset degeneratiiviset muutokset kuuluvat luokkaan |. Luokka
Il kasittad benignit reaktiiviset solumuutokset. Luokan Il muutoksia ovat tulehdusatypia,
virusinfektiot, krooniset arsytysmuutokset esimerkiksi virtsakivien yhteydessé, kemote-
rapian aiheuttama atypia sekd sadeatypia. Syovan suhteen epailyttavat 16ydokset kuu-
luvat luokkiin 1l — IV. Varmat syopamuutokset kuuluvat luokkaan V. (Laurila 2013.) L&-
hitulevaisuudessa virtsan sytologialle on kuitenkin tulossa uusi luokitus, The Paris Sys-
tem For Reporting Urinary Cytology (Kholova & Krogerus 2014).

2.4 Sytosentrifugi

Sentrifugin avulla pystytaan erottamaan aineita toisistaan. Kun eri aineita sisaltavaa nes-
tettd pyoritetd&n suurella nopeudella, raskaimmat kappaleet vajoavat alas kevyempien

jaadessa nesteeseen. (Solunetti 2017.)

Monissa laboratorioissa kaytetaan nykyisin sytosentrifugia, joka soveltuu niukkasoluisille
naytteille, kuten virtsanaytteille. Sytosentrifugin avulla solut sentrifugoidaan suoraan la-
sille. Joskus naytetta voi olla tarve laimentaa. (Aho 1999.) Virtsan sytologisissa tutkimuk-
sissa sytosentrifuginaytteita on alettu kayttdd enemman 1980-luvun loppupuolella, kun
tekniikka on kehittynyt naytteiden sailytys- ja fiksointimenetelmien ja sentrifugilaitteisto-

jen osalta (Koivuniemi & Tyrkkd 1994). Kuvassa 2 on osittain taytetty sytosentrifugi.
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Kuva 2. Taytettyja kyvetteja sytosentrifugissa. (Kuusela 2017.)

Sytosentrifugivalmisteen teko aloitetaan kokoamalla ndytekyvetti, joka on tilavuudeltaan
yleensa 6 - 12 millilitraa. Naytelasi asetetaan metallipidikkeeseen ja sen padlle asetetaan
nayterajaaja. Muovinen kyvetti asetetaan niiden paélle ja kiinnitetaan metallisangan
avulla. Taman jalkeen kyvettiin kaadetaan tai pipetoidaan naytetta. Naytemaara riippuu
naytteen paksuudesta ja sameudesta. Kirkkaita naytteita ei tarvitse laimentaa, mutta
paksuja, paljon soluja siséaltavia naytteita voidaan laimentaa 50 % etanolilla. Lisaksi jouk-
koon voidaan lisata PEG-liuosta eli polyetylenglykolia fiksatiiviksi. Kyvetti suljetaan kor-
killa, ndyte sekoitetaan huolellisesti ja kyvetti laitetaan sytosentrifugiin. Naytetta sentri-
fugoidaan muutamia minuutteja yleensa nopeudella 2000 kierrosta minuutissa. Sentri-
fugoinnin jalkeen supernatantti kaadetaan pois ja kyvetteja kuivatetaan tayttdaukko alas-
pdin joitakin minuutteja. Taman jalkeen kyvetin kiinnittajana toiminut metalli-sanka ava-
taan, kyvetti poistetaan ja naytelasi poistetaan rajaajan kera metallipidikkeesta. Naytela-
sin annetaan kuivahtaa hetki rajaajan kanssa joko tasaisella alustalla tai [Ampdlevylla.
Rajaaja poistetaan naytteen hieman kuivahdettua. Paksuksi jadneet naytteet voidaan

sivelld toisen lasin avulla ohuemmiksi. Valmiit, kuivuneet lasit varjatdan Papanicolaoun
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varjayksella, paallystetaan ja mikroskopoidaan. (henkilokohtaiset tiedonannot: Lammin-
aho 14.11.2016; Niemi 23.11.2016; Oslanus 23.11.2016; Sortti 14.11.2016; Yli-Pyky
15.11.2016.) Kuvassa 3 on esimerkkeja Papanicolaou-varjatyistd, paallystetyista nayte-
laseista.

Kuva 3. Papanicolau-varjattyja ja paallystettyja naytelaseja. (Kuusela 2017.)

Tuoreena laboratorioon saapuvat naytteet voidaan ensimmaiseksi sentrifugoida syto-
sentrifugilla. Supernatantti kaadetaan pois ja sedimentin paalle lisdtdan 50-prosenttista
etanolia. Nayte ja etanoli sekoitetaan, minka jalkeen naytetta seisotetaan jonkin aikaa,
jotta solut fiksoituvat. Myds etanolifiksoidut naytteet voidaan sentrifugoida putkessa ja
sen jalkeen lisata sedimentin péaalle etanolia kuten tuorenaytteidenkin kohdalla. Sentri-
fugoitu nayte saattaa siséltéd enemman soluja kuin sentrifugoimaton. (henkilékohtaiset
tiedonannot: Lamminaho 14.11.2016; Niemi 23.11.2016; Oslanus 23.11.2016; Sortti
14.11.2016; Yli-Pyky 15.11.2016.)

Verisista virtsanaytteista voidaan perusvalmisteen liséaksi tehda hemolysoitu sytosentri-
fugivalmiste, jossa kyvettiin lisdtdan naytteen ja PEG-liuoksen liséksi hieman suolahap-
poa, jotta punasolut hajoaisivat. Taman jalkeen joukkoon lisatééan etanolia. (henkilokoh-
taiset tiedonannot: Lamminaho 14.11.2016; Niemi 23.11.2016; Oslanus 23.11.2016;
Sortti 14.11.2016; Yli-Pyky 15.11.2016.)

2.5 Tybohje

Tyoohjeen tarkoituksena on jarjestaa tyovaiheet loogiseen jarjestykseen. Talla tavoin
tyontekija voi itsendisesti ja helposti seurata niitéd tydskentelynsa aikana. Tydohjeissa on
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mahdollista jattaa pois joitakin yksityiskohtia, jolloin tyontekijan on helpompi ymmartaa
prosessin kokonaisuus. Tyoohjeiden laatiminen on tarke&a varsinkin silloin, kun proses-

siin sisaltyy paljon tehtavia. (Highet 2006.)

Tyo6ohjeet ovat hyodyksi varsinkin uusille tyontekijoille (Highet 2008). Kouluttaessaan
uutta tyotekijaa tehtaviinsa ohjaaja kayttaa tydohjetta. Talla tavoin uusi tyontekija pystyy
ymmartamaan tehtaviensa lahtékohdat. (Guitar 2005.) Hyva tydohje ehkaisee virheita ja
on lisaksi helppolukuinen sek& johdonmukainen ilman ristiriitaisuuksia. Tydohjeen tulisi
myds olla ajan tasalla. (Highet 2008.) Tyoohjeet pitdisi kayda lapi aina, kun parannuseh-
dotuksia tulee ilmi. Tydohjeita parannettaessa tulisi pyrkia paivittamaan olemassa olevaa
tydohjetta ennen uuden luomista. (Guitar 2005.)

Oikeanlaiset, ajan tasalla olevat tydskentelytavat ovat osa tavanomaisia varotoimia. Oh-
jeiden pitaisi olla sek& paperiversiona ettd sdhkoisend ja lisaksi kaikkien tyontekijdiden
saatavilla. (Tuokko ym. 2009.)

2.6 Aikaisemmat tutkimukset

Miyanaga ym. (1997) tutkivat NMP22-proteiinia virtsassa uutena uroteelisyévan mark-
kerina. Tutkimuksessa selvitettiin kyseisen proteiinin kliinistd hyddyllisyytta uroteeli-
syopamarkkerina erityisesti lasketun virtsan sytologian korvaajana. Tutkimuksessa maa-
ritettin NMP22-arvot 280 potilaalta seka 20 terveeltéd vapaaehtoiselta. Lasketun virtsan
sytologisia tutkimustuloksia ja NMP22-tuloksia vertaillessa huomattiin, ettd NMP22-testi
oli uroteelisyopapotilailla herkempi kuin sytologinen tutkimus. Tutkimuksen perusteella
NMP22-méaaritys on virtsan sytologisen tutkimuksen korvaajana hyddyllinen uroteeli-

sy6van seurannassa.

Miyoshi ym. (2001) tutkivat NMP22-proteiinin hyddyllisyytta virtsateiden valimuotoisen
epiteelin karsinooman havaitsemisessa verrattuna virtsan sytologiseen tutkimukseen.
227 eriasteisesta hematuriasta kérsivaa potilasta tutkittiin. Virtsan NMP22-proteiinin taso
oli huomattavasti korkeampi valimuotoisen epiteelin karsinoomasta karsivilla kuin muilla
potilailla. Huolimatta NMP22:n herkkyydesta valimuotoisen levyepiteelin karsinooman
havaitsemisessa, se ei kuitenkaan tutkimuksen perusteella ollut virtsan sytologista tutki-

musta parempi.

Muus Ubago ym. (2013) arvioivat tutkimuksessaan virtsan atyyppisen sytologian kehit-

tymista pahanlaatuiseksi. 11 vuoden aikana tunnistettiin 1320 atyyppista l6yddsta 851
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potilaan virtsanaytteista. Kaikki myohemmaét patologin lausunnot kaytiin 1api, jotta saatiin
tietdd, ketka potilaista saivat lopulta positiivisen sytologisen tai kirurgis-patologisen diag-
noosin. Kaikkiaan 4106 sytologista ja kirurgista naytetta kaytiin tutkimuksessa lapi. 11
vuoden aikana 16 299 virtsanaytteesta 1320 oli todettu atyyppisiksi. 1320 alkuperéisesta
atyyppisesta naytteestd 271 kehittyi parempaan suuntaan. Pahanlaatuiseksi kehitty-
neista tapauksista 118 oli korkeamman tason ja 92 matalamman tason uroteelikarsinoo-
mia. Tutkimuksen mukaan atyyppisista naytteista ylempien virtsateiden naytteissa ol
korkein riski kehittya korkean tason karsinoomaksi. Tutkimuksen perusteella timan nay-
teryhman atyyppisilla 16ydoksilla on enemman Kliinistd merkitysta ja lisaksi niita pitaisi

hoitaa tehokkaammin.
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS, TAVOITE JA
TEHTAVAT

Taman opinnaytetyodn tarkoituksena on laatia kuvallinen tydohje virtsan irtosolututkimuk-
sen Cyto-Tek-kasittelylle TYKS-Sapa-Patologian laboratorion sytologian osastolle, silla
ajankohtaista tyoohjetta naytteiden Cyto-Tek-kasittelylle ei ole.

Tyoohje laaditaan sen jalkeen, kun nykyiselld Cyto-Tek-tekniikalla valmistettuja naytteita
on verrattu eri laimennoksin tehtyjen verrokkinaytteiden Cyto-Tek-valmisteisiin. Tavoit-

teena on siis kehittaa ja parantaa TYKS-Sapa-Patologian nykyistd Cyto-Tek-tekniikkaa.

Tuotoksena syntyva tydohje on tulevaisuudessa hyddyksi tydntekijoiden perehdytysta ja
akkreditointia ajatellen. Tytohje helpottaa myds opiskelijoiden tydskentelya harjoittelu-
jaksojen aikana. Liséksi tydohje vaikuttaa positiivisesti Cyto-Tek-kasiteltdvien naytteiden

laatuun ja ehkaisee virheiden syntymista.
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4 OPINNAYTETYON KAYTANNON TOTEUTUS

4.1 OpinnaytetyOn toteutus

Taméan opinnaytetyon aihe saatiin TYKS-Sapa-Patologialta syksylla 2016. Tarkoituk-
sena on laatia TYKS-Sapa-Sytologian laboratoriolle kuvallinen ohjeistus naytteiden
Cyto-Tek-kasittelylle seka lisdksi pyrkia kehittama&an heidan nykyista tekniikkaansa nayt-
teiden Cyto-Tek-kasittelyn osalta. Suunnitelman valmistuttua joulukuussa 2016 haettiin
tutkimuslupaa Turun kliiniseltéd tutkimuskeskukselta (Turku CRC). Tutkimuslupa saatiin
tammikuussa 2017.

Kaytannon toteutus aloitettiin TYKS-Sapa-Sytologian laboratoriossa tammikuussa 2017.
Sailytettaviksi valituista virtsanaytteista valittiin yhteensa 30 naytettd, joita tAman opin-
naytetyon tekemisessa kaytettiin. Virtsanaytteita valittaessa kiinnitettiin huomiota nayt-
teen maaraan, variin ja sameuteen. Naytetta piti olla tarpeeksi jaljella, jotta siita pystyttiin
tekemaan kaksi pitoisuudeltaan erilaista laimennosta, joista tehtyja Cyto-Tek-valmisteita
verrattaisiin aikaisemmin TYKS-Sapa-Sytologian laboratoriossa nykytekniikalla tehtyihin
Cyto-Tek-valmisteisiin. Liséksi mukaan pyrittiin valitsemaan variltdan ja sameudeltaan
erilaisia naytteita. Osa naytteista oli kirkkaita, osa jonkin verran sameita ja sakkaisia ja
jotkut hyvin sameita. Valittujen virtsojen vari vaihteli haalean keltaisen, keltaisen, hieman
oranssin ja erittain punaisen valilla. Naytteiden vari ja sameusaste arvioitiin silmamaa-
raisesti. Taulukossa 1 on esitetty opinnaytetydssa kaytettyjen virtsojen vari, sameus ja

kaytetyt laimennokset.
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1 syvankeltainen, oranssisavy | samea 0,5ml+ 11,5 ml 1ml+211ml
2 vaaleankeltainen sameahko 0,5ml+11,5ml Imli+11ml
3 |&hes vériton hieman samea 0,5ml + 11,5 ml Iml+11ml
4 syvankeltainen sameahko 0,5ml+11,5ml 1ml+11ml
5 vaaleankeltainen kirkas 6 ml+6ml 9ml+3ml
6 punainen samea 0,5ml+11,5ml Imli+211ml
7 syvankeltainen, oranssisavy | samea 0,5ml+11,5ml 1ml+11ml
8 vaaleankellertava kirkas, hippuja 6 ml+6ml 9ml+3ml
9 vaaleankeltainen kirkas 6 ml+6ml 9ml+3ml
10 vaaleankeltainen kirkas 6ml+6ml 9ml+3ml
11 keltainen samea 0,5ml+11,5ml 1ml+11ml
12 hyvin vaaleankeltainen kirkas 6 ml+6ml 9ml+3ml
13 syvankeltainen sameahko 0,5ml + 11,5 ml 1ml+11ml
14 hieman oranssi samea 0,5ml+11,5ml Imi+11ml
15 lahes variton kirkas 6 ml+ 6 ml 9ml+3ml
16 vaaleankeltainen melko kirkas 6 ml+6ml 9ml+3ml
17 syvankeltainen kirkas 6 ml+6ml 9ml+3ml
18 vaaleahko keltainen kirkas 6ml+6ml 9ml+3ml
19 vaaleankeltainen kirkas 6 ml+6ml 9ml+3ml
20 punainen samea 0,5ml+11,5ml Imli+211ml
21 keltainen samea 0,5ml+11,5ml 1ml+ 11 ml
22 vaaleankeltainen kirkas 6ml+6ml 9ml+3ml
23 keltainen samea, hippuja 0,5ml+ 11,5 ml 1ml+11ml
24 syvankeltainen samea 0,5ml+115ml 1ml+11ml
25 vaaleankeltainen kirkas 6 ml+ 6 ml 9ml+3ml
26 hieman oranssi samea 0,5ml+11,5ml Imli+11ml
27 keltainen hieman sakkaa 0,5ml + 11,5 ml Iml+11ml
28 syvankeltainen sameahko 0,5ml+11,5ml 1ml+11ml
29 vaaleankeltainen sameahko, hiput 0,5ml + 11,5 ml 1ml+11ml
30 oranssinkeltainen samea 0,5ml+11,5ml iml+11ml

Naytteiden Cyto-Tek-kasittelyssa kaytettavat laimennokset suunniteltiin ennen kasittely-

jen aloittamista yhdesséa taman opinnéaytetydn ohjaajan kanssa. Kaytettavat laimennok-

set valittiin n&ytekohtaisesti arvioimalla naytteen sameutta. Naytteet jaettiin silmamaa-

raisesti arvioiden kirkkaisiin ja sameisiin. Jokaisesta naytteesta tehtiin kaksi laimennosta

Cyto-Tek-kasittelyd varten. Kaytettyjen kyvettien tilavuus oli 12 millilitraa. Kirkkaiden
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naytteiden kohdalla kaytettiin laimennoksina 6 millilitraa naytetta ja 6 millilitraa laimen-
nosliuoksena kaytettavaa natriumkloridia seka 9 millilitraa naytetta ja 3 millilitraa natrium-
kloridia. Sameat naytteet laimennettiin suhteissa 0,5 millilitraa naytetté ja 11,5 millilitraa
natriumkloridia seka 1 millilitra naytetta ja 11 millilitraa natriumkloridia. Kaytetty natrium-
kloridi oli pitoisuudeltaan 0,9 %. Virtsan ja natriumkloridin liséksi kyvetteihin lisattiin 0,5
millilitraa 50 % PEG-liuosta solujen kiinnittamiseksi lasille. Kyvettien tayton jalkeen nayt-
teitd pyoritettiin Cyto-Tek-sentrifugissa viisi minuuttia nopeudella 2000 rpm. Sentrifugoin-
nin jalkeen kyvetit tyhjennettiin ja purettiin. Naytelasien annettiin kuivua ja seuraavana
paivana ne varjattiin Papanicolaoun varjayksella varjaysautomaatilla seka paallystettiin

kasin.

Laimennoksilla tehtyjen naytelasien valmistuttua niita verrattiin kyseisten naytteiden al-
kuperaisiin laseihin, jotka oli tehty TYKS-Sapa-Sytologian laboratoriossa jo aikaisemmin
tamanhetkisté Cyto-Tek-tekniikkaa kayttaen. Alkuperaiset naytelasit oli tehty arvioimalla
tarvittavat naytemaarat silmamaaraisesti seka mahdollisesti sivelemalld paksuksi jaa-
neet naytteet sytosentrifugoinnin jalkeen kyvettien purkamisen yhteydessa. Jokaisesta
30:sta naytteesta tehtiin makroskooppinen eli silmamaardinen seka mikroskooppinen ar-
vio alkuperaisen lasin ja kahden eri laimennoksella tehdyn lasin valilla. Jokaisesta nayt-
teesta oli siis tehty kolme lasia, jolloin tarkasteltavia laseja oli yhteensa 90 kappaletta.
Makroskooppisessa arvioinnissa kiinnitettiin huomiota naytteen paksuuteen ja pysyvyy-
teen lasilla. Lasilla pysymisella tarkoitetaan tdssa opinnaytetydssa sita, oliko nayte lasilla
makroskooppisesti tarkasteltaessa esimerkiksi levinneen tai hajonneen nakoéinen vai
oliko nayte pysynyt hyvin koossa. Mikroskooppisessa arvioinnissa kiinnitettiin huomiota
naytteen paksuuteen ja solukkuuteen. Havainnot kirjattiin jokaisen naytelasin kohdalla
ylos sekd makroskooppisen ettéa mikroskooppisen arvioinnin osalta. Makroskooppisessa
ja mikroskooppisessa arvioinnissa katsottiin naytelasien yleista ulkonakoa eika pyritty
diagnostiseen esitarkastukseen, vaikka osa naytteiden alkuperéisista naytelaseista si-

salsikin renkaita, joissa esiintyi esimerkiksi atyyppisia soluja.

Kun kaikki kolme naytelasia oli kayty jokaisen kolmenkymmenen naytteen osalta l&pi,
laseista valittiin ne, jotka tarkasteltiin viela yhdessa ohjaajan kanssa. Talla tavoin pystyt-
tiin tydohjetta varten nakemaan, minkalaisia laimennetuilla naytteilla valmistetut lasit oli-
vat alkuperaisiin verrattuna. Kolmenkymmenen naytteen joukosta valittiin toiselle tarkas-
telukierrokselle kymmenen néytteen lasit eli yhteensa kolmekymmenté lasia. Toiselle
tarkastelukierrokselle valittiin naytteet ensimmaisen tarkastelukierroksen makroskoop-

pisten ja mikroskooppisten havaintojen perusteella. Valintaan vaikutti myds se, oliko
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naytteiden alkuperaisiin laseihin merkitty renkain atyyppisia soluja sisaltavia kohtia.
Osassa toiselle tarkastelukierrokselle valituista alkuperéisisté naytelaseista sisalsi ren-
kaita, osa taas ei.

Toisessa tarkastelussa kiinnitettiin rengastettujen lasien kohdalla huomiota yleisen ulko-
naon lisaksi myos siihen, olivatko atyyppiset solut laimennoksilla valmistetuissa laseissa
yhtd hyvin nahtavissa kuin alkuperéisissa naytelaseissa. Kaikista kymmenesta nayt-
teesta kaytiin siis toisen kerran mikroskoopilla lapi kaikki kolme lasia eli alkuperainen lasi
ja laimennoksilla valmistetut lasit. Toisen tarkastelun aikana laimennoslaseja verrattiin
jalleen alkuperdisiin laseihin ja talla tavalla tehtyjen havaintojen perusteella valittiin, mika
laseista oli laadultaan ja mikroskopoitavuudeltaan paras. Ensimmaisen ja toisen tarkas-
telukierroksen ndkemykset lasien laadusta ja mikroskopoitavuudesta olivat melko yhte-

nevia.

Tata opinnaytetyota varten tehtyjen Cyto-Tek-valmisteiden tarkastelun jalkeen keskus-
teltiin siit4, millaisia laimennoksia tulevassa tyoohjeessa kaytettaisiin. Kun laimennos-
suhteet oli paatetty, valittiin tdssé opinnaytetydssa kaytetyista virtsanaytteista kahdek-
san erityyppista virtsanaytettd, joista tehtiin Cyto-Tek-valmisteet testimielessa. Kolme

naytteista paatyi mikroskopoitavaksi, jolloin arvioitiin naiden naytteiden laatua.

Virtsanaytteista tehtyjen lasien vertailun jalkeen pohdittin Cyto-Tek-naytteiden valmis-
tusta varten tehtavan kuvallisen ty6ohjeen toteuttamista. Ty6ohjeen toteuttamisen suh-
teen pohdittiin tybohjeen sisédltoa ja rakennetta seka sitd, millaisia laimennoksia tyéoh-
jeessa neuvottaisiin kayttamaan sameudeltaan ja paksuudeltaan erilaisten naytteiden
kohdalla. Tamén jalkeen tydohjetta alettiin tydstaa kirjoittamalla ensin tydohjeesta raa-
kaversio, joka kirjoitettiin laboratoriosta I6ytyneen vanhan ohjeen pohjalta muokkaamalla
ja paivittdmalla ohjeen siséaltd. Tybohjeen raakaversio annettiin TYKS-Sapa-Sytologian
laboratorion tyontekijoille luettavaksi muokkausehdotusten varalta, mink& jalkeen tyooh-
jeen tekstiosuutta korjailtiin ehdotusten pohjalta. Tyoohjeen tekstiosuuden korjausten jal-
keen ohjeeseen lisattiin Cyto-Tek-valmisteiden tekoprosessiin liittyvat valokuvat, jotka
otettiin TYKS-Sapa-Sytologian laboratoriossa. Kuvat otettiin alypuhelimen kameralla,
jonka kuvien laatu oli todettu riittdvaksi taman opinnaytetyon ohjaajan kanssa aikaisem-
min otettujen testikuvien perusteella. Tydohjeen valmistumisen jalkeen se annettiin viela

TYKS-Sapa-Sytologian laboratorioon luettavaksi mahdollisten lisakorjausten varalta.
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4.2 Opinnaytetydn metodologiset lahtékohdat

Toiminnallisessa opinndytetydssa voidaan tuottaa esimerkiksi jonkinlainen ohje tai oh-
jeistus tai toteuttaa jonkinlainen tapahtuma (Vilkka & Airaksinen 2003). Toimintatutki-
muksessa tahdataan ratkomaan jonkin toiminnallisen yhteisén ongelmia ja pyritddn muu-
tokseen. Toimintatutkimus on siis tutkimuksellinen lahestymistapa, jossa ongelmien rat-
kaisemiseen pyritaan teoreettista ja kaytannon kokemuksista saatua tietoa yhdistele-
malla. (Lauri 1997.)

Tama opinnaytety6 on toiminnallinen opinnaytetyd, silla tarkoituksena on luoda kuvalli-
nen tydohje TYKS-Sapa-Sytologian laboratoriolle naytteiden CytoTek-kasittelya varten.
Tassa opinnaytetydssa myos selvitetddn, voisiko TYKS-Sapa-Sytologian laboratorion
nykyista CytoTek-tekniikkaa kehittda ja parantaa. Opinnaytetytssa yhdistyvat seka teo-
reettinen ettd kaytdnnon kautta saatu tieto. Lisaksi tAman opinndytetyon toimeksianta-
jana toimii TYKS-Sapa-Patologia.

4.3 OpinnaytetyOn eettiset l1ahtokohdat

Hyvan tieteellisen kaytanndn noudattaminen on edellytys tutkimuksen eettiselle hyvak-
syttdvyydelle seka uskottavuudelle ja luotettavuudelle. Hyvin tehdyt tutkimukset ovat
yleensa myds eettisesti kestavia. (Launis 2007.) Avoin julkinen keskustelu on oleellinen
osa eettisesti kestavan toiminnan muotoutumisessa ja yllapitamisessa (Juujarvi ym.
2007). Tarkkuus ja rehellisyys ovat osa hyvaa tieteellistd kaytantéa (Tutkimuseettinen
neuvottelukunta 2012). Hyvaan tieteelliseen kaytantdéon kuuluu myoés muiden tuottaman
tekstin omana esittdmisen eli plagioinnin valttdminen. Tuloksia ei pida sepittaa eika yleis-
taéd ja raportointi tulee suorittaa yksityiskohtaisesti. (Hirsjarvi ym. 2008.) Muitakin laimin-
lyontejd, kuten havaintojen vaaristelya tai luvatonta lainaamista, pitdd valttaa. (Leino-
Kilpi & Valiméki 2014). Tassa opinnaytetydssa noudatetaan hyvaa tieteellista kaytantdoa

edell& mainittujen seikkojen mukaisesti.

Talle opinnaytetydlle hankittiin asianmukaiset ja tarvittavat tutkimusluvat joulukuussa
2016. Taman opinnaytetydn aihe on tarked TYKS-Sapa-Patologian laboratoriolle, silla
kyseisella laboratoriolla ei ole ajankohtaista ohjeistusta naytteiden Cyto-Tek-k&sittelya
varten. Uudessa Medisiina D:ssa ty6pisteen tydntekijoiden vaihtuvuus voi olla suurta,

mink& vuoksi konkreettinen ohjeistus on tarpeellinen. Ohjeistus on myds hyodyllinen
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tyontekijoiden perehdytysta ajatellen. Tamén opinnaytetyon avulla myos kehitetdan ja
parannetaan TYKS-Sapa-Patologian Cyto-Tek-menetelmaa, jolloin naytteistéd saadaan
vielakin laadukkaampia. Potilastietoja ei tdssa opinnaytetydssa hyddynneta millaén ta-
valla, vaikka ohjeistuksen laatimisessa kaytetaankin oikeita virtsanaytteita. Potilaiden
anonymiteettia siis kunnioitetaan. Kaytettavat virtsanaytteet on jo aiemmin analysoitu ja
tulokset on vastattu. Naytteet ovat siis menossa jo havitykseen.
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5 TULOKSET JA TUOTOS

Tassa opinnaytetydssa 30:sta erilaisesta virtsandytteesta tehtiin kahdella erilaisella lai-
mennoksella Cyto-Tek-valmisteet. Kaytettavat laimennossuhteet riippuivat ndytteen sa-
meusasteesta. Naytelasien valmistuttua laimennoksilla tehtyja laseja verrattiin alkupe-
raisiin eli TYKS-Sapa-Sytologian laboratorion tdménhetkiselld menetelmalla tehtyihin la-

seihin.

Naytteet olivat valmiilla lasilla melko vaihtelevia makroskooppisesti ja mikroskooppisesti
tarkasteltaessa. Jotkin naytteet olivat lasilla kummassakin laimennoksessa erittain pak-
suja seka mikroskooppisesti ettd makroskooppisesti, minka takia kyseisten naytteiden
solukuvan arviointi olisi hyvin haastavaa. Laimennosten paksuus verrattuna alkuperaisiin
naytelaseihin saattoi selittya silla, etta alkuperaisia laseja tehdessé naytetta laitettiin ky-
vettiin vAhemman kuin laimennoksissa. Lisaksi asiaan saattoi vaikuttaa se, etta alkupe-
raisella tekniikalla valmistetuissa naytelaseissa paksuksi jadneet naytteet siveltiin kyvet-
tien purkamisen yhteydesséa. Joidenkin naytteiden kohdalla laimennokset olivat jaaneet
hyvin niukkasoluisiksi, mika sekin tekee solukuvan arvioinnista lahes mahdotonta. Joi-
denkin naytteiden kohdalla laimennokset olivat naytelaseilla joko ohuempia tai paksum-
pia kuin alkuperaiset valmisteet. Jotkin naytteet olivat rajatapauksia, joissa alkuperaisen

naytelasin ja laimennoksilla valmistettujen lasien solukkuudessa ei ollut juurikaan eroa.

Toisella tarkastelukerralla arvioiduista 10 naytteen laseista kaikkein parhaimmiksi vali-
koituneet olivat joko alkuperéisia laseja tai laimennossuhteilla 1 millilitra naytetta ja 11
millilitraa natriumkloridia tai 9 millilitraa naytetta ja 3 millilitraa natriumkloridia valmistet-
tuja naytelaseja. Vain yhden toiseen kertaan tarkastellun naytteen kohdalla parhaaksi
lasiksi osoittautui joko alkuperéinen tai 6 millilitraa naytetta ja 6 millilitraa natriumkloridia

sisaltdva laimennos.

Virtsanaytteistd valmistettujen naytelasien tarkastelun, vertailun ja arvioinnin jalkeen
pohdittiin, minkélaisia laimennossuhteita tytohjeessa kaytettaisiin. Lopulta paadyttiin sii-
hen, ettd tydohjeessa ei kaytettaisi sellaisenaan mitdan niista laimennoksista, joilla Cyto-
Tek-valmisteet tehtiin, vaan niiden pohjalta luotiin uudet laimennossuhteet sameudel-
taan ja paksuudeltaan erilaisille naytteille. Opinnaytetydprosessin aikana tehdyt Cyto-
Tek-valmisteet toimivat siis suuntaa-antavina. Lisaksi naytteet paatettin jakaa sa-

meudeltaan ja paksuudeltaan kolmeen tyyppiin eli kirkkaisiin, hieman paksuihin tai sak-
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kaisiin seké& erittéain paksuihin tai sakkaisiin sen sijaan, ettéa naytteet jaettaisiin laimen-
nostarpeen mukaan vain kirkkaisiin tai sameisiin. Uudessa tyoohjeessa kaytettavat lai-
mennokset kaytettaessa 12 millilitran naytekyvettia nakyvat taulukossa 2.

Taulukko 2. Cyto-Tek-tydohjeessa kaytettavat PEG-, nayte- ja natriumkloridimaarat kay-
tettdessa 12 millilitran naytekyvettia.

Kirkas nayte 1 ml PEG + 11 ml naytetta
Hieman paksu tai sakkainen nayte 1 ml PEG + 6 ml naytettéa + 5 ml NaCl
Erittain paksu tai sakkainen nayte 1 ml PEG + 1 ml naytetta + 10 ml NacCl

PEG-liuoksen maaraa nostettiin 0,5 millilitrasta 1 millilitraan ja maaré lasketaan mukaan
kyvettiin laitettavan materiaalin tilavuuteen. Kirkkaiden naytteiden kohdalla ajatuksesta
laimentaa paéatettiin luopua kokonaan ja paksumpien naytteiden kohdalla paadyttiin kah-
teen erilaiseen laimennosvaihtoehtoon naytteen paksuusasteesta riippuen. Kirkkaat
naytteet saattaisivat laimennettuina jaada liian vahasoluisiksi, jotta niité voisi mikrosko-
poida. Paksut naytteet taas ovat lasilla aivan lilan paksuja ja mahdottomia tulkita mikro-
skooppisesti, jos niita ei laimennettaisi. Naytteen, natriumkloridin ja PEG-liuoksen maa-
ria pohdittaessa mietittiin myos sita, millaiset maaréat olisi helppo ja nopea pipetoida. Li-
saksi pyrittiin sellaisiin pipetoitaviin maariin, joista olisi helppoa suorittaa suhdelaskutoi-

mitukset, mikali kaytettaisiin jotakin toista kyvettikokoa 12 millilitran kyvetin sijaan.

Lopulliselle ty6ohjeelle tuli pituutta nelja sivua. Tybohjeeseen eriteltin omien alaotsi-
koidensa alle menetelméan periaate, naytteen laatu, tydn suoritus, tulos ja sen tulkinta,
virhelahteet, laitteet ja valineet, reagenssit ja varotoimenpiteet. Kuvia tydohjeeseen lisat-
tiin yhteenséa 10 kappaletta, ja ne laitettiin tydohjeeseen tekstin lomaan sopiviin kohtiin.
Tyoohjetta varten otettiin kuvia Cyto-Tek-valmisteiden tydvaiheista. Kuvien kokoon ja
yleiseen laatuun ja selkeyteen pyrittiin kiinnittdm&an mahdollisimman tarkasti huomiota,
jotta kuvamateriaali palvelisi tyéohjeen kayttajaa. Myos tydohjeen tekstiosioihin kiinnitet-
tiin huomiota niin sisallén oikeellisuuden kuin kielellisen selkeydenkin osalta. TYKS-
Sapa-Sytologian tyontekijat kavivat tydohjeen lapi sen kirjoittamisen aikana seka lopuksi,
jotta siita tulisi oikeanlainen. Kuvien laatua testattiin etukateen ottamalla muutamia kuvia

ennen kuin varsinaiset tydohjeen kuvat otettiin ja liitettiin ohjeeseen.
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6 POHDINTA

Taméan opinnaytetyon tarkoituksena oli laatia kuvallinen ty6ohje TYKS-Sapa-Patologian
sytologian laboratoriolle sytologisten naytteiden Cyto-Tek-kasittelyd varten. Samalla ke-
hitettiin kyseisen laboratorion Cyto-Tek-kasittelyn menetelm&é. TYKS-Sapa-Sytologian
laboratoriossa ei nimittain ollut kaytdssé ajantasaista kirjallista ja kuvallista tydohjetta
Cyto-Tek-kasittelyyn. Lisaksi naytteen sekd mahdollisen laimennosliuoksena toimivan
natriumkloridin maéarat suhteessa toisiinsa arvioitiin ja mitattiin aina silmamaaraisesti ja
paksuiksi jaaneet naytteet siveltiin sytosentrifugoinnin jalkeen kyvettien purkamisen yh-
teydessa. Uusi tydohje helpottaa kaytannon tydskentelya ja auttaa uusien tydntekijoiden
perehdytyksessa. Myds harjoittelujaksolle tulevat opiskelijat hydtyvét kuvallisesta tyéoh-
jeesta. Tarkkojen pipetoitavien maarien kayttamisella voidaan vaikuttaa positiivisesti

naytelasien laatuun ja tarkkuus on eduksi myo6s akkreditointia ajatellen.

Tassa opinnaytetydssa paadyttiin kayttdmaan pelkastaan virtsanaytteita, vaikka muista-
kin naytelajeista voidaan tehda sytologinen irtosoluvalmiste. Sytologinen tutkimus on
keskeisessa asemassa virtsatiekasvainten diagnostiikassa, kuten esimerkiksi Muus
Ubagon ym. tutkimuksesta (2013) voidaan paatella. Miyanaga ym. (1997) ja Miyoshi ym.
(2001) tutkivat mydés NMP22-proteiinia virtsateiden syoévan diagnostiikassa verrattuna
sytologiaan, mutta herkkyydestaan huolimatta se ei kuitenkaan valttamatta pysty korvaa-

maan virtsan sytologista tutkimusta virtsatiesytpien havaitsemisessa.

Jo tdman opinnaytetydn suunnitteluvaiheessa pyrittiin etsimaan ja loytamaan mahdolli-
simman monenlaisia ja monipuolisia lahteita. Tutkimusluvan saamisen jalkeen alkaneen
varsinaisen kaytannon tutkimus- ja kirjoitusprosessin aikana lahteita etsittiin viela lisaa,
jotta lahdemateriaalia olisi mahdollisimman paljon ja monipuolisesti. Myds lahteiden luo-
tettavuuteen ja tuoreuteen kiinnitettiin huomiota. Tésta huolimatta osa lahteista on melko
vanhoja, mik& saattaa vaikuttaa luotettavuuteen hieman heikentavasti. Toisaalta van-
hempia lahteita pyrittin hyddyntdmé&an vain sellaisen tiedon osalta, joka on paikkansa
pitdvaa vield nykyaankin. Aiheesta |0ytyi melko runsaasti kirjallisuutta, josta suuri osa oli
suomenkielista. Tasta huolimatta myos englanninkielista lahdekirjallisuutta hyddynnettiin
tassé opinnaytetydssa. Englanninkielisen materiaalin kaantaminen oli ajoittain hankalaa
erilaisten termien vuoksi. Lisaksi oli haastavaa saada kaannetty materiaali suomennet-

tua jarkevaan muotoon. Kirjallisuuden lisdksi tdssa opinnaytetytssa kaytettiin lahteena
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my0s joitakin internetlahteitd, joiden kohdalla myo6s pyrittiin kiinnittdmaan huomiota nii-

den luotettavuuteen.

Myds kaytannon tutkimusvaiheessa oli tekijéita, jotka vaikuttavat tdman opinnaytetyén
luotettavuuteen. Tallaisia tekijdita saattavat olla esimerkiksi tAman opinnaytetydn tekijan
melko vahainen pipetointi- ja mikroskopointikokemus. Naytetyypin rajaaminen virtsa-
naytteisiin esti tAman opinnaytetyon liiallisen laajenemisen, mutta useampien naytetyyp-
pien kayttaminen olisi saattanut tuoda liséé tietoa laimennosten sopivuudesta eri nayt-
teiden kohdalla. Muita laatuun vaikuttavia tekijoité olivat esimerkiksi oikeanlainen nayt-
teenottotapa seka naytteen oikea sailytys ja kasittely. Tata opinnaytetyota varten pyrittiin
valitsemaan mahdollisimman erilaisia virtsanaytteitd, mika vaikuttaa luotettavuuteen po-

sitiivisesti.

Tuotoksena syntynyt tydohje onnistui hyvin. Siitd tuli selkeé ja tiivis kokonaisuus, joka on
hyddyksi seka tyontekijoille ettd harjoitteluun tuleville opiskelijoille. Ty6ohjeen kuvat oli-
vat selkeitd ja sopivan kokoisia, ja ne auttavat hahmottamaan ty6ohjeen tekstiosuutta.
Tydohje ei laajentunut sisallollisesti liikaa eika siité tullut liian pitka. Mikali tydohje otetaan
TYKS-Sapa-Patologian laboratoriossa rutiinikayttoon, laatuvastaava tarkastaa sen.

Tassa opinnaytetydssa kaytettiin potilailta saatuja virtsanaytteitd, joiden tulokset oli jo
vastattu. Eettisestad puolesta huolehdittiin siten, ettei tdssd opinnaytetydssa kaytettyja
virtsanaytteita pysty yhdistamaan potilaisiin esimerkiksi tulosten perusteella. Potilaiden
henkilttietoja ei siis hyddynnetty milla&n tavalla. Taman opinnaytetyon toteutuksessa
noudatettiin tarkkuutta ja huolellisuutta ja tulokset raportoidaan vaaristelematta ja avoi-

mesti.

Taman opinnaytetyon aihe oli hyvin mielenkiintoinen ja sopivan haastava. Sopivan haas-
tavuustason ja aiheen kiinnostavuuden takia motivaatiota tamén opinnaytetytn tekemi-
seen loytyi. Aikaisemmin hankituista sytologian tiedoista ja taidoista oli paljon hyotya ta-
man opinnaytetyon tekemisessa, minka takia taman opinnaytetyon tekija koko itsenaisen
laboratoriotydskentelyn esimerkiksi sytosentrifugin kayttdmisen osalta melko sujuvaksi.
Kuitenkin taman opinnaytetyon tekeminen opetti tekijddnsa hyvin paljon seka teoreetti-
sella etta kaytannon tyoskentelyn tasolla. Teoriaosuuden tydstdminen opetti erittain pal-
jon varsinkin virtsateiden rakenteesta ja erilaisten solujen esiintyvyyden merkityksesta.
Kaytannon tydskentely laboratoriossa vahvisti tarkan ja huolellisen tydskentelyn ja vas-

tuun merkitysta seké antoi itseluottamusta itsenéiseen tytskentelyyn.
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Jatkotutkimusaiheita voisivat olla esimerkiksi tuotoksena syntyneen tydohjeen testaami-
nen kaytannodssa ja erilaisilla naytteilla. Tassa opinnaytetydsséa kaytettiin tutkimusvai-
heessa pelkkid virtsanaytteitd, joten olisi mielenkiintoista nahda, miten laaditut laimen-
nossuhteet toimisivat muiden naytteiden kohdalla. Tybohjeen k&ytannon testaamisessa
voisi esimerkiksi hyddyntaa kyselytutkimusta.
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