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Taman tuotteellisen opinnaytetydn tuotoksena syntyi tdydennetty histologian varjaysohje-
kansio Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin patologian laboratorioon Kemiin. Varjaysohjekansio
sisaltda 29 histologian varjayksen tydohjetta, seka niiden tulokset, periaatteet ja indikaati-
ot. Alkuperaisessa ohjekansiossa ei ollut lainkaan kuvia varjayksista ja kayttéturvallisuus-
tiedot olivat saatavilla EcoOnline kemikaalidokumentaation hallintajarjestelmasta, ja osa
tulosteina erillisessa kansiossa useamman sivun dokumentteina.

Taydennys on tarpeellinen, jotta patologian laboratorion tydntekijéilla on helppo hahmottaa
varjayksen onnistuminen ja nain patologeille paatyy laadukkaita kudosvarjayksia lausutta-
vaksi. Tassa opinnaytetydssa kansiota tdydennettiin 21 onnistuneen kudosvarjayksen ku-
villa. Tyd rajattiin tydelaman toiveesta 21 varjaykseen, silla osa varjayksistd on harvoin
kaytdssa tai paljon aikaa vievia. Seka jokaisen varjayksen yhteyteen liitettiin tiivistetty rea-
genssien kayttdturvallisuustieto, silld kemikaalien kasittelyyn ja havittdmiseen liittyvat sei-
kat on hyva olla helposti saatavilla ja nopeasti omaksuttavissa.

Opinnaytetydta varten tehtiin kirjallisuuskatsaus kansioon kuvattavista varjayksista, seka
kuvaus hyvan varjaysohjeen ominaisuuksista. Tyon kaytanndon toteutuksessa leikattiin mik-
rotomilla kudosleikkeet, jotka varjattiin ja kuvattiin kansioon liitettavaksi. Taman lisdksi var-
jaysohjekansion muotoilua yhtenaistettiin.

Taydennetty varjaysohjekansio on ulkoasultaan yhtenainen ja sisaltda kuvat, joiden avulla
voidaan arvioida varjaysten lopputulosten onnistumista. Tydohje- ja kayttdéturvallisuussivu
voidaan pitdd mukana varjayksiad tehdessa ja kemikaalien kasittely ja havitysohjeet ndh-
daan siitd helposti. Taydennetty varjaysohjekansio jaa Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin pa-
tologian laboratorion kayttéon. Tarvittaessa kuvien vapauttamista laajempaan kayttéon
voidaan harkita, esimerkiksi muihin tyéohjeisiin ja oppimateriaaleihin. Raporttiin koottua
teoriatietoa voivat hyddyntaa esimerkiksi bioanalyytikko-opiskelijat tutustuessaan histolo-
gian erikoisvarjayksiin.

Avainsanat histologia, kudosvarjaykset, erikoisvarjaykset, tydohje
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This thesis is a product creational project, which produced an improved histological stain-
ing instructions folder for the pathology laboratory of the Lansi-Pohja health care district,
located in Kemi. The instructions folder contains instructions for 29 histological stains and
their results, principles and indications. In the original folder, there were no pictures and
the safety data was only available in the EcoOnline chemical documentation management
system and in some cases as multi-page printouts in a separate folder.

The complemented folder is necessary, so that the staff of the pathology laboratory can
more easily identify if the staining results are successful or not, which ensures that the
pathologists get good quality stains to examine. In this thesis, the folder was complement-
ed with images of 21 successful tissue stains. The number of stains was limited to 21, as
requested by the laboratory staff, because some of the stains are rarely used and very
time consuming. Operational safety data sheets were also added for each stain, because
information on the safe use and disposal of the needed chemicals should be easily acces-
sible and quickly graspable.

For this thesis, a literary review was conducted on the stains photographed for the folder.
Also a description of good staining instructions was added. In the practical part of the pro-
ject, tissue slides were cut with a microtome, dyed, and photographed to be added in the
folder. In addition, the individual instructions were formatted to be uniform throughout the
folder

The improved staining instructions folder is more uniform in its layout and includes images
that can be used in evaluating the successfulness of the staining results. The safety data
sheets are easy to carry along while one is performing the staining procedures, and infor-
mation on the use and disposal of the chemicals is easily observable. The improved folder
will remain in the use of the pathology laboratory of the Lansi-Pohja health care district.
The images can be freed for wider use, for example other work instructions or as study
material. The compiled theoretical information on the different histological stains can be
used, for exampled, by biomedical laboratory science students as a resource in their stud-
ies.

Keywords histology, tissue stains, special stains, work instructions
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1 Johdanto

Histologia tieteenalana tutkii solujen ja kudosten mikroskooppisia rakenteita. Tall6in
tiettyjd solun ulkoisia ja sisaisia rakenteita visualisoidaan mikroskooppisella tasolla
kayttden apuna vareja, jotka reagoivat tiettyjen kudoskomponenttien kanssa. Histologi-
sia varjayksia kaytetdan runsaasti patologiassa, koska ne ovat suhteellisen halpoja ja
helposti toteutettavia. Niiden avulla voidaan tunnistaa useita eri solutyyppeja, ja ne
tuottavat korvaamatonta tietoa solurakenteista, kudosten morfologiasta ja tiettyihin sai-
rauksiin liittyvista rakenteellisista muutoksista. (Veuthey — Herrera — Dodero 2014:91-
92))

Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin (LPSHP) patologian laboratorio toimii Lansi-Pohjan
keskussairaalan tiloissa, ja siella tutkitaan patologian alan naytteitad niin sairaalan, kuin
myo6s sairaanhoitopiirin muiden yksikoiden tarpeisiin. Nain se on mukana potilaan hoi-
dossa, taudin maarittelyssa seka hoidon seurannassa. (Patologian yksikkd 2017.) Ta-
man opinnaytetydn tarkoituksena on tdydentaa patologian laboratoriossa kaytdssa ole-
vaa histologian varjdysohjekansiota. Kansio sisaltda erikoisvarjdysten ohjeet ja periaat-
teet. Kansioon lisatadan kayttéturvallisuustiedotteiden paakohtia ja liitetddn onnistuneis-
ta erikoisvarjayksista kuvat. Taydennys tehdaan, jotta patologian laboratorion tyénteki-
j6illa, téihin tulevilla uusilla tyontekijéilla ja opiskelijoilla olisi helpompi hahmottaa, ovat-
ko varjaykset onnistuneita. Nain myos patologeille paatyy lausuttavaksi laadukkaita
kudosvarjayksia. Lisaksi tdydennys auttaa ottamaan huomioon kemikaalien kasittelyyn
ja havittamiseen liittyvia seikkoja, sillda ne ovat helposti nahtavilla varjaysohjeen yhtey-
dessa. Nain saastetdan aikaa, kun ei tarvitse etsida reagenssien oikeita kasittely- tai

havittdmisohjeita muualta.

Varjaysohjekansion lisaksi on laadittu myds tdma opinnaytetydnraportti. Raportti sisal-
tda patologian prosessin kuvauksen, sekd ohjekansioon kuvatuista erikoisvarjayksista
teoriatietoa. Tama osio on mukana siksi, ettd saadaan selked kuva varjattavien varja-
ysten periaatteesta ja indikaatiosta. Raportissa ei késitelld varjayksia sen laajemmin,
koska niitd on useita, ja kattavampi kuvaus kasvattaisi tydn maaraa suhteettomasti.
Varjaysten lisdksi kdydaan lapi patologian laboratoriossa tarvittavien varjaysreagenssi-
en kayttéturvallisuutta ja otetaan selvaa, millainen on toimiva tyéohje patologian labora-
torion kayttdéon. Lopuksi kerrotaan, miten opinnaytetyd on edennyt suunnitteluvaiheesta
toteutukseen ja valmiiseen tydhdn ja pohditaan tydn jatkokayttoa.
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2 Opinnaytetyon tarkoitus ja tavoitteet

Tama opinnaytetydn tarkoituksena on taydentaa Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin pato-
logian laboratorion histologian varjaysohjekansiota. Patologian laboratorion histologian
varjaysohjekansion taydennys on tarkea, sillda aiempi ohjekansio on puutteellinen kuvi-
en osalta. Tassa ty0ssa varjaysohjeita ei ole tarkoitus muuttaa, mutta ohjeisiin toivottiin
lisattavaksi kuvia onnistuneista varjayksista. Lisaksi jokaiseen ohjeeseen on tarkoitus
liittda kayttoturvallisuustiedotteista tydskentelyn kannalta olennaisimpia asioita ja kemi-
kaalien havitysohjeita. Taman tyyppinen ohjeiden tdydennys on tarpeen, jotta laborato-
rioon toihin tulevat uudet tyontekijat seka opiskelijat voivat ndhda heti varjaysohjetta
lukiessaan, miltd varjayksen kuuluu nayttda valmiina ja onnistuessaan, silla kaikkien
varjaysten lopputulokset eivat ole itsestdan selvid patologian laboratoriossa ensim-
maista kertaa tyoskenteleville ja ty6td opiskeleville bioanalyytikoille. Lisaksi jokaisen
varjaysohjeen yhteydessd tydturvallisuuteen vaikuttavat kemikaalien ka&sittelyohjeet
ovat helpommin |6ydettavissa, jotta suojautuminen oikealla tavalla tapahtuisi varmem-
min. Mydés se, ettd reagenssien havittdmisohjeet ovat varjaysohjeiden kanssa samassa
paikassa, helpottaa niiden noudattamista ja sdastaa aikaa, kun niita ei tarvitse erikseen

etsia.

Patologian laboratorion henkildkunnan lisdksi tama tyé on hyédyksi myds minulle, silla
paasen syventamaan tietojani histologisista erikoisvarjayksista teoriassa ja kaytannds-
sd. Paasen myds tutustumaan reagenssien turvalliseen kasittelyyn tarkemmin, josta on
varmasti hyétyd myds mydhemmin. Tydsta on hydétyd myds muille opiskelijoille ja jo
valmistuneille bioanalyytikoille, jotka tarvitsevat koottua suomenkielista tietoa eri histo-

logisista varjayksista.

3 Histologinen prosessi patologian laboratoriossa

Patologian laboratorioon saapuneen naytteen kasittely kestaa vahintdan 3 vuorokautta,
jonka jalkeen patologi vield arvioi sen. Taman jalkeen pyydetaan tarvittaessa viela lisa-
tutkimuksia, joten vastaus valmistuu useimmiten aikaisintaan viikon kuluttua. (Makinen
2012:1127-1128.)

Naytteen kasittely patologian laboratoriossa alkaa, kun lahete ja formaliinifiksoitu tai
tuore nayte saapuvat laboratorioon. Aluksi tarkistetaan tdsmaavatkd lahetteen ja nay-
teastian tiedot. Sen jalkeen nayte kirjataan tietojarjestelmaan, jolloin sille annetaan
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laboratorion oman kaytadnteen mukainen tutkimusnumero, jolla juuri kyseinen nayte
voidaan mybéhemmin tunnistaa. Naytenumero kertoo yleensa, minka tyyppinen nayte
on kyseessa, naytteenottovuoden, seka jarjestysnumeron. Naytteen taytyy olla fiksatii-

vissa yon yli ennen jatkokasittelyd. (Séderstrém 2015:19).

Taman jalkeen pienet naytteet laitetaan kokonaisina numeroituihin naytekasetteihin
(Soéderstrom 2015:19). Suuremmat kudosnaytteet kayntiin panee patologi, jolloin nayt-
teestad otetaan tarvittava maara edustavia paloja naytekasetteihin. Samalla nayte myds
piirretdan tai kuvataan, jotta myéhemmin voidaan ndhda, miten nayte on orientoitunut.
Kun esikasittely on tehty, naytteet siirretdan kudoskuljettimeen, jossa kudoksista pois-
tetaan vesi ja ne uutetaan parafiiniin, jolloin nayte saadaan sailymaan. Lisaksi parafiini
jahmettyy ja kovettaa kudoksen rakenteen niin, ettd siitd on helpompi leikata ohuita
leikkeita. (Makinen 2012:1127-1128.)

Ennen leikkeiden leikkaamista kudokset viela valetaan parafiiniin, jonka jalkeen tasta
blokissa olevasta kudospalasta leikataan mikrotomilla n. 5 um:n paksuisia leikkeita,
jotka kiinnitetdan naytelasille. Leikkausvaihe on tarked, silld se on perusta histologisen
varjayksen laadulle. Onnistunut leike on ohut, tasainen ja rypytén. Ennen leikkeen var-
jaamista poistetaan tukiaineena toiminut parafiini. (Naukkarinen 2000:153-158.) Varja-
yksen jalkeen naytteesta poistetaan vesi nousevan alkoholisarjan avulla (Varjdysmene-
telmat, fargningsmetoder, staining 2006). Nayte kirkastetaan xyleenissa ja peitataan
peitinlasilla tai kalvolla (Kiernan 2010:36; Varjaysmenetelmat, fargningsmetoder, stai-
ning 2006). Ennen naytelasien jakamista patologeille bioanalyytikko tarkistaa, etta leike

ja varjays ovat onnistuneet (Schroderus — Tiilikainen 2013:15).

Lausunnon antaa patologian erikoislaakari tutkittuaan valmiit histologiset naytelasit
(Terveyskeskuksen gastroskopianaytteiden histologinen tutkimus, 5 tai useampia nayt-
teitd 2016). Patologin harkinnan mukaan voidaan kayttda apuna myds histokemiallisia
tai immunohistokemiallisia menetelmia (Yleisohje (Histologiset naytteet) 2012). Nayt-
teiden tarkastelun lisdksi han perehtyy esitietoihin (Terveyskeskuksen gastroskopia-
naytteiden histologinen tutkimus, 5 tai useampia naytteitd 2016). Naytteiden tulkinta
perustuu makroskooppisiin, seka histologisiin arvioihin (Yleisohje (Histologiset naytteet)
2012). Tulkinta on aina subjektiivista ja se tehdaan tunnistamalla tiettyja kuvioita (Floyd
2013:539).
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4 Histologiset varjaykset

Histologisia varjdysmenetelmia voidaan kayttda apuna monien sairauksien tunnistami-
sessa. Leikkeet ovat yleensa varittdbmia sen jalkeen, kun ne ovat leikattu ja kiinnitetty
naytelasille. Jotta leikkeitd voidaan mikroskoopissa tarkastella, pitdd ne viela varjata
niin, ettd pystytdan nakemaan solukon eri osia eri varisind. (Varjaysmenetelmat, farg-
ningsmetoder, staining 2006.) Histologiset varjaykset ovat yleensa vesiliukoisia, joten
ennen varsinaisen varjaysprosessin aloittamista tulee lasille kiinnitetyistd leikkeista
poistaa tukiaine parafiini, joka on veteen liukenematonta. Tama on valttamatonta, jotta
varit pystyvat sitoutumaan leikkeeseen. Samalla kudoskuljetuksessa poistettu vesi pa-
lautetaan takaisin leikkeisiin. (Naukkarinen 2000:153-158.)

Histologisissa varjayksissa voidaan kayttaa kahta erilaista varjaysmenetelmaa, prog-
ressiivista ja regressiivista. Progressiivisessa kudoksen annetaan olla variliuoksessa,
kunnes saavutetaan haluttu varikyllaisyys. Regressiivisessa varjayksessa taas anne-
taan kudoksen ensin varjaytya intensiivisemmaksi kuin haluttu lopputulos. (Veuthey
ym. 2014:97.) Ylima&arainen vari poistetaan emaksisesta varistd hapolla, ja happamas-
ta varista taas emaksella (Varjdysmenetelmat, Fargningsmetoder, staining 2006). Tata
ylimaaraisen varin poistamista kutsutaan differentaatioksi, eli diffaukseksi (Naukkarinen
2000:154). Varjaaminen voidaan tehda lisaamalla tiettyja rakenteita varjaavia variainei-

ta, joko yhta aikaa tai perdkkain yksi kerrallaan (Veuthey ym. 2014:92).

Eri laboratorioiden kayttamat perusvarjaykset ovat usein kiinni paikallisista kaytanteis-
ta, eli siita, mitéd varjayksia on totuttu kayttdmaan. Suuri osa suomalaisista laboratori-
oista kayttdd nykyaan hematoksyliini-eosiinivarjaysta. (Makinen 2012:1129.) Sen lisak-
si voidaan kayttda erikoisvarjayksia. Erikoisvarjaysten valintaan vaikuttavat useissa
tapauksissa potilaan esitiedot tai naytteen materiaali. Joissakin tapauksissa lisavarja-
yksen tarve maaraytyy HE-varjayksen morfologian perusteella. (Floyd 2010:40.) Niiden
avulla voidaan varmistua perusvarjayksessa esiin tulleesta 16ydoksesta tai voidaan
nahda sellaisia kudoskomponentteja, joita perusvarjayksessa ei pystytd nakemaan.
Lisaksi erikoisvarjayksilld voidaan erottaa toisistaan esimerkiksi kaksi morfologisesti
samankaltaista syopatyyppia. (Anderson 2011; Makinen 2012:1129; Kumar — Gill
2010:1.)

Laadukkaan histologisen varjayksen kriteereind voidaan pitda varjayksen riittavaa in-

tensiivisyytta, jolloin kudosten eri osat voidaan erottaa helposti toisistaan. Myds tuman
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kromatiinin ja tumajyvasten tulee olla selvapiirteisid. Lisaksi varjdyksen tulee olla puh-

das, jolloin varjayksessa on tehty oikeanlaiset esikasittelyt ja riittdvat pesut, joiden avul-

la taustan varjaytyminen on minimoitu. (Naukkarinen 2000:158)

Taman osion alaluvuissa esitelldaan tietoa niista varjayksista, joista tehtiin varjaykset

varjaysohjekansioon. Kunkin varjdyksen yhteydessa kerrotaan varjayksen kayttotarkoi-

tuksesta, periaatteesta ja mahdollisista virheldhteistd. Taulukossa 1 on esitetty yksin-

kertaistettuna millaisten rakenteiden esiintuomiseen kutakin varjaysta kaytetaan. Ho-

peavarjayksissa virhelahteet ovat kaikille paapiirteittdin samat, joten niitd kasitelldaan

yhteisesti hopeavarjayksia koskevan osion alussa.

Taulukko 1.  Erikoisvarjaysten kayttotarkoitus

Vérjaytyva kudoksenosa

Varjays

Perusvarjays, kaikille kudoksille

Hematoksyliini-eosiini (HE)

Hiilihydraatit
(kuten lima-aineet ja glykogeeni)

Perjodihappo-Schiff (PAS)
Alcian sininen-PAS (AB-PAS)

Glykogeenin pilkkominen

Diastaasi-PAS (D-PAS)
D-AB-PAS

Sidekudos

Verhoeff
Gomor

Van Gieson
Herovici

Amyloidifibrillit

Kongopuna

Neuroendokriiniset granulat

Fontana Masson
Grimelius

Melaniini

Fontana Masson

Neurofibrillaariset solmut,
amyloidikertymat

Bielschowsky

Kuparin osoitus Rodaniini
Raudan osoitus Berliininsini
Erilaiset mikro-organismit Giemsa

Modifioitu Giemsa
Ziehl-Neelsen
Wartin-Starry

Luuytimen solutyyppien tunnistus

Giemsa
Leder

4.1 Hematoksyliini-eosiini

Hematoksyliini-eosiini -varjayksen (HE) hyva puoli on, ettd se varjaa eri solun osat hy-

vin tarkasti. Usein jo sen avulla pystytdan tekemaan tautidiagnooseja tai sen avulla

voidaan hyvin paatelld, mitd muita varjayksia tarvitaan. (Anderson 2011.) HE:n hyvana

puolena voidaan pitaa sita, ettd varjdystulos on hyvin séilyvd (Makinen 2012.1129).
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HE-varjays (kuvio 1) perustuu kudoskomponenttien happamuuteen ja emaksisyyteen:
hapan vari varjaa emaksisia kudoksen osia ja painvastoin (Naukkarinen 2000:153-
154). Hematoksyliinilla varjaytyvat ensisijaisesti tumat, ja lisdksi myos solulimassa ole-
va RNA (Makinen 2012:1129), sillda nukleiinihapot ovat happamia (Naukkarinen
2000:153). Eosiinilla taas saadaan varjattya solunsisaisia ja ulkoisia proteiineja, kuten
sidekudosta (Makinen 2012:1129). Lisaksi eosiini varjaa lihasta, joka on emaksinen.
(Naukkarinen 2000:153-154). Hematoksyliinilla varjatyt tumat ovat yleensa sinisavyisia,
ja sytoplasma vaaleanpunaisen ja punaisen eri savyja (Young — Lowe — Stevens —
Heath 2006:428). My6s punasolut ja eosinofiiliset granulat varjaytyvat vaaleanpunaisen
eri savyilla (Couture — Laurie 2004:27). Eosiinin oikea diffausaika on tarkea, jotta varja-

yksen lopputulos on hyva (Naukkarinen 2000:154).

Kuvio 1. HE-varjayksessa tumat ovat sinisavyisia, sytoplasma vaaleanpunaista.

4.2 Perjodihappo-Schiff

Yksi eniten kaytdssa olevista erikoisvarjayksista on perjodihappo-Schiff- eli PAS-
varjays (Makinen 2012:1129; Veuthey ym. 2014:99). Sen avulla voidaan tehda kas-
vainten erotusdiagnostiikkaa, silla sitd kayttamalla ndhdaan hyvin glykogeeneja ja neut-
raaleja limoja, seka tyvikalvoa (Layton — Bancroft 2013:221). Tata varjaystad voidaan
kayttaa esimerkiksi maksa- ja munuaisnaytteisiin (Veuthey ym. 2014:100). PAS-
varjayksella saadaan lisaksi sienet varjattyd HE-varjaystad tarkemmin (Bartlett
2013:303). Naihin rakenteisiin PAS-varjays on sopiva, silla se varjaa hiilihydraatteja
punaiseksi (Koukila-Kahoéla — Richardson 2000:139). Esimerkki PAS-varjayksesta on

kuviossa 2.
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PAS-varjayksessa hiilihydraatteja sisaltavat rakenteet varjaytyvat perjodihapon avulla;
hiilihydraateista hapetetaan vierekkaisten OH-ryhmiin sitoutuneiden hiiliatomien valinen
sidos auki, jotta paasee syntymaan dialdehydi. Sen jalkeen se pystyy reagoimaan

Schiffin reagenssin kanssa, jossa on pararosaniliini-variainetta. (Naukkarinen

2000:155.) Kun aldehydit yhdistyvat kovalenttisesti, syntyy punavioletti yhdiste. (Veut-
hey ym. 2014:99).

Kuvio 2. PAS-varjayksessa sienirihmoja

Taman jalkeen voidaan tarvittaessa varjatad vield tumat hematoksyliinilla siniseksi
(Layton — Bancroft 2013:224). Nain voidaan viela korostaa sieniorganismeja (Schnadig

— Woods 2009:79). Tama varjays on nimeltdan tuma-PAS (kuvio 3).

Kuvio 3. T-PAS varjayksessa sienirihmoja

Varjaysta tehdessa on tarkeaa, etta Schiffin reagenssi on valmistettu oikein, jolloin se

on variltdaan kirkasta tai aavistuksen vaaleankeltaista. (Naukkarinen 2000:155.) Jos se
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paasee kontaminoitumaan tai sitd ei ole sailytetty riittavan ilmatiiviisti, reagenssin vari
muuttuu vaaleanpunaiseksi ja sen reaktiivisuus heikkenee. Talldin reagenssi taytyy
joko suodattaa tai vaihtaa. (Wulff 2004:69.)

4.2.1 Alcian sininen-PAS

Jotta saadaan varjattya neutraalien limojen lisdksi myés happamia limoja, voidaan
PAS-varjaykseen yhdistaa Alcian sininen eli AB-varjays. Sitd kaytetdan paljon etenkin

maha-suolikanavan naytteita varjattaessa. (Naukkarinen 2000:155.)

Usein varjatdan ensin perus AB-varjays, jonka avulla happamat limat varjatdan sini-
seksi (kuvio 4). Taman jalkeen tehdaan PAS-varjays, joka varjaa neutraalit limat punai-
siksi. (Layton — Bancroft 2013:225; Naukkarinen 2000:155.) Tumavarina tassakin voi-
daan kayttda hematoksyliinia (Naukkarinen 2000:155). Solut ja kudokset, joissa on
seka neutraaleja ja happamia limoja, voivat varjaytya sinivioletin ja violetin eri savyina,

koska Alcian blue sitoutuu niihin ja ne reagoivat myos Schiffin reagenssin kanssa. Var-

jaytymaton kudos, tarkoittaa ettei naytteessa ole lima-aineita. (Layton- Bancroft
2013:225-226.)

Kuvio 4. AB-PAS varjayksessa nahdaan limaa erittavia soluja sinisena

Hematoksyliini-varjays taytyy tehda kevyesti, jotta ei varjatd sytoplasmaa ja lima-
aineita, jolloin voidaan peittaa AB-vari. AB- ja PAS-varjaysten tyojarjestys voi vaikuttaa
lopputulokseen: jos PAS tehdaan ensin, neutraalit limat ja glykogeeni voivat varjaytya
violetin varisiksi. Neutraalit limat ja glykogeeni voidaan nahda myés magentan varisina,

jos tehdaan ensin AB-varjays. (Layton — Bancroft 2013:226.)
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4.2.2 Diastaasi-PAS ja diastaasi-AB-PAS

Lima-aineiden erottaminen glykogeenista voi olla ongelmallista, jos kaytetdan PAS-
tekniikkaa (Layton — Bancroft 2013:231). Erottamisen apuna voidaan kayttda glyko-
geenin pilkkomista ennen varsinaista PAS-varjaysta. Talldin varjays suoritetaan aina
kahdelle saman kudoksen leikkeelle, joista toisesta pilkotaan glykogeeni ja toisesta ei.
Nain tuloksia voidaan verrata keskendan. (Veuthey ym. 2014:99-100.) Diastaasi-
esikasittelya voidaan kayttdd myds ennen alcian-blue -varjaysta (Alcian Blue/PAS Kit

2011). Varjayksista esimerkit kuvioissa 5 ja 6.

Glykogeenin pilkkomiseen kaytetaan usein laboratoriossa joko alfa-amylaasi- tai dia-
staasientsyymia, jotka pilkkovat glykogeenin a-1:4-glykosidisidoksia. Pilkkoutumisen
seurauksena vapautuvat glukoosi- ja maltoosimolekyylit, jotka voidaan niiden vesi-
liukoisuuden vuoksi huuhdella pois naytteesta vedella. (Layton — Bancroft 2013:231.)
Nain glykogeeni saadaan poistettua ennen PAS-varjaysta (Veuthey ym. 2014:100).
Amylaasilla kasittelemattémista naytteista saatu positiivinen reaktio yhdessa glykogee-

ni pilkottujen naytteiden varjgantymattémyyden kanssa varmistaa glykogeenin olemas-

saolon naytteessa. (Veuthey ym. 2014:100.)

Kuvio 5. D-PAS -varjays vasemmalla ja PAS-varjays oikealla maksanaytteesta
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Kuvio 6. D-AB-PAS -varjays vasemmalla ja AB-PAS —varjays oikealla keuhkonaytteesta

Ihmisen sylki on tehokas glykogeenin pilkkomisessa, mutta kayttéa ei suositella turval-
lisuussyista ja koska sylkivalmisteita ei ole standardisoitu. Kaupallisissakin diastaasi- ja
amylaasierissa voi olla vaihtelua puhtaudessa ja aktiivisuudessa. Liséksi kontaminoivat
entsyymit voivat pilkkoa myds muuta materiaalia, kuin haluttua glykogeenia. (Layton-
Bancroft 2013:231.)

4.3 Van Gieson

Van Gieson -varjaysta voidaan kayttaa erottamaan toisistaan kollageenia ja kasvainten
sileda lihasta. Lisaksi sen avulla pystytdan osoittamaan tiettyihin sairauksiin liittyvaa

kollageenin maaran lisdantymista. (Van Gieson Staining 2016.)

Trikromi-varjays on yleisnimitys useille eri tekniikoille, jotka varjaavat lihasta, kolla-
geenisaikeita, fibriinia ja punasoluja. Paasaantona trikromi-varjayksissa on, etta pie-
nempi varimolekyyli tunkeutuu ja varjaa kudosrakenteen, mutta jos suurempi molekyyli
voi tunkeutua samaan rakenteeseen, se tulee korvaamaan pienemman. (Bancroft —
Layton 2013:199-200.) Van Gieson -sidekudosvarjayksessa (kuvio 7) kollageenisaikeet
varjaytyvat happofuksiinin avulla punaiseksi, tumat sinisiksi hematoksyliinilla ja lihas,
sarveistunut epiteeli seka erytrosyytit pikriinihapolla keltaisiksi (Young ym. 2006:428;
Venerucci n.d.:68-69).
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Kuvio 7. Eri vahvuisia sidekudossaikeita Van Gieson -varjayksessa punaiseksi varjaytyneena

Trikromi-varjayksissa formaliinifiksoitu kudos varjaytyy huonosti, koska kudosryhmat
kyllastyvat formaldehydilla. Niinpa jaljelle jaa vain vahan kudosryhmia, jotka voivat rea-
goida trikromi-varien kanssa. Pikriinihappo tai elohopeakloridiliuos parantavat trikromi-
varin intensiivisyytta ja kirkkautta. (Bancroft — Layton 2013:202.) Hematoksyliinilla teh-
tavan tumavarin taytyy olla vahva ennen Van Gieson -liuosta, silld pikriinihapossa ta-
pahtuu varin differentaatiota. Varitasapaino heikentyy, jos Van Gieson -liuoksen jalkeen

tehdaan vesipesu. (Bancroft — Layton 2013:202.)

4.4 Herovici

Herovici-menetelmastd on saatavilla huonosti tutkimus- ja oppikirjatietoa. Herovici-
menetelmalla voidaan varjata selektiivisesti tumia, sytoplasmaa ja sidekudosta. Sita
voidaan kayttaa tutkittaessa kudoksen uusiutumista, kuten arpikudoksen muodostumis-
ta ja haavojen paranemista. (Turner — Pezzone — Brown — Badylak 2013:140). Herovi-
ci-varjays on Van Gieson -varjaysta tarkempi, silla se pystyy erottelemaan nuoremman
ja vanhemman kollageenin toisistaan (Lillie — Tracy — Pizzoloto — Donaldson — Rey-
nolds 1980:157).

Herovici-varjays muodostuu pikrofuksiinista ja aniliinisinisesta tai pikrometyylisinisesta.
Se varjaa punaiseksi tiheaa kypsaa kollageenia, kuten vatsan limakalvon alaista her-
mokudoksen kollageenia. Nuori vastamuodostunut kollageeni, kuten sikién tai haavo-
jen paranemisen yhteydessd muodostuva kollageeni, taas varjaytyy siniseksi. (Lillie
ym. 1980:153.) Siniseksi varjaytyva kudos on tyypillisesti tyypin Il kollageenia, kun
taas punaiseksi varjaytyy usein tyypin | kollageeni (Turner ym. 2013:140). Tumat var-

jaytyvat mustiksi. Punasolut ja sytoplasma keltaisiksi, ja elastiset kuidut oransseiksi.
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(Fitzgerald — Kirkpatrick — Foo — Naylor 1996:201.) Kuviossa 8 nahdaan esimerkki He-

rovici-varjayksesta.

Kuvio 8. Kypsa kollageeni varjaytyy Herovici -varjayksessa punaisella, punasolut keltaisia.

Turnerin, Pezzonen, Brownin ja Badylakin mukaan varjaytymistulos saattaa olla vaihte-
leva, jos kollageeni on denaturoitunut, tai jos kudosta on kasitelty kollagenaasilla. Var-
jaystulokseen voi vaikuttaa myds pH. He pitavat sita kuitenkin luotettavana ja nopeana

varjaysmenetelmana. (Turner ym. 2013:146.)

4.5 Kongonpuna

Kongonpuna -varjaykselld voidaan osoittaa amyloidifibrilleja (Naukkarinen 2000:154).
Amyloidoosi on proteiinin taittumisen hairiétila, jolloin normaalisti liukenevat proteiinit
kasautuvat kudoksiin epanormaaleina liukenemattomina fibrilleind, ja hairitsevat nain
kudosten toimintaa. Amyloidoosia voi esiintya kaikissa sisdelimissa, verisuonten sei-
namissa ja sidekudoksessa. (Gilbertson — Hunt 2013:271, 274.)

Kongonpuna on fluoresoiva véariaine, joka ei ole spesifi vain amyloidille. Sen amyloidis-
pesifisyyttd voidaan lisata kayttamalld alkoholimenetelmaa yhdistettyna korkeaan ioni-
pitoisuuteen ja pH:hon. (Gilbertson — Hunt 2013:279.) Kongonpunan sitoutuminen amy-
loidiin uskotaan tapahtuvan poolittomien vetysidosten avulla (Stanforth 2004:57). Amy-
loidi ja eosinofiiliset granulat varjaytyvat lohenpunaisiksi (Gilbertson — Hunt 2013:280;
Naukkarinen 2000:154). Kaikissa kudoskomponenteissa, jotka sitovat kongonpunaa
lineaarisesti, esiintyy polarisoidussa valossa vihreda kahtaistaittoisuutta (Gilbertson —
Hunt 2013:279). Kuviossa 9 ndhdaan kongopunalla varjattyd amyloidia mikroksoopin

erilaisissa valaistusolosuhteissa.
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Kuvio 9. Kongopuna -varjayksessa amyloidi nakyy valomikroskoopissa punaisena ja polarisoi-
dussa valossa omenanvihreana.

Jokaisessa amyloidivarjayserassa pitaisi olla mukana positiivinen kontrolli, jotta voi-
daan varmistaa varjaystulos (Naukkarinen 2000:154). Formaliinifiksoitu nayte voi antaa
vaaria positiivisia tuloksia, koska myds tiheat kollageenisaikeet sitovat kongonpunaa.
Kayttamalla emaksista kongonpuna -menetelmaa tama ilmié vahenee. Pitka parafiinin
poistoaika ja varin pitkd vaikutusaika saavat amyloidin yhtymaan paremmin kongonpu-

naan, ja ndin erottumaan paremmin ja selektiivisemmin. (Gilbertson — Hunt 2013:279.)

4.6 Verhoeff

Verhoeff-varjaysta voidaan kayttdd kaikissa kudoksissa, mutta usein silld varjataan
ihoa, keuhkoja ja verisuonia. Sen avulla voidaan osoittaa elastiinikatoa esimerkiksi
keuhkolaajentumapotilailla tai verisuonissa valtimonkovettumataudissa. Sen avulla
voidaan tutkia myds suonten elastisuutta. Sitd kdytetdan korostamaan elastisia saikeita

ja erottamaan sidekudosta. (Verhoeff 2017.) Varjayksesta esimerkki kuviossa 10.

Tekniikka perustuu mustan regressiivisen rautahematoksyliinin toimintaan. Rautahe-
matoksyliini pysyy kudoksessa hyvin kaytettdessd hapanta vastavaria. Aluksi kudos
ylivarjatadan rautahematoksyliinilla, jolloin negatiivisesti varautuneet kudoskomponentit
varjaytyvat mustiksi. Seuraavaksi rautapitoinen kloridiliuos irrottaa varin muista kudos-
komponenteista, paitsi tumista ja elastiinisaikeista, silla niilld on korkea affiniteetti vari-
aineen kanssa. Sen jalkeen kudoksen kollageeni varjataan Van Gieson -liuoksella, joka

koostuu fuksiinista ja pikriinihaposta. Kollageenikuidut varjaytyvat talléin punaiseksi ja

|
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sytoplasma keltaiseksi. (Verhoeff 2017.) Varjayksessa voi olla haastavaa saada hieno-

rakenteiset kuidut varjattya, niin etta ne erottuvat taustasta (Bamcroft — Cook 1994:59).

Kuvio 10. Verhoeff-varjayksessa elastiinisdikeet nakyvat verisuonen seindman sisallad mustina.

4.7 Giemsa

Giemsa-varjaykselld voidaan osoittaa mikro-organismeja, eli parasiitteja ja bakteereita,
kuten Trichomonas, Leishmaniat ja helicobakteerit. Lisaksi kromatiinin ja tumajyvasten
RNA varjaytyy Giemsalla, joten sitd voidaan kayttda myds leukemioissa, lymfoomissa
ja myeloomissa tunnistettaessa eri solutyyppeja. Myés immuunijarjestelman syoéttdésolu-
jen granulat varjaytyvat talla varjayksella. (Naukkarinen 2000:157.) Naitd nahdaan ku-

viossa 11.

Giemsa-variaineessa yhdistyvat metyleenisininen ja hapan vari kuten eosiini (Wulff
2004:68). Kudos yli varjataan ensin Giemsalla, jonka jalkeen ylimaarainen vari poiste-
taan eli diffataan (Naukkarinen 2000:157). Diffauksessa kaytetdan heikkoa happoa
(Wulff 2004:68). Oikea diffausaika on aina varjattavasta kudoksesta riippuvainen
(Naukkarinen 2000:157). Giemsalla varjatyssa naytteessa mikro-organismit varjaytyvat
tummansinisiksi. Myds tumat varjaytyvat tumman sinisiksi ja sytoplasma vaaleanpunai-
seksi. Onnistunut varjaystulos voi olla hyvin riippuvainen liuoksen pH:sta. Giemsa-
tydliuos ei yleensa ole stabiili, joten aina ennen varjaysta tulisi tehda uusi tydliuos.
(Wulff 2004:68.)
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Kuvio 11. Giemsalla varjatyssa naytteessa nahdaan granulaisia syottdsoluja

Modifioitu Giemsa -varjays voidaan toteuttaa muuten samalla tavalla kuin tavallinen
Giemsa-varjays, mutta happovaihe jatetaan pois (Potters — Loffeld — Stobberingh —
Spreeuwel — Arends 1987,1223). Modifioitua Giemsaa kaytetdan osoittamaan baktee-
reja, erityisesti Helicobacter pyloria (Karttunen — Paakké 2013:1090-1091). Se on
kroonisen gastriitin aiheuttajabakteeri, joka aiheuttaa esimerkiksi mahahaavaa, vat-
sasyOpaa seka muita mahalaukkuun ja pohjukaissuoleen liittyvia sairauksia. Suurin
heikkous modifioidussa Giemsa -varjadyksessa on vahainen kontrasti kudoksen ja or-
ganismien valilla, mutta kokenut katsoja pystyy erottamaan ne. (Rotimi — Cairns — Gray
— Moayyedi — Dixon 2000:756,758.) Helicobacter pylori varjaytyy tumman siniseksi
(kuvio 12). Kollageeni, lihas ja tumat siniseksi ja sytoplasma vaihtelevan vaaleansini-

seksi. (Differential Stain, Helicobacter pylori sp. in Tissue Sections 2014.)

Kuvio 12. Modifioitu Giemsa -varjays, nuoli osoittaa Helicobakter pyloria
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4.8 Ziehl-Neelsen

Mykobakteerien solukalvossa on paljon tyydyttymatonta rasvaa, joten ne eivat varjaydy
vesiliukoisilla variaineilla. Naiden haponkestavien mykobakteerien tunnistamiseen on
kehitetty Ziehl-Neelsen -varjays, jota kaytetdan tavallisesti tuberkuloosia aiheuttavan

Mycobacterium tuberculosis -bakteerin tunnistuksessa. (Pynninen 2013:232.)

Ziehl-Neelsen -varjayksen perusmenetelmassa kaytetaan apuna lampoéa, jotta fuksiini
lapaisee soluseinaman paremmin, mutta samalla periaatteella ja aineilla voidaan varja-
ys tehdd myds ilman lampéa (Vasanthakumari — Jagannath — Rajasekaran 1986:
4718). Kylmdmenetelmassa voidaan kayttda joko korkeampia fuksiini- ja fenolipitoi-
suuksia tai lisata varien vaikutusaikaa (Lahiri — Chatterjee 1994:256). Variaine fuksiini
tunkeutuu bakteerien lipidikalvon lapi fenolien avulla. Varjaysmenetelma perustuu sii-
hen, ettd mykobakteerit ovat haponkestavia, joten fuksiini voidaan poistaa happo-
alkoholiliuoksella kaikista muista bakteereista ja rakenteista. Taman jalkeen vain ha-
ponkestavat mykobakteerit ovat punaiseksi varjaytyneita (kuvio 13). Lopuksi varjataan
tausta esimerkiksi sinisella tai light greenilla. Light greenin etuna on se, ettd punainen
bakteeri erottuu hyvin. (Pynninen 2013:232-234.) Sinisella varjattaessa taytyy valttaa
vastavarjgamasta kudosta liikaa, silla hyvin vahainen maara organismeja saattaa tal-
I6in erottua huonosti (Bartlett 2013:297).

Kuvio 13. Ziehl-Neelsen -varjayksessa sauvabakteereita sinista taustaa vasten
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4.9 Hopeavarjaykset

Erilaiset hopeavarjaykset perustuvat siihen, ettd kudosleike kyllastetdan hopeanitraatil-
la (hopean suolalla) joko alkalisoimalla hopealiuos tai nostamalla reaktiolampétilaa.
Talléin hopeanitraatti pystyy tunkeutumaan kudokseen paremmin. Kudoksiin tunkeutu-
nut hopeanitraatti ei paase enaa ulos esimerkiksi tyvikalvosta, hermoista tai sienirih-
moista, sillda ne ovat rakenteeltaan niin tiiviitd. Taman jalkeen hopeanitraatti voidaan

pelkistdd metalliseksi hopeaksi ndissad kudososissa. (Naukkarinen 2000:155.)

Hopeavarjaykset voivat toimia kolmella eri periaatteella. Fontana Masson -varjays toi-
mii argentaffiinisesti. Wartin Starry-, Grimelius-, Gomorin retikuliini- ja Bielschowsky-
varjaykset toimivat argyrofiilisesti. (Naukkarinen 2000:155-156.) Naiden toiminta kay-
daan lapi tarkemmin varjayskohtaisissa alaluvuissa. Lisaksi von Kossa -varjayksessa
voidaan kayttdd menetelmaa, jossa kudoksen suolat, kuten karbonaatti, fosfaatti tai
uraatti reagoivat hopeasuolojen kanssa. Niiden pelkistyminen metalliseksi hopeaksi

tapahtuu valon avulla. (Naukkarinen 2000:155.)

Hopealiuosten valmistuksessa tulisi kayttaa kahdesti tislattua vetta, jotta valtetdan epa-
spesifistd hopean sakkautumista naytteissd (Grimelius 2002:10). Hopeavarjayksissa
tulee kayttaa erityisen puhtaita ja ehjia tydskentelyvalineita, sekd muovipintaisia valinei-
ta, jotta hopea ei paase pelkistymaan epapuhtauksiin tai metalliin (Naukkarinen
2000:156; Venerucci n.d.:28; Smith — Hafer 2004:82). Varjayksessa suositellaan kay-
tettdvan aina tuoreita hopea- ja pelkistinliuoksia. Oikeanlaisen peitinlasin kiinnitysai-
neen valinta on tarkeaa, silla esimerkiksi glyseroli ja gelatiini poistavat hopeaa naytteis-
ta, jotka ovat jo valmiiksi hyvin varjaytyneita. (Grimelius 2002:10.) Positiivinen kontrolli

on apuna varjayksen lopputuloksen arvioinnissa (Naukkarinen 2000:156).

49.1 Fontana Masson

Fontana Masson -varjaystd voidaan kayttdad neuroendokriittisten solujen granuloiden
varjaykseen, tai varjadmaan melaniinia sekd sen esiasteita. Fontana Masson on argen-
taffiininen varjays, eli siind hopean pelkistimena toimii kudoksessa jo oleva komponent-
ti. (Naukkarinen 2000:155-156.) Menetelmassa kaytetddn Fontanan hopealiuosta, ta-
ma ammoniakki-hopealiuos pelkistetdan metallisen hopean muodostamiseksi ilman
ulkoista pelkistinta, sillda melaniini on voimakas pelkistin. Tatd ominaisuutta hyddynne-
tdan osoitettaessa melaniinia. Melaniini, hopeasuoloilla varjaytyvat kudokset ja kromilla
varjaytyvat kudokset varjaytyvat talléin mustiksi ja tumat punaisiksi. (Orchard

y 4
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2013:248-249.) Tausta varjaytyy keltaiseksi tai kellanruskeaksi (Grimelius 2002:10).
Varjayksesta on esimerkki kuviossa 14. Jos naytettd pidetdan 56 °C:ssa liian pitkdan,

leikkeen pintaan voi nousta sakkaa (Orchard 2013:249).

Kuvio 14. Melaniini nakyy Fontana Massonilla varjattyna granulaisen mustana

4.9.2 Grimelius

Grimelius-varjaysta voidaan kayttdd neuroendokriinisten granuloiden osoittamiseen
(Naukkarinen 2000:156). Se varjaa melkein kaikki neuroendokriiniset kasvaimet ja sita
voidaan kayttdd yleisend neuroendokriinisenamarkkerina (Grimelius 2008: 246.). Silla
voidaan osoittaa myds kilpirauhasen, lisakilpirauhasen ja ruuansulatuskanavan soluja
(Westermark 2015:115). Lisaksi sitd voidaan kayttdd myos karsinoiditumooreita osoit-
tettaessa (Ascoli — Newman — Kline 1986:157).

Grimelius-varjdys on myo6s hopeavarjdys, mutta se poikkeaa Fontana Masson -
varjayksesta siten, ettd pelkistin ei ole peraisin kudoksesta vaan se lisataan varjaysliu-
okseen. Tata kutsutaan argyrofiiliseksi varjaykseksi. (Naukkarinen 2000:156.) Argyrofii-
liset menetelmat osoittavat argyrofiilisia ja argentaffiinisia granuloita (Ascoli ym.
1986:159). Argyrofiiliset granulat varjaytyvat vaalean ruskeista mustaan (Venerucci
n.d.:28). Tama nakyy kuviossa 15. Tausta varjaytyy keltaisesta vihreankeltaiseen (Gri-
melius 2002:10).

y
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Kuvio 15. Ohutsuolessa argyrofiilista reaktiota Grimelius-varjayksessa.

4.9.3 Wartin-Starry

Wartin-Starry -varjaysta voidaan kayttaa spirokeetta-bakteerien osoittamiseen (Bartlett
2013:300). Seka lisaksi helicobakteerien etsimiseen (Naukkarinen 2000:156). Varjays
on argyrofiilinen hopeavarjays. Spirokeetat ovat argyrofiilisia, eli ne imevat hopealiuok-
sesta hopeaa. (Wartin Starry Staining Technique For Spirochetes 2015.) Varjays pe-
rustuu tiettyjen bakteerien kykyyn sitoa hopeaioneja vesipohjaisesta liuoksesta. Pelkis-
tavan hydrokinonin lisdédminen muuttaa bakteeriin sitoutuneen hopean nakyvaksi me-
talliseksi hopeaksi. (Wulff 2004:65.) Spirokeetta- ja helicobakteerit varjaytyvat mustiksi,
ja tausta varjaytyy kullankeltaiseksi tai vaalean ruskeaksi (Bartlett 2013:300; Wulff
2004:65; Wartin Starry Staining Technique For Spirochetes 2015). Spirokeettoja nah-

daan kuviossa 16.

Kuvio 16. Spirokeetat nakyvat hapsuina kudoksen pinnalla Wartin-Starry -varjayksessa
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4.9.4 Gomorin retikuliinivarjays

Gomorin retikuliinivarjaysta kaytetdan diagnosoitaessa maksan ja luuytimen sairauksia
(Naukkarinen 2000:156). Retikuliinit koostuvat lll-tyypin kollageenista. Normaalissa
luuytimessa on nakyvilld vain muutamia hentoja retikuliinisdikeitd, ja ne kasautuvat
pienten verisuonten ymparille. Lisdantynyt retikuliinin maara liittyy useisiin sairauksiin,

kuten pahanlaatuisiin kasvaimiin tai kantasolujen erilaistumishairiédn. (Theil 2012:287.)

Gomorin retikuliinivarjays on argyrofiilinen hopeavarjays (Naukkarinen 2000:156). Siina
kaytetdan hopeakyllastystekniikkaa varjattdessa soluvaliaine glykoproteiinia, joka ym-
pardi retikuliinikuituja (Krishna 2013:8). Kaliumpermanganaattia kaytetdan hapettavana
aineena. Hapettamisen jalkeen oksaalihapon avulla poistetaan ylimaarainen kalium-
permanganaatti, mika parantaa retikuliinisdikeiden varjaytyvyytta. Herkistava aine kyl-
lastaa saikeet ja luo metalliorgaanisen sidoksen, joka korvautuu hopealla ammoniakki-
hopealiuos —kasittelyssa. (Reticulin Silver Stain 2012.) Formaliini toimii pelkistavana
aineena, joka muuttaa kudokseen keraantyneen kasaantuneen hopean metalliseksi
hopeaksi (Gomorri’s Silver Impregnation Staining Technique for Reticulin Fibers
2015.). Hopealiuoksella kyllastetyt kudosrakenteet nakyvat nyt ruskeina tai mustina.
Naytteet savytetdan viela esimerkiksi kultakloridilla paremman kontrastin ja selkeyden
aikaansaamiseksi, silla kulta reagoi ja yhdistyy pelkistetyn hopean kanssa. Pelkistyma-
ton hopea poistetaan kaliumtiosulfaattiliuoksella. (Reticulin Silver Stain 2012.) Tumat
nakyvat valmiissa varjayksessa harmaina, ja muiden kudosten varjaytyvyys riippuu
kaytettavasta vastavariaineesta (Gomorri’s Silver Impregnation Staining Technique for
Reticulin Fibers 2015). Kuviossa 17 normaalissa luuytimessa ndhdaan hentoa retikulii-

nisaietta ja paljon soluja.
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Kuvio 17. Gomorin retikuliinivarjayksessa nahdaan luuytimessa hentoa retikuliinisaietta

4.9.5 Bielschowsky

Bielschowsky-varjaysta kaytetaan Alzheimerin taudissa esiintyvien neurofibrillaaristen
solmujen ja aivojen amyloidikertymien osoittamiseksi (Smith — Hafer 2004:81). Biel-
schowsky-varjays on myos argyrofiilinen hopeavarjays (Naukkarinen 2000:156). Ku-
dosleike kasitelldadan hopeanitraatti- ja ammoniakkihopeanitraattiliuoksella. Hopea ke-
raantyy neurofibrillaarisiin solmuihin sekd hermosolun dendriittien ja aksonien amy-
loidikertymiin (kuvio 18). Sen jalkeen kasaantunut hopea pelkistetdan metalliseksi ho-
peaksi formaliinilla. Lopuksi natriumtiosulfaatilla poistetaan pelkistymatén hopea. Neu-
rofibrillilaariset solmut ja amyloidikertymat varjaytyvat mustiksi ja tausta nahdaan kul-
taisena tai keltaisena. (Smith — Hafer 2004:81-82.)

Kuvio 18. Amyloidikertymia eli plakkeja aivoissa Bielschowskylla varjattyna
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4.10 Berliininsini

Berliininsini (Prussian blue, Berlin blue) on rautavarjays (Tienhaara 2000:159). Rautaa
on elimistdssa hemoglobiinissa, myoglobiinissa ja joissain entsyymeissa. Se varastoi-
tuu joko ferrimuodossa (Fe®') tai sitoutuen proteiiniin hemosideriiniksi. Térkein varasto
raudalle elimistdéssa on luuydin, kun rautaa on elimistdssa liikaa, se varastoituu he-
mosideriiniksi. Mikali rautaa imeytyy elimistén rautamaardan néhden aivan liikaa, se

varastoituu eri elimiin. (Naukkarinen 2000:158.)

Berliininsini -varjayksessa rauta irrotetaan proteiinista, johon se on kiinnittynyt, laimean
suolahapon avulla. Sen jalkeen Fe®* reagoi kaliumferrosyanidin kanssa. Téssa reakti-
ossa raudan ja kaliumferrosyanidin yhdistyessd syntyy kirkkaan sinista ferriferrosyani-
dia eli preussinsinista. (Naukkarinen 2000:158; Tienhaara 2000;159.) Rauta, joka on
sitoutuneena hemoglobiiniin tai ferritiiniin, ei varjdydy. (Tienhaara 2000:159.) Lisaksi
tumia varjadmaan kaytetdan yleensa Kernectrotia tai fuksiinia, jotka varjaavat tumat
punaiseksi (Naukkarinen 2000:158). Esimerkki berliininsini -varjayksestd on kuviossa
19.

Kuvio 19. Berliininsini -varjayksessa preussinsininen osoittaa rautaa.

Berliininsini -varjayksessa kaytetaan jokaisessa varjayssarjassa positiivista kontrolli-
naytetta, jotta voidaan olla varmoja varjayksen toimivuudesta (Tienhaara 2000:159;
Naukkarinen 2000;158). Jotta varjays onnistuu, tulee kaliumferrosyanidiliuos olla tuo-
retta ja suolahappo lisataan siihen juuri ennen varjaysta (Naukkarinen 2000:158). Tas-
sa varjayksessa tarkeaa on, etteivat varjayksessa kaytetyt tydvalineet sisalla pienia-

kdan maaria rautaa. Varjaysastiat tulee siis olla hyvin pestyja ja varjaysliuoksissa ei
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saa kayttda esim. metallipinsetteja, jotta valtytddn kontaminaatioilta. (Tienhaara
2000:159.)

4.11 Kuparin osoitus rodaniinilla

Kupari on elimistélle valttdamatdon hivenaine, joka auttaa pitdmaan hermosolut ja im-
muunijarjestelman terveena, sekd auttaa elimistéa valmistamaan punaisia verisoluja.
Se myo6s auttaa muodostamaan kollageenia, voi toimia antioksidanttina ja auttaa rau-
dan imeytymisessa elimistéon. (Ehrlich 2015.) Kuparin kasautuminen liittyy Wilsonin
tautiin, mika on tarkein kuparinmetabolian hairitila. Se nostaa kuparin kertymistd mak-

sassa, silmissa ja aivojen tyvitumakkeissa. (Orchard 2013: 260.)

Rodaniinin toiminta perustuu siihen, ettd se on kelatoiva-aine ja sillda on voimakas affini-
teetti kudoksissa proteiineihin sitoutuneisiin kuparikasautumiin (Ellis n.d.). Rodaniini
osoittaa proteiinit, joihin kupari sitoutuu, eikd niinkaan kuparia itsedan. Kuparikasautu-
mat varjaytyvat kirkkaan punaisesta oranssiin (kuvio 20). Tumat varjaytyvat sinisiksi.
(Copper — Rhodanine method n.d.) Sappi ndhdaan vihreana. Tulokset auttavat tunnis-

tamaan toisistaan sapen ja rautapigmentit. (Orchard 2013: 260.)

Kuvio 20. Rodaniinilla osoitettuja kuparikasautumia punaoransseina

Varjaysta tehdessa naytelasit pitaisi valuttaa hyvin joka vaiheen jalkeen, etteivat liuok-
set pdase sekoittumaan seuraaviin. Mikali nayte ylivarjaytyy hematoksyliinilld kupari-

kasautumia ei valttamatta enaa pystytd ndkemaan. (Copper Stain, Rhodanine 2015.)
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412 Leder

Leder-varjaysta (CAE) voidaan kayttaa veren sivelyvalmisteissa ja luuydinaspiraateissa
hematologiassa (Chloracetate Esterase Stain CAE/LEDER n.d.). Patologiassa sita kay-
tetdan luuytimen parafiinileikkeissa, jotka ovat dekalsifioitu esimerkiksi EDTA:lla (Ka-
tayama — Mochino 1983:381). Histopatologiassa sen avulla voidaan diagnosoida neut-
rofiilisia granulosyytteja ja sy6ttdésoluja (Rice — Bain 2012:304-305; Katayama — Mochi-
no 1983:391). Sen avulla voidaan myds erotella suurisolu-tyyppisid lymfoomia (Ka-
tayama —Mochino 1983:392). Varjayksen loppureaktiot erottelevat toisistaan granulo-
syyttiset, lymfosyyttiset ja monosyyttiset solut (Chloracetate Esterase Stain
CAE/LEDER n.d.).

Leder-varjdyksessd vastamuodostunut diatsoniumsuola hydrolisoi entsymaattisesti
naftoli AS-D-kloroasetaatin ja vapauttaa naftoliyhdisteitd. Nama yhdisteet yhdistyvat
diatsoniumsuolojen kanssa ja muodostavat varjaytyneitd kasaumia alueille, joissa on
esteraasiaktiivisuutta. (Chloracetate Esterase Stain CAE/LEDER n.d.). Vastavarjays
tehddadn hematoksyliinilla. Naftoli AS-D-kloroasetaattiestaraasin aktiivisuutta pidetdan
markkerina kypsille ja epakypsille neutrofiilisille granulosyyteille, sekd syéttésoluille.
(Katayama — Mochino 1983:391.) Positiivinen reaktio ndhdaan kirkkaan punaisena ja
tumat sinisend (Leder 1970:1). Granulosyyteista tulee voimakas positiivinen reaktio,
kun taas syo6ttdsolut ovat hieman reaktiivisia (kuvio 21). Degranuloituneet solut eivat
valttdmattd varjaydy, silld juuri granulat ovat yleensa positiivisia. (Chloracetate Este-
rase Stain CAE/LEDER n.d.)

-ég RLENE 4
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Kuvio 21. Normaalissa luuytimessa Leder-varjayksella kirkkaanpunaiseksi varjaytyneitad neutro-
fileja ja hailakoita syéttdsoluja (mast-solut)
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Jokaista varjaysta varten tulee aina valmistaa uusi varjaysliuos. Tydskennellessa tulisi
kayttaa lasisia astioita ja pipetteja, sillda N.N dimetyyliformamidi liuottaa muovia, joka
pilaa liuoksen. Mydskaan parafilmia ei saa siis kayttaa. Leikkeet tulee huuhdella hyvin
tislatulla vedellda ennen varjaysta, silla etanoli heikentad varjaysliuosta. (Chloracetate
Esterase Stain CAE/LEDER n.d.)

5 \Varjaysreagenssien kayttoturvallisuus

Tassa osiossa kerrotaan ensin yleisesti kayttdturvallisuustiedotteista ja niiden sisalldis-
ta. Sen jalkeen kayttéturvallisuustiedotteiden kayttdéa kasitellaan patologian laboratori-
on ja sen tyOntekijoiden osalta, sekd lopuksi vield yksittdisen varjayksissd kaytetyn

reagenssin haittavaikutusten kautta.

Kayttoturvallisuustiedotteella tarkoitetaan asiakirjaa, jossa on tietoa seoksen tai aineen
ominaisuuksista, riskeistd ja turvallisesta kaytdsta teollisuuden tai ammatin tarpeisiin.
REACH-asetuksessa (EY), N:o 1907/2006 tietojen toimittamista koskevan osaston IV
31 artiklassa sdadetdan, ettd kemikaalin valmistaja, maahantuoja, jakelija tai muu toi-
minnan harjoittaja, jonka vastuulla tuotteen markkinoille tuominen on, tulee laatia am-
mattikdyttdon suunnatusta kemikaalista kayttoturvallisuustiedote. Kayttéturvallisuustie-
dote on myds toimitettava kemikaalin vastaanottajalle, joko sahkoisena tai paperisena,
suomen- ja tarvittaessa ruotsinkielisena. Kayttéturvallisuustiedote tulee laatia vaaralli-
seksi luokitelluista aineista ja seoksista. Lisaksi sellainen tulee laatia luokittelematto-
mista seoksista, jotka sisaltdvat vaarallista ainetta. Sama koskee myo6s biokertyvia,
hitaasti hajoavia ja myrkyllisia (PBT) tai erittain hitaasti hajoavia ja erittdin voimakkaasti
biokertyvia (vPvB) aineita, tai jos aine sisaltyy kandidaattilistaan, eli mahdollisesti sisal-

tyy luvanvaraisten aineiden luetteloon. (Kayttéturvallisuustiedote 2016.)

Patologian laboratoriossa histologian erikoisvarjayksia tekevan tydntekijan tulee tietaa
kasittelemiensa tuotteiden kayttdturvallisuuteen liittyvat suositukset. Kayttéturvallisuus-
tiedotteen avulla tybntekija ndkee aineiden mahdolliset haittavaikutukset sekd osaa
suojautua asianmukaisesti, ja kasitella kemikaaleja oikein ja turvallisesti. Lisaksi kaytto-
turvallisuusohjeista voidaan selvittda, milla tavalla eri kemikaalit tulee havittaa turvalli-
sesti ja ymparistdéa vaarantamatta. Opinnaytetyon tuotokseen lisattiin jokaisen varjayk-
sen yhteyteen kayttéturvallisuustiedotteista tydskentelyn kannalta tarkeimpia huomioon
otettavia asioita. Histologisissa varjayksissa kaytettavat reagenssit voivat olla esimer-
kiksi karsinogeeneja eli syépaa aiheuttavia, ne voivat vahingoittaa siki6ta tai aiheuttaa
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perimanvaurioita (Hydrokinoni 2017; Congo red 2015). Lisdksi ne voivat olla esimerkik-

si erittdin myrkyllisia vesielidille (Hopeanitraatti 2017).

Yhtend esimerkkind vaarallisesta histologian varjayksissa kaytettdvasta aineesta mai-
nittakoon Wartin-Starry ja Grimelius -varjayksissa tarvittava hydrokinoni, jolle on annet-
tu nelja kemikaalien varoitusmerkkia, jotka ovat syovyttava, vakava terveysvaara, ym-
paristdlle vaarallinen ja haitallinen/arsyttava/herkistava/vaarallinen otsonikerrokselle.
Sen vaaralausekkeissa mainitaan sen voivan aiheuttaa allergisen ihoreaktion, olevan
haitallista nieltyna, vaurioittavan vakavasti silmia ja lisdksi sen epaillddn aiheuttavan
syOpaa ja periman vaurioita. Lisdksi se on erittdin haitallista vesielidille, joille se voi
aiheuttaa pitkaaikaisia haittavaikutuksia. (Hydrokinoni 2017.) Patologian laboratoriossa

hydrokinoni kerataan ymparistédon paasyn estamiseksi erilleen.

6 Hyva tydohje

Ohjeen tehtava on kertoa lukijalle, kuinka tulisi menetella paastakseen haluttuun loppu-
tulokseen. Ohjeet voivat olla joko sanallisia, kuvallisia tai niiden yhdistelmia. Hyvin to-
teutettu ohje saastaa lukijan seka kirjoittajan aikaa. Vaikeaselkoisen ohjeen seuraami-
nen voi olla pahimmillaan mahdotonta, ja sen mukaan toimimalla voidaan saada aikaan
jopa vahinkoa. Niinpa tarkeat toimintaohjeet olisi hyva testata ennen kayttéénottoa.
(Kankaanpaa — Piehl 2011: 295-296.)

Onnistunut tekstin ja kuvien asettelu houkuttelee lukemaan ohjetta, sekd parantaa sen
ymmarrettavyyttd. Rauhallisen vaikutelman aikaansaamiseksi kannattaa yleisilme jat-
téda ilmavaksi, silld ulkoasultaan liian levoton ohje voi olla vaikeaselkoinen. Varillinen
ohje huomataan mustavalkoista paremmin, mutta kannattaa silti pysya hillityssa varien
kaytdssa. Huomion kiinnittdminen vareilld onnistuu parhaiten, kun korostetaan tarkeat
kohdat vareilld ja pysytddan muuten mustavalkoisessa yleisiimeessa. Tyypillinen pohja-

vari on valkoinen. (Lipponen — Kyngas — K&aridinen 2006: 68.)

Kaytetty fontti ja sen koko vaikuttavat ohjeen ulkoasuun ja luettavuuteen. Tekstin tulisi
erottua hyvin taustastaan ja olla helposti luettava. Tavallisin fonttikoko on 12 ja usein
ohjeessa kaytettyja fontteja ovat Arial tai Times New Roman. Otsikot voidaan erottaa
muusta tekstista lihavoinnilla tai kayttdmalla isoja kirjaimia. Muu teksti kannattaa kirjoit-
taa pienaakkosin. Alleviivaukset usein heikentdvat tekstin luettavuutta, ja myds tekstin
ulkoasu karsii, joten niita ei valttdmatta kannata kayttaa ohjeistuksessa. Jos kaytetaan
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suoria lainauksia, ne erotetaan muusta tekstistd kursivoinnilla. (Lipponen ym. 2006:
68.)

6.1 Ohjeistavan tekstin kirjoitus

Tybelamaan tehtavat tekstit tehddén aina jonkun luettavaksi. Lukija haluaakin hydtya
siitd saadakseen tietoa. Siksi teksti pitda laatia niin, etta lukija otetaan huomioon. Teks-
ti tulisi kohdentaa aina kullekin kohderyhmalle erikseen, ja kielen tulisi olla tekstissa
sanastoltaan ja rakenteeltaan ymmarrettavaa. Useimmille lukijoille yleiskieli on sopiva.
Tybéelamassa lukijoilla on usein Kiire, joten turhat asiat tekstistd kannattaakin karsia
pois, jotta lukijalle tarpeellinen asiat ei huku sivuseikkoihin. Lisaksi tarkeita asioita kan-
nattaa korostaa. Liiallinen tiedon maara voi saada lukijan paattamaan, ettei jaksa edes
kiinnostua tekstista, tai han ei pysty nakemaan mika tekstissad on olennaista. Tekstista
voi rajata huoletta pois myds kaiken sen, mika ei koske lukijaa tai mink& han jo tietaa.
(Kankaanpaa — Piehl 2011: 67, 70-71, 85.)

Jos halutaan lukijan toimivan ohjeistuksen mukaan, pitaisi tekstissa kayda selvasti ilmi,
mita pitda tehda. Lisaksi on hyva miettia, onko lukijalle tarpeellista perustella miksi nain
tulee toimia. Perustelu on yleensad paras keino saada ihminen toimimaan, ja sitd kan-
nattaa kayttda, jos epailee, saadaanko kohde toimimaan halutulla tavalla. Tehtavan
suorittamisohje olisi paras esittda aikajarjestyksessa, eli missa jarjestyksessa toimija
etenee. Lisdksi ohjeistuksessa voi olla hyva olla johdanto, jossa kerrotaan ohjeiden
tarkoitus ja mihin tulokseen niilla paastaan, seka mita valineita tarvitaan. Myos kasittei-
ta voidaan selittda johdannossa, jos se on tarpeen. (Kankaanpaa — Piehl 2011: 63, 80,
296.)

6.2 Kuvien kayttd ohjeessa

Kuvaa ja tekstia kaytetdan tavallisesti tdydentdmaan toisiaan, ja kuvalla pitaakin olla
aina tarkoitus tai jokin sanoma. Kuva kertoo enemman kuin tuhat sanaa, ja sita voidaan
kayttdd apuna mielenkiinnon herattamisessa, kertomisessa ja havainnollistamisessa.
Kuvan valintaa tehtdessa pitaisi miettia, mihin kuva tulee ja mitd se kertoo katsojalle.
Jos halutaan kayttdad havainnollistavia valokuvia, usein paras tdhan tarkoitukseen on
lahikuva. Sen avulla saadaan esiin kohteen erityispiirteitd. Kaikki samaan ohjeeseen
tulevat kuvat olisi hyva olla myds keskendan samantyylisia. (Kuva 2017.) Kuvien yhtey-

teen olisi aina hyva liittda kuvateksti, silld se ohjaa kuvien luentaa. Kuvia kaytettdessa
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pitdad huomioida tekijanoikeudet, eli mita tahansa kuvia ei saa kopioida ja kayttaa luvat-
ta. (Lipponen ym. 2006:67).

6.3 Patologian laboratorion varjaystyéohje

Labquality voi myontaa patologian yksikoélle laatutunnuksen, mikali se tayttaa Interna-
tional Academy of Pathologyn (IAP) yllapitdman Patologian Laboratorion Toimintajar-
jestelma —standardin vaatimukset (Aho 2017:12.). Standardin vaatimukset perustuvat
suosituksiin ulkomaalaisten patologianlaboratorioiden laatujarjestelmistd ja muiden
laboratorioalojen toimintakasikirjoista. Siind otetaan huomioon myds kansainvalisten
standardien laatujarjestelmien sertifioinnin ja testauslaboratorioiden akreditoinnin peri-

aatteita. (Patologian laboratorion toimintajarjestelma 2016:4-5.)

IAP:n julkaisemassaan Patologian laboratorion toimintajarjestelma -ohjeessa on kerrot-
tu suositukset siihen, mita varjaysohjeiden tulisi sisaltaa. Varjaysohjeen, kuten muiden-
kin ohjeiden, tulisi olla kaikki muodoltaan yhtenaisia. Lisdksi kaikkien tydohjeiden pitéisi
olla riittdvan yksityiskohtaisia, jotta niitd noudattaessa ei paase syntymaan vaarinkasi-
tyksia. Varjaysohjetta laadittaessa sivun alkuun tulisi laittaa otsikko ja yksikkdkohtainen
koodi, jos sellainen on kaytdssa. Alussa tulisi aina olla ndkyvissd myds ohjeen laatija,
hyvaksyja ja paivdamaara seka lisdksi ohjeen versionumero. Useamman sivun ohjeissa
ylareunaan taytyy sijoittaa sivunumero, seka ohjeen nimi ja paivitystiedot. Naiden tieto-
jen jalkeen voidaan aloittaa itse ohje. Ohjeen eri osa-alueet tulisi suosituksen mukaan
otsikoida taulukon 2 mukaan. Ensin kerrotaan mikd maaritettdva tai varjattava asia on.
Lisaksi esitelldadan menetelman periaate, |adketieteellinen tausta seka naytteen laatu.
Naiden taustatietojen jalkeen siirrytdan tydn suoritukseen, jonka jalkeen kasitellaan
tydén tulos ja sen tulkinta. N&itd seuraavat tydskentelyn virheldhteet seka tarvittavat
kontrollit. Varjaysohjeessa pitaisi mainita myos laitteet ja véalineet, joita tydskennellessa
tarvitaan, seka kaytettavat reagenssit ja varotoimenpiteet. Lopuksi tulisi kdyda ilmi oh-
jeen laadinnassa kaytetty kirjallisuus. Naiden jalkeen voidaan lisata vielda mahdolliset

litteet. (Patologian laboratorion toimintajarjestelma 2016:30.)

A

@

Metropolia



29

Taulukko 2.  Varjaysohjeen otsikointi

Varjattava tai maaritettdva asia

Menetelman periaate

Laaketieteellinen tausta

Naytteen laatu

Tyon suoritus

Tulos ja tulkinta

Virheldhteet

Kontrollit

OOIN|O(N|BR|WIN|—~

Laitteet ja valineet

10 | Reagenssit

11 | Varotoimenpiteet

12 | Kirjallisuus

13 Liitteet

Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin patologian laboratoriossa ei ole tehty akkreditointia,
eikd tydohjeiden rakenteelle tai sisalldlle ole olemassa erityisia kriteereita. Nykyisessa
histologian varjaysohjekansiossa on 29 eri varjaysta. Talla hetkella varjaysohjeissa on
mukana itse varjaysohje ja tydskentelyssa tarvittavat reagenssit ja tarvittavien liuosten
valmistusohjeet. Lisdksi ohjeissa kerrotaan, mikd on varjayksen tulos. Useimmissa
ohjeissa on my0s varjayksen periaate tai taustatietoa varjaykseen liittyen. Myoés virhe-
Iahteitd on joissakin ohjeissa mainittu. Aiemmin osaan varjayksista oli liitetty reagens-
sien havitysohjeita, tai kasin ohjeisiin lisattyja kayttéturvallisuustietoja ja huomautuksia

"Huomioi kayttéturvallisuustiedote”.

7 Opinnaytetyon toteutus

Keskustelua opinnaytetyén aiheesta tydeldman, koulun opinndytetydnohjaajan ja opin-
naytetyontekijan valilla alettiin kdyda kevaalla 2017. Opinnaytetydn tavoitteeksi valikoi-
tui Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin patologian laboratorion kayttdon tulevan konkreetti-
sen tuotoksen valmistaminen, joten opinnaytetyd on tuotteellinen. Tehtavana oli tay-
dentda histologian varjaysohjekansiota kuvien avulla ja kayttéturvallisuustiedotteiden
paakohdilla. Patologian laboratoriosta tulleiden toiveiden perusteella varjaysohjekansi-
ossa olevista 29 erikoisvarjayksesta varjattiin tyota varten 21, silld osa varjayksista vie

paljon aikaa tai ne ovat hyvin harvoin kaytossa.
7.1 Toimintaymparistd
Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin patologian yksikko sijaitsee Lansi-Pohjan keskussairaa-

lassa Kemissa. Osastolla tydskentelee talla hetkelld kaksi patologia, yksi taytta ja yksi

puolikasta paivaa tekeva osastosihteeri, seka laitoshuoltaja. Lisaksi laboratoriossa
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tydskentelee ladkintavahtimestari, joka tydskentelee histologisten naytteiden vastaan-
otto- ja kadyntiinpano-pisteessa, seka avustaa obduktioissa, huolehtii vainajien vastaan-
otosta ja luovutuksesta. Laboratoriossa tyoskentelee 3 laboratoriohoitajaa, seka osas-

tonhoitaja.

Histologian naytteet kasitelldaan kayntiinpanon ja yén yli tapahtuvan kudoskuljetuksen
jalkeen histologian leikkauspisteelld, jossa tapahtuu ensin naytteiden parafiiniin vala-
minen ja sitten mikrotomin avulla leikkeiden leikkaaminen. Perusvarjaykset varjataan
varjaysautomaatilla. Erikoisvarjaykset ja immunohistokemialliset varjaykset tekee lop-
puun sytologian pisteessa tydskenteleva laboratoriohoitaja. Histologian erikoisvarjays-
ten ohjeet laboratoriossa ovat koottuna kansioon. Tydskentelyn aloittaessaan laborato-
riohoitaja voi ottaa kansiosta mukaansa tarvitsemansa sivut, joiden ohjeilla valmiste-
taan ja keratdan varjaysta varten liuokset vetokaappiin. Yksittaisten varjaysten suori-
tusohjeet ovat koottuna yhdelle sivulle, ja se otetaan mukaan vetokaappiin, jossa var-
jays suoritetaan. Nain voidaan seurata tydskennellessa ohjetta vaihe vaiheelta. Varja-
yksen lopputuloksen laboratoriohoitaja arvio mikroskooppisesti, varjaysohjekansiossa
olevan sanallisesti kuvatun tuloksen perusteella ja aiempaan kokemukseensa nojaten.

Valmiit kudosvarjayslasit jaetaan patologeille, jotka antavat niistd lausunnon.

Patologian laboratoriossa kasitelldadn myds sytologisia solu-, irtosolu- ja harjanaytteita,
sekd ohutneulabiopsioita. Sytologian pisteessa tydskenteleva laboratoriohoitaja kirjaa
sytologian naytteet ja tekee niistd joko sytosentrifuugivalmisteen tai liippaa yskdkset
lasille. Gynekologiset irtosolundytteet tulevat valmiiksi laseille siveltyina ja kiinnitettyina.
Naytteet varjatdan varjaysautomaatilla. Naytteet esitarkastaa skriinaus-pisteessa tyos-

kenteleva laboratoriohoitaja, ennen naytteiden jakamista patologeille.

Niin sanottujen perustutkimusten lisaksi tehdaan jaaleiketutkimuksia. Ne ovat pikatut-
kimuksia, joissa nayte jaadytetdan, leikataan ja varjatdan HE- ja toluidisini-varjayksilla.

Vastaus ilmoitetaan lahettavalle 1aakarille mahdollisimman pian.

7.2 Varjaysohjeiden tekoprosessi

Tybskentely aloitettiin teoriatietoa hakemalla, seka kirjoittamalla tydsuunnitelma. Suun-
nitelman valmistumisen jalkeen haettiin tutkimuslupa hallintoylihoitajalta, jotta saatiin
lupa kayttaa tarvittavia tiloja (patologian laboratorio), laitteita (varjayslaitteet, mikro-
skooppi, kuvauskalusto, mikrotomi) ja tietokantoja potilasnaytteista ja kayttdturvalli-

suustiedotteista. Ennen kaytadnnoén tydhon ryhtymista kaytiin 1api kerattya teoriatietoa
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sekd muotoiltiin raporttia, jotta teoreettinen tietoperusta olisi varjayksiin ryhdyttaessa

olemassa. Opinnaytetydn eteneminen on esitetty taulukossa 3.

Taulukko 3.  Opinnaytety6n eteneminen

Ajanjakso Tyovaihe

Elokuu — lokakuu 2017 Opinnaytetydsuunnitelman kirjoittaminen; taustatutkimuksen
hakeminen; tydharjoittelu; suunnitelman palautus 6.10.;
suunnitelmaseminaari 11.10.

Marraskuu 2017 Tyoéharjoittelu
Joulukuu 2017 Teoriaosan kirjoittaminen raporttiin; lisda tiedonhakua
Tammikuu 2018 Tyo6skentely patologian laboratoriossa: naytteiden leikkaus

ja varjays. Raportin kirjoittaminen. Kayttéturvallisuusohjei-
siin tutustuminen.

Helmikuu 2018 Naytteiden leikkaus ja varjays. Lasien kuvaaminen. Var-
jayskansion kokoaminen; tydturvallisuusohjeiden lisddminen
kansioon.

Maaliskuu 2018 Lasien kuvaaminen. Varjayskansion kokoaminen; tyéturval-
lisuusohjeiden lisddminen kansioon. Raportin kirjoittaminen.

Huhtikuu 2018 Raportin viimeistely. Opinndytetydn palautus 19.4. Semi-
naari 26.4.

Kun varjaysten periaatteet ja kdytannon tydvaiheet oli selvitetty, tehtiin varjaystyén suh-
teen tydaikataulu. Varjaysten onnistuessa kerralla oikein, tyodlle laskettiin tarvittavaksi
aikaa viikko. Kuitenkin aikataulua laatiessa varauduttiin siihen, etta saatettaisi tarvita
myo6s uusintavarjayksia. Tydssa tarvittavat erikoisvarjaykset tehtiin Lansi-Pohjan sai-
raanhoitopiirin patologian laboratoriossa. Varjaysten tekemiseen itse paadyttiin, jotta
voin kehittdd ammattitaitoani ja tutustua erilaisiin histologian varjaysmenetelmiin tar-
kemmin. Lisaksi télld menettelytavalla ei ollut tarpeen ottaa huomioon kuvien tekijanoi-

keuksia.

Kaytannon tydskentely aloitettiin etsimalla varjattavat naytteet. Tydssa kaytettiin
LPSHP:n patologian laboratoriossa aiemmin kerattyja naytteita, joista oli tehty tydssa
tarvittavia varjayksia ja jotka olivat varjayspositiivisia. Muutamissa varjayksissa kaytet-
tiin myds kontrollinaytteitd. Tyota varten varjattin myés muutamia potilasnaytteita, jois-
ta pyydettiin tarvittuja varjayksia. Mydhemmin myoés patologi antoi ehdotuksia hyvista
naytteista. Varjattavat naytteet valikoitiin varjattdvan ilmidn positiivisuuden perusteella,
kuten esimerkiksi T-PAS -varjdykseen sienirihmoja sisaltdva nayte, Ziehl-Neelseniin -
nayte, joka sisdltdd sauvabakteereja, tai kuparia osoitettaessa nayte, jossa voidaan
nahda kuparisakkaa. Osaa varjayksistd kaytetdan tiettyihin kudoksiin, kuten Biel-
schowski-varjaysta, jota kaytetdan aivojen varjddmiseen, joten naihin nayte valittiin
sopivan kudoksen mukaan. Yleisvarjayksia varten, joiden suhteen ei vaadittu mitdan

tiettyja ominaisuuksia, kuten HE, varjattdva nayte valittiin satunnaisesti. Tydskennel-
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lessa ei kaytetty mitdan henkildtietoja, joiden perusteella henkil6t, joista naytteet ovat
otettu, olisivat jaljitettavissa. Lasit nimettiin jo tydskentelyvaiheessa vain varjayksen
nimen mukaan, joten niitd ei pystyta jaljittamaan alkuperaiseen naytteeseen. Valmiissa

tydssa ei tule esille henkildn tunnistamista mahdollistavia tietoja.

Varjayksia varten tarvittavat naytteet leikattiin itse vesiliukumikrotomilla. Konevarjayksia
varten, joita oli viisi (HE, PAS, AB-PAS, T-PAS, D-AB-PAS), vietiin lasit leikkauksen
jalkeen Tissue TEK Prisma -varjaysautomaattiin varjattavaksi. Loput varjaykset tehtiin
kasivarjayksinad ja niitd varten valmistettin myds tarvittavat liuokset. Parafiininpoisto
tehtiin aina koneellisesti ja naytelasien paallystyksessa kaytettiin peitinkalvoautomaat-
tia, paitsi Kongopuna -varjayksessa, joka paallystettiin ohjeiden mukaan peitinlasilla.
Valmiiden varjaysten laatua ja edustavuutta arvioitiin yleensa paivan paatteeksi ensin
ohjaajan kanssa. Taman lisdksi patologi hyvaksyi aina varjayksien tulokset, jonka jal-
keen osa varjayksista uusittiin mikali varjays ei ollut tdysin onnistunut, kuten esimerkik-
si Wartin-Starry, jossa varjays oli sakkainen. Joissakin tapauksissa valittu nayte ei ollut
kyseisen varin esilletuloon paras mahdollinen, kuten esimerkiksi Leder ja Gomor, joissa
ensimmainen luuydin oli fibroottinen ja haluttiin kuitenkin kayttdd normaalimman na-
koista luuydintad. Grimeliuksessa onnistunutta varjaysta eri kudoksilla tehtiin uudestaan
parikin kertaa, jotta saatiin positiivisuus nakyviin. Ensimmaisessa Giemsa-naytteessa
taas positiivisuutta oli niin paljon mastosytoosi tautilasta johtuen, ettd varjattin myds
toinen nayte, jotta varjays tulisi paremmin esiin. Giemsa- ja Gomor-varjayksissa hyo-
dynnettiin varjaysohjeessa kuitenkin molempien varjayskertojen kuvat, jotta voitiin ha-

vainnolstaa, miten erilaiselta varjays voi onnistuessaankin nayttaa.

Naytteiden haussa paastiin alkuun ohjaajan opastuksella ja varjayksia tehdessa kysyt-
tiin apua tarvittaessa, jos jokin oli uutta tai tarvittin opastusta. Varjaysten valmistuttua
oli aika ty6staa taas raporttia, suunnitella tulevan varjaysohjekansion muotoa tarkem-
min ja alkaa muotoilemaan sitd. Ohjekansion pohjana kaytettiin aiemmin kaytéssa ol-
leen varjaysohje -kansion sahkdista tiedostoa, jota muokattiin niin, ettd jokaisen ohjeen

ulkoasu oli yhtenainen ja kuvat mahtuivat mukaan.

Mikroskoopin kameran kuvausohjelmistoa ei saatu aluksi toimimaan, joten sopivaa
ajankohtaa kuvien ottamiselle jouduttiin siitdmaan. Ennen varjaysten kuvaamista istut-
tiin ylilddkarin kanssa saman mikroskoopin aareen ja kaytiin jokainen varjatty naytelasi
lapi. Katsoimme miltéa esimerkiksi sidekudossaikeet, sienirihmat tai kupari varjayksessa

nayttivat. Samalla arvioitiin vield, ettd naytteessa on nahtavilla varjayksessa esiin halut-
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tu positiivinen tulos, tai varjdyksen periaate tulee hyvin esille, ja ettd lasi on riittavan
hyva kuvattavaksi. Lisaksi kaytiin lapi sitd, minka tyyppisia kuvia tai millaisia asioita
lasilta olisi hyva kuvata. Muutamista varjayksista toivottiin kansioon liitettavaksi useam-
pia eri naytteista otettuja kuvia, silla ne nayttavat erilaisilta eri tiloissa. Lasit kuvattiin
mikroskoopissa Leican LAS V4.12 -ohjelmalla. Tassa vaiheessa otettiin useampia ku-
via jokaisesta lasista eri suurennoksilla sopivista kohdista, jotta myéhemmin voitaisi
valikoida tarvittavia kuvia. Kuvien kasittelya pyrittiin valttdamaan, jotta varjaykset nayt-
taisivat mahdollisimman paljon siltd, miltd ne mikroskoopissakin nayttavat. Kuitenkin
kongonpuna -varjdyksen polarisoidussa valossa otettua kuvaa jouduttin muokkaa-
maan, silld kuvattaessa ei saatu oikeaa varisdvya esille, joten muokkaamalla pyrittiin
paasemaan hiukan lahemmas todellista kuvaa. Kuvat lisattiin muokattuun varjaysohje-

kansion pohjaan.

Kayttéturvallisuustiedotteet haettiin Lansi-Pohjan keskussairaalan intrasta 16ytyvasta
EcoOnline kemikaalidokumentaation hallintajarjestelmasta, johon patologian laborato-
riossa kaytdssa olevat kemikaalit ovat listattuna. Muutamia kayttdturvallisuustiedotteita
haettiin myds internetistd valmistajien sivuilta. Materiaali kaytiin 1api ja mukaan tyéhdn
liitettiin tarkeimmat kohdat kemikaalien kasittelyyn liittyen patologian laboratoriossa.
Naitd ovat kemikaalien varoitusmerkit ja vaara- seka turvalausekkeet. Varoitusmerkit
otettiin mukaan, koska ne antavat ensi silmayksella viitteitd huomioon otettavista asi-
oista kemikaalia kasiteltdessa. Merkkien yhteyteen liitetyt vaara- ja turvalausekkeet
tarkentavat, miten aineiden kanssa tulisi toimia. Lisaksi liitettiin tieto siita, kuinka kemi-
kaali tulee havittda. Kemikaalien nielemista koskevat varoitukset jatettiin pois, silla pa-
tologian laboratoriossa kemikaaleja ei oletusarvoisesti sydda. Suojakasineiden kayttd
jatettiin mainitsematta kayttéturvallisuus-osiossa, silla 1ahes jokaisen varjayksissa kay-
tettavan kemikaalin kayttéturvallisuustiedotteessa ohjeistetaan kayttamaan nitriilikumi-
sia suojakasineita, ja patologian laboratoriossa oletuksena on, ettd aina kemikaaleja

kasiteltdessa kaytetaan suojakasineita.

Jo kansion tekstiosuutta uudelleen muotoillessa alkoi tuntumaan, ettd uudessa muo-
dossaan ohjekansiosta tulee hyvin pitka. Alkuperdinen suunnitelma oli liittda se mu-
kaan opinnaytetydn raportin loppuun, mutta se ei kuitenkaan tuntunut lopulta olennai-
selta. Niinpa raporttiin liitettiin erikoisvarjayksien teoriaosuuksien yhteyteen tyostettyja

kuvia, ja kansion sisalto esitelladan muutamien esimerkkien avulla.
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8 Histologian varjaysohjekansion kuvaus

Opinnaytetydn tuotteena valmistui tdydennetty varjaysohjekansio. Varjaysohjekansion
ohjeet olivat aiemmin 1-3 sivun mittaisia, riippuen varjayksesta. Ohje alkoi varjayksen
nimelld ja seuraavaksi tuli yleensa menetelman periaate, joihinkin varjayksiin oli liitetty
myds muuta tietoa tutkittavaan aiheeseen tai varjdykseen liittyen. Taman jalkeen kay-
tiin 1api reagenssit ja liuosten valmistus. Sen jalkeen oli varjayksen suoritus ohje ja tu-
los, sekad mahdollisia virhelahteita. Lopuksi mainittiin kaytetyt kirjallisuuslahteet. Useis-
sa ohjeissa oli reagenssit -otsikon alla "THuomioi kayttéturvallisuustiedote” ja havitysoh-
jeita joillekin liuoksille tai kasin ohjeisiin lisattyja kayttéturvallisuustietoja. Kemikaalien
havittdmisohjeita |6ytyy laboratoriossa myds erilliseltd tulosteelta formaliini- ja xy-
leeniviemareiden vieresta seinaltad. Kansiota oli tdydennetty eri aikoihin, joten ohjeet
erosivat toisistaan hieman ulkoasullisesti. Kansiossa oli kaytetty esimerkiksi eri fontteja

eri ohjeissa ja sisennykset erosivat toisistaan.

Ohjeen rakenteen I&dhtokohtana kaytettiin IAP:n Patologian laboratorion toimintajarjes-
telma suositusta. Suosituksen mukaan ohje alkaa varjayksen indikaatiolla. Mikali oh-
jeessa oli kerrottuna lisaksi laaketieteellistd taustaa, joka liittyi maaritettdvaan asiaan
se liitettiin suosituksesta poiketen jo osaksi indikaation kuvausta. Tama siksi, ettd se
taydensi tekijdn mielesta luontevasti maaritettdvaa asiaa. Taman jalkeen ohjeessa esi-
telldan varjayksen periaate. Seuraavaksi kerrotaan naytteen laatu, mikali se poikkeaa
jollain tavoin rutiiniohjeistuksesta (4um parafiinileike). Naytteen laadun jalkeen maini-
taan kontrolli, mikali sitd kaytetdan kyseisessa varjayksessa. Kontrolli-osio kasitelldan
suosituksesta poiketen jo tdssa vaiheessa, koska sen halutaan kiinnittdvan huomion jo
ennen varjayksen aloittamista. Myos tydn tulos on esitelty suosituksesta poiketen en-
nen varjaysta, silld se haluttin mahtuvan samalle sivulle varjayksesta otetun kuvan
kanssa. Nain kuva ja tulos saadaan yhdessa tarkasteltavaksi mikroskoopin luokse, kun
tarkistetaan varjayksen onnistuminen. Kuviossa 22 havainnollistetaan asettelu Berliinin

sini -varjaysohjeen alkuosassa.
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1

BERLIININ SINI

(Gomorin rautareaktio, rautasulfidireaktio)

VARJAYKSEN INDIKAATIO:

Jos halutaan selvittad, onko kudoksessa vanhojen verenvuotojen jatteita.
Jos nahdaan pigmenttia, jonka laatu halutaan selvittaa, esim. hematoomien
jatteet, arvissa olevat pigmentit, endometrioosipesakkeiden reunoilla olevat
vanhat pigmettijaamat. Tai jos halutaan selvittaa, onko nakyva pigmentti
hemosideriinia, ferritiinia vai esim. melaniinia, jota se kovasti muistuttaa.

PERIAATE:

Kemiallinen varjays (Perl v.1867). Menetelmassa osoitetaan laimealla
suolahappoliuoksella kudoksen proteiineista irrotetut

ferri-ionit (Fe+++) kaliumferrosyanidilla.

Reaktiotuote on liukenematon ferriferrosyanidi eli berliininsini.

NAYTTEEN LAATU: 5y parafiinileike

KONTROLLI: Varjaykseen mukaan positiivinen kontrolli

TULOS:

Rautapigmentit: kirkkaan sininen
Tumat: punainen

Sytoplasma:

Kuvio 22. Berliinin sini-ohjesivun alku.

Rauta nakyy kirkkaan sinisena.

Seuraavina ovat tyOnsuoritukseen liittyvat kohdat. Ensin reagenssit ja niiden valmis-

tusohjeet ja sitten varjayksen tyévaiheet. Suosituksen mukaan naiden jalkeen on vuo-

rossa virheldhteet. Tata suositusta on noudatettu, mikali ohjeisiin on virhelahteita kirjat-

tu. Lopussa ovat kirjallisuuslahteet. Nama osiot on havainnollistettu kuviossa 23.
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REAGENSSIT: 5 e T TR o
R A A
Rodaniini -kantaliuos: Séilytys jadkaappissa A \ ‘\':\,‘: °:.‘_,f*'~ " : . ': ’
- 0,2 g 5-(4-dimethylaminobentzyliden )-rhodanin O S, '\o. \‘3. — eyt gs
C1,H:,N,08,, C.1.45160 !' Y N TN cea N
- 100 ml 100 % etanolia AN L PRPE ERALE N LI
Kuparisakka nakyy punertavana
Kéyttoliuos

- 3 ml hyvin sekoitettua kantaliuosta
- 47 ml tislattua vetta

Borax
- 0,5 g Natriumtetraboraattia (Borax) Na,B,0; x10 H,O
- 100 ml aquaa

VARJAYS:
Xyleenit 3x 2 min, abs alk 3x 1 min .95 % alk 1x 1 min
Tislattu vesi huuhtelu

Kayttoliuos 3 tuntia 56C tai 18 tuntia 37C
Tislattu vesi huuhtelu useita kertoja
Harrisin htx 1 min

Tislattu vesi huuhtelu

Borax-liuos nopea kasto

Juokseva vesi 10min

Tislattu vesi

95 % alk. 2x 1 min, abs. alk. 2x 1 min, Xyleenit 3x 2 min. Paallystys

VIRHELAHTEET:

Lipofuskiini voi my0s varjaytya punaiseksi.

LAHTEET:
Poulsen-Christoffersen: Atlas of liver biopsies s.226/1979. OYS:n ohje KK/7.5.1996.
Bancroft-Stevens.Theory and practice of Histological Techniques third edition s. 261

Manintach KNl learewuninklbnNaclktan:lict kancin munkathi dany

Kuvio 23. Kuparin osoittaminen -ohjesivun loppuosa.

Kuvattavat erikoisvarjaykset paadyttiin tekemaan itse, jotta tekijanoikeuksista ei tarvitse

huolehtia. Alkuperdinen suunnitelma oli liittdd jokaisesta erikoisvarjayksesta yksi kuva

ohjeen yhteyteen, joka havainnollistaa varjayksen lopputulosta. Lopulta kuitenkin paa-

dyttiin lisddamaan joihinkin varjayksiin useampia kuvia, jotta nahtaisiin miten erilaiselta

varjays voi nayttda eri kudoksessa tai eri tilassa. Lisdksi voitiin kdyttda erikokoisia suu-

rennoksia, jotka selventavat lopputulosta. Kaikki kuvat liitettiin ohjeisiin 6x6 cm kokoisi-

na. Nain niista vield pystytddan ndkemaan varjays, mutta ne eivat veisi liikaa tilaa oh-

jeessa. Jotta kaikki kuvat saatiin mahtumaan selkeasti yhdelle sivulle, kokoa rajattiin

nelidksi, jolloin voitiin keskittyd paremmin haluttuun yksityiskohtaan ja saastettiin tilaa

myds tekstid varten. Kuviin liitettiin tarvittaessa nuolia, jotka osoittavat huomioitavia

asioita. Kuviossa 24 nakyy kuinka kuva on aseteltu ohjeeseen.
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FONTANA-MASSON

VARJAYKSEN INDIKAATIO: .
Melaniini pigmentin osoittaminen (melanoomat), 4 %
APUD (amine precursor uptake and decarboxylation) -soluissa ja f )
karsinoidituumoreissa esiintyvien argentaffiinisten granuloiden 3
osoittaminen. s |

PERIAATE: PR \
Metalli-impregnaatio -argentaffiininen reaktio. N "'ﬁ} 2
Melaniinilla on kyky pelkistaa ja nain vapauttaa metallista hopeaa L e
ammoniakaalisesta hopealiuoksesta: [Ag(NH3)2] + € Ag + 2 NH3, . v
Sahkoisen varauksensa menettanyt metallinen hopea sitoutuu melaniini-

proteiini -komplekseihin, jotka ovat solun sytoplasmassa sijaitsevissa

melaniinigranuloissa: varjaytyvat mustiksi, lisaksi solun argentaffiiniset :
granulat ja lipofuskiini varjaytyvat mustiksi. S

TULOS:
Tumat: vaalean punainen Melaniini nakyy granulaisena
Melaniini: musta

REAGENSSIT: w/
Hopeanitraatti-liuos: (“ o
Kantaliuos:
- 10 g hopeanitraattia (AgNO3)
- 100 ml aquaa
- Ota 95 ml 10% hopeanitraattia .
- Lisataan ammoniakkia, (muodostuu sakkaa), kunnes saadaan b
taysin kirkas, sakaton liuos. o .
- Lisataan tipoittain 10% hopeanitraattia (jaljelle jaaneesta 5 ml:sta), .
kunnes liuos hyvin kevyesti samentuu.
- Seisotetaan yon yli
Sailytetaan jaakaapissa ruskeassa pullossa 1 kk.

Kuvio 24. Fontana Masson —varjayksesta on liitetty yleiskuva ja 1ahempaa otettu suurennos ja
varjaytynytta granulaista melaniinia on osoitettu nuolin.

Varjaysohjeiden peraan liitettiin myds jokaisen varjayksen osalta olennaisimmat kohdat
kaytettavien kemikaalien kayttéturvallisuustiedotteista. Ohjekansioon paatettiin ottaa
mukaan kemikaalien varoitusmerkit ja vaara- seka turvalausekkeiden sisaltd. Varoi-
tusmerkit otettiin mukaan, koska ne antavat nopeasti viitteitd huomioon otettavista asi-
oista kemikaalia kasiteltdessa. Merkkien yhteyteen liitetyt vaara- ja turvalausekkeet
tarkentavat, miten aineiden kanssa tulisi toimia. Lisaksi liitettiin tieto siita, kuinka kemi-
kaali tulee havittda. Kemikaalien nielemista koskevat varoitukset jatettiin pois, silla pa-
tologian laboratoriossa kemikaaleja ei oletusarvoisesti syéda. Mydskaan suojakasinei-
den kayttéa ei mainita kayttdturvallisuus-osiossa, silla 1ahes jokaisen kemikaalin kaytto-
turvallisuustiedotteessa ohjeistetaan kayttdmaan nitriilikumisia suojakasineita, ja pato-
logian laboratoriossa oletuksena on, ettad aina niitd kaytetdan aina kemikaaleja kasitel-
tdessa. Kayttéturvallisuusasiat kirjattiin hyvin lyhyesti ja ytimekkaasti, jotta ne ehditdan
lukea tydskentelyn lomassa, silla eri kemikaaleja on kuitenkin valilla kaytdssd hyvinkin
paljon. Lisaksi eri kemikaalien havitystapa korostettiin punaisella varilla, silla se on tar-

kea tieto jatteiden oikeanlaisen havityksen kannalta. Kuvio 25 esittelee Wartin-Starry -
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varjayksen kayttéturvallisuussivun avulla, kuinka kayttéturvallisuusasiat on esitetty ja

sivu muotoiltu.

WARTIN-STARRY -KAYTTOTURVALLISUUS:
Sitruunahappo

Arsyttaa voimakkaasti silmia.

Silmiin joutuessa huuhdo runsaalla vedella.

Hopeanitraatti

Voi edistaa tulipaloa; hapettava.

@ Voimakkaasti ihoa sydvyttava ja silmia vaurioittava.

Kayta suojavaatetusta, silmiensuojainta, kasvosuojainta.
Silmiin joutuessa huuhdellaan vedella useiden minuuttien ajan.

Altistumisen jalkeen hakeuduttava laakariin.
@ Erittain myrkyllinen vesieli6ille, pitkdaikaisia haittavaikutuksia.
Valtettava paastamista ymparistoon.
Havitys: oma hopeajateastia.
Gelatiinipulveri
Huuhdellaan iholta ja silmista vedella.
Ei erityisia ymparistévarotoimia

Hydrokinoni

Voi aiheuttaa allergisen reaktion.

@ Vaurioittaa vakavasti silmia.
Epailldaan aiheuttavan perimavaurioita.
Epailldaan aiheuttavan sy6paa.

Iholle joutuessa pese varovasti vedella ja saippualla.
Erittain myrkyllista vesieliille, pitkaaikaisia haittavaikutuksia.

Kéayta henkildsuojaimia.
@ Silmiin joutuessa huuhtele runsaalla vedelld, hakeudu valittémasti 1aakariin.
I Havitys: formaliiniviemariin

Kuvio 25. Wartin-Starry -kayttéturvallisuussivu.

Kansion tekstin fontiksi valittiin Arial, silld se oli toinen fontti, jota suositeltiin Lipposen,
Kynkaan ja Kaaridisen (2006) teoksessa. Lisdksi se koettiin selkedksi ja helposti luet-
tavaksi. Tarkeitd asioita korostettiin punaisella fontilla. Varjayksien nimet erotettiin
muusta tekstistd suuremmalla fontilla ja keskityksella. Valiotsikoissa kaytettiin samaa
fonttikokoa muun tekstin kanssa, mutta erotettiin ne isoilla kirjaimilla. Reagenssien ja
liuosten nimista paadyttiin poistamaan aiemmin olleita alleviivauksia, koska Lipposen,
Kynkaan ja Kaariaisen (2006) mukaan tekstin ulkoasu ja luettavuus karsivat. Aiemmin
alleviivatut kohdat oli kuitenkin tarpeen erottaa muista otsikoista, joten ne paadyttiin
kursivoimaan ja sisentdmaan. Selkeytta tavoiteltiin myds muokkaamalla eri ohjeet kes-
kenaan samanlaisiksi: liuosten valmistuksessa kaikissa ohjeissa tarvittavat maarat ovat
nyt samalla puolen reagensseja, ja myés muu muotoilu, kuten fontit ja sisennykset,
pyrittiin tekemaan mahdollisimman samanlaisiksi jokaiseen ohjeeseen. Muutamien
kayttéturvallisuutta koskevien sivujen fonttikokoa jouduttiin kuitenkin pienentamaan
yleisesti kaytdssa olevasta, sillda ne haluttiin ehdottomasti mahtuvan yhdelle sivulle.
Myés ohjeistus tydn tekniseen suorittamiseen haluttiin aina kokonaan yhdelle sivulle,

jotta ohjesivu voidaan ottaa helposti mukaan vetokaappiin varjaysta tehtaessa.
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Tybskentelyn aikana tuotoksesta pyydettiin muutamia kertoja palautetta tydelamasta
ohjetta kayttavalta taholta. Saadun palautteen perusteella ohjeisiin liitettyja kuvia pie-
nennettiin, silld ne veivat lahes puolet ohjeen ensimmaisesta sivusta. Nain ne veivat
vahemman tilaa ohjeessa ja saatiin sopimaan tekstin rinnalle. Kuvakoko pyrittiin kui-
tenkin pitdmaan sellaisena, etta siitd nakisi riittdvan hyvin tarvittavat asiat. Yksittaiset
varjaykset ovat palautteen perusteella sovitettu mahtumaan yhdelle sivulle, jotta ne
olisivat helposti otettavissa mukaan ja seurattavissa vetokaapissa varjaysta suoritetta-
essa. Palautteen perusteella lisattiin tydturvallisuusosioiden otsikkoihin myds kyseisen
varjayksen nimi. Tama siitd syysta, ettd kansiosta irrotettaessakin tietty tyéturvallisuus-
sivu on liitettavissa oikeaan varjaykseen, eivatkd ne padse menemaan sekaisin keske-
naan. Positiivista palautetta saatiin ainakin hyvista kuvista ja siita, etta periaatteet olivat

selkeasti esilla kaikissa varjayksissa.

Opinnaytetydssa valmistuva tadydennetty varjaysohjekansio tulee korvaamaan aiemmin
kaytossa olleen kansion. Taydennetty kansio luovutetaan Lansi-Pohjan sairaanhoitopii-

rin patologian laboratorion kayttéon ja he vastaavat jatkossa sen paivittamisesta.

9 Pohdinta

Tassa luvussa kasitelldaan ja arvioidaan opinndytetydn prosessia seka raportin ja tuo-
toksen lopputuloksia. Taman lisaksi pohditaan raportin ja tuotoksena valmistuneen
tdydennetyn varjaysohjekansion hyddynnettavyyttd, sekd annetaan suositukset sen

mahdollisille mydhemmille paivityksille tydelamassa.

9.1 Prosessin ja tuotteen arviointi

Prosessin alussa eniten haasteita oli tiedonkeruussa. Haastetta alkuun paasemiseen
toivat varjaykset, joiden nimet erosivat toisistaan, yhdistamalla esimerkiksi Van Gieson
-varjayksen nimeen Weigert - Van Gieson. Naiden varjaysten kohdalla piti tehda taus-
tatutkimusta, jotta selvisi onko kyseessé vain eri nimivariaatio vai kokonaan eri varjays.
Erityisen haastavaa oli 16ytaa juuri oikeaa tietoa oikeasta varista. Joidenkin erikoisvar-
jaysten kirjoitusasut olivat varjaysohjekansiossa erilaisia kuin useissa lahteissa. Esi-
merkiksi kansiossa ollut Herovic osoittautui Herovici-varjaykseksi tai kuparin osoitus
I6ytyi lopulta Rhodaniinina. Raporttiin paadyttiin ottamaan mukaan ne kirjoitusmuodot,

jotka laajemmin tuntuivat olevan lahteissa mainittuina.
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Tybssa on pyritty kdyttdmaan mahdollisimman tuoretta Iahdemateriaalia. Kuitenkin osa
erikoisvarjayksia kasittelevastd materiaalista on jopa 70-luvulta. Naitd vanhempia l1ah-
teitd paadyttiin ottamaan mukaan, silld useimmat histologian erikoisvarjaystekniikat
ovat sailyneet periaatteiltaan Iahes muuttumattomina tai niiden modifikaatioina kehitta-
misestaan asti (Naukkarinen 2000:153). Mukaan on pyritty ottamaan mahdollisimman
paljon tietoja jotka toistuivat samanlaisina mahdollisimman monissa eri julkaisuissa,
talla tavalla pyrittin myds arvioimaan ja varmistamaan tiedon paikkansa pitavyys. Tie-
toja on verrattu tarvittaessa, mikali se on ollut mahdollista, myds LPSHP:n patologian

laboratorion tydohjeisiin.

Osa varjayksista onnistui kerralla ja toisia varjattiin useampaankin kertaan, jotta saatiin
hyvat lopputulokset. Lopullisiin kuviin olen tyytyvainen, silld onnistuin saamaan suhteel-
lisen realistisen variset kuvat naytelaseista, jos ei polarisoivassa valossa kuvattua kon-
gopunaa oteta huomioon. Jonkun mikroskoopilla kuvaukseen enemman perehtyneen
ihmisen neuvot olisivat varmasti olleet paikallaan, jotta ei olisi tarvinnut turvautua ku-
vankasittelyyn. Kuvat toivoin alkuperaisessad suunnitelmassani saavani ohjekansioon
isompina, jolloin niista olisi voinut tarkastella lahemmin yksityiskohtia. Kuitenkin, jotta
sain sivujen asettelun ja sivumaaran pysymaan toivotussa, jouduin tinkimaan kuva-
koosta. Kuvat on kuitenkin saatu sailytettya sellaisessa koossa, etta niistda nakee varja-
ysten yleisilmeen ja ne ovat varmasti kokonaisuuden kannalta toimivampia néin pie-

nempana.

Onhjeet olisi varmasti kannattanut kirjoittaa kokonaan alusta asti uuteen tiedostoon, eika
muotoilla uudestaan jo olemassa ollutta pohjaa. Vanhan pohjan muotoilussa todella
monet asiat piti muotoilla kokonaan uudestaan yhtenaisen ilmeen aikaan saamiseksi;
sivujen muotoilut, fontit, poistaa valilydnteja, lisailla valilydnteja ja pilkkuja yms. Kaikki
tama vei aikaa ja uudelleen kirjoittaminen alusta saakka olisi varmasti ollut helpompaa.
Tyoéta aloittaessa kuitenkin tuntui, ettd asiasisaltd sailyisi ndin varmasti oikeana, eika

tulisi kirjoitusvirheista johtuvia epaselvyyksia tuleviin ohjeisiin.

Tybéeldaman kanssa yhteistyd sujui mielestani joustavasti. Sain tehda opinnaytetyotani
laboratoriossa omaa tahtiani tarvitsemassani aikataulussa. Tarvittavaa opastusta ja
kudosvarjaysten arviointia varten osaston tyontekijat kayttivat aikaansa kiitettavasti. He
myo6s vastasivat aina esiinnousseisiin kysymyksiini, sekad sain nopeasti palautetta ky-
syessani sitd suunnitelma- ja tydéskentelyvaiheessa. Ty6ta ohjaavalta opettajalta pyy-

dettiin mydés tyon etenemisen aikana palautetta joitakin kertoja, ja saadun palautteen
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pohjalta tehtiin muutoksia tydhdén. Koen oppineeni opinnaytetyd prosessin aikana todel-
la paljon tyéhén kuuluneiden erikoisvarjdysten periaatteista, taustoista, miltd niiden
kuuluu nayttaa ja mitd niissd voidaan nahda. Myds tiedonhakutaidot ovat varmasti ke-

hittyneet prosessin aikana ja alan kasitteet etenkin englanniksi ovat entista tutumpia.

9.2 Luotettavuus ja eettisyys

Opinnaytetydssa kaytetyn lahdekirjallisuuden luotettavuus on pyritty varmistamaan
kayttdmalla mahdollisimman tuoreita julkaisuja, seka vertailemalla eri julkaisujen sisal-
toja toisiinsa. Taman lisaksi lahdekirjallisuudessa on pyritty hyddyntamaan ensisijaises-
ti vertaisarvioituja tieteellisia julkaisuja tai luotettavien tuotevalmistajien julkaisemia
dokumentteja, sekd muita luotettaviksi arvioituja lahteita. Kaytannén tyén suhteen, ku-

dosvarjaysten onnistuneisuus on arvioitu yhdessa patologin kanssa.

Tama opinnaytetyd on laadittu Tutkimuseettisen neuvottelukunnan (TENK) laatiman
Hyvan tieteellisen kaytanndn mukaisesti (Hyva tieteellinen kaytantd ja sen louk-
kausepailyjen kasitteleminen Suomessa 2012), ja bioanalyytikon eettisid ohjeita nou-
dattaen (Bioanalyytikon, laboratoriohoitajan eettiset ohjeet 2011). Ennen tyéskentelyn
aloittamista tydlle haettiin tutkimuslupa Lansi-Pohjan sairaanhoitopiirin hallintoylihoita-
jalta. TyOssa kaytettiin potilaista otettuja kudosnaytteitd, tydskennellessa ei kaytetty
mitdan henkildtietoja, joiden perusteella henkildt, joista naytteet ovat otettu, olisivat
jaljitettavissa. Lasit nimettiin jo tydskentelyvaiheessa vain varjdyksen nimen mukaan,
joten niitd ei pystyta jaljittdmaan alkuperadiseen naytteeseen. Valmiissa tydssa ei myods-
kaan tule esille henkilén tunnistamista mahdollistavia tietoja. Opinnaytety0ssa kaytetyt
naytteet ovat minun itse kuvaamiani, joten kuvien kayttdon ei ole tarvinnut pyytaa lu-

paa.

9.3 Tybn hyddynnettavyys

Tuote tullaan tulostamaan kansioon niin, ettd sen sivut ovat liikuteltavissa tydskentelyn
vaatimalla tavalla. Tuotoksesta on hydtya ennen kaikkea patologian laboratoriossa
vasta vahan aikaa tyoskennelleille laboratoriohoitajille, silld varjaysten lopputulokset
eivat ole valttamatta viela tuttuja. Varjayksia on kuitenkin paljon, osaa tehdaan harvak-
seltaan ja tydntekijat kiertavat eri tydpisteissa, joten jokin varjays saattaa tulla yhden
ihmisen kohdalle pitkankin ajan kuluttua laboratorioon téihin tulon jalkeen. Samoin ku-
vista on hydtya jo pidempaan alalla olleille tyontekijdille muistin virkistamiseksi, silla

edellisesta varjayskerrasta voi olla pitkakin aika, eika tydntekija valttamatta taysin muis-
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ta, miltd varjayksen tulisi nayttaa. Talldin kuvia apuna kayttden on helpompi arvioida
lopputulosta. Lisaksi tyOharjoittelussa olevat bioanalyytikko-opiskelijat voivat hyoétya

kuvista tutustuessaan erikoisvarjayksiin.

Kayttoturvallisuustietojen lisddminen tyéhdn helpottaa kemikaalien kasittelyssa, silla
niiden havitysohjeet 16ytyvat nyt samasta paikasta varjaysohjekansiosta, missa muukin
ohje on, eikad tarvitse etsia tietoa erillisestad paperista tai intranetista. Lisaksi jokaisen
varjayksen yhteydessa nakee vaaramerkkien avulla yhdeltad sivulta, mita tydskentelyn
aikana tulee ottaa kunkin kemikaalin kasittelyssa huomioon. Jatkossa ohjekansioita
voisi varmasti viela paivittaa IAP:n suosituksissakin olevilla kattavammilla |aaketieteelli-
sella taustalla ja liittda virhelahteita kaikkiin varjayksiin. Lisdksi kansioon voitaisiin lisata
varjayksissa kaytettavat koneet ja tarvikkeet. Samoin kansiosta nyt kuvaamatta jatetyt

varjaykset voisi lisdtd mukaan jossakin vaiheessa.

Vérjaysohjekansio kokonaisuudessaan ei varmasti ole hyédynnettdvissd muissa pato-
logian laboratorioissa, silla jokaisessa laboratoriossa on omanlaiset varjaysprotokolat ja
kaytanteitd. Kuvien kaytdssa tulisi huomioida, etta eri patologien mieltymyksissa saat-
taa olla eroja sen suhteen milloin varjays on ns. onnistunut. Varjayksessa kaytettavat
liuokset tai varjaysprotokolat voivat siis eri laboratorioiden valilla erota toisistaan. Tasta
syysta varjaykset eivat valttamatta eri laboratorioiden valilld nayta taysin samalta. Kui-
tenkin otettujen kuvien vapauttamista laajempaan kayttéén voidaan tarvittaessa harki-
ta, jolloin niité voitaisiin kayttda hyddyksi muuallakin juuri ohjekansioissa tai opetusma-
teriaalina. Taman lisdksi raportissa on koottuna tiiviisti teoriatietoa suomeksi useista eri
erikoisvarjayksistd kuvien kera. Tata tietoa voisivat varmasti hyédyntdd myds bio-

analyytikko-opiskelijat opintojensa aikana tutustuessaan histologian erikoisvarjayksiin.
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