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Histologia on diagnostiseen patologiaan kuuluva ladketieteen erikoisala, jossa tutkitaan erilaisten
ja erikokoisten kudosnaytteiden rakennetta ja toimintaa. Fiksoidun histologisen kudosnaytteen
kulku laboratoriossa alkaa siséén kirjauksesta ja jatkuu esikasittelyn kautta kudosprosessointiin,
jonka jalkeen nayte valetaan parafiiniin. Koko prosessin lopputuloksena on objektilasille kiinnitetty
ja varjatty ohuen ohut kudosleike, jonka patologiaan erikoistunut laékari tutkii valomikroskoopilla.

Tama opinnaytetyt toteutettiin Paijat-Hameen laboratorioliikelaitokseen kuuluvassa patologian
laboratoriossa Paijat-Hameen keskussairaalassa. Tarkoituksena oli prosessoida normaali- ja
makrokokoisia rinta- ja kohtukudosnaytteitd kolme paivaa kestavélla (ohjelma 1) seka kaksi
paivaa kestavalla (ohjelma 2) kudosprosessointiohjelmilla. Vertailemalla naytteiden
leikkautumista, varjaytymista ja morfologiaa haluttiin selvittdd, saadaanko Ilyhyemmalla
prosessointiohjelmalla yhtd hyvia tuloksia kuin pidemmalla ohjelmalla. Tavoitteena oli, etté
patologian laboratoriossa voitaisiin prosessoida rasvakudosta sisaltavat naytteet seka erilaiset
makrokokoiset naytteet entisen kolmen péivan sijaan kahdessa paivassa.

Tutkimuksessa ohjelmien 1 ja 2 valilla ei havaittu merkittavaa eroa normaali- tai makrokokoisten
rintandytteiden leikkautuvuudessa tai kudosmorfologiassa. Sen sijaan normaalikokoisten
rintandytteiden varjaytymisen kannalta ohjelma 2 naytti olleen hieman huonompi vaihtoehto.
Kaikkien kohtunaytteiden leikkautuminen, morfologia ja varjaytyminen oli moitteetonta. Tulosten
perusteella normaali- ja makrokokoiset rasvakudosta siséltavat naytteet sekd muut
makrokokoiset naytteet voidaan prosessoida kudosprosessointiohjelmalla, joka kestda kaksi
paivad. Nopeampi kudosten prosessointi lyhentdd diagnostiikkaan kuluvaa aikaa ja aikaistaa
potilaan hoitoa.
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THE COMPARISON OF TWO TISSUE
PROCESSING SCHEDULES WITH BREAST AND
UTERUS SAMPLES

Histology is a special field of diagnostic pathology that involves the study of the microscopic
structure and function of different tissue samples. In laboratory the path of the fixed histological
tissue samples starts with identification and labeling of the sample, and proceeds with specimen
handling and grossing. After that the sample is processed and embedded in paraffin wax. The
outcome of this process is thin stained paraffin section on the microscope slide that is analyzed
by physician practicing pathology.

This thesis was made in the laboratory of pathology in the central hospital of Paijat-Hame. The
intension of this thesis was to process breast and uterus tissue samples in normal and macro size
with 3-day schedule (schedule 1) and 2-day schedule (schedule 2). The purpose was to compare
the sectioning, staining, and tissue morphology of the samples, and examine if it is possible to
get as good results with shorter schedule as with the longer schedule. The aim was that fatty
tissue samples and different macro size samples could be processed in 2 days instead of 3 days
in the laboratory of pathology.

No significant differences were found in sectioning and tissue morphology between samples in
schedules 1 and 2. However staining appeared to be better after schedule 1 because the eosin-
stained structures in breast samples were a bit too light after schedule 2. The sectioning, staining,
and morphology of all the uterus samples were good. The results showed that fatty tissue samples
in normal and macro size and other samples in macro size can be processed with tissue
processing schedule that takes 2 days. More rapid tissue processing reduces the time spent in
tissue diagnostics and advances the treatment of patients.

KEYWORDS:

Histology, tissue processing, tissue sample, tissue morphology, staining, breast tissue, uterus
tissue
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1 JOHDANTO

Histologia on diagnostiseen patologiaan kuuluva erikoisala, jossa tutkitaan kudosnayt-
teiden rakennetta ja toimintaa. Histologinen kudosnayte voi olla esimerkiksi pieni, paikal-
lispuudutuksessa poistettu luomi tai suurempi, leikkauksen yhteydessa poistettu koko-
nainen elin. Naytteet kasitelladn histologian laboratoriossa erilaisilla histologisilla mene-
telmilla niin, etta lopputuloksena on objektilasille kiinnitetty ja varjatty kudosleike, jonka
patologiaan erikoistunut laékari tutkii valomikroskoopilla. (Terveyskirjasto Duodecim;
Makinen 2012a; Pikander 2015; Suomen Bioanalyytikkoliitto ry 2017.)

Vaeston ikdantyminen ja sairauksien lisdantyminen ovat aiheuttaneet viime vuosina sita,
ettd histologian laboratoriossa myds kudosnaytteiden maarat ovat kasvaneet. Jotta la-
boratoriossa pystytaan vastaamaan lisdantyneeseen palvelujen kysyntaan, taytyy nayt-
teiden kasittelymenetelmia kehittda ja parantaa. (Kamel 2010; Laiho 2015.) Diagnostisen
patologian kehitys onkin ollut nopeaa viimeisten vuosikymmenten aikana teknologian
kehittymisen ansiosta. Histologisten naytteiden kudosprosessointiin kaytettdva mene-

telm& on sen sijaan sailynyt pitk&d&n lahes samanlaisena. (Helin 2007; Gupta ym. 2016.)

Kudosprosessoinnissa formaliinilla fiksoitu nayte kay lapi kolme vaihetta: dehydraatiossa
kudoksesta poistetaan vesi ja fiksatiivi nousevalla alkoholisarjalla, kirkastuksessa kudok-
sesta poistetaan alkoholi ksyleenilld, ja imeytyksessa kudokseen imeytetaan kudostuki-
aine parafiini (Spencer & Bancroft 2013). Tavallisimmin kudosprosessointi kestaa yon
yli, mika viivastyttda naytteiden kulkua laboratoriossa ja niin ikaan potilaan diagnoosin
saamista vahintdan vuorokaudella (Babu ym. 2011; Gupta ym. 2016). Prosessointiin ku-
luvaa aikaa on kuitenkin mahdollista vahentdd muun muassa mikroaalloilla ja proses-

soinnin eri vaiheita muuttamalla (Jali ym. 2015; Shrestha ym. 2015).

Taman opinnaytetydn toimeksiantaja oli Paijat-Hameen hyvinvointikuntayhtyméan
(PHHYKY) kuuluva Paijat-Hameen laboratorioliikelaitos, ja se toteutettiin Paijat-Hameen
keskussairaalan (PHKS) patologian laboratoriossa. Opinnaytetydssa tarkoituksena oli
prosessoida rasvakudosta sisaltavia rintakudosnaytteitd seka kohtukudosnaytteité kah-
della eripituisella kudosprosessointiohjelmalla, ja vertailla naytteiden leikkautumista mik-
rotomilla, varjaytymista ja kudosmorfologiaa. Tavoitteena oli, etta patologian laboratori-
0ssa voitaisiin ottaa kayttoon nykyista lyhyempi kudoskuljetusohjelma erikokoisille ras-
vakudosta siséltaville seka rakenteeltaan tiivimmille naytteille. Lyhyemman prosessoin-

nin ansiosta naytteet saataisiin nopeammin jatkokasittelyyn.
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2 HISTOLOGISEN KUDOSNAYTTEEN KASITTELY
LABORATORIOSSA

2.1 Histologia

Histologia eli kudosoppi on diagnostiseen patologiaan kuuluva laéketieteen erikoisala,
jossa tutkitaan kudosnaytteiden rakennetta ja toimintaa (Terveyskirjasto Duodecim; Pi-
kander 2015). Histologiset kudosnaytteet voivat olla erilaisia tdhystysten tai leikkausten
yhteydessa otettuja kudospaloja tai paikallispuudutuksessa poistettuja muutoksia (Suo-
men Bioanalyytikkoliitto ry 2017). Naytteiden koko vaihtelee pienistd, muutaman milli-
gramman painoisista naytteista suuriin operatiivisiin naytteisiin. Pienia operatiivisia nayt-
teitd ovat muun muassa ihon luomet seka suuremmat kirurgiset naytteet, kuten umpili-
sakkeet ja sappirakot. Suuret operatiiviset naytteet voivat olla esimerkiksi kasvainten tai
tulehduksellisten muutosten vuoksi poistetut kokonaiset elimet, elinten osat tai elinryh-
mat. (Mékinen 2012a.)

Histologiset naytteet kasitellaan laboratoriossa erilaisilla histologisilla menetelmilla niin,
ettd lopputuloksena on parafiiniin valettu kudosnayte ja siita tehty hyvin ohut lasille kiin-
nitetty ja varjatty kudosleike, jonka patologiaan erikoistunut laékari eli patologi tutkii va-
lomikroskoopilla. Havaitsemiensa muutosten perusteella patologi laatii patologisanato-
misen diagnoosin (PAD) eli lausunnon, josta kay ilmi koepalan rakenne ja siina havaitut
merkittdvat muutokset. (Karttunen ym. 2005; Mustajoki & Kaukua 2008; Rantala 2014.)

2.2 Kiinnittaminen eli fiksaatio

Kudoksen kiinnittdAminen eli fiksaatio on histologisten naytteiden kasittelyn ensimmaéinen
ja térkein vaihe, jonka puutteellisuutta ei voi korjata milladn myéhemmalla toimenpiteella.
Fiksaation tarkoituksena on sailyttd& kudoksen rakenne mahdollisimman muuttumatto-
mana, mika tapahtuu pysayttamalla kudoksen hajoaminen ja matadneminen solunsisais-
ten entsyymien ja mikro-organismien takia. Liséksi fiksaation tarkoituksena on helpottaa
kudoksen jatkokasittelyd, silla se kovettaa ja kiinteyttdd kudosta. (Aho 1999; Rolls 2012;
Rhodes 2013.)
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Kudoksen kiinnittdmiseen voidaan kayttaa fysikaalisia tai kemiallisia menetelmia. Fysi-
kaalisia fiksatiiveja ovat mikroaallot, kuumuus tai pakastekuivaus, jotka eivat ole niin ylei-
sessd kaytossa kuin kemialliset. Kemiallisista fiksatiiveista kaytetyin on 10-prosenttinen
puskuroitu formaliini, joka on kaasumaisen formaldehydin vesiliuoksesta valmistettu lai-
mennos. (Rhodes 2013.)

Formaldehydin fiksatiivinen vaikutus perustuu reaktioon kudoksen proteiinien sivuryh-
mien kanssa, jolloin muodostuvien reaktiivisten ryhmien valille muodostuu kovalenttisia
ristisidoksia. Muita kemiallisia fiksatiiveja ovat muun muassa etanoli, metanoli ja asetoni,
jotka taas katkaisevat proteiinien sisaltamia hydrofobisia sidoksia poistamalla vapaan

veden kudoksesta ja aiheuttaen proteiinien saostumisen. (Rolls 2012; Rhodes 2013.)

Hyvien ja toivottujen vaikutusten lisaksi kaikilla fiksatiiveilla on my6és vahemman toivot-
tuja vaikutuksia kudoksiin. Siksi fiksatiivin valinnassa on aina tehtava kompromissi, jossa
punnitaan fiksatiivin hyvat ja huonot puolet. Useimmat fiksaatiomenetelmét aiheuttavat
esimerkiksi vaihtelevasti kudoksen kutistumista tai turpoamista ja kovettumista seka
vaihtelua histologisissa varjayksissa. Tarkeaa kuitenkin on, ettd fiksatiivin aiheuttamat
ei-toivotut vaikutukset ovat johdonmukaisia eli ne vaikuttavat kaikkiin naytteisiin samalla
tavalla. (Rhodes 2013.)

Kudosnéaytteet saadaan parhaiten fiksoitua fiksatiivilla, jonka pH on 6—8 eli neutraalilla
tasolla. Tata happamammalla tai emaksisemmalla fiksatiivilla solujen morfologia eli ra-
kenne saattaa huonontua (Merriam-Webster). Liséksi jos formaliinin pH on lilan matala,
kudokseen saattaa muodostua tumman ruskeaa formaliinipigmenttia, joka haittaa kudok-
sen mikroskooppista tarkastelua. Neutraalin pH:n liséksi fiksatiivin olisi hyva olla melko
laimeaa. Liian korkea konsentraatio kiinnittda kudoksen lilan nopeasti, jolloin siita tulee
kovaa ja kutistunutta. Todella matala konsentraatio taas turhaan hidastaa fiksoitumista.
Optimaalisen fiksatiivin valinnan lisaksi kudoksen fiksoitumista on mahdollista nopeuttaa
agitaatiolla eli sd&nndllisin valiajoin tapahtuvalla nesteen liikkeella. Sopiva agitaatio lisda
fiksatiivin kulkeutumista kudokseen, kun taas liian hidas agitaatio on tehotonta ja liian

nopea agitaatio vaurioittaa herkkia kudoksia. (Dey 2018a.)

Fiksaation laatuun ja nopeuteen vaikuttavia tekijoita ovat fiksatiivin ominaisuuksien li-
saksi sen maara, kudoksen koko seka fiksaatioaika. Parhaimman fiksaation saavutta-
miseksi kudospalan tulisi olla alle 4-5 millimetrid paksu, ja fiksatiivia tulisi olla vahintaan
10-kertainen maara kudospalan kokoon néhden (Paijat-Hameen hyvinvointiyhtyma;

Tyks laboratoriot). Optimaalisin fiksaatioaika taas riippuu kudospalan koosta, mutta

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Varjola



useimmiten vuorokauden kestava fiksaatio on riittava. Liian lyhyt formaliinifiksaatio voi
johtaa siihen, ettd kudos fiksoituu loppuun asti vasta alkoholissa kudoskuljetuksen
alussa, mika voi aiheuttaa kudoksen varjaytymisen epaonnistumisen ja morfologian huo-
nontumisen (Spencer & Bancroft 2013). Liian pitka formaliinikasittely taas aiheuttaa ku-
doksen kutistumista ja kovettumista. (Aho 1999; Rolls 2012; Raheem2018.)

2.3 Sisaankirjaus

Kun nayte ja sen ldhete saapuvat histologian laboratorioon, nayte tunnistetaan ja kirja-
taan laboratorion tietojarjestelmaan. Kirjauksen alussa tarkastetaan naytteen lahetetie-
dot, joiden on oltava riittavat ja oikeanlaiset, jotta ndytteelle osataan tehda sopivat kasit-
telyt ja varjaykset. Lisaksi ndytteen vastaanottaja tarkistaa oikeanlaisen fiksaation ja fik-

saatioaineen riittavyyden. (Rantala 2014.)

Sisaankirjauksen yhteydessa naytteelle myds annetaan yksilollinen, kullekin laboratori-
olle ominainen numerokoodi, joka seuraa naytteen mukana koko laboratorioprosessin
lapi. Koodi sisaltaa tiedot siitd, missa laboratoriossa nayte tutkitaan ja milloin, mika on
naytteen tyyppi sekd kuinka mones nayte on kyseessa. (Makinen 2012b; Spencer &
Bancroft 2013; Suvarna & Layton 2013.)

2.4 Esikasittely

Pienet histologiset naytteet eivat aina vaadi esikasittelya, joten ne voidaan suoraan sel-
laisenaan asettaa naytenumerolla ja kudospalan jarjestysnumerolla varustettuihin reial-
lisiin muovirasioihin, joita kutsutaan nayte- tai kudoskaseteiksi. Suuremmat naytteet sen
sijaan tarvitsevat kayntiinpanon, jossa patologi tarkastelee naytettd makroskooppisesti
seka valokuvaa/piirtda ja kirjaa tietoja naytteesta mahdollisimman tarkasti. N&in toimi-
malla patologi pystyy orientoitumaan néytteeseen vaivatta myéhemminkin. Makroskoop-
pisen tarkastelun perusteella patologi ottaa edustavia kudospaloja tarvittavan maaran,
naytteesta riippuen parista palasta jopa useisiin kymmeniin paloihin. Patologi asettaa
kudospalat tunnistetiedoin varustettuihin, sopivan kokoisiin kudoskasetteihin. Kasetin

koko valitaan siten, ettd nayte ei taytd kasettia kokonaan, jotta kudoskuljetuksessa
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kaytettavat liuokset paasevat kiertamaan kudospalan ymparilla kasetin sisalla. (Rolls
2011; Makinen 2012b; Suvarna & Layton 2013; Rantala 2014.)

2.5 Kudosprosessointi

Esikasittelyn jalkeen naytteet laitetaan kaseteissaan automatisoituihin kudosprosesso-
reihin, joissa tapahtuvan prosessoinnin tarkoituksena on kovettaa kudosnaytteita juuri
sopivasti niin, ettd niiden leikkaaminen mikrotomilla on mahdollista (Mékinen 2012b).
Kudosprosessoinnissa naytteet kayvat lapi kolme vaihetta, jotka yhteensa voivat kestaa
joillakin naytteilla lyhimmilladn muutaman tunnin ja joillakin naytteilla taas pisimmillaéan

useamman paivan. (Spencer & Bancroft 2013.)

Prosessoinnin ensimmainen vaihe on dehydraatio, jossa kudoksista poistetaan sitoutu-
maton vesi ja vesiliukoinen fiksatiivi nousevalla alkoholisarjalla, johon voidaan kayttaa
esimerkiksi isopropanolia, etanolia tai denaturoituja alkoholeja. Toisena vaiheena on kir-
kastus, jossa dehydraatiossa kaytetty liuos poistetaan kudoksista, jotta ne saadaan vas-
taanottamaan seuraavassa vaiheessa etanolin kanssa liukenematon infiltraatioaine.
Yleisin kirkastukseen kaytetty aine on ksyleeni (Alwahaibi ym. 2018). Kudosprosessoin-
nin lopuksi kudoksiin imeytetaan infiltraatioaine, yleisimmin parafiini, joka imeytyy sulana
kudoksiin ja jahmettyessaan tukee ja kovettaa kudoksia helpottaen niiden leikkaamista

mikrotomilla. (Spencer & Bancroft 2013.)

Kudosprosessoreihin on mahdollista ohjelmoida erilaisia ohjelmia erityyppisia ja eri ko-
koisia naytteita varten. Ohjelmat voidaan ajastaa alkamaan tiettyna ajankohtana, minka
lisaksi ohjelmissa voidaan tarpeen mukaan muuttaa liuoksia, liuosaikoja, liuosten lam-
potiloja seka vakuumia, jotka kaikki vaikuttavat omalla tavallaan kudosprosessoinnin te-
hokkuuteen ja onnistumiseen (Jali ym. 2015). Liuosten lampétilaa nostamalla esimer-
kiksi mikroaalloilla liuokset saadaan kulkeutumaan nopeammin kudosten lapi. LAmpdtila
ei saa nousta liilan korkeaksi, silla yli 45 °C:ssa kudos saattaa kutistua ja haurastua, mika
taas hankaloittaa sen leikkaamista. Lisaksi kudoksen varjaéntyminen saattaa olla talléin
heikkoa. (Spencer & Bancroft 2013; Shrestha ym. 2015.)

Kudoksen rakenteen sailyvyyteen vaikuttaa liuosten lampdétilojen lisdksi myds aika, jonka
kudokset altistuvat liuoksille (Shrestha ym. 2015). Riittavan hitaasti tehty ja sopivan pi-

tuinen dehydraatiovaihe on tarkedd, jotta kudoksen rakenne sailyisi mahdollisimman
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hyvana. Liiallinen dehydraatio saattaa tehda kudoksesta kovaa, kutistunutta ja haurasta,
kun taas puutteellinen dehydraatio estda prosessoinnin seuraavassa vaiheessa kirkas-
tusaineen imeytymisen kudokseen jattden sen pehmeaksi. Myos liian pitka aika kirkas-
tusaineessa aiheuttaa kudoksen kutistumista ja haurastumista. (Aho 1999; Spencer &
Bancroft 2013.)

Kudosprosessoinnin tehokkuuteen ja onnistumiseen vaikuttaa my6s prosessoinnin ai-
kainen agitaatio. Sopiva agitaatio edistaa liuosten vaihtumista kudosten sisalla ja ympa-
rilld, jolloin kudosten prosessointi nopeutuu. Liian raju agitaatio saattaa vaurioittaa pie-
nimpia kudospaloja, kun taas liilan hidas agitaatio on vain tehotonta. Myds vakuumi eli
alipaine parantaa niin ikaan liuosten siirtymista kudoksiin kaikissa kudosprosessoinnin
vaiheissa. Vakuumi parantaa erityisesti parafiinin imeytymista rasvakudokseen. (Spen-
cer & Bancroft 2013.)

2.6 Parafiinivalu

Kudoskuljetuksen jalkeen kudospalat valetaan parafiiniin, jonka tarkoitus on tukea nay-
tetta ulkoisesti mikrotomilla tehtévassa leikkausvaiheessa. Yleensa valaminen tapahtuu
siihen tarkoitetussa valukeskuksessa, jossa kudospala siirretdan kasetistaan lampole-
vyn paalla olevaan sulaa parafiinia sisaltdvaan muottiin. Palat asetetaan muottiin oike-
aan asentoon, leikkauspinta alaspain ja mahdollisimman tasaisesti muotin pohjaa vas-
ten. Muotin kanneksi asetetaan naytteen identifiointitiedot sisaltava kudoskasetti, muotti
taytetadn parafiinilla ja siirretaén kylméalevylle kovettumaan. Kun parafiini on jahmettynyt,
yleensa noin 5 minuutin jalkeen, valmis "parafiiniblokki” irrotetaan muotista ja on valmis
seuraavaa vaihetta eli mikrotomiaa varten. (Aho 1999; Rolls 2011; Spencer & Bancroft
2013; Rantala 2014.)

2.7 Mikrotomia

Seuraavaksi valmiista parafiiniblokeista leikataan ohuen ohuita leikkeita mikrotomin
avulla. Eri tarkoituksiin on kehitetty hieman erilaisia mikrotomeja, joista yleisimmin labo-

ratorioissa kaytbssa on rotaatiomikrotomi. Siind mikrotomin pidikkeeseen Kkiinnitetty
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parafiiniblokki liikkuu kasikampea pyorittamalla vertikaalisesti. Jokaisella kasikammen
pyoraytyksella blokki liikkkuu kohti paikallaan pysyvaa terasveista ennalta saadetyn etai-
syyden verran, joka on sama kuin muodostuvan leikkeen paksuus. (Mohammed ym.
2012; Spencer & Bancroft 2013; Dey 2018c.)

Ensimmaiseksi kylmalevylla viilennetysta blokista "trimmataan” ylimaaraista parafiinia
pois, kunnes kudos tulee kokonaan nakyviin (Abcam; Rolls 2010). Naytteeksi otetaan
usealta eri tasolta riittava maara leikkeita, joiden paksuus vaihtelee 2 mikrometrista 10
mikrometriin riippuen kudoksesta ja sille tehtavasta varjayksesta. Yleisimmin kaytetaan
3-5 mikrometrin leikepaksuutta, jolloin leikkeessa on soluja ainoastaan yhdessa kerrok-
sessa. Onnistuneet leikkeet siirretaan lampiman veden pinnalle altaaseen, josta ne poi-
mitaan tunnistetiedoin varustetulle objektilasille samansuuntaisesti. Leikkeet kiinnitetaan
lasille lammon avulla joko lampokaapissa tai lampdlevylla. Hyva leike on tasaisen ohut,
ehja jarypyton. Leikkeessa ei saa olla vierasmateriaalia, kudoksen laajenemista tai naar-
muja, eika se saa irtoilla lasilta. (Naukkarinen 1998; Rolls 2011; Rantala 2014; Nummela
2017.)

2.8 Varjgaminen

Varjaamisen tarkoituksena on saada kudosleikkeiltd nékyviin esimerkiksi eri solutyyp-
peja, kudosrakenteita ja mikro-organismeja (Anderson 2012). Ennen vérjaysta kudos-
leikkeista poistetaan parafiini liuottimella, yleensa ksyleenilla, minka jalkeen leikkeet re-
hydroidaan eli niihin palautetaan vesi laskevalla alkoholisarjalla. Varjayksen paatteeksi
vesi poistetaan jalleen nousevalla alkoholisarjalla, ja lopuksi leikkeet kirkastetaan ksy-
leenilla. Taman jalkeen leikkeiden paalle kiinnitetd&n peitinlasi paéllystysaineen avulla.
(Aho 1999; University of Leeds 2003; Rantala 2014; Pandey ym. 2014; Alwahaibi ym.
2018.)

Suomessa yleisin histologinen perusvarjays on hematoksyliini-eosiini (HE) -varjays, joka
sisaltdd kahta variainetta, hematoksyliinid ja eosiinia (Makinen 2012b; Rantala 2014).
Hematoksyliini varjad emaksisena variaineena kudosten happamat rakenteet, kuten tu-
mat, sinisen ja violetin savyilla, ja eosiini varjaa happamana variaineena eméaksiset ra-
kenteet, kuten kollageeniséikeet, punasolut ja lihassaikeet, punaisen eri sévyilla (Ander-
son 2012; Azevedo Tosta ym. 2017).
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Toinen patologian laboratorioissa kaytdssa oleva yleisvarjdys on Weigert van Gieson -
varjays, joka sisaltaa tumat varjaavaa Weigertin hematoksyliinia seka van Gieson -liu-
osta, joka koostuu pikriinihaposta ja happamasta fuksiinista. Pikriinihappo varjaa soluli-
man, punasolut, lihaksen ja fibriinin kellertavaksi ja fuksiini sidekudoksen kollageenin
punaiseksi. (Aho 1999.)

Perusvarjaysten lisaksi naytteiden varjaamiseen voidaan kayttaa tarvittaessa erilaisia
erikoisvarjayksia, joilla voidaan varmistaa perusvarjayksissa havaitut loydokset tai saada
nakyviin tiettyja kudoskomponentteja, jotka nékyvat huonosti perusvarjayksilla. Erikois-
varjayksia kaytetdan muun muassa munuais-, maksa- ja luuydinbiopsioiden diagnostii-
kassa. Yleisimpia erikoisvarjayksia ovat muun muassa lima-aineita ja glykogeenia var-
jaava PAS-varjays, lima-aineita varjdava Alcian Blue-varjays ja helikobakteereja var-

jaava maodifioitu Giemsa-varjays. (Anderson 2012; Makinen 2012b.)
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3 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

Taman opinnaytetyon tarkoituksena oli prosessoida erikokoisia rinta- ja kohtukudosnayt-
teitd kahdella eri kudosprosessointiohjelmalla, joista ohjelma 1 on PHKS:n patologian
laboratoriossa nykyisin kaytossa oleva noin kolme vuorokautta kestava ohjelma ja oh-
jelma 2 on noin kahden vuorokauden mittaiseksi lyhennetty ohjelma. Vertailemalla pro-
sessointiohjelmien vaikutusta naytteiden leikkautumiseen, varjaytymiseen ja morfologi-
aan pyrittiin selvittdmaan, soveltuuko lyhyempi ohjelma erikokoisten rasvakudosta sisal-
tavien seka rakenteeltaan tiiviimpien naytteiden prosessoimiseen. Tavoitteena oli, etta
PHKS:n patologian laboratoriossa pystyttaisiin prosessoimaan erikokoisia rasvaisia ku-
dosnaytteité seka erilaisia makrokokoisia naytteita kolme kertaa viikossa, kun talla het-
kella prosessointi pystytddn tekemaan ainoastaan kahdesti viikossa. Kun kudosnayttei-
den prosessointiin kuluisi vahemman aikaa, patologi paasisi aiemmin tekemaan nayt-

teistd diagnooseja, miké taas nopeuttaisi potilaan hoidon saantia.
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4 OPINNAYTETYON TOTEUTUS

4.1 Opinnaytetydn kaytannon toteutus

Opinnaytetydn aihe saatiin PHKS:n patologian laboratoriolta syksylla 2017, jolloin myos
aloitettiin opinnaytetydn suunnitelman laatiminen. Huhtikuussa 2018 opinnaytetyélle ha-
ettiin tutkimuslupaa Paijat-Hameen hyvinvointikuntayhtymaan kuuluvalta Paijat-Hameen
laboratorioliikelaitokselta seka tehtiin patologian laboratorion kanssa toimeksiantosopi-
mus. Varsinainen tutkimusty6 tehtiin tutkimusluvan saamisen jalkeen toukokuussa 2018
PHKS:n patologian osastolla, josta saatiin myds kaikki tarvittavat potilasnaytteet ja vali-

neet.

Kudosnéaytteet kerattiin tutkimusta varten neljasta rinnasta ja neljasta kohdusta, joiden
fiksaatioajat vaihtelivat viikosta kuukauteen. Kaikista naytteista oli jo annettu diagnostiset
lausunnot. Jokaisesta neljasta rinnasta otettiin kahdesta kohdasta kaksi keskenaan
mahdollisimman samankaltaista rinnakkaista palaa, jotka leikattiin 1,5 x 2,0 x 0,4 cm
kokoisiksi. Palat laitettiin tunnistetiedoin varustettuihin "normaalikokoisiin” kudoskaset-
teihin, joiden sisamitat olivat 2,6 x 3,2 x 0,5 cm. Liséksi jokaisesta rinnasta otettiin kaksi
rinnakkaista 3 x 4 x 0,6 cm kokoista palaa, jotka laitettiin 4,8 x 6,4 x 1,5 cm kokoisiin
"makrokasetteihin”. Rinnoista kerattiin siis yhteensa 24 kudospalaa, joista normaaliko-
koisia paloja oli 16 ja makrokokoisia 8. Naytepaloille annettiin juoksevat numerot 1-12
niin, etta rinnakkaiset palat saivat saman numeron, ja toinen paloista oli A-pala ja toinen

B-pala. Makrokokoisia naytteitéa olivat naytepalat 3, 6, 9 ja 12.

Jokaisesta neljasta kohdusta otettiin kahdesta kohdasta kaksi 1,5 x 2,0 x 0,4 cm kokoista
palaa. Kaikki palat laitettiin omiin tunnistetiedoin varustettuihin kudoskasetteihinsa, jotka
olivat niin ikdan 2,6 x 3,2 x 0,5 cm kokoisia. Kohduista keréttiin siis yhteensé 16 saman-
kokoista kudospalaa. Kudoskasetit merkittiin numeroilla 1-8 ja kirjaimilla A ja B samaan

tapaan kuin rintanaytteet.

Kaikki A-palat eli kaikkiaan 12 rintanaytettd ja 8 kohtunaytettd prosessoitiin patologian
laboratoriossa nykyisin kaytdssa olevalla kudosprosessointiohjelmalla (ohjelma 1) (Liite
1), jonka todellinen pituus on 55 h 44 min. Rinnakkaiset palat eli B-palat prosessoitiin
testiohjelmalla (ohjelma 2) (Liite 1), jonka eri vaiheiden kestoja lyhennettiin niin, etta oh-

jelman kokonaiskestoksi saatiin 41 h 24 min. Muut asetukset olivat molemmissa
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ohjelmissa samanlaisia. Kaikkien naytteiden prosessointiin kaytettiin Thermo Fisher

Scientific Excelsior -kudosprosessoria.

Ohjelman valmistumisen jalkeen naytteet poistettiin prosessorista: Ohjelmassa 1 olleet
naytteet poistettiin kolmen péaivan kuluttua ja ohjelmassa 2 olleet naytteet kahden paivan
kuluttua prosessorin kdynnistdmisestd. Naytepalat valettin seuraavaksi parafiiniin,
minka jalkeen jokaisesta parafiininblokista leikattiin mikrotomilla yksi 4 mikrometrin pak-
suinen leike omalle objektilasillensa. Naytteiden leikkautumista arvioitiin leikkaamisen
yhteydessa asteikolla 0—3 (0 = Nayte ei leikkautunut lainkaan, 1 = Nayte leikkautui huo-
nosti, 2 = Nayte leikkautui kohtalaisesti ja 3 = Nayte leikkautui hyvin). Leikkeiden annet-
tiin kiinnittya objektilaseille lampdlevylla noin 15 minuuttia. Kaikki objektilaseilla olevat
leikkeet varjattiin HE-varjayksella varjaysautomaatissa ja paallystettiin peitinlaseilla. Lo-
puksi naytteiden kudosmorfologiaa ja varjaytymista tarkasteltiin valomikroskoopilla solu-
biologin kanssa. Kudosmorfologia arvioitiin asteikolla 0—3 (0 = Naytteen kudosmorfologia
ei sailynyt lainkaan, 1 = Naytteen kudosmorfologia oli huono, 2 = Naytteen kudosmorfo-
logia oli kohtalainen ja 3 = Naytteen kudosmorfologia oli hyvad). Varjaytymista arvioitiin
niin ik&&n asteikolla 0-3 (0 = Nayte ei varjaytynyt lainkaan, 1 = Nayte varjaytyi huonosti,
2 = Nayte varjaytyi kohtalaisesti ja 3 = Nayte varjaytyi hyvin).

Tutkimuksen tuloksena saatu havaintoaineisto analysoitiin tilastollisesti Microsoft Excelin
avulla. Opinnaytetyon raportti kirjoitettiin vuoden 2018 kesan ja syksyn aikana. Raporttiin
etsittiin teoriaperustaa varten mahdollisimman tuoreita lahteita eri tietokannoista. Valmis
ty0 esitettiin Turun ammattikorkeakoululla seka PHKS:n patologian laboratoriossa mar-
raskuussa 2018.

4.2 Opinnaytetyon metodologiset lahtokohdat

Kvantitatiivinen eli maarallinen menetelma on tutkimustapa, jossa muuttujien eli mitatta-
vien tekijoiden valisia suhteita ja ominaisuuksia kasitellaén yleisesti kuvaillen numeroi-
den avulla. Maarallisessa tutkimuksessa tutkimustieto siis saadaan numeroina tai laa-
dullinen aineisto ryhmitelladan numeeriseen muotoon, tulokset esitetdén esimerkiksi tun-
nuslukuina ja lopulta numerotieto tulkitaan sanallisesti. Maarallinen tutkimus vastaa ky-
symyksiin kuinka paljon, kuinka moni ja kuinka usein. Tutkimusmenetelm&aan kuuluu

my0s, ettd tutkittava asia strukturoidaan eli tutkittava asia ja sen ominaisuudet
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suunnitellaan ja vakioidaan ennen aineiston keraamistéa. Jokaiselle muuttujalle annetaan

arvo, joka voidaan ilmaista symboleina, kuten numeroina tai kirjaimina. (Vilkka 2007.)

Tutkimuksellisessa opinnaytetytssa keskeisena toimijana on opiskelija, jonka tyon tulok-
sena syntyy uutta tietoa rajatusta tutkimuskysymyksesta yleensa tutkimusraportin muo-
dossa. Uusi tieto pohjautuu aiheeseen liittyvaan teoriaperustaan, kasitteisiin seka niiden
maarittelyyn. Tutkimuksellisen tyén yhtena tunnuspiirteena voidaan myds pitaa sita, etta
tydote on tutkimusorientoitunut eli tydskentely on tutkimussuunnitelman mukaista. Li-
saksi oleellisia asioita ovat tutkimuksen objektiivisuus, lapinékyvyys seké luotettavuus.
(Salonen 2013.)

Tama oli tutkimuksellinen kvantitatiivinen opinnaytetyd, jossa vertailtiin kahdella eripitui-
sella kudosprosessointiohjelmalla saatuja tuloksia keskendén. Opinnaytetyd suunnitel-
tiin aiheeseen liittyvan teoriaperustan avulla, ja tyo toteutettiin suunnitelman mukaisesti.
Tutkimusty6 tehtiin mahdollisimman objektiivisesti, luotettavasti ja lapindkyvasti. Tutkit-
tavia asioita eli muuttujia olivat naytteiden leikkautuminen, naytteiden varjaytyminen
seka naytteiden kudosmorfologia. Muuttujista muodostettiin mittarit niin, etta niille annet-
tiin symboliset numeroarvot, ja vastausvaihtoehdot vakioitiin naytteiden arvioinnissa. Ha-
vainnoinnin avulla saatu numeerinen tutkimustieto analysoitiin tilastollisilla menetelmilla
seka tulkittiin ja selitettiin sanallisesti. Tutkimuksen tuloksena syntyi uutta tietoa siita,
onko pidemman ja lyhyemman prosessointiohjelman valilla eroa rinta- ja kohtunaytteiden

leikkautumisessa, varjaytymisessa tai kudosmorfologiassa.

4.3 Opinnaytetydn eettisyys

Tieteellisessa tutkimuksessa on noudatettava hyvaa tieteellista kaytant6a, jotta sita voi-
daan pitaa eettisesti hyvaksyttavana ja luotettavana seka sen tuloksia uskottavina. Hy-
vaan tieteelliseen kaytantéon kuuluu, ettd tutkimuksessa sovelletaan eettisesti kestavia
tiedonhankinta-, tutkimus- ja arviointimenetelmia. Liséksi noudatetaan huolellisuutta, re-
hellisyytta ja tarkkuutta tutkimustydssa, tulosten tallentamisessa ja esittamisessa seka
tutkimusten ja niiden tulosten arvioinnissa. Tutkimuksen suunnittelu, toteutus ja rapor-
tointi on tehtava yksityiskohtaisesti ja tieteelliselle tiedolle asetettujen vaatimusten edel-

lyttamalla tavalla. Hyvéan tieteellisen kaytdnndn mukaista on myds tarvittavien
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tutkimuslupien hankkiminen ennen tutkimuksen toteuttamista. (Tutkimuseettinen neu-

vottelukunta; Launis 2007; Kankkunen & Vehvildainen-Julkunen 2013.)

Tutkijan saamien tulosten luotettavuutta heikentd& hyvan tieteellisen kaytannon louk-
kaus epéaeettiselld ja eparehelliselld toiminnalla. Hyvan tieteellisen kaytdnnon loukkauk-
set jaotellaan piittaamattomuuteen hyvasta tieteellisesta kaytanndosta seka tutkimusvilp-
piin, johon kuuluvat havaintojen vaaristely, plagiointi, sepittdminen ja anastaminen. (Tut-

kimuseettinen neuvottelukunta; Launis 2007.)

Taman opinnaytetyon kaikissa vaiheissa noudatettiin hyvaa tieteellista kaytantoa. Hyvaa
tieteellisté kaytantoa ei myoskaan loukattu minkaénlaisella tutkimusvilpilla tai piittaamat-
tomuudella hyvéasta tieteellisesta kaytannosta. Tydssa kaytettyja lahteitd ei plagioitu tai
anastettu, vaan lahteista poimittu tieto kerrottiin omin sanoin, ja kaikki kaytetyt lahteet
merkittiin asianmukaisesti tekstiin. Kaikissa tydvaiheissa ja kaikkien naytteiden kanssa
toimittiin huolellisesti ja mahdollisimman samalla tavalla, jotta eri ty6vaiheista johtuva

vaihtelu olisi mahdollisimman pientd, eika vaikuttaisi tuloksiin.

Opinnaytetydn aiheen lahtékohtana oli sen hyodyllisyys ja ajankohtaisuus PHKS:n pato-
logian laboratoriolle, jonka laatupolitikkaan kuuluu toiminnan jatkuva parantaminen ja
kehittaminen (Paukku-Sani ym. 2018). Tydsta saatu hydty ei kohdistunut potilaisiin, joi-
den naytteita tydssa kaytettiin, mutta jatkossa potilaat voivat hyotyd naytteiden nopeam-
masta kasittelysta. Tutkimuksen tekemiseen hankittiin tarvittavat ja asianmukaiset tutki-
musluvat Paijat-Hameen laboratorioliikelaitokselta, johon PHKS:n patologian laboratorio
kuuluu. Opinnaytety®d suunniteltiin huolellisesti, ja suunnitelmaa myds noudatettiin kay-

tannossa tarkasti.

Kaikki tulokset ja havainnot kasiteltiin ja esitettiin rehellisesti ja tarkasti ilman sepittdmista
tai vaaristelya. Tietosuojan toteutuminen otettiin tutkimusta tehdessad huomioon anta-
malla kaytetyille potilasnaytteille juoksevat numerot niin, etta tydn tekija ei missaan vai-
heessa saanut tietdd naytteisiin liittyvid potilastietoja. Kaikki tutkimusmateriaali havitettiin

oikeaoppisesti viimeistaan opinnaytetyon valmistuttua.

TURUN AMK:N OPINNAYTETYO | Elina Varjola



19

5 TUTKIMUSTULOKSET

5.1 Naytteiden leikkautuminen

Ohjelmassa 1 olleista 12 rintanaytteesta 10 naytetta (83 %) leikkautui mikrotomilla hyvin
(Taulukko 1). Kahden naytteen arvioitiin leikkautuvan kohtalaisesti. Molemmat néista rin-
tanaytteista olivat makrokokoisia naytteitad. Kaikkien ohjelman 1 rintanaytteiden leikkau-

tumisen keskiarvo oli noin 2,8.

Ohjelman 2 rintanaytteista hyvin leikkautui 11 naytetta (92 %) ja kohtalaisesti yksi mak-
rokokoinen nayte (8 %) (Taulukko 1). Kaikkien ohjelmassa 2 olleiden rintanaytteiden leik-
kautumisen keskiarvoksi saatiin noin 2,9. Rintanaytteiden leikkautumisesta annetut pis-

teet on eritelty naytteittain liitteessa 2.

Taulukko 1. Rintanaytteiden leikkautumiselle annettujen pisteiden frekvenssit (f) ja suh-
teelliset frekvenssit (f %).

Pisteet Ohjelma 1 Ohjelma 2
f (f %) f (f %)
0 0 0
1 0 0
2 2 (17 %) 1 (8 %)
3 10 (83 %) 11 (92 %)

Kaikki ohjelmassa 1 seka ohjelmassa 2 olleet yhteensa 16 kohtunaytteesté (100 %) leik-
kautui hyvin (Taulukko 2). Kohtunaytteiden leikkautumisesta annetut pisteet on eritelty

naytteittain liitteessa 3.
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Taulukko 2. Kohtunaytteiden leikkautumiselle annettujen pisteiden frekvenssit (f) ja suh-
teelliset frekvenssit (f %).

Pisteet Ohjelma 1 Ohjelma 2
f (f %) f (f %)
0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 8 (100 %) 8 (100 %)

5.2 Naytteiden varjaytyminen

Ohjelman 1 rintanaytteistd 10 naytetta (83 %) varjaytyi hyvin ja 2 naytetta (17 %) kohta-
laisesti (Taulukko 3). Kohtalaisesti varjaytyneet naytteet olivat normaalikokoisia nayt-
teitéd. Kaikkien ohjelmassa 1 olleiden rintanaytteiden varjaytyvyyden keskiarvoksi saatiin
noin 2,8. Kuvassa 1 on ohjelmassa 1 ollut rintandyte, joka varjaytyi hyvin, ja kuvassa 2
on saman ohjelma kohtalaisesti varjaytynyt rintanayte.

Kuva 1. Hyvin varjaytynyt rintanayte (20x), ohjelma 1.
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Ohjelmassa 2 olleista rintanaytteista 5 (42 %) varjaytyi hyvin ja 7 (58 %) kohtalaisesti

(Taulukko 3). Myos tassa tapauksessa kohtalaisesti varjaytyneet olivat normaalikokoisia

naytteitd. Kaikkien ohjelmassa 2 olleiden rintanaytteiden varjaytyvyyden keskiarvoksi

saatiin noin 2,4. Kuvassa 3 on ohjelmassa 2 ollut rintanayte, joka varjaytyi hyvin, ja ku-

vassa 4 on saman ohjelman kohtalaisesti varjaytynyt rintandayte. Rintanaytteiden varjay-

tymisesta annetut pisteet on eritelty ndytteittain liitteessa 2.

Taulukko 3. Rintanaytteiden varjaytymiselle annettujen pisteiden frekvenssit (f) ja suh-

teelliset frekvenssit (f %).

Pisteet Ohjelma 1 Ohjelma 2
f (f %) f (f %)
0 0 0
1 0 0
2 2 (17 %) 7 (58 %)
3 10 (83 %) 5 (42 %)
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Kuva 3. Hyvin varjaytynyt rintanayte (10x), ohjelma 2.

Kuva 4. Kohtalaisesti varjaytynyt rintanayte (20x), ohjelma 2.
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Kaikki ohjelmassa 1 ja 2 olleet kohtunaytteet varjaytyivat hyvin (Taulukko 4). Kuvassa 5
on kaksi hyvin varjaytynyttd kohtunaytettd, vasemmalla puolella oleva nayte oli ohjel-

massa 1 ja oikealla puolella oleva nayte oli ohjelmassa 2. Kohtunaytteiden varjaytymi-

sestd annetut pisteet on eritelty naytteittain liitteessa 3.

Kuva 5. Vasen: Kohtunayte (20x), ohjelma 1. Oikea: Kohtunayte (20x), ohjelma 2.

Taulukko 4. Kohtunaytteiden varjaytymiselle annettujen pisteiden frekvenssit (f) ja suh-
teelliset frekvenssit (f %).

Pisteet Ohjelma 1 Ohjelma 2
f (f %) f (f %)
0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 8 (100 %) 8 (100 %)

5.3 Naytteiden kudosmorfologia

Kaikissa 12 rintanaytteessa, jotka olivat ohjelmassa 1, kudosmorfologia oli hyvaa (Tau-
lukko 5). Sen sijaan ohjelmassa 2 olleista rintanaytteista 10 naytteessa (83 %) morfologia
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oli sailynyt hyvana, ja kahdessa normaalikokoisessa naytteessa (17 %) morfologia oli
kohtalaista. Nain ollen ohjelman 2 naytteille kudosmorfologian keskiarvoksi saatiin noin
2,8. Kuvassa 6 on kaksi ohjelmassa 2 ollutta rintanaytetta, joissa kudosmorfologia oli
kohtalaista. Rintanaytteiden kudosmorfologiasta annetut pisteet on eritelty naytteittain

litteessa 2.

Kuva 6. Vasen: Rintandyte (10x), ohjelma 2. Oikea: Rintanayte (20x), ohjelma 2.

Taulukko 5. Rintanaytteiden kudosmorfologialle annettujen pisteiden frekvenssit (f) ja
suhteelliset frekvenssit (f %).

Pisteet Ohjelma 1 Ohjelma 2
f (f %) f (f %)
0 0 0
1 0 0
2 0 2 (17 %)
3 12 (100 %) 10 (83 %)

Kaikissa ohjelman 1 ja ohjelman 2 kohtunaytteissa kudosmorfologia arvioitiin hyvaksi
(Taulukko 6). Kohtunaytteiden kudosmorfologiasta annetut pisteet on eritelty naytteittain
litteessa 3.
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Taulukko 6. Kohtunaytteiden kudosmorfologialle annettujen pisteiden frekvenssit (f) ja

suhteelliset frekvenssit (f %).

Pisteet Ohjelma 1 Ohjelma 2
f (f %) f (f %)
0 0 0
1 0 0
2 0 0
3 8 (100 %) 8 (100 %)
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6 POHDINTA

Taman opinnaytetydn tarkoituksena oli prosessoida rinnakkaisia rinta- ja kohtukudospa-
loja kahdella eripituisella ohjelmalla PHKS:n patologian laboratoriossa. Vertailemalla
prosessointiohjelmien vaikutusta naytteiden leikkautumiseen, varjaytymiseen ja morfo-
logiaan pyrittiin selvittdmaan, soveltuuko lyhyempi ohjelma erikokoisten rasvakudosta
sisdltavien seka rakenteeltaan tiivimpien naytteiden prosessoimiseen. Opinndytetyon
tavoitteena oli, etta kyseiset kudosnéytteet saataisiin prosessoitua laboratoriossa kol-
men paivan sijaan kahdessa paivassa. Talldin yhden tydviikon aikana ehdittaisiin pro-
sessoimaan naytteita kolme kertaa, kun téhé&n asti niitd on ehditty prosessoimaan kaksi
kertaa viikossa. Naytteiden nopeampi prosessointi nopeuttaisi lopulta myés potilaan hoi-
toa.

PHKS:n patologian laboratoriolle on tehty opinnaytetyd samankaltaisesta aiheesta jo
vuonna 2007. Heinrichs (2007) selvitti tuolloin tydssaan, onko rasvakudosta siséltavien
naytteiden leikkautumisessa eroa, kun ne prosessoidaan 11 tuntia kestavalla ohjelmalla
jakun ne prosessoidaan kolme paivaa kestavalla ohjelmalla. Tutkimuksen tuloksena ras-
vaisille kudoksille otettiin tuolloin kayttéon kolmen paivan ohjelma, jolla prosessoitujen
naytteiden todettiin leikkautuvan mikrotomilla paremmin. Nyt laboratoriossa on kuitenkin
koettu kyseinen kolmen vuorokauden ohjelma hieman liian pitkaksi, ja laboratorion eh-
dotuksesta nyt selvitettiin, onko ohjelma mahdollista lyhentdd kahden vuorokauden mit-

taiseksi.

Tutkimuksen kohteena olevalla prosessointiohjelmalla prosessoidaan normaalisti rinta-
naytteiden lisaksi myods muita rasvakudosta siséltavia seka mita tahansa makrokokoisia
kudosnaytteitd, esimerkiksi eturauhasnaytteita. Tassa tydssa kaytettiin niin ikaan tutki-
musmateriaalina rintakudosnaytteitd normaalikokoisina ja makrokokoisina paloina, silla
haluttiin selvittdd, onko prosessoitumisessa eroa erikokoisten naytteiden valilla. Rinta-
kudos valikoitui tutkimusmateriaaliksi myds siksi, etta sen saatavuus ty6ta varten oli
hyva, koska se on laboratoriossa melko yleinen kudosnayte, jota jaa lahes aina yli diag-

nostiikkaa varten otettavien naytepalojen ottamisen jalkeen.

Toiseksi kudokseksi tydhon valittiin kohtukudosta, jonka kaltaista tiivimpaa kudostyyppia
ohjelmassa halutaan myos prosessoida. Yleisimpia tallaisia naytteita patologian labora-
toriossa ovat eturauhasnaytteet, mutta koska niita ei ollut kaytettavissa tata tyota varten,

valittiin saatavuudeltaan parempaa kohtukudosta. Kohtukudosnaytteet prosessoidaan
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patologian laboratoriossa normaalisti toisella prosessointiohjelmalla, jonka kesto on huo-

mattavasti lyhyempi kuin taméan tutkimuksen ohjelma 2.

Tyohon haluttiin siis valita kaksi rakenteeltaan toisistaan poikkeavaa kudostyyppi&, jotka
tarvitsevat prosessoituakseen melko eri pituiset ohjelmat. Néille erityyppisille kudoksille
pyrittiin 16ytdmaan kompromissina sen pituinen prosessointiohjelma, jossa molemmat
kudokset prosessoituvat mahdollisimman hyvin. Rasvainen rintakudos tarvitsee melko
pitkan prosessointiajan, jotta kudoksesta poistuu sen sisaltdma vesi, kun taas kohtuku-
dos ei saa olla liian pitkia aikoja etenkaan ohjelman alkoholihuuhteluissa, jottei se kuivu
likaa. Taméan perusteella prosessointiohjelman lahes jokaisen vaiheen pituutta lyhen-

nettiin solubiologin arvion mukaan niin, ettd sen kokonaiskestoksi tuli 41 h 24 min.

Taman tyon ainoat naytteet, joissa leikkautuminen mikrotomilla arvioitiin kohtalaiseksi,
olivat makrokokoisia rintanaytteita, joista kaksi oli prosessoitu ohjelmassa 1 ja yksi oh-
jelmassa 2. Leikkautuminen arvioitiin kohtalaiseksi, koska leikkeisiin tuli halkeamia leik-
kaamisen yhteydessa. Kaiken kaikkiaan kohtalaisesti leikkautuvien naytteiden osuus
kaikista naytteista oli niin pieni, etta halkeamien muodostumista ei pidetty merkittavana
asiana. Makrokokoisten naytteiden leikkaaminen mikrotomilla on yleensakin haastavam-
paa kuin normaalikokoisten naytteiden leikkaaminen, ja halkeamia saattaa muodostua
myds pidempaan prosessoituja naytteita leikatessa. Tassa tutkimuksessa naytteet siis
leikkautuivat paaasiassa hyvin, eiké lyhyempi prosessointiohjelma nayttanyt huononta-

van normaali- tai makrokokoisten naytteiden leikkautumista.

Ohjelmassa 2 olleista rintanaytteistda kahdessa oli ongelmana, etta eosiini-vari ei ollut
tarttunut kudoksen rakenteisiin niin hyvin kuin olisi pitdnyt. Muun muassa punasolut ja
sidekudoksen saikeet olivat siis varjaytyneet eosiinilla vain heikosti punertaviksi (Kuva
4). Viidessa rintanaytteessa varjaytyminen arvioitiin yleisella tasolla kohtalaiseksi. Kuten
Dey (2018b) kertoo teoksessaan, puutteet varjaytymisessa saattavat osittain johtua siita,
ettd leikkeet ovat mahdollisesti olleet hieman ohuita. Lisaksi osa varjaytymisen puutteista
voidaan laskea normaaliksi vaihteluksi, jota kudosten varjaytymisessa aina hieman esiin-

tyy, mik& mainitaan myds Niethammerin ym. (2010) artikkelissa.

Kahden rintanaytteen leikkeet olivat muihin leikkeisiin ndhden niin paksuja, etté ne olivat
ylivarjaytyneita, ja niiden morfologiaa oli hankala tulkita. Naité naytteitd ei myoskaan oi-
kein pystytty luotettavasti vertaamaan rinnakkaisiin, selke&sti ohuempiin naytteisiin,
mista johtuen kyseisten naytteiden varjaytyminen arvioitiin kohtalaiseksi. Kyseiset nayt-

teet olivat ohjelmassa 1 olleista rintanaytteistd ainoita, joiden varjaytyminen oli
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kohtalaista. Spencer ja Bancroft (2013) kertovat, etta lilan paksun leikkeen syyna voi olla

kulunut mikrotomin veitsi tai se, etté nayteblokki ei ole ollut leikattaessa riittdvan kylma.

Ohjelmassa 1 olleissa rintanaytteissa myds kudosmorfologia sailyi hieman paremmin
kuin ohjelman 2 rintanaytteissd. Kahdessa lyhyemméan ohjelman naytteessa kudosmor-
fologia oli kohtalaista, koska niissa rasvasolujen morfologia oli epanormaalin nakoista,
solut olivat kutistuneita ja irti toisistaan. Koska tallaisia naytteita oli vain kaksi, tulosta ei
voida pitaa kovin merkittdvana, eika todennakoisesti lyhyemmasta prosessoinnista joh-
tuvana. Kyseisten rintandytteiden morfologia saattoi huonontua mikrotomia-vaiheessa
tai jo jossain aiemmassa vaiheessa, silla molemmat naytteet olivat saman potilaan rin-

nasta.

Asia, joka hyvin todennakdisesti vaikutti taman tutkimustydn lopputuloksiin, oli se, etta
kudosnaytteet ehtivat fiksoitua formaliinissa vahintdan viikon ja osa jopa kuukauden
ajan. Normaalisti PHKS:n patologian laboratorion naytteet fiksoituvat enintaan viikon
ajan. Hyva fiksointi vaikutti tissa tapauksessa mahdollisesti ainakin morfologian sailymi-

seen seka kudosten hyvaan leikkautuvuuteen.

Tassa tyossa kaikkien kudospalojen koot vakioitiin mahdollisimman samankokoisiksi,
jotta tulokset olisivat vertailukelpoisia keskenaan. Liséksi naytepalat leikattiin kudos-
kasetteihin sopiviksi niin, ettd niiden ymparille kasetin sisélle jai reilusti tilaa. Nain toimi-
malla varmistettiin se, etta prosessoinnin aikana liuokset paasivat kunnolla kulkemaan
naytteiden ymparilla, jolloin kudokset prosessoituivat taysin. Todellisuudessa kudospa-
lojen koot saattavat patologian laboratoriossa vaihdella jonkin verran, minka lisaksi ku-
dospalat leikataan joskus liian suuriksi kudoskasetteihin nahden. Tallaisissa tapauksissa
varsinkaan suurimmat kudospalat eivat valttamatta prosessoidu kunnolla tasaisesti. Nyt
kun patologian laboratoriossa voidaan ottaa kayttdon lyhyempi prosessointiohjelma, olisi
tarkeaa etenkin rasvaisten naytteiden kohdalla, ettei makrokokoisia kudoskasetteja tay-
tettaisi liian tayteen. Lyhyemmalla ohjelmalla liian suurikokoisten makronaytteiden pro-

sessoituminen saattaisi jaada entistd herkemmin vaillinaiseksi.

Naytteitd tarkasteltiin valomikroskoopilla kokeneen solubiologin kanssa, joten mikrosko-
poinnilla saatuja tuloksia voidaan pitaa suhteellisen luotettavina. On kuitenkin hyva tie-
dostaa, ettd mikroskopoijalla on aina subjektiivinen ndkemys siitd, millaisilta histologisten
varjaysten kuuluu nayttda. Joku toinen henkild olisi siis saattanut arvioida taméankin tyén

naytteet eri tavalla. Tyon luotettavuutta olisi voinut lisata se, ettd naytteiden
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varjaytymisen ja kudosmorfologian olisi pisteyttanyt ainakin toinen kokenut henkild, ku-

ten esimerkiksi patologi.

Kudosprosessointiin liittyvid aiempia tutkimuksia 10ytyi eri tietokannoista ja -aineistoista
jonkin verran, ja niistd muutamista on siséllytetty tietoa taman opinndytetytn teoriaosuu-
teen. Yhtaan sellaista tieteellista tutkimusta, jossa prosessointia olisi yritetty nopeuttaa
sen kestoa lyhentamalla, ei kuitenkaan 16ytynyt perusteellisesta etsimisesta huolimatta.
Vaikka aiempia tutkimuksia olisikin 16ytynyt, ei niiden tuloksia olisi voinut verrata taman
tydn tuloksiin, jos niissa kaytetyt kudosten kasittelymenetelmaét olisivat millaan tavalla
eronneet timan tydn menetelmistad. Kudoksen kasittelyn olisi siis oltava eri tutkimuksissa
tismalleen samanlaista jo preanalyyttisista vaiheista eli fiksoinnista ja kudosten pienen-
tamisesta alkaen, jotta kudosprosessoinnilla saadut tulokset olisivat vertailukelpoisia eri
tutkimusten kesken. Jokaisen laboratorion onkin itse maaritettava optimaalisimmat ku-
dosprosessointiohjelmat juuri niilla valineilla, laitteilla, naytteilla ja toimintatavoilla, joita

kyseisessa laboratoriossa on kaytossa.

Tassa tutkimuksessa ohjelmien 1 ja 2 valilla ei siis havaittu merkittdvaa eroa normaali-
tai makrokokoisten rintanaytteiden leikkautumisessa tai kudosmorfologiassa. Sen sijaan
normaalikokoisten rintanadytteiden varjaytymisen kannalta ohjelma 2 naytti olleen hieman
huonompi vaihtoehto. Kummassakaan ohjelmassa olleissa kohtunaytteissa ei ollut mi-
taan moitittavaa. Naista tuloksista voidaan paatelld, etta jos prosessointiohjelma olisi ly-
hyempi kuin nyt testattu 41 tuntia ja 24 minuuttia, tuloksena saattaisi olla useampia koh-
talaisesti tai jopa huonosti varjaytyneita rintanaytteitd. Kohtukudosnaytteet taas osoittivat
sen, ettd ohjelma 2 tai edes ohjelma 1 ei ole liian pitkd kyseiselle naytetyypille. Proses-
sointiohjelmaa olisi siis mahdollista jopa pidentaa aavistuksen verran, jolloin rasvaku-
dosta sisaltavat naytteet prosessoituisivat hieman paremmin ja talldin mahdollisesti var-
jaytyisivat paremmin, mutta tiivimmat kohtukudoksen kaltaiset kudokset eivat kuiten-

kaan kuivuisi liikaa.

Kaiken kaikkiaan taman tutkimuksen tulokset osoittivat, ettd normaali- ja makrokokoiset
rasvakudosta sisaltavat sekd muut makrokokoiset histologiset naytteet voidaan proses-
soida PHKS:n patologian laboratoriossa kudosprosessointiohjelmalla, joka kestaa kaksi
paivaa. Tahan asti kyseisten kudosten ohjelma on pystytty kaynnistamaan laboratori-
ossa kaksi kertaa viikossa, mutta nyt, kun prosessointi kestda kaksi paivaa, naytteita
voidaan prosessoida kolme kertaa viikossa. Lyhyemman prosessoinnin ansiosta nayt-
teitd paastaan myos jatkokasittelemaan nopeammin, mika taas aikaistaa patologin teke-

maéan diagnoosia seka niin ikaan potilaan saamaa hoitoa.
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Mahdollisissa jatkotutkimuksissa voisi esimerkiksi tutkia immunohistokemiallisten vér-
jaysten avulla lyhennetyn kudoskuljetusohjelman vaikutuksia kudosten antigeenisyy-
teen. Liséksi vertailua voisi tehdé eri kudosprosessointiautomaattien seka erilaisten oh-
jelmien valilla. Samasta aiheesta tehtdvassa seuraavassa tutkimuksessa voisi myds olla

valikoima useampaa erilaista kudosta.
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Kudosprosessointiohjelmat

Ohjelma 1

Reagenssi Lampdtila (°C) Aika (t.min) Vakuumi
1. Formaliini Ympariston lampdotila 1.00 Ei
2. Vesi Ympariston lampotila 0.30 Ei
3. Alkoholi Ympariston lampotila 7.00 Kylla
4. Alkoholi Ympariston lampotila 7.00 Kylla
5. Alkoholi Ympariston lampotila 3.00 Kylla
6. Alkoholi Ympariston lampotila 4.00 Kylla
7. Alkoholi Ympariston lampdotila 4.00 Kylla
8. Alkoholi Ympariston lampotila 4.00 Kylla
9. Ksyleeni Ympariston lampdotila 2.00 Kylla
10. Ksyleeni Ympariston lampotila 3.00 Kylla
11. Ksyleeni Ympariston lampotila 3.00 Kylla
12. Parafiini 62 6.00 Kylla
13. Parafiini 62 6.00 Kylla
14. Parafiini 62 5.00 Kylla
Ohjelma 2

Reagenssi Lampotila (°C) Aika (t.min)  Vakuumi
1. Formaliini Ympariston lampotila 0.10 Ei
2. Vesi Ympariston [ampdtila 0.30 Ei
3. Alkoholi Ympariston lampotila 5.00 Kylla
4. Alkoholi Ympadriston lampotila 5.00 Kylla
5. Alkoholi Ympariston lampotila 2.00 Kylla
6. Alkoholi Ympariston [ampdtila 3.00 Kylla
7. Alkoholi Ympariston lampotila 3.00 Kylla
8. Alkoholi Ympariston [ampdtila 3.00 Kylla
9. Ksyleeni Ympariston lampotila 1.30 Kylla
10. Ksyleeni Ympadriston lampotila 2.00 Kylla
11. Ksyleeni Ympariston lampotila 2.30 Kylla
12. Parafiini 62 430 Kylla
13. Parafiini 62 430 Kylla
14. Parafiini 62 430 Kylla
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Rintanaytteiden arviointilomake

Leikkautuminen | Varjaytyminen Kudosmorfologia
Nayte |0 |1 |2 | 3]0 |12 0|1|2)|3
1A X X
1B X X X
2A X X
2B X X X
3A X X
3B X X
4 A X X
4B X X X
5A X X
5B X X X
6 A X X
6B X X
7A X X
7B X X X
8A X X
8B X X
9A X X
9B X X
10 A X X X
10B X X X
11A X X X
11B X X X
12 A X X
12B X X
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Kohtunaytteiden arviointilomake

Leikkautuminen | Varjaytyminen Kudosmorfologia
Néyte O (1|2 |3]0|21|2|3|J]0|1]|2]|3
1A X X X
1B X X X
2A X X X
2B X X X
3A X X X
3B X X X
4A X X X
4B X X X
5A X X X
5B X X X
6 A X X X
6B X X X
7A X X X
7B X X X
8A X X X
8B X X X
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