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Ohjaajat

Digitaalista patologiaa ollaan ottamassa kaytté6n laboratorioissa maailmanlaajuisesti. Digi-
taalisessa patologiassa eli virtuaalimikroskopiassa histologinen nayte skannataan digitaali-
seen muotoon ja sen diagnosoiminen tapahtuu tietokoneen naytdlta. Digitalisointi tuottaa
laatuvaatimuksia laboratorioille. Leikkeen huono tekninen laatu vaikeuttaa skannaamisen
onnistumista tai hidastaa prosessia.

Opinnaytety6 suoritettiin yhteistyéssd HUS Diagnostiikkakeskuksen Meilahden patologian
yksikdn kanssa, ja se on osa vastuualueen naytteenkasittelyprosessin validoimista nayte-
lasien digitalisaatiota varten. Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa histologisen nayt-
teen laboratorioprosessin laatuvirheista, jotta tyoprosessia voidaan kehittda. Kohderyh-
mana olivat histologisia naytteité valmistava henkilokunta. Tarkoituksena oli optimoida ku-
dosleikkeen laboratorioprosessia skannaamiseen soveltuvaksi kayntiinpanon, valun ja leik-
kaamisen vaiheissa. Tydvaiheet valikoituivat, koska ne tehd&an kasin ja niissa on kirjalli-
suuden perusteella esiintynyt eniten laadullisia virheita.

Aineistoksi valmistettiin 54 kudosblokkia, joista leikattiin yhteensa 66 lasia. Skannaami-
seen kaytettiin Leica Aperio GT 450 DX -skanneria. Tulokset analysoitiin laadullisesti tee-
moitellen niita eri kategorioihin huomattujen laatuvirheiden mukaan. Tassa opinnayte-
tydssa ilmi tulleita laatuvirheitd ovat kudosnaytteen koko, leikkeiden maara ja sijoittelu blo-
kissa seké objektilasilla, leikepaksuus seka leikkeen ryppyisyys, reikaisyys, ilmakuplat ja
tahrat. Nama laatuvirheet vaikuttavat digitaalisen kuvan laatuun; ne estavat kudoksen
skannautumista tai aiheuttavat epafokusta alueille. Laatuvirheet vaikuttavat myds skan-
nausaikaan pidentavasti.

Histologisten leikkeiden valmistelussa laatuun taytyy kiinnittdd huomiota. Kudosten valmis-
teluprosessi on edelleen suurilta osin kasity6ta, jolloin tama laatu on jokaisen prosessiin
osallistuvan laboratorion henkilékunnan jasenen vastuulla. Skannerit vaativat laadukkaita
leikkeita, jotta skannaaminen sujuu optimaalisesti ja digitaalisen patologian kayttédnotto
olisi tehokasta. Tulevaisuudessa valmistetut fyysiset ndytelasit eivat enaé ole diagnosoimi-
sessa mukana ja digitaalisesta kuvasta tulee pystya tekemaan diagnoosi. My6s tulevaisuu-
dessa mukaan tuleva tekodly tarvitsee laadukkaita kuvia analyysien tekemiseen.

Avainsanat histologinen leike, laatu, digitaalinen patologia



Abstract

Author Petra Vartiainen
Title Optimization of Histological Section for Digital Pathology
Number of Pages 32 pages
Date 16th November 2023
Degree Bachelor of Health Care
Degree Programme Biomedical Laboratory Science
Instructors gllgtyainl_kl;mRrgi’ez:LerIIDF;gLIég(s:tll\Jﬂr:rzager
Jenni Winter, Biomedical Laboratory Scientist

Digital pathology is being implemented in laboratories worldwide. In digital pathology, also
known as virtual microscopy, a histological sample is scanned into digital format, and the
diagnosis is done via computer screen. Digitalization imposes quality requirements on la-
boratories. Poor quality of the specimen complicates successful scanning or slows down the
diagnostic process.

The thesis was conducted in collaboration with Meilahti Pathology laboratory of HUS Diag-
nostic Center, Helsinki, Finland, and is part of the validation of the sample preparation pro-
cess for the digitalization of specimen slides. The aim of the thesis was to provide information
about quality errors in the laboratory process of histological samples, so that the process
could be improved. The target group was the laboratory personnel involved in preparing
histological samples. The purpose was to optimize the laboratory process of tissue sections
for scanning in stages of grossing, embedding, and sectioning. These stages were selected
because they are performed manually, and they have been reported to have the most qual-
itative errors.

A total of 54 tissue blocks were prepared, from which 66 slides were cut. Leica Aperio GT
450 DX scanner was used for scanning. The results were analyzed using thematic analysis,
according to the quality errors that were observed. The quality errors identified in this thesis
include the size of the tissue sample, the number and placement of sections in the block and
on the slide, thickness of the section, wrinkles, holes, air bubbles, and stains on the section.
These quality errors affect the quality of the digital image; they prevent the tissue from being
scanned or cause areas to go out of focus. Quality errors also influence scanning time.

Attention must be given to technical quality in the preparation of histological sections, and
each member of personnel involved in the process is responsible for the quality. Scanners
require high-quality sections for optimal scanning and effective implementation of digital pa-
thology. In the future, physical specimen slides will no longer be part of the diagnostics, and
a diagnose must be made from digital images. Also, artificial intelligence that will be intro-
duced in the future will require high-quality images for analysis.

Keywords histological section, quality, digital pathology
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1 Johdanto

Maailmanlaajuisesti, ja myds Suomessa, digitaalista patologiaa ollaan ottamassa kayt-
to6on laboratorioissa. Digitaalisessa patologiassa eli virtuaalimikroskopiassa varjatty his-
tologinen leike skannataan digitaaliseen muotoon ja sen diagnosoiminen tapahtuu tie-
tokoneen naytolta. Digitalisoituminen tuottaa monia hyotyja laboratorioon, kuten tyon-
kulun, potilasturvallisuuden seké diagnostiikan laadun parantuminen. (Tolonen & N&-
pankangas & Isola 2021.)

Histologisen naytteen valmistaminen tutkittavaksi preparaatiksi on paéosin kasityota ja
laadukkaiden leikkeiden valmistelu vaatii kokemusta ja taitoa. Digitalisointi tuottaa laa-
tuvaatimuksia laboratorioille; leikkeen huono tekninen laatu vaikeuttaa skannaamisen
onnistumista ja hidastaa prosessia. Huonon laadun seurauksena lasien kuvaamisajat
pitenevat, potilaan vastaukset viivastyvat, tietokoneavusteinen analyysi vaikeutuu tai se
VoI jopa aiheuttaa virhediagnooseja. Alussa havaituista haasteista huolimatta on aiem-
missa tutkimuksissa lopulta todettu digitaalisen patologian nostaneen tehokkuutta ja
jopa diagnosointinopeutta. (Montezuma ym. 2022; Retamero & Aneiros-Fernandez, &
Del Moral 2020.) Hyvalla esivalmistelulla ja laatuun huomion kiinnittamisella histologis-
ten naytteiden digitalisaatiota voidaan parantaa. Naytteiden tasalaatuisuus on tarkeaa,
koska se mahdollistaa hairiéttoméan ja automaattisen skannausprosessin patologian la-

boratoriossa. (Napankangas 2019; Tolonen ym. 2021.)

Tassa opinnaytetydssa tarkastellaan histologisten naytteiden valmistelua skannatta-
vaksi digitaaliseen muotoon. Opinnaytetydn tavoitteena on tuottaa tietoa histologisen
naytteen laboratorioprosessin laatuvirheista, jotta tydprosessia voidaan kehittédd. Koh-
deryhména ovat histologisia naytteita valmistava henkilokunta. Tarkoituksena on opti-
moida kudosleikkeen laboratorioprosessia skannaamiseen soveltuvaksi. Tydvaiheiksi
valikoitiin kayntiinpano, valu ja leikkaaminen, koska ndma tydvaiheet tehdaén kasin ja

naissé vaiheissa on kirjallisuuden perusteella esiintynyt eniten laadullisia virheita.

Saadut digitaaliset kuvat analysoidaan laadullisesti, ja ne jaetaan teemoihin havaittujen
laatuvirheiden mukaan. Ty suoritetaan HUS Diagnostiikkakeskuksen Patologian labo-
ratoriossa Meilahdessa, jossa digitaalista patologiaa ollaan ottamassa kayttéon. Myo-

hemmin organisaation nimesta kaytetdan lyhennettd HUS Patologian laboratorio.



2 Histologisen naytteen laboratorioprosessi

2.1 Histologinen nayte

Patologia eli tautioppi tutkii sairauksiin liittyvia muutoksia solu-, kudos- ja elimistotasolla
(M&kinen & Lehto 2022). Histologia on tieteenala, joka tutkii kudosten rakennetta ja toi-
mintaa mikroskooppisella tasolla. Se keskittyy soluihin ja soluvaliaineeseen, eli siihen,
miten erilaiset solut jarjestaytyvat muodostaen erilaisia kudoksia ja miten nAma kudok-
set muodostavat elimia. (Solunetti 2006.)

Patologian laboratoriossa tutkitaan kudosnaytteita, jotka ovat peraisin erilaisista tahys-
tystutkimuksista otetuista koepaloista, leikkauksissa poistetuista kasvaimista tai muista
kudosnaytteista, kuten esimerkiksi luomista. Jotta patologi voi antaa niista lausunnon,
naytteet kayvat lapi erilaisia kudoskasittely- ja varjaysprosesseja. Perusmenetelmat,
joissa kudosnaytteista tehdaan tutkittavia preparaatteja, ovat pysyneet samoina 1900-
luvun alusta alkaen. Histologiset naytteet ovat ainutkertaisia, joten niiden kasittely on
nykyisinkin vield paaosin kasityodta. Jokaisen tydvaiheen tulee onnistua hyvin, silla huo-
nosti tehty tyvaihe voi jopa estaa seuraavan tytvaiheen tekemisen. Naytteen saapu-
misesta laboratorioon sen valmistaminen kestaa 3-5 paivaa. (Makinen 2021; Rantala

2014: 37.) Naytteen kulku laboratoriossa havainnollistetaan kuviossa 1.

Saapumispaiva 2. paiva 3. paiva 4. paiva 5. paiva

1. 3 5 6 Blokk.ien
Kirjaaminen Kayntiinpano Parafiiniin leikkaaminen
tietokantaan valu = N
7. Leikkeiden varjays, paallystys, tarkistus
ja skannaus

)

2. Fiksaatio

[8. Patologin lausunto

4. Kudoskuljetus

Kuvio 1. Kudosnaytteen kulku patologian laboratoriossa (Méakinen 2021 mukaillen)



2.2 Naytteiden vastaanotto laboratorioon ja fiksaatio

Prosessi laboratoriossa alkaa naytteen kirjaamisella laboratorion tietojarjestelmaan ja
yksildllisen naytenumeron luomisella. Naytteen henkilo- ja esitiedot tarkastetaan ja sii-
hen liittyvan lahetteen avulla naytteelle maarataan mm. oikeanlaiset varjaykset ja Kii-
reellisyysaste. Patologian laboratorioihin lahetetaan erikokoisia naytteita histopatolo-
gista diagnostiikkaa varten. Pienimmat naytteet, joilla on 1-2 mm lapimitta, siséltavat
muutamia milligrammoja kudosta, kun taas suuremmista kirurgisista resektionaytteista
otetaan naytteitéa kudosblokkeihin, joiden paino voi vaihdella muutamista grammoista
muutamiin kymmeniin grammoihin. On tarkeaa, etta lahettava laakari toimittaa tarkat
esitiedot ja merkitsee naytteen selvasti, koska vaikka suuristakin leikkausnaytteista ote-
taan runsaasti naytteitd mikroskooppiseen tutkimukseen, nama naytteet muodostavat

kuitenkin vain pienen osan kokonaislahetetysta materiaalista. (Makinen 2021.)

Solujen ja kudoskappaleiden sailénta on naytteiden valmistelun tarkein tavoite, ja sen
tarkoituksena on pitdd kudoksen rakenne mahdollisimman muuttumattomana. Kiinnitys
stabiloi proteiinit seké estaa solujen ja kudoksen omien entsyymien hajotustoimintaa.
Tama vaihe myds valmistelee kudosta seuraavia kasittelyn vaiheita varten kovetta-
malla kudosta, mikéa helpottaa leikkaamista. Naytteen koko ja tyyppi vaikuttavat kiinni-
tyksen valmistumiseen kuluvaan aikaan, joka tavallisesti on noin yksi vuorokausi. Eri
kokoiset kudoskappaleet tulisi prosessoida erikseen erilaisilla aikatauluilla. (Spencer &
Bancroft 2013a: 106.)

Fiksointi voidaan toteuttaa kemiallisilla tai fysikaalisilla menetelmill. Fysikaalisia mene-
telmid, kuten kuumentamista ja mikroaaltoja, kaytetdan yleensa muiden fiksatiivien vai-
kutuksen nopeuttamiseen. Nestemaiset fiksatiivit ovat yleisimpié kemiallisista menetel-
mista. Yleisin kiinnitykseen kaytetty fiksointiaine on neutraaliksi puskuroitu 10-prosentti-
nen formaliini. Tama formaliiniliuos koostuu normaaliolosuhteissa hdyrymuotoisesta
formaldehydista, joka on liuotettu veteen 37-40 % vakevyyteen. Lopullisessa formaliini-
liuoksessa on formaldehydia 4 %:n vakevyydessa. Formaldehydi reagoi lukuisilla ja
monimutkaisilla tavoilla makromolekyylien kanssa, mutta erityisesti melko lyhyissa re-
aktioajoissa (korkeintaan paivid) paaasialliseksi ja tunnusomaisimmaksi reaktioksi on
tunnistettu hydroksymetyyliryhmien muodostuminen proteiinien sivuketjujen kanssa.
(Rhodes 2013: 73; Spencer & Bancroft 2013a: 106.)



2.3 Kayntiinpano ja kudoskuljetus

Kayntiinpano tarkoittaa naytteeseen orientoitumista. Lahetteen tiedot ja sit vastaava
kudos tarkistetaan. Naytteen muoto, koko ja erityispiirteet kuvaillaan valokuvaamalla tai
piirtamalla, jolloin naytteeseen palaaminen onnistuu mydhemminkin. Edustavat viipa-
leet leikataan eli dissekoidaan kasetteihin. (Makinen 2021; Suvarna & Layton 2013:
98.) Eri kudoksille on omat dissekointiohjeensa, mutta tarkeaa on huomioida normaa-
lista poikkeavat kohdat. Sellaisia voisi olla esimerkiksi naytteessa oleva epanormaali
vari, abskessit tai tuumorit. Dissekoinnin voi suorittaa patologi tai bioanalyytikko. Pato-
logi dissekoi vaativimmat kudokset, kuten suolet ja rinnat, kun taas bioanalyytikko dis-
sekoi mm. biopsiat ja erillisen tydpaikkakoulutuksen my6ta vaativampiakin kudostyyp-
peja. (Rantala 2014: 38.)

Dissekoidut viipaleet siirretaén kudoskaseteissa kudoskuljetukseen. Kudoskuljettimet
ovat automatisoituja laitteita, joiden tarkoitus on poistaa naytteesté vesi ja rasva, jolloin
naytteet sailyvat paremmin ja kudosrakenteet kovettuvat. Kudoskuljetuksen voi jakaa
vaiheisiin, joita ovat dehydraatio, kirkastus ja parafiini-infiltraatio. (Méakinen 2021; Spen-
cer & Bancroft 2013a: 106.)

Dehydraation tarkoituksena on poistaa kudoksesta vesi ja vesiliukoiset fiksatiivit nouse-
valla alkoholisarjalla. Vedenpoistossa kaytettavat aineet ovat hydrofiilisia, niissé on
vahva polaarisuus ja ne reagoivat veden kanssa muodostaen vetysidoksia. Nesteen-
poisto suoritetaan hitaasti, jottei pitoisuusero nouse liian suureksi, jolloin diffuusiovirrat
voivat aiheuttaa solujen vaaristymia. Taman takia naytteet kasitelladn nousevien pitoi-
suuksien sarjassa. Liiallinen vedenpoisto voi saada kudoksen kovettumaan ja kutistu-
maan seka muuttumaan hauraaksi. Osittainen tai vajaaksi jaanyt vedenpoisto jattaa ku-
doksen liian pehmeéksi, heikentda liuottimen imeytymista ja estda parafiinin paasyn
kudokseen. (Spencer & Bancroft 2013a: 107.)

Vedenpoiston jalkeen alkoholi tAytyy poistaa kudoksesta, koska parafiini ei liukene al-
koholiin. Yleinen tdhan kaytetty aine on ksyleeni. Kirkastusvaiheen jalkeen kudoksesta
tulee lapikuultava, ja se on valmis vastaanottamaan tukiaineen. (Spencer & Bancroft
2013a: 108.)

Kudoskuljetuksen lopuksi nayte uutetaan parafiiniin, joka on kaytetyin aine kudoksen

tukiaineena. Sen sulamispiste on 47—64 °C, joten se lapéisee kudoksen nestemaisessa



muodossaan ja jahmettyy nopeasti jadhtyessaan. Kovettuessaan se ehkaisee kudok-
sen hajoamista ja se mahdollistaa ohuiden 2-5 um paksuisten leikkeiden leikkaamisen

naytelasille mikrotomilla. (Mékinen 2021; Spencer & Bancroft 2013a: 109.)

2.4 Valu, leikkaus ja varjays

Valussa parafiinilla kyllastetyt naytteet valmistellaan blokeiksi, jotka antavat ulkoista tu-
kea leikkaamisen aikana. Useimmissa laboratorioissa on tdhan tarkoitukseen kéaytéssa
modulaarinen valukeskus, joka siséltaa parafiiniannostelijan, erillisen kylmatilan ja kyl-
malevyn, seka lAmmitettya varastotilaa valumuoteille ja kudoskaseteille. (Spencer &
Bancroft 2013a: 110.)

Mikrotomi on valine, jota kaytetdan parafiiniblokin leikkaamisessa. Mikrotomissa ete-
neva mekanismi liikuttaa kudosblokkia ennalta maaratyn matkan pystysuunnassa, kun-
nes se koskettaa leikkaavaa terad. Kertakayttoisia teria kaytetaan tyypillisesti mikroto-
missa, koska ne mahdollistavat tarkan leikkausjéljen ja voivat tuottaa 2-5 um leikkeita.
Hyva tekniikka saavutetaan jatkuvalla harjoittelulla. Mikrotomeja on useita erilaisia,
joista jokainen on suunniteltu tiettyyn tarkoitukseen, vaikka monilla on myds monitoimi-
rooleja. Leikkaamisen jalkeen kudosleike liukuu tai se laitetaan erilliseen lamminve-
sihauteeseen, jonka vaikutuksesta leike suoristuu. Veden lampétilan tulee olla 10 as-
tetta parafiinin sulamispisteen alapuolella, jotta parafiini pysyy kiintedssa muodossa.
Leikkeen kasittelyssa voidaan apuna kayttaa esimerkiksi harjoja tai pinsetteja, joilla
saadaan poistettua mahdollisia taitoksia tai ryppyja, joita leikkeeseen on tullut. Niit&
voidaan kayttdd myos apuna leikkeen naytelasille poimimisessa. (Spencer & Bancroft
2013b: 126-129.) Naytelasilla olevat leikkeet kiinnitetaéan lasille lammon avulla, esimer-
kiksi lampdlevylla (Rantala 2014: 39).

Kiinnitetyt naytelasit varjataan. Yleisesti kaytdssa oleva perusvarjays on hematoksyliini-
eosiinivarjays. Hematoksyliini varjaa paaasiassa tumia, joka on avuksi tuma-atypian
astetta arvioitaessa. Eosiini varjaa solun sisaiset ja ulkoiset proteiinit. Liséksi on ole-
massa lukuisia erikoisvarjayksia, joita kaytetaan esimerkiksi varmistamaan perusvar-
jayksilla havaittuja I0ydoksia. Varjays suoritetaan yleisimmin varjaysautomaateilla, mika
mahdollistaa tarkan ja tasalaatuisen varjaystuloksen. (Mékinen 2021; Bancroft &
Layton 2013: 174, 184.) Harvinaisimmat varjaykset tehdaan kuitenkin viel& nykyaankin
kasitybna (Rantala 2014: 39).



2.5 Haasteet leikkeiden laadussa

Histologisen leikkeen k&sittely on paaosin kasityota ja laadukkaiden leikkeiden valmis-
telu vaatii kokemusta ja taitoa. Usein patologeille tulee vastaan leikkeita, joiden valmis-
teluprosessissa kaikki ei ole mennyt kohdalleen, ja kudoksen yksityiskohdissa on ha-

vaittavissa muutoksia. Tallaisia muutoksia kutsutaan artefaktoiksi, ja ne voivat vaikeut-

taa diagnosointityota merkittavaksi. (Tagi & Sami & Sami & Zaki 2018.)

On useita erilaisia artefaktoja, joiden on tunnistettu tulleen histologisen kudoksen labo-
ratorioprosessissa kasittelyn eri vaiheissa. Viiltoja tai repeamia leikkeeseen voi aiheut-
taa leikkaavan teran tylsyys tai kudoksen kovempi kohta, kuten kalkkeuma. Leikkee-
seen voi myds tulla reikia, jos kudosblokkia on trimmattu liian karkeasti. Naita voi eh-
kaista teran vaihtamisella tai kayttAmalla terén eri osaa. Teran huono kiinnitys mikroto-
min pidikkeeseen voi aiheuttaa varinaa tai varahtelya, joka saa aikaan kudosleikkeen

epatasaista leikkuupaksuutta. (Taqgi ym. 2018.)

Taitokset ja rypyt nakyvat tummina raitoina naytelasilla. Niitd voidaan poistaa vesihau-
teessa siveltimien avulla leiketta lasille siirtaessa. Liian pitkd aika vedessa voi aiheuttaa
kudoksen turpoamista tai vaaristymia. Vesihauteessa ollessaan leikkeisiin voi myds
tulla mukaan pdélya, kuituja tai toisten siivujen kudoksen jaanteita tai leikkeen alle voi
jaada ilmakuplia. Kuivumisvaiheessa luhistuneen ilmakuplan kohta ei kiinnity lasiin sa-
malla tavalla kuin muu kudos, ja tama nakyy vaaristyneen varisena kohtana. llmakuplia
voi myds muodostua peitelevyn alle, kun leike on liian ohut ja kuivuessaan ilmaa imey-

tyy reunojen alle. (Tagi ym. 2018.)

3 Digitaalinen patologia
3.1 Digitaalisen patologian edut

Digitaalinen patologia sisaltaa virtuaalimikroskopian eli histologisen naytteen skannaa-
misen digitaaliseen muotoon ja sen katsomisen tietokoneen kuvaruudulta valomikro-
skoopin sijaan. Digitalisoituminen tuottaa monia hyotyja laboratorioon, kuten tyénkulun,

potilasturvallisuuden sek& diagnostiikan laadun parantuminen. (Tolonen ym. 2021.)



Digitaalinen diagnostiikka on osoittautunut yhta tarkaksi kuin perinteinen mikrosko-
pointi. Tulevaisuudessa kehittyneet tyokalut tehostavat diagnostista prosessia ja alen-
tavat kustannuksia. Vaikka nayte pitda joka tapauksessa valmistaa samalla tavalla kuin
valomikroskopiaakin varten, tuo digitaaliseen tydnkulkuun siirtyminen aikasaastoja paa-
asiassa digitoinnin jalkeisiin tyévaiheisiin. (Mirtti & Napankangas 2020.) Muun muassa
Grenada-yliopiston sairaaloissa Espanjassa digitaalisen patologian kayttdonoton jal-
keen on pystytty kasittelem&an tapauksia vuosittain keskimaarin 21 % enemman kuin
ennen digitaalisen patologian kayttdonottoa (Retamero ym. 2020).

Skannaaminen tuo uuden ty6vaiheen liséé laboratorion tyonkulkuun. Skannattavat ku-
vat ovat kooltaan suuria, vahintdan 1-2 Gt, ja pienikin laboratorio voi tuottaa vuosittain
100 000 naytetta. Tama vaatii tiettyja alkuinvestointeja digitaalisen jarjestelméan kayt-
téonotolle. Digitaaliset naytelasit ovat kuitenkin aina helposti saatavilla ja niiden sisaltd
sdilyy ennallaan, kun taas perinteiset varjaykset voivat haalistua sailytyksen aikana.
Tama vahentaa tarvetta uusille leikkauksille ja varjayksille. Virtuaaliset lasiarkistot, eri-
tyisesti biopankkeihin liitetyt, tuovat selkeita etuja laéketieteen ja patologien koulutuk-
sessa. Lisdksi ne myds mahdollistavat perinteisten lasiarkistojen hylkédamisen tulevai-

suudessa, miké saastaa fyysista tilaa. (Napankangas & Tolonen 2019.)

Vaikka digitaalisen patologian kayttéonotto sisaltad myos haasteita, laboratorio lopulta
hyotyy digitaalisen patologian turvallisuuteen ja laatuun liittyvista ominaisuuksista. Digi-
taalinen patologia antaa mahdollisuuden myds keinoalyn kayttamiselle, joka tulee lo-
pulta parantamaan osaltaan potilaan hoitoa. Digitaalinen patologia mahdollistaa eta-
tydskentelyn ja -konsultaation, seka digitaalisten tydkalujen kayttéonoton, joka helpot-
taa useita diagnostisia tehtavia. Digitaalisen patologian potentiaali potilasturvallisuuden
seka tyon laadun ja tehokkuuden parantamiseen on jo itsessaan riittavasti sen kayt-

toonottoa puoltava. (Montezuma ym. 2022.)

3.2 Digitaalisen patologian laatuvaatimukset

Digitalisointi tuottaa laatuvaatimuksia laboratorioille ja sen onnistumiseen liittyy useita
tekijoitd. Nykyiset lasiskannerit vaativat korkeatasoisia naytelaseja toimiakseen opti-
maalisesti. Leikkeen huono laatu vaikeuttaa skannaamisen onnistumista tai hidastaa

prosessia. (Tolonen ym. 2021.)



Hyvalla esivalmistelulla leikkeiden laatua voidaan parantaa. Paremman materiaalin ta-
kaamiseksi jo kayntiinpanovaiheessa kudoksen kokoon kannattaa kiinnittdd huomiota.
Leikatessa kannattaa huomioida, etté ohuet leikkeet digitoituvat laadukkaammin. Liian
ohut tai liilan paksu leike vaikeuttaa leikkeen tunnistusta lasilta ja voi vaikeuttaa kuvan
fokusointia. Myds leikkeiden maara tulee pitda kohtuullisena, jotta ne mahtuvat hyvin
lasille. Jos tarvitaan runsaasti leiketasoja, ne kannattaa valmistaa useammalle naytela-
sille. Liian reunaan sijoitettu leike saattaa jaada skannerilta tunnistamatta. (Napankan-
gas 2019.)

Leikkaus- tai varjaysvaiheessa leikkeeseen tulleet rypyt, reiat tai ilmakuplat vaativat
useamman fokuspisteen, mika lisd& kuvaamisaikaa tai aiheuttaa naytteeseen epéafo-
kusta. Lasien tulee olla kuivia seka peitinlasin suorassa ja liiman taysin kuivunut ennen
kuin ne voidaan laittaa skanneriin, muuten riskind on, etta lasit juuttuvat skannerin teli-
neisiin. Lasilevyjen puhtauteen tulee myos kiinnittdd enemman huomiota, jolloin skan-
neri ei erehdy kasittelemaan levylla olevaa tahraa kudosnaytteend, ja kayttamaan sii-
hen aikaa ja tallennustilaa. (N&pénkangas 2019; Thorstenson & Molin & Lundstrém

2014.) Naita esivalmisteluja on havainnollistettu kuviossa 2.

Kayntiinpano Valu Leikkaaminen
* Kudospalojen | = Palojen * Leikepaksuus
koko orientaatio + Eisamalle
* Kudospalojen | = Palojen lasille eri
maara sijoittelu paksuisia
lahelle « Leikkeiden
toisiaan maara lasilla

« Leikkeiden
sijoittelu lasin
keskelle

« Eiryppyja,
reikia ja
iimakuplia

*  Puhtaus

Kuvio 2. Skannauksen laatuun vaikuttavat tekijat leikkeen valmistelussa



IMP Diagnostics laboratoriossa Portugalissa tehdyssa tutkimuksessa yleisimpia vir-
heita, joita skannerit havaitsivat, olivat kyvyttémyys lukea QR-koodi naytelasissa, ku-
vanlaadun ongelmat ja vinot naytelasit telineissa, seka se ettei skanneri |16yda kudosta
lasilta. (Montezuma ym. 2022.) Useimmat kuvaamisongelmat johtuvat skannerin kame-
ran fokusointiongelmasta. Huonon laadun seurauksena lasien kuvaamisajat pitenevat,
potilaan vastaukset viivastyvat, tietokoneavusteinen analyysi vaikeutuu tai se jopa ai-
heuttaa virhediagnooseja. (Randén-Brady & Winter 2022.)

Automaattinen varjays ja peitelevyn asetus tuovat prosessiin tasalaatuisuutta, ja uudel-
leenvarjaamista ja skannausasetusten saatamista tarvitaan paljon vahemman. Tulevai-
suudessa myds valu ja leikkaaminen voidaan automatisoida, mikd edelleen tulee tasa-
laatuistamaan tyonkulkua. Kuitenkin talla hetkellda nadma jalkimmaisena mainitut vaiheet

tehd&aan viela kasin, ja niiden laatuun on kiinnitettdva huomiota. (Fraggetta ym. 2021.)

3.3 Leica Aperio GT 450 DX -skannerin toiminta

Aperio GT 450 DX on laite (kuva 1), jonka avulla voidaan luoda digitaalisia kuvia skan-
natuista naytelaseista. Laite on tarkoitettu kaytettavaksi keskikokoisissa ja suurissa Kilii-
nisen patologian laboratorion yksikoissa. Naytteiksi soveltuvat formaliinilla fiksoidut ja
parafiiniin valetut kudosnaytteet, jotka sopisivat myds perinteisella valomikroskoopilla
tarkasteluun. Aperio GT 450 DX on validoitu kaytettavaksi in vitro -diagnostiikkakayt-
t6on yhteensopivan nayttdohjelmiston ja nayton kanssa. (Leica 2022: 13.)

Aperio GT 450 DX kirkaskenttaskannerin kapasiteetti on 450 naytelasia jaettuna 15 te-
lineeseen, joita voi jatkuvasti ladata laitteeseen. Sen ominaisuuksiin kuuluu myds teli-

neiden skannaus tarkeysjarjestyksessa ja automatisoitu kuvanlaadun tarkistus. Skan-

nausnopeus 40-kertaisella kuvasuurennoksella 1,5 cm x 1,5 cm kokoiselle alueelle on

32 sekuntia. (Leica 2022: 13.)
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Kuva 1. Leica Aperio GT 450 DX -skanneri (Petra Vartiainen 2023).

Skanneri siirtda naytelasit automaattisesti skannausalustalle kayttajan kuljetinkarusel-
liin lataamista naytelasitelineistd. Kuvantamisprosessi alkaa makrokuvan ottamisella,
josta kudos tunnistetaan automaattisesti. Laite asettaa automaattisesti tarkennuskoh-
dat, joten kayttajan ei tarvitse kasitella prosessoitavia naytelaseja. Aperio GT 450DX
kuvaa naytelasin raitoina liikkkuvan alajarjestelmén liikuttaessa lasia kohlerin ja optisen
reitin lapi. Valmiit naytelasit laite palauttaa naytelasitelineisiin, josta kayttaja voi ne
poistaa. (Leica 2022: 20.)

Skannauksen onnistumisessa ratkaisevan tarkeaa on, etta naytteet on valmisteltu huo-
lellisesti. Ennen skannausta on varmistettava, etta lasit ovat puhtaita ja niissa ei ole
mm. likaa, sormenjalkia ja kirjoitusta, eika lasi ole rikki tai lohjennut. Naytelasit eivat
myo6skaan saa olla markia tai lasin reunoilla kiinnitysainetta, koska silloin skanneri saat-
taa vahingoittua, tai lasi voi jaada kiinni alustalleen. Skannerin kayttaminen edellyttaa,
ettd naytelaseissa on peitinlasit tai peitinkalvot. Peitinlasin/-kalvon kunto vaikuttaa
skannaustulokseen, niissa ei saa olla likaa tai merkint6ja tai ilmakuplia. Kiinnittdmiseen
tulee kayttad mahdollisimman vahan kiinnitysainetta, koska liiallinen kiinnitysaine vai-

keuttaa kudoksen tunnistamista lasilta. (Leica 2022: 27-28.)



11

4 Opinnaytetyon tarkoitus, tavoitteet ja tutkimuskysymykset

Opinnaytetydn aiheen toimeksiantajan HUS patologian laboratoriossa kudosleikkeiden
skannausprosessiin siirtyminen on viela alkuvaiheessa. Naytelasien skannausta on
vuoden 2023 aikana aloitettu tekem&én, mutta objektilasit perinteisen valomikroskopian
kanssa ovat viela kulkeneet diagnosoimisessa mukana. Opinnaytety6 oli osa HUS
Diagnostiikkakeskuksen, patologian vastuualueen naytteenkasittelyprosessin validoi-
mista naytelasien digitalisaatiota varten. Opinnaytetyon tavoitteena oli tuottaa tietoa
histologisten néaytteiden laboratorioprosessin laatuvirheistd, jotta tydprosessia voidaan
kehittaa.

Tarkoituksena oli optimoida kudosleikkeen laboratorioprosessia sen kayntiinpanon, va-
lun ja leikkaamisen tyovaiheissa. Nama vaiheet valikoituivat, koska ne tehdaan kasin ja
niissa on kirjallisuuden perusteella esiintynyt eniten laadullisia virheitéd. Skannaamiseen
kaytettiin Leica Aperio GT 450 DX -skanneria. Tutkimuskysymykset muodostettiin kir-

jallisuuden perusteella leikkeiden laatuun vaikuttaneista asioista.
Opinnaytetydn tutkimuskysymyksina olivat:
Miten kasettiin kdynnistettyjen kudosten maaréa ja koko vaikuttavat skannaamiseen?

Miten kudospalojen sijoittelu parafiiniblokkiin vaikuttaa skannaamiseen?

Miten leikkeiden maara, sijoittelu ja leikepaksuus lasilla vaikuttavat skannaamiseen?

o bR

Miten leikkeiden ryppyisyys, reikaisyys, kuplat ja tahrat vaikuttavat skannaamiseen?
5 Opinnaytetydn toteutus ja menetelmat

5.1 Menetelmaélliset lahtokohdat

Tutkimuksellisen opinnaytetyon tuloksena syntyy uutta tietoa tutkimusraportin muo-
dossa ja sen keskeinen toimija on opiskelija, kun taas toiminnallisessa opinnaytetydssa
opiskelija tekee tuotoksen ja se edellyttaa eri vaiheissa mukana olevia toimijoita (Salo-
nen 2013: 5-6). TAma opinnaytety6 on tutkimuksellinen opinnaytetyd, jonka lopputulok-
sena tuotetaan tietoa HUS Patologian laboratorion henkilokunnan kayttéon tutkimusra-

portin muodossa ja tiedon tuottamisen keskeisena toimijana on opiskelija.
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Tutkimusmenetelmana kaytettiin kokeellista tutkimusmenetelmaa ja tuloksia tarkastel-
tiin kvalitatiivisesti. Kokeellisessa tutkimusmenetelméassa on tavanomaista tutkia kasi-
teltdvan muuttujan vaikutusta toiseen muuttujaan systemaattisesti havainnoiden. Kvali-
tatiivisessa tutkimuksessa suositaan ihmista tiedon keruussa ja pyritdé&dn ymmartamaan
kohteen laatua ja ominaisuuksia. (Hirsjarvi & Remes & Sajavaara 2008: 130,160.)
Skannatun kuvan laatua ei voi saada numeerisena, joten tiedon keruussa luotetaan pa-
tologian laboratoriossa tydskentelevien asiantuntijoiden antamiin havainnointeihin ja
palautteeseen.

5.2 Aineiston keruu ja valmistaminen

Tassa opinnaytetydssa naytemateriaalina kaytettiin HUS Patologian laboratoriossa jo
diagnosoituja ja havitettdvaksi menevia anonymisoituja formaliinissa fiksoituja kudos-
naytteita. Kudosmateriaaliksi valikoitui mahdollisimman monipuolisesti erilaisia saata-
villa olevia kudoksia, esimerkiksi kohtua, maksaa, suolta, keuhkoa ja ihoa. Aineisto val-
misteltiin histologisen naytteen laboratorioprosessin mukaan tehden tarkoituksella laa-

dullisesti erilaisia leikkeita.

Opinnaytety6ta varten valmistettiin yhteensa 54 kudosblokkia. Normaalikokoisia kaset-
teja valmistettiin 43, monilokerokasetteja seitseméan kappaletta ja makrokasetteja nelja
kappaletta. Osaan kaseteista dissekoitiin kudosta ylitayteen, joihinkin paloja laitettiin lii-
kaa ja osa kaseteista tehtiin laadullisesti hyvin. Paloja tehtiin my6s eri kokoisia. Kasetit

numeroitiin numeroilla 1-50, ja makrokasetit 1-4.

Kasetit vietiin automatisoituun kudoskuljettimeen, mista normaalikokoiset kasetit val-
mistuivat seuraavaksi paivaksi, ja makrokasettien valmistumiseen meni kaksi vuoro-
kautta. TAman jalkeen naytteet valettiin parafiiniblokeiksi kayttden valukonetta. Valmis-
tetut blokit ovat esitetty kuvassa 2. Jotkut naytteet, joissa oli useampi pala, valettiin tar-

koituksella liian kauaksi toisistaan.
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Kuva 2. Valmistetut normaalikokoiset kudosblokit

Valetut naytteet leikattiin kayttden Thermo Scientific HM355S -vesiliukumikrotomia.
Leikkaamiseen saatiin apua HUS Patologian laboratorion henkilokunnalta. Leikkeita lei-
katessa keskityttiin ottamaan laadullisesti erilaisia leikkeitd. Joihinkin leikkeisiin tehtiin
tarkoituksella ryppyja ja reikia. Leikkeiden sijoittelussa tehtiin erilaisia variaatioita sijoit-
taen ne objektilasille liian [&helle reunoja tai eri asemoinneilla vinoon tai useamman
leikkeen sisdltavissa laseissa lilan kauas toisistaan. Joistain leikkeista tehtiin myads liian
paksuja leikkeita. Useampi leike leikattiin myods laadullisesti hyvin. Jokaisesta blokista
leikattiin vahinta&n yksi leike, joistakin blokeista kaksi. Objektilasit numeroitiin samoilla
numeroilla kuin blokit 1-50. Jos blokista tehtiin kaksi leiketta, ne nimettiin a- ja b-kirjai-

milla. Yhteensa leikattiin 66 lasia.

Lasien varjaykset suoritettiin Roche Ventana HE 600 -varjaysautomaatilla HUS Patolo-
gian laboratorion normaalin hematoksyliini-eosiini varjaysprotokollan mukaan. Laite
my0s automaattisesti paallystaa lasit peitinkalvolla, joten sen jalkeen ne olivat suoraan

valmiita skannaukseen.

Lasien kuvaus digitaaliseen muotoon tehtiin Leica Aperio GT 450 DX -skannerilla. Mak-
roleikkeiden kuvaamiseen kaytettiin 3DHistec P1000 -skanneria, koska Leican skanne-
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rilla ei voi kuvata makroleikkeitd. Naytteille tulostettiin datamatriisikoodit, jotka kiinnitet-
tiin objektilasin hiospaihin. Koodien avulla skanneri siirsi valmiit kuvat tietokoneen fai-
led-kansioon, josta kuvia pystyi tarkastelemaan ilman potilastietojarjestelmaa. Kuvat
saatiin auki 40-kertaisella suurennoksella tarkoitukseen suunnitellulla Aperio Ima-
geScope kuvantarkasteluohjelmalla. Skannatut alkuperaiset naytetiedostot olivat niin
suuria, jopa 1-3 Gt, joten opinndytetydn raporttiin tarvittavat kuvat otettiin kuvakaap-
pauksilla.

5.3 Aineiston analysointimenetelmé&

Aineistoa haluttiin valmistaa mahdollisimman paljon, jotta myds laadullisia virheita saa-
daan riittavasti esille. Opinnaytetydssa kasiteltiin vain histologisia naytteita, joten esi-
merkiksi sytologiset naytteet oli rajattu pois. Kaikkien kudosnaytteiden varjaysmenetel-
mana kaytettiin hematoksyliini-eosiinivarjaysta, miké on yleisin menetelma ja tehdaan

muutenkin aina kaikille naytteille.

Skannauksen suoritusta ja digitaalisia kuvia arvioitiin digihoitaja Jenni Winterin kanssa
keskustelemalla ja suullisella palautteella. Kuvien analysointimenetelmana kaytettiin
teemoittelua. Kunkin leikkeen kohdalla sen valmisteluvirheitd verrattiin skannerin skan-
naamaan kuvaan, ja apuna kaytettiin taulukointia. Skannauksessa esiintyvista virheista
koottiin yhdistavia tekijoitd teemoiksi ja jokainen tekija esiteltiin opinnaytetydnrapor-
tissa. Kuvat raporttiin valittiin niin, etta jokaisesta laadullisesta ongelmasta otettiin va-
hintaan yksi esimerkki. Kuvakaappaukset ovat joko pienia kuvia kokonaisesta kudok-

sesta lasilla, tai zoomattuja kuvia tietysta laatuvirheesta.

6 Tulokset

6.1 Kaynnistettyjen kudosten maara ja koko

Tutkimuskysymyksena oli: "Miten kasettiin kdynnistettyjen kudosten maara ja koko vai-
kuttavat skannaamiseen?” Liian suuri k&ynnistetty kudospala, tai samaan kasettiin liian
paljon kdynnistettyja kudoksia ei mahdu lopulta lasilla skannerin skannaamaan kuvaan.
Kudoksen puuttuminen kuvasta voi estda diagnoosin tekemisen. Kuvassa 3 nakyy
Leica Aperio GT 450 DX -skannerin kayttdoppaan mukaiset vahimmaisetaisyydet 26

mm X 76 mm:n kokoisella naytelasilla (Leica 2022: 28).



|-2 0.77 mm

|-21.61 mm

15

>0.31 mm

Kuva 3. Vahimmaisetaisyydet naytelasilla (Leica 2022; 28)

Kuvassa 4 nakyy, ettd kudoksen kaynnistyksen aikana on samaan kasettiin kaynnis-
tetty liian monta palaa. Vaikka kudos nayttaisi mahtuvan kokonaan objektilasille, skan-
natussa kuvassa (kuva 5) kudoksen molemmista reunoista jaa alueita kokonaan pois.

Kaynnistdessa kudosta, nama palat on parempi kaynnistaa eri kasetteihin.

Kuva 4. Liikaa kaynnistettyja paloja objektilasilla

Kuva 5. Liikaa kudosta lasilla
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My@s liian suuri pala ei mahdu lasille, ja kudoksen reunat jaavat skannaamatta. Liian
suuri pala nakyy kuvassa 6. Myos makroleikkeet (kuva 7) eivat voi olla liian suuria,
koska kudosta jaa silloin skannaamatta. Kudosta dissekoidessa palan kokoon tulee

kiinnittdd huomiota ja objektilasin vahimmaisetaisyydet pitda mielessa.

MAKRO 2

Kuva 7. Makroleike ei mahdu skannattuun kuvaan
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6.2 Kudospalojen sijoittelu parafiiniblokkiin

Tutkimuskysymyksena oli "Miten kudospalojen sijoittelu parafiiniblokkiin vaikuttaa skan-
naamiseen?” Skanneri skannaa lasit rajaten tunnistamansa kudoksen, jolloin tyhjan ti-
lan skannaamisessa menee turhaa aikaa. Leikkeiden sijoittelu valun tai leikkaamisen
aikana liian kauaksi toisistaan aiheuttaa skannausajan pidentymista ja turhaa kuvakoon
suurenemista. Kuvassa 8 nakyy liian kauas toisistaan sijoitellut leikkeet, ja valiin jaava
tyhja tila eli "non-scan” alue. Jos leikkeet valetaan ja leikataan lahelle toisiaan, kuten
kuvassa 9, skannattu pinta-ala on pienempi, ja néin ollen skannaamiseen kuluu va-

hemman aikaa.

Kuva 8. Leikkeet lilan kaukana toisistaan aiheuttaa "non-scan” alueen

Kuva 9. Leikkeet lahella toisiaan
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Kudoksen valaminen ja leikkeiden sijoittelu lasille kuvassa 10 ndkyvéaan suoraan lin-
jaan helpottaa kuvan tarkastelua naytélla. Suoraan linjaan sijoittelulla voi myés helpot-
taa tulevaisuudessa keinoalyn tekemia mittauksia. Kuvassa 11 on huono sijoittelu, joka

aiheuttaa myds skannausajan pidentymisté ja kuvakoon suurenemista, koska leikkeen
tunnistaminen lasilla hidastuu ja skannattu pinta-ala suurenee.

Kuva 10. Hyva asettelu

Kuva 11. Leikkeiden sijoittelu lasilla vaara
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6.3 Leikkeiden méaara, sijoittelu ja leikepaksuus lasilla

Tutkimuskysymyksena oli: "Miten leikkeiden maara, sijoittelu ja leikepaksuus lasilla vai-
kuttavat skannaamiseen?” Useampia leikkeitd samalle lasille sijoittaessa tulee huomi-
oida, ettd molemmat leikkeet mahtuvat lasille hyvin. Jos leikkeet jaavat liian reunaan,
jaa kudosta pois skannatusta kuvasta, ja se voi estdd diagnosoimista. Kuvassa 12 on
7A lasille yritetty mahduttaa kaksi leiketta, jolloin alempi leike on jaényt liian alas lasia,
eiké skannaudu kokonaan. 7B lasilla on optimaalisemmin vain yksi leike.

Kuva 12. Kaksi leiketasoa ei mahdu hyvin samalle lasille. Toinen leike jaanyt liian alas lasia.

Kuvassa 13 ja 14 leikkeet on sijoitettu liian l&helle néytelasin hiospéaata tai alareunaa,
jolloin kudosta jad skannatusta kuvasta pois. Kudoksen jaaminen pois lasilta estaa
diagnoosin tekemista. Jos on epailys, ettd useampi leiketaso ei mahdu samalle lasille,
tulisi leikkeet laittaa eri laseille.
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Kuva 13. Leike liian lahella hiospaata

Kuva 14. Leike liian lahella lasin reunaa

Yksittainenkin leike tulee asemoida mahdollisimman keskelle objektilasia. Jos leike jaa
lian reunaan, se ei valttamatta tule skannatuksi kokonaan. Kuvassa 15 leike on ase-

moitu lilan reunaan.

Kuva 15. Leike liian lahella lasin reunaa
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Liian reunaan asetetun leikkeen reuna-alueelle voi muodostua epafokusraja. Kuvassa
16 nakyy, ettd skanneri ei ole pystynyt tarkentamaan kudoksen reunaa, vaan on muo-
dostunut epéafokusraja. Leiketta lasille sijoittaessa, tulee muistaa vahimmaisetaisyydet

naytelasin reunoista.

Kuva 16. Liian reunassa olevan kudoksen aiheuttama epéafokusraja

Liian paksu tai ohut leike voi vaikuttaa kudoksen tunnistukseen lasilta. Eri paksuiset
leikkeet samalla lasilla aiheuttavat epéfokusta tai vaativat useamman fokuspisteen lisa-
ten kuvausaikaa. Tasainen paksuus varmistaa, etta koko leikkeestéd saadaan tarkka
kuva skannauksen aikana. Kuvassa 17 nékyy eri paksuiset leikkeet samasta kudok-

sesta.

Kuva 17. 3 pm ja 6 pm leikepaksuudet vierekk&in
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6.4 Rypyt, repeamat, kuplat ja tahrat

Tutkimuskysymyksena oli: "Miten leikkeiden ryppyisyys, reikaisyys, kuplat ja tahrat vai-
kuttavat skannaamiseen?” Kuvassa 18 nékyvat leikkeeseen tulleet taitokset tai rypyt
vaativat skannerin kameralta useamman fokusointipisteen, miké lisda kuvausaikaa. Ry-
pyt voivat aiheuttaa myds epafokusta. Ryppyjen alle jaényt kudos ei valttamatta nay
kuvassa, joten jos ryppy on diagnostisesti tarkedssa kohdassa, taytyy blokki leikata uu-
delleen. Tamé& osaltaan viivastyttaa potilaan vastausaikaa. Myoskaéan leikkeen repeyty-
maa (kuva 19) ei jalkeenpéain voi enéda pelastaa, vaan on leikattava uusi leike. Reven-
nyt kudososa ei nay lasilla, jolloin diagnosoiminen vaikeutuu. Kuvassa 20 nakyy mikro-

tomin teran tekemat viillot, jotka voivat johtua teran tylsyydesta.

600um

Kuva 18. Ryppyja leikkeesséa

Kuva 19. Repeytyma leikkeessa
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Kuva 20. Leikatessa mikrotomin tera rikkonut kudosta

Naytelasilla olevat ilmakuplat kuvassa 21 aiheuttavat epafokusta. TAman leikkeen ilma-
kuplat ovat todennékdisesti aiheutuneet leikkeessa olleista rypyista. Epafokus aiheut-
taa sen, ettei kudos ndy tarkkana ilmakuplan kohdalta. Makrolasien peitinkalvo kiinnite-
téaan kasin, jolloin ilmakuplia voi jadda herkemmin kalvon valiin. Myds leikkeen epéta-

sainen leikepaksuus aiheuttaa herkemmin ilmakuplia.

Kuva 21. limakuplia peitinkalvon alla
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My@s tahrat, sormenijéljet, merkinnat tai peitinlasin lima estavat nakyvyytta kudokseen,
jolloin diagnoosin tekeminen vaikeutuu. Skanneri myos skannaa tahrat kudoksen li-
saksi, jolloin kuvakoko turhaan suurenee ja skannausaika pitenee. Ne voivat myds liata
skannerin tai osua optiikkaan rikkoen sen. Kuvassa 22 nakyy varjayksen aiheuttama
tahra. Kuvassa 23 skanneri on fokusoinut tahraan, jolloin suuri osa kudoksesta on
epafokuksessa. Skannaukseen menevat lasit tulee pitda puhtaina, ja mahdolliset tahrat
ja sormenjéljet kannattaa pyyhkia ennen skanneriin laittamista. Peitinlasin kiinnitykseen
tulee kayttaa mahdollisimman vahan limaa ja liman tulee olla kuivunut hyvin.
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Kuva 22. Varjayksen aiheuttama tahra

Kuva 23. Varjayksen aiheuttaman tahran epafokusraja
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7 Pohdinta

7.1 Tulosten tarkastelu

Tassa opinnaytetydssa valmisteltiin laadullisesti erilaisia histologisia leikkeita, ja tarkas-
teltiin ndiden laatuvirheiden vaikutusta leikkeen digitaaliseksi skannautumiseen. Taman
opinnaytetyon tulokset vahvistavat, ettd histologisen naytteen laboratorioprosessissa

leikkeen laatuun tulee kiinnittad huomiota.

Opinnaytetyohon valmistettuja leikkeiden laadullisia virheita olivat kéynnistettyjen ku-
doksien maara ja koko, leikkeiden maara, sijoittelu ja paksuus lasilla seka siihen synty-
neet rypyt ja repedmat, ilmakuplat ja tahrat. Nama laatuvirheet valikoituivat histologis-
ten leikkeiden laadusta kertovasta kirjallisuudesta (Napankangas 2019; Taqi ym. 2018;

Thorstenson ym. 2014).

Opinnaytetydssa esiintyvat teknisista syista johtuvat laadulliset ongelmat estavat ku-
doksen ndkymista skannatussa kuvassa, haittaavat skannerin fokusoimista, aiheuttavat
sumeita kohtia ja pidentavat skannaamisaikaa. Tavoitteena naytteiden digitoimiseen on
selked ja laadukas kuva, jotta diagnosoiminen on mahdollista ja luotettavaa. Nopea
skannaus ja mahdollisimman pieni kuvatiedoston koko on tarkeaa, koska patologian la-
boratorioissa kasitelladn suuria maaria naytteita, ja tAman prosessin on oltava teho-

kasta. Myds potilaan vastausajat tulee pitaa mahdollisimman lyhyina.

Opinnaytetyon tutkimuskysymyksiin tulokset toivat hyvin vastauksia. Histologisen labo-
ratorioprosessin kasin tehtavien vaiheiden aikana skannaamiseen vaikuttavia laatuvir-
heitd on monenlaisia. Nama samat digitaalisen patologian laatuvirheet leikkeen kasitte-
lysséa haittaavat diagnosoimista my6s valomikroskopiassa. Kuitenkin valomikroskoopilla
heikkotasoisten leikkeiden kuvan tarkkuutta voi saadella viela samaan aikaan kudosta
tarkastellessa, jolloin esimerkiksi leikkeen epatasaisuus ei valttamatta haittaa niin pal-
jon. Digitaaliselle kuvalle ei voi samaa endé tehd&, vaan nayte joudutaan leikkaamaan

uudelleen ja vastausaika viivastyy.
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7.2 Luotettavuus

Hyvaan tieteelliseen kaytantdon kuuluu luotettavuus, rehellisyys, arvostus ja vastuun-
kanto. Siihen kuuluu mm. avoimuus koko tieteellisen prosessin ajan aina ideasta julkai-
semiseen, muiden tyon ja saavutuksien huomioiminen asianmukaisin lahdeviittein ja
tarvittavien tutkimuslupien hankkiminen. Opinnaytetydn tulee olla suunniteltu ja toteu-
tettu tieteellisen tutkimuksen peruskriteerien mukaan huolellisesti ja johdonmukaisesti,
jotta sen tulokset voivat olla luotettavia. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2023: 11—
14.) Opinnaytetyontekija oli perehtynyt TENK:n laatimiin ohjeisiin hyvasta tieteellisesta

kaytanndsta ja sitoutunut noudattamaan niita.

Tata opinnaytetyota varten laadittiin suunnitelma, johon oli kirjattu toteutukseen, eetti-
syyteen ja luotettavuuteen vaikuttavat asiat. Opinnaytety6 tarvitsi myds tutkimusluvan,
jota haettiin Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiiriltd ennen opinnaytetydn aloitusta.
Lupa tarvittiin, koska opinnaytetytssa kaytettiin ihmisperaisia kudospaloja, HUS:n Pa-
tologian laboratorion laitteita ja henkilokuntaa. Myds opinnaytetytsopimus laadittiin
opinnaytetyontekijan, Metropolia Ammattikorkeakoulun ja HUS:n Patologian laborato-

rion kanssa.

Opinnaytetyon luotettavuutta lisési aineiston runsaus, kudoksia oli runsaasti saatavilla
ja blokkeja seka laseja valmistettiin paljon. Tulosten syntyyn toi kuitenkin osin haasteita
opinnaytetyontekijan vahainen kokemus histologisten leikkeiden valmistelusta, jolloin
laadullisesti erilaisia leikkeita oli vaikea saada, varsinkin blokkien leikkausvaihe aiheultti
haasteita. Opinnaytetyohon ei mahdollisesti saatu mukaan kaikkia laadullisia virheita
mita oikeassa tydelaméassa voi leikkeisiin tulla. HUS:n Patologian laboratorion henkilo-

kunta kuitenkin auttoi leikkausvaiheessa, mika osaltaan lisasi luotettavuutta.

Digitaalisten kuvien laadun arvioimisessa auttoi tata paljon tydssaan tekeva digihoitaja,
mika lisasi luotettavuutta tuloksien tarkastelussa. Laadullisessa tutkimuksessa kuiten-
kin tuloksien saamisessa kaytetaan ihmisen omakohtaista tulkintaa ja nakemyksia, jol-
loin tuloksiin voi tulla vaihtelevuutta ty6ta toistettaessa. Tuloksissa mainittu skannaus-
ajan piteneminen perustuu skannatun kuvan koon suurenemisesta tehtyyn paatel-

maan. Leica Aperio GT 450 DX -skanneri ei anna yksittaiselle lasille kuvausaikaa.

Opinnaytetyon tiedon hakemiseen on kaytetty alan suomen- ja englanninkielista kirjalli-

suutta ja tietokantoja kayttden hakemiseen Metcat Finnaa. Kaytettyja tietokantoja ovat



27

olleet Medic, PubMed ja ProQuest Central. Kaytetyt [ahdemateriaalit on pyritty l0yta-
maan ajankohtaisista ja vertaisarvioiduista lahteista. Digitaalinen patologia on ajankoh-
tainen aihe, joten kirjallisuutta tasta I6ytyi paljon lahivuosilta. Histologisten leikkeiden
valmistelun perusmenetelmat taas ovat pysyneet melko muuttumattomina jo pitk&aan,
joten myds vanhemmista lahteista 10ytyi tdhan luotettavaa tietoa. Lahteen& on myds
kaytetty digitaaliseen patologiaan liittyvia lehtiartikkeleita, jotka on julkaistu tieteellisissa
julkaisuissa tai ammattilehdissa. Opinnaytetydn lahteet on viitattu asiaankuuluvasti ja
plagioinnin estdmiseksi opinnaytetyo tarkastettiin Turnitin-plagiaatintunnistusjarjestel-

massa.

7.3 Eettisyys

Tutkimuseettisen neuvottelukunnan ihmiseen kohdistuvan tutkimuksen eettisten peri-
aatteiden mukaisesti opinnaytetydntekija toteuttaa tutkimuksensa siten, etta tutkimuk-
sesta ei aiheudu tutkittavina oleville ihmisille, yhteisdille tai muille tutkimuskohteille

merkittavia riskeja, vahinkoja tai haittoja (Tutkimuseettinen neuvottelukunta 2019: 7).

Bioanalyytikoiden eettisten ohjeiden mukaan on tarkeaa kasitella naytteita kunnioittaen
niiden luovuttajan yksityisyytta ja oikeuksia. Taméa edellyttaa salassapitovelvollisuuden
noudattamista, jotta ndytteenantajan henkildkohtaiset tiedot sailyvét luottamuksellisina.
(Suomen bioanalyytikkoliitto 2017.) Opinnadytetydn eettisyys varmistettiin kayttamalla
anonyymeja seka jo diagnosoituja kudospaloja. Tietosuojakysymykset oli otettu huomi-
oon jo suunnitteluvaiheessa, joten kudospalojen henkilétiedot oltiin aikaisemmin HUS:n
henkilokunnan toimesta poistettu. Naytettd ja henkilttietoja ei pystytty missaén vai-
heessa yhdistamaan toisiinsa. Naytteista oli jo tutkittu l[Adkarin pyytamat tutkimukset, ja
ne olivat muuten menossa jatteend havitettavaksi. Naytteiden kasittely ja muistiinpanot
tapahtuivat numerotunnisteiden avulla. Skannatut digitaaliset kuvat menivéat tietoko-
neen failed-kansioon, eika potilastietojarjestelmia tarvittu. Valmistetut kudosblokit ja ob-
jektilasit havitetaan opinnaytetyon hyvéaksymisen jalkeen.

Koska opinnaytety0 tehtiin yhteistydssd HUS Diagnostiikkakeskuksen kanssa, HUS:n
ulkopuoliset toimijat, eli opinndytetyontekijd sekd ohjaava opettaja allekirjoittivat salas-
sapito- ja tietoturvasitoumuksen. Opinnaytetydn valmistuttua kaikki oikeudet tuloksiin

annettiin HUS Diagnostiikkakeskukselle.
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7.4 Ammatillinen kasvu

Opinnaytetyoprosessi oli monella tapaa merkityksellinen. Se syvensi ammatillista osaa-
mistani bioanalytiikan tytssa ja erityisesti patologian osaamisalalla. Sen aikana opin
hahmottamaan koko opinnaytetydprojektin eri vaiheet kokonaisuutena alkaen suunnit-
telusta, ja paattyen toteutukseen ja raportoimiseen.

Haasteita toi pdaasiassa vahainen kokemukseni patologiasta ja histologisten leikkeiden
valmistelusta, seka koulussa kaydyn teoriaopintojakson lyhyys. Histologisten leikkeiden
valmistelu on harjoitusta vaativaa kasityota, joten eri laatuisten leikkeiden saaminen la-
sille oli yllattavan vaikeaa. Opinnaytetyon tekeminen kuitenkin kehitti naita kadentaitoja

merkittavasti.

Keskeinen osa prosessia oli myds ajanhallinnan ja stressinsietokyvyn kehittyminen.
Opinnaytety® vaati aikaa ja omistautumista. Motivaation yllapitamisessa tarkeinta oli
laaditun aikataulun noudattaminen ja tydjaksojen sopiva tauottaminen. Tieteellisen
tekstin Kirjoitustaidot, lahdekriittisen tiedonhankinnan osaamiseni, ja varsinkin englan-
ninkielisten artikkelien lukemistaidot kehittyivat. Opinnaytetyoprosessi kannusti syven-
tymaan teoreettiseen taustaan ja soveltamaan sita kaytannon tyon toteutuksessa.
Opinnaytety®d kokonaisuutena oli minulle merkityksellinen ja projektin suorittamisesta

on varmasti hyo6tya tulevaisuuden tyotehtavissa.

7.5 Johtop&éatokset ja kehittamisehdotukset

Kun kuvat skannataan, leikkeité valmistettaessa laatuun tulee kiinnittaa entista enem-
man huomiota. Skannerit vaativat laadukkaita leikkeitd, jotta skannaaminen sujuu te-
hokkaasti ja kuvista saadaan laadukkaita. Valmistetut fyysiset naytelasit eivat ole tule-
vaisuudessa enaa diagnosoimisessa mukana, ja digitaalisesta kuvasta tulee pystya te-
keméaéan diagnoosi. Histologisia laseja on séailytetty 20 vuotta arkistoissa diagnoosin jal-
keen, mutta onnistuneen skannauksen jalkeen ne voidaan lainsaadannén muuttuessa

havittaa.

Laatuun on kiinnitettava huomiota, koska koko histologisen ndytteen laboratorioproses-
sia ei ole vield automatisoitu ja kasin tehtava tyo voi aiheuttaa virheitd. Myos yha ene-

nemissa maarin mukaan tuleva tekodly tarvitsee laadukkaita kuvia. Laadukkaat kuvat
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mahdollistavat tekoalysovellusten kuva-analyysit ja niihin tarvittavat mittaukset, jolloin

patologien tydaika siirtyy rutiinitehtavista vaativampiin toihin.

Kehittamisehdotuksena olisi ollut kiinnostavaa vertailla skannaamiseen kaytettya aikaa
luvuin, mutta Leica Aperio DX 450 -skanneri ei anna yksittaiselle objektilasille skannaa-
miseen kulunutta aikaa. Aiheesta olisi myds voinut saada hyvinkin laajan ottamalla mu-
kaan esimerkiksi varjayksien optimoinnin lasiskannereille. Kuitenkin tama opinnaytetyo
kasitteli histologisen leikkeen laboratorioprosessissa kéasin tehtavan tyon laatuvirheita,
kun taas varjaykset suoritetaan pdéosin automaateilla. Varjayksista saisi tehtya ihan

erillisen opinnaytetyon.

Skannaamisen tullessa mukaan histologisen naytteen laboratorioprosessiin, tarvitaan
patologian laboratorioon uusi tyovaihe, jossa tarkastetaan naytelasien laatu ennen
skanneriin laittamista. Tarkistamattomien ja laadultaan vaihtelevien leikkeiden vieminen
skannattavaksi vain hidastaa prosessia ja vaikeuttaa digitalisoitumisen etuja. Uusien
tyontekijoiden perehdytyksessa tulee heti tehda selvéksi, etta leikkeiden laatu on kes-
keista digitaalisessa patologiassa. Digitaalinen patologia yleistyy maailmalla kovaa
vauhtia, kiinnittamalla huomion tassa tytssa esitettyihin laatuvirheisiin voidaan paran-

taa oleellisesti naytteenkasittelyprosessia digitaalista patologiaa varten.
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