\# SAVONIA

OPINNAYTETYO - AMMATTIKORKEAKOULUTUTKINTO

SOSIAALI-, TERVEYS- JA LIIKUNTA-ALA

HE-VARJAYKSEN
OPTIMOINTI

TEKIJA/T: Minna Kauria
Jaana Suhonen



SAVONIA-AMMATTIKORKEAKOULU OPINNAYTETYO
Tiivistelma

Koulutusala
Sosiaali-, terveys- ja liikkunta-ala

Tutkinto-ohjelma
Bioanalyytikon tutkinto-ohjelma

Tyon tekija(t)
Minna Kauria ja Jaana Suhonen

Tyon nimi
HE-varjayksen optimointi

Paivays 19.10.2020 Sivumaara/Liitteet 37/3

Toimeksiantaja/Yhteistydkumppani(t)
HUS Diagnostiikkakeskus, Patologia, Etela-Karjala

Tiivistelma

Patologia eli tautioppi jakautuu kahteen erikoisalaan, histologiaan ja sytologiaan. Hematoksyliini-eosiinivar-
jays (HE-varjays) on yleisin patologian laboratoriossa kaytetty histologinen perusvarjays. HUS Diagnostiikka-
keskus, Etela-Karjalan patologian laboratoriossa HE-varjayksen laadun on havaittu vaihtelevan viikon ai-
kana. Laadun vaihtelu vaikeuttaa patologin ty6ta. Laboratorion varjdyslinjastossa ei ole kaytdssa hema-
toksyliinin diffausta eli ylimaaradisen varin poistoa, mika on yksi mahdollinen syy varjdayksen laadun vaihte-
lulle. Tassa tydssa tutkittin muun muassa diffauksen vaikutusta lopulliseen varjdystulokseen. Taman opin-
naytetyon tavoitteena oli parantaa HE-varjayksen laatua.

Tutkimuksessa yhdistettiin kokeellista seka kvantitatiivista tutkimusmenetelmaa. Opinnaytetyon tarkoituk-
sena oli tehda pienia muutoksia HE-varjdysohjelmiin ja vertailla niita laboratoriossa kaytdssa olevaan HE-
varjaysohjelmaan eli rutiiniin. Tutkimuksessa kaytettiin neljaa eri kudosta, jotka varjattiin kahdeksalla muo-
katulla HE-varjaysohjelmalla. Arvioitavat kudokset olivat iho, suoli, tonsilla eli nielurisa ja kohtu. Nama ovat
yleisimpia histologialla tutkittavia kudoksia. Varjaystulosten arviointiin laadittiin strukturoitu arviointilomake,
jossa oli valmiit vastausvaihtoehdot seka sanallisesti ettéd numeerisesti. Tuloksien arvioinnin suoritti kolme
patologia, jotka ovat tdman erikoisalan asiantuntijoita.

Tulosten analysoinnissa kaytettiin kvantitatiivista menetelmag, jossa varjaysohjelmien paremmuusjarjestys
madritettiin keskiarvojen perusteella. Tulosten perusteella hematoksyliinin diffauksella ei saatu varjayksen
laatua parannettua. Parhaaksi varjdysohjelmaksi valikoitui muokattu varjdysohjelma 1, jossa hematoksyliinin
vastavari, eosiini diffattiin 96 prosenttisella etanolilla. Johtopaatoksena tutkimuksesta todettiin, ettéd HE-var-
jayksen laatu parani ja opinndytetyon tavoite tayttyi. Uusi HE-varjéysohjelma otettiin kaytté6én HUS Diag-
nostiikkakeskuksen, Eteld-Karjalan patologian laboratoriossa ja se tullee helpottamaan patologin diagnos-
tista tyota. Jatkotutkimusaiheena voisi selvittéda uuden varjdysohjelman toimivuutta useammilla eri kudok-
silla.
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Abstract

Pathology, the study of disease, is divided into two distinct specialties: histology and cytology. Hematoxylin
and eosin stain (H&E stain) is the most commonly used histological basic stain used in pathology laborato-
ries. The quality of the H&E stain has been observed to vary in the pathology laboratory of HUS Diagnostical
Centre in South Karelia during the week. This complicates the pathologist’s work significantly. The differenti-
ation of hematoxylin, also known as the elimination of excessive color, is not available among the staining
protocols of the laboratory, which is a possible cause for the varying quality. This research was, inter alia,
concerned with the impact of differentiation on the result of the stain. The aim of this thesis was to improve
the quality of the H&E stain.

The research combined empirical and quantitative research methods. The purpose of the thesis was to im-
plement small changes into the H&E staining protocols and compare them to the routine H&E stain used in
the laboratory. Four different tissues which were stained with eight modified H&E stains were utilized in the
research. The tissues applied were skin, intestin, tonsil, and uterus. These are the most common histologi-
cally examined tissues. A structured form was composed for the assessment of the stain results, which in-
cluded predetermined, both verbal and numeral, answer choices. The results were evaluated by three
pathologists, who are experts on this field.

The results were analyzed with a quantitative research method, according to which staining protocols were
ranked based on averages. The results indicate that the differentiation of hematoxylin did not improve the
quality of the stain. The modified staining protocol 1, in which the complementary color of hematoxylin, eosin,
was differentiated with 96% ethanol, was selected as the top staining protocol. In conclusion, the study indi-
cates that the quality of the H&E stain improved, and the aim of the thesis was achieved. The new H&E stain
protocol was implemented to the HUS Diagnostical Centre, South Karelia pathology laboratory and it is ex-
pected to support the diagnostic work of pathologists. Future research could examine the functionality of the
new staining protocol on multiple different tissues.
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1 JOHDANTO

Patologia eli tautioppi juontuu kreikan sanoista pathos (karsimys) ja logos (oppi). Patologia pyrkii
selvittdmaan solujen, kudosten ja elinten rakenteellisia ja toiminnallisia muutoksia eri sairauksissa ja
tautitiloissa. (Makinen, Carpén, Kosma, Lehto, Paavonen & Stenback 2012, 10.) Patologia jakautuu
kahteen erikoisalaan, histologiaan ja sytologiaan. Histologiassa tutkitaan erilaisia kudosnaytteistg,
esimerkiksi leikkauksen yhteydessa poistettuja kasvaimia tai tahystyksessa otettuja koepaloja. Syto-
logia vastaavasti kdsittda kehon nesteiden tutkimisen, esimerkiksi virtsan, selkdydinnesteen tai ys-
kdksen. Ennen kuin patologi voi tehda lausunnon, on kudosndytteet kasiteltava erilaisten kudoskasit-
tely- ja varjaysprosessien avulla. (Suomen Bioanalyytikkoliitto ry, 2019.) Hematoksyliini-eosiinivar-
jays (HE-varjays) on yleisin laboratoriossa kaytetty histologinen perusvarjdys (Makinen ym. 2012,

1129).

Kliininen patologia on mielenkiintoinen, haasteellinen ja tekijoita kiinnostava laboratorion erikoisala.
Opinndytetyon aihe valikoitui koulun aihekuvauslistalta. Tyon toimeksiantaja on Etela-Karjalan sosi-
aali- ja terveyspiirin (Eksote) patologian laboratorio, joka fuusiossa muuttui vuoden 2020 alusta HUS
Diagnostiikkakeskus, Etela-Karjalan patologian laboratorioksi. Patologian laboratoriossa on huo-
mattu, ettd HE-varjayksen laatu vaihtelee viikon aikana. Kaytetyn eosiinin pH:n vaihtelun on arvioitu
olevan yksi varjayksen laatuun vaikuttava tekija, mutta sen saataminen tydviikon aikana ei ole ty6-
madraan nahden jarkeva vaihtoehto. Laboratoriossa ei ole kdytdssa varjdyslinjastossa tumavarin eli
hematoksyliinin diffausta (ylimaaraisen varin poisto), ja varjayksen taustalle jaa hieman sinisyytta,
joka mahdollisesti vaikuttaa myds eosiinin varisavyyn. Tumia varjadvan hematoksyliinin varisavy py-
syy tasaisena koko viikon, mutta eosiinilla varjaytyvien kudosten varisavy on erilainen alku- ja loppu-
viikosta. Patologian laboratorion tyontekijat eivat ole tyytyvaisia kaytdssa olevaan HE-varjaykseen, ja

heilld on tarve saada parempi perusvarjays.

Opinnadytetyon tarkoituksena on tehda pienia muutoksia HE-varjaysohjelmiin ja vertailla niita labora-
torion kaytdssa olevaan HE-rutiinivarjdykseen. Vertaillut varjdysohjelmat on esitetty LITTTEESSA 1,
joka on salattu. Tavoitteena on parantaa HE-varjayksen laatua. HE-varjayksen optimointi mahdollis-
tanee varjdystulosten tasalaatuisuuden ja laadukkuuden, joka tulee helpottamaan patologin diag-
nostiikan tekemista. Kokeessa yhdistettiin maarallistd seka kokeellista tutkimusmenetelmaa. Laa-
dimme numeerisen arviointilomakkeen varjaysohjelmien arviointia varten. Varjdysohjelmia arvioivat
kolme patologia, joista kaksi tydskentelee HUS Diagnostiikkakeskus, Eteld-Karjalan patologian labo-
ratoriossa ja yksi Helsingissa. Ohjaavana opettajana opinndytetydllemme toimii Savonian ammatti-
korkeakoulusta Susanna Vuohelainen ja toimeksiantajan puolelta ohjaajana toimii laboratoriohoitaja

Hanna Turunen.
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2 HISTOLOGINEN NAYTEPROSESSI

Kudos- ja solundytteiden patologisen diagnostiikan perusperiaatteet ovat yli sata vuotta sitten kehi-
teltyja menetelmia tutkittaessa monien sairauksien, kuten sydvan, diagnostiikkaa. Huolimatta uusien
geneettisten ja molekyylibiologisten tutkimusmenetelmien nopeasta kehittymisesta vanhat patologi-
sen diagnostiikan perusperiaatteet ovat pysyneet samoina. (Makinen ym. 2012, 5.) Histologia eli
kudosoppi on kudosndytteiden, esimerkiksi leikkauksen yhteydessa poistetun kasvaimen kasittelya
seka varjaysta mikroskopointia ja diagnostiikan tekoa mahdollistavaan muotoon (Suomen bioanalyy-
tikkoliitto ry, 2019). Histologisten varjdysmenetelmien avulla kudoksista voidaan erotella eri vareilla
eri osia ja kerroksia. Tama mahdollistaa mikroskooppisen tarkastelun ja monien sairauksien tunnis-
tamisen. Varjayksissa kaytetdaan valikoivia eli selektiivisid variaineita. Ne sitoutuvat kudosten solukoi-

hin kemiallisten ominaisuuksien mukaan. (Solunetti 2006.)

HE-varjays on Suomessakin yleisemmin kaytetty patologian laboratorion perusvarjays. Perusvarjayk-
selld saadaan kudoksesta eri rakenteita nakyviin, ja se mahdollistaa kudoksen morfologisen tarkaste-
lun. (Solunetti 2006.) Mikali HE-varjays ei anna patologille tai tutkijalle tarpeeksi tarvittavaa tietoa
tai halutaan varmistaa HE-varjayksella esiin tulleita 16ydoksia, kdytetadn erikoisvarjayksia. Muita eri-
koisvarjdysmenetelmia ovat muun muassa PAS-, hopea-, Giemsa- ja Weigert van Gieson varjays.

Erilaisilla vareilld voidaan erotella kudoksista nakyviin eri osia. (Makinen ym. 2012, 1129.)

2.1  Kudosprosessointi

Naytteen saapuessa laboratorioon kestaa vahintédan kolmesta viiteen vuorokautta, ennen kuin nayte
on kaynyt kaikki kudosprosessoinnin vaiheet lapi ja on valmiina patologin arvioitavaksi. Kudospro-
sessoinnilla tarkoitetaan kaikkia niitd ty6vaiheita, joita ndyte kay lapi, ennen kuin se on varjattyna

leikkeena objektilasilla. Tydvaiheet ovat seuraavat:

Naytteen kirjaus laboratorion tietokantaan
Fiksaatio

Naytteen dissekointi

Kudoskuljetus

Parafiiniin valu

Blokkien leikkaaminen

vV V V V V V V

Leikkeiden varjays, paallystys ja tarkistus

Kirjaamisvaiheessa tarkastetaan lahetteen tiedot ja naytteille annetaan yksildivat tunnistetiedot.
Jotta kudoksesta saadaan mikroskopoitavaksi sopiva ja edustava nayte, se taytyy ensin prosessoida.
Nayteprosessi alkaa fiksaatiolla. Suomessa yleisimmin kdytdssa oleva fiksatiivi on 10 % formaldehydi
eli formaliini. Formaliini estaa kudoksen autolyysin eli hajoamisen lopettamalla entsyymien ja bak-
teerien toiminnan (Hopwood 1996, 23). Formaliini kovettaa kudosta muodostamalla ristisidoksia ku-
doksen proteiinien valille ja helpottaa kudoksen jatkokasittelya. Formaliinin ansiosta kudos ei muuta
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muotoaan eika tilavuutta. Hyva fiksaatio mahdollistaa kudoksen dissekoinnin eli leikkaamisen ja on-
nistuneen varjayksen. Formaliinia téytyy olla kymmenkertainen maara fiksoitavan kudoksen tilavuu-
teen nahden, ja fiksointiin kaytettavan astian on oltava riittavan suuri. Fiksaatio on tarkein vaihe ku-

dosprosessoinnissa hyvan lopputuloksen saamiseksi. (Mediq Suomi Oy 2020.)

Erikokoiset ndytemateriaalit vaativat erilaisen kudosprosessoinnin. Fiksoitu kudosnayte dissekoidaan
eli leikataan sopivan kokoisiksi ndytepaloiksi kudoskuljetusautomaattiin laitettaviin kasetteihin. Suu-
ret operatiiviset ndytteet, kuten suoli ja rinta, valokuvataan, piirretdan tai kuvataan tekstiin niin tark-
kaan, ettd naytteeseen orientoituminen onnistuu vaivatta myéhemminkin. Naytteenottokohtien huo-
lellinen selostaminen ja merkitseminen ovat keskeisia asioita, koska ne ovat ainoa esikasittelyvai-
heesta jaava dokumentti. Kudosprosessoinnin yhteydessa niista leikataan useammista edustavista
paikoista kudospaloja tutkimukseen. Pienten naytteiden, kuten biopsioiden tai eturauhasen hdyldys-
naytteiden ollessa kyseessa, ndaytemateriaali suodatetaan tai ladotaan kokonaisina ilman fiksaatiota
kudoskuljetukseen meneviin naytekasetteihin. (Mdkinen ym. 2012, 1126-1130.)

Kudoskuljetuksessa kudosndytteestd poistetaan vesi eli dehydroidaan, poistetaan rasva, kirkastetaan
ja imeytetaan parafiini kudokseen eli suoritetaan parafiini-infiltraatio. Kudoskuljetus kovettaa kudos-
rakenteet ja mahdollistaa naytteiden sailymisen. Kudoskuljetusprosessin jalkeen ndytteet valetaan
muottien avulla parafiiniin nayteblokeiksi. Nayteblokeissa on parafiiniin valetun naytteen lisaksi tun-
nistenumeron sisaltama naytekasetti. Naytteet taytyy asetella kasetteihin oikein leikkausteraa nah-
den. Esimerkiksi ihondytteet asetetaan pinnan suhteen kohtisuorasti. Jadhtyessaan parafiini kovet-
tuu kudoksen sisaan ja ymparille mahdollistaen ohuiden leikkeiden leikkaamisen naytteista. Valetut
blokit leikataan mikrotomeilla ohuiksi leikkeeksi naytelaseille odottamaan varjaysta. (Makinen ym.
2012, 1126-1128.)

Mikrotomeja on erilaisia, ja ne ovat suunniteltu eri kdyttétarkoituksiin. Olennainen ero niissa on toi-

mintamekanismi. Isot ndyteblokit ja kovat naytteet leikataan yleensa mikrotomilla, jossa nayte pysyy
paikallaan ja veitsi liilkkuu edestakaisin vaakatasossa blokkiin ndhden. Vesiliukumikrotomissa blokit

lukitaan mikrotomin kiinnitysalustaan, jota liikutetaan leikkausteraa vasten kasin tai automaattisesti.
Leikkausterat valmistetaan ruostumattomasta teraksestd, lasista tai timantista. Leikkeiden leikkaami-
sessa kdytetdan eri leikepaksuuksia ndytteen rakenteen takia. Yleisesti kaytetty leikkeen paksuus on
3-5 pm. Virheita mikrotomilla leikkausvaiheessa aiheuttavat muun muassa likainen, tylsa tai viallinen

terd, liian [Ammin nayteblokki tai vaara teran leikkauskulma. (Spencer & Bancroft 2008, 93-97.)

2.2  Kudosndytteen edustavuus

Kudosnaytteen edustavuudella on suuri merkitys diagnoosiin. Edustava nayte on otettu oikeasta
kohtaa, sdilytetty ja lahetetty oikein. Osa patologisanatomisten ndytteiden tutkimuksista vaativat
ilman fiksaatiota olevan tuoreen kudoksen. Esimerkkina voidaan mainita tutkimukset, joissa varjayk-
set eivat toimi fiksoidussa kudoksessa, sekd osa vasta-ainetutkimuksista. Edustavalla naytteella tar-
koitetaan naytettd, jossa on nakyvilla kaikki halutut solukerrokset seka solutyypit. Liian pieni ja pin-
nallinen koepala on epdedustava. Maligneja eli pahanlaatuisia muutoksia tutkittaessa kudosnayt-
teessa taytyy olla myds maligneja soluja, ja ndyte on taytynyt osata ottaa juuri optimaalisesta koh-
taa kudoksesta. (Makinen ym. 2012, 1125-1133.)
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Edustavan ihondytteen tulee yltaa ihonalaiseen rasvakudokseen asti, ja kaikkien ihon kerrosten sekd
solukoiden tulee nakyd. Paras ndyte on veneviiltondyte. Operatiivisissa naytteissa, kuten suoli ja
kohtu, on naytteiden nopea esikasittely ensiarvoisen tarkeaa. Autolyysi eli kudoksen hajoaminen
johtaa huonoon fiksaatioon ja kudosartefaktojen syntyyn. (Makinen 2012, 1130-1133.)

Kudoksen rakenne ja kovuus vaikuttavat sen kasittelyyn ja varjaytymiseen. Tonsilla eli nielurisa on
imukudosta ja rakenteeltaan 16yhda kudosta. Imukudos varjaytyy tummasavyiseksi itukeskusta ym-

pardéivien runsaiden pienten lymfosyyttien vuoksi. (Solunetti 2006.)
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3 HE-VARJAYS

Hematoksyliini-eosiini (HE) -varjays on yleisin histologinen ja morfologinen varjays, jolla varjataan
ensin lahes kaikki patologian laboratorioon tulevat histologiset kudosnaytteet (Mills 2017). HE-vari
koostuu kahdesta variaineesta, hematoksyliinista ja eosiinista. HE-variliuos on hyvin sdilyvaa ja tu-
mat selkeasti varjadvaa. Tumien selkea varjdytyminen on avuksi tumien atypia-astetta eli tumien
poikkeavuutta arvioitaessa. (Makinen 2012, 1129.) HE-varjayksen tulokset tulkitaan HUS Diagnos-
tiikkakeskus, Etela-Karjalan patologian laboratorion ty6ohjeen mukaan seuraavalla tavalla (Tydohje

HE-varjays, 4, HUS Diagnostiikkakeskus, Patologia, Etela-Karjala, 2020):

Tumat — sinivioletit

Sytoplasma — vaaleanpunaisen eri savyt
Erytrosyytit — punaiset

Limat — vaalean siniset
Kollageenisaikeet — kalpean vaaleanpunaiset
Fibriini — syvan vaaleanpunaiset
Kalkki — violetti

Lihas — syvan vaaleanpunaiset
Eosinofiilit — punaiset

3.1 Varjaykseen vaikuttavat tekijat

Onnistuneeseen varjaykseen vaikuttavia tekijoita ovat mahdollisimman nopea ja riittéva fiksaatio,
onnistunut kudoskuljetus, sopiva leikepaksuus seka rypyttémat ja ehjat leikkeet. Variaine on kak-
soissidoksia sisdltava yhdiste, joka absorboi valoa. Absorbointi tarkoittaa valon imeytymista. Erilaiset
variaineet absorboivat valoa eri tavalla, ja ndin ollen vari muuttuu. Varjdysreaktioon vaikuttavat
myds variaineen affiniteetti eli sitoutumisvoimakkuus kudokseen, ionisidokset, pH, varjays- ja pesu-
aika, lampdtila seka kaytetty liuotin. (Horobin 2008, 105-106.)

3.2 Hematoksyliini

Hematoksyliini varjaa kudosten happamat rakenteet, kuten tumien nukleiinihapot, sinimustan savyi-
siksi ja osittain myds sytoplasmassa esiintyvaa RNA:ta. Hematoksyliinid saadaan meksikolaisesta He-
matoxylon camperchianum- puusta uuttamalla, ja sita viljelladn nykyisin padasiassa Lansi-Intiassa.
Hematoksyliinid voidaan valmistaa myds itse, mutta nykyisin laboratorioissa kaytetdan padosin kayt-

tdvalmiina olevia kaupallisia hematoksyliineja. Kaupallisia hematoxyliineja ovat muun muassa Harris,
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Mayers, Gill. (Brown 2012, 31.) Hematoksyliini ei itsessaan ole variaine, vaan sen varjaavana ai-
neena toimii sen siséltdma hemateiini. Hemateiinia saadaan hematoksyliinista hapettamalla ilmaa ja
valoa hyvaksi kayttaen tai kemiallisesti. Hemateiini on riittdmatén varjaamaan kudosta huonon sitou-
tumisvoimakkuuden eli affiniteetin vuoksi ilman emaksista peitta-ainetta. (Wilson & Gamble 2002,
125-127.)

Variaineet ovat varihappojen ja emdsten suoloja. Peitta-aineet eli mordantit toimivat metallisuola-
kompleikseina kiinnittden variaineet kudokseen. (Nation ja Orchard 2012.) Mordantin lisdys tekee
hematoksyliinistd positiivisesti varautuneen eli kationisen varidineen, joka varjaa anionisia eli negatii-
visesti varautuneita biopolymeereja kuten DNA:ta, RNA:ta ja glykosaminoglykaaneja (Horobin &
Bancroft 1998, 88—89). Positiivisesti varautuneet variaineet sitoutuvat happamiin eli basofiilisiin ku-
doksiin. Mayerin hematoxyliinissa mordanttina kaytetdan alumiinisuoloja ja hapettimena natriumjo-
daattia. (Bancroft & Layton 2013, 175-176.)

HE-varjays voidaan suorittaa kayttden progressiivista tai regressiivista varjaystd. Progressiivisessa
varjayksessa naytetta pidetaan variliuoksessa niin kauan, kunnes haluttu varjaytyvyys saavutetaan.
Regressiivisessa varjayksessa ndyte ensin ylivarjatdan, jonka jalkeen naytteen ylimaardinen vari
huuhdotaan pois eli diffataan, kunnes haluttu varjaytyminen saavutetaan. Regressiivinen varjays on
yleisemmin kaytetty sen helppouden vuoksi. Diffaamisessa kdytetadn yleensa happoa poistamaan
ylimaarainen emaksinen vériaine ja emaksista ainetta poistamaan ylimaardinen hapan variaine. Dif-
faaminen poistaa my0s naytelasin taustaan jaanytta varia ja lisaa varin teravyytta. (Brown 2012,
38.) Hematoksyliinista voidaan poistaa ylimaarainen vari esimerkiksi suolahappo—alkoholiseoksella
(Solunetti, 2006).

Diffaamisella on suuri merkitys HE-varjayksessa. Diffaukset muodostavat 90 % kaikista HE-varjays-
liuoksista, kun otetaan huomioon myés ei varjaavat liuokset esimerkiksi, ksyleeni- ja alkoholihuuhte-
lut. Diffaamisella on ylimaaraisen varin poiston lisaksi muitakin merkityksia. Esimerkiksi hematoksy-
liini varjaa tumat ensin punaiseksi, jotka diffaamalla hieman emaksisella aineella muuttuvat siniseksi
eli sinistyvat. Vesijohtovesi on yleensa tarpeeksi emaksista. Diffaus myos pysayttaa varjdyslinjas-
tossa edellisen liuoksen toiminnan seka edistaa variaineen tasaista jakautumista kudoksissa. (Gill
2010, 177-179.)

Eosiini on hapan ksanteeni variaine, joka varjaa kudoksen emaksiset rakenteet ja sytoplasman seka
lihas- ja sidekudoksen (Brown 2012, 45). Se tarttuu solun sisaisiin ja ulkoisiin proteiineihin varjaten
ne vaalean- ja tummanpunaisen eri savyiksi (Reagena Oy 2011). Eosiinilla saadaan nakymaan ku-
doksen ldysia ja tiiviita rakenteita, ja se varjaa hyvin punasolut ja eosinofiilit. Eosiini on negatiivisesti
varautunut ja sitoutuu kudoksen positiivisiin varauksiin, eritoten proteiineihin. Se varjaa myos kolla-
geenisaikeet ja sytoplasman tukirangan punaisen eri savyilla. (Panula 2013, 17.) Eosiineja on erilai-
sia. Eosiini Y on seka veteen- etta alkoholiin liukeneva ja yleisin kaytetty hematoksyliinin vastavari.
Eosiiniliuos on yleensa tislattuun veteen sekoitettua ja 0,5—1,0 % vahvuista. Pieni osuus etikkahap-
poa (0,5 ml/1000 ml) liuoksessa teravoittaa varisavyja. (Wilson & Gamble 2002, 130; Bancroft 2013,
173.) Liuoksen pH:ta saadetaan happamalla puskuriliuoksella, kuten etikka- tai suolahapolla. Eosiinin
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pH:lla on suuri merkitys varjaytymisen voimakkuuteen. Eosiinin pH:n ollessa yli 5 varjaytymisen voi-
makkuus heikkenee tehden varisavysta hailakan, ja vastaavasti pH-arvon laskiessa alle 4 varjdys
muuttuu tummaksi. Paras varjdystulos saavutetaan Eosiinin pH:n ollessa lahella 5:tta. (Brown 2012,
53-58.)

3.4 Optimointi

Optimoinnilla haetaan parasta mahdollista vaihtoehtoa ja ratkaisua tutkittavalle asialle. HE-varjaysta
arvioitaessa mikroskooppisesti siihen vaikuttavat myos tulosta tulkitsevan ja diagnoosin tekevédn pa-
tologin oma mieltymys seka tottumus eri varisavyihin. Optimoinnin tarkoituksena on muun muassa
vahentda epaspesifista varjdytymistd, saada tuman yksityiskohdat paremmin nakyviin seka helpottaa
diagnoosin tekemista parantamalla varjdysten ominaisuuksia. (Brown 2012, 71.) Subjektiiviseen na-
kemykseen perustuva varjayksen optimointi pitda tehda laboratoriokohtaisesti, eika néin ollen opti-

moinnin tuloksia voida vertailla.

HE-varjays on histologinen perusvarjadys, joka suoritetaan patologian laboratoriossa varjaysautomaa-
tilla. Varjaysautomaatti mahdollistaa paivittaisten suurten ndaytemaarien varjaykset. Se takaa tasa-
laatuisen varjayksen ja poissulkee inhimilliset virheet, joita kasin varjayksessa voi tapahtua. Samalla
varjaysautomaatilla tehddan useita erilaisia varjayksia, ja optimointia rajoittava tekija onkin var-

jaysautomaattiin mahtuva astioiden lukumaara. (Immuno Diagnostic Oy, 2020.)

3.5 Aikaisempia tutkimuksia HE-optimoinnista

Aikaisempia HE-varjayksen optimoinnista tehtyja tutkimuksia tai opinndytetéitéa emme léytdneet jul-
kisista tietokannoista. PAS-varjaysten optimoinnista on aikaisemmin tehty opinnaytety® Vaasan kes-
kussairaalan patologian osastolle. Tampereen ammattikorkeakoulun bioanalytiikan koulutusohjelman
opiskelijat Nousiainen ja Tynjala tutkivat tydssaan, miten hematoksyliinin vaihtaminen toiseen, inku-
baatioaikojen muuttamien ja variliuosten koostumusten muuttaminen vaikuttavat varjaystulokseen.

Vertailussa olivat Weigertin ja Mayerin hematoksyliini. Optimointi on aloitettu PAS-varjayksests, silla
se on pohjana D-PAS- ja AB-PAS-varjayksille. Tydssaan he onnistuivat parantamaan PAS-varjaystu-

losten laatua ja poistamaan aiemmin tulkintaa hdirinneet artefaktat. (Nousiainen & Tynjala, 2013.)

Laamanen ja Ruotsalainen vertailivat opinndytetydssaan vuonna 2018 Mayerin ja Colen hematoksy-
liineja HE-varjayksessa. Heidan tarkoituksenaan oli selvittdd, miten Colen hematoksyliini varjaa ku-
dosnaytteet yleisemmin kaytettyyn Mayerin hematoksyliiniin verrattuna. Tavoitteena heilld oli tehda
varjaystulosten arviointi Colen hematoksyliinille. Tutkimuksen tekijéiden mukaan varjdystulosten
keskiarvot olivat molemmilla hematoksyliineilla samansuuntaiset ja Colen hematoksyliini soveltuu

hyvin tutkimuksessa tarkasteltujen kudosten varjaamiseen. (Laamanen & Ruotsalainen, 2018.)
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4 LAATU PATOLOGIAN LABORATORIOSSA

Viela nykyisinkin PAD:n (patologis-anatomisen lausunnon ja diagnoosin) tekeminen on lukijapainot-
teista, ja se perustuu ihmissilmaparin mikroskoopilla tekemaan subjektiiviseen havaintoon (Kivi
2017, 7). Patologian laboratoriossa tehdaan paljon kasity6éta verraten muihin laboratorion aloihin.
Ennen kuin varjatyt lasit ovat valmiina patologin arvioitavana, ne ovat kdyneet lapi monta kasityéna
tehtavaa vaihetta. Mainittakoon niista dissekointi eli kudosnaytteiden leikkaaminen ja valaminen.
Laatua seurataan kaikissa ty6vaiheissa. Laadittujen ohjeiden noudattaminen seka huolellisuus ja
tarkkuus ovat lopulliseen laatuun liittyvia tekijoita. Kliinisessa laboratoriossa tulosten laadun mittaa-
minen ja arviointi ovat iso osa asiakas- ja potilasturvallisuutta seka sen kehittamista. (Labquality
2020.)

Patologian laboratoriossa laatua valvotaan tarkoin niin sisdisesti kuin ulkoisesti. Jokaisessa laborato-
riossa tulee olla laadittuna laatujarjestelmd, jossa on madritelty, mita standardia toiminta noudattaa.
HUS Diagnostiikkakeskus, Etela-Karjalan patologian laboratorio noudattaa standardien SFS-EN ISO
15189 ja SFS-EN ISOIEC 17025 mukaista toimintajarjestelmaa (HUS 2020). Laatujarjestelma on tii-
vistetty laatukasikirjaksi, joka voi olla myds sahkdisessé muodossa. Laatukasikirjassa maaritetdan
tarkasti kaikki toimintaan liittyvat ohjeistukset tutkimusten vastuuhenkildjaottelusta yksittaisiin kont-
rollimateriaaleihin ja organisaatiokaavioista jatehuoltoon. Laatukasikirjasta selvida esimerkiksi, miten
laatua mitataan, ja miten tulosten luotettavuus seka toiminnan laatu saavutetaan kaikissa olosuh-
teissa. Laatujarjestelmalla pidetaan ylla, seurataan ja kehitetdan laboratorion tulosten laatua. (Pro

pilvipalvelut, julkaisuaika tuntematon.)

4.1 Sisainen laadunvarmistus laboratoriossa

Sisdiseen laadunvarmistukseen kuuluvat kaikki laboratoriossa tehtavét toimenpiteet, joilla tutkimus-
tulosten tasmaavyys ja toistettavuus varmistetaan jokaisella mittauskerralla. Apuna tulosten tdasmaa-
vyyteen ja toistettavuuteen kdytetaan vakioita ja referenssivalmisteita seka kolmannen osapuolen
kontrolleja. Kolmannen osapuolen kontrolleilla tarkoitetaan kontrolleja, joita ei ole suunniteltu ja op-
timoitu kaytettdvaksi vain tietyilla mittalaitteilla. Nailla riippumattomilla kontrolleilla varmistetaan
mittalaitteiden ja -testien todellinen suorituskyky ja havaitaan testierien vaihdosten my6ta mahdolli-
sesti esiintyvat tasomuutokset. (Labquality 2020.)

Sisdisia laadunvarmistusmenettelyja ovat esimerkiksi validointi ja verifiointi. Validoinnilla varmenne-
taan menetelman ja laitteen soveltuvuus seka suorituskyky tiettyyn kayttotarkoitukseen (VTT Tech-
nology 276 2016). Verifioinnilla tarkoitetaan objektiiviseen ndyttédn perustuvaa vaatimukset taytta-
vaa toimivuuden varmistamista. Verifiointi suoritetaan esimerkiksi jo aiemmin validoidun menetel-
man tai laitteen vaihtuessa uuteen. (Labquality 2020.) Auditoinnissa verrataan toimintaa, ohjeistusta
ja vaatimuksia seka varmistetaan niiden vastaavan viranomaisvaatimuksia (Fimea 2015). Auditointi

voi olla seka sisaista etta ulkoista laadunarviointia.
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4.2 Ulkoinen laadunarviointi laboratoriossa

Oikea tulostaso varmistetaan ulkoisella laadunarvioinnilla. Ulkoinen laadunarviointi on myds edelly-
tyksena laboratorioiden toimiluvissa ja kaikissa laboratoriotoimintaan liittyvissa laatujarjestelmissa.
Suomessa ulkoisia laadunarviointikierroksia jarjestéda puolueeton ja riippumaton Labquality Oy.

Labquality Oy tarjoaa yksinomaan sosiaali- ja terveydenhuoltoon raatalityja laatua parantavia pal-
veluja. Laadunarviointikierrokset on akkreditoitu ISO 17043- standardin mukaisesti. Laatuarviointi-

kierrosten avulla laboratoriot voivat seurata ja parantaa suorituskykyaan. (Labquality 2020.)

Akkreditointi on kansainvalisiin kriteereihin perustuva menettelytapa, jolla todetaan toiminnan pate-
vyys ja tulosten oikeellisuus laboratoriossa. Akkreditointi kertoo kuluttajalle laboratorion luotettavuu-
desta, patevyydesta ja uskottavuudesta. Suomessa akkreditointielimena toimii FINAS (Finnish Acre-
ditation Service), jonka toiminta on kansainvalisesti yhdenvertainen muiden maiden akkreditointitoi-
minnan kanssa. Taman takia Suomessa akkreditoitujen toimijoiden antamat todistukset ja tulokset

ovat maailmanlaajuisesti hyvaksyttyja. (Finas 2015.)

4.3 Kudosvarjayksen laatu

Kudosvarjayksen laadulla on tarked merkitys diagnoosia tehtdessa. Laadukas varjays tuo esiin kaikki
diagnoosin kannalta tarkeat yksityiskohdat selkeasti, esimerkiksi nukleolit eli tymajyvaset, kromatii-
nin rakenteen, sytoplasman ja eosinofiilit. Liian hailakka varjays ei tuo esiin tarvittavia rakenneosia
ja vastaavasti liian tumma varjays hankaloittaa yksityiskohtien erottumisen. Oikean tasapainon 16y-
tdminen eri kudoksia ja kudosten osia varjaavien liuosten valilla onkin tydlasta ja hienosdatéa vaati-
vaa. (Henwood 2010, 135-137.) Varjaysprosessi on tarkea vaihe kudosvarjayksen laatua arvioita-
essa. Varin heikko intensiteetti kudokseen tai varjayksen liian voimakas taustareaktio aiheuttavat

laatuvirheiden synnyn. (Labqualitydays 2018.)
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5 OPINNAYTETYON TARKOITUS JA TAVOITE

HUS Diagnostiikkakeskus, Etela-Karjalan patologian laboratoriossa on huomattu HE-varjayksen laa-
dun vaihtelevan viikon aikana. Laboratoriossa ei ole kaytdssa varjayslinjastossa tumavarin eli hema-
toksyliinin diffausta. Diffaus tarkoittaa ylimaaraisen varin poistoa. Varjayksen taustalle jaa hieman
sinisyyttd, joka mahdollisesti vaikuttaa myds eosiinin varisavyyn. Tumia varjadavan hematoksyliinin
varisdvy pysyy tasaisena koko viikon, mutta eosiinilla varjaytyvien kudosten varisavy on erilainen
alku- ja loppuviikosta. Tyon toimeksiantaja ei ole tyytyvdinen heidan kaytéssaan olevaan HE-var-
jaykseen ja heilla on tarve saada parempi varjays. Opinndytetydn tarkoituksena on tehda pienia
muutoksia HE-varjaysohjelmiin ja vertailla niita kaytdssa olevaan HE-rutiinivarjdykseen. Tavoitteena

on parantaa HE-varjayksen laatua.

Tutkimuskysymykset:

» Miten uudet, hieman muokatut varjaysohjelmat soveltuvat kudosten varjaykseen rutiinivar-

jaykseen verrattuna?
» Miten Mayerin hematoksyliinin diffaus etanolisuolahapolla (EtHCI) vaikuttaa varjayksen laa-

tuun?
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6 TUTKIMUSMENETELMAT

Tutkimuksessa yhdistettiin kokeellista seka kvantitatiivista eli maarallistd tutkimusmenetelmaa.
Kvantitatiivisen tutkimuksen ominaisuuksiin kuuluu tulosten kuvantaminen numeeristen suureiden
avulla, objektiivisuus ja asioiden valisten riippuvuuksien seka tutkittavissa ilmidissa tapahtuneiden
muutosten selvittdminen. Kokeellisen tutkimuksen avulla mitataan yhden kasiteltdvan muuttujan vai-
kutusta toiseen muuttujaan ja selvitetaan jonkin tekijan vaikutusta kontrolloiduissa olosuhteissa.
(Heikkild 2014, 8-11.) Opinnaytetydmme kokeellisen osuuden muodostivat kudosten leikkaaminen,
varjaaminen eri varjdysohjelmilla kontrolloidusti laboratoriossa ja arviointilomakkeen laatiminen.
Muunneltuja varjaysohjelmia verrattiin kontrollina toimineeseen rutiinivarjaykseen, eli muuttujana
tutkimuksessa oli varjdysohjelma. Kvantitatiivinen tutkimusmenetelma oli luonteva valinta arviointilo-
makkeen analyysimenetelmaksi. Tyd koostui paasaantodisesti kokeellisesta osuudesta, ja pienemman
osuuden eli tulosten analyysin muodosti kvantitatiivinen osuus. Tassa tyéssa emme testanneet tu-

losten tilastollista merkitsevyyttd, koska tdssa tydssa tarkeampi oli kdaytanndn merkitsevyys.

Tutkimuksen luotettavuutta voidaan arvioida erilaisilla mittareilla. Tutkimuksen pitda tuottaa uskotta-
vaa ja luotettavaa tietoa, jota arvioidaan validiteetin ja reliabiliteetin avulla (Kananen 2015, 90). Tut-
kimuksen patevyys eli validiteetti tarkoittaa mittarin tai tutkimusmenetelman kykya mitata juuri sitg,
mitd tutkimuksessa on tarkoituskin mitata. Tutkimuksessa mittaustulosten toistettavuus eli reliabili-
teetti tarkoittaa mittauksen kykya antaa ei-sattumanvaraisia tuloksia. (Hirsjérvi, Remes & Sajavaara
2018, 231.)

Tutkimuksessa kerdsimme tietoa arviointilomakkeella, johon oli laadittu strukturoituja eli valmiin
vaihtoehdon sisdltavia kysymyksia, joista arvioija valitsi sopivimman vaihtoehdon. Kysymykset oli
laadittu niin, etta vastausvaihtoehdot ovat muutettavissa numeeriseen muotoon mahdollistaen nain

ollen tulosten erilaiset laskutoimitukset eli maarallisen analyysin (Kananen 2015, 84).
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7 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS JA TULOKSET

Tydn toimeksiantajalla oli tarve saada laadukkaampi yleisvarjayksena kaytetty HE-kudosvarjdys. Pa-
tologian laboratoriossa ei ole kaytdssa varjayslinjastossa tumavarin eli hematoksyliinin diffausta, ja
varjayksen taustalle jaa hieman sinisyytta, joka mahdollisesti vaikuttaa myds eosiinin varisavyyn.
Tumia varjaavan hematoksyliinin varisavy pysyy tasaisena ja hyvana koko viikon, mutta eosiinilla
varjaytyvien kudosten varisavy on hyva alkuviikosta ja huononee loppuviikkoa kohden. Tasalaatui-
nen varjaystulos helpottaa mikroskopointia ja patologin ty6ta seka on tarkeda luotettavan diagnoo-
sin saamiseksi. Tavoitteena oli parantaa HE-varjayksen laatua ja saada optimaalinen rutiinivarjdys.
Tarkoituksena oli tehda pienia muutoksia HE-varjaysohjelmiin ja vertailla niita kontrollina toiminee-

seen HE-rutiinivarjaykseen.

7.1 Opinndytety6prosessin kaytannon tyon aikataulut

Saimme myonteisen tutkimuslupapaatoksen tydllemme marraskuussa 2019 Eksotelta. Vuoden 2020
alussa Eksoten laboratorio- ja kuvantamispalvelut yhdistyivat fuusiossa HUS Diagnostiikkakeskus,
Eteld-Karjalan laboratorioksi. Kaytanndn tydn aloitimme joulukuussa 2019 harjoittelemalla vesiliuku-
mikrotomin kayttda ja ndytteiden leikkaamista ennen varsinaisten leikkeiden tekoa. Vérjattavat nay-
teleikkeet leikkasimme monikudosblokeista joulunalusviikolla 2019. Pidimme palaverin toimeksianta-
jan edustajan ja ohjaavan opettajan kanssa tammikuun puolessa valissa, jolloin tarkentui tyon si-
saltoé seka vertailtavien varjaysohjelmien maara. Kaikki tydssa kaytettavat lasit varjattiin tammi-

kuussa 2020 niin kuin olimme suunnitelleet aikatauluja laatiessamme.

Arviointilomakkeeseen liittyvan palaverin pidimme patologin kanssa tammikuun lopulla, jonka jal-
keen laadimme arviointilomakkeen. Patologilta saimme varjattdvien kudosten arviointikriteerit. Ne
ovat yleisimpia luotettavan diagnoosin teossa kaytettdvia kriteereita. Varjatyt lasit annettiin arvioita-
vaksi kahdelle Etela-Karjalan patologille helmikuussa 2020 ja Helsingin patologille maaliskuussa
2020. Viimeiset arviointitulokset saimme huhtikuussa Helsingin patologilta, minka jdlkeen teimme

tuloksista toimeksiantajan pyynnoésta lyhyen yhteenvedon.

7.2  Tydn toteutus

Patologin toiveiden mukaan kaytimme tutkimuksessa kudoksina ihoa, suolta, kohdunseinamaa ja
lymfaattisena kudoksena tonsillaa eli nielurisaa. Nama ovat yleisempia histologian laboratoriossa tut-
kittavia kudoksia. Patologi piti myds tarkedna, etta yksi kudoksista on lymfaattista- eli imukudosta.
Imukudos on rakenteeltaan I6yhaa kudosta. Imukudos varjaytyy tummasavyiseksi itukeskusta ympa-
réivien runsaiden pienten lymfosyyttien vuoksi. (Solunetti 2006.) Saimme kudosnaytteet valmiiksi
monikudosblokkeihin valettuina, joten meidan tydksemme jai blokkien leikkaaminen ohuiksi leik-
keiksi naytelaseille ja lasien varjaykset. Monikudosblokeissa oli nelja kudosta valettuina samaan
muottiin. Blokeista leikkasimme vesiliukumikrotomilla 3 pm:n paksuisia leikkeitd naytelaseille. Kaikki
naytteet olivat kasitelty histologisessa nayteprosessissa ja varjattavat leikkeet leikattu yhdesta ja
samasta monikudosblokista, joten saimme edustavat ja vertailtavat ndytelasit. Naytelaseja tehtiin

kolme rinnakkaista jokaista varjdysohjelmaa varten.
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Ennen naytelasien antamista arvioijille tarkastimme varjdysten onnistumisen itse. Varjdystulosten
arviointiin laadimme strukturoidun kyselylomakkeen arvioijille, jossa oli valmiit vastausvaihtoehdot
numeerisesti esitettynd. Lomake toteutettiin paperisena versiona, jotta arviointi mikroskooppien da-
ressa olisi arvioijille mahdollisimman helppoa. Kuvasimme varjatyt kudosleikkeet ja dokumentoimme
tyon kaikki vaiheet.

7.3 Varjaysohjelmat

Testattavat varjdysohjelmat tulivat toimeksiantajan edustajan, opinndytety¢ ohjaajamme Hanna Tu-
rusen ehdotuksina. Varjéykset suoritettiin Sakura TISSUE-TEK ® PRISMA-varjaysautomaatilla tam-
mikuussa 2020 kahden ensimmadisen viikon aikana sairaalan paivittdisten rutiinivarjaysten jalkeen.
Rutiinivarjayksen rinnalle tehtiin kahdeksan eri varjaysohjelmaa pienin muutoksin. Sakura TISSUE-
TEK ® PRISMA-varjaysautomaatin varjdysastioiden maara oli rajoittava tekija varjaysohjelmia muu-
tettaessa. Varjdysautomaatissa ei ollut tilaa uusille astioille, joten hematoksyliinia diffatessa eli yli-
madraisen varin poistossa kaytimme jo linjastossa valmiina olevaa 70-prosenttista etanolisuolahap-
poa (EtHCL). Varjasimme yhdeksalla eri varjdysohjelmalla jokaisesta kolme rinnakkaista nadytelasia.

Ohjelmista yksi oli sairaalan omassa kaytdssa oleva HE-rutiinivarjaysohjelma.

Varjattyja laseja tarkastelimme valomikroskoopilla yhdessa toimeksiantajan edustajan ja opinnayte-
tydmme ohjaajan kanssa. Rajasimme arviointiin menevat lasit rutiinivarjayksen liséksi neljaan par-
haiten varjaytyneeseen lasiin. Arvioinnin ulkopuolelle jaéneissa laseissa ei ollut ndhtavissa arviointiin
tarvittavia kriteereita tai selkeitd muutoksia rutiinilasiin verrattuna. Arviointiin menevissa laseissa ha-
vaitsimme eroja muun muassa veren ja tuman rakenteiden erottumisessa seka sytoplasmassa. Tu-
loksissa esittelimme rutiinivarjayksen ja parhaan varjaysohjelman kuvien kera, sekd hieman myds

muita arviointiin paadsseita varjaysohjelmia. Varjaysohjelmat (liite 1).

7.4  Arviointilomake ja tulosten arviointi

Arviointilomake laadittiin kdyttden 5-portaista Likertin asteikkoa, jonka katsoimme soveltuvan par-
haiten tahan tutkimukseen. Strukturoidut valmiit vastausvaihtoehdot ja niité vastaavat numerot no-
peuttivat arvioijia subjektiivisen nakemyksen perusteella tapahtuvaa parhaan vaihtoehdon valintaa
sekd helpottivat tilastollista kasittelya. Arviointilomakkeen loppuun lisdsimme mahdollisuuden avoi-
meen kommentointiin muutamalla rivilld. Avoimella kommentilla voidaan saada hyvia ideoita ja vas-
tauksia kysymyksiin, joita strukturoiduilla kysymyksilla ei ole mahdollisesti osattu kysya. (Heikkila
2014, 34—39.) Avoimissa kommenteissa eraan arvioijan mielesta eosinofiilit olisivat olleet yksi hyva

kriteeri arvioitavaksi, ja han olisi toivonut rutiinivarjayksen olleen piilotettuna ndytesarjaan.

Arviointi suoritettiin numeerisesti arviointiasteikolla 1—5.
1 eli huono tarkoittaa luotettavan diagnoosin mahdotonta tekemista
2 eli valttava tarkoittaa diagnoosin hidasta ja tydlasta tekemista

3 eli tyydyttava tarkoittaa riittdvaa varjaytyvyytta diagnoosin tekoon
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4 eli hyva tarkoittaa selkeda varjaytyvyytta luotettavan diagnoosin tekoon, lievaa ali-
tai ylivérjaytymista

5 eli erinomainen, optimaalinen

Mikali arvioija on antanut kysymysmerkin tai viivan jonkun arviointikriteerin kohdalle, se saa tu-
lokseksi nollan. Tama tarkoittaa, ettei kudoksessa ole arvioitavaa kriteeria ollenkaan tai sitd on riitta-

mattdmasti arvion tekemiseen. Arviointilomake (liite 2).

Patologian laboratoriossa suurta ammattitaitoa vaativan diagnoosin tekee patologi, joka mikroskopoi
lukuisia laseja paivittdain. Hanen ty6taan helpottamaan on tarkeda saada varjaysohjelma, jolla lasit
varjaytyvat selkeasti. Arvioijina toimi kolme patologia, kaksi HUS Diagnostiikkakeskus, Eteld-Karjalan
patologian laboratorion patologia seké yksi patologi Helsingistd. Toimeksiantajan edustaja ehdotti
yhdeksi lisdarvioijaksi Helsingin patologia, koska arvioinnin hajonta olisi jédnyt pieneksi vain Etela-
Karjalan patologian laboratorion kahden patologin arvioidessa tuloksia. Helsingin patologi toimii
my0s patologian laatupaallikkdna ja ylilddkaring, joka toi hyvan lisan arvioijien joukkoon. Laadimme
paperisen arviointilomakkeen, joka helpotti arvioijien tyota heidan arvioidessaan varjattyja laseja
mikroskoopin daressd. Arviointilomakkeessa oli arvioitavana 10 eri varjaytyvyyden kriteerig, jota
haastattelemamme patologi itse piti tarkedna diagnoosia tehtdessa. Arvioitavina kohteina olivat ku-
doksissa: tumajyvasen, solumembraanin ja hermojen erottuminen, tuman ja plasmasolujen kroma-
tiini, punasolut, sidekudos, sytoplasman savy, taustan varjdytyminen seka varjayksen soveltuvuus

PAD (patologisanatominen lausunto ja -diagnoosi) arviointiin.

7.5 Tyon tulokset

Varjasimme kudokset kontrollina toimineella rutiinivarjayksella seka kahdeksalla eri muokatulla var-
jaysohjelmalla. Mikroskooppisen tarkastelun jalkeen arvioitavaksi valikoitui rutiinin lisdksi nelja ohjel-
maa, jotka esitetadn taulukossa 1 ja kuvassa 1. Tulosten tilastoinnissa laskettiin arviointilomakkeella
saatujen arvioitavien kriteerien pisteiden aritmeettinen keskiarvo. Keskiarvo saadaan jakamalla ha-

vaintoarvojen summa havaintojen lukumaaralla (Heikkild 2014, 63).

Arviointilomakkeessa jokaisella kudoksella on maaritetty kymmenen arvioitavaa kriteeria ja kolme eri
arvioijaa eli yhteensa 30 pisteytettya tulosta (n=30). Kudosten keskiarvo saadaan jakamalla yhteen-
lasketut pisteen luvulla 30. Varjaysohjelmien keskiarvo saadaan laskemalla jokaisen kudoksen pis-
teytetyt tulokset yhteen ja saatu tulos jaetaan luvulla 120 (n=120).
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TAULUKKO 1. Arvioitujen varjattavien kudosten (n=30) ja kaikkien kudosten (n=120) keskiarvot.

VARJAYSOHJELMA IHO SUOLI TONSILLA KOHTU KAIKKI KUDOKSET

ka. ka. ka. ka. ka.
Rutiini 3,6 4,2 3,9 3,6 3,8
Ohjelma 1 3,6 4,2 4,2 3,8 4,0
Ohjelma 4 31 3,8 3,7 3,3 3,5
Ohjelma 7 3,0 3,5 3,4 3,0 3,2
Ohjelma 8 34 39 3,6 3,3 3,6

Parhaan yhteenlasketun tuloksen sai ohjelma 1. keskiarvolla 4,0 arviointiasteikolla 0—5, joka tarkoit-
taa hyvaa ja selkeaa varjaytyvyytta luotettavan diagnoosin tekoon (taulukko 1). Tassa varjdysohjel-
massa eosinin jalkeinen vesihuuhtelu korvattiin yhden minuutin 96-prosenttisella etanoli diffauksella.
Lymfaattinen tonsillakudos ja kohtu varjaytyivat rutiiniohjelmaa paremmin varjaysohjelmalla 1, kun
taas ihon ja suolen varjaytyvyytta pidettiin yhta hyvana (kuva 1). Rutiini eli kdytdssa oleva varjays-
ohjelma sijoittui yhteenlaskettujen tulosten perusteella toiseksi keskiarvolla 3,8 arviointiasteikolla 0—

5 (taulukko 1). Tassa varjaysohjelmassa eosinin diffaus suoritettiin minuutin vesihuuhtelulla.

Ohjelmissa 4, 7 ja 8 testattiin Mayerin hematoksyliiniajan pidentamista ja sen diffausta 70-prosentti-
sella EtHCL:lla. Ohjelmassa 4. Mayerin hematoksyliiniaikaa pidennettiin 6,5 minuuttiin ja diffattiin 3
sekuntia. Ohjelma sijoittui neljanneksi keskiarvolla 3,5 arviointiasteikolla 0—5 (taulukko 1). Télla oh-
jelmalla arvioijien mielesta iho varjaytyi huonoiten ja suoli kudoksista parhaiten. Ohjelmassa 7.
Mayerin hematoksyliiniaika oli 7 minuuttia ja diffausaika yksi sekunti. Ohjelma sijoittui viidenneksi
keskiarvolla 3,2 arviointiasteikolla 0—5, joka tarkoittaa tyydyttavaa ja riittavaa varjaytyvyytta diag-
noosin tekoon (taulukko 1). Talla ohjelmalla varjaytyi iho seka kohtu huonoiten ja suoli parhaiten.
Ohjelmassa 8. Mayerin hematoksyliiniaika oli pisin, 8 minuuttia, ja diffausaika oli yksi sekunti. Talla
ohjelmalla suoli varjaytyi parhaiten ja kohtu heikoiten. Ohjelma sijoittui arvioinnissa kolmanneksi
(taulukko 1).
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Varjaysten keskiarvot

4.2 4.2 4.2
42
41
1 3.9
39
3.8
37 3.6 3.6
3.6
35
3.4
33
IHO SuoLl TONSILLA KOHTU

B OHIELMA 1. ERUTIINI

KUVA 1. Varjaysten keskiarvot ohjelmalla 1. ja rutiinilla

Seuraavaksi tyossa vertailtiin tarkemmin kdytdssa olevaa rutiinivarjdysta ja kokeilluista uusista ohjel-
mista parhaat pisteet saanutta ohjelmaa 1. Alempana Precipoint M8 -digimikroskooppikameralla ob-
jektiivilla 40 otettuja kuvia kudosleikkeista rutiinivarjdyksella seka parhaan varjaystuloksen saaneella
ohjelmalla. Kuvat ovat vain yksi pieni ndkyma koko lasista, joten kaikki arvioitavat kriteerit eivat valt-
tamatta ndy skannatuissa kuvaleikkeissa tai niitd ei ole kudoksissa ollenkaan, esimerkiksi plasmaso-

lujen kromatiinia ihossa.
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Keskiarvon perusteella iho varjaytyi molemmilla ohjelmilla yhta hyvin. Varjdysohjelmalla 1.
ihosta parhaiten erottuivat arvioijien mielestd tumajyvaset, tuman kromatiini seka
solumembraani. Taustan varjaytyminen ja varjdyksen soveltuvuus PAD-arviointiin saivat yhta
hyvan arvosanan. (kuva 2. alakuva.) Rutiinivarjayksella varjatyn ihon sytoplasman savy ja
hermojen erottuminen jakoi mielipiteita arvioijien kesken. Niissa tulokset vaihtelivat valilla 2—

5. Tuman kromatiini erottui kaikkien arvioijien mielesta hyvin. (kuva 2. yldkuva.)

100 um

KUVA 2. Yldkuvassa iho rutiinivarjaykselld 40x suurennoksella. Alakuvassa iho varjaysohjelmalla 1.
40x suurennoksella. (Kauria & Suhonen 2020.)
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Keskiarvon perusteella suoli varjaytyi molemmilla varjdysohjelmilla yhta hyvin ja selkeasti (kuva 1).
Punasolujen varjaytyvyyttd ja hermojen erottumista pidettiin rutiinivarjdysta selkedsti parempina

varjdysohjelmalla 1. tehdylla varjdykselld. Tumajyvasen erottuminen sai yhta hyvén keskiarvon mo-
lemmilla varjayksilla. (kuva 3.)

b
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KUVA 3. Yldkuvassa suoli rutiinivarjayksella 40x suurennoksella. Alakuvassa suoli varjaysohjelmalla
1. 40x suurennoksella. (Kauria & Suhonen 2020.)
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Keskiarvon perusteella tonsillan varjdytyvyydella oli suurin ero varjdysohjelmien kesken. Tonsillan
tumajyvaset ja punasolut erottuivat varjdysohjelmalla 1. erinomaisesti. Sidekudos, plasmasolujen
kromatiini, sytoplasman sadvy seka hermojen erottuminen saivat varjaysohjelmalla 1. paremman ar-

vosanan kuin rutiinivarjaykselld. Ainoastaan tuman kromatiini varjaytyi erinomaisesti rutiinivarjayk-

selld ja hyvin varjaysohjelmalla 1. (kuva 4. alakuva.)

KUVA 4. Ylakuvassa tonsilla rutiinivarjaykselld 40x suurennoksella. Alakuvassa tonsilla varjdysohjel-
malla 1. 40 x suurennoksella. (Kauria & Suhonen 2020.)
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Tulosten perusteella kohtu sai paremman keskiarvon ohjelmalla 1. kuin rutiinivarjdyksella. Varjays-
ohjelmalla 1. varjatylld kohtuleikkeessé punasolut erottuivat kaikkien mielesta erinomaisesti ja opti-
maalisesti. My0ds sidekudoksen varjdytyminen ja sytoplasman savy saivat hyvan arvosanan. Yhden

arvioijan mielesta hermojen erottuminen ei ollut riittavaa varjaysohjelmalla 1. (kuva 5. alakuva.)

Rutiinivarjayksella kohdun plasmasolujen kromatiini jakoi mielipiteitd. Yhden arvioijan mielesta ne
olivat selkeasti varjaytyneet ja kaksi arvioijaa merkitsivat tuloksen viivaksi eli nollaksi. Solumembraa-

nin erottuminen arvioitiin pisteilla 3-5. (kuva 5. ylakuva.)

KUVA 5. Ylakuvassa kohtu rutiinivarjaykselld 40x suurennoksella. Alakuvassa kohtu varjdysohjelmalla
1. 40x suurennoksella. (Kauria & Suhonen 2020.)
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Yhteenvetona tuloksista voidaan todeta parhaaksi varjaykseksi ohjelman numero 1. Sen varjaystulos
oli yhta hyva kudoksilla iho ja suoli kuin kaytdssa olevassa rutiinivarjayksessa. Varjaysohjelma 1.
varjasi kudoksista tonsillan ja kohdun paremmin kuin rutiinivarjéys. Lymfaattisen tonsillan eli nieluri-

san varjaytyvyyden ero oli varjaysohjelmilla selkein.
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8 TUTKIMUSETIIKKA

Etiikan peruskysymyksia ovat kysymykset oikeasta ja vaarastd, hyvasta ja pahasta. Tutkimusta teh-
tdessa on otettava huomioon monia eettisia kysymyksid. Esimerkiksi on huomioitava, etta tiedon
hankintaan ja julkistamiseen liittyvat tutkimuseettiset periaatteet ovat yleisesti hyvaksyttyja. Eetti-
sesti hyva tutkimus edellyttaa hyvan tieteellisen kaytannén noudattamista tutkimuksenteossa. (Hirs-
jarvi ym. 2018, 23.)

8.1 Tutkimuksen eettisyys

Tutkimusty6ta maarittavat monet lait, sddadokset ja ohjeistukset. Tutkimustydéssamme kdytimme ih-
misperadisid naytteita, joita ei ollut tutkimusta varten erikseen keratty. Ne olivat diagnosointinayt-
teistd yli jaanytta kudosta, joista oli poistettu jo kaikki tunnistetiedot eli naytteet olivat taysin ano-
nyymeja. Saimme kudosndytteet valmiiksi monikudosblokkeihin valettuina, joten naytteiden alkupe-
rad henkilétietoineen ei ole meilla eika lukijoillakaan mahdollisuutta tietad. (Tietosuojalaki
5.12.2018/1050, § 2, laki Iaaketieteellisestd tutkimuksesta 9.4.1999/488, § 2).

Noudatimme tutkimuksessa tutkimuseettisid periaatteita, hyvaa tieteellistd kaytantda, rehellisyyttd,
huolellisuutta ja tarkkuutta aina tyon alusta tutkimustulosten arviointiin saakka. Tutkimuksessa kay-
tetyt varjatyt naytelasit nimettiin arviointia ja tilastollista kasittelya varten. Tutkimuksen luotettavuu-
den varmistamiseksi kdytimme tiedonhakuun vain luotettavia lahteitd sekd merkitsimme viitteet ja
lahteet asianmukaisesti. Noudatimme hyvaa tutkimusetiikkaa tydn jokaisessa vaiheessa. Saadut tut-
kimustulokset koottiin arviointilomakkeilta alkuperdisessa muodossa ja tulokset esitettiin niistd mi-
tdan poistamatta tai niihin mitaan lisdamatta. Tutkimustuloksiin emme antaneet omien mielipiteiden
vaikuttaa emmeka tehneet omia tulkintoja. (Tutkimuseettinen neuvottelukunta ETENE 2012, 6.)

Saimme tutkimusluvan opinnaytetytllemme Eksotelta (liite 3).

8.2 Tulosten luotettavuus

Tulosten oikeellisuutta ja luotettavuutta tarkastellaan kasitteiden reliabiliteetti ja validiteetti avulla.
Reliabiliteetti tarkoittaa toistettavuutta eli tulosten pysymistd samanlaisina toistettaessa tutkimus ja

validiteetilla tarkoitetaan patevyytta ja oikean asian tutkimista. (Hirsjarvi ym. 2018, 231.)

Tutkimuksessa kaytetty arviointilomake oli oikea mittari ja aineistonkeruumenetelma antamaan luo-
tettavaa ja objektiivista tietoa tahan tutkimukseen tukien tutkimuksen validiteettia. Arviointilomak-
keen sisadltamat kriteerit olivat valideja, koska ne olivat patologin itsensa antamia ja niitd kdytetdan
diagnooseja tehtdessa. Patologit olivat parhaita mahdollisia arvioijia téssa tutkimuksessa ja heidan
ammattitaitonsa lisasi tulosten luotettavuutta. Vaikka heidan antamansa tulokset sisalsivat subjektii-
visen nakemyksen, omat mieltymykset seka tottumukset eri varisévyihin laseja arvioitaessa, on tulos
kuitenkin validi. Se, arvioivatko patologit tarpeeksi kriittisesti arvioitavat naytelasit opinnaytetydn
ollessa kyseessa, mietitytti meitd. Toisaalta patologit tiesivat, etta tassa opinnaytetytssa etsittiin
mahdollisesti uutta rutiinivarjdystd heidan tyokalukseen, joten uskoimme heidan olevan motivoitu-
neita.
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Reliabiliteettia voidaan todeta usealla eri tavalla. Esimerkiksi tutkittaessa samaa asiaa eri tutkimus-
kerroilla saaden samat tulokset tai kahden arvioijan padtyessa samanlaiseen tulokseen voidaan tut-
kimusta pitaa reliaabelina. (Hirsjdrvi ym. 2018, 231.) Tutkimuksen arvioijien lukumaara (3) oli pieni,
mutta riittdva suhteessa erikoisalaa ja ylipaatansakin patologien lukumaaraan nahden Suomessa.
Lisaksi heidan antamansa tulokset olivat hyvin yhtenevid, mika lisasi tutkimustulosten luotetta-
vuutta. Tutkimuksen kaikissa tyOvaiheissa oli kaytetty dokumentoituja ty6ohjeita ja standardisoituja
menetelmia, joten tyd on toistettavissa, mutta taysin samoihin tuloksiin ei valttamattd paasta, mika

johtuu arvioijien subjektiivisen nakemyksen merkityksesta.

Tutkimuksessa oli nelja kudosta, joiden véarjaytyvyytta tarkastelimme eri varjaysohjelmilla. Vaikka
otos eli pieni, se edustaa lukumaarallisesti suurinta joukkoa tutkittavista kudoksista patologian labo-
ratoriossa. Oli tarkedad saada varjattdvat kudokset mahtumaan samaan monikudosblokkiin, jotta leik-
keet objektilasilla varjaytyivat samalla ohjelmalla samaan aikaan. Pohdimme, olisiko isompi otos li-
sannyt varjaystulosten hajontaa ja vaikuttanut ndin ollen lopputulokseen. Pohdimme myds, antoi-

vatko nelja arvioinnissa kdytettya kudosta tarpeeksi riittdvan arvion varjaysohjelmista?

Kerdasimme arviointilomakkeelta tiedot tulosten tilastoimista varten Excel-taulukkoon. Kyselyn vas-
tausprosentti oli taydet 100, mika lisasi tulosten luotettavuutta. Tarkistimme useaan kertaan virhei-
den minimoimiseksi, etta tulokset olivat oikein sydtettyna taulukkoon. Laskimme saaduista tuloksista
keskiarvot erikseen kullekin kudokselle seka varjdysohjelmalle ja kaytimme keskiarvoa tulosten esit-
tdmisessa. Vastaukset olivat arvioijien kesken hyvin yhtenevid, joten pidimme tuloksia reliaabeleina
ja varsin valideina. Tulosten luotettavuutta heikentda keskiarvon kayttd tulosyhteenvedossa, mikali
vastausten hajonta on suuri. Tulos voi vaaristyd, silla samaan keskiarvoon paastaan monilla eri lu-
vuilla. Pohdimme myds, olisiko arviointilomakkeessa kaytetty suurempi kriteerimaara vaikuttanut

keskiarvoihin.
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POHDINTA JA JOHTOPAATOKSET

Opinnaytetyon tekeminen oli todella mielenkiintoista ja motivoivaa, koska tutkimusaihe tuli toimeksi-
antajalta ja tutkimuksella oli todellinen tarve. Patologian laboratorion henkilékunnalla ei ollut aikaa
suorittaa tata aikaa vievaa prosessia oman tydnsa ohella, joten he halusivat teettda sen opiskelijoilla
opinnadytetyona. Haasteelliseksi tasta tyosta teki meidan kummankin vahainen kokemus patologi-
asta, lyhyt teoriaopintojakso ja kokeellisen osuuden suorittaminen ennen koulutukseen kuuluvaa
patologian harjoittelujaksoa. Aito kiinnostus kliinisté patologiaa kohtaan ja korkea motivaatio edes-

auttoivat kuitenkin tyén onnistumisessa.

Opinnaytetyoprosessi oli pitka ja aikaa vieva. Se kehitti ja vahvisti ajanhallinta- ja stressinsietokykya.
Aloitimme tydn aihekuvauksen ja tutkimussuunnitelman tekemisella kevaalla 2019. Kokeellisen osuu-
den eli kudosleikkeiden leikkaamisen vesiliukumikrotomilla olimme suunnitelleet tekevémme jo aikai-
semmin syksylld 2019, mutta se siirtyi patologian laboratorion kiireiden ja lupa-asioiden vuoksi lop-
puvuoteen. Saimme sen tehtya joululomalla ja pysyimme nain ollen suunnitellussa aikataulussa. Ku-
dosleikkeiden tekeminen opetti meille mikrotomin kayttda, tarkkuutta ja kehitti myds laboratorio-
tyossa tarvittavia kadentaitoja. Varjaykset teimme alkuvuodesta 2020 ennen opiskeluun liittyvaa tyo-
harjoittelujaksojen alkamista. Sovimme yhdessa, etta aloitamme opinnaytetyon kirjallisen osuuden
koostamisen kokopaivaisesti heti kesatoiden jalkeen eli syyskuun alusta. Se osoittautui hyvaksi suun-

nitelmaksi ja keskittyminen pelkastdan opinndytety6hdn nopeutti tyén loppuunsaattamista.

Histologisissa varjayksissa ei ole vain yhta oikeaa varjdystulosta diagnostiikan mahdollistavien kritee-
reiden taytyttyd. Tulos on subjektiivinen ja perustuu patologin mieltymykseen ja tottumukseen va-
rien voimakkuuksien suhteen. Tassa tydssa oli tarkeda saada aikaiseksi varjaystulos, joka miellytti
juuri toimeksiantajan patologeja. Opinnaytetydn tavoitteena oli parantaa HE-varjayksen laatua opti-
moimalla kaytdssa oleva varjaysohjelma. Optimointi vaatii asiantuntemusta seka kokemusta koko
varjaysprosessista, jonka vuoksi vertailtavat varjaysohjelmamuutokset saimme valmiina toimeksian-
tajalta. Varjdysohjelmissa oli useampia muuttujia, jotka he tiesivat ammattitaidon ja kokemuksen

perusteella vaikuttavan varjayksen lopputulokseen.

Teoriaosuutta kirjoittaessa térmasimme siihen tosiasiaan, ettad tieteellistd Iahdemateriaalia kliinisesta
histologiasta oli hyvin suppeasti saatavilla ja valtaosin samojen tekijéiden englanninkielisia julkai-
suja. Tiedonhaku kehitti niin kielitaitoa kuin tietoteknistéd osaamista, koska valtaosa tiedosta taytyi
etsid internetista ja kadntaa suomeksi. Kaytimme tiedonhakuun muun muassa sosiaali- ja terveys-
alan tietokantoja, kuten Cinahl ja PubMed, joista I6ytyy alaan liittyvia kansainvalisid artikkeleita ja
kirjallisuutta. Pyrimme pitdmaan tekstin asiasisalldon samana tekemalld kaanndsty6t parhaan tai-
tomme mukaan. Histologia on tieteenalana vanha ja tieto on pysynyt muuttumattomana. Uutta Iah-
demateriaalia ei juurikaan ollut kaytettavissa, joten kaytimme tydssa myos luotettavia vanhoja léh-
teitd. Tieteellinen kirjoittaminen ja kriittinen tiedonhaku kehittyivat tyssa valtavasti, mutta yllattivat
haasteellisuudellaan ja hitaudellaan. Joinakin paivind saimme tydstettya tekstia kahdeksassa tun-

nissa vain muutaman rivin.
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Opinnaytetyoprosessilla oli monella tapaa merkitysta meille. Se lisasi tietoa ja ymmarrysta patolo-
gian laboratorion ty6tehtavista ja histologisesta HE-varjayksesta syventden samalla ammatillista
osaamista ja ajattelua. Naita kaikkia asioita voidaan tulevaisuudessa hyddyntaa tydelamassa. Monien
ihmisten aikataulujen sovittaminen yhteen ja téiden tarkeysjarjestyksessa tekeminen kehitti myds
organisointikykya. Ryhmatyotaidot lisaantyivat erilaisia vahvuuksia yhdistellessa seka huomioidessa

kaikkien mielipiteita ja nakemyksia.

Opinndytetyon tavoitteena oli parantaa HE-varjayksen laatua HUS Diagnostiikkakeskus, Etela-Karja-
lan patologian laboratoriossa. Varjasimme kahdeksalla eri varjdysohjelmalla kudosleikkeet, joiden
varjaytyvyytta olimme pyytaneet kolmen patologin vertaamaan rutiinivarjaykselld varjattyihin kudos-
leikkeisiin. Rutiinivarjays toimi tydssémme kontrollina. Kerdasimme arviointilomakkeilla tietoa kudos-
ten varjaytyvyyksista ja teimme niistd tulosyhteenvedon. Annoimme toimeksiantajalle lyhyen tu-

losyhteenvedon heidédn pyynnostdan jo huhtikuussa 2020.
Tutkimuskysymykset olivat:

» Miten uudet, hieman muokatut varjaysohjelmat soveltuvat kudosten varjaykseen rutiinivar-
jaykseen verrattuna?
» Miten Mayerin hematoksyliinin diffaus etanolisuolahapolla (EtHCI) vaikuttaa varjayksen laa-

tuun?

Johtopaatdksena tutkimustuloksista voidaan todeta, ettéd muokattu véarjdysohjelma 1. oli kokonaistu-
loksissa paras varjaysohjelma ja Mayerin hematoksyliinin diffauksella ei ollut varjayksen laatua pa-
rantavaa vaikutusta. Varjdysohjelma 1. varjasi puolet tutkimuksessa kaytettavista koekudoksista pa-
remmin kuin toiseksi tullut rutiinivarjays. Kudoksista ihon ja suolen varjaytyvyystuloksilla ei ollut
eroa, mutta tonsilla ja kohtu saivat paremman keskiarvoon perustuvan tuloksen varjaysohjelmalla 1.
Tonsillan ja kohdun vérjaytyvyydet olivat tulosten mukaan téssa tydssa ratkaisevat tekijat. Tonsillan
voimakas varjaytyminen asettaa vaatimuksia varjdysohjelmalle. Tonsilla siséltda runsaasti pienia
lymfosyytteja, jotka varjaytyvat siniseksi ja tekevat naytelasista helposti liian tumman. Opinnadyte-
tyon tavoitteena oli parantaa HE-varjayksen laatua, joka parani muokatulla varjdysohjelmalla 1.
Opinnaytetyolla oli iso merkitys tydn toimeksiantajalle ja tullee helpottamaan patologin tydta ja diag-
noosin tekoa. Uusi varjaysohjelma 1. otettiin HUS diagnostiikkakeskus, Etela-Karjalan patologian la-
boratoriossa kayttéon ja verifioitiin huhtikuussa 2020. Voimme todeta opinndytety6n tavoitteen to-

teutuneen.

HE-varjayksessa kaytetyn eosiinin pH:n vaihtelun oli arvioitu olevan yksi varjayksen laatuun vaikut-
tava tekija, eika sen sagtaminen tydviikon aikana ole tydmaaraan nahden jarkeva vaihtoehto. Tassa
tydssé emme tutkineet eosiinin pH:n vaihtelua. Mikéli uuden varjaysohjelman verifioinnin jélkeen

havaitaan vield vaihtelua eosiinin pH:ssa, sen merkitysta varjaystulokseen voitaisiin selvitella jatko-
tutkimuksen avulla. Toisena jatkotutkimuksen aiheena voisi selvitelld uuden varjaysohjelman toimi-

vuutta eri kudoksilla.
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LIITE 1: VARJAYSOHJELMAT SALATTU



LIITE 2: ARVIOINTILOMAKE

Patologin arviointi: pvm.

Arvioi numeerisesti varjaytyvyys eri kudoksissa
1=huono 2=viilttdvd 3=tyydyttdvd 4=hyvd 5=erinomainen

Sanalliset kuvaukset numeroille

1 eli huono tarkoittaa luotettavan diagnoosin mahdotonta tekemista
2 eli valttava tarkoittaa diagnoosin hidasta ja tyolasta tekemista

3 eli tyydyttdvd tarkoittaa riittdvdd vdrjdytyvyyttd diagnoosin tekoon
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4 eli hyvd tarkoittaa selkedd vdrjdytyvyyttd luotettavan diagnoosin tekoon, lievdd ali- tai ylivdrjdytymista

5 elierinomainen, optimaalinen

LASI:

IHO SUOLI TONSILLA KOHTU

TUMAJYVASEN
EROTTUMINEN

TUMAN
KROMATIINI

SOLUMEMBRAANIN
EROTTUMINEN

HIOSPAA

PUNASOLUT

SIDEKUDOS

HERMOJEN
EROTTUMINEN

PLASMASOLUJEN
KROMATIINI

IHO

suoLl

KOHTU

TONSILLA

SYTOPLASMAN
SAVY

TAUSTAN
VARJATYMINEN

VARJAYKSEN
SOVELTUVUUS PAD
ARVIOINTIIN

Muuta
kommentoitavaa:
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