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1 JOHDANTO

Luuydinbiopsian kayttd potilaan diagnoosissa on viime aikoina laajentunut
teknologian  kehittymisen vuoksi suuresti. Luuydinbiopsiasta saadaan
luotettavaa tietoa hematologisten tautien tutkimisessa ja seurannassa.
Aikaisemmin tarkein tutkimusmenetelma elimiston luuytimen komponenttien
tutkimiseen oli aspiraationayte, mutta luuydinbiopsia on kasvamassa yhta
tarkeaksi menetelmaksi. Perinteisempi aspiraationayte, eli luuytimen
solumassasta otettava nayte kulkee edelleen diagnoosin tukena ja hoidon
seurannassa. Nykyisin nama naytteet otetaan monesti yhdessa, jolloin elimiston

tilan arviointi on entista luotettavampaa. (Vornanen 2007, 199.)

Kun naytemateriaalina kaytetaan dekalsifioitua luuydinnaytetta, joka on valettu
parafiiniin, siitd pystytdan nykyisin suorittamaan sytogeneettisia, syodvan
osoittamiseen kaytettavia, tutkimuksia. Ennen tama oli mahdotonta. Tata samaa
materiaalia pystytdan hyodyntamaan myods lymfosyyttien klonaliteetin
maarittamiseen, eli kuinka solujakautuminen nakyy naytteessa verrattuna
potilaan kliiniseen tilaan. Ihanteellista olisi, ettd nopeakasvuisessa seka
pahanlaatuisessa taudissa, tai hoitovasteen arvioinnissa olisi kaytdssa
pikaprosessointimenetelma, jolla leikkeiden valmistus voitaisiin lyhentaa
radikaalisti, jopa yhteen tai kahteen, vuorokauteen. (Vornanen 2007, 199.)
Nopeakasvuisten  pahanlaatuisten  veritautien  kasittelyyn  tulisi  olla
pikamenetelma (Siitonen & Jansson 2007, 106 - 107). Nykyisin laboratorio voi

kuluttaa aikaa tahan jopa usean viikon.

Dekalsifiointia kaytetdan Iluuydinnaytteiden kalsiumsuolojen hajottamiseen.
Dekalsifiointin ~ voidaan kayttda wuseita kemiallisia yhdisteita, kuten
etyleenidiamiinitetraetikkahappoa (EDTA), rautakloridiliuosta tai Decalc-liuosta.
Dekalsifioinnissa kovakudosnaytteen kalsiumsuolat hajotetaan, jotta nayte
pehmenisi patologian laboratoriotoiminnan kannalta prosessoitavalle tasolle,
muun muassa naytteen leikkaus mahdollistuu. EDTA-menetelma on
kemiallisista pehmennysmenetelmista kliinisesti ensisijainen, silla naytteen
diagnosoitavuus sailyy korkealla tasolla. Tama johtuu siita, etta naytteen muut

komponentit hajoavat vahan, tai eivat ollenkaan, mika vaikuttaa edelleen



naytteen prosessointiin ja lopulta patologin antamaan patologis-anatomiseen
diagnoosiin (PAD). (Bancroft & Gamble 2008, 339.) Taman tutkimuksen
tarkoituksena oli luoda Pohjois-Karjalan sairaanhoito- ja sosiaalipalvelujen
kuntayhtyma (PKSSK) sopiva menetelma kovakudosnaytteiden prosessoinnin

nopeuttamiseksi mikroaaltouunitekniikan avulla.

2 LUUYDIN- JA KOVAKUDOSNAYTE

2.1 Luuydinnayte

Useimpien luurangon luiden sisdlld on luuydintd. Luuydin on ontelo, jonka
rakenne on sienimaisen luukudoksen tayttama tila. Luuytimen Iapi kulkee
runsaasti verisuonia seka luutiehyita, jotka yhdistavat ydinontelon muihin luun
osiin. Luuytimessa muodostuu tarkea osa elimiston verisoluista. (Pakkanen,
Kangasniemi & Opas 1980, 169.)

Nykyisin luuydinbiopsia suoritetaan laakarin vastaanotolla kertakayttoisilla
neulatyyppisilla instrumenteilla. Kohteena luuydinnaytetta otettaessa on yleensa
suoliluun harjanne. Toimenpide saattaa olla potilaalle kivuliaskin, minka vuoksi
paikallispuudutuksen  lisaksi  voidaan kayttaa myos  esilaakitysta.
Luuydinbiopsian otto suoritetaan aseptisissa oloissa. (Ruutu, Rajamaki, Lassila
& Porkka 2007, 106.)

Tietyissa tilanteissa  luuydibnbiopsia, eli pala Iluuydinkudosta, on
aspiraationaytteeseen verrattuna ylivoimainen. Naytetta tilattaessa on otettava
huomioon tutkittava kohde. Mikali halutaan tutkia luuytimen solumaaraa, biopsia
on silloin kayttokelpoisempi vaihtoehto kuin aspiraatti, joka antaa usein hyvin
vaihtelevia tuloksia. Toisaalta vaikea trombosytopenia, eli trombosyyttien

vahyys, estaa luuydinbiopsian oton. (Ruutu ym. 2007, 106 - 107.)

Aspiraationayte otetaan yleensa luuydinbiopsian yhteydessa. Tasta naytteesta
tutkitaan veren koostumus hematologian laboratoriossa lasipreparaatille
tehtavalla sivelyvalmisteella. Aspiraationaytetta otettaessa taytyy varoa, ettei
luuydinbiopsian histologinen rakenne karsi, kuten Ruudun mukaan noin

10%:ssa tapauksista nayttda kayvan. Luuydinbiopsian onnistumisen



takaamiseksi luuydinbiopsianayte otetaan ennen aspiraattia. Toisaalta
aspiraatin onnistumiseksi, naytteenottoneula suunnataan eri kohtaan luuydinta
ennen aspirointia. Tekniikka on vaikea, ja vasta pitkan harjoittelun jalkeen
paastaan tilanteeseen, jossa epaonnistuneiden luuydinbiopsia-valmisteiden
osuus on alle 10 prosenttia naytteista. Onnistuneeseen naytteenottoon kuuluu
seka naytteenotto, ettd mikroskopointi. (Ruutu ym. 2007, 106 -108.)

Aspiraationaytteenotto on joissain tapauksissa kyseenalainen. Esimerkiksi Non-
Hodgkin-lymfooman (NHL) levinneisyystutkimuksissa negatiivisista
aspiraationaytteista joka neljas tai viiden on kuitenkin histologisesti positiivinen.
NHL:ssa tutkimus tulisikin tehda vain erikoistapauksissa harkitusti. (Ruutu ym.
2007, 106 - 107.)

2.2 Kovakudosnayte

Kovakudosnaytteella tarkoitetaan patologian laboratorioon saapuvaa naytetta,
joka on kudostyypiltdan luuta. Laboratorioon saapuva kovakudosnayte voi olla
kooltaan hyvinkin vaihteleva. Nayte voi olla muutaman millimetrin mittainen luun
pala, kokonainen raaja tai neulalla kudoksesta otettu koepala, I. luuydinbiopsia.
(Bancroft & Gamble 2008, 335.)

Aikuisen ihmisen Iluurangosta voidaan makroskooppisesti havaita kahta
luutyyppia: 1) pitkda luuta, joka toimii vipuna, kuten reisiluu tai saariluu, 2)
litteda luuta, jota esiintyy elimia suojaavana panssarina, esimerkiksi kylkiluu, tai
kallon luut. (Bancroft & Gamble 2008, 333.) Luu on kokonaisuus, joka sisaltaa
vetta, soluja, sekd proteiineja (orgaaninen materiaalia) ja epaorgaanisia
mineraaleja. Painoltaan luu jakautuu siten, etta keskimaari 8 % luusta on soluja,
25 % pintamateriaalia, ja mineraaleja on noin 67 %. Tilavuudeltaan mineraaleja
on 40 - 45 % ja orgaanista materiaalia 35 - 40 %. (An & Martin 2003, 39.) On
tarkeaa muistaa, etta luu on ominaisuudeltaan huokoista materiaalia, joten luuta
pehmitettdessa prosessiin kaytettavaa vahimmaisaikaa ei voida tilavuuden

suhteen maarittaa tarkasti etukateen.

Luuta esiintyy usealla elimiston tasolla, ja sen rakenne yhdistdaa ihmisen

solutasolta kolmiulotteiseen muotoonsa. Luukudos voidaan jakaa kolmeen



rakennetasoon: 1) soluihin, 2) veteen sitoutuneeseen solunulkoiseen elavaan
tasoon ja 3) solunulkoiseen mineraaleja sisaltavaan tasoon. (An & Martin 2003,
35.)

2.3 Solut
Luukudoksesta on |0ydetty neljaa erilaista solutyyppia, jotka sijaitsevat eri

tasoilla. Ominaisen tasonsa mukaan ne kuvastavat tehtavaansa. (An & Martin
2003, 35.)

Osteoblastit muodostavat luuta. Ne ovat yksitumaisia soluja, jotka ovat
muodostuneet alkeissidekudoksesta, alkion mesodermista, sisaltaen runsaasti
alkalisia fosfaatteja. Aktiiviset solut ovat muodoltaan nelionmuotoisia tai
monitahoisia. Ne sisaltavat runsaasti karkeaa solulimakalvostoa (rER) seka
Golgin laitteita. Osteoblastit kypsyvat preosteoblasteista, joiden morfologinen
yhtenevaisyys osteoblasteihin on suuri, mutta niiltd uupuvat kypsien
osteoblastien antigeenit. Osteoblasteja esiintyy rinnakkaina luun pinnassa,
paikoissa, joissa luun muodostus on aktiivista. Luunmuodostus ulottuu 5 — 50
um:n osteoblastin pinnasta, mikd 10 — 20 %:lla osteoblasteista merkitsee
luukudokseen  hautautumista.  Luunmuodostuksen  lisdksi  osteoblastit
muodostavat kollagenaasia, jota kaytetdan luun hajotuksessa, mineraalien

takaisinotossa elimistoon. (Salo 2002, 18.)

Osteosyytit ovat yksitumaisia, kypsia soluja, jotka ovat jarjestaytyneet
osteoneiksi. (Solunetti 2010). Niiden useat pitkat kanavat ulottuvat luun sisaan.
(Salo 2002, 18). Kalkkeutunut Iuumatriisi estdd aineenvaihdunnan
luumateriaalin lapi, joten kanavat mahdollistavat ravinteiden ja hapen
kulkeutumisen osteosyyttien, kuten myos osteoblastien valilla. Lisaksi ne ovat
yhteydessa Iluun pinnoitteeseen. Osteosyytit ovat osteoblasteihin nahden
pienempia. Niiden on ajateltu olevan osteoblasteja, jotka ovat jaaneet
muodostuneen luumassan sisaan. (Salo 2002, 18.) Osteosyytit muodostavat
yksittaisen haversin kanavan, joka sisaltaa verisuonia ja hermoja. Osteosyytit
muodostavat uutta luuta lakuunansa seindmaan, hoitaen nain luukudosta.
(Solunetti 2010).



Monitumaiset suuret okteoklastit vastaavat luun mineraalien takaisin otosta
elimiston kayttoon. Ne ovat hematopoijeettiselta alkuperaltaan muodostuneet
yksitumaisten progenitorisolujen - monosyyttien ja  makrofagien -
yhteensulautumisena. Osteoklastit ~ vapauttavat mineraaleja luusta
jarjestelmallisesti vaihe vaiheelta. Tahan kuuluu epakypsien osteoklastien
lisdantyminen, yhteys luun pintaan seka protonien ja hydrolyyttien erottelu, mika
erottaa epaorgaanisen materiaalin orgaanisesta. Osteoklastien toimintaa
ohjailevat lukuisat valittajaaineet, kuten interleukiinit (IL) 1, 6 ja 11, kuten myds
valittdjaaineet TGF-a (muuntava kasvutekija) sekd TNF (tuumori nekroosi
tekija). (An & Martin 2003, 38.)

Luun pinnalla sijaitsevat pitkdjaksoiset pintasolut ovat neljas luusolutyyppi.
Luukudos, joka ei ole aktiivisessa tilassa muiden luustosolujen toiminnan osalta
koostuu pintasoluista. Pintasolujen oletetaan olevan joko aktivoitumattomia
osteoblasteja, jotka tarvittaessa voivat aktivoitua tuottamaan Iluuta, tai

jakautumaan kykenevia soluja. (Salo 2002, 19.)

Painoltaan 90 % luun ulkoisen tilan, matriksin, soluista on proteiineista
muodostunutta kollageenia. Padkomponentti on kollageeni tyyppi |, mutta myds
muita tyyppeja on loydetty (tyypit lll, V, XI, XIII). (Salo 2002, 16.) Loput 10 % ei-
kollageenista materiaalista koostuu proteoglykaanista, g-karboksylaatti (gla)
-proteiinista, glykoproteiinista seka muusta materiaalista, kuten kasvua

stimuloivasta proteiinista. (Salo 2002, 16.)

Luu on elimiston mineraalivarasto. Elimistdon kalsiumista 99 % ja elimistdn
fosfaateista 88 % on varastoitunut luuhun. Epaorgaaninen luumatriksi koostuu
paaosin laatta tai pilarimallisista kalsiumkarbonaatti- ja kalsiumfosfaattikiteista,
joita kutsutaan hydroksiapatiitiksi. Kiderakenne mahdollistaa kudoksen laaja-
alaisen metabolian, jopa 10m? alueella 1 luugrammaa kohti. Muita solunulkoisia
mineraaleja ovat kalsiumkarbonaatti, kalsiumfluoridi ja magnesiumfluoridi. (Salo
2002, 17.)

3 HISTOLOGISEN NAYTTEEN KASITTELY



3.1 Fiksaatio

Fiksaation eli kiinnityksen tehtava on estaa autolyysi eli kudoksen omien
entsyymien ja bakteerien aiheuttama kudoksen hajoaminen. Fiksaation
seurauksena myoOs kudoksen jatkokasittely helpottuu, silla kudoksesta tulee
kiinted, toisin sanoen, se sadilyttdd Iluonnollisen fysiologisen muotonsa.
Fiksaatiosta vastaa kudosnaytteenotossa laakarin apuna oleva hoitaja, joka
myos toimittaa naytteen fiksaatioliuoksessa patologian laboratorioon. (Aho

1994, 6.) Kuvassa 1 esitetddn laboratorioon toimitettavia naytteita

fiksaatioliuoksessa.

Kuva 1. Naytteita fiksaatioliuoksessa (Karhu, 2011).

Fiksaatioaine on vesipohjainen liuos, joka aikaansaa kudoksen kiinteyden
muodostamalla kudoksen valkuaisaineiden, proteiinien valiin poikkisidoksia,
mika aiheuttaa kudoksen geelimaisen rakenteen. Nain kudoksen komponentit
pysyvat likkumattomina toisiinsa nahden, ja kudoksen muoto sailyy ottohetkella
vallitsevassa muodossaan. (Aho 1994, 6.)

Kovakudosnaytteiden fiksaatioon kaytetdan yleensa liuosta, jota kutsutaan
formaliiniksi. Se sisaltdéa 4 % formaldehydia (HCHO), mika on variton kaasu.
Vesiliuoksessa formaldehydi on normaalisti monohydraattina (eli se liukenee

veteen). Formaldehydin monohydraattimuoto on metyleeniglykoli (CH,(OH),).

Taman lisaksi vesiliuos sisaltad monomeerista formaldehydia, joka on
yksiosainen  pienimolekyyli  metyleeniglykolin  rinnalla. = Formaldehydin
metyleeniglykolimuoto on hyvin kudoksiin tunkeutuva, mutta formaldehydin
monomeerimuoto vastaa varsinaisesta fiksaatiosta. Puhdasta

formaldehydifiksatiivia saadaan paraformaldehydijauheesta. (Aho 1994, 8.)
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Luuytimen fiksaatio ennen dekalsifiointia on todella tarkea. Taydellinen fiksaatio
auttaa suojelemaan naytekudosta dekalsifioinnissa kaytettavien happojen
tuhoisalta vaikutukselta. Fiksaation nopeuttamiseksi luuydinnaytettd on
mahdollisuuksien mukaan leikattava pienemmiksi paloiksi, seka Iluuydinta

ymparoivaa hohkaluuta poistettava. (Bancroft & Gamble 2008, 336.)

3.2 Luun pehmittaminen

Luuydinnaytteen kasittely on ongelmallista, silla naytteen rakenne on kovaa sen
sisaltdmien kalsiumsuolojen (Ca?*) vuoksi. Taman vuoksi kalsiumsuolat, jotka
ovat metalli-ioneja, on kelatoitava. Kelaatiossa kalsiumsuolot muodostavat
yhteisida komplekseja, jolloin muodostuu saoste, kelaatti. (Mortimer &
Hakkarainen 2001, 236 — 237.) Talldin luusta poistuu kalsium sakkana
ymparoivaan liuokseen, ja kudosnaytteesta tulee pehmea. Vahvoissa hapoissa,
kuten typpi- tai suolahappo, kalsiumionit poistuvat nopeasti, mutta muutaman
tunnin kasittelyn jalkeen kudoksen solurakenne vaurioituu, ja kudoksen
varjaytyvyys muuttuu. Talldin kudoksen diagnostinen arvo heikkenee. (Aho
1994, 11.)

EDTA ei kykene sitomaan kalsiumia pH:n ollessa 3 tai alle. Optimaalinen
sitoutuminen tapahtuu pH:n vylittdessa 8, mutta talléin happamuus voi
vahingoittaa proteiinisidoksia. Tasta johtuen EDTA-liuoksesta kannattaa tehda
neutraali, jolloin liuoksen pH on valilta pH 7-7.4. (Bancroft & Gamble 2008,
339.)

EDTA-liuoksella saadaan aikaan dekalsifiointi, joka ei vaurioita solurakennetta
lainkaan (Aho 1994, 11). Talloin kudoksen tarkastelusta voidaan havaita
todelliset, kliiniset poikkeavuudet. EDTA:n kayttd on yleistd naytteiden
kasittelyssa, silla se kykenee muodostamaan kalsium-ionin kanssa
komplekseja, jotka ovat hyvin pysyvia. Kalsium-ionilla on hyvin vahainen
taipumus muodostaa komplekseja tavallisesti, mutta EDTA-liuos tarjoaa
kayttokelpoisen tydvalineen kalsium-ioneja kelatoidessa. (Mortimer &
Hakkarainen 2001, 237.) Kuvassa 2 esitetdan EDTA :n ja kalsium-ionin

muodostama kelaatti.



EDTA

N/_\N H20..__.1 .
+ \\ 2+/-'

Kuva 2. EDTA:n ja kalsium-ionin muodostama kelaatti (Jakubowski 2011).

3.3 Lampokasittely

Lampdkasittely on yksi tapa luuydinnaytteen pehmenemisen nopeuttamiseksi.
Menetelma perustuu molekyylitason liikkeisiin, mika aiheuttaa naytteen sidosten
aukeamisen, ja tata kautta naytemateriaali pehmenee. (Saranen 2005, 36.)
Tutkimuksessa |ampokasittely suoritettiin - kliiniseen kayttoon tarkoitetulla

mikroaaltouunilla.

Mikroaaltoja, jotka ovat elektromagneettisia aaltoja, saatelee sahkdinen ja
magneettinen kenttd. Niiden avulla luotu sateily aiheuttaa lampenemisen.
Molekyylien heilahduksista johtuvaa lampenemista kaytetddn parantamaan
kudoksen fiksaatiota. Talldin mikroaallot siis nopeuttavat diffuusiota kudokseen
ja kudoksesta ulos vahingoittamatta kudosmorfologiaa. Tama johtuu siita, etta
mikroaaltoenergia ei ole tarpeeksi vahvaa rikkoakseen kovalenttisia sidoksia tai
vetysidoksia. (Saranen 2005, 36.)

Vaihtovirtakentan  tuottamat  mikroaallot ohjataan jatkuvana virtana
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aallonohjaimen kautta naytekammioon, joka on suojattu metallilla. Metallilla
suojaaminen estaa sateiden poistumisen kammiosta. Ainoastaan pienimmat
nakyvan valon sateet, joiden aallonpituus on nanometrin luokkaa, paasevat
poistumaan kammiosta. Pienemmat mikroaallot jaavat kammion sisaan. Lopulta
kammion sisalle syntyy alueita, joissa on suurempi ja pienempi
mikroaaltoenergia, eli kuumia ja kylmia kohtia. Kuumien ja kylmien kohtien eroa
pyritaan valttamaan kahdella tavalla: joko liikuttelemalla naytetta tai
sekoittamalla. Laboratoriokaytanndssa olisi suositeltavaa kayttaa laitetta, joka

sisaltaa aallonsekoittajan. (Saranen 2005, 36.)

3.4 Kudosprosessointi

Pehmittamisen jalkeen luuydinnaytteet kayvat Iapi prosessin, jossa tapahtuvat
vedenpoisto, kirkastus, imeytys, seka valu. Jokaisen vaiheen toteuttaa maaratty
liuos ja tarkkaan valittu kasittelyaika. (Bancroft & Gamble 2008, 83 - 84.)
Kuvassa 3 esitetdan kudosprosessointiautomaatti.  Kudosprosessointi

suoritetaan automaattisesti kudosprosessiautomaatilla.

vvvvv

Kuva 3. Kudosprosessiautomaatti (Karhu 2011).

Nousevaa alkoholisarjaa kaytetaan vedenpoistoon. Vedenpoiston tarkoitus on
poistaa kudosnaytteesta vesi seka kiinnitysliuos, fiksatiivi. Kirkastus on vaihe,
jossa poistetaan vedenpoistoon kaytettava alkoholi. Tassa kaytetaan usein
ksyleenia. Ksyleenikasittely valmistaa kudosnaytteen my0s seuraavaan
vaiheeseen, imeytykseen. Imeytyksessa kudosnaytteesta  tehdaan
vastaanottavainen viimeisen vaiheen, valun, liuokselle. Valussa kudosnayte
tuetaan materiaalilla, joka aikaansaa kudoksen kovettumisen. Tukimateriaalina



kaytetdan parafiinia. (Bancroft & Gamble 2008, 84.)

3.5 Valu ja mikrotomia

Ennen kudoksen leikkaamista suoritetaan kudoksen (lisd)valu prafiiniin.
Parafiini on pehmeahkoa ainetta, joka tukee kudosnaytetta leikkauksen aikana.
Naytteen tuleekin olla riittavan pehmeda, ettda parafiini voi tukea naytetta
leikattaessa. (Aho 1994, 11.)

Valussa kudosnayte vuorataan vahamaisella, varittomalla, hajuttomalla
parafiiniéljylla, joka on kasin kosketeltuna kuin kynttilan steariinia. Parafiiniseos
on pitkd hiili-vetyketju, joka kuumennettaessa sulaa juoksevaksi. Parafiinin
ominaisuuksia kaytetdaan hyodyksi valussa. Korkeassa lampotilassa sulava
parafiini on usein kovempaa kuin alhaisemmassa lampoétilassa sulava. Parafiini
sulaa valilla 40 °C — 70 °C. (Bancroft & Gamble 2008, 87.) Kuvassa 4 on esitetty

parafiinivalussa kaytettava taso, joka sisaltda kuuma- seka kylmatasot.

Kuva 4. Parafiinivalutaso (Karhu 2011).

Kudosprosessoinnin lopussa kaytetyn parafiinin ja valussa kaytetyn parafiinin

valilla on yhteys. Kudosnaytteen tulee olla tuettu parafiiniin taydellisesti, jotta
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leikkaus onnistuisi. Valussa parafiinilla tuetaan kudosnayte enaa vain muottiin,
joka koteloidaan leikkauksessa kaytettavan mikrotomin istukkaan leikkauksen
ajaksi. Mikrotomin tera kulkee kudosmuotin paalta vertikaalitasossa, siivildiden
kudosnayte-parafiinimuotista ohuita, noin 2-5 pm:n paksuisia leikkeita.
Kudosprosessoinnin tuleekin olla valun osalta onnistunut, jotta parafiini peittaa
kudoksen kokonaan. Tama tekee kudosnaytteesta homogeenisen, jolloin
leikattaessa, kudosmuotti koostuu fysikaalisesti vain yhdentasoisesta
tiheydesta. (Bancroft & Gamble 2008, 96.)

Mikali kudosnayte hajoilee leikatessa, voi tutkittavan kudosnaytteen uudelleen
dekalsifioida esimerkiksi astiassa, joka sisaltdd pienia maaria vakevaa
happoliuosta. Kudosnaytteen koosta riippuen tulee naytteen uudelleen
dekalsifioinnin paattymispistettd seurata tarkasti. Taman jalkeen nayte tulee
huuhdella ja kuivata, jonka jalkeen sen leikkausta voidaan jatkaa. Nayte tulee
leikata taman jalkeen nopeasti, silla dekalsifioinnin hyoty on vain valiaikainen.
(Bancroft & Gamble 2008, 96.)

Leikkauksessa tarvitaan tekniikkaa ja kadentaitoja. Tarvittavia valineita ovat:
mikrotomi, vesiastia, kuuma levy (+48 °C) leikkeiden kuivattamiseksi, pinsetit,
siveltimia, leikkausveitsi, naytelasiteline, puhtaita naytelaseja, neuloja,
kylmalevy (-18 °C) ja permanenttitussi/lyijykyna. (Bancroft & Gamble 2008, 94.)

Valineita on esitetty kuvassa 5, jossa nakyy leikkauksessa kaytettavia valineita.



Kuva 5. Leikkausvalineita: kylmataso, jossa blokkeja, lampdhaude, mikrotomi,

siveltimia, leikkaaja (Karhu 2011).

Ennen leikkausta naytteet jarjestellaan jaalevylle numerojarjestykseen. Tama
kovettaa parafiinin kudoksen sisalla seka ymparilla, tehden seka naytteesta etta
parafiinista yhtenadiset, mikd helpottaa leikkausta. Leikkeista tulee tehda
rutiininomaisesti 3-4 ym:n paksuisia, mutta riippuen naytteesta, voi leikkeen
paksuutta vaihdella. Leikkauksen tulee tapahtua rauhallisin vedoin. Jos
leikkauksessa on ongelmia, voi naytemuotin pintaa lammittda lampimalla
vedella tai rauhallisella uloshengityksella puhaltamalla. Tama laajentaa
naytemuottia, tehden leikkeestd hiukan tiivimman. (Bancroft & Gamble 2008,
95 -96.)

Leikkeita tehtaessa leike jaa normaalisti sykkyralle. Leikkauksen jalkeen leikattu
kaistale taytyykin suoristaa ennen naytelasille siirtoa. Tama tapahtuu
vesiastiassa, jonka lampdtila tulisi olla 10 °C parafiinileikkeen sulamispistetta
vileampi. Nayte viedaan veden pintaan Kkiiltava puoli alaspain. Viilea vesi, johon
on lisattyna pintajannitettd poistavaa ainetta esimerkiksi alkoholia, vahentaa
jannitettd. Taman avulla leike saadaan suoraksi. Leikkeen suoristumista voi
auttaa siveltimen ja pinsettien avulla. Naytteen tulisi suoristua noin 30

sekunnissa. Pidempi aika kuumassa vedessa aiheuttaa liiallista laajenemista
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vaaristaen leiketta. Leikkeen suoristuttua sen alle viedaan naytelasi ja leike
siirretaan lasille. llmakuplien muodostuminen leikkeen ja lasin valiin on
valtettava. limakuplia voidaan vahentaa esimerkiksi puhkomalla niitéa neulalla.
(Bancroft & Gamble 2008, 94 - 96.) Mikali kovakudosnaytteita leikattaessa on
ongelmia, ne johtuvat usein heikosta fiksaatiosta. Tall6in kovakudosta
koossapitavat kalsiumsuolat eivat ole taysin kelatoituneet, jolloin nayte on kova.
(Bancroft & Gamble 2008, 96.) Lopuksi nayte asetetaan kuivumaan
naytelasitelineeseen. On tarkeaa kirjoittaa naytelasiin identifiointitunnus, jonka
mukaan nayte voidaan tunnistaa. Tama tulee tehda varjayksessa kaytettavia

kemiallisia aineita kestavalla kynalla (Bancroft & Gamble 2008, 94).

Naytelasille siirron ja kuivumisen jalkeen nayte asetetaan kuumalle levylle.
Tama sulattaa leikkeessa olevan tukiaineen, parafiinin. Levyn lampdétila tulisi
olla lahella parafiinin sulamispistettd. Korkeat |ampdtilat voivat hajottaa
kudoksen soluja, tehden tumista mustia, tai kuplivia. (Bancroft & Gamble 2008,
94.)

3.6 Varjays

Jotta tutkittavien Iluuydinnaytteiden yksityiskohtien seka& rakenteiden
kuvantaminen olisi mahdollista, on naytteita yleensa tarpeellista varjata
kemiallisilla yhdisteilld valomikroskopointia varten. Toisaalta, kun naytteita
tutkitaan elektronimikroskoopilla, varin kaytto ei kuulu varjaysprosessiin. Talldin
naytteen soluja kasitellaan raskasmetallisuoloilla, kuten lyijy tai uraani. (Bancroft
& Cook 1994, 17.)

On yleinen kaytantd, etta laboratoriot luovat omat menetelmansa varjayksista.
Tahan vaikuttavat patologien mielipiteet varjaysten diagnosointikelpoisuudesta,
seka bioanalyytikon kokemus varjaysten suorituksen onnistumisesta. Tassa

tyossa kaytetdan PKSSK laatukasikirjan mukaisia varjayksia.

Seuraavana kasiteltavat varjaykset kuuluvat PKSSK: n rutiininomaisiin
luuydinvarjayksiin. Mikali patologi nakee tarpeelliseksi tilata muita varjayksia,
han lahettdd niistd pyynnot bioanalyytikolle, joka suorittaa varjaykset

varjayspisteella, joka on esitetty kuvassa 6. Tassa tyossa kaytetaan vain



Hematoksyliini-eosiini-, PAS-, LEDER-, GIEMSA-, sekda GOMORI-varjayksia.

Kuva 6. Varjayspiste (Karhu 2011).

3.6.1 Hematoksyliini-eosiini-varjays

Hematoksyliini-eosiini-varjays (HE-varjays) on perusvarjays, joka tehdaan
jokaiselle laboratorioon saapuvalle naytteelle. Liitteessd 1 (Tuunanen,
Luostarinen &  Salmelainen 2010) esitetddn  hematoksyliini-eosiini-
varjaysmenetelma. Talla varjayksella voidaan erotella lukuisia erilaisia
rakenteita kudoksessa, kuten kasvaimen tumamuutokset, esimerkiksi mitoosit ja
tumajyvasten  korostuminen.  Toisaalta  kasvainsolukon  sytoplasman
varjaytymisesta voidaan tehda paatelmia kasvaimen tyypista ja kasvainsolukon

alkuperasta. (Tuunanen, Luostarinen & Salmelainen 2010.)

Hematoksyliini varjaa kudoksen tumat sinimustan eri savyilla, jolloin tuman
rakenne voidaan saada esille. Eosiini puolestaan varjaa sytoplasman vaalean ja
tummemman punaisen eri savyin. Hematoksyliinin ja eosiinin suhde on oltava
sopiva, etteivat niiden suhteet ole toista varia peittava. (Tuunanen ym. 2010.)
Taman suhteen |Ooytamiseen on apuna kokemus seka ohjeiden huolellinen

noudattaminen.

3.6.2 PAS-varjays
Periodic Acid Schiffia, eli PAS-varjaysta, kaytetdan glykogeenin ja neutraalien

limojen osoittamiseen. Liitteessa 2 (Tuunanen ym. 2010) esitetddn PAS-
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varjays. Reaktiossa muodostetaan dialdehydeja, kun perjodihapolla hapetetaan
glykogeenissa tai neutraaleissa limoissa olevien 1,2-glykolien tai niiden amino-
tai alkyylijohdannaistn hiili-hiili-sidokset. Dialdehydit reagoivat Schiff-reagenssin
kanssa niin, ettd muodostuu voimakkaan punainen reaktiotuote. Tama johtuu
Schiff-reagenssissa olevista emaksisesta fuksinista, natriummetabisulfiitista ja
suolahaposta. Glykogeeni voidaan poistaa leikkeesta amylaasikasittelylla. Nain
glykogeenin ja liman varjaytyminen voidaan erottaa. Neutraalit limat ovat PAS-
positiivisia, eli punaisia. Happamat limat ovat PAS-negatiivisia eli sinisia.

(Tuunanen ym. 2010.)

3.6.3 Giemsa-varjays

Liitteessa 3 (Tuunanen ym. 2010) esitetdan varjayksen suoritusmenetelma.
Giemsa -varjaysta hydédynnetaan usein hematopatologisissa varjayksissa. Sen
avulla tarkastellaan luuytimien solujen morfologian yksityiskohtia. Varjayksessa
kaytetaan kahta azure-varia, jotka sisaltavat hieman eri tavoin kasiteltya

metyleenisined. Lisaksi varjayksessa kaytetaan eosiinia. (Tuunanen ym. 2010.)

3.6.4 Gomorrin retikelivarjays

Luuydinvarjayksessa  gomorrin  retikelivarjaysta  kaytetdan  erityisesti
myeloproliferatiivisten tilojen ja karvasoluleukemian diagnosoinnissa. Tama
varjays esitetdan liitteessa 4 (Tuunanen ym. 2010). Gomorin retikkelivarjays
varjaa kollageenityyppi lll:sta koostuvat hienojakoiset saikeet mustiksi,

argyofiilisella hopeavarjayksella. (Tuunanen ym. 2010.)

3.6.5 Leder-varjays

Leder-varjaysta kaytetaan eroteltaessa lymfaattisen ja myeloisen sarjan soluja,
kun etsitdan pahanlaatuisen lymfooman soluja. Naita osoitetaan naftoli-AS-D-
kloroasetaattiesteraasi-entsyymisubstraatin ja variaineen avulla
parafiinileikkeesta. Variaineena toimii pararosaliini. Liitteessa 5 (Tuunanen ym.

2010) esitetdan kaytetyn varjaysmenetelman suoritus. (Tuunanen ym. 2010.)

3.7 Naytteen diagnosointi
Luuydinbiopsian rooli luotettavan diagnostinen ja informatiivinen rooli on

kasvamassa yhta tarkeaksi tutkimusmenetelmaksi kuin aspiraationayte.



Aspiraationayte on perinteinen luuytimen solumassasta otettava nayte
pahanlaatuisen veritaudin diagnoosin tueksi ja hoidon seurantaan. (Vornanen
2007, 199.)

Dekalsifioitua naytemateriaalia, joka on valettu parafiiniin, pystytdan nykyisin
kayttamaan esimerkiksi sytogeneettisiin tarkoituksiin tai lymfosyyttien tyyppien
kvantitatiiviseen maarittamiseen potilaan luuytimestd. Nopeakasvuisessa
pahanlaatuisessa taudissa tai hoitovasteen arvioinnissa tulisi olla kaytdssa
pikaprosessointimenetelma, jolla voidaan lyhentada leikkeiden valmistusaikaa

yhteen tai kahteen vuorokauteen. (Vornanen 2007, 199.)

Luuydintd voidaan kayttaa epaselvissa tilanteissa luuytimen solumaaran
tarkasteluun sekd sulkemaan pois tiettyjen hematologisten tautien
mahdollisuus. Tarkea indikaatio on aplastisen anemian diagnoosin
varmistaminen sekd muun muassa. hypoplastisen myelodysplastisen
syndrooman huomioiminen. Luuydinbiopsiasta voidaan tutkia solulinjojen
morfologiaa, seka proliferaatiota, eli lisdantymista. Tilanteessa, jossa
aspiraationaytteesta puuttuvat tietyt perusrakenteet, kuten luupalkit, saadaan
luuydinbiopsiasta lisdinformaatiota osteoporoosin tai osteoskleroosin ja
myeloproliferatiivisten tautien tai karsinoomametastaasien yhteydessa.
(Vornanen 2007, 199.)

Luuydinaspiraatio otetaan rutiininomaisesti myos tilanteissa, joissa luuytimeen
herkasti leviaviin pahanlaatuisiin, usein lastentauteihin kuten
neuroblastoomaan, rhabdomyosarkoomaan tai Ewingin sarkooman, tarvitaan
levinneisyysselvittelya.  Lisaksi luuydinbiopsiaa kaytetdan hoitovasteen
arvioinnissa,  seurantatutkimuksena sekd mahdollisen jaannostaudin

osoittamisessa. (Vornanen 2007, 200.)

4 TUTKIMUKSEN TARKOITUS

Taman tutkimuksen tarkoituksena oli luoda Pohjois-Karjalan sairaanhoito- ja
sosiaalipalvelujen kuntayhtymalle sopiva menetelma kovakudosnaytteiden
prosessoinnin nopeuttamiseksi mikroaaltouunitekniikan avulla. Tutkimuksessa

esitettiin seuraavat tutkimusongelmat:
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1. Mikd on Pohjois-Karjalan sairaanhoito- ja sosiaalipalvelujen kuntayhtyma

sopivin luuytimien pehmityslampatila?

2. Onko luuydinnaytteiden diagnosointi varjayksen jalkeen mahdollista, kun

dekalsifiointiin on kaytetty mikroaaltomenetelmaa?

5 TUTKIMUSMENETELMAT

Tassa opinnaytetydssa menetelmallisena valintana ei kayteta ainoastaan yhta
tutkimustyyppia, vaan useita. Tutkimuksessa yhdistelldan toiminnallisen
tutkimuksen, laadullisen tutkimuksen sekd maarallisen tutkimuksen piirteita.
Talldin  kysymyksessd on triangulaatio. Triangulaatiolla tarkoitetaan
moninakokulmaisuutta eli sita, ettd yhdistellaan useita menetelmia ja
|ahestymistapoja. (KvaliMOTV 2011.)

Vilkan ja Airaksisen (2003, 9) mukaan "toiminnallinen opinnaytetyd tavoittelee
ammatillisessa kentassa kaytannon toiminnan ohjeistamista, opastamista,
toiminnan  jarjestamista tai  jarkeistamistd”. Tassa opinnaytetydossa
paatarkoituksena on luoda menetelma kudosnaytteiden kasittelylle, joten
tutkimuksen tarkoituksen kuvailee toiminnallinen opinnaytetyd. Toiminnallisessa
opinnaytetydssa on ominaista yhdistaa teoriatieto oman alansa kaytannon
tyohon. Tarkoituksena on, etta tutkimusaineistosta saatua tutkimustulosta
tulkitaan teoreettisen viitekehyksen perusteella siten, etta tilaaja voi itse kayttaa

tutkimustietoa paatoksentekonsa ja ratkaisujensa tukena.

Vilkka ja Airaksinen (2003, 57) nostavat esiin kysymyksen, millaista tietoa
toiminnallisen opinnaytetyon tueksi tarvitaan? Taman opinnaytetyon kannalta
on perusteltua, ettd toiminnallisen opinnaytetyonluonteen lisaksi kaytetaan
tutkimuksellisen opinnaytetyon piirteita. Vaikka tutkimustulosten maarittaminen
tilastollisten tunnuslukujen ja menetelmien avulla onkin tassa opinnaytetyossa
hankalaa, ilmentyvat tunnusluvut laboratoriotoiminnassa, joka lahtokohtaisesti

on maarallista.



5.1 Tutkimusymparisto

Patologian laboratorio toimintaymparistona on yksi Pohjois-Karjalan
sairaanhoito- ja sosiaalipalvelujen kuntayhtyman (PKSSK) erityisyksikko.
Patologian erityisosaaminen perustuu histologiseen, seka sytologiseen
naytteenkasittelyyn seka prosessoinnin hallintaan. Peruskoulutuksessa seka
ammattikoulutuksessa bioanalyytikko hankkii patevyytensa toimia patologian
laboratoriossa ammattihenkilona. Erityisosaaminen saavutetaan
tyoskentelemalld patologian laboratoriossa usean vuoden ajan. (Kannisto,
Kangasniemi, Nurmi & Koivunen 2011, 10.) Joensuussa patologian laboratorio
vastaa erityisosaamisellaan osaa kliinisesta diagnostiikasta, joka yhdessa
muiden erityislaboratorioiden kanssa ~muodostaa sairaalan kliinisen

toimintaympariston.

Kliinisen laboratorion toimintaymparistossa diagnoosin tuottaminen nopeasti on
potilaan hoidon kannalta ensiarvoisen tarkeaa. Nykyisen tekniikan avulla
diagnoosin tuotto kovakudosnaytteissda EDTA -menetelmalla kestaa naytteen
koosta riippuen 1 — 6 viikkoa, joka on nopeampien vaihtoehtomenetelmien
lasna ollessa jopa eettisesti arveluttavan aikaa vievaa. Prosessin pituus johtuu
siitd, etta kovakudosnaytteiden leikkautuvuus on huono, johtuen kudoksen
luonteenomaisesta kovuudesta. Pohjois-Karjalan sairaanhoito- ja
sosiaalipalvelujen kuntayhtyman patologian laboratorioonkin on jo hankittu
mikroaaltouuni, mutta valmiudet sen kayttoonottoon puuttuvat. Uuden laitteen
kayttoonoton jalkeen kudoksen leikkautuvuus paranisi, ja diagnoosien

nopeampi tuottaminen olisi nain mahdollista.

5.2 Aineiston hankinta

Tutkimuksessa kaytettin materiaalina patologian laboratorion toimittamaa
luuydinkudosta seka kaupallista OsteoSoft-liuosta (EDTA:ta sisaltava liuos).
Naytteet kerattiin laakintavahtimestarin toimesta vuoden 2011, viikkojen 8-13
aikana laaketieteellisten ruumiinavausten yhteydessa ja toimitettiin
laboratorioon opiskelijalle tutkittavaksi. Naytteet sailottiin fiksatiiviin tutkimuksen
aloitukseen saakka, jolloin naytemateriaali pysyi tutkimuskelpoisena.

Tutkimukseen saatiin kerattya 6 kayttokelpoista luuydinnaytetta.
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5.3 Aineiston kasittely

Aineisto kasiteltiin kevaalla 2011, viikolla 13. Naytteet jaoteltin kolmeen
rynmaan: |. Naytteenkasittely 37 °C, Il. Naytteen kasittely 50 °C. Naitd kahta
menetelmaa vertailtiin laboratorion aiempaan dekalsifiointimenetelmaan (ryhma
[ll): naytteen kasittely huoneenldammodssa. Naytteet merkattiin  juoksevalla
numeroinnilla, siten etta ensin blokkiin seka laseihin Kirjoitettiin paivamaara
(pvkk), seuraavaksi ryhma roomalaisin numeroin (I/Il/lll) ja seuraavaksi
naytteen juokseva numero. Esimerkiksi 3003-1-1 kertoo paivamaaran 30.3,
naytteen dekalsifiointilampdtilan: 37 °C, seka, ettd kysymyksessa on
ensimmainen nayte (1.). Naytteiden kasittelyn jalkeen patologi arvioi naytteen
morfologian seka diagnosoitavuuden. Tulokseksi saatiin lampotilan vaikutus

luuydinnaytteiden dekalsifioinnin nopeuteen.

5.4 Tutkimuksen suoritus

Tutkimuksessa kaytettiin Milestone Micromed T/T Mega —mikroaaltouunia, joka
on tarkoitettu kliiniseen kayttoon. Naytteiden lammitys vakioitiin 90 minuuttiin.
(Taulukko 1-2.)

Taulukossa 1 esitetddn menetelma, jossa luuydinnaytetta kasiteltin 90
minuuttia. Vaihe 1 kesti 20 minuuttia, jolloin lampdtila nostettiin aluksi 500 W:n
teholla 37 °C, jonka jalkeen jatkui vaihe 2. Tama piti vakiolampétilan 37 °C:ssa,

johon mikroaaltouuni kaytti 150 W tehoa.

Taulukko 1. Dekalsifiointi 37 °C

Vaihe Aika (min) Teho (W) Lampdtila (°C)
1 20 500 37
2 70 150 37

Taulukossa 2 esitetaan toinen menetelma, jossa luuydinnaytetta kasiteltiin 90
minuuttia. Aluksi vaiheessa 1 lampdtila nostettiin 500 W:n teholla 20 minuutissa
50 °C:n. Kasittely jatkui tauotta vaiheeseen 2, joka kesti 70 min. Vaiheessa 2

lampatila pidettiin vakioituna 50 °C:ssa 200 W:n teholla.

Taulukko 2. Dekalsidiointi 50 °C

Vaihe Aika (min) Teho (W) Lampdtila (°C)

1 20 500 50




|2 | 70 | 200 | 50

Naytemateriaalina toimi patologian laboratorion toimittama obduktiomateriaali,
kuusi naytetta. Kaksi ensimmaista naytetta kaytettiin tutkimuksen testiajoon.
Materiaali poikkesi suunnitelmassa esitetysta materiaalista siten, etta materiaali
ei ollut Iluuydinbiopsialla otettua kudosta, vaan taltalla irrotettua luu-

luuydinmateriaalia.

Naytteet vietiin kudoskasittelyyn, kun mikroaaltokasittelyt olivat kestaneet 90
minuuttia. Mikroaaltouuniohjelmia ei keskeytetty kasittelyn aikana naytteen
kovuuden testaamiseen, silla sita arvioitiin leikkautumisen arvioinnin aikana

litteessa 6 esitetylla lomakkeella.

Kudosprosessointi kesti yon yli, jossa naytteille suoritettin vedenpoisto,
kirkastus, imeytys seka valu. Aamulla naytteet valettiin parafiinilla ja leikattiin
mikrotomilla naytelaseille. Mikali naytteet eivat olleet tarpeeksi pehmeita, ei
parafiini ollut lapaissyt naytemateriaalia kauttaaltaan. Talloin leikkauksessa
kudos saattoi murentua. Dekalsifiointi oli nain ollen epaonnistunut. Tata

tapahtui hieman leikkautumisen aikana.

Leikkauksen jalkeen naytelaseilla olleet naytteet vietiin varjattaviksi. Varjaykset
suoritettiin laboratoriossa kaytettavien varjaysohjeiden mukaisesti. Varjaysten
jalkeen naytteet paallystettiin paallystysautomaatilla, jonka jalkeen ne toimitettiin
patologin arvioitavaksi. Patologi arvioi mikroaaltokasittelyn onnistumisen

solumorfologian perusteella.

Solumorfologia saatiin esiin luuydinvarjayksilla: hematoksyliini-eosiini, PAS,
LEDER, GIEMSA sekd GOMORI. Arviointi tapahtui erilliselle lomakkeelle, joka
laadittiin laaduntarkkailunaytteille ominaisen arvosteluasteikon mukaan. Nain
voitiin vertailevasti arvioida tutkimuksen luotettavuutta standardinmukaiseen
naytteen arviointiin vedoten. Arviointi tapahtui viikolla 16 ja tama varjaytymisen

arviointilomake on esitetty liitteessa 7.

Laboratoriotoiminta sujui hyvin opinnaytetydsuunnitelman avulla.

Laboratoriossa tyoskenneltaessa taytettiin laboratoriopaivakirjaa, johon kirjattiin
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prosessin eteneminen, huomiot naytemateriaalista, tydskentelyajat, seka
pohdinnat tutkimuksen aikana syntyvista ongelmista ja jatkotutkimusaiheista.
Tama nosti tutkimuksen luotettavuutta, silla laboratoriopaivakirjaan pystyi

palaamaan tulosten kirjoitusvaiheessa.

6 TULOKSET

Taulukossa 3 on tutkittu leikkautumisen onnistumista. Tata arvioidaan
keskiarvon avulla. Keskiarvo kertoo yksinkertaisesti havaintoarvojen
kokonaispistemaaran, kun havaintoarvot lasketaan yhteen ja jaetaan niiden
lukumaaralla. Talla voidaan tarkastella nopeasti, kuinka I|ahelle parasta
mahdollista tulosta havaintoarvoilla paastiin. (Ernvall, Pulli & Salonen 2003,

224). Johtopaatdksena voidaan havaita onnistuneempi tutkimusmenetelma.

Vertailuryhmana kaytettin  laboratorion kayttamaa menetelmaa, jossa
dekalsifiointi tapahtui huoneenlammadssa. Siitd huomaa, mihin tuloksilla tulisi
paasta.  Tulokset  maariteltin  leikkautumisen  seka  varjaytymisen
arviointilomakkeilla saatujen tietojen pohjalta. Arviointilomakkeet ovat liitteina 6

ja’t.

Taulukko 3. Leikkautumisen arviointi: tulokset

Nayte n:o Pisteet

Huoneenlampotil |0 | 1 2 3 4

aA

Huoneenlampotil |0 | 1 2 3 4

aB

3003-I-1 (37°CA) |0 | 1 3 4 5
3003-I-2 (37°CB) | 0 | 1 2 4 5
3003-1I-1 (50°C |0 | 1 3 4 5
A)

3003-1-2 (50°CB) |0 |1 3 4 5

Taulukossa 3 havainnoidaan tuloksia leikkautumisen onnistumisen mukaan

annettujen pisteiden avulla. Tutkittaessa leikkautumisen onnistumista



huomataan, ettd vertailumenetelma (aikaisemmin  kaytdéssa  ollut,
huoneenlammdssa suoritettu dekalsifiointi) saa parhaan pisteet. Tama on

laskettu keskiarvon avulla:

_zliI: [:Il‘l_‘l_j-:n}
n’g:li mn

Kaava 1. Aritmeettinen keskiarvo (Tilastokeskus 2011).

Kaava kertoo, etta saadut pisteet lasketaan yhteen ja lopuksi jaetaan tuloksien
lukumaaralla:

37°C menetelma saa keskiarvoksi (2+3):2= 2,5 pistettda ja 50°C menetelma
(2+2):2= 2 pistettda. Entinen menetelma (vertailu) saa parhaan mahdollisen

pisteen, eli 5.

Tutkittuja menetelmia vertailtaessa 37 °C:n menetelma saa keskiarvoksi 2,5 ja
50 °C:n menetelma 2. Huomataan, ettd 37 °C:n menetelma on saanut

korkeammat pisteet.
Taulukoissa 4-7 esitetdan naytteiden varjaytymisestd annetut pisteet.
Tutkittaessa varjaytymisen onnistumista voidaan tarkastella, ovatko tulokset

parhaita mahdollisia. My0s tata on arvioitu keskiarvon avulla.

Taulukko 4. Varjaytymisen arviointi. Lampétila 37 °C, nayte A (3003-1-1)

Hematoksyliini- | O 1 2 3 5
eosiini

PAS 0 1 2 3 5
LEDER 0 1 2 4 5
GIEMSA 0 1 2 3 5
GOMORI 0 1 2 3 5

Keskiarvo: (4+4+3+4+4):5= 3,8 pistetta

Taulukko 5. Varjaytymisen arviointi. Lampétila 37 °C, nayte B (3003-1-2)

Hematoksyliini- | O 1 2 3 5
eosiini

PAS 0 1 2 3 5
LEDER 0 1 2 4 5
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GIEMSA 0 1 2 4 5

GOMORI 0 1 2 3 5

Keskiarvo: (4+4+3+3+4):5= 3,6 pistetta

Taulukko 6. Varjaytymisen arviointi. Lampétila 50 °C, nayte A (3003-1I-1)

Hematoksyliini- | 0 1 2 3 5
eosiini

PAS 0 1 2 3 5
LEDER 0 1 2 3 5
GIEMSA 0 1 2 4 5
GOMORI 0 1 2 3 5

Keskiarvo: (4+4+4+3+4):5= 3,8 pistetta

Taulukko 7. Varjaytymisen arviointi. Lampétila 50 °C, nayte B (3003-1I-2)

Hematoksyliini- | 0 1 2 4 5

eosiini

PAS

LEDER

GIEMSA

(ellele)e)
— | — | — ] —
NINININ
WWWww
a1,

GOMORI

Keskiarvo: (3+4+4+4+4):5= 3,8 pistetta

Tutkimuksessa saatiin 2x(5+5)= 20 tulosta. Tama tarkoittaa sita, etta
kummankin menetelman kahdesta naytteesta varjattiin yhdella varjayspaketilla,
johon kuuluvat siis viisi varjaysta: hematoksyliini-eosiini-, PAS-, Leder-, Giemsa-
ja Gomori varjaykset. Tulokseksi saatiin, ettd 37 °C:n menetelma saavutti

pisteitd yhteensa 7,4 ja 50 °C:n menetelma 7,6 pistetta.

Seuraavaksi tutkitaan naytteiden diagnosoitavuutta. Vastauksen
tutkimustulokseen antoi patologian laboratorion vylildakari. Kuviksi valittiin
onnistuneet, selkeat kuvat. Nama kuvaavat sita tasoa, joka on
diagnosointikelpoista. Huonommin onnistuneet kuvat on jatetty pois, silla niita ei
kaytanndéssa voida tulkita ollenkaan. Onnistuneen kuvan kriteeri on, etta
varjaykselld on saatu esiin ne komponentit, joita kyseisella varjayksella on

yritetty erotella.




ENe T K SO,
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Kuva 7. Hematoksyliini-eosiinivarjays 37 °C:n menetelmalla (Malinen 2011).

Vastaus: Hematoksyliini-eosiinivarjayksella on saatu kudoksen tumat esiin
sinimustana, seka sytoplasma vaalean ja tumman punaisena. Hematoksyliinin

ja eosiinin suhde oli sopiva. Niiden suhteet eivat ole toista varia peittava.

Kuva 8. Hematoksyliini-eosiinivarjays 50 °C:n menetelmalla (Malinen 2011).

Vastaus: Kuvassa 8 erottuvat hyvin toisistaan tumat seka sytoplasmat. Myds

tumajyvasia voidaan I0ytaa sopivalla suurennuksella.
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. : " - 4
Kuva 9. Gomori-varjays 37 °C:n menetelmalla (Malinen 2011).

Vastaus: Kuvassa 9 huomataan kollageenityyppi lll:sta koostuvat hienojakoiset
saikeet mustina. Esimerkiksi Lymfooman diagnosoinnissa katsotaan aina
luuydintd, kaulalta otettavan imusolmukenaytteen lisaksi. Gomori-varjayksessa
esimerkiksi karvasoluleukemia seka myeloproliferatiiviset sairaudet tulevat
esiin. Kuvassa on paljon rasvasoluja (suuret valkoiset ympyrat). Nayte on niin
sanotusti hypoplastinen.

7 POHDINTA

7.1 Luotettavuus ja eettisyys

Hyvassa laboratoriotoiminnassa on valttamatonta, etta tyon on toistettavaa ja
luotettavaa. Esimerkiksi ISO 9000 -sarjan standardit ja akkreditointia saatelevat
standardit luovat ohjeiden kautta pohjan kasitteille reliabiliteetti ja validiteetti.
Reliabiliteetti tarkoittaa tulosten pysyvyytta, eli tulosten kykya antaa ei
sattumanvaraisia tuloksia. Validiteetilla asetetaan mittari sille, etta kasilla oleva
tutkimusmenetelma kykenee mittaamaan sita, mita ollaan tutkimassa. (Vilkka
2007,177 -179.)

Patologian laboratorio osallistuu kaksi kertaa vuodessa Labquality Groupin
jarjestamaan laadunarviointikierrokseen (Labquality 2010). Tassa
tutkimuksessa kaytetaan arviointikriteerina vertailtavia luokituksia kuten
laadunarviointikierroksella, mikd omalta osaltaan kohottaa tutkimuksen

validiutta kansallisellakin tasolla. Tassa opinnaytetydssa luodun menetelman



validoi kaksi laboratoriossa tydskentelevaa bioanalyytikkoa. Validointilomake on
esitetty liitteessa 8. Validoinnin myota luotu menetelma voidaan ottaa

laboratorion rutiinikayttoon.

Tutkimuksessa kaikki materiaalinkasittely, tulosten kirjaaminen seka tulkinta on
esitetty luonnollisessa muodossaan siten, etta niita ei ole muokattu tutkimuksen
ulosantiin tai sopivammaksi. Prosessia ei ole myoskaan muokattu toivotun
tuloksen saamiseksi millaan tavalla. Lahdekriittisyys on otettu huomioon
tutkimusta tehdessa. Lahteitd on pyritty valitsemaan siten, ettd ne olisivat
kansainvalisesti tunnettuja julkaisuja seka laajoja lahdeteoksia. Plagiointia, eli
alkuperaisen tekijan ajatusten kopiointia, ei tassa tyossa esiinny, vaan kaikki
l&hteisiin  pohjautuvat tiedot on merkitty Iahdeviittein, Pohjois-Karjalan
ammattikorkeakoulun opinnaytetydohjeiden mukaisesti. Nain ollen reliabiliteetti

toteutuu tassa opinnaytetyossa.

Tassa tydssa eettiset ohjeet pohjautuvat lakiin. Laki inmisen elimien, kudoksien
ja solujen laaketieteellisesta kaytdosta (L101/2001) maarittelee pykalan 20
mukaan kudoksen muuttuneen kayttotarkoituksen siten, etta mikali
laaketieteellista tutkimusta varten otettu nayte kaytetdaan muuhun Kkuin
suostumuksessa tarkoitettuun laaketieteelliseen tutkimukseen, on kayttd
mahdollista ainoastaan tutkittavan suostumuksella. Mikali tutkittava on kuollut,
Valvira voi perustellusta syysta antaa luvan tutkimuksen suorittamiseen. Jos
naytteitd luovutettaessa tai kaytettdessa ei kasitella henkilotietoja, riittaa

kuitenkin pelkka terveydenhuollon toimintayksikon lupa (L101/2001.)

Suoritetussa tutkimuksessa kaytettiin laboratorion toimittamia obduktionaytteita,
joissa ei ollut potilaiden henkilotietoja. Naytemateriaalille luotin oma
tunnistusjarjestelma, johon ei sisaltynyt potilaan tietoja. Tassa tutkimuksessa

potilaan tietojen kasittely oli perusteetonta tutkimuksen onnistumisen kannalta.

Standardit ohjaavat laboratoriotoimintaa. Patologian laatujarjestelma perustuu
IAP:n (International Academy of Patology) suositukseen toiminta- ja
laatujarjestelmaohjeista, ISO 9000 -sarjan standardeihin ja akkreditointia
saatelevat standardeihin: SFS-EN ISO/IEC 17025 ja SFS-EN ISO 15189.
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Tahan kuuluvat laboratoriotoiminnan osalta muun muassa laitteiden huolto ja
kalibrointi. (International Academy of Pathology (IAP Suomen osasto 2009.)
Tassa tyossa, kuten tyontekijana muutenkin, sitouduttiin noudattamaan naita

standardeja. Nain myds validius tuli huomioitua.

7.2 Tulosten tulkinta ja johtopaatokset

Kovakudosnaytteiden nopeutettua kasittelya lammon avulla on testattu
aiemminkin. HUSLAB:n (Helsingin ja Uudenmaan sairaanhoitopiirin (HUS)
kuntayhtyman omistaman laboratorioliikelaitoksen (Helsingin ja Uudenmaan
sairaanhoitopiiri 2010)), patologian keskuslaboratoriossa tehdyssa
tutkimuksessa testattiin lammon vaikutusta luuydinnaytteiden varjaytyvyyteen
seka leikkautuvuuteen. Suurin huolenaihe nopeutetussa kalkinpoistossa ol
tuolloin immunohistokemiallisten varjaysten onnistuminen
mikroaaltoprosessoinnin jalkeen. Tulokset olivat tassa tutkimuksessa hyvia:
mikroprosessin aikana kudokseen ei havaittu tapahtuvan mitaan tuhoa ja myos
kudoksen morfologian sailyvyys, seka varjaytyvyys olivat hyvia. (Saranen 2005,
36 - 37.)

Mikroaaltosateilylla voidaan merkittavasti nopeuttaa kudosprosessointia. Se
nopeuttaa kasittelyssd kaytettyjen nesteiden kulkua kudoksessa soluja
vaurioittamatta, silla se ei riko kudoksen kovalenttisia sidoksia tai vetysiltoja.
Mikroaaltokasittelyssa saadut varjaystulokset ovat olleet jopa parempia kuin

tavanomaisen kudoskasittelyn jalkeen. (Helin 2007, 214.)

Lampdtilasuositukset vaihtelevat tahoittain laajasti. Eniten lampdétilan noston
kudosprosessoinnissa  sanotaan  vaikuttavan immunohistokemialliseen
varjaykseen. Bancroft ja Gamble toteavat kirjassaan Theory and practice of
histological techniques, ettd lampdtilaa, joka nostetaan 45 °C:een, voidaan
kayttdd tehokkaasti, mutta korkeampi lampdétila voi olla vahingollista
myohemmin immunohistokemiallisessa varjayksessa. Toisaalta he suosittelevat
kovakudosnaytteiden lampdatilaksi huoneenlampdtilaa 18 - 30 °C. (Bancroft &
Gamble 2008, 84,340).

Opinnaytetyon tarkoituksena oli luoda kayttokelpoinen



mikroaaltouunimenetelma Iluuydinten dekalsifiointin  Joensuun patologian
laboratorioon ja kirjoittaa tastd menetelmasta ohje laboratorion kaytettavaksi.
Menetelmaohje saatiin kirjoitettua. Tutkimuksen suorittaminen edellytti teorian
seka tyoskentelyn osalta erityisosaamista. Mikroaaltouunimenetelmaan ja sen
mikroaaltouunin toimintaan tuli perehtyda omatoimisesti, ilman aiempaa
koulutusta. MyoOs luuydin materiaalina vaati erityisperehtyneisyytta, ennen kuin
menetelman suunnittelu pystyttiin - aloittamaan. Mikroaaltouunimenetelman
kayttd luuydinnaytteiden dekalsifioinnissa ei kuulu jokaisen laboratorion
toimintaan, jolloin opinnaytetydn myoéta opiskelijan valmiudet erityisosaamiseen

kasvoivat.

Tassa opinnaytetydssa on saatu samansuuntaisia tuloksia kuin aiemmissa
tutkimuksissa. Opinnaytetydprosessin toteutuksen ja tulosten perusteella on
havainnollistettu, etta opinnaytetydssa luotu mikroaaltomenetelma sopii Pohjois-

Karjalan patologian menetelmavalikoimaan.

Leikkautuvuuden perusteella arvioituna 37 °C:n menetelma sopii tutkimuksessa
kaytetyn naytemateriaalin perusteella paremmin patologian laboratorion
menetelmavalikoimaan. Tama nakyy parempana keskiarvona: 2,5 pistetta.
Toisaalta varjaysten arvioinnin perusteella 50 °C:n menetelma on parempi (19
pistettd) kuin 37 °C:n menetelma (18,5 pistettd). Patologin arvioinnin perusteella
37 °C:n menetelmassa naytteiden diagnosoitavuuskelpoisuus oli alhaisempi
kuin 50 °C:n menetelmassa. Tama kertoo siita, etta vaikka leikkautuvuuden
keskiarvo oli parempi 37 °C:n menetelmassa, ei 37 °C:n menetelmaa voida
kaytanndssa ottaa kayttdoon, silla  varjaytyvyys karsii. Talloin
diagnosoitavuuskelpoisuus on huonompi. Tasta syysta voidaan katsoa, etta 50

°C:n menetelma on kayttokelpoisempi kuin 37 °C:n menetelma.

Tulosten perusteella voidaan tutkimusongelmaan 1. "Mika on Pohjois-Karjalan
keskussairaalan patologian laboratoriolle sopivin luuytimien pehmityslampétila?”
vastata: 50 °C:n menetelma on parempi diagnosoitavuuden kannalta.
Tutkimusongelmaan 2. "Onko luuydinnaytteiden diagnosointi varjayksen jalkeen
mahdollista, kun dekalsifiointiin on kaytetty mikroaaltomenetelmaa?” voidaan

vastata: Luuydinnaytteiden diagnosointi on mahdollista, kun dekalsifiointiin on
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kaytetty mikroaaltouunimenetelmaa.

Tutkimuksen kuluessa perehdyttin  patologian laboratorion toimintaan,
tutkimusmenetelman periaatteisiin, naytemateriaaliin ja sen hankkimiseen, seka
tydvaiheisiin mahdollisimman tarkasti. Naiden tietojen perusteella luotiin
tutkimussuunnitelma, jonka avulla tutkimuksen suorittaminen oli vaivatonta.
Menetelma pystyttiin toteuttamaan laboratorion valineilla seka laboratorion
toimittamalla materiaalilla. Menetelman toimivuuteen perehdyttiin kirjallisuuden
pohjalta ennen tutkimukseen ryhtymista. Talldin oli vahva aiempien kokemusten
tuki siihen, etta laboratorion toimintaa voidaan taman tutkimuksen myota

parantaa.

Tutkimuksessa vertailtiin laboratorion aiempaa menetelmaa tutkimusasetelman
menetelmiin, minka perusteella voitiin tarkastella Joensuun patologian
laboratoriolle sopivaa menetelmaa vaihtoehtojen lasna ollessa. Ainut
tutkimussuunnitelmasta poikkeava tekija oli patologian laboratorion toimittaman
naytemateriaalin luonne. Alun perin tarkoitus oli toteuttaa tutkimus todellisen
muotoisista luuydinbiopsianaytteista. Laboratorion toimittama naytemateriaali
koostui obduktiosta taltalla keratyista naytteista jotka kerattiin luun ja luuytimen
rajapinnasta. Talldin kovan luun suhde luuytimeen poikkesi rutiinianalytiikassa
kaytettavasta luuydinbiopsiandytemateraalista. Tutkimuksessa kaytettavassa
naytemateriaalissa oli enemman kovaa luuta suhteessa
biopsianaytemateriaaliin. Tama muuttaa leikkautuvuuden onnistumista 90
minuuttiin - mikroaaltouunikasittelyssa, sillda kovan luun dekalsifiointiaika on
pidempi verrattuna luuydinnaytteen dekalsifiointiin. Tastakin huolimatta tutkimus
onnistui niin, etta tutkimuksessa kaytettavasta materiaalista saatiin tarpeeksi

pehmeaa ja leikkautuminen onnistui.

Tutkimuksessa kaytetty mikroaaltouunimenetelma on tutkimuksen myo6ta
todettu hyodylliseksi seka luotettavaksi luuydinmateriaalin
tutkimusmenetelmaksi. Se nopeuttaa diagnostiikkaa seka nopeuttaa taman
johdosta potilaan  hoitopaatosten  syntymistd. Uusi menetelmd on

kayttdkelpoinen ja valmis kaytettavaksi validoinnin jalkeen.



7.3 Jatkotutkimusaiheet

Tutkimuksen aikana esiin nousi ajatuksia jatkotutkimusaiheista. Mikali
tutkimuksen asettamia dekalsifiointiaikoja, ettd lampotiloja tarkennettaisiin,
voitaisiin luuydinanalytiikkaa nopeuttaa entisestdan dekalsifioinnin osalta. Tama
edellyttdisi laajemman kirjon erilaisia lampdtila-aika-menetelmia, kuten

esimerkiksi Bancroft ja Gamblen toteama 45°C:n menetelma.
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1. Menetelman periaate

Hematoksyliini on eosiiniin yhdistettyna eniten kaytetty yleisvarjays, jossa
tumavarina kaytetaan emaksista varia hematosykliinia. Hematoksyliini saadaan
extrahoimalla Haematoxylon campechiarum kasvin sydanpuusta ja oksidoimalla
ekstrakti yleisimmin esim. alumiinisuolojen sek& natriumjodaatin avulla.
Hemateiini on itsessaan hapan, mutta mordantin lisdyksen jalkeen kuitenkin
toimii emaksena. Hematoksyliini varjaa tumat tyypillisesti sinimustan eri savyilla,
jolloin  saadaan tuman rakenne esille. Erityyppiset eosiini-variaineet ovat
hematoksyliinin kanssa yleisimmin kaytetty kompinaatio. Eosiini on ksantiinivari,
jota kaytetdaan 0,1 % vesiliuoksena. Se varjaa solujen sytoplasman vaalean ja
tummemman punaisen vaihtelevin  savyin. Paras erottelukyky eri
kudoskomponenteille saadaan suhteellisen voimakkaalla ja  niukasti
differentoidulla eosiinivarjayksella.

Varjayksen kriteerit

Hematoksyliini ja eosiini varien suhde (eivat saa peittaa toisiaan).
Hematoksyliinin tulee varjata selkeasti ja tarkasti tumarakenteet (DNA/RNA,
heterokromatiini, nukleoit) ja sytoplasmien RNA, ihon keratinisoituneet rakenteet.
Eosiinin tulee erotella selkeasti punaisen eri savyin sidekudosrakenteet
(kollageeni),

poikkijuovainen lihas seka solujen sytoplasma, ja lisaksi sen tulee varjata
selkean oranssin punaisiksi punasolut ja uloin epidermiksen kerros.

Lisaksi kiinnitetadn huomiota varjayksen epatasaisuuteen ja epapuhtauksien
esiintymiseen (mm. varisakka, variylijadma, erilaiset kontaminaatiot).

2. Laaketieteellinen tausta

Perusvarjayksena He-varjayksen avulla voidaan erotella lukuisia erilaisia
rakenteita kudoksessa kuten kasvainten kyseessa ollen tumamuutokset (koon ja
muodon vaihtelu, hyperkromasia jne.), mitoosit, tumajyvasten korostuminen.
Kasvainsolukon sytoplasman varjaytymisesta voidaan tehda paatelmia
kasvaimen tyypistd eli kasvainsolukon alkuperasta. Tulehdussairauksien
kyseessa ollen varjayksen perusteella voidaan erottaa useimmat tulehdussolut ja
paatella, onko kyseessa akuutti, subakuutti vai krooninen tulehdus kulloinkin
vallitsevan solutyypin perusteella. Samoin granulomatoottinen tulehdus saadaan



varjayksella nakyviin.
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Naytteen laatu

Kaikki histologiset parafiinileikkeet. Leikkeen paksuus 3-5 uym.
Objektilasi hiotut reunat.
Kiinnitys lampdlevylla 60 C n.10min tai yon yli lampdkaapissa 40 C.

3. Laitteet ja vélineet

konevarjays Sakura Tissue-Tek DRS 2000
vetokaappi

objektilaseja

peitinlaseja

varjaysautomaatti astioineen ja telineineen
pinsetit

suojakasineet

suodatinpaperi

suodatinsuppilo

mittapipetti

T Se@mea0oT

4. Reagenssit

a. Ksyleeni, VWR 28973.363
b. Absoluuttinen etanoli BERNER
c. 96 % etanoli BERNER
d. Tislattu vesi
e. Mayerin Hematosykliini (0,1%) Reagena 190210
f. EosinY BDH 1800072 / Eosin Yellowish Merck 15935
g. Vakeva etikkahappo Merck 1.00063.2500
Liuokset:

Mayerin Hematoksyliiniliuos

Suodatetaan 600 ml valmista liuosta. Vaihdetaan kolmen viikon valein niin etta,
vanhaa hematoksyliinia jatetaan kolmasosa ja uutta suodatetaan lisaksi.

0,1 % Eosin



19 Eosin Yellowish
1000 ml Aqua
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Saadetaan pH 10% etikkahapolla 4,8 — 4,9. Eosiini vaihdetaan kolmen viikon
valein.

Tarkista maanantaisin eosiinin pH ja saada tarvittaessa 10 % etikkahapolla
(esim. lisaa 30 pl). Vaihda varjaysliuokset joka kolmas viikko.

10 % etikkahappo:
10 mi vakevaa etikkahappoa
90 ml aquaa

5. Varotoimenpiteet

Varjays suoritetaan vetokaapissa. Tutustu reagenssien
kayttoturvallisuustiedotteisiin seka havittamisohjeisiin.

6. Virhelahteet

Yleisimpia ongelmia on joko voimakas yli- tai vaikea alivarjaytyminen, jolloin
kudosrakenteiden erottaminen ei ole enaa luotettavaa.

Mayer riittdvan tuore liuos. Huomioi riittdva liuoksen vaihtovali ja liuoksen

suodatus.

Eosiini-varjayksen onnistuminen riippuu varjaysajan pituudesta ja erityisesti on
tarkeaa, ettd huuhtelu/diffausajat ovat lyhyitd niin juoksevassa vedessa kuin
nousevassa alkoholisarjassakin. Liian pitkat diffaukset eivat erottele riittavasti
toisistaan lihas- ja sidekudosta ja tuovat esiin hematoksyliinin siniharmaansavyn
sidekudokseen. Laaduntarkkailu: tekniikka 1/2010.

7. Kontrollit

Kudos itsessaan toimii kontrollina.

8. Kirjallisuus

Histologiset menetelmat kurssi 1991, Kuopion yliopisto, anatomian ja patologian



laitokset, 1991.
Bancroft JD, Stevens A (eds.): Theory and Practice of histological techniques.
Churchill Livingstone, Edinburgh, London. Melbourne and New York, 1990.
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9. Tyon suoritusvaiheet

1. Ksyleeni 4 min

2. Ksyleeni 3 min
3.Abs.etanoli 1 min
4. Abs.etanoli 1 min
5. 96 % etanoli 1 min
6. 96 % etanoli 1 min
7. Tislattu vesi 30s
8. Mayerin hematoksyliini 20 min
9. Huuhtelu juoksevalla vedella 6 min
10. Eosin 2 min

11. Aqua 1 sek.

12. 96 % etanoli 30s
13. 96 % etanoli 30s
14. Abs.etanoli 1 min
15. Abs.etanoli 1 min
16. Ksyleeni 2 min
17. Ksyleeni 3 min
18. Ksyleeni 3 min

Paallysta naytelasit peitinkalvoautomaatilla.
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11. Tulos ja sen tulkinta
Tuma sinimusta

Sytoplasma, lihaskuidut, kollageeni, punasolut ja fibriini ovat eriasteista
vaaleanpunaista
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10. Menetelman periaate

PAS (Periodic Acid Schiff) — reaktiossa perjodihappo hapettaa glykogeenissa tai
neutraaleissa limoissa olevien 1,2 —glykolien tai niiden amino- tai alkyydijohdannaisten
hiili-hiili-sidokset, jolloin muodostuu dialdehydeja. Dialdehydit reagoivat Schiffin
reagenssin kanssa, joka sisaltdd emaksista fuksiinia, natriummetabisulfiittia ja
suolahappoa. Talléin muodostuu voimakkaan punainen reaktiotuote. Glykogeeni
voidaan poistaa leikkeistda amylaasikasittelylla, jolloin glykogeenin ja liman
varjaytyminen voidaan erottaa toisistaan.

Neutraalit limat ovat PAS-positiivisia, kun taas happamat limat tai niiden kaltaiset aineet
kuten hyaluronihappo, entsyymiresistenssi sialomusiini tai sidekudoksen vahvasti
hapansulfoitu lima ovat PAS-negatiivisia. Heikosti hapansulfoitu lima varjaytyy PAS-
reaktiossa vaihtelevasti.

11.Laadketieteellinen tausta

Pas-varjaysta kaytetaan glykogeenin ja neutraalien limojen osoittamiseen.

Tyvikalvot (nenan limakalvo, paksusuoli), leukosyyttien sytoplasma ja Kupfferin solujen
sytoplasma maksassa varjaytyvat punaisiksi. Tyvikalvojen varjaytyvyytta kaytetdan
hyvaksi etsittdessa tyvikalvopaksuntumia munuaiskerasista.

Pas-varjays soveltuu hyvin sienirihmastojen osoittamiseen, esim. sieniesofagiitti.
Sienilla on glykoproteiiniseinama, mika varjaytyy voimakkaasti PAS-positiiviseksi.

12.Naytteen laatu
Varjays tehdaan formaliini fiksoiduille parafiinileikkeille.
13. Laitteet ja valineet
Sakura Tissue-Tek varjaysautomaatti

Vakiovarusteeet

14.Reagenssit

Ksyleeni PROL 28973.363 ongelmajate
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Absolutoitu etanoli BERNER
96 % etanoli BERNER
Tislattu vesi
Perjodihappo MERCK 1.00524.0100 / BDH 10432
Schiffin reagenssi MERCK 1.09033.0500 / BDH 19120
Liite 2 2 (4)
Depex BDH A361254D lasipullo 500ml
Mayerin Hematoksyliini Reagena 190210 muovipullo 5 |
Liuokset:

0,5 % Perjodihappo / Ylijodihappoliuos
39 Perjodihappo

600 ml tislattua vetta

Vaihdetaan joka kolmas viikko

Schiffin reagenssi

Valmis liuos

Vaihdetaan joka toinen viikko

Mayerin Hematoksyliini

Valmis liuos

Suodatetaan ja vaihdetaan joka kolmas viikko niin ettda, vanhaa hematoksyliinia jatetaan
noin kolmasosa ja uutta suodatetaan lisaksi.

15.Varotoimenpiteet

Varjays suoritetaan vetokaapissa kayttaen suojakasineitd. Tutustu reagenssien
kayttoturvallisuustiedotteisiin seka havittamisohjeisiin.

Varjaysaltaat ja muoviletkut pestaan vahintaan joka kolmas keskiviikko. Varjayslaitteen
jatevesikouru huuhdotaan pesuaineella samaan aikaan (valinehuoltaja).

16.Virheldhteet
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Vanhentuneet reagenssit seka reagenssien ja naytteen valmistamisessa tapahtuneet
virheet. Ala kayta varjayksessd vanhentunutta (punaista) Schiffin reagenssia. Liuosten
tulee olla huoneenlampdisia kayttoon otettaessa.

17.Kontrollit

Optimaalinen PAS-varjays: Maksan glykogeeni ja nenan limakalvon levyepiteelin
glykogeeni varjaytyvat purppuranpunaisiksi, paksusuolen kryptat ja musinoosi
adenokarsinooma paksusuolessa varjaytyvat punaisiksi.

18. Kirjallisuus

Histologiset menetelmat 16.-19.9.1991, luentomonisteet, Kuopion yliopisto, Anatomian
ja patologian laitokset.
Theory and Practice of Histological Techniques,1990

19. PAS-konevarjays :Tyon suoritusvaiheet

1. Xyleeni 4 min

2. Xyleeni 3 min

3. Abs 1 min
4. Abs 1min
5.96 % 1 min
6. 96 % 1 min
7. Tislattu vesi 1 min
8. 0,5 % ylijodihappo 5 min
9. Aqua-huuhtelu 3 min
10. Schiffin reagenssi 12 min

11. Juokseva vesi 10 min
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12. Haemalaun Mayer’s 3 min

13. Juokseva vesi 10 min
14 96 % 2 min
15. Abs 1 min
19. Abs 1 min
20. Xyleeni 3 min

21. Xyleeni 3 min

11. Tulos ja sen tulkinta

Liite 2 4(4)

Glykogeeni seka neutraalit limat (muco- ja glykoproteiinit) varjaytyvat
purppuranpunaisiksi.
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1. Menetelman periaate

Giemsa koostuu kahdesta azure-varistda , jotka kummatkin sisaltavat hieman
eritavoin kasiteltya metyleenisinea. Giemsa sisaltdéd myos eosiinia. Giemsa varjaa
mikrobeja,kuten heicobekteerit, mutta myds tumien hetero-ja eukromatiinin ja
nukleolusten RNA:n. Giemsalla voidaan osoittaa myos syo6ttosolut, joiden granulat
varjaytyvat metakromaattisesti violetin savyisiksi. Regressiivinen varjays, jossa
toimivat coulombiset voimat |. sdhkoiset vetovoimat erimerkkisten varausten valilla.

2. Laaketieteellinen tausta

Giemsa on hyvin monikayttdinen varjays. Sitd hyddynnetddn hematopatologisten
solujen arvioinnissa kuten ihonaytteiden, luuytimen ja imusolmukkeen solujen
morfologian yksityiskohtaisessa tarkastelussa.

3. Naytteen laatu

Formaliini fiksoitu parafiinileike. Normaali leikkeen paksuus.

4. Laitteet ja vélineet

Kasivarjays ja vakiovarusteet

5. Reagenssit

Ksyleeni R PROL28973.363
Ongelmajate

Abs. etanoli Etanoli AA

96 % etanoli Etanoli A

Etikkahappo 100 % VWR MERC1.00063.2500

Giemsa-liuos VWR MERC1.09204.1000

Ongelmajate
ja Reagena 180119
Depex BDH A361254D, lasipullo 500ml

Liuokset:



Giemsa-liuos
4 ml Giemsa

GIEMSA Liite 3 2 (3)

46 ml aqua

Suodata maitosuodattimella.

0,25 % etikkahappo
2,5ml etikkahappoa 100 %
ad. 1000 ml tislattua vetta

6. Varotoimenpiteet

Varjays tehdaan vetokaapissa kayttaen suojakasineita.
Giemsa-liuoksen havitys formaliiniviemariin.

Myrkyllinen ( sis. metanolia ) hengitettyna ja joutuessaan iholle.
Helposti syttyva. Sailytettava tiiviisti suljettuna kuten tulenarka tuote.

7. Virhelahteet

Varin diffaaminen sopivaksi vaatii taitoa, muuten tydvaiheiltaan yksinkertainen
varjays.

Alle 45 min varin inkubaatiossa leikkeet alivarjaytyvat.

Etikkahappo muuttuu vedeksi parissa viikossa.

8. Kontrollit

Kontrolli ei kaytdssa

9. Kirjallisuus

Theory and Practice of Histological Techniques,1990

10. GIEMSA:Tyon suoritusvaiheet (kaikki muut paitsi ei Heligo-bakteerit)
1. Xyleeni 3 min

2. Xyleeni 3 min



3. Abs. etanoli 1 min

GIEMSA Liite 3 3(3)
4. Abs. etanoli 1 min

5. 96 % etanoli 1 min

6. 96 % etanoli 1 min

7. Tislattu vesi 1 min

8. Giemsa-liuos 60 min

9. Kuivaus imupaperilla

10. Diffaus etikkahapolla 5-10 s - kunnes iimestyy
punertavia
juovia.
11. 96 % etanoli 2-3-kastoa - liika vari huuhtoutuu

pois, ala jata pitkaksi aikaa!

12. 96 % etanoli huuhtelu
13. Abs. etanoli nopea huuhtelu

14. Abs. etanoli nopea huuhtelu

15. Xyleeni 2,5 min

16. Xyleeni 2,5 min

10. Tulos ja sen tulkinta

Mast-solujen granulat (metakromaattiset aineosat) purppuranpunaisesta
punaviolettiin

Tumat (basofiiliset ) eriasteisen sinisia

Sytoplasma (asidofiiliset ) vaaleanpunaisesta punaoranssiin
Sidekudos (asidofiiliset) vaaleanpunaisesta punaoranssiin

Nukleolit: heikon punavioletista tummansiniseen
Punasolut punertavat

Eosinofiilien sytoplasma punertavat
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20.Menetelman periaate

21.

Retikuliinisaikeet osoitetaan luotettavasti argyofiilisella hopeavarjayksella.
Alkaalinen hopeanitraattiliuos tunkeutuu saikeisiin ja se pelkistetdan niihin
pelkistimen avulla (esim. formaliini Gomorissa).Yleensa varjays viela savytetaan
kultakloridilla.  Natriumtiosulfaatilla  poistetaan pelkistymaton hopea ja
ylimaarainen kultakloridi. Lopuksi varjataan tumat.

Laaketieteellinen tausta

Retikuliinisaikeet muodostavat tukiverkoston soluille ja ne ovat tarkeita varsinkin
maksassa, munuaisissa, pernassa,luuytimessa ja imukudoksessa. Gomorin
retikkelivarjays varjaa kollageenityyppi lll:sta koostuvat hienojakoiset saikeet.
Saikeiden lisaantyminen liittyy useisiin tauteihin (mm. maksakirroosi, kasvaimet
ja leukemiat). Luuydinbiopsiassa varjayksen informaatioarvo esimerkiksi
kroonisten myeloproliferatiivisten tilojen ja karvasoluleukemian diagnosoinnissa
on suuri. Retikuliinisdikeiden varjaaminen on apuna myods kasvainten
erotusdiagnostiikassa.

22.Naytteen laatu

Varjays tehdaan kasin parafiinileikkeille. Leikkeet normaali paksuiset.

23.Laitteet ja vélineet

muoviset pinsetit/parafinoidut pinsetit
tihea suodatinpaperi

24.Reagenssit

Ksyleeni VWR 28973.363 ongelmajate
Absoluuttinen etanoli  BERNER

96 % etanoli BERNER

Depex GURR, BDH 36125

25 % ammoniakki Merck 5432 ymparistolle vaarallinen
Hopeanitraatti, ymparistolle

vaarallinen



Silver nitrate, AQNO, ~ BDH 30087
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Kaliumhydroksidi, KOH Merck 5033 syovyttava
ongelmajate
Kaliumpermanganaatti, KMnO, BDH 10217 ymparistolle
vaarallinen

Ammoniumferrisulfaatti,
NH4Fe(S04)2x12H20 Merck 3776
Kaliummetabisulfiitti,

K,S,0O; Merck 5057
Kultakloridi, H (AuCl,) 2H,0 Merck 1582
37% formaliini BDH 101134A
Natriumtiosulfaatti,
Na,S,0,5H,0 Merck 6516
Liuokset:
0,5 % Kaliumpermanganaatti
Kaliumpermanganaatti 19
Aqua 200 ml Sailyy kylmiossa hyvin.

varjaysmaljassa vah. kaksi viikkoa,
seuraa varinmuutosta.

10 % Hopeanitraatti

Hopeanitraatti 20 g

Aqua 200 ml Sailytetaan kylmidssa.
10 % Kaliumhydroksidiliuos

Kaliumhydroksiini 1049

Aqua 100 ml Sailytetaan kylmidssa.

Ammoniakkihopealiuos
10 % hopeanitraattiliuosta 10 mi
10 % kaliumhyroksidiliuosta2,5 ml

o tahan sakkaiseen liuokseen lisataan tipoittain ammoniakkia, kunnes sakka
on taysin liuennut.

o lisataan uudelleen 10 % hopeanitraattia tipoittain, kunnes sakka hyvin
ravistamalla viela liukenee ja liuoksen vari muuttuu opaaliksi.

o lisataan aquaa, kunnes tilavuus on kaksinkertainen

suodatetaan imupaperilla

o liuos tehdaan juuri ennen varjaysta

o



2% Ammoniumferrisulfaattiliuos

Ammoniumferrisulfaattia 49
Aqua 200 mi Sailyy kylmidssa hyvin,
GOMORRIN RETIKKELIVARJAYS (kisinvirjays parafiinileikkeille) Liite 4 3 (6)
varjaysmaljassa n. 2
viikkoa.
2% Kaliumdisulfaattiliuos
Kaliummetabisulfiitti 59
Aqua 250 mi
20 % Formaliini
37 % formaldehydi 25 ml
Aqua 25 ml Sailyy 2-3  viikkoa
kylmiossa.
1% Kultakloridiliuos (kantaliuos)
Tetraxhlorogold (llIl) —Saure Gelb 19
Aqua 100 ml Sailytetaan kylmiossa.
Sailyy vuosia.
0,2% Kultakloridiliuos (tyoliuos)
1 % kultakloridiliuosta 10 ml
Aqua 40 ml Vaihdetaan, kunnes
liuokseen
syntyy mustaa sakkaa.
2% Natriumthiosulfaattiliuos
Natriumthiosulfaattia 49
Aqua 200 ml Sailyy kylmiéssa hyvin,

varjaysmaljassa n. 2 viikkoa.
25.Varotoimenpiteet
Varjays suoritetaan vetokaapissa ja on kaytettava nitriilikasineita.

Hopealiuokset kerataan yhteen ongelmajatteeksi.

26.Virhelahteet



Ongelmallisinta varjayksessa on hopean kayttaytyminen. Voi olla ylivarjaytynyt,
jolloin myds solut pelkistyvat. Liian vahaisessa reaktiossa saikeet erottuvat
huonosti. Lisaksi hopean saostuminen vaariin paikkoihin leikkeessa ja
mahdollisiin epapuhtauksiin lasilla.
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Vanhentuneet liuokset seka liuosten ja naytteen valmistamisessa tapahtuneet
virheet.

Kaiken tarvittavan lasitavaran oltava ehdottoman puhdasta.

Tyovalineina ei saa kayttaa mitaan metallista valmistettua.

Hopealiuoksen valmistuksessa ja sailytyksessa kaytetyt lasiastiat laitetaan erikseen
likoamaan mantynesteliuokseen. Eivat saa kuivua

Kriittisia kohtia varjayksessa

Konsentraatiot, pH, aika, lampdtila tarkkoja

Ammoniakaalisen  hopealiuoksen valmistus >>> optimaalinen maara
ammoniakkia

hopeaa< ammoniakkia; hopeaioneja ei riita joka paikkaan

* liian paljon> impregnointi epaonnistuu

 lilan vahan> epaspesifinen varjaytyminen

Kloridi-ioneita sisaltavia liuoksia valtettava, koska ne lisdavat hopean
saostumista

Kaliumpermanganaatin tulee olla tuore

Pitkat seisotukset vedessa herkistamisen jalkeen aiheuttaa hopeaimpregnoinnin
epaonnistumisen

Hopealiuoksen sailytys tulee olla kontrolloitua (pimea, jaadkaappi..)

Liian pitkd natriumtiosulfaattikasittely aiheuttaa hopean liukenemisen
hienorakenteisista saikeista.

27.Kontrollit

Ei rutiinisti kaytossa.

28.Kirjallisuuslliitteet

KYS:n ohje 1989.
Laboratoriohoitajien ammatillinen vuosijulkaisu 1992, SLaby n:o 4/92.
Theory and Practice of Histological Techniques,1990

29. GOMORIN RETIKKELIVARJAYS: Tyén suoritusvaiheet

1. Xyleeni 5 min



3.

4.

GOMORRIN RETIKKELIVARJAYS (kisinvirjiys parafiinileikkeille)

5.

6.

10.

1.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.
25.

26.
27.

28.
20.

Abs. etanoli

96 % etanoli

Juokseva vesi/Aqua

0,5 % Kaliumpermanganaatti
Juokseva vesi

2 % Kaliumdisulffiitti
Juokseva vesi

2 % Ammoniumferrisulfaatti
Juokseva vesi

Aqua-huuhtelu

Ammoniakki-hopealiuos
Aqua

20 % Formaliini
Juokseva vesi

0,2 % Kultakloridi

Juokseva vesi t. Aqua-huuhtelu

2 % Kaliumdisulfiitti
2 % Natriumthiosulfaatti
Juokseva vesi

96 % etanoli
96 %

Abs. etanoli
Abs. etanoli

Xyleeni

5 min

2 min

2 min

2 min

2 min

2 min

1 min

2 min

1 min

2 min

1 min

2 min

1 min

20 sek

3 min

10 min

1 min

1 min

2 min

1 min
1 min

1 min
1 min

5 min
5 min

Liite 4 5 (6)

oksidointi herkistaa

ruskea artefakta poistetaan

herkistaa kudosta hopealle

3 min pelkistys

savytys

pysaytetaan kultasavytys

poistetaan ylim. hopea



30. Paallystetdaan peitinkalvoautomaatilla tai sopivan kokoisella peitinlasilla ja Depex-
valmisteella.

11. Tulos ja sen tulkinta

GOMORRIN RETIKKELIVARJAYS (kisinvirjdys parafiinileikkeille) Liite 4 6 (6)
Retikuliinisaikeet mustia
Tumat mustia
Lihas ja kollageeni harmaaksi

Elastiini ei varjaydy lainkaan
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Menetelman periaate

Leder-varjayksessa osoitetaan naftoli-AS-D-kloroasetaattiesteraasi-entsyymisubstraatin
ja variaineen avulla paraffiinileikkeestd. Substraattina kaytetdan naftoli-AS-D-
kloroasetaattia ja variaineene pararosaliinia. Useat esteraasit kestavat formaliini-
parafiini-prosessoinnin.

Ladketieteellinen tausta
Kaytetaan eroteltaessa lymfaattisen ja myeloisen sarjan soluja, kun luuytimesta etsitdan

malignin lymfooman soluja. Varjayksella voidaan havainnoida naytteesta granulosyytteja
promyelosyyteista kypsiin neutrofiileihin sekd mast-soluja.

Naytteen laatu

Tehdaan kasin parafiinileikkeille. Normaali leikepaksuus.

Laitteet ja vélineet

Vakiovarusteet.
Reagenssit
Xyleeni VWR 28973.363 Ongelmajate
Abs. etanol BERNER
96% etanoli BERNER
Mayerin hematoxylin Reagena 190210
Pararosaline Hydrochloride  Sigma 3750 Myrkyllinen, Carc2
Natrium Nitriitti Merck 6549
Myrkyllinen, hapettava,
ympdristolle vaarallinen
Natrium Acetattrihydraatti Merck 6267
Sodium Diethyl-5,5 —barbiturate Merck 6318
HCL 37% Merck 317

Naphtol AS-D Chloroacetate Sigma N-0758
N,N Dimethylformamide D 158550 Myrkyllinen
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1 N HCL Merck 905

Liuokset:

4% Natriumnitriitti
0,149 Natrium Nitrit
2,5ml tislattua vetta Oltava tuore liuos.

Esteraasisubstraattiliuos
0,02g Naphtol AS-D Chloroacetate
2 mi N,N Dimethylformamide

Naphtol AS-D Chloroacetate sailytetdan pakkasessa..
Lisda N,N Dimethylformamide juuri ennen kayttoa.

Michaelin veronaaliasetaatti —kayttoliuos
30 ml Veronaaliasetaattipuskuri —kantaliuosta
30 ml 0,1 NHCL

Saada pH 7,42. HCL:lIa alas ja asetaattipuskurilla ylos.

Michaelin veronaaliasetaattipuskuri ( kantaliuos)

8,16 g  Natrium Acetattrihydraatti

7,359 Natriumdietyylibarbituraattia

250 ml tislattua vetta Sailytetdan kylmidssa

0,1 N HCL (kantaliuos)
10 ml HCL 37%
990 ml tislattua vetta Sailytetaan kylmiossa.

Varjaysliuos

0,1 ml 4% Pararosaliinihydrokloridia

0,1 ml 4% Natriumnitriittia

Sekoita hyvin ja odota 60 sekuntia, kunnes oljen vari kehittyy. Lisdd 60 ml
Veronaalisetaatti (I)-kayttdliuosta (pH 7,42). Saada pH 6,3:een (varovasti tipottain) 1 N

HCL:IIa. Lisaa 2 ml esteraasisubstraattiliuosta (lll). Sekoita ja suodata imupaperilla.

Liuoksen pitdad olla maitomaisen vaaleanpunaista ennen suodatusta ja vaaleanpunaista
sen jalkeen. Variliuos sailyy paivan.

Jos pH laskee alle 6,3, tee liuos uudelleen. PH:n keinotekoinen nostaminen ei kannata.

4% Pararosaliinihydrokloridi
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10.

0,59 Pararosaline Hydrochloride
10 ml tislattua vetta
25ml  vak. HCL

Lammita kevyesti aineiden sekoittamisen jalkeen ja suodata. Sailyta kylmidssa.

Varotoimenpiteet
Varjays tehdaan vetokaapissa ja on kaytettava nitriilikasineita.
Substraattivariliuos kerataan ongelmajatteeksi.

N,N Dimethylformamide imeytyy ihon lapi. Roiskeet huuhdeltava iholta heti runsaalla
vedella.

Virheldhteet

Entsyymi ei sieda dekalsifinaatiossan kaytettavia happoja, joten luuytimen dekalsifiointiin
on suositeltavaa kayttda EDTA-formaliinia.

Kontrollit

Ei kaytossa. Naytteessa olevat neutrofiilien ja mast-solujen granulat varjaantyvat
aina.

Kirjallisuus

Theory and Practice of Histological Techniques, J. Bancroft, A. Stevens, sivu 406.

Leder: Tyon suoritusvaiheet

1. Xyleeni 5 min
2. Xyleeni 5 min
3. Abs. etanoli 2 min
4. Abs. etanoli 2 min
5. 96% etanoli 2 min

6. 96% etanoli 2 min



LEDER (Naphtol AS-D Cloroacetate) Liite 5 4 (4)

7. Tislattu vesi 2 min

8. Inkubaatio 60 min huoneen lammossa
variliuos sis. substraatin

9. Huuhtelu tislatulla vedella.

10. Huuhtelu tislatulla vedella.

11. Huuhtelu tislatulla vedella.

12. Mayerin hematoxylin 15 sek
13. Huuhtelu juoksevassa vedessa 10 min
14. Tislattu vesi 1 min
15. 96% etanoli 1 min
16. 96% etanoli 1 min
17. Abs. etanoli 1 min
18. Abs. etanoli 1 min
19. Xyleeni 5 min
20. Xyleeni 5 min

11. Tulos ja sen tulkinta

Promyelosyyttien ja myelosyyttien granulat helakan punaisia
Tumat sinisia
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Arviointiasteikko 0-5

0 pistettd= naytteesta ei saada ohuita arvioitavaksi kelpaavia leikkeitd (nayte erittain
kovaa, dekalsifiointi epaonnistunut)

1 piste= naytteestd saadaan niukasti arviointiin kelpaavaa materiaalia (ndyte hivenen
pehmennyt, dekalsifiointi epaonnistunut)

2 pistetta= nayte jonkin verran dekalsifioitunut, mutta yhtenaisia kudosleikkeitd ei saa
leikatuksi (dekalsifiointi jaanyt selvasti vajaaksi)

3 pistetta= nayte dekalsifioitunut riittavasti kudoksesta saa yhtenauisia kudosleikkeita,
mutta se sisaltaa viela osittain dekalsifioimatonta materiaali (leikkautuvuus on hyva)

4 pistettda= nayte dekalsifioitunut [ahes taysin, mutta naytteessa esiintyy viela kovahkoja
alueita, jotka rikkovat kudosrakennetta (erittain hyva leikkautuvuus luunaytteeksi)

5 pistetta= taysin dekalsifioitunut nayte erittain hyvin leikkautuva (leikkautuu kuten

pehmytkudos - "teoreettinen EDTA-menetelmalla")

Nayte n:o Pisteet

1. 0 1 2 3 4 5
2. 0 1 2 3 4 5
3. 0 1 2 3 4 5
4. 0 1 2 3 4 5
5. 0 1 2 3 4 5
6. 0 1 2 3 4 5
7. 0 1 2 3 4 5
8. 0 1 2 3 4 5
9. 0 1 2 3 4 5
10. 0 1 2 3 4 5
11. 0 1 2 3 4 5
12. 0 1 2 3 4 5
13. 0 1 2 3 4 5
14. 0 1 2 3 4 5
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15. 0 1
16. 0 1
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Arviointiasteikko 0-5

0 pistetta= negatiivinen, epaonnistunut

1 piste= epaonnistunut, varjaytymista havaittavissa vaikka erittain niukasti

2 pistetta= tulos on heikko ja diagnoosin kannalta epavarma

3 pistettd= hyva, diagnoosin kannalta riittdva mutta selkeda ali tai ylivarjaytymista,
epatasaisuutta, sakkaa jne.

4 pistetta= lahes moitteeton, lievaa ali- tai ylivarjaytymista, vahaista epatasaisuutta jne.

5 pistetta= erinomainen

Nayte n:o Pisteet

()
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12.
13.
14.
15.
16.
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LUUYDINNAYTTEIDEN DEKALSIFIKAATIO

Validointi tehdaan kaikista uusista menetelmista, joita kaytetaan
naytteenvalmistusprosessissa ja tutkimisessa. Tallaisia ovat esim. varjaysmenetelmat,
uudet erikoismenetelmat ja vanhat menetelmat, kun niihin tehdaan oleellisia muutoksia
tai kun vanha laite korvataan toimintaperiaatteeltaan selvasti erilaisella laitteella.

1. Menetelman kayttotarkoitus:

2. Menetelman kuvaus ja laatuvaatimukset:

3. Tulos ja sen tulkinta:

4. Validoinnin suorittajalt:

5. Suositus menetelman kayttoonotosta ja kdayttoonotttoajankohdasta:

6. Validointitestauksen suorittajien allekirjoitukset ja paivays:

Joensuu



Leikkautumisen ja varjaytymisen arviointitulokset

Taulukko 3. Leikkautumisen arviointi: tulokset.

Liite 9

1(2)

Nayte n:.o

Pisteet

Huoneenlampaotil
aA

0

1

Huoneenlampaotil
aB

37°C A

37°C B

50°C A

50°C B
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Taulukko 4. Varjaytymisen arviointi. Lampdtila 37 °C, nayte A
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Taulukko 5. Varjaytymisen arviointi. Lampétila 37 °C, nayte B
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Leikkautumisen ja varjaytymisen arviointitulokset
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Taulukko 6. Varjaytymisen arviointi. Lampédtila 50 °C, nayte A
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Taulukko 7. Varjaytymisen arviointi. Lampétila 50 °C, nayte B
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POHJOIS-KARJALAN
AMMATTIKORKEAKOULU

TUTKIMUSLUPAHAKEMUS
Haen/haemme lupaa suorittaa opinndytetyhon liittyva tutkimus
¥ LR ’ A e ¥
Opinniytetyon aihe: | &M]‘Pr? 'H‘ O Nt \a*'&‘* S Luw 7,‘4\ t H\'\&l}"é{{_} -
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Tutkimuksen toteutuspaikka/-yksikka:
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Tutkimuksen: ‘ .
a) kohde/kohdejoukko: LRLE PR W
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b) aineiston keruumenetelmé:

¢) aineiston keruun ajankohta; VMO T ¥ 1™

Opinnéytetyon ohjaaja/t:

Slicd Ay /ttidrsseny A S NN

Tybeliméohjaaja:

Ly S0/l IEy)

LIITTEET: - tutkimussuunnitelma
- toimeksiantosopimus
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A OPINNAYTETYON TOIMEKSIANTO
A A

POHIDIS-ALRIALEN
AKTIATTIKORKFAKCUE)

SOPIJAOSAPUOLET:

e ;ﬂ’yl’” i YAy S
TOIMEKSIANTAJA __ /XSS Jarz/ogpan  (ebora /27y
Yhteystiedot: }!/ v "./['?/{i'f'l/l/ ;/Z:( /27 ) 0I3-772/ 2 ¥ ¥ j_

Sahkopostiosoite; A ¢£/20 < aleyifaencr) @ Pk sk

OPISKELIA Ol ~Pevs verbie
Yhteystiedot: _ O Ls ~Pevi<x {%FL\% QD €0)L~y WP @l

TOIMEKSIANTOSOPIMUS:

Osapuolet ovat tindin sopineet toimeksiannosta seuraavaa: (esim. rahoitus, aikarajat,

tekijanoikeudet)

Opinnéiytetysn ohjazjana PKAMK:ssa toimii [T\ Wwwen Rwwela €[/ Lyydiea "L‘“?

Piivdys ja allekirjoitukset
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Toimeksiantajan edustaja Opiskelija
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