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THVISTELMA

V astauksen saaminen patologian laboratoriosta kestéa jopa viikkoja, joten histologisten néytteiden
kéasittelyprosessia on tarpeen kehittéé nopeammaksi. Tyodskentely patologian laboratoriossa
automatisoituu koko gjan ja laitteiden valmistajilla on kaupallisia reagensseja, joita voisi mahdollisesti
kayttaa myos fiksaatioai neina.

Tassa tyodssa tutkimme, voisiko seké fiksaation etta kudoskasittelyn suorittaa mikroaaltouunilla, jolloin
nadytteen kasittely nopeutuisi huomattavasti. Kokeilimme myo6s kaupallisen J.F.C-reagenssin
toimivuutta fiksaatioaineena. Tarkastelun kohteena olivat morfologian séilyminen hematoksyliini-
eosiini -varjdyksen perusteella arvioituna sek& immunohistokemiallisten vérjaysten toimivuus.
Arvioimme my0ds vaikuttaako erilainen kéasittelytapa kudoksen leikkautuvuuteen mikrotomilla.

Tutkimus suoritettiin Patologian keskuslaboratoriossa. Naytemateriaalina oli 50 tuoretta kudospalaa,
joista 14 oli tuumorikudosta. Jokaisesta naytteesté leikkasimme kolme palaa. Pala A fiksoitiin J.F.C:l1&
palat B jaC formaliinilla Palojen A jaB fiksointi ja kudosprosessointi tehtiin mikroaaltouunissa ja pala
C fiksoitiin huoneenlammossa ja prosessoitiin yon yli -menetelmalla

HE-varjdyksen perusteella JF.C e sovi fiksaatioaineeks. Mutta mikroaatouunin  kayttd
formaliinifiksaatiossa ja kudosprosessoinnissa osoittautui |dhes yhta hyvaks kuin perinteinen
menetelma  Leikkautuvuuteen ja immunohistokemiallisiin vérjayksiin el naytteen késittelytavalla
ndyttaisi olevan vaikutusta.
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ABSTRACT

It can take even weeks to get results from a pathology laboratory so it is nhecessary to develop the
treatment process of histological tissue samples to be faster. Working in a pathology laboratory is
getting more automate constantly and device manufacturers have commercial reagents that can possibly
be also used as fixatives.

In this study we were researching if it was possible to perform both fixation and tissue processing in a
microwave oven to speed up the treatment process considerably. We also tried the functionality of a
commercial J.F.C reagent as afixative. The objects of this study were to see if the morphology could be
preserved on the basis of evaluating hematoxylin and eosin stain, and the functionality of
immunocytochemical staining. We also evaluated if a different treatment process influenced the
dissection of the tissue sample with a microtome.

The research was conducted in the Central Pathology Laboratory. As our sample material we had 50
fresh tissue samples of which 14 were tumor samples. We cut three pieces of each sample. Sample A
was fixated on J.F.C and samples B and C with formalin. The fixation and tissue processing of samples
A and B were in a microwave oven and sample C was fixated in room temperature and processed with
the over night -method.

Based on the results of the HE staining the JF.C was not suitable as a fixative. But the use of a
microwave oven in the formalin fixation and tissue processing turned out to be almost as good as the
traditional method. To the dissectability and immunocytochemical staining the method of treatment did
not seem to have an effect.
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1 JOHDANTO

Vastauksen saapuminen Kliinikolle patologian laboratoriosta kestéa perinteisilla
menetelmilla yleensa useita péivia, jopa viikkoja. Perinteisessd menetelméassa kudoksia
fiksoidaan huoneenldmmaossa 12-18 tuntia ja kudosprosessointi kestéa yli yon. Taman
takia on yritetty kehittéd nopeampia menetelmid preparaatin valmistamiseksi. |hmisten
sairaalassaologjat ovat lyhentyneet, joten vastaukset naytteista olis saatava nopeammin.
Mikroaaltouuni vois olla hyva menetelmé nopeuttaa kaikkien naytteiden kasittelya, jos
se olis rutiinikdytossd. Tulevaisuuden nakymiin kuuluukin tdysin automatisoitu
mikroaaltouuni. Tallaista menetelm&i Morales, Nassiri, Kanhoush, Vincek ja Nadji
("Vvalidation of histologic quality and impact on the timeliness of diagnostic surgical
pathology”) ovat tutkineet jo useiden vuosien gjan. Tulokset ovat olleet verrattavissa
perinteiseen menetelmaan. (Morales - Nassiri - Kanhoush - Vincek - Nadji 2004: 528.)
Koska mikroaaltouuniprosessoinnissa ei tarvita ksyleenig, olisi ihanteellista |0yt&8 myos
fiksointiin joku muu aine kuin formaliini. N&n voitaisiin valttyd naiden aineiden

haitallisilta vaikutuksilta

Tyon tarkoitus on selvittdd, onko formaliinilla mikroaaltouunissa fiksoiduissa ja
késitellyissa naytteissd eroa perinteisesti huoneenlammossa fiksoituihin ja yon yli -
prosessoituihin naytteisiin verrattuna. Halusmme myds selvittdd voisiko kaupallista
J.F.C-reagenssia kayttaéd kudoksen fiksoimiseen mikroaaltouunissa. J.F.C:ta kaytetaén
mikroaaltouunitekniikassa dehydraatioliuoksena ja tyoskentelya helpottaisi, jos samaa
liuosta voisi kayttéd myos fiksaatiossa. Se vahentéisi tydvaiheita ja erilaisten haitallisten
liuosten késittelya laboratoriossa.

Tarkastelun kohteena tydssdmme ovat leikattavuus mikrotomilla, koska erilaiset
késittelytavat saattavat vaikuttaa kudoksen kovuuteen sekd fiksaation ja
kudosprosessoinnin onnistuminen HE-vérjayksen perusteella  arvioituna.
Tuumorinaytteistd teemme myos immunohistokemiallisia varjayksia, joiden perusteella

arvioimme, toimivatko vasta-ainevérjaykset samoin eri tavoilla k&sitellyissa ndytteissa.

Saimme aiheen HUSL ABsta Patologian keskuslaboratoriosta. Aihetta tarjottiin meille,

joita mahdollisesti voisi kayttda myos fiksaatioaineina



2 HISTOLOGISEN PREPARAATIN VALMISTUS

2.1 Fiksaatio

Naytteen kiinnittdmisen eli fiksaation tehtdvana on estéa kudoksen hagjoaminen solun
omien entsyymien (autolyysi) ja bakteerien vaikutuksesta (Srinivasan - Sedmak - Jewel |
2002: 1964). Kudoksesta tulee nain kiinteAmpi ja sen jatkokéasittely helpottuu (Aho
1989: 6). Néyte fiksoidaan valittomasti elimistosté irrottamisen jalkeen, ndin kudoksen
rakenne sdilyy mahdollisimman samankaltaisena kuin se on elimistéssa ollut
(Huhtakallio 1995: 14). Kaytetyin fiksaatioaine on formaliiniliuos, jossa ndytepala voi

sdilya vuosia menettamétté olennaista rakennettaan (Myhre 1993: 200).

Laadukkaan naytteen valmistamiseksi proteiinien sdilyminen fiksaatiossa on keskeista.
(Rantala - Naukkarinen - Helin 1998: 65). Kiinnittamisen aikana tapahtuvat tarkeimmat
reaktiot liittyvétkin valkuaisaineisiin. Proteiinien valille muodostuu poikkisidoksista
verkko, jolloin kudosten eri osien sijainti toisiinsa ndhden pysyy muuttumattomana.
(Hopwood 2002: 64.) Liukoisessa muodossa olevat valkuaisaineet Kkiinnittyvét
rakenneproteiineihin. Kudos fiksoidaan yleensi upottamalla se fiksaatioaineeseen eli se
immersiofiksoidaan. (Aho 1989: 6.) Kokonaiset elimet voidaan esifiksoida
perfusoimalla, joka tarkoittaa verisuoniston huuhtelemista verettomaksi fysiologisella
suolaliuoksella. Taméan jalkeen suolaliuos korvataan fiksaatioaineella, ja néin fiksatiivi
pa&asee tunkeutumaan kudokseen verisuoniston kautta. (Rantalaym. 1998: 67).

2.1.1 Kiinnitykseen vaikuttavat tekijat

Fiksaatioliuoksissa vetyionikonsentraatio sé&detdan yleensa lahelle fysiologista tasoa,
eli pH 6-8 (Hopwood 2002: 69). pH:n noustessa reaktionopeus kasvaa (Hopwood 2002:
24). Liuoksen pH saadetdan puskurin avulla, joka e saa reagoida fiksatiivin kanssa
(Rantalaym. 1998: 67).

Fiksatiivin osmolalisuus vaikuttaa solujen muotoon (Aho 1989: 7). Osmolalisuudella
kuvataan liuenneiden molekyylien tai ionien kokonaismadraa mooleina yhdessa kilossa
liuosta (Bjadlie — Haug - Sand - Sjaastad - Toverud 2002: 446). Hypertoninen liuos

kutistaa soluja ja hypotoninen liuos turvottaa soluja ja johtaa puutteelliseen



kiinnitykseen. Lievasti hypertoninen (400-450 mOsm) fiksaatioaine antaa parhaimman
kiinnitystuloksen. (Aho 1989: 7.)

Kiinnittamiseen kaytettava aika riippuu ndytteen koosta, mutta yleensd vuorokauden
fiksaatioaika on riittava (Aho 1989: 7). Jos kiinnitysaika formaliinilla on liian pitka,
solu kovettuu liiaks ja kutistuu (Hopwood 2002: 71).

Fiksatiivin maarélla on vaikutusta ndytteiden kiinnitykseen, ja yleensa fiksaatioainetta
tulis olla kymmenkertainen méaéra naytteen tilavuuteen verrattuna. Erittéin suurilla

naytteilla sen on oltava vahintédéan sama kuin ndytteen tilavuus. (Rantala ym. 1998: 67.)

Naytteiden kiinnitys tapahtuu yleensd huoneenldmmossa. Elektronimikroskopia ja
entsyymihistokemia edellyttavét yleensa jakaappilampotilassa tapahtuvaa fiksaatiota
Alhainen lampdtila hidastaa fiksaationopeutta, mutta samalla hidastuu myo6s autolyysi.
(Aho 1989: 6.) Kiireellisten ndytteiden fiksointia varten formaliini voidaan lammittda
60 — 70 °C:een (Leong 1994: 14).

2.1.2 Kiinnitteet

Fiksoimiseen voidaan kayttda useita erilaisia kiinnitteitd Eniten kéytettyja ovat
aldehydit, joista formaldehydin noin 4-prosenttinen vesiliuos, formaliini, on yleisin. Sita
kéytetédn puskuroituna, neutraalina formaliinina, koska puskuroimaton, hapan
formaldehydi saostaa verekkaisiin kudoksiin epatoivottua formaliinipigmenttia. (Aho
1989: 7.) Neutradlissa pH:ssa formaldehydi on  monohydraattimuodossa
metyleeniglykolina ja muodostaa metyleenisidoksia polypeptidiketjujen vdlille
stabiloiden ndin kudosproteiingja (Rantala ym. 1998: 65). Fiksoidessaan formaliini siis
reagoi proteiinien emaksisten lysiinitdhteiden kanssa muodostaen niiden vélille
poikkisidoksia. Uloimpana protelinimolekyylissa sijaitsevat téhteet muodostavat
verkon, eli n. 40-60 % kokonaisméarasta. (Hopwood 1996: 24.) Huoneenlammossa
formaliini el ole kovin hyva nukleinihappofiksatiivi, mutta proteiinimatriksin
fiksoituminen pystyy séilyttamadan myos nukleiinihappoja riittavasti. Nukleiinihappojen
fiksoituminen on tehokasta vasta 45-65°C:ssa. Formaliini on hyva fiksaatioaine myos
rasvoille, tosin kudosprosessoinnissa kaytettdvét liuottimet poistavatkin ne lahes
kokonaan. (Rantala ym. 1998: 66.) Formaliinin aiheuttama reaktio on osin palautuva,

purkaminen vesi huuhtelulla on mahdollinen 24 tunnin kuluessa (Hopwood 2002: 64).



Formaliinin etuja ovat hyvé fiksaatio- ominaisuudet. Se aheuttaa vain pienia
solumuutoksia. Huonoina puolina voi mainita sen aiheuttavan monenlaisia
arsytysoireita. Formaliini hapettuu myos helposti muurahaishapoksi valon ja ilman
vaikutuksesta. (Leong 1994: 3.)

Paraformaldehydia voidaan kayttda fiksointiin seké hdyryna etta vesiliuoksena. Se on
kiintea suurimolekyylinen polymeeri, joka veteen liuotettuna esiintyy monomeerina.
Puhdas paraformaldehydi fiksoi hell&varaisemmin kuin formaliini ja siitd puuttuvat
formaliinin  epgpuhtaudet. Se onkin suosittu fiksaatioaine erikoistekniikoissa,
esimerkiksi immunohistokemiassa. (Rantalaym. 1998: 66.)

Proteiingla denaturoivia aineita mm. etanolia ja etikkahappoa kéytetdan myos
fiksointiin. Etanolin 50-prosenttista liuosta voidaan kayttéa sytologisten naytteiden
fiksaatioon, kuten yskds- ja virtsandytteisiin. Gynekologinen sivelyndytelasi voidaan
kiinnitté4 95-prosenttisessa etanolissa. (Aho 1989: 8.)

Pikriinihappo fiksoi hyvin emaksisid proteiingja muodostaen aminohappojen kanssa
pikraatteja. Sitd kaytetddn mm. Bouinin liuoksessa, joka sisdltéa formaliinia,
etikkahappoa ja pikriinihappoa. Laajentavana aineena etikkahappo kumoaa formaliinin
kutistavaa vaikutusta. (Rantala ym. 1998. 66.) Se el yksindgan pysty kuitenkaan
kiinnittaméén rasvoja ja hiilihydraatteja (Aho 1989: 8). Bouinin liuos on
yleisfiksatiivina kéyttokelpoinen eikd koveta kudosta yhta paljon kuin formaliini
(Rantalaym. 1998: 66).

Immunohistokemiallisissa  varjayksissa  voidaan  fiksatiivind  kayttéd  mm.
elohopeakloridia. Se auttaa monia valkuaisaineita sédilyttamaan antigeenisuutensa. (Aho
1989: 9.) Elektronimikroskopiassa eniten kaytetty fiksatiivi on glutaraldehydi (Rantala
ym. 1998: 66). Se muodostaa formaliinin tapaan ristisidoksia kudokseen (Srinivasan
ym. 2002: 1966). Sen tunkeutuminen kudoksiin on hidasta, mutta se reagoi proteiinien
kanssa nopesti ja palautumattomasti. (Rantala ym. 1998: 66.) Glutaraldehydi antaa
morfologiasta paremman kuvan kuin formaldehydi (Hopwood 2002: 64). Jadleikkeissa
yleismmin kaytetty fiksatiivi on asetoni (Rantala ym. 1998: 66). Nyky&dn saatavana on
my6s kaupallisia liuoksia, jotka siséltdvét elohopesa ja aldehydejd vaarattomampia
aineita (Aho 1989: 9).



2.2 Kudosprosessointi

Naytteena olevasta kudoksesta leikataan pienid paloja kudoskasetteihin ja ne laitetaan
sen jalkeen kudosprosessoriin. Ennen kuin kudosta voidaan jatkokéasitelld, on
varmistuttava siitd, ettd se on kokonaan fiksoitunut. Tastd syysta usein
kudosprosessoinnin ensimmainen liuos on formaliini ennen varsinaisia liuottimia
(Anderson - Bancroft 2002:85.) Kudosprosessoinnin tarkoitus on korvata kudoksen
siséltama vesi tukiaineella. Se kovettaa kudoksen, jolloin siitd on mahdollisuus leikata
ohuita leikkeitéd mikroskooppista tarkastelua varten. Kudosprosessointi kasittéd yleensa
kaks vaihetta: dehydraation ja kirkastuksen. (Aho 1989:11; Huhtakallio 1995:15;
Internet Pathology L aboratory for Medical Education 1994-2006.)

Dehydraatio suoritetaan nousevassa akoholisarjassa. Joka akaa yleensa 50%
alkoholista ja nousee viidestd kymmeneen prosenttiyksikkéd kerrallaan, kunnes
padstdan absoluuttiseen alkoholiin. (Aho 1989:11.) Ves on poistettava kudoksesta,
koska yleissmmin tukiaineena kaytettava parafiini ei sekoitu veden kanssa, ja néin ollen
el imeydy kudoksiin, joissa on vettd (The Internet Pathology Laboratory for Medical
Education 1994-2006). Dehydraatio poistaa myos fiksaatioaineen (Aho 1989:11).

Seuraavassa vaiheessa kudokseen imeytetdan tukiaineen liuotin. Parafiini el sekoitu
myoskaan alkoholin kanssa, joten tarvitaan siirtymdliuotin, joka sekoittuu seké
alkoholin etta parafiinin kanssa. Yleisimmin siirtymaliuottimena kaytetéan ksyleenia
Ksyleenikasittelyn on oltava nopea, koska liian pitka seisotus kutistaa kudosta ja
muuttaa sen morfologiaa. Kun alkoholi on saatu poistettua kudoksesta, voidaan tukiaine
imeyttéd sihen. (Huhtakallio 1995: 15.) Ksyleenikasittelyn aikana kudos muuttuu
[apindkyvéaksi, jostatulee termi kirkastus (Anderson - Bancroft 2002: 87).

Tukiaineena kéytetédn yleisimmin parafiinia. Se on vahamainen mineraalioljypohjainen
hiilivetyseos, jonka sulamispiste vaihtelee 40 — 70 °C:n vélilla Histologiassa parafiiniin
lisdtéan erilaisia aineita, jotta sen kovuus lisdéantyisi ja saataisiin ohuempia leikkeita.
(Aho 1989:12.) Prosessoinnin viimeisessa valheessa sula parafiini  imeytetdan
kudokseen.

Kudosprosessointi voidaan suorittaa manuaalisesti, mutta yleensa ja varsinkin kun

kyseessa on suuret ndytemaarét, se tehdadn automaatilla. Automaatti siirtda kudoskasetit



liuoksesta toiseen siihen asetetun ohjelman mukaan. (Taulukko 1.) (The Internet
Pathology L aboratory for Medical Education 1994-2006.)

TAULUKKO 1. YoOn yli kudosprosessointiohjelma pienille naytteille Patologian

keskusl aboratoriossa

REAGENSSI

Formaliini

Formaliini

Alkoholi 50%

Alkoholi 96%

Alkoholi 96%

Abs. akoholi

Abs. akoholi

Abs. akoholi

Xyleeni

Xyleeni

Parafiini

Parafiini

Parafiini

Parafiini

TARKOITUS

Kudoksen kiinnitys

Kudoksen kiinnitys

Dehydraatio,
formaliinin poisto
Dehydraatio,
formaliinin poisto
Dehydraatio,
formaliinin poisto
Dehydraatio,
formaliinin poisto
Dehydraatio,
formaliinin poisto
Dehydraatio,
formaliinin poisto
Siirtymaliuotin,
kudoksen kirkastus
Siirtymaliuotin,
kudoksen kirkastus
Vahan imeyttaminen

Vahan imeyttaminen

Vahan imeyttaminen

Vahan imeyttaminen

LAMPOTILA

Huoneenlamp6

Huoneenlamp6

Huoneenlampo

Huoneenlampo

Huoneenlampo

Huoneenlampd

Huoneenlampd

Huoneenlampo

Huoneenlampo

Huoneenlampo

60 °C

60 °C

60 °C

60 °C

AlKA

1h

1h

1h

30 min

1h

30 min

1h

2h

1h

1h30min

30 min

30 min

1h

1h



Automatisoidussa kudosprosessoinnissa on mahdollista kéyttda erilaisia toimintoja
kuten vakuumia tehostamaan aineiden imeytymista Kudoskasettien liikuttelu i
agitaatio vaikuttaa siihen, ettd aineet pddsevat imeytymaan kudokseen tasaisesti joka
puolelta. On todettu, ettd agitaatio vahentda prosessointiaikaa noin 30%. Lampd
tehostaa myds aineiden imeytymista. 45 asteen lampdtilan on katsottu olevan sellainen,
ettel kudoksen rakenne muutu. Tavallisessa kudosprosessoinnissa lampoa kéaytetdan
kuitenkin harvoin. (Anderson - Bancroft 2002: 86.) Tavallissmmin automaeatilla tehty
kudoskasittely kestdd yon yli, eli automaatti kdynnistetéan tyopéivan lopussa ja ndytteet
ovat seuraavana aamuna valmiita jatkokasittelyyn. Pitk& prosessointiaika takaa sen, etta
ves on varmasti poistunut isommistakin naytteista ja tukiaine imeytynyt kunnolla.
(Milestone Microwave Laboratory Systems 2005.)

2.3 Mikroaaltojen vaikutus fiksaatioon ja kudosprosessointiin

Mikroaallot ovat elektromagneettisia aaltoja, joiden aallonpituus 2,5 GHz:n tagjuudella
on 12,2 cm. Mikroaaltoja séételee sahkoinen ja magneettinen kentta (Boon — Kok 1987:
11, 14)

Sahkomagneettisen kentdn &&rimmaisen nopeat muutokset saavat aikaan dipolaaristen
molekyylien, kuten veden ja proteiinien varéhtelyd akseliensa ympéri. Tama varéhtely
ovat sellaisia materiaalgja, joihin mikroaallot eivét vaikuta. Metdli taas sen sijaan
heijastaa siihen kohdistuneet mikroaallot takaisin. Kun aine on sellainen ettd se absorpoi

mikroaallot, se jannittyy ja tuottaa lampoa. (Willis — Minshew 2002: 2.)

Magnetroni on mikroaaltouunin sisalla oleva elektroninen putki, joka muuttaa
sdhkdenergian mikroaalloiksi. Ne ohjataan aallonohjaimen avulla kammioon. Aallot
jakaantuvat kuitenkin epétasai sesti, tehden kammioon kylmempi& ja kuumempia kohtia.
Lampd saadaan jakaantumaan tasaisesti, joko liikuttamalla naytettd tai kayttamalla
aallonsekoittajaa. Laboratoriokéytdssa aallonsekoittaja on tavallisempi. (Slap 2002:
415.)



Tavallista talousmikroaaltouunia voidaan kéayttda myos laboratorio-olosuhteissa, mutta
markkinoilla on useita laboratoriokayttoon tarkoitettuja mikroaaltouuneja esimerkiksi
Milestonen Rapid Histoprocessing-1 -laite (RHS-1). Siihen kuuluu my6s kosketusnaytt6
seka vakuumiyksikko (kuviot 1, 2). Laitteessa on tietokone, jossa on Windows CE —
kayttojarjestelma. Mikroaaltouunin maksimiteho on 800 wattia ja tehoa voidaan séétéa

10 watin vélein. Laitteen takaseindssa on infrapunasensori lampdtilan mittaamista

KUVIO 1. RHS-1 aite ja kosketusnaytto. KUVIO 2. RHS-1 aiteja
nayteastia

varten ja laitteen pohjassa on aallonsekoittgja. Laitteessa on my6s vakuumikansi, joka
asetetaan astian pédlle niissa vaiheissa, joissa vakuumia tarvitaan. Vakuumiyksikkon
kuuluva kondensori gijaitsee itse laitteen ulkopuolella. Valmistaja on tallentanut
laitteeseen valmiiks 71 ohjelmaa, ja uusille ohjelmille on varattu yli 100 paikkaa.
Lampdtilan, tehon, ajan ja vakuumin ohjaus toimii tietokoneen avulla. Laitteeseen
mahtuu kerrallaan 110 kudoskasettia. Laitetta kaytetd8n manuaalisesti eli jokaisen
vaiheen jalkeen vaihdetaan liuos ja laitetaan astia takaisin mikroaaltouuniin (Milestone
Microwave Laboratory Systems 2005.)

2.3.1 Fiksaatio mikroaaltouunissa

Fiksaatiossa mikroaaltoja voidaan kayttda nopeuttamaan sekd kemiallisia reaktioita etta
fiksatiivin diffuusiota kudokseen (Boon - Kok 1987: 78). Huoneenlamméssa tapahtuva
fiksaatio perustuu aineen hitaaseen imeytymiseen kudoksen ulkopinnalta. Mikroaaltojen
kaytto fiksaation nopeuttamisessa perustuu sisdlta ulospéin tapahtuvaan |ampenemiseen.
(Willis - Minshew 2002: 2.) Lampenemisen lisaksi molekyylien liikettd on pidetty



tarkednd vaikuttgiana kudoksen nopeaan fiksoitumiseen  mikroaaltouunissa.
Molekyylien térmétessa toisiinsa kemialliset reaktiot nopeutuvat. (Leong 1994: 8.)

Formaliinifiksaatiossa on kolme kohtaa, joihin mikroaalloilla voidaan vaikuttaa:
metyleeniglykolin imeytyminen kudokseen, formaldehydin muodostuminen kudoksessa
metyleeniglykolin dehydraation seurauksena sek& ristisidosten muodostuminen
proteiiniketjujen valille. Huoneenlammossa nama kolme vaihetta tapahtuvat hitaasti, ja
kestéda kudoksen koosta riippuen reilun vuorokauden ennen kuin kudos on fiksoitunut.
(Boon - Kok 1987: 79.) Formaliinifiksaatio RHS-1 -laitteella kestéd 3x5x10mm

kokoiselle naytepalalle vain 25 minuuttia.

RHS-1 -laitteen valmistajalla on kaupallinen J.F.C-reagenssi, jota mahdollisesti voisi
kayttaa fiksaatioaineena mikroaaltouunimenetelmassa. Sen tarkkaa reseptia el tunneta,
mutta todenndkoisesti se sisaltéa etanolia, isopropanolia ja pitkéketjuisia hiilivetyja. Se
on kirkas, vériton ja pistavanhajuinen neste. (Milestone Microwave Laboratory Systems
2005.)

2.3.2 Kudosprosessointi mikroaaltouunissa

Mikroaaltojen kayttd kudosprosessoinnissa, samoin kuin fiksaatossa, perustuu aineiden
imeytymisen nopeuttamiseen (Milestone Microwave Laboratory Systems 2005).
Perinteinen kudosprosessointi kestdd yli yon ja kasttéd yleensa 12 valhetta
Mikroaaltouunilla prosessointi pystytéan suorittamaan muutamassa tunnissa ja siihen
riittéd vain kolme valhetta (Boon ym. 1987: 85.) RHS-1 aitteella tehdyssa
prosessoinnissa ensimmaisessd vaiheessa tapahtuu nédytteiden samanaikainen
dehydraatio ja kirkastus J.F.C-reagenssilla. Toisessa vaiheessa mikroaallot kuivattavat
ndytteet vakuumitilassa ja poistavat ensmmaisessa vaiheessa kaytetyn liuoksen.
Kolmannessa vaiheessa imeytetéan parafiini vakuumitilassa néytteisiin. (Taulukko 2.)
(Milestone Microwave Laboratory Systems 2005.) Huomattavaa on, etta
mikroaaltoprosessoinnissa e tarvita nousevaa alkoholisarjaa, koska mikroaallot
tehostavat dehydraatiota niin, ettd veden poistumiseen kudoksesta riittéd vain yksi
vaihe. (Willisym. 2002: 2).

TAULUKKO 2. Kudosprosessointiohjelma mikroaaltouunilla 3x5x10mm kokoisille
kudospaloille Patologian keskuslaboratoriossa.



REAGENSSI TARKOITUS AlIKA VAKUUMI

JF.C Dehydraatio, 35 min Ei
kudoksen kirkastus

Ei reagenssia Kuivaus 1 min 30 sek Kylla

Parafiini Vahan imeyttdminen 42 min Kylla

2.4 Vau parafiiniin ja mikrotomia

Kun nayte on lgpikaynyt kudosprosessoinnin, se valetaan parafiiniin metallisen muotin
avulla Nain saadaan aikaiseksi ndyteblokki, josta voidaan leikata mikrotomilla ohuita
leikkeitd mikroskooppista tarkastelua varten. (Anderson ym. 1996: 52; Naukkarinen
2000: 53.) Metalliseen muottiin valutetaan sulaa parafiinia ja kudospala asetetaan siihen
suurin pinta alaspdin. Nain varmistutaan siita, ettd ndytteestd saadaan mikrotomilla
edustavia leikkeita objektilasille. Muotin pé&élle lisdtdan vield kudosprosessoinnissa
kaytetty kudoskasetti ja parafiinin annetaan jahmettyd. Kun metallinen muotti irtoaa, on
nayteblokki valmis. (Rantala ym. 1998: 68.)

Terdvalla veitsellg, joka on kiinni mikrotomissa, pystytdan nayteblokista leikkaamaan
ohuita, yleensd 3-5um:n paksuisia leikkeitd objektilasille. Kun leikkeet varjétéan,
saadaan mikroskoopilla naytteiden yksityiskohdat esille. (Naukkarinen 2000: 53.)
Mikrotomeja on saatavilla eri mallisia, mutta yleissmmin kaytetéén rotaatio- ja
liukumikrotomeja. Rotaatiomallissa adapterissa kiinni oleva nayteblokki liikkuu ja
veitsi on paikallaan kun taas liukumikrotomissa liikutetaan veisté ja nayteblokki on
paikallaan. Veitsen terékulma on yleisimmin 17-23° ja leikattaessa veitsen ja blokin
vdliin jaa 2-3° vapaakulma. (Anderson ym. 1996: 58,63; Rantalaym.1998: 70.)

Ennen kuin ndyteblokista voidaan leikata ohuita leikkeitd, on blokki trimmattava. Néin
saadaan ylimaaréinen parafiini pois kudospalan edestd ja koko kudos tulee nakyviin,
jolloin siitd saadaan laadukkaita leikkeita objektilasille. Trimmauksen jalkeen blokki
laitetaan kylmdlevylle. Kun itse kudos ja sitd ympérGiva parafiini viilenevat, on
mikrotomilla leikkaaminen helpompaa. Ohuet leikkeet saadaan objektilasille

kayttamalla apuna siveltimia ja vesihaudetta. Siveltimella leike ssadaan varovasti



sirrettya lampimaan vesihauteeseen. Vesihauteen [ampétilan on oltava noin kymmenen
astetta alle parafiinin sulamislampdtilan. Vesihauteesta leike ohjataan objektilasille ja
laitetaan kuivumaan lampolevylle, jonka lampétila on sama kuin parafiinin
sulamispiste. Normaalisti kéytetaén objektilaseja, joiden koko on 76x25 mm ja paksuus
1,0-1,2 mm. (Anderson ym. 1996: 62-64.)

Laadukkaiden leikkeiden leikkaaminen on vaikeaa ja kudoksen kovuus vaikuttaa
lelkkeiden onnistumiseen. Terava veitsi, onnistunut kudospalan fiksointi ja
kudosprosessointi takaavat, ettd mikrotomilla leikkaaminen onnistuu. (Anderson ym.
1996: 63.)

2.5 Histokemialliset varjaykset

Mikroskooppiseen tarkasteluun sagpuvat kudosndytteet ovat |8pikdyneet prosessin,
jossa niiden koostumus on séilynyt lahes alkuperaisen kaltaisena. Parafiini on saatava
pois ennen vérjaysta ja leikkeisiin on palautettava prosessoinnissa poistettu vesi, koska
useimmat histologiset vérit ovat vesiliukoisia. (Naukkarinen 2000: 153.)

Kudosten rakenteita paikallistetaan histokemiallisten vérjaysmenetelmien avulla ja ne
tendd&n mikroskoopilla havaittaviks. (Myhre 1993: 200). Néaytteet varj&t&dn
tekniikoilla, jotka perustuvat tunnettuihin kemiallisiin reaktioihin. Varjéystekniikoiden
avulla voidaan osoittaa kudoksen tai solun osia tai solun tuottamia aineita Téllaisia
aineita ovat entsyymit, kollageenit, pigmentit ja hiilihydraatit. (Huhta-Kallio 1995: 24.)
Parefiinileikkeiden vérjd8miseen kaytettavia vériaineita tiedetdan satoja. Useimmat
variaineet valmistetaan nykyisin synteettisesti. Histologisiin vérjayksiin kaytettyjen
vérien taytyy asborpoida valoa ja sitoutua vérjattavaan kudokseen. Monet histologiset
varjdysmenetelmé on kehitetty jo 1800-luvulla tai 1900-luvun alussa. Naita
véarjaysmenetelmid on sellaisenaan tai toisenlaisina modifikaatioina kéytossa viela
2000-luvullakin. (Naukkarinen 2000: 153.) Kudosleikkeet varjataan tavallisesti ainakin

hematoksyliini-eosiini- eli HE-vérjays. (Myhre 1993: 200.)

Hematoxylon campechianum —puun ytimesta saadaan uuttamalla luonnon omaa
variainetta hematoksyliiniaa. Hematoksyliini e vérjéa kudosrakenteita, vaan sen

hapettunut muoto hemateiini. Hemateiinilla on huono sitoutumiskyky kudokseen, joten



sitovana aineena eli mordanttina k&ytetddn alumiinin, raudan tai wolframin suoloja.
Mortantin lisayksen jalkeen hemateiini toimii eméksend  Mordantin puututtuessa
hematoksyliini varjéa erilaisia mineraalgja, kuten kalsiumia, rautaa, lyijya ja kuparia.
(Naukkarinen 2000: 153.) Koska hapettuminen on jatkuvaa ja hemateiini sakkautuvaa,
on kemiallisesti hapetetun hematoksyliinin kayttoika rajallinen. ( Helin - Naukkarinen -
Rantala 1998: 75)

Kudosnaytteen mikroskooppisessa tutkimuksessa on tarkoitus saada kasitys naytteen
yleisrakenteesta eli morfologiasta. Kudoskomponentit varjaytyvéa HE-vérjayksessa
niiden happamuuteen/eméaksisyyteen perustuen. Hematoksyliini vérjga happamia
kudososia sinisiksi, kuten nukleiinihappoja, siksi se on hyva tumavari. (Naukkarinen
2000: 153-154.)

Eméaksisiin ryhmiin (esimerkiksi proteinien histidiini, lysiini ja arginiini) sitoutunut
eosiini on hapan ksantiinivari, jokatunkeutuu hyvin tiheisiin (esimerkiksi punasolut) ja
[6yhiin (essimerkiksi kollageeni) kudosrakenteisiin varjéten ndma punaisen eri savyilla
Eosiniaon saatavilla seké vesiliukoisena (Eosin Y) etta alkoholiliukoisena (Eosin S),
josta ensin mainittu on tavallisin hematoksyliinin vastavéari. Vedella ta miedolla
eméksella tehty differentointi méarda varille lopullisen sdvyn. Véri haihtuu hitaasti
tineigta rakenteista, ja tata k&ytetédn hyvdkss mm. eosinofiilien identifiointiin.
Vérjayksen jalkeen vesi poistetaan leikkeistéd nousevassa alkoholisarjassa, useimmiten
etanolilla  Alkoholi poistetaan ksyleenilld, jolloin leike kirkastuu valoa hyvin
lgpdisevéksi. Lopuks liimataan peitinlasi  leikkeen péélle ksyleeniliukoisella
peitinaineella. Peiteaineen kovetuttua leike on valmis mikroskopoitavaksi. ( Helin -
Naukkarinen - Rantala 1998: 76-77.)

2.6 Immunohistokemialliset varjaykset

I mmunohistokemialliset varjdykset on luokiteltu erikoistutkimuksiin, joilla on tarkea
asema kliinisessa patologiassa kasvainten luokittelussa ja tunnistamisessa. Vérjayksissa
osoitetaan tutkittavassa kudoksessa olevia valkuaisaineita (antigeeni) niita vastaan
tuotetuilla vasta-aineilla (antibody), jotka ovat joko poly- tai monoklonaasia. Kaytetyt
vasta-aineet ovat yleisesti joko 1gG- luokkaa, joskus myds IgM-luokkaa. Polyklonaalisa
vasta-aineita voidaan tuottaa ruiskuttamalla puhdasta immunogeenista antigeenia koe-

elameen (esim. kani, vuohi, sika, ja hevonen), jota vastaan eldmessa muodostuu vasta-



ainetta.  Monoklonaalisia  vastaraineita  tuotetaan  soluviljelmélla  kayttden
hybridomatekniikka, jossa koeldmen (hiiren) plasmasolut ja neoplastiset
myeloomasolut yhdistetdan (Naukkarinen 2005: 4-5). Taldin vasta-aine muodostuu
vain tiettya valkuaisaineen osaa eli epitooppia kohtaan. |mmunohistokemiassa antigeeni
visualisoidaan jonkin merkkiaineen avulla, joka voi vérjdystekniikasta riippuen olla
mm. fluoresoiva tai kromogeeninen (Huhta-Kallio 1995: 24.)

Diagnostisessa patologiassa kaytetéén vasta-aineita, joilla paikannetaan eri solutyypeille
ominaisia rakenneproteiingja (mm. tukiranka ja pintaproteiinit), eriteproteiingja (mm.
hormonit) ta solujen informaation siirtoon kayttdmid proteiingja (mm.reseptorit).
(Laasonen - Rantala. 2000: 148.) Tavallismpia vasta-aineisiin liitettyja (konjugoituja)
molekyyleja ovat erilaiset fluorokromit, entsyymit ja biotiini. Varsinaisia merkkiaineita
ovat fluorokromit ja entsyymit. Ligandina voidaan kayttda esim. biotiinia, jonka
sitoutumista avidiiniin  kaytetddn hyvaksi merkkiaineiden liittdmisessa vasta-
aineantigeenireaktion yhteyteen (Naukkarinen - von Boguslawsky1998: 135.). Nykyisin
suositeltavaa on kayttda polymeeripohjaisia detektiomentelmid, joissa vasta-aineeseen
sitoutuneeseen polymeerirunkoon on konjugoitu entsyymimolekyyleja (Dabbs 2006:
13).

2.6.1 Immunohistokemialliset vérjaysmenetelmét

Formaliinifiksaatiossa muodostuvat ristisidokset peittéavat antigeeniepitooppeja aleen.
Ennen kuin immunohistokemiallisia vérjayksia voidaan suorittaa, on antigeenit
paljastettava esikasittelemala naytteet joko entsymaattisesti tai korkeaa lampétilaa
hyvéksikayttéen. Entsyymikasittelyssa ristisidoksia poistetaan erilaisilla proteaaseilla.
Korkean lampotilan menetelmissa esikasittelyliuos kuumennetaan kiehuvaksi. Yleensa
kuumennus tehdaén mikroaaltouunilla. Esikasittelyliuoksia on olemassa useita ja niista
suosituimpia ovat sitraattipuskuri (pH 6,0) ja TrisEDTA (pH 9,0) (Naukkarinen
2005:17). Pdjastettavaks haluttava antigeeni méardd sen, mitd esikasittelyliuosta
kéytetédn ja mink&laisen pH:n se vaatii. Alkalinen esikasittelyliuos sopii useimmille
epitoopeille.  Mikroaatouunitekniikka perustuu sekd l&mmon ja  puskurin
yhtelsvaikutukseen ettd elektromagneettisten aaltojen aikaan saamaan molekyylien
varausten uudelleen jakautumiseen. (Laasonen ym. 2000:151; Miller 2002: 430-431,
439; Naukkarinen ym.1998:151.)



Antigeenien paikannuksessa kaytetéén padasialisesti 5 erilaista tekniikkaa (Dabbs
2006:8-14). Suorassa menetelmassd merkkiaine on yhdistetty antigeenispesifiseen
primaarivasta-aineeseen. Menetelma on nopea, mutta koska se on varsin epaherkkd, sita
kaytetddn vain  jadleikkeiden immunofluoresenssitutkimuksiin.  Konjugoitujen
primaarivasta-aineiden lagja kayttd on kallista ja myds epakaytannollistd. ( Laasonen
ym. 2000: 149.)

Epasuorassa menetelméssa kudosleikettéa inkuboidaan  ensin  leimaamattomassa
primaarivasta-aineessa. Merkkiaineella leimattu sekundaarivasta-aine on  toisena
kerroksena, jonka primaarivasta-aine on spesifi antigeeni. Entsyymi  osoitetaan
subsraatin ja kromogeenin avulla kolmannessa vaiheessa. Koska useita sekundaarivasta-
ainemolekyylgjd voi yhdistyd primaarivasta-aineen eri epitooppeihin, on epasuora
menetelméa suoraa herkempi. (Laasonen ym. 2000: 149; Naukkarinen ym. 1998: 144.)

Entsyymi- antientsyymimenetelmassa entsyymi (yleensa peroksidaasi tai alkalinen
fosfataas) on liittynyt vasta-aineeseen antigeeni-vasta-ainereaktiolla entsyymi-
antientsyymimenetelmassa.  Kolmesta peroksidaasientsyymistd ja kahdesta vasta
ainemolekyylista muotoutuu stabiili peroksidaasi-antiperoksidaasi- eli PAP-kompleksi.
Jos puolestaan kaytetddn akaalinen fosfataasi-antialkalinen fostaasiakompleksia, niin
silloin kompleks muodostuu kahdesta entsyymista ja yhdestd vasta-ainemolekyylista
(APAAP-kompleksi). Véarjays on kummassakin tavassa nelivaiheinen. Ensimméinen
inkubointi  tapahtuu  leimaamattomassa  primaarivasta-aineessa ja  toinen
leilmaamattomassa  sekundaarivasta-aineessa.  Leikettd inkuboidaan  entsyymi-
antientsyymikompleksissa kolmannessa vaiheessa ja entsyymi osoitetaan substraatti-
kromogeenireaktiolla neljdnnessd vaiheessa. Jotta sekundaarivasta-aine liittéa
primaarivasta-aineen ja entsyymikompleksi vasta-aineen yhteen, on ne oltava samasta
elanlgjista. (Naukkarinen ym. 1998: 145.)

Leimattu avidiini-biotiinimenetelma (LAB) ja avidiini-biotiinikompleksimenetelma
(ABC) ovat vyleisesti kéytossa olevat vaihtoehdot avidiini-biotiinimenetelméssa
LAB:ssa merkkiaine on liitetty avidiiniin. ABC:ssa avidiini, merkkiaine ja biotiini

muodostavat kompleksin, jossa entsyymi on kiinnittyneena biotiiniin ja biotiini



avidiiniin. Biotiinia sitovia vapaita kohtia, joilla kompleksi kiinnittyy biotinyloituun
sekundaarivasta-aineeseen, on avidiinissa.  Avidiini  sitoutuu  biotinyloituun
sekundaarivasta-aineeseen molemmissa menetelmissa. (Naukkarinen ym. 1998: 146.)
On kuitenkin muistettava, ettd joissakin kudoksissa on luonnostaan biotiinia, jonka
esintulo lisdantyy esikasittelyssa ja ndkyy mikroskoopissa ikévana taustana ja vaérana
positiivisuutena (Dabbs 2006:32).

Nykydan on kaytdssa paljon myos paljon erilaisia polymeeridetektiomenetemid, joissa
vasta-aineet ja entsyymit on liitetty polymeerirunkoihin. Polymeerirunkojen pituuden
ansiosta niihin voidaan liittéd useita vasta-aine- ja entsyymirakenteita, joiden avulla
detektiomenetelma saadaan herkéksi. Polymeeritekniikkoja kaytettéessi pdastéan eroon
endogeenisen biotiiin aiheuttamista ongelmista (Naukkarinen 2005:22, Dabbs 2006:32).

Merkkiaineena kaytetyn entsyymin osoitusreaktio tehdaan kaikissa
immunohistokemiallissa vérjaysmenetelmissi viimeisena vaiheena. Kudosrakenteiden
tarkastelua helpottaa, kun naytteet lopuksi vastavérjdtéan tumavérilla (yleensa
hematoksyliini).  Sopivilla  suodattimilla saadaan  ndkymaén  fluorokromit
fluoresenssimikroskoopissa. Jos tumavéria kaytetéan fluoresenssimikroskopoitaessa, on
se fluoresoitava samalla herdteaaltopituudella kuin merkkiaine. (Laasonen ym. 2000:
150.)

Taustavéarjdytyminen vaikeuttaa ndytteiden tulkintaa ja sen voi aiheuttaa monet eri
tekijat. Taustavarjdytymista aiheuttavat selvien menetelmavirheiden lisaksi kudoksen
puristuminen tai kuivuminen ennen vérjaysta, autolyysi, nekroottiset alueet leikkeessa
seka epétaydellinen fiksaatio. Vasta-aineet ja epitoopit voivat myods ristireagoida.
Kudosten oma ns. endogeeninen peroksidaasiaktiivisuus haittaa peroksidaasin kayttoa
joissakin kudoksissa, koska se antaa samanlaisen sakan kuin merkkiaineen kaytetty
entsyymi. Peroksidaasiaktiivisuutta (mm. punasolujen hemoglobiini) on kaikissa
hemoproteiineissa. Y leensa peroksidaasiaktiivisuus on vaimennettavissa, mutta el aina.
On vaikea etukdteen varautua proteiinien valisiin reaktioihin, jotka usein johtuvat
epaspesifisestd  taustavérjaytymisesté.  Kudoskésittelyt (fiksointi  ja prosessointi)
kasvattavat  protelinien valistd ja vérjdysta haittaavaa  vuorovaikutusta



Esikasittelymenetelmét voivat saada aikaan taustan varjaytymista ja vaaria positiivisia
tuloksia. (Laasonen ym. 2000: 151 - 152.)

Joka vérjdyserdn yhteydessd on pidettava mukana kontrolleja, joilla varmistetaan
immunohistokemillisten varjaysten spesifisyys. Kaksoisvarjayksissa on oltava kahdet
kontrollit. Kaupallisesti saatavilla olevat, varjdyksissd kaytettdvédt e-immunologiset
reagenssit ovat korkealaatuisia. Reagenssiliuoksia tehdessd on syytd kontrolloida
laitteet (vaaka, pH-mittari, automaattipipetit) ja liuospitoisuudet. (Naukkarinen ym.
1998: 153.)

2.6.2 Immunohistokemiassa kaytettyja vasta-aineita

CD10 on yksiketjuinen solun pinnalla oleva glykoproteiini, joka painaa n. 100kDa.
CD10 kutsutaan myds nimella CALLA (common acute lymphoblastic leukemia
antigen). CD10 antigeenia esiintyy normaaleiden ja neoplastisten solujen pinnalla
CD10 ilmentyy suurimmassa osassa lymfoblastisia leukemioita/lymfoomia,
follikulaarisissa lymfoomissa seka Burkittin lymfoomassa. Muissa kuin
veritautineoplasioissa CD10 ilmentyy mm. munuaissolusarkoomissa. (Ellis 2002: 520;
Vision Biosystems.)

CD20 antigeeni on solumembraanilla sijaitseva proteiini, joka on hyvin spesifinen B-
soluille. Se osallistuu B- soluaktivaatioon ja solujen erilaistumiseen. CD20 ilmeneminen
havidd juuri ennen terminaalista B- solujen erilaistumista plasmasoluiksi. CD20
antigeenia esiintyy normaaleissa ja maligneissa B-soluissa. CD20 ilmentyy
pédasiallisesti B-soluleukemioissa ja B-solulymfoomissa.  (Ellis 2002: 520; Vision
Biosystems.)

Ki-67 (MIB-1) on ihmisen tumassa oleva proteiini. Silla on takea rooli
soluproliferaatiossa eli solun jakautumisessa. Ki-67 ilmentyy kaikissa muissa solusyklin
vaiheissa (G1, S, G2 ja mitoosi), paitsi solujen Iepovaiheessa (GO). Ki-67 esiintyminen
pahanlaatuisissa kasvaimissa liittyy taudin aggressiiviseen kulkuun. (Ellis 2002: 522;
Vision Biosystems.)



Sykliini-D1 on 36kD painava tumaproteiini, joka kuuluu suureen sykliiniperheeseen.
Sykliineilld on keskeinen rooli solusyklinséételyssa. Sykliini-D1 -vérjaysta kaytetaén
erityisesti  manttelisolulymfoomien  diagnosointiin.  (Ellis 2002: 522; Vision
Biosystems.)

ER eli estrogeenireseptori kuuluu steroidireseptoriperheeseen. Se ilmentyy solujen
tumissa. ER vdlittda eri kudoksissa essmerkiks rintarauhasessa sukupuolihormonien
sédtelytoimintoja kuten solun kasvua ja erilaissumista ER ilmentyy n.60%
rintasyopétapauksista. (Krenacs - Bagdi - Krenacs 2002: 508; Vision Biosystems.)

p53- geeni on tuumorisupressorigeeni, joka sijaitsee kromosomissa 17. p53 proteiini
liittyy vahvasti syopien syntymiseen. Sitoutumalla DNA:han normaali p53 séételee
solun kasvua ja jakautumista. DNA-vaurion yhteydessd p53 estéd solusyklia
etenemastd, kunnes vaurio DNA:ssa on saatu korjattua. Niissa tapauksissa, joissa DNA-
vaurion korjaaminen e onnistu, p53 gaa solun apoptoosiin. (Krenacs ym. 2002: 505;
Vision Biosystems.)

C-ebB-2 (HER2) on solukalvolla esiintyva onkoproteiini, painoltaan 190kD.
Kasvutekijareseptori  c-ebB-2  runsasta  ediintymisd havaitaan  monissa
syOpédkasvaimissa solujen pinnalla. C-erbB-2 geenimonisumaa tavataan n.15-20%
rintasyovissa. (Krenacs ym. 2002: 504; Vision Biosystems.)

Kromograniini-A on kalsiumia sitova glykoproteiini, jonka paino on 68kD. Sita esiintyy
neurosekretorisissa granuloissa kaikissa neuroendokriinisissa soluissa ja neuroneissa
Kromograniini-A:ta 10ytyy suuresta osasta epiteliaalisista neuroendokriinisista
tuumoreista, esimerkiksi paratyroideatuumoreista, haiman saarekesolutuumoreista seka
medullaarisesta  kilpirauhaskarsinoomasta.  (Krenacs ym. 2002: 502; Vision
Biosystems.)

3 AIKAISEMMAT TUTKIMUKSET



Mikroaaltouunitekniikan kayttoa seka fiksointiin ettéd kudosprosessointiin patologian
laboratorioissa on tutkittu paljon ja tulokset ovat olleet hyvia Willis ja Minshew
("Microwave Technology in the Histologic Laboratory”) vertailivat perinteista
kudosprosessointia mikroaaltouuniprosessointiin. Tuloksista ilmeni, etta morfologia ja
immunohistokemialliset varjaykset olivat samanlaisia molemmilla tekniikoilla. (Willis
ym. 2002: 2.) Boon ja Kok ("Formaldehyde fixation and microwave irradiation”)
tutkivat erilaisia fiksointilampotiloja. He kokeilivat 50, 55 ja 65 asteen lampdtiloja, ja
eivat havainneet niissi valomikroskooppisia eroja. (Boon ym. 1987: 71 - 72.) Leong ja
Duncis ("Antigen preservation in microwave-irridiated tissues. a comparison with
formaldehydefixation”) tulivat tutkimuksessaan siihen tulokseen ettd 62 asteen
lampotila sailytti kudosantigeenit parhaimmin, vaikka morfologia séilyikin hiukan
paremmin korkeammissa lampotiloissa (Leong 1994: 8 — 9). Yli 65 asteen lampétila
aiheuttaa muutoksia, jotka vaikeuttavat valomikroskooppista tarkastelua, esimerkiksi
vakuolisaatiota, sytoplasman ylivarjaytymista seka pyknoottisia tumia (Hopwood 2002:
66).

4 TUTKIMUSONGELMA

Mikroaaltouunin kayttd patologian laboratoriossa lisddntyy koko gan ja Patologian
keskuslaboratorioon ollaan hankkimassa uutta automaattista
mikroaaltokudosprosessoria. Uuden laitteen kayttdonoton myotéd vois mahdollisesti
ottaa k&yttoon laitteelle sopivia uusia kiinnitysaineita ja -tapoja. Formaliinilla on
fiksoitu mikroaaltouunissa ja huoneenlammadssa ennenkin, mutta
isopropyylialkoholipohjaista fiksaatioainetta (J.F.C) el ole akaisemmin kokeiltu.
Haluaisimme kokeilla voisiko JF.C:td kayttda mikroaaltouunimenetelméssa myos
fiksaatioaineena, koska sita  kuitenkin kaytetédn  dehydraatioliuoksena
mikroaaltouunikudosprosessoinnissa.  Pikamenetelmia halutaan  kehittdd  myds
patologian laboratorioissa, ja jos mikroaatouunifiksaatio ja -kudosprosessointi
otettaisiin rutiinikayttoon, vastauksen saaminen nopeutuisi huomattavasti.

1. Mill& tavoin formaliinilla ja J.F.C:lla mikroaaltouunissa fiksoidut kudokset eroavat
toisistaan HE-vérjayksen perusteella?



2. Miten ns. pikakasitelty ndyte eroaa perinteisella tavalla kasitellysta naytteesta
leikkautuvuuden ja HE-vérjayksen perusteella arvioituna?

3. Miten pikakésitelty tuumorindyte eroaa perinteiselld menetelmalla késitellysta
tuumorinaytteestd kudoksille tyypillisen immunohistokemiallisten  vérjysten

perusteella arvioituna?

5 TUTKIMUKSEN SUORITUS

Tutkimuksen empiirinen osuus suoritettiin Patologian keskuslaboratoriossa 22.1.2007-
27.2.2007 véalisena aikana.

5.1 Naytemateriaali

Kerdsimme tuorendytteita tutkimuksen empiirisen osuuden suorittamisen agan ja
saimme kerdttya yhteensd 50 néytetta joista 14 oli tuumorikudosta. (Taulukko 3.)
Naytemateriaali koostui Patologian keskuslaboratorion tuorepuolelle tulleista naytteista,
joista ei tarvittu diagnostiseen kayttoon kokonaista kudospalaa. Tutkimuksen materiaali
sisdls useaa eri kudosta, koska tuorenaytteita oli vaikea saada. N&in saimme otoskoon
niin suureksi kuin mahdollista. 1sot kudospalat kaytimme kokonaan, jolloin saimme
yhdesta palasta monta naytetta.

TAULUKKO 3. Tutkimuksen ndytemateriaali.
KUDOS NAYTEMAARA
Rinta
Virtsarakko
Perna
Perasuoli
Paksusuoli
Kitarisa
Kilpirauhanen
Mahalaukku
Keuhko
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5.2 Néytteiden fiksaatio ja kudosprosessointi

Leikasimme néytteistd kolme 3x5x10mm kokoista palaa, jotka jaoimme kolmeen eri
kasettiin. (Liite 1.) Kasetteihin kirjoitettiin alkuperdinen naytenumero, kudostyyppi seka
A-, B- ta C-tunnus. Tuumorinaytteisiin liséttiin  my6s T-tunnus merkiksi
tuumorikudoksesta. A-tunnuksella merkityt kasetit fiksoitiin J.F.C:114, B-tunnuksella
merkityt ~ fiksoitiin ~ formaliinilla.  N&m& molemmat fiksaatiot  suoritettiin
mikroaaltouunissa ja molemmat naytteet myoOs prosessoitiin mikroaaltouunissa.
Kaytimme alkuperdista ndytenumeroa, jotta kudos voitaisiin tarpeen mukaan jaljittéa.
C-tunnuksella merkityt kasetit laitettiin heti formaliiniin huoneenldmpdon fiksoitumaan.
Ne prosessoitiin vasta seuraavana padivana perinteisella yon yli -menetelmalla Leica
ASB 300 -kudoskésittelyautomaatilla.

RHS-1 -laitteella tehtdvan mikroaaltouunifiksaation aoitimme J.F.C-liuoksella A-
tunnuksella merkityt kasetit laitettiin J.F.C:hen, ja kéynnistettiin 25 minuuttia kestava
fiksaatio-ohjelma. B:ll& merkityt kasetit laitettiin valmiiksi formaliiniin odottamaan
omaa fiksaatiovuoroaan. Nan saimme vakioitua fiksaatiogjat, koska J.F.C:lla fiksoidut
ndytteet puolestaan odottivat omassa liuoksessaan sen aikaa kun formaliinifiksaatio oli
kaynnissa. Kun fiksaatiot oli tehty, laitettiin kaikki kasetit J.F.C-liuokseen ja aloitettiin
kudosprosessointi RHS-1 -laitteella. Ensimméinen vaihe kesti 35 minuuttia, jonka
aikana tapahtui dehydraatio ja kirkastus J.F.C-reagenssilla. Sen jalkeen kasetit siirrettiin
tyhjdén astiaan ja kaynnigtettiin 1 min 30 sek kestéava, vakuumitilassa tapahtuva
kuivausohjelma. Kuivauksen jalkeen kasetit siirrettiin sulaan parafiiniin ja kaynnistettiin
42 minuuttia kestava kudosprosessoinnin viimeinen vahe, jossa parafiini imeytyi

naytteisiin vakuumin avulla.

5.3 Néytteiden leikkaaminen mikrotomilla ja HE-vérjays



Prosessoinnin loputtua ndytteet valettiin parafiiniin. Jokaisesta ndyteblokista (yhteensa
150 blokkia) leikattiin mikrotomilla yksi lasi HE-vérjaysta varten ja tuumorindytteista
lisdksi immunohistokemiallisia vérjayksid varten kaksi lasia Leikkautuvuuden
arviointia varten kokenut laboratoriohoitaja leikkasi mikrotomilla 39 lasia ja itse
lelkkasimme loput 111 lasia. HE-vérj&ys suoritettiin Sakura Tissue-Tek® TRS™-2000 -
vérjaysautomaatilla. Rehydroinnin jalkeen automaatti vérjasi ndytteet hematoksyliinilla
(Liite 2.) Valitsmme HE-varjayksen, koska se on patologian perusvéarjays ja sita saa

yleiskuvan kudoksen morfologiasta.

5.4 Naytteiden immunohistokemialliset varjaykset

Tuumorinaytteistd teimme myos immunohistokemiallisia vérjayksig jotta namme
miten vadtaanevarjdykset toimivat eri  tavoilla kasitellyissa  naytteissa
Immunohistokemiallisia vérjayksia varten ndytteet valittiin HE-vérjdyksen perusteella
niin, etta ndytteet sisdlsivéat varmasti tuumorikudosta. Otimme selvad, mitd vérjayksia
patologi oli ndistd tuumorinaytteistd pyytanyt ja mitéd tuloksia ne olivat antaneet.
Valitssmme niista tyohomme positiivisia tuloksa antaneita varjdyksia ja vertailun

vuoksi otimme mukaan myds muutaman vérjdyksen, joistaoli tullut negatiivinen tulos.

Ennen immunohistokemiallisten véarjéysten suorittamista laseja pidettiin yon vyli
lampokaapissa (+37°C), jonka jalkeen suoritettiin parafiinin poisto Tissue-Tek®
DRS™2000 vérjaysautomaatilla. Naytteet rehydroitiin laskevalla alkoholisarjalla.
Immunohistokemiallisista vérjayksistd teimme CD20-, CD10-, Chromogranin-A-,
Cyclin D-1-, p53-, C-erbB2-, ER- ja MIB-1 —varjaykset. Esikasittelyliuoksena naissé
varjayksissa oli puskuriliuos, joka sisélsi 10mM TrissHCL:& ja 1mM EDTA-puskuria
(pH 9). Lasit laitettiin puskuriin ja niita keitettiin mikroaaltouunissa (teho 900 wattia) 2
X 7 ja 2 x 5 minuuttia, jonka jadkeen niiden annettiin jaghtya huoneenlammossa 20
minuuttia Lasien jadhdyttyd ne huuhdeltiin esikasittelyliuoksen poistamiseksi PBS-
liuoksella 2 x 10 minuuttia. Itse vérjays suoritettiin Labvision-vérjaysautomaatilla

ChemMate Envision-detektiomenetelmala (Kuvio 3.) Menetelméassa peroksidaasi



reagoi DAB-reagenssin kanssa, jolloin muodostui ruskea sakka. Jos kudoksessa oli
antigeeni, johon kaytettava vasta-aine voi tarttua, positiivisuus nakyi ruskeana varina.
Ennen vérjaystd vasta-aineet piti laimentaa ja automaattiin ohjelmoida halutut
varjdykset. Vasta-aineiden valmistaja oli etukdeen mééritellyt, kuinka laimeina
pitoisuuksina vasta-aineita voidaan kayttéa ja automaatti laski kuinka paljon mitdkin
laimennosta tarvittiin. Naiden perusteella laimensimme vasta-aineet ja lisdssimme ne
automaattiin. Varjayksen loputtua tumat vaérjéttiin késin Mayerin hematoksyliinilla
(nopea kasto) jatehtiin dehydrointi ja lasien peittely.

Peroksidaas

Polymeeriketju

Sekundaari vasta-aine

Primaari vasta-aine

Kudoksen antigeeni

KUVIO 3. Chem Mate Envision detektiomenetelmd (Kammerer - Kapp - Gassel -
Richter - Tank - Dietl - Ruck 2001: 623-630. Artikkelista modifioinut M. Kero 2006).

5.5 Naytteiden arviointi

Olimme tehneet jokaiselle arviointikohteelle oman taulukon, jossa nékyi ndytenumero,
kudostyyppi sekd& A-, B- ta C-tunnus merkkind naytteen kasittelytavasta
Tutkimustuloksia tydssamme arvioi kaks patologia, joista toinen katsoi HE-vérjatyt
lasit ja toinen immunohistokemiallisesti vérjétyt lasit. Leikkautuvuutta arvioi kokenut
laboratoriohoitgja. Olimme itse mukana, kun néytteitd arvioitiin. Nan pystyimme
tekem&an muistiinpanoja, jos ndytteista oli jotain huomautettavaa.

Tybssamme arvioinnin kohteina olivat kudoksen leikkautuvuus mikrotomilla seka
erilaisten kasittelytapojen vaikutus kudoksen morfologiaan HE-varjdyksen perusteella

arvioituna. Immunohistokemiallisten varjdysten avulla arvioitiin vaikuttaako erilainen



fiksaatioaine ja mikroaaltouunikasittely vasta-ainevarjdysten onnistumiseen. Tulosten
tulkinnassa on otettava huomioon, etté olimme itse tehneet kaikki histologisen prosessin
vaiheet, eivétka leikkeet olleet kokemattomuutemme takia riittavan tasalaatuisia.

Leikkautuvuuden arvioinnissa laboratoriohoitgja arvioi leikkaamansa blokit asteikolla
1-2 (1=hyva, 2=huono). Han e tiennyt miten naytteet olivat kasitelty. Huonosti
leikkautuva nayte oli joko liian kova tai lilan pehmed, jolloin siitd on vaikea saada
tasaisia leikkeitd objektilasille.

Patologi arvioi naytteen kasittelyn (fiksaatio ja kudosprosessointi) onnistumista HE-
varjdyksen avulla. HE-vérjayksestd arvioitiin miten naytteiden erilaiset kasittelytavat
vakuttavat kudoksen morfologiaan. Patologi katsoi lasit tietaméttd, miten ne olivat
kasitelty. Arvioinnissa kiinnitettiin huomiota erityisesti siihen, onko nayte fiksoitunut
kunnolla ja miten kudoksen rakenteet ovat sdilyneet prosessoinnin aikana. Naytteitd
arvioitiin asteikolla 1-3 (1=hyva, 2=kohtalainen ja 3=huono). (Taulukko 4.)

TAULUKKO 4. Naytteiden arviointi HE-vérjdyksen perusteella.

HYVA (1) Naytteen kasittely onnistunut taydellisesti,
jolloin morfologia erottuu selkeasti.

KOHTALAINEN (2) Naytteen késittely onnistunut, mutta
morfologiassa hieman epéselvyytta.

HUONO (3) Naytteen kasittely epdonnistunut, jolloin
kudosrakenteet elvét erotu selkeasti.

Immunohistokemiallisiin vérjayksiin valittiin HE-vérjayksen perusteella 6 naytettd ja
jokaisesta naytteesta tehtin 1 - 3 erilasta vérjaystd Patologi arvioi
immunohistokemiallisesti vérjétyt lasit asteikolla negatiivinen (-), heikko postiivinen
(+) ja vahva positiivinen (++). Han el tiennyt miten naytteet olivat kasitelty eikd mita
tuloksia varjaykset olivat antaneet alkuperéisista naytteista.

6 TUTKIMUSTULOKSET



Naytteista arvioitiin ensin leikkautuvuus. Laboratoriohoitaja lelkkasi yhteensd 39
nayteblokkia ja arvioi leikkaamansa blokit asteikolla 1-2 (1=hyv&, 2=huono). Naytteista
37 leikkautui hyvin ja vain kaksi naytetté leikkautui huonosti. (Kuvio 4.) Ne molemmat
olivat samaa kudosta ja ne olivat prosessoitu sekd fiksoitu formaliinilla
mikroaaltouunissa. (Liite 3.)
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KUVIO 4. Leikkautuvuuden arviointi eritavoilla kasitellyille naytteille.

Taméan tutkimuksen perusteella voidaan péételld, ettd fiksaatioaineella ja kudoksen
kasittelytavalla el nayttais olevan vaikutusta kudoksen leikkautuvuuteen mikrotomilla
Leikkautuvuudesta el pystynyt laskemaan korrelaatiokerrointa, koska tulokset olivat
samanlaisia.

HE-vérjéttyja lasgja arvioitiin asteikolla 1-3 (1=hyva, 2=kohtalainen, 3=huono). Nelja
naytetta jouduttiin hylkd8maan, koska leikkeet olivat niin huonolaatuisia ettei niita
pystynyt arvioimaan. (Liite 4.) Tuloksista voidaan kuitenkin péétella, etta
formaliinifiksaatio huoneenlammossa seka perinteinen yon yli -kudosprosessointi on
paras menetelma. (Kuvio 5.) Mikroaaltouunissa formaliinilla fiksoitu ja késitelty nayte
on léhes verrattavissa perinteiseen menetelmadn. (Kuvio 6.) Nadissa molemmissa
kasittelytavoissa kudokset olivat fiksoituneet kokonaan ja kudosrakenteet erottuivat
vahintdankin kohtalaisesti. J.F.C-fiksoitu néyte poikkesi huomattavasti edellisista
(Kuvio 7.)
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KUVIO 5. Perinteisesti formaliinifiksoitujen ja yon yli -kudosprosessoitujen
naytteiden arviointi HE-varjayksen perusteella.
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KUVIO 6. Formaliinilla mikroaaltouunissa fiksoitujen ja kudosprosessoitujen
naytteiden arviointi HE-varjayksen perusteella.
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KUVIO 7. JF.C:lla mikroaatouunissa fiksoitujen ja prosessoitujen naytteiden
arviointi HE-vérjayksen perusteella arvioituna.



Lahes kaikista J.F.C:lla fiksoiduista naytteista oli epiteeli irronnut (kuvio 8) ja viisi
naytetta oli jaényt raal aksi. Epiteelin irtoaminen vaikeuttaa huomattavasti diagnoosin
tekemistd, koska mahdollisst muutokset ndkyvéat yleensd juuri epiteelissa
Mikroaaltouunilla kasitellyt ndytteet varjdantyivat voimakkaammin kuin perinteisella
yon yli -menetelmélla kasitellyt ndytteet. (Kuviot 9, 10.) Voimakkaampi vérjaytyminen
el tuonut kudoksen eri osia tarpeeks hyvin esille, koska vérisavyja oli vaikeampi

erottaa.

Kuvioista ndhddan selvasti, ettd eri tavoilla kasitdlyt néytteet eivét ole riippuvaisia
toisistaan.  Varmistimme asian laskemalla HE-varjétyille laseille Spearmanin
jarjestyskorrelaatiokertoimet, jotka olivat 0,3; 0,07 ja 0,59. Korrelaatio naytteiden
valilla oli heikko ja riippuvuudet eivét olleet tilastollisesti merkitsevia. Testi vahvistaa

sen, ettei tulosten valill& ole riippuvuutta.

KUVIO 8. JR.Cila KUVIO 9. Formaliinilla
mikroaaltouunissa fiksoitu nayte, mikroaaltouunissa fiksoitu nayte,

kudospala rinnasta. kudospala mahalaukusta.



KUVIO 10. Formaliinilla
huoneenlammaossa fiksoitu nayte,
kudospala mahalaukusta.

Immunohistokemiallisiin varjayksiin tapauksia tuli yhteensi 12, joista kaks hyléttiin
huonojen  leikkeiden  takia.  (Liite 5) Kun ndytteet oli  arvioitu
positiivisuuden/negatiivisuuden mukaan, vertasmme tuloksia akuperéisiin
varjaystuloksiin. Ainoastaan yhden néytteen kaks kasittelytapaa poikkes alkuperédisista
tuloksista. (Kuvio 11) Laskimme  tuloksista  myds Spearmanin
jarjestyskorrelaatiokertoimet, jotka olivat kaikkien naytteiden valilla 0,896. Korrelaatio
naytteiden valilla oli vahva, joten tuloksia voidaan pitéa tilastollisesti merkitsevina
Testin mukaan tulosten valilla on siis vahva riippuvuus. Tuloksista voidaan péétella etta
fiksaatioaineella ja naytteen kasittelytavalla el nayttdisi olevan vaikutusta

immunohistokemiallisten varjysten onnistumiseen.
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KUVIO 11. Immuhistokemiallisten varjaysten tulokset verrattuna aiempiin tuloksiin.

7 JOHTOPAATOKSET JA POHDINTA

Taméan tutkimuksen perusteella mikroaaltouuni nayttéiss olevan hyvd menetelma
nopeuttaa histologisen naytteen kasittelya. Formaliinilla mikroaaltouunissa fiksoidut ja
sen jadkeen mikroaaltouunissa kudosprosessoidut néytteet olivat |&hes verrattavissa
perinteiseen menetelmaan. Vaikka tulokset olivat usein kohtalaisia, ne olivat kuitenkin
[ahempand hyvda kuin huonoa. Mikroaatouunin  kayttoa fiksaatiossa ja
kudosprosessoinnissa on tutkittu aikaisemminkin ja tulokset ovat olleet lupaavia. Tama
tutkimus e muuttanut gatusta ditd, etta mikroaaltouunin voisi ottaa myos
rutiinikayttéon nopeuttamaan vastauksen saamista patologian laboratoriosta.

Mikroaaltouunitekniikka on uusi menetelmé ja parhaan tuloksen saamiseksi tarvittaisiin
enemman tietoa mikroaaltouunin soveltuvuudesta eri kudoksille. Tutkimus olisi
luotettavampi, jos kokeiltaisiin mikroaaltouunin sopivuutta vain yhdelle kudostyypille
kerrallaan, koska aineiden imeytymisessa eri kudoksiin on eroja. Koska tutkimuksen
empiirisen osuuden aika oli lyhyt ja ndytteita oli saatavilla niukasti, saimme otoskokoa
suuremmaks kayttamalla useita eri kudoksia. Tutkimustuloksia voidaan kuitenkin pitéa

suuntaa antavina.



Tutkimuksemme perusteella fiksaatioaineella ja kudoskasittelytavalla ei nayttéisi olevan
vaikutusta kudoksen leikkautuvuuteen mikrotomilla. Oletimme, etta JF.Cll& ja
formaliinilla fiksoitujen naytteiden leikkautuvuudessa olisi ollut huomattava ero, koska
gjattelimme, etta JF.C akoholipohjaisena aineena kovettaisi kudosta. Tutkimustulos
olis ollut luotettavampi, jos leikkautuvuutta olisi arvioinut useampi kuin yksi
laboratoriohoitgja ja leikattavia blokkeja olisi ollut enemman. Koska vain kaksi naytetta
leikkautui huonosti, niin todenndkoisesti huono leikkautuvuus johtui kudoksesta eikéa
ké&sittelytavasta, koska kaikki muut samalla tavalla kasitellyt néytteet leikkautuivat

hyvin.

HE-vérjéttyjen lasien arviointiin vaikutti leikkeiden huono tekninen laatu. Omasta
kokemattomuudestamme johtuen virheita tapahtui jo makroleikkelyssa seka
mikrotomilla leikkaamisessa. Nelja naytettd jouduttiin kokonaan hylkdamaan, koska
leikkeet olivat erittéin ryppyisia tai makroleikkelyssi pala oli leikattu vaarin, jolloin
arviointi oli mahdotonta. HE-tulosten arviointiin on saattanut vaikuttaa myos se, etta
patologit ovat tottuneet katsomaan formaliinilla fiksoituja ja yon yli prosessoituja
naytteitd, jotka ovat hieman vaaleampia kuin mikroaaltouunilla kéasitellyt. HE-varjéttyja
lasgja arvioi yksi patologi. Tulos olisi ollut luotettavampi, jos naytteita olisi arvioinut
useampi asiantuntija. HE-véarjdyksen tuloksista ndki kuitenkin selvasti, etta J.F.C ei
sovellu fiksaatioaineeksi. JF.C jatti osan kudoksista raaoiks ja todenndkoisesti sen
sisdltdma akoholi oli kutistanut kudosta, jonka seurauksena epiteeli oli irronnut.
Kaupallisia reagensseja on nyky&an saatavilla useita erilaisia ja niiden toimivuutta

fiksaatioaineina kannattaisi tutkia lis8a.

Immunohistokemiallisissa  vérjayksissd tulokset eivdt juurikaan  poikenneet
alkuperdisigta tuloksista. Meilla ei ollut kontrolleja mukana vérjayksissi, joten jos
tulokset olisivat poikenneet alkuperdisistd, emme olisi tienneet johtuuko se kudoksen
késittelytavasta vai véarjdyksen epdonnistumisesta. Tgusimme tdman asian vasta, kun
varjaykset olivat jo tehty. Tasta virheesta seka pienestéa otoskoosta johtuen tuloksia ei
voida pitéd luotettavina, vaikka saimmekin lahes samat tulokset kuin akuperdisista
naytteista

Teimme tyossdmme itse kaikki  histologisen prosessin  vaiheet. Vaikka
kokemattomuutemme nakyy tyon lopputuloksessa, piddmme sitd kuitenkin tarkeénd,

ettd teoriatietojen  lisédntyessd saimme  my6s  harjoitella  k&dentaitoja



Immunohistokemia tuli meille kaikille uutena asiana ja véarjaysten suorittaminen olisikin
vaatinut enemman harjoittdua. Jokainen ryhmamme jasen osallistui kaikkien
tyovaiheiden tekemiseen. Tutkimus olisi ollut luotettavampi, jos yksi henkild olisi
tehnyt aina yhden tydvaiheen kokonaan. Halusmme kuitenkin oman oppimisemme
kannalta osallistua jokaiseen vaiheeseen.
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LIITE?2
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Hematoksyliini-eosiini-vérjays

1) Kuivausasema
2) Ksyleeni
3) Ksyleeni
4) Absoluuttinen etanoli
5) Absoluuttinen etanoli
6) 96 % etanoli
7) 96 % etanoli
8) 50 % etanoli
9) Aqua
10) Mayerin hematoksyliini
sekuntia
11) Juokseva vesi
12) HCL -diffenroituminen
13) Juokseva vesi
14) Eosiini
15) 96 % etanoli
16) 96 % etanoli
17) Absoluuttinen etanoli
18) Absoluuttinen etanoli
19) Absoluuttinen etanoli
20) Ksyleeni
21) Ksyleeni
22) Ksyleeni

(Patologian keskuslaboratorion HE-vérjays -ohje)

5 minuuttia
4 minuuttia
4 minuuttia
2 minuuttia
1 minuuttia
30 sekuntia
1 minuuttia
30 sekuntia
20 sekuntia

6 minuuttia 30

5 minuuttia
26 sekuntia
10 minuuttia

2 minuuttia

6 sekuntia
10 sekuntia
30 sekuntia
30 sekuntia
30 sekuntia
30 sekuntia
30 sekuntia
30 sekuntia



LIITE3

Leikkautuvuuden arviointi 3(5)
NAYTENUMERO KUDOS KASITTELYTAPA ARVIO HUOM.
2676 paksusuoli A 1

B 1
C 1
2532 keuhko A 1
B 1
C 1
A 1
B 1
C 1
2273 kitarisa A 1
B 1
C 1
2143 virtsarakko A 1
B 1
C 1
2130 rinta A 1
B 1
C 1
A 1
B 1
C 1
A 1
B 1
C 1
A 1
B 1
C 1
3113 keuhko A 1
B 2 kova
C 1
A 1
B 1
C 1
A 1
B 1
C 1
A 1
B 2 kova
C 1
Naytteen kasittel ytapa:

A = JF.C-fiksaatio + kudoskasittely mikroaaltouunissa
B = formaliinifiksaatio + kudoskasittely mikroaaltouunissa
C =formaliinifiksaatio huoneenlammaossa + yon yli -kudosprosessointi

Tulosten arviointiasteikko: 1 = hyva, 2 = huono



LIITE4,s1/4
HE-vérjéttyjen naytteiden arviointikaavake 4(5)

NAYTENUMERO KUDOS KASITTELYTAPA TULOS HUOM.
2532 keuhko

3113 keuhko

3108 istukka palat vaihtelee

RAAKA

2130 rinta
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2144 perna RAAKA
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HYLATTY
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huono leike
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huono leike



Naytteen kasittel ytapa:

A = JF.C-fiksaatio + kudoskasittely mikroaaltouunissa
B = formaliinifiksaatio + kudoskasittely mikroaaltouunissa

OW>r0Ow

HYLATTY huono leike
HYLATTY huono leike

3
2
2

C = formaliinifiksaatio huoneenlammadssa + yon yli -kudosprosessointi

Tulosten arviointiasteikko:

1=hyva

2 = kohtalainen

3 =huono

LIITES

I mmunohistokemiallisten varjaysten arviointi
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HUOM.
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Naytteen kasittel ytapa:

A = JF.C-fiksaatio + kudoskésittely mikroaaltouunissa
B = formaliinifiksaatio + kudoskasittely mikroaaltouunissa
C =formaliinifiksaatio huoneenlammaossa + yon yli -kudosprosessointi

Tulosten arviointiasteikko:
neg = negatiivinen

+ = heikko positiivinen
++ = vahva positiivinen

huono
leike
huono
leike
huono
leike

eriava
tulos
eriava
tulos

raaka
raaka



