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Histologiset tekniikat ovat kehittyneet paljon viimeisten vuosikymmenten aikana. Uusi-
en ja vanhojen tekniikoiden avulla voidaan saavuttaa koko ajan enemman tietoa ja ta-
man vuoksi laboratoriohenkildkunnan onnistunut koulutus on avainasemassa.
Lopputy6ni tarkoituksena oli valmistaa opetusmateriaali yleisimpien histologisten kone-
varjaysten virhelahteista helpottamaan histologisten leikkeiden tulkintaa. Opetusmate-
riaali tulee toimimaan HUSLABIn uusien tyontekijoiden seka opiskelijoiden perehdytta-
mismateriaalina sekd Metropolia ammattikorkeakoulun opiskelijoiden opetusmateriaali-
na.

Opetusmateriaalia valmistettaessa, taytyy ottaa huomioon erilaiset oppijat. Oppimistyy-
leja on yhta monta kuin oppijoitakin. Yleisimmin kdytetyista jaoista on tapa, jossa op-
pimistyylijako tehdaan tiedonsaantitavan mukaan. Tall6in puhutaan visuaalisesta, audi-
tiivisesta ja kinesteettisesta tiedonhankinnasta ja oppimistavasta. Tydssani keskityin
histologisten konevarjaysten virheldhteiden kokoamiseen opetusmateriaaliksi. Ennen
histologisia varjayksia, tutkittava kudos saatetaan sellaiseen muotoon, etta sita voidaan
tarkastella mikroskooppisesti. Prosessi sisaltaa useita erilaisia tydvaiheita, joihin liittyy
myds virheiden tapahtumisen mahdollisuus. Kayttdmani perusvarjaykset ovat hema-
toksyliini-eosiinivarjays, periodic acid Schiff-varjdys, Alcian Blue-periodic acid Schiff-
varjays, Herovici-varjdys ja Giemsa-varjays.

Opetusmateriaalin avulla useita varjaysvirheita voidaan nyt havainnollistaa paremmin.
Tulosten mukaan osa varjaysten virheldhteistd on kudosspesifisia, toisessa kudoksessa
virheldhde nakyy voimakkaammin kuin toisessa. Osa virheldhteistd on kudostyypista
riippumattomia. Leikkeet, jotka oli prosessoitu mikroaaltoja apuna kayttaneella kudos-
prosessorilla, varjaytyivat voimakkaammin. Tulosten mukaan paksumpi leike varjaytyi
selkedsti ohutta voimakkaammin. Liian paksu leike vaikeuttaa selvasti kudoksen raken-
teen ja solujen tumien rakenteiden erottamista.
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Histological techniques have been developed a lot during last decades. With new and
old techniques can be achieved more new information and that’s why it is important to
invest educating laboratory personnel. The aim of my thesis was to prepare learning
material concerning errors of most routine histological stains. HUSLAB and Metropolia
will use this learning material as a help when training their new employees and stu-

dents.

When preparing learning material, one has to take into account that people learn dif-
ferent ways. There are many ways to learn. Commonly learning styles can be divided
into three category: the visual, auditory and kinesthetic learning. In this thesis I have
gathered together the most common histological staining errors. Before histological
staining, tissue must be processed in the histology laboratory to produce microscopic
slides that are viewed under the microscope. The staining process uses a variety of
dyes that have been chosen for their ability to stain various cellular components of tis-
sues. The process from fixation to the staining includes different stages where errors
can happen. The routine stains which I used in this thesis are hematoxylin and eosin,
periodic acid Schiff, Alcian Blue periodic acid Schiff, Herovici and Giemsa staining.

According to achieved results part of the staining errors are specific for certain tissues.
In other words, part of the tissues stains more powerful than others. One can also see
wrongly coloured stains which are not dependent on type of tissue. Tissues which
were processed with a help of microwave-processor, did stain more efficiently. Also the
thickness of sectioned tissues effect on the staining result. The thick sections stain
more powerful. Because of the too many cell layers in thick section, there will be diffi-
culties to identify structures of tissue and nucleus.
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1 Johdanto

Patologia tulee kreikankielen sanoista pathos ja logos. Pathos tarkoittaa tunnetta,
kipua ja karsimysta, logos taas tarkoittaa oppia. Patologian tarkoituksena on selvit-
tda solujen, kudosten ja elinten rakenteita ja niihin kohdistuvia muutoksia erilaisissa
sairaustiloissa. Patologisissa tutkimuksissa kaytetaan erilaisia molekulaarisia, mikro-
biologisia, immunologisia ja morfologisia menetelmia ja ndiden tutkimusten avulla
voidaan auttaa potilaan hoidon suunnittelua. Peruspatologiassa sairaus voidaan ja-
kaa neljadn osaan: syy, taudin kehitysmekanismit, solujen ja elinten muutokset ja
kliiniset oireet. Perinteisesti patologia jaetaan kahteen osaan: yleiseen ja elinkohtai-

seen patologiaan (Suomen virtuaali yliopisto Solunetti. 2006).

Merkittava osa patologianlaboratorioon saapuvista ndytteista on kasvaimia ja tutkit-
tavaksi saadaan isojakin kudosresekaatteja. Histologisista naytteista tehdaan tietyt
perusvarjaykset. Tarvittaessa - lahinna tuumorin tyypitysta tai prognoosin arviointia
varten - voidaan tehda erikoistutkimuksia tai ottaa tuoreena lahetettya naytetta tal-
teen mahdollista kromosomi- tai sytomolekyyligeneettista tutkimusta varten. Nyky-
aan otetaan rutiiniluontoisesti myds runsaasti seka histologisia biopsiandytteita etta
sytologisia naytteita erilaisten tahystysten yhteydessa (HUS. 2012).

Histologiset tekniikat ovat kehittyneet paljon viimeisten vuosikymmenien aikana.
Uusien ja vanhojen tekniikoiden avulla voidaan saavuttaa enemman tietoa ja taman
vuoksi laboratoriohenkilékunnan onnistunut koulutus on tarkedssa asemassa. Lop-
putyoni tarkoituksena on valmistaa opetusmateriaali histologisten konevarjdysten
virhelahteista helpottamaan histologisten leikkeiden tulkintaa. Tydssa ei oteta kan-
taa kudosten solubiologisiin rakenteisiin. Opetusmateriaali tulee toimimaan HUSLA-
Bin uusien tydntekijdiden seka opiskelijoiden perehdyttamismateriaalina seka Met-
ropolia ammattikorkeakoulun opiskelijoiden opetusmateriaalina. Ty tehtiin HUSLA-
Bin patologian laboratoriossa, joka on yksi Euroopan suurimmista patologian dia-
gnostisista laboratorioista. Seuraavissa kappaleissa esittelen tyéhdn liittyvan teorian

seka saamani tulokset.

2 Opetumateriaali histologisten konevarjaysten virheldhteista



Opetusmateriaalia valmistettaessa, taytyy ottaa huomioon erilaiset oppijat. Oppi-
mistyyleja on yhta monta kuin oppijoitakin. Tydssani keskityin histologisten kone-
varjaysten virhelahteiden kokoamiseen opetusmateriaaliksi. Histologinen prosessi
sisaltda useita vaiheita. Ensin tutkittava kudos on saatettava sellaiseen muotoon,
ettd variaineet sitoutuvat kudokseen. Kudosleikkeen on oltava sdilyva ja mikro-
skooppisesti tarkasteltavissa. Prosessi sisaltda useita erilaisia tydvaiheita, joihin liit-
tyy myos virheiden tapahtumisen mahdollisuus. Histologisen prosessin lopputulok-
sena saavutetaan objektilasille kiinnitetty leike kudoksesta, joka on varjatty pyyde-
tylla histologisella varjdysmenetelmalla. Histologiset varjaykset perustuvat kemialli-
siin reaktioihin. Yleisimpia histologisia perusvarjayksia ovat hematoksyliini-
eosiinivarjdys, periodic acid Schiff-varjays, Alcian Blue-periodic acid Schiff-varjays,
Herovici-varjdys ja Giemsa-varjdys. Seuraavissa kappaleissa perehdyn oppimisen
erilaisiin tyyleihin ja siihen, miten olen opetusmateriaalissani ottanut huomioon eri-
laiset oppijat. Lisdksi kayn lapi histologisen prosessin kuodosten fiksoimisesta ku-
dosten prosessointiin, mikrotomiaan ja varjdysmenetelmiin. Esittelen kappaleissa
myo6s histologisten konevarjdysten virheldhteita seka kudosprosessoinnin ja leike-
paksuuden vaikutuksia histologisiin varjayksiin.

2.1 Oppimisen erilaiset tyylit

Opinnaytetyoni tehtdvana oli valmistaa opetusmateriaalia havainnollistamaan viiden
histologisen konevarjayksen yleisimpia virheldhteitd seka kudosprosessoinin ja lei-
kepaksuuden vaikutuksia histologisissa varjayksissa. Valmistettaessa opetusmateri-
aalia, on otettava huomioon erilaiset oppijat, erilaiset ihmiset oppivat asioita eri

tyyleilld. Tassa kappaleessa perehdyn oppimisen yleisimpiin tyyleihin.

Oppiminen voidaan maaritelld prosessiksi, jossa oppija muuntaa kokemuksiaan niin,
ettd hanen tiedoissaan ja taidoissaan tapahtuu muutoksia. Oppiminen on oivalta-
mista ja soveltamista ja siihen vaikuttavat oppimistyylien liséksi myds ymparistote-
kijat. Oppimistyyli on tapa, jolla kukin parhaiten oppii. Oppimistyylinsa tunnistami-
nen auttaa oppijaa oppimaan paremmin. Laajalti tunnettuja oppimistyylimalleja on
noin 80. Yleisimmin kaytetyista jaoista on tapa, jossa oppimistyylijako tehdaan tie-
donsaantitavan mukaan. Talldin puhutaan visuaalisesta, auditiivisesta ja kinesteet-
tisesta tiedonhankinnasta ja oppimistavasta. (Erilaisten oppijoiden liitto. 2013; Jy-
vaskylan yliopisto. 2013; Otala 1999:43.)



Auditiivisesti oppiva henkild oppii asioita kuuloaistinsa avulla, talléin korostuu kuu-
loaistin ja kuulemisen merkitys. Auditiivisesti oppiva kiinnittdd huomiota ymparilla
kuuluviin daniin ja keskusteluihin, joten hanen kannatta minimoida kaikki ymparilta
tuleva melu ja muut hairitsevat aanet. Kuuloaistinsa avulla oppiva voi kayttaa opis-
kelussa apuna nauhoittamista ja daninauhojen kuuntelua seka oppii sanallisten oh-
jeiden avulla. (Erilaisten oppijoiden liitto. 2013; Jyvaskylan yliopisto. 2013; Otala
1999:43.)

Kinesteettiselld oppimistyylilla tarkoitetaan tuntohavaintoon perustuvaa oppimista.
Oppimisen kannalta on tarkeaa, milta jokin asia, esine tai liike tuntuu. Kinesteetti-
sesti oppivan kannattaa tehda muistiinpanoja sivujen marginaaliin tai erillisille pa-
pereille. Kinesteettisesti oppiva hydédyntdd muistamisessa oppimistilanteessa koet-
tuja tuntemuksia ja kokemuksia. My6s havaintoesityksista on hydtya kinesteettisesti
oppivalle. (Erilaisten oppijoiden liitto. 2013; Jyvaskylan yliopisto. 2013; Otala 1999:
43.)

Visuaalisella oppimistyylilla tarkoitetaan nakéhavaintoon perustuvaa oppimista. Op-
pimisessa korostuu nakdaistin ja nakemisen merkitys. Henkild pystyy palauttamaan
mieleensa erilaisia nakdmielikuvia, joiden avulla han rakentaa uutta oppimaansa.
Henkilon kannattaa kayttdaa oppimisessaan apuna piirroksia tai erivarisia papereita.
Mindmap-tekniikka voi olla my6s hyva apuvaline. (Erilaisten oppijoiden liitto. 2013;
Jyvaskylan yliopisto. 2013; Otala 1999: 43.)

Erilaiset oppijat voidaan jakaa myos toisella tavalla, neljan erilaisen oppijatyypin
mukaan: osallistuva, tarkkaileva, paatteleva ja toteuttava oppija. Osallistuva oppija
kokee mieluisaksi tekemisen ja kokemuksellisuuden. Tallainen oppija nauttii kay-
tanndn toiminnasta, kaikesta sellaisesta mika on tehokasta ja aktivoivaa. Osallistu-
va oppija kyllastyy toimettomuuteen, yksin tydskentelyyn ja muiden jaaritteluun.
Tarkkaileva oppijatyyppi miettii, tarkkailee ja nauttii muiden katselusta. Tallainen
oppija tarvitsee omaa rauhaa ja aikaa oppimiseen. Tarkkailijalle epamieluisaa on
toimintaan hatistely ja tiukat aikataulut. Paatteleva oppijatyyppi oppii mieluiten
analyyttisyyden ja logiikan avulla. Tama oppijatyyppi nauttii selkeydesta ja ymmar-
taa abstrakteja kasitteita. Padtteleva oppijatyyppi ei pida ajan hukkaamisesta, aika-
tulujen puuttumisesta ja siitd ettei saa kyseenalaistaa. Toteuttava oppijatyyppi rat-



kaisee mielelldan ongelmia kdytanndssa. Talldinen oppijatyyppi kysyy usein: “Miten
voin soveltaa tata?”. Toteuttava oppija turhautuu liialliseen teoreettisuuteen, silla
teoreettinen oppija haluaa kiinnittda huomionsa nykyisyyteen. (Rogers 2004:37)

Yksilon oppimistyyli sisdltdaa usein ominaisuuksia useammasta edelld mainitusta op-
pimistyylista, jotkut alueet kuitenkin painottuvat toisia enemman. (Erilaisten oppi-
joiden liitto. 2013; Jyvaskylan yliopisto. 2013; Otala 1999:43.) Tassa opinnayte-
tydssa valmistamani opetusmateriaali tukee eniten visuaalista oppijaa, silld ope-
tusmateriaali sisaltda paljon kuvia histologisista varjayksista eri kudoksissa. Auditii-
vista oppijaa varten opetusmateriaalissa on myds tekstia, jonka voi lukea itsekseen
daneen tai opettaja voi esittaa esityksen opetustunnin aikana. Osallistuvaa ja paat-
televaa oppijaa huomioidaan opetusmateriaalin kysymysten avulla. Tallainen kysy-
mys on esimerkiksi: “Mieti miten tumat varjaytyvat?”. Paatteleva oppijatyyppi oppii
analyyttisyyden ja logiikan avulla. Opetusmateriaalin ja tdman kirjallisen tuotoksen
antama histologisten varjaysten teoriatausta mahdollistaa ymmartamaan miksi ko-
nevarjdysten viheldhteet eroavat oikeista kontrollivarjayksista. Koska opetusmateri-
aali on hyvin kaytannonlaheistd, tukee se myos toteuttavan oppijatyypin tapaa
omaksua asioita. Seuraavissa kappaleissa esittelen histologisen prosessin kudosten
fiksoimisesta kudosleikkeiden varjaamiseen saakka.

2.2 Fiksoiminen

Tassa kappalessa esittelen kudosten fiksoimisen. Tutkittavan kudoksen fiksoiminen
on ensimmainen ja tarkein vaihe histologisen naytteen valmistuksessa. Fiksoinnin
tavoitteena on pysayttaa katabolisten entsyymien toiminta, minimoida liukoisten
molekyylien diffuusio alkuperdisilta paikoiltaan, estda mikro-organismien hajotus-
toiminta, pysayttaa autolyysi ja sailyttda makromolekyylinen rakenne mahdollisim-
man samankaltaisena kuin eldvassa kudoksessa. Fiksoiminen perustuu paaasialli-
sesti kudosten proteinien koaguloitumiseen, saostumiseen ja verkkoutumiseen. Mi-
kaan fiksaatiota seuraavista tyovaiheista ei voi korjata fiksaation epaonnistumista.

(Eltoum — Fredenburgh — Myers - Grizzle 2001b: 173; Grizzle - Freden-
burgh 2001: 183.)

Fiksoimisessa on kaksi paatapaa, fysikaalinen ja kemiallinen. Fysikaalisessa fiksaa-
tiossa yleisin tapa on solukon nopea jaadyttaminen vahintaan - 40 celsiusastee-



seen, jonka jalkeen nayte leikataan -20°C:ssa. Menetelmaa kaytetaan, kun nayte
on valmistettava nopeasti kuten biopsiandytteet. Fysikaalinen fiksaatio on hyva
menetelma myos tietyissa histokemiallisissa ja immunosytokemiallisissa tutkimuk-
sissa, joissa solun toiminnot taytyy pysayttda nopeasti. Kemiallinen fiksoiminen voi-
daan suorittaa kahdella eri tavalla. Immersiokiinnityksessa kuolleesta tai eldavasta
organismista otettu nayte upotetaan heti fiksatiiviin. Perfuusiokiinnityksessa fiksatii-
vi pumpataan sydameen tai aorttaan, josta se levida verenkierron kapillaarien kaut-
ta kaikkiin elimistdn soluihin. Kemiallinen fiksaatio on fysikaalista fiksaatiota huo-
mattavasti hitaampi menetelma. (Suomen virtuaali yliopisto solunetti. 2006.)

Monet tekijat vaikuttavat fiksointiprosessiin, naitd ovat: kaytetty puskuri, fiksatiivin
kyky tunkeutua kudokseen, kaytetyn fiksatiivin tilavuus, lampétila, konsentraatio ja
fiksaatioaika. Fiksaatiossa paras lopputulos saadaan lahella neutraalia pH:a. Liialli-
nen happamuus aiheuttaa formaliini-hemi pigmentin muodostumista, joka voidaan
havaita mustana sakkana kudoksessa. Kudosten hypoksia alentaa pH:a, siksi fiksa-
tiivilla taytyy olla puskurointikapasiteettia liiallisen happamuuden estamiseksi. Ylei-
simpia puskureita ovat fosfaatit ja bikarbonaatit. Jokaisella fiksatiivilla on erilainen
kyky tunkeutua kudokseen, formaliini tunkeutuu parhaiten ja glutaraldehydi huo-
noiten. Fiksatiivien permeabiliteettikyky tulisikin ottaa huomioon fiksoitavien kudos-
palojen koossa. Myds fiksatiivin tilavuus on tarkead, suhteen pitaisi olla 10:1. Lam-
pétilan nostaminen nopeuttaa fiksaatiota, lilan korkea fiksatiivin konsentraatio taas
saattaa vaikuttaa kudoksen rakenteeseen ja tuottaa artefaktoja. Kudos taytyisi saa-
da fiksatiiviin mahdollisimman nopeasti elimistosta poistamisen jalkeen, silld my6s
kudoksen kuivuminen aiheuttaa kudokseen artefaktoja. Lisaksi kudoksen hajoami-
nen alkaa valittémasti kudoksen poistamisen jalkeen, jolloin menetetaan soluor-
ganelleja ja tumat alkavat kutistua. (The Internet Pathology Laboratory for Medical
Education. 2012.).

Fiksatiivit perustuvat erilaisiin toimintamekanismeihin. Jokaisella fiksatiivilla on hy6-
tynsa ja haittansa. Haittoja ovat tiettyjen molekyylien menetys, kudosten turpoami-
nen tai kutistuminen seka mahdolliset vaikutukset biokemiallisiin tai histokemiallisiin
varjayksiin. Fiksatiivin tarkeitd ominaisuuksia on hematoksyliini-eosiini varjayksen
korkealaatuinen varjaytyvyys viela pitkienkin aikojen kuluttua fiksoinnista. Fiksatii-
vin taytyy pystya estdamaan myos lyhyt- ja pitkdaikaista kudosten hajotusta. (El-
toum — Fredenburgh — Myers - Grizzle 2001b: 173; Grizzle - Fredenburgh 2001:



183.) Kaikkeen sopivaa fiksatiivia ei ole olemassa. Tavallisesti fiksatiivi kiinnittaa
proteiinit, mutta ei kunnolla rasvoja ja sokereita. On myds tavallista, etta tuma fik-
soituu, mutta solulima jaa fiksoitumatta. Kaytanndssa yhtdaikaa voidaan kayttaa
useita eri fiksatiiveja, jotka tdydentdvat toisiaan. (Suomen virtuaali yliopisto so-
lunetti. 2006.) Toimintamekanismiensa mukaan fikasatiivit jaetaan viiteen paaluok-
kaan: aldehydit, elohopeat, alkoholit, hapettavat aineet ja pikraatit. Glutaraldehydi
ja formaldehydi kuuluvat aldehydeihin (Fox — Johnson — Whiting — Roller 1985:
845; The Internet Pathology Laboratory for Medical Education. 2012).

Formaldehydi on kaasu, jota yleensa kasitelldadn 37 % tai 40 % vesiliuoksena. For-
maldehydin vesiliuosta kutsutaan formaliiniksi. 10 % formaliini on yleisin fiksatiivi,
jota kaytetaan diagnostisessa patologiassa. Kaupallinen formaliini on fosfaattipus-
kuroitua. Formaldehydi muodostaa veden kanssa metyleenihydraattia, joka reagoi
useiden proteinien sivuketjujen kanssa muodostaen reaktiivisia hydroksimetyylisivu-
ryhmia. Formaldehydi reagoi myds nukleiinihappojen ja tumaproteinien kanssa tun-
keutumalla nukleinihappojen ja proteinien valiin stabiloiden ne ja reagoiden nukleo-
tidien vapaiden aminoryhmien kanssa. Lisaksi formaldehydi reagoi myds tyydytta-
mattdmien rasvahappojen hiilten valisten kaksoisidosten ja rikki-vetysidosten kans-
sa, hiilihydraattien kanssa formaldehydi ei kuitenkaan reagoi. Formaldehydi
tunkeutuu kudokseen hyvin, mutta melko hitaalla nopeudella. (Fox — Johnson —
Whiting — Roller 1985: 845; The Internet Pathology Laboratory for Medical Educa-
tion. 2012.)

Glutaraldehydi aiheuttaa proteinien alfa-helix rakenteen uudelleen muodostumisen,
se fiksoi nopeasti vaikkakin tunkeutuu kudokseen hitaasti (The Internet Pathology
Laboratory for Medical Education. 2012). Mekanismia, jolla elohopeat fiksoivat ei
tunneta. Elohopeafiksatiivit sisdltavat elohopeakloridia, joka tunkeutuu kudokseen
suhteellisen huonosti ja aiheuttaa kudoksen kovettumista. Toisaalta nama fiksatiivit

ovat nopeita ja tumat erottuvat hyvin.

Alkoholit kuten etanoli ja metanoli denaturoivat proteineja eika ndita kayteta juuri-
kaan kudosten fiksoinnissa, koska ne haurauttavat ja kovettavat. Alkoholifiksaatio
toimii parhaiten sytologisille naytteille, lisaksi alkoholit sailyttavat hyvin tumien ra-
kenteen. Hapettavat fiksatiivit, kuten kaliumpermanganaatti aiheuttaa proteinien
valille ristisidoksia, mutta myds denaturoi niitd. Pikraatit ovat fiksatiiviryhma, joka



sisaltda pikriinihappoa. Pikriinihapon toiminta mekanismia fiksatiivina ei tunneta.
Sen ominaisuudet ovat verrattavissa elohopeafiksatiivien ominaisuuksiin. (The In-
ternet Pathology Laboratory for Medical Education. 2012.) Kudoksen fiksoimisen
jalkeen tapahtuu kudoksen prosessointi, jonka tarkoituksena on poistaa kudoksesta
vettd ja imeyttda kudokseen tukiainetta. Seuraavassa kappaleessa kadyn lapi kudos-

prosessoinnin.

2.3 Kudosprosessointi

Kudosprosessoinnin tarkoitus on korvata kudoksen sisaltéma vesi tukiaineella. Tu-
kiaine kovettaa kudoksen, jolloin siitd on mahdollisuus leikata ohuita leikkeita mik-
roskooppista tarkastelua varten. Kudosprosessointi kasittaa yleensa kaksi vaihetta:
dehydraation ja kirkastuksen. (The Internet Pathology Laboratory for Medical Edu-
cation. 2012.)

Dehydraation tarkoitukena on poistaa kudoksessa oleva vesi, koska parafiini ei se-
koitu veden kanssa. Dehydraatio tapahtuu nousevassa alkoholisarjassa ja poistaa
samalla formaliinin. (The Internet Pathology Laboratory for Medical Education.
2012.) Kirkastusvaiheessa kudokseen imeytetaan tukiaineen liuotin. Yleisimmin liu-
ottimena kaytetdan ksyleenid, joka sekoittuu seka alkoholin etta parafiinin kanssa.
Ksyleenikasittelyn aikana kudos muuttuu myds lapindkyvaksi. Ksyleenikasittelyn on
oltava nopea, koska liian pitka seisotus kutistaa kudosta ja muuttaa sen morfologi-
aa. (Bancroft 2002: 87.) Tukiaineena kaytetdan parafiinia. Parafiinivaha on sekoitus
pitkaketjuisia hiilihydraatteja, jotka muodostuvat uuttaessa mineraaliéljya. Sulamis-
piste vaihtelee 40 - 70 celsiusasteen valilla. Kudosprosesoinnin viimeisessa vaihees-
sa sula parafiini imeytetdan kudokseen. Parafiini antaa kudospalalle tarvittavan tu-
en, jolloin kudoksen rakenne ei hairiinny mikrotomian aikana. (Bancroft - Gamble
2008: 87.)

HUSLAB:ssa kudosprosessointi tehdaan automaation avulla. Automaatio toimii apu-
na, kun tutkittava ndytemadra on suuri. Automaatti siirtdd kudoskasetit liuoksesta
toiseen asetetun ohjelman mukaisesti ja liikuttelee niita tasaisesti. Taman liikutte-
lun on todettu tehostavan aineiden imeytymista kudoksiin tasaisemmin ja vahenta-
van kudosprosessointiin kuluvaa aikaa. Liikuttelun lisdksi kudosprosessorit kayttavat



hyvakseen lamp64, joka tehostaa kudoksen prosessointia. (Bancroft - Gamble
2008: 88.)

HUSLAB:ssa on kaytossa kaksi erilaista kudosprosessoria, joista toinen kayttaa pro-
sessoinnissa apuna mikroaaltoja ja vakuumia. Vakuumi tehostaa tukiaineen tunkeu-
tumista kudokseen. Mikroaallot ovat elektromagneettisia aaltoja, joiden aallonpi-
tuus 2,5 GHz:n taajuudella on 12,2 cm. Mikroaaltoja saatelee sahkdinen ja mag-
neettinen kenttd. Sahkomagneettisen kentan aarimmaisen nopeat muutokset saa-
vat aikaan dipolaaristen molekyylien kuten veden ja proteiinien varahtelya akselien-
sa ympari. Tama varahtely johtaa lammoén syntymiseen, kun molekyylit alkavat
térmailla toisiinsa. Kun aine on sellainen, ettd se absorpoi mikroaallot, se jannittyy
ja tuottaa lampda. (Boon — Kok 1987: 11; Talman — Hasselager 2008: 899.) Mikro-
aaltojen kayttd kudosprosessoinnissa, samoin kuin fiksaatossa, perustuu aineiden
imeytymisen nopeuttamiseen ja kudosprosessoinnin tehostumiseen (Boon — Kok
1987:11; Talman — Hasselager 2008:899; Rohr — Layfield — Wallin — Hardy 2001:
703). Seuraavassa kappaleessa kerron kahden erilaisia menetelmia kayttavan ku-

dosprosessorin valisista eroista.

2.3.1 Kudosprosessoinnin erojen vaikutus histologisiin konevarjayksiin

HUSLABIn keskuspatologia 1:n ja 2:n kudosprosessointi eroavat toisistaan. Keskus-
patologia 2:ssa kudokset prosessoidaan Sakuran Tissue-Tek Xpress:lla, joka kayt-
taa kudoksen prosessoinnissa apuna my6s mikroaaltoja. Keskuspatologia 1:ssa
prosessointi tapahtui perinteisemmallad menetelmalla, Thermo Shandon Pathcentre-
laitteella. Sakuran valmistama laite on tarkka kudospalojen paksuudesta, ne saavat
olla vain 1.5 — 2.5 mm paksuja, Thermon laitteella tallaista rajoitusta ei ole. Ther-
mon laitteella kudosten prosessointi vie huomattavasti enemmaan aikaa verrattuna
Sakuran laitteeseen. Kahden laitteen valiset toimintaerot kudoksen prosessoinnissa
voivat aiheuttaa eroja varjaystulokseen. Tata eroa selvittadkseni, prosessoin jokais-
ta kuutta tutkimaani kudosta kahdella eri kudosprosessorilla. Jokaisesta kuudesta
tutkittavasta kudoksesta valmistettiin 3 pm paksuiset leikkeet, jotka varjattiin histo-
logisilla perusvarjayksilla HE, PAS, AB-PAS, Herovici ja Giemsa.

Kudoksen prosessoinnin jalkeen kudospalat valetaan parafiinimuottiin ja ne leika-
taan leikkeiksi. Leikkeet asetellaan objektilasille odottamaan varjaysta. Seuraavissa



kahdessa kappaleessa esittelen parafiinileikkeiden valmistamisen ja leikepaksuuden
vaikutukset mikroskooppiseen tarkasteluun.

2.4 Valu parafiiniin ja mikrotomia

Parafiinileikkeitd kaytetdan monenlaisiin histologismorfologisiin tutkimuksiin. Etuna
on, etta kudoksista voidaan helposti valmistaa pitkia ja jatkuvia leikesarjoja. Valit-
tavana on suuri maara erilaisia fiksointi- ja varjdysmenetemia. Ennen leikkeiden
leikkaamista, kudospala valetaan parafiiniin metallisen muotin avulla. Naytepala
asetetaan tiiviisti muotin pohjalle, padlle kaadetaan sulaa parafiinia ja muotin paalle
asetetaan kudosprosessoinnissa kaytetty muovikasetti. Parafiinin annetaan jahmet-
tya, jonka jalkeen muodostunut kudosblokki trimmataan. Trimmaamisen tarkoituk-
sena on poistaa ylimmarainen parafiini edustavien leikkeiden aikaansaamiseksi.
Valmiista trimmatusta blokista leikataan noin 3 pm paksuisia leikkeita mikrotomin
avulla. Leikkeet siirretdan objektilaseille vesihauteen ja pensseleiden avulla. Valmiit
objektilasit asetetaan lampdlelylle, joka on parafiinin sulamispisteen lampdinen.
(Bancroft - Gamble 2008: 95; HUSLABIn ty6ohje 2012; The Internet Pathology La-
boratory for Medical Education. 2012.)

Mikrotomian tarkoituksena on saattaa kudokset sellaiseen muotoon, etta niita voi-
daan tarkastella mikroskoopilla. Leikkeiden onnistumiseen vaikuttavia tekijoitd ovat
kudoksen laatu, terdn asento ja kunto, leikkausnopeus, lampétila ja ilmankosteus.
Leikkaamista haittaa usein leikkeisiin muodostuva staattinen sahkévaraus. (Londes-
borough — Pekkarinen-Kouki — Salama - Tahka 2004: 18.) Seuraavassa kappaleessa

kerron hieman leikepaksuuden vaikutuksesta histologiseen varjdystylokseen.

2.4.1 Leikepaksuuden vaikutus histologiseen varjdystulokseen

Kudosleikkeen paksuus vaikuttaa lopputulokseen. Paksu leike imee itseensa enem-
man varia. Mikroskooppisessa tarkastelussa paksusta leikkeesta on vaikea erottaa
kudoksen rakennetta tai vaikkapa solujen tumien kromatiinirakennetta, johtuen lii-
an monesta paallekkaisesta solukerroksesta (Haastattelu: Kirsi Eberhardt
15.7.2012). Tassa tydssa kaikki kontrollileikkeet olivat 3 um paksuisia. Jotta leike-
paksuuden vaikutuksia voitaisiin vertailla, jokaisesta kudoksesta leikattiin myds 8
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Mm paksuisia leikkeitda. Kun leikkeet on saatu objektilasille, objektilasit varjataan.

Seuraavissa kappaleissa syvennyn erillaisiin varjdysmenetelmiin.

2.5 Variaineista ja varjaysmenetelmista

Kun tutkittavat kudokset on saatu objektilasille, ne varjataan histologisilla varjayk-
silld. Histologisten varjaysten tarkoituksena on saada esiin kudoksen rakenteita. Eri-
laiset histologiset varjaykset varjadvat kudoksista erilaisia rakenteita ja molekyyleja.
Seuraavissa kappaleissa esittelen viiden histologisen perusvarjayksen teoriaa. Var-
jaykset ovat Hematoksyliini-eosiini-varjays, Periodic Acid Schiff, Alcian Blue -
Periodic Acid Schiff, Herovici ja Giemsa.

Histologissa varjayksissa voidaan kayttaa yhta tai useampaa varia yhdistelmana tai
perakkain kaytettynd. Histologiset varjdymekanismit ovat monimutkaisia ja niiden
tarkasta kemiasta tiedetdaan melko vahan. Kaytetyista variaineista useimmat ovat
aromaattisia yhdisteita. Ne sisaltavat bentseenirenkaaseen sitoutuneen varia anta-
van ryhman, kromoforin ja toisen ionisoituvan ryhman, auksokromin jonka avulla
yhdiste pystyy sitoutumaan varjattavaan kudokseen. Auksokromeista tarkeimmat
ovat kationinen NH,- ja anioniset OH- ja COOH-ryhmat. (Londesborough — Pekkari-
nen-Kouki — Salama - Tahka 2004: 22.)

Suurin osa variaineista sitoutuu kohdekudokseen sahkdvarauksien avulla, mutta
myos vetysidoksia, Van der Waalsin voimia ja kovalenttisia sidoksia hyvaksi kaytta-
en. Sahkaisia voimia hyvaksikayttavan variaineen tapauksessa sitoutuneen varin
maara riippuu varin sahkoisesta varauksista ja niiden voimakkuuksista. Osa varja-
yksista perustuu siihen, etta variaine itsessaan ei ole varillinen, mutta reagoi varjat-
tavan kudoksen kanssa ja muodostunut yhdiste on varillinen. Joissakin tapauksissa,
kuten lipideilld, varjdytyminen perustuu variaineen liukenemiseen tiettyyn kudoksen
aineosaan. (Prento 2001: 137; Bancroft — Gamble 2008: 105.) Varjdykseen vaikut-
tavat myos kudoksen tiheys, PH, variliuoksen ionivahvuus, variliuoksen vahvuus,
varin rakenne, kudosten fiksointi, lampétila, variaineen diffuusionopeus ja tiheys.
(Prento 2001:137; Bancroft — Gamble 2008:105.)

Perinteisesti puhutaan happamista ja emaksisista vareistd, mutta kyse ei ole suo-
raan hapoista tai emdksista vaan varit ovat orgaanisia yhdisteitd, joissa on useita
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ionisoituvia ryhmid. Hapan vari on anioninen eli silld on negatiivinen nettovaraus ja
se sitoutuu positiivisesti varautuneihin kudoskappaleisiin. Hapanta varia itseensa si-
tovan kudoksen sanotaan olevan asidofiilinen. Emaksinen vari on kationinen, eli sil-
Ia on siis positiivinen nettovaraus ja se sitoutuu kudoksen negatiivisesti varautunei-
siin ryhmiin. Kudosta, joka sitoo emaksista varia kutsutaan basofiiliseksi. Muutta-
malla varjayksen pH:ta voidaan vaikuttaa varjayksen lopputulokseen. Negatiivisesti
varautuneella variaineella on suurin teho happamassa liuoksessa, koska suurimmal-
la osalla kudoksen proteineista on silloin positiivinen nettovaraus. Sama patee myods
emaksisille variaineille. (Londesborough — Pekkarinen-Kouki — Salama - Tahka
2004: 22.) Seuraavissa kappaleissa esittelen viisi erilaista histologista perusvarjays-

ta ja niihin liittyvia virhelahteita.

2.5.1 Hematoksyliini-eosiini-varjays

Hematoksyliini-eosiini-varjdys (HE) on yleisin perusvarjdysmenetelma. Varjdysta
kaytetaan etenkin kliinisissa ja patologisissa tutkimuksissa. Hematoksyliini uutetaan
kuumalla vedella Haematoxylon campechianum nimisesta puusta. Vari saostetaan
liuoksesta urean avulla. Hematoksyliini itsessaan ei ole variaine, vaan hematoksylii-
nin hapetettu muoto, hemateiini toimii varind. Tassa tydssa kaytetaan kemiallisella
hapettamisella aikaan saatua Mayerin hematoksyliinid. Kemiallisen hapettamisen
etuna on, ettd hematoksyliini liuos on kayttévalmis heti valmistamisen jalkeen. Ke-
miallisesti hapetettujen hematoksyliinien kayttdaika on kuitenkin lyhempi verrattuna
luonnollisesti esim. valon ja ilman kanssa hapetettuihin hematoksyliineihin. Hemate-
iini on anioninen, silla on huono affiniteetti kudokseen ja se on riittdmatén tumien
varjaamiseen ilman peittausainetta. Parhaat peittausaineet hematoksyliinille ovat
mm. alumiinin suolat, rauta tai lyijy. Metallinen peittausaine muuttaa varin positiivi-
sen nettovarauksen, joka mahdollistaa hematoksyliinin sitoutumisen anionisiin koh-
teisiin kuten tuman kromatiini. Hematoksyliinilioukset luokitellaan peittausaineiden-
sa mukaan. Mayerin hematoksyliinissa kdytetaan peittausaineena alumiinia. Peit-
tausaine on yleensa alumiinikaliumsulfaattia tai alumiiniammoniunsulfaattia ja kyp-
sytys tapahtuu natriumiodaatilla. Hematoksyliini varjaa tumat ensin punaisiksi, tu-
mat muuttuvat edelleen mustansinisiksi kun leikkeet pestadn heikosti alkaalisella
liuoksella. Yleensa hanavesi on téahan takoitukseen tarpeeksi alkaalista. Hematoksy-
liinin ongelma tumavarind on, etta se on hyvin herkka lisatyille happamille varjays-
liuoksille. (Bancroft — Gamble 2008: 121.)
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Hematoksyliinivarjdysta kaytettdessa, eosiini on paras vari kun halutaan esille ku-
doksen rakenne. Emaksisiin ryhmiin, kuten proteiinien histidiiniin, lysiiniin ja arginii-
niin sitoutunut eosiini on hapan ksantiinivari. Eosiini tunkeutuu hyvin tiheisiin ja
I6yhiin kudosrakenteisiin varjaten nama punaisen eri savyilld. (Bancroft - Gamble
2008: 121.) Eosiini on dissosioituneena melko laajalla PH-alueella, ainoastaan hyvin
happamassa (< pH 4) se on varauksettomassa muodossa ja tarttuu kudokseen
epaspesifisesti. Kudosproteinien nettovaraus on positiivinen kun pH on alle 6. Syto-
plasman proteinien varjaamiseen kaytettava pH-vali on siis noin 4-6. (Londesbo-
rough — Pekkarinen-Kouki — Salama - Tahka 2004: 22.)

2.5.2 Periodic Acid Schiff

Periodic Acid Schiff eli lyhemmin PAS-varjays on yksi tarkeista varjdysmenetelmista
patologian laboratoriossa. PAS-varjayksella pyritédn osoittamaan hiilihydraatteja,
tarkennettuna neutraaleja polysakkarideja kuten glykogeeni, tarkkelys, selluloosa ja
kitiini. Varjdystekniikka auttaa tuumoreiden diagnosoinnissa paljastaen musiinit ja
glykogeenin. PAS-varjays on myds herkka kudoksessa eldvien sienten ilmentami-
sessa. (Bancroft — Gamle 2008: 168.)

Hiilihydraatteihin kuuluvat sokerit, tarkkelys, selluloosa ja proteineihin liittyvat po-
lymeerit, jotka luokitellaan mono-, oligo- ja polysakkarideihin. Glukoosi on ainoa
monosakkaridi, jota voi I16ytya kudoksista. Pienen kokonsa ja suuren vesiliukoisuu-
tensa vuoksi se on kuitenkin mahdoton osoittaa, tdman vuoksi kudoksista varjataan
yleensa PAS-varjayksella glukoosin varastomuotoa, glykogeenia. Glykogeenia on
maksassa ja poikkijuovaisessa lihaskudoksessa. Loput osoitettavat hiilihydraatit

ovat sitoutuneina joko proteineihin tai lipideihin. (Bancroft — Gamle 2008: 168.)

Varjayksessa kaytettava Schiffin reagenssi paljastaa memebraanien paksuuden ja
on hyddyllinen indikaattori esimerkiksi munuaisen membraanien paksuuntumisessa.
Hiilihydraateilla, aminohapoilla, proteineilla ja steroideilla esiintyy sisaisia glykoli-
ryhmia tai ndiden amino- tai alkylaminojohdannaisia. Varjayksessa kaytettava per-
jodihappo hapettaa nama 1,2 glykolien tai niiden amino ja alkyylijohdannaisten hiili-
hiili-sidokset, jolloin muodostuu dialdehydeja. Dialdehydit voivat puolestaan muo-
dostaa liukenemattoman, punaisen varikompleksin Schiffin reagenssin kanssa, joka
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sisaltda emaksista fuksiinia, natriummetabisulfiittia ja suolahappoa. Reaktio-tuote
on voimakkaan punainen ja varin intensiteetti on riippuvainen kudoksen glykolikon-
sentraatiosta. Maksan glykogeeni varjaytyy purppuranpunaiseksi, paksusuolen
kryptat, tyvikalvot ja Kuppferin solujen sytoplasmat maksassa varjaytyvat punai-
seksi. (Bancroft — Gamle 2008: 168; Londesborough — Pekkarinen-Kouki — Salama -
Tahka 2004: 22; Putchtler — Meloan — Brewton 1974; Labquality. 2010.)

Monosakkaridit, joilta puuttuu glykolit tai jotka sisaltavat hydroksyyliryhmia eivat
varjaydy PAS-varjaykselld. Nukleinihappojen glykoliryhmista yksi on substituoitu, jo-
ten ne eivat varjaydy PAS-reaktiolla. PAS-reaktio ei ole spesifinen hiilihydraateille,
joten varmistuksena kdytetadn bentsoylaatiota tai asetylaatiota. Jos tutkittava aine
on PAS-positiivinen normaalisti ja negatiivinen edelld mainittujen kasittelyjen jal-
keen, on kyseessa polysakkaridi. (Bancroft — Gamle 2008: 168; Londesborough —
Pekkarinen-Kouki — Salama - Tahka 2004: 22; Putchtler — Meloan — Brewton 1974.)

2.5.3 Alcian Blue -Periodic Acid Schiff

Alcian Blue-Periodic Acid Schiff, lyhyemmin AB-PAS-varjdys on yksi yleisesti histolo-
giassa kaytetyista varjaysmenetelmista. AB-PAS erottelee happamat ja neutraalit
lima-aineet. Happamat lima-aineet reagoivat Alcian Blue-varjayksessa eivatka endaa
reagoi PAS-varjaykseen. (Londesborough — Pekkarinen-Kouki — Salama - Tahka
2004: 32.) Useimmissa varjaysprotokollissa kudosleikkeet varjataan ensin alsianin

sinisella ja vasta sen jalkeen PAS-tekniikalla (Bancroft — Gamle 2008: 172).

Alsianin sininen on suuri konjugoitunut varimolekyyli, jota on aikaisemmin kaytetty
tekstiilivarind. Molekyyli muodostuu kuparia sisaltavasta pthalosyaniini renkaasta,
johon liittyy nelja isothiouroniryhmaa. Isothiouroniryhmat ovat melko vahvoja
emaksid. Mekanismi, jolla alsianin sininen varjaa hiilihydraatteja on edelleen melko
tuntematon. Kuitenkin uskotaan, etta kationiset isothiouroniryhmat sitoutuvat elekt-
rostaattisilla sidoksilla kudoksiin. (Scott — Quintarelli - Dellovo 1964: 73.)

Scottin ym. (1995) mukaan monien varien sitoutuminen DNA:n johtuu niiden ky-
vysta tunkeutua DNA:n kaksoisheliksin sisdlle. Alsianinsininen ei kuitenkaan paase
tunkeutumaan DNA-juosteiden valiin johtuen varin suurista tetrametyyli-

isothiouroniryhmistaan. Koska alsianin sininen vari ei mahdu juosteiden valiin, se
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“nakee” vain negatiivisesti varautuneet fosfaattiesteriryhmat DNA-juosteiden ulko-
puolella ja sitoutuminen on puhtaasti elektrostaattista. Sitoutumiseen tarvittavien
varausten menettaminen vahentda varin sitoutumista ja siksi kationit, kuten Mg

korvaa helposti alsianin sinisen varin. (Scott — Quintarelli - Dellovo 1964: 73.)

Alsianin sininen sitoutuu ja saostuu hyalurinhappoihin, kondroitiinisulfaattiin ja he-
pariiniin. Sulfaatti ja karboksylaattiryhmat ionisoituvat alhaisessa pH:ssa 2,5 ja ovat
siis negatiivisesti varautuneita. My6s happamat epiteeliperdiset musiinit reagoivat
samassa pH:ssa alsianin siniseen variin. Happamat mukopolysakkaridit ovat poly-
meereja, jotka sisaltavat happaman ryhman kuten glukuroni-, galakturoni- tai rikki-
hapon. Happamia mukopolysakkarideja on mm. rustossa, luussa, janteissd, ihossa
ja syljessa. Happamat mukopolysakkaridit eivat yleensa osoita PAS-positiivisia reak-
tioita, koska glykoliryhma on sitoutunut sulfaatilla. Taméan vuoksi ne osoitetaan al-
cian blue —varjaykselld, jossa positiiviset ryhmat reagoivat polyanionien (happamien
limojen) karboksyyli- ja sulfaattiryhmien kanssa. (Londesborough — Pekkarinen-
Kouki — Salama - Tahka 2004: 32.)

2.5.4 Herovici

Herovici-varjays on yksi HUSLAB:n viidesta histologisesta perusvarjayksesta. Hero-
vici-varjayksella kyetaan erottamaan toisistaan erilaisia tukikudoksia. Herovici-
varjaysta voidaan kutsua "trikromivarjdaykseksi”. Menetelmdssa on kolme varig, jois-
ta yksi on tumavari. Menetelman tarkoituksena on erottaa kollageeni ja lihas-

saikeet.

Aniliininsininen tai pikrometyylisininen ja hapan pikrofuksiini yhdistelmana muodos-
tavat Herovici-varjayksen. Herovici varjaa kypsan tihean kollageenin punaiseksi kun
taas nuoren, vasta muodostuneen kollageenin siniseksi. Esimerkiksi sikién kolla-
geeni tai haavojen parantumisen yhteydessa muodostuva kollageeni varjaytyvat si-
niseksi kun taas gastriset submukoosiset kollageenit varjaytyvat punaiseksi. Kolla-
geenin denaturaatio 2 N-3 N etikkahapolla tai happamalla vedella (pH 4) 95 celsi-
usasteeseen fragmentoi punaisen kollageenin ja siirtéd varjdysreaktiota kohti sinis-
ta varia. Renaalinen ja gastrinen retikulumi seka subepidermaalinen kollageeni kes-
taa paremmin tata kasittelya kuin karkea kollageeni ja ne sdilyvat siksi punaisina.
(Lillie = Tracy — Pizzoloto — Donaldson - Reynolds 1980: 153.)
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Varjayksessa kaytettavasta pikriininaposta ja happofuksiinista valmistettavaa pikro-
polykromiliuosta kutsutaan myds toisella nimelld: Van Giesonin-liuos. Van Giesonin
liuos varjaa kollageenin punaiseksi, sytoplasmat keltaisiksi ja tumat mustiksi.
(Stainsfile: Van Gieson for collagen. 2012.) Suurimolekyylisena aineena happofuk-
siini tunkeutuu vain 16yhaan sidekudokseen kun taas pienimolekyylinen pikriinihap-
po tunkeutuu tiiviisiin kudoksiin (Ellis 2012).

Herovici-varjayksessa tumat varjataan Weigertin hematoksyliinilld mustiksi (Stains-
file: Weigerts iron hematoxylin. 2012). Weigertin hematoksyliini kuuluu rautahema-
toksyliineihin, joissa peitta-aineena kdytetaan rautayhdisteita jotka hapettavat he-
matoksyliinin hemateiiniksi (Avwioro 2011). Varjayksessa kaytettavalla hematoksy-
liinin variaineella, hemateiinilla on huono kudosaffiniteetti. Huonon kudosaffiniteetin
vuoksi varjayksessa kaytettava Van Giesonin liuos poistaa suurimman osan hema-
toksyliinista ja varjaystulos jaa vaaleaksi. Vaalean varjaystuloksen estamiseksi var-
jayksessa kaytetaan Weigertin hematoksyliinia, jossa on peitta-aineena alumiinin si-
jasta rautakloridia. Peitta-aineen avulla kationinen hemateiini sitoutuu happamiin
kudoskomponentteihin, erityisesti nukleinihappoihin ja Van Giesonin liuoksen pik-
riinihappo ei vaalenna tumavaria. (Quintero-Hunter — Grier — Muscato 1991:169,
Bancroft — Gamle 2008: 124.) Pitka sdilytysaika aiheuttaa hematoksyliinin ylihapet-
tumista ja taman vuoksi rautahematoksyliinit tulisi valmistaa juuri ennen kayttoa.
Hematoksyliinin vesiliuos taytyy kuitenkin valmistaa 4-6 viikkoa aikaisemmin, etta
liuos ehtisi hapettua ja kypsya kunnolla. Hematoksyliini ja rautapitoinen liuos yhdis-
tetaan Weigertin hematoksyliiniliuokseksi juuri ennen kdyttéa. (Avwioro 2011.) He-
rovici-varjayksessa kaytettava Metanol yellow, toimii sytoplasmisena vastavarina ja
varjaa esimerkiksi punasolut keltaiseksi. (Quintero-Hunter — Grier — Muscato 1991:
169, Stainsfile: metanil yellow. 2012.)

2.5.5 Giemsa

Giemsa-varjays suunniteltiin malariaparasiittien havainnollistamiseksi, menetelma
nimettiin Gustav Giemsan mukaan, joka oli aikansa uranuurtaja ladke- ja mikrobio-
logisessa tutkimuksessa. (Barcia 2007.) Nykydan Giemsa-varjdysta kaytetaan histo-
patologiassa mm. malarian, helikobakteerien ja parasiittien diagnosoimiseen (HUS-
LAB, ohjekirja, gastrokopiandytteiden tutkiminen. 2012.). Giemsa-varjays otettiin
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kayttéon histopatologiassa sen korkealaatuisen varjaystuloksen vuoksi. Giemsa-
varjays varjaa tumatukelmut ja kromatiinin seka paljastaa solukomponenenttien
metakromasian. (Barcia 2007.) Varjays on spesifinen DNA:n fosfaattiryhmille ja si-
toutuu alueille, joilla on paljon adeniini-tymiini sidoksia (Ellis 2012.). Varjayksen
tiedetaan paljastavan esimerkiksi haiman ja gonadien tarkan rakenteen (Barcia
2007).

Alkuperaisessa kudosten Giemsa-varjayksessa kudosleikkeet kasiteltiin iodium ja
hyposulfiittiliuoksella, jonka jalkeen tapahtui huuhtelu tislatulla vedella ja varjays
giemsaliuoksella. Tydnsa aikana G. Giemsa kehitti “salaisen” metyleenisinisen ha-
pettimen, joka nimettiin Azuuri I:ksi. Azuuri I koostuu Azuuri A:n ja B:n sekoituk-
sesta, jotka ovat metyleenisinisen variantteja. Mydhemmin Giemsa yhdisti Azuuri
I:n eosiinin kanssa. (Barcia 2007.) Kaikki giemsavarit sisaltavat metyleeni sinist3,
thiaziinivareja ja eosiinia. Solujen tumien tyypillinen vari johtuu eosiinin, azuuri B:n
ja DNA:n muodostamasta kompleksista. Varin intensiteetti riippuu azuuri B:n maa-
rasta seka azuuri B:n ja eosiini Y:n suhteesta. Varjaystulokseen vaikuttavat myos
puskurin pH, kaytetty puskuri, kudoksen fiksaatio ja varjaysaika. (Wolf — Kuhlman
2006: 1.) Giemsavari on erittdin vaikea valmistaa, HUSLAB:n keskuspatologian kay-
tdssa onkin Merckin valmistama valmis giemsaliuos. Kyseinen liuos sisaltaa Azure
B:d, Metyleeni sinista ja eosiini Y:a. Kudosten varjaystulos voi vaihdella johtuen
varjaytyvien kudoskomponenttien maarasta, tdman vuoksi varjayksen taytyy kestaa
tarpeeksi kauan. Paras varjaystulos aikaan saadaan tarpeeksi laimealla varjaysliu-
oksella ja pitkalla inkubaatioajalla. Varjayksessa tapahtuva differentaatio saadaan
aikaan laimealla etikkahapolla ja etanolilla, etikkahappo poistaa ylimaardisen sinisen
varin ja etanoli ylimaaraisen eosiinin. (Wolf — Kuhlman 2006: 1.) Edella mainittui-
hin viiteen eri histologiseen konevarjaykseen liittyy myds virheldhteitd, joista

yleisimmat esittelen seuraavissa kappaleissa.

2.6 Konevarjdysten virheldhteet

Vaikka histologisten varjdysten koneellistamisessa pyritaankin tydn tehostamisen li-
saksi myds minimoimaan virheiden maaraa, myos koneellisiin varjayksiin liittyy vir-
heldhteiden mahdollisuus. Tassa kappaleessa lapikdydaan edellda mainittuihin ylei-
simpiin histologisiin konevarjayksiin liittyvia virheldhteita. Virheldhteet on koottu

HUSLABIn keskuspatologian laboratoriossa tekemieni haastattelujeni perusteella.
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2.6.1 Koneellisen HE-varjayksen virhelahteet

Haastattelujeni mukaan koneellisessa HE-varjayksessa yleisimmin tapahtuva virhe
on vesihanan avaamisen unohtaminen. Muita virheldhteita ovat suolahappokasitte-
lyyn tarvittavan liuoksen valmistaminen vaarin. Tassa tydssa kaytimme liian vahvaa
suolahappoa. Lisaksi esimerkiksi sahkdkatkoksesta tai varjdyskoneen epdkuntoon
menemisesta voi seurata varjattavien lasien liian pitka differointi etanolissa. (Haas-
tattelu: Kirsi Eberhardt 15.7.2012.)

2.6.2 Koneellisen PAS-varjayksen virhelahteet

Haastattelujeni mukaan koneellisessa PAS-varjayksessa mahdollisesti tapahtuvia
virhelahteita ovat vesihanan avaamisen unohtaminen, Schiffin reagenssin tai perjo-
dihapon vanheneminen (Haastattelu: Kirsi Eberhardt 15.7.2012). Schiffin reagens-
sin toimivuus varmistetaan paivittain tiputtamalla pisara reagenssia koeputkeen,
jossa on puhdasta formaliinia. Tuloksena on hyvin voimakkaan aniliininpunainen
liuos (HUSLABIn konevarjaysten tyoohjeet. 2012). Reagensin toimivuuden testaa-
mista ei kuitenkaan kirjata huoltotoimenpidetaulukkoon vaan testaaminen on ty6-
pisteen tyontekijan vastuulla. HUSLABIn patologian konevarjdysten tybohjeiden
mukaan perjodihappo vaihdetaan viikon valein. Jos perjodihappo unohdetaan vaih-

taa, vanha ja toimimaton perjodihappo voi muuttaa varjaystulosta.

2.6.3 Koneellisen AB-PAS-varjayksen virheldhteet

Haastattelujeni mukaan koneellisessa AB-PAS-varjayksessa mahdollisesti tapahtuvia
virhelahteita ovat vesihanan avaamisen unohtaminen, Schiffin reagenssin tai perjo-
dihapon vanheneminen. (Haastattelu: Kirsi Eberhardt 15.7.2012.) My6s AB-PAS-
varjayksessa Schiffin reagenssin toimivuus varmistetaan paivittdin. Reagenssin toi-
mivuus varmistetaan tiputtamalla pisara Schiffin reagenssia koeputkeen, jossa on
puhdasta formaliinia. Tuloksena on hyvin voimakkaan aniliininpunainen liuos. Rea-
gensin toimivuuden testaamista ei kuitenkaan kirjata huoltotoimenpidetaulukkoon
vaan testaaminen on tydpisteen tyontekijan vastuulla. HUSLABIn patologian kone-
varjaysten tyéohjeiden mukaan perjodihappo vaihdetaan viikon vaélein. Jos perjodi-
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happo unohdetaan vaihtaa, vanha ja toimimaton perjodihappo voi muuttaa varjdys-

tulosta.

2.6.4 Koneellisen Herovici-varjayksen virhelahteet

Haastattelujeni perusteella valitsin tahan tyohdn nelja erilaista Herovici-
varjayksessa mahdollisesti tapahtuvaa konevarjayksen virheldahdetta. Yleisin koneel-
lisessa Herovici-varjdyksessa mahdollisesti tapahtuva virheldhde on vesihanan
avaamisen unohtaminen (Haastattelu: Kirsi Eberhardt 15.7.2012). HUSLABIn ty6oh-
jeen mukaan Weigertin hematoksyliiniliuosta taytyy kypsyttda auringonvalossa ha-
pekkaissa olosuhteissa yhden kuukauden ajan (HUSLABin konevarjaysten tydoh-
jeet. 2012). Liian lyhyt kypsymisaika saattaa vaikuttaa varjaystulokseen. Muita vir-
heldhteita ovat metanil yellown toimimattomuus ja liian laimea pikropolykromiliuos.
(Haastattelu: Kirsi Eberhardt 15.7.2012.) Pikropolykromiliuos koostuu pikrokromi ja
fuksiiniliuoksista. HUSLABIn keskuspatologian laboratorio tilaa pikropolykromiliuok-
sen HUS:n liuoslaboratoriosta. Liian laimean pikropolykromiliuoksen seuraukset var-
jaykseen saatiin aikaan laimentamalla pikropolykromiliuosta fuksiiniliuoksella.

2.6.5 Koneellisen Giemsa-varjayksen virhelahteet

HUSLABissa Giemsa-varjayksista huolehtii keskuspatologia 2. Giemsavarjaysta kay-
tetdan padasiallisesti helikobakteeriosoituksissa. Taman vuoksi Giemsavarjdys teh-
tiin téssa tydssa vain vatsakudoksesta, josta helikobakteeri voidaan osoittaa.
Virhelahteita selvittdessani selvisi, etta Giemsavarjdysautomaatin vesihana on paa-
saantoisesti aina auki. Haastattelujeni mukaan Giemsa-varjdysen mahdollinen vir-
helahde voisi kuitenkin olla vesihanan avaamisen unohtaminen (Haastattelu: Sanna
Aakko. 13.7.2012). Tallainen tilanne voisi syntya esimerkiksi laitehuollon yhteydes-
sa, jos huoltomies sulkee hanan huollon ajaksi. Muita virheldhteitd voisivat olla ko-
neen rikkoutumisesta johtuva etanolissa tapahtuvan differointiajan pidentyminen ja
giemsaliuoksen vanheneminen. HUSLABIn ty6ohjeiden mukaan giemsaliuos vaihde-
taan paivittain sen nopean hapettumisen vuoksi (Haastattelu: Sanna Aakko.
13.7.2012; HUSLABIn konevarjdysten tydohje. 2012).
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2.7 Objektilasien peittdminen

Varjatyt objektilaseille kiinnitetyt kudosleikkeet taytyy paallystad ohuella muovilla
tai lasilla. Peittamisen vuoksi kudokset eivat naarmuunnu, niitd on helpompi tarkas-
tella mikroskoopilla ja ne sailyvat kunnollisina vuosien ajan. HUSLAB:ssa kaytetta-
vat peittelykoneet kdyttavat peittelyyn muovifilmia, jossa on hartsia. Hartsi liukenee
ksyleenin vaikutuksesta ja ndin peitinkalvo liimautuu objektilasin pintaan. Kudosva-
rit ovat vesiliukoisia ja siksi varjatty objektilasi onkin vietdva alkoholisarjan kautta
ksyleeniin veden poistamikseksi. Ksyleenin tehtava on kirkastaa objektilasi ja kiin-
nittda muovifilmi objektilasin paalle. (The Internet Pathology Laboratory

for Medical Education. 2012.) Seuraavassa kappaleessa esittelen opetusmateriaalii-

ni liittyvat tutkimustehtavat, joihin pyrin tdman opinndytetytn avulla vastaamaan.

2.8 Tutkimustehtavat

Tassa kappaleessa esittelen tekemani tydn tutkimustehtavat ja tutkimusprosessin
etenemisen. Taman tyon tarkoituksena on aikaansaada opetusmateriaali histologi-
sen prosessin yleisimmista varjaysvirheldhteistd HUSLABIn patologianosaston ja
Metropolia ammattikorkeakoulun kdyttodn. Kontrolleina toimivat “ideaalit” varjayk-
set. Naytteina kaytettiin yleisimpia HUSLABIn patologian osastolle saapuvia kudok-
sia, joita ovat suoli, vatsa, kohtu, maksa, munuainen ja iho. Tutkittavat kudokset oli
fiksoitu formaliinissa. Kuviossa 1. esitetdadn tutkimusprosessin eteneminen kudok-
sen preparoimisesta histologisiin varjayksiin ja virheldhteisiin. Tutkimustehtavat,

joihin valmistamani oppimateriaali antaa vastauksen:

Koneellisen HE-varjayksen yleisimmat virhelahteet
Koneellisen PAS-varjayksen yleisimmat virheldhteet
Koneellisen AB-PAS-varjayksen yleisimmat virheldhteet
Koneellisen Herovici-varjayksen yleisimmat virhelahteet

Koneellisen Giemsa-varjayksen yleisimmat virheldhteet

o u A W=

Kahden erilaisen kudosprosessorin vaikutukset ylla mainituissa histologissa var-
jayksissa

7. Leikepaksuuden vaikutus kudoksen varjaytyvyyteen
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Kuvio 1. Tutkimusprosessin eteneminen.

3 Materiaalit ja menetelmat

Tassa kappaleessa luetellaan tydssa kaytetyt reagenssit ja niiden valmistajat seka
varjayksissa kaytetyt kanta- ja kayttoliuokset. Kappaleessa kdydaan lapi kaytetyt
menetelmdt kudoksen prosessoinnista leikkeiden leikkaamiseen ja varjaykseen

saakka.

3.1 Reagenssit

HUSLAB:n keskuslaboratorio tilaa tarvitsemansa reagenssit ja kantaliuokset kaupal-
lisilta yrityksilta tai HUS:n yllapitamalta liuoslaboratoriolta. Liitteessa 1. on taulukko
kayttamistani reagensseista ja niiden hankintapaikoista. Liitteesta 2 16ytyy taulukko
kaytettyihin varjayksiin tarvituista kanta- ja kayttdliuoksista.

3.2 Kudokset, niiden kasittely, valaminen ja leikkaaminen leikkeiksi

Tybssa kaytettiin yleisimpia HUSLABIn patologian osastolle saapuvia kudoksia, joita
ovat suoli, vatsa, kohtu, maksa, munuainen, iho. Naytteet otettiin havitettavien ku-
dosten terveista osista. Kudosprosessointi tehtiin joko Thermon Shandon Pathcent-

re tai Sakuran Tissue-Tek Xpress x120 kudosprosessorilla (Kuvio 2). Kasittelyn jal-
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keen nadytteet valettiin parafiiniin. Naytteista tehtiin parafiinileikkeitd Thermo Scien-
tificin microm 355S vesiliukumikrotomilla, jossa oli cool cut-kylmablokki saatele-
massa parafiiniblokin lampdtilaa. Kontrollileikkeet leikattiin nopeudella 20 ja leik-
keiden paksuus oli 3 pm. Valmiit leikkeet nostettiin pensselin avulla objektilaseille ja
nostettiin lampdlevylle. Kudosleikkeen paksuus vaikuttaa lopputulokseen. Tassa
tydssa kaikki kontrollileikkeet ovat 3 um paksuisia. Jotta leikepaksuutta voitaisiin
vertailla, leikkasin jokaisesta kudoksesta my6s 8 pm paksuisia leikkeita. Leikkeet
varjattiin varjdysautomaateilla histologisilla perusvarjayksilla.

Kuvio 2. a) Sakuran Tissue-Tek Xpress x120 kudosprosessori (Sakura.2013). b) Thermo
Shandon Pathcente (UK Labs Direct. 2013).

3.3 Histologiset konevarjaykset

HUSLABIn keskuspatologian laboratoriossa kaytetaan viitta koneellista perusvarjays-
td. Nama perusvarjaykset ovat: HE, PAS, ABPAS, Herovici ja Giemsa. Tassa kappa-
leessa esitellaan viiden erilaisen histologisen konevarjayksen suoritus.

3.3.1 HE-varjayksen suoritus

HE-varjdys suoritettiin Sakura Tissue-Tek PRISMA laitteella. Kontrollikudosten var-
jaykseen kaytettiin HUSLABIn varjaysprotokollaa (Liite 1.). Ksyleenikasittelyn jaljeen
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lasit peiteltiin Tissue-Tekin film laitteella. Koneellisten HE-varjdysten virheldhteet
tehtiin Sakura Tissue-Tek PRISMA laitteella (Kuvio 3).

Kuvio 3. Sakuran Tissue-Tek PRISMA kudosvarjaysautomaatti (Sakura.2013).

3.3.2 PAS-varjayksen suoritus

PAS-varjays suoritettiin Tissue-Tek DRS 2000 laitteella. Kontrollikudosten varjayk-
seen kaytettiin HUSLABIn varjaysprotokollaa (Liite 2.). Absoloidun etanolin jalkeen
tehtiin vield ksyleenikasittelyn, jonka jaljeen lasit peiteltiin Tissue-Tek SCA-laitteella.
Konevarjaysten virheldhteet tehtiin Tissue-Tek DRS 2000 laitteella (Kuvio 4).

1

Kuvio 4. Sakuran Tissue-Tek DRS 2000 kudosvarjdysautomaatti (Sakura.2013).

3.3.3 AB-PAS-varjayksen suoritus

AB-PAS-varjdys suoritettiin Tissue-Tek DRS 2000 laitteella (Kuvio 4). Kontrolliku-
dosten varjaykseen kaytettiin HUSLABIn varjaysprotokollaa (Liite 3.). Absoloidun
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etanolin jalkeen tehtiin vield ksyleenikasittely, jonka jaljeen lasit peiteltiin Tissue-
Tek SCA-laitteella. Konevarjaysten virheldhteet tehtiin Tissue-Tek DRS 2000 lait-
teella.

3.3.4 Herovici-varjayksen suoritus

Herovici-varjays suoritettiin Tissue-Tek DRS 2000 laitteella (Kuvio 4). Kontrolliku-
dosten varjaykseen kaytettiin HUSLABIn varjdysprotokollaa (Liite 4). Absoloidun
etanolin jalkeen tehtiin viela ksyleenikasittely, jonka jaljeen lasit peiteltiin Tissue-
Tek SCA-laitteella. Konevarjdysten virheldhteet tehtiin Tissue-Tek DRS 2000-
laitteella.

3.3.5 Giemsa-varjayksen suoritus

Giemsa-varjays suoritettiin Sakura Tissue-Tek PRISMA laitteella (Kuvio 3). Kontrolli-
kudosten varjaykseen kaytettiin HUSLAB:n varjdysprotokollaa (Liite 5.). Ksyleenika-
sittelyn jaljeen lasit peiteltiin Tissue-Tek film-laitteella. Konevarjaysten virheldhteet
tehtiin Sakura Tissue-Tek PRISMA laitteella.

3.4 Mikroskopointi ja leikkeiden kuvaaminen

Lopuksi leikkeet mikroskopoitiin ja valokuvattiin. Jokaisessa kudostyypissa kaytettiin
valokuvauksessa aina samaa valotusta, jotta varjdystulokset olisivat paremmin ver-

rattavissa toisiinsa.

4 Koneellisten varjaysvirheldhteiden tulokset

Tyo6n tarkoituksena oli valmistaa opetusmateriaalia. Tdman kappaleen tarkoitukse-
na on kayda lapi tulokset liittyen opetusmateriaalin puitteissa aikaisemmin esitettyi-
hin tutkimuskysymyksiin. Kappaleessa kdydaan lapi edelld mainitsemieni virhelah-
teiden vaikutukset histologisiin konevarjayksiin. Koska varsinaisen tyoni tarkoituk-
sena oli tuottaa opetusmateriaalia, tdssa kappaleessa esitetadn muutamia leikeku-
via vain esimerkinomaisesti. Varsinaiset leikekuvat selityksineen I6ytyvat valmiste-

tusta opetusmateriaalista.
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4.1. Kudosprosessoinnin laite-erojen vaikutus histologisiin konevarjayksiin

HUSLABIn keskuspatologia 1 ja 2 kudosprosessointi eroavat toisistaan. Kudospro-
sessointi tehdaan keskuspatologia 1:ssa Thermo Shandon Pathcentrelld ja 2:ssa
Sakuran Tissue-Tek Xpress x120 kudosprosessorilla. Nama kahden laitteen valiset
erot kudoksen prosessoinnissa voivat vaikuttaa varjayksen lopputulokseen. Tassa
kappaleessa analysoin kudosprosessoinnin aiheuttamia eroja histologissa konevar-
jayksissa. Varsinaisessa opetusmateriaalissani esittelen kuvia kuudesta erilaisesta
kudoksesta. Materiaalissa asetetaan havainnoimista aktivoivat kysymykset: Huo-

maatko savyeroja kuvia tarkastellessasi? Onko savyerot kudosspesifisia?

Kuviossa 2 esitellaan kuudessa eri kudoksessa viidella eri varjayksella kahden eri
kudosprosessointimenetelman eroja. Kuvioista 2 ja 3 voidaan havaita eroja riippuen
kudosprosessointiin kaytetysta koneesta, varjayksesta ja kudoksesta. Talmanin ym.
(2008) tutkimuksessa verrattiin perinteista ja mikroaaltoja kayttavaa kudosproses-
soria toisiinsa. Tutkimuksen mukaan HE-varjayksen varjaysaikaa oli lyhennettava
niiden leikkeiden kohdalla, jotka oli prosessoitu mikroaaltoja hyvaksikayttamalla.
(Talman — Hasselager 2008: 899.) Myds Talmanin ym. (2008) tutkimuksessa ha-
vaittiin, ettd mikroaaltoja kayttévan ja perinteisen kudosprosessorin erot nakyivat
selvemmin tietyissa kudoksissa. Tassa tutkimuksessa eroja oli havaittavissa tietyis-
sa kudoksissa, joista esimerkkina suoli. Eroja syntyi myds varjdysten valille. Esimer-
kiksi Herovici varjayksien kohdalla erot kahden kudosprosessorin valilla olivat suu-
rimmat. Varjdystulokset olivat intensiivisemmat mikroaaltoja hyvaksikdyttaneen ku-
dosprosessoinnin lapi kdyneissa kudoksissa. Voi olla mahdollista, etta eri variaineet
sitoutuvat eri tavoin kudosprosessointimenetelmasta riippuen. Mikroaaltokasittely
saattaa paljastaa enemman variaineidensitoutumispaikkoja tai esimerkiksi avata
kudosta niin, ettd variaineet paasevat sitoutumaan paremmin tiheampaankin ku-
dokseen. Tama on nahtdvissa maksakudoksen Herovici-varjayksessa, jossa suuri-
molekyylinen happofuksiini on varjannyt 16yhan sidekudoksen huomattavasti voi-
makkaammin kudoksessa, joka on prosessointu mikroaaltoja apunakayttden (kuvio
3).
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Kuvio 2. Suolikudoksen nelja eri perusvarjdysta ylhaalta alaspain: HE, PAS, AB-PAS ja Hero-
vici. Vasemmalla kudosprosessointi on tehty Thermon valmistamalla laitteella, oikealla ku-
dosprosessointi on tehty mikroaaltoja apuna kayttavalla Sakuran valmistamalla kudospro-
sessorilla.
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Kuvio 3. Maksakudoksen nelja eri perusv'aryt ylhaalta aIspéin: HE, PS AB-PAS ja He-
rovici. Vasemmalla kudosprosessointi on tehty Thermon valmistamalla laitteella, oikealla ku-
dosprosessointi on tehty mikroaaltoja apuna kayttavalla Sakuran valmistamalla kudospro-
sessorilla.

4.2 Leikepaksuuden vaikutus histologisissa konevarjayksissa

Kudosleikkeen paksuus vaikuttaa lopputulokseen, siksi tdssa kappaleessa tarkaste-
len saamiani tuloksia liittyen leikepaksuuden valintaan. Tassa tyossa kaikki kontrol-
lileikkeet ovat 3 pm paksuisia. Jotta leikepaksuutta voitaisiin vertailla, leikkasin jo-
kaisesta kudoksesta myds 8 um paksuisia leikkeitd, joista jokaisesta tehtiin neljasta
viiteen perusvarjaysta. Opetusmateriaalissa asetetaan havainnoimista aktivoivat ky-
symykset: Kumpi leikkeistd on paksumpi? Pystytkd erottamaan paksummasta leik-
keesta esimerkiksi solujen tumat kunnolla? Varsinaisessa opetusmateriaalissani esit-
telen kuvia kuudesta erilaisesta kudoksesta tassa yhteydessa esittelen kuvan esi-
merkinomaisesti vain munuaiskudoksesta (Kuvio 4). Kuviossa 4 esitelldan eri varja-
yksilla kahden eri leikepaksuuden eroja. Leikepaksuuden erot voidaan havaita jo-

kaisessa eri kudoksessa jokaisella eri varjaykselld. 8 pum:n paksuinen leike varjaytyy
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selkeasti voimakkaammin. Kudoksen rakenteet ja solujen tumat ovat vaikeammin

erotettavissa johtuen liian monesta paallekkadisesta solukerroksesta.

Kuvio 4. Munuaiskudoksen nelja eri perusvarjaysta ylhaalta alaspain: HE, PAS, AB-PAS ja
Herovici. Vasemmalla leikepaksuus 3 pum, oikealla leikepaksuus 8 pum.

4.3 HE-varjayksen virhelahteet

Tassa kappaleessa esittelen tulokset HE-varjayksen yleisimmista virheldhteista. HE-
varjayksella tumat varjaytyvat sinisen mustiksi ja sytoplasmat vaaleanpunaisen eri
savyilld. Lihassyyt varjaytyvat syvan punaisiksi, punasolut oranssin punaisiksi ja fib-
riini syvan vaaleanpunaiseksi (HUSLAB, ohjekirja). Kuviossa 5. on esitetty normaalin
HE-varjayksen tuloksia kuudessa eri kudoksessa: ihossa, kohdussa, vatsassa, mak-

sassa, munuaisessa ja suolessa. Varsinaisessa opetusmateriaalissa kuvia esitetdan
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kuudesta eri kudoksesta, lisdksi annetaan aktivoiva tehtdva: Mieti minka variset

tumat ovat? Millaiset varisavyt? Miksi?

Kuvio 5. HE-varjays eri kudoksissa. a) Iho, b) kohtu, c) vatsa, d) maksa, €) munuainen, f)
suoli

HE-varjayksen virheldhteita ovat: Mayerin hematoksyliini -kasittelyn ja HCI-
kasittelyn jalkeen tapahtuvan vesihuuhtelun puuttuminen. HCl-kasittelyyn tarvitta-
van liuoksen vaara valmistustapa, tassa tyodssa kaytin lilan vahvaa HCl-luosta. Eo-
siinivarjayksen jalkeisen etanolin avulla tapahtuvan ylimaaraisen varin poistamiseen
kaytetyn ajan piteneminen esimerkiksi laiterikon vuoksi. Kuviossa 6. on esitetty
esimerkinomaisesti edella mainitut koneellisen HE-varjayksen virheldhteet kohtu-

kudoksessa ja niiden vaikutus varjaystulokseen.
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Hematoksyliini varjaa tumat ensin punaisiksi, tumat muuttuvat edelleen mustan-
sinisiksi kun leikkeet pestaan heikosti alkaalisella liuoksella. Yleensa hanavesi on
tahan takoitukseen tarpeeksi alkaalista. (Bancroft — Gamble 2008: 121.) Kuviosta
6b voidaan nahda, miten hanavesihuuhtelun puuttuminen jattaa kudoksen ja tumat
punasavyiseksi. Hematoksyliinivarjdysta kaytettaessa, eosiini on paras vari kun ha-
lutaan esille kudoksen rakenne. Eméksisiin ryhmiin sitoutunut eosiini on hapan
ksantiinivari, joka tunkeutuu hyvin tiheisiin ja I6yhiin kudosrakenteisiin varjaten
nama punaisen eri savyilld. (Bancroft - Gamble 2008: 121.) Eosiini on dissosioitu-
neena melko laajalla PH-alueella, ainoastaan hyvin happamassa (< pH 4) se on va-
raukset-tomassa muodossa ja tarttuu kudokseen epaspesifisesti. Kudosproteinien
nettovaraus on positiivinen kun pH on alle 6. Sytoplasman proteinien varjdamiseen
kaytettava pH-vali on siis noin 4-6. (Londesborough — Pekkarinen-Kouki — Salama -
Tahka 2004: 22.) Kuviosta 6¢ voidaan nahda miten liilan vahvaa HCl-luosta kaytet-
tdessa varjattava kudos on liian hapan eosiinivarjaykselle ja eosiini sitoutuu kudok-

seen epaspesifisti. Varjdystulos on hyvin vaalea.

Hematoksyliinin ongelma tumavarina on, etta se on hyvin herkka lisatyille happa-
mille varjaysliuoksille (Bancroft — Gamble 2008: 121). Liian vahva HCl-liuos hema-
toksyliinivarjayksen jalkeen ennen eosiinivarjdysta nayttaisi vaikuttavan myds he-
matoksyliinin varjaystulokseen. Eosiinivarjayksen jalkeen tapahtuvan etanolikasitte-
lyn tarkoituksena on poistaa ylimaardinen vari. Nayttaisi silta, etta liian pitka etano-

likasittely vaikuttaa etenkin Mayerin hematoksyliinivarin irtoamiseen.
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Kuvio 6. Kohtukudoksen HE-varjdys ja sen virheldhteet. a) kontrolli, b) hanavesihuuhtelun
puuttuminen c) vaarin valmistetun HCl-liuoksen vaikutus d) pitkd etanolikasittely.

4.4 PAS-varjayksen virhelahteet

Tassa kappaleessa esittelen tulokset PAS-varjayksen yleisimmista virheldhteista
PAS-varjayksella gykogeeni ja lima varjaytyvat purppuranpunaisiksi. Tumat varjay-
tyvat sinisiksi ja sienet seka loiset punaisiksi. (HUSLABIn ohjekirja.) Kuviossa 7. on
esitetty PAS-varjayksen tuloksia kuudessa eri kudoksessa: ihossa, kohdussa, vat-
sassa, maksassa, munuaisessa ja suolessa. Varsinaisessa opetusmateriaalissa kuvia
esitetaan kuudesta eri kudoksesta, lisaksi annetaan aktivoiva tehtava: Mieti mika eri
kudoksissa varjaytyy minkakin sdvyiseksi? Millaiset varisavyt? Miksi?
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Kuvio 7. PAS-varjays eri kudoksissa. a) Iho, b) kohtu, c) vatsa, d) maksa, €) munuainen, f)
suoli

PAS-varjayksen virhelahteitd ovat: Ennen perjodihappokasittelyd, perjodihappoka-
sittelyn jalkeisen, Schiff-varjayksen ja Mayerin hematoksyliini varjdyksen jalkeen
tapahtuva hanavesikasittelyn puuttuminen. Schiffin reagenssin tai perjodihapon
vanheneminen. Kuviossa 8 on esitetty edella mainitut koneellisen PAS-varjayksen
virheldhteet suolikudoksessa ja niiden vaikutus varjdystulokseen. Kuviota tarkaste-
lemalla voidaan huomata, ettd PAS-varjayksessa vesihanan avaamisen unohtami-
nen “punaistaa” varjaystuloksen. Schiffin reagenssi antaa kudokselle punaisen sa-
vyn, kuviosta 8b voidaan havaita miten vesihuuhtelun puuttuessa ylimaarainen vari
ei paase huuhtoutumaan pois. Vanhentuneen Schiffin reagenssin vaikutus on nah-
tavissa kuviossa 8c. Schiffin-reagenssin antama punainen savy puuttuu kokonaan.
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Hiilihydraateilla, aminohapoilla, proteineilla ja steroideilla esiintyy sisaisia glykoli-
ryhmia tai ndiden amino- tai alkylaminojohdannaisia, jotka perjodihappo hapettaa
dialdehydeiksi. Nama dialdehydit voivat puolestaan muodostaa liukenemattoman,
punaisen varikompleksin Schiffin-reagenssin kanssa. (Bancroft JD ja Gamble M.
2008; Londesborough A. ym. 2004.) Kuviosta 8d voidaan nahda miten perjodiha-
pon puuttumisen vuoksi sisdiset glykoliryhmat eivat hapetu eivatka ndin reagoi
Schiffin reagenssin kanssa, eikd punaista varikompleksia synny.

puuttuminen c) vanhentuneen Schiff-reagenssin vaikutus d) vanhentuneen perjodihapon
vaikutus.

4.5 AB-PAS-varjayksen virheldhteet

Tassa kappaleessa esittelen AB-PAS-varjayksen virhelahteiden tuloksia. AB-PAS-
varjayksella gykogeeni ja lima varjaytyvat purppuranpunaisiksi. Tumat varjaytyvat
sinisiksi ja happamat mukopolysakkaridit sinisen turkooseiksi. (HUSLABIn kasikirja.)
Kuviossa 9. on esitetty AB-PAS-varjdyksen tuloksia 6 eri kudoksessa: ihossa, koh-
dussa, vatsassa, maksassa, munuaisessa ja suolessa. Varsinaisessa opetusmateri-
aalissa kuvia esitetaan kuudesta eri kudoksesta, lisaksi annetaan aktivoiva tehtava:
Mieti mika eri kudoksissa varjaytyy minkakin savyiseksi? Millaiset varisavyt? Miten

virheelliset varjaykset ovat erilaiset?
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Kuvio 9. AB-PAS-varjays eri kudoksissa. a) Iho, b) kohtu, ¢) vatsa, d) maksa, €) munuainen,
f) suoli

AB-PAS-varjayksen virhelahteitd ovat: Ennen Alcian blue ja perjodihappokasittelya,
perjodihappokasittelyn jalkeisen, Schiff-varjayksen ja Mayerin hematoksyliini varja-
yksen jdlkeen tapahtuva hanavesikasittelyn puuttuminen seka Schiffin reagenssin
tai perjodihapon vanheneminen. Kuvioissa 10-11 on esitetty edelld mainitut koneel-
lisen PAS-varjayksen virheldhteet kahdessa eri kudoksessa ja niiden vaikutus var-
jaystulokseen. Kuvioita 10b ja 11b tarkastelemalla voidaan huomata, ettd AB-PAS-
varjayksessa vesihanan avaamisen unohtaminen “punaistaa” varjaystuloksen sa-
malla tavalla kuin edelld esitetyssa PAS-varjayksessakin. Schiffin-reagenssi antaa
kudokselle punaisen savyn, vesihuuhtelun puuttuessa ylimaardinen vari ei padse

huuhtoutumaan pois (kuviot 10-11 b). Toimimattoman Schiffin reagenssin vaikutus
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on nahtdvissa kuvissa 10-11 c., punainen savy puuttuu kokonaan. Kuten PAS-
varjayksessakin, perjodihapon puuttumisen vuoksi sisdiset glykoliryhmat eivat ha-
petu eivatka ndin reagoi Schiffin reagenssin kanssa, jolloin punaista varikompleksia
ei synny (Kuviot 10-11 d).

Happamat mukopolysakkaridit eivat yleensa osoita PAS-positiivisia reaktioita, koska
glykoliryhma on sitoutunut sulfaatilla. Taman vuoksi ne osoitetaan Alcian Blue —
varjaykselld, jossa positiiviset ryhmat reagoivat happamien limojen karboksyyli- ja
sulfaattiryhmien kanssa. AB-PAS-varjdys erottelee happamat ja neutraalit lima-
aineet. Happamat lima-aineet reagoivat Alcian Blue-varjayksessa eivatka enaa rea-
goi PAS-varjaykseen. (Londesborough A. ym. 2004.) Kuviossa 11c-d Schiffin-
reagenssi ei paase sitoutumaan kudokseen, tdman vuoksi alsianin sinisen varin si-

toutuminen happamiin mykopolysakkarideihin nahdaan hyvin.

Kuvio 10. Munuaiskudoksen AB-PAS-varjdys ja sen virheldhteet. a) kontrolli b) hana-
vesihuuhtelujen puuttuminen c) vanhentuneen Schiff-reagenssin vaikutus d) vanhentuneen
perjodihapon vaikutus.
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Kuvio 11. Suohkudoksen AB- PAS -varjays ja sen V|rhelahteet a) kontrolli b) hanave5|huuhte-
lujen puuttuminen c) vanhentuneen Schiff-reagenssin vaikutus d) vanhentuneen perjodiha-
pon vaikutus.

4.6 Herovici-varjayksen virhelahteet

Tassa kappaleessa esittelen Herovici-varjayksen tuloksia liittyen konevarjaysten
yleisimpiin virhelahteisiin. Herovici-varjayksella tumat varjaytyvat tumman ruskeiksi,
lahes mustiksi. Sytoplasma varjaytyy keltaiseksi, kypsa kollageeni punaiseksi, nuori
kollageeni ja retikuliini siniseksi. (Stainsfile. 2012.) Kuviossa 12. on esitetty Herovi-
ci-varjayksen tuloksia kuudessa eri kudoksessa: ihossa, kohdussa, vatsassa, mak-
sassa, munuaisessa ja suolessa. Varsinaisessa opetusmateriaalissa kuvia esitetdan
kuudesta eri kudoksesta, lisaksi annetaan aktivoiva tehtava: Mieti mika eri kudok-
sissa varjaytyy minkakin savyiseksi? Millaiset varisavyt? Minkavariseksi esimerkiksi
tumat varjaytyvat virhelahdekuvissa?
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Kuvio 12. Herovici-véarjays eri kudoksissa. a) Iho, b) kohtu, c) vatsa, d) maksa, e) munuai-
nen, f) suoli

Herovici-varjayksen virheldhteitd ovat: Weigertin hematoksyliini-varjayksen jalkeen
tapahtuvan hanavesihuuhtelun puuttuminen, Weigertin hematoksyliinin liian lyhyt
kypsymisaika, metanil yellown toimimattomuus ja lilan laimean pikropolykromiliuok-

sen kayttdminen.

Kuviossa 13 on esitetty edellda mainitut koneellisen Herovici-varjayksen virheldhteet
munuaiskudoksessa ja niiden vaikutus varjaystulokseen. Kuviosta 13b nahdaan mi-
ten vesihanan avaamisen unohtaminen vaikuttaa lopulliseen varjdystulokseen. Hei-
kosti alkaalisen hanavesihuuhtelun puuttuminen jattaa kudokseen kellertavan sa-
vyn. Herovici-varjayksessa kaytettavalla hematoksyliinin variaineella, hemateiinilla
on huono kudosaffiniteetti. Taman vuoksi varjayksessa kaytetaan peitta-aineena

rautakloridia. Peitta-aineen avulla kationinen hemateiini sitoutuu happamiinkudos-
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komponentteihin, erityisesti nukleinihappoihin ja tdman vuoksi tumat nakyvat tum-
manruskeina. HUSLABIn ohjeen mukaan Weigertin hematoksyliiniliuosta taytyy kyp-
syttda auringonvalossa hapekkaissa olosuhteissa yhden kuukauden ajan. Weigertin
hematoksyliiniliuoksen liian vahaisen kypsymisen vaikutuksia testattiin kayttamalla

tuoretta vasta valmistettua liuosta. Kuviosta 13d voidaan havaita miten tumien var-

jaytyminen eroaa kontrollivarjdyksen tumien varista.

Tydssa kaytettiin virheldhteena laimeaa pikrokromiliuosta. Liuos valmistettiin lai-
mentamalla alkuperaista pikropolykromiliuosta fuksiiniliuoksella. Suurimolekyylinen
happofuksiini tunkeutuu vain I6yhaan sidekudokseen ja kdyttémassamme pikropo-
lykromiliuoksessa oli ylimaarin fuksiiniliuosta. Kuviosta 13 ¢ voidaan nahda fuksii-
ninpunainen varisavy, joka on kontrollivarjaysta voimakkaampi. Pienimolekyylisend
aineena pikriinihappo tunkeutuu tiiviisiin kudoksiin, mutta selkeda laimean pik-
riinihapon vaikutusta ei kuvista voida havaita. Vaikutus voi peittya voimakkaan fuk-

siinivarin alle.

Metanil yellown tarkoituksena on varjata sytoplasmat keltaisiksi (Stainsfile. 2012).
Metanil yellown toimattomuuden vaikutukset voidaan havaita kuviosta 13e. Verrat-
taessa kontrollivarjdykseen, kudoksista nayttaisi puuttuvan keltainen varisavy.
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Kuvio 13. Munuaiskudoksen Herovici-varjays ja sen virheldhteet. a) kontrolli b) hana-
vesihuuhtelujen puuttuminen c) laimea pikropolykromiliuos d) kypsymattéman Weigertin
hematoksyliini-liuoksen kdyttaminen e) toimimattoman metanil yellown vaikutus.

4.7 Giemsa-varjayksen virheldhteet

Giemsa-varjayksella tumat varjaytyvat sinisiksi. Mikro-organismit tummansinisiksi ja
muu kudos vaaleanpunaisten ja sinisten eri savyilla (HUSLABIn kasikirja). Giemsa-
varjaysta kaytetaan etenkin gastroskopia naytteiden helikobakteerien ja parasiittien
diagnosoimiseen. Kuviossa 14. on esitetty Giemsa-varjayksen tulos vatsakudokses-
sa. Varsinaisessa opetusmateriaalissa annetaan aktivoiva tehtdva: Mieti minka vari-

set tumat ovat? Millaiset varisavyt? Onko virhelahdekuvissa eroja varisavyissa?
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Kuvio 14. Giemsa-varjays vatsakudoksessa.

Giemsa-varjayksen virheldhteitd ovat: ennen varsinaista Giemsa-varjdysta tapahtu-
van hanavesihuuhtelun puuttuminen, liian pitka etanolissa varjayksen lopussa eta-
nolilla tapahtuva differointiaika esimerkiksi koneen rikkoutuessa tai giemsaliuoksen

vanheneminen eli hapettuminen. (Haastattelu: Sanna Aakko. 13.7.2012.)

Kuviossa 15. on esitetty edellda mainitut koneellisen Giemsa-varjayksen virheldahteet
vatsakudoksessa ja niiden vaikutus varjdystulokseen. Kuvioista 15c-d voidaan ha-
vaita miten vanha, hapettunut giemsaliuos seka liian pitka differointiaika varjayksen
lopussa saa aikaan kontrollivarjdysta vaaleamman lopputuloksen. My6s hana-
vesihuuhtelun puuttuminen vaikuttaa Giemsa-varjayksen lopputulokseen, joka on
kontrollia hieman vaaleampi. Tama johtunee siitd, ettd giemsavari ei ehka paase si-

toutumaan kudokseen niin helposti kudoksessa olevan etanolin vuoksi.
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Kuvio 15. Vatsakudoksen Giemsa-varjays ja sen virheldahteet. a) kontrolli b) hanavesihuuh-
telujen puuttuminen c) vanha, hapettunut giemsaliuos d) pitka differointiaika etanoliliuok-
sessa varjayksen lopussa.

5 Yhteenveto

Taman tyon tarkoituksena oli luoda opetusmateriaalia erilaisten histologisten kone-
varjaysten virheldhteista. Valmistunut malliarkisto tulee toimimaan HUSLABin uusi-
en tyontekijoiden seka opiskelijoiden perehdyttamismateriaalina seka Metropolia

ammattikorkeakoulun opiskelijoiden opetusmateriaalina. Tyon ei ollut tarkoitus ot-

taa kantaa solubiologisiin kudosrakenteisiin.

Varjaysten virhelahteiden edustavuus nayttdisi nakyvan eri tavoin kudoksesta riip-
puen. Toisessa kudoksessa virheldhde ndkyy voimakkaammin kuin toisessa. Virhe-
lahteiden vaikutukset on kuitenkin havaittavissa jokaisesta kuvasta. Vaihtelu varjay-
tymisen voimakkuudessa voi johtua siita, ettd kudokset varjaytyvat eri tavoin riip-
puen siitd, mihin molekyyliin variaine sitoutuu ja miten paljon kyseista molekyylia
kudoksessa on. Kuvista voidaan havaita my6s kudostyypista riippumatonta vaarin-
varjaytymistd. Tallaisesta kudostyypista epaspesifisesta vaarinvarjaytyvyydesta
esimerkkind on vesihanahuuhtelun puuttuminen, jolloin leikkeet varjaytyvat puner-
taviksi kudostyypista riippumatta. PAS ja AB-PAS-varjdyksissa vanhan perjodihapon
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vaikutukset nakyivat loistavasti ja eroja varjaytyvyydessa kudosten valilla ei ollut
havaittavissa. Herovici-varjayksessa tuoreen Weigertin hematoksyliinin kdyttéminen
saattoi osassa kudoksista jopa parantaa tumien varjaytyvyytta. Schiffin reagenssin
toimimattomuus nakyi kuvista punaisen savyn puuttumisena. Tydssa havaittiin
my0s eroja varjaytymisessa kahdella eri kudosprosessorilla kasiteltyjen kudosten
valilla. Leikkeet, jotka oli prosessoitu mikroaaltoja apuna kadyttaneelld kudosproses-
sorilla, varjaytyivat voimakkaammin. Leikepaksuus vaikutti selkedsti kudoksen var-
jaytyvyyteen, paksumpi leike varjaytyy selkedsti voimakkaammin. Kudoksen raken-
teet ja solujen tumat olivat vaikeammin erotettavissa johtuen lilan monesta paal-
lekkaisesta solukerroksesta. Seuraavassa kappaleessa pohdin tulosten luotettavuut-
ta, itse tydprosessin etenemistd, jatkotutkimusmahdollisuuksia ja sitéa millainen ope-

tusmateriaali prosessissa syntyi.

6 Pohdinta

Ty pyrittiin tekemaan niin, etta tulokset olisivat mahdollisimman luotettavia ja olo-
suhteet olisivat mahdollisimman standardit: Kudosprosessointi tehtiin kaikille ku-
doksille yhta aikaa. Kaikki parafiinileikkeet leikattiin samalla vesiliukumikrotomilla
samalla nopeudella. Varjaysprosesseissa kukin yksittdinen virheldhde tehtiin jokai-
sesta kudoksesta samana paivana samalla varjayskerralla. Kaikki leikkeet kuvattiin
samalla mikroskoopilla ja kameralla ja jokaisella kudoksella oli oma valotuksensa
virheldhteesta riippumatta. Tydprosessin suunnittelin tarkkaan paivakohtaisesti, jot-

ta tyon suoritus etenisi suoraviivaisesti.

Konevarjdystyopisteessa varjayksiin kaytettyjen liuosten vaihtamisesta pidetaan kir-
jaa. Havaintojeni mukaan Schiffin reagenssin toimivuus testataan konevarjayspis-
teessa paivittain, mutta testaamista ei kirjata tehdyksi tyoksi. Vaikka Schiffin rea-
genssin vanheneminen onkin hyvin epatodenndkéista ja reagenssi sailyy hyvin mel-

ko pitkdankin, sen toimivuuden testaaminen voisi olla hyva kirjata tehtyihin toihin.

Tyoni kasittelee histologisten peruskonevarjdysten yleisimpia virheldhteita. Histolo-
gian prosessissa on kuitenkin myds muita virheldhteiden mahdollisuuksia. Tallaisia
virhelahteita voisivat olla esimerkiksi kudoksen huono fiksoituminen tai leikkeeseen

liittyvat fysikaaliset virheldhteet kuten kudosleikkeiden ruttuisuus tai ilmakuplat.
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Muita virheldhteiden mahdollisuuksia voisi [6ytya histologisissa varjayksissa, jotka

tehdaan kasin ilman automaatiota.

Histologisten perusvarjdysten teoriaa ei ole kovinkaan paljon saatavilla ja suurin
osa resepteista on vanhoja. Valmistamani opetusmateriaali ja tdma opetusmateri-
aalia tukeva raportti kokoaa yhteen viiden yleisimman histologisen perusvarjayksen
varjaysteorian auttamaan histologisten varjaysten ymmartamista ja sita miksi var-
jaysten virheldhteet eroavat kontrollivarjayksista. Opetusmateriaalissa olen pyrkinyt

ottamaan huomioon erilaisilla tavoilla oppivia oppijoita.
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Kaytetty kemikaali

Kemikaalin valmistaja

Etikkahappo Riedel-de Haen
Suolahappo Merck
Perjodihappo VWR/BDH
Schiff Merck

Mayerin hematoksyliini

HUSLAB liuoslaboratorio

Alcian Blue

Chroma

Hematoksyliini

Merck

Ferrikloridi

Yliopiston apteekki

Litiumkarbonaatti

HUSLAB liuoslaboratorio

Metanil yellow Aldrich

Giemsa-liuos Merck

Etanoli Altia

Ksyleeni Oy AFF-Chemicals ab

Pikropolykromiliuos

HUSLAB liuoslaboratorio
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HE-varjayksen kanta ja kayttoliuokset:

Kantaliuos 1: eosiini

Kantaliuos 2: Mayerin hematoksyliini

Kayttdliuos 1: eosiini

Kayttdliuos 2: HCl-liuos

Kayttdliuos 3: Mayerin hematoksyliini

PAS-varjdayksen kayttoliuokset:

Kayttoliuos 1: Perjodihappo

Kayttoliuos 2: Schiff

Kayttoliuos 3: Mayerin hematoksyliini

AB-PAS-varjayksen kayttoliuokset:

Kayttdliuos 1: Alcian Blue

Kayttoliuos 2: Perjodihappo

Kayttoliuos 3: Schiff

Kayttdliuos 4: Mayerin hematoksyliini

Herovici-varjayksen kanta- ja kayttoliuokset:

Kantaliuos 1: 10 % Weigertin hematoksyliini

Kantaliuos 2: Weigertin A-liuos

Kantaliuos 3: Weigertin B-liuos

Kayttdliuos 1: 10 % Weigertin hematoksyliini

Kayttoliuos 2: Metanil yellow

Kayttdliuos 3: Hapan differointiliuos

Kayttdliuos 4: Emaksinen differointiliuos

Kayttdliuos 5: Pikropolykromi

Kayttdliuos 6: Etikkahappo

Giemsa-varjayksen kanta- ja kayttoliuokset:

Kantaliuos 1: Giemsa-liuos

Kayttoliuos 1: Giemsa-liuos
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HE-varjdyksen protokolla
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PAS-varjayksen protokolla
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AB-PAS-varjayksen protokolla
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Herovici-varjayksen protokolla
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Giemsa-varjayksen protokolla
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